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HIBD新生大鼠活性 Caspase - 3
表达的动态变化

旷寿金 ,黑明燕 ,殷萍

(中南大学湘雅三医院儿科 ,湖南 长沙　410013)

　　[摘　要 ]　目的　了解缺血缺氧性脑损伤 ( HIBD)后 24 h内脑组织活性 Caspase - 3表达的动态变化。方法　

7 d龄 SD大鼠随机分为正常对照组和 HIBD组 ,HIBD组分别观察到缺血缺氧后 3 h ,6 h ,12 h ,24 h。以免疫组化

及 Western Blot方法观察各组活性 Caspase - 3的表达。结果　随时间推移缺血缺氧后 24 h内活性 Caspase - 3阳

性染色由细胞质性转向细胞核性 ,活性 Caspase - 3阳性染色细胞明显皱缩。HIBD组受损侧枕部皮质区活性 Cas2
pase - 3阳性细胞数于缺血缺氧 3 h增多 ,6 h有所下降 ,12 h再次增多 ,并于 24 h达高峰 ,均高于正常对照组 ( P <

0. 05 或 0. 01) ;海马回 CA1区活性 Caspase - 3阳性细胞数则随时间延长而增多 ,并于 24 h达高峰 ,均高于正常对

照组 ( P < 0. 01 或 0. 05)。Western Blot方法亦示 HI后 3 h开始损伤侧脑组织中出现 Caspase - 3表达 ,6 h时表达

减弱、12 h再次增高。结论　以活性 Caspase - 3作为 HIBD导致脑细胞凋亡的指标 ,可观察到 HIBD后 24 h内凋

亡二次增多的动态变化现象 ,为掌握抗凋亡制剂治疗 HIE的时机提供了一定的依据。

[中国当代儿科杂志 ,2003 , 5 (4) : 331 - 334 ]
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　　Abstract :　Objective 　To study the change of cleaved Caspase - 3 expression within 24 hs following hypoxia2
ischemia brain damage ( HIBD) in neonatal rats. Methods　Seven2day2old rats were randomly assigned into control group

and HIBD group . The Caspase - 3 expression was assayed by the immunohistochemical staining and Western Blot analysis

at 3 , 6 , 12 and 24 hs after hypoxia2ischemia ( HI) . Results　The positive staining of Caspase - 3 transferred from

cytoplasm to the nuclei and the cells were apparently condensed and shrunk within 24 hs after HI. The number of the

cleaved Caspase - 3 positive cells in the damaged cortex increased at 3 h , decreased at 6 h , increased again at 12 h and

peaked at 24 h after HI , whereas the number in the damaged hippocampal CA1 region increased with time and peaked 24

hs after HI. The number of the Caspase - 3 positive cell both in the cortex and the hippocampal CA1 region of the HIBD

group at 3 h , 6 h , 12 h and 24 h was greater than that of the control group ( P < 0. 05 or 0. 01) . Caspase - 3 expression

was also found in the damaged brain tissue 3 hs after HI by Western blotting analysis. The intensity of the expression ,

decreasing at 6 h but increased again 12 hs after HI. Conclusions　The character of brain cell apoptosis within 24 hs

following HIBD , increase of apoptotic cells twice , may be found with Caspase - 3 as the marker for evaluating brain cell

apoptosis in HIBD and it may be as reference for using anti2apoptotic agents in treatment of HIE.

[ Chin J Contemp Pediatr , 2003 , 5( 4) : 331 - 334]
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　　凋亡是细胞自我调控的死亡模式。在脑的正常

发育过程中 ,无功能的细胞通过凋亡的形式被清除。

临床[1 ]及动物实验[2 ,3 ]均证明缺血缺氧性损伤可引

发凋亡。形态学上 ,凋亡细胞的细胞质浓缩 ,细胞膜

未破损 ,部分凋亡细胞中有凋亡小体的存在。凋亡

的发生发展过程受一组 Caspase 的调控 ,其中 Cas2
pase - 3在脑组织中活性较高。当 Caspase - 3被激

活时 ,由 32 kDa的四聚体分裂成一个小的主体和两

个各 17 kDa和 12 kDa大小的亚单位[4 ] ,即裂解下

来的 Caspase - 3 亚单位的表达在一定程度上代表

了 Caspase - 3的激活状态 ,从而进一步说明了凋亡

的程 度。缺 血 缺 氧 性 脑 损 伤 ( HIBD ) 可 使

Caspase - 3被激活[4～6 ] ,但激活的 Caspase - 3 的表

达与 HIBD的时间相关性不十分清楚。本实验的目

的是了解 HIBD损伤后 24 h内脑组织中活性 Cas2
pase - 3表达的动态变化。

1　材料与方法

1 . 1　动物模型制作及分组

7 d龄 SD大鼠随机分为正常对照组 ( n = 3)及

HIBD组 (再分为缺氧缺血后 3 h ,6 h ,12 h和 24 h

组 ,免疫组化时各组 n = 5 ,Western Blot 时各组 n =

3) 。HIBD组动物予以右侧颈总动脉分离结扎后 ,

再置 8 %O2低氧舱2. 5 h ,温度控制在 (34±0. 1) ℃。

1 . 2　脑切片标本制备

Isofluorane吸入麻醉下暴露心脏 , 经左心室升

主动脉以 50 ml PBS冲洗灌注后 ,以 50 ml 4 %多聚

甲醛固定灌注。再断头取脑组织置 4 %多聚甲醛固

定过夜 (4℃) ,换置 30 %蔗糖 - PBS液中 (4℃)脱水

处理 ,待标本沉底后 ,以恒冷切片机切 10μm脑片 ,

风干待用。

1 . 3　活性 Caspase - 3免疫组化染色

脑切片以 PBS液及 3 % H2O2处理后 ,以含 3 %

BSA + 0. 1 % Triton - X + 15 % N GS的 PBS液处理

1 h以阻断内源性非特异性过氧化反应。一抗用兔

抗小鼠 Caspase - 3 P17抗体 (Cell Signaling Technol2
ogy)以 1∶200浓度置 4℃孵育过夜。二抗采用生物

素标记的羊抗兔 Ig G (1∶200 ,室温 ,1. 5 h) 。采用

Vector ABC Elite 试剂盒 ( Pharmingen) DAB 法显

色。光镜下观察并摄片。每个切片在枕部皮质区和

海马回 CA1区均匀分散地选择 5 个高倍视野 (400

倍)进行活性 Caspase - 3 阳性细胞计数 ,取平均值

作为该动物该区阳性细胞数。

1 . 4　蛋白质杂交法 (Western Blot)检测脑组织活性

Caspase - 3表达

缺血缺氧损伤后 3 h ,6 h ,12 h ,24 h ,取损伤侧

脑组织常规提取蛋白质 (每加样孔中加入 50 mg)进

行 SDS - PA GE电泳。在转移缓冲液中 (25μmol/ L

Tris - HCl ,196 mmol/ L 甘氨酸 ,20 %甲醇 ,p H 8. 5

～8. 6)电转移过夜。TBS缓冲液 (20 mol/ L Tris -

HCl ,0. 9 % NaCl , p H 7. 6 ) 洗膜 ,封闭液 ( TBS ,含

0. 1 %吐温 20)室温封闭 1 h。一抗 (兔抗小鼠 Cas2
pase - 3 P17抗体)室温温育 4 h。TBS洗膜后以二

抗 (生物素标记羊抗兔 Ig G)室温温育 1 h。TBS洗

膜后于 NB T/ BCIP 显色液中显色。予以 EPSON

1640型扫描仪扫描测定各时间点左右两侧条带密

度 ,以右侧 (损伤侧) /左侧密度表示活性 Caspase - 3

的相对密度。

1 . 5　统计学处理

所有数据以 �x ± s表示 ,采用 t 检验。

2　结果

　　正常新生 SD 大鼠脑组织可有少数细胞活性

Caspase - 3染色阳性 ,细胞大小、形态正常 ,阳性染

色主要位于细胞质 ,在枕部皮质 (图 2a)和海马回

CA1区 (图 2b) ,平均每高倍 (400倍)视野阳性细胞

数目分别为 3个和 4个。

缺血缺氧后 3 h ,损伤侧枕部皮质区可见细胞大

小、形态基本正常的活性 Caspase - 3 阳性细胞 ,阳

性染色位于细胞质 ,染色浅 (图 1a) 。缺血缺氧后

6 h ,活性 Caspase - 3阳性染色加深 ,仍主要位于细

胞质 ,细胞稍有皱缩 ,细胞核可见弱阳性染色 (图

1b) 。缺血缺氧后 12 h ,活性 Caspase - 3 阳性染色

细胞进一步皱缩 ,阳性染色主要在细胞核 (图 1c) 。

缺血缺氧后 24 h ,阳性染色细胞已高度皱缩 ,细胞明

显缩小 (图 1d) 。缺血缺氧后 24 h内 ,随时间推移 ,

活性 Caspase - 3 阳性染色由细胞质性转移向细胞

核性 ,细胞明显皱缩 ,该现象在受损侧海马回 CA1

区可早在 HI后 6 h观察到。

在受损侧皮质区 ,从缺血缺氧后 3 h 起活性

Caspase - 3 染色阳性细胞数目较对照组明显增多

( P < 0. 05 或 0. 01) (图 3a) ,HI后 6 h反而有所减

少 (图 3b) ,HI后 12 h阳性细胞数再次明显增多 (图

3c) ,至 HI后 24 h活性 Caspase - 3阳性细胞几乎遍

布枕部皮质 (图 3d) ,显著高于 3 h ,6 h ,12 h ( P <

0. 01) 。在受损侧海马回 CA1 区 ,缺血缺氧后活性

Caspase - 3阳性细胞数目随时间延长而增多 ,均高

于正常对照组 ( P < 0. 01 或 0. 05) (图 3 e , f , g ,
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h) ,其中 12 h CA1区的 Caspase - 3阳性细胞明显高

于 3 h ,24 h CA1区的 Caspase - 3阳性细胞数最高 (

P < 0. 01) 。见表 1。图 1～3见封Ⅲ。

正常新生 SD大鼠脑蛋白提取物应用 Western

Blot方法不能检测出活性 Caspase - 3条带。缺血缺

氧后 3 h损伤侧 (即右侧)脑组织中可观察到 Caspase

- 3条带 ,6 h表达减弱 ,12 h时再次增强 ,24 h Cas2
pase - 3表达最强 (图 4)。在 HIBD后 3 h ,6 h ,12 h ,

24 h各时间点的 Caspase - 3相对密度分别为 2. 07±

0. 64 ,0. 94±0. 32 ,1. 33±0. 29和 3. 56±0. 77 ,具有二

次增强趋势 ,并于 24 h最明显 ,其中 3 h与 6 h和 12

h ,24 h与其它各时间点差异有显著性 ( P < 0. 05)。 图 4　HIBD后两侧脑组织 Western Blot结果

表 1　缺血缺氧后不同点活性 Caspase - 3阳性细胞数目变化

Table 1　The positive cells of cleaved Caspase - 3 in 2 groups at different time points

( n = 5 , �x ± s ,个/ Hp)

组别
3 h

皮质区 CA1区

6 h

皮质区 CA1区

12 h

皮质区 CA1区

24 h

皮质区 CA1区

正常对照组 3±1 4±2

HIBD组 14±4a 10±3a 8±3a 15±4a 10±2a 17±3a ,d 32±4b ,c 26±4b ,c

　　注 : a 与正常对照组比 P < 0. 05 ;　b 与正常对照组比 P < 0. 01 ;　c 与 3 h ,6 h ,12 h比 P < 0. 01 ;　d 与 3 h比 P < 0. 05

3　讨论

　　目前常用于研究凋亡的方法包括常规 HE染色

观察凋亡小体 , TUN EL 染色、凝胶电泳观察 DNA

裂解带及活性 Caspase - 3的表达等。另外 , HPP[7 ]

及抗 ssDNA抗体[8 ]亦被用于观察 DNA损伤。有研

究曾比较 TUN EL 染色、活性 Caspase - 3、HPP 及

ssDNA对了解凋亡的敏感性 ,认为活性 Caspase - 3

是 HI损伤 24 h内了解DNA损伤的最合适指标[4 ]。

本实验观察到活性 Caspase - 3阳性染色于 HI

后 24 h内随时间推移由细胞质转入细胞核 ,目前国

内尚未见类似报道。本实验亦观察到 HI后 6 h ,当

皮质区活性 Caspase - 3 阳性染色主要位于细胞质

时 ,海马回 CA1区活性 Caspase - 3染色已主要位于

细胞核。提示该区凋亡的发生发展早于皮质区 ,与临

床上观察到的 HIE患儿海马回 CA1区神经元较易受

损[9 ]相符合 ,也与动物实验所证明的海马回 CA1区

锥形神经元对缺血性损伤尤其敏感[10 ]相符合。

本实验应用免疫组化方法观察到 HIBD后 3 h

起活性 Caspase - 3 阳性细胞数目增多 , 24 h 达高

峰 ,细胞皱缩最明显 ,染色最深 ,为细胞核性。朱长

连等应用免疫组化方法也观察到 Caspase - 3 p17于

HI后 3 h 呈免疫阳性反应并于 24 h 达高峰[4 ]。

Wang等应用 Western Blot 方法则发现 17 kDa 的

Caspase - 3条带可于 HI后 1 h观察到 ,而于 24 h达

高峰[5 ]。本实验观察到皮质区 Caspase - 3 阳性染

色细胞于 HI后 12 h 再次增多 ,与 Western Blot 方

法观察到的 Caspase - 3表达密度于 HI后 12 h再次

增强相符。提示 HI导致的脑神经细胞凋亡有二次

高峰存在。这一结果与国外一项应用 MRI对 61名

窒息新生儿进行脑组织氧化磷酸化过程的临床研究

结果相符合 ,该研究发现在窒息后脑组织发生“二次

能量代谢崩溃”现象[11 ]。了解 HIBD导致的脑细胞

凋亡的二次加重现象对于掌握抗凋亡制剂治疗 HIE

治疗时机有积极意义。
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·消息·

新生儿脑损伤学习班暨研讨会通知
(国家级继续医学教育项目 项目编号 :2003 - 06 - 03 - 001)

　　为了提高新生儿科和产科医师对新生儿脑损伤的理论和临床认识 ,提高早期诊断的能力和治疗水平 ,经

卫生部继续医学教育委员会批准 ,由湘雅医院儿科主办“新生儿脑损伤学习班”,时间定为 2003 年 11 月上

旬。该班由全国新生儿专家授课 ,同时由中国当代儿科杂志社举办全国新生儿脑损伤专家研讨会。内容涉

及 HIE ,颅内出血 ,胆红素脑病 ,遗传性代谢病所致的脑损伤 ,换血治疗 ,高压氧治疗 ,亚低温疗法 ,脑内移植

治疗的实验研究和新生儿脑损伤的监测等等。欢迎新生儿科和产科医务人员参加。学习结束后可取得国家

级 I类学分 16分。如有兴趣参加者可向以下地址索取正式通知。

联系地址 :邮编 410008 ,湖南省长沙市湘雅路 141号湘雅医院儿科 李清香、邓芳明 同志

联系电话 :0731 - 4327208或 0731 - 4327402 ;传真 :0731 - 4327402

E - mail : xyped @public. cs. hn. cn ;网址 :www. cjcp . org

中南大学湘雅医院

中国当代儿科杂志社
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