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经鼻靶向给降钙素基因相关肽对蛛网膜下腔出血后
脑损伤的保护作用

迟淑梅 章晓英 张利 陈洁芳 邬莎 马晓燕 王舰

[摘要] 目的 探讨经鼻靶向中枢导入降钙素基因相关肽（CGRP）对蛛网膜下腔出血（SAH）后大鼠脑损伤的保护

作用。方法 采用枕大池2次注血法建立大鼠SAH模型，CGRP和NS经鼻腔给予。将Wistar大鼠随机分为经鼻

CGRP＋SAH组、经鼻NS＋SAH组、SAH组、对照组（每组各6只）。于第2次注血后72 h，麻醉、灌注固定后断头取

脑及脑干制备脑组织冠状冰冻切片，采用免疫荧光技术检测大脑皮层caspase-3的蛋白表达。结果 在SAH模型

动物的蛛网膜下腔，均发现弥漫性分布的血液或血凝块，主要分布于后颅窝、前颅窝及蝶鞍处。免疫荧光技术检

测到对照组大鼠脑组织 caspase-3蛋白极少量表达；SAH组和经鼻NS+SAH 组的大鼠脑组织中 caspase-3蛋白阳

性细胞数明显增多；经鼻CGRP+SAH 组 caspase-3蛋白表达比SAH组和经鼻NS+SAH 组下降。与对照组比较，

SAH组、经鼻NS+SAH组、经鼻CGRP+SAH组的脑组织皮层 caspase-3荧光强度值均明显上升，差异有统计学意

义（t分别=13.21、13.27、11.32，P均＜0.05）；经鼻NS+SAH组的脑组织皮层 caspase-3荧光强度值与SAH组比较，

差异无统计学意义（t=0.06，P＞0.05）；经鼻CGRP+SAH组的脑组织皮层 caspase-3荧光强度值明显低于SAH组和

经鼻NS+SAH组（t分别=4.88、4.93，P均＜0.05）。结论 经鼻靶向中枢导入CGRP对 SAH后脑损伤具有保护作

用。
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Protective effect of intranasal targeting calcitonin gene related peptide on brain injury after subarachnoid
hemorrhage CHI Shumei，ZHANG Xiaoying，ZHANG Li，et al. Department of Neurology，Hangzhou Seventh People’s
Hospital，Hangzhou 310000，China
[Abstract] Objective To explore the protective effect of intranasal targeting calcitonin gene related peptide（CGRP）on
brain injury after subarachnoid hemorrhage（SAH）. Methods SAH models were established by injecting twice of freshly
autologous arterial blood from cisterna magna. CGRP and NS were given by intranasal perfusion. Totally 24 male Wistar rats
were randomly divided into the CGRP+SAH group，NS +SAH group，SAH group and normal group. 72 hours after the SAH
model established，the brain and brain stem were taken to prepare the frozen section of the brain tissue after anesthesia and
perfusion fixation. Immunofluorescence technique was used to detect the expression of caspase-3 in cerebral cortex. Results
The diffuse distribution of blood or blood clots were found in the subarachnoid space of SAH models，mainly distributed in
the posterior cranial fossa，anterior cranial fossa and butterfly saddle. The expressions of caspase-3 in SAH group，NS+SAH
group，and CGRP+SAH group were higher than normal control group（t=13.21，13.27，11.32，P＜0.05）.The difference in
caspase-3 expression between NS+SAH group and SAH group was not statistically significant（t=0.06，P＞0.05）. In SAH+
CGRP group，the expression of caspase-3 was lower than that of the SAH group and NS+SAH group（t=4.88，4.93，P＜0.05）.
Conclusions The intranasal targeting CGRP has protective effect on the brain injury after SAH.
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蛛网膜下腔出血（subarachnoid hemorrhage，
SAH）后脑血管痉挛（cerebral vasospasm，CVS）、脑
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血流减少等所致的脑损伤是导致 SAH患者严重不

良预后的重要原因[1～3]，最终促使细胞凋亡、坏死，故

此患者常预后不良，有较高的病死率 [4]。降钙素基

因相关肽（calcitonin gene related peptide，CGRP）具

有强大的扩张脑血管作用[5，6]。研究发现，在SAH后

大量的内源性CGRP被损耗与SAH后CVS及脑损伤

的发生发展密切相关，但由于外源性CGRP为大分

子物质难以透过血脑屏障而限制了其在 SAH中的

应用[5，7]。有研究表明，很多大分子药物经鼻腔给药

后可绕过血脑屏障进入脑脊液和脑组织而发挥治

疗作用 [8]，为中枢神经系统疾病的治疗提供了新的

用药途径。本次实验利用大鼠SAH模型，观察经鼻

应用CGRP对SAH后脑损伤的保护作用。

1 材料与方法

1.1 试剂与材料 CGRP 1mg（由美国 Sigma公司

生产）、0.01mol/L PBS粉剂（由北京中杉生物技术有

限公司生产）、肝素钠注射液12500 U（由山东鲁抗

辰欣药业有限公司生产）、优化切片温度包埋剂（由

美国Sakura公司生产）、caspase-3多克隆抗体（由北

京博奥森生物技术有限公司生产）、SABCFITC免疫

组化试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司生产）。

1.2 仪器 51600型脑立体定位仪（由美国Stoelting
公司生产）、Mill-iQ Sythesis型超纯水制备系统（由

法国Millipore公司生产）、320222 YHBA01型微量注

射器（由无锡市东风玻璃仪器厂生产）、95-1型磁力

加热搅拌器（由上海司乐仪器厂生产）、JA-31001型
电子分析天平（由上海天平仪器厂生产）、DHL-A型

电脑数显恒流泵（由上海泸西分析仪器厂生产）、

BX51型光学显微镜（由日本 Olympus公司生产）、

3K30型高速低温离心机（由美国 Sigma公司生产）、

CM 1900型冰冻切片机（由德国Leica设备有限公司

生产）、Radiance 2100型激光共聚焦显微镜（由美国

Bio-Red公司生产）。

1.3 方法

1.3.1 实验动物 本次实验于2017年2月至2017年
6月进行。选取SPF级、健康、雄性Wistar大鼠24只，

体重250～300 g，由山东鲁抗实验动物中心提供（动

物许可证号SCXK鲁20050017）。将动物随机分为：

经鼻CGRP＋SAH组、经鼻生理盐水（NS）＋SAH组、

SAH组和对照组。对照组不给予任何处理因素；每

组6只。

1.3.2 SAH动物模型的制备 采用枕大池新鲜自

体动脉血二次注入法建立大鼠 SAH模型。将大鼠

麻醉后，俯卧固定于操作台上，沿中线纵行剪开长

约3 cm的项部皮肤，上至枕外隆凸。向内钝性分离

皮下软组织和肌层，暴露环枕膜。在左侧股部切开

皮肤，逐层分离后暴露股动脉。用 1 ml注射器配 4
号针头，抽取不抗凝的新鲜动脉血。行环枕膜穿

刺，垂直进针约2.5 mm后稍回抽见有清亮脑脊液回

流，缓慢将自体动脉血按 1 ml/kg在 5 min内缓慢注

入枕大池。保持动物 30°头低位 30 min。48 h后以

同样方法再次注血。

1.3.3 经鼻给药方法 在临用前新鲜配制CGRP溶

液，将 1 mg CGRP先用 1 ml超纯水稀释，再用超纯

水稀释至 50 ml，每只给药总量为 1 μg（50 μl）。大

鼠在麻醉状态下，取仰卧位，并将头颈背用 4 cm ×
4 cm的纱布卷稍稍垫高，以有利于药物进入后鼻

腔。即经鼻腔插入一根3.5 cm长的PE-50号硅胶管

并与微量注射器相连，采用两侧鼻孔交替给药，当

一侧鼻孔给药时，将大鼠的嘴及另一侧鼻孔封闭。

每单次给药量为 5 μl，间隔时间 2 min，每只大鼠给

10次，20 min内给总量为50 μl的药液。

1.3.4 组织固定和标本制作 于第2次枕大池注血

后 3 d，将动物麻醉后仰卧固定，经心快速灌注 4 ℃
肝素（20万单位/L）0.9%氯化钠注射液 200~300 ml，
继以 4℃、4%多聚甲醛溶液灌流固定脑组织。断头

后在冰盘上取脑，置入4%多聚甲醛溶液中固定12 h，
再依次放入20%和30%的蔗糖溶液脱水。优化切片

温度包埋剂包埋，液氮速冻后于-80℃ 冰箱冻存。

取固定的脑组织标本，行冰冻切片，厚度8 μm。

1.3.5 caspase-3蛋白表达检测 取出固定的脑组

织标本，室温复温一下后，立即冻在冰冻头上，置于

温度为-20℃冰冻切片机恒冷箱内平衡20 min左右，

进行修整切片，厚度8 μm，用涂有多聚赖氨酸的洁净

载玻片贴片；室温干燥30 min，4℃丙酮固定10 min后
风干，磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，PBS）
洗3次，每次5 min；0.1％triton-100室温20 min，PBS
洗3次，每次5 min；每片滴加10％正常山羊封闭血清

50 μl，室温30 min，弃封闭液，不洗；每片滴加50 μl
caspase-3一抗（兔抗大鼠多克隆抗体，稀释比例为

1：50），置于湿盒中4℃过夜；取出切片，室温下放置

30 min后，PBS洗 3次，每次 5 min；加 50 μl FITC标

记的山羊抗兔 IgG二抗（稀释比例为1：100），37℃孵

育30 min，避光操作，PBS洗3次，每次5 min；50％甘

油PBS溶液封片。对照组用PBS代替一抗，每片滴

其余操作步骤不变。采用Bio-Red Radiance2100型
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激光共聚焦显微镜操作系统的Ar单通道激光系统，扫

描FITC标记的阳性反应物。激发光波长为488 nm，

观测光为515±30 nm，物镜为60倍，扫描方式为点扫

描，Zoom为（1.0）。经Lasersharp 2000软件（4.5.3）摄
像，每只动物分别随机观察并计数大脑皮层 8个不

同视野的荧光密度，并计算平均值。

1.4 统计学方法 应用SPSS 13.0统计软件包。计

量资料以均数±标准差（x±s）表示，采用单因素方差

分析，两两比较选用 LSD-t或Dunnett-t检验。P＜

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般观察和模型证实 在脑池注入动脉血过

程中和注入后，大鼠均出现烦燥、呼吸和心率加快，

部分出现肢体抽动。动物麻醉苏醒后精神萎糜、嗜

睡，饮水、活动及进食减少。个别动物出现痫样肢

体抽搐，但均未出现肢体瘫痪等局灶性神经功能缺

损表现。将动物于处死后行颅脑解剖学观察，在

SAH模型动物的蛛网膜下腔，均发现弥漫性分布的

血液或血凝块，主要分布于后颅窝、前颅窝及蝶鞍

处，包绕脑底部的主要血管。所有动物均未发现脑

实质内出血或机械性损伤。

2.2 caspase-3蛋白表达见封二图2、表1
由封二图2可见，对照组大鼠脑组织中caspase-3

蛋白极少量表达；SAH组和经鼻NS+SAH组的大鼠

脑组织中caspase-3蛋白阳性细胞数明显增多，经鼻

CGRP+SAH组的 caspase-3蛋白表达比 SAH组和经

鼻NS+SAH 组下降。

表1 各组大鼠脑组织皮层caspase-3荧光强度

组别

经鼻CGRP+SAH组 21.95±3.82*#△

经鼻NS+SAH组 30.51±4.59*

SAH组 30.42±4.39*

对照组 7.49±1.00

脑组织皮层 caspase-3荧光强度

注：*：与对照组比较，P＜0.05；#：与 SAH组比较，P＜0.05；△：

与经鼻NS+SAH组比较，P＜0.05。
由表1可见，四组大鼠脑组织中 caspase-3荧光

强度比较，差异有统计学意义（F=67.19，P＜0.05）。

与对照组比较，SAH 组、经鼻 NS+SAH 组、经鼻

CGRP+SAH组的脑组织皮层 caspase-3荧光强度值

均明显上升，差异有统计学意义（t 分别=13.21、
13.27、11.32，P均＜0.05）；经鼻NS+SAH组的脑组织

皮层 caspase-3荧光强度值与 SAH组比较，无明显

差异（t=0.06，P＞0.05），经鼻 CGRP+SAH组的脑组

织皮层 caspase-3荧光强度值明显低于SAH组和经

鼻NS+SAH组（t分别=4.88、4.93，P均＜0.05）。
3 讨论

SAH后缩血管物质和扩血管物质之间的比例

失衡在CVS的发生和发展中起到了至关重要的作

用，为维持脑组织必需的血流量，大量 CGRP被耗

损 [6，9]。研究发现，SAH 后内源性CGRP 活性下降

与CVS和继发性脑缺血损伤的发生密切相关，脑血

管对外源性 CGRP 的反应性明显增强，提示补充

CGRP可能有益于 SAH 后脑血管痉挛及继发性脑

缺血损伤的防治，阻断CGRP活性可使CVS程度明

显加重 [10]。上述发现表明，CGRP 耗竭在 SAH 后

CVS 的发生和发展中起着十分重要的作用，但

CGRP是由 37个氨基酸组成的大分子多肽，限制了

CGRP从血液循环中有效透过血脑屏障进入脑组织

和脑脊液，因此常规的给药途径难以奏效 [5]。目前

已发现很多细胞因子具有神经保护和改善脑血流

的作用。由于大分子物质难以有效透过血脑屏障

而在脑内或脑脊液中达到有效治疗浓度，因此血脑

屏障的存在成为限制肽类和蛋白质等大分子药物

应用的瓶颈。近年来，围绕如何使肽类和蛋白质药

物克服血脑屏障而有效进入中枢进行了大量的研

究。其中，经鼻腔绕过血脑屏障给药途径的有效性

得到了很多研究的证实。经鼻靶向中枢给药被认

为是一种安全、便捷、无创的给药方法，肽类和蛋白

质等大分子药物可以快速在脑部达到有效浓度且

可避免全身用药可能带来副作用的风险[11，12]。

本实验发现对照组大鼠脑组织中 caspase-3蛋

白见少量表达；SAH组和经鼻给NS+SAH组的大鼠

脑组织中 caspase-3蛋白阳性细胞数明显增多与对

照组比较有明显差异（P＜0.05），SAH组与经鼻NS+
SAH组比较无明显差异（P＞0.05）；经鼻CGRP+SAH
治疗组 caspase-3 蛋白表达比 SAH 组和经鼻 NS+
SAH组明显下降（P＜0.05）。本次研究发现在正常

情况下细胞凋亡极少，当受到一定刺激之后细胞大

量凋亡，因而促凋亡基因 caspase-3就要大量表达，

当经鼻腔予 CGRP治疗之后 caspase-3表达比 SAH
组明显减少，从而对脑细胞起到保护作用。而

CGRP具有多种生物学活性，可通过直接作用或通

过激活血管平滑肌细胞上ATP敏感的钾通道开放、

提高一氧化氮合酶活性、增加一氧化氮产生等而扩

张痉挛的脑血管；抑制血管平滑肌细胞增殖和血管
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重构；保护血管内皮细胞并促进其增殖，促进内皮

细胞向受损的血管壁迁移，促进血管修复和血管新

生；抑制死亡受体信号转导途径而发挥神经保护作

用等 [13～15]。因此，经鼻应用CGRP对 SAH后脑损伤

的保护作用可能涉及到多个不同的环节，其详细机

制有待进一步的研究来阐明。
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