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心衰大鼠血脑屏障通透性改变对认知功能的影响及机制研究 *
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摘要 目的：观察大鼠心衰（HF）后血脑屏障通透性的改变，并探讨 HF后认知功能障碍的可能机制。方法：本实验采用成年雄性

SD大鼠 85只，体重 300-350 g，将大鼠随机分为 5组：假手术组、心力衰竭组、空白对照组、心力衰竭 +TAK242组、心力衰竭 +抗

生素组。造模 24 h后采用 TTC染色法检测大鼠心肌梗死面积，采用荧光素钠检测血脑屏障通透性的改变，采用蛋白印迹法检测

大鼠海马和皮质中炎症蛋白MMP-9与 NF-资B表达表达情况。造模 4周后采用超声检测大鼠心功能情况，Morris水迷宫法检测大

鼠行为学改变，采用 HE染色法检测大鼠心脏组织病理学改变。结果：与 Sham组相比，HF组大鼠术中循环和血气分析无明显差

异（P>0.05）。与 Sham组相比，HF组大鼠术后 24 h可见清晰的心肌梗死灶，荧光素钠通透性增加，大鼠海马和皮质内炎症蛋白

MMP-9与 NF-资B表达升高。与 HF组比较，给予 TAK242的 HF组大鼠认知功能得到改善，给予抗生素的 HF大鼠认知功能降低。

结论：NF-资B /MMP-9炎症通路激活诱导的血脑屏障通透性改变可能是 HF后认知功能障碍的作用机制之一。
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Effects of Altered Blood-brain Barrier Permeability in Heart Failure Rats
on Cognitive Function and Its Mechanisms*

To observe the changes of blood-brain barrier permeability after heart failure (HF) in rats and explore the

possible mechanism of cognitive impairment after HF. In this experiment, 85 adult male SD rats weighing 300-350 g were ran-

domly divided into 3 groups: sham group, HF group, Control group, HF+TAK242 group, HF+Anti group. After 24 hours of myocardial

infarction, myocardial infarct size was measured by TTC staining, the expression of MMP-9 and NF-资B in rat hippocampus and cortex

was detected by western blotting, the changes in BBB permeability were detected by sodium fluorescein. After 4 weeks of modeling, the

cardiac function of the rats was detected by ultrasound, the behavioral changes of the rats were detected by the Morris water maze

method, and the histopathological changes of the rat hearts were detected by the HE staining method. Compared with the sham

group, there was no significant difference in intraoperative circulation and blood gas analysis in HF groups (P>0.05). After 24 hours of
myocardial infarction, compared with the sham operation group, a clear infarct lesion was observed, and the permeability of sodium fluo-

rescein was increased and the expression levels of MMP-9 and NF-资B in the hippocampus and cortex of the rats were increased in the

heart failure group. Compared with the HF group, cognitive function was improved in the HF group given TAK242, and the cognitive

function of HF rats given antibiotics was reduced. The change of BBB permeability induced by the activation of NF-资B/
MMP- 9 inflammatory pathway may be one of the mechanisms of cognitive impairment after HF.
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前言

心力衰竭（Heart failure，HF）是一种严重影响机体功能的

全身性疾病[1]，常导致大脑等重要器官受到损伤。HF患者认知

功能障碍的发生率较高[2,3]，且与患者的住院时间延长和死亡率

升高相关。因此，探究 HF患者认知功能障碍机制及其有效的

防治方法具有重要意义。

血脑屏障（Blood-brain barrier，BBB）对维护大脑内环境稳
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定及调控神经系统免疫反应至关重要[4]。 BBB一旦破坏外周炎

症的炎症因子可经过受损 BBB进入中枢神经系统并产生一系

列炎症反应，可进一步加重脑组织损伤，并对认知功能产生一

定影响。有研究表明，BBB 的破坏与金属基质蛋白 -9 (Ma-

trixmetalloproteinase-9，MMP-9) 的酶蛋白激活密切相关。

MMP-9可严重破坏是 BBB的血管基底膜和紧密连接，进而引

起 BBB通透性的增加[5]。核转录因子 资B（Nuclear factor-kappa
B，NF-资B）是调控炎症因子表达的重要核转录因子[6]，可触发促

炎症细胞因子基因的表达，释放 TNF-a、IL-1茁和MMP-9等炎

症因子[7]。

我们推测 TLR4/ NF-资B信号通路激活导致的 BBB破坏、

是 HF后认知功能障碍发生的机制之一。因此，本研究拟通过

建立大鼠 HF模型，观察术后 24 h BBB通透性、中枢海马区的

MMP-9及 NF-资B的表达；并观察采用 TLR4抑制剂，是否能有

效改善心衰后大鼠的认知功能。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

选用 85只雄性成年清洁级 SD大鼠，体重 300-350 g，全部

由哈尔滨医科大学动物试验中心提供，将大鼠随机分为 5组

（n=17）并接受以下处理：心力衰竭组（HF），假手术组（Sham），

空白对照组（Control），心力衰竭 +TAK242 组（HF+TAK242），

心力衰竭 +抗生素组（HF+Anti）。

1.2 实验方法

1.2.1 大鼠心衰模型的建立及生理参数监测 参照之前相关

文献及实验组之前建立 HF模型的经验，建立大鼠急性心肌梗

死模型[8]，术后正常进食饮水。造模 4周后进行大鼠心脏超声检

查，以左心室射血分数（Left Ventricular Ejection Fractions，

LVEF）臆35%作为 HF模型成功的标准[9]。具体步骤如下：大鼠

术前禁食 12 h，体重后给予 3%戊巴比妥钠（30 mg/kg, ip）腹腔

注射麻醉。麻醉后给大鼠插管，插管插管后进行机械通气。将大

鼠仰卧位固定于操作台上，进行鼠尾动脉穿刺并监测动脉血压

后行冠脉结扎术。大鼠取右侧卧位，剪去心尖搏动最强点周围

鼠毛，用碘伏进行简单消毒后以心尖搏动最强的点约第 4肋

间入胸,充分暴露心脏后撕开心包。用 5-0缝合线在左心耳下方

2 mm入针，深度 1.5 mm左右，缝扎中点在左心耳和肺动脉圆

锥相交的位置与心尖连线上，缝扎方向平行左心耳边缘。待循

环稳定后关胸，拔除气管导管，麻醉苏醒。术中持续监测大鼠体

温，血压及心率。并分别于术前，术毕两个时间点从尾动脉中抽

取动脉血液用于动脉血气分析。

1.2.2 大鼠心肌 TTC染色 术后 24 h将大鼠用 3%的戊巴比

妥钠（30 mg/kg, ip）麻醉后迅速开胸取心脏，将取下的心脏用生

理盐水进行简单的冲洗，冲洗后置于冰板上并放 -20℃冰箱冻

存 30 min后取出，沿心脏长轴将心脏从心尖至结扎点切成五

片，每片厚约 2 mm。切片后用 1%的 2,3,5- 氯化三苯四唑

(2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride，TTC) 染色，37℃避光染色

10 min。

1.2.3 大鼠心肌 HE染色 将术后 5周的大鼠用 3%的戊巴比

妥钠（30 mg/kg，ip）进行麻醉后，迅速开胸取下心脏。放入 4%甲

醛中固定，用不同浓度的酒精进行脱水。组织脱水后，用二

甲苯和无水酒精（1：1）浸泡 2 h，再用纯二甲苯浸泡 2次，每次

90 min，直至组织呈现出不同程度的透明状态。用石蜡进行包

埋后切片，切片厚度为 6 um。将切好的片子放在有粘片剂的载

玻片上，烘干后进行脱蜡和染色，分化和漂洗后进行脱水和复

染再脱水和透明后将切片用中性树胶封存，贴上标签，并标记。

在光学显微镜下观察心脏组织形态。

1.2.4 血脑屏障通透性检测 造模后 24 h用 3%戊巴比妥钠

腹腔注射麻醉后，行股动脉穿刺后将 5 mL/kg的 2%荧光素钠

经股静脉缓慢输注[10]，循环 30 min后给予致死剂量戊巴比妥钠

（超过 100 mg/kg, ip）处死动物。经左心室灌注 100~150 mL生

理盐水，压力为 110 mmHg。与此同时，在右心房剪一小口，为

了清除血管中的血液和示踪剂。灌注持续 15 min，直到右心房

流出液体变为无色。灌注完成后断头取脑，去除脑膜和脉络丛，

分离海马和皮质并称重。在每个脑组织中加入 2 mL PBS均浆，

并加入 2 mL 60%三氯乙酸涡旋 2 min，匀浆样本 4℃下保存

30 min，然后离心 18000× g，4℃，10 min。离心后取 250 滋L上
清液用全自动定量绘图酶标仪（DTX880，multimode Detector）

测量各脑组织内荧光素钠的浓度。

1.2.5 大鼠海马和皮质区域 MMP-9和 NF-资B蛋白表达水平的
检测 应用 western blotting检测技术测定脑组织中 MMP-9

和 NF-资B蛋白表达水平，用 茁-actin作为内源性参照蛋白以确
保上样量一致。从液氮中取出冰冻脑组织，用冰盐水研磨脑组

织制成 10%组织匀浆。应用 BCA法检测蛋白浓度后，制备蛋白

样本并储存用于蛋白表达水平的检测。将脑组织蛋白提取物用

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离胶进行分离后，转移

到聚偏二氟乙烯膜上。7.5%脱脂牛奶进行常温 2 h封闭后，然

后用 MMP-9以及 NF-资B一抗（1：1000）4℃孵育过夜，然后用
MMP-9以及 NF-资B二抗（1：5000）常温孵育 2 h。蛋白膜曝光于

增强显色剂后，用 ImageJ 1.34软件进行分析计算光密度积分

灰度值。最终计算出 MMP-9 与 NF-资B 蛋白表达情况。以
茁-actin作为内参蛋白。
1.2.6 各组大鼠认知功能的检测 水迷宫实验开始前 3天，每

天将实验大鼠从饲养室转运至实验房间，以适应实验环境[11]。

评估前 24 h，将实验大鼠由饲养室转运至认知功能评估实验

室。迷宫直径 122 cm，高 51 cm。迷宫 NE象限中心放有一个透

明的平台，直径为 10 cm，浸入水面下约为 1 cm，水温控制在

20-22℃。让大鼠进行连续 5天、每天 4次的空间记忆学习。将

大鼠分别由迷宫的W、S、NW、SE方向将大鼠面向水池壁放入

迷宫中，记录大鼠运动轨迹。登台 5 s即算登台成功，停止记录。

如 60 s后，大鼠仍未登上平台，同样停止记录，并引大鼠登台，

停留 10 s。训练后，将大鼠擦干后放回鼠笼。分析潜伏期、游泳

总路程、速度等指标，评估大鼠空间记忆学习能力。在最后一次

空间记忆学习训练结束后 24 h进行空间记忆检测，撤去平台，

由 SW方向将大鼠放入迷宫。记录大鼠入水后 30 s的游泳轨

迹。分析小鼠在 NE象限的活动时间 /路程百分比、穿台次数和

目标区域（以 NE象限中心为中心直径 20 cm的圆形区域）活

动时间，评估大鼠的空间记忆能力。

1.3 统计学分析

所有数据以平均数± 标准差（x± s）表示。数据统计学分析
应用 SPSS20.0分析软件。组间多重比较采用单因素方差分析，

重复测量数据采用重复测量方差分析。两组之间比较采用非配

对 t-检验统计分析方法，P＜0.05认为具有统计学差异。
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2 结果

2.1 HF组和 Sham组大鼠的生理学参数

两组大鼠术前（T1）血压无明显差异。与 Sham组相比，HF

组的血压在术后（T2）时间点有所下降（P<0.05）。两组大鼠在
T1、T2两个时间点，血气分析及体温监测结果无统计学差异

（表1）。

Note: All values are presented as the x± s. MAP, mean arterial pressure; PaO2, partial pressure of arterial oxygen; PaCO2, partial pressure of arterial

carbon dioxide (n=17 for each group). △ P<0.05 vs Sham group.

表 1 生理学参数

Table 1 Physiological parameters

Parameters Group
Time

T1 T2

MAP (mmHg) Sham 125.9± 7.6 90.7± 9.3

HF 127.0± 5.9 77.0± 9.4△

PaO2(mmHg) Sham 96.0± 5.2 97.0± 6.8

HF 95.0± 6.4 96.0± 7.5

PaCO2(mmHg) Sham 39.5± 4.1 39.0± 4.0

HF 41.3± 4.5 40.2± 3.6

pH Sham 7.39± 0.02 7.40± 0.02

HF 7.37± 0.02 7.35± 0.02

Rectal temperature Sham 36.5± 0.4 36.2± 0.3

HF 36.8± 0.3 36.7± 0.3

2.2 心脏组织病理学改变

与 Sham组相比，HF组心肌梗死 24 h后可见清晰的梗死

灶。与 Sham组相比，HF组心肌梗死 5周后梗死区正常的心肌

细胞消失，成纤维细胞、内皮细胞增多形成瘢痕，梗死边缘区心

肌细胞与正常组织界限不清（图 1）。

图 1 心脏组织病理学改变

Fig.1 Histopathological changes of heart tissue
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图 4 大脑皮质和海马内 NF-资B蛋白表达水平
Fig.4 Expression levels of NF-资B protein in cerebral cortex and

hippocampus.

Note: (A) Representative Western blots revealed the levels of the NF-资B
protein and the Control 茁-actin protein. (B) Quantitatively analysis of the
Western bolt. Results are expressed as the x± s. In the hippocampus,
绎P<0.05 vs Sham group. In cortical tissue, #P<0.05 vs Sham group.

2.3 血脑屏障通透性

与 Control组相比，Sham组和 HF组脑海马组织内荧光素

钠含量有所升高（P<0.05）。与 Sham组相比，HF组海马组织内

荧光素钠含量进一步增加（P<0.05）。与 Sham组相比，HF组皮

质内荧光素钠含量明显增多（P<0.05）（图 2）。

2.4 脑组织中MMP-9及 NF-资B蛋白表达水平
与 Sham组相比，HF组的脑海马和皮质内 MMP-9蛋白表

达水平显著升高（P<0.05）（图 3）。与 Sham组相比，HF组的脑

海马和皮质内 NF-资B蛋白表达水平显著升高（P<0.05）（图 4）。

2.5 TAK242对心衰后大鼠认知功能的影响

Sham 组、HF 组、HF+TAK242 组、HF+Anti 组四组的空

间探索试验总路程无明显差异。与 Sham 组相比，HF 组和

HF+Anti组的平台穿梭次数显著减少（P<0.05）。与 HF组相比，

HF+TAK242组目标象限活动时间显著增加（P<0.05）。与Sham

组相比，HF+Anti组目标象限活动时间显著减少（P<0.05）（图 5）。

3 讨论

本实验发现在大鼠 HF模型早期有 BBB通透性的改变，

主要表现为小分子荧光素钠通透性增高，脑组织中炎症蛋白

MMP-9表达水平升高。这可能与脑组织内 NF-资B/MMP-9炎症

通路激活有着密不可分的关系。另外使用 TLR4抑制剂抑制

NF-资B激活后，认知功能可得到明显改善。
BBB的完整性对于保证中枢神经组织内环境的相对稳定

方面有着不可或缺的作用[12]。BBB的破坏可导致免疫细胞的外

渗增加、紧密连接破坏、转运过程受损，使得大分子和离子穿过

BBB 的监管作用变弱 [13]。外周炎症的炎症因子可经过受损

BBB 进入中枢神经系统并产生一系列炎症反应，因此由于

BBB通透性的改变，继而激发中枢神经炎症反应进一步加重

脑组织损伤，最后引起认知功能改变[14,15]。根据本实验的脑组织

中荧光素钠含量检测结果以及水迷宫结果显示，我们可以推断

BBB通透性改变与 HF后认知功能障碍有着密切联系。

在以往的脑缺血再灌注损伤模型中已证实，MMP-9的酶

蛋白激活与 BBB通透性的改变密切相关[16]。MMP-9在缺血脑

组织中的表达呈现动态变化，与 BBB的开放、脑水肿的形成趋

于一致并与脑缺血早期 BBB通透性增加有密切关系[17]。过表

达的MMP-9的蛋白激酶可降解 BBB血管基底膜内的Ⅳ型胶

图 2 大鼠血脑屏障通透性的改变

Fig.2 Changes of blood-brain barrier permeability in rats

Note: Results are expressed as the x± s. In the hippocampus, 绎P<0.05 vs
Control group, #P<0.05 vs Sham group. In cortical tissue, ※ P<0.05 vs Sham

group.

图 3 大脑皮质和海马内MMP-9蛋白表达水平

Fig.3 Expression levels of MMP-9 protein in cerebral cortex and

hippocampus

Notes: (A) Representative Western blots revealed the levels of the MMP-9

protein and the Control 茁-actin protein. (B) Quantitatively analysis of the
Western bolt. Results are expressed as the x± s. In the hippocampus,
绎P<0.05 vs Sham group. In cortical tissue, #P<0.05 vs Sham group.
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图 5 大鼠认知功能的改变

Fig. 5 Changes in cognitive function in rats.

Note: (A) Sham group spatial probe route. (B) HF group spatial probe route. (C) HF+TAK242 group spatial probe route. (D) HF+Anti group spatial probe

route. (E) Analysis of the total distance of the spatial probe in each group of rats. (F) Analysis of the number of target platform crossing in each group of

rats. (G) Analysis of the time spend in target quadrants in each group of rats. Results are expressed as the x± s. Compared with the Sham group, the

number of target platform crossing in the both HF and HF+Anti groups were significantly reduced (绎P<0.05). Compared with HF group, the time spend in
target quadrants in HF+TAK242 group was significantly increased (绎P<0.05). Compared with the sham group, the time spend in target quadrants in the

HF+Anti group was significantly reduced (#P<0.05).

原等细胞外基质 [18]，使内皮细胞间的紧密连接受到严重的破

坏，进而引起 BBB通透性的增加，反之下调或阻断 MMP-9的

过表达，将有效减轻脑缺血引起的 BBB损伤。与这些实验结果

一致的是，本实验证明 HF组脑组织的MMP-9蛋白激酶的活

性较 Sham组显著升高，同时伴有 BBB通透性改变。将本实验

的研究成果与以前的实验结果相结合，充分证实了 MMP-9蛋

白激酶激活在 BBB功能破坏过程中起到至关重要的作用。

NF-资B是调控炎症因子表达的重要核转录因子 [19]，激活

NF-资B是介导MMP-9表达所引起的神经炎症反应和认知功能

障碍的关键步骤[20]。MMP-9基因的启动子区内含有一个激活

蛋白 -1区和 NF-资B区[21]，在静息状态下，NF-资B二聚体与它的
抑制蛋白 I资B相互结合形成三聚体复合物存在于细胞浆内，无
生物活性。脑缺血后 I资B和 NF-资B发生解聚，NF-资B激活并进

入核内启动MMP-9的 mRNA转录。TNF-琢和 Fos／Jun dimer

(二聚体)等可以与MMP-9的 AP-1启动子区域结合。TNF-琢亦
可通过 Fos／Jun dimer作用于MMP-9的基因，进而促进其转

录[22]。有研究表明[23]，当大脑缺血缺氧时即早反应基因 c-fos、

c-jun启动，其表达产物可作用于细胞因子基因的转录位点，引

起 IL-1茁、IL-6、TNF-琢等促炎因子表达的增加[24]、自由基的增多

以及钙离子超载等，诱导炎症蛋白MMP-9基因转录和表达。

Toll样受体是一类跨膜信号转导分子，属于白介素受体超

家族成员，通过识别外源性配体和内源性配体[25]，导致下游的

接头信号分子 MyD88或 TRIF活化，继而引起 NF-资B的激活。
其中以对 TLR4的研究较多，有研究表明，TLR4对脂多糖识别

的胞内信号转导通路有接头依赖MyD88的信号通路和非依赖

MyD88的信号通路[26]，这两条通路之间又相互依赖、相互作用，
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共同完成 NF-资B活化的信号转导[27]。TRL4抑制剂 TAK242又

名瑞沙托维，是一种新型的选择性的小分子抑制剂[28]，能迅速

分布到组织达到抑制炎症反应的作用。TAK242是 TLR4信号

通路抑制剂[29]，能特异性的结合 TLR4胞内区域抑制脂多糖诱

导 NF-资B活化[30]。在本实验中术前给予多种抗生素组造成大鼠

肠道菌群紊乱而引起炎症反应增加，并进一步加重 HF后认知

功能障碍，而抑制 NF-资B/MMP-9炎症通路激活后，大鼠认知功

能明显得到改善。

综上所述，NF-资B/MMP-9炎症通路激活诱导的血脑屏障

通透性改变可能是 HF后认知功能障碍的作用机制之一，为临

床预防和延缓 HF患者的认知功能障碍，提供重要的理论依据。
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