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　　 ［摘要 ］　目的：探讨凝血酶对大鼠脑微血管内皮细胞（BMVEC）的损伤以及凝血酶抑制剂水蛭素的保护作
用。方法：分离新生大鼠脑微血管内皮细胞并进行培养�取第二或第三代内皮细胞进行实验。实验分成3组：对
照组、凝血酶组和水蛭素组。通过透射电镜和流式细胞术检测3组细胞凋亡的情况。利用 TRITC-鬼笔环肽对细
胞进行染色观察3组细胞骨架的形态变化。结果：凝血酶可以增加血管内皮细胞凋亡并导致细胞骨架重排、紊
乱�而水蛭素可以减轻凝血酶的这种作用。结论：凝血酶可以损害血管内皮细胞骨架�引起细胞收缩、变形�同时
增加内皮细胞凋亡�破坏血脑屏障。水蛭素可以减轻这种改变。
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　　Abstract　Objective：To investigate the effect of thrombin on brain microvascular endothelial cells （BMVEC）
and the protective effect of hirudin．Method：brain microvascular endothelial cell were isolated f rom neonatal SD rat
cerebral cortex and cultured．BMVEC was incubabed with thrombin or hirudin＋thrombin for48h．F-actin was ex-
amined with fluorescence staining of T ritc-phalloidine．The apoptosis was determined by flow cytometric analysis
and transmission electron microscope．Result：thrombin promotes F-actin remodeling and the apoptosis of BMVEC．
Hirudin partially reverses this process．Conclusion：Thrombin causes cytoskeleton remodeling which may lead to re-
traction of endothelial cells and change endothelial cell morphology and promotes BMVEC apoptosis．both effects
increases endothelial cell permeability and disrupt the blood brain barrier．Hirudin can partially inhibit this effect．
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　　脑出血后血肿周围出现严重的脑水肿。脑水
肿的形成除了与血肿的占位效应有关外�出血后局
部大量生成的凝血酶也是导致脑水肿的的重要因

素。凝血酶可以直接损害脑组织细胞导致细胞毒
性脑水肿�还能损害脑微血管内皮细胞�破坏血脑
屏障�增加血脑屏障的通透性引起血管源性脑水
肿�而凝血酶抑制剂水蛭素可以抑制凝血酶的作
用。本实验观察凝血酶对体外培养脑微血管内皮
细胞的损害及水蛭素的保护作用。
1　材料与方法
1．1　药品、试剂、仪器与动物

1640培养基、新生胎牛血清、0．25％胰蛋白
酶、凝血酶（sigma 公司）、水蛭素（sigma 公司）、

TRITC-鬼笔环肽（sigma 公司）、Ⅷ因子相关抗原
抗体、AnnexinⅤ-FITC 凋亡检测试剂盒（晶美生物
工程有限公司）、倒置相差显微镜（Olympus）、倒置
荧光显微镜（Olympus）。SD 乳鼠购自华中科技大
学同济医学院实验动物中心。
1．2　实验方法
1．2．1　微血管内皮细胞培养　取3～5d 龄的 SD
乳鼠6只�无菌条件下取出大脑�立即放入盛有冰
冷 D-Hank’s 液的平皿中。去除大血管、软脑膜、
脑干和小脑。将收集到的的脑组织转入盛有 D-
Hank’s液的无菌小瓶中剪碎�将脑组织置于玻璃
匀浆器内上下碾磨十余次后�匀浆液依次通过孔径
为100目、200目的筛网�收集网上的微血管段。
用少量 D-Hank’s液冲洗匀浆器�匀浆液再次通过
筛网以增加血管段数。1000r／min离心5min�弃
上清液。加入 D-Hank’s 液洗涤�离心去上清液�
将含有血管段的沉淀物接种于培养瓶中�置于
37℃、5％ CO2培养箱中静置培养。微血管段贴壁
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后24h 后换液�之后每3d换液1次直至细胞长满
瓶底后传代。用0．25％胰蛋白酶消化10min�加
培养液终止消化�离心去上清液�收集细胞接种于
含有玻璃爬片的培养瓶内。采用免疫组化法检测
Ⅷ因子相关抗原进行细胞鉴定。取第三代细胞接
种于24孔培养板内（检测细胞骨架的培养板内预
先放置玻璃爬片）�细胞生长80％融合后进行试
验。
1．2．2　实验分组　分为对照组、凝血酶组、水蛭素
组。对照组加入含胎牛血清1640培养液进行培
养。凝血酶组加入30×103 U／L 的凝血酶。水蛭
素组先加入水蛭素30×103 U／K 孵育0．5h 后再
加入凝血酶30×103 U／L。3组孵育48h 后检测。
1．2．3　透射电镜检测　将0．25％胰蛋白酶加入
培养孔内消化10min�加入培养液终止消化�1000
×10min 离心�去上清液。加入少量 PBS 液�吹
打�转入 EP 管内�1000×10min 再次离心�去上
清液�加入少量2．5％戊二醛-多聚甲醛固定�送华
中科技大学同济医学院超微病理室。经脱水、固
定、包埋后�常规超薄切片�透镜下观察。
1．2．4　细胞骨架微丝肌动蛋白（F-actin）检测　取
出细胞爬片�置于4％的多聚甲醛中固定30min�
PBS 冲洗30min×2次�然后放入用0．1％ Triton
X-100中10min�再次用 PBS 冲洗30min×2次�
加入 TRITC-鬼笔环肽避光孵育40min�用 PBS 冲
洗2次�90％甘油封片�荧光显微镜下观察并照相。
1．2．5　细胞凋亡检测　使用 AnnexinⅤ及 PI 双
标流式细胞术检测细胞凋亡。按 AnnexinⅤ-FITC
凋亡检测试剂盒说明书�收集109／L 的细胞于结合
缓冲液内�行 AnnexinⅤ和 PI 染色�流式细胞术检
测细胞凋亡的百分数。
1．3　统计学处理

应用 SPSS11．0统计学软件包分析处理。实
验结果采用-x±s表示�数据比较采用方差分析。
2　结果
2．1　微血管内皮细胞的形态和鉴定

倒置显微镜下观察获得的微血管段管壁较光

滑�长短不等�形态各异�成单支或多分支状（图
1A）。大部分微血管段在培养24h 后贴壁。7～10
d后有大量的细胞从微血管段中长出。倒置显微
镜下细胞成“铺路石”样外观（图1B）。Ⅷ因子相关
抗原免疫组化鉴定�细胞的胞浆及核膜周围呈棕褐
色�证明为内皮细胞（图1C）。
2．2　F-actin的形态学变化

F-actin经染色后呈红色荧光物质�正常对照
组胞膜荧光较强�胞浆内可见少量肌动蛋白纤维�
方向不规则且长短不一�部分细小呈网状分布（图
2A）。凝血酶组胞浆内 F-actin 明显增加、增粗�且
排列紊乱（图2B）。水蛭素组胞膜荧光较强�胞浆

内也可见少量肌动蛋白纤维�部分呈网状分布（图
2C）。
2．3　细胞凋亡

正常对照组细胞凋亡率为（4．54±1．32）％。
凝血酶组细胞凋亡率为（27．65±2．36）％�明显高
于正常对照组和水蛭素组（ P ＜0．01）。水蛭素组
细胞凋亡率为（17．08±2．67）％�高于正常对照组
（ P ＜0．01）�但低于凝血酶组（ P ＜0．01）。
2．4　电镜下细胞形态改变

正常对照组电镜下细胞膜、细胞核完整�细胞
器发育良好�细胞核内染色质完整（图3A）。凝血
酶刺激48h 后电镜下可见细胞浆内空泡变性�粗
面内质网、线粒体肿胀明显。细胞核膜虽然完整�
但染色质不均匀�染色质部分边集（图3B）。水蛭
素组电镜下也可见细胞胞浆内空泡变性�粗面内质
网、线粒体肿胀�但细胞核膜完整、核内染色质均
匀�未发现细胞坏死的征象。
3　讨论

脑出血后血液在凝固的过程中释放大量的凝

血酶�凝血酶可以破坏血脑屏障�增加血脑屏障的
通透性�导致血管源性脑水肿〔1〕。凝血酶增加血脑
屏障通透性的原因之一是促使微血管内皮细胞发

生变形、收缩�因而破坏细胞间连接�细胞间隙增
大。Nagy 等〔2〕将人脑毛细血管内皮细胞进行体外
培养�在培养液中加入凝血酶后观察到内皮细胞发
生收缩�体积变小�收缩的程度呈剂量和时间依赖
性�去除凝血酶后30min 细胞形态恢复正常。细
胞-细胞间、细胞-基质间正常连接以及细胞形态由
细胞骨架调节。细胞骨架是真核细胞中的蛋白纤
维网络结构�主要由微丝、微管和中间纤维组成。
细胞骨架的破坏或重排会损害血管内皮细胞间的

紧密连接�引起细胞收缩、变形�细胞间隙增大�血
管通透性增加〔3〕。微丝确定细胞表面特征�使细胞
能够运动和收缩�而肌动蛋白（F-actin）是构成微丝
的主要成分。我们的研究发现凝血酶可以引起血
管内皮细胞骨架 F-actin排列紊乱�重新分布�而水
蛭素可以减轻凝血酶对细胞骨架的破坏。

凝血酶引起细胞骨架重排或破坏主要通过激

动血管内皮细胞上的凝血酶受体-1（PAR-1）�促进
细胞内 Ca2＋浓度增加�在 Ca2＋／钙调蛋白的参与下
肌球蛋白轻链激酶被激活�肌球蛋白轻链磷酸化�
从而导致细胞骨架收缩和重排〔4-6〕。新近发现凝血
酶还可以激活微血管内皮细胞上的 PAR-1�通过
Rho／Rho 激酶途径�抑制肌球蛋白轻链磷酸酶的
活性�使肌球蛋白轻链持续磷酸化�引起微丝收缩�
此途径为非钙依赖性的〔7-8〕。

凝血酶导致血管通透性增加的另一原因是直

接损伤血管内皮细胞。近年来发现血管内皮细胞
凋亡可以损害血管内皮的完整性�增加血管的通透
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性〔8-9〕。我们的研究发现凝血酶明显增加脑微血管
内皮细胞的凋亡�而水蛭素能减轻凝血酶的作用。

凝血酶对细胞的影响非常复杂�依其剂量以及
作用的细胞种类不同�凝血酶既可以引起细胞的凋
亡�又可以促进细胞增值〔10〕。目前的研究表明凝
血酶导致细胞凋亡仍然是通过凝血酶受体介导的�
促进 caspase-3、caspase-9过度表达�引起细胞凋亡
的发生〔11-12〕�但凝血酶导致细胞凋亡的具体的细胞
内信号通路还有待进一步研究。

总之�凝血酶可以通过影响微血管内皮细胞细
胞骨架的分布�改变细胞形态；增加内皮细胞凋亡�
损害血管壁的完整性�破坏血脑屏障�增加血脑屏
障的通透性�导致脑水肿。凝血酶破坏细胞骨架�
增加细胞凋亡都是通过 PAR-1介导的。凝血酶特
异性拮抗剂水蛭素可以减轻凝血酶的破坏作用。
PAR-1被激动后通过多种途径使肌球蛋白轻链磷
酸化�导致细胞骨架重排；但其诱导内皮细胞凋亡
的具体信号通路和作用环节还有待进一步研究。

? ? ?

图1　细胞培养及鉴定
? 分离微血管段；? 正常细胞呈梭形、三角形、多边形；? 免疫组化染色胞浆呈棕黄色

? 　　　　 ? 　　　　 ?

图2　凝血酶及水蛭素组 F-actin的形态学改变
? A：对照组；? 凝血酶组；? 水蛭素组

? 　　 ? 　　 ?

图3　凝血酶及水蛭素干预后电镜观察结果
? 正常对照组：细胞膜、细胞核完整�细胞器发育良好�细胞核内染色质均匀完整；? 凝血酶组：细胞浆内空泡变性�粗面

内质网、线粒体肿胀明显�细胞核膜虽然完整�但染色质不均匀�部分边集；? 水蛭素组：细胞浆内可见较多空泡变性�部分粗
面内质网、线粒体肿胀�细胞核完整�核内染色质均匀。
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