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Ghrelin治疗脑出血大鼠脑水肿及MMP-9表达的影响
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摘要 目的：研究 Ghrelin对大鼠脑出血后脑水肿及脑组织中基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）表达的影响。方法：选取雄性 SD大鼠 80

只，随机分为对照组（NC组）20只、假手术组（SHAM组）20只、脑出血组（ICH组）20只、Ghrelin治疗组（Ghrelin组）20只。利用自

体动脉血注入法建立大鼠脑出血模型；Ghrelin组于建立脑出血模型后经股静脉注射 Ghrelin 10 nmol/Kg·d。分别于 12 h、24 h、3

d、5 d、7 d时间点根据 Berderson评分法评估各组大鼠神经系统功能；利用干湿重法测定各组大鼠脑组织含水量；利用蛋白质免疫

印迹法（WB）检测脑组织中MMP-9表达情况。结果：在 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d，ICH组、Ghrelin组大鼠 Berderson评分及脑组织含

水量高于 NC组、SHAM组（P<0.05）；在 5 d、7 d，ICH组大鼠 Berderson评分及脑组织含水量高于 Ghrelin组（P<0.05）。WB结果表

明在 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d，ICH组大鼠脑组织中MMP-9的表达均高于 NC组、SHAM组（P<0.05）；Ghrelin组MMP-9的表达在

12 h、24 h、3 d高于 NC组、SHAM组（P<0.05），在 5 d、7 d，与 NC组、SHAM组无明显差异（P>0.05）；在 5 d、7 d，ICH组MMP-9表

达高于 Ghrelin组（P<0.05）。结论：在本研究中，Ghrelin可以在 5 d后降低脑出血大鼠脑组织中MMP-9的表达程度，从而减轻脑

水肿，改善脑出血大鼠神经功能。
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Effect of Ghrelin on Expression of MMP-9 and Brain Edema in a Rat Model
of Intracerebral Hemorrhage

To study the effects of Ghrelin on brain edema and expression of MMP-9 in a rat model of intracerebral

hemorrhage. Eighty male SD rats were randomly divided into NC group (n=20), SHAM group (n=20) , ICH group (n=20) and

Ghrelin group (n=20). Experimental intracerebral hemorrhage model was made by injecting autologous caudate artery blood of the rats.

Ghrelin group model was made by injecting Ghrelin at a dose of 10 nmol/Kg·d. At 5 observation time (12 h, 24 h, 3 d, 5 d, 7 d), brain

functional deficit was evaluated according to Berderson scores. The water content of brain was analyzed by dry/weight measurement. The

expression of MMP-9 in brain was detected by Western blotting. Compared with NC group and SHAM group, Berderson scores

and water content of brain in ICH group and Ghrelin group were higher at 12 h, 24 h, 3 d, 5 d, 7 d (P<0.05). Compared with ICH group,

Berderson scores and water content of brain in Ghrelin group decreased at 5 d, 7 d (P<0.05). The expression of MMP-9 in ICH group was

significantly higher than that in NC group and SHAM group (P<0.05) at 12 h, 24 h, 3 d, 5 d, 7 d. Compared with NC group and SHAM

group, the expression of MMP-9 in Ghrelin group was higher at 12 h, 24 h, 3 d(P<0.05). The expression of MMP-9 in Ghrelin group was

no significant difference with that in NC group and SHAM group at 5 d, 7 d(P>0.05). The expression of MMP-9 in ICH group was higher

than that in Ghrelin group (P<0.05) at 5 d, 7 d. In this research, Ghrelin could decrease the expression of MMP-9 in brains

of intracerebral hemorrhage rats after 5 d, which contributed to alleviate brain edema and improve the function of nervous system.

Ghrelin; Intracerebral hemorrhage; Brain edema; MMP-9

作者简介：陈彧（1984-），硕士研究生，主治医师，

E-mail：768756969@qq.com

△ 通讯作者：周磊，副主任医师，研究方向：老年病学、脑损伤，

电话：13989468335，E-mail：zhoulei_venus@hotmail.com

（收稿日期：2019-03-07 接受日期：2019-03-31）

前言
脑出血（intracerebral hemorrhage, ICH）是指原发性非外伤

性脑实质内出血，是临床常见的脑血管性疾病[1,2]。脑水肿是脑

出血后重要的病理变化之一，影响患者的临床转归，威胁脑出

血患者的预期寿命及远期生活质量。有研究发现[3-6]，Ghrelin在

多种脑损伤模型中具有改善血脑屏障通透性，减少神经元凋

亡，提高认知功能的作用。基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）蛋白是

基质蛋白酶家族重要成员，能够破坏细胞外基质合成与降解的
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Note: △ P<0.05, compared with NC group, SHAM group; #P<0.05, compared with Ghrelin group.

平衡，影响血脑屏障通透性，参与脑水肿发生、发展的病理过程[7]。

然而 Ghrelin是否可以通过影响 MMP-9蛋白在脑组织中的表

达水平，降低血脑屏障通透性，减轻脑水肿，起到保护神经系统

功能的作用，目前尚不明确。因此，本研究建立大鼠自体动脉血

脑出血动物模型，设定不同时间点，评估各组大鼠神经系统功

能，测定各组大鼠脑组织含水量，检测脑组织中MMP-9表达情

况。旨在明确 Ghrelin 对大鼠脑出血后脑水肿及脑组织中

MMP-9表达的影响，探索 Ghrelin保护脑出血后神经功能的作

用机制，为脑出血后脑水肿的临床治疗提供线索及依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

清洁级雄性 SD大鼠 80只，体质量（320± 20）g（购于海军

军医大学动物实验中心），以标准饲料喂养，动物房恒温

22-24℃，相对湿度 50-60%。脑立体定向仪（江湾Ⅰ型 C）、Ep-

pendorf centrifuge 5415D 型高速离心机（德国 Eppendorf 公

司）、透视电子显微镜（H600，日本 Hitachi公司）、兔抗大鼠

MMP-9多克隆抗体（购于 Santa Cruz公司）、兔抗大鼠单克隆

抗体 茁-actin（购于 Abcam公司）、Ghrelin（美国 Sigma公司）、

Ultra Sensitive SP超敏试剂盒（北京金桥生物技术公司）。

1.2 动物模型制作

1.2.1 分组 按随机数字法将 80只 SD大鼠分为 4组。其中，

对照组（NC 组）20 只、假手术组（SHAM 组）20 只、脑出血组

（ICH组）20只、Ghrelin治疗组（Ghrelin组）20只。

1.2.2 ICH组模型的建立 10 %水合氯醛溶液腹腔注射（麻醉

剂量 0.5 mL/100 g）麻醉大鼠。脑立体定向仪将大鼠俯卧位固

定，保持前囟高于后囟 1 mm。酒精消毒皮肤后，作一长约 2 cm

纵行切口，暴露颅骨。根据 Hua等 [8-10] 方法进行定位，找到

Bregma点，在 Bregma点右侧中线旁开约 3 mm钻一直径约 1

mm圆孔，深达硬脑膜。消毒大鼠尾巴上的皮肤，取微量注射器

穿刺大鼠尾动脉，抽取尾动脉血 100 滋L。将抽取动脉血的微量
注射器垂直固定于脑立体定向仪上，使针尖与圆孔方向一致，

缓慢进针约 6 mm，使针尖到达大鼠尾状核位置。确认针尖进入

尾状核后以 20 滋L/min速度缓慢将大鼠尾动脉血 75 滋L注入
脑内，留针约 10 min后缓慢拔出针头，医用骨蜡封闭圆孔，缝

合切口皮肤，消毒。

1.2.3 SHAM组模型的建立 消毒、定位方法同 ICH组模型

建立方法，暴露颅骨后找到 Bregma点，在 Bregma点右侧中线

旁开约 3 mm钻一直径约 1 mm圆孔，深达骨膜，不注入自体动

脉血，直接医用骨蜡封闭圆孔，缝合切口皮肤，消毒。

1.2.4 Ghrelin组模型的建立 在 ICH建模成功后经股静脉注

射 Ghrelin（10 nmol/Kg·d），注射时间避开正常 Ghrelin分泌节

律，选择在每日 14:00注射。

1.3 Berderson评分法评估各组大鼠神经系统功能

分别于 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d时间点根据 Berderson评分

法评估各组大鼠神经系统功能。

1.4 干湿重法测定各组大鼠脑组织含水量

分别于 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d 时间点随机处死每组各 4

只大鼠，取大鼠脑组织，动物天平秤脑组织湿重。后将脑组织置

于干燥烤箱中，80℃烘烤 24 h后，秤脑组织干重。根据公式，脑

组织含水量（%）=（湿重 -干重）/湿重× 100%。重复测量至恒重。

1.5 Western blot检测MMP-9蛋白

分别于 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d时间点，腹腔注射 10%水合

氯醛处死大鼠，断头分离脑组织。组织裂解液充分裂解脑组织，

15000 rpm离心后去沉淀，取总蛋白提取液。Bradford法测定

MMP-9蛋白浓度，经 10%SDS-PAGE衡压电泳后依次转膜、封

闭、浸泡、摇床 2 h，加入兔源抗鼠MMP-9多克隆抗体（兔抗大

鼠单克隆 茁-actin抗体，用 5％BSA抗体稀释液按照 l:1000稀

释；兔抗大鼠MMP-9多克隆抗体，用 5％BSA抗体稀释液按照

l:2000稀释）4℃过夜，二抗（均用 5％BSA抗体稀释液按照 l:

2000稀释），室温结合 1 h。TBSB洗膜 3次，ECL避光显色 5

min后终止反应。利用 Image-Pro 5.0软件分析MMP-9蛋白条

带灰度值，以 MMP-9/茁-actin灰度值的比值代表各组大鼠脑组
织MMP-9蛋白相对表达量。

1.6 统计学分析

使用 SPSS16.0 软件系统进行统计分析；计量资料以均

数± 标准差表示，多个均值间比较采用方差分析，两两比较采

用 LSD-t法，P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Berderson评分法评估各组大鼠神经系统功能

在 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d，ICH 组、Ghrelin 组大鼠 Berder

son评分高于 NC组、SHAM组（P<0.05）；在 5 d、7 d，ICH组大鼠

Berderson评分高于 Ghrelin组（P<0.05）。以上结果提示在本研
究中，脑出血后 7 d内，大鼠神经系统功能受损程度逐渐加重，

Berderson评分逐步升高；经 Ghrelin治疗 5 d后，Ghrelin组大

鼠的神经功能较 ICH组大鼠改善，Berderson评分下降，见表1。

表 1 各组大鼠不同时间点 Berderson评分(x± s，n=4)
Table 1 Berderson Score of each group at various time point(x± s, n=4)

Ghrelin ICH SHAM NC

12 h 1.53± 0.07△ 2.11± 0.12△ 0.52± 0.04 0.00± 0.00

24 h 1.81± 0.08△ 2.42± 0.14△ 0.41± 0.05 0.00± 0.00

3 d 1.37± 0.07△ 2.76± 0.17△ 0.00± 0.00 0.00± 0.00

5 d 1.03± 0.04△ 2.86± 0.12△ # 0.00± 0.00 0.00± 0.00

7 d 0.81± 0.06△ 2.92± 0.14△ # 0.00± 0.00 0.00± 0.00
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2.2 干湿重法测定各组大鼠脑组织含水量

在 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d，ICH 组、Ghrelin 组大鼠脑组织

含水量高于 NC组、SHAM组（P<0.05）；在 5 d、7 d，ICH组大鼠

脑组织含水量高于 Ghrelin组（P<0.05）。以上结果提示在本研

究中，脑出血后 3-5 d大鼠脑组织含水量逐渐增大，脑水达到高

峰，5 d-7 d脑水肿有所减轻；经 Ghrelin治疗 5天后，Ghrelin组

大鼠的脑水肿程度较 ICH组减轻，见表 2。

Note: △ P<0.05, compared with NC group, SHAM group; #P<0.05, compared with Ghrelin group.

表 2 各组大鼠不同时间点脑组织含水量（x± s，%，n=4）
Table 2 The content of water in brain of each group at various time point（x± s, %, n=4）

Ghrelin ICH SHAM NC

12 h 83.12± 0.28△ 83.28± 0.32△ 79.22± 0.35 78.13± 0.42

24 h 83.27± 0.31△ 84.29± 0.29△ 79.01± 0.32 78.14± 0.31

3 d 83.01± 0.21△ 84.88± 0.19△ 78.28± 0.22 78.34± 0.28

5 d 81.27± 0.31△ 84.91± 0.35△ # 78.56± 0.27 78.27± 0.29

7 d 70.79± 0.27△ 83.52± 0.28△ # 78.32± 0.24 78.31± 0.32

2.3 Western Blot检测MMP-9蛋白

Western Blot检测结果提示表明在脑出血后大鼠脑组织中

MMP-9的表达增加，从 12 h表达开始逐步上调，在各个时间点

均高于 NC组、SHAM组（P<0.05）；Ghrelin组 MMP-9的表达

在 12 h开始上调，在 24 h达到高峰，在 3 d、5 d、7 d表达逐步

下降。在 5 d、7 d，Ghrelin组MMP-9的表达与 NC组、SHAM组

无明显差异（P>0.05）；在 5 d、7 d，ICH组MMP-9的表达高于

Ghrelin组（P<0.05）。见图 1。

3 讨论

在我国，脑出血的发病率在脑卒中各亚型中仅次于缺血性

脑卒中，约为 18.8%-47.6%[11]，急性期的死亡率约为 20%-30%[12]。

脑出血后血肿自身和继发性脑水肿引起的一系列病理改变是

脑出血后重要的病理变化。脑水肿的形成可以导致颅内压升

高，继而压迫正常脑组织，严重者会导致脑疝形成，压迫呼吸、

循环等生命中枢，危及生命。积极、合理的控制脑出血后脑水

肿，能够降低脑出血后的死亡率，降低脑出血后的致残率。因

此，建立可靠的脑出血模型，探索有效预防脑出血后脑水肿的

发生及减轻脑水肿的程度的方法是一个亟待解决的问题。

目前大鼠脑出血的建模方法主要有自体血注入法、胶原酶

诱导法、微球囊充胀法以及自发性脑出血[13-15]。本研究利用穿刺

大鼠尾动脉，将自体血注入尾状核的方法建立大鼠脑出血模

型。其优点有以下几点：1.尾状核是大鼠脑组织中体积最大的

核团[16]，易于通过脑立体定向仪立体定位；2.人类脑出血的好发

部位位于基底节，尾状核属于基底节结构。将自体血注入尾状

核的方法能够很好地模拟人脑出血的病理改变和自然发生发

展过程，可用于探索脑出血后脑水肿的病理机制；3.选择穿刺

尾动脉血作为自体血，尾动脉血相对纯净，操作简单易行，操作

过程中不会受毛削污染，术后不影响大鼠肢体功能，不影响后

续神经系统功能评分。因此，ICH组及 Ghrelin组中的大鼠可以

认为是本次研究理想、可靠的脑出血模型。

MMPs是一类钙、锌依赖性蛋白质家族，属于中性蛋白酶

类，主要通过分解细胞外基质，降解血管外基膜，影响血脑屏障

的通透性，导致脑水肿。研究发现，在大鼠脑出血模型中，

MMP-9的表达在 24 h内显著升高，伴随血脑屏障的通透性升

高，且与脑水肿的程度相关[17,18]。这与本研究的结果相似，本研

究发现，在 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d，ICH 组大鼠脑组织中

MMP-9的表达均高于 NC组、SHAM组（P<0.05）。说明脑出血
后，脑组织中MMP-9表达升高，且在 7d内有逐步升高的趋势，

同时这种升高趋势与脑水肿程度一致，提示脑组织中MMP-9

蛋白水平上调可能参与了脑出血后脑水肿的发生发展。

Ghrelin又名胃饥饿素，是一种重要的脑肠肽，由 28个氨

基酸组成，其序列为 GSSFLSPEHQKAQQTKESKKPPAK-

LQPR，其中 N端第三位丝氨酸辛酰基化是其发挥生物活性的

主要活性部位[19,20]。有研究发现 [21-25]，Ghrelin 具有抗神经元凋

亡，改善学习记忆能力，抗抑郁、抗帕金森、改善社交行为，改善

情绪、食欲及睡眠的作用，还通过调节下丘脑 -垂体 -肾上腺

图 1 Western Blot检测MMP-9蛋白表达

Fig.1 The results of expression of MMP-9 protein by Western Blot

Note: *P<0.05, compared with NC group, SHAM group; #P<0.05,
compared with NC group, SHAM group; △ P<0.05, compared with

Ghrelin group.
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轴、下丘脑 -垂体 -性腺轴活性调节应激反应和生殖功能。还有

研究发现 [26]，早期应用 Ghrelin 治疗，可以改善血脑屏障通透

性，减轻脑水肿。这与本研究结果相似，本研究发现，在使用

Ghrelin治疗 5d后，Ghrelin组大鼠脑水肿程度减轻，Berderson

评分较 ICH组下降，神经系统功能改善。同时，WB检测结果表

明 Ghrelin组MMP-9的表达在 12 h开始上调，在 24 h达到高

峰，在 3 d、5 d、7 d表达逐步下降。在 5 d、7 d，ICH组MMP-9的

表达高于 Ghrelin组（P<0.05）。提示在应用 Ghrelin能够下调脑

出血大鼠脑组织中的MMP-9表达水平，且这种变化与脑水肿

减轻、神经系统功能改善的趋势一致。

综上所述，我们发现，大鼠脑出血后脑水肿的形成和神经

系统功能的损伤与脑组织中MMP-9表达增高相关。Ghrelin可

以在5 d后降低脑出血大鼠脑组织中MMP-9的表达程度，且与

脑水肿的减轻、神经系统功能改善的趋势一致。提示 Ghrelin可

能通过抑制脑组织中MMP-9高表达，降低细胞外基质、血管外

基膜降解，维持血脑屏障的通透性，从而减轻脑水肿，改善脑出

血大鼠神经功能，为进一步研究 Ghrelin的临床治疗作用机制

提供了理论线索。
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