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水蛭提取液对培养的大鼠脑皮质微血管内皮细胞分泌组织型

纤溶酶原激活物和纤溶酶原激活剂抑制物１的影响

吴文斌１，胡长林２，董凌琳１，余能伟１，孙红斌１，郭富强１
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摘　要：目的　探讨水蛭提取液（ＨＥＬ）对培养的大鼠脑皮质微血管内皮细胞分泌组织型纤溶酶原激活物（ｔＰＡ）、纤溶酶
原激活剂抑制物１（ＰＡＩ１）的影响。方法　 建立大鼠大脑皮质微血管内皮细胞培养实验模型。ＭＴＴ法筛选 ＨＥＬ的有效

浓度。检测培养上清液的 ｔＰＡ、ＰＡＩ１含量与活性变化，ＲＴＰＣＲ检测经 ＨＥＬ治疗组与生理盐水对照组处理后的微血管内

皮细胞 ｔＰＡ与 ＰＡＩ１的表达，免疫组化检测两组微血管内皮细胞 ｔＰＡ的表达。结果　ＨＥＬ在一定浓度范围内（０．２５～１

ｍｇ／μｌ）可促进微血管内皮细胞的生长，有剂量依赖关系（Ｐ＜０．０５）。ＨＥＬ治疗组较生理盐水对照组能促进培养的大鼠

脑皮质微血管内皮细胞分泌 ｔＰＡ，同时提高其活性，促进 ｔＰＡｍＲＮＡ的表达及 ｔＰＡ免疫活性表达，且呈剂量依赖性表达增

强（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＥＬ在体外能激活内源性纤溶系统。
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　　在已有的体内动物实验中发现水蛭提取液
（ｈｉｒｕｄｏｅｘｔｒａｃｔｌｉｑｕｏｒ，ＨＥＬ）有激活内源性纤溶物组

织型纤溶酶原激活物（ｔｉｓｓｕｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａ
ｔｏｒ，ｔＰＡ）的作用，而 ｔＰＡ主要由内皮细胞合成与分
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泌。在体外是否也有此作用目前尚未见报道。为

进一步探索 ＨＥＬ促进脑内血肿吸收的作用机制，
我们选用大鼠脑皮质微血管内皮细胞（ｂｒａｉｎｍｉｃｒｏ
ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＥＣ）培养为实验模型，从
体外直接观察 ＨＥＬ能否激活内源性纤溶系统。
１　材料与方法
１．１　材料

ａｎｔｉｔｐａ（Ｎ１４） ｐＡｂ（ｓｃ５２４１）（购 自 Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ）；山羊 ＳＰＫｉｔ（ＳＰ９００３）、
ＤＡＢ显色试剂盒（购自北京中山生物技术有限公
司）；ｔＰＡ活性测定试剂盒（Ａ１１０）、ｔＰＡ含量测定
试剂盒（Ａ１１１）、纤溶酶原激活剂抑制物（ｐｌａｓｍｉｎｏ
ｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ＰＡＩ）活 性 测 定 试 剂 盒
（Ａ１２０）、ＰＡＩ１含量测定试剂盒（Ａ１２１）（购自太
阳生物技术公司）；ＰＡＩ１、ｔＰＡ、βａｃｔｉｏｎ引物（由上
海生工生物技术公司合成并纯化）；异硫氰酸胍、

寡脱氧胸苷酸 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１６、逆转录酶 ＡＭＶＲＴ、三
磷酸核苷酸（ｄＮＴＰ）、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、总 ＲＮＡ提
取试 剂 盒 （购 自 Ｐｒｏｍｅｇａ）；ＰＢＲ３２２／ＭｓｐＩＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒｓ（ＭＧ３０７１）（ＳＡＢＣ）、核糖核酸酶抑制剂
（ＲＮＡｓｉｎ）（购自华美生物公司）；ＨＥＬ（由重庆中药
研究院提供）；胎牛血清、Ｍ１９９（购自 ＨｙｃｌｏｎｅＬａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．）。

倒置 显 微 镜 （Ｏｌｙｍｐｕｓ）、二 氧 化 碳 培 养 箱
（Ｍ２３００）（美国 Ｓｈｅｌｄｏｎ）、核酸定量仪（ＧｅｎｅＱｕａｎｔ
ＲＮＡ／ＤＮＡｃａｌｃｕｌａｔｏｒ）（ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ，Ｅｎｇｌａｎｄ）、
ＰＣＲ扩增系统（Ｇｅｎｅ／ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ２４００）（ＰｅｒｒｉｎＥｌ
ｍｅｒ，ＵＳＡ）、酶标仪（美国 ＢｉｏＲａｄ２５５０型）。
１．２　方法

大鼠脑皮质 ＢＭＥＣ培养模型的建立：取１０～１２
只 １～５ｄ的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（重庆医科大学提供），雌
雄兼用，于超净工作台上操作者左手拇食二指持乳

鼠颈部稍下处，常规消毒头皮后，右手持眼科剪沿

正中线剪开头皮与颅骨，用眼科弯镊取出鼠脑，然后

按吴文斌等［１］建立的大鼠脑皮质微血管内皮细胞培

养的方法收集大脑皮质，获取血管段，进行大鼠脑皮

质微血管内皮细胞的原代、传代培养和鉴定。

１．３　干预药物浓度的确定、时间点的选择与观察
指标

１．３．１　ＨＥＬ对大鼠脑皮质 ＢＭＥＣ生长的影响及干
预药物浓度范围的初步确定　将 ＨＥＬ冻干粉在临
用前用生理盐水配成以下 ８种工作浓度：８ｍｇ／μｌ、
４ｍｇ／μｌ、２ｍｇ／μｌ、１ｍｇ／μｌ、０．５ｍｇ／μｌ、０．２５ｍｇ／

μｌ、０．１２５ｍｇ／μｌ、０．０６２５ｍｇ／μｌ，抽滤灭菌备用。
按吴文斌等［１］用 ＭＴＴ法测内皮细胞生长率的方
法，逐一加上述不同浓度的 ＨＥＬ干预后，显微镜下
观察 ＢＭＥＣ生长情况，作好记录，必要时照相，同时
参照内皮细胞生长规律，于细胞刚达生长高峰时间

７ｄ时（其间换液 １次，换液时补足丢失的 ＨＥＬ
量），测定 ＯＤ５７０值，即可筛选出 ＨＥＬ促进内皮细胞
生长的有效范围为 ０．２５～４ｍｇ／μｌ。
１．３．２　时间点、观察指标的选择与取材　大鼠脑
皮质 ＢＭＥＣ按同源、相同数量分组，传代培养至第
３代，按接种密度为 ３×１０４／ｍｌ接种于 ３５ｍｌ塑料
培养瓶中，或接种于 ２４孔培养板中（若留作免疫
组化用者，需先将消毒好的盖玻片置于 ２４孔培养
板孔内并加少量多聚赖氨酸，置于超净台上吹干备

用），置 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱孵育，干预后取标本
作相应的检测。①不同浓度组：上述细胞生长至第
６ｄ基本融合时，用 ＰＢＳ洗 ２次，换成 Ｍ１９９，再加
入含不同浓度（４ｍｇ／μｌ、２ｍｇ／μｌ、１ｍｇ／μｌ、０．５
ｍｇ／μｌ、０．２５ｍｇ／μｌ）的 ＨＥＬ（按每 ２００μｌ培养液
加 ２０μｌ），对照组加相同体积的生理盐水，孵育
２４ｈ。②不同时间组：细胞生长至第 ６ｄ基本融合
时，用 ＰＢＳ洗 ２次，换成 Ｍ１９９，再用 １ｍｇ／μｌ的
ＨＥＬ分别与 ＢＭＥＣ孵育８ｈ、１６ｈ、２４ｈ、３２ｈ、４８ｈ，
并同时在每个时间点设立对照组（加相同体积的

生理盐水）。以上每一浓度组或时间点重复 ３次，
每次重复 ３孔（瓶），每瓶加培养液 ８ｍｌ，每孔加培
养液１ｍｌ，在试验终点分别收集培养上清液２００μｌ
分装，－７０℃保存，待测 ｔＰＡ、ＰＡＩ１含量与活性；
细胞用于提取总 ＲＮＡ进行基因表达水平或免疫组
化的检测。

１．４　大鼠脑皮质 ＢＭＥＣｔＰＡｍＲＮＡ和 ＰＡＩ１ｍＲ
ＮＡ表达
１．４．１　提取总 ＲＮＡ　将各组各时相点细胞加 ０．
５ｍｌＴｒｉｐｕｒｅ至瓶中，吹打，使细胞完全裂解，采用
Ｔｒｉｐｕｒｅ一步抽提法得到总 ＲＮＡ，放于 －７０℃低温
冰箱保存。

１．４．２　ＲＮＡ浓度和纯度的测定　将装有 ＲＮＡ的
离心管加入 １５ｍｌ０．１％ ＤＥＰＣ处理过的去离子
水，溶解 ＲＮＡ，吸出 ４ｍｌ于另一管中，加入 ９９６ｍｌ
０．１％ ＤＥＰＣ处理过的去离子水稀释 ２５０倍，用核
酸定 量 仪 测 ＲＮＡ 含 量，若 Ｒ（Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ）在
１．７７２～１．９８５之间，表示纯度好，可用于逆转录。
１．４．３　逆转录 ｃＤＮＡ的合成　２０ｍｌ逆转录体系，
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总 ＲＮＡ２ｍｇ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１６０．５ｍｇ，加双蒸水至 １０
ｍｌ，６５℃，５ｍｉｎ；５×Ｂｕｆｆｅｒ４ｍｌ，１０ｍＭｄＮＤＰｓ２ｍｌ，
ＤＴＴ２ｍｌ，ＲＮＡＳｉｎ０．５ｍｌ，ＡＭＶ２ｍｌ（２０ｕ），４２℃，
１ｈ。 －２０℃低温冰箱保存备用。此过程设立阴性
对照，即总 ＲＮＡ这步不加 ＲＮＡ，以 ＤＥＰＣ替代。
１．４．４　引物设计［２－４］　依据基因库 ＧｅｎＢａｎｋ中检
索出大鼠内皮细胞 ｔＰＡｃＤＮＡ与 ＰＡＩ１ｃＤＮＡ的完
整序列（分别为 ３４２２ｂｐ和 ３０５３ｂｐ）。应用 Ｏｌｉｇｏ
５．０ＰＣＲ引物设计软件，根据引物合成原则，设计
大鼠 ＰＣＲ引物。ｍＲＮＡ定量采用半定量的逆转录
聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）法。按逆转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）
方法进行 ＲＴＰＣＲ。引物由上海生工生物技术公司
合成，序列如下：大鼠 ＰＡＩ１引物序列上游引物：
５’ＧＣＣＡＴＧＧＡＡＣＡＡＧＧＡＴＧＡＧＡ３’，下游引物：５’
ＧＣＧＴＧＧＴＧＡＡＣＴＣＡＧＴＡＴＡＧ３’，扩增长度 ３９５ｂｐ；
大鼠 ｔＰＡ引物序列上游引物：５’ＡＡＴＡＣＡＴＴＧＴＣ
ＣＡＴＡＡＧＧＡＡ３’，下 游 引 物：５’ＡＧＧＣＣＣＣＡＧＣＴ
ＧＡＴＧＡＴＧＣＣＣＡ３’，扩增长度 ４３２ｂｐ；βａｃｔｉｏｎ上游
引物：５’ＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧ
３’，下 游 引 物：５’ＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧ
ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧ３’，扩增长度 ２９１ｂｐ。
１．４．５　ＰＡＩ１、ｔＰＡ及 βａｃｔｉｏｎＰＣＲ扩增　①ＰＡＩ１
５０ｍｌ扩增体系：双蒸水 ３１ｍｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ５ｍｌ，２．
５ｍＭ４×ｄＮＴＰＳ２ｍｌ，ＭｇＣｌ２３ｍｌ，乳化剂 ５ｍｌ，２５
ｐｍｏｌ／ｍｌＰＡＩ１上游引物 １ｍｌ，２５ｐｍｏｌ／ｍｌＰＡＩ１下
游引物 １ｍｌ，ＣＤＮＡ２ｍｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １ｕ，
９５℃，变性 ５ｍｉｎ，然后 ９４℃，４５ｓ变性，５０℃，６０ｓ
退火，７２℃，８０ｓ延伸，３５个循环，７２℃，５ｍｉｎ保
温完成反应。②ｔＰＡ、βａｃｔｉｏｎ５０ｍｌ扩增体系：双
蒸水 ３３ｍｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ５ｍｌ，２．５ｍＭ ４×ｄＮＴＰＳ
４ｍｌ，２５ｐｍｏｌ／ｍ上游引物 １ｍｌ，ｌ２５ｐｍｏｌ／ｍｌ下游
引物 １ｍｌ，ＣＤＮＡ６ｍｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ２ｕ，９５℃，
变性 ５ｍｉｎ，然后 ９４℃，４５ｓ变性，５８℃，６０ｓ退
火，７２℃，８０ｓ延伸，３５个循环，７２℃，５ｍｉｎ保温
完成反应。

１．４．６　ＲＴＰＣＲ鉴定及电泳分析　ＲＴＰＣＲ扩增
产物于 １．５％琼脂糖凝胶电泳（恒压 １１０ｍＶ，电泳
４０ｍｉｎ），最后用凝胶图像分析仪照相和扫描分析
各条带，测定其光密度值（Ａ）。用以恒量表达的

βａｃｔｉｏｎｍＲＮＡ为内参照进行校正，各样本的基因
表达量用该样本扩增后产物在凝胶上条带的光密

度值与 βａｃｔｉｏｎ基因条带的光密度值之比半定量

表示，即 ｔＰＡ、ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的 相 对 表 达 水 平 用
ＡｔＰＡ／βａｃｔｉｏｎ（Ａｔ／β）和 ＡＰＡＩ１／βａｃｔｉｏｎ（ＡＰ／β）表示，最后将比值
进行统计分析。

１．５　大鼠脑皮质 ＢＭＥＣｔＰＡ、ＰＡＩ１含量测定
严格试剂盒说明书操作采用酶联免疫吸附法

测定培养上清液 ｔＰＡ、ＰＡＩ１含量。
１．６　大鼠脑皮质 ＢＭＥＣｔＰＡ、ＰＡＩ活性测定

严格按试剂盒说明书操作采用发色底物法测

定培养上清液 ｔＰＡ、ＰＡＩ活性。
１．７　大鼠脑皮质 ＢＭＥＣｔＰＡ免疫组化检测

将长有细胞的盖玻片取出，用 ０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗后，４℃丙酮固定 １０ｍｉｎ，置于 ４℃冰箱保
存备用。按北京中山生物技术有限公司提供的免

疫组化染色步骤（ＬＡＢＳＡ法，ＤＡＢ显色）进行免疫
组化染色（一抗为 ｔＰＡ抗体），每批实验中均设立
阳性与阴性对照。

１．８　统计学处理
数值以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，用 ＳＰＳＳ

１３．０软件进行统计分析。多组间均数的两两比较
用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ（Ｄｕｎｎｅｔｔ）分析；同一时间不同
剂量或不同时间同一剂量的治疗组与相应的对照

组比较用 ｔ检验；Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学
意义。

２　结果
２．１　ＨＥＬ对大鼠脑皮质 ＢＭＥＣ生长的影响

在一定浓度范围内（０．２５～１ｍｇ／μｌ），ＨＥＬ能
促进内皮细胞生长，且呈剂量依赖性增加（Ｐ＜
０．０５），低于 ０．２５ｍｇ／μｌ的 ＨＥＬ对内皮细胞的生
长无影响，而高于１ｍｇ／μｌ的 ＨＥＬ也不进一步促进
内皮细胞生长，见表 １。

表１　不同浓度水蛭提取液（ＨＥＬ）与ＢＭＥＣ孵育７ｄ后用ＭＴＴ

法测定的ＯＤ５７０值比较　　（ｘ±ｓ）

ＨＥＬ（ｍｇ／μｌ） ＯＤ５７０值
０ ０．２２６±０．００２
０．０６２５ ０．２２９±０．００３
０．１２５ ０．２３２±０．００３
０．２５ ０．２３９±０．００６※※＃

０．５ ０．２４６±０．００５※※＃

１ ０．３５４±０．００４※※＃

２ ０．３５２±０．００２※※

４ ０．３５２±０．００２※※

８ ０．３５３±０．００４※※

　　注：※※为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃为与前一浓度组比较，Ｐ＜

０．０５。
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２．２　ＨＥＬ对大鼠脑皮质 ＢＭＥＣｔＰＡ、ＰＡＩ１含量
的影响

在一定浓度范围内（０．２５～１ｍｇ／μｌ），ＨＥＬ能
诱导内皮细胞培养上清液中 ｔＰＡ抗原呈剂量依赖
性增加，见表 ２。ＨＥＬ（１ｍｇ／μｌ）可刺激内皮细胞
上清液中 ｔＰＡ抗原积聚呈时间依赖性。与同一时
相的对照组比较，ＨＥＬ与内皮细胞孵育 ８ｈ即可引
起上清液 ｔＰＡ抗原含量增加，在 ２４ｈ时抗原增幅
最大，为 ８ｈ时的 １．５倍，此种刺激效应至少持续
４８ｈ，见表 ３。ＰＡＩ１抗原则不受水蛭提取液刺激
的影响，见表 ２、表 ３。

表２　不同浓度ＨＥＬ与ＢＭＥＣ孵育２４ｈ后ｔＰＡ、ＰＡＩ１含量的变化　

　（ｘ±ｓ）

ＨＥＬ（ｍｇ／μｌ） ｔＰＡ抗原（ｎｇ／ｍｌ） ＰＡＩ１抗原（ｎｇ／ｍｌ）

０ ２．８３±０．０３ ８４．０７±２．８７

０．２５ ２．９４±０．０９※ ８１．８２±２．３９

０．５ ３．１０±０．１２※＃ ８２．０５±１．５５

１ ６．３０±０．２４※＃ ８１．６６±１．７５

２ ６．２８±０．１２※ ８２．４６±１．９１

４ ６．２９±０．１２※ ８２．７０±２．３３

　　注：※为与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃为与前一浓度组比较，Ｐ＜

０．０５。

表３　ＨＥＬ（１ｍｇ／μｌ）与ＢＭＥＣ孵育不同时间后ｔＰＡ、ＰＡＩ１含量的变化　　（ｘ±ｓ）

时间（ｈ）
ｔＰＡ抗原（ｎｇ／ｍｌ）

Ｃｏｎ ＨＥＬ
ＰＡＩ１抗原（ｎｇ／ｍｌ）

Ｃｏｎ ＨＥＬ
０ ２．７３±０．０６ ２．７３±０．０３ ８３．３１±２．９８ ８３．３１±３．０２
８ ２．７４±０．０３ ２．８０±０．０５※ ８３．３４±１．７８ ８２．７１±１．９６
１６ ２．７７±０．０７ ２．９０±０．０５※※＃ ８３．２９±１．６４ ８２．４０±１．４６
２４ ２．９８±０．０６ ７．０７±０．０６※※＃ ８３．３６±１．５３ ８１．９５±１．６７
３２ ３．０１±０．０７ ７．０６±０．１７※※ ８３．３７±２．０３ ８２．１９±１．９７
４８ ３．０５±０．０４ ７．０６±０．１９※※ ８３．３５±１．６７ ８２．１８±２．６７

　　注：※为与对照组比较，Ｐ＜０．０５；※※为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃为与前一浓度组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　ＨＥＬ对大鼠脑皮质 ＢＭＥＣｔＰＡ、ＰＡＩ活性的
影响

在一定浓度范围内（０．２５～１ｍｇ／μｌ），水蛭提
取液能诱导内皮细胞培养上清液中 ｔＰＡ活性呈剂
量依赖性增加，见表 ４。ＨＥＬ（１ｍｇ／μｌ）可刺激内皮
细胞上清液中 ｔＰＡ活性积聚呈时间依赖性。与同
一时相的对照组比较，ＨＥＬ与内皮细胞孵育 ８ｈ即
可引起上清液 ｔＰＡ活性含量增加，在 ２４ｈ时活性增
幅最大，增加近 １．１倍，此种刺激效应至少持续
４８ｈ，见表 ５。ＰＡＩ１活性则不受 ＨＥＬ刺激的影响，
见表 ４、表 ５。

表 ４　不同浓度 ＨＥＬ与 ＢＭＥＣ孵育 ２４ｈ后 ｔＰＡ、ＰＡＩ活性的

变化　　（ｘ±ｓ）

ＨＥＬ（ｍｇ／μｌ） ｔＰＡ（ＩＵ／ｍｌ） ＰＡＩ（ＡＵ／ｍｌ）
０ １５．１９±０．２１ ２１．９１±１．６３
０．２５ １７．２３±０．３８※※ ２０．８０±１．５９
０．５ ２６．２０±１．０７※※＃ ２０．８２±１．９１
１ ３５．６７±１．１４※※＃ ２０．７１±１．６８
２ ３５．１０±２．２０※※ ２０．３４±２．４８
４ ３５．４１±１．８９※※ ２０．１６±１．５９

　　注：※※为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃为与前一浓度组比较，Ｐ＜

０．０５。

表５　ＨＥＬ（１ｍｇ／μｌ）与ＢＭＥＣ孵育不同时间后ｔＰＡ、ＰＡＩ活性的变化　　（ｘ±ｓ）

时间（ｈ）
ｔＰＡ（ＩＵ／ｍｌ）

Ｃｏｎ Ｔｅｓｔ
ＰＡＩ（ＡＵ／ｍｌ）

Ｃｏｎ Ｔｅｓｔ
０ １５．２０±１．０２ １５．３０±１．１６ ２１．６０±１．７６ ２１．６１±１．７６
８ １５．３４±０．９５ １６．４０±０．８７※ ２１．５８±１．３０ ２０．９１±１．６６
１６ １５．６７±０．７８ １９．７３±０．８８※※＃ ２１．５７±１．４５ ２０．４９±１．４８
２４ １５．６５±１．１２ ３２．０５±２．１０※※＃ ２１．６１±１．０９ ２０．３２±１．４５
３２ １６．７０±０．６９ ３１．９５±１．７５※※ ２１．６３±１．３８ ２０．５６±１．０８
４８ １６．８２±１．２１ ３１．８６±１．８４※※ ２１．６０±１．２５ ２０．４７±１．３９

　　注：※为与相应的对照组比较，Ｐ＜０．０５；※※为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃为与前一浓度组比较，Ｐ＜０．０５。
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２．４　ＨＥＬ对大鼠脑皮质 ＢＭＥＣ ｔＰＡ ｍＲＮＡ和
ＰＡＩ１ｍＲＮＡ表达的影响

在一定浓度范围内（０．２５～１ｍｇ／μｌ），水蛭提
取液诱导 ｔＰＡｍＲＮＡ水平呈剂量依赖性增加，见表
６。与同一时相的对照组比较，ＨＥＬ（１ｍｇ／μｌ）对 ｔ

ＰＡｍＲＮＡ的诱导表达在 ８ｈ开始增加（约为对照组
的 １．０倍），２４ｈ达最大效应（约为对照组的 １．９
倍），此效应至少持续４８ｈ，见表７。ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的
表达不受 ＨＥＬ刺激的影响，见表 ６、表 ７。见图 １、
图２。

表６　ＨＥＬ与ＢＭＥＣ孵育２４ｈ后ｔＰＡｍＲＮＡ、ＰＡＩ１ｍＲＮＡ相对表达量的比较　　（ｘ±ｓ）

ＨＥＬ（ｍｇ／μｌ）
Ａｔ／β

ＣｏｎＨＥＬ
ＡＰ／β

ＣｏｎＨＥＬ
０．２５ ０．４７±０．０１ ０．５３±０．０２※※ ０．５２±０．０２ ０．５１±０．０１
０．５ ０．４６±０．０３＃ ０．８８±０．０２※※＃ ０．５１±０．０３ ０．５０±０．０１
１ ０．４７±０．０２＃ １．３７±０．０２※※＃ ０．５２±０．０１ ０．５３±０．０３
２ ０．４６±０．０３ １．３５±０．０５※※ ０．５１±０．０３ ０．５１±０．０２
４ ０．４７±０．０１ １．３６±０．０１※※ ０．５１±０．０２ ０．５２±０．０１

　　注：※※为与相应的对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃为与前一浓度组比较，Ｐ＜０．０５。

表７　ＨＥＬ（１ｍｇ／μｌ）与ＢＭＥＣ孵育不同时间后ｔＰＡｍＲＮＡ、ＰＡＩ１ｍＲＮＡ相对表达量的比较　　（ｘ±ｓ）

时间（ｈ）
Ａｔ／β

ＣｏｎＨＥＬ
ＡＰ／β

ＣｏｎＨＥＬ
８ ０．４６±０．０２ ０．９５±０．０３※※ ０．３７±０．０２ ０．３７±０．０１
１６ ０．４９±０．０１ １．２１±０．０２※※＃ ０．３８±０．０４ ０．３７±０．０２
２４ ０．５１±０．０２ １．４７±０．０２※※＃ ０．３７±０．０１ ０．３８±０．０３
３２ ０．５０±０．０３ １．４６±０．０２※※ ０．３８±０．０３ ０．３７±０．０１
４８ ０．５１±０．０２ １．４５±０．０２※※ ０．３８±０．０１ ０．３６±０．０２

　　注：※※为与相应的对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃为与前一浓度组比较，Ｐ＜０．０５。

图１　不同浓度ＨＥＬ加入ＢＭＥＣ中培养２４ｈｔＰＡｍＲＮＡ的表
达（ＲＴＰＣＲ法）。从左到右依次为 Ｍａｒｋｅｒ，分别与 ０．
２５、０．５、１、２、４ｍｇ／μｌＨＥＬ相对应的生理盐水对照组，
０．２５、０．５、１、２、４ｍｇ／μｌＨＥＬ治疗组。

图２　１ｍｇ／μｌＨＥＬ加入ＢＭＥＣ中培养 ８ｈ～４８ｈｔＰＡｍＲＮＡ
的表达（ＲＴＰＣＲ法）。从左到右依次为 Ｍａｒｋｅｒ，分别与
１ｍｇ／μｌＨＥＬ培养８ｈ、１６ｈ、２４ｈ、３２ｈ、４８ｈ相对应的生
理盐水对照组，８ｈ、１６ｈ、２４ｈ、３２ｈ、４８ｈＨＥＬ治疗组。

２．５　ＨＥＬ对大鼠脑皮质 ＢＭＥＣｔＰＡ免疫组化的
影响

在一定浓度范围 （０．２５～１ｍｇ／μｌ）ＨＥＬ与脑

皮质 ＢＭＥＣ孵育２４ｈ后 ｔＰＡ在胞浆中呈阳性表达，
且呈剂量依赖性表达增强，见图 ３。而生理盐水对
照组呈阴性或弱阳性表达，见图 ４。

图 ３　０．５ｍｇ／μｌＨＥＬ与脑皮质 ＢＭＥＣ孵育 ２４ｈ后　
ｔＰＡ在胞浆的阳性表达（×２００）。

图 ４　生理盐水对照组与脑皮质 ＢＭＥＣ孵育 ２４ｈ后　
ｔＰＡ在胞浆弱阳性表达（×２００）。

·１２４·

　国际神经病学神经外科学杂志　　２０１１年　第 ３８卷　第 ５期　　 　



３　讨论
纤溶系统由纤溶酶原、纤溶酶、纤溶酶原激活

剂（ＰＡ）和激活物的特异性抑制剂（ＰＡＩ）等组成。
ＰＡ分为组织型（ｔＰＡ）和尿激酶型（ｕＰＡ）两种。在
ｔＰＡ或 ｕＰＡ作用下纤溶酶原肽链 Ａｒｇ５６１Ｖａｌ５６２之
间断裂，形成由二硫键相连的双链结构，即活性的

纤溶酶。ｔＰＡ主要由内皮细胞合成与分泌，ｕＰＡ在
肾脏合成，也存在于内皮细胞。脑内的纤溶酶原激

活物以 ｔＰＡ为主，也主要由内皮细胞合成与分泌，
神经元或神经胶质细胞也有少量产生和分泌［５６］。

在正常生理条件下，其蛋白水解作用涉及神经细

胞、神经胶质细胞迁移及轴突的生长。ＰＡＩ可分为
４种，其中 ＰＡＩ１的作用最重要。ＰＡＩ１主要由血
管内皮细胞、平滑肌细胞及肝细胞等合成，也存在

于血小板 α颗粒。ＰＡＩ１是 ｔＰＡ和 ｕＰＡ的主要生
理性抑制剂，ＰＡＩ１与二者 １：１结合，快速将其灭
活。ＰＡＩ１与 ｔＰＡ是纤溶功能的主要调节者，ＰＡＩ
１／ｔＰＡ之间的平衡决定着纤溶状态［７９］。

血管内皮遍布全身，位于整个循环系统的内表

面，它不仅是血管的被动衬里，而且是肌体最大的

内分泌腺［１０］。由于它所处的特殊位置，可通过不

同的机制和生化信息，来释放血管活性物质、细胞

因子和生长因子，以调节免疫反应、血液流动性、

凝血过程、血管床张力及通透性，参与正常和新生

组织的血管形成。ＢＭＥＣ是位于毛细血管微循环
的一种特殊细胞，具有极其重要的功能。它是构成

血脑屏障的主要成分，同时与脑水肿、脑血管疾病

的发生发展、脑肿瘤的浸润和扩散相关。本研究选

用大鼠脑皮质 ＢＭＥＣ培养为实验模型，从体外直接
观察 ＨＥＬ对 ＢＭＥＣ的作用，首次发现 ＨＥＬ在一定
浓度范围内（０．２５～１ｍｇ／μｌ）可促进 ＢＭＥＣ的生
长，通过对 ｔＰＡ的转录、翻译及合成蛋白的加工修
饰来激活内源性纤溶系统，即它能促进培养的大鼠

大脑皮质 ＢＭＥＣ分泌 ｔＰＡ，同时增强其活性，促进
ｔＰＡｍＲＮＡ的表达及 ｔＰＡ免疫活性表达，且呈剂量
依赖性表达增强，对 ＰＡＩ１的含量、活性及 ｍＲＮＡ
的表达无影响。本研究表明 ＨＥＬ具有促进 ＢＭＥＣ

生长，从分子水平可刺激 ｔＰＡ的表达，增强其活性，
但不影响 ＰＡＩ１的表达，不会因过度刺激纤溶而导
致再出血危险，对这种 ｔＰＡ／ＰＡＩ１的调节有利于
脑内血肿的吸收。
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