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摘要 研究了重组微纤维蛋白溶酶  Λ2对大鼠急性脑梗死的治疗作用及其安

全性 并与目前临床应用的重组组织型纤溶酶原激活物 ∏ √2°进行比较 ∀采

用大鼠自体血栓注入脑中动脉法造大脑中动脉阻塞  ∏ ≤模型及动脉导管法给药 

 后对神经功能症状进行评分 计算脑梗死体积 测定出血时间 ×血清中纤维蛋白 原 降解产

物   ∏ƒ⁄°含量 血浆中凝血酶时间  ××!凝血酶原时间  °×

及纤维蛋白原 ƒ含量 ∀另外  Λ2可显著降低神经功能缺损评分和脑梗死体积 显著升高 ƒ⁄°

含量 对 ×!××及 °×均无显著影响 ƒ含量与模型组比较有一定下降 而与假手术组比较无显著差异 ∀结果提示 

Λ2对大鼠急性脑梗死有很好的治疗作用 对纤溶系统和凝血系统没有显著影响 提示 Λ2可能不会引

起出血反应 其安全性可能优于 2°∀
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  缺血性脑中风 又称脑卒中 俗称中风 包括

脑出血 !脑血栓和脑梗死等 ∀我国每年脑卒中发病

率为 万 居世界第 位 其中绝大多数是由

于血栓阻塞脑血管 即脑血栓和脑梗死 引起的后

果也很严重 ∀溶栓法被认为是目前最有效治疗脑血

栓和脑梗死的方法 ∀ 年美国食品与药品管理

局 ƒ⁄批准对急性缺血性卒中患者使用 2°∀

2°是目前唯一被证实对缺血性卒中有效的治疗

药物 ≈
但其仍然存在很大的风险性 其中以出血

并发症最为严重 ∀溶栓治疗后脑内出血转变的确切

机制尚不十分清楚 可能与以下几点有关  溶栓

药引起的继发性纤溶亢进和凝血障碍  缺血早

期血管壁已经受损 恢复血供后 由于通透性增高

而使血液渗出  梗死后期血 2脑脊液屏障的通透

性增加而伴有再灌注出血 ∀

传统溶栓治疗大多采取 2°!尿激酶等溶栓药

物静脉滴注 这种方法应用方便 但容易引起全身性

纤溶亢进和凝血障碍 会发生严重的出血反应 特

别是脑出血 ∀因此目前如何解决溶栓过程中出现的

出血反应是溶栓疗法要解决的难题之一 ∀国外有研

究发现 ≈动脉给予纤溶酶 对家兔血栓有

一定的溶栓作用 并且不易引起出血 但纤溶酶在

血中的半衰期只有 1 可能溶栓效果不是很

好 ∀ 等 ≈报道将人微纤溶酶的 个 / 0

片段切除 得到人重组微纤维蛋白溶酶 降低了

Α 2抗纤溶酶对其的抑制速度 半衰期可达  ∀这

让溶栓疗法取得了新的突破 但 个 / 0片段

全部切除后人重组微纤维蛋白溶酶对纤维蛋白就失

去了特异亲和性 ∀本实验药物 Λ2是采用美

国 °×公司独特的重折叠技术在大肠杆菌中制备

的 之后又经上海富纯中南生物技术有限公司进一

步改进了分子结构并提高了纯度 与国外报道的人

重组微纤维蛋白溶酶 ≈在结构上有明显差别 保留

了其中一个 / 0片段 即 / 20片段 这

使得 Λ2对纤维蛋白仍具有一定亲和性 溶

栓作用更强 并且还对空间结构进行了一定改造 

使半衰期进一步延长 可达  可直接注射到血栓

部位定向溶解血栓 溶栓后进入血液可被 Α 2抗纤

溶酶所抑制 因此不会导致纤溶系统亢进 可能不

会引起出血反应 ∀

本实验采用大鼠自体血栓注入脑中动脉法制造

 ≤模型 通过动脉导管法给予 Λ2并与

目前临床应用的 2°静脉溶栓进行比较 以此来

考察 Λ2对大鼠急性脑梗死的治疗作用以及

发生出血的危险性 ∀

材料与方法

实验动物  健康雄性 ≥∏2⁄≥⁄大

鼠 体重  ∗  北京维通利华实验动物技术有

限公司提供 许可证号 ≥≤÷京 ∀

药品与试剂  重组微纤维蛋白溶酶 

 Λ2注射液  # 

上

海富纯中南生物技术有限公司生产 批号 

用时用 1 # 
枸橼酸  1稀

释 重组组织型纤溶酶原激活物 2°

德国勃林格殷格翰公司 批号 用时用

无菌注射用水配制为所需浓度 红四氮唑

∏ ××≤ 北京化学试剂

公司生产 冻干人凝血酶 上海太阳生物技术有限公

司生产 批号 ××氯化钙 ∏ 

≤≤ 浙江城南化工厂生产 批号 二

磷酸腺苷 ⁄°≥公司

批号 纤维蛋白 原 降解产物 

 ∏ ƒ⁄° 含 量 !凝 血 酶 时 间

  ×× !凝血酶原时间 

°×!纤维蛋白原 ƒ检测试剂盒 

上海太阳生物技术有限公司 ∀

仪器  ×≤2型注射泵 北京思路高高科技发

展有限公司 °∞ 2型血凝和血小板聚集测定

仪 北京世帝科学仪器公司  °≥2型多媒体

图像分析系统   ∏  型酶标仪 美国

×公司 ∀

实验分组  动物随机分为 组 假手术组 ν 

模型组 ν  重组微纤维蛋白溶酶 Λ2

 1 # 
组 ν  ! # 

组

ν  !  # 
组 ν  阳性对照组

2°  # 

ν ∀

大鼠 ΜΧΑΟ模型  实验当天取大鼠静脉血 

放入消毒的小玻璃瓶中 然后分别加入凝血酶

 # 

!≤≤ 1 # 


!⁄°1

# 

各  Λ用玻璃棒迅速混匀 用  

注射器将血液注入直径  的输液管中 ≈
于

 ε 水浴中反应  之后从水浴中取出放置于

 ε  最后用注射器将血栓打入生理盐水中 

得到直径为  的栓条 将栓条切成长度和直径

均为  大小的栓子 再用生理盐水清洗 次 置

于生理盐水中待用 ∀

戊巴比妥钠腹腔麻醉  # 

分离
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右侧颈总 !颈内 !颈外及翼腭动脉 ∀将翼腭动脉及颈

外动脉远心端结扎 用动脉夹在颈总动脉分叉处夹

闭颈总动脉 用  注射器吸入 个栓子 通过 

号针头将血栓由颈外动脉注入 再放开动脉夹 使血

流将栓子进一步冲入中动脉 结扎颈外动脉近心端 

缝合切口 则模型造好 ≈ ∀假手术组不注入血栓 

其他操作相同 ∀整个手术过程使动物体温保持在

 ? 1ε ∀

给药溶栓  造模成功  后 用 ×≤2型注

射泵进行给药 给药速度为 1 # 

 Λ2

组 !假手术组 !模型组由颈总动脉插入导管至颈内

动脉内给药  Λ2的剂量分别为 1! 及 

# 

假手术组 !模型组给予等体积的生理盐

水 阳性药 2°采用临床给药方式 由颈外静脉给

药 剂量为  # 
 ≈ ∀

神经功能症状观察及评分  在术后  观察

大鼠的神经功能症状 进行评分 ≈ ∀根据本实验具

体标准为 分 无异常 分 左侧前肢屈曲 分 左

侧前肢抓力下降 分 自发旋转运动 分 无法自

主行走 需给予一定刺激才能行走 分 对外界刺

激无反应 意识丧失 ∀

脑梗死体积的测定  神经症状观察完毕后处死

大鼠 取大脑 先放入   ε 冷冻  然后将大

脑均匀切成 片 每片厚度  放入  ××≤染

液中  ε 水浴染色  染色后正常脑组织呈

红色 梗死部分呈白色 福尔马林 甲醛 固定

 各组大脑切片用数码照相机 索尼 日本 拍

照 然后用  °≥2型多媒体图像分析系统 北

京 测量脑梗死面积 最后用梗死面积之和乘以每

片厚度  即为脑梗死体积 ≈ ∀

出血时间的测定  分别在栓前以及给药后 !

及  测定出血时间 ∀具体方法 ≈如下 用手

术刀片在距尾部尖端  处划开一个长  !深

 的小口 不要割破血管 从第一滴血流出开

始计时 每隔  用小片滤纸将血液轻轻吸干 直

到出血停止 记录出血时间 ∀

血浆 ΤΤ !ΠΤ及 ΦΙΒ含量的测定  各组在术后

 静脉取血 置于含有 体积 1 # 


枸橼酸钠抗凝液 份抗凝液  份全血 的离心管

中 轻轻颠倒混匀   # 
离心  取上

层血浆 ∀利用 °∞ 2型血凝和血小板聚集测定

仪和各试剂盒按试剂盒说明书所示的操作方法测定

血浆中 ××!°×及 ƒ含量 ∀测定 ƒ时先测标准

品 然后应用 °1软件制作标准曲线 根据

标准曲线计算出 ƒ含量 ∀

ΕΛΙΣΑ法检测血清 Φ∆Π含量  各组在术后 

静脉取血    # 
离心  取上层血

清 ∀根据 ƒ⁄°检测试剂盒说明书所示的操作方法 

用酶标仪在  处测定吸收度值 再根据标准品

的吸收度值应用 ° 1软件制作标准曲线 

根据标准曲线计算出 ƒ⁄°含量 ∀

统计学分析  实验数据均以 ξ ? σ表示 ∀多组

间比较采用 ≥°≥≥ 1软件包进行单因素方差 

 ∂ 分析 再进一步应用 ⁄∏. 检验比

较各组组间差异 ∀

结果

1  重组微纤维蛋白溶酶对神经功能缺损评分及死

亡率的影响

假手术组动物神经功能均未出现异常 而模型

组动物神经功能症状明显 评分可达 1表 ∀

Λ2各剂量组与模型组比较有显著差异 评分

显著降低 ∀模型组动物有 只死亡  Λ2 1

# 
组有 只死亡 ! # 

组有 只死亡 

 # 
组没有出现死亡 阳性对照组 2° 

# 

有 只死亡 ∀结果见表 ∀

Ταβλε 1  ∞Λ2  ∏ 

      

 ≤ 

∏
⁄

# 

≥∏√√

ν

⁄

ν

 



∏



≥   1 1 ? 1 

    1 1 ? 1

Λ2° 1   1 1 ? 133

   1 1 ? 1333

   1 1 ? 1333

2°    1 1 ? 1333

ξ ? σ 33 Π  1 333 Π  1 ϖσ∏

2  重组微纤维蛋白溶酶对脑梗死体积的影响

假手术组动物脑部未见梗死 模型组脑梗死体

积较大  Λ2各剂量组脑梗死体积显著降低

Π 1并随给药剂量增大而递减  Λ2

 # 
组梗死体积最小 疗效最好 结果见表

∀

3  重组微纤维蛋白溶酶对脑出血发生率的影响

取脑时观察所有受试动物的脑出血发生率 结

果显示假手术组 !模型组 ! Λ2各剂量组均未
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见脑出血 而阳性对照组有 例脑出血 并且死亡 ∀

4  重组微纤维蛋白溶酶对出血时间的影响

与栓前出血时间相比  Λ2各剂量组在给

药后 ! 及  各时间点出血时间均无显著

变化 而 2°组在给药后各时间点出血时间显著

延长 结果见表 ∀

Ταβλε 2  ∞ Λ2  √∏

∏     ≤ 

∏  ⁄#  √∏

≥ 1 ? 1

  1 ? 1

Λ2° 1 1 ? 1333

 1 ? 1333

 1 ? 1333

2°  1 ? 1333

ν   ξ ? σ 333 Π  1 ϖσ∏

Ταβλε 3  ∞Λ2    

   ≤ 

∏
⁄

# 



°      

Λ2° 1  ?   ?   ?   ? 

  ?   ?   ?   ? 

  ?   ?   ?   ? 

2°   ?   ? 333  ? 333  ? 333

ν   ξ ? σ 333 Π  1 ϖσ∏

5  重组微纤维蛋白溶酶对 ΤΤ !ΠΤ及 ΦΙΒ含量的

影响

与假手术组比较 模型组和 Λ2各剂量组

的 ××!°×均无显著变化 2°组的 ××!°×显著延

长 表 ∀

Ταβλε 4  ∞ Λ2  ×× °×  ƒ

     ≤ 

∏
⁄

# 
××  °× 

ƒ

# 

≥ 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1ω

Λ2° 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 13

 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 133

 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 133

2°  1 ? 1ω ω ω 1 ? 1ω ω ω 1 ? 1ω ω ω 333

ν   ξ ? σ ω Π  1 ω ω ω Π  1 ϖσ  ∏
3 Π  1 33 Π  1 333 Π  1 ϖσ∏

与模型组比较  Λ2各剂量组和 2°组

的 ƒ含量显著降低 与假手术组比较  Λ2

各剂量组 ƒ含量有降低趋势 但无显著差异 

2°组的 ƒ含量则显著降低 表 ∀

6  重组微纤维蛋白溶酶对 Φ∆Π含量的影响

与假手术组比较 模型组 ƒ⁄°含量显著升高 

与模型组比较  Λ2各剂量组及 2°组的

ƒ⁄°含量均显著升高  Λ2组的 ƒ⁄°含量随

剂量的递增而逐渐升高 结果见图 ∀

Φιγυρε 1  ∞Λ2  ƒ⁄°  

    ≤  ν  ξ ? σ
ω
Π  1 ϖσ ∏

3
Π  1 333

Π  1
ϖσ∏

讨论

研究脑血栓溶栓治疗需要建立稳定的  ≤

模型 本实验采用大鼠自体血液加入凝血酶 !≤≤ !

⁄°凝血酶和 ≤
 是凝血过程必需的凝血因子 

⁄°可以促进血小板聚集和血栓的形成 ≈
形成的

血栓直接注入脑中动脉 造成  ≤模型 该模型

制作简单 能形成稳定的脑中动脉区梗死 模型成功

率高 而且血栓不易自溶 是一种用于溶栓研究的较

理想的模型 ∀

近些年来随着影像技术以及介入治疗的发展 

动脉溶栓越来越受到人们的关注 其中经导管动脉

内溶栓是最为常用的方法 ∀经导管动脉内溶栓是将

溶栓药物经导管直接注射于血栓近端血管或血栓内

进行溶栓 药物用量小 出血反应少 ∀结果显示 

Λ2各剂量组均能显著改善栓塞后大鼠的神

经功能症状 神经功能缺损评分显著降低 能显著

降低脑梗死体积 血清中 ƒ⁄°含量显著升高 并且

Λ2各剂量组的动物死亡率与模型组比较均

有所降低  Λ2  # 
组动物无死亡 ∀

溶栓治疗最严重的并发症是颅内出血 等 ≈
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临床报道颅内出血发生率平均为  如何降低甚

至消除出血反应已经成为当前溶栓疗法的主要研究

热点 ∀本实验中 Λ2各剂量组给药后各时间

点出血时间无显著变化 解剖脑部后没有发现脑出

血 而阳性药 2°可显著延长出血时间 解剖脑部

后有 只出现脑出血  Λ2各剂量组对 ××!°×

无显著影响 而 2°可使 ××!°×显著延长 上述结

果说明 Λ2对纤溶系统和凝血功能无显著影

响 而 2°可引起纤溶系统亢进和凝血功能障碍 ∀

纤维蛋白原 ƒ是一种大分子糖蛋白  

其水平升高是血栓形成的重要危险因素 ≈ ∀但另

一方面 如果 ƒ水平过低会引起凝血系统障碍 血

液黏滞性下降 血管通透性增强 这会增加出血的危

险性 可能会导致出血 ∀本实验中 Λ2各剂量

组的 ƒ含量与模型组比较有显著降低 但与假手

术组比较无显著差异 说明其含量仍在正常范围内 

提示 Λ2不仅可以降低血浆中的 ƒ含量 有

利于溶解血栓 另一方面其下降程度不是很大 又不

会增加出血危险性 ∀而 2°可使 ƒ显著降低 

与假手术组比较也有显著差异 增加了发生出血的

危险性 ∀

本实验结果显示 Λ2对大鼠脑中动脉血

栓具有很好的溶栓作用 对大鼠急性脑梗死具有治

疗作用 而且 Λ2不会影响纤溶系统和凝血功

能 这大大降低甚至可以消除出血反应 安全性可能

会优于传统治疗药物 2°∀它是通过改变 

的分子结构得到的 但发挥溶栓作用的活性部位并

没有改变 仍与 相同 所以根据本实验结果

其作用机制可能是直接降解血栓的主要成分纤维蛋

白 最终溶解血栓 还可在一定程度上降低纤维蛋白

原含量从而抑制血栓形成 ∀因此 Λ2很有希

望成为一种新型的溶栓药物 以此来解决目前溶栓

药物应用时出现出血的不良反应 这将会推动溶栓

疗法的发展 并会给很多患者带来福音 ∀
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