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摘  要 

目的：探讨肌醇激酶-1 (IRE1α)/核因子κB (NF-κB)通路与蛛网膜下腔出血(SAH)炎症反应的关系。方法：

通过血管内穿刺法建立SAH模型。所有实验动物随机分为Sham组、SAH组、SAH + DMSO组、SAH + 
STF-083010 (IRE1α抑制剂)组、SAH + BAY11-7082 (NF-κB抑制剂)组。使用改良加西亚评分评估神经

功能。蛋白免疫印迹法(Western blot)检测IRE1α、葡萄糖调节蛋白78 (GRP78)、NF-κB的表达。采用

酶联免疫吸附测定(ELISA)试剂盒检测炎症因子(TNF-α、IL-1β和IL-6)的浓度。结果：SAH后改良加西亚

评分降低， IRE1α、GRP78、NF-κB蛋白表达和炎症因子(TNF-α, IL-1β, IL-6)表达均增加，抑制

IRE1α/NF-κB通路后所有结果正好相反。皮尔森相关分析显示炎症因子表达与改良加西亚评分呈负相关。

结论：抑制IRE1α/NF-κB通路可以减轻SAH后炎症，发挥神经保护作用。 
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Abstract 
Objective: To investigate the role of IRE1α/NF-κB pathway in promoting the inflammatory response 
of subarachnoid hemorrhage (SAH); To investigate the relationship between Inositol Requiring 
Enzyme1α (IRE1α)/nuclear factor-κB (NF-κB) pathway and inflammatory response in subarach-
noid hemorrhage (SAH). Methods: The model of SAH was established by intravascular puncture. 
All the animals were randomly divided into Sham group, SAH group, SAH + DMSO group, SAH + 
STF-083010 (IRE1α inhibitor) group, and SAH + BAY11-7082 (NF-κB inhibitor) group. Neurologi-
cal function was assessed using the modified Garcia score. The expressions of IRE1α, GRP78 and 
NF-κB were detected by Western blot. The concentrations of inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β 
and IL-6) were determined by ELISA kit. Results: The modified Garcia score decreased, the expres-
sion of GRP78, IRE1α, NF-κB and inflammatory cytokines increased after SAH, whereas their re-
sults were reversed since the inhibition of IRE1α/NF-κB pathway. Correlation analysis showed 
that the expressions of inflammatory cytokines were negatively correlated with the modified Gar-
cia score. Conclusion: Inhibition of IRE1α/NF-κB pathway can reduce inflammation and provide 
neuroprotection after SAH. 
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1. 引言 

蛛网膜下腔出血(SAH)是一种致死性高、预后差的出血性脑血管病，是较为常见的中风亚型，通常与

动脉瘤破裂有关，平均发病年龄在 55 岁左右[1] [2]。目前，动脉瘤破裂后的潜在病理机制仍不十分清楚，

这可能包括神经炎症、氧化应激、凋亡等[3]。动脉瘤破裂后，释放入脑脊液中的红细胞降解产物会激活

炎症途径，促进免疫细胞如巨噬细胞等释放炎症因子进而损伤神经元及神经胶质细胞。这种炎症反应与

SAH 不良预后密切相关[4]。此外，损伤的神经元亦会向细胞外环境分泌高迁移率族蛋白 B1 (HMGB1)，
其可以作为炎性调控因子，通过 HMGB1/TLR4 等通路进一步加重细胞损伤[5] [6]。因此，寻找新的炎症

靶点至关重要。本研究通过建立 SAH 模型，探讨 IRE1α/NF-κB 通路在 SAH 后炎症反应中的作用，以期

提供新的理论基础，为临床诊治提供新的治疗靶点。 

2. 材料与方法 

2.1. 动物与分组  

本实验采用健康成年雄性 SD 大鼠(250~320 g) 74 只，由新疆医科大学动物中心提供，饲养于石河子

大学动物中心。所有实验流程均由石河子大学动物伦理委员会审批。所有动物随机分为以下组：Sham 组、

SAH 组、SAH + Vehicle (10% DMSO)组、SAH + STF-083010 (IRE1α抑制剂)组、SAH + BAY11-7082 
(NF-κB 抑制剂)组。 
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2.2. 脑室药物注射及建模  

用 2%戊巴比妥(40 mg/kg 体重)腹腔注射麻醉大鼠，俯卧位固定于立体定位仪上，备皮，消毒。行右

侧侧脑室注射[7]，注射坐标为：Y：−0.80 mm；X：1.5 mm；Z：4.0 mm。注射完毕后骨蜡封闭。以血管

内穿刺法建立 SAH 模型[8]。取仰卧位，备皮，消毒，正中那个切口，分离迷走神经及颈总、颈外、颈内

动脉，以 4-0 锐化尼龙线自颈外动脉穿刺入颈内动脉，约 22 mm 后建模成功，撤离穿刺线，电凝烧灼颈

外动脉破口，关闭切口并消毒。Sham 组接受钻孔及穿刺但不刺破操作，SAH 组接受钻孔及建模操作。

其余各组均接受上述各项操作。 

2.3. 改良加西亚评分  

建模 24 小时后进行动物神经行为学观察。采用改良加西亚评分来评估 SAH 后大鼠的神经功能缺损

[9]，该评分内容包括自主活动(0~3 分)，身体运动对称性(0~3 分)，前肢伸展能力(0~3 分)，攀爬能力(1~3
分)，身体反射(1~3 分)，胡须触碰反应(1~3 分)六个方面。总分为 3~18 分，得分越高，神经功能越好。

为避免主观因素带来的误差，该评分由两名对本实验不知情的研究人员完成。 

2.4. Western blot 技术检测相关蛋白表达  

取右侧大脑半球，将部分脑组织置入含 PMSF 的 RIPA 蛋白裂解液中，冰上裂解，提取上清液，BCA
法测定蛋白浓度，根据目标蛋白分子量配置合适浓度 SDS-PAGE 凝胶，上样，电泳，转膜，以 5% BSA
封闭 2 小时，使用以下一抗孵育 4℃过夜：anti-RELA (货号：BM3994)，anti-IRE1 (货号：A00683-1)，
anti-HSPA5 (货号：BA2042)，以上所有一抗稀释浓度均为 1:1000，内参为 anti-β-Actin (货号：BM0627)，
稀释浓度为 1:2000。TBST 洗三次，以二抗孵育两小时：HRP-羊抗兔(货号：BA1054)、HRP-羊抗小鼠(货
号：BA1050)，稀释浓度为 1:5000。以上所有抗体均购自武汉博士德公司。以目的蛋白与内参蛋白灰度

值之比计算蛋白相对表达量。 

2.5. ELISA 技术检测炎症因子表达  

如 1.4所述提取蛋白，参照ELISA 试剂盒说明书分别测量 TNF-α (货号：EK382)，IL-1β (货号：EK301B)
和 IL-6 (货号 EK306)浓度。所有试剂盒均购自上海联科生物。 

2.6. 统计学方法  

所有数据均采用均数±标准差表示( X  ± S)。采用 GraphPad Prism 9.0 软件进行数据处理，使用

Bonferroni 的多重比较检验，组间比较采用单因素方差分析，相关性采用皮尔森相关分析方法。所得结果

P < 0.05 被认为具有统计学差异。 

3. 结果 

3.1. 各组死亡率及改良加西亚评分结果  

 
Table 1. SAH mortality statistics in each group 
表 1. 各组 SAH 死亡率统计 

分组 死亡率 

Sham 0 (0/12) 

SAH 25.0% (4/16) 
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Continued 

SAH + DMSO 29.4% (5/17) 

SAH + STF 25.0% (4/16) 

SAH + BAY 29.4% (5/17) 

 
Sham 组全部存活，SAH 模型组死亡 14 只，总体死亡率为 22.6% (14/62)，具体结果如表 1 所示。SAH

模型 24 小时后行改良加西亚评分评估神经功能，各组大鼠评分具体结果如图 1(A)所示。如图所示，SAH
组和 SAH + DMSO 组相比无统计学差异(P > 0.05)。SAH 组和 SAH + DMSO 组与 Sham 组相比神经功能

损害明显加重(P < 0.01)。SAH + DMSO 组与 SAH + STF、SAH + BAY 组相比神经功能损害明显减轻(P < 
0.01)。 

 

 
(A) SAH 24 h 后各组改良加西亚评分结果；(B) SAH 24 h 后脑组织 TNF-α浓度；(C) SAH 24 h
后脑组织 IL-1β浓度；(D) SAH 24 h 后脑组织 IL-6 浓度；数据均以均数 ± 标准差来表示，n = 6，
与 Sham 组比较**P < 0.01，与 SAH + DMSO 组比较## P < 0.01，# P < 0.05，ns，无统计学差异。 

Figure 1. Modified Garcia score and expression of TNF-α, IL-1β and IL-6 
图 1. 改良加西亚评分及 TNF-α、IL-1β和 IL-6 表达 
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3.2. IRE1α/NF-κB 轴及相关蛋白表达  

建模 24 小时后行 Western blot 测定 IRE1α、GRP78、NF-κB 表达，各组表达情况具体结果如图 2(A)~(D)
所示。Western blot 结果显示，与 Sham 组比较，SAH 组和 SAH + DMSO 组 IRE1α、GRP78 和 NF-κB 表

达均明显提高(P < 0.01)。SAH 组与 SAH + DMSO 组蛋白表达未见明显差异(P > 0.05)。与 SAH + DMSO
组相比，SAH + STF 组中 IRE1α、GRP78 和 NF-κB 表达明显降低(P < 0.01)。与 SAH + DMSO 组比较，

SAH + BAY 组中 NF-κB 表达明显下降(P < 0.01)。 
 

 
(A) SAH 24 h 后各组脑组织 IRE1α、GRP78 和 NF-κB 蛋白表达；(B) 定量分析 IRE1α、GRP78 和

NF-κB 含量。数据均以均数 ± 标准差来表示，n = 6，与 Sham 组比较**P < 0.01，与 SAH + DMSO
组比较## P < 0.01，ns，无统计学差异。 

Figure 2. The expressions of IRE1α, GRP78 and NF-κB were determined by Western blot 
图 2. Western blot 测定 IRE1α、GRP78 和 NF-κB 表达 

3.3. ELISA 检测 TNF-α、IL-1β和 IL-6 表达 

建模 24 小时后行 ELISA 测定 TNF-α、IL-1β和 IL-6 表达，各组表达情况具体结果如图 1(B)~(D)所示。

ELISA 结果显示，与 Sham 组相比，SAH 组和 SAH + DMSO 组 TNF-α、IL-1β和 IL-6 表达均明显提高(P 
< 0.01)。SAH 组与 SAH + DMSO 组炎症因子表达相比无统计学意义(P > 0.05)。与 SAH + DMSO 组相比，

SAH + STF 组和 SAH + BAY 组 TNF-α、IL-1β和 IL-6 表达量明显减少(P < 0.01, P < 0.05)。 

3.4. 炎症因子与神经功能评分相关性分析 

炎症因子(TNF-α、IL-1β和 IL-6)表达与改良加西亚功能评分行皮尔森相关性分析，结果如表 2 所示。
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呈负相关，相关性较强，有统计学意义(P < 0.05)。 
 

Table 2. Correlation analysis between inflammatory cytokines and modified Garcia score 
表 2. 炎症因子与改良加西亚评分相关性分析 

 
改良加西亚评分 

r2 P 

TNF-α 0.93 < 0.05 

IL-1β 0.94 < 0.05 

IL-6 0.93 < 0.05 

4. 讨论 

SAH 是一种死亡率高、预后差的出血性脑卒中，在非创伤性 SAH 中动脉瘤约占全部病因的 85%。

影响 SAH 预后的病理基础有很多，其中之一是炎症反应，而炎症可以加剧脑损伤，促进脑血管痉挛，加

重 SAH 后临床症状，并导致不良预后。本研究发现 SAH 后 ERS 被激活，并通过 IRE1α/NF-κB 通路促进

神经炎症，抑制该通路可以减轻神经炎症，保护神经功能。 
我们的前期研究已经发现 SAH 后 ERS 被激活[10]。ERS 包括三条信号通路，IRE1 是其中之一。在

静息状态下，IRE1 与葡萄糖调节蛋白 78 (GRP78)结合而处于失活状态[11]，长期持续的 ERS 可以激活

IRE1 使其与 GRP78 解离。NF-κB 是重要的炎症调控因子，主要有 p50，p52，c-Rel，RelA 和 RelB 5 种

亚基，他们以各种组合形式形成同源或异源二聚体。在中枢神经系统 NF-κB 主要由 RelA 和 p50 组成异

源二聚体[12]。近年有研究发现 IRE1α可以促进胞质 NF-κB 抑制剂 IκB 降解，加速 NF-κB 转位至细胞核，

诱导多种炎症因子基因表达，促进血管内皮炎症和功能障碍[13]。在本实验中，我们观察到 ERS 标志蛋

白 GRP78 升高，同时还发现 IRE1α、NF-κB 表达均升高，表明 SAH 后 ERS 被触发，并激活 IRE1α/NF-κB
通路。 

已有相当多的研究发现 ERS 可以激活炎症反应[14] [15]，NF-κB 作为 IRE1α的下游信号，可促进多

种炎症因子的释放，例如 TNF-α、IL-1β和 IL-6 等[16]。释放的炎症因子进一步激活 ERS，从而放大炎症

反应[17]，这种炎症级联反应将严重影响 SAH 的预后[18]。有研究显示 IRE1α/NF-κB 可以诱导血管内皮

炎症，促进炎症因子表达进而导致内皮功能障碍[19]。SAH 作为一种脑血管疾病，血管内皮功能完整性

对其具有重要意义。TNF-α、IL-1β和 IL-6 是与 NF-κB 密切相关的炎症因子，在 SAH 后均有高表达[20]，
我们的结果与其他研究相一致。而应用 IRE1α和 NF-κB 抑制剂后上述炎症因子表达均下降，表明 TNF-α、
IL-1β和 IL-6 的释放至少部分依赖于 IRE1α/NF-κB 通路，即 SAH 后 IRE1α/NF-κB 通路可以促进神经炎症

反应。 
神经炎症与 SAH 不良预后密切相关，这一点已被相当多的文献所证实。临床发现 SAH 后 TNF-α、

IL-1β和 IL-6 在血清及脑脊液中表达升高[21] [22] [23]，并与不良预后直接相关。相似的是，基础研究同

样发现抑制炎症反应可以减少 SAH 后神经行为功能障碍[24]。这可能与炎症因子促进神经元凋亡及促进

脑水肿等相关。已有研究发现高 TNF-α 可以促进凋亡“开关”：Bax 与 Bcl-2 蛋白表达比值失衡，触发

Caspase 凋亡级联反应。此外，进一步研究发现抑制 NF-κB 后 TNF-α、IL-1β和 IL-6 表达均减少，而改良

加西亚评分同样下降[25]。本研究发现炎症因子与改良加西亚评分呈负相关，即炎症因子高表达可以损害

SAH后神经功能，我们还发现抑制 IRE1α/NF-κB通路后促炎因子表达下降，而改良加西亚评分同样下降，

证明抑制炎症可能改善神经功能。 
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5. 结论 

综上所述，本研究通过建立 SAH 模型，发现抑制 IRE1α/NF-κB 通路可以减轻蛛网膜下腔出血后炎症

反应，保护神经功能，具体可能机制如图 3 所示。这为 SAH 治疗提供了理论依据和潜在靶点。但激活

SAH 后炎症机制复杂，仍需要进一步的研究。 
 

 
Figure 3. Possible mechanism of IRE1α/NF-κB pathway after SAH 
图 3. SAH 后 IRE1α/NF-κB 通路可能机制图 
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