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脑出血大鼠血肿周围脑组织含水量与MMP-9、IL-6
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摘要 目的：研究脑出血（ICH）大鼠血肿周围脑组织含水量与基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）、白细胞介素 -6（IL-6）及组织基质金属

蛋白酶抑制剂 -1（TIMP-1）表达水平的相关性。方法：84只健康成年雄性Wistar大鼠按随机数字表法分成观察组、假手术组以及

对照组，每组 28只。另将观察组分成 ICH后 1d亚组 9只，3d亚组 9只，7d亚组 10只。观察组大鼠实施 ICH模型的制备，假手术

组的大鼠仅给予空针穿刺，对照组不进行模型制备。检测并对比各组血肿周围的脑组织含水量与MMP-9、IL-6、TIMP-1水平，对

比观察组内不同亚组（ICH后 1d、3d、7d）血肿周围的脑组织含水量、MMP-9、IL-6和 TIMP-1水平，并分析 ICH大鼠血肿周围的

脑组织含水量与 MMP-9、IL-6、TIMP-1表达水平的相关性。结果：观察组血肿周围的脑组织含水量与 MMP-9、IL-6、TIMP-1水

平均分别高于假手术组及对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。观察组内 3d和 7d亚组血肿周围的脑组织含水量与MMP-9、

IL-6、TIMP-1水平均分别高于 1d亚组，但 7d亚组低于 3d亚组，差异均有统计学意义（P<0.05）。根据 Spearman相关性分析结

果显示，ICH大鼠血肿周围的脑组织含水量与MMP-9、IL-6、TIMP-1表达水平均呈正相关（P<0.05）。结论：ICH大鼠的血肿周围
脑组织含水量与MMP-9、IL-6及 TIMP-1表达水平均呈正相关，MMP-9、IL-6、TIMP-1在 ICH后周围组织水肿的发生、发展中具

有重要作用。
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Correlations between the Water Content of Brain Tissue Around Hematoma
and the Expression Levels of MMP-9, IL-6 and TIMP-1

in Rats with Intracerebral Hemorrhage*

To investigate the correlations between the water content of brain tissue around hematoma and the

expression levels of matrix metalloproteinases-9 (MMP-9), interleukin-6 (IL-6) and tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) in

rats with intracerebral hemorrhage (ICH). 84 healthy adult male Wistar rats were randomly divided into observation group,

sham-operated group and control group, with 28 rats in each group. In addition, the observation group was divided into 9 subgroups on

the 1d after ICH, 9 subgroups on the 3d and 10 subgroups on the 7d. The ICH model was prepared in observation group, sham-operated

group was only given empty needle puncture, while no model preparation for control group.The brain water content and MMP-9, IL-6

and TIMP-1 levels around hematoma in each group were detected and compared. The brain water content, MMP-9, IL-6 and TIMP-1

levels around hematoma in different subgroups of the observation group (1, 3 and 7 days after ICH) were compared. The relationships

between brain water content around hematoma and the expression levels of MMP-9, IL-6 and TIMP-1 in ICH rats were analyzed.

The water content of brain tissue around hematoma and the levels of MMP-9, IL-6 and TIMP-1 in the observation group were

higher than sham operation group and the control group, the differences were statistically significant (P<0.05). The water content of brain
tissue around hematoma and the levels of MMP-9, IL-6 and TIMP-1 in the 3d and 7d subgroups in the observation group were higher

than those in the 1d subgroup, but the 7d subgroup were lower than that in the 3d subgroup, the differences were statistically significant

(P<0.05). According to Spearman correlation analysis, the brain water content around the hematoma of ICH rats was positively correlated

with the expression levels of MMP-9, IL-6 and TIMP-1 (P<0.05). The water content of brain tissue around ICH rats are

positively correlated with the expression levels of MMP-9, IL-6 and TIMP-1. MMP-9, IL-6 and TIMP-1 play an important role in the

occurrence and development of peripheral tissue edema after ICH.
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前言

脑出血（intracerebral hemorrhage，ICH）在临床上十分常

见，且其发病率近年来在我国已呈现出明显的上升趋势，严重

危害患者的身体及心理健康，如不给予科学和及时的诊治，将

导致患者的身体残疾，甚至死亡[1，2]。有报道指出，ICH发生之后

在颅内血肿四周通常存在组织损伤及水肿化进行性加重的区

域，而患者的神经功能迅速恶化与此区域内的激发性损伤联系

紧密 [3]。基质金属蛋白酶 -9（matrix metalloproteinases-9，

MMP-9）属于一种中心蛋白酶，其可降解细胞外的基质，颅内血

脑屏障基底膜一旦被降解破坏，将引起血管源性的脑水肿[4，5]。

组织基质金属蛋白酶的抑制剂 -1（tissue inhibitor of metallopro-

teinase-1，TIMP-1）是抑制 MMP-9异常表达的调节性酶类物

质，其与脑水肿的发生也具有一定关系 [6]。另有报道指出，当

ICH发生时激活了颅内的微炎症状态，并伴有脑组织的损伤，

白细胞介素 -6（interleukin-6，IL-6）作为炎症细胞因子，其可能

参与了 ICH后的脑水肿形成过程[7]。脑组织含水量较好地反映

了颅内水肿的状况，本研究对 ICH大鼠血肿周围的脑组织含

水量与 MMP-9、IL-6、TIMP-1表达水平的相关性进行分析，旨

在三指标在 ICH后周围组织水肿的发生发展中的作用，现报

道如下。

1 材料和方法

1.1 实验大鼠与分组

选择 84只健康成年雄性Wistar大鼠（购自安徽医科大学

实验动物中心）进行研究，许可证：scxk(皖)2017-001，大鼠体质

量 260～320g，平均（294.12± 11.39）g。将 84只大鼠以随机数

字法分成观察组、假手术组以及对照组，每组 28只。蚌埠医学

院实验动物伦理委员会授权通过了此项研究。

1.2 研究方法

1.2.1 模型制作 观察组大鼠通过自体血经尾状核注射法[8]制

备 ICH模型。于 22℃的室温和恒定湿度环境下大鼠在术前分别

禁食约 12h，禁水约 4h。而后在大鼠腹腔中注入 10%的 4 mL/kg

的水合氯醛用于麻醉，再给予常规消毒，使其右后肢的股动脉

暴露，用 1个三通导管针插进其股动脉中，之后将其固定备用。

随后将大鼠以俯卧位的体位固定在头颅立体定向仪（淮北正华

生物仪器设备有限公司，江湾 1型 C）中，确保其门齿沟的平面

低于耳间线的平面约 2.4 mm，顺着矢状缝将头皮切开，并使前

囟和冠状缝暴露。在其前囟前面 0.2 mm及中线右侧位置旁开

3 mm，以牙科钻钻取 3 mm直径孔，使深度至硬脑膜的表层。通

过 1 mL的注射器顺着股动脉抽取大鼠的自体血约 100 滋L，经
微量泵将其中 40 滋L注入大鼠的尾状核中，并保持原位留针
0.5 h，最后拔针并将皮肤缝合，待其自然苏醒后给予自由饮水。

假手术组的大鼠仅给予空针穿刺，其余步骤均和观察组一致。

对照组不进行模型制作。

1.2.2 脑组织含水量的测定 观察组大鼠分别在 ICH造模完

成后 1d取 9只、3d取 9只及 7d取 10只（分别作为 1d亚组、

3d亚组和 7d亚组），假手术组大鼠在造模完成后 1d、对照组大

鼠在入组后 1d分别给予麻醉，再断头取脑，取操作区 2 mm厚

血肿四周的脑组织或对照组的正常脑组织约 200 mg湿重，全

程需控制在 5 min内结束。而后使标本在 100℃下烘干 24h直

至恒重，测量此时的干重。其中脑组织的含水量 =干湿差 /湿

重× 100%。

1.2.3 MMP-9、TIMP-1及 IL-6的检测 从各组大鼠手术针眼

的中心区域提取 2 mm厚度的 200 mg脑组织，置入 4℃的多聚

甲醛内固定约 4h，再转入 10%、20%及 30%的蔗糖 PBS液内浸

泡防止冰晶形成，再通过 0.01 mol/L的 PBS液冲洗，而后行

-20℃下的 10 滋m连续切片，以甲苯胺蓝液实施显色定位，再用
PBS接片，并贴在铬明矾胶玻片上，通过免疫组化法及购自北

京中山金桥公司的MMP-9、TIMP-1及 IL-6单克隆抗体有关试

剂盒测定三者的表达，操作时严格遵循说明书的步骤进行。通

过阳性细胞计数法统计细胞数，每张切片于 400倍的物镜下随

机选择血肿四周不重复的单独 5个高倍视野（HP），以细胞染

色为淡棕色或更深的颜色记为阳性细胞，统计MMP-9阳性细

胞及 TIMP和 IL-6阳性细胞数，计算平均值。

1.3 观察指标

对比各组血肿周围的脑组织含水量与 MMP-9、IL-6、

TIMP-1水平，观察组内不同亚组血肿周围的脑组织含水量与

MMP-9、IL-6、TIMP-1水平，分析 ICH大鼠血肿周围的脑组织

含水量与MMP-9、IL-6、TIMP-1表达水平的相关性。

1.4 统计学方法

运用 SPSS21.0软件对数据统一处理，计量资料以（x依s）表
示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用 F检验。采用

Spearman相关性分析 ICH大鼠血肿周围的脑组织含水量与

MMP-9、IL-6、TIMP-1表达水平的相关性。P<0.05为差异有统
计学意义。

2 结果

2.1 各组血肿周围的脑组织含水量与 MMP-9、IL-6、TIMP-1水

平的对比

各组血肿周围的脑组织含水量与MMP-9、IL-6、TIMP-1水

平整体比较差异均有统计学意义（P<0.05）。观察组血肿周围的
脑组织含水量与 MMP-9、IL-6、TIMP-1 水平均分别明显高于

假手术组及对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。假手术组
的上述指标与对照组相比，差异均无统计学意义（P＞0.05），见

表 1。

2.2 观察组内不同亚组血肿周围的脑组织含水量与 MMP-9、

IL-6、TIMP-1水平的对比

观察组内各亚组血肿周围的脑组织含水量与 MMP-9、

IL-6、TIMP-1水平整体比较差异均有统计学意义（P<0.05）。观
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Groups n Water content of brain tissue(%) MMP-9(n/HP) IL-6(n/HP) TIMP-1(n/HP)

1d subgroup 9 75.71依0.98 27.16依1.32 28.78依2.17 16.77依1.64

3d subgroup 9 79.84依1.33* 43.47依0.82* 39.99依4.81* 26.39依1.36*

7d subgroup 10 77.29依0.73*△ -34.20依0.95*△ 33.21依3.38*△ 18.79依0.91*△

F - 8.289 10.841 6.610 12.314

P - 0.000 0.000 0.000 0.000

表 2观察组内不同亚组血肿周围的脑组织含水量与MMP-9、IL-6、TIMP-1水平的对比（x依s）
Table 2 Comparison of brain water content around hematoma with the MMP-9, IL-6 and TIMP-1 levels in different subgroups

in the observation group( x依s)

表 1各组血肿周围的脑组织含水量与MMP-9、IL-6、TIMP-1水平的对比（x依s）
Table 1 Comparison of water content of brain tissue around hematoma with the MMP-9, IL-6 and TIMP-1 levels in each group（x依s）

Note: Compared with sham-operated group, *P<0.05; Compared with control group, △ P<0.05.

Groups n Water content of brain tissue (%) MMP-9 (n/HP) IL-6 (n/HP) TIMP-1 (n/HP)

Observation group 28 78.19依1.23*△ 35.34依2.29*△ 32.69依6.73*△ 21.65依2.64*△

Sham-operated group 28 72.51依1.33 2.03依0.77 21.27依8.34 1.72依0.38

Control group 28 71.39依1.20 1.94依0.62 21.21依7.35 1.69依0.58

F - 5.361 12.364 9.327 10.369

P - 0.002 0.000 0.000 0.000

察组内 3d 和 7d 亚组血肿周围的脑组织含水量与 MMP-9、

IL-6、TIMP-1水平均分别明显高于 1d亚组，但 7d亚组又明显

低于 3d亚组，差异均有统计学意义（P<0.05），见表 2。

2.3 ICH 大鼠血肿周围的脑组织含水量与 MMP-9、IL-6、

TIMP-1表达水平的相关性分析

采用 Spearman相关性分析后发现，ICH大鼠血肿周围的

脑组织含水量与 MMP-9、IL-6、TIMP-1 表达水平均呈正相关

（r=0.548，0.639，0.710；P=0.000，0.000，0.000）。

3 讨论

ICH主要是指原发的非外伤型脑实质中出血，此病致残及

致死率均较高[9]。有报道指出，炎症性损伤是导致 ICH后继发

性脑水肿的主要因素，而脑水肿又可导致患者的病情进一步加

重[10]。因此，在临床治疗过程中缓解脑水肿通常是治疗 ICH患

者的关键步骤。血肿周围脑组织的含水量是一个反映脑水肿症

状的重要指标，积极对其进行监测具有重要的意义。近年来，

MMP-9和 TIMP-1在 ICH之后的血肿周围组织中的水平变化

已被临床较多的关注[11，12]。而 IL-6作为一类与机体炎症反应密

切相关的炎性因子，其与脑血肿的形成及进展可能具有一定关

联[13]。探讨脑出血血肿周围脑组织的水肿情况与 MMP-9、IL-6

及 TIMP-1表达水平的相关性具有重要的临床意义。

本研究结果显示，观察组血肿周围的脑组织含水量与

MMP-9、IL-6、TIMP-1水平均分别明显高于假手术组及对照组

（P<0.05），而假手术组的上述指标与对照组相比，差异均无统
计学意义（P＞0.05），这提示了 ICH大鼠血肿周围的脑组织含

水量与MMP-9、IL-6、TIMP-1水平均明显升高。分析原因，可能

与上述指标的具体作用机制有关。具体而言，脑组织的含水量

是观察脑水肿程度的有效指标，这是由于发生脑血肿后容易导

致周围组织及血管损伤，致使血管的通透性改变，进而易引起

脑水肿，而脑组织的含水量越高，则预示着水肿情况也越严重，

治疗难度也越大[14-16]。MMP-9是一种蛋白酶，其与脑组织的损

伤具有紧密联系，其主要底物包含明胶和胶原Ⅳ、Ⅴ以及弹性

蛋白，MMP-9能够破坏颅内脑基底膜的完整性，致使血脑屏障

被破坏[17，18]。当 ICH发生时，MMP-9水平也将因血脑屏障的破

坏而升高[19]。TIMPs作为MMPs的重要特异型抑制剂，二者在

正常状态下可保持较好的动态平衡，即 TIMP-1和 MMP-9前

体可通过酶原 -抑制剂复合物这一形式分泌，进而阻止了酶原

激活，二者相互牵制，可较好地保持基底膜的自身完整性，并可

重塑细胞外的有关基质[20，21]。当机体发生 ICH时，TIMP-1水平

和MMP-9水平均明显升高，从而达到新的动态平衡，有助于控

制机体症状的进一步进展[22]。IL-6是存在广泛生物活性的细胞

因子，其能够参与到机体的免疫应答以及炎症反应中[23，24]。在发

生 ICH后，IL-6能够强化中性粒细胞自身的毒性，促使内皮细

胞不断形成细胞间黏附分子，并使趋化因子水平上升，最终导

致更多的炎症细胞被募集至病灶区域而增大了炎症反应，因此

其在 ICH大鼠机体中的水平明显上升[25-27]。同时，本研究还发

现，观察组内 3d 和 7d 亚组血肿周围的脑组织含水量与

MMP-9、IL-6、TIMP-1水平均分别明显高于 1d亚组，但 7d亚

组又分别明显低于 3d亚组（均 P<0.05），这表明了上述指标在
发生 ICH后逐渐上升，3d时达到峰值，而后开始回落，在 7d时

虽然有所降低，但仍高于 1d时。分析原因主要可能是由于 ICH

早期脑组织损伤较为严重，颅内的正常生理平衡被打破，各种

生物标记物水平也呈现出明显的异常，随着时间的进展，部分

脑组织区域的损伤已经开始进入了自我修复过程，因此上述各

1654窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.9 MAY.2020

项指标水平随之下降，最终各指标均表现出了先升高后降低的

变化趋势[28-30]。此外，本研究结果还显示，采用 Spearman相关性

分析后发现，ICH 大鼠血肿周围的脑组织含水量与 MMP-9、

IL-6、TIMP-1表达水平均呈正相关（P<0.05），这也再次证实了
ICH大鼠的血肿周围组织中脑组织的含水量与其MMP-9、IL-6

以及 TIMP-1等指标联系紧密。

综上所述，ICH大鼠的血肿周围脑组织含水量与 MMP-9、

IL-6、TIMP-1表达水平明显上升，且含水量与MMP-9、IL-6及

TIMP-1表达水平均呈正相关。MMP-9、IL-6、TIMP-1在 ICH后

周围组织水肿的发生、发展中具有重要作用。
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