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蛛网膜下隙出血对皮质神经元损害的实验研究

【摘要】 采用经枕大池注射自体血方法制备蛛网膜下隙出血兔模型，光学显微镜和电子显微镜下

观察神经元凋亡并计算凋亡指数。组织病理学观察神经元呈现延迟性损伤，胞体固缩，胞质及胞核深

染，核质不均匀，胞核内染色质部分凝聚；甚至胞核溶解，线粒体肿胀、嵴消失。与空白对照组相比，蛛网

膜下隙出血组动物细胞凋亡指数明显升高，且组间差异具有统计学意义（均 P < 0.05）。提示细胞凋亡在

蛛网膜下隙出血后的迟发性神经元死亡过程中起重要作用。
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【Abstract】 Fresh autologous blood was injected into the cisterna magna to establish the model of
spontaneous subarachnoid hemorrhage (SSAH) in the rabbit groups. The neuron apoptosis was observed by
optical microscope and eletron microscope, and determination in apoptoic index. Observation by
histopathology, neurons show tardive detriment, as cell body pyknosis, cytoplasm and nucleus
hyperchromasis, karyoplasms uneven, fraction intranuclear caryotin agglomeration; even caryolysis, bioblast
engorgement, crista resorbed. Contrast to blank groups, apoptotic index increased obviously in SAH groups,
and statistical significant difference was seen among groups (all P < 0.05). Apoptosis plays an important
role in delayed neuronal death after subarachnoid hemorrhage.
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·基础研究·

自发性蛛网膜下隙出血（SSAH）是由于非外伤

性原因引起的颅内出血，而且系指血液进入颅内或

椎管内蛛网膜下隙所引起的一组综合征。蛛网膜

下隙出血后约有 40% ~ 80%的患者可因迟发性脑血

管痉挛（DCVS）而产生脑组织供血不足，严重者尚可

发生缺血性卒中甚至死亡［1］。而对于自发性蛛网膜

下隙出血后迟发性脑血管痉挛的发生机制至今仍

未明确，动物实验研究和临床观察结果显示，由自

发性蛛网膜下隙出血引起的迟发性脑血管痉挛为

多种因素相互作用的结果［2⁃3］，目前鲜有文献报道迟

发性脑血管痉挛对神经元的损害作用。本研究旨

在探讨蛛网膜下隙出血与皮质神经元损害间的关

系及其病理学机制，以为神经保护性研究提供一些

理论依据。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物 选择 5 ~ 6 月龄大耳白兔 40 只，雌

雄不限，平均体质量为（2.25 ± 0.25）kg，由武汉大学

医 学 院 实 验 动 物 中 心 提 供（ 合 格 证 号 ：

WYDWNO2002⁃059）。按照实验室常规饲养条件

［室温（22 ± 2）℃、湿度（55 ± 5）%、12 h 白昼-12 h 黑

夜］普通饲料喂养，自由饮食；每周更换垫料 2 次。

根据随机数字表法将 40 只动物随机分为空白对照

组（对照组，A 组，8 只）和蛛网膜下隙出血组（SAH
组，32 只），SAH 组进一步分为蛛网膜下隙出血 1 d
（B 组）、3 d（C 组）、5 d（D 组）和 7 d（E 组）共 4 个亚

组，每组各 8 只动物。

2. 主要试剂 蛋白酶 K 工作液、原位缺口末端

标记（TUNEL）反应液、转化剂过氧化物酶（POD）溶
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液等试剂均购自武汉博士德生物工程有限公司。

二、实验方法

1. 蛛网膜下隙出血模型建立 （1）制备方法：参

照脑池内注射自体血液［1］的方法制备蛛网膜下隙出

血模型。采集 SAH 组大耳白兔颈动脉血液 1.00 ml，
经枕大池缓慢注射，对照组动物注射等体积生理盐

水。（2）结果判断：根据 Endo 等［4］神经功能评分标

准，将制模后兔进食量减少程度分为 4 级，1 级进食

全量（100%）；2 级进食量减少至 50% ~ 100%；3 级进

食量 < 50%；4 级进食量为 0。与此同时，观察动物

平面运动，并将其神经功能障碍分为 4 级，1 级无神

经功能障碍；2 级为轻度或可疑神经功能障碍（嗜

睡、活动减少）；3 级为中度神经功能障碍（肢体无

力、跛行）；4 级为重度神经功能障碍（划圈运动或行

走困难）。当动物进食量和平面运动评级均 ≥ 3 级

时为制模成功［4］。

2. 脑组织标本制备 分别于制模后第 1、3、5 和

7 天时，以质量分数为 2%戊巴比妥钠（25 mg/kg）经

耳缘静脉注射麻醉，空气栓塞法分别处死不同处理

组动物，于无菌条件下分层切开颅骨、硬脑膜，显露

双侧颞叶；切取大小为 0.50 cm × 0.50 cm、层厚 2 mm
的颞叶组织标本共 2 份。（1）光学显微镜标本的制

备：0.50 cm × 0.50 cm 大小的颞叶脑组织经质量浓度

为 4%多聚甲醛溶液固定 24 h，梯度乙醇脱水，二甲

苯透明、浸蜡、包埋，制成层厚为 5 μm 的组织切片，

HE 染色、封片，日本 OLYMPUS BX51T-32901 型显

微镜（× 400）下观察不同处理组动物皮质神经元结

构。（2）电子显微镜标本的制备：切取 1 mm × 1 mm ×
1 mm 大小的颞叶皮质组织标本，经体积分数为 2%
戊二醛溶液固定、漂洗，质量浓度为 1%锇酸后固定

1.50 ~ 2.00 h，梯度乙醇脱水、浸透、包埋、修块，制作

层厚为 60 ~ 90 nm 的超薄组织切片。重金属盐（醋

酸双氧铀和枸橼酸铅）进行双重染色，日立 H-600
透射电子显微镜（× 10 000 ~ 30 000）下观察皮质神

经元超微结构。

3. 原位缺口末端标记法观察细胞凋亡 （1）检

测方法：石蜡包埋的脑组织切片经预处理后常规脱

蜡至水，二甲苯浸洗 5 min（× 2 次），梯度乙醇各浸洗

3 min，体积分数为 3%过氧化氢（H2O2）浸洗 10 min，
磷酸盐缓冲液漂洗 5 min（× 2 次）。滤纸吸干周围液

体，湿盒中以蛋白酶 K 工作液 100 μl 处理脑组织标

本，覆盖样品区，反应约 15 min 后磷酸盐缓冲液漂

洗 5 min（× 2 次）；暗湿盒中于玻片上滴加 50 μ l

TUNEL 反应液、加盖玻片，37 ℃反应 1.50 h（阴性对

照组仅滴加标记液 50 μ l、阳性对照组同时滴加

DNase1），磷酸盐缓冲液漂洗 5 min（× 3 次）；然后滴

加 50 μl 转化剂、加盖玻片，暗湿盒中反应 30 min，磷
酸盐缓冲液漂洗 5 min（× 3 次）；滴加 50 μ l DAB 底

物，显微镜下控制反应时间，二甲苯透明、中性树胶

封片观察。（2）结果判定：于光学显微镜下观察细胞

着色情况，以细胞核呈黄色者为凋亡细胞，计数每

张组织切片 ≥ 1000 个细胞中出现的凋亡细胞个

数，即为凋亡指数（AI）。

三、统计分析方法

采用 SPSS 10.0 统计软件进行数据计算与分

析。所得实验数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示，多

个样本均数的比较采用单因素方差分析，不同处理

组之间的两两比较行 SNK⁃q检验。以 P ≤ 0.05 为差

异有统计学意义。

结 果

一、行为学观察与解剖学改变

SAH 组 32 只动物解剖学观察显示，枕大池片状

积血，其中 1 只发生肢体偏瘫，其余均无明显异常表

现，神经功能评级为 1 级。空白对照组动物术后未

见蛛网膜下隙积血，神经功能评级均为 1 级。

二、皮质神经元形态及超微结构变化

1. 光学显微镜观察 HE 染色显示，空白对照组

动物皮质神经元结构完整、形态正常，呈三角形，无

肿胀；核圆形、淡染；核质均匀（图 1）。SAH 组动物

在蛛网膜下隙出血第 1 天时，大部分皮质神经元形

态正常，少数细胞水肿，核圆形、淡染；第 3、5 和 7 天

时，部分神经元胞体固缩、胞质及胞核深染，核质不

均匀，胞核内染色质部分凝聚（图 2）。

2. 电子显微镜观察 空白对照组动物神经元结

构基本正常，极少数细胞电子密度增高；核膜完整，

染色质均匀无凝聚；线粒体无肿胀、嵴清晰；内质网

及高尔基复合体形态无异常（图 3）。SAH 组动物出

血第 1 天时，极少数皮质神经元胞核染色质聚边，沿

核膜形成“环”状凝聚带（图 4）；第 3 和 5 天时，神经

元胞核固缩明显，核膜皱缩、核膜下染色质凝聚，核

内染色质呈斑片状，部分神经元胞核核膜溶解，线

粒体肿胀、嵴消失（图 5）；至第 7 天时可见个别肿胀

细胞，核溶解，细胞内无定形成分较多（图 6）。

三、细胞凋亡检测

空白对照组动物 TUNEL 法检测，细胞核未见棕
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图 4 蛛网膜下隙出血第 1 天（B 组），皮质神经元胞核染色质聚边 铅铀染色 × 10 000 图 5 蛛网膜下隙出血第 5 天（D 组），皮
质神经元染色质凝聚，线粒体肿胀、嵴消失 铅铀染色 × 17 000 图 6 蛛网膜下隙出血第 7 天（E 组），皮质神经元胞核溶解 铅
铀染色 × 10 000
Figure 4 Nerve cell nuclear chromatin gathered to the border at the 1st day of SAH Lead and uranium staining × 10 000
Figure 5 Chromatin agglutination, bioblast engorge, crista disappeared at the 5th day of SAH Lead and uranium staining ×
17000 Figure 6 Nerve cell karyolysis at the 7th day of SAH Lead and uranium staining × 10 000

图 1 空白对照组动物皮质神经元光学显微镜下观察呈正常神经元形态 HE 染色 × 400 图 2 蛛网膜下隙出血第 3 天（C 组），
皮质神经元胞体固缩，胞质及胞核呈深染 HE 染色 × 400 图 3 空白对照组动物皮质神经元电子显微镜观察呈正常神经元形
态 铅铀染色 × 17 000
Figure 1 Optical microscope picture: normal neuron HE staining × 400 Figure 2 Injured neuron pyknosis, endochylema and
nucleus hyperchromasis at the 3rd day of SAH HE staining × 400 Figure 3 Electron microscope picture: normal neuron Lead
and uranium staining × 17 000

黄色颗粒（图 7）；SAH 组动物蛛网膜下隙出血第 1 天

仅极少数神经元胞核内可见棕黄色颗粒，至第 3、5
和 7 天大量神经元胞核内出现棕黄色颗粒（图 8）。

与空白对照组比较，蛛网膜下隙出血各亚组动物细

胞凋亡指数升高，组间差异具有统计学意义（P =
0.000，表 1），其中出血后第 3、5 和 7 天时的细胞凋亡

指数高于第 1 天（B 组），不同测量时间点之间差异

亦有统计学意义（均 P < 0.05，表 2）。

讨 论

本研究结果显示，蛛网膜下隙出血后皮质神经

元结构损害特点呈现：（1）出血数日之后出现的迟

发性损害。（2）超微结构损害表现为胞核凝聚、核膜

皱缩、核溶解；细胞器中线粒体肿胀、嵴消失。（3）细

胞凋亡发生在出血后第 3 ~ 7 天。有研究显示，蛛网

膜下隙出血后的神经元损害可能与迟发性脑血管
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组别

A 组

B 组

C 组

D 组

E 组

F值

P值

样本例数

8
8
8
8
8

凋亡指数

0.25 ± 0.46
3.38 ± 0.77

11.00 ± 2.62
13.25 ± 2.49
10.50 ± 2.73

113.938
0.000

表 1 蛛网膜下隙出血后皮质神经元凋亡指数的比较（x ± s）
Table 1. Comparison of apoptotic index of cortical neuron atdifferent observation time after subarachnoid hemorrhage (x ± s)

组间两两比

A∶B
A∶C
A∶D
A∶E
B∶C

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.028

组间两两比

B∶D
B∶E
C∶D
C∶E
D∶E

P值

0.021
0.045
0.128
0.142
0.087

表 2 不同处理组凋亡指数两两比较的 SNK⁃q检验

Table 2. Group comparison of apoptotic index atdifferent observation time after SAH (SNK⁃q test)

图 7 空白对照组动物皮质神经元光学显微镜下观察未见神经元凋亡现象 HE 染色 × 400 图 8 蛛网膜下隙出血第 3 天（C
组），皮质神经元胞核固缩，呈黄染 HE 染色 × 400
Figure 7 Optical microscope picture: normal neuron apoptosis is not seen HE staining × 400 Figure 8 Injured neuron
pyknosis and stained yellow at the 3rd day of SAH HE staining × 400

痉挛所致的脑缺血相关［5⁃6］。

1982 年，Kirino［7］通过脑缺血动物实验率先提

出迟发性神经元死亡（DND）的概念。本项研究表

明，蛛网膜下隙出血后因脑血管痉挛所致皮质神经

元死亡发生于出血后数日。近年来，迟发性神经元

死亡的发生机制日益受到国内外学者的关注［8］，但

其确切机制仍不十分清楚。20 世纪 90 年代以来，开

始重视细胞凋亡与迟发性神经元死亡关系的研究，

发现凋亡一般发生在缺血后第 1 ~ 3 天［9］。 在本实

验中，我们采用 TUNEL 和电子显微镜观察神经元超

微结构变化，结果显示：蛛网膜下隙出血后第 1 天皮

质神经元即可出现凋亡，以出血后第 3 ~ 7 天为高峰

时间；电子显微镜下可见神经元核膜皱缩、染色质

浓缩、沿核膜下浓聚分布，呈现细胞凋亡的典型病

理改变。然而，梗死灶外的皮质神经元未发现碎

裂、溶解等坏死表现，而且梗死灶内细胞凋亡检测

呈阴性，推测凋亡细胞可能已被吞噬，或梗死灶内

的细胞死亡形式以坏死为主。

在正常状态下，脑脊液不存在细胞毒性物质。

但蛛网膜下隙出血后脑脊液中可产生氧合血红蛋

白（HbO2）、兴奋性氨基酸和氧自由基等细胞毒性物

质，导致脑血管痉挛、神经元缺血缺氧，直接产生神

经元毒性作用。氧合血红蛋白虽不具有周围末梢

动脉收缩作用，但能够选择性地收缩脑血管平滑肌

且作用缓慢而持久，同时可使脑血管内皮细胞脱

落、平滑肌细胞坏死。表明氧合血红蛋白既是能够

促进脑血管收缩的激动剂，又是细胞毒性物质。根

据本实验观察结果，同时结合文献，我们提出如下

假说：氧合血红蛋白激活磷脂酶 C（PLC）使其水解

磷脂酰肌醇二磷酸（PIP2）生成二酰甘油（DAG）和肌

醇三磷酸（IP3），IP3 激活肌浆网上的 IP3 受体导致肌

浆网上 Ca2+释放增多，已释放的 Ca2+可通过钙诱导性

钙释放机制进一步促进 Ca2+释放，此即通常所说的

细胞内 Ca2+增多。与此同时，氧合血红蛋白亦可使

细胞膜钙通道开放，Ca2+内流，引起细胞内 Ca2+浓度

增加并与钙调蛋白结合，激活肌球蛋白轻链激酶
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（MLCK），使肌球蛋白轻链（MLC）上的丝氨酸⁃19 发

生磷酸化，肌球蛋白 ATP 酶活性增加，肌丝滑行，平

滑肌收缩，导致脑血管痉挛。

Abe 等［8］研究发现，神经元缺血早期即可出现

线粒体 DNA 表达紊乱，随后发生呼吸链电子传递障

碍，从而导致神经元死亡。我们采用电子显微镜对

损伤神经元进行超微结构观察，发现在蛛网膜下隙

出血初期线粒体结构基本正常、嵴清晰，多沿细胞

核聚集；随后出现肿胀、嵴消失、破碎等病理改变，

提示迟发性神经元死亡可能与细胞呼吸功能障碍

存在关系。目前，对迟发性神经元死亡的机制尚未

阐明，可能是多环节、多因素协同作用的结果；神经

元凋亡主要发生在蛛网膜下隙出血后的第 3 ~ 7 天，

提示蛛网膜下隙出血可引起迟发性神经元死亡，细

胞凋亡在迟发性神经元死亡中起重要作用。
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