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中性粒细胞明胶酶相关载脂蛋白

在大鼠脑出血后继发性脑损伤中的作用研究
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摘　要：目的　探讨中性粒细胞明胶酶相关载脂蛋白（ＮＧＡＬ）在脑出血（ＩＣＨ）后继发性脑损伤中的作用。方法　采用Ⅶ
胶原酶制作 ＩＣＨ模型，将９０只雄性 ＳＤ大鼠随机分为 ３组：正常对照组（１０只）、假手术组（４０只）和 ＩＣＨ模型组（４０

只）。分别在ＩＣＨ后６ｈ、２４ｈ、７２ｈ和７ｄ四个时间点对大鼠进行神经功能缺损评分；用免疫组化及ＲＴｑＰＣＲ来观察不同

时间点脑组织 ＮＧＡＬ及 ＭＭＰ９表达情况。结果　免疫组化及 ＲＴｑＰＣＲ结果显示 ＩＣＨ后模型组各时间点均可见大量

ＮＧＡＬ、ＭＭＰ９阳性细胞及 ＮＧＡＬｍＲＮＡ表达，且明显高于正常组及假手术组（Ｐ＜０．０５）。ＩＣＨ模型组 ＮＧＡＬ与 ＭＭＰ９蛋

白表达呈正相关（Ｐ＜０．０１）。ＩＣＨ模型组 ＮＧＡＬ、ＭＭＰ９蛋白表达均与大鼠神经功能缺损评分呈正相关（Ｐ＜０．０５）。

结论　ＩＣＨ后ＮＧＡＬ表达明显增加，提示 ＮＧＡＬ可能参与了脑出血后继发性脑损伤，并可能通过调节 ＭＭＰ９的活性从而发

挥作用，但 ＮＧＡＬ是否为 ＭＭＰ９的上游调控因子尚有待进一步研究。
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　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌＨｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）发病急
剧、凶险，发病率、致残率及病死率均较高［１］。研究

发现 ＩＣＨ后脑损伤主要由由血肿的占位效应、机械
压迫及继发性脑损伤所致，其中血肿周围组织的继

发性脑损伤可能在 ＩＣＨ后脑损伤中起到了更为重
要的作用。继发性脑损伤可能与炎症反应、氧化应

激、补体系统激活、细胞凋亡等病理生理机制相

关［２５］。大量研究证实基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘ

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）参与了 ＩＣＨ后的炎症
反应，导致血脑屏障破坏，脑水肿形成，并对神经

元有不同程度的毒性作用［６］。中性粒细胞明胶酶

相关载脂蛋白（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａ
ｌｉｎ，ＮＧＡＬ）是 Ｋｊｅｌｄｓｅｎ等于 １９９３年在中性粒细胞
的特殊颗粒中首先发现的 ２５ｋＤ的糖蛋白。研究
发现 ＮＧＡＬ可以通过二硫键与 ＭＭＰ９结合，调节
保护 ＭＭＰ９酶活性。鉴于 ＭＭＰ９在 ＩＣＨ后继发
性脑损伤中表达上调，而 ＮＧＡＬ又有调节保护
ＭＭＰ９活性的功能，那么 ＮＧＡＬ是否也在 ＩＣＨ后继
发性脑损伤中发挥了一定的作用呢？目前国内外

尚未有相关方面的研究报道。本实验旨在通过大

鼠 ＩＣＨ模型，观察不同时间点 ＮＧＡＬ、ＭＭＰ９蛋白
和 ＮＧＡＬｍＲＮＡ的表达变化及大鼠神经功能缺损情
况，以探讨 ＮＧＡＬ在 ＩＣＨ后继发性脑损伤中的作用
及其与 ＭＭＰ９相关性，为进一步的临床治疗提供
理论依据。

１　材料及方法
１．１　材料
１．１．１　实验动物　健康雄性 ＳＤ大鼠 ９０只，体重
２００～２５０ｇ，清洁级（购于湖南斯莱克景达实验动
物有限公司）。

１．１．２　试剂与仪器

兔抗 ＭＭＰ９单克隆抗体 Ａｂｃｏｍ公司
兔抗 ＮＧＡＬ多克隆抗体 ＧｅｎｅＴｅｘ公司
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ 联科生物公司

山羊血清封闭液 索莱宝公司

ＤＡＢ试剂盒 中杉金桥

逆转录试剂盒 Ｔａｋａｒａ公司
ＶＩＩ型胶原酶 Ｓｉｇｍａ公司

１．２　方法
１．２．１　实验分组　将大鼠随机分为 ３组：正常对
照组 １０只；假手术组和 ＩＣＨ模型组各 ４０只，在脑
出血后 ６ｈ、２４ｈ、７２ｈ和７ｄ四个时间点进行神经
功能缺损评分后处死大鼠，每个时间点随机抽取

１０只。

１．２．２　造模　模型组按 Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ等［７］的方法建

立 ＩＣＨ模型，用 １０％水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠
后（４００ｍｇ／ｋｇ），固定头部于鼠脑立体定位仪上，
行头皮正中切口，暴露前囟，以前囟为中心向后

１．４ｍｍ，向右旁开 ３．２ｍｍ，钻孔，以微量注射器在
此处垂直进针 ５．６０ｍｍ，定位于苍白球内，缓慢匀
速地注入 ２．５μｌＶＩＩ型胶原酶（０．２Ｕ／μｌ），留针
５ｍｉｎ后缓慢退针。假手术组在颅内相同部位注射
２．５μｌ灭菌生理盐水。
１．２．３　神经功能缺损评分　采用 Ｌｏｎｇａ评分法［８］

筛选造模成功的大鼠，然后参照 Ｍａｙｎｅ等［９］的方法

在造模后 ６ｈ、２４ｈ、７２ｈ和７ｄ四个时间点分别从
前爪抓力、向出血侧旋转、爬竿能力 ３个方面对大
鼠的神经功能缺损情况进行评估。分数越高，神经

功能障碍越重。

１．２．４　免疫组化测定 ＮＧＡＬ及 ＭＭＰ９　各组分
别取脑组织制成石蜡切片，石蜡切片按 ＳＡＢＣ试剂
盒说明书操作：Ｉ抗浓度分别为 ＮＧＡＬ１∶５０，ＭＭＰ
９１∶１００，３７℃烤箱孵育 ３０ｍｉｎ后 ４℃过夜。每只
大鼠选取 ３张切片，在 ２００倍镜下取 ３个完整而互
不重叠视野。用 Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０图像处理软件
对所有图片进行半定量分析，测定 ＮＧＡＬ及 ＭＭＰ９
免疫组化反应阳性细胞的平均光密度（ＭＯＤ）。
１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ测定 ＮＧＡＬ基因的相对表达　提
取各组大鼠基底节区脑组织 ＲＮＡ，按照逆转录试
剂盒说明书操作。ＮＧＡＬ引物上游序列为 ５’ＧＴＣ
ＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＴＣＧＴＣＡＧＧ３’；下游序列为 ５’
ＡＧＴＣＡＧＴＧＴＣＧＧＣＣＡＣＴＴＧＣ３’；片段长度为
１４８ｂｐ。内参 ＧＡＰＤＨ 上游序列为 ５’ＣＴＣＡＴＧ
ＡＣＣＡＣＡ ＧＴＣＣＡＴＧＣ３’；下游序列为 ５’ＴＴＣ
ＡＧＣＴＣＴＧＧＧＡＴＧＡＣＣＴＴ３’。运用△△Ｃｔ法分
析 ＮＧＡＬ基因的相对表达情况。
１．３　统计学分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件处理，计量
资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示；两样本间比较，
选用 ｔ检验。多样本间比较选用单因素方差分析
法，两变量间的相关性分析采用双侧 Ｐｅａｒｓｏｎ相关
检验。当 Ｐ＜０．０５时为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　神经功能缺损评分

正常组及假手术组均无明显神经功能缺损，

ＩＣＨ模型组 ２４ｈ亚组神经功能评分显著高于其他
各时间点（Ｐ＜０．０５），而随着时间延长逐渐降低，
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说明神经功能逐步恢复。

２．２　免疫组化检测
正常组及假手术组只有极少量 ＮＧＡＬ阳性表

达。ＩＣＨ后 ６ｈ模型组即可在血肿周围发现大量
ＮＧＡＬ阳性细胞，在 ２４～７２ｈ达高峰（２４ｈ、７２ｈ
亚组显著高于６ｈ及７ｄ亚组，Ｐ＜０．０５；２４ｈ亚组
与 ７２ｈ亚组比较差异无统计学意义，Ｐ＞０．０５），
之后逐渐降低，持续 ７ｄ后仍高于正常组及假手术
组，Ｐ＜０．０５（表 １、图 ２、图 ３）。

正常组和假手术组均可见少量 ＭＭＰ９阳性细
胞，模型组各时点可见大量 ＭＭＰ９阳性细胞，并在
２４ｈ达高峰（见图 ４）。

表１　造模后各时间点ＮＧＡＬ阳性细胞表达情况　　（ｎ＝５；ｘ±ｓ）

组别 ６ｈ ２４ｈ ７２ｈ ７ｄ
正常组 ０．１０７±０．０１２６
假手术组 ０．０９９９±０．００７９０．０９６±０．０１６ ０．１０７６±０．０１２８０．１１２２±０．０１５８
ＩＣＨ模型组 ０．５７８４±０．０２７４ １．０７７１±０．０４９８１．００６２±０．０４５６０．４３６６±０．０２０５

注：为相应时间点ＩＣＨ模型组与正常组及假手术组对比，Ｐ＜０．０５。
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图 １　ＩＣＨ后血肿组织 ＨＥ染色（１００×）。ＩＣＨ后 ６ｈ、

２４ｈ、７２ｈ和７ｄ血肿组织中可见大量炎性细胞

侵润（大箭头）

２．３　ＲＴｑＰＣＲ
ＮＧＡＬｍＲＮＡ在正常组、假手术组中均有少量

表达，两组间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。ＩＣＨ模型组
各时点 ＮＧＡＬｍＲＮＡ表达均明显高于正常组及假手
术组（Ｐ＜０．０１），且在 ２４～７２ｈ达高峰；２４ｈ亚组
及７２ｈ亚组的 ＮＧＡＬｍＲＮＡ表达量显著高于 ６ｈ亚
组及７ｄ亚组（Ｐ＜０．０５）；２４ｈ亚组与 ７２ｈ亚组比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表２、图５。
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图 ２　血肿周围组织 ＮＧＡＬ蛋白表达情况。注：为

２４ｈ、７２ｈ亚组与 ６ｈ及 ７ｄ亚组比较，Ｐ＜

０．０５；＃为 ２４ｈ亚组与 ７２ｈ亚组比较，Ｐ＞０．０５。
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图 ３　ＩＣＨ模型组 ＮＧＡＬ阳性细胞表达（２００×）。ＩＣＨ

后 ６ｈ、２４ｈ、７２ｈ和 ７ｄ血肿周围组织均可见

大量 ＮＧＡＬ阳性细胞，呈棕色（小箭头）。

２．４　相关性分析
ＩＣＨ模型组中 ＭＭＰ９与 ＮＧＡＬ蛋白表达呈正

相关，相关系数（Ｒ＝０．７３９，Ｐ＜０．０１）。ＩＣＨ模
型组中 ＮＧＡＬ、ＭＭＰ９蛋白表达均与大鼠神经功能
评分呈正相关，相关系数分别为（Ｒ＝０．７０３，Ｐ＜
０．０１；Ｒ＝０．３８，Ｐ＜０．０５）。

表２　各组各时间点ＮＧＡＬｍＲＮＡ表达情况　　（ｎ＝５；ｘ±ｓ）

组别 ６ｈ ２４ｈ ７２ｈ ７ｄ
正常组 １ １ １ １
假手术组 １．４０±０．２２ ２．９５±０．１１ ４．２６±０．６２ １．５９±０．３３
ＩＣＨ模型组 ４６．４７±３．１２１０６．８４±１０．３２８９．９９±９．５５１７．５４±２．４５

注：为相应时间点ＩＣＨ模型组与正常组及假手术组比较，Ｐ＜０．０５。
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图 ４　ＩＣＨ模型组 ＭＭＰ９阳性细胞表达（２００×）。

ＩＣＨ后 ６ｈ、２４ｈ、７２ｈ和 ７ｄ血肿周围组织均

可见大量 ＭＭＰ９阳性细胞，呈棕色（小箭头）。
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图 ５　血肿周围组织 ＮＧＡＬｍＲＮＡ表达情况。注：为
２４ｈ和７２ｈ亚组与６ｈ及７ｄ亚组比较，Ｐ＜０．
０５；＃为 ２４ｈ亚组与 ７２ｈ亚组比较，Ｐ＞０．０５。

３　讨论
ＭＭＰ９是 ＭＭＰｓ家族的最主要成员之一，能降

解全身各种组织的细胞外基质（ＥＣＭ），与脑血管
壁破坏和 ＩＣＨ关系密切。Ｔｅｊｉｍａ等［１０］利用自体血

脑出血模型证实 ＭＭＰ９在 ＩＣＨ后发生了激活并参
与了脑水肿的形成。我们的前期研究也发现大鼠

ＩＣＨ早期可诱导血肿周围组织 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的
表达上调，导致血脑屏障破坏和血管源性脑水肿形

成［１１］。ＭＭＰ９还具有促炎症作用，可增加炎性因
子的活性，是炎症反应重要的“调节剂”［１２］。

ＮＧＡＬ是研究 ＭＭＰ９在细胞内的存在形式时
被发现的，主要存在于中性粒细胞中的过氧化物酶

阴性颗粒中［１３］。ＮＧＡＬ参与了免疫炎症反应、肿瘤
的发生发展及肾脏发育与损伤修复，并具有调节保

护 ＭＭＰ９活性的作用［１４１６］。通常 ＭＭＰ９以前体形
式（ｐｒｏＭＭＰ９）被分泌到细胞外，当其 Ｎ端的一
段序列被切去后 才 表 现 活 性。ＮＧＡＬ可 与 ｐｒｏ
ＭＭＰ９通过二硫键结合形成二聚体即 ＮＧＡＬ／ｐｒｏ
ＭＭＰ９，此二聚体可进一步与金属蛋白酶组织抑制
因子（ＴＩＭＰ１）结合形成三元或四元复合物。当复
合物中的 ｐｒｏＭＭＰ９被激活成 ＭＭＰ９时，其活性
要比原来高出许多倍［１７］。这说明 ＮＧＡＬ能够调控
上述复合物的活性并抵消 ＴＩＭＰ１对 ＭＭＰ９活性
的抑制作用。Ｙａｎ等［１８］和 Ｔｓｃｈｅｓｃｈｅ等［２０］研究发现

ＮＧＡＬ可通过与 ＭＭＰ９形成复合物促进侵袭性胆
管细胞型肝癌细胞的形成及其侵袭转移。一般来

说，肿瘤细胞需要借助 ＭＭＰ９和其它相关酶来降
解 ＥＭＣ，才能顺利地进行浸润和 远 处 转 移，而
ＮＧＡＬ可通过保护 ＭＭＰ９活性参与肿瘤细胞的浸
润及转移。

本研究发现 ＩＣＨ后血肿周围组织 ＮＧＡＬ蛋白及
ｍＲＮＡ表达均升高；且 ＩＣＨ模型组 ＮＧＡＬ蛋白表达
与神经功能缺损程度呈正相关；提示 ＮＧＡＬ可能在
ＩＣＨ后继发性脑损伤发挥了重要作用。既往有研
究发现，生理状态下 ＮＧＡＬ在脑组织、心脏、周围神
经、血管等组织细胞中表达呈阴性［２１］，本课题首次

证实了 ＮＧＡＬ在 ＩＣＨ血肿周围组织中有广泛表达。
ＮＧＡＬ表达增加可能与 ＩＣＨ导致的免疫炎症反应
及氧化应激有关。同时我们发现血肿周围组织中

ＮＧＡＬ主要来源于中性粒细胞、神经元及小胶质细
胞，既往无小胶质细胞及神经元分泌 ＮＧＡＬ的相关
报道。我们推测，在疾病状态下，氧化应激可能诱

导了神经元及小胶质细胞分泌 ＮＧＡＬ，其具体机制
尚有待进一步研究。ＩＣＨ模型组 ＮＧＡＬ与 ＭＭＰ９
蛋白表达呈正相关，表明 ＩＣＨ后 ＮＧＡＬ表达的增多
伴有 ＭＭＰ９的激活，但并不能从本质上说明 ＮＧＡＬ
激活了 ＭＭＰ９。既往的研究发现 ＮＧＡＬ可以通过
调节 ＭＭＰ９活性，促进肿瘤的侵袭转移。因此，我
们推测 ＩＣＨ后 ＮＧＡＬ有可能通过调节保护 ＭＭＰ９
活性，攻击脑血管的基底膜，破坏血 －脑屏障，导
致脑水肿加重及神经细胞凋亡，从而在 ＩＣＨ后继发
性脑损伤中发挥作用，但 ＮＧＡＬ是否为 ＭＭＰ９的上
游调控因子尚有待进一步研究。本实验仅为初步研

究，后期我们将利用 ＮＧＡＬ敲除鼠对 ＮＧＡＬ在 ＩＣＨ后
继发性脑损伤中的作用机制进行深入研究，以期为

ＩＣＨ提供新的治疗方向及方法。
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