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凝血酶致脑微血管内皮细胞凋亡作用

高春林范生尧 贾俊亚 王枫涛 熊喻

脑微血管内皮细胞(brain microvascular endothelial cell，

BMVEC)在脑疾病发生、发展中占重要地位‘1J。近年来，

BMVEC的体外培养方法已获成功[2J。凝血酶是一种血清丝

氨酸蛋白酶，除参与凝血外，它还促进BMVEC收缩并增加其

通透性b]，并与肺动脉内皮细胞及神经元凋亡相关H“J。本

实验用体外原代培养的大鼠BMVEC研究凝血酶的作用，并

用其受体拮抗剂水蛭素探讨致病机制。

1材料和方法

1．1试剂M199培养基(Gibco公司产品)，胰蛋白酶(进口

分装)、凝血酶、兔抗大鼠因子Ⅷ相关抗原多克隆抗体、水蛭

素购自美国Sigma公司。Ⅳ型胶原酶、TUNEL试剂盒购自武

汉博士德公司。

1．2方法(1)细胞培养：取3。5 d龄sD乳鼠，按照文献提

供的方法培养[2]。传代培养第7天相差显微镜下观察其形

态学特点，因子Ⅷ相关抗原免疫细胞化学方法鉴定内皮细

胞。实验取第3代细胞。(2)实验分组：对照组为含10％胎

牛血清的M199培养基。凝血酶组设3个浓度，分别为50，

150，300 U／IIll。凝血酶+水蛭素组先加入含水蛭素的M199

培养基(水蛭素终浓度为100 tanol／L)，孵育30 min后再加入

凝血酶，使凝血酶终浓度为300 U／111l。孵育18 h后检测。

(3)TUNEL检测凋亡：取细胞爬片常规固定后，按TUNEL试剂

盒说明书操作。在显微镜下观察，阳性细胞胞核呈棕褐色染

色。每组5片，每片随机取3个不同高倍镜视野计数100个

细胞中的阳性细胞并计算其百分率。(4)核DNA的1．5％琼

脂糖凝胶电泳。(5)透射电子显微镜检查：300 U／ml凝血酶组

细胞经常规固定、脱水、渗透、包埋、超薄切片、铀铅染色后，

透射电镜观察。

1．3统计学处理实验数据以贾±s表示，应用SPSS 11．0

统计学软件包分析处理。

2结果

2．1脑微血管内皮细胞的鉴定脑微血管段为单层贴壁生

长，7．10 d后有细胞长出。镜下呈多角型“铺路石”样外观。

Ⅷ因子相关抗原染色胞浆呈黄褐色，胞核呈蓝色。

2．2 TUNEL检测结果对照组与低剂量50 u，111l组HMVEC
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·论著摘要·

凋亡率分别为(3．79±0．51)％与(6．32-4-1．26)％，差别无显

著性(P>0．05)。150 U／“和300 U／ml组凋亡率明显增多，

分别为(14．01±1．94)％、(22．04±3．25)％，与对照组比较差

异有显著性(P<0．01)。凝血酶+水蛭素组凋亡率为

(6．41 4-1．04)％，与对照组相比，差别无显著性(P>0．05)。

2．3核DNA凝胶电泳150 U／ml和300 U／ml凝血酶组细胞

核DNA裂解为170～200 bp及其整倍数的寡核苷酸片段，形

成梯状条带。

2．4细胞形态学变化300 U／rnl凝血酶刺激18 h后，胞浆浓

缩，染色质在核周边凝集，可见核碎裂、空泡和凋亡小体形成。

3讨论

内皮细胞具有维持管壁通透性、防止凝血和血栓形成等

重要生理功能，其凋亡是内皮功能障碍的重要因素。凝血酶

能使BMVEC中actin等细胞骨架重排，细胞收缩，间隙增宽，

通透性增加，促进脑水肿形成。这些作用主要由蛋白酶活化

受体(protease activated receptor，PAR)介导‘31 Frances等Ho报道

凝血酶可作用于PAR后进一步激活酪氨酸激酶和RhoA通
路，诱导神经元和神经胶质细胞凋亡，这种作用可被水蛭素

阻断。大剂量凝血酶与内皮细胞凋亡的相关性在其他组织

中已有报道[5‘6]，但在脑血管内皮细胞中目前尚未见报道。

本研究应用体外培养的BMVEC，观察到凝血酶能诱导BMVEC

凋亡，且存在一定的剂量依赖关系。提示凝血酶还可能通过

诱导BMVEC凋亡而参与脑水肿的发生、发展。本研究还证

实，使用凝血酶特异性受体PAR阻断剂水蛭素后，BMVEC凋
亡受到明显抑制，说明凝血酶的促凋亡作用依赖于PAR受体
的激活。但是，其具体信号转导机制尚需进一步研究。
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