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甲基苯丙胺中毒大鼠相关脑区 Caspase-3和 Bcl-2表达的研究 *
段晓飞 1 邓 冲 2 曾晓锋 1 赵永和 1 王尚文 1 李 桢 1△

（1昆明医学院 云南昆明 650500；2重庆市公安局 重庆 400060）

摘要 目的：研究凋亡相关因子 Caspase-3和 Bcl-2在甲基苯丙胺神经毒性机制中所发挥的作用。方法：40只健康雄性 SD大鼠随
机分为对照组（n=10）和实验组(又分为 3个亚组，分别为注射 1天后、4天后、7天后，n=10)。实验组给予 20mg/kg的甲基苯丙胺腹
腔注射，对照组给予相同剂量的生理盐水注射。用免疫组化检测中毒大鼠相关脑区 Caspase-3和 Bcl-2的表达，用图像分析技术对
检测结果进行分析。结果：Caspase-3在中毒大鼠不同脑区表达逐渐增加并可见明显的阳性信号；Bcl-2在中毒大鼠不同脑区表达
逐渐减弱。结论：凋亡相关因子 Caspase-3和 Bcl-2参与了甲基苯丙胺神经毒性机制。
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Expressions of Caspase-3 and Bcl-2 in Related Encephalic Region of Rats
with Poisoning of Methamphetamine*
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ABSTRACT Objective: To study the function of Caspase-3 and Bcl-2 protein in the methamphetamine mechanism. Methods: Forty

male Sprague-Dawley rats were randomly divided into control group (n=10) and experimental group(dividing it into the first, fourth and
seventh group after the injection, n=10). Rats in the experimental group were intraperitoneal injected with methamphetamine hydrochlo-
ride (20mg/kg), and those in the control group were injected with saline with the same volume. Then examining the protein expression of
Caspase-3 and Bcl-2 of poisoning rats in related encephalic region by immunohistochemistry technique and analyzing the test results
through image. Results: Expression of Caspase-3 increased significantly in the related encephalicregion in rat poisoning of metham-
phetamine where exist more clearly positive signal. Express of Bcl-2 the reduced gruadually in the related encephalicregion in rat poison-
ing of methamphetamine. Conclusion: The abnormal expression of Caspase-3 and Bcl-2 shows that they take part in the Metham-
phetamine-Induced Neurotoxicity.
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前言

甲基苯丙胺（methamphetamine, MA）属于苯丙胺类中枢兴
奋剂，是当前危害最大的毒品之一。研究表明：MA对动物及人
类大脑神经元具有毒性作用[1,2]，其毒性机制主要有①DA的氧
化作用；②神经元的兴奋性毒性；③线粒体功能紊乱；④诱导神
经细胞发生凋亡。但MA对神经元的毒性机制并不完全清楚。
甲基苯丙胺诱导神经细胞发生凋亡的毒性作用，是近年来国内
外研究的热点[3]。本实验通过观察甲基苯丙胺中毒大鼠的大脑
额叶皮质、海马、纹状体脑区 Caspase-3和 Bcl-2表达情况，为
研究甲基苯丙胺神经毒性机制提供帮助。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组
成 年 健 康 Sprague-Dawley 雄 性 大 鼠 40 只 ， 体 重

180-220g，由南方医科大学实验动物中心提供。按随机数字表
分组，将 40只大鼠分为给药组和对照组。实验组：腹腔注射甲
基苯丙胺，每天腹腔给药两次，给药剂量为 20mg/kg，给药体积
为 10ml/kg，注射时间为 8：00、20；00，连续 4天。对照组：腹腔
注射生理盐水，每天两次，给药体积为 10ml/kg，注射时间为 8：
00、20；00，连续 4天。动物于实验前 7天运至实验室饲养，每天
抓取一次，保持实验室安静、清洁、恒温（18℃）、恒湿(相对湿度
50%)，并在整个实验过程中给予动物自由进食和饮水。
1.2 实验仪器和试剂

病理图象分析处理系统（LEICA Leica 1150 1200），第一抗
体（兔抗鼠 Caspase-3和 Bcl-2多克隆抗体）和 AEC 显色试剂
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Note: *P<0.05, compared with the control

groups n
Caspase-3 positive cell count Bcl-2 positive cell count

PFC Cpu CA PFC Cpu CA

Control 10 2.17±0.76 1.90±0.50 2.20±0.59 2.33±0.86 1.80±0.32 2.14±0.63

1d 10 26.37±0.71* 17.53±1.31* 33.40±1.15* 29.72±1.90* 20.67±0.96* 30.30±1.56

4d 10 27.43±0.83* 22.30±2.99* 36.67±1.49* 23.40±2.03* 14.53±1.02* 25.57±1.34

7d 10 30.33±0.99* 23.87±1.38* 42.47±0.76* 17.57±1.32* 13.07±0.34 15.87±1.06

盒购自 Thermo公司，盐酸缓冲液和柠檬酸抗原修复液购自昆
明宝信生物有限公司。
1.3 取材

各组动物（实验组分别于给药 1天后、4天后、7后天，对照
组时间同实验组）用 1%戊巴比妥钠（40mg/kg）进行腹腔注射麻
醉，先经左心室先快速灌注温（37℃）生理盐水，至右心耳切口
流出液变清澈透亮，再灌注 4%多聚甲醛溶液 500ml（0.1Mpbs
液配制，pH7.4）1.5h左右，断头处死后开颅取脑，取出全脑后置
于 4%多聚甲醛缓冲液后固定 24小时。按照大鼠脑立体定位图
谱进行定位，切大脑时，分两个部位，第一在视神经处横断，向
前切片至看见前联合，额叶皮质、伏隔核、纹状体在一个层面
上，第二在小脑前方 0.2cm处横断，向前切片至看见明显海马，
并在这一切面上取海马。常规石蜡包埋，制成厚度为 4μm连
续切片备用。
1.4 Caspase-3和 Bcl-2蛋白的免疫组织化学染色

采 用 SP 法 （Sterptavidin-biotin immuno peroxidase
methed），按试剂盒说明进行。
1.5 结果观察

光镜下对大鼠脑组织皮质、海马、纹状体的 Caspase-3和
Bcl-2蛋白阳性细胞反应强弱进行观察，并用显微镜摄像系统
对观察部分进行拍照采图，每个标本每一观察部位随机取三个

视野（×400）。图像分析：应用倒置生物显微镜（Leica 1150
1200）观察大鼠相关脑区 Caspase-3和 Bcl-2蛋白免疫组织化
学表达结果，并对 Caspase-3和 Bcl-2表达的阳性细胞进行计
数。
1.6 统计学处理

数据均采用均数 +标准差（X±S）表示，应用 SPSS 11.5软
件包对实验结果进行单因素方差分析，凡 P<0.05，差异被认为
有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫组织化学结果
不同处理时间的 MA组大鼠脑组织中可见 Caspase-3 和

Bcl-2有不同程度的表达，其中 Caspase-3在不同脑区（额叶皮
质纹状体海马）的表达规律基本相似：在给药 1天后，可见少
量阳性信号，多位于胞浆内，细胞核也可见，以后渐增，至给药
7天后达到峰值，但在不同脑区 Caspase-3的表达又有所不同：
在海马表达最为明显，而在纹状体表达最弱；Bcl-2的表达规
律与 Caspase-3基本相反，在给药 1天后，在不同的脑区可见较
多的阳性细胞，以后逐渐减少。对照组与MA组 Caspase-3和
Bcl-2表达存在显著差异（P＜0.05）。

图 2 纹状体 Bcl-2阳性细胞的表达（1d）×400

Fig.2 Expression of Bcl-2 positive cells of the striatum
图 1 纹状体 caspase-3阳性细胞的表达（7d）×400

Fig.1 Expression of caspase - 3 positive cells of the striatum

2.2 免疫组化细胞计数结果
对照组和甲基苯丙胺中毒实验组的 Caspase-3和 Bcl-2蛋

白表达检测结果用 HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文报告分

析系统对图像进行采集并对阳性反应细胞计数。结果用 SPSS
统计软件包进行统计学处理。结果如下：

表 1 Bcl-2和 Caspase-3阳性细胞计数 (X±S)

Table 1 Caspase -3 and Bcl-2 positive cell count (X±S)
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3 讨论

甲基苯丙胺属于阳离子脂溶性分子，很容易进入线粒体，
且潴留在线粒体中，正电荷在线粒体嵴的增多最终导致电子传
递链电化学梯度的消失，从而引起线粒体功能紊乱，诱发 Cas-
pases级联反应，导致细胞死亡[4]。实验结果表明，实验组额叶皮
质、纹状体、海马部位神经细胞可见明显水肿、细胞固缩等病理
改变，同时可见部分神经细胞溶解消失；而对照组额叶皮质、纹
状体、海马部位神经细胞未见明显异常，并且随着注射 MA时
间的延长，在不同脑区 Caspase-3的表达数量逐渐增加，说明凋
亡因子 Caspase-3参与了MA神经毒性机制。线粒体通过向胞
浆释放 DytC和 AIF等途径参与各种凋亡过程，在进入胞液的
DytC和 AIF/dATP存在下由 AIF等因子诱导 Caspase-9，又可
激活 Caspase-3，Caspase-7，启动 Caspase级联反应诱导凋亡[5]。

Bcl-2是细胞凋亡途径中的一个重要调节基因，主要在抑
制凋亡中发生作用 [6]。Bcl-2在各种正常细胞的发育过程中表
达；而在成熟的或走向凋亡的细胞中不表达或低表达，但在受
到各种损伤性刺激激发时，可以迅速表达，阻遏细胞凋亡，延长
细胞寿命，进而保护机体。本实验结果显示，随着注射MA时间
的延长，在不同脑区 Bcl-2的表达数量逐渐下降，说明凋亡因
子 Bcl-2参与了MA神经毒性机制。研究表明，Bcl-2表达量的
减少与细胞凋亡指数成正比[7]，Bcl-2可通过抑制内源性核酸内
切酶活性，阻止细胞色素 C、黄素蛋白（AIF）从线粒体释放入细
胞质，使凋亡效应蛋白酶链 Caspase-3不能激活以及抗氧化活
性等机制发挥抗凋亡作用[8]。

综上所述，随着注射 MA时间的延长，在不同脑区 Cas-
pase-3的表达数量逐渐增加，而 Bcl-2的表达数量逐渐下降，凋
亡相关因子 Caspase-3与 Bcl-2在甲基苯丙胺中毒后的异常表
达，说明细胞凋亡在 MA神经毒性机制起着重要作用，且凋亡
相关因子 Caspase-3与 Bcl-2参与了MA诱导神经细胞发生凋

亡机制。
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