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缺氧对鼠脑微血管内皮细胞
分泌组织型纤溶酶原激活物的影响

徐剑文 ,张更 ,王玮 ,康仲涵

(福建医科大学解剖学教研室 ,福建 3 ”福州 　350004)

　　[摘 　要 ] 　目的 　探讨缺氧对体外培养鼠脑微血管内皮细胞分泌组织型纤溶酶原激活物 ( tissue2type plas2
minogen activator , TPA)的影响。方法 　分别对新生小鼠脑微血管内皮细胞进行原代和传代缺氧条件下培养 ,常

规培养作为空白对照 ,每组各取 8 例 ,吸取培养液用酶联免疫吸附试验测试 TPA 活性。结果 　原代培养内皮细胞

空白对照组、缺氧组分泌 TPA 活性分别为 (19. 4 ±1. 7) ×10 - 2 IU/ ml , (22. 5 ±1. 5) ×10 - 2 IU/ ml ,两者有显著性差

异 ( P < 0. 01) ;传代培养内皮细胞缺氧组与空白对照组分泌 TPA 活性差异无显著性意义 ( P > 0. 05) 。结论 　体

外培养鼠脑微血管内皮细胞能合成分泌 TPA ;缺氧状态下原代培养内皮细胞产生的 TPA 活性增高。内皮细胞分

泌的 TPA 可能是脑缺氧缺血致不可逆神经元损伤的一个重要媒介。
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　　Abstract : 　Objective 　To observe the effect of hypoxia on the activity of the tissue2type plasminogen activator

( TPA) of brain microvascular endothelial cells in mice. Methods 　Microvascular endothelial cells obtained from the brains

of newborn mice were cultured in primary and passage under room air and hypoxic conditions to observe the variation in

TPA activities. TPA activity was assayed using the enzyme2linked immunosorbent assay ( EL ISA) technique. Results 　

Following hypoxia , TPA activity in endothelial cells increased in primary culture compared with the controls : (22. 5 ±

1. 5) ×10 - 2 IU/ ml vs (19. 4 ±1. 7) ×10 - 2 IU/ ml ( P < 0. 01) . TPA activity following hypoxia was not altered in

passaged cells. Conculsions 　Neuronal damage following hypoxia may be associated with increased endothelial TPA

activity.
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　　在缺氧损伤中 ,血脑屏障中的内皮细胞具有它

的两面性 ,一方面做为血脑屏障的组成部分保护脑 ,

另一方面产生一些物质对脑造成直接毒害[1 ] 。近

年来研究表明 ,主要由血管内皮细胞合成分泌的组

织型纤溶酶原激活物 ( tissue2type plasminogen acti2
vator , TPA) 涉及细胞外基质 ( ECM) 的降解活动。

本研究通过对新生小鼠脑微血管内皮细胞在缺氧条

件下的培养 ,进一步探讨缺氧后内皮细胞分泌 TPA

活性的变化 ,为新生儿缺氧缺血性脑损伤机制的研

究提供资料。

1 　材料与方法

1 . 1 　细胞培养

参照脑血管内皮细胞培养方法[2 ,3 ] ,进行原代

及传代培养。
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1. 1. 1 　原代培养 　新生小白鼠 (福建医科大学实验

动物中心 ,普通级昆明小鼠) 取脑 ,体视显微镜下去

脑膜 ,匀浆 ,经孔径 88μm (220 目) 的尼龙网过滤匀

浆悬液 ,D2Hank’s 液洗涤、离心 (150 g ×10 min) 收

集滤网上面的微血管段 ,0. 1 % Ⅰ型胶原酶 ( Sigma

公司) 37 ℃水浴中消化 30 min ,吸管吹打。离心

(150 g ×10 min) ,弃上清后加 D2Hank’s 液再离心 ,

重复 1 次。收集沉淀 ,用含 15 %新生牛血清的

DMEM ( Sigma 公司 ) 培养液 ( Hepes 20 mmol/ L ,

ED GF 10μl/ ml ,青霉素 100 u/ ml ,链霉素 100 u/

ml) 以 2 ×105/ ml 密度悬浮接种于涂有多聚赖氨酸

的培养瓶中 , 37 ℃, 5 % CO2 的培养箱 (美国 FOR2
MA)中孵育 ,4 h 后换全液 ,以后每 2 天换液 1 次 ,

并用刮除法去除非内皮细胞 ,至细胞铺满瓶底。培

养过程中 ,取第 9 天细胞标本用 SP 试剂盒 (迈新公

司)进行 Ⅷ因子相关抗原的鉴定 :以 100 %酒精固定

贴壁细胞 10 min , PBS 漂洗 ,阻断剂处理。一抗为

抗Ⅷ因子相关抗原抗体 (1∶100) ,室温下孵育 60

min ;生物素标记的第二抗体 ,室温下 10 min ;链亲

和素 - 过氧化物酶溶液 ,室温下 10 min ;DAB 染色 ,

苏木素复染 ,中性树胶封固。阴性对照组用 PBS 替

代一抗。培养 12 d ,离心包埋法制备电镜标本 ,HU2
12A 透射电镜下观察、摄影。

1. 1. 2 　传代培养 　待细胞出现“铺路石”征象 ,弃培

养液 ,用0. 125 %胰酶 - 0. 02 % ED TA 消化 ,离心收

集内皮细胞 ,以 1∶2 比例稀释接种于培养瓶中。以

后每 2 天换液 1 次 ,至细胞铺满瓶底。

1 . 2 　缺氧实验

原代、传代培养待细胞铺满瓶底 ,在倒置相差显

微镜下 ( ×200)“弓”字型移动标本 ,每个培养瓶随机

观察并计数 20 个视野的细胞数 ,选择细胞数相近的

标本进行实验。在培养液表面覆以无菌医用轻质液

体石蜡形成缺氧环境[4 ] (常规培养作为空白对照) 。

再培养 3 d ,每组各取 8 例 ,吸取培养液 100μl 用酶

联免疫吸附试验测试 TPA 活性 ( TPA 试剂盒购自

上海医科大学分子遗传研究室) 。

1 . 3 　统计学方法

所得到的数值用 ( �x ± s ) 表示 ,统计学处理采

用成组设计的两样本均数比较的 t 检验。

2 　结果

　　原代培养细胞形态最初呈单一的球形 ,培养 5

～7 d 后 ,细胞呈长梭形 ,细胞中央有突出的核 ,至

第 12 天 ,细胞铺展开来 ,形成致密的单层细胞 ,呈

“铺路石”征象 ,生长成片的培养内皮细胞没有向多

层生长的倾向 ,也没有边缘的重叠 ,用 Ⅷ因子相关抗

原免疫组化检查 ,见细胞浆被染成土黄色 (图 1) 。

透射电镜下观察 (图 2) ,可见细胞胞质内质网、高尔

基复合体发达 ,游离核糖体、线粒体及吞饮小泡丰

富 ,胞质中存在大量走向一致的微丝 ,尤以周围部明

显。双层核膜清晰可见 ,未见 Weibel2Palade 小体。

相邻内皮细胞间有紧密连接。传代培养的内皮细

胞 ,生长速度加快 ,约 9 d 可基本长满瓶底。缺氧 3

d 后原代培养内皮细胞 TPA 活性明显增高 ,传代培

养内皮细胞 TPA 活性无明显变化 (见表 1) 。

图 1 　培养小鼠脑微血管内皮 Ⅷ因子相关抗原免疫细胞化

学鉴定 ,阳性细胞胞浆呈土黄色 ( ×200)

Figure 1 　The culture of mouse brain microvascular

endothelial cells was positive for factor Ⅷ related antigen by

immunocytochemical staining.

图 2 　原代培养的小鼠脑微血管内皮细胞细胞核 (N) 明显 ,

胞质内可见高尔基复合体 ( G) ,粗面内质网 ( RER) ,线

粒体 (M) ;细胞周边微丝 ( ★) 丰富 ,细胞间以紧密连

接的方式相连 ( →) ( ×25000)

Figure 2 　Mouse brain microvascular endothelial cells of

primary culture had a clear nucleus. The cytoplasm

contained Golgi complexes , mitochondria , rough

endoplasmic reticulua , and bundles of filaments located

under the cytoplasmic membrane. Cells were bound to

each other with tight junction.
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表 1 　缺氧3 d后内皮细胞 TPA 活性的变化

Table 1 　TPA activity of brain microvascular endothelial

cells following hypoxia 　　　( �x ± s , n = 8)

原代 ( ×10 - 2 IU/ ml) 传代 ( ×10 - 2 IU/ ml)

空白对照组 19. 4 ±1. 7 16. 5 ±0. 6

缺氧 3 d 组 22. 5 ±1. 5 16. 8 ±0. 7

t 3. 853 1. 137

P < 0. 01 > 0. 05

3 　讨论

　　TPA 是纤维蛋白溶解系统的重要组成成分 ,主

要由血管内皮细胞合成分泌。脑微血管是脉管系统

一个特化区域 ,因而在脑微环境 ,微血管内皮可能对

依赖纤溶酶的蛋白水解起一定作用[5 ] 。正常状态

下 ,脑微血管内皮细胞合成分泌一定量的 TPA 参与

调节 ECM 更新 ,这时 TPA 的蛋白水解作用涉及神

经细胞、神经胶质细胞的迁移及轴突的生长 ,特别在

胎儿及新生儿时期 ,此作用更为显著。

ECM 有两个不同的降解系统 ———内皮源性金

属蛋白酶和纤溶酶系统 ,王玮及 Hamann 等[6 ,7 ]证

明缺氧缺血后微血管基膜 Ⅳ型胶原和 Laminin 减

少 ,推测系这两个系统蛋白酶活性增高 ,使 ECM 的

Ⅳ型胶原 ,Laminin ,Fibronectin 降解 ,微血管基膜被

破坏。Rosenberg[8 ]报道在细菌的胶原酶引导的大

脑内出血后 16～24 h ,基质金属蛋白酶 (MMPs) 和

PA 增加 ,推测蛋白酶增高是大脑内出血常于 1～2

d 出现临床恶化的主要因素。应激状态下 PA 分泌

增加 ,PA 活化纤溶酶原为纤溶酶 ,纤溶酶是 MMPs

前体的活化剂 ,故纤溶酶进一步活化 MMPs 前体 ,

MMPs 作用于基膜 ,引起 ECM 成分水解 ,破坏血脑

屏障的完整性 ,出现脑水肿 ,导致大脑内出血的恶

化 ,提示高活性的 TPA 是导致脑损伤的一个潜在因

素。本研究原代缺氧条件下培养 3 d ,内皮细胞分泌

TPA 活性增高 ,提示缺氧可致内皮细胞分泌 TPA

活性升高。由此推测 ,在缺氧缺血应激状态下 TPA

分泌增加 ,高活性的 TPA 继而引发微血管基膜强烈

蛋白水解作用 ,其速度大于脑微血管内皮细胞合成

分泌 Ⅳ型胶原 ,Laminin ,Fibronectin 的速度 ,使 Ⅳ型

胶原 ,Laminin , Fibronectin 合成与降解的动态平衡

被打破 ,基膜破坏 ,血脑屏障被破坏 ,引发脑水肿 ,甚

至出血。这可能是新生儿缺氧缺血性脑病病理生理

过程中重要环节之一。

星形胶质细胞对内皮细胞有极大的影响。研究

证实 ,将非神经组织的血管移植于脑组织中生长 ,可

以获得脑内皮细胞的某些特性。脑内皮细胞与星形

胶质细胞共同培养 ,可以刺激脑内皮细胞特征酶γ2
GT的表达[9 ] 。本实验中 ,传代培养的内皮细胞在

缺氧条件下其分泌 TPA 活性无明显改变 ,可能由于

传代培养的内皮细胞在体外环境发生改变 ,合成分

泌蛋白酶受到影响。推测系缺乏星形胶质细胞的介

导作用所致 ,或者是由于传代后内皮细胞机能下降。

要维持脑微血管内皮细胞的全部特征 ,是否需要星

形胶质细胞的参与 ,有待于进一步研究。
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