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摘要：目的 探讨血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）调控基质金属蛋白酶9（MMP⁃9）的表达在蛛网膜下腔出血（SAH）发病中的机制。方

法 人脑微血管内皮细胞（HBMEC）株分为AngⅡ组、AngⅡ+SB203580组和对照组。其中AngⅡ组以100 μg/L浓度AngⅡ处理

90 min、2 h、4 h、6 h、12 h后取细胞上清液进行相关指标检测；AngⅡ+SB203580组以 5 μΜ的 SB203580处理 20 min后以 100
μg/L浓度AngⅡ处理 90 min、2 h、4 h、6 h、12 h后取细胞上清液进行相关指标检测；对照组加入RPMI⁃1640培养液培养 90
min、2 h、4 h、6 h、12 h后取细胞上清液进行相关指标检测。以酶联免疫吸附法（ELISA）检测各组细胞上清液MMP⁃9水平，并

以实时荧光定量PCR和蛋白质印迹法检测各组细胞 p38丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）的mRNA和蛋白表达水平。结果

与对照组比较，AngⅡ组细胞上清液 MMP⁃9［处理 12 h：（4.21±1.36）μg/L 比（5.81±1.72）μg/L，P＜0.01］水平升高，AngⅡ+
SB203580组细胞上清液MMP⁃9［处理12 h：（4.21±1.36）μg/L比（3.64±1.45）μg/L，P＜0.01］水平降低（P＜0.05）。与AngⅡ组比

较，AngⅡ+SB203580组细胞上清液MMP⁃9水平降低（P＜0.001）。与对照组比较，AngⅡ组细胞 p38 MAPK的mRNA［处理 12
h：（0.422±0.057）比（0.538±0.071），P＜0.05）］和蛋白表达水平［（0.452±0.105）比（0.635±0.133），P＜0.001］升高，AngⅡ+
SB203580组细胞p38 MAPK的mRNA［处理12 h：（0.422±0.057）比（0.375±0.066），P＜0.05］和蛋白表达水平［（0.452±0.105）比

（0.276±0.081），P＜0.001］降低（P＜0.05）。与AngⅡ组比较，AngⅡ+SB203580组细胞 p38 MAPK的mRNA和蛋白表达水平降

低（P＜0.001）。结论 AngⅡ可能通过激活p38 MAPK信号通路上调MMP⁃9表达从而促进SAH发生发展。
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Abstract：Objective To investigate the mechanism of angiotensin Ⅱ（AngⅡ）regulating the expression of matrix metalloprotein⁃
ase⁃9（MMP⁃9）in the pathogenesis of subarachnoid hemorrhage（SAH）.Methods Human brain microvascular endothelial cell
（HBMEC）lines were divided into the AngⅡ group，the AngⅡ +SB203580 group and the control group.The AngⅡ group was treat⁃
ed with 100 μg/L AngⅡ for 90 minutes，2 hours，4 hours，6 hours，12 hours，then the cells supernatant was taken for the relevant
indicators detection.The AngⅡ +SB203580 group was treated with 5 μΜ SB203580 for 20 minutes and then treated with 100 μg/L
AngⅡ for 90 minutes，2 hours，4 hours，6 hours，12 hours，then the cells supernatant was taken for the relevant indicators detection.
The control group was added with RPMI⁃1640 medium for 90 min，2 h，4 h，6 h and 12 h，and then cell supernatant was taken for
detection of related indexes.The levels of MMP⁃9 in cell supernatant were detected by ELISA method，and the expression of p38 mi⁃
togen activated protein kinase（p38 MAPK）messenger ibonucleic acid（mRNA）and protein were detected by real⁃time quantita⁃
tive polymerase chain reaction and Western Blot.Results Compared with the control group，the level of MMP⁃9［intervention 12
h：（4.21±1.36）μg/L vs.（5.81±1.72）μg/L，P＜0.001］in the supernatant of AngⅡ group increased，and MMP⁃9［intervention 12 h：
（4.21±1.36）μg/L vs.（3.64±1.45）μg/L，P＜0.01］in the supernatant of AngⅡ +SB203580 group decreased（P＜0.001）.Compared
with the AngⅡgroup，the level of MMP⁃9 in supernatant of AngⅡ+SB203580 group decreased（P＜0.05）.Compared with the con⁃
trol group，the mRNA［intervention 12 h：（0.422±0.057）vs.（0.538±0.071），P＜0.05］and protein expression［（0.452±0.105）vs.

（0.635±0.133），P＜0.001］of p38 MAPK increased in AngⅡ group cells，and the mRNA［intervention 12 h：（0.422±0.057）vs.
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（0.375±0.066），P＜0.05］and protein expression［（0.452±0.105）vs.（0.276±0.081），P＜0.001］of p38 MAPK decreased in Ang
Ⅱ +SB203580 group cells（P＜0.05）.Compared with the AngⅡ group，the mRNA and protein expression of p38 MAPK in AngⅡ
+SB203580 group decreased（P＜0.001）.Conclusion AngⅡ may promote the development of SAH by activating the p38 MAPK
signaling pathway and upregulating the MMP⁃9 expression.
Key words：Subarachnoid hemorrhage/etiology； Gene expression regulation，enzymologic； Angiotensin Ⅱ； Matrix metallopro⁃
teinase⁃9； p38 Mitogen⁃activated protein kinases； Enzyme⁃linked immunosorbent assay； Blotting，western

蛛网膜下腔出血（SAH）指的是多种原因引发的

血液进入蛛网膜下腔导致的综合征，其发病率较

高，病情进展快，致残率和致死率均较高［1⁃2］。了解

SAH发病机制，从而对SAH进行有效的防治十分重

要。血脑屏障损伤是SAH脑损伤的重要环节［3］。已

有实验证明，p38丝裂原活化蛋白激酶（p38 mitogen
activated protein kinase，p38 MAPK）信号通路在SAH
后脑损伤中具有重要作用［4］。而基质金属蛋白酶 9
（MMP⁃9）与脑血管内皮细胞死亡和脑损伤密切相

关［5］。已有研究表明通过 p38 MAPK信号转导通路

作用可调节MMP⁃9表达［6］。且有关于冠状动脉粥

样硬化的研究发现血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）可通过激

活巨噬细胞和促进炎症反应导致MMP⁃9表达的升

高［7］。但是，关于 SAH时是否存在AngⅡ通过激活

p38 MAPK信号转导通路进一步介导MMP⁃9的表达

调控在国内外尚未见报道。因此，本研究于2017年
8 月至 2018 年 6 月从信号转导途径探讨 SAH 时

MMP⁃9的表达及作用机制，旨在确定AngⅡ、MMP⁃9
在 SAH发病中的作用以及机制，从而为自AngⅡ、

MMP⁃9干预途径防治SAH提供依据，提高SAH治疗

水平，结果如下。

1 材料与方法

1.1 材料 人脑微血管内皮细胞（HBMEC）株（批

号 1000）均购于上海中乔新舟生物科技有限公司，

常规培养于含 10％的新生牛血清的RPMI⁃1640培

养液中，培养液中含 100 U/mL的青霉素和链霉素，

细胞培养条件为 37 ℃、5％二氧化碳，每天以0.25％
胰蛋白酶消化细胞，进行细胞株的传代培养。

1.2 实验方法

1.2.1 试剂和仪器 培养基（批号LM⁃R1639）均购

于上海博升生物科技有限公司，胰蛋白酶（批号

T106942 ）、青霉素（批号 106339）、链霉素（批号

180615⁃2）购于东恒华道生物科技有限责任公司，96
孔板（型号TCP011096）购于广州洁特生物过滤股份

有限公司，微量移液器（型号3120000240）购于德国

艾本德股份公司，离心机（型号BJ005267）购于德国

艾本德股份公司，医用恒温恒湿培养箱（型号BB15）
购于德国Heraeus公司，AngⅡ来源于中国药品生物

制 剂 检 所 ，SB203580 p38 MAPK 抑 制 剂（批 号

PF⁃2341066）购于Adooq Bioscience公司，酶联免疫分

析仪（型号ELISA STARlet）购于默飞世尔科技（中国）

有限公司，MMP⁃9 Elisa试剂盒（型号 JPinChem48T/
96T）购于今品化学技术（上海）有限公司，T100 PCR
仪（型号1861096）购于美国伯乐公司，RNA提取试剂

盒（型号R0028）购于碧云天公司，PCR引物购于大连

宝生物工程有限公司，逆转录试剂盒（型号A3500）购
于美国 Promega 公司，实时定量 PCR 试剂盒（型号

DRR096A）和 SYBR Premix EX Ta（型号 DRR041A）
购于日本Takara公司，电泳仪（型号DYCZ⁃28）购于北

京市六一仪器厂，磷酸缓冲盐溶液（PBS）为自配，显

微镜（型号13TS100）购于日本Nikon公司。

1.2.2 实验分组 HBMEC 细胞株分为 AngⅡ组、

AngⅡ+SB203580组和对照组。各组细胞接种于96
孔板，细胞悬液浓度为4×103个/孔，细胞培养条件为

37 ℃、5％二氧化碳，待细胞生长至 60%~70%密度

时进行处理。

1.2.3 实验处理 其中AngⅡ组以AngⅡ处理，使

其最终浓度为100 μg/L，90 min、2 h、4 h、6 h、12 h后

取细胞上清液进行相关指标检测；AngⅡ+SB203580
组以 5 μΜ的 SB203580处理 20 min后，以AngⅡ处

理，使其最终浓度为 100 μg/L，90 min、2 h、4 h、6 h、
12 h后取细胞上清液进行相关指标检测；对照组加

入与 AngⅡ组等体积的 RPMI⁃1640 培养液培养 90
min、2 h、4 h、6 h、12 h后取细胞上清液进行相关指

标检测。各组均重复3次。

1.3 观察指标和检测方法

1.3.1 酶联免疫吸附法（ELISA）检测各组细胞上清

液MMP⁃9水平 检测时间为处理90 min、2 h、4 h、6
h、12 h，将获取的细胞液以3 500 r/min转速、3 cm离

心半径进行离心5 min，待分层后取细胞上清液进行

相关指标的检测，具体检测操作严格按照酶标仪以

及相关试剂盒的说明书进行，由同意ELISA相关检

测经验丰富者进行检测操作。

1.3.2 实时荧光定量PCR检测各组细胞p38 MAPK
的mRNA表达水平 检测时间为处理90 min、2 h、4
h、6 h、12 h，常规获取细胞，提取总RNA，以cDNA试

剂盒逆转录合成 cDNA，以人β⁃肌动蛋白（β⁃actin）
基因为内参，各引物序列为 β ⁃ actin：正向：5′ ⁃
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GGCACCCAGCACAATGAAGATCAA⁃3′ ；反向：5′ ⁃
ACTCGTCATACTCCTGCTTGCTGA⁃3′。p38 MAPK：

正向：5′⁃TCCAAGGGCTACACCAAATC⁃3′；反向：5′
⁃TGTTCCAGGTAAGGGTGAGC⁃3′。PCR 反应条件

为：95 ℃预变性15 s、95 ℃变性15 s、60 ℃退火30 s，
共进行 45个循环，72 ℃延伸 10 min，根据公式 2⁃ΔΔCt

计算p38 MAPK的mRNA相对表达量。

1.3.3 蛋白质印迹法检测各组细胞p38 MAPK的蛋

白表达水平 检测时间为处理 12 h。离心收集细

胞，PBS洗涤 2次，添加封闭液体稀释 p38 MAPK一

抗（1∶1 000）2 mL，室温孵育120 min，PBS洗涤2次。

添加封闭液体稀释二抗（1∶5 000）3 mL，室温避光

孵育30 min，PBS洗涤2次。将膜片进行电化学试剂

盒发光，常规进行胶片的曝光、显影以及定影，通过

凝胶成像分析系统进行扫描和分析。

1.4 统计学方法 采用SPSS 20.0统计软件进行分

析。计量资料以 x̄ ± s表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两两比较采用SNK⁃q检验，检验水准α＝0.05。
2 结果

2.1 三组细胞上清液MMP⁃9水平比较 与对照组

比较，AngⅡ组各时间段的细胞上清液MMP⁃9水平

升高，AngⅡ+SB203580组各时间段的细胞上清液

MMP⁃9水平降低（P＜0.05）。与AngⅡ组比较，Ang
Ⅱ+SB203580组各时间段的细胞上清液MMP⁃9水

平降低（P＜0.05）。见表1。
2.2 三组细胞 p38 MAPK的mRNA表达水平比

较 与对照组比较，AngⅡ组细胞p38 MAPK各时间

段的mRNA表达水平升高，AngⅡ+SB203580组细胞

各时间段的p38 MAPK的mRNA表达水平降低（P＜

0.05）。与AngⅡ组比较，AngⅡ+SB203580组各时间

段的细胞 p38 MAPK 的 mRNA 表达水平降低（P＜

0.05）。见表2。
2.3 三组细胞 p38 MAPK的蛋白表达水平比较

以p38 MAPK条带灰度与β⁃actin条带灰度的比值为

p38 MAPK的蛋白表达水平，对照组、AngⅡ组、Ang
Ⅱ+SB203580组 p38 MAPK的蛋白表达水平分别为

（0.635±0.133）、（0.452±0.105）和（0.276±0.081），三

组p38 MAPK的蛋白表达水平比较差异有统计学意

义（F＝18.762，P＜0.001）。
与对照组比较，AngⅡ组细胞处理 12 h p38

MAPK 的蛋白表达水平升高（P＜0.001），AngⅡ+
SB203580组处理 12 h 细胞 p38 MAPK 的蛋白表达

水平降低（P＜0.001）；与 AngⅡ组比较，AngⅡ+
SB203580组处理12 h细胞p38 MAPK的蛋白表达水

平降低（P＜0.001）。见图1。

p38MAPK

β-actin

80 KDa

55 KDa

a b c

注：a为对照组，b为AngⅡ组，c为AngⅡ+SB203580组（AngⅡ为

血管紧张素Ⅱ，SB203580示SB203580 p38 MAPK抑制剂）

图1 三组细胞p38丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）的蛋白表达

3 讨论

SAH是临床常见重病症，其发病急，无明显诱

表1 三组细胞上清液各处理时间段基质金属蛋白酶9（MMP⁃9）水平比较/（μg/L，x̄ ± s）
组别

对照组

AngⅡ组

AngⅡ+SB203580组
F值

P值

90 min
4.21±1.33
5.62±1.44a

3.87±1.26ab

14.271
0.000

2 h
4.23±1.38
5.68±1.56a

3.69±1.25ab

16.153
0.000

4 h
4.22±1.39
5.75±1.29a

3.65±1.34ab

19.685
0.000

6 h
4.25±1.45
5.84±1.78a

3.62±1.27ab

17.113
0.000

12 h
4.21±1.36
5.81±1.72a

3.64±1.45ab

16.483
0.000

注：AngⅡ为血管紧张素Ⅱ，SB203580示SB203580 p38 MAPK抑制剂。各组均重复3次。与对照组比较，aP＜0.01；与AngⅡ组比较，bP＜

0.001
表2 三组细胞各处理时间段p38丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）的mRNA表达水平比较/x̄ ± s

组别

对照组

AngⅡ组

AngⅡ+SB203580组
F值

P值

90 min
0.423±0.039
0.536±0.044a

0.395±0.085ab

46.949
0.000

2 h
0.426±0.076
0.542±0.072a

0.382±0.065ab

39.301
0.000

4 h
0.425±0.062
0.548±0.048a

0.378±0.055ab

75.610
0.000

6 h
0.423±0.046
0.544±0.084a

0.372±0.039ab

65.687
0.000

12 h
0.422±0.057
0.538±0.071a

0.375±0.066ab

50.096
0.000

注：AngⅡ为血管紧张素Ⅱ，SB203580示SB203580 p38 MAPK抑制剂。各组均重复3次。与对照组比较，aP＜0.05；与AngⅡ组比较，bP＜

0.001
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因，其病人年龄相对较轻，是严重危害人类健康病

症［8⁃9］。SAH的发生发展涉及多个病理过程及相关基

因，其中炎症反应在SAH中的作用已得到多个研究

认可［10］。多种脑细胞均可合成分泌MMP⁃9，MMP⁃9
为与炎症反应密切相关因子，已有多个研究证实

SAH的MMP⁃9水平异常升高，MMP⁃9参与SAH的发

生发展中均具有重要作用［11⁃12］。

随着关于 SAH研究的深入，其血脑屏障损伤、

脑损伤的危害关注较多，而脑损伤的发生不但与炎

症反应相关，亦涉及血管的病变、细胞死亡等［13］。

血管内皮细胞可通过分泌舒血管物质和缩血管物

质以维持脑血管的正常功能状况，SAH发生后，病

人的脑血管内皮细胞发生改变，可导致血管内皮损

伤的发生，从而导致舒血管物质水平的降低以及缩

血管物质分泌的增加［14］。AngⅡ为缩血管物质，广

泛分布在整个神经系统，有 AT1R 和 AT2R 两个亚

型，已有研究表明在SAH发生后AT1R和AT2R表达

的异常，这说明，AngⅡ与SAH的发生发展亦可能密

切相关［15］。而腹主动脉瘤中，AngⅡ可影响炎症反

应从而导致MMP⁃9合成分泌的增加［16］。然而目前

关于在 SAH病人中AngⅡ是否可通过影响MMP⁃9
表达增加而影响病情发展研究甚少。多种应激、前

炎症细胞因子与生长因子均可激活 p38 MAPK，且

有研究表明，SAH后炎症反应及血脑屏障损伤均可

伴随 p38 MAPK信号通路表达的异常，其在 SAH后

早期脑损伤中具有重要作用［17］。是否在SAH时Ang
Ⅱ通过激活 p38 MAPK信号转导通路，进一步介导

MMP⁃9 的表达调控而影响病情发展研究甚少。

于沛霞等［18］的研究表明 p38 MAPK/MMP⁃9通

路活性变化与新生大鼠脑缺氧缺血损伤密切相关。

因此，本研究从p38 MAPK信号转导途径为切入点，

探讨 SAH时AngⅡ、p38 MAPK/MMP⁃9通路对 SAH
的影响及其可能机制。本研究结果显示，添加Ang
Ⅱ可上调HBMEC细胞株细胞上清液MMP⁃9水平和

细胞 p38 MAPK的mRNA和蛋白表达水平，而同时

添加AngⅡ和SB203580 p38 MAPK抑制剂则可导致

HBMEC细胞株细胞上清液MMP⁃9水平和细胞 p38
MAPK的mRNA和蛋白表达水平的降低，差异有统

计学意义（均P＜0.05）。提示AngⅡ可能通过激活

p38 MAPK信号通路而提高MMP⁃9表达，影响 SAH
疾病病程。

综上所述，AngⅡ调控 MMP⁃9 表达的特点为

（1）AngⅡ可上调MMP⁃9在HBMEC细胞株细胞上清

液中的表达水平；（2）AngⅡ可上调 MMP⁃9 在 HB⁃
MEC细胞株细胞中的转录层面的表达水平；（3）Ang

Ⅱ可上调MMP⁃9在HBMEC细胞株细胞中蛋白层面

的表达水平；（4）AngⅡ可能通过激活 p38 MAPK信

号通路上调MMP⁃9表达；（5）AngⅡ上调MMP⁃9表

达可促进 SAH发生发展。因此，AngⅡ调控MMP⁃9
表达的意义为（1）抑制AngⅡ可能为 SAH防治途径

之一；（2）p38 MAPK 信号通路干预可能通过抑制

AngⅡ对MMP⁃9的调控作用控制SAH发生发展；（3）
MMP⁃9转录水平和蛋白表达水平的检测可能有助

于了解其病情发展状况。
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全身低剂量CT检查在多发性骨髓瘤诊断及分期中的应用价值
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摘要：目的 探讨全身低剂量CT检查在多发性骨髓瘤病人诊断及分期中的应用价值。方法 收集 2016年 10月至 2018年

10月保定市第一中心医院血液科58例经临床病理证实的多发性骨髓瘤病人的全身低剂量CT检查的影像学资料，以此进行

Durie/Salmon plus分期，同时进行临床 ISS分期，比较两者在溶骨性病灶的差异性和一致性。结果 58例多发性骨髓瘤病人共

发现558处溶骨性病灶，其中Durie/Salmon plus分期：Ⅰ期12例，Ⅱ期32例，Ⅲ期14例；临床 ISS分期：Ⅰ期18例，Ⅱ期21例，Ⅲ
期 19例。两种分期相比差异无统计学意义（χ 2＝4.241，P＝0.120），Kappa值为 0.423，具有中等程度的一致性。结论 Durie/
Salmon plus分期和 ISS分期之间差异无统计学意义，全身低剂量CT检查在多发性骨髓瘤诊断及分期中有良好的应用价值。

关键词：多发性骨髓瘤； 体层摄影术，X线计算机； 辐射剂量； 诊断； 分期

The clinical value of whole⁃body low⁃dose CT in the diagnosis
and staging of multiple myeloma

ZHANG Shuanglin1，LIU Chong2，CHEN Yang2，WANG Shumei2
Author Affiliations：1Graduate School of Chengde Medical College，Chengde，Hebei 067000，China；
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Abstract：Objective To investigate the value of whole⁃body low⁃dose CT in the diagnosis and staging of patients with multiple my⁃
eloma.Methods The imaging data of 58 patients with multiple myeloma confirmed by clinical pathology in the Department of He⁃
matology of The First Central Hospital of Baoding from October 2016 to October 2018 were collected and separated by the Durie/
Salmon plus staging and the clinical ISS staging.The difference and consistency between them in osteolytic lesions were compared.
Results A total of 558 osteolytic lesions were found in the 58 patients with multiple myeloma，including Durie/Salmon plus stage
Ⅰ（n＝12），stage Ⅱ（n＝32）and stage Ⅲ（n＝14），and clinical ISS stage：stage Ⅰ（n＝18），stage Ⅱ（n＝21）and stage Ⅲ（n

＝19）.There was no significant difference between the two stages（χ 2＝4.241，P＝0.120），and the Kappa value was 0.423，which
was moderately consistent.Conclusion There is no significant difference between Durie/Salmon plus staging and ISS staging.The
whole⁃body low⁃dose computed tomography has good application value in the diagnosis and staging of multiple myeloma.
Key words：Multiple myeloma； Tomography，X⁃ray computed； Radiation dosage； Diagnosis； Staging

多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）是一种

恶性浆细胞肿瘤，其特征是骨髓中浆细胞不受控制

的增殖导致骨质破坏。MM约占所有血液系统恶性

肿瘤的10％，发病率在70岁时达到高峰。为了明确

诊断，必须结合实验室检查进行骨髓活检或骨髓穿

刺［1］。因此，在分期、治疗方案和预后评估中，骨髓
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