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脑出血（Cerebral hemorrhage）是一种多发病，其 30 d病死

率为 35％～50％，绝大多数存活者会遗留严重的神经功能缺

损症状，仅 20％的患者于发病后 6个月生活可自理[1]。ICH的

病理变化是一个多因素参与的复杂过程，继发性损伤也是其

原因之一。脑出血继发性脑损伤包括脑水肿、炎症反应和细

胞死亡[2]。

阿加曲班（Argatroban）是近年来发现的一种小分子凝血

酶抑制剂，其对用胶原酶Ⅳ诱导的脑出血模型大鼠脑水肿具

有抑制作用[3]。在血肿局部应用阿加曲班可抑制金属基质蛋

白酶（MMPs）、减少血脑屏障破坏、减轻脑水肿，在脑室内应用

阿加曲班也可减轻大鼠脑出血后的神经细胞凋亡[4]。据此推

论，阿加曲班可能减轻包括炎症反应、细胞凋亡在内的继发性

脑损伤，但其具体机制未知。因此，笔者将探讨阿加曲班对脑

出血模型大鼠脑损伤的改善作用。

1 材料
1.1 仪器

DYY-7C 型电泳仪（北京六一仪器厂）；ChemiDocTM XRS

型凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）；Infinite F50型酶标仪

（瑞士Tecan公司）；5417R型离心机（美国Eppendorf公司）。
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摘 要 目的：研究阿加曲班对脑出血模型大鼠脑损伤的改善作用。方法：取50只SD大鼠随机均分为正常对照（等量生理盐水）

组、模型（等量生理盐水）组和阿加曲班低、中、高剂量（0.75、1.5、3 mg/kg）组，除正常对照组外其余各组大鼠复制脑出血模型。复

制模型30 min后各组大鼠 ip给予相应药物，每天1次，连续给药3 d。处死大鼠，检测各组大鼠脑组织中肿瘤坏死因子α（TNF-α）、

白细胞介素1β（IL-1β）含量，半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶3（Caspase-3）活性，Bcl-2、Bax、基质金属蛋白酶2（MMP-2）、MMP-9蛋

白表达和核转录因子κB（NF-κB）p65、IκBα的磷酸化水平。结果：与正常对照组比较，模型组大鼠脑组织中 TNF-α、IL-1β含量增

加，Caspase-3活性和MMP-2、MMP-9、Bax蛋白表达增强，Bcl-2蛋白表达减弱，NF-κB p65、IκBα磷酸化水平升高，差异均具有统计

学意义（P＜0.01）。与模型组比较，阿加曲班低、中、高剂量组大鼠脑组织中 TNF-α、IL-1β含量减少，Caspase-3活性和 MMP-2、

MMP-9、Bax蛋白表达减弱，Bcl-2蛋白表达增强，NF-κB p65、IκBα磷酸化水平降低，差异均具有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05），

且与剂量呈正相关。结论：阿加曲班呈剂量依赖性地抑制脑出血模型大鼠炎症因子分泌及脑组织细胞凋亡，其作用可能与NF-κB

信号通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improving effects of argatroban on the brain damage of model rats with cerebral hemor-

rhage. METHODS：50 SD rats were randomly divided into normal control group（equivalent normal saline），model group（equiva-

lent normal saline），argatroban high，medium and low dose groups（0.75，1.5，3 mg/kg）. All groups，except for normal control

group，were reproduced models with cerebral hemorrhage，and the rats in each group were treated by corresponding drugs after 30

min，ip，once a day. The rats were executed after continuous administration for 3 days. The data was detected，including the con-

tents of tumor necrosis factor-α（TNF-α），interleukin-1β（IL-1β），activity of cysteine-containing aspartic protease 3（Caspase-3），

expressions of Bcl-2，Bax，matrix metalloproteinase-2（MMP-2）and MMP-9，and the phosphorylations of nuclear factor κB（NF-

κB）p65 and IκBα. RESULTS：Compared with the normal control group，the contents of TNF-α and IL-1β，the activity of Cas-

pase-3，the expressions of MMP-2，MMP-9 and Bax proteins were increased；the expression of Bcl-2 was decreased；and phos-

phorylations of NF- κB p65 and IκBα in model group were increased，with significant differences（P＜0.01）. Compared with the

model group，the contents of TNF-α and IL-1β，the activity of Caspase-3，the expressions of MMP-2，MMP-9 and Bax were de-

creased；the expression of Bcl-2 was increased；and phosphorylations of NF-κB p65 and IκBα in argatroban low，medium and high

dose groups were decreased，with significant differences（P＜0.01 or P＜0.05）. And it was positively correlated with the dose.

CONCLUSIONS：Argatroban has dose-dependent inhibition effects on the inflammatory cytokine secretion and apoptosis of brain

tissue of model rats with brain hemorrhage，and the mechanism may be related to NF-κB signaling pathway.
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阿加曲班注射液（三菱制药广州有限公司，批号：

20111212，规格：10 mg ∶20 ml）；兔抗Bcl-2、Bax、基质金属蛋白

酶 2（MMP-2）、MMP-9和核转录因子κB（NF-κB）p65、磷酸化

p65（p-p65）、IκBα、p-IκBα抗体（美国Epitmics公司）；半胱氨酸

天冬氨酸蛋白水解酶3（Caspase-3）检测试剂盒（南京凯基生物

科技发展有限公司）；白细胞介素1β（IL-1β）检测试剂盒、肿瘤

坏死因子α（TNF-α）检测试剂盒（美国RB公司）；小鼠抗β-actin

抗体（上海碧云天生物技术研究所）。

1.3 动物

清洁级SD大鼠，♂，体质量（200±20）g，购于上海斯莱克

实验动物有限公司，实验动物生产合格证号：SCXK（沪）

200700560605。室内温度为（23±2）℃，大鼠自由饮食和摄水。

2 方法
2.1 复制 ICH模型

参照黄艳等[1]报道的方法复制模型，取大鼠以10％水合氯

醛腹腔麻醉后断尾取血，抗凝血后，用微量注射器从鼠尾抽取

50 μl，在立体定向仪引导下缓慢注入左侧尾状核进针 5 mm、

时间5 min左右，停留10 min，之后缓慢退针。

2.2 分组与给药

取SD大鼠50只随机分成5组，每组10只，即正常对照（等

量生理盐水）组、模型（等量生理盐水）组和阿加曲班低、中、高

剂量（0.75、1.5、3 mg/kg）组。除正常对照组外，其余各组大鼠

复制脑出血模型。各组大鼠术后 30 min 开始 ip 给予相应药

物，每天1次，连续3 d。

2.3 标本的收集与处理

连续给药 3 d后，大鼠 ip给予 10％水合氯醛进行麻醉，断

头后迅速剪开头部皮肤，去除周围肌肉，小心打开颅内骨暴露

新鲜脑组织，去除软脑膜、脑干、小脑及嗅球。迅速用生理盐

水冲洗脑组织表面血液后，将脑组织立即放入标记好的冻存

管中，并投入液氮罐中，待用。

2.4 脑组织中TNF-α、IL-1β含量测定

取各组大鼠脑组织，按试剂盒说明书要求操作，检测其中

TNF-α、IL-1β含量。

2.5 脑组织中Caspase-3活性检测

用胶原酶裂解脑组织，收集细胞，加入预冷的 50 μl 裂解

液，吹打均匀，置冰上裂解40 min左右，其间涡旋振荡3～4次，

每次10 s，4 ℃下以离心半径为15 cm、10 000 r/min离心1 min，

吸取上清，放置冰上待用。取1～2 μl上清，检测其中的蛋白浓

度，后吸取 50 μl 含 100～200 μg 蛋白的细胞裂解上清，加入

50 μl反应液，加入 5 μl Caspase-3底物，于 37 ℃避光孵育 4 h。

用酶标仪测定 405 nm波长处的吸光度，以其与正常对照组吸

光度的比值为各组大鼠脑组织中Caspase-3的相对活性。

2.6 脑组织中NF-κB信号通路及相关因子的检测

取适量脑组织，加入RIPA强裂解液，裂解，离心，收获蛋

白。采用二喹啉甲酸（BCA）试剂盒对蛋白浓度进行测定。蛋

白上样，进行十二烷基硫酸钠（SDS）凝胶电泳，湿法转膜，加入

兔抗 Bcl-2、Bax、MMP-2、MMP-9和 NF-κB p65、p-p65、IκBα、

p-IκBα单抗孵育，4 ℃过夜，漂洗后，滴加增强化学发光（ECL）

曝光液，在凝胶成像系统中曝光。用Quantity one软件对各抗

体条带灰度值进行统计，以 Bcl-2、Bax、MMP-2、MMP-9 与

β-actin条带灰度值的比值表示相应蛋白的相对表达含量，以

NF-κB p-p65与 p65、p-IκBα与 IκBα的灰度值比值表示NF-κB

p65、IκBα的磷酸化水平。

2.7 统计学分析

采用 SPSS 17.0统计软件对数据进行分析处理。计量资

料以x±s表示，两组间比较用 t检验，多组间用单因素方差分

析（One-way ANOVA）。以P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 大鼠脑组织中TNF-α、IL-1β含量测定结果

与正常对照组比较，模型组大鼠脑组织中TNF-α、IL-1β含

量增加，差异具有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，阿加

曲班低、中、高剂量组大鼠脑组织中TNF-α、IL-1β含量减少，差

异具有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。与阿加曲班低剂量

组比较，阿加曲班中、高剂量组大鼠脑组织中TNF-α、IL-1β含

量减少；与阿加曲班中剂量组比较，阿加曲班高剂量组大鼠脑

组织中 TNF-α、IL-1β含量减少，差异均具有统计学意义（P＜

0.01或 P＜0.05）。各组大鼠脑组织中 TNF-α、IL-1β含量测定

结果见表1。

表 1 各组大鼠脑组织中TNF-α、IL-1β含量测定结果（x±±s，

n＝10）

Tab 1 Determination results of contents of TNF-α and IL-

1β in rats brain tissue of each group（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型组
阿加曲班低剂量组
阿加曲班中剂量组
阿加曲班高剂量组

TNF-α，ng/g

5.98±1.21

12.59±2.45＊

9.76±0.48#

8.35±1.25#Δ

6.67±1.19##ΔΔ□

IL-1β，ng/g

6.23±0.35

18.29±0.96＊

15.16±0.88#

10.52±1.87##

8.75±1.09##ΔΔ□

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与阿加曲班低剂量组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；与阿加曲班中剂

量组比较，□P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. argatroban low dose group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；vs.

argatroban medium dose group，□P＜0.05

3.2 大鼠脑组织中Caspase-3活性测定结果

与正常对照组比较，模型组大鼠脑组织中Caspase-3活性

增强，差异具有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，阿加曲

班低、中、高剂量组大鼠脑组织中Caspase-3活性减弱，差异具

有统计学意义（P＜0.01）。与阿加曲班低剂量组比较，阿加曲

班中、高剂量组大鼠脑组织中Caspase-3活性减弱；与阿加曲班

中剂量组比较，阿加曲班高剂量组大鼠脑组织中Caspase-3活

性减弱，差异均具有统计学意义（P＜0.05）。各组大鼠脑组织

中Caspase-3活性测定结果见图1。

3.3 大鼠脑组织中MMP-2、MMP-9蛋白表达测定结果

与正常对照组比较，模型组大鼠脑组织中 MMP-2、

MMP-9蛋白表达增强，差异具有统计学意义（P＜0.01）。与模

型组比较，阿加曲班低、中、高剂量组大鼠脑组织中 MMP-2、

MMP-9蛋白表达减弱，差异具有统计学意义（P＜0.01或 P＜

0.05）。与阿加曲班低剂量组比较，阿加曲班中、高剂量组大鼠

脑组织中MMP-2、MMP-9蛋白表达减弱；与阿加曲班中剂量

组比较，阿加曲班高剂量组大鼠脑组织中MMP-2、MMP-9蛋

白表达减弱，差异均具有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05）。

各组大鼠脑组织中MMP-2、MMP-9蛋白表达电泳图见图2，蛋

白表达测定结果见表2。

3.4 脑组织凋亡相关蛋白表达测定结果
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表2 各组大鼠脑组织中MMP-2、MMP-9蛋白表达测定结果

（x±±s，n＝10）

Tab 2 Determination results of expressions of MMP-2 and

MMP-9 proteins in rats brain tissue of each group

（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型组
阿加曲班低剂量组
阿加曲班中剂量组
阿加曲班高剂量组

MMP-2/β-actin

0.09±0.01

0.38±0.04＊

0.27±0.02#

0.29±0.05#

0.17±0.06##ΔΔ□

MMP-9/β-actin

0.13±0.03

5.18±0.14＊

1.79±0.56#

0.92±0.23##Δ

0.74±0.11##ΔΔ□

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与阿加曲班低剂量组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；与阿加曲班中剂

量组比较，□P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. argatroban low dose group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；vs.

argatroban medium dose group，□P＜0.05

与正常对照组比较，模型组大鼠脑组织中Bax蛋白表达增

强，Bcl-2蛋白表达减弱，差异具有统计学意义（P＜0.01）。与

模型组比较，阿加曲班低、中、高剂量组大鼠脑组织中Bax蛋白

表达减弱，Bcl-2蛋白表达增强，差异具有统计学意义（P＜0.01

或P＜0.05）。与阿加曲班低剂量组比较，阿加曲班中、高剂量

组大鼠脑组织中Bax蛋白表达减弱，Bcl-2蛋白表达增强；与阿

加曲班中剂量组比较，阿加曲班高剂量组大鼠脑组织中Bax蛋

白表达减弱，Bcl-2蛋白表达增强，差异均具有统计学意义

（P＜0.01或 P＜0.05）。各组大鼠脑组织中 Bax、Bcl-2蛋白表

达电泳图见图3，蛋白表达测定结果见表3。

表3 各组大鼠脑组织中Bax、Bcl-2蛋白表达测定结果（x±±s，

n＝10）

Tab 3 Determination results of expressions of Bax and Bcl-2

proteins in rats brain tissue of each group（x±±s，n＝

10）

组别
正常对照组
模型组
阿加曲班低剂量组
阿加曲班中剂量组
阿加曲班高剂量组

Bax/β-actin

0.03±0.00

2.27±0.34＊

1.39±0.48#

0.78±0.15#ΔΔ

0.37±0.10##ΔΔ□

Bcl-2/β-actin

2.59±0.76

0.76±0.15＊

0.89±0.26#

1.13±0.27##Δ

2.03±0.59##ΔΔ□

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与阿加曲班低剂量组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；与阿加曲班中剂

量组比较，□P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. argatroban low dose group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；vs.

argatroban medium dose group，□P＜0.05

3.5 脑组织中NF-κB p65、IκBα磷酸化水平测定结果

与正常对照组比较，模型组大鼠脑组织中 NF-κB p-p65/

p65、p-IκBα/IκBα比值增加，差异具有统计学意义（P＜0.01）。

与模型组比较，阿加曲班低、中、高剂量组大鼠脑组织中NF-κB

p-p65/p65、p-IκBα/IκBα比值降低，差异具有统计学意义（P＜

0.01或P＜0.05）。与阿加曲班低剂量组比较，阿加曲班中、高

剂量组大鼠脑组织中NF-κB p-p65/p65、p-IκBα/IκBα比值降低；

与阿加曲班中剂量组比较，阿加曲班高剂量组大鼠脑组织中

NF-κB p-p65/p65、p-IκBα/IκBα比值降低，差异均具有统计学

意义（P＜0.01或P＜0.05）。各组大鼠脑组织中NF-κB信号通

路相关蛋白的表达电泳图见图4，NF-κB p-p65/p65、p-IκBα/IκBα

比值测定结果见表4。

图1 各组大鼠脑组织中Caspase-3活性测定结果
注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01；与阿加曲

班低剂量组比较，ΔP＜0.05；与阿加曲班中剂量组比较，□P＜0.05

Fig 1 Determination results of activity of Caspase-3 in rat

brain tissue of each group
Note：vs. normal control group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜0.01；

vs. argatroban low dose group，Δ P＜0.05；vs. argatroban medium dose

group，□P＜0.05
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图2 各组大鼠脑组织中MMP-2、MMP-9蛋白表达电泳图

Fig 2 Electrophoresis of expressions of MMP-2 and MMP-9

proteins in rats brain tissue of each group
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图3 各组大鼠脑组织中Bax、Bcl-2蛋白表达电泳图
Fig 3 Electrophoresis of expressions of Bax and Bcl-2 pro-

teins in rats brain tissue of each group
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图 4 各组大鼠脑组织中NF-κB信号通路相关蛋白的表达电

泳图

Fig 4 Electrophoresis of expressions of proteins related to

NF-κB signaling pathway in rats brain tissue of each

group

NF-κB p-IκBα

NF-κB IκBα

NF-κB p-p65

NF-κB p65

正常对照
组

模型组 阿加曲班
低剂量组

阿加曲班
中剂量组

阿加曲班
高剂量组

··2646



中国药房 2015年第26卷第19期 China Pharmacy 2015 Vol. 26 No. 19

表4 各组大鼠脑组织中NF-κB p-p65/p65、p-IκBα/IκBα比值

测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 4 Determination results of NF-κB p-p65/p65 and p-IκBα/

IκBα in rats brain tissue of each group（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型组
阿加曲班低剂量组
阿加曲班中剂量组
阿加曲班高剂量组

NF-κB p-p65/p65

0.18±0.03

1.91±0.29＊

0.76±0.17#

0.49±0.15#Δ

0.47±0.10##ΔΔ□

NF-κB p-IκBα/IκBα

0.23±0.03

1.09±0.14＊

0.56±0.11#

0.32±0.07##Δ

0.25±0.04##ΔΔ□

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与阿加曲班低剂量组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；与阿加曲班中剂

量组比较，□P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. argatroban low dose group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；vs.

argatroban medium dose group，□P＜0.05

4 讨论
脑出血是一种危害人类生命和健康的神经系统疾病，具

有起病急、病死率和致残率都很高的特点，多发生于老年人[2]。

而如今临床上治疗方法仍较单一，尽管部分脑出血患者都幸

存了下来，但因遗留有不同程度的神经功能障碍而严重影响

了生活质量，给患者家庭及社会都带来了一定的负担。因此

探讨脑出血后出血灶周围损伤机制，对寻找和开发治疗脑出

血的新药物有着非常重要的意义。

大量的研究表明，脑出血后周围组织存在明显的炎症反

应和多种机制导致的细胞凋亡，并受多种信号通路调控，NF-κB

信号通路就是其中之一 [5]。在脑出血模型中，血肿周围组织

NF-κB 表达水平显著升高，并可上调炎性细胞因子如 IL-1、

TNF-α等的表达[5]。本研究发现，在脑出血模型大鼠脑组织中，

NF-κB p65及上游蛋白 IκBα磷酸化显著，给予一定剂量阿加曲

班后，可显著抑制此变化，与丛玉玮等[6]的观点一致。

NF-κB 调节炎症过程的关键转录因子有 MMPs、IL-1β及

TNF-α。MMPs降解基膜，引起血管通透性的增加，中性粒细

胞、巨噬细胞从受损血管溢出，释放炎症介质。IL-1β主要由单

核巨噬细胞产生，与脑出血密切相关。TNF-α是一种主要由激

活的单核/巨噬细胞分泌的炎性细胞因子。脑出血患者血液中

检测出MMP-2、MMP-9表达明显增强，尤其是MMP-9与脑水

肿及预后有明显关系[7]。脑出血患者早期血浆TNF-α、IL-1β含

量升高，并持续一段时间[8]。已有文献报道阿加曲班可以减轻

大鼠脑出血后血肿周围的炎性细胞浸润[3，6]。本实验研究证实，

脑出血后大鼠血肿周围脑组织TNF-α、IL-1β、MMP-2、MMP-9

表达明显增强，给予一定剂量阿加曲班可显著抑制此变化。

脑出血后血肿周围存在细胞凋亡被许多研究证实。在脑

内注入5 u凝血酶后，在注入区可检测到DNA碎片和末端脱氧

核苷酸转移酶介导的脱脲苷三磷酸末端标记法（TUNEL）阳性

细胞，凋亡高峰出现在第1天[9]。近年来研究也表明，Caspase-3

家族在缺血性脑损伤中发挥了重要作用，Caspase-3的表达与

大鼠脑血肿周围脑组织凋亡呈正相关。线粒体是细胞的能量

转换器，为细胞的生命活动提供基础能力，是主要合成三磷酸

腺苷（ATP）的场所。脑出血后，出血灶周围细胞受损，细胞内

细胞超微结构如线粒体和内质网损伤，线粒体功能减弱，蛋白

合成受到影响，启动凋亡程序，导致细胞死亡。研究显示，

Bcl-2和Bax蛋白对脑出血后细胞凋亡有重要的影响。在凝血

酶诱导的大鼠脑缺血模型中，Bax表达减弱，Bax表达增强[10]。

本实验研究证实，脑出血后血肿周围脑组织Caspase-3活性显

著增强、Bax表达明显增强、Bcl-2表达减弱，给予一定剂量阿

加曲班可显著抑制此变化。

综上所述，在脑出血大鼠脑组织中，通过给予一定剂量阿

加曲班，可显著抑制脑组织炎症及细胞凋亡，从而保护脑出血

模型大鼠脑损伤。这一作用是通过降低TNF-α、IL-1β、MMP-

2、MMP-9炎症因子含量，抑制Caspase-3活性，下调Bax表达，

上调Bcl-2表达来实现的，可能与NF-κB信号通路有关。
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