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·论著·

ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶在实验性蛛网膜
下腔出血后早期脑损伤中的作用

孙新刚，马乾，王改青，王荔，胡为民

山西医科大学第二医院神经内科，山西省太原市　０３０００１

摘　要：目的　探讨 ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）在蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）后早期脑损伤（ＥＢＩ）中的作用。
方法　成年雄性 ＳＤ大鼠随机分配至对照组、ＳＡＨ组及 ｐ３８ＭＡＰＫ干预组，每组１８只。采用血管内穿刺法制作 ＳＡＨ模型，

干预组于术前３０ｍｉｎ经侧脑室注射 ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑制剂 ＳＢ２０３５８０，造模后 ２４ｈ处死。观察各组大鼠脑含水量和神

经功能评分，ＲＴＰＣＲ及免疫组化检测脑组织 ｐ３８ＭＡＰＫ表达。结果　与对照组相比，ＳＡＨ组大鼠脑含水量（ｔ＝－１９６．３５，

Ｐ＜０．０１）及 ｐ３８ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ水平（ｔ＝－２４．７５，Ｐ＜０．０１）均明显升高，神经功能评分明显减低（ｔ＝２０１．０８，Ｐ＜

０．０１）。与 ＳＡＨ组相比，干预组脑含水量（ｔ＝７５．６７，Ｐ＜０．０１）及 ｐ３８ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ水平（ｔ＝９．４３，Ｐ＜０．０１）均明显

下降，神经功能评分明显升高（ｔ＝－８１．６８，Ｐ＜０．０１）。免疫组化示 ＳＡＨ组及干预组均有 ｐ３８ＭＡＰＫ表达，但干预组较

ＳＡＨ组表达水平明显下降（ｔ＝－３．３７，Ｐ＜０．０１）。结论　ｐ３８ＭＡＰＫ在 ＥＢＩ形成机制中起重要作用，有望成为防治 ＥＢＩ

的药物作用新靶点。

关键词：蛛网膜下腔出血；早期脑损伤；ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶；炎症反应

ＤＯＩ：１０．１６６３６／ｊ．ｃｎｋｉ．ｊｉｎｎ．２０１７．０１．００８

Ｒｏｌｅｏｆｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｉｎｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｕｂ
ａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ
ＳＵＮＸｉｎＧａｎｇ，ＭＡＱｉａｎ，ＷＡＮＧＧａｉＱｉｎｇ，ＷＡＮＧＬｉ，ＨＵＷｅｉＭｉｎ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｈａｎｘｉＭｅｄｉｃａｌ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔａｉｙｕａｎ０３０００１，Ｃｈｉｎａ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＵＮＸｉｎＧａｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｙａｎｘｉａ８２０７０１＠１６３．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ｐ３８ＭＡＰＫ）ｉｎｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ（ＥＢＩ）ａｆｔｅｒ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ（ＳＡＨ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ５４ａｄｕｌｔｍａｌｅＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）ｒａｔｓｗｅｒｅｅｑｕａｌｌｙａｎｄｒａｎ

ｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＳＡＨｇｒｏｕｐ，ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｐ３８ＭＡＰＫｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．ＡｎＳＡＨｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｕｓｉｎｇｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒ

ｓｉｌｋｐｕｎｃｔｕｒｅ．ＴｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｇｉｖｅｎａｎｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＳＢ２０３５８０（ａｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｐ３８ＭＡＰＫ）ａｔ

３０ｍｉｎｕｔｅｓｂｅｆｏｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ．ＡｌｌＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ．Ｔｈｅｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｓｃｏｒｅｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ

ＳＡＨｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ＭＡＰＫａｎｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｓｃｏｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｔ＝－１９６．３５，Ｐ＜０．０１；ｔ＝－２４．７５，Ｐ＜０．０１；ｔ＝２０１．０８，Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｐ３８ＭＡＰＫｉｎ

ｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ＭＡＰＫａｎｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｓｃｏｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳＡＨｇｒｏｕｐ（ｔ＝７５．６７，Ｐ＜０．０１；ｔ＝９．４３，Ｐ＜０．０１；ｔ＝－８１．６８，Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍ

ｉｓｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｐ３８ＭＡＰＫｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｎｌｙｉｎｔｈｅＳＡＨｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｐ３８ＭＡＰＫｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｐ３８

ＭＡＰＫｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｎｔｈｅＳＡＨｇｒｏｕｐ（ｔ＝－３．３７，Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ｐ３８

ＭＡＰＫｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＥＢＩ，ａｎｄｉｔｍａｙｂｅａｎｅｗｄｒｕｇｔａｒｇｅｔｆｏｒｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＥＢＩ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｒａｔ

·５３·

　国际神经病学神经外科学杂志　　２０１７年　第 ４４卷　第 １期　　 　



　　早期脑损伤 ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＥＢＩ）是导致蛛
网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）患者
预后不佳的主要原因［１］，炎症反应是其主要形成机

制［２］。ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ＭＡＰＫ）在多种炎症反应中
起关键作用，但其在 ＥＢＩ形成中的作用鲜有报道。
本研究拟以 ｐ３８ＭＡＰＫ为切入点，对 ＥＢＩ的形成机
制进行探讨，旨在为临床防治 ＥＢＩ提供新策略。
１　材料与方法
１．１　实验动物分组

成年雄性 ＳＤ大鼠 ５４只，体重 ２５０～３００ｇ，随
机数字表法分为 ＳＡＨ组，对照组及 ｐ３８ＭＡＰＫ干预
组，每组 １８只，其中 ６只用于 ＲＴＰＣＲ检测脑组织
ｐ３８ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ，６只用于免疫组化检测脑组织
ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达，６只用于检测脑含水量。若
动物死亡则随机补充，以保证每组样本量。

１．２　动物模型制作及标本处理
据文献方法，采用血管内穿刺法制作 ＳＡＨ组动

物模型［３］。对照组大鼠采用相同手术过程，但不穿

破血管壁。参考文献方法，干预组于术前 ３０ｍｉｎ
经侧脑室注射 １０μＬ的 ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑制剂
ＳＢ２０３５８０，每只大鼠所用 ＳＢ２０３５８０的浓度据其
体重计算，使每只大鼠所用剂量为 ５μｍｏｌ／ｋｇ［４］。
参照文献方法［５，６］，动物建模后 ２４ｈ处死，断头取
脑后取穿刺侧颞叶基底部脑组织为实验标本［７］。

拟用于免疫组化检测的大鼠，取适当大小标本放入

４％多聚甲醛溶液中固定 ２４ｈ备用。拟用于 ＲＴ
ＰＣＲ检测的大鼠，取适当大小标本装入微量离心管
内，同上清液置入 －７０℃冰箱内保存备用。拟用
于脑含水量检测的大鼠切取适当大小标本后直接

测量。

１．３　神经功能评分
所有动物处死前行神经功能评分。评分方法

参照 Ｇａｒｃｉａ标准，共包括 ６项：四肢运动对称性，攀
爬运动，前爪伸展性，自主运动，肢体本体感觉及

触须反应，得分越低神经功能缺失越严重。

１．４　脑含水量检测
评估大鼠脑含水量的方法如下：断头取脑并切取

适当大小血肿周围脑组织后直接称质量（湿质量），后

在１０５℃烤箱中烘烤 ７２ｈ，随后再称质量（干质量）。
脑含水量 ＝（湿质量 －干质量）／湿质量 ×１００％。
１．５　ｐ３８ＭＡＰＫ表达检测
１．５．１　ＲＴＰＣＲ检测　取出 －７０℃冰箱中保存的

标本，按说明书依次进行提取总 ＲＮＡ，合成第 １、２
链，电泳分析等步骤。凝胶图像分析系统检测灰

度，ｐ３８ＭＡＰＫ／βａｃｔｉｎ比值表示 ｐ３８ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ
相对水平。

１．５．２　免疫组化检测　按参照文献方法制作石
蜡切片［８］，进行 ＳＡＢＣ染色并检测 ｐ３８ＭＡＰＫ表达；
按参考文献方法采用量化评分表评价 ｐ３８ＭＡＰＫ的
表达程度［９］。

１．６　统计学分析
数据以 ＳＰＳＳ１８．０统计软件处理，计量资料以

均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　各组动物神经功能评分及脑含水量比较

与对照组相比，ＳＡＨ组脑含水量（ｔ＝－１９６．３５，
Ｐ＜０．０１）明显升高，神经功能评分（ｔ＝２０１．０８，
Ｐ＜０．０１）明显下降。干预组与对照组相比，脑含
水量（ｔ＝－１１５．２１，Ｐ＜０．０１）也明显升高，神经
功能评分亦明显下降（ｔ＝１０５．７７，Ｐ＜０．０１），但
与 ＳＡＨ组相比其脑含水量明显下降（ｔ＝７５．６７，Ｐ
＜０．０１），神经功能评分明显升高（ｔ＝－８１．６８，Ｐ
＜０．０１）。见表 １。

表１　各组大鼠神经功能评分及脑含水量比较　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 神经功能评分 脑含水量（％）
对照组 ６ １７．２９±１．００ ７４．０２±０．４５
干预组 ６ １３．２０±０．８７ａｂ ７８．０５±０．６８ａｂ

ＳＡＨ组 ６ １０．０２±０．９７ａ ８１．１９±０．７３ａ

　　注：ａ为与对照组相比，Ｐ＜０．０１；ｂ为与ＳＡＨ组相比，Ｐ＜０．０１。

２．２　ＲＴＰＣＲ检测各组大鼠脑组织 ｐ３８ＭＡＰＫ的
ｍＲＮＡ表达水平

ＳＡＨ组 ｐ３８ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ表达水平较对照组
明显增高，差异有统计学意义（ｔ＝－２４．７５，Ｐ＜
０．０１）。干预组与对照组相比，ｐ３８ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ
表达水平也明显升高（ｔ＝－６．８５，Ｐ＜０．０１），但
与 ＳＡＨ组相比明显下降（ｔ＝９．４３，Ｐ＜０．０１）。
见表 ２。
２．３　免疫组化检测各组大鼠脑组织 ｐ３８ＭＡＰＫ蛋
白表达

对照组未见明显染色，而 ＳＡＨ组及干预组均可
见较多棕黄色染色（图 １）。与 ＳＡＨ组相比，干预
组 ｐ３８ＭＡＰＫ的表达评分明显下降，差异有统计学
意义（ｔ＝－３．３７，Ｐ＜０．０１）（表 ２）。
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图 １　免疫组化检测各组大鼠脑组织 ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达（ＳＡＢＣ，×２００）。

注：Ａ：对照组；Ｂ：ＳＡＨ组；Ｃ：干预组。

表２　各组大鼠脑组织ｐ３８ＭＡＰＫ的表达比较　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＲＴＰＣＲ检测
ｍＲＮＡ表达

免疫组化检测

蛋白表达

对照组 ６ ０．４００±０．０６３ ０．１７±０．４１
干预组 ６ ３．２９９±０．５２１ａｂ １．１７±０．４１ｂ

ＳＡＨ组 ６ １．８９１±０．３８６ａ １．８３±０．４１
　　注：ａ为与对照组相比，Ｐ＜０．０１；ｂ为与ＳＡＨ组相比，Ｐ＜０．０１。

３　讨论
ＳＡＨ是一种神经系统急危重症，具有高死亡率

及高致残率的特点［１０］。传统观点认为，患者起病 ３
ｄ后出现的脑血管痉挛是导致其不良预后的主要
原因，但近年来研究发现，导致患者预后不佳的主

要原因是 ＥＢＩ［１］。本研究中 ＳＡＨ组及干预组动物
有神经功能明显缺失，脑含水量明显增加，提示有

ＥＢＩ形成。
ＥＢＩ是指 ＳＡＨ后 ７２ｈ内全脑组织所发生的直

接损伤，涉及血脑屏障破坏、脑水肿及脑细胞凋亡

等一系列病理事件［１］，其形成机制是多种因素共同

参与的过程，其中炎症级联反应起主导作用［２］。

ＳＡＨ后的出血组织可作为抗原物质刺激炎症细胞，
激活细胞内的信号途径，促使炎性介质基因转录与

表达［１１］，导致以白介素１β（ＩＬ１β）、白介素６（ＩＬ
６）及肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）为主的炎性介质大
量释放，从而产生炎症级联反应并最终导致 ＥＢＩ形
成［１２］。ｐ３８ＭＡＰＫ在多种炎症反应中起关键作用，
但既往有关 ｐ３８ＭＡＰＫ在 ＳＡＨ后炎症反应中作用
的研究主要集中于脑血管痉挛［１３］，在 ＥＢＩ形成中
的作用则鲜有报道。本研究中 ＳＡＨ组大鼠脑组织
ｐ３８ＭＡＰＫ表达水平及脑含水量均较对照组明显增
加，干预组在抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ的表达后其脑含水量
即较 ＳＡＨ组明显减轻，表明 ｐ３８ＭＡＰＫ在 ＥＢＩ的形

成机制中起重要作用，而有关 ｐ３８ＭＡＰＫ在 ＳＡＨ后
不同时间点的表达时相及其参与调控 ＥＢＩ形成的
具体机制则有待于进一步深入研究。

近年来，免疫机制探讨已成为防治 ＥＢＩ的研究
热点［１４］。ｐ３８ＭＡＰＫ是介导多种炎症反应细胞内信
号转导 的 最 终 通 路［１５］，本 研 究 结 果 表 明，抑 制

ｐ３８ＭＡＰＫ表达可明显减轻大鼠 ＳＡＨ后 ＥＢＩ程度。
因此，ｐ３８ＭＡＰＫ有望成为防治 ＥＢＩ形成的药物作
用新靶点。
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