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阿司匹林通过调节 Hippo途径抑制大鼠颅内动脉瘤的形成和机制 *

鲁传豪 1 李肖亮 2 孙应辉 3 曹建华 3 刘传明 3△

（1空军军医大学第一附属医院神经外科 陕西西安 710000；

2西安国际医学中心医院普通外科 陕西西安 710100；3空军军医大学第一附属医院急诊科 陕西西安 710000）

摘要目的：探讨阿司匹林通过调节 Hippo途径抑制大鼠颅内动脉瘤形成的机制。方法：选择 40只健康 SD大鼠分为对照组（不做

任何处理）、假手术组（暴露双侧肾动脉后支和左颈总动脉，但不结扎）、动脉瘤组（结扎双侧肾动脉后支和左颈总动脉后生理盐水

灌胃）和阿司匹林组（动脉结扎后阿司匹林灌胃），各 10只。灌胃 12周后检测血清炎性因子[肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）、单核细胞
趋化蛋白 -1（MCP-1）、白细胞介素 -6（IL-6）、IL-10]、血管内皮损伤标志物[一氧化氮（NO）、内皮素 -1（ET-1）、血管内皮生长因子

（VEGF）]。处死大鼠后，检测动脉瘤大小、壁厚比、内腔面积和中膜变薄长度，检测动脉瘤血管组织中 Yes相关蛋白（YAP）表达情

况。结果：（1）动脉瘤组和阿司匹林组大鼠Willis环上有明显凸起，且阿司匹林组大鼠凸起明显小于动脉瘤组。阿司匹林组大鼠动

脉瘤大小、内腔面积和中膜变薄长度均显著小于动脉瘤组，壁厚比显著大于动脉瘤组（P＜0.05）。（2）动脉瘤组和阿司匹林组大鼠

血清 TNF-琢、MCP-1、IL-6水平显著高于对照组和假手术组，IL-10水平显著低于对照组和假手术组（P<0.05）；阿司匹林组大鼠血
清 TNF-琢、MCP-1、IL-6水平显著低于动脉瘤组，IL-10水平显著高于动脉瘤组（P<0.05）。（3）动脉瘤组和阿司匹林组大鼠血清 NO

水平显著低于对照组和假手术组，ET-1和 VEGF水平显著高于对照组和假手术组（P<0.05）；阿司匹林组大鼠血清 NO水平显著

高于动脉瘤组，ET-1和 VEGF水平显著低于动脉瘤组（P<0.05）。（4）动脉瘤组和阿司匹林组大鼠 YAP蛋白表达相对吸光值显著

高于对照组和假手术组（P<0.05）；阿司匹林组大鼠 YAP蛋白表达相对吸光值显著低于动脉瘤组（P<0.05）。结论：阿司匹林能够显
著减轻颅内动脉瘤大鼠炎性反应，改善血管内皮功能，抑制颅内动脉瘤形成，这可能与阿司匹林调控 Hippo信号通路有关。
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Aspirin Inhibits the Formation and Mechanism of Intracranial Aneurysms
in Rats by Regulating Hippo Pathway*

To explore the mechanism of aspirin inhibiting intracranial aneurysm formation in rats by regulating Hippo

pathway. Forty healthy SD rats were selected and divided into control group (without any treatment), sham operation group

(exposing the posterior branches of bilateral renal arteries and left common carotid artery, but without ligation), aneurysm group

(perfusing normal saline after ligating the posterior branches of bilateral renal arteries and left common carotid artery) and aspirin group

(perfusing aspirin after artery ligation), with 10 rats in each group. Detection of serum inflammatory factors [tumor necrosis factor-琢
(TNF-琢), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), interleukin-6 (IL-6), IL-10)] and vascular endothelial injury markers [nitric oxide

(NO), endothelin-1 (ET-1), vascular endothelial growth factor (VEGF)] 12 weeks after intragastric administration. After the rats were

killed, the aneurysm size, wall thickness ratio, lumen area and thinning length of the middle membrane were detected. The expression of

Yes-associated protein (YAP) was detected. (1) There were obvious bulges on the Willis ring in the aneurysm group and aspirin

group, and the bulges in the aspirin group were smaller than those in the aneurysm group. The aneurysm size, lumen area and thinning

length of middle membrane in aspirin group were smaller than those in aneurysm group, and the wall thickness ratio was greater than that

in aneurysm group (P<0.05). (2) The serum levels of TNF-琢, MCP-1 and IL-6 of rats in aneurysm group and aspirin group were higher

than those in the control group and sham operation group, while the levels of IL-10 were lower than those in the control group and sham

operation group (P<0.05); The serum levels of TNF-琢, MCP-1 and IL-6 of rats in aspirin group were lower than those in aneurysm group,

while the levels of IL-10 were higher than those in aneurysm group (P<0.05). (3) The levels of serum NO, ET-1 and VEGF in aneurysm
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前言

颅内动脉瘤（Intracranial aneurysm，IA）是发生在脑动脉内

腔的一种动脉壁瘤状凸起病变，能够造成动脉内腔异常扩大，

临床多表现为剧烈头痛、恶心呕吐、脑膜刺激征、意识障碍

等[1，2]。颅内动脉瘤破裂能够造成蛛网膜下腔出血是临床上最为

严重一种神经系统疾病，接近 25~30 %的患者在发病后 1个月

内死亡，超过 30 %的患者发生中重度残疾[3]。目前临床多采用

血管内介入栓塞术治疗颅内动脉瘤，但长期复发率较高，因此

继续探索新型药物和治疗方案对于该病具有重要意义[4]。研究

发现，颅内动脉瘤主要病理特征在于炎症引起动脉壁完整性破

坏、血管内皮功能障碍以及内膜增生等[5，6]。血管内皮损伤可引

起促炎细胞因子表达增加，炎性细胞募集至血管内皮损伤部

位，进一步引起平滑肌细胞凋亡、动脉壁重塑，促进动脉瘤形成

与破裂[7]。Hippo信号通路是研究较多的与炎症、脑血管疾病以

及肿瘤相关的信号通路，王宏国等[8]研究发现 Hippo信号通路

能够通过介导巨噬细胞极化参与颅内动脉瘤的形成，并促进疾

病进展。阿司匹林是临床应用较广的抗炎药物，Hasan等[9]研究

发现阿司匹林能够减轻动脉瘤壁炎性，进而降低动脉瘤破裂出

血的风险，但目前关于阿司匹林治疗颅内动脉瘤的作用机制尚

缺少充足的机制研究，本研究通过建立颅内动脉瘤大鼠模型，

探讨了阿司匹林调节 Hippo途径进而抑制颅内动脉瘤形成和

进展的可能分子机制，现报道如下：

1 材料与方法

1.1 实验动物

选择 40只健康 SPF级大鼠，体重 200~220 g，平均（210.5依
6.5）g，均从上海斯莱克实验动物有限责任公司购买，许可证为

SCXK（沪）2012-0002。所有大鼠均饲养在 21~25℃鼠舍，相对

湿度 45~55%，光照和黑暗各 12 h，自由饮水、进食。适应饲养 1

周后开始实验。

1.2 主要试剂与仪器

主要试剂：注射用异戊巴比妥钠（上海上药新亚药业有限

公司，国药准字 H31021724）；阿司匹林（沈阳康芝制药有限公

司，国药准字 H10960331）；肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）、单核细
胞趋化蛋白 -1（MCP-1）、白细胞介素 -6（IL-6）、IL-10、一氧化氮

（NO）、内皮素 -1（ET-1）、血管内皮生长因子（VEGF）酶联免疫

法检测试剂盒（上海酶联生物科技有限公司）；兔源 YAP、

茁-actin抗体（美国 Abcam公司）；辣根过氧化物酶（HRP）标记

山羊抗兔二抗（北京博奥森生物技术有限公司）；BCA试剂盒、

蛋白质 Marker（美国 ThermoFisher公司）；SDS-PAGE凝胶配

制试剂盒、ECL化学发光试剂盒、RIPA细胞裂解液、PMSF（上

海碧云天生物技术有限公司）；PVDF膜（德国Millipore公司）。

主要仪器：RT-6500 酶标仪（深圳雷杜生命科学股份有限公

司）；BX53型荧光显微镜（日本 Olympus公司）；Western blot杂

交系统、垂直电泳仪、凝胶成像仪（美国 Bio-Rad公司）。

1.3 方法

1.3.1 模型制备 采用左颈总动脉和双侧肾动脉结扎联合高

盐饮食法[10]建立颅内动脉瘤大鼠模型，具体操作如下：3%注射

用戊巴比妥钠以 30 mg/kg经腹腔注射麻醉大鼠，除去背部毛

发后在背双侧肋缘下方做纵切口，打开腹腔并充分暴露肾脏，

0-3丝线结扎双侧肾动脉后置，逐层缝合。1周后于手术显微镜

下使用丝线结扎左颈总动脉。2%盐水代替饮用水 3个月。大鼠

出现颅内压、体温升高，并伴有轻度偏瘫、动眼神经麻痹等症状

说明建模成功。

1.3.2 分组及给药 将 40只 SD大鼠分为对照组、假手术组、

动脉瘤组和阿司匹林组，各 10只。对照组不予任何处理，假手

术组大鼠仅暴露双侧肾动脉后支和左颈总动脉，但不结扎，且

不予 2%盐水，动脉瘤组和阿司匹林组大鼠进行建模。建模成功

后给予对照组、假手术组和动脉瘤组大鼠生理盐水灌胃，10mL/d；

给予阿司匹林组大鼠阿司匹林 +生理盐水灌胃，10 mL/d，其中

阿司匹林 10 mg/kg。连续灌胃 12周。

1.3.3 酶联免疫吸附法检测 麻醉大鼠后采集腹主动脉血

3 mL，室温静置 30 min后 3000 rpm离心 10 min后分离血清，

采用酶联免疫吸附法试剂盒检测血清炎性因子[肿瘤坏死因子

-琢（TNF-琢）、单核细胞趋化蛋白 -1（MCP-1）、白细胞介素 -6

（IL-6）、IL-10]、血管内皮损伤标志物[一氧化氮（NO）、内皮素 -1

（ET-1）、血管内皮生长因子（VEGF）]水平，每个样本均进行 3

次重复检测，以平均值作为该样本结果。

1.3.4 动脉瘤组织学检查 待采血完成后，止血钳夹住降主动

脉，打开心包，使用 10#输液钢针穿刺左心室，有搏动回血后固

定针头，显微剪在右心耳位置剪开小口，20 U/mL肝素生理盐

水溶液灌注直至右心耳流出液体澄清，接着 10 %中性甲醛溶

液灌注，4℃下过夜固化。去除大鼠颅骨后取出Willis环，小心

分离左侧大脑前动脉和嗅动脉分叉部分，石蜡包埋后切 3 滋m
薄片，经 EVG染色后在普通光学显微镜下观察，使用 BZ图像

软件测量动脉瘤大小、壁厚比、动脉瘤内腔面积和中膜变薄长

度。动脉瘤大小 =（最大内腔的最大高度 +最大宽度）/2，壁厚比

group and aspirin group were lower than those in control group and sham operation group (P<0.05); The level of serum NO in aspirin

group was higher than that in aneurysm group, and the levels of ET-1 and VEGF were higher than that in aneurysm group (P<0.05). (4)
The relative absorbance value of YAP protein expression in aneurysm group and aspirin group was significantly higher than that in

control group and sham operation group (P<0.05). The relative light absorption value of YAP protein expression in aspirin group was

lower than that in aneurysm group (P<0.05). Aspirin can significantly reduce the inflammatory reaction of rats with

intracranial aneurysms, improve vascular endothelial function, and inhibit the formation of intracranial aneurysms, which may be related

to the regulation of Hippo signal pathway by inhibiting YAP.

: Intracranial aneurysm; Aspirin; Hippo pathway; Inflammation; Vascular endothelial injury
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Index Intracranial aneurysm group (n=10) Aspirin group (n=10)

Aneurysm size (滋m) 85.38依8.54 52.86依5.48c

Wall thickness ratio 0.27依0.03 0.48依0.05c

Aneurysm lumen area (滋m2) 2743.82依318.63 1649.38依295.02c

Thinning length of middle membrane (滋m) 163.89依18.72 138.27依14.36c

Note: Compared with the control group, aP<0.05; Compared with sham group, bP<0.05; Compared with Intracranial aneurysm group, cP<0.05.

表 1 动脉瘤血管参数比较（x依s）
Table 1 Comparison of vascular parameters of aneurysms (x依s)

Note: Compared with Intracranial aneurysm group, cP<0.05.

Index Control group (n=10) Sham group (n=10)
Intracranial aneurysm group

(n=10)
Aspirin group (n=10)

TNF-琢 (pg/mL) 13.27依2.16 13.76依2.41 78.36依5.87ab 32.17依3.63abc

MCP-1 (pg/mL) 215.36依28.76 224.91依32.08 498.52依59.6ab 385.43依49.52abc

IL-6 (pg/mL) 24.73依3.84 25.81依3.63 67.94依7.82ab 39.51依6.02abc

IL-10 (pg/mL) 21.92依2.52 21.62依2.71 8.92依1.65ab 15.93依2.05abc

表 2 血清炎性因子水平比较（x依s）
Table 2 Comparison of serum inflammatory factors (x依s)

=动脉瘤壁最小宽度 /正常动脉壁平均厚度。

1.3.5 Western Blot 取 50~100 mg颅内动脉瘤血管组织，冰

上称重后加入 1 mL预冷的含 PMSF的 RIPA裂解液，4℃用玻

璃匀浆器充分匀浆处理。4℃下 12000伊g离心 10 min，取上清液

采用 BCA试剂盒检测总蛋白浓度。根据总蛋白浓度取适量上

清液进行 SDS-PAGE电泳，电泳结束后转移至 PVDF膜上，以

蛋白Marker作为参照，按照目标蛋白分子量大小切取条带，加

入 YAP一抗，4℃过夜孵育。5%脱脂奶粉封闭 1 h后加入二抗

室温孵育 2 h，ECL显色并曝光。采用 Image J图像分析系统，

以管家基因蛋白 茁-actin作为参比计算相对吸光度值。
1.4 统计学方法

采用 SPSS 25.0软件进行统计学处理和分析。计量资料表

示为 "平均数依标准差 "，多组间比较采用单因素方差分析，两

两比较采用 q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 动脉瘤血管参数比较

对照组和假手术组大鼠动脉正常，Willis环上未见凸起，即

无颅内动脉瘤形成。动脉瘤组和阿司匹林组大鼠Willis环上有

明显凸起，且阿司匹林组大鼠凸起明显小于动脉瘤组。将动脉

瘤组和阿司匹林组大鼠动脉瘤血管参数纳入研究并进行组间

差异比较，结果显示阿司匹林组大鼠动脉瘤大小、内腔面积和

中膜变薄长度均显著小于动脉瘤组，壁厚比显著大于动脉瘤组

（P＜0.05）。如表 1所示。

2.3 血清血管内皮损伤标志物水平比较

各组大鼠上述资料比较有显著差异（P<0.05），动脉瘤组和
阿司匹林组大鼠血清 NO水平显著低于对照组和假手术组，

ET-1和 VEGF水平显著高于对照组和假手术组（P<0.05）；阿
司匹林组大鼠血清 NO水平显著高于动脉瘤组，ET-1和 VEGF

水平显著低于动脉瘤组（P<0.05）。对照组和假手术组各血管内
皮损伤标志物水平比较无显著差异（P>0.05）。如表 3所示。

2.4 颅内动脉瘤血管组织 YAP蛋白表达比较

Western Blot结果显示，对照组、假手术组、动脉瘤组和阿

司匹林组大鼠颅内动脉瘤血管组织中 YAP蛋白表达相对吸光

值分别为 0.24依0.05、0.26依0.08、0.59依0.12、0.42依0.08，四组比较
差异有统计学意义（P<0.05）。动脉瘤组和阿司匹林组大鼠 YAP

蛋白表达相对吸光值显著高于对照组和假手术组（P<0.05）；阿

司匹林组大鼠 YAP蛋白表达相对吸光值显著低于动脉瘤组

（P<0.05）。对照组和假手术组 YAP蛋白表达相对吸光值比较

无显著差异（P>0.05）。如图 1所示。

3 讨论

颅内动脉瘤破裂继而引起蛛网膜下腔出血是造成脑损伤

和死亡的主要原因，血管内介入治疗复发率较高，更多的患者

仍选择药物保守治疗，这些药物主要通过减轻炎性反应，延缓

动脉瘤扩张，降低破裂风险[11，12]。阿司匹林是临床应用极为广泛

的药物，研究发现小剂量阿司匹林能够通过抑制血小板环氧化

酶 -1预防血栓形成，大剂量服用时能够通过抑制 COX-2发挥

抗炎作用[13]。阿司匹林在上世纪 70年代以来一直被广泛应用

在心脑血管疾病预防领域，口服阿司匹林能够降低动脉瘤性蛛

2.2 血清炎性因子水平比较

动脉瘤组和阿司匹林组大鼠血清 TNF-琢、MCP-1、IL-6 水

平显著高于对照组和假手术组，IL-10水平显著低于对照组和

假手术组（P<0.05）；阿司匹林组大鼠血清 TNF-琢、MCP-1、IL-6

水平显著低于动脉瘤组，IL-10 水平显著高于动脉瘤组（P<0.
05）。对照组和假手术组各炎性因子指标比较无显著差异（P>0.
05）。如表 2所示。
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Fig. 1 Detection of YAP Expression in Aneurysm Vascular Tissues by

Western Blot

Index Control group (n=10) Sham group (n=10)
Intracranial aneurysm group

(n=10)
Aspirin group (n=10)

NO (滋mol/L) 6.17依1.02 6.28依0.96 3.16依0.39 4.59依0.85

ET-1 (pg/mL) 2.71依0.48 2.87依0.53 49.16依4.72 29.28依3.59

VEGF (pg/mL) 33.91依4.78 34.86依5.05 102.64依9.83 68.73依7.83

表 3 血清血管内皮损伤标志物水平比较（x依s）
Table 3 Comparison of general surgical indicators (x依s)

Note: Compared with the control group, aP<0.05; Compared with sham group, bP<0.05; Compared with Intracranial aneurysm group, cP<0.05.

网膜下腔出血风险，尽管国际蛛网膜下腔动脉瘤试验结果提示

阿司匹林使用与动脉瘤性蛛网膜下腔出血无相关性[14]，但随后

Florez WA等[15]进行的一项荟萃分析结果表明小剂量阿司匹林

与降低动脉瘤性蛛网膜下腔出血风险出血风险相关。本研究采

用左颈总动脉和双侧肾动脉结扎联合高盐饮食法建立颅内动

脉瘤大鼠模型并进行阿司匹林灌胃治疗，结果表明阿司匹林组

大鼠Willis环上有明显凸起，提示有颅内动脉瘤形成，但Willis

环凸起，明显小于动脉瘤组，说明阿司匹林对颅内动脉瘤的形

成和进展有抑制作用。

颅内动脉瘤形成、进展与炎性反应、血管内皮功能障碍等

有直接关系，本研究发现动脉瘤组和阿司匹林组大鼠血清

TNF-琢、MCP-1、IL-6、ET-1和 VEGF水平显著高于对照组和假

手术组，IL-10和 NO水平显著低于对照组和假手术组，而阿司

匹林组大鼠血清 TNF-琢、MCP-1、IL-6、ET-1和 VEGF水平显著

低于动脉瘤组，IL-10和 NO水平则显著高于动脉瘤组，一方面

说明动脉瘤组和阿司匹林组大鼠体内炎性反应和血管内皮损

伤加重，侧面反映颅内动脉瘤造模成功；另一方面阿司匹林组

大鼠炎性反应和血管内皮损伤程度显著轻于动脉瘤组，说明阿

司匹林能够改善炎性反应，修复血管内皮损伤。TNF-琢和 IL-6

是炎症反应关键因子，前者能够和肿瘤坏死因子受体 1结合后

促进动脉瘤中凋亡相关蛋白表达，加快内皮细胞凋亡，引起血

管内皮损伤[16]；后者参与免疫应答调节，促进炎症反应。刘旭

等[17]研究发现脑动脉瘤患者血清 TNF-琢和 IL-6水平显著高于

非血管性疾病患者。MCP-1能够诱导巨噬细胞浸润以及募集粘

附在脑动脉血管壁上，引起动脉瘤形成和进展[18]。IL-10是体内

重要的抗炎性因子，能够拮抗 TNF-琢和 IL-6的炎性介质作用，

并下调炎症反应[19]。ET-1是一种长效血管收缩调节因子，主要

有血管内皮细胞表达和分泌，正常情况下血清 ET-1处于较低

水平，主要稳定血管内皮功能、收缩血管，当发生脑出血后，

ET-1被大量表达和释放，发挥收缩血管、升高血压的作用，引

起脑组织继发损伤[20]。VEGF是一种促血管内皮生成因子，低氧

能够诱导 VEGF表达上调，动脉瘤发生和破裂时炎性反应加

剧，病灶部位处于缺氧状态，VEGF水平增加，促进内皮增伤，

加重脑损伤[21]。NO具有血管舒张作用，能通过抑制内皮细胞增

殖、减少氧自由基产生以及单核巨噬细胞聚集和粘附保护血管

内皮[22，23]。

而 Hippo信号通路与炎性反应、血管内皮损伤以及脑血管

疾病中具有重要作用，有研究发现 Hippo通路激活与颅内动脉

瘤发生和进展具有重要作用[24，25]。YAP蛋白是 Hippo信号通路

中的重要效应分子，在肿瘤细胞增殖、间质转化、侵袭、转移以

及癌症干细胞维持中都有重要作用[26，27]，也有研究发现 YAP过

度表达能够诱导血管内皮增生并参与病理性血管生成[28，29]。Ma

等[30]研究发现阿司匹林能够通过上调 E3泛素连接酶抑制三阴

性乳腺癌细胞 YAP蛋白表达，进而消除多西紫杉醇和长春瑞

滨耐药性。本研究结果则表明，通过基于颅内动脉瘤模型大鼠

阿司匹林灌胃能够显著降低动脉瘤血管组织中 YAP表达水

平，提示阿司匹林或许能够调控 Hippo信号通路抑制颅内动脉

瘤形成和进展。

综上，阿司匹林能够显著减轻颅内动脉瘤大鼠炎性反应，

改善血管内皮功能，抑制颅内动脉瘤形成，这可能与阿司匹林

调控 Hippo信号通路有关。但本研究仅在大鼠模型上观察到上

述变化，也未对 Hippo信号通路中更多的调控关键基因和蛋白

进行检测验证，因此仍有必要进行人动脉瘤细胞及更多调控因

子的研究以进一步确定阿司匹林抑制颅内动脉瘤形成和进展

的作用机制。
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