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p53、BCL-2、Caspase-3 等凋亡相关蛋白在大鼠脑损伤中的表达及意义

顾 奕 1 于明琨 2 吕立权 3 孙克华 3 卢亦成 2 侯立军 1△

（上海第二军医大学附属长征医院神经外科 上海 200003）

摘要 目的：检测脑外伤大鼠中 p53、bcl-2 及 caspase-3 表达，并分析其与脑外伤之间的关系，为脑损伤患者预后提供部分参数依

据。方法：建立脑外伤大鼠实验动物模型，用免疫组化方法检测 p53、Bcl-2 和 Caspase-3 的表达。结果：脑创伤后在创伤周围区的神

经元会发生凋亡，凋亡的发生可能与 p53、bcl-2、caspase-3 等基因及蛋白的调节有关。结论：脑创伤后在创伤周围区的神经元会发

生凋亡，凋亡的发生可能与 p53、bcl-2、caspase-3 等基因及蛋白的调节有关。
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ABSTRACT Objective: To detect the expression of p53、Bcl-2 and Caspase-3 in brain injury rat and analyze its relationship with

brain damage, to provide some parameters according for the prognosis of patients with brain damage. Methods: Establish brain injury rat

experimental animal model, detected the expression of p53, Bcl-2 and Caspase-3 by immunohistochemistry. Results: The immunohisto-

chemical results in brain injury rat experimental animal model: the brain injury model group compared with the normal group and sham

operation group, p53 and Caspase-3 expression increased significantly, Bcl-2 expression dropped significantly, differences were statisti-

cally significant (P<0.01). Conclusion: After brain trauma, apoptosis of the neurons around the trauma will happen and it is possibly con-

cerned with the regulation of genes and proteins p53, BCL-2 or caspase-3.
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前言

在过去的十多年间，凋亡在神经系统损伤中的作用逐渐为

人们认识。1993 年 Tominaga 等[1]首次证实缺血性脑损伤可引

起神经细胞凋亡，Rink 等 [2]1995 年发现大鼠脑外伤后伤侧皮

质、自质、海马、齿状回等区域出现细胞凋亡。与凋亡相关的基

因有很多种，如 p53、bcl-2、bax、caspase-3、c-fos、c-jun 等，而 p53

是其中关键的环节。p53 蛋白在细胞周期的调控、维持细胞基

因组的完整性，诱导细胞分化和凋亡中起着重要的作用[3-10]。本

文旨在检测脑外伤大鼠中 p53、bcl-2 及 caspase-3 表达，并分析

其与脑外伤之间的关系，为脑损伤患者预后提供部分参数依

据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康成年 Sprague-Dawley 大鼠，共 60 只，清洁级，雌雄各

半，体重 250g-300g，由上海第二军医大学实验动物中心提供。
1.2 主要试剂

10%水合氯醛（湖北大学化工厂）；4%多聚甲醛（中国第二

化工研究所）；PBS 磷酸盐缓冲液（武汉博士德生物工程有限公

司）；构椽酸盐缓冲液（武汉博士德生物工程有限公司）；苯巴比

妥钠（天津金耀氨基酸有限公司）；SP9001 免疫组化试剂盒(北

京中杉金桥)；p53 兔抗鼠多克隆抗体，北京中杉金桥生物技术

有限公司 (分装 SantaCruz 公司)；Bcl-2 兔抗鼠多克隆抗体，北

京中杉金桥生物技术有限公司 (分装 SantaCruz 公司)；Cas-

pase-3 P20 兔抗鼠多克隆抗体，北京中杉金桥生物技术有限公

司(分装 SantaCruz 公司)。
1.3 实验器材

大鼠固定器；无损伤动脉夹；眼科剪；咬骨钳；病理切片机；

微 波 炉 ；olymus BC60 光 学 显 微 镜 ； 计 算 机 图 像 分 析

(HPLSA-100 病理图文报告系统)；数码相机(OLYMPUS-DP10，

日本)。

2 实验方法[11-20]

2.1 动物分组

健康成年 SD 大鼠 60 只，随机分为 3 组，每组雌雄各 10

只，正常对照组，假手术组和脑外伤模型组。
2.2 麻醉与手术方法

麻醉：采用苯巴比妥钠 120mg/kg 腹腔内注射麻醉。

脑外伤模型制作：采用改进 Finney'S 自由落体硬膜外撞击
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方法致重度脑挫裂伤模型。动物麻醉后，俯卧位固定于手术台

上，无菌条件下暴露左顶骨，钻一骨孔扩大成直径约为 6.0mm

的类圆形骨窗 （骨窗内缘距矢状缝 2mm、前缘位于冠状缝后

1.5mm），保持硬脑膜完整，将打击垫片（底板直径 1cm，边厚约

1mm，中心圆台顶直径 2.5mm，底直径 5mm，高度 2.5mm）置于

骨窗上，鼠头稍右旋，以保持打击垫片与打击方向垂直，将 259

砝码于颅骨 40cm 高处呈自由落体撞击在垫片上，打击力再经

垫片圆台传递至硬膜及脑组织，造成局灶性重度脑挫裂伤。假

手术组除不予以撞击外、其余操作相同，正常组不做处理。

术后处理：所有动物的切口均按如下程序处理：先用过氧

化氢溶液、庆大霉素生理盐水(160μ/ml)冲洗，然后缝合，再用

75%酒精擦洗伤口。术毕所有动物均腹腔内注射庆大霉素生理

盐水 6ml/kg，旨在预防感染和补充液体，并置于接食物与水源

的鼠笼中自由饲养。
2.3 标本采集与保存

分别在撞击（脑外伤造模）后第 3 天观察结束时间点采集。

动物麻醉后，打开胸腔，暴露心脏，在心尖部将灌注用针插入心

脏并向前送达主动脉出口处固定，剪开右心耳；用 37℃生理盐

水（约 200ml）经左心室灌注至右心耳流出清亮液体；继之，用

4%多聚甲醛溶液 200ml 灌注内固定。然后断头取脑置于 4%多

聚甲醛中固定 24 小时，常规石蜡包埋、切片，厚度为 4μm，以备

免疫组化染色。
2.4 免疫组化染色

严格按照 SP9001 免疫组化试剂盒说明书操作，具体步骤

如下：（1）脱蜡、水化：二甲苯 I、II、III 中各浸泡 20 分钟，100%

乙醇 I、100%乙醇 II、95%乙醇、80%乙醇、70%乙醇中各浸泡 10

分钟。（2）PBS 洗 3 次，每次各 3 分钟。（3）微波热抗原修复：在

微波炉里加热放有玻片的 0.01M 构椽酸钠缓冲溶液（pH6.0）至

沸腾 10 分钟后断电，间隔 5 分钟，再次加热至沸腾。自然冷却

至室温。（4）PBS 洗 3 次，每次各 3 分钟。（5）3% H2O2 滴加在玻

片组织上，室温静置 15 分钟，以消除内源性过氧化物酶活性。

（6）PBS 洗 3 次，每次各 3 分钟。（7）滴加正常山羊血清封闭液，

室温 15 分钟，甩去多余液体，不洗。（8）滴加稀释的 I 抗 50μl，
4℃过夜。（9）4℃过夜后，PBS 洗 3 次，每次各 3 分钟。（10）滴加

生物素化羊抗兔 IgG 二抗 40-50μl，37℃孵箱 15 分钟。（11）
PBS 洗 3 次，每次各 3 分钟。（12）滴加辣根酶标记链霉卵白素

工作液 40μl，37℃孵箱 15 分钟。（13）PBS 洗 3 次，每次各 3 分

钟。（14）DAB 显色，在显微镜下掌握染色程度，显色 5 分钟。自

来水充分冲洗。（15）苏木精复染 30 秒，自来水冲洗 30 分钟反

蓝。（16）脱水、透明、中性树脂封片，镜检。（17）以 BPS 替代一

抗做为阴性对照。
2.5 免疫组化的结果判定

p53 的阳性染色位于细胞核上，在细胞核上呈棕黄色或褐

色颗粒，伴有少量的胞浆表达。每张切片计数 10 个不重叠视野

内(x400)阳性细胞数，取平均值。采用图像分析系统对免疫组织

切片进行分析，计算阳性细胞百分比。
Bcl-2 阳性表达部位在胞浆，胞浆内出现棕黄色或棕褐色。

在高倍镜视野(x400)下计数 Bcl-2 表达阳性的细胞。每张切片

计数 10 个不重叠视野内阳性细胞数，取平均值作为每个标本

平均每高倍视野内的统计数据。
Caspase-3 阳性表达部位在胞浆，阳性反应物部位呈棕黄

色或棕褐色。利用图像分析系统测定阳性细胞的灰度值，从而

将图象转化为数值，以使用计量资料的统计方法进行统计分

析。阳性细胞灰度值测定：在计算机屏幕上，将切片背景灰度统

一调至 200，每张切片随机选择 10 处阳性细胞测定其灰度值，

取其平均值为该切片阳性细胞灰度值（灰度值高表明阳性产物

含量少，阳性染色强度弱；灰度值低表明阳性产物含量多，阳性

染色强度强）。
2.6 结果统计分析

采用 SPss13.0 软件系统进行处理，所有数据以 X±S 表

示，各组间比较采用 t 检验，P<0.05 有统计学意义。

3 结果分析

3.1 p53 的表达

p53 在正常组和假手术组有少量表达，脑外伤模型组可见

明显的阳性表达，其与对照组和假手术组比较 p53 表达明显升

高，见图 1 差异具有统计学意义（P<0.01）。见表 1。

左：正常组；中：假手术组；右：脑外伤模型组

Left: Normal group；Middle：Sham operation group；Right：Traumatic brain injury model group

图 1 p53 免疫组化染色图

Figure 1 p53 Immunohistochemistry map
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3.2 Bcl-2 的表达

用免疫组化方法测 Bcl-2 阳性表达细胞数显示：见图 2。正

常组和假手术组 Bcl-2 均有较高表达，脑外伤模型组表达即明

显下降，与正常组比较，差异有统计学意义（P<0.01）。见表 2。

表 1 p53 免疫组化染色阳性表达

Table 1 p53 Expression of immunohistochemical staining

组别

Group
阳性细胞百分比

The percentage of positive cells

正常组

Normal group
4.66±1.37

假手术组

Sham operation group
4.75±1.35

脑外伤模型组

Traumatic brain injury model group
85.21±7.34

左：正常组；中：假手术组；右：脑外伤模型组

Left：Normal group；Middle：Sham operation group；Right：Traumatic brain injury model group
图 2 Bcl 免疫组化染色图

Figure 2 Bcl Immunohistochemistry map

表 2 Bcl 免疫组化染色阳性表达

Table 2 Bcl Expression of immunohistochemical staining

组别

Group
阳性细胞

The percentage of positive cells

正常组

Normal group
34.66±3.69

假手术组

Sham operation group
35.14±4.33

脑外伤模型组

Traumatic brain injury model group
7.52±1.53

3.3 Caspase-3 的表达

Caspase-3 的表达正常组和假手术组较低，在脑外伤模型

组明显增高，见图 3。差异有统计学意义（P<0.01）。见表 3。

左：正常组；中：假手术组；右：脑外伤模型组

Left：Normal group；Middle：Sham operation group；Right：Traumatic brain injury model group
图 3 Caspase-3 免疫组化染色图

Figure 3 Caspase-3 Immunohistochemistry map
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4 结论

p53 蛋白主要功能为引起细胞周期阻滞，诱导凋亡和促进

分化。以往研究显示，p53 是脑损伤后的关键调控因子；局灶性

脑缺血后 p53 表达上调，p53 无效突变可以明显减轻由缺血、
兴奋性毒性诱导的脑损伤[21]。脑创伤后 p53 表达是一个复杂的

分子机制。当 DNA 受到各种病因毒剂损伤时，野生型 p53 诱导

细胞进入 G1 期，抑制细胞增殖，直到 DNA 修复。如果损伤不

能修复，p53 就激活那些诱导程序性细胞死亡(PCD)的基因转

录，使细胞进入 PCD 状态。p53 通过与 bcl-2 和 bax 基因的相互

作用，来调节细胞凋亡的发生。p53 可能作为 bax 的转录活性

因子，诱导 bax 表达的增加，促使细胞发生凋亡。
本次试验建立脑外伤大鼠实验动物模型，用免疫组化方法

检测 p53、Bcl-2 和 Caspase-3 的表达。实验结果表明：p53 的阳

性染色位于细胞核上，在细胞核上呈棕黄色或褐色颗粒，伴有

少量的胞浆表达。与正常组和假手术组比较，脑外伤模型组

p53 的阳性表达明显升高，差异具有统计学意义（P<0.01）。
Bcl-2 阳性表达部位在胞浆，胞浆内出现棕黄色或棕褐色。正常

组和假手术组 Bcl-2 均有较高表达，脑外伤模型组表达明显下

降，差异有统计学意义（P<0.01）。Caspase-3 阳性表达部位在胞

浆，阳性反应物部位呈棕黄色或棕褐色。Caspase-3 的表达，与

正常组和假手术组比较，脑外伤模型组明显增高，差异有统计

学意义（P<0.01）。颅脑创伤后在创伤周围区大量神经元会发生

凋亡，凋亡的发生与 p53、bax、bcl-2、caspase-3 等基因及蛋白的

调节有关。其发生凋亡机制中，可能存在一条 p53 诱导的通过

bax 依赖的 caspase-3 酶活性的途径来实现。
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