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巴曲酶对实验性脑出血大鼠的神经保护作用 

祁  丽, 董  志*, 马  婕 

(重庆医科大学药学院药理学教研室 生物化学与分子药理学重点实验室, 重庆 400016) 

摘要: 本文旨在观察巴曲酶对大鼠脑出血后神经损伤是否具有保护作用及其可能作用机制。将大鼠分为假 
手术组、模型组、巴曲酶 (4、8 及 16 BU·kg −1) 组及尼莫地平阳性对照组, 在脑立体定向仪上, 根据大鼠脑立体

定位图谱定位脑部尾状核后, 用微量注射器向尾状核注射 VII 型胶原酶, 建立大鼠脑出血模型。术后进行大鼠神

经行为学评分及电镜下观察脑组织病理形态学改变; 干湿重法测定脑含水量 ; 试剂盒测定超氧化物歧化酶 
(SOD) 活力和丙二醛 (MDA) 含量; 荧光分光光度计法测定神经细胞内游离钙离子浓度（[Ca2+]i）。结果表明, 巴
曲酶可改善脑出血大鼠的神经行为学评分，减轻其脑组织细胞水肿和出血程度；使脑含水量、MDA 含量及[Ca2+]i

下降，SOD 活力升高，提示巴曲酶对脑出血后神经损伤可能存在保护作用，其作用机制可能与减轻脑水肿、提

高 SOD 活力和降低 MDA 含量及抑制钙超载有关。 
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Abstract: This study is to investigate if batroxobin has the protective effect against nerve injury caused by 

cerebral hemorrhage in rats and its possible mechanism.  Animals were divided into sham group, model group, 
batroxobin 4, 8, and 16 BU·kg−1 groups and nimodipine positive control group.  On the brain stereotaxic    
apparatus, the rat intracerebral hemorrhage model was established by injecting collagenase with microinjector 
into the brain caudate nucleus which was located according to the brain stereotaxic atlas.  Neuroethology of the 
rats was estimated.  The brain tissue pathomorphology was observed with electron microscope.  The water 
content of the brain tissue was quantitated with wet/dry weight measurement.  SOD and MDA were determined 
according to the kit procedure, and free Ca2+ concentration in neurocyte was measured by fluorospectrophotometer.  
As shown in results, batroxobin could improve neuroethology scale of the rats, relieve histiocyte edema and 
bleeding degree.  The water content of the brain tissue, MDA and free Ca2+ concentration were reduced and 
SOD activity was raised in batroxobin treatment groups.  Therefore, it is possible that batroxobin has some  
protective effect against nerve injury caused by cerebral hemorrhage in rats, and its mechanism maybe relate to 
lessening brain edema, reducing MDA content, raising SOD activity, and inhibiting calcium overload. 
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血栓形成并溶解血栓, 溶栓后出血危险性小, 在急性

脑梗死的临床治疗中已取得良好疗效[1]。近来研究 

表明, 巴曲酶还具有神经保护作用, 其机制研究涉及 

·研究论文· 
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调节凋亡相关因子的表达[2] (如 Bcl-2、Bax、eNOS、
VEGF、Akt 蛋白及立早基因 c-fos、c-Jun)、调节炎

症反应的发生[3] (如影响炎性细胞因子 PAF、TNF-α
的表达、降低血清高敏 C 反应蛋白的水平及对补体

的影响)、减轻卒中后脑水肿、降低精氨酸加压素含

量、抑制脑梗死患者血清中的脂质过氧化物产生及提

高超氧化物歧化酶活性等。脑出血是一种高发病率 
和高死亡率的脑血管疾病, 约 1/3 患者伴有神经损 
伤, 并直接影响患者预后, 因而目前脑出血的治疗重

点在于减轻出血周围脑神经损伤, 尤其是缓减脑水

肿[4]。但脑出血后继发性脑神经损伤不仅因血肿周围

脑水肿所致, 还与血肿面积继续扩大有关[5]。此外, 
大量自由基的产生及自由基清除系统酶活性的降低

也可引发脑出血后血肿周围神经组织的氧化性损伤; 
而神经细胞内钙超载被认为是引起细胞死亡及脑神

经损伤的中心环节。因此本研究从这些方面探讨了 
巴曲酶对脑出血大鼠的神经保护作用, 以期为在脑

出血中的临床应用提供依据。 
 

材料与方法 

实验动物、药品与试剂   成年清洁级 SD 
(Sprague Dawley) 大鼠 60 只，(250 ± 50) g，雌雄各

半, 重庆医科大学实验动物中心提供。巴曲酶 (5BU: 
0.5 mL，北京托毕西制药有限公司)，胶原酶 VII 
(Sigma), SOD、MDA 试剂盒 (南京建成生物工程研

究所), Fura-2/AM 荧光指示剂 (Biotium)。 
制备模型  参照文献[6]方法，采用脑部尾状核

内注射胶原酶建立大鼠脑出血模型。将大鼠以 10%
水合氯醛按 0.3 mL/100 g 腹腔注射麻醉, 俯卧固定于

脑立体定向仪上。局部消毒, 正中切开头皮, 剥离骨

膜, 暴露前囟点。按照大鼠脑立体定位图谱[7]进行左

侧尾状核定位。以前囟点为原点, 向左 3.0 mm, 向前

0.24 mm, 深度 5.8 mm为注射点 (尾状核), 骨钻钻开

颅骨, 进针后用微量注射器缓慢注射 VII 型胶原酶

0.5 μL (用生理盐水按 1 U·μL−1 溶解后), 注射时间大

约为 3 min, 留针 5 min, 缓慢退针, 缝合皮肤。整个

实验过程中保持大鼠肛温 (37.5 ± 0.5) ℃, 避免低温

对损伤性脑神经元的保护作用。假手术组仅于尾状 
核注射等量生理盐水, 不做出血处理。 

动物分组及取材  动物随机分为假手术组、模 
型组、巴曲酶 4、8 及 16 BU·kg−1 组及尼莫地平阳性

对照组, 每组 10 只。各用药组于尾状核注射胶原酶

同时, 给予相应剂量的巴曲酶 (用生理盐水溶解至 1 
mL) 和尼莫地平 (规格为 20 mL:4 mg) 5 mL·kg−1, 腹

腔注射; 模型组及假手术组仅注射生理盐水 1 mL。行
末次评分后，将大鼠麻醉，断头处死，冰盘上取出全

脑，用冷生理盐水 (4 ℃) 冲洗 3 遍，除去积血，用

滤纸吸去表面水分, 去除嗅脑、小脑和低位脑干。于

冰盘上迅速分离大脑半球，取左侧半球，进针孔则标

志着尾状核的所在位置。以进针孔为界冠状切开，前

半部分出血灶及血肿周围脑组织损伤区待测脑组织

含水量，后半部分出血灶及血肿周围脑组织损伤区匀

浆后待测生化指标。 
神经症状评分  根据 Petullo 等[8]的行为学评价

标准改制，于出血后 4 及 24 h 进行神经肌肉功能缺

损体征评分：根据屈曲损伤对侧前肢、全身扭曲头朝

向损伤侧、向损伤对侧抵抗力减弱或消失、向损伤对

侧转圈、后肢收回延迟或不收回及活动能力的改变, 
分别按 0、0.5、1 分等 3 个等级记分。 

脑组织病理观察  末次评分后，各组另取 4 只大

鼠麻醉，开胸暴露大鼠心脏，在升主动脉处插管，先

以生理盐水冲洗直到流出液清亮，再灌以 4%多聚甲

醛，取出大脑，以进针孔为界向前、向后各冠状切取

脑组织 (片厚 2～4 mm), 并将脑片放入 4%多聚甲醛

中固定，常规梯度脱水、透明、浸蜡、包埋、切片, 苏
木精和伊红 (HE) 染色，显微镜下观察脑组织病理形

态的改变。 
脑含水量测定  称取脑组织湿重 G1 (精确度 0.1 

mg), 置 110 ℃烤箱中烤干, 24 h 后称取干重 (G2), 
计算干湿比: 脑含水量 (%) = (G1 − G2) / G1 × 100%。 

SOD 及 MDA 水平测定  分别采用黄嘌呤氧化

酶法和硫代巴比妥酸法，按试剂盒说明操作。 
[Ca2+]i 的测定  将 Fura-2/AM 作为荧光指示剂, 

游离的 Fura-2 在激发光波长为 380 nm 时, 可以产生

500 nm波长的荧光; Fura-2 与钙结合后形成的复合物, 
只有在激发光波长为 340 nm 时, 才能产生 500 nm 波

长的荧光。根据两者荧光强度的比值, 就可以算出钙

离子的结合量, 也可以算出钙离子浓度; 参照Du等[9]

的悬浮细胞的双波长荧光分光光度计法进行测定。首

先将待测脑组织用蔗糖分离液匀浆制备神经突触体

悬液, 再将悬液负载 Fura-2/AM 荧光指示剂后, 测定

激发光 340 和 380 nm 时的荧光值, 并分别测定加入

Triton X-100 (破坏细胞膜, 使细胞外钙离子充分与

荧光指示剂结合) 和加入 EGTA (充分络合溶液中的

Ca2+, 使溶液中的荧光指示剂处于游离状态) 后激发

光 340 和 380 nm 时的荧光值, 最后按照下式计算细

胞内钙浓度: [Ca2+]i = Kd (R − Rmin) / (Rmax − R) × (sf2 / 
sb2)。式中Kd为 Fura-2与钙反应的解离常数, 在 37 ℃
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时为 224 nmol·L−1; R 为 340 和 380 nm 波长激发, 500 
nm波长发射, 测得的荧光信号的比值; Rmax为最大荧

光比值, 是加入Triton X-100后所得的比值; Rmin为最

小荧光比值, 是使用 EGTA 后所得的比值。sf2 和 sb2
则分别表示在钙饱和 (Triton X-100 破膜后) 和零钙 
(EGTA 络合后) 情况下 380 nm 激发光产生的荧光强

度。 
统计学处理  所有数据结果均以 x ± s 表示, 应

用 SPSS10.0 统计软件进行单因素方差分析。 
 

结果 

1  大鼠神经行为学变化 
如表 1 所示，模型组大鼠出血后 4 和 24 h 的行

为学评分均大于 4 分，有明显神经功能损伤。阳性对

照组和巴曲酶各用药组，除巴曲酶 4 BU·kg−1 组 4 h
评分无统计学意义（P > 0.05）外，均可显著降低评

分，改善神经行为学功能（P < 0.05）。 

 
Table 1  Influence of batroxobin on neuromuscular function 
scale in rats subjected to experimental intracerebral hemorrhage 

Neuromuscular function scale 
Group 

Dose 
/ BU·kg−1 4 h after hemorrhage 24 h after hemorrhage

Sham  0 ± 0 0 ± 0 

Model  4.2 ± 0.7 4.3 ± 0.9 

Nimodipine 5 mL·kg−1 3.0 ± 0.7△ 2.2 ± 0.8△ 

Batroxobin  4 3.6 ± 0.6 2.4 ± 1.0△ 

  8 2.8 ± 0.5△ 1.8 ± 0.5△ 

 16 2.6 ± 0.8△ 1.4 ± 0.6△ 

n = 10, x ± s. △P < 0.05 vs model group 

2  大鼠脑组织病理形态学观察 
假手术组手术部位神经细胞形态正常，胞膜完

整，核仁明显，间质均匀、清晰（图 1A）。模型组出

血区及周围神经细胞明显肿胀、变形，自溶及坏死成

空泡状，细胞核固缩，核仁消失；间质内大量红细胞

渗出，可见水肿及片状坏死，组织结构疏松 (图 1B)。
阳性对照组和各巴曲酶用药组的出血情况均较模型

组轻, 并随药物剂量的增加，细胞水肿及变形逐渐减

轻，胞膜及核逐渐清晰；红细胞渗出逐渐减少，坏死

程度逐渐减轻，组织结构逐渐均匀化; 其中，巴曲酶

16 BU·kg−1 组已较接近正常（图 1C−F）。 
3  巴曲酶对脑出血大鼠脑组织含水量的影响 

如表 2 所示，脑出血模型组与假手术组比较，脑

含水量显著升高（P < 0.05）；与模型组比较，阳性对

照组和巴曲酶各用药组的脑含水量均明显下降，其

中，巴曲酶 4 BU·kg−1 组与 8 及 16 BU·kg−1 组间的差

异显著（P < 0.05），8 BU·kg−1 组与 16 BU·kg−1 组间

的差异无显著性。 
4  巴曲酶对脑出血大鼠 SOD、MDA 水平的影响 

如表 3 所示，脑出血模型组大鼠脑组织中 SOD
活性明显降低、MDA 含量显著增高, 与假手术组比

较差异有显著性 (P < 0.05); 阳性对照组和巴曲酶各

用药组与模型组比较, SOD 活性均明显升高、MDA
含量明显下降。且出血大鼠脑组织 SOD、MDA 水平

随巴曲酶用药剂量的增加分别表现出逐渐的升高和

下降趋势。其中，巴曲酶 4 BU·kg−1 组与 8 及 16 
BU·kg−1 组间的差异显著 (P < 0.05), 而 8 BU·kg−1 组

与 16 BU·kg−1 组间的差异无显著性。 

 

 
Figure 1  Effect of batroxobin on the pathological morphology of rat brain after experimental intracerebral hemorrhage.  A: Sham;   
B: Model; C: Nimodipine 5 mL·kg−1; D: Batroxobin (4 BU·kg−1); E: Batroxobin (8 BU·kg−1); F: Batroxobin (16 BU·kg−1).  (HE ×400, 
height × width: 4.7 cm × 5.38 cm) 



 祁  丽等: 巴曲酶对实验性脑出血大鼠的神经保护作用 · 341 · 

 

Table 2  Effect of batroxobin on the size of brain edema in rats 
subjected to experimental intracerebral hemorrhage 

Group Dose /BU·kg−1 Brain edema / % 

Sham  46.3 ± 1.3 

Model  49.5 ± 1.0* 

Nimodipine 5 mL·kg−1 47.1 ± 1.9△ 

Batroxobin 4 48.9 ± 1.2 

 8 47.4 ± 1.2△ 

 16 46.8 ± 1.4△ 

n = 6, x ± s.  *P < 0.05 vs sham group; △P < 0.05 vs model 
group 
 
Table 3  Effect of batroxobin on the level of superoxide dismutase 
(SOD) and malondialdehyde (MDA) in rats subjected to    
experimental intracerebral hemorrhage 

Group Dose 
/BU·kg−1 

SOD/U·mg−1 
(protein) 

MDA/nmol·mg−1

(protein) 

Sham  187.5 ± 31.3 0.81 ± 0.24 

Model  57.4 ± 29.5* 1.4 ± 0.39* 

Nimodipine 5 mL·kg−1 95.9 ± 13.8△ 0.96 ± 0.12 △ 

Batroxobin  4 90.0 ± 4.5 1.3 ± 0.3 

  8 116.8 ± 19.6△ 1.0 ± 0.3△ 

 16 126.2 ± 31.4△ 0.83 ± 0.2△ 

n = 6, x ± s.  *P < 0.05 vs sham group; △P < 0.05 vs model 
group 
 
5  巴曲酶对脑出血大鼠神经细胞内游离钙离子浓度

([Ca2+]i) 的影响 
如表4所示, 脑出血模型组大鼠神经细胞内[Ca2+]i

与假手术组相比显著升高，有统计学意义 (P < 0.05);
而阳性对照组和巴曲酶各用药组[Ca2+]i 均比模型组

小，且差异均有显著性 (P < 0.05)。巴曲酶 16 BU·kg−1

组与 4 及 8 BU·kg−1 组间差异显著 (P < 0.05); 而 4 
BU·kg−1 组与 8 BU·kg−1 组间差异无显著性。各巴曲酶

用药组与阳性对照组 (尼莫地平) 之间比较, 4 和 8 
BU·kg−1 组的[Ca2+]i 分别高于和低于阳性对照组, 但
均无统计学意义; 而 16 BU·kg−1 组的[Ca2+]i 显著低于

阳性对照组, 且差异有显著性 (P < 0.05)。 
 
Table 4  Effect of batroxobin on the free Ca2+ concentration   
of neurocyte in rats subjected to experimental intracerebral  
hemorrhage 

Group Dose /BU·kg−1 [Ca2+]i /nmol·L−1 

Sham  146.9 ± 21.0 

Model  257.4 ± 35.3* 

Nimodipine 5 mL·kg−1 184.5 ± 29.9△ 

Batroxobin 4 196.0 ± 15.1△ 

 8 182.7 ± 21.2△ 

 16 152.3 ± 12.1△# 

n = 6, x ± s.  *P < 0.05 vs sham group; △P < 0.05 vs model 
group; #P < 0.05 vs nimodipine group 

讨论 

胶原酶是一种金属蛋白酶，能够分解细胞间基质

和血管基底膜上的胶原蛋白，损伤脑血管基底膜上的

胶原蛋白，破坏血脑屏障。血管壁受损引起渗血，血

液逐渐积聚，在出血区融合形成片状出血。胶原酶诱

导法脑出血模型操作简单、快捷、重复性好，其产生

的血肿大小基本一致且神经功能障碍比较明显，较适

用于脑出血后神经功能恢复的研究和治疗方法的评

价[10]。因此本实验采用脑内注射胶原酶制备大鼠脑

出血模型来研究巴曲酶对实验性脑出血大鼠的神经

保护作用。 
对术后大鼠进行神经行为学评价，不仅标志着模

型的成功与否，还反映了大鼠脑出血后药物对神经损

伤引起的行为学变化的干预作用。脑卒中的运动障碍

以四肢远端精细运动和运动协调功能损害为主，本实

验中脑出血后 4 及 24 h 观察大鼠，提尾可见其右前

肢屈曲，肌张力下降, 右肩阻力明显下降, 行走时向

右转圈，自主活动减少，个别大鼠移其后肢回收减慢

等现象, 主要以四肢远端的功能障碍为主。巴曲酶可

明显改善大鼠的神经行为学功能，且出血后 24 h 较

出血后 4 h 症状有所减轻，这可能与脑卒中的运动功

能障碍随时间会有一定的减轻有关。此外，巴曲酶对

脑出血病理形态学改变也有所改善，使细胞水肿、变

形减轻，胞膜及核仁清晰，坏死程度减轻，组织结构

均匀化。因此，作者从行为学和形态学方面观察到了

巴曲酶对实验性脑出血大鼠的神经保护作用，并且对

其作用机制作了部分研究。 
脑水肿程度在脑出血继发性脑神经损伤的机制

中占有非常重要的地位，但脑出血后脑水肿产生的机

制比较复杂，出血后的凝血过程、红细胞破坏分解的

成分血红蛋白及其降解产物、补体系统的激活等均与

其有关[11]。本实验在出血同时给予巴曲酶治疗后，大

鼠的脑含水量可见明显下降，表明巴曲酶具有抗脑出

血后脑水肿的作用，这可能与其降纤作用有关，不仅

能够拮抗血液凝固，减轻凝血过程中脑水肿的形成; 
而且能够抑制补体激活的级连反应，减轻补体依赖的

神经元破坏作用造成的脑水肿[12]。 
脑出血后，大量自由基的产生及自由基清除系统

酶活性的降低所致的氧化性损伤也参与了血肿周围

脑组织的损伤过程。一方面，自由基能够直接导致细

胞脂质、蛋白质及核酸发生过氧化反应，同时激活中

性粒细胞信号通路，严重损伤血脑屏障；并启动与细

胞膜离子转运蛋白功能失调、血管通透性升高相关的
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分子通路，引起脑水肿。另一方面，出血后红细胞的

降解产物血红素及亚铁离子也参与了自由基的氧化

应激反应[13]。相关研究表明，自由基捕获剂 NXY-059
可减少脑出血大鼠中性粒细胞的渗出及细胞凋亡阳

性数目，起到神经保护作用[14]。而 SOD 是自由基清

除系统的主要组成成分，MDA 是氧自由基脂质过氧

化反应的终产物，两者是反映氧自由基损害程度的主

要指标。因此，本实验通过观察巴曲酶对实验性脑出

血大鼠 SOD 和 MDA 的影响，了解巴曲酶能否通过

抗氧化作用机制发挥神经保护作用。结果表明，巴曲

酶用药组的确能够显著提高大鼠脑组织 SOD 活性和

降低 MDA 含量，且 SOD 及 MDA 水平的变化与脑

组织含水量变化呈相关性。 
此外，细胞内外钙离子浓度梯度的破坏是引起细

胞死亡的中心环节，而脑出血后神经细胞内也存在严

重的钙超载现象。出血后由于细胞受压、变形，胞膜

不完整，Ca2+从膜的缺损处顺浓度梯度进入细胞内; 
产生的大量自由基可通过增加内皮细胞通透性，影响

Ca2+通道及钠-钙阳离子交换泵，增加神经细胞内游

离钙离子浓度[13]；出血早期脑内大量谷氨酸积聚, 也
可通过激活 NMDA 受体引起大量 Ca2+内流, 导致细

胞内钙超载[15]。大量 Ca2+可激活磷脂酶类, 使膜磷脂

分解, 释放大量花生四稀酸, 促进自由基大量产生; 
同时, 脑血管平滑肌及内皮细胞内 Ca2+增多, 可使血

管收缩, 痉挛, 内皮细胞收缩, 间隙扩大, 血脑屏障

开放, 产生血管源性水肿等, 最终导致神经细胞死

亡。有报道, 巴曲酶可抑制细胞内 Ca2+的释放和细胞

外 Ca2+的摄取, 有效抑制血管平滑肌细胞的增殖, 因
此认为它能够降低细胞内游离钙离子的浓度[16]。本

实验采用荧光法测定了巴曲酶用药前后[Ca2+]i 的变

化, 并与阳性对照药尼莫地平对[Ca2+]i 的影响作了比

较, 可见巴曲酶能够显著降低出血后脑组织内[Ca2+]i, 
且 16 BU·kg−1 组对[Ca2+]i 的抑制作用强于尼莫地平, 
表明它对细胞内钙超载具有抑制作用，对钙超载引起

的脑组织损伤有保护作用。 
另外，在实验中设立了巴曲酶 4、8 和 16 BU·kg−1

剂量组, 从各项检测指标的测定结果中可以看到, 8
和 16 BU·kg−1为有效剂量, 与模型组比较具有统计学

意义, 但两者之间无显著差异; 而 4 BU·kg−1 组与模

型组比较，除个别指标外，并无统计学意义。 
本实验仅研究了巴曲酶对大鼠脑出血后神经损

伤的保护作用，并对其作用机制作了简单探讨，认为

其神经保护作用可能与减轻脑水肿、抵抗自由基氧化

性损伤及抑制钙超载有关，脑组织水肿、自由基的氧

化应激反应及神经细胞内钙超载均参与了脑出血后

继发性脑神经的损伤，且各因素间相互联系，互为因

果。而巴曲酶在临床上主要用于缺血性脑血管病的治

疗，脑出血是其使用的禁忌症之一，但巴曲酶既能溶

解血肿，又能对脑出血后继发性脑损伤起到保护作

用，在脑出血的临床应用中确实具有很大的潜力。因

此，能否通过改变巴曲酶的给药剂量、途径和给药时

间来降低其使用的禁忌症状，还需更深入的探讨和研

究。 
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