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凝血酶体外诱导模拟脑室出血后大鼠蛛网膜细胞纤维化的实验研究
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摘　要：目的　观察凝血酶（ｔｈｒｏｍｂｉｎ）刺激体外培养大鼠蛛网膜细胞后纤维化程度的变化，探讨其与脑室出血（ｉｎｔｒａｖｅｎｔ
ｒｉｃｕｌａｒｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＶＨ）后大鼠慢性脑积水形成的关系。方法　采用 ＳＤ大鼠蛛网膜细胞，经不同浓度凝血酶刺激，在体

外模拟脑室出血（ＩＶＨ）后慢性脑积水大鼠的蛛网膜细胞纤维化的病理生理过程。细胞免疫化学法（ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

ＩＣＣ）鉴定传代培养的 ＳＤ大鼠蛛网膜细胞标志物细胞角蛋白（ＣＫ８／１８）和桥粒蛋白（Ｄｅｓｍｏｐｌａｋｉｎ）的表达。ｑＲＴＰＣＲ与

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测细胞纤维化因子（ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＩＩ、ＴＧＦβ１、αＳＭＡ）的表达，观察其纤维化程度，同时检测比较各组细胞的

表达差异。结果　（１）培养的蛛网膜细胞标志物 Ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ和 Ｄｅｓｍｏｐｌａｋｉｎ表达阳性。（２）凝血酶可诱导蛛网膜细胞纤维

化，在５０ｕ／ｍｌ浓度下，蛛网膜细胞纤维化程度最明显。（３）实验组较对照组细胞纤维化程度明显。结论　体外可以稳定

培养大鼠蛛网膜细胞。凝血酶诱导的蛛网膜细胞各种纤维化指标明显高于正常组，提示纤维化模型构建成功。构建成功

的纤维化蛛网膜细胞有利于下一步深入研究脑室出血后慢性脑积水的机制。
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　　慢性脑积水多数发生于颅脑外伤、脑出血、颅
内炎症及颅脑手术后，发病率在 ０．４１％ ～２．９％之
间［１］。前期研究发现出血后脑积水（ｐｏｓｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ
ｈｙｄｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ，ＰＨＨ）发生于出血 ３周以后，脑实质
原发损伤较大时，间质纤维结缔组织将大量增生对

缺损组织进行修复，脑积水脑脊液循环通路发生病

理改变，包括小胶质细胞的炎症反应及蛛网膜细胞

纤维化，造成的脑脊液吸收障碍［２］。近年研究表

明，脑脊液循环通路梗阻、脉络丛过度分泌及蛛网

膜颗粒吸收障碍影响脑脊液动力学，促进 ＰＨＨ，同
时，脑脊液循环通路末梢纤维化也参与 ＰＨＨ的发
生和发展 ［３，４］。纤维化（ｆｉｂｒｏｓｉｓ）是指由于炎症等
多种因素导致器官实质细胞发生坏死，组织内细胞

外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）异常增多和过度
沉积的病理过程。ＥＣＭ的沉积和基质金属蛋白酶
活性的增加，是纤维化疾病的共同病理特征。研究

表明，ＰＨＨ发生时同样存在 ＥＣＭ的过度沉积［５］。

为深入研究慢性脑积水发病机制，目前多采用犬、

猪及大鼠作为模型动物，通过脑室内注入自体血或

高岭土等手段闭塞脑脊液循环或影响脑脊液吸收

造模［６］。通常取模型动物的小胶质细胞做细胞模

型，但小胶质细胞模型无法模拟蛛网膜纤维化的情

况，因此对于蛛网膜纤维化致蛛网膜下腔循环障碍

的机制可能阐述不清［７］。凝血酶是出血性疾病如

脑室出血、蛛网膜下腔出血的常用诱导剂［８］。本文

体外培养大鼠蛛网膜细胞，建立稳定的传代体系。

采用凝血酶刺激体外培养的蛛网膜细胞，模拟脑室

出血后慢性脑积水大鼠的蛛网膜细胞纤维化的病

理生理过程。观察不同浓度凝血酶体外诱导蛛网

膜细胞纤维化水平，为后续研究大鼠脑室出血后慢

性脑积水病理生理过程提供研究载体，有利于下一

步深入研究脑室出血后慢性脑积水的发病机制。

１　材料与方法
１．１　主要试剂

选取健康１～２ｄＳＤ大鼠１０只购于湖南铠毕实
验动物公司，凝血酶购于武汉海特生物，ＤＭＥＭ等常
规细胞培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）购于 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ，

ＣｏｌＩ抗体、ＣｏｌＩＩＩ抗体购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＴＧＦβ１
抗体、αＳＭＡ抗体、山羊抗小鼠 ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕ
ｏｒ ６４７）、山羊抗兔 ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８）购
自 Ａｂｃａｍ公司，酶联免疫试剂盒购于武汉博士德，化
学发光试剂盒购于中山金桥。

１．２　大鼠蛛网膜细胞的培养
参照 Ｘｉｎ等的方法培养大鼠蛛网膜细胞［９］。取

１０只 １～２ｄＳＤ大鼠。常规消毒，组织剪断头处
死，钝性剥离头部皮肤，从后囟门沿骨缝剪开颅

骨。大脑剥离后显微镜下剥取蛛网膜，ＰＢＳ冲洗，
剪碎后浸入 ＦＢＳ１０分钟，转移至培养瓶中，取
０．１ｍｌ培养液，浸没组织块，移入 ３７℃，５％ＣＯ２培
养箱孵育，每 ３ｄ换完全培养液 １次，２周后即可见
细胞铺满培养瓶底总面积 ７０％左右即可传代。以
０．２５％胰蛋白酶消化细胞，待细胞大部分脱落后
加入完全培养液终止消化，吹打后制成细胞悬液，

按需传代使用。

１．３　鉴定大鼠蛛网膜细胞（ＩＣＣ检测）
通常以 ＣＫ８／１８及 Ｄｅｓｍｏｐｌａｋｉｎ作为蛛网膜细

胞标志物［１０］。铺片培养传代的蛛网膜细胞，当细

胞长满盖玻片面积的 ６０％ ～７０％时取出，４％多聚
甲醛固定液固定５分钟，ＰＢＳ冲洗，４℃下 ＢＳＡ封闭
ＦＣ段受体 ９０分钟，每张盖玻片滴加 ２００μｌ一抗：
小鼠抗 ＣＫ８／１８单抗，兔抗 Ｄｅｓｍｏｐｌａｋｉｎ单抗，４℃
过夜。ＰＢＳ冲洗后滴加 ２００μｌ二抗：山羊抗小鼠
ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ６４７），山羊抗兔 ＩｇＧＨ＆Ｌ
（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８），室温避光 １ｈ，ＰＢＳ冲洗。荧
光显微镜下观察培养细胞 ＣＫ８／１８及 Ｄｅｓｍｏｐｌａｋｉｎ
表达情况以鉴定蛛网膜细胞。

１．４　凝血酶诱导大鼠蛛网膜细胞纤维化
取生长至第 ３天时的第 ３代传代细胞加入 ２４

孔培养板培养，加入凝血酶并调节至不同浓度

（１０、５０、１００Ｕ／ｍｌ），对照组加生理盐水孵育。
１．５　检测实验组及对照组蛛网膜细胞的纤维化指标
１．５．１　 ｑＲＴＰＣＲ测定 　 以 ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＩＩ、ＴＧＦ

β１、αＳＭＡ为蛛网膜细胞纤维化指标，引物序列设
计见表 １。

表１　引物表

基因 上游引物 下游引物

ＣＯＬＩ ５’ＡＧＡＧＧＣＡＴＡＡＡＧＧＧＴＣＡＴＣＧＴＧ３＇ ５’ＣＡＧＧＴＴＧＣＡＧＣＣＴＴＧＧＴＴＡＧＧ３＇
ＣＯＬＩＩＩ ５’ＧＴＣＧＧＡＧＧＡＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴＡＴ３＇ ５’ＣＡＴＴＧＣＧＴＣＣＡＴＣＡＡＡＧＣＣＴＣ３＇
ＴＧＦΒ１ ５’ＡＴＧＧＡＡＣＡＧＡＡＧＣＣＡＡＧＣＡＡ３ ５’ＴＴＡＧＡＣＴＴＣＣＴＧＡＴＣＣＴＣＡ３＇
ＡＳＭＡ ５’ＣＧＧＧＡＧＡＡＡＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴ３＇ ５’ＣＣＡＧＡＧＴＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＡＣＣＡ３＇
ΒＡＣＴＩＮ ５’ＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡ３＇ ５’ＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣＡＣＡＣＡＧＡＧ３＇
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　　先提取蛛网膜细胞 ｍＲＮＡ。向 ２４孔培养板中
每孔加 Ｔｒｉｚｏｌ１ｍｌ，吹打后静置，加入 ２００μｌ氯仿，
震荡离心后取上层水相，加入 ５００μｌ异丙醇，再次
离心后弃去上清液，加入 １ｍｌ７５％乙醇洗涤，离心
去上清液，干燥后加入 ５０μｌＤＥＰＣ于 －８０℃保存。
依照试剂盒操作步骤构建反应体系反转录合成

ｃＤＮＡ，再以 ｃＤＮＡ为模板扩增 ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＩＩ、ＴＧＦ

β１、αＳＭＡ的基因片段，以大鼠 βａｃｔｉｎ为内参，条
件如下：９３℃预变性３０ｓ；９４℃变性５ｓ，６０℃退火
３０ｓ，３５个循环；延伸 ５ｍｉｎ。
１．５．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＩＩ、ＴＧＦβ１、

αＳＭＡ表达　ＰＣＲ结果提示 ５０Ｕ／ｍｌ凝血酶刺激
大鼠蛛网膜细胞后细胞纤维化标志物提高差异最

明显，因此以生理盐水为对照组，以 ５０Ｕ／ｍｌ凝血
酶刺激为实验组 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＩＩ、
ＴＧＦβ１、αＳＭＡ表达。以 ＲＩＰＡ裂解液滴入 ２４孔
培养板，裂解各组细胞。将裂解液１２０００ｒｐｍ，４℃
条件下离心 １５分钟，收集上层清液。以 ＢＣＡ试剂
盒检测并调整各组蛋白浓度，使之一致。取 ３０μｇ
总蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离，转印至硝酸纤
维素膜上，５％ 脱脂奶粉封闭 ２ｈ。将兔抗 ＣｏｌＩ抗

体（１∶１０００）、兔抗 ＣｏｌＩＩＩ抗体（１∶１０００）、兔抗
ＴＧＦβ１抗 体 （１∶６００）、兔 抗 αＳＭＡ抗 体 （１∶
１０００）一抗加入封闭液，４℃孵育过夜，回收一抗
后洗膜 ３次。加入山羊抗兔二抗（１∶２０００），继续
孵育 １小时，再次洗膜后用化学发光试剂盒显影。
扫描蛋白条带后采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析。
１．６　统计学方法

应用 ＳＰＳＳ２４统计软件，计量资料以 ｘ±ｓ表
示，采用方差分析及 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为有统计学
差异。

２　结果
２．１　大鼠蛛网膜细胞的培养

体外培养的大鼠蛛网膜细胞形状为多极形，胞

核大，体积较大，细胞间紧密连接，折光性较好。

培养至 ２０日左右细胞生长速度减慢，表现出接触
抑制。

２．２　大鼠蛛网膜细胞鉴定
ＩＣＣ可见 ９５％以上细胞 ＣＫ８／１８表达阳性，丝

状分布于胞浆内，胞核未见表达。９５％以上细胞
Ｄｅｓｍｏｐｌａｋｉｎ表达阳性，丝状分布于胞浆内，胞核未
见表达（图 １）。

（ａ：接种培养 １周后观察蛛网膜细胞形态，２００倍；ｂ：荧光染色，细胞 ＣＫ８／１８表达阳性，２００倍；ｃ：荧光
染色，细胞 Ｄｅｓｍｏｐｌａｋｉｎ表达阳性，２００倍）

图 １　体外培养大鼠蛛网膜细胞

２．３　两组细胞的纤维化指标比较
采用 １０、５０、１００Ｕ／ｍｌ凝血酶刺激大鼠蛛网

膜细胞 １２０ｈ后，ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＩＩ、ＴＧＦβ１、αＳＭＡ的
ｍＲＮＡ相对表达水平与生理盐水对照组相比均有
升高，５０Ｕ／ｍｌ凝血酶刺激升高幅度更大，提示 ５０
Ｕ／ｍｌ凝血酶刺激效果较好（图 ２）。

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果：５０Ｕ／ｍｌ凝血酶刺激后，Ｃｏｌ
Ｉ、ＣｏｌＩＩＩ、ＴＧＦβ１、αＳＭＡ蛋白表达均有所上调，
大鼠蛛网膜细胞纤维化明显（图 ３）。
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图 ２　不同浓度凝血酶刺激大鼠蛛网膜细胞 ５日后纤
维化标志物 ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＩＩ、ＴＧＦβ１、αＳＭＡ相对
表达水平
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图 ３　５０Ｕ／ｍｌ凝血酶刺激大鼠蛛网膜细胞 ５日对 ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＩＩ、ＴＧＦβ１、αＳＭＡ表达水平的影响

３　讨论
蛛网膜介于硬脑膜与软脑膜之间，是一层不含

血管及神经的半透明纤维薄膜。蛛网膜内外表面

附着有扁平的间皮，间皮细胞在应激时可脱落游走

成为巨噬细胞。蛛网膜向下以蛛网膜小梁附着于

软脑膜表面，这些小梁使蛛网膜下隙呈网眼状，脑

脊液容纳于蛛网膜与软脑膜间的蛛网膜下隙，使蛛

网膜不至于贴附于脑表面。蛛网膜疏松的包裹脑

部，在脑底或巨大沟裂附近的蛛网膜往往增厚，可

容纳更多的脑脊液，形成脑池。蛛网膜在硬膜静脉

窦附近形成很多突入硬膜窦的绒毛样突起，即蛛网

膜颗粒，脑脊液经此吸收入静脉窦。健康的蛛网膜

容纳并维持脑脊液循环，为脑组织提供缓冲。

离体大鼠蛛网膜细胞的结构与功能均与人蛛

网膜细胞类似，已有成熟的永生化大鼠蛛网膜细胞

株，由于人蛛网膜细胞的培养仍存在多次传代后细

胞衰退的弊端，我们将以大鼠蛛网膜细胞为实验对

象。ＣＫ８／１８及 Ｄｅｓｍｏｐｌａｋｉｎ作为上皮细胞特有的
标志物，可用来标记蛛网膜细胞，同时，我们以 Ｃｏｌ
Ｉ、ＣｏｌＩＩＩ、ＴＧＦβ１、αＳＭＡ评估蛛网膜细胞纤维化
水平。

有文献认为在小剂量凝血酶（０．１、１０、５０Ｕ／
ｍｌ）刺激下，小胶质细胞纤维化水平与凝血酶浓度正
相关，呈浓度依赖性。我们的实验证明，当凝血酶浓

度进一步增大时，蛛网膜细胞纤维化水平反而可能

降低。这可能是由于小胶质细胞与蛛网膜细胞间存

在差异，也可能是由于凝血酶浓度继续增大时，影响

了蛛网膜细胞的生长，降低了其纤维化水平。

ＰＨＨ的发生主要由脑室出血引起，脑室出血过
程中的血管内皮受损和组织因子释放，能够激活各

种凝血因子，使血液呈高凝状态或和形成血栓。其

中，凝血酶是参与此过程的重要凝血因子之一。研

究表明，凝血酶在 ＰＨＨ的发生和发展中具有促进
的作用，利用凝血酶直接注入大鼠脑室可以成功诱

导 ＰＨＨ模型［１１，１２］。除发挥凝血功能外，凝血酶在

细胞纤维化病理过程中发挥重要的作用［１３］。例如

在肝脏星状细胞中，凝血酶与蛋白激活受体 １
（ＰＡＲ１）结合，激活下游信号通路，使细胞产生纤
维化的表型［１４］。此外凝血酶还可以促进肝脏内纤

维蛋白凝块的形成，并催化可溶性纤维蛋白原转化

为纤维蛋白单体，从而加剧肝脏的纤维化［１５］。然

而，对出血后脑积水的研究主要集中于脑脊液循环

通路梗阻、脉络丛过度分泌及蛛网膜颗粒吸收障碍

对脑脊液动力学的影响。多种动物模型均已证实

出血后脑积水中存在蛛网膜病理性纤维化的现象，

提示蛛网膜纤维化可能在脑积水进展过程中发挥

一定的作用。目前尚缺乏合适的蛛网膜纤维化细

胞模型进行进一步研究。凝血酶诱导脑积水的具

体机制尚不清楚，凝血酶导致蛛网膜纤维化是否参

与 ＰＨＨ过程尚无研究。转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）活化可能参与了凝
血酶诱导的蛛网膜纤维化。ＴＧＦβ１是已知的可导
致纤维化的重要因子。ＴＧＦβ１最初是从血小板中
分离的一种细胞因子，正常情况下基本不表达，在

某些病理情况下，其表达量成倍增加并释放至

ＣＳＦ，发挥其致纤维化作用［１６－１７］。研 究发现，将

ＴＧＦβ１注入大鼠颅内可诱导大量的胶原纤维沉积
在柔脑膜的细胞间隙和蛛网膜凸面，沿脑干周围形

成脑膜纤维化［１８］。另外，ＴＧＦβ１在出血性脑积水
较非出血性脑积水中的表达水平更高［１９－２０］。ＳＡＨ
及 ＩＶＨ时，脑脊液中凝血酶水平与出血程度、病情
进展密切相关［２１］。

前期通过凝血酶脑室注射建立大鼠脑积水模

型时注意到转化生长因子 －β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）在脑积水大鼠中均有不同程度
增高，研究发现凝血酶在激活其受体 ＰＡＲ１后可
以诱 导 ＴＧＦβ１活 化 从 而 激 活 ＴＧＦβ１信 号 通
路［２２］。实验证实经 ３种剂量的凝血酶分别刺激离
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体蛛网膜细胞 ５日后，ＴＧＦβ１与 ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＩＩ、α
ＳＭＡ等纤维化指标同步升高，提示 ＴＧＦβ１可能参
与凝血酶刺激蛛网膜细胞纤维化过程，从而参与

ＰＨＨ的发生。
采用离体大鼠蛛网膜细胞进行培养，可以培养

出稳定的蛛网膜细胞，经凝血酶刺激后，可诱导蛛

网膜细胞成纤维化，为研究蛛网膜纤维化致循环障

碍致脑积水的机制研究提供了良好的载体。至于

ＴＧＦβ１通路在这一过程中是否活化，仍需要更深
入的研究。
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