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匹诺塞林在 t-PA溶栓所致出血转化中的作用
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摘要: 出血转化 (hemorrhagic transformation, HT) 是缺血性脑卒中的常见严重并发症, 尤其是在溶栓治疗后, 显

著增加卒中的致残率及死亡率。组织纤溶酶原激活剂 (tissue plasminogen activator, t-PA) 是被美国 FDA 批准的

唯一用于脑卒中的溶栓药物, 由于治疗时间窗窄和易引发出血转化, 限制了其临床应用。目前HT的病理机制和治

疗靶点尚不清楚, 临床无有效防治药物。匹诺塞林是一种天然黄酮类化合物, 对脑卒中具有显著的治疗作用, 目前

已经作为 I类抗脑缺血新药进入 II期临床试验。匹诺塞林对脑卒中后HT的发生尚未有研究, 因此, 本研究考察了匹

诺塞林对 t-PA溶栓治疗所致出血转化的作用。大鼠缺血 6 h后, 尾静脉静滴 t-PA诱导出血, 匹诺塞林 (5、10和 20

mg·kg-1) 于 t-PA前 5 min尾静脉注射, 缺血 24 h后检测梗死体积、神经功能及血红蛋白含量, Evans blue渗漏实验评

价血脑屏障 (blood-brain barrier, BBB) 完整性。动物实验遵循北京协和医学院动物伦理委员会规定。结果显示, 缺

血6 h后给予 t-PA显著加重脑损伤, 梗死体积和脑含水量分别达到39%和83.4%, 促进HT的发生。预先给予匹诺塞

林能够使梗死体积和脑含水量分别降至 28.5%和 80.3%, 改善神经功能。此外, 联合应用匹诺塞林能使脑组织血红

蛋白含量及Evans blue含量分别降低 50%和 40%, 表明匹诺塞林可以保护BBB完整性且降低HT的发生。其中, 10

mg·kg-1剂量最佳。这些结果表明, 匹诺塞林和 t-PA联用能对抗脑缺血, 抑制HT的发生。因此, 匹诺塞林可能是治

疗 t-PA溶栓所致HT的潜在药物。
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Abstract: Hemorrhagic transformation (HT) is a frequent complication of ischemic stroke, especially after

thrombolytic therapy. This event is associated with increased morbidity and mortality. Tissue plasminogen activator

(t-PA), the only FDA proved drug for breaking blood clots, is underutilized in ischemic stroke, because of its

limited therapeutic window and hemorrhagic complications. Due to the lack of clear understanding of the patho‐

logical mechanism, there are no effective drugs to decrease the incidence of HT. Pinocembrin is a natural flavonoid
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compound and has neuroprotective effects in animal ischemic stroke models. In this study, we investigated the role

of pinocembrin in t-PA thrombolysis-induced HT in rat thromboembolic stroke model. t-PA was administrated

6 h after ischemia and pinocembrin (5, 10 and 20 mg·kg-1) was given 5 min before t-PA administration. Infarct

volume, neurological score and hemoglobin content were evaluated at 24 h after ischemia. Evans blue leakage was

used to detect blood-brain barrier (BBB) permeability. All procedures were approved by the Institutional Animal

Care and Use Committee of the Peking Union Medical College. The results showed that treatment with t-PA at 6 h

after ischemia aggravated brain injury and increased the risk of HT, with infarct volume and brain water content

reached 39% and 83.4%, respectively. Pretreatment with pinocembrin decreased the infarct volume and brain

water content to 28.5% and 80.3%, and improved neurological function. In addition, the combined application of

pinocembrin with t-PA reduced hemoglobin content and Evans blue content in brain tissue by 50% and 40%,

indicating that pinocembrin could protect the BBB permeability and reduce the occurrence of HT. Among these

doses, 10 mg · kg-1 is most effective. In conclusion, our results demonstrate that the combination of pinocembrin

with t-PA protects against cerebral ischemia, reduces the occurrence of HT induced by t-PA thrombolysis. Thus,

pinocembrin may be a potential therapeutic drug for t-PA induced HT.

Key words: hemorrhagic transformation; tissue plasminogen activator; pinocembrin; blood-brain barrier;

ischemic stroke

脑卒中是严重威胁人类健康的一类疾病, 致死率

仅次于心梗和癌症, 是致残的首位原因[1]。脑卒中可

分为缺血性卒中和出血性卒中, 其中缺血性脑卒中患

者约占 80%[2]。出血转化是急性脑梗死后发生的脑内

出血, 显著增加脑卒中的死亡率和致残率, 是脑卒中的

常见严重并发症。针对脑卒中的治疗, 恢复缺血区的

血流供应仍是现在广泛应用的治疗手段。

组织纤溶酶原激活剂 (t-PA) 是被美国 FDA 批准

的唯一用于临床溶栓治疗的药物, 但存在治疗时间窗

窄、易引发出血转化 (hemorrhagic transformation, HT)

的缺点。研究表明, 使用 t-PA溶栓能够使 HT的发生

率提高 10倍, 死亡率高达 60%[3]。t-PA的治疗时间窗

已经从最初的 3 h延长到 4.5 h, 但仍满足不了临床需

求。目前, 对于 HT复杂的病理机制和治疗靶点尚不

清楚, 临床还未有有效的防治药物。

匹诺塞林是中国医学科学院药物研究所从蜂胶中

提取, 通过高通量筛选技术获得的一种天然黄酮类化

合物, 是抗脑缺血 I类新药, 具有起效快、保护神经血

管单元、改善脑血流等特点[4]。此外 , 还有抗心律失

常、抗过敏性气道炎症、抗纤维化、抗肿瘤等作用[5-8]。

近期的研究发现, 匹诺塞林能够通过抑制炎症反应降

低脑出血损伤[9], 而本课题组前期的结果也表明, 匹诺

塞林和 t-PA联合应用可延长 t-PA治疗时间窗, 改善 t-

PA溶栓的安全性[4]。但匹诺塞林对 t-PA溶栓后HT的

发生尚缺乏进一步的研究。因此, 本文探讨了匹诺塞

林和 t-PA联合应用对 t-PA溶栓治疗所致出血转化的

作用, 为匹诺塞林增加新的临床适应症提供实验依据。

材料与方法

药品和试剂 t-PA购自勃林格殷格翰 (50 mg, 批

号: 707896); 注射用匹诺塞林 , 中国医学科学院药物

研究所提供 (10 mg, 批号: 20061101); Evans blue (EB)、

2,3,5-氯化三苯基四氮唑 (TTC)、三氯乙酸, 购自Sigma

公司; QuantiChrom Hemoglobin Assay Kit, 购自美国博

世生物技术有限公司; 实验用水均为双蒸水。

仪器设备 小动物血栓生成仪 (YLS-14B, 济南益

延科技发展有限公司); ALC-HTP动物恒温系统 (上海

奥尔科特生物科技有限公司); WZS-50F6双道微量注

射泵 (浙江史密斯医学仪器有限公司); TX223L电子天

平 (日本岛津公司); BT100-2J LongerPump (保定兰格

恒流泵有限公司); 连续光谱酶标测试仪 (Molecular公

司); DHX-9243B电热恒温鼓风干燥箱 (上海福玛实验

设备有限公司)。

动物 SD 大鼠 , SPF 级 , 雄性 , 体重 210～230 g,

购自北京维通利华实验动物技术有限公司, 许可证号

SCXK (京)2016-0006。饲养在中国医学科学院药物研

究所动物房 , 明暗交替 (12 h: 12 h), 环境温度 22～

24℃, 相对湿度为 40%～60%, 自由进食进水。动物实

验遵循北京协和医学院动物伦理委员会规定。

大鼠大脑中动脉血栓栓塞 (MCAO) 模型制备

参考文献[10]模型制备方法, 并予以改进。具体操作如

下: 10%水合氯醛腹腔麻醉大鼠, 之后将其仰卧位固定

在放有保温垫的鼠板上。用酒精棉对大鼠颈部皮毛消

毒, 颈前正中剪开皮肤约 2～2.5 cm, 钝性分离皮下肌

肉、薄膜等, 分离颈总、颈内及颈外动脉。之后用动脉
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夹夹闭颈外动脉, 将颈总动脉薄膜剥离干净, 埋一根线

在颈总下面, 用棉签轻微擦拭颈总动脉后, 将颈总动脉

放入血管电击夹的沟槽中, 高度和方向调整适宜后, 用

1.00 mA直流电预先电凝 1 min, 将血栓粉碎后再次电

凝 4 min, 用动脉夹夹闭颈总远心端, 将血栓粉碎后松

开动脉夹, 使血栓进入中动脉, 立刻用动脉夹夹闭颈总

近心端 15 min, 然后松开所有动脉夹, 缝合皮肤, 放入

笼中。

动物分组及给药 大鼠随机分为 6组, 假手术组

(sham)、模型组 (model)、t-PA (10 mg · kg-1)组、t-PA+匹

诺塞林 (5、10、20 mg·kg-1) 组 , 每组 21 只。术后 6 h,

尾静脉给予匹诺塞林 3个剂量组 5 min后, 尾静脉滴注

t-PA 10 min。模型组尾静脉滴注生理盐水。

行为学评分 于术后 24 h进行mNSS评分, 观察

鼠的运动、感觉、反射功能。运动功能包括提尾实验、

地板实验和平衡木实验。提尾实验包括: 前肢屈曲 (1

分)、后肢屈曲 (1分)、30 s内头上仰 (1分); 地板实验包

括: 不能走直线 (1分)、偏瘫 (1分)、旋转 (1分)。平衡

木实验又分为: 紧抓平衡木边缘 (1 分); 紧抓平衡木 ,

一肢体从平衡木垂落 (2分); 紧抓平衡木, 二肢体从平

衡木上垂落或在平衡木上旋转 (>60 s) (3分); 试图在

平衡木上保持平衡但跌落 (>40 s) (4分); 试图在平衡

木上保持平衡但跌落 (>20 s) (5分); 直接跌落, 未尝试

在平衡木上平衡 (<20 s) (6分)。感触觉实验包括: 视

觉和触觉放置 (1分)、本体觉放置 (1分)。反射功能测

试包括耳廓反射 (1分) 和角膜反射 (1分)。

脑梗死体积测定 行为学评分完毕后, 10%水合

氯醛麻醉, 打开胸腔, 使心脏充分暴露, 从心尖微偏左

一点插入灌注针头到主动脉后, 用止血钳夹住针头, 剪

开左心耳, 释放静脉血, 直至左心耳流出澄清液体, 断

头取脑。将大脑冠状切成 6 片 , 置于 6 孔板中 , 避光

加入 1% TTC, 37 ℃恒温染色 10 min后, 将脑片翻面,

再次染色 10 min。4% 多聚甲醛固定 24 h 后拍照 , 用

Image J计算每个脑切片的梗死面积并以百分率表示。

计算公式如下: 脑梗死体积=[梗死面积-(梗死侧面积-

对侧面积)]/对侧面积×100%。

脑组织含水量检测 在断头取脑后, 去掉小脑和

脑干, 称量脑湿重。脑梗死体积测定完, 将脑片置于烘

箱烘干, 称脑干重。脑含水量计算公式如下: 脑含水

量%=(湿重-干重)/湿重×100%。

脑组织 Evans blue含量测定 术后 24 h, 尾静脉

注射 4% Evans blue (EB) 2 h后, 生理盐水灌流至左心

耳流出澄清液体。断头取脑, 冠状切片、拍照。将两侧

脑组织分别称重并记录后, 置于匀浆器中。以 1∶3比

例加入 50% 三氯乙酸 , 匀浆 , 4 ℃、12 000 ×g, 离心 5

min后, 吸取 200 μL上清液于 96孔板中, 在 620 nm处

测OD值。标准曲线用正常大鼠脑组织匀浆液制备。

脑组织血红蛋白含量检测 术后 24 h, 灌流取脑,

冠状切片、拍照, 将两侧脑组织分别称重并记录后, 置

于匀浆器中。以 1∶1比例加入 0.01 mol·L-1 PBS, 匀浆,

4 ℃、12 000 ×g, 30 min离心, 吸取 50 μL上清液于 96

孔板中, 加入 200 μL Reagent后室温放置 15 min后, 在

400 nm处测OD值。

病理切片 术后 24 h, PBS灌流至左心耳流出澄

清液体, 4%多聚甲醛继续灌流, 大鼠四肢僵硬后停止

灌流, 断头取脑, 固定在 4%多聚甲醛中, 石蜡包埋、切

片, 进行HE染色。

统计学处理 采用GraphPad Prism 7.05软件处理

各组数据, 实验结果以
-
x±s表示, 采用双因素方差分析

(two-way ANOVA), 组间进行 t检验, P<0.05认为有显

著性差异。

结果

1 匹诺塞林改善缺血大鼠神经功能

术后 24 h, 用 mNSS 对大鼠进行评分 , 模型组大

鼠表现出较明显的神经功能障碍。手术对侧前肢向内

偏 , 四肢协调能力下降 , 感触功能下降 (图 1)。单用

t-PA组行为评分进一步增加, 表明神经功能受损加重;

而联合应用匹诺塞林 3个剂量组均不同程度地降低行

为学评分, 缓解神经功能损伤。其中, 10 mg·kg-1剂量

组作用显著。

2 匹诺塞林减少大鼠脑梗死体积

行为学评分后, 对大鼠脑组织进行TTC染色。如

图 2所示, 缺血 6 h后, 模型组大鼠脑组织出现显著的

梗死; 单独给予 t-PA后, 脑梗死体积增加, 达到39%, 而

联合应用匹诺塞林治疗后, 脑梗死体积降低, 其中 10

mg·kg-1作用显著。

Figure 1 The effect of pinocembrin (Pino) on neurological func‐

tion. Tissue plasminogen activator (t-PA) was administrated 6 h

after ischemia and pinocembrin (5, 10 and 20 mg · kg-1) was given

5 min before t-PA administration. Neurologic score was evaluated

at 24 h after ischemia. n = 6,
-
x ± s. *P<0.05 vs t-PA group
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3 匹诺塞林降低大鼠脑含水量

脑组织含水量直接反映大脑水肿情况。缺血 6 h

后 , 脑含水量从 79.8% 增加到 81.7%, 单用 t-PA 进一

步加重脑损伤 , 脑含水量增加至 83.4% (图 3), 联合

应用匹诺塞林各剂量组显著降低脑含水量 , 其中 ,

10 mg·kg-1作用显著, 使含水量降至80.3%。

4 匹诺塞林抑制EB渗漏

EB渗漏实验反映了血脑屏障 (blood-brain barrier,

BBB) 通透性。缺血 6 h后, 血脑屏障通透性增加, 导

致 EB进入脑组织的含量增加, 而单用 t-PA能够进一

步损伤血脑屏障, 促进EB渗漏 (图 4)。联合应用匹诺

塞林 3个剂量组可明显降低脑组织中EB含量, 提示匹

诺塞林可以保护BBB。

5 匹诺塞林降低脑组织中血红蛋白含量

脑组织中血红蛋白含量多少直接反映了出血转化

的发生及严重程度。如图 5A、B所示, 缺血 6 h后静滴

t-PA能够诱导HT的发生, 脑组织中血红蛋白含量显著

升高, 由 32 mg·dL-1升高到 44.9 mg·dL-1。与单用 t-PA

组相比, 联合应用匹诺塞林各剂量组均可明显降低脑

组织内血红蛋白含量, 分别降低了26.2%、34.6%、27.5%。

进一步的病理切片观察也可以看到 (图 5C), 模型组有

轻微出血, 单独给予 t-PA出血严重, 联合应用匹诺塞

林 (10 mg ·kg-1) 能够显著减轻出血程度, 与血红蛋白

检测实验结果一致。以上实验均表明, 匹诺塞林具有

抗 t-PA所致出血转化的作用。

讨论

脑卒中作为一种严重威胁人类健康的疾病, 目前

仍缺乏有效的治疗药物。t-PA作为唯一被 FDA批准

用于脑卒中的溶栓药物, 临床应用受限于较窄的治疗

时间窗和高HT发生率。因此, 寻找新的HT防治药物

对于扩大 t-PA的临床应用, 改善溶栓患者的预后具有

重要的意义。

目前, 对 t-PA诱导 HT的动物模型研究主要是通

过线栓法和自体血栓法制备脑缺血模型, 缺血一定时

间后静滴 t-PA引起HT的发生[10,11]。但是线栓法和自

体血栓法均存在一定的缺陷。线栓法使用的是尼龙线

堵塞大脑中动脉造成脑缺血, 而不是血栓, 不能反映

t-PA的溶栓作用, 与临床脑缺血发生的病理机制相差

较大。自体血栓法虽然采用血栓堵塞大脑中动脉, 与

Figure 2 The effect of Pino on infarct volume. A: Representative

TTC stained images; B: Bar graph of infarct volume. Infarct

volume was evaluated at 24 h after ischemia. n = 6,
-
x ± s. *P<0.05

vs t-PA group

Figure 3 The effect of Pino on brain water content. Brain water

content was measured at 24 h after ischemia. n = 6,
-
x ± s. ##P<0.01

vs sham group; **P<0.01 vs t-PA group

Figure 4 The effect of Pino on Evans blue leakage. A: Repre‐

sentative images of EB leakage; B: Bar graph of EB content. EB

content was measured at 24 h after ischemia. n = 6,
-
x ± s. ##P<0.01

vs sham group; *P<0.05 vs t-PA group
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临床病理机制类似, 但是血栓是通过体外凝结后再注

入血管的, 与体内血栓的形成过程存在差异。

另外 , HT 的发生与溶栓时间密切相关。研究表

明, 随缺血时间的延长, t-PA溶栓导致HT的发生率显

著升高[12]。而不同研究中的缺血时间不同, 目前尚无

统一标准, 可能导致 HT研究结果的差异。本研究采

用直流电刺激颈动脉形成血栓制备脑缺血模型, 能够

更好地模拟脑缺血的病理过程, 通过对第三代溶栓药

物瑞替普酶的考察证明该模型适用于溶栓药物的评

价[13]。同时, 通过对缺血时间的考察发现, 缺血 6 h后

静脉滴注 t-PA能够诱导HT的发生。因此, 本实验采

用了电凝法制备脑缺血模型, 缺血 6 h后静滴 t-PA能

够更加准确地反映HT发生的病理过程及匹诺塞林的

治疗作用。

目前的研究认为, HT发生的主要机制是血脑屏障

完整性的丧失和神经血管稳态的破坏。t-PA可以使纤

溶酶原转化为纤溶酶, 进而使纤维蛋白溶解发挥溶栓

作用 , 纤溶酶能进一步激活基质金属蛋白酶 (matrix

metalloproteinases, MMPs) 导致BBB的破坏[14]。此外,

t-PA所致HT的发生不仅是再灌注的结果, 还与多种分

子机制相关, 如低密度脂蛋白受体相关蛋白、活化蛋白

C、血小板衍生因子C和N-甲基-D-天冬氨酸受体等通

路[15]。BBB 破坏是脑卒中的主要病理特征, 也是 HT

发生的标志。损伤的BBB增加了溶栓过程中致死性

HT的发生, 促进脑水肿和神经炎症, 限制了 t-PA的使

用[16]。因此, 抑制 t-PA诱导的BBB破坏能够降低HT

的发生。本实验采用EB渗漏实验检测了BBB的通透

性 , 结果发现匹诺塞林能够抑制 EB 的渗漏 , 保护

BBB。因此, 匹诺塞林抗HT的作用可能与BBB保护

有关 , 其具体的作用机制和相关通路尚需进一步的

研究。

HT发生的病理机制复杂, 涉及氧化应激、炎症等

多种病理过程和多个靶点。这些靶点之间可能独立或

协同发挥作用, 调节一个靶点可能影响其他靶点, 而不

同靶点之间也可能有直接作用[17]。因此, 多靶点药物

可能是 HT 防治药物研究的新方向。大量研究表明 ,

天然产物具有多靶点的优势, 在脑卒中的治疗中发挥

了重要作用[18]。一些天然产物已被证明对血脑屏障具

有保护作用 , 如丹参酮 IIA、石衫碱甲、和厚朴酚、葛

根素、甘草素等, 可以通过多条信号通路发挥血脑屏障

保护作用[19], 具有潜在的抗 HT作用。最近的研究发

现黄芩苷与 t-PA联合给药能够降低死亡率, 抑制 t-PA

介导的BBB破坏和HT的发生[20]。因此, 天然产物在

HT防治药物的研究中具有明显的优势。前期的研究

也表明, 匹诺塞林作为一种天然的黄酮类化合物, 能够

通过多途径、多靶点保护神经血管单元, 这表明匹诺

塞林具有抗HT的潜力。本研究也进一步证实匹诺塞

林与 t-PA 联合使用能够降低 HT 的发生及程度。另

外, 本研究选择了匹诺塞林 3个剂量进行实验, 结果表

明 10 mg·kg-1综合作用最好, 这也与前期的实验结果

一致, 其量效关系还需进一步的研究。

综上所述, 匹诺塞林与 t-PA联用能够降低 HT的

发生及严重程度, 其机制可能与多靶点、多途径保护

BBB有关。因此, 匹诺塞林可能是防治HT的潜在药

物, 值得进一步的研究。
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