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靶向平足蛋白调控小胶质细胞极化减轻
脑出血后神经炎症机制研究

刘诗谣,赵益明

(苏州大学附属第一医院 国家卫生计生委止血与血栓实验室;江苏省血液研究所,江苏 苏州215006)

摘要:通过生物信息学方法探讨了平足蛋白(podoplanin,PDPN)在实验性脑出血中的表达及其功能机制,以期

为脑出血的治疗提供新的靶点和理论依据.首先,基于GSE216607数据集筛选出与脑出血相关的差异表达基因,并

结合机器学习算法确定了3个核心基因:PDPN、Cdk2和Cxcl16.对这些基因进行了功能富集分析,评估其潜在的

生物学通路.重点研究PDPN,构建脑出血动物模型,采用免疫印迹、qPCR、免疫组化及免疫荧光等方法验证PDPN
在脑出血后小胶质细胞中的高表达,并探讨其信号通路.结果显示,PDPN在脑出血后小胶质细胞中表达显著上调,

且使用PDPN抑制性单克隆抗体SZ168治疗后显著改善了小鼠的短期神经功能损伤和血肿情况,通过NF-κB通路

的调控抑制小胶质细胞向促炎表型转化,并促进其向抑炎表型转化,减少炎症因子的释放.综上,PDPN通过调节小

胶质细胞极化功能,参与了脑出血后的神经炎症反应,其作为潜在靶点为脑出血治疗提供了新的思路.
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脑卒中是全球第二大死亡原因,临床表现为突发性神经功能缺损.在高收入国家,脑出血(intracerebral
hemorrhage,ICH)占脑卒中的10%~15%,致死率和致残率高[1-2].随着人口老龄化,脑出血的发生率不断

上升,早期诊断与有效治疗的需求日益迫切,研究其机制和新治疗靶点对于改善患者预后至关重要.脑出血

后的病情发展主要受原发性脑损伤和继发性脑损伤的影响.继发性脑损伤(secondarybraininjury,SBI)是由

红细胞碎片及其降解产物引发的一系列病理过程,包括炎症反应、线粒体功能障碍、氧化应激和神经内分泌

失调[1].神经炎症是脑出血后继发性脑损伤的重要因素,其机制涉及小胶质细胞的激活和中性粒细胞的浸

润,进而释放促炎细胞因子,如肿瘤坏死因子(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)、髓过氧化物酶(MPO)等[2].
然而,在过去20年中,ICH的高死亡率和发病率并未显著降低,因此寻找有效的靶点以减轻血肿和神经功

能损伤成为脑出血研究的重要方向.
近年来,针对脑出血后神经功能损伤的治疗策略取得了一定进展.基于继发性损伤机制的研究,多项临

床试验聚焦于炎症调控和神经保护方向.在炎症治疗方面,多项动物研究证实,小鼠ICH后至少6h可观察

到Caspase-1水平的增加,通过抑制Caspase-1,IL-1β表达和基质金属蛋白酶-9(MMP-9)活性降低,从而减

轻血脑屏障(BBB)损伤,改善神经功能,减轻脑水肿[3].在神经保护方面,使用鸢尾素处理能够通过干预αVβ5/
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AMPK信号通路[4],使ICH后血肿周围区域中性粒细胞浸润减少、神经元凋亡受到抑制,从而改善ICH预

后.值得注意的是,尽管上述干预措施部分缓解了继发性损伤,但针对神经炎症核心调控节点的精准治疗

仍存在靶点选择性不足、血脑屏障穿透率低等瓶颈.这提示开发基于新型分子标记的特异性调控方案具

有重要临床价值.
平足蛋白(podoplanin,PDPN)是一种小分子跨膜黏蛋白样糖蛋白,是血小板 C型凝集素样受体-

2(CLEC-2)的内源性配体,其作为淋巴管内皮细胞特异性标志物的功能已被广泛报道[5].PDPN通过激活血

小板CLEC-2受体,在淋巴管发育、血小板聚集及肿瘤淋巴转移中发挥关键作用[6],近年研究表明,其在

胶质瘤细胞、活化的小胶质细胞及血脑屏障相关细胞中表达上调,提示PDPN可能参与神经炎症与损伤

修复的病理过程[3,7],另有研究表明,PDPN与CLEC-2的相互作用可诱导血小板聚集和血栓形成,并在炎

症性疾病中发挥重要作用[7-8].抗PDPN胞外区的单克隆抗体SZ168是通过PDPN的PLAG区域第31-
51位氨基酸免疫BALB/c小鼠制备,经 Westernblot、流式细胞术和ELISA验证,其对PDPN具有高亲和

力和特异性[9].在肺损伤模型中,SZ168通过保护肺血管通透性、降低促炎细胞因子水平、减少炎性细胞浸

润,有效缓解肺损伤[8].在肿瘤模型中,SZ168通过抑制PDPN-CLEC-2通路,抑制肿瘤生长和转移,并减

少血小板活化和聚集[10],从而减少小鼠肿瘤深静脉血栓发生率.在缺血性脑卒中小鼠模型中,PDPN处理

可显著降低小胶质细胞中Caspase-1和Gasdermin-D(GSDMD)的水平,抑制IL-18和IL-1β的分泌,减轻

血脑屏障破坏和炎症[7].近年来研究表明,NF-κB通路在脑出血后继发性神经炎症中占据核心调控地位,
其激活可驱动小胶质细胞向促炎表型极化并释放TNF-α、IL-1β等炎症介质[11].尽管生物信息学分析已广

泛应用于疾病机制研究,但针对脑出血后神经炎症影响机制的探索仍较少,并且PDPN-CLEC-2轴在肿瘤

及肺损伤中被证实与炎症信号通路交互[3,8],但其是否通过NF-κB通路调控脑出血后小胶质细胞极化尚

未明确.
因此,本研究基于生物信息学分析,筛选出影响脑出血炎症反应的关键基因PDPN、Cdk2和Cxcl16,

并聚焦于PDPN.通过构建脑出血动物模型,结合免疫印迹、实时荧光定量PCR(qPCR)、免疫组化及免疫荧

光等多种技术手段,深入分析了PDPN作为脑出血继发性脑损伤潜在治疗靶点的可行性,为改善脑出血预

后提供了新的理论依据和研究方向.

1 材料和方法

1.1 基因数据来源与差异表达基因分析以及蛋白互作网络的构建

GSE216607RNA-seq转录组数据来源于美国国立生物技术信息中心(NCBI)的基因表达汇编(GEO)数
据库.该数据集包含6个样本,分为3个脑出血(ICH)模型组和3个正常对照组(Control),均使用GPL24247
平台生成,数据来源于C57BL/6小鼠.

使用GEOquery工具(BioJupies)从GEO数据库中识别ICH组和control组样本之间的差异表达基因

(differentallyexpressedgenes,DEGs).分析中设定的截断值为|log2(foldchange)|>1且p<0.05.火山图通

过R软件(version4.2.1)绘制,Venn图通过BioLadder生物信息在线分析可视化云平台(BioLadder)创建.
利用STRING工具(STRINGfunctionalproteinassociationnetworks)构建了差异表达基因的蛋白质-

蛋白质相互作用网络(PPI).通过GGRAPH对PPI网络进行可视化分析,以置信度评分>0.7为判断标准.
在PPI网络中,基因以节点表示,基因之间的相互作用以边表示.
1.2 功能富集分析与关键基因筛选

利用DAVID工具(DAVIDfunctionalannotationbioinformaticsmicroarrayanalysis)对每个GEO数据

集的注释、可视化和集成发现进行分析,以获得差异表达基因的基因本体论(geneontology,GO)和京都基因

和基因组数据库(kyotoencyclopediaofgenesandgenomes,KEGG)通路分析结果.在本次研究中,按p 值

(p<0.05)升序排列,筛选出排名前5的分析结果.
采用R包glmnet进行LASSO回归分析,以筛选与脑出血相关性较大的候选基因.LASSO回归是一种

常用于特征选择的统计方法,也可作为二分类器用于疾病预测(如脑出血)[12].此外,本研究还利用随机森林
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算法进行分类分析,进一步筛选与脑出血相关性较大的候选基因.最终,通过取2种方法筛选结果的交集,获
得相关性较强的基因.
1.3 实验动物与脑出血模型构建

从苏州大学动物中心购买并饲养64只C57BL/6小鼠(雄性,体质量约22~25g).所有小鼠均置于室温

(22±1)℃,光暗周期为12h∶12h,湿度(60±5)%,自由饮食.所有涉及动物的程序均符合国家卫生研究院

《实验动物护理和使用指南》,并经苏州大学动物护理和使用指南委员会批准.
通过立体定向引导,将胶原酶注射到小鼠右侧基底节区诱导ICH[2].手术过程如下:使用1%戊巴比妥

钠腹腔注射麻醉小鼠,并用加温毯维持体温在(37.0±0.5)℃.小鼠俯卧于立体定位头架上,通过冠状切口暴

露颅骨,直至前囟清晰可见.在颅骨上钻1mm孔,在立体定向引导下(坐标:前囟前0.5mm,外侧2.0mm)
将注射器插入右侧基底节区.随后,以0.25μL/min的速度通过微量输液泵注入0.5μL胶原酶(硬膜下

3.5mm处注射).注射完成后,针头停留10min以防止渗漏,随后以1mm/min的速度缓慢撤出.用灭菌医用

骨蜡封闭颅骨孔,缝合头皮切口.小鼠在37℃加热垫上恢复,同时密切观察神经功能缺损情况.假手术组按

相同程序操作,但不注射胶原酶.
1.4 给药管理与神经行为功能测试

于ICH模型构建好6h后将抗人PDPN胞外区的mAb(SZ168)以100μg/只腹腔注射给药.在ICH后

第1、3、7天,采用改良的Garcia测试评估神经行为功能,由1名盲法调查员进行.改良Garcia测试包括自发

活动、轴性感觉、触须、肢体对称、侧转、前肢行走、攀爬7个项目.每项测试分为0~3分或1~3分,总分3~
21分.评分越高表明神经功能越好.
1.5 免疫学实验与实时荧光定量PCR

免疫学实验方法见附录表S1使用Trizol试剂盒提取小鼠脑组织的总RNA,并选取完整性良好的RNA
样品用于反转录为cDNA,保存于-20℃备用.qPCR分析采用罗氏LightCycler96Real-TimePCR系统

(Roche)和UltraSYBRMixture完成.引物序列见附录表S2.
1.6 统计学分析

采用GraphPadPrism8.0.2软件进行图形绘制和统计学分析.所有数据以平均值±标准误(SEM)表示.
根据数据是否满足正态性和方差齐性,两组间比较采用独立t检验或 Mann-WhitneyU检验;多组间比较采

用单因素方差分析或Kruskal-Wallis检验.所有统计检验均为双侧检验.

2 结果

2.1 ICH和Control组脑组织基因差异性分析

ICH组和对照组(Control)组脑组织的PDPN 基因数据来源于GSE216607数据集,每组包含3个ICH
样本和3个SHAM 样本,样本取自小鼠ICH 后第3天的脑组织,测序信息来自 Musmusculus,平台为

GPL24247.
PCA结果显示,Control组与ICH组的基因表达存在显著差异(附录图S1(a)).基于|lg(FC)|⩾1和调

整后的p<0.05的筛选标准,从GSE216607数据集中共筛选出20371个基因,其中上调基因2305个,下调

基因497个(附录图S1(b)).
利用5种算法(PageRank、Hub、Eigen、Degree、Betweenness)对基因重要性进行排序,并取前400个基

因的交集,最终获得215个关键基因(附录图S1(c)).随后,对这些基因进行蛋白质-蛋白质互作(PPI)分析,
揭示了多种蛋白之间的相互作用(附录图S1(d)).
2.2 筛选关键差异基因

本研究采用LASSO回归和随机森林两种机器学习算法对差异基因进行进一步筛选.两种算法均表现

出良好的稳定性和功能性,能够有效筛选和排序重要基因.通过LASSO算法筛选出排名前6的差异基因,随
机森林算法筛选出排名前17的差异基因.最终,取两种算法筛选结果的交集,获得3个核心基因:PDPN、

Cdk2和Cxcl16(附录图S2).这些基因可能通过特定功能参与脑出血的发生和发展过程.
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2.3 关键差异基因功能富集分析

接下来,为明确差异基因的功能,我们利用DAVID生物信息学工具进行了GO功能注释和KEGG通

路富集分析(附录图S3(a-b)).GO分析结果显示,差异基因主要富集于白细胞介导的免疫反应、髓系白细胞

活化、细胞因子的正向调节以及免疫效应过程的调控等生物学过程.KEGG通路分析结果与之相似,提示差

异基因功能主要富集于补体激活和凝血途径.这些结果表明,免疫相关过程可能在脑出血(ICH)中发挥重要

作用.为明确差异基因在脑出血中的作用,我们基于文献证据选择以下标志物进行相关性分析:1)CD86(巨
噬细胞标志物):其上调与促炎因子释放直接相关,已广泛用于脑出血模型炎症评估[3];2)Tmem119(小胶质

细胞特异性标志物):可区分原位小胶质细胞与外周浸润巨噬细胞[13];3)CD177(中性粒细胞标志物):特异

性标记成熟中性粒细胞,其表达水平可量化炎症浸润程度[14].结果显示,小胶质细胞标志物Tmem119和中

性粒细胞标志物CD177与3个核心差异基因(PDPN、Cdk2、Cxcl16)均呈正相关,且小胶质细胞的 M1型

促炎标志物CD86也与这些差异基因呈现高度正相关(附录图S3(c)).这进一步提示,这些差异基因可能通

过与小胶质细胞和中性粒细胞的相互作用,参与脑出血的炎症进展过程.
2.4 平足蛋白在ICH和细胞上随时间进程的表达上调

鉴于本研究组长期致力于PDPN 基因功能和机制的研究,PDPN 基因被进一步深入研究和分析,并构

建了体外脑出血模型.为了观察PDPN的表达情况,在模型构建后提取了脑部血肿部位组织,并通过 West-
ernblot分析、免疫组化以及免疫荧光染色进行检测.图1(a-b)展示了在24、48和72hICH构建后取脑组织

提蛋白 Westernblot检测蛋白的表达情况.明显地,PDPN在ICH后较假手术组(Sham组)显著升高,并在

48h达到顶峰,但在72h降低,结果说明了PDPN蛋白在脑出血后的时间依赖性表达变化,揭示了其在

ICH后早期的显著上调,提示其在脑出血早期可能发挥重要作用.为此,后续实验均取48h脑组织进行检测.
如图1(c),免疫组化结果中与Sham组相比ICH后PDPN依然表达为升高.同时,免疫荧光双标染色显示,

PDPN在ICH后主要表达在血肿周围组织的小胶质细胞/巨噬细胞(Iba-1+)中,且较Sham组表达上调(图

1(d)),这些结果均表明PDPN可能通过调节小胶质细胞/巨噬细胞的活性参与脑出血后的炎症反应.

2.5 SZ168治疗可减轻ICH后神经行为缺陷和血肿大小

为了探究PDPN与脑出血疾病的相关性,使用特异性单克隆抗体SZ168来抑制PDPN功能.C57BL/6
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小鼠构建ICH模型,在ICH发生后6h,腹
腔注射抗PDPN单克隆抗体SZ168(每只

100μg).分别于术后第1、3和7天取脑组

织观察小鼠脑出血情况.结果显示,SZ168
治疗组的小鼠脑血肿部位相较于对照组

(mIgG处理组)有明显减小的趋势,表明

SZ168治疗能够减轻小鼠ICH后的脑部血

肿大小(图2(a));通过观察造模后第1、3、7
天的小鼠神经功能,可以看出Vehicle组相

比起SZ168治疗组在ICH后第1、3、7天神

经功能缺损较高,SZ168的治疗能够有效减

轻神经功能的受损程度(图2c);通过转棒

实验检测小鼠ICH后第3天运动功能受损

程度,结果显示,SZ168组小鼠在转棒上的

保持时间有较为明显升高的趋势(图2b),
这提示SZ168抗体的治疗能够有效缓解

小鼠ICH后运动功能的受损.
2.6 SZ168治疗减少ICH 后炎性细胞因

子的表达

基于前期实验观察到SZ168对小鼠

ICH后脑出血的治疗作用,以及文献中关

于PDPN上调通过参与炎症通路调控疾病

炎症反应及预后的证据,我们进一步探讨

了SZ168治疗对ICH 中小胶质细胞极化

及相关炎症因子变化的影响.
Westernblot分析显示ICH后PDPN表达显著升高,同时伴有小胶质细胞 M1型标志物iNOS表达上

调,M2型标志物Arg-1下调的现象,然而,SZ168处理后,这一变化趋势被逆转(图3(a-b)).qPCR结果显

示,ICH后 M1型标志物(CD86、iNOS)上调,M2型标志物(CD206、Arg-1)表达下调(图3(c-f)).通过

ELISA实验检测炎症细胞因子IL-1β、TNF-α和 MPO的蛋白表达水平进行检测,结果表明,ICH组的炎症

因子表达显著升高,而SZ168处理显著降低了这些炎症因子的表达水平(图3(g-i)).这提示了SZ168通过调

节小胶质细胞的极化状态,从促炎的 M1型向抗炎的 M2型转变,进而减轻ICH后的炎症因子释放,改善神

经功能损伤.这一发现为PDPN作为ICH治疗靶点提供了新的机制支持.
2.7 SZ168干预抑制NF-κB通路蛋白表达

通过 Westernblot分析发现,脑出血后 NF-κB通路关键蛋白磷酸化水平显著改变.与Sham组相比,

ICH模型组中p-IκBα/IκBα及p-P65/P65比值均显著升高(图4),表明NF-κB通路在血肿周围炎症反应中

被激活.而SZ168干预后,上述磷酸化水平较ICH组降低,提示SZ168通过抑制IκBα磷酸化阻断NF-κB核

转位.
结合前期结果,NF-κB通路的抑制与小胶质细胞 M1型标志物CD86的下调及 M2型标志物Arg-1的

上调密切相关,进一步证实SZ168通过靶向PDPN/NF-κB轴调控小胶质极化表型.这一发现与NF-κB在神

经炎症中的核心调控作用一致[15],首次揭示了PDPN在脑出血中通过该通路驱动神经炎症的机制,为临床

干预提供了潜在分子靶点.

3 讨论

脑出血是局灶性卒中最常见的亚型,具有高致死率和致残率,深入研究其发病机制对于识别新的治疗靶
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点至关重要.本研究通过挖掘GEO数据库,筛选出与脑出血相关的基因,并通过GO和KEGG富集分析发

现,核心差异基因的功能和通路与免疫反应密切相关.进一步利用LASSO算法和随机森林算法筛选出3个

核心基因(PDPN、Cdk2、Cxcl16),并通过Pearson相关性分析发现这些基因与小胶质细胞/巨噬细胞

(Tmem119、CD86)和中性粒细胞(CD177)标志物呈正相关.这些结果提示,核心基因可能通过参与炎症细

胞的促炎反应影响ICH的进程.已有研究表明,神经炎症是ICH后继发性脑损伤的重要机制,所以抑制神经

炎症可以减轻ICH后继发性脑损伤和改善神经功能[16].中枢神经系统的神经炎症反应是个较为复杂的过

程,是由不同组别的神经胶质细胞相互协同作用产生影响,并且其中小胶质细胞起着较为重要的激活作用,
其能够激活炎症反应初始步骤,从而促进中性粒细胞浸润,放大炎症反应,导致细胞外基质、细胞膜完整性以

及BBB的破坏[17].

研究进一步聚焦PDPN 基因,发现ICH发生时小胶质细胞中PDPN 表达上调,并通过促进小胶质细

胞向促炎的 M1型极化,抑制向抗炎的 M2型极化,促进炎症因子TNF-α、IL-1β和 MPO释放,从而加剧炎

症反应.PDPN是一种跨膜黏蛋白,其与淋巴管内皮和淋巴管生成有关,且在多种人类肿瘤和炎症性疾病中,

PDPN的表达更为广泛[18],根据研究显示,PDPN与小鼠创伤性脑损伤后小胶质细胞活化相关[19],在原代小

胶质细胞中,创伤相关刺激可诱导PDPN的表达,在体外血红蛋白处理下,敲低PDPN会减少 M1样小胶质

细胞的比例,增加 M2样小胶质细胞的比例[3].并且研究发现PDPN通过激活NF-κB通路加剧脑出血后神

经炎症,这一机制为小胶质极化调控提供了新视角.SZ168抑制PDPN后显著降低IκBα和P65的磷酸化水

平,阻断了NF-κB核转位及下游促炎因子转录,从而抑制 M1型极化并促进 M2型转化,然而,MAPK等其

他通路是否协同参与仍需进一步验证.
此外,也有研究发现,使用PDPN特异性单克隆抗体SZ168中和PDPN,能够通过保护肺血管通透性,

降低促炎细胞因子水平,改善肺组织病理改变,减少炎性细胞浸润,进而有效缓解肺损伤[8],在本研究中,使
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用PDPN特异性单克隆抗体SZ168抑制PDPN功

能后,观察到ICH小鼠的血肿和神经功能损伤显

著减轻.这一结果与既往研究一致,表明PDPN在

ICH后的炎症反应中发挥关键作用.据报道,在神

经恶性胶质瘤和黑色素瘤中PDPN能够增加肿瘤

细胞的迁移能力,增强内皮细胞的成管活性,说明

PDPN的表达是肿瘤进展的重要步骤,PDPN在类

风湿性关节炎、脓毒症和伤口愈合过程中的作用

中也有相关报道[20].CLEC-2-PDPN通路能够促进

感染部位PDPN阳性免疫细胞的浸润和巨噬细胞

的募集.
综上所述,研究发现ICH 后促炎 M1型小胶

质细胞的增加与PDPN表达上调一致,而SZ168
治疗能够下调炎症因子的释放,减轻神经功能损

伤和血肿大小.这些结果提示 PDPN 的表达与

ICH患者的预后密切相关,PDPN可能成为ICH
早期管理的潜在治疗靶点.尽管本研究揭示了

PDPN在ICH 中的重要作用,但仍存在局限性,

PDPN在小胶质细胞炎症中的具体分子机制尚未

完全阐明,需要进一步的体内外实验验证,并且观

察时间点限于急性期,未评估慢性期神经再生及远期预后影响,后续需延长观察周期以全面评估干预措施的

长期效应.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2025.02.17.0003).
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Targetsignificanceandinflammatoryresponsemechanismsof
podoplanininthetreatmentofcerebralhaemorrhage

LiuShiyao,ZhaoYiming

(NHCKeyLaboratoryofThrombosisandHemostasis;JiangsuInstituteofHematology,

TheFirstAffiliatedHospitalofSoochowUniversity,Suzhou215006,China)

  Abstract:Inthisstudy,weinvestigatedtheroleofpodoplanin(PDPN)incerebralhemorrhageusingbioinformaticsand
experimentalapproaches.DifferentiallyexpressedgenesrelatedtocerebralhemorrhagewereidentifiedfromtheGSE216607
dataset,andthreecoregenes(PDPN,Cdk2,andCcl16)wereselectedusingmachinelearningalgorithms.Functionalenrich-
mentanalysisrevealedtheirinvolvementinkeybiologicalpathways.FocusingonPDPN,weconstructedacerebralhemorrhage
animalmodelandverifiedthatPDPNexpressionwassignificantlyup-regulatedinmicrogliaafterhemorrhage.Treatmentwith
thePDPN-inhibitorymonoclonalantibodySZ168improvedneurologicaldeficitsandreducedhematomasinmice.Mechanistical-
ly,SZ168inhibitedmicroglialpolarizationtowardapro-inflammatoryphenotypeandpromotedananti-inflammatoryphenotype
bymodulatingtheNF-κBpathway,therebyreducinginflammatoryfactorrelease.Inconclusion,PDPNplaysacriticalrolein
neuroinflammationaftercerebralhemorrhagebyregulatingmicroglialpolarization,suggestingitspotentialasatherapeutictar-

getforcerebralhemorrhagetreatment.

Keywords:cerebralhaemorrhage;inflammationresponse;podoplanin;microglia;bioinformatics
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  附 录

表S1 免疫学试验方法

Tab.S1 Immunologicaltestmethods

名称 方法

免疫荧光染色

小鼠ICH后48h进行深度麻醉,再经心脏灌注30mL冰冷PBS和30mL4%多聚甲醛.全脑收集后,置于4%多

聚甲醛中固定24h.随后,依次将大脑放入75%、80%、95%、100%(Ⅰ)、100%(Ⅱ)乙醇中脱水,每次0.5h;再放

入乙醇+二甲苯体积比(1∶1)中2h,二甲苯(Ⅰ)和二甲苯(Ⅱ)各10min,最后进行浸蜡并用纯蜡包埋.包埋后

冷却,用石蜡切片机进行冠状切片(5μm)制备.脑切片用于双重免疫荧光染色:一抗包括抗钙结合蛋白(Iba-1;

1∶1000,Abcam,美国)和抗Podoplanin(5μg/mL,ThermoFisherScientific,美国),4℃孵育过夜;二抗(1∶

100,碧云天,中国)37℃孵育1h.染色完成后,用荧光显微镜观察并拍照,图片分析使用Fiji/ImageJ软件完成.

免疫组织化学

小鼠经1%戊巴比妥钠麻醉后,经心脏灌注30mL冰冷PBS和30mL4%多聚甲醛.收集全脑,置于4%多聚甲醛

中固定24h,随后转移至70%乙醇中保存,用于石蜡包埋和5μm厚切片制备.切片经柠檬酸盐或EDTA缓冲液

进行热诱导抗原修复后,用氧化物酶处理,并以无血清蛋白封闭.随后,切片用抗Podoplanin抗体(5μg/mL,

ThermoFisherScientific,USA)染色,4℃孵育过夜.之后,使用HRP标记的二抗和二氨基联苯胺(DAB)显色,并

以苏木素进行复染,以显示免疫反应性.最后,使用ImageJ软件测量5张切片的Podoplanin免疫染色密度.

免疫印迹实验

小鼠经灌注冰冷PBS(0.1mol/L,pH7.4)后,分别于术后24、48和72h取血肿周围组织,保存于-80℃冰箱备

用.脑组织在玻璃匀浆器中与含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的预冷RIPA裂解缓冲液混合,研磨至10%组织匀浆,冰

上裂解30min,随后在4℃下以12000r/min离心20min.细胞裂解同法处理,4℃下12000g离心20min后收

集上清液,并用BCA法测定蛋白浓度.等量蛋白(每孔30μg)经10%SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离(80V电压

30min,120V电压40min),转移至硝酸纤维素膜,用5%脱脂奶粉封闭.一抗4℃孵育过夜,随后用抗兔或抗小

鼠IgG偶联二抗(1∶5000,碧云天,中国)处理.二抗孵育结束后,用PBS冲洗,使用增强化学发光系统进行3次

蛋白可视化,并用ImageJ软件对蛋白条带进行定量分析.所用抗体为抗Podoplanin(1∶1000,ThermoFisher

Scientific,USA);抗iNOS(1∶4000,Proteintech,武汉,中国);抗Arg-1(1∶10000,Proteintech,武汉,中国);抗

P65(1∶1000,Proteintech,武汉,中国);抗p-P65(1∶2000,Proteintech,武汉,中国);抗IκBα(1∶5000,Pro-

teintech,武汉,中国);抗p-IκBα(1∶2000,Proteintech,武汉,中国);抗Gapdh(1∶10000,Proteintech,武汉,中

国);抗β-actin(1∶5000,Proteintech,武汉,中国).

酶联免疫吸附试验

ICH模型构建48h后,经心内灌注0.1mol/LPBS清除循环血液,获取脑组织样本.按组织质量(g)∶裂解液体

积(mL)=1∶10的比例,加入含蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液,冰上机械匀浆后4℃静置30min,12000r/min
低温离心20min收集上清.采用未稀释上清液,使用联科生物(Multisciences)小鼠特异性ELISA试剂盒定量

IL-1β、TNF-α及 MPO水平,严格遵循试剂说明书操作.

表S2 引物序列信息表

Tab.2 ThesequenceinformationofqPCRprimers

基因 引物序列(5'-3') 片段长度/bp

CD86 F:TCAGTGATCGCCAACTTCAG 20

R:TTAGGTTTCGGGTGACCTTG 20

iNOS F:CACCTGGAACAGCACTCTCT 20

R:CTTTGTGCGAAGTGTCAGTG 20

CD206 F:CGCGAGGCAATTTTTAATCT 20

R:ATTTGCATTGCCCAGTAAGG 20

Arg-1 F:AAGAATGGAAGAGTCAGTGTGG 22

R:GGGAGTGTTGATGTCAGTGTG 21

GAPDH F:TGTCCGTCGTGGATCTGAC 19

R:CCTGCTTCACCACCTTCTTG 20






