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重组人源 Ｋｕｎｉｔｚ 型蛋白酶抑制剂治疗大鼠
脑皮质缺血 ／ 再灌注损伤

孙晓杰，郭宝锋，王冰∗

（吉林大学中日联谊医院整形外科，长春　 １３００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 旨在研究人源重组丝氨酸酶抑制剂 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 治疗大鼠脑皮质缺血 ／再灌注损伤的临床前

景。 方法　 构建大鼠大脑中动脉（ＭＣＡＯ）局灶性脑缺血 ／再灌注（Ｉ ／ Ｒ）的动物模型，分别用三个剂量 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ（４、
８、１６ ｍｇ ／ ｋｇ）的干预进行临床治疗，设神经保护药物尼莫地平治疗作为阳性对照，各干预治疗组分别进行临床评

分、神经病理损伤、脑水肿程度的评估和比较，评价 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 在大鼠脑缺血 ／再灌注神经保护的临床疗效。 同时，
分组检测缺血 ／再灌注脑皮质的自由基氧化程度的三个指标（抗氧化酶 ＳＯＤ 活性、Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性、膜脂过氧

化产物丙二醇 ＭＤＡ 含量）、反映中性粒细胞呼吸爆发的髓过氧化物酶 ＭＰＯ 活性、血管内皮表达粘附因子 ＩＣＡＭ⁃１
和 Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 的表达水平以及损伤区神经元凋亡的状况。 结果　 低、中、高剂量组 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预均能改善脑缺血 ／
再灌注损伤大鼠的临床症状、脑水肿和神经病理损伤，且呈一定量效关系。 与缺血 ／再灌注模型组大鼠比较，各个

剂量的 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预均能提高损伤区脑组织抗氧化酶 ＳＯＤ 和 Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性，降低丙二醇 ＭＤＡ 含量，降低

髓过氧化酶 ＭＰＯ 活性，下调粘附因子 ＩＣＡＭ⁃１ 和 Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 的表达，拮抗受损神经元的凋亡。 与尼莫地平治疗组比

较，在降低ＭＰＯ 活性上，三个剂量 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 均显示出显著优势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 其余各个检测指标，ｒｈＫＤ ／ ＡＰ 干预组

与尼莫地平治疗组之间比较，差异无显著性。 结论　 重组人源 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 丝氨酸酶抑制剂能够对大鼠脑缺血 ／再
灌注神经损伤发挥保护作用，这些保护作用可能通过清除自由基、抑制中性粒细胞激活和炎性损伤，拮抗神经元凋

亡等多层面综合完成。 因此，人源 Ｋｕｎｉｔｚ 型丝氨酸蛋白酶抑制剂可成为一个潜在的神经保护药物。
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　 　 牛胰蛋白酶抑制剂（ ｂｏｖｉｎｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｒｙｐｓｉｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ＢＰＴＩ 作为 Ｋｕｎｉｔｚ 属丝氨酸蛋白酶抑制

剂，是目前研究的最广泛的蛋白酶抑制剂之一［１］ 。
人 Ａβ 淀粉样蛋白前体（ＡＰＰ）包含的一段 ５７ 个氨

基酸序列结构，与 Ｋｕｎｉｔｚ 型丝氨酸蛋白酶抑制剂

家族高度同源［２］ 。 我们前期利用同源重组技术制

备了人源丝氨酸蛋白酶抑制剂（ ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ），并在

体外研究了它的三级结构、空间构象和活性中心，
证实了它的丝氨酸蛋白酶的抑制功能活性［３ ］ 。 缺

血 ／再灌注（ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， Ｉ ／ Ｒ）损伤是指机

体器官缺血一定时间后再恢复血液灌注，组织损

伤反而进行性加重的病理生理学现象，其中，保护

神经元缺血 ／再灌注损伤，是缺血性脑血管病挽救

半暗带神经功能的核心要素。 既往研究显示，
ＢＰＴＩ 能通过降低脑细胞水肿［４］ ，保护血脑屏障，发
挥明确的神经保护作用［５ － ６］ 。 然而，作为从牛肺

中提纯的碱性蛋白酶，异体蛋白 ＢＰＴＩ 具有高抗原

性［７］ 。 本研究旨在大鼠脑缺血 ／再灌注动物模型

上，探索人源重组丝氨酸蛋白酶抑制剂 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ
治疗缺血 ／再灌注损伤的临床效果和潜在分子调

控机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２ ～ ３ 月龄清洁级 Ｓｐｒａｇｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ （ ＳＤ）大鼠 ６０
只，雄性，体重 ２７０ ～ ３００ ｇ，来源于吉林大学实验动

物部【ＳＣＸＫ（吉）２０１５ － ０００１】，无菌手术在吉林大

学实验动物科学部动物实验室进行 【 ＳＹＸＫ（吉）
２０１５ － ０００１】。 饲养期间给予大鼠标准饲料和洁净

饮用水，饲养环境：昼夜各半节律，湿度恒定，所有

操作均符合实验动物伦理学要求。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验试剂

ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ （吉林大学药学院贺巾超博士惠

赠），尼莫地平针剂 （Ｂａｙｅｒ， 德国），氯化三苯基四

氮唑 （ＴＴＣ） （北京化学试剂厂），ＳＯＤ 测定试剂盒

（ Ｓｉｇｍａ， 美 国 ）， Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶 活 性 试 剂 盒

（Ｓｉｇｍａ，美国），ＭＤＡ 检测试剂盒 （ Ｓｉｇｍａ，美国），
ＭＰＯ 测定试剂盒（南京建成生物公司），ＴＵＮＥＬ 检

测试剂盒（宝灵曼，德国），ＩＣＡＭ⁃１ 单抗、Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ
多抗、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 免疫组化、Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 的 ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 试剂盒，均购置 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，美国。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大脑缺血 ／再灌注大鼠模型的构建和评估

参照 Ｚｅａｌｏｎｇａ 线栓法制备大鼠右侧大脑中动脉

阻断 （ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）的局

灶脑缺血 ／再灌注模型，神经功能缺损用双盲法进

行评分。 取 ６０ 只大鼠随机均分为 ６ 组，每组 １０ 只。
３ 个干预组分别为低剂量干预组 （ ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ， ４
ｍｇ ／ ｋｇ）；中剂量干预组 （ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ， ８ ｍｇ ／ ｋｇ））；高
剂量干预组（ ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ， １６ ｍｇ ／ ｋｇ））；尼莫地平治

疗组 （Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ， ０􀆰 ７ ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔注射）为阳性对

照；同时设置 ＭＣＡＯ 缺血 ／再灌注模型组作为阴性

对照，伪手术组作为空白对照。
１􀆰 ２􀆰 ２　 病理学评估

取缺血 ３ ｈ 再灌注 ２４ ｈ 大鼠，麻醉牺牲后取脑。
常规苏木素⁃伊红（Ｈ＆Ｅ）染色进行病理评估。 冠状

逐片切取脑片进行 ＴＴＣ 磷酸缓冲液染色，评估脑片

梗死面积。 染色前后称湿重和干重，计算脑片含

水量。

９７３
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１􀆰 ２􀆰 ３　 自由基链、中性粒细胞酶 ＭＰＯ 以及粘附因

子表达的分组检测

制备 ５％脑组织匀浆，分别检测反映经典自由

基激活程度的三个指标超氧物歧化酶 （ ＳＯＤ） 活

性， Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性、 膜氧代谢产物丙二醇

（ＭＤＡ） 含量，以及反映中性粒细胞激活程度的髓

过氧化物酶（ＭＰＯ）活性。 脑片常规固定，免疫组化

试剂盒检测脑片 ＩＣＡＭ⁃１ 和 Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 表达。 所有

检测均根据试剂盒说明书操作。
１􀆰 ２􀆰 ４　 神经细胞的凋亡评估

常规制备缺血 ／再灌注石蜡切片，计数 ＴＵＮＥＬ
阳性细胞为凋亡细胞，图像分析计算凋亡细胞个

数。 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的免疫组化检测在 ４％多聚甲醛处理

的 ３０ μｍ 厚冠状切片上完成。 脑组织冰上分离即

刻制备匀浆，右侧损伤区为被检测区，对侧作为对

照区，常规 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂｃｌ⁃２ 以及

Ｂａｘ 的蛋白表达。

注：Ａ． 假手术组；Ｂ． 缺血 ／ 再灌注模型组；Ｃ． ｒｈＫＤ ／ Ａ ＰＰ 低剂量干预组（４ ｍｇ ／ ｋｇ）；Ｄ． ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 中剂量干预组（８ ｍｇ ／
ｋｇ）； Ｅ． ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 高剂量干预组（１６ ｍｇ ／ ｋｇ）；Ｆ． 尼莫地平组。

图 １　 各组缺血 ／再灌注大鼠脑片的 ＴＴＣ 染色结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｉ ／ Ｒ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ （４ ｍｇ ／ ｋｇ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ． Ｄ． ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ （８ ｍｇ ／ ｋｇ）
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ． Ｅ． ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ （１６ ｍｇ ／ ｋｇ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ． Ｆ． Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＴＴＣ⁃ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ

１􀆰 ３　 统计学方法

所有的实验数据均以 （􀭰ｘ ± ｓ） 表示。 两组间比

较用 Ｄｕｎｎｅｔ Ｔ 检验进行，多组间比较采用方差分

析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

各剂量 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预组的预治疗，均能改善脑

缺血 ／再灌注大鼠的神经缺损症状，降低脑梗死面积

和脑水肿，且存在一定的剂量 ／效应相关性，此神经保

护作用，可能通过清除自由基超载，拮抗炎性中性粒

细胞呼吸爆炸，延迟神经元凋亡等综合实现。
２􀆰 １　 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预的缺血 ／再灌注大鼠临床分

组评估

缺血 ３ ｈ ／再灌注 ２４ ｈ 模型组大鼠的神经功能

缺损明显，模型组评分为（５􀆰 ９８ ± １􀆰 ００），低、中、高
剂量组的神经功能缺损评分分别为（１􀆰 ８０ ± ０􀆰 ２５）、
（１􀆰 ６３ ± ０􀆰 ０５）和（１􀆰 ３０ ± ０􀆰 ２５） （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与尼

莫地平组（１􀆰 ９２ ± ０􀆰 ５０）比较，组间差异无显著性

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 模型组死亡率达 ２６􀆰 ５％ ，低、中、高剂

量干预组的死亡率分别为 １８􀆰 ５％ 、１６􀆰 ７％和 １４􀆰 ０％
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但与尼莫地平组（１８􀆰 ２％ ）比较，组间

０８３
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差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预的大鼠脑缺血 ／再灌注脑皮

质区病理改变和脑水肿的分组评估

缺血 ／再灌注右脑皮质中心可见脑梗死灶，周
围出现半暗带区和脑水肿区。 各个干预组和尼莫

地平组大鼠，缺血中心区神经元坏死均减轻，半暗

带区神经元数量均增多，周围细胞水肿均改善。 经

ＴＴＣ 染色的脑片梗死面积，低、中、高剂量干预组分

别为（２１􀆰 ８２ ± ２􀆰 ９６）、（２０􀆰 ４３ ± ２􀆰 ３３） 和（１４􀆰 ７１ ±
３􀆰 １２），与模型组（３５􀆰 ４２ ± ２􀆰 ２１）比较均显著减少（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），但是与尼莫地平组（１９􀆰 ９２ ± ３􀆰 ４７）比较，
差异均无显著性 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） （图 １）。 脑含水量定

量检测结果的分组比较，与上述梗死面积的结果一

致：低、中、高剂量干预组分别为（１７􀆰 ６３ ± １􀆰 ５４）、
（１３􀆰 ５２ ± ２􀆰 ３８）和（１０􀆰 ２４ ± １􀆰 ４２），与模型组（２０􀆰 ８１
± ２􀆰 ３７）比较显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但是与尼莫地

平组 （ １４􀆰 ７２ ± ２􀆰 ５４ ） 比较差异无显著性 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 各组脑片氧自由基的指标和髓过氧化物酶活

性水平

分组检测脑匀浆反映氧自由基活化程度的三

个指标（ ＳＯＤ 活性、Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性、ＭＤＡ 含

量）以及反映脑匀浆内中性粒细胞激活程度的髓过

氧化物酶 ＭＰＯ 活性，各组平均水平见表 １。 其中，
每活性单位 ＭＰＯ 的意义为每毫克每小时脑匀浆

Ｈ２Ｏ２ 在标准条件下被分解为 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的酶活性。
由表可见，三个干预组的中性粒细胞 ＭＰＯ 酶活性降

低，与 Ｒ ／ Ｉ 模型组比较，均呈现显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而尼莫地平组 ＭＰＯ 活性，与模型组比较差异

无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 与尼莫地平组比较，各个剂

量 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 降低 ＭＰＯ 活性的能力均有显著优势

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
表 １　 脑匀浆 ＳＯＤ、ＭＤＡ、Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ、ＭＰＯ 的分组表达（ 􀭰ｘ ± ｓ ）

Ｔａｂ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＯＤ， ＭＤＡ， Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ ａｎｄ ＭＰＯ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ Ｉ ／ Ｒ（ 􀭰ｘ ± ｓ ）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＳＯＤ （ｎＵ ／ ｍｇ） ＭＤＡ （ｎＵ ／ ｍｇ） Ｎａ ＋ ⁃Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ）

Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ＭＰＯ（ｎｍｏｌ ／ ｍｇ·ｈ）

模型组 Ｍｏｄｅｌ １５􀆰 ２３ ± ２􀆰 １６ １􀆰 ６５３ ± ０􀆰 １９２ １􀆰 ０３２ ± ０􀆰 １６０ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０６
低剂量抑制剂组 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ １６􀆰 ８７ ± ２􀆰 ６３ １􀆰 ２０１ ± ０􀆰 １８３∗ １􀆰 ０５６ ± ０􀆰 １５３ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０３∗＃

中剂量抑制剂组 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ １９􀆰 ５８ ± ３􀆰 ３１∗ １􀆰 １１９ ± ０􀆰 １６８∗ １􀆰 ３８６ ± ０􀆰 ２０１∗ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０４∗＃

高剂量抑制剂组 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ ２２􀆰 ９３ ± ３􀆰 ２６∗ １􀆰 ０９６ ± ０􀆰 １１０∗ １􀆰 ７７６ ± ０􀆰 ２１３∗ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０３∗＃

尼莫地平治疗组 Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ １６􀆰 ８６ ± ３􀆰 １７ １􀆰 １０３ ± ０􀆰 １６８∗ １􀆰 ０６０ ± ０􀆰 １７１ ０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ０５
注：与模型组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与尼莫地平比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ；＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ ｔｈｅ Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ．

２􀆰 ４ 　 各组脑片 ＩＣＡＭ⁃１ 和 Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 免疫组化

表达

重组人源丝氨酸酶抑制剂干预组和尼莫地平

治疗组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠脑片的 ＩＣＡＭ⁃１ ／ Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 的阳性

血管表达情况见图 ２，本图选择中剂量组 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ
抑制剂组和尼莫地平治疗组的表达比较。 在表达

ＩＣＡＭ⁃１ 的视野内，抑制剂组阳性血管数量略少，且
细胞表达强度略弱；在表达 Ｅ⁃ｓｅｌｅｔｉｎ 的视野内，抑制

剂组的阳性血管数略少，但是表达强度和尼莫地平

组并无差异。 Ｉ ／ Ｒ 模型组表达 ＩＣＡＭ⁃１ 和 Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ
阳性血管，每视野不低于 ５ 个（结果未显示）。
２􀆰 ５　 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预的大鼠缺血 ／再灌注神经细

胞凋亡信号蛋白的分组表达

低、中、高剂量干预组大鼠脑组织 ＴＵＮＥＬ 阳性

细胞分别为（５６􀆰 ８ ± ３􀆰 ６），（３３􀆰 ２ ± ４􀆰 ６），（２９􀆰 ６ ±
２􀆰 １），尼莫地平组为（３６􀆰 ４ ± ４􀆰 ３），与模型组 （６９􀆰 ６
± ４􀆰 ６） 相比，四组神经凋亡细胞均明显减少（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 重组人源丝氨酸酶抑制剂干预组和尼莫

地平治疗组脑片 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞的表达结果见

图 ３，这里展示了中剂量组 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 和尼莫地

平组的比较。 展示的视野中，中剂量干预组凋亡

细胞数量虽较尼莫地平组少，但局部脑组织的水

肿程度略重。
重组人源丝氨酸酶抑制剂干预组和尼莫地平

治疗组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠脑片 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达结果见图 ４。
这里展示的仍是中剂量组 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预组和尼莫

地平组的比较。 展示的视野中，中剂量干预组

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性数量较尼莫地平组多，但表达强度降

低，提示凋亡信号的复杂性。
为了进一步探索 ｃａｓｐａｓｅ 依赖的凋亡信号的开

启程度，对各组脑脑皮质凋亡蛋白进行定量检测

（见图 ５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 蛋白条带的数值化通过灰

度分析进行，每个条带的定量结果均经各自内参

配平，蛋白定量结果由在线软件分析后自动算出

（ Ｉｍａｇｅ Ｊ）。 图 ５ Ａ 是 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及其降解产物 Ｐ１７
的表达条带。 如图可见，伪手术组神经细胞内仅
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注：Ａ． ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预组 ＩＣＡＭ⁃１ 阳性表达； Ｂ． 尼莫地平组 ＩＣＡＭ⁃１ 阳性表达； Ｃ． ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预组 Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 阳性表达；
Ｄ． 尼莫地平组 Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 阳性表达。

图 ２　 干预组和尼莫地平组脑片内皮细胞粘附因子 ＩＣＡＭ⁃１ 与 Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 的表达比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＣＡＭ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＣＡＭ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ⁃
ｓｅｌｅｃｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ Ｇｒｏｕｐ． Ｄ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ Ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＣＡＭ⁃１ ａｎｄ Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

表达未降解激活的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３２ 片段，Ｉ ／ Ｒ 模型组则

可看到降解产物 Ｐ１７ 的高表达。 中、高剂量干预

和尼莫地平治疗后，Ｐ１７ 的表达减少，说明神经细

胞凋亡 ｃａｓｐａｓｅ 降解信号得到了拮抗，尼莫地平组

和中、高剂量组之间 Ｐ１７ 的定量表达，组间差异无

显著性。 图 ５Ｂ 和 ５Ｃ 分别为 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 的定量

表达水平，无论 Ｂｌｃ⁃２ 还是 Ｂａｘ 的表达，尼莫地平

组的表达量均与中剂量干预组的表达量接近，然
而，尼莫地平治疗组和中、高剂量干预组比较，三
组间差异仍无显著性。 综上，伴随丝氨酸酶抑制

剂治疗量的增加，ｃａｓｐａｓｅ⁃Ｐ１７ 表达下调，Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ
比值呈现同步上调变化，这些凋亡蛋白在中、高剂

量干预组与尼莫地平组的表达灰度，组间差异无

显著性。

３　 讨论

本实验应用人源重组丝氨酸酶抑制剂 ｒｈＫＤ ／
ＡＰＰ 临床治疗大鼠脑缺血 ／再灌注的脑皮质神经损

伤，显示出良好的神经保护效应，且有剂量⁃疗效相

关性。 缺血 ／再灌注损伤的神经元凋亡调控网络具

有明确的雌激素依赖的性别差异［８ － ９］，而丝氨酸蛋

白酶抑制剂可广泛下调性激素蛋白受体的表达，因
此，本研究仅选择雄鼠进行动物模型的制备，以消

除本底雌激素差异对研究结果的影响。 丝氨酸酶

抑制剂临床最广泛应用是调控凝血功能和炎性反

应。 脑缺血 ／再灌注损伤的机制则非常复杂，至少

涉及缺血期的氧化应激异常、自由基超载、钙超载，
以及再灌注期的中性粒细胞激活（呼吸爆发）等多

个信号网络的交叉调控。 结合上述两个方向，本研
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注：Ａ． ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预组 ＴＵＥＬ 阳性细胞；Ｂ． 尼莫地平组 ＴＵＥＬ 阳性细胞。

图 ３　 干预组与尼莫地平组大鼠脑片 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞表达比较

Ｎｏｔｅ： Ａ． ＴＵＮＥＬ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ Ｇｒｏｕｐ． Ｂ． ＴＵＮＥＬ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 ＴＵＮＥＬ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ （Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

注： Ａ． ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预组 ｃａｓｐａｓｅ３ 阳性表达细胞；Ｂ． 尼莫地平组 ｃａｓｐａｓｅ３ 阳性表达细胞。

图 ４　 干预组与尼莫地平组大鼠脑片 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性细胞表达比较

Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｃａｓｐａｓｅ ３⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｃａｓｐａｓｅ ３⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃａｓｐａｓｅ ３⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ａｎｄ
Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ （Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

究选择了以拮抗钙超载为核心的经典神经保护药

物尼莫地平为阳性对照，在神经细胞缺血 ／再灌注

损伤的检测指标选择上，我们分别入选了针对缺血

超早期的氧化应激和自由基超载指标，以及针对再

灌注超早期的中性粒细胞激活指标 ＭＰＯ 以及促进

中性粒细胞激活的血管内皮分泌的粘附因子。 线

粒体功能异常是缺血期的启动核心，它直接激活了

细胞色素 Ｃ 依赖的细胞凋亡信号。 细胞膜 Ｎａ ＋ ⁃
Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 酶虽然对缺血缺氧的敏感性不高，但是对

再灌注损伤非常敏感，这些细胞膜离子转运蛋白的

再灌注损伤，加重了细胞内钙超载以及自由基连锁

反应，同时激活了细胞表面受体依赖的凋亡信号。
因此，如何拮抗神经元的凋亡，是挽救脑缺血 ／再灌

注半暗带损伤的重心。 既往研究显示，丝氨酸酶抑

制剂 能 够 拮 抗 多 个 凋 亡 信 号， 抑 制 神 经 元 凋

亡［１０ － １２］。 本实验结果也显示，各个剂量人源重组丝

氨酸酶抑制剂的干预，均能够拮抗大鼠缺血 ／半暗

带区受损细胞的凋亡，表现为 ｃａｓｐａｓｅ⁃１７ 表达降低，
Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值下调。 从缺血期的分子机制看，丝氨

酸酶抑制剂下调了自由基超载，酶抑制剂通过抑制

溶酶体的破坏稳定细胞膜，同时抑制了溶酶体释放

出来的具有丝氨酸中心的活性酶的激活［１３］。 Ｎａ ＋ ⁃
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注：Ａ． Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及其降解产物 Ｐ１７ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 表达条带；Ｂ 和 Ｃ． ｂｃｌ⁃２ 以及 ｂａｘ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 表达条带。

图 ５　 各组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｂｃｌ⁃２ 以及 ｂａｘ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 表达结果

Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ Ｐ⁃１７． Ｂ ａｎｄ Ｃ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ

Ｋ ＋ ⁃ＡＴＰ 系列酶中也有以丝氨酸为活性中心的关键

酶，因此，ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 能延缓 ＡＴＰ 的降解速度，改善

缺血乏氧。 同时，丝氨酸蛋白酶抑制剂能下调激酶

和缓肽酶的生成，抑制次黄嘌呤脱氢酶转化为黄嘌

呤氧化酶，对抗氧自由基的损伤。 从再灌注期的机

制看，丝氨酸酶抑制剂能显著降低再灌注区反映中

性粒细胞激活的 ＭＰＯ 酶活性［１４］，而且显著优于尼

莫地平。 激活的中性粒细胞会产生大量活性氧，使
炎症与自由基形成正反馈，共同加重脑组织缺血 ／
再灌注损伤［１５］。 在这个激活环路中，ＩＣＡＭ⁃１ 和 Ｅ⁃
选择素的上调尤为关键，敲除 ＩＣＡＭ⁃１ 基因的大鼠

对缺 血 ／再 灌 注 损 伤 的 易 感 性 降 低［１６］。 同 时，
ＩＣＡＭ⁃１ 的表达下调，也可以降低缺血 ／再灌注脑皮

质的凋亡信号。 丝氨酸蛋白酶抑制剂可以抑制粘

附因子表达过程以丝氨酸为活性中心蛋白，减少血

管内皮细胞表达粘附因子［５］，进一步下调中性粒细

胞的过激活。 综上，丝氨酸酶抑制剂在大脑缺血 ／
再灌注损伤的双期，均显示出临床治疗机制［１７］。

虽然各个剂量的丝氨酸酶抑制剂干预均展示

出神经保护疗效，但是，只有反映中性粒细胞激活

程度的 ＭＰＯ 酶活性这一个指标，与尼莫地平治疗比

较，有显著优势。 这可能是因为丝氨酸酶抑制剂分

子量大，通过血脑屏障效率低，但是中性粒细胞呼

吸爆发不需要通过血脑屏障，所以该指标对酶抑制

剂的敏感度高。 除这个指标外，反映氧自由基超

载、粘附因子表达和神经凋亡的各个指标，酶抑制

剂干预与尼莫地平治疗并无显著差异。 从整体上

看，中剂量 ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 干预组的各个均数与尼莫地

平组基本接近，而高剂量组则显示出一定的优势。
综上，丝氨酸蛋白酶抑制剂通过抑制多种以丝

氨酸为活性中心的蛋白酶，拮抗缺血期的自由基损

伤，降低再灌注期的中性粒细胞过度活化，双信号

拮抗神经细胞凋亡，发挥对脑缺血 ／再灌注的神经

保护作用，与经典神经保护药物尼莫地平比较，临
床疗效无明显差异。 虽然我们的研究结果显示一

定的剂量 ／效应相关，而且本研究中未见明显毒副

作用，但是由于丝氨酸酶抑制剂的广谱性，应该慎

重提高给药剂量。 我们拟加大样本量，延长临床观

察窗，继续相关的临床治疗研究。 得益于人源重组

丝氨酸酶抑制剂的低免疫原性，该生物工程药物
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ｒｈＫＤ ／ ＡＰＰ 应用人脑缺血 ／半暗带的神经保护的临

床前景值得期待。
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－ １３０３

［ ４ ］　 Ｋａｍｉｙａ Ｔ， Ｋａｔａｙａｍａ Ｙ， Ｋａｓｈｉｗａｇｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
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［ ５ ］　 Ｗｕ Ｗ， Ｌｉ Ｈ， Ｎａｖａｎｅｅｔｈａｍ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｋｕｎｉｔｚ ｐｒｏｔｅａｓｅ
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Ｂｌｏｏｄ， ２０１２， １２０： ６７１ － ６７７．

［ ６ ］ 　 Ｙｅｈ ＣＨ， Ｃｈｅｎ ＴＰ， Ｗａｎｇ ＹＣ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｔｅｎｔ ｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ
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ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ａｎｄ Ｋｕｎｉｔｚ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ［ Ｊ ］ ． Ｊ
Ｔｈｒｏｍｂ Ｈａｅｍｏｓｔ， ２０１３， １１： １４５４ － １４６３．

［ ７ ］ 　 孟威宏， 王虹蛟， 颜炜群． 人 Ｋｕｎｉｔｚ 型蛋白酶抑制剂⁃ＫＤ ／
ＡＰＰ 的研究进展 ［Ｊ］ ． 中国实验诊断学． ２０１３， １３：６０ － ６１．
Ｍｅｎｇ ＷＨ， Ｗａｎｇ ＨＪ， Ｙａｎ ＷＱ． Ｔｈｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｎ ｈｕｍａｎ Ｋｕｎｉｔｚ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ＫＤ⁃ＡＰＰ） ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｌａｂ Ｄｉａｇｎ， ２０１３， １３： ６０ － ６１．

［ ８ ］ 　 Ｈｕｒｎ ＰＤ， Ｖａｎｎｕｃｃｉ ＳＪ， Ｈａｇｂｅｒｇ Ｈ． Ａｄｕｌｔ ｏｒ ｐｅｒｉｎａｔａｌ ｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ： ｄｏｅｓ ｓｅｘ ｍａｔｔｅｒ ？ ［Ｊ］ ． Ｓｔｒｏｋｅ， ２００５， ３６： １９３ － １９５．

［ ９ ］ 　 Ｗｅｎ Ｙ， Ｙａｎｇ Ｓ， Ｌｉｕ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔｒｏｇｅｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ
［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２００４， １００８： １４７ － １５４．

［１０］ 　 Ｌｕ Ｆ， Ｌａｍｏｎｔａｇｎｅ Ｊ， Ｓｕｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｋａｚａｌ ｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｃｙｔｏｌｙｔｉｃ
ｇｒａｎｕｌｅ ｇｒａｎｚｙｍｅ Ａ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，
２０１１， １３４： ３９８ － ４０８．

［１１］ 　 Ｓｏｎｎｅｍａｎｎ Ｊ， Ｐａｌａｎｉ ＣＤ， Ｂｅｃｋ ＬＦ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅｓ ｉｎ
ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ
Ｔｈｅｒ， ２０１０， ９： ２４４０ － ２４４１． Ａｕｔｈｏｒ ｒｅｐｌｙ ２４４１ － ２４４２．

［１２］ 　 Ｓｒｉｎｉｖａｓｕｌａ ＳＭ， Ｇｕｐｔａ Ｓ， Ｄａｔｔａ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｏｍｉ ／
ＨｔｒＡ２ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００３， ２７８： ３１４６９ － ３１４７２．

［１３］ 　 Ｋｏｇａ Ｙ， Ｆｕｊｉｔａ Ｍ， Ｔｓｕｒｕｔａ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｕｒｉｎａｒｙ ｔｒｙｐｓｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎ ｒａｄｉｃａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ｂｌｏｏｄ， ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ｅａｒｌｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｆｏｒｅｂｒａｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｌ Ｒｅｓ，
２０１０， ３２： ９２５ － ９３２．

［１４］ 　 Ｓｃｈｗｅｒｔｚ Ｈ， Ｃａｒｔｅｒ ＪＭ， Ｒｕｓｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｎａｆａｍｏｓｔａｔ ｇｉｖｅｎ ｂｅｆｏｒｅ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
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Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２００８， ５２： １５１ － １６０．

［１５］ 　 Ｋｉｍ ＧＷ， Ｋｏｎｄｏ Ｔ， Ｎｏｓｈｉｔａ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｆｏｃａｌ
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ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｒａｄｉｃａｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｔｒｏｋｅ， ２００２，
３３： ８０９ － ８１５．

［１６］ 　 Ｓｏｒｉａｎｏ ＳＧ， Ｌｉｐｔｏｎ ＳＡ， Ｗａｎｇ ＹＦ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ
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ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｎｅｕｒｏｌ， １９９６， ３９： ６１８ －
６２４．

［１７］ 　 Ｔｕ Ｑ， Ｃａｏ Ｈ， Ｚｈｏｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ
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［收稿日期］ 　 ２０１８ － ０４ － ０５
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