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【摘要】目的 探讨舒芬太尼对大鼠蛛网膜下腔出血（SAH）后脑损伤的作用及其机制。方法 取60只成年SD大鼠随机分为

假手术组、模型组和舒芬太尼组，每组20只。采用血管内穿孔法建立SAH模型，舒芬太尼组建模后6 h尾静脉注射舒芬太尼溶

液（5 μg/kg，1次/d，连续3周），假手术组和模型组尾静脉注射等量生理盐水。造模后1、2、21 d，采用改良改良神经严重性量表

（mNSS）评分评估神经功能；末次神经功能评估结束后，采用湿干重比法测定脑含水量，TUNEL染色检测神经元凋亡率，EILSA
法测定脑组织MDA、SOD、GSH-PX、IL-1β、IL-6和TNF-α的含量，免疫印迹法检测Nrf2、HO-1、NF-κB p65、BCL-2和 cleaved-
caspase-3蛋白的表达。结果 与假手术组相比，模型组大鼠mNSS显著增高（P<0.001），脑含水量显著增加（P<0.05），神经元细胞

凋亡率显著增加（P<0.001），脑组织MDA、TNF-α、IL-1β、IL-6、NF-kB p65和 cleaved-caspase-3水平显著升高（P<0.01），而脑组

织 SOD、GSH-Px、BCL-2、Nrf2和HO-1水平显著降低（P<0.05）。与模型组相比，舒芬太尼组大鼠上述改变明显改善（P<0.05）。

结论 舒芬太尼对SAH后脑损伤有保护作用，其机制可能其抗细胞凋亡、抗氧化应激和抗炎症反应等作用有关。
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Effect of sufentanil on brain injury after subarachnoid hemorrhage in adult rats
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【Abstract】 Objective To explore the effect of sufentanil on the brain injury after subarachnoid hemorrhage (SAH) in adult rats.
Methods Sixty adult SD rats were randomly divided into sham operation group, model group and sufentanil group, with 20 rats in each
group. The SAH model was established by intravascular perforation. The rats of sufentanil group were injected with sufentanil for 21 days
(5 μg/kg, once a day) 6 hours after SAH, and the rats of sham operation and model groups were injected with the same amount of normal
saline. The modified modified neurological severity scale (mNSS) score was used to assess neurological function 1, 2 and 21 days after
SAH. After the final neurofunction evaluation, the wet-to-dry weight ratio method was used to assess the brain water content, TUNEL
staining was used to detect the neuronal apoptosis rate, EILSA method was used to determine the levels of malondialdehyde (MDA),
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-PX), interleukin (IL) - 1β, IL-6 and tumor necrosis factor (TNF-α), and
western blotting was used to detect the protein expresson of nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2), heme oxygenase 1 (HO-1), nuclear
transcription factor-κB (NF-κB) p65, B-cell lymphoma 2 (BCL-2) and cleaved-caspase-3. Results Compared with the sham operation
group, the mNSS score, the brain water content, the neuronal apoptosis rate, and the levels of MDA, TNF-α, IL-1β, IL-6, NF-kB p65
and cleaved-caspase-3 were significantly increased in the model group (P<0.05), while the levels of SOD, GSH-Px, BCL-2, Nrf2 and
HO-1 were significantly reduced (P<0.05). Compared with the model group, the above-mentioned changes in the sufentanil group were
significantly improved (P<0.05). Conclusions Shufentanyl has a protective effect on the brain injury after SAH in adult rats, which may
be related to the anti-apoptosis, antioxidant stress and anti-inflammatory effects of shufentanyl.

【Key words】 Subarachnoid hemorrhage; Brain injury; Sufentanil; Inflammation; Oxidative stress; Cell apoptosis; Rat

● 实验研究实验研究 ●

蛛 网 膜 下 腔 出 血（subarachnoid hemorrhage，
SAH）是多种因素引起的脑卒中的一个亚型，主要原

因是颅内动脉瘤破裂，病死率高[1]。SAH后脑损伤指

SAH后发生的一系列病理生理过程，包括颅内压增

高、脑血流量和脑灌注压降低、血脑屏障受损、急性

血管痉挛、脑水肿、神经炎症及神经元凋亡等[2]。研

究发现活性氧（reactive oxygen species，ROS）的积累

和氧化应激反应与 SAH后脑损伤和继发性缺血性

神经功能障碍密切相关[3]。临床研究发现，SAH后抗

氧化相关酶减少，脂质过氧化物增加，与不良预后密

切相关[4]。有研究应用舒芬太尼治疗脑出血[5]。本研

究探讨舒芬太尼对大鼠 SAH后脑损伤的保护作用
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及其作用机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组 60只健康成年雄性 SD大鼠，

7~8周龄，体重250~500 g，购自济南朋悦实验动物繁

育有限公司，许可证号[SCXK（鲁）2019-0003]。该研

究经本院动物医学委员会批准，符合中国实验动物

制度科学研究审查委员会关于动物实验的指导指

南。60只大鼠随机分为假手术组、模型组和舒芬太

尼组，每组20只。

1.2 动物模型建立及干预 参考文献[6]报道的方法

制作SAH模型。SD大鼠适应性喂养2周后，用戊巴

比妥钠（50 mg/kg）麻醉大鼠，结扎右侧颈外动脉和颈

内动脉，剪断颈外动脉。4-0尼龙缝合线沿颈外动

脉引入颈内动脉，直到感觉阻力（约18 mm），然后将

缝合线再推进约 1 mm穿透动脉，迅速撤出缝合线，

结扎颈外动脉，缝合切口。假手术组仅将缝合线引

入颈动脉分叉处感觉阻力时，拔出缝合线，不穿透动

脉。舒芬太尼组造模后6 h，尾静脉注射舒芬太尼溶

液，5 μg/kg，1次/d，连续 3周；假手术组和模型组尾

静脉注射等量生理盐水。

1.3 神经功能评估 造模后 1、2、21 d参考文献[7]报
道的方法，采用改良神经严重性量表（modified neu⁃
rological severity scale，mNSS）评分评估神经功能。

评分范围 0~18分，其中完全正常、无神经功能缺损

评分为0分，意识丧失或死亡评分为18分。

1.4 脑水肿测定 末次神经功能评估结束后，每组取

5只大鼠采用干湿重比法测定脑组织含水量。大鼠

深度麻醉后，断头处死，迅速分离损伤灶半球脑组

织，用滤纸吸干表面水分，称其重量为湿重；然后，置

于105 ℃烤箱内24 h后称其重量为干重。脑组织含

水量=（湿重-干重）/湿重×100%。

1.5 TUNEL染色检测神经元凋亡 末次神经功能评

估结束后，每组取 5只大鼠参考文献[8]报道的方法

进行TUNEL染色。脑组织进行常规切片，PBS清洗，

TritonX-100通透，严格按照TUNEL试剂盒（美国 In⁃
vitrogen公司）说明进行操作。随机选取 5个高倍镜

（×400）视野观察，并计算细胞凋亡率。

1.6 EILSA测定氧化应激和炎症反应指标 末次神经

功能评估结束后，每组取 5只大鼠采用参考文献[9]
报道的方法测定氧化应激和炎症反应指标。鼠深度

麻醉后，断头处死，迅速左侧大脑半球组织放入无菌

生理盐水中，匀浆后离心（12 000 转/min 离心 20
min），取上清液。按照EILSA检测试剂盒（武汉赛培

生物科技有限公司）说明操作，检测上清液肿瘤坏死

因子-α（tumor neceosis，factor alpha，TNF-α）、白细胞

介素（interleukin，IL）-6、IL-1β、丙二醛（malondialde⁃
hyde，MDA）、谷光甘肽过物氧化酶（glutathione perox⁃
idase，GHS-px）、超氧化物歧化酶（superoxide dis⁃
mutase，SOD）的含量。

1.7 免疫印迹法检测相关蛋白的表达 末次神经功

能评估结束后，每组取5只大鼠采用参考文献[10]报
道的方法检测相关蛋白的表达。提取脑组织总蛋

白，使用BCA法测定蛋白浓度。取 40 μg蛋白进行

SDS-PAGE电泳分离，然后转移至 PVDF膜。用 5%
脱脂牛奶TBST封闭1 h，然后加入一抗[Nrf2（1:500），
HO-1（1:500），NF-kB p65（1:500），BCL-2（1:500），

cleaved-caspase-3（1:500）；美国 Invitrogen公司]4 ℃
孵育过夜，TBST 冲洗 4 次，室温下加入二抗（1:1
000）。ECL试剂盒显影并拍照。采用 ImageJ软件进

行灰度值分析，以GAPDH作为内参对照。

1.8 统计学处理 采用SPSS 24.0软件进行分析；定量

资料以 x±s表示，用单因素方差分析和LSD-t检验；

以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 舒芬太尼对大鼠 SAH后神经功能的影响 与假

手术组相比，模型组大鼠mNSS评分显著增高（P<
0.001）。与模型组相比，舒芬太尼组大鼠mNSS评分

显著降低（P<0.01）。见图1。
2.2 舒芬太尼对大鼠 SAH后脑含水量的影响 与假

手术组相比，模型组大鼠脑含水量显著增高（P<
0.001）。与模型组相比，舒芬太尼组大鼠脑含水量

显著降低（P<0.01）。见图2。

图1 舒芬太尼对大鼠SAH后神经功能的影响

* P<0.05；*** P<0.001；&& P<0.01；&&& P<0.001；mNSS. 改良神

经严重性量表；SAH. 蛛网膜下腔出血
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2.3 舒芬太尼对大鼠 SAH后神经元凋亡的影响 与

假手术组相比，模型组大鼠神经元凋亡率显著增加

（P<0.001）。与模型组相比，舒芬太尼组大鼠神经元

凋亡率显著降低（P<0.001）。见图3。
2.4 舒芬太尼对大鼠SAH后氧化应激和炎症反应的

影响 与假手术组相比，模型组大鼠脑组织MDA、

TNF-α、IL-1β和 IL-6 水平均显著升高（P<0.01），

SOD和GSH-Px水平显著降低（P<0.01）。与模型组

相比，舒芬太尼组大鼠脑组织MDA、TNF-α、IL-1β
和 IL-6水平均显著降低（P<0.01），SOD和GSH-Px

水平显著增高（P<0.01）。见图4。
2.5 舒芬太尼对大鼠脑组织 BCL-2、Nrf2、HO-1、
NF-kB p65及cleaved-caspase-3蛋白表达的影响 与

假手术组相比，模型组大鼠脑组织 BCL-2、Nrf2和

HO-1蛋白表达水平显著降低（P<0.05），NF-kB p65
和 cleaved-caspase-3 蛋白表达水平显著增高（P<
0.05）。与模型组相比，舒芬太尼组大鼠脑组织

BCL-2、Nrf2 和 HO-1 蛋白表达水平显著增高（P<
0.05），NF-kB p65和 cleaved-caspase-3蛋白表达水

平显著降低（P<0.05）。见图5。
3 讨 论

SAH后脑损伤常伴有神经元凋亡和脑水肿，这

是造成神经功能缺损的主要原因 [11]。近年来，越来

越多的研究集中于揭示脑损伤的分子机制。研究表

明 SAH后，脑组织发生多种病理性改变，包括脑缺

血、血脑屏障破坏、脑水肿和细胞凋亡[12]。有研究发

现，caspase抑制剂可以减少SAH后皮层细胞凋亡和

基底膜 caspase蛋白表达，改善神经行为功能和脑水

肿[13]。caspase-3活化是导致细胞凋亡的关键步骤，

但是却可以被BCL-2阻断。本研究发现舒芬太尼明

显降低大鼠SAH后脑组织含水量、神经元凋亡率以

及 cleaved-caspase-3的表达水平，明显增高BCL-2
蛋白表达水平。这提示舒芬太尼可能提高抑制

caspase-3，缓解脑水肿，减少神经元凋亡。

越来越多的证据表明，神经炎症在 SAH后脑损

伤的发病机制中起关键作用，抗炎治疗有益于改善

SAH[14，15]。在SAH早期，小胶质细胞过度激活可以分

图2 舒芬太尼对大鼠SAH后脑含水量的影响

* P<0.05；& P<0.05；SAH. 蛛网膜下腔出血

图3 舒芬太尼对大鼠SAH后神经元凋亡的影响

*** P<0.001；&&& P<0.001；SAH. 蛛网膜下腔出血
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图4 舒芬太尼对大鼠SAH后氧化应激和炎症反应相关指标的影响

** P<0.01；*** P<0.001；&& P<0.01；&&& P<0.001；SAH. 蛛网膜下腔出血；MDA. 丙二醛；SOD. 超氧化物歧化酶；GHS-px. 谷光甘肽过物

氧化酶；TNF-α. 肿瘤坏死因子-α；IL-1β. 白细胞介素-1β；IL-6. 白细胞介素-6

图5 舒芬太尼对大鼠SAH后氧化应激和细胞凋亡相关蛋白表达的影响

与假手术组比较，* P<0.05；与模型组比较，& P<0.05；SAH. 蛛网膜下腔出血
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泌炎症因子，加重脑损伤，因此抑制小胶质细胞的激

活可减轻SAH后脑损伤[16，17]。NF-kB是细胞内重要

的核转录因子，参与机体的炎症反应，一旦被激活，

促进炎症因子大量释放，从而导致炎症反应。另外，

SAH会导致产生过多的活性氧和活性氮，包括羟自

由基、超氧化阴离子、过氧化氢、一氧化氮和过氧亚

硝酸盐，消耗了酶促和非酶促抗氧化剂防御系统[18]，

导致氧化应激损伤[19]。本研究发现舒芬太尼明显抑

制大鼠 SAH脑组织NF-kB p65表达，显著降低炎症

因子 TNF-α、IL-1β和 IL-6的水平以及脂质过氧化

产物MDA水平，显著增加抗氧化剂 SOD和GSH-Px
水平。这提示舒芬太尼对大鼠 SAH后氧化应激反

应和炎症反应具有抑制作用。

有研究表明在 SAH大鼠模型中，苦豆碱通过

Nrf2-ARE途径减少氧化应激损伤，改善神经功能
[20]。Nrf2是抗氧化剂，能够调控细胞氧化损伤，而

HO-1是Nrf2-ARE信号通路下游重要的抗氧化与解

毒蛋白，对SAH后脑损伤具有减轻氧化应激损伤和

抑制细胞凋亡的作用[21]。本研究发现舒芬太尼显著

降低大鼠SAH脑组织Nrf2和HO-1蛋白表达；因此，

我们推测舒芬太尼可能通过激活Nrf2/HO-1信号通

路缓解SAH诱导的氧化应激反应。

综上所述，舒芬太尼对 SAH后脑损伤有保护作

用，其机制可能其抗细胞凋亡、抗氧化应激和抗炎症

反应等作用有关。
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在正常静脉引流的情况下，板障静脉在DSA上

不显影。在病理情况下，例如静脉窦血栓、外伤、脑

膜瘤，板障静脉有可能会增粗扩张。本文病例板障

静脉为DAVF引流静脉一部分，使板障静脉扩张显

影。

在额后部及顶部硬膜下存在恒定及较大的静脉

间腔，主要接受硬膜内及硬脑膜动脉相伴行硬脑膜

静脉的回流。在正常情况下，静脉间腔回流入上矢

状窦，大脑镰静脉连接静脉间腔及上矢状窦。在病

理情况下，部分DAVF病例发病因素与脑静脉窦血

栓形成有关，静脉间腔与上矢状窦之间连接发生闭

塞，静脉间腔通过大脑镰静脉逆流入皮层静脉，导致

局部静脉高压性脑组织水肿及脑出血。本文病例瘘

口位于额部及颞部硬膜上，脑膜中动脉前支及后支

供血，瘘口近端引流静脉经骨导静脉回流入额骨板

障静脉及颞前板障静脉，额骨板障静脉与颞前板障

静脉在顶部汇合共同回流入静脉间腔，因静脉间腔

与上矢状窦之间发生闭塞，从而回流入大脑镰静脉，

导致皮层静脉的逆流，引起局部脑组织水肿及脑内

出血。

与板障静脉沟通的DAVF开颅手术及血管内治

疗均可治愈。开手术可达到治愈的目的，但文献报

道存在一定的手术风险及并发症[8]。血管内治疗主

要有经动脉入路及经静脉入路两种方式，如果存在

合适的静脉通路，经静脉入路可提高治愈率。因经

静脉无适宜的通路，本文病例采用经动脉入路，微导

管置于瘘口处，注入Onyx胶，凭借Onyx胶的良好弥

散效果，封堵瘘口、板障静脉及硬膜下部分静脉间

腔，从而达到治愈目的，没有发生手术并发症。

总之，与板障静脉沟通的DAVF并发颅内出血

为罕见疾病，血管内治疗闭塞瘘口及硬膜下近端引

流静脉可达到治愈。
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