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高渗盐水保护血脑屏障减轻脑出血大鼠脑水肿的

相关机制研究
第五飞虎第五飞虎 11,, 赵志靖赵志靖 11,, 邓毅恒邓毅恒 22

(1. 长安医院神经外科, 西安 710016; 2. 长安医院重症医学科, 西安 710016)

[摘要] 目的 探讨高渗盐水治疗减轻脑出血模型大鼠脑水肿的相关机制。方法 60只雄性SD大鼠随

机分为对照组、模型组和治疗组。在大鼠脑实质注射胎牛血清制作脑出血大鼠模型后，治疗组大鼠经

尾静脉泵入10%高渗盐水，0.3 mL/h，共48 h。对比各组大鼠死亡率，取脑组织，肉眼观察其外观与

病理学变化；同时，测定各组大鼠的脑含水量、脑组织中基质金属蛋白酶-9（matrix metalloproteinase-

9，MMP-9）与基质金属蛋白酶组织抑制剂-1（metallopeptidase inhibitor-1，TIMP-1）比例，以及相关

紧密连接蛋白 claudins、occludin和 zonula occludens-1（ZO-1）表达的差异。结果 模型组大鼠死亡率

和脑组织含水量均明显高于治疗组（均P＜0.05）。肉眼观察显示，模型组大鼠脑中线明显从病灶侧移

向对侧，治疗组大鼠脑中线未见偏移。显微镜下，治疗组大鼠脑组织水肿明显减轻，炎性细胞渗出明

显减少。另外，治疗组大鼠脑组织中MMP-9/TIMP-1比例明显低于模型组，而紧密连接蛋白claudin-5、

occludin以及ZO-1均高于模型组（均P＜0.05）。结论 高渗盐水可通过降低MMP-9/TIMP-1比例，稳

定紧密连接蛋白 claudin-5、occludin以及ZO-1的表达，维持血脑屏障结构完整性，改善脑出血后脑水

肿的严重程度，从而降低实验模型大鼠的死亡率。
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[Abstract] Objective To investigate the mechanism of hypertonic saline (HS) treatment to reduce cerebral

edema in intracerebral hemorrhage (ICH) rats by. Methods Sixty male SD rats were randomly divided into

control, model, and treatment groups. An ICH rat model was established by injecting fetal bovine serum

(FBS) into the brain parenchyma of rats. The rats in the treatment group were injected with 0.3 mL/h 10% HS

via the tail vein for 48 h. The mortality of the rats was compared between the groups. Brain tissues were

collected to observe the morphological and pathological changes, detect the water content differences in the

brain, and measure the ratio of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) to tissue inhibitor of metalloproteinases-1

(TIMP-1) and the expression of related tight junction proteins, including claudins, occludin, and zonula

occludens-1 (ZO-1). Results The mortality and water content of the brain tissues in the model group were
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significantly higher than those in the treatment group (all P < 0.05). The naked eye observation showed that

the midline of the brain in the model group shifted from the lesion side to the contralateral side, while the

midline of the brain in the treatment group did not. The ratio of MMP-9/TIMP-1 in the brain tissue of rats in the

treatment group was significantly lower than that in the model group, while the tight junction proteins of claudin-5,

occludin, and ZO-1 in the brain tissue of rats in the treatment group were higher than those in the model group

(all P < 0.05). Conclusion HS can maintain the structural integrity of the blood-brain barrier by reducing the

ratio of MMP-9/TIMP-1, stably and tightly connecting the expression of claudin-5, occludin, and ZO-1, thereby

improving the severity of brain edema after ICH and reducing the mortality of experimental model rats.

[Key words] Matrix metalloproteinase-9; Tissue inhibitor of metalloproteinases-1; Tight Junction; Blood

brain barrier; Intracerebral hemorrhage; Rats

脑出血（intracerebral hemorrhage，ICH）是

临床常见危重症之一，其致残率和致死率较高，

因此 ICH 治疗成为神经外科领域研究的一个重

点。临床观察发现，有效控制脑水肿的形成是提

高 ICH患者救治成功率的关键［1-2］。血脑屏障的

破坏是 ICH后脑水肿形成的始动因素，ICH后局

部基质金属蛋白酶-9（matrix metalloproteinase-9，

MMP-9） 与基质金属蛋白酶组织抑制剂 -1

（metallopeptidase inhibitor-1， TIMP-1） 比例下

降，可减少紧密连接蛋白如 claudins、occludin和

zonula occludens（ZO）蛋白的表达，促进血脑

屏障的破坏［3-4］。

众多研究表明，高渗盐水（hypertonic saline）

在治疗多种病因所致的脑水肿和颅内高压方面均

较经典的甘露醇效果更显著［5］。尽管国内外关于

高渗盐水减轻脑水肿的相关研究较多，例如国内

胡晓露等［6］证明高渗盐水可通过上调紧密连接

蛋白 occudin的表达，抑制 ICH大鼠血脑屏障通

透性升高，减轻脑水肿；然而，高渗盐水是否能

够通过影响MMP-9/TIMP-1比例，改善 ICH后血

脑屏障破坏的相关研究尚少。因此，本研究组制

作大鼠 ICH模型，并施加高渗盐水干预，然后对

比各组大鼠脑组织病理学、MMP-9/TIMP-1比例

及紧密连接蛋白表达的差异，旨在为将来HS治

疗 ICH后脑水肿提供更多的理论依据。

1 材料与方法

1.1 动物及主要试剂仪器

成年雄性清洁级 SD 大鼠 60 只，体质量

（250±50）g，购自空军军医大学实验动物中心

［SCXK（陕）2019-001］。大鼠饲养于屏障设施

［SYXK（陕）2019-001］，相对湿度 50%～60%，

温度（21±2）℃，通风良好，自由饮食。动物

实验在空军军医大学唐都医院药剂科实验室进

行，符合相关伦理要求并给予人道关怀。本实验

方案得到空军军医大学实验动物中心福利与伦理

委员会的批准（IACUC-20200417）。

用浓氯化钠注射液作为高渗盐水，购自正大

天晴药业集团股份有限公司（规格为10 mL/支）；

腹腔麻醉用水合氯醛，购自青岛宇龙海藻有限公

司（国药准字H37022673）；HE染色试剂盒购自

江苏碧云天生物技术研究所（批号分别为

C0105）；组织总蛋白提取试剂盒购自陕西西安安

美生物公司；山羊抗兔 IgG 二抗、兔抗大鼠

MMP-9、TIMP-1、claudin-5、occludin以及ZO-1抗

体均购自英国Abcam公司（批号分别为ab31412、

ab55875、ab24362、ab43542和ab56714）。聚丙烯

酰胺凝胶电泳装置和凝胶成像系统购自美国Bio-

Rad公司；酶标仪购自美国Bio-Tek公司；微量

移液器购自德国Eppendorf公司。

1.2 动物模型的建立与分组

根据文献［7］方法制作大鼠 ICH模型：用

30 mg/kg水合氯醛腹腔麻醉后，将实验大鼠固定

于立体定位仪，暴露实验大鼠前囟，旁开在前囟

右侧 3 mm 处将颅骨钻开，微量注射器注射 20

μL常温10%胎牛血清，深度为5 mm，注射速度

为 1 μL/min。最终 40只大鼠造模成功，随机分

为模型组及治疗组，每组各 20只。其中，治疗

组实验大鼠造模后，按 0.3 mL/h 经尾静脉泵入

10%高渗盐水，共48 h。另外设置对照组，即选
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取实验大鼠 20 只，同模型组步骤钻开颅骨后，

仅微量注射 20 μL生理盐水（即 0.9%氯化钠溶

液），未出现死亡。造模后 48 h 以脊椎脱臼法

处死 3 组大鼠，收集脑组织，提取总蛋白后置

于－70 ℃冰箱中保存。

1.3 脑含水量测定

采用干湿质量法［8］，将脑组织称湿重后，立

即放入恒温电烤箱内，设置温度为120 ℃，烘烤

8 h后称取干质量。按公式计算脑含水量：脑含

水量＝（湿质量－干质量）/湿质量×100%。

1.4 脑组织学观察

实验结束后，冰上迅速切取受压中心部位脑

组织，用体积分数为10%的甲醛溶液固定，梯度

乙醇溶液脱水，二甲苯溶液浸泡透明，浸蜡包

埋，使用切片机切成5 µm薄片，置入60 ℃烤箱

中烘烤后脱蜡，进行苏木精和伊红染色，水洗后

脱水，二甲苯溶液浸泡透明，封固，光学显微镜

下观察。

1.5 蛋白免疫印迹法测定脑组织相关蛋白表达

的变化

脑组织总蛋白用 100 g/L聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离，转膜、室温封闭后，分别加入兔抗

MMP-9、兔抗 TIMP-1、兔抗 claudin-5、兔抗

occludin及兔抗ZO-1抗体（均按1︰1 000比例配

制），4 ℃孵育过夜，洗膜后加入羊抗兔二抗

（体积稀释比例为 1︰2 500）孵育 2 h，洗膜后，

用增强化学发光法显色、显影，凝胶成像分析系

统摄像分析各条带灰度值，并以β-actin为内参，

计算各目的蛋白的相对表达水平。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 26.0软件包进行统计分析。计量

资料服从正态分布，用均数±标准差  
sx  表示；

多组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较

采用LSD-t检验。以P＜0.05认为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组大鼠死亡率、脑组织含水量以及肉眼观

察差异

造模过程中因麻醉效果不佳，大鼠挣扎，造

成脑损伤死亡 20只。造模后实验过程中，模型

组大鼠死亡8只，死亡率为40.00%；治疗组大鼠

死亡 5只，死亡率为 25.00%；对照组大鼠死亡 0

只，死亡率为 0.00%。结果说明，治疗组大鼠死

亡率明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）。

模型组大鼠脑组织含水量为 （80.89±

0.25）% ， 高 于 治 疗 组 大 鼠 脑 组 织 含 水 量

（78.44±0.32）%，差异有统计学意义（P＜0.05）。

肉眼观察结果显示，模型组大鼠脑中线明显

从病灶侧移向对侧，治疗组大鼠脑中线未见明显

偏移（图1 A、B）。

显微镜下可见模型组大鼠脑组织水肿明显，

炎性细胞渗出较多；而治疗组大鼠脑组织水肿明

显减轻，炎性细胞渗出明显减少（图1C、D）。

2.2 各组大鼠脑组织中MMP-9/TIMP-1蛋白表

达比例差异

与对照组相比，模型组与治疗组大鼠脑实质

MMP-9/TIMP-1比例均明显升高，差异有统计学

意义（P＜0.05）；与模型组相比，治疗组大鼠脑

实质MMP-9/TIMP-1比例明显降低，差异有统计

学意义（P＜0.05，图2）。

注：A和B为肉眼观察；C和D为HE染色后显微

镜下观察。

图1 模型组与治疗组大鼠脑组织肉眼观察与HE染色后

病理学观察差异

Figure 1 Differences in the brain tissues between the

model group and the treatment group
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2.3 各组大鼠脑组织中 claudin-5、occludin以及

ZO-1蛋白表达差异

与对照组相比，模型组与治疗组大鼠脑实质

claudin-5、occludin以及ZO-1蛋白表达水平均明

显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；与模型

组相比，治疗组大鼠脑实质 claudin-5、occludin

以及ZO-1蛋白表达水平明显增加，差异有统计

学意义（P＜0.05，图3）。

注：与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01；各组大鼠均10只。

图3 各组大鼠脑组织中claudin 5、occludin以及ZO-1蛋白表达差异

Figure 3 Difference of claudin 5，occludin and ZO-1 protein expressions in brain tissues of rats in each group

注：与对照组相比，**P<0.01；各组大鼠均10只。

图2 各组大鼠脑组织中TIMP-1、MMP-9蛋白表达差异

Figure 2 Differences in the expression of TIMP-1 and MMP-9 proteins in the brain tissues of the rats in each group

330



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineAug. 2021, 41(4)

3 讨论

血脑屏障主要是以脑微血管内皮细胞及紧密

连接蛋白作为基础结构，基底膜辅以周细胞、星

形胶质细胞和小胶质细胞等细胞结构，专门负责

维持血脑屏障最基本生理功能，让大脑组织免受

外周血液循环中病原体以及有毒物质的侵犯，并

可将营养物质输送至大脑各处，稳定神经系统内

环境及微循环。在发生 ICH损伤后，能量代谢紊

乱、自由基的生成、细胞内钙超载、功能细胞凋

亡等等均可造成胶质细胞肿胀、内皮细胞水肿、

基底膜断裂以及细胞间连接发生解离，最终导致

血脑屏障完整性与功能遭受破坏［9-10］。血脑屏障

完整性被破坏进一步导致脑水肿形成失控，血肿

周围水肿在 4～5 d 后仍持续增加，甚至延续至

14 d 左右，这是 ICH 后致残致死的重要病理基

础。因此，稳定血脑屏障状态及完整性是改善

ICH患者预后的关键策略。

MMP-9 是金属蛋白酶类超家族中的一员，

它可通过特异性地与细胞外基质成分结合来降解

细胞外基质，在发生血管源性水肿的过程中起关

键作用。而TIMP-1是具有抑制MMP-9活性作用

的一组多功能因子家族，其通过对MMP-9的抑

制，参与正常细胞外基质改建，在多种病理过程

包括 ICH过程中发挥举足轻重的作用。众多研究

显示，MMP-9/TIMP-1比例动态变化可影响血脑

屏障的稳定性［11-13］。本研究结果也表明，模型组

MMP-9/TIMP-1比例明显高于对照组（P＜0.05）。

另外有研究表明，高渗盐水在治疗多种病因所致

的脑水肿和颅内高压时均较经典的甘露醇效果更

显著。然而，高渗盐水是否能通过影响MMP-9/

TIMP-1比例改善 ICH预后，这在国内外相关研

究中涉及甚少。本研究结果表明，高渗盐水能明

显减少 ICH 大鼠脑组织中 MMP-9/TIMP-1 比例

（P＜0.05），且治疗组大鼠死亡率明显降低（P＜

0.05）； 另 外 ， 治 疗 组 大 鼠 脑 组 织 含 水 量

（78.44±0.32）%明显低于模型组脑组织含水量

（80.89±0.25）% ，差异有统计学差异 （P＜

0.05）；肉眼观察结果显示，模型组大鼠脑中线

明显从病灶侧移向对侧，治疗组大鼠脑中线未见

明显偏移。以上结果显示，高渗盐水能明显降低

MMP-9/TIMP-1比例，从而减轻造模后大鼠脑水

肿程度及 ICH大鼠的死亡率。

内皮细胞间的紧密连接蛋白包括 claudins、

occludin和ZO蛋白，均是血脑屏障重要的基础结

构成分，是保证血脑屏障功能稳定与结构完整性

的关键要素，其表达水平和功能下降在脑水肿形

成过程中起重要作用［14］。其中紧密连接蛋白

claudin-5、occludin 是影响血脑屏障通透性的重

要蛋白。ZO-1的表达是稳定细胞间TJs结构稳定

和功能完整的重要保证，在连接跨膜蛋白与细胞

骨架蛋白之间起着重要作用［15］。研究表明，

MMP-9/TIMP-1比例改变会引起内皮细胞间的紧

密连接蛋白 claudins、occludin和ZO表达水平发

生改变［16］。因此笔者推测，高渗盐水可能也影

响紧密连接蛋白如 claudin-5、occludin以及ZO-1

蛋白的表达。本研究结果显示，ICH大鼠脑组织

claudin-5、occludin和ZO-1蛋白表达水平明显降

低，而通过HS治疗后 ICH大鼠脑组织 claudin-5、

occludin 和 ZO-1 蛋白表达水平明显升高（P＜

0.05）。以上研究结果提示，高渗盐水可影响血

脑屏障内皮细胞间的紧密连接蛋白 claudin-5、

occludin和ZO-1的表达，该机制可能是通过影响

MMP-9/TIMP-1比例的改变所实现。

综上所述，高渗盐水可通过降低 MMP-9/

TIMP-1 比例，稳定紧密连接蛋白 claudin-5、

occludin和ZO-1的表达，维持血脑屏障结构完整

性，从而改善 ICH后脑水肿的严重程度，降低实

验模型大鼠的死亡率。本研究为日后用高渗盐水

治疗 ICH后脑水肿提供了重要的理论依据。
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