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新型吩噻嗪衍生物DA414在大鼠脑出血中的作用及机制研究
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，林 森，杨清武  陆军军医大学（第三军医大学）第二附属医院神经内科，重庆

［摘要］ 目的 探讨新型吩噻嗪衍生物DA414对脑出血（intracerebral hemorrhage， ICH）大鼠的疗

效及作用机制。方法 雄性 SD大鼠（8~10周龄，体质量 250~300 g）按随机数字表法分为假手术组、模

型组、5 mg/（kg·d） DA414组和 10 mg/（kg·d）DA414组，每组 20只。采用磁共振成像（magnetic resonance 
imaging， MRI）及组织切片定量分析 ICH 区域的大小及损伤程度；神经功能通过行为学进行评估；

Western blot 探讨 DA414 对铁死亡调节因子谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4， GPX4） 的
表达影响；多重荧光免疫组化对血肿周围组织小胶质细胞活化状态定量分析；RT-qPCR检测炎症小体

通路（NLRP3、Caspase-1、IL-1β）及促炎（IL-18、TLR4、IL-6、TNF-α）和抗炎（IL-4、IL-10）细胞因子的mRNA
表达水平。通过伊文思蓝染色评估血脑屏障（blood-brain barrier，BBB）的完整性，HE染色和临床生化检

验评估DA414对肝脏、肾脏和心脏的安全性。结果 DA414显著促进了 ICH后血肿的吸收，减少神经

损伤，并显著改善神经功能评分。与模型组相比，DA414处理能够显著上调铁死亡调节因子GPX4的水

平（P<0. 01）；且显著抑制了 ICH 后小胶质活化（P<0. 001）；RT-qPCR 进一步证实其下调炎症小体通路

NLRP3（P<0. 01）、Caspase-1（P<0. 01）、IL-1β（P<0. 01）及促炎因子 IL-18（P<0. 01）、TLR4（P<0. 05）、IL-6
（P<0. 05）、TNF-α（P<0. 01），同时上调抗炎细胞因子 IL-4、IL-10 mRNA表达（P<0. 05），提示其神经保护

作用可能通过调节铁死亡及炎症双重机制实现。安全性评估进一步表明DA414干预对大鼠BBB无明

显影响，且其对肝脏、肾脏、心脏也无明显损伤。结论 DA414通过靶向抑制铁死亡并调节炎症反应，

在 ICH模型中表现出显著神经保护效应，为 ICH治疗提供实验基础。
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Effects and underlying mechanisms of novel phenothiazine derivative DA414 in 
rats with intracerebral hemorrhage
MA Yufan， WANG Bingqiao， LIN Sen， YANG Qingwu  Department of Neurology， Second Affiliated Hospital， 
Army Medical University （Third Military Medical University）， Chongqing， China

［Abstract］ Objective　To explore the efficacy and action mechanism of a novel phenothiazine 
derivative, DA414, in rats with intracerebral hemorrhage (ICH).  Methods　Male Sprague-Dawley (SD) rats 
(aged 8~10 weeks, weighing 250~300 g) were randomly divided into sham operation, model, and low and high 
dose DA414 groups [5 and 10 mg/(kg·d)], with 20 animals per group.  The size and extent of injury in the ICH 
area were measured by magnetic resonance imaging (MRI) and histopathological slices.  Neurological function 
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was evaluated with a behavioral grading system.  Western blotting was used to detect the expression of 
ferroptosis-related factor, glutathione peroxidase 4 (GPX4).  Multiplex immunohistochemistry was employed to 
quantitatively evaluate microglial activation in perihematomal tissue.  RT-qPCR was applied to measure the 
mRNA expression levels of NLRP3 inflammasome components (NLRP3, Caspase-1, IL-1β), pro-inflammatory 
(IL-18, TLR4, IL-6, TNF- α) and anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-10).  The integrity of the blood-brain 
barrier (BBB) was assessed by Evans blue staining, and the biosafety of DA414 for the liver, kidneys and heart 
was assessed by HE staining and clinical biochemical tests.  Results　DA414 significantly promoted the 
absorption of hematoma, reduced neuronal injury, and improved neurological function scores.  DA414 
significantly up-regulated the ferroptosis regulatory factor GPX4 (P<0. 01), and also significantly inhibited the 
activation of microglia after ICH (P<0. 001).  RT-qPCR indicated that DA414 treatment resulted in down-

regulation of mRNA expression in the inflammasome pathway (NLRP3, Caspase-1, IL-1β, all P<0. 01) and pro-

inflammatory cytokines (TLR4, IL-6, both P<0. 05; IL-18, TNF- α, both P<0. 01) and up-regulation of anti-
inflammatory cytokines (IL-4, IL-10, both P<0. 05), suggesting that DA414 exerts its neuroprotective effect 
probably by regulating ferroptosis and inflammation.  Safety assessment revealed that DA414 had no 
significant effect on BBB integrity or damage to the liver, kidneys, and heart in rats.  Conclusion　DA414 
exerts significant neuroprotective effects in ICH model by targeted inhibition for ferroptosis and modulating 
inflammatory response.  Our study provides an experimental foundation for ICH treatment.  
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脑出血（intracerebral hemorrhage， ICH）是指脑实

质内血管破裂而引发的出血，占所有脑卒中的 20%~
30%［1］。ICH具有起病急骤、病情进展迅速、高致死率

和高致残率的特点，其急性期病死率可达30%~40%［2］。
在幸存者中，大多数患者会遗留运动功能障碍、认知

障碍及言语或吞咽困难等长期后遗症。ICH主要通过

机械性压迫、细胞毒性作用、代谢亢进、炎症反应及氧

化应激等病理过程，引发原发性和继发性脑损伤，导

致脑组织的严重损害［3］。目前，ICH 的治疗主要包括

早期的手术干预和后期的药物治疗，但整体疗效仍然

有限。因此，探索更有效的治疗策略以改善患者的预

后仍是当前研究的重要方向。

铁死亡在 ICH的病理机制中发挥着关键作用，出

血后血红蛋白释放过量的游离铁产生羟基自由基，从

而导致细胞凋亡和坏死、灰质损伤和脑血屏障 （blood-

brain barrier，BBB）破坏［4］。此外，铁进入神经元可诱

导以脂质过氧化为核心的铁死亡［5］。最新研究显示，

铁死亡抑制剂能够有效减轻 ICH 患者的大脑继发性

损伤。例如，铁抑素-1（ferrostatin-1，，Fer-1）已被证明可

通过减少血肿周围脑组织的铁积累来显著减轻神经

损伤 ［6］。铁死亡这一概念由 DIXON 等［7］于 2012年首

次提出，并被细胞死亡命名委员会明确定义为一种由

氧 化 应 激 引 发 的 调 控 性 细 胞 死 亡（regulated cell 

death， RCD），其分子机制受谷胱甘肽过氧化物酶 4
（glutathione peroxidase 4， GPX4）调控。该过程的主要

生化特征包括铁离子蓄积和脂质过氧化的发生。上

述研究提示，针对铁死亡的干预措施可能为治疗 ICH
相关脑损伤提供一种新的策略。SHAH 等［8］发现，多

种二芳胺类自由基捕获抗氧化剂（如吩噻嗪）具有铁

死亡抑制活性。吩噻嗪衍生物是一类能够抑制脂质

过氧化的抗氧化剂［9］。2-（1-（4-（4-甲基哌嗪-1-基）苯

基）乙基）-10H-吩噻嗪（DA414，又称为化合物51）是一

种新型的吩噻嗪衍生物，已被证实能够穿过BBB，并在

缺血性脑卒中大鼠模型中显示出显著的治疗效果［10］。
同时，该药物已进入Ⅰ期临床研究阶段（CTR20240630）。

因此，本研究旨在探讨DA414在 ICH诱导的脑损伤中

对神经功能的保护作用及其初步机制。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

80只雄性SD大鼠（8~10周龄，体质量250~300 g），

均购买自斯莱克景达实验动物公司。大鼠饲养于陆

军军医大学第二附属医院动物中心，饲养期间提供充

足的水和食物，室温 20~25 ℃，相对湿度 50%~60%，昼

夜各半循环光照。所有程序和动物实验按照《中华人

民共和国实验动物管理条例》，并通过陆军军医大学
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实验动物福利伦理委员会审批（AMUWEC20255341）。

1. 2　试剂与仪器

2-（1-（4-（4-甲基哌嗪-1-基）苯基）乙基）-10H-吩

噻嗪（DA414）由四川大学生物治疗国家重点实验室和

上海医药股份有限公司合成，玉米油购自中国MCE公

司，PBS与4%PFA购自中国川东化工，异氟烷购自中国

瑞沃德，乌拉坦购自德国默克生命科学有限公司，兔抗

GPX4抗体购自英国Abcam公司，鼠抗 GAPDH 抗体购

自美国 Santa Cruz 公司，兔抗 CD68 抗体购自美国 Cell 
Signaling Technology 公司，兔抗 IBA1 抗体购自日本

wako 公司，polymer-HRP 羊抗鼠/兔二抗试剂盒、TYR-

520 荧光染料、TYR-570 荧光染料购自中国艾方生物科

技有限公司，山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二抗购自美国

Invitrogen 公 司 ，定 量 PCR 专 用 反 转 录 试 剂 盒

PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser （Perfect 
Real Time）购 自 日 本 Takara 公 司 ，SYBR® Green 
Realtime PCR Master Mix 预混液购自日本 Toyobo 公

司，超灵敏凝胶化学发光成像系统购自美国AcuronBio
公司，核酸扩增分析仪（荧光）购自中国Bio-Rad公司，

冰冻切片机购自德国 Leica 公司，共聚焦显微镜购自

日本Olympus公司，7. 0 T MRI小动物扫描仪购自德国

Bruker公司。

1. 3　动物模型的构建

1. 3. 1　自发性 ICH 模型的构建　　如既往研究所

述，断尾法获取的自体血通过立体定向注射到左侧纹

状体区域来诱导 ICH 手术［11］ 。在手术过程中用异氟

烷-氧混合物麻醉大鼠（4%用于诱导麻醉，1% 用于维

持麻醉），并使用加热毯将体温维持在 37 ℃左右。大

鼠以俯卧位固定在立体定向头架上，以矢状位剪开头

皮以暴露颅骨，直到前囟清晰可见。参照Paxinos大鼠

脑立体定位图谱，以前囟点为三维坐标系原点，使用脑

立体定位仪精确定位目标区域（坐标参数：X=+3. 5 mm
外侧向，Y=-0. 2 mm 前囟后侧向），接着使用直径

0. 6 mm 的颅骨钻在目标位置钻孔（孔径 1 mm），将连

接微量注射器的针头（内装自体血液）插入至深度约

5. 5 mm 处。以 10 μL/min的速率注入总体积为 70 μL
的自体血［12］。为防止血液回流可能导致的渗漏，在完

成70 μL的自体血注射后，将针头再留置 10 min，缓慢

抽出，并缝合头皮切口。实验结束后让将大鼠放置在

37 ℃的加热垫上完全恢复，并密切观察神经功能缺损

症状。假手术组相较于实验组，没有血液注射这一操

作，其余操作均保持一致。

1. 3. 2　实验药物　　DA414 为脂溶性药物，其化学

结构如图 1所示。玉米油是一种有效的脂类溶剂，具

有无毒和无刺激性，能够溶解许多脂溶性强的化合

物。鉴于玉米油作为药物载体具有良好的药物溶解度、

化学稳定性及优化药代动力学特性的优势，本研究选

择其作为DA414的溶剂载体。具体给药方案为： ICH
模型成功构建 30 min后，经腹腔注射途径给予DA414
玉米油混悬液，以期通过提高生物利用度增强治疗效

能。SD大鼠按随机数字表法分为 4组：无处理对照组

（假手术组）、ICH模型构建后玉米油处理组（模型组）、

5 mg/（kg·d） DA414组和 10 mg/（kg·d） DA414组，每组

20 只。通过腹腔注射连续给药 5 d，其中 DA414 组分

别按设定剂量给药，假手术组和模型组注射等体积玉

米油溶剂。

1. 3. 3　实验样本分配方案　　实验样本分配方案如

下：①脑损伤体积评估：模型组、5 mg/（kg·d） DA414组

和10 mg/（kg·d） DA414各取4只大鼠，通过磁共振成像

（magnetic resonance imaging， MRI）联合组织切片对血

肿体积定量分析；②神经行为学评估：假手术组、模型组、

5 mg/（kg·d） DA414 组及 10 mg/（kg·d） DA414 组各取

10只大鼠，实施神经功能评分及转角实验；③分子机

制检测：模型组与 10 mg/（kg·d） DA414 组各取 3 只大

鼠，开展 Western blot 及 RT-qPCR 检测铁死亡关键蛋

白GPX4与炎症信号通路基因表达；④病理学分析：假

手术组、模型组及 10 mg/（kg·d） DA414 组各取 3 只大

鼠，采用多重免疫荧光共标记观察脑血肿区域 IBA1+/
CD68+细胞表型，并通过HE染色评估心、肝、肾重要脏

器的病理损伤；⑤安全性评估：HE染色处理前取上述

④中各组大鼠血液进行肝肾功能评估。

1. 4　脑组织切片血肿体积测量

ICH 模型构建后5 d后，对各组大鼠腹腔注射20%
乌拉坦溶液（以 0. 9% 生理盐水配制，7 mL/kg）实施全

身麻醉，待大鼠完全失去反应，经心脏灌注 4 ℃预冷的

PBS。将脑组织置于脑切片模具中制备连续冠状切片

（厚度 2 mm），并进行拍照处理。使用 Image J 软件测

量各切片的 ICH体积。

1. 5　通过MRI评估 ICH
由于本研究主要观察 ICH 后 5 d 亚急性早期，在

图1　DA414的化学结构
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此时期红细胞内的血红蛋白被氧化为正铁血红蛋白，

具有顺磁性，在 T2加权相下表现为低信号，而其中的

水分表现为高信号，有助于出血病变的识别［13］。因

此，本文中采用 7. 0 T MRI 小动物扫描仪，通过 T2 加

权相对血肿体积进行定量分析。其实验操作如下：利

用异氟烷对各组大鼠进行麻醉（4. 0%诱导麻醉，1. 5%
维持麻醉），利用四通道头部线圈完成头部的定位扫

描，所有大鼠的成像方案为 T2WI Turbo RARE 序列

（重复时间3 000 ms，回波时间45 ms）。视野为35 mm×
35 mm，像素为 256 mm×256 mm，片厚为 0. 5 mm，收集

冠状位切片。在整个扫描过程中，借助生命体征监测

仪实时监控大鼠的生命体征，以便根据需要调整麻醉

深度和扫描参数，确保扫描过程中大鼠的稳定状态。

1. 6　神经行为学测试

在 ICH 后 1、3及 7 d，由对实验信息不知情的 3个

独立研究人员通过改良神经严重程度评分（modified 
neurological severity score，mNSS）及啮齿动物转角实验

评估各组大鼠 ICH后短期神经功能［14］。
1. 6. 1　神经功能评分　　使用改良功能评分方法，

该方法能够全面系统的评估动物的神经功能，包括运

动功能、感觉功能、反射功能和平衡能力。评分为 0~
18 分，其中 0 分表示正常神经功能，18 分表示最严重

的神经功能缺损。各组大鼠的每只动物均进行 3次测

试，并在测试后计算平均分数。

1. 6. 2　转角实验　　转角实验测试装置由 2 块板组

成，边缘以 30° 的角连接，并在连接处留有小缝。实验

测试阶段：将大鼠放置在转角测试装置中，观察并记

录大鼠接近拐角时的转弯方向。实验数据分析阶段：

总共记录 10 次测试的转弯选择，并计算左转的百分

比，进而评估大鼠的不对称感觉运动障碍程度。

1. 7　GPX4蛋白Western blot检测与定量分析

在 ICH 后第 5天，大鼠进行全身深度麻醉（麻醉方

法同 1. 4）后利用 4 ℃预冷的PBS进行心脏灌注。脑样

本在液氮中快速冷冻后，储存在-80 ℃箱中。如既往

研究进行 Western blot 实验 ［15］。使用 RIPA 裂解缓冲

液在 4 ℃下以 3 000 r/min 离心 30 min，匀浆脑组织样

品，通过电泳、转膜及封闭处理后，在 4 ℃条件下与一

抗（兔抗 GPX4， 1∶∶1 000）共同孵育过夜。次日，使用

Tris-HCl缓冲盐溶液（TBST）对膜在室温下进行充分洗

涤 3次，每次 5 min。在室温下将膜与二抗（山羊抗兔，

1∶1 000）进行孵育 2 h，TBST 在室温下对膜进行充分

洗涤 3 次，每次 5 min。应用 ECL Plus 化学发光试剂，

并借助成像系统进行可视化检测。使用 Image J软件

进行灰度值的计算。

1. 8　多重免疫荧光染色与定量分析

ICH后 5 d对大鼠进行全身深度麻醉（麻醉方法同

1. 4）后，经心脏灌注 4 ℃预冷的 PBS和 4% 多聚甲醛。

取出大脑，浸入 4%多聚甲醛 48 h，将脑组织通过石蜡

包埋并切成 5 μm厚的薄片。通过脱蜡、水化、抗原修

复、封闭等处理后，滴加一抗（兔抗 CD68， 1∶∶800）4 ℃
孵育过夜，第 2 天在室温下通过 PBST 浸洗 3 次，每次

5 min，滴加 polymer-HRP 羊抗兔二抗在室温下孵育

30 min，再次PBST浸洗 3次，每次 5 min，滴加TYR-520
荧光染料于室温下孵育 10 min。重复上述操作进行抗

原修复、封闭处理，滴加一抗（兔抗 IBA1， 1∶∶1 000）在

4 ℃下孵育过夜后，PBST 按同样的方法漂洗后滴加

polymer-HRP 羊抗兔二抗室温避光孵育 30 min，PBST
浸洗后滴加 TYR-570荧光染料室温避光孵育 10 min，
PBST 同法浸洗后滴加 DAPI 室温避光孵育 10  min，
PBST再次洗涤后封片并利用共聚焦显微镜观察获得

荧光图像。对实验信息不知情的 3个独立研究人员通

过在每只大鼠左侧纹状体血肿区域随机选取 3~5个区

域进行观察，利用 Image pro plu6. 0 软件中 count/size
功能（基于面积阈值设定的细胞计数参数）对 IBA1和

CD68阳性细胞进行计数，IBA1和CD68共同表达的阳

性细胞作为双阳性细胞计数，对每只大鼠 3~5个随机

区域的分析结果取平均值。

1. 9　RT-qPCR实验

根据制造商的方案，在 ICH 后第 5天使用RNA提

取液提取大鼠 ICH 周围血肿组织中的总 RNA。使用

定量 PCR 专用反转录试剂盒 PrimeScript™ RT reagent 
Kit with gDNA Eraser将RNA反转录成cDNA。使用表1
列出的合成引物（中国生工生物工程股份有限公司）

和 SYBR® Green Realtime PCR Master Mix 预混液进行

RT-qPCR。在 RT-qPCR 系统上进行数据收集。以

GAPDH 为内参，利用阈值循环数对每个基因的相对

定量值进行测定 ［16］。
1. 10　伊文思蓝染色

采用随机数字表法将 SD 大鼠分为实验组与溶剂

对照组，实验组按经腹腔注射 10 mg/（kg·d）剂量

DA414 溶液，对照组注射等体积玉米油溶剂，连续干

预 5 d。末次给药后，经尾静脉注射 2%伊文思蓝溶液

（4 mg/kg），30 min 后全身麻醉（麻醉方法同 1. 4）。待

麻醉深度达到痛觉反射消失后，经心脏灌注生理盐水

快速处死动物，完整摘取脑组织及肝脏。对全脑及肝

脏进行大体标本拍照，将脑组织置于脑切片模具中制

备连续冠状切片，并进行拍照记录。
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1. 11　苏木精-伊红染色法（hematoxylin-eosin staining，HE）
在构建 ICH 模型后的第 5 天，对大鼠腹腔注射

20%乌拉坦麻醉溶液（以0. 9%生理盐水配制，7 mL/kg）
实施全身麻醉，待大鼠完全失去反应，心脏灌注 4 ℃预

冷的PBS和 4%多聚甲醛。取出心脏、肝脏和肾脏，置

于 4% 多聚甲醛中固定 48 h。固定完成后，组织依次

经过脱水、石蜡包埋、切片以及酒精梯度水化处理。在

玻片上滴加苏木精染色液，染色 5 min，用流水冲洗以

去除多余的染液，并在显微镜下检查染色效果。将切

片置于1%盐酸酒精中进行分化，时间控制在1~3 s，置
于自来水中浸泡 5~10 min以使切片颜色返蓝，并再次

在显微镜下观察颜色变化。接着，滴加 0. 5% 伊红染

液，染色 10~15 s，用蒸馏水清洗，并在显微镜下观察。

通过梯度脱水和二甲苯透明处理后，使用中性树胶进

行封片。在显微镜下观察并拍摄图像。

1. 12　肝肾功能的测定

各组大鼠麻醉（麻醉方法同 1. 4）后经眶后静脉丛

采血，于 4 ℃条件下以 3 000 r/min 离心 15 min分离血

清，采用全自动生化分析仪检测血清肝功能指标丙氨

酸氨基转移酶（alanine transaminase， ALT）、天冬氨酸

氨基转移酶（aspartate aminotransferase， AST）、直接胆

红素（direct bilirubin， DBIL）、总胆红素（total bilirubin，

 TBIL）、球蛋白（globulin， GLB）、白蛋白（albumin， 
ALB）、总蛋白（total protein， TP）及肾功能指标尿素

（urea， UREA）、肌酐（creatinine， CREA）及尿酸（uric 
acid， UA）。

1. 13　统计学分析

本研究采用GraphPad Prism 9. 3 软件进行统计学

分析。采用 Shapiro-Wilk检验来评估数据分布的正态

性。正态分布的计量资料用 x̄±s 表示，非正态分布用

M（P25， P75）表示。在进行组间比较时，对满足正态分

布且方差齐性（通过Bartlett检验验证）的数据，采用单

因素方差分析（one-way ANOVA）进行整体组间比较。

对非正态分布或方差不齐数据，则采用非参数Kruskal-
Wallis H检验进行全局分析，并通过Dunn’s法校正多

重比较的显著性水平。P<0. 05代表差异具有统计学

意义。

2　结果

2. 1　DA414 显著改善大鼠脑出血模型的脑损伤体积

血肿体积大小是评估脑出血的重要指标。使用

病理组织和 MRI 两种检测方法观察血肿体积大小以

评估 DA414 在大鼠 ICH 模型中的作用。脑组织灌注

后进行切片。血肿体积分析显示，与模型组相比，

DA414 干预显著增强血肿吸收（P<0. 05，图 2A、B）。

采用 MRI 的 T2 加权相手动描述和测量脑组织血肿体

积。结果表明，与模型组相比，10 mg/（kg·d）DA414
组（P<0. 01）与 5 mg/（kg·d）DA414组（P<0. 05）处理后

均显著促进 ICH 血肿吸收，并减轻脑水肿（图 2C、D）。

结果提示，DA414治疗可显著促进 ICH血肿的吸收，减

少脑水肿含量，且在10 mg/（kg·d）剂量下效果更显著。

2. 2　DA414 显著改善大鼠脑出血模型神经功能缺损

神经功能评分和啮齿动物转角实验评估 ICH 后

神经功能缺损，结果显示，与假手术组相比，模型组在

1、3和 7 d均表现出严重的神经功能缺损（P<0. 001，图
3A）。与模型组相比，ICH后 10 mg/（kg·d）DA414组在

第3、7天时神经功能显著改善（P<0. 05，图3A）；第7天

时，与第 3天 5 mg/（kg·d） DA414组相比，10 mg/（kg·d）
DA414 组神经功能改善效果更好（P<0. 001，图 3A）。

在啮齿动物转角实验中，大鼠 ICH模型构建后第 1、3、
7 天均出现显著的不对称运动（P<0. 001，图 3B）；与

5 mg/（kg·d） DA414 组相比，在第 3 天和第 7 天时

10 mg/（kg·d） DA414 组的左转率改善效果更佳（P<
0. 01，图 3B）。结果提示，DA414能明显改善 ICH大鼠

的神经缺损功能，并且在予以 10 mg/（kg·d）时效果最

显著，这为后续机制研究提供了最佳剂量选择依据。

表1　基因引物序列

基因

GAPDH

NLRP3

TLR4

IL-1β

IL-18

Caspase-1

IL-10

IL-6

TNF-α

TL-4

引物序列（5'→3'）
上游： TCCCTCAAGATTGTCAGCAA
下游： AGATCCACAACGGATACATT
上游： GATTTCTCCACAACTCACCCAA
下游： AGTCTGGAAGAACGAGCAACA
上游： CCGCTCTGGCATCATCTTCA
下游： TCCCACTCGAGGTAGGTGTT
上游： GTGGAGCTTCCAGGATGAGG
下游： CACACACTAGCAGGTCGTCA
上游： TGGCTGCCATACCAGAAGAA
下游： TGCCAAAGTGGTCTGATTCCA
上游： GACCGAGTGGTTCCCTCAAG
下游： GACGTGTACGAGTGGGTGTT
上游： AAAGCAAGGCAGTGGAGCAG
下游： AGTAGATGCCGGGTGGTTCA
上游： AGGAGTGGCTAAGGACCAAGACC
下游： TGCCGAGTAGACCTCATAGTGACC
上游： GCATGATCCGAGATGTGGAACTGG
下游： CGCCACGAGCAGGAATGAGAAG
上游： CTTACGGCAACAAGGAACACCA
下游： CTTCAAGCACGGAGGTACATCAC
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2. 3　DA414 显著上调大鼠脑出血模型铁死亡关键蛋

白GPX4的表达

为了研究 DA414 对 ICH 后诱导铁死亡的作用。

本研究利用 Western blot 实验，比较了 DA414 处理对

GPX4蛋白表达的影响。与模型组相比，10 mg/（kg·d） 
DA414 组的处理明显升高 GPX4 蛋白表达（P<0. 01，
图 4）。结果显示，DA414能够有效升高铁死亡重要因

子 GPX4 的表达，提示铁死亡的抑制可能是 DA414 治

疗 ICH的重要疗效因素。

2. 4　DA414 显著抑制大鼠脑出血模型血肿周围组织

中小胶质细胞的活化

小胶质细胞不断监测微环境，并根据大脑环境的

变化迅速激活。在模型组，ICH 血肿周围组织经历了

“阿米巴样”形态学的变化，其主要特征表现为突起变

短、变厚、分支变稀疏以及胞体变大（图 5A）。与模型

组相比，10 mg/（kg·d） DA414组表现为胞体体积减少
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a：P<0. 05， b：P<0. 01，与模型组相比

A、B：连续 5 d予以不同剂量 DA414处理后的脑组织切片测量血肿体积及统计分析结果；C、D：MRI梯度回波序列 T2加权相评

估病变的体积及统计分析结果

图2　DA414处理后 ICH血肿体积变化情况（n=4，x̄±s）

927



陆军军医大学学报，2025，47（9） http：//aammt. tmmu. edu. cn

的特征（图 5A）。另外，利用了荧光免疫组化对 IBA1
与CD68的共定位鉴定了活化的小胶质细胞。结果表

明，与模型组相比，10 mg/（kg·d） DA414组显著抑制血

肿周围 IBA1阳性细胞数量（P<0. 01，图 5B），同时显著

降低 CD68 阳性细胞的表达（P<0. 001，图 5C），表明

DA414显著抑制 ICH后小胶质细胞的募集；进一步研

究发现，与模型组相比，10 mg/（kg·d） DA414组减少血

肿周围 IBA1/CD68双阳性细胞数量（P<0. 001，图5D），

这表明 DA414 在 ICH 后 5 d 显著减轻小胶质细胞活

化。结果提示，DA414 抑制小胶质细胞的活化，减轻

了 ICH后的炎症反应。

2. 5　DA414 显著上调大鼠脑出血模型的抑炎因子并

下调抗炎因子的mRNA水平

炎症反应也是 ICH后神经损伤的核心机制之一。

RT-qPCR 结果显示，与模型组相比，10 mg/（kg·d） 
DA414 组显著下调 ICH 模型大鼠 NLRP3 炎症小体通

路关键分子（NLRP3、Caspase-1、IL-1β）的 mRNA 水平

（P<0. 01，图 6A~D）。鉴于炎症细胞因子的释放可调

节铁蛋白的合成，从而影响铁在细胞和组织中的储

存。因此，进一步检测 IL-18、TLR4、IL-6、TNF-α 等促

炎细胞因子和 IL-4和 IL-10抑炎细胞因子的表达。结

果表明，与模型组相比，10 mg/（kg·d） DA414组显著降

低 TLR4（P<0. 05）、IL-6（P<0. 05）、IL-18（P<0. 01）、

TNF-α（P<0. 01）的 mRNA 表达水平，同时也显著提升

了 IL-4和 IL-10的mRNA表达水平（P<0. 05，图 6E~I）。

综上所述，DA414改善 ICH后血肿区域的促炎/抗炎平

衡，重塑神经炎症微环境。

2. 6　DA414 处理对大鼠 ICH 模型的肝脏、肾脏、心脏

组织形态及功能无影响

DA414具有良好的BBB渗透性，为了明确DA414 
处理是否影响BBB的完整性，本研究采用伊文思蓝染

色，结果显示，DA414 连续处理 5 d并未见明显的伊文

思蓝渗漏（图 7A）。为了评估  DA414 在体内的安全

性，本研究对假手术组、模型组及10 mg/（kg·d） DA414
组大鼠的肝脏、肾脏、心脏组织进行HE染色。首次给

药 5 d后，结果显示，10 mg/（kg·d） DA414组大鼠的肝
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图3　DA414处理后大鼠行为学评估（n=10，x̄±s）

模型组
!" #$%

（
&$

·
'

）

()*!*

组

模型组
!" #$%

（
&$

·
'

）

()*!*

组

+,-*

（
!.!!"

/）
!

+),(0

（
/1!!"

/）
!

!23

!2"

"23

"

+
,
-
*

蛋
白
相
对
表
达
量

4

) 5

A、B：Western blot实验检测DA414处理后 ICH大鼠的GPX4的表达水平及统计分析结果　a：P<0. 01，与模型组比较

图4　DA414处理后铁死亡关键分子GPX4的变化情况（n=3，x̄±s）
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细胞排列成索状，肝脏中央静脉和小叶间血管清晰可

见；肾小球和肾小管结构清晰，肾间质无明显水肿，无

炎症细胞浸润；心脏组织没有明显的胞质空泡化、炎

症浸润灶或心肌细胞的坏死等（图7B）。收集以上3 组

大鼠血液检测肝肾功能。结果提示，在使用 DA414 处
理后，各项指标与假手术组、模型组无明显差别，差异

无统计学意义（表 2）。结果提示，DA414 对大鼠 ICH
后的肝脏、肾脏、心脏无明显损伤。
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a：P<0. 001，与假手术组比较；b：P<0. 001，c：P<0. 01，与模型组比较

A：ICH 后 5 d 周围血肿 IBA1（红色）和 CD68（绿色）的代表性双免疫荧光染色；B：IBA1 阳性细胞数；C：CD68 细胞阳性细胞数；

D：IBA1与CD68的双阳性细胞数

图 5　DA414对小胶质细胞活化的影响（n=3，x̄±s）
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a：P<0. 05，b：P<0. 01，与模型组比较

A~I：RT-qPCR分析NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18、TLR4、TNF-α、IL-6、IL-4及 IL-10的mRNA修饰水平变化 
图6　DA414对 ICH后NLRP3炎症小体通路关键分子及炎症因子mRNA表达影响（n=3，x̄±s）

表2　肝肾功能检测（n=3，x̄±s）
指标

AST
ALT
DBIL
TBIL
GLB
ALB
TP
UREA
CREA
UA

假手术组

89. 85±11. 10
40. 57±3. 41

0. 65±0. 15
1. 43±0. 77

33. 89±1. 73
30. 93±0. 81
64. 82±1. 18

7. 53±1. 17
50. 70±4. 68

179. 83±34. 37

模型组

91. 45±12. 37
39. 18±2. 48

0. 55±0. 14
1. 55±2. 05

32. 22±0. 84
31. 58±0. 86
63. 80±1. 39

9. 75±0. 76
51. 77±12. 00

210. 83±91. 93

10 mg/（kg·d） DA414组

96. 55±14. 06
39. 23±6. 03

0. 50±0. 11
1. 28±1. 50

30. 05±1. 64
29. 60±1. 26
59. 65±2. 68

8. 75±0. 76
56. 55±6. 53

184. 83±52. 42

P1
0. 79
0. 99
0. 69
0. 29
0. 15
0. 96
0. 62
0. 65
0. 97
0. 69

P2
0. 65
0. 99
0. 88
0. 36
0. 25
0. 47
0. 72
0. 77
0. 92
0. 77

P1：模型组与假手术组相比；P2：10 mg/（kg·d） DA414组与假手术组相比
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A：DA414处理后大鼠脑和肝脏的伊文思蓝染色；B：DA414处理后各组肝脏、肾脏、心脏的HE染色

图7　DA414处理后体内重要脏器的安全性评估
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3　讨论

3. 1　DA414在大鼠 ICH模型中展现优越疗效

本研究发现，DA414显著抑制了大鼠 ICH 模型中

血肿周围铁死亡，减轻血肿周围的炎症反应，并促进

神经功能的恢复。更重要的是，DA414展现出优越的

治疗效果，并在大鼠模型中表现出良好的临床安全

性，表明其在改善 ICH后神经损伤和促进功能修复方

面具有显著的潜力，为 ICH 的治疗提供了新的方向。

本研究揭示 DA414 通过抑制铁死亡并调控炎症的协

同机制改善 ICH损伤，其为 ICH治疗药物的进一步开

发提供了重要科学依据。

3. 2　DA414 通过抑制 GPX4 表达阻止大鼠 ICH 模型

中铁死亡

研究表明，ICH损伤后，血肿中的红细胞释放过量

的血红蛋白，进而对神经元产生细胞毒性作用，导致

细胞膜、蛋白质和 DNA 等结构的损伤［17］。红细胞中

释放的过量铁可能引发芬顿反应，从而诱导铁死亡［18］。
铁死亡是一种由铁依赖性脂质过氧化物介导的细胞

死亡形式，在 ICH后的病理机制中发挥着关键作用［19］。
出血发生 24 h 后，铁开始释放到脑组织中，并且铁死

亡水平可持续升高，至少持续 28 d［20-21］。越来越多的

证据表明，ICH中的铁超载显著加剧了血肿周围水肿、

过氧化物积累和细胞死亡［22］。更为重要的是，ICH后

脑内铁的积累需要更长时间才能清除，这可能是导致

ICH 后迟发性神经退行性变、脑萎缩及长期神经功能

缺损的部分原因［23］。DA414 对 ICH 的保护作用可能

涉及多个机制，其中抑制铁死亡显然是其核心机制之

一。GPX4 是唯一用于脂质过氧化物还原的酶，在经

典的GPX4调控铁死亡机制中，胱氨酸通过胱氨酸/谷氨

酸反向转运体进入细胞，接着在谷胱甘肽（glutathione， 
GSH）或硫氧还蛋白还原酶 1 依赖的胱氨酸还原途径

中还原生成半胱氨酸，促进GSH的生成。GSH是一种强

效的还原剂，可作为GPX4的辅因子，将具有细胞毒性的

磷脂氢过氧化物（phospholipid hydroperoxide， PLOOHs）
还原为 PLOOHs 相应的醇，当 GSH 耗尽或 GPX4 失活

时，脂质过氧化物积累，从而触发铁死亡［24-25］。本研

究发现，DA414显著升高大鼠 ICH模型中铁死亡重要

蛋白GPX4的表达，有效阻止了铁死亡的发生，这可能

是其发挥保护作用的关键所在。

3. 3　DA414抑制 ICH后的炎症反应

炎症反应是 ICH后损伤的关键因素之一。ICH后

炎症反应的过度激活是导致 ICH 后继发性神经损伤

的重要原因［26-27］。既往研究表明，炎症反应对铁代谢

紊乱和氧化还原系统失衡至关重要。例如，IL-1β、IL-6、
TNF-α 和 IFN-γ 等促炎细胞因子可调节铁蛋白的合

成，从而影响铁在细胞和组织中的储存。而铁死亡具

有免疫刺激作用，并促进炎症。反过来，研究表明，炎

症反应可介导铁死亡的发生［28］。小胶质细胞作为中

枢神经系统的一种独特的免疫细胞，与大脑中炎症性

疾病的发病机制密切相关。既往研究提示，小胶质细

胞易受铁死亡的影响，激活的小胶质细胞与NLRP3的

生成有关，并促进毒性炎症因子释放，从而促进神经

元变性死亡［29-30］。本研究表明，DA414显著抑制了小

胶质细胞的激活，同时降低了 ICH模型中血肿周围炎

症小体 NLRP3 及促炎因子的表达，如 TNF-α 和 IL-6
等。这一发现提示，DA414可能通过抑制铁死亡相关

的炎症反应，减轻 ICH诱导的继发性损伤。尽管本研

究初步评估了小胶质细胞参与其中的影响，不排除其

他炎症细胞或因子参与其中，仍需要进一步研究炎症

与铁死亡之间的相互作用。此外，进一步研究DA414
在铁死亡与炎症反应调控中的具体机制，将有助于拓

展其在 ICH治疗中的应用潜力。

3. 4　DA414对 ICH治疗有效且安全

在开发 ICH治疗药物时，安全性是至关重要的考

虑因素。尽管本研究并未探索 DA414 长期应用可能

的毒副作用、后遗效应及成瘾性等，但短期应用于 ICH
大鼠模型中，DA414 未表现出对肝脏、肾脏和心脏等

主要器官的明显毒性，为其潜在的临床应用提供了有

力支持。实验结果表明，DA414不仅具有良好的治疗

效果，还表现出较高的安全性。与此相比，许多现有

的铁死亡抑制剂，如 Fer-1，虽然在实验研究中显示出

一定的治疗效果，但常因药物毒性、BBB穿透能力差、

易被氧化及半衰期短等缺点而限制其临床应用。

DA414 的显著优势在于其良好的 BBB 穿透能力和低

毒性，其半衰期可达 20 h，使其成为 ICH相关疾病的有

力候选药物。其次，与其他吩噻嗪衍生物相比，其化

学结构是通过在吩噻嗪的 2 位（R2）加入苯乙基及苯

基环的 R4 位加入甲基哌嗪，表现出最有效的铁死亡

抑制效应及最强活性［9］。然而，本研究的局限性也需

要明确。当前的研究中仅进行了两种剂量的探索，未

来需要进一步对剂量与给药方式进行全面探索，改善

研究结果中可能出现的偏倚。另外，虽然本研究观察

到了DA414在短期实验中的有效性，但没有评估其在

ICH后的长期影响。未来的研究应重点关注DA414对

ICH 具体作用机制和其长期脑损伤的保护作用，以及
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其可能的副作用或毒性反应。

综上所述，本研究发现DA414通过抑制铁死亡和

减轻炎症，显著改善了 ICH模型中的神经损伤和功能

恢复，为DA414作为 ICH治疗药物的潜力提供了有力

支持。未来的研究应聚焦于揭示其抑制铁死亡的具

体作用机制，并评估其在长期治疗中的效果与安全性。

研究表明，针对铁死亡的干预可能是治疗 ICH引起脑

损伤的有效策略，为临床提供了新的治疗方向。同

时，DA414的临床安全性和有效性值得进一步验证。
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