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法舒地尔降低ＴＬＲ４表达缓解蛛网膜下腔出血后血管痉挛的实验研究
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　　摘　要：目的　建立兔蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）后迟发性脑血管痉挛（ＤＣＶ）模型，探讨法舒地尔防治ＤＣＶ的作用及相关信号

通路。方法　６０只新西兰大白兔分为３组，每组２０只。实验组枕大池二次注血法建立ＳＡＨ模型，对照组枕大池内注入生理盐

水，治疗组ＳＡＨ模型建立后，法舒地尔静脉给药。血管造影及经颇多普勒超声（ＴＣＤ）评估血管痉挛情况，造模后第７天取材井行

苏木素伊红染色观察基底动脉痉挛情况。免疫组织化学和 Ｍｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测基底动脉Ｔｏｌｌ受体４（ＴＬＲ４）的表达。结果　

ＳＡＨ后血管痉挛模型造模成功，实验组与对照组比较基底动脉直径明显降低（犘＜０．０１）；治疗组基底动脉直径较实验组明显增

加（犘＜０．０１）；免疫组织化学及 Ｍｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示治疗组基底动脉 ＴＬＲ４表达较实验组明显减少（犘＜０．０５）。结论　ＳＡＨ 后

ＤＣＶ可能与ＴＬＲ４信号通路有关，法舒地尔能显著降低ＳＡＨ后基底动脉ＴＬＲ４表达，缓解ＳＡＨ后ＤＣＶ。

关键词：蛛网膜下腔出血；Ｔｏｌｌ样受体４；白细胞介素１０；迟发型脑血管痉挛；法舒地尔
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　　蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）是神经外科较为常见的疾病，

ＳＡＨ的致残率、病死率均较高，迟发性脑血管痉挛（ＤＣＶ）是

ＳＡＨ引起患者预后较差的主要原因
［１］。当前，尚缺少行之有

效的方案控制ＳＡＨ，其引起脑血管痉挛的机制较为复杂，发生

ＳＡＨ后产生脑血管痉挛的病理生理机制还不明确，尚需要深

入地进行研究，有报道指出炎性反应有可能是ＳＡＨ 后出现

ＤＣＶ的关键环节之一
［２３］。ＳＡＨ 的药物治疗，除扩容、升压、

血液稀释、血管扩张剂的应用外，尼莫地平是常用于预防血管

痉挛的药物之一，而近年出现的Ｒｈｏ激酶抑制剂法舒地尔在

脑血管痉挛（ＣＶＳ）防治方面的作用正受到越来越多的重视。

有研究指出 Ｒｈｏ信号通路与炎性信号因子 Ｔｏｌｌ样受体

（ＴＬＲｓ）的表达密切相关，作为发现最早的 ＴＬＲ亚型之一，

ＴＬＲ４在炎性反应相关的疾病中被给予极高的关注，原因是在

识别细菌脂多糖及介导的炎性反应信号传导中，ＴＬＲ４发挥了

较为重要的作用［４５］。目前对于法舒地尔通过 Ｒｈｏ信号通路

而影响ＴＬＲ４表达的研究报道较少，本研究通过复制兔ＳＡＨ

模型，观察法舒地尔对兔ＳＡＨ 后ＤＣＶ的影响及ＴＬＲ４的表

达情况，以探讨法舒地尔在ＳＡＨ后ＤＣＶ防治中的效果。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康纯种新西兰大白兔６０只（清洁级），雌雄

不限，月龄４～６个月，体质量２．５～３．０ｋｇ。分为对照组（枕大

池注入生理盐水０．５ｍＬ／ｋｇ，狀＝２０）、实验组（制备ＳＡＨ模型，

狀＝２０）、治疗组（ＳＡＨ模型制备后法舒地尔静脉注射，狀＝２０）。

所有实验动物由辽宁医学院实验动物中心提供。

１．２　ＤＣＶ模型的制备　使用枕大池二次注血方式制备ＳＡＨ

模型。耳缘静脉注射３％戊巴比妥钠（１ｍｇ／ｋｇ）进行麻醉，后

将兔俯卧于兔台，电推去兔枕部体毛，显露枕部穿刺处。局部

皮肤碘附消毒，铺无菌孔巾，取头皮针末端连接１ｍＬ注射器，

向枕大池方向缓慢刺入，有落空感后继续缓慢进针１～２ｍｍ，

轻轻回抽可见清亮脑脊液流出，缓慢抽取脑脊液约１ｍＬ，兔耳

中央动脉抽取动脉血立即缓慢注入枕大池（０．１８ｍＬ／ｋｇ），３

ｍｉｎ内注射完成。注意观察兔呼气情况，注射后兔俯卧位，头

低３０°放置约０．５ｈ，以保证血液积聚在基底动脉周围。使用庆

大霉素溶液擦拭穿刺口后无菌包扎。４８ｈ后重复二次注血。

对照组枕大池及静脉注入等量０．９％氯化钠注射液。治疗组

在枕大池注血后给予静脉注射法舒地尔１ｍｇ／ｋｇ。
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１．３　神经功能测评　在制备模型后，７ｄ内的神经缺损症状

进行评分。按照Ｅｎｄｏ的评分标准
［６］，评分分为４级。１级（０

分）：为无神经功能缺损；２级（１分）：为轻度或可疑神经功能缺

损（嗜睡活动减少）；３级（２分）：为中度神经功能缺损（肢体无

力跛行）；４级（３分）：为重度神经功能缺损（划圈运动或行走

困难）。

１．４　经颅多普勒超声（ＴＣＤ）检测　在造模后第３天，进行脑

血管造影前，使用 ＴＣＤ查看基底动脉痉挛情况。探头为４

ＭＨｚ，寻找适合的角度置于兔枕部，调整深度和方向至观察到

清晰稳定的血流信号。记录显示屏的平均血流速度（ＭＦＶ）和

收缩期峰值流速（ＰＳＶ）。

１．５　基底动脉血管造影分析　将兔给予１０％水合氯醛腹腔

注射麻醉，仰卧位于数字减影血管造影（ＤＳＡ）操作台，术区消

毒后，显微解剖下分离股动脉，套管式穿刺针穿刺股动脉，连接

三通，以神经介入常用的Ｅｃｈｅｌｏｎ１０微导管通过股动脉插入到

主动脉弓。进入椎动脉后手推造影。使用ＤＳＡ自带软件处理

影像，选取５个测量点（基底动脉纵向中点，距中点上下各１

ｍｍ处，距离中点上下各２ｍｍ处）测量基底动脉直径，两名测

量者使用背靠背方式测量，计算平均直径。ＤＳＡ在制备ＳＡＨ

模型前（Ｔ１），制备后第３ｄ（Ｔ２）和第７天（Ｔ３）进行。

１．６　标本的收集　在制备模型后７ｄ，麻醉后处死动物，原位

灌注固定脑血管及脑组织，显微解剖留取基底动脉，取基底动

脉１／２段，苏木素伊红（ＨＥ）染色，观察基底动脉管径情况。

１．７　免疫组织化学检测　基底动脉固定后制备蜡块，横断位

切片，脱蜡，微波修复，５％山羊血清封闭，ＰＢＳ稀释的一抗（兔

抗ＴＬＲ４和ＩＬ１０，１∶１００稀释）适量，－４℃冰箱过夜。滴加

生物素化山羊抗兔ＩｇＧ，３７℃恒温箱孵育２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色。

切片放显微镜下观察，细胞质或细胞核显现棕黄色为阳性，未

显现棕黄色为阴性。阴性反应组用ＤＰＳ缓冲液代替一抗。观

察和分析使用ＩＰＰ软件，随机视野为每个组织５个点。染色范

围分４级，＋：染色范围小于１／４视野；＋＋：染色范围在１／４～

１／２视野；＋＋＋：染色范围在１／２～３／４视野；＋＋＋＋：染色

范围大于３／４视野。分为４个染色等级，阴性（－）、弱阳性

（＋）、中等阳性（＋＋）、强阳性（＋＋＋）。染色范围和染色等

级被转换成染色指数。染色指数＝染色范围×染色等级。其

中－为０分，＋为１分，＋＋为２分，＋＋＋为３分，＋＋＋＋

为４分。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　将留取的基底动脉组织制备成匀

浆，应用蛋白裂解液，行凝胶电泳，转膜至硝酸纤维素薄膜，

ＴＢＳＴ浸洗，封闭液封闭，与稀释的一抗混合孵育。ＴＢＳＴ浸

洗后在室温下同二抗混合孵育。再次ＴＢＳＴ浸洗后加入发光

显色剂进行显色。应用图像分析系统分析条带光的密度。

１．９　统计学处理　对各组的结果采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行分

析，计量资料用狓±狊表示，比较采用单因素方差分析或狋检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　神经功能评分　对照组０分，无神经功能障碍。实验组

（２．２±０．７３）分、治疗组（１．３±０．２２）分，治疗组与实验组比较

差异有统计意义（犘＜０．０５）。

２．２　基底动脉血流速度　与对照组比较，实验组基底动脉的

脑血流平均流速（ＭＦＶ）和最大峰流速（ＰＳＶ）明显升高（犘＜

０．０５）。治疗组与实验组比较，ＭＦＶ 和 ＰＳＶ 明显降低（犘＜

０．０５）。蛛网膜下腔出血３ｄ后对照组、实验组、治疗组动物出

现ＴＣＤ典型表现。与对照组比较，蛛网膜下腔出血后 ＭＦＶ

和ＰＳＶ明显增加。与实验组比较，治疗组血流速度（ＭＦＶ、

ＰＳＶ）明显降低，见图１。

　　Ａ：ＭＦＶ；Ｂ：ＰＳＶ。

图１　　ＴＣＤ测量基底动脉脑血流速

２．３　基底动脉直径　ＤＳＡ显示不同组别基底动脉直径痉挛

的情况。对照组血基底动脉无痉挛，实验组血管痉挛明显，基

底动脉纤细，治疗组血管痉挛明显缓解，ＤＳＡ图未呈现。在

Ｔ２和Ｔ３时间，实验组和治疗组中基底动脉的管径较对照组

基底动脉管径减小，实验组基底动脉平均直径明显小于治疗组

的直径，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

表１　　基底动脉直径（狓±狊，ｍｍ）

组别 Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３

对照组 ０．７０±０．０５ ０．５８±０．０３ａ ０．６７±０．０５

实验组 ０．７１±０．１２ ０．１５±０．０４ａｂ ０．３２±０．０６ａｂ

治疗组 ０．７０±０．１１ ０．４４±０．０６ａｂｃ ０．５４±０．０８ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０１，与 Ｔ１时间比较；ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｃ：犘＜

０．０１，与实验组比较。

２．４　基底动脉 ＨＥ染色　基底动脉 ＨＥ染色图像中：实验组

可见明显血管痉挛，管壁内膜皱褶，增厚，可见炎性细胞浸润，

对照组和治疗组中基底动脉痉挛和周围的炎性反应均较轻，无

明显痉挛，见图２。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组；Ｃ：治疗组。

　图２　　ＨＥ染色观察基底动脉血管痉挛改变
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２．５　免疫组织化学表达　软件分析各组基底动脉的免疫组化

表达结果，实验组中ＴＬＲ４及ＩＬ１０表达与对照组相比显著升

高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。治疗组基底动脉ＴＬＲ４及

ＩＬ１０与实验组比较表达显著减少，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表２。

表２　　ＴＬＲ４和ＩＬ１０的免疫组织化学检测（狓±狊）

组别 ＴＬＲ４ ＩＬ１０

对照组 ０．８３±０．０４ ０．７４±０．０７

实验组 ３．９４±０．５８ｂ ３．８２±０．２２ｂ

治疗组 ２．７２±０．６２ａｃ ２．７５±０．３１ａｃ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｃ：犘＜０．０５，与实验组

比较。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测基底动脉中

ＴＬＲ４和ＩＬ１０表达，结果显示实验组ＴＬＲ４和ＩＬ１０表达与

对照组比较显著升高（犘＜０．０５）；与实验组相比，治疗组基底

动脉ＴＬＲ４和ＩＬ１０表达显著减少（犘＜０．０５），见图３、４，表３。

图３　　ＴＬＲ４的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

图４　　ＩＬ－１０的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

表３　　基底动脉ＴＬＲ４和ＩＬ１０蛋白表达（狓±狊）

组别 ＴＬＲ４ ＩＬ１０

对照组 １．２３±０．２５ １．４１±０．３２

实验组 ３．７４±０．６２ｂ ３．７２±０．５９ｂ

治疗组 ２．０２±０．７１ａｃ ２．５５±０．６３ａｃ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｃ：犘＜０．０５，与实验组比

较。

３　讨　　论

本研究中采用枕大池二次注血方式制备ＳＡＨ模型，该制

模方式是目前研究脑血管痉挛机制实验中较为常用的方

法［７８］，基底动脉痉挛程度可以通过ＤＳＡ检测证实，此外在形

态学改变上和人类较为相似。本研究中，枕大池初次注血７ｄ

后处死实验动物，发现实验组和治疗组中均可观察到基底动脉

周围及基底动脉池内有血块聚集，而且实验组基底动脉血管管

径明显痉挛、减小，证明模型的反应良好，适合本实验的需求。

ＴＬＲｓ是一种模式识别受体，在炎性反应以及固有免疫中

都发挥关键作用。目前，已经发现１３种哺乳动物的ＴＬＲｓ，这

些受体能够识别各种器官的病原分子模式［９］。此外，ＴＬＲｓ能

够识别破坏相关的分子模式，而且还能够为主要的损伤性炎性

反应作中介。从本研究实验组基底动脉中ＴＬＲ４的表达显著

提高，此结果表明ＴＬＲ４有可能介导了ＤＣＶ的发生。有研究

指出，在鼠的颅内出血模型内，一些内在的配体能够激活

ＴＬＲ４，使之表达上调，包括亚铁血红素以及纤维蛋白原等，

ＴＬＲ４的上调则进一步导致严重后果
［１０］。本研究中，实验组基

底动脉ＴＬＲ４和ＩＬ１０表达均高于对照组，提示ＳＡＨ 后出现

某种配体，其可以同ＴＬＲ４结合进一步介导炎性反应的发生，

从而通过信号传导系统，促使ＩＬ１０表达上调，ＩＬ１０又进一步

参与ＣＶＳ发生、发展。

相关研究报道提示［１１］，在ＳＡＨ 后 ＤＣＶ发生的过程中，

Ｒｈｏ／Ｒｈｏ激酶途径可能发挥了重要的作用。盐酸法舒地尔注

射液，是一种新型Ｒｈｏ（丝氨酸／苏氨酸蛋白）激酶抑制药，是一

种新型异喹啉磺胺衍生物，其主要通过阻断血管收缩过程的最

终阶段———肌球蛋白轻链磷酸化来扩张血管，抑制血管痉挛，

从而保护缺血脑组织，进而达到防治脑血管痉挛的目的，保护

了脑神经细胞，改善患者临床预后。法舒地尔具备双重的抑制

磷酸化作用［１２］，主要表现为３个方面：（１）抑制激酶，增加生

成，发挥保护损伤组织的作用［１３］；（２）拮抗激酶，抑制炎性细

胞，降低炎症介质数量及减少炎性反应，发挥抑制蛋白水解和

细胞凋亡的作用；（３）阻断激酶抑制肌球蛋白轻链激酶，抑制钙

敏化的效应，发挥舒张平滑肌，扩张血管的作用［１４］。

有研究指出Ｒｈｏ／Ｒｈｏ激酶途径由ＴＬＲ介导的信号通路

发挥作用［１５］，本研究结果显示法舒地尔可以显著减少 ＴＬＲ４

表达，其机制与其抑制激酶的作用密切相关。很多研究报道指

出，脑血管痉挛引起炎症渗出，脑水肿加重和细胞凋亡，最后导

致血脑屏障的破坏以及脑细胞的大量死亡［１４，１６］。本研究使用

静脉注射法舒地尔观察其防治ＤＣＶ的效果，结果提示给药后

第５天其抑制痉挛效果最显著，随后的效果并不明显，这可能

与ＳＡＨ后血脑屏障的自我修复以及脑启动的某种血管保护

机制有关系。研究还发现在治疗组基底动脉的ＩＬ１０表达水

平显著降低，主要是因为法舒地尔抑制了ＴＬＲ４受体表达后，

进一步减少了其下游ＩＬ１０的表达，这提示ＴＬＲ４信号通路在

ＳＡＨ后ＤＣＶ的发生、发展中具有重要的地位。

综上所述，静脉注射法舒地尔能够在动物模型中有效地抑

制蛛网膜下腔出血后的血管痉挛反应，作为 Ｒｈｏ／Ｒｈｏ激酶途

径的抑制剂，法舒地尔能够减少血管组织中ＴＬＲ４的表达从而

降低炎性反应，最终缓解血管痉挛。
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发现ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平较正常组显著增高，

而ＡＮＧＰＴ１ｍＲＮＡ的表达水平与正常组无显著差异，且高表

达ＡＮＧＰＴ２的小鼠其生存期比ＡＮＧＰＴ２表达低的小鼠短，说

明了高表达的ＡＮＧＰＴ２与ＡＭＬ的预后呈负相关。作为ＡＮ

ＧＰＴ２靶向治疗的前期试验，这对于下一步的分子靶向治疗研

究奠定了良好的实验及理论基础。接下来需要在 ＡＭＬ小鼠

模型的基础上进一步深入研究用特异性的ＡＮＧＰＴ２单克隆抗

体治疗 ＡＭＬ小鼠，观察小鼠的生存期及肿瘤生长情况，同时

还需进一步探讨ＶＥＧＦ抗体与ＡＮＧＰＴ２抗体在ＡＭＬ中的协

同治疗效果，为临床靶向 ＡＮＧＰＴ２治疗 ＡＭＬ奠定坚实的理

论和实验基础。
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