
利鲁唑对大鼠蛛网膜下腔出血后早期
脑损伤的保护作用
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【摘要】 目的 研究利鲁唑对蛛网膜下腔出血 （SAH） 大鼠早期脑损伤的保护作用。 方法 91 只大鼠分为假手术组 24 只、
安慰剂组 34 只和治疗组 33 只。假手术组仅切断颈外动脉并结扎；安慰剂组和治疗组建立大鼠颈内动脉穿刺 SAH 模型，治疗组

术后 2 h 经腹腔注射 0.5 ml 利鲁唑 （6 mg/kg），安慰剂组注射等量生理盐水。采用改良 Garcia 评分系统评估大鼠神经功能，伊文

思蓝渗出法评 估 血-脑 脊 液 屏 障 通 透 性，干 湿 重 法 测 定 脑 含 水 量，Western 印 迹 法 及 免 疫 荧 光 染 色 检 测 皮 质 谷 氨 酸 转 运 体 1
（GLT-1） 表达，试剂盒测定脑脊液谷氨酸含量及皮质中丙二醛 （MDA）、谷胱甘肽水平，TUNEL 法检测神经元凋亡。 结果 与

安慰剂组比较，治疗组大鼠 SAH 后神经功能评分显著提高 （P＜0.05），伊文思蓝含量、脑含水量、脑脊液中高浓度谷氨酸及皮

质中 MDA 含量均明显降低 （P＜0.05），皮质中 GLT-1 表达及还原型谷胱甘肽水平显著升高 （P＜0.05）, TUNEL/NeuN 复染阳

性细胞显著减少 （P＜0.05）。 结论 利鲁唑可减轻 SAH 后早期脑损伤，其机制可能与抗谷氨酸兴奋性和抑制神经元凋亡有关。
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Neuroprotective effect of riluzole against early brain injury after subarachnoid hemorrhage in rats
Wang Tao, Zhang Xinna, Zhao Dapeng, Zhao Fangfang, Zhang Wenhui, Liu Yunlin
Department of Neurology, Tai'an City Central Hospital, Tai'an, Shandong 271000, China

Abstract: Objective To study the protective effect of riluzole against early brain injury after subarachnoid hemorrhage (SAH).
Methods Ninety-one rats were randomly divided into the sham group with 24 rats, the placebo group with 34 and the treatment group
with 33. External carotid artery was cut and ligated in the sham group, SAH models of internal carotid artery puncture were established
in the placebo group and treatment group . Riluzole (0 .5 ml) was used via intraperitoneal injection 2 h after surgery in the
treatment group and saline (0.5 ml) in the placebo group. The neurological function was assessed by modified Garcia score. The
permeability of blood brain barrier (BBB) was assessed by Evans blue extravasation method . The brain water content was
determined by the wet-dry method . Glial glutamate transporter 1 (GLT-1 ) expression was detected by Western blotting and
immunofluorescence. The glutamate level in the cerebrospinal fluid (CSF) and malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) in the
cortex were measured with Kit, and the neuronal apoptosis was detected by TUNEL staining. Results Compared with the placebo
group, the neurological function was significantly improved (P < 0.05), the Evens blue content, brain water content, glutamate in
the CSF and MDA expression in the cortex reduced obviously, GLT-1 and GSH content in the cortex significantly increased
(P < 0 .05 ) , and the positive cell of TUNEL/NeuN counterstaining decreased significantly (P < 0.05). Conclusion Riluzole can
alleviate early brain injury after SAH, and the potential mechanism may relate with anti-glutamate and anti-apoptosis effects.
Key words: subarachnoid hemorrhage; riluzole; neuroprotection; brain injuries; rats
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蛛 网 膜 下 腔 出 血 （subarachnoid hemorrhage，
SAH） 后早期脑损伤是不良预后的最重要病理生理

机制，包括颅内压、脑灌注压改变及脑血流量减少，
从而继发兴奋损伤、氧化应激、炎性反应、细胞凋亡

和脑水肿[1]。兴奋损伤在 SAH 后神经细胞死亡中起

主导作用。脑脊液中的谷氨酸浓度在 SAH 后显著

升高 [2-3]，导致兴 奋 损 伤 诱 导 钙 超 载 和 继 发 细 胞 凋

亡[4]。利鲁唑可通过抑制谷氨酸释放和促进再摄取，
抑制谷氨酸的神经传递，起到抗谷氨酸作用[5]。本研

究观察利鲁唑对大鼠 SAH 后早期脑损伤后谷氨酸

兴奋性、氧化应激和神经元凋亡的作用。

1 材料与方法

1.1 材料与分组 雄性 SD 大鼠 （由山东大学动物

中心提供），利鲁唑、伊文思蓝、抗兔 IgG-FITC、抗

小鼠 IgG-TRITC 抗体 （Sigma，美国）；谷氨酸测定

试 剂 盒 （BioVision，美 国 ）；Bradford protein Assay
Kit、丙 二 醛 （malondialdehyde，MDA） 和 谷 胱 甘 肽

试 剂 盒 （碧 云 天 ，上 海 ）；谷 氨 酸 转 运 体 1 （glial
glutamate transporter，GLT-1） 抗体 （Abcam，美国）；
NeuN 抗体 （Millipore，美国）；活性 caspase-3 抗 体

（Cell Signaling Technology，美 国）；TUNEL 试 剂 盒
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（Roche，德国）。
91 只大鼠分入 3 组：假手术组 24 只，SAH 模

型安慰剂对照组 （安慰剂组） 34 例，SAH 模型利鲁

唑治疗组 （治疗组） 33 例。实验动物术前适应环境

1 周，恒湿 （55%~60%）、恒温 （23 ℃~25 ℃） 和 12-
12 h 光 / 暗周期。每组用于神经功能评分和伊文思

蓝试验 6 只，检测脑含水量 6 只，抽取脑脊液后取

脑行 Western-blot 和生化实验 6 只，冷冻切片免疫

荧光染色 6 只。其中安慰剂组和治疗组大鼠在取材

时间点之前死亡，分别补充 10 只和 9 只。
1.2 方法

1.2.1 大鼠颈内动脉穿刺 SAH 模型制作、给药和

评估： 大鼠颈内动脉穿刺 SAH 模型和 SAH 分级

基于前期研究[6-7]。麻醉大鼠，仰卧位固定，取颈部正

中纵切口。安慰剂组、治疗组大鼠暴露并游离其左

侧颈外动脉，由近心端送入 4-0 单丝尼龙线插入颈

内 动 脉，穿 破 大 脑 前、中 动 脉 分 叉 部，然 后 退 出 线

栓，恢复颈总动脉及颈内动脉血流灌注；术后 2 h 给

药。假手术组大鼠仅分离动脉、阻断血流、结扎切断

颈外动脉，不进行血管内插线操作。
给药方法：术后 2 h 给予安慰剂组大鼠生理盐

水 0.5 ml 腹腔注射，治疗组给予利鲁唑 （用生理盐

水配制成 4 mg/ml 溶液） 0.5 ml 腹腔注射，2 次 /d。
利 鲁 唑治疗剂量和时间是基于脊髓损伤模型的前

期研究[8]。在 SAH 后 72 h 神经系统功能评估后，处

死所有大鼠。
模型评估：SAH 严重程度根据取材大鼠脑图片

量化评估，按照基底池等 6 个部分出血量判断 [6，9]。
每 个 部 分 评 分 0~3 级 ：0 级 无 SAH；1 级 很 少 量

SAH；2 级可见动脉血管上附着中等量血液；3 级血

凝块覆盖所有可见动脉。总分 0~18 分累计。
1.2.2 神经功能评分： 每组取 6 只测定神经功能

评分，剔除取材时间点之前死亡的动物评分。在SAH
后 24、48、72 h 使用改良 Garcia 评分系统 [9]进行神

经功能评定，包含 6 项测试：自发活动、攀爬、前爪

伸出、四肢对称运动、震动觉反应以及对胡须刺激

的反应。神经功能评分由两名“单盲”调查员进行 6
项测试评定，而且测试顺序随机安排。较高评分提

示较好的测试表现。
1.2.3 血-脑 脊 液 屏 障 通 透 性 和 脑 含 水 量 测 定 ：
①将 6 只完成 72 h 神经功能评分后大鼠注射伊文

思蓝，应用伊文思兰渗透法检测血-脑脊液屏障通

透性[10]。将伊文思蓝染料注入股静脉，循环 1 h，麻醉

大鼠，PBS 缓冲液左心室灌注快速取脑并分离左右

半球。取左侧半球皮质区称重并在 PBS 缓冲液中匀

浆，与等体积三氯乙酸和乙醇混合液 （1∶3） 共孵

育 12 h。样品上清液和标准品采用酶标仪比色法测

量 610 nm 吸收峰。每组伊文思蓝含量均按标准曲

线计算。②每组取 6 只测定脑含水量。使用干湿重

法测定脑组织含水量：脑含水量 = （湿重－干重）/
湿重 × 100%。分离左右半球，左侧半球皮质称重得

到湿重，80℃恒温干燥 72 h 以获得干重。
1.2.4 脑脊液中谷氨酸浓度、皮质中 MDA 和谷胱

甘肽测定及 Western-blot 检测： 每组取 6 只大鼠

穿刺寰枕膜抽取脑脊液 （行谷氨酸浓度测定），然后

取脑行 Western-blot 检测及 MDA、谷胱甘肽测定。
①谷氨酸浓度测定：SAH 后 72 h，麻醉大鼠以立体

定向仪头架固定，切皮暴露寰枕膜，使用一次性 1 ml
注射器穿刺枕大池获取 50 μl 脑脊液，与 100 μl 谷

氨酸测定缓冲液混合，取 100 μl 上清液使用谷氨酸

测定试剂盒测定谷氨酸浓度 （mmol/L）。②Western-
blot 分析：分离左侧半球皮质，通过 RIPA lysis 缓冲

液匀浆，确定蛋白浓度。包含 50 μg 蛋白质的上清液

经 SDS-PAGE 电泳转移到硝化纤维素膜上。脱脂牛

奶封闭硝化纤维素膜，GLT-1 抗体 （1∶1000） 或活

性 caspase-3 抗体 （1∶1000） 共孵育。再与抗兔 IgG
辣根过氧化物标记抗体 （1∶3000） 共孵育，化学发

光 试 剂 盒 将 消 化 纤 维 素 膜 显 影 并 置 于 ChemiDoc
MP system （Bio-Rad） 成像。③MDA 和谷胱甘肽含

量测定：将左侧大脑半球皮质区在生理盐水中匀浆

并 离 心 获 取 上 清 液 。试 剂 盒 测 定 蛋 白 质 浓 度 。取

100 μl 上 清 液 用 MDA assay kit 和 GSH assay kit
（碧云天，上海） 测定 MDA 与谷胱甘肽含量。
1.2.5 免疫荧光法和 TUNEL 染色： 每组取 6 只

大 鼠，SAH 后 72 h，根 据 前 期 研 究 行 免 疫 荧 光 和

TUNEL 染色[6]。大鼠麻醉，PBS 缓冲液、4%多聚甲醛

PBS 溶液依次进行左心室灌注，快速取脑并以 OCT
包埋剂包埋。冷冻切片机获取脑冠状位切片，0.5%
Triton X-100 处理，5%山羊血清封闭。切片与 GLT-
1 抗 体 （1∶100） 或 NeuN 抗 体 （1∶100） 一 起 孵

育，然后与抗兔 IgG-FITC （1∶200） 或抗小鼠 IgG-
TRITC 抗体 （1∶200） 共孵育。TUNEL 染色步骤：
脑 冠 状 位 切 片 与 NeuN 染 色 剂 一 起 孵 育 ，均 使 用

TUNEL 试 剂 盒 检 测 细 胞 凋 亡 。使 用 荧 光 显 微 镜

（Olympus，日本） 常规参数，对每组 6 只大鼠的皮质

区各拍摄 3 个显微镜视野 （20 ×） 图像，分别选择 1
张计数 GLT-1 或 TUNEL/ NeuN 阳性细胞。从每组

的 6 幅图中计算出 GLT-1 或 TUNEL/NeuN 阳性细

胞的数目。
1.3 统计分析 使用 GraphPad 软件分析数据，数
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项目 假手术组 安慰剂组 治疗组

24 h 17.3 ± 0.8② 11.0 ± 0.5 12.5 ± 0.7②

48 h 17.0 ± 0.6② 12.0 ± 0.4 13.4 ± 0.6②

72 h 17.5 ± 0.9② 12.5 ± 0.6 14.0 ± 0.5②

伊文思蓝含量
（mg/g）

4.0 ± 1.1② 38.0 ± 5.5 19.1 ± 3.4②

脑含水量（%） 79.0 ± 0.2② 80.5 ± 0.2 79.7 ± 0.3②

脑 脊 液 谷 氨 酸 浓
度 （mmol/L）

2.3 ± 0.4② 47.0 ± 6.1 25.1 ± 4.6②

GLT-1 表达 1.0 ± 0.11② 0.42 ± 0.07 0.84 ± 0.09②

GLT-1 染 色 阳 性
细胞 （个）

50 ± 10② 25 ± 5 42 ± 7②

MDA 含量
（nmol/L）

19.0 ± 3.1② 53.1 ± 6.9 31.5 ± 4.6②

还 原 型 谷 胱 甘 肽
（nmol/L）

1.90 ± 0.15② 1.10 ± 0.12 1.63 ± 0.14②

TUNEL/NeuN 复
染阳性细胞 （个）

3 ± 2② 30 ± 5 17 ± 4②

激活的 caspase-3
表达

1.0 ± 0.09② 1.73 ± 0.15 1.31 ± 0.09②

神经功能评分
（分）

SAH 评分 （分） 0 12.5 ± 1.0 12.3 ± 1.1①

注：①与安慰剂组比较，P＞0.05；②与安慰剂组比较，P＜0.05

表 1 3 组大鼠各项检测指标对比 （x ± s）

据采用 x ± s 表示，应用单因素方差分析Bonferroni
校正检验，以 P＜0.05 为差异具有统计学意义。

2 结 果 （表 1；图 1~3）

2.1 SAH 后的神经功能缺损评分 假手术组大鼠

无死亡，安慰剂组死亡 10 只，治疗组死亡 9 只。安

慰剂组与治疗组之间 SAH 分级无显著差异 （P ＞
0.05；图 1）。SAH 后 24、48、72 h，改良 Garcia 评分法

提示：安慰剂组平均神经功能评分显著低于假手术

组 （P＜0.05），而治疗组得分较安慰剂组升高，且差

异具有显著性 （P＜0.05）。上述结果说明：利鲁唑可

改善大鼠 SAH 后神经功能缺损。
2.2 血-脑脊液屏障通透性、脑含水量检测 SAH
后 72 h 安慰剂组脑组织中的伊文思兰含量和脑含

水量均较假手术组升高，而治疗组伊文思兰含量和

脑含水量与安慰剂组相比显著下降 （P＜0.05）。上

述结果说明：利鲁唑可降低 SAH 引起的血-脑脊液

屏障通透性及脑水肿。
2.3 SAH 后 脑 脊 液 谷 氨 酸 浓 度 和 GLT-1 表 达

SAH 后 72 h，安慰剂组脑脊液谷氨酸浓度较假手术

组升高，而治疗组较安慰剂组显著下降 （P＜0.05）。
GLT-1 是功能性谷氨酸转运体的主要成员，Western-
blot 分析提示：SAH 后 72 h 安慰剂组 GLT-1 蛋白

表达较假手术组减少，而治疗组与安慰剂组相比上

调 GLT-1 表达 （P＜0.05；图 2）。同时，以假手术组

为参照，安慰剂组 GLT-1 阳性皮质细胞明显减少，
而治疗组较安慰剂组显著增加 （P＜0.05；图 3）。以

上结果提示：利鲁唑可能通过上调 SAH 后 GLT-1
表达降低脑脊液中的谷氨酸水平。
2.4 SAH 后 MDA 含量、还原型谷胱甘肽水平 与

假手术组相比，安慰剂组 SAH 后 72 h MDA 含量显

著升高 （P＜0.05），还原型谷胱甘肽含量显著下降

（P ＜0.05）；与安慰剂组比较，治疗组 SAH 后 72 h
MDA 含量显著降低 （P＜0.05），还原型谷胱甘肽含

量显著升高 （P＜0.05）。以上结果提示：利鲁唑可显

著减少 SAH 诱导的 MDA 生成；还原型谷胱甘肽也

在利鲁唑治疗后得以改善。
2.5 SAH 后的神经元凋亡 在 SAH 后 72 h，皮质

神经元凋亡通过免疫荧光染色切片 NeuN （一种神

图 1 各组大鼠 SAH 后 72 h 严重程度 1A 假手术组 1B 安

慰剂组 1C 治疗组

1A 1B 1C

GLT-1

β-actin

激活的
caspase-3

β-actin

2A

2B

图 2 Western blot 检测 SAH 后 72 h 大鼠脑组织蛋白表达

2A GLT-1 表达 2B 激活的 Caspase-3 表达

假手术组 安慰剂组 治疗组
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经标记物） 和 TUNEL 染色来判定。与假手术组相

比，安慰剂组在 SAH 后 TUNEL/NeuN 阳性细胞显

著增加，而治疗组 TUNEL/NeuN 阳性细胞计数显著

下 调 （P ＜0.05；图 3）。另 外 ，Western-blot 分 析 显

示：安慰剂组激活的 Caspase-3 表达较假手术组显

著升高 （P＜0.05），而治疗组较安慰剂组显著下降

（P＜0.05；图 2）。以上结果说明利鲁唑治疗能够减

轻 SAH 后的神经元凋亡。

3 讨 论

3.1 对神经功能缺损的影响 神经功能缺损是早

期脑损伤的常见和重要特征，是评价 SAH 预后的

重要指标。文献证据表明：SAH 后血-脑脊液屏障破

坏发生很早，并且促使血清浸润脑实质，导致脑水

肿和神经炎性反应 [11]。降低脑脊液中谷氨酸浓度和

抑制氧化应激反应可以减轻 SAH 后血-脑脊液屏

障破坏[12]。本组研究表明：利鲁唑可改善 SAH 后大

鼠神经功能缺损，这与之前的缺血性卒中研究结论

一致[13]。
3.2 对氧化应激的影响 氧化应激会导致 DNA 损

伤、脂质过氧化和蛋白质分解，并参与血-脑脊液屏

障破坏和神经炎性反应过程 [14]。利鲁唑显著降低脑

脊液的谷氨酸浓度，降低脂质氧化损伤标记物MDA
的含量。本组推测利鲁唑可能通过抑制谷氨酸的神

经毒性和氧化应激的发生，从而防止 SAH 诱导的

血-脑脊液屏障破坏。
3.3 利鲁唑的神经保护作用机制 利鲁唑是一种

非灭活电压依赖性钠通道抑制剂，可通过抑制谷氨

酸释放和增加谷氨酸摄取来拮抗谷氨酸的作用 [15]。
在 SAH 后的脑脊液中过多的谷氨酸是导致神经毒

性的病理生理过程 [16]。脑内离子分布和离子通道表

达迅速并且严重受损，Na+ 通过电压门控 Na+ 通道

进入是导致 SAH 后轴突损伤的关键步骤[1]。本组研

究 表 明 ：利 鲁 唑 能 够 抑 制 SAH 后 大 鼠 脑 皮 质 的

TUNEL/NeuN 阳性细胞数上升，提示利鲁唑可通过

抗凋亡作用对抗 SAH 诱导的早期脑损伤。推测利

图 3 各组大鼠 SAH 后 72 h 脑组织中 GLT-1 表达与 Tunel、NeuN 蛋白表达 （免疫荧光染色 × 200） 3A~3D 假手术组 3E~
3H 安慰剂组 3I~3L 治疗组

3A 3B 3C 3D

3E 3F 3G 3H

3I 3J 3K 3L

GLT-1 NeuN TUNEL NeuN/TUNEL 复染
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鲁 唑 可 以 通 过 抑 制 Na+ 内 流 和 谷 氨 酸 释 放，阻 止

SAH 诱导的神经凋亡。
综上所述： 本研究首次揭示利鲁唑对 SAH 大

鼠早期脑损伤的影响。腹腔注射利鲁唑可显著改善

SAH 大鼠模型神经功能缺损症状，降低血-脑脊液

屏障通透性和脑水肿，减少脑脊液中谷氨酸水平，
增加皮质 GLT-1 表达和还原型谷胱甘肽含量，减

少皮质 MDA 含量和神经元凋亡。应用利鲁唑可能

通过拮抗谷氨酸和抗凋亡机制，对 SAH 大鼠提供

神经保护。
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