
·  483  ·中华危重病急救医学  2020 年 4 月第 32 卷第 4 期  Chin Crit Care Med，April   2020，Vol.32，No.4

·论著·

脑组织程序性坏死和细胞因子表达谱 
对心搏骤停大鼠脑损伤的影响研究
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【摘要】 目的  通过观察脑细胞程序性坏死和脑组织中 90 个细胞因子水平的变化，探讨心搏骤停心肺

复苏（CPR）后大鼠脑损伤的分子机制。方法  按随机数字表法将 SD 大鼠分为假手术组（Sham 组，n＝10）和

心搏骤停组（n＝10）。采用窒息法诱导大鼠心搏骤停，并于心搏骤停 6 min 后开始 CPR；Sham 组仅常规行气管

插管等，未诱导心搏骤停。CPR 后 3 d 对大鼠进行神经功能缺损评分（NDS）后取血并处死大鼠，采用酶联免疫

吸附试验（ELISA）检测血清 S100B 水平，用免疫荧光法检测脑组织程序性坏死细胞，用蛋白芯片检测脑组织 

90 个细胞因子表达水平，以两组蛋白的相对比值≥1.5 或≤0.5 且 P＜0.05 为差异表达蛋白。结果  心搏骤停

组有 8 只大鼠成功复苏，死亡 2 只，为使样本量匹配，Sham 组随机选择 8 只进行实验。与 Sham 组比较，心搏骤

停组大鼠NDS评分明显降低〔分：63.0（62.5，64.3）比80.0（80.0，80.0），P＜0.01〕，血清S100B水平明显升高（ng/L：

47.96±10.16 比 16.56±5.60，P＜0.01）。心搏骤停后脑皮质和海马区程序性坏死细胞较 Sham 组多见〔原位 

末端缺刻标记法（TUNEL）阳性且天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）阴性的细胞比例：脑皮质为 

（15.70±0.32）% 比（8.00±0.28）%，海马区为（20.80±1.35）% 比（9.00±4.00）%，均 P＜0.05〕。蛋白芯片检测

显示，与 Sham 组比较，心搏骤停组脑组织炎性相关细胞因子细胞因子诱导中性粒细胞趋化因子（CINC-2α/β、

CINC-3）、γ-干扰素（IFN-γ）和信号蛋白 C - 端 Src 激酶（CSK）表达水平明显升高（心搏骤停组与 Sham 组蛋白

表达比值：CINC-2 α/β 为 2.503±0.428，P＝0.024；CINC-3 为 2.369±0.142，P＝0.005；IFN-γ 为 3.149±1.362，

P＝0.044；CSK 为 1.887±0.105，P＝0.001），神经保护因子睫状神经营养因子（CNTF）、胶质细胞源性神经

营养因子受体（GFRα-1、GFRα-2）、生长激素（GH）、生长激素受体（GHR）、粒 - 巨噬细胞集落刺激因子 

（GM-CSF）以及抗炎细胞因子白细胞介素- 10（IL-10）表达水平明显降低（心搏骤停组与 Sham 组蛋白表达比值：

CNTF 为 0.341±0.137，P＝0.036；GFRα-1 为 0.461±0.164，P＝0.044；GFRα-2 为 0.447±0.017，P＝0.033；

GH 为 0.450±0.136，P＝0.024；GHR 为 0.508±0.128，P＝0.022；GM-CSF 为 0.446±0.130，P＝0.035；IL-10 为

0.502±0.211，P＝0.017）。结论  程序性坏死参与心搏骤停 CPR 后大鼠脑损伤，脑损伤分子机制可能与炎症反

应、神经再生障碍和神经细胞存活受损有关。
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【Abstract】 Objective  To investigate the underlying molecular mechanisms of brain injury in rats after cardiac 
arrest and cardiopulmonary resuscitation (CPR) by observing necroptosis of brain cells and changes of 90 cytokines in 
brain  tissue.  Methods  Sprague-Dawley  (SD)  rats were divided  into  Sham group  (n = 10)  and  cardiac  arrest  group  
(n  =  10)  according  to  random  number  table method.  The model  of  asphyxia  cardiac  arrest  for  6 minutes  followed  by 
CPR model was established. Tracheal intubation in Sham rats were routinely performed without inducing cardiac arrest. 
Neurological  deficit  score  (NDS)  was  evaluated,  blood  samples  were  collected  and  rats  were  sacrificed,  then  serum 
S100B  level  was measured  by  enzyme  linked  immunosorbent  assay  (ELISA)  on  the  third  day  after  CPR. Necroptotic 
cells  in  brain  were  detected  by  immunofluorescence  staining.  The  levels  of  90  cytokines  expression  in  brain  were 
measured by antibody array. The  relative  ratio of  the  two groups of protein expression ≥ 1.5 or ≤ 0.5 and P < 0.05 
represented  the  differential  expression  protein.  Results  There  were  8  rats  successfully  resuscitated  and  2  died  in 
cardiac arrest group. There were 8 rats selected in Sham group to match the sample size. Compared with Sham group, 
the NDS score of cardiac arrest group was significantly lower [63.0 (62.5, 64.3) vs. 80.0 (80.0, 80.0), P < 0.01], and the 
level of serum S100B was significantly higher (ng/L: 47.96±10.16 vs. 16.56±5.60, P < 0.01). More necroptotic cells in 
cerebral cortex and hippocampus were found in cardiac arrest group [proportion of cells positive for TdT-mediated nick 
end  labeling  (TUNEL)  and  negative  for  caspase-3:  (15.70±0.32)%  vs.  (8.00±0.28)%  in  cortex,  (20.80±1.35)%  vs.  
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  脑损伤是心搏骤停后患者的主要死亡原因［1］。

本课题组前期研究证实，心搏骤停后全脑缺血引起

散在的缺血神经元改变，尤其在皮质和海马 CA1 易

损区；进一步研究还发现，程序性坏死可能与脑损

伤有关［2］。然而，脑损伤的分子机制至今仍未完全

阐明。许多研究表明，细胞因子在心搏骤停和心肺

复苏（CPR）后脑损伤中发挥重要作用，如白细胞介

素-1β（IL-1β）和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）可促

进脑损伤 ［3］，而 IL-10 和转化生长因子- β（TGF-β）

可发挥神经保护作用［4］。尽管很多研究表明细胞

因子表达变化参与心搏骤停和 CPR 后脑损伤，但是

大多数研究着眼于对 1 个或数个细胞因子的观察，

缺乏从整体上研究这些细胞因子水平的改变，从而

割裂这些细胞因子之间的内在联系。本研究用免

疫荧光法检测 CPR 后大鼠脑细胞程序性坏死，同时

用蛋白芯片技术检测脑组织蛋白表达水平，观察其

中 90 个细胞因子的水平变化，初步探讨心搏骤停和

CPR 后脑损伤的分子机制。

1 材料与方法 

1.1  实验动物及分组处置：基于窒息法致心搏骤

停 - CPR 大鼠模型的成功率（约 80%）［5］，本实验共

需 20 只大鼠。20 只 10 周龄 SPF 级 SD 大鼠，体重

300～400 g，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，动物合格证号：SCXK（京）2012-0001。按随

机数字表法将大鼠分为假手术（Sham）组和心搏骤

停组，每组 10 只。采用窒息法诱导大鼠心搏骤停，

心搏骤停 6 min 后开始 CPR，共成功复苏 8 只动物，

死亡 2 只。为与心搏骤停组样本量匹配，从 Sham

组中随机选择 8 只动物，仅常规行血管置管和气管

插管等，未诱导心搏骤停。

1.2  窒息法致心搏骤停 - CPR 大鼠模型制备：大鼠

适应性喂养 1 周，制模前禁食 12 h、自由饮水。以

戊巴比妥 45 mg/kg 腹腔注射麻醉，经口气管插管接

小动物呼吸机（上海奥尔科特生物科技有限公司）；

分离右颈外静脉并缓慢置入 23 号聚乙烯管用于药

物注射；分离左股动脉并缓慢置入 23 号聚乙烯管

到胸主动脉，用于监测动脉血压，置管前导管均充满 

5 000 U/L肝素生理盐水。连接肢体导联心电图。机械 

通气参数设置：吸入氧浓度 0.21，潮气量 6.5 mL/kg， 

通气频率 100 次 /min；数据均保存在 BL-420S 生物

机能实验采集系统（成都泰盟软件有限公司）。静脉

注射肌松剂维库溴铵 1 mg/kg 诱导呼吸停止。心搏

骤停判断标准：主动脉血压失去搏动波形并且平均

动脉压（MAP）降至 20 mmHg（1 mmHg＝0.133 kPa） 

以下。心搏骤停 6 min 后开始行胸外心脏按压，按

压频率 200 次 /min，按压深度为胸廓前后径 1/3，同

时以 100 次 /min 同步机械通气（吸入氧浓度 0.21），

并维持舒张压在 20 mmHg 左右，按压 2 min 后按 

0.005 mg/kg最多给予3次肾上腺素，每次间隔1 min。 

自主循环恢复（ROSC）判定标准：恢复室上性心律，

MAP≥60 mmHg 持续 5 min 以上。胸外按压 4 min

后仍无 ROSC，则放弃 CPR。大鼠 ROSC 后持续通

气 2 h，苏醒前拔除所有导管并回笼观察。

  本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准，

经医院伦理委员会审批（审批号：2018627）。

1.3  检测指标及方法

1.3.1  神经功能缺损评分（NDS）［6］：CPR 后 3 d 由

专人对大鼠进行 NDS 评分。NDS 评分标准涵盖觉

醒、脑神经反射、运动功能、简单的行为反射等多方

面内容。正常脑功能总分为 80 分，0 分为脑死亡。

(9.00±4.00)%  in  hippocampus,  both  P <  0.05].  The  levels  of  inflammatory  cytokines  [cytokine-induced  neutrophil  
chemoattractant  (CINC-2α/β,  CINC-3),  interferon-γ  (IFN-γ)]  and  signal  protein  c-Src  kinase  (CSK)  in  brain 
significantly  increased  after  cardiac  arrest  as  compared  to  Sham  group  levels  (ratio  of  cardiac  arrest  group  to  Sham 
group: CINC-2 α/β was 2.503±0.428, P = 0.024; CINC-3 was 2.369±0.142, P = 0.005; IFN-γwas 3.149±1.362, 
P = 0.044; CSK was 1.887±0.105, P = 0.001). However,  the  levels  of neuroprotective  cytokines ciliary neurotrophic 
factor  (CNTF),  glial  cell-derived  neurotrophic  factor  receptor  (GFR α-1,  GFR α-2),  growth  hormone  (GH),  growth 
hormone  receptor  (GHR),  granulocyte-macrophage  colony-stimulating  factor  (GM-CSF)  and  anti-inflammatory  protein 
interleukin-10  (IL-10)  significantly decreased after  cardiac  arrest  (ratio  of  cardiac  arrest  group  to Sham group: CNTF 
was 0.341±0.137, P = 0.036; GFRα-1 was 0.461±0.164, P = 0.044; GFRα-2 was 0.447±0.017, P = 0.033; GH 
was 0.450±0.136, P = 0.024; GHR was 0.508±0.128, P = 0.022; GM-CSF was 0.446±0.130, P = 0.035; IL-10 was 
0.502±0.211, P = 0.017).  Conclusions  Necroptosis  is  involved in brain  injury after cardiac arrest. The molecular 
mechanisms  of  brain  injury may  be  related  to  inflammatory  response,  neurogenesis  disorder  and  impaired  survival  of 
nerve cells.

【Key words】  Cardiac arrest;  Cardiopulmonary resuscitation;  Neurological deficit score;  S100B;  Necroptosis;   
Cytokine
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表 1 两组大鼠基线指标比较（x±s）

组别
动物数

（只）

体重

（g）

心率

（次 /min）

血压

（mmHg）

呼吸频率

（次 /min）

Sham 组 8 407.0±22.9 378.0±42.5 126.0±10.5 82.0±  9.4
心搏骤停组 8 398.0±28.9 380.0±33.0 128.0±  7.8 83.0±10.9

t 值 0.594 0.123 0.361 0.138
P 值 0.562 0.904 0.723 0.893

注：Sham 为假手术；1 mmHg＝0.133 kPa

1.3.2  血清 S100B 检测：NDS 评分后，麻醉并处死

大鼠，采集下腔静脉血，按大鼠 S100B 特异酶联免

疫吸附试验（ELISA）试剂盒（武汉华美生物科技有

限公司）说明书要求测定血清 S100B 水平。

1.3.3  脑组织坏死神经元检测：每组取 5 只大鼠

脑组织，置于 4% 多聚甲醛溶液中固定 24 h 后，分

别置于 20% 和 30% 蔗糖过夜行梯度脱水，在冰冻

切片机上连续行 10 μm 厚的冠状切片。正常羊血

清封闭切片，再与兔抗天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋

白酶 3（caspase-3）抗体（1∶100，美国 Abcam 公司）

4 ℃孵育过夜，然后与荧光基因 Dylight 594 标记的

羊抗兔二抗（1∶100，美国 EarthOx 公司）孵育。按

原位末端缺刻标记法（TUNEL）试剂盒（瑞士罗氏

公司）说明书步骤进行荧光染色。所有切片最后用 

4'，6 - 二脒基- 2 - 苯基吲哚（DAPI）复染。激光共聚

焦显微镜下选择 3～5 个非重叠高倍视野，分别计算

皮质和海马区 TUNEL 阳性且 caspase-3 阴性细胞占

总细胞的比例。

1.3.4  脑组织细胞因子蛋白芯片检测：每组取 3 只

大鼠脑组织各 500 mg，抽提总蛋白，BCA 法测定蛋

白浓度。将蛋白芯片（美国 RayBiotech 公司）在封

闭缓冲液中封闭 30 min，再与蛋白样品室温孵育

1～2 h，清洗芯片，加入生物素标记的抗体室温孵育

1～2 h；清洗芯片后加入辣根过氧化物酶（HRP）耦

联的链霉亲和素室温孵育 2 h。芯片经洗涤缓冲液

彻底清洗后，加入化学发光试剂，暗室内用 X 线胶

片曝光。通过扫描仪获得 X 线胶片曝光图片。通

过灰度值定量获得原始蛋白信号强度，经修正后与

阳性蛋白进行标准化，两组蛋白表达的相对比值≥ 

1.5 或≤0.5 且 P＜0.05 即为差异表达蛋白。

1.4  统计学方法：使用 SPSS 13.0 软件进行统计分

析。正态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）
表示，组间比较采用独立样本 t 检验；非正态分布的

计量资料以中位数（四分位数）〔M（QL，QU）〕表示，

组间比较采用 Mann-Whitney U 检验。计数资料比

较采用χ2 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  两组大鼠基线指标比较（表 1）：两组大鼠体

重、心率、血压和呼吸频率比较差异均无统计学意

义（均 P＞0.05）。

2.2  NDS 评分和血清 S100B 水平（表 2）：心搏骤停

组大鼠 NDS 评分较 Sham 组明显降低，血清 S100B

水平较 Sham 组明显升高（均 P＜0.01）。

2.3  脑组织细胞因子表达（表 3）：蛋白芯片检测

显示，与 Sham 组比较，心搏骤停后脑组织炎症相

关细胞因子如细胞因子诱导中性粒细胞趋化因子

（CINC-2α/β、CINC-3）和 γ-干扰素（IFN-γ）以及

信号蛋白 C - 端 Src 激酶（CSK）表达水平明显升高，

神经保护因子如睫状神经营养因子（CNTF）、胶质

细胞源性神经营养因子受体（GFRα-1、GFRα-2）、 

生长激素（GH）、生长激素受体（GHR）和粒 - 巨噬

细胞集落刺激因子（GM-CSF）以及抗炎细胞因子

IL-10 表达水平明显降低（均 P＜0.05）。

表 2 两组大鼠 NDS 评分和血清 S100B 水平比较

组别
例数

（例）

NDS 评分

〔分，M（QL，QU）〕

血清 S100B

（ng/L，x±s）
Sham 组 8 80.0（80.0，80.0） 16.56±  5.60
心搏骤停组 8 63.0（62.5，64.3） 47.96±10.16

Z / t 值 -3.599 -7.649
P 值   0.000   0.000

注：Sham 为假手术，NDS 为神经功能缺损评分

表 3 两组大鼠脑组织细胞因子差异蛋白表达（x±s）
细胞

因子

蛋白表达（灰度值） 心搏骤停组与 Sham 组

蛋白表达比值
P 值

Sham 组 心搏骤停组

IL-10 0.008 ±0.001 0.004±0.001 0.502±0.211 0.017
CINC-2α/β 0.009±0.001 0.021±0.005 2.503±0.428 0.024

CINC-3 0.010±0.001 0.024±0.003 2.369±0.142 0.005

CNTF 0.034±0.010 0.012±0.002 0.341±0.137 0.036

CSK 0.014±0.002 0.026±0.002 1.887±0.105 0.001

GFRα-1 0.015±0.003 0.007±0.003 0.461±0.164 0.044

GFRα-2 0.014±0.003 0.006±0.001 0.447±0.017 0.033

GM-CSF 0.013±0.003 0.006±0.001 0.446±0.130 0.035

GH 0.016±0.003 0.007±0.000 0.450±0.136 0.024

GHR 0.018±0.002 0.009±0.003 0.508±0.128 0.022
IFN-γ 0.009±0.002 0.027±0.009 3.149±1.362 0.044

注：Sham 为假手术，IL-10 为白细胞介素 -10，CINC-2α/β 为

细胞因子诱导中性粒细胞趋化因子- 2α/β，CINC-3 为细胞因子

诱导中性粒细胞趋化因子- 3，CNTF 为睫状神经营养因子，CSK 为

C -端 Src 激酶，GFRα-1 为胶质细胞源性神经营养因子受体 α-1，

GFRα-2 为胶质细胞源性神经营养因子受体 α-2，GM-CSF 为 

粒 - 巨噬细胞集落刺激因子，GH 为生长激素，GHR 为生长激素受

体，IFN-γ 为 γ-干扰素

2.4  脑皮质和海马 CA 区坏死神经元（图 1）：Sham

组脑皮质和海马 CA 区少见 caspase-3 阳性细胞和
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测显示，心搏骤停 CPR 后缺血 / 再灌注损伤的脑组

织细胞因子表达谱发生明显改变，即促炎细胞因子

CINC-2α/β、CINC-3 和 IFN-γ表达上调，抗炎细

胞因子 IL-10 表达下调，神经保护细胞因子 CNTF、

GFRα-1、GFRα-2、GH、GHR 和 GM-CSF 表达均下

调，信号蛋白 CSK 表达上调。这些细胞因子表达谱

的变化或许从整体上提示心搏骤停后脑损伤的分子

机制可能与炎症反应、神经再生及细胞增殖分化有

关，即脑组织由于过度炎症反应、神经再生障碍和

细胞存活受损，最终导致神经元坏死。

  CINC-2α/β和 CINC-3 均是趋化因子，在细胞

间交流及募集炎性细胞中发挥着重要作用。脑缺

血后，高表达的趋化因子通过增加白细胞浸润促进

脑损伤［7-8］。IFN-γ是促炎细胞因子，脑缺血后数

小时内表达升高，参与缺血后脑损伤［9］。IL-10 为

抗炎细胞因子，可以抑制促炎细胞因子的表达，从

图 1  激光共聚焦显微镜下观察两组大鼠心肺复苏后 3 d 脑皮质和海马 CA 区神经细胞死亡情况　4'，6 - 二脒基- 2 -苯基吲哚（DAPI）
染色细胞核呈蓝色，Dylight 594 荧光标记活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）阳性细胞呈红色，原位末端缺刻标记法

（TUNEL）阳性细胞呈绿色。假手术（Sham）组脑皮质和海马区少见 caspase-3 阳性细胞和 TUNEL 阳性细胞；心搏骤停组脑皮质和海马区
caspase-3 阳性细胞及 TUNEL 阳性细胞较多，且可见较多 TUNEL 阳性且 caspase-3 阴性的细胞　中倍放大

TUNEL 阳性细胞。心搏骤停组 caspase-3、TUNEL

阳性细胞较多，而且还发现许多 TUNEL 阳性且

caspase-3 阴性的细胞，与 Sham 组比较差异有统计

学意义〔脑皮质：（15.70±0.32）% 比（8.00±0.28）%，

χ2＝5.145，P＝0.023；海马区：（20.80±1.35）% 比

（9.00±4.00）%，χ2＝4.418，P＝0.036〕，提示程序性

坏死参与心搏骤停后脑损伤。

3 讨 论 

  本研究显示，与 Sham 组比较，心搏骤停组大

鼠 NDS 评分明显降低，血清 S100B 水平明显升高，

提示心搏骤停 CPR 后存在脑损伤；此外研究显示，

心搏骤停后大鼠脑组织可见较多 TUNEL 阳性且

caspase-3 阴性的细胞，结合前期研究结果心搏骤停

后脑组织受体相互作用蛋白激酶（RIP1、RIP3）表

达上调［2］，从而证实程序性坏死参与脑损伤。本研

究中进一步通过含有 90 个细胞因子的蛋白芯片检
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而发挥脑保护效应［10］。在脑卒中小鼠模型中，侧

脑室注射 IL-10 可以发挥神经保护作用［11］。本研

究中通过蛋白芯片技术同时检测到促炎细胞因子 

CINC-2α/β、CINC-3 和 IFN-γ 表达上调，而抗炎

细胞因子 IL-10 表达下调，提示全脑缺血后可能通

过抑制抗炎细胞因子，增加促炎细胞因子，最终募集

外周血白细胞到脑缺血部位，增加脑损伤。然而，心

搏骤停全脑缺血后脑损伤与促炎细胞因子水平变

化的因果关系仍未明确。钱永兵和王瑞兰［12］综合

分析发现，程序性坏死释放大量危险相关模式分子

（DAMPs），特定的 DAMPs 如 S100B 等为重要的炎性

介质，引起炎症反应和损伤。因此推测心搏骤停后

脑组织程序性坏死可引起炎症反应和脑损伤。

  CNTF是一种重要的神经营养因子，可促进髓鞘

再生以及神经元损伤后神经元的存活和再生［13-14］。 

GFRα-1 和 GFRα-2 参与脑损伤后神经元再生及

神经保护作用［15］。GH 与 GHR 结合后促进细胞物

质代谢和生长发育，GH 及其受体 GHR 在脑损伤后

神经再生方面发挥一定的作用［16］。GM-CSF 是造

血生长因子，研究显示，GM-CSF 对脑损伤有保护作

用，可能对早期轴突再生有益［17］。CSK 参与细胞

内众多信号转导通路，在细胞增殖、分化和凋亡等

生理学中发挥重要作用。脑缺血后，CSK 活性明显

升高，导致脑缺血后神经元坏死。CSK 基因敲除或

抑制 CSK 活性可保护缺血后脑损伤［18］。本研究中

通过蛋白芯片技术同时检测到神经保护细胞因子

CNTF、GFRα-1、GFRα-2、GH、GHR 和 GM-CSF 表

达下调，而信号蛋白 CSK 表达上调，提示脑缺血后

脑损伤与神经元再生障碍和细胞存活受损有关，可

能神经元再生的保护因子缺乏以及神经元存活受损

最后导致神经元坏死。

  综上，程序性坏死参与心搏骤停后脑损伤，而脑

损伤的分子作用机制不可能由单一因素发挥作用，

是多方面不利因素共同作用导致的。本研究中通过

蛋白芯片同时检测脑组织 90 个细胞因子表达谱，发

现炎症反应、神经元再生障碍和神经细胞存活受损

可能参与心搏骤停后脑损伤的分子作用机制。
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