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摘要 目的 探讨锰苯甲酸卟啉( MnTBAP) 在蛛网膜下腔
出血( SAH) 早期脑损伤中的保护作用。方法 将 100 只 SD

大鼠随机分为空白对照组、假手术组、模型组( SAH) 和实验
组( SAH + MnTBAP) ，每组 25 只。比较各组大鼠的神经功能
缺陷评分、脑组织含水含量、血脑屏障通透性( Evans 蓝外渗
实验) 、线粒体三磷酸腺苷合成酶 6 亚基( ATPase-6) 和细胞
色素 C蛋白( Cytc) 表达及丙二醛( MDA) 含量、超氧化物歧
化酶( SOD) 和谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-Px) 活性的差异。

结果 与模型组相比，实验组的神经功能缺陷评分明显增

高，脑水含量明显减少，血脑屏障通透性降低，ATPase-6 蛋白
表达上调，Cytc表达下降，MDA含量减少，SOD和 GSH-Px活
性增加。结论 MnTBAP 能够改善神经功能并对线粒体具
有保护作用，MnTBAP 在 SAH 早期脑损伤中可能具有神经
保护作用。
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蛛网膜下腔出血 ( subarachnoid hemorrhage，
SAH) 是常见的神经外科急症之一，早期脑损伤在
SAH发病后 72 h［1 － 2］。前期动物实验研究［3 － 4］显示

低氧诱导因子-1α、聚腺苷二磷酸 －核糖聚合酶可导
致大脑水肿、神经元死亡。而 N-( 6-氧代-5，6-二氢
菲啶-2-基) -2-( N，N-二甲基氨基) 乙酰胺) 、氟西汀
可以降低 SAH后促炎细胞因子的水平，具有保护神
经细胞作用［4 － 5］。生物活性氧( reactive oxygen spe-
cies，ＲOS) 主要来源于线粒体，过量的 ＲOS 容易导
致机体的氧化应激状态，从而产生自由基等细胞毒

性物质。锰苯甲酸卟啉［( Mn( Ⅲ) tetrakis( 4-Benzoic
acid) porphyrin chloride) ，MnTBAP］为含有金属锰
的锰卟啉药物，它不仅是超氧化物歧化酶( superox-

ide dismutase，SOD) 类似物，而且具有清除超氧自
由基的作用，且其本身较易透过细胞膜［6］。该研究
拟探讨 MnTBAP对 SAH早期脑损伤的保护作用。

1 材料与方法

1． 1 SAH大鼠模型的建立 本实验采用颈内动脉
穿刺法建立大鼠 SAH模型，取健康体质量 300 ～ 350
g 的 SPF级 SD大鼠 100 只，钝性分离暴露其右侧颈
总动脉( commoncarotidartery，CCA ) 、颈外动脉( ex-
ternalcarotidartery，ECA) 和颈内动脉( internalcarotid-
artery，ICA) ，结扎切断 ECA 和 ICA 之间的吻合支，
将 ECA结扎、切断拉直，使其与 ICA 成一直线。采
用直径 0. 26 mm 锐化尼龙线从颈外动脉插入颈内
动脉的颅内段，感觉有阻力时继续插入 3 mm，造成
蛛网膜下腔出血。迅速拔尼龙线，颈外动脉残端结
扎，妥善处理颈部切口。采集脑组织标本时如见基
底池、枕大池、脑干、小脑或者大脑表面有血凝块存
在则认为模型成功。见图 1。

图 1 各组大体标本
A: 空白对照组; B: 假手术组; C: 模型组; D: 实验组

1． 2 实验动物分组 SD大鼠被随机分为空白对照
组、假手术组、模型组和实验组，每组 25 只。假手术
组大鼠经相同的手术过程，但不穿破血管壁，其余操

作均与 SAH组一致。参考既往文献［7］，实验组大鼠
行腹腔注射 MnTBAP 10 mg /kg。
1． 3 检测指标
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1． 3． 1 神经功能缺陷评分 参照 Garcia 制定后经
Kusaka et al［8］修订的标准，于术后 24 h评估各组动
物的自发性活动、四肢运动对称、前脚伸展、攀登、双
侧躯干的触碰反应和触须反应。
1． 3． 2 脑组织含水含量测定 术后 24 h，分离大脑
并保持蛛网膜的完整性。对大脑的湿重进行测量并
记录，后将大脑放入烤箱内进行 120 ℃烘烤，24 h后
测量干重。用干湿重法计算脑组织含水量( 脑组织
含水量( % ) = ( 湿重 －干重) /湿重 × 100% ) 。
1． 3． 3 血脑屏障通透性测定 使用 Evans 蓝外渗
实验评定。SAH建模成功后 24 h，股静脉注射 2%
Evans蓝( 2 mg /kg) ，1 h 后开胸灌注后迅速断头取
脑。后行荧光光度测定法测定外渗 Evans 蓝量，以
ng /mg表示。
1． 3． 4 Western blot 法检测 术后 24 h采集大鼠大
脑组织，蛋白质液裂解并提取总蛋白，提取的蛋白标

本采用 BCA试剂盒测定其浓度。每孔取 20 μg 蛋
白，进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，其后转膜，加一抗 4
℃过夜线粒体三磷酸腺苷合成酶 6 亚基( adenosine
triphosphatase-6，ATPase-6 ) 抗体 ( 购自美国 Abcam
公司) 、细胞色素 C( Cytochrome C，Cytc) 抗体( 购自
美国 Santa Cruz公司) 和 β-actin 抗体( 购自美国 In-
vitrogen公司) ，加 HＲP 标记的二抗，ECL 法显影，X
线胶片记录。
1． 3． 5 MDA 含量、SOD 和 GSH-Px 活性测定 术
后 24 h，取大鼠大脑组织裂解、匀浆、离心、蛋白定量
后，按照各试剂盒( 购自北京索莱宝科技有限公司)

操作说明书，分别检测大脑组织中丙二醛( malondi-
aldehyde，MDA) 含量、SOD 和谷胱甘肽过氧化物酶
( glutathione peroxidase，GSH-Px) 活性。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 进行统计分析，
计量资料以 珋x ± s 表示。多组均数间比较采用单因
素方差分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 各组神经功能缺陷评分比较 空白对照组和
假手术组大鼠神经功能均无明显损伤，而模型组和

实验组神经功能均有一定程度的损伤。见表 1。模

型组的神经功能缺陷评分明显低于空白组、假手术
组和实验组，差异有统计学意义( P均 ＜ 0. 05) ，实验
组与空白组、假手术组之间的神经功能缺陷评分差
异有统计学意义( P均 ＜ 0. 05) 。见表 1。
2． 2 各组脑组织含水量比较 模型组的脑组织含
水量明显高于空白组、假手术组和实验组，差异有统
计学意义( P均 ＜ 0. 05) ，实验组与空白组及假手术
组之间的神经功能缺陷评分差异有统计学意义( P
均 ＜ 0. 05) 。见表 1。
2． 3 各组血脑屏障通透性比较 空白组和假手术
组大脑表面和周围血管颜色正常，而模型组颞底皮

层呈现显著的蓝色，而实验组亦在颞底皮层有蓝色

呈现，但显示的蓝色程度较模型组弱。见图 2。Ev-
ans蓝渗出量测定验证了大体观测，模型组和实验
组的 Evans蓝渗出量明显高于空白组和假手术组，
差异有统计学意义( P 均 ＜ 0. 05 ) ，实验组的 Evans
蓝渗出量明显低于模型组，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) ，而空白组和假手术组之间的 Evans蓝渗出量
差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。见表 1。

图 2 各组血脑屏障通透性实验
A: 空白对照组; B: 假手术组; C: 模型组; D: 实验组

2． 4 各组 ATPase-6、细胞色素 C 表达 MnTBAP
抑制 Cytc的表达和增加了 ATPase-6 的表达水平，实
验组与空白组、假手术组两组蛋白表达量差异无统
计学意义。见图 3。

表 1 各组神经功能缺陷评分、脑组织含水量和 Evans蓝渗出量

指标 空白组 假手术组 模型组 实验组 F值
神经功能评分 18． 4 ± 0． 6* 17． 5 ± 1． 1* 10． 5 ± 1． 7 15． 5 ± 2． 2* 3． 55
脑组织含水量( % ) 79． 2 ± 0． 6* 79． 5 ± 0． 5* 82． 5 ± 0． 7 80． 2 ± 0． 7* 2． 87
Evans蓝渗出量( ng /mg) 5． 8 ± 0． 6* # 6． 1 ± 0． 7* # 22． 6 ± 1． 3 12． 9 ± 1． 1* 24． 55

与模型组比较: * P ＜ 0. 05; 与实验组比较: #P ＜ 0. 05
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图 3 各组Western blot结果
A: 各组 ATPase-6 和 Cytc蛋白电泳示意图; B: 各组 ATPase-6 蛋白定量示意图; C: 各组 Cytc蛋白定量示意图

表 2 各组MDA含量、SOD和 GSH-Px活性

指标 空白组 假手术组 模型组 实验组 F值
MDA( nmol /mg) 2． 8 ± 0． 2* # 3． 1 ± 0． 4* # 5． 2 ± 0． 5 3． 8 ± 0． 5* 3． 41
SOD( U /mg) 27． 5 ± 2． 9* # 26． 8 ± 2． 4* # 15． 4 ± 3． 2 22． 6 ± 2． 7* 5． 16
GSH-Px( U /mg) 7． 6 ± 1． 8* # 7． 4． ± 1． 5* # 3． 4 ± 1． 1 5． 6 ± 1． 4* 6． 27

与模型组比较: * P ＜ 0． 05; 与实验组比较: #P ＜ 0． 05

2． 5 各组 MDA 含量、SOD 和 GSH-Px 活性 模
型组和实验组的 MDA 含量明显高于空白组和假手
术组，差异有统计学意义( P均 ＜ 0. 05) ，模型组和实
验组的 SOD活性和 GSH-Px活性明显高于空白组和
假手术组，差异有统计学意义( P均 ＜ 0. 05) ，实验组
的 MDA含量明显低于模型组，差异有统计学意义
( P ＜ 0. 05) ，实验组的 SOD 活性和 GSH-Px 活性明
显高于模型组，差异有统计学意义( P均 ＜ 0. 05) ，而
空白组和假手术组之间的 MDA 含量、SOD 和 GSH-
Px活性差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。见表 2。

3 讨论

SAH 是临床上具有较高发病率和死亡率的疾
病之一，研究［9］显示早期脑损伤是促使 SAH患者不
良结局的主要原因，而非血管痉挛。线粒体在细胞
稳态、细胞代谢和能量产生中起重要作用。线粒体
功能的损害，也称为线粒体功能障碍，其特征在于

ATP产生减少，ＲOS 产生增加，以及促凋亡产物如
线粒体 DNA ( mtDNA) 和 Cytc 的释放，线粒体 Cytc
介导了细胞凋亡，而 ATPase-6 是编码 ATP合成中的
F1F0-ATP合成酶复合物的部分，其通过影响 ATP
的合成在细胞凋亡中发挥重要作用［10］。SAH 发生
后细胞会产生过量的活性氧和氮物质( ＲOS 和活性
氮) ，虽然内源性的细胞内抗氧化剂酶如 SOD 能够

干扰 NO和 O·2 的反应环节，但 SAH 中仍会产生大

量的 NO、O·2 和过氧亚硝酸盐。但一些研究
［11］提示

SOD不能够穿透血脑屏障，因此内源性 SOD，或通
过脑池内或鞘内投药均不能改善 SAH 。

SOD家族属于抗氧化系统成员，在氧化应激调
节中具有重要意义。与不能穿过生物膜的重组
SOD不同，MnTBAP是一种非免疫原性的，并能够穿
过细胞膜和细胞器膜的一种 SOD类似超氧化物，可
以清除过氧化物和过氧亚硝酸盐［12］。研究［13］已经
证明 MnTBAP可以阻止肿瘤坏死因子-α 诱导的内
皮细胞细胞间粘附分子的上调，进而产生抗炎作用。
有研究［14］显示 MnTBAP 在预防糖尿病和肥胖方面
具有积极作用。体外细胞实验表明，MnTBAP 处理
过的细胞出现胞外 SOD媒介活性的延缓，提示内源

性的 SOD 和外源性的 MnTBAP 共同对内源性 O·2
的歧化作用，表明 MnTBAP 小分子物质可以迅速渗
透细胞及亚细胞的细胞膜［15］。同时有研究［16］提示
MnTBAP可以改善实验性 SAH 后的血管痉挛，改善
SAH后出现的血脑屏障的破坏、内皮功能障碍及脑
水肿，以及继发的颅内压升高以及神经功能损害等。
而本研究显示 MnTBAP 可以显著改善 SAH 早期脑
损伤，显著改善 SAH 大鼠脑组织含水量，改善 SAH
大鼠的血脑屏障通透性，并改善由于 SAH导致的大
鼠神经功能缺陷评分的降低。Western blot 法检测
结果显示 MnTBAP能够抑制 SAH 的 Cytc 的表达和
上调 ATPase-6 的表达，提示 MnTBAP可能通过作用
于 Cytc 和 ATPase-6，对线粒体起到保护作用，进而
对 SAH早期脑损伤具有一定的保护作用。本研究
同时也表明 MnTBAP 可以抑制 MDA 的产生，促进
SOD和 GSH-Px 的活性，提示 MnTBAP 在治疗 SAH
早期脑损伤中可能具有一定的神经保护作用。对于
MnTBAP使用剂量大小对神经的保护作用程度是否
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有差异，有待于进一步研究。
综上，本实验表明 MnTBAP在 SAH早期脑损伤

中可能具有神经保护作用，其具体的作用机制课题

组将继续深入探讨。
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Protective effect of MnTBAP on early brain injury following
subarachnoid hemorrhage in rats

Ji Dan1，Fang Qiong1，Huang Dake2，et al
( 1Anhui Medical College，Hefei 230061; 2College of Basic Medicine，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the protective effect of MnTBAP on early brain injury following subarachnoid
hemorrhage in rat model． Methods 100 SD rats were randomly divided into four groups: the blank control group，
the sham operation group，the model group ( SAH) and the experimental group ( SAH + MnTBAP) ，25 rats per
group． The difference among these groups of the neurological deficit score，brain water content，blood-brain barrier
permeability ( Evans blue extravasation test) ，ATPase-6 and cytochrome C protein expression，MDA，SOD and
GSH-Px active level was observed 24 h after SAH． Ｒesults Compared with the model group，the neurological defi-
cit score was significantly increased，brain water content was significantly decreased，blood-brain barrier permeabil-
ity was significantly decreased，ATPase-6 protein expression was significantly increased，cytochrome C protein ex-
pression was significantly decreased，MDA content was significantly decreased，SOD and GSH-Px activity were sig-
nificantly increased in the experimental group． Conclusion MnTBAP can improve neurological function and pro-
tect mitochondria． MnTBAP may play a neuroprotective role in early brain injury following SAH．
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