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前列腺素 Ｅ１对大鼠全脑缺血再灌注损伤细胞凋亡
及 Ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响

戴伟娟　朱凡河　张国安　徐旭东　王　旭
（济宁医学院基础医学院，济宁，２７２０６７）

　　摘　要　目的　探讨前列腺素Ｅ１（ＰＧＥ１）对大鼠全脑缺血再灌注损伤神经元凋亡和半胱氨酸天冬氨酸蛋
白酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）表达的影响。方法　将健康雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠２４只，随机分为３组：假手术组、缺血再灌模型
组、ＰＧＥ１组（１２μｇ／ｋｇ），药物于缺血前５ｍｉｎｓ静脉滴注，持续２ｈ；利用双侧颈总动脉结扎法建立大鼠全脑缺血再
灌注模型，形态学方法观察细胞凋亡的变化，免疫组化染色方法检测脑组织 Ｃａｓｐａｓｅ３，表达的变化。结果　缺
血２０ｍｉｎｓ，再灌注６ｈ后，缺血－再灌模型大鼠脑组织细胞凋亡数和Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，较假手术组明显增多（Ｐ＜
０．０５），与缺血再灌注模型组相比，ＰＧＥ１组能减少细胞凋亡的数量，抑制Ｃａｓｐａｓｅ３的表达（Ｐ＜０．０５）。结论　
ＰＧＥ１脑保护作用机制与其抑制神经细胞凋亡和Ｃａｓｐａｓｅ３表达有关。
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ｌｏｗｅｄｗｉｔｈ６ｈｏｕｒｓｏｆｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｃｅｌｌｕｌａｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｍｅｔｈ
ｏｄ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｆｔｅｒｔｈｅｉｓ
ｃｈｅｍｉａｆｏｒ２０ｍｉｎａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｆｏｒ６ｈｉｎｒａｔｓ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｉｎ
ＰＧＥ１ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｉｓｅ
ｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＰＧＥ１ｏｎｃｅｒｅｂｒａｌｉｓ
ｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｒｅｄｕｃｉｎｇｎｅｕｒｏｎａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ１；Ｒａｔ；Ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｃａｓｐａｓｅ３

　　前列腺素Ｅ１（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ１，ＰＧＥ１），为二十
碳不饱和羟基脂肪酸的衍生物，属天然前列腺素类

物质。具有舒张血管，改善微循环，细胞保护，抑制

血小板聚集活化、炎症细胞浸润及免疫复合物形成

等作用。临床用于心脑血管病等疾病的治疗［１］。

以往研究证明，ＰＧＥ１对脑缺血再灌注损伤具有保
护作用，能够减轻脑水肿，缩小脑梗死体积、改善脑

损伤的病理形态变化；抑制脂质过氧化反应，降低

ＭＤＡ的含量，增强 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ及 ＡＴＰ酶的活
力；减少ＴＮＦα和ＩＬ１β生成等［２３］，但其保护机制
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尚未完全清楚。目前认为，细胞凋亡在脑缺血再
灌注损伤的发生发展过程中起着重要作用，其凋亡

过程又受多种基因的调控。本实验通过建立大鼠

全脑缺血再灌注模型，观察 ＰＧＥ１对脑缺血再灌
注损伤后神经细胞凋亡及促凋亡基因Ｃａｓｐａｓｅ３表
达的影响，进一步探讨 ＰＧＥ１的脑保护作用机制，
为ＰＧＥ１防治脑缺血再灌注损伤提供实验依据。

１　材料与方法

１．１材料
１．１．１　实验动物　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量
２５０～３００ｇ，购自郑州市惠济区华兴实验动物养殖
场，许可证号：４１０１０８６０００２６３５４。
１．１．２　药品、试剂及仪器　前列腺素 Ｅ１（沈阳市
生物化学制药厂）；免疫组化试剂盒（武汉博士德

生物工程有限公司）、ＤＡＢ显色剂〔基因科技（上
海）股份有限公司〕；ＬｅｉｃａＲＭ２２３５切片机（德国
Ｌｅｉｃａ公司）；光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；电
热恒温烤箱（上海跃进医疗器械）。

１．２　方法
１．２．１　实验动物分组与给药　将Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机
分为假手术组、缺血再灌模型组、ＰＧＥ１组（１２μｇ／
ｋｇ），每组８只。ＰＧＥ１粉针剂溶于生理盐水中，于
阻断血流前５ｍｉｎｓ经阴茎静脉开始滴入，持续２ｈ。
假手术组和模型组均于相同时间段由阴茎静脉滴

入同容积的生理盐水。

１．２．２　大鼠全脑缺血再灌注模型的制备及取材
　取雄性大鼠称重，用１０％，水合氯醛（３５０ｍｇ．ｋｇ
１）麻醉后，仰卧固定于大鼠手术板上，剪毛、消毒、
钝性分离暴露双侧颈总动脉，用无创伤性动脉夹同

时夹闭双侧颈总动脉，阻断血流，２０ｍｉｎｓ后，松开
动脉夹恢复供血（即再灌注）。假手术组分离出双

侧颈总动脉后进行缝合，其余不作处理。再灌注

６ｈ，断头取脑，４％的多聚甲醛固定，脱水，常规石蜡
包埋，制成蜡块。

１．２．３　细胞凋亡的形态学观察　取制备好的蜡
块，连续行５μｍ厚度的切片，苏木素伊红（ＨＥ）染
色，每组取两张片子，每张随机选取海马区５个视
野，光镜下计数凋亡细胞数。

１．２．４　免疫组织化学法（ＳＡＢＣ法）检测Ｃａｓｐａｓｅ３
的表达　取制备好的蜡块，连续行５μｍ厚度的切

片，严格按照免疫组化试剂盒说明书，经脱蜡、水

化、抗原修复等步骤操作，直至封片，然后加入一抗

（阴性对照组以 ＰＢＳ代替一抗）、二抗，ＤＡＢ显色。
每组取３张切片，每张切片随机选取３个视野，于
４００倍光学显微镜下，观察脑缺血再灌注 ６ｈ后
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况，计数出现棕黄色颗粒的阳
性细胞。

１．３　统计学方法
实验数据应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理，以 珋ｘ

±ｓ表示，总体差异采用方差分析，并运用 ＳＮＫｑ
检验法进行两两比较，Ｐ≤００５差异具有统计学意
义。

２　结果

２．１　各组缺血再灌注大鼠脑组织凋亡神经细胞
计数

假手术组、缺血再灌模型组及 ＰＧＥ１处理组
均可看到凋亡的神经细胞，显示细胞质浓缩，体积

缩小，细胞核染色质凝聚成新月状。计数结果显

示，与假手术组相比，缺血再灌注模型组凋亡细胞
数明显增加（Ｐ＜０．０１）；ＰＧＥ１组与模型组相比凋
亡细胞数显著减少（Ｐ＜０．０１）。见图１、２。

注：３组间比较，Ｆ值＝６７．９５３，Ｐ＝０．０００；

与假手术组相比， Ｐ＜０．０１；与缺血再灌注组相比，＃Ｐ＜０．０１

图１　各组缺血再灌注脑组织凋亡神经细胞数比较
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注：ａ．假手术组　ｂ．缺血再灌模型组　ｃ．低剂量组

图２　各组大鼠脑组织（海马区）凋亡神经细胞

形态学变化（ＨＥ染色，×４００）

２．２　各组缺血再灌注大鼠脑组织 Ｃａｓｐａｓｅ３表达
结果

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织 Ｃａｓｐａｓｅ
３的表达明显高于假手术组，差异有统计学意义（ｑ
＝１３．５５７９，Ｐ＜０．０１），与模型组相比，ＰＧＥ１组
Ｃａｓｐａｓｅ３的阳性细胞数显著减少（ｑ＝９．９２２９，Ｐ＜
０．０１）。结果见表１、图３。

表１　各组大鼠脑组织Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数比较（ｎ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 阳性细胞数

假手术组 ８ ２．５５６＋１．２３６

模型组 ８ ３７．７８＋５．３３３

ＰＧＥ１组 ８ １２．００＋２．８７２＃

　Ｆ值 ２０８．７６

　Ｐ ０．０００

注：与假手术组相比，Ｐ＜０．０１；与缺血再灌注组相比，＃Ｐ＜０．０１

注：ａ．假手术组　ｂ．缺血再灌模型组　ｃ．低剂量组

图３　各组大鼠脑组织Ｃａｓｐａｓｅ３的表达
（ＳＡＢＣ染色，×４００）

３　讨论

临床研究报道，用 ＰＧＥ１治疗脑卒中，病人的
神经功能症状，肌力、语言能力恢复等较好，且治愈

后的复发率较低［４６］。既往实验研究发现，ＰＧＥ１
对多种器官缺血再灌注损伤具有保护作用。随着
分子生物学研究的不断深入，人们发现脑缺血再
灌注可诱发神经细胞凋亡［７］，有报道脑缺血２ｈ再
灌注０．５ｈ，可见有较多的凋亡细胞，随着再灌注时
间的延长，在多个脑区均有凋亡细胞的分布［８］，认

为细胞凋亡是脑缺血再灌注后引起继发性损害的
重要原因之一，而细胞凋亡过程又是受多个相关的

促凋亡和抑凋亡基因严格控制的级联反应。半胱

氨酸天冬氨酸蛋白酶（Ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｐｒｏｔｅ
ａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）家族是一大类调控凋亡的重要蛋白
酶，在凋亡过程中发挥始动和效应作用。国内外研

究均证实，在缺血再灌注损伤的脑组织 Ｃａｓｐａｓｅ３
的表达增强，凋亡细胞数增多，且两者存在相关性。

Ｃａｓｐａｓｅ３抑制剂可使缺血区脑组织凋亡细胞数明
显减少，并进一步证明了 Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡的
重要执行者，在细胞凋亡的级联反应中发挥着关键

作用［９１５］。所以，Ｃａｓｐａｓｅ３已成为研究防治脑缺
血再灌注损伤药物的靶点。ＰＧＥ１对脑缺血再灌

·００１·
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注损伤保护作用是否与其抑制神经细胞凋亡有关

的研究也较少。鉴于神经细胞凋亡及促凋亡调节

基因Ｃａｓｐａｓｅ３与脑缺血再灌注损伤关系密切，本
文利用大鼠全脑缺血再灌注模型，旨在探讨ＰＧＥ１
是否通过抑制神经细胞凋亡及促凋亡基因

Ｃａｓｐａｓｅ３的表达发挥脑保护作用，从分子水平探
讨与之有关的作用机制。

本文结果显示，大鼠全脑缺血２０ｍｉｎｓ再灌注
６ｈ后，光镜下发现假手术组海马区偶见散在的凋
亡神经细胞，而缺血再灌注模型组可见大量凋亡
的神经细胞，计数结果统计，与假手术组相比有显

著性差异（Ｐ＜０．０１），这一结果又进一步证实了脑
缺血再灌注可诱导神经细胞凋亡；应用 ＰＧＥ１的
大鼠脑组织可看到呈凋亡形态学改变的神经细胞

明显减少，与模型组相比有显著性差异（Ｐ＜
００１），提示ＰＧＥ１可能通过抑制缺血再灌脑组织
神经细胞凋亡，发挥脑保护作用的。本文显示在大

鼠全脑缺血 ２０ｍｉｎｓ再灌注 ６ｈ，Ｃａｓｐａｓｅ３在缺血
再灌注组表达显著升高，与假手术组比较有显著性

差异（Ｐ＜０．０５），说明全脑缺血再灌注后可诱导
Ｃａｓｐａｓｅ３表达，而 ＰＧＥ１组能使促凋亡基因
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达减少，与缺血再灌模型组比较有
显著性差异（Ｐ＜０．０５）。多数观点认为，Ｃａｓｐａｓｅ３
是最关键的凋亡执行蛋白酶，在各种诱因启动的凋

亡程序中起最后枢纽作用，所以，抑制其表达可以

使凋亡细胞数量减少。目前研究已证明，脑缺血
再灌注后可造成氧自由基（ＯＦＲ）爆发性增加，是
诱发神经细胞凋亡的触发因子。本文及其他研究

证明，ＰＧＥ１有较强的抗氧化作用，可抑制自由基
的产生，提高抗氧化酶的活性。故推测ＰＧＥ１减少
缺血再灌注脑组织神经细胞的凋亡，可能与抑制
自由基的产生，脂质过氧化减弱，进而抑制

Ｃａｓｐａｓｅ３等促凋亡基因的激活有关。
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糖转运蛋白２及胰岛淀粉样多肽的转录，甚至与
胰岛的再生有关，因此，ＰＤＸ１可作为胰腺干细胞
的特异性标志之一［９１０］。本实验用 ＲＴＰＣＲ检测
了第 ２代，第 ４代和第 ６代 ＨＵＭＳＣｓ经 ｂＦＧＦ，
ＥＧＦ，β巯基乙醇诱导后细胞 ＰＤＸ１的表达，实验
组均出现相应的 ＰＤＸ１蛋白条带，对照组无 ＰＤＸ
１蛋白的表达，加入高糖培养基后检测到的胰岛素
的表达也是如此。经双硫腙染色来鉴别细胞内锌

离子螯合情况，实验组细胞部分细胞胞浆被染成棕

红色，说明此部分细胞内有锌离子螯合情况。综上

所述，在体外含有 ｂＦＧＦ，ＥＧＦ，β巯基乙醇及后来
的高糖培养基的微环境中 ＨＵＭＳＣｓ可诱导出具有
胰岛素分泌功能的胰岛细胞。利用本实验方法得

到的ＨＵＭＳＣｓ经诱导分化可以得到胰岛样细胞，
但诱导得到的胰岛样细胞若植入体内后，是否能分

泌合适的胰岛素等激素水平去发挥正常内分泌细

胞的功能，仍需要深入研究。希望能通过努力为糖

尿病病人从细胞水平提供一个较好的细胞来源。
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