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·论著·

高渗氯化钠羟乙基淀粉溶液对蛛网膜下腔出血后
脑血管痉挛的影响及机制研究

李涛 李金河 李浩波 夏正远 史晓勇 李玄英 刘友坦

【摘要】 目的 探讨高渗氯化钠羟乙基淀粉溶液（HSH）对蛛网膜下腔出血（SAH）后脑血管痉挛（CVS）的

影响及其相关机制。方法 按随机数字表法将 24 只雄性 SD 大鼠分为 4 组，每组 6 只。利用枕大池二次注血法

建立 SAH-CVS 模型。模型组和 HSH 治疗组于制模后每日分别经尾静脉注射生理盐水或 HSH 8 mL/kg；假手术

组进行 SAH 手术但仅在枕大池内注射 1.5 mL/kg 生理盐水并每日给予生理盐水 8 mL/kg 治疗；正常组不予任何

处理。各组大鼠均于 7 d 后处死，苏木素 - 伊红（HE）染色分析检测基底动脉血管壁厚度及管腔面积。分离血管

平滑肌细胞（VSMC），采用流式细胞仪检测细胞凋亡率；荧光法检测细胞天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3

（caspase-3）活性；蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细胞 Bax 及 Bcl-2 蛋白表达；H2DCFDA 荧光探针检

测细胞活性氧（ROS）水平。结果 与正常组比较，模型组基底动脉血管壁厚度明显增加（滋m：27.72±1.94 比

18.30±1.11，P＜0.05），管腔面积明显减小（滋m2：26 115±1 991 比 55 080±2 091，P＜0.05），细胞凋亡率显著增

加〔（35.05±5.54）%比（5.93±1.53）%，P＜0.05〕。与模型组比较，HSH 治疗组基底动脉血管壁厚度明显减小

（滋m：22.55±1.50 比 27.72±1.94，P＜0.05），管腔面积明显增加（滋m2：48 115±2 460 比 26 115±1 991，P＜

0.05），细胞凋亡率明显下降〔（16.54±5.94）%比（35.05±5.54）%，P＜0.05〕。模型组细胞 caspase-3 活性、ROS 水

平、Bax 和 Bcl-2 表达分别为正常组的（188.40±19.35）%、（163.50±17.02）%、（208.71±26.04）%和（44.52±

9.61）%，与正常组比较差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；HSH 治疗组 caspase-3 活性、ROS 水平、Bax 和

Bcl-2 表达分别为正常组的（135.05±19.52）%、（119.44±11.50）%、（139.20±18.04）%和（85.35±13.12）%，与

模型组比较均明显改善（均 P＜0.05）。假手术组各指标与正常组比较差异均无统计学意义。结论 HSH 可抑制

SAH 后 CVS 程度，改善基底动脉血管壁增厚及管腔狭窄，其机制可能与抑制 VSMC 凋亡有关。

【关键词】 高渗氯化钠羟乙基淀粉； 蛛网膜下腔出血； 脑血管痉挛； 凋亡
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【

Abstract

】

Objective To investigate the protective effect and potential mechanisms of hypertonic sodium
chloride hydroxyethyl starch solution（HSH）against the cerebral vasospasm（CVS）following subarachnoid hemorrhage
（SAH）. Methods Twenty-four male Sprague-Dawley （SD）rats were randomly assigned to four groups according to
the random number table，with 6 rats in each group. The SAH-CVS model was reproduced by injection of the blood
twice through the cisterna magna. Rats in both model and HSH treatment groups received 8 mL/kg normal saline（NS）or
HSH treatment everyday via caudal vein. Rats in sham group were injected with 1.5 mL/kg NS into cisterna magna
followed by 8 mL/kg NS treatment. Rats in normal group received no treatment. Rats were sacrificed to harvest basilar
artery after 7 days. The thickness of vessel wall and lumen area were measured using hematoxylin-eosin （HE）staining.
The rate of apoptosis of vascular smooth muscle cell （VSMC）was assessed using flow cytometry. Caspase-3 activity was
measured by a fluorometric assay. The expressions of Bax and Bcl-2 were determined by Western Blot. Intracellular
reactive oxygen species（ROS）was detected by H2DCFDA. Results Compared with normal group，increased thickness
of vessel wall（滋m：27.72±1.94 vs. 18.30±1.10，P＜0.05），decreased lumen area（滋m2：26 115±1 991 vs.
55 080±2 091，P＜0.05），and elevation of rate of apoptosis of VSMCs〔（35.05±5.54）% vs.（5.93±1.53）%，P＜
0.05〕were found in model group. Compared with model group，decreased thickness of vessel wall （滋m：22.55±1.50
vs. 27.72±1.94，P＜0.05），increase of lumen area （滋m2：48 115±2 460 vs. 26 115±1 991，P＜0.05），and

589· ·



中华危重病急救医学 2014 年 8 月第 26 卷第 8 期 Chin Crit Care Med，August 2014，Vol.26，No.8

脑血管痉挛（CVS）是蛛网膜下腔出血（SAH）的

重要并发症［1-3］，其发病机制复杂。研究证明，SAH 后

脑血管管径变窄及血管壁厚度的变化并非是简单的

血管收缩，而是源于血管平滑肌细胞（VSMC）和内

皮细胞超微结构及功能的变化［4-5］。VSMC 凋亡在血

管痉挛的发生机制中发挥了重要作用［6-7］。本课题组

前期研究发现，脑动脉瘤夹闭术中输注高渗氯化钠

羟乙基淀粉溶液（HSH）可有效减轻患者术后早发性

CVS 程度［8］。本研究探讨 HSH 对 CVS 高发时间段即

术后 7 d 左右时 CVS 的影响及其可能机制。

1 材料与方法

1.1 主要实验试剂：膜联蛋白Ⅴ- 异硫氰酸荧光素

（Annexin Ⅴ-FITC）细胞凋亡检测试剂盒、H２DCFDA

荧光探针（Sigma 公司，美国）；天冬氨酸特异性半胱

氨酸蛋白酶 3（caspase-3）检测试剂盒（Biovision 公

司，美国）；胶原酶Ⅺ、木瓜酶（GIBCO 公司，美国），

Bax、Bcl-2 单克隆抗体（单抗，Abcam 公司，英国）。

1.2 动物分组及模型制备：24 只成年雄性 SD 大鼠

购于广东省实验动物中心，合格证号：4402101291。

按随机数字表法分为正常组、假手术组、模型组和

HSH 治疗组，每组 6 只。采用枕大池二次注血法制

备 SAH-CVS 动物模型［9］。10%水合氯醛 400 mg/kg

腹腔注射麻醉大鼠后，左股动脉置管备用；改俯卧

位，暴露枕骨，用 1 mL 注射器针头刺破环枕膜并稍

稍推进达枕大池，至清亮脑脊液流出后取股动脉新

鲜无抗凝自体动脉血 1.5 mL/kg 缓慢注入蛛网膜下

腔；俯卧位头低 30°约 30 min 后缝合头部及股部切

口。48 h 后向枕大池重复注射抗凝动脉血 1.5 mL/kg。

本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 各组处理方法：正常组不给予任何处理。假手

术组接受 SAH 手术但仅在枕大池内注射生理盐水

1.5 mL/kg，并每日给予生理盐水治疗。模型组于

SAH 手术后每日给予生理盐水治疗；HSH 治疗组于

SAH 手术后每日给予 HSH 治疗。各组大鼠每日通

过尾静脉注射补液量 8 mL/kg［10］。

1.4 观察指标及方法：各组大鼠均于 7 d 后处死进

行指标检测。

1.4.1 基底动脉血管壁厚度及管腔面积测量：分离

基底动脉，按上、中、下段分别取1 张切片，常规行苏

木素 - 伊红（HE）染色，显微镜下观察并进行图像分

析，每只大鼠取 3 张切片的平均值进行统计。

1.4.2 VSMC 的原代分离［11］：将细动脉剪成 2～3 mm

的血管段，加入 0.3 mg/mL 木瓜酶无钙 4- 羟乙基哌

嗪乙磺酸缓冲平衡盐溶液（HPSS 液），37 ℃消化

30 min，吸出酶液，加入 1 mg/mL 胶原酶低钙 HPSS

液，37 ℃消化 10 min，用热刨光的平头吸管轻轻吸

出酶液，并沿壁加入 0 ℃低钙 HPSS 液冲洗血管以

终止消化。最后小心吹打 3～5 次。经鉴定纯度及细

胞活性均在 95%以上。

1.4.3 细胞凋亡检测 ［12］：将分离好的 VSMC 加入

5 滋L Annexin Ⅴ-FITC 和 10 滋L 碘化丙啶（PI）混匀，

室温避光孵育 5 min，流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.4.4 细胞 caspase-3 活性检测：充分裂解 VSMC，

BCA 法检测蛋白浓度，荧光法检测 caspase-3 活性，

参照试剂盒说明书步骤操作。

1.4.5 细胞 Bax 及 Bcl-2 的表达检测 ［7］：充分裂解

VSMC，BCA 法检测蛋白浓度，采用蛋白质免疫印迹

试验（Western Blot）检测 Bax 及 Bcl-2 的表达。凝胶

电泳后转膜，电化学发光液曝光，采用 Image J 软件

进行灰度值分析。以目的蛋白与内参三磷酸甘油醛

脱氢酶（GAPDH）的灰度值比值表示目的蛋白表达

量，并以正常组作为对照。

1.4.6 细胞内活性氧（ROS）检测 ［13］：将分离好的

VSMC 加入 10 滋mol/L H2DCFDA 混匀，37 ℃孵育

30 min，激光共聚焦显微镜下观察，流式细胞仪进行

荧光定量检测。

depressed rate of apoptosis of VSMCs〔（16.54±5.94）% vs.（35.05±5.54）%，P＜0.05〕were found in HSH treatment
group. Caspase-3 activity，intracellular ROS level，Bax and Bcl-2 expressions in model group were （188.40 ±
19.35）%，（163.50±17.02）%，（208.71±26.04）% and （44.52±9.61）% of those of normal group，and the
differences of these parameters between model and normal groups were statistically significant（all P＜0.05）. Caspase-3
activity，intracellular ROS level，Bax and Bcl-2 expressions in HSH treatment group were （135.05±19.52）%，
（119.44±11.50）%，（139.20±18.04）% and （85.35±13.12）% of those of normal group，respectively，and the
differences of these parameters between HSH treatment and model groups were statistically significant（all P＜0.05）. The
differences of all measurements between sham and normal groups were not statistically significant. Conclusion The
current results demonstrate that HSH attenuates the SAH-induced CVS，alleviates thickness of vessel wall，and
increases lumen area via inhibition of VSMCs apoptosis.

【

Key words

】 Hypertonic sodium chloride hydroxyethyl starch solution； Subarachnoid hemorrhage； Cerebral
vasospasm； Apoptosis
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1.5 统计学处理：应用 SPSS 2.0 软件进行数据分

析，数据以均数±标准差（x±s）表示，组间比较使用

单因素方差分析（one-way ANOVA）和 LSD 多重比

较法。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 HSH 对血管壁厚度及管腔面积的影响（表 1）：

模型组血管壁较正常组和假手术组明显增厚，管腔

面积明显缩小（均 P＜0.05）；HSH 治疗组血管壁较

模型组明显变薄，管腔面积明显增大（均 P＜0.05），

但与正常组和假手术组比较差异仍有统计学意义

（均 P＜0.05）。

2.2 HSH 对 VSMC 凋亡率的影响（表 2）：模型组

VSMC 凋亡率较正常组和假手术组均明显升高（均

P＜0.05）；HSH 治疗组 VSMC 凋亡率较模型组明显

下降，但仍高于正常组和假手术组（均 P＜0.05）。

2.3 HSH 对 caspase-3 活性的影响（表 2）：以正常

组 caspase-3 活性为 100%，模型组 caspase-3 活性

为正常组的（188.40±19.35）%，与正常组比较差异

有统计学意义（P＜0.05）；而 HSH 治疗组 caspase-3

活性为正常组的（135.05±19.52）%，与正常组比较

差异也具有统计学意义（P＜0.05），但 HSH 治疗

组 caspase-3 活性明显低于模型组（P＜0.05）。

2.4 HSH 对 Bax 及 Bcl-2 表达的影响（图 1）：模型

组 Bax、Bcl-2 的表达分别为正常组的（208.71±

26.04）%和（44.52±9.61）%，与正常组比较差异均具

有统计学意义（均 P＜0.05）；HSH 治疗组 Bax、

Bcl-2 表达分别为正常组的（139.20±18.04）%和

（85.35±13.12）%，与模型组比较差异均具有统计学

意义（均 P＜0.05）。

2.5 HSH 对细胞内 ROS 活性的影响（图 2～3）：模

型组细胞内 ROS 水平为正常组的 （163.50 ±

17.02）%，与正常组比较差异具有统计学意义（P＜

0.05）；HSH 治疗组细胞内 ROS 水平为正常组的

（119.44±11.50）%，与模型组比较差异具有统计学

意义（P＜0.05）。

表
1 HSH 对 SAH 大鼠基底动脉血管壁厚度

及管腔面积的影响（x±s）

注：HSH 为高渗氯化钠羟乙基淀粉溶液，SAH 为蛛网膜下腔出

血；与正常组和假手术组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

组别 动物数（只） 管壁厚度（滋m） 管腔面积（滋m2）

正常组 6 18.30±1.11 55 080±2 091
假手术组 6 18.65±1.01 54 219±2 737
模型组 6 27.72±1.94a 26 115±1 991a

HSH 治疗组 6 22.55±1.50ab 48 115±2 460ab
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注：HSH 为高渗氯化钠羟乙基淀粉溶液，SAH 为蛛网膜下腔出血，VSMC 为血管平滑肌细胞，GAPDH 为三磷酸甘油醛脱氢酶；

与正常组和假手术组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

图 1 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测 HSH 对 SAH 大鼠 VSMC 中 Bax（左）及 Bcl-2（右）表达的影响

表
2 HSH 对 SAH 大鼠 VSMC 凋亡率

及 caspase-3 活性的影响（x±s）

注：HSH 为高渗氯化钠羟乙基淀粉溶液，SAH 为蛛网膜下腔出血，

VSMC 为血管平滑肌细胞，caspase-3 为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋

白酶 3；与正常组和假手术组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

组别 动物数（只） 细胞凋亡率（%） caspase-3 活性（%）

正常组 6 5.93±1.53 100
假手术组 6 6.71±1.92 104.20±11.09
模型组 6 35.05±5.54a 188.40±19.35a

HSH 治疗组 6 16.54±5.94ab 135.05±19.52ab
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3 讨 论

SAH 后 CVS 的高发生率是多因素共同作用的

结果，尽管人们对 SAH 后 CVS 进行了大量的基础

研究，但具体机制尚不完全清楚，目前主要观点是

SAH 后血液释放出的各种血管活性物质，如氧合血

红蛋白（OxyHb）、5- 羟色胺（5-HT）、组胺等刺激脑

血管，造成血管壁增厚、血管痉挛、管腔狭窄［5，14］。研

究表明，SAH 后 5～7 d 是 CVS 的高发期，管壁厚度

及狭窄程度均达到峰值［6，14］。在本研究中可以见到，

SAH 后 7 d 管壁明显增厚、管腔狭窄，与国外研究结

果［6］相符。本课题组前期研究发现，脑动脉瘤夹闭术

过程中输注 HSH 可有效减轻患者术后早发性 CVS

程度［8］；在本研究中，HSH 治疗组大鼠基底动脉管壁

厚度及管腔狭窄均得到显著改善，提示 HSH 可以明

显改善 SAH 后 CVS 程度。

近年来对痉挛血管壁组织细胞凋亡的研究越来

越受到人们关注［15］。研究证实，在 CVS 发生 30 min

即可观察到 VSMC 凋亡现象，此后逐渐增多，并在第

7 天达高峰，且检测到细胞色素 C 的表达上调［14］。另

外，血管内皮细胞的凋亡则通过抑制舒血管物质的

释放而参与 CVS 的发生［4，16-17］。本研究通过流式细

胞仪及荧光定量检测证实，在 SAH 后 VSMC 凋亡率

及细胞内 caspase-3 活性均显著增加，而 caspase-3

是最重要的凋亡执行者 ［18-19］，提示 VSMC 凋亡参与

了 CVS 的发生。多项研究证实，HSH 可以通过减少

氧自由基产生，显著抑制失血性休克及缺血 / 再灌

注损伤中细胞凋亡，改善高热诱导的血脑屏障功能

障碍［20-21］。那么，HSH 对 CVS 的改善作用是否与凋

亡抑制效应有关，还有待研究。本研究中 HSH 治疗

组大鼠细胞凋亡率及 caspase-3 活性均得到显著抑

制，提示 HSH 改善 SAH 后 CVS 的作用与其抑制

VSMC 凋亡相关。另外，Bcl-2 家族是调节凋亡信号

最为重要的调节蛋白［22］。本研究发现，在 SAH 后促

凋亡蛋白 Bax 表达明显上调，而抗凋亡蛋白 Bcl-2

则明显下调；HSH 治疗组上述情况得到明显改善。

氧化应激产生的 ROS 对细胞凋亡的影响至关

重要［23-24］。有研究证实，氧自由基清除剂可以缓解

OxyHb 所致 CVS，提示 ROS 在 SAH 后 CVS 的发病

过程中起重要作用［25］。因此，本研究通过 H2DCFDA

探针技术检测 VSMC 内 ROS 水平，结果显示，SAH

后细胞内 ROS 水平明显提高，而给予 HSH 治疗后

ROS 水平明显下降。提示 HSH 可以通过抑制 VSMC

内 ROS 产生，调节 Bcl-2 家族蛋白表达，从而发挥

改善 SAH 后 CVS 的作用。

综上所述，本研究结果显示，HSH 可以显著抑

制 SAH 后 CVS 程度，改善基底动脉血管壁增厚及

管腔狭窄。其机制可能与减少 VSMC 内 ROS 生成，

调节 Bcl-2 家族蛋白，抑制 VSMC 凋亡有关，而其进

一步的机制尚需更多的研究证实。
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