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!论!著!
大鼠液压脑损伤导致皮质神经细胞的早期凋亡

曾!军3!5!卢亦成3"!骆!纯3!叶煦亭.!仲人前4

"36第二军医大学长征医院神经外科%上海.////4!.6第二军医大学基础部数理教研室%上海.//544!46长征医院检验科!56厦

门大学附属中山医院神经外科%厦门473//5#

!摘要"!目的"观察大鼠脑损伤后神经细胞的早期凋亡及其动态变化!方法"利用液压脑损伤致伤仪制作&1大鼠左顶叶中
度脑损伤模型"对照组埋打击管但不致伤!动物致伤后分别于伤后78#.58和528"采用流式细胞仪和电子显微镜"对大鼠液

压脑损伤后神经细胞凋亡的动态过程进行观察!结果"流式细胞术检测结果显示大鼠液压脑损伤后78左侧顶叶皮质神经
细胞即可出现早期凋亡现象!伤后78神经细胞的早期凋亡率为.3690:$!#/6/3%"伤后.58达高峰"为7;69/:$!#

/6/3%"伤后528与伤后.58比较无显著性差异!电镜观察发现伤后.58可出现早期凋亡!结论"大鼠液压脑损伤后78即
可出现神经细胞的早期凋亡"较以往报道的伤后神经细胞凋亡出现的时间更早!

!关键词"!细胞凋亡&脑损伤&神经元
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!!严重颅脑创伤由于其高病死率和高病残率一直

是神经外科研究最为关注的课题之一)迄今为止在

严重颅脑创伤的治疗上尚没有取得突破性进展%主

要在于对创伤性脑损伤的机制尚不清楚)细胞凋亡

"#LOLIOQ)Q#概念的提出在生命科学领域的研究中已

引起人们极大的兴趣%有关细胞凋亡在颅脑损伤机

制中的研究也日益增多&3=5’)

!!399;年<),\等&3’证实在创伤性脑损伤"IM#C=

N#I)"VM#),),WCMR%UTX#后存在神经细胞凋亡%引起

广泛的重视)以往确定细胞凋亡的存在多采用

U+A@D"U$U=N’$)#I’$$+U],)"\’,$*#V’*),F#方

法和电子显微镜观察进行评定&3=.%;’%近年来采用带

有绿色荧光探针异硫氰酸荧光素标记的膜联蛋白"
"!,,’[),"=ZXUH#染色%结合流式细胞仪或荧光显

微镜可以检测到细胞的早期凋亡%被认为是最敏感

的指标之一&7=2’)

!!本实验以大鼠液压脑损伤为模型%利用流式细

胞仪和电子显微镜检测细胞凋亡%进一步探讨大鼠

脑损伤后神经细胞的早期凋亡及凋亡的时程

变化)!!!!!
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B!材料和方法

363!动物"主要仪器和试剂!雄性&LM#FC’=1#Y*’R
"&1#大鼠%体质量".2/^./#F%月龄.#4个月%上

海交通大学医学院实验动物房提供)液压致伤装置

"美国弗吉尼亚大学医学工程部#!].4压力传感器

"美国BOC*$公司#!江湾$型立体定向仪"第二军医

大学#!J=2//型透射电子显微镜"日本日立公司#!

超薄切片机"瑞士 D_T公司#!微量移液器"美国

JDU公司#!HEUG(XH&ZH;//型流式细胞仪"美

国T’"\N#,HOC*I’M公司#!!,,’[),"=ZXUH试剂

盒"晶美生物工程有限公司#)

36.!动物模型的建立和处理!采用液压脑损伤致

伤仪制作中度脑损伤模型&9=33’%打击强度"36;^

/6.##IN"3#IN‘3/364.;\]##%致伤部位为左顶

叶)伤后动物昏迷*反射消失*出现去脑强直等神经

功能障碍%持续约3/N),左右%但自主呼吸存在)

对照组埋管但不致伤)动物致伤后分别于伤后7*

.5和528各处死9只动物%以伤灶为中心 %旁开

.#4NN%7/a脑域内获取脑皮质组织&3.’)

364!流式细胞术检测细胞凋亡!用去离子水按

3+5稀释结合缓冲液"5N*结合缓冲液b3.N*去

离子水#!用5c预冷的]T&洗细胞.次%用.;/%*
结合缓冲液重新悬浮细胞%并使其密度为3d3/7,

N*!取3//%*的细胞悬液于;N*流式管中%加入;

%*!,,’[),"=ZXUH和3/%*./%F,N*的碘化丙啶

溶液!混匀后于室温避光孵育3;N),!在反应管中加

5//%*]T&%上流式细胞仪行Z!H&分析)

!!流式细胞术检测结果的T5区代表早期凋亡%

T3区代表坏死细胞%T.区为丧失细胞膜完整性的

凋亡晚期细胞%T4区为正常细胞)

365!电子显微镜观察细胞凋亡!取组织块约36/

NNd36/NNd.6/NN大小%5:多聚甲醛固定58
以上!用]T&*磷酸缓冲液漂洗%3:锇酸固定.8!

]T&漂洗4次%丙酮梯度脱水!@]GA23."环氧树

脂#包埋!聚合(5;c3.8*7/c478!超薄切片%铀*

铅染色%J2//透射电镜下观察)

36;!统计学处理!数据均以%" #̂表示%数据分析

和作图使用&]&&336/软件%因为参数方差不齐%

参数分析采用 A]#MU’QIQ(_MCQ\#*=e#**)QU’QI和

(#,,=e8)I,’RU’QI进行统计分析%显著性水平为

/6/;)

C!结!果

.63!流式细胞术检测结果!流式细胞术检测结果

如图3所示)左侧顶叶皮质神经细胞早期凋亡的发

生率"T5区细胞数,总细胞数%:#于伤后7*.5*528
分别为.3690̂ 3695*7;69/̂ 36.9*;7652^356/4!

凋亡发生率"T.区细胞数,总细胞数%:#在UTX伤

后各时间点分别为 56;;^.6.;*.60;^/6.5*

;630̂ 3695!与正常组"3622̂ 4622*/63/̂ /634#比

较存在显著性差异"!#/6/3#)早期凋亡的发生率

在伤后.58与伤后528之间无显著性差异"!‘

/634.$/6/;#%两者与伤后78组比较差异显著"!‘
/6//.#/6/3#)凋亡发生率在伤后78与伤后528之
间无显著性差异"!‘/6;29$/6/;#%前者与伤后.58
组比较相差显著"!‘/6//.#/6/3#%后者与伤后.5
8组比较相差显著"!‘/6/.7#/6/;#)见图.)

图B!左侧顶叶皮质神经细胞早期凋亡发生的流式细胞术检测结果

D*EB!D496#.)/$()’+,’#(*,"$-./#’-)’+$.+(&"#*.("$$’2.
!(AOMN#*!T(78LOQIUTX!H(.58LOQIUTX!1(528LOQIUTX

.6.!电子显微镜观察!电子显微镜下左顶叶皮质

大部分神经细胞膜完整%线粒体结构完好%胞质内细

胞器如粗面内质网及高尔基体存在%树突结构无改

变"图4!#)其中有些细胞可见下述特征(细胞染色
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质浓聚%呈环状或新月状%核膜完整%这是细胞凋亡

发生的早期改变!染色质浓缩成块状%有胞质浓缩%

胞体皱缩%细胞体积减小%细胞膜内陷呈泡状改变%

扩张的内质网与胞质膜形成泡状突起%有凋亡小体

"#LOLIOQ)QVO$R#形成等%电镜下的超微结构改变显

示这些神经细胞损害符合1)\M#,)#,等&34’经典的早

期凋亡*凋亡特征"图4T#41#)左侧顶叶皮质神经

细胞伤后.58可见细胞核固缩%线粒体嵴部分消

失%余细胞器形态尚可%示早期凋亡"图4T#!伤后52

8%细胞萎缩%细胞内出现髓样结构%示早期凋亡"图

4H#!伤后528%细胞器消失%细胞核*细胞质萎缩%

呈现凋亡小体%凋亡期"图41#)

图C!左侧顶叶皮质神经细胞早期凋亡#凋亡发生率

D*EC!8"(.)’+."#$%"&’&(’)*)"-0"&’&(’)*)’+

,’#(*,"$-./#’-)*-$.+(&"#*.("$$’2."+(.#2#"*-*-3/#%
_MCQ\#*=e#**)QU’QI6""!#/6/3$#"O,IMO*FMOCL!&&!#/6/3$#

78LOQIUTX!’!#/6/;$#.58LOQIUTX6%‘9%%" #̂

图F!左侧顶叶皮质神经细胞早期凋亡发生的电镜观察结果

D*EF!!$.,(#’-G*,#’),’&*,’2).#;"(*’-)’+."#$%-./#’-"&’&(’)*)*-$.+(&"#*.("$$’2."+(.#*-3/#%
!(AOMN#*,’CMO,Q"d3////#!T(.58LOQIUTX%’#M*R#LOLIOQ)Q"d2///#!H(528LOQIUTX%’#M*R#LOLIOQ)Q"d0///#!1(528LOQIUTX%#LOLIOI)"

L8#Q’"d3////#

F!讨!论

!!细胞凋亡的概念最早由_’MM和 eR**)’等&35’于

390.年提出%399;年<),\等&3’证实在创伤性脑损

伤后存在神经细胞的凋亡%此后有关细胞凋亡在颅
脑损伤中的作用与意义日益受到重视)对颅脑损伤
后凋亡的启动与调控的研究为抗凋亡治疗提供了理

论依据%而凋亡启动的时程变化与抗凋亡治疗的时
间窗密切相关)

!!本研究采用!,,’[),"=ZXUH细胞凋亡检测试
剂盒与流式细胞仪结合检测大鼠液压脑损伤后细胞

早期凋亡"T5区#和凋亡"T.区#的发生及其时程变
化%发现大鼠皮质脑损伤区组织于伤后78即可出
现细胞的早期凋亡%早期凋亡率为.3690:%并于伤
后.58达高峰%为7;69/:%528较.58略有下降%
但与伤后.58比较无统计学差异)处于T.区的凋
亡率也可出现于伤后78%至.58有所下降%而528
又有升高)按照电镜检测细胞凋亡的标准%伤后.5
8可出现凋亡的早期表现%528才出现典型凋亡小

体%显然!,,’[),"=ZXUH结合流式细胞仪检测的
凋亡和早期凋亡均先于电子显微镜观察的结果%也
比以往文献报道&;%3.’中采用U+A@D标记法的凋亡
出现时间明显提早)

!!以往确定细胞凋亡多采用U+A@D方法和电子
显微镜对细胞形态的观察进行评定%HO,I)等&3.’采

用U+A@D标记法对液压致伤的&1大鼠皮质脑组
织进行了凋亡细胞的检测%发现伤后.58和3周出
现.次细胞凋亡的高峰%海马H!3#H!4区和齿状
回的细胞凋亡高峰则出现在3.8和528)尽管他
们还发现伤侧颞顶区*海马1A! 电泳分别于伤后

4/N),*.8出现1A!梯状电泳%3;8和.58最明
显%但并不能证明这是早期凋亡的改变)<),\等&3’

采用同样的创伤模型%电镜下将U+A@D标记阳性
细胞分为两型%&型胞质内有较强的 U+A@D 染
色%由损伤断裂的1A!脱落至胞质所至%核内只有
少量染色%为坏死的神经细胞!$型核内有较强的

U+A@D染色%为凋亡的神经细胞%提示U+A@D阳
性细胞内可能还包含了一部分坏死细胞)
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!!近年来随着分子生物学和细胞生物学的发展%
对细胞凋亡的检测也出现了许多新的方法%它们与
传统的方法相结合%为细胞凋亡的研究提供了理想
的方法学)<#QO*#等&3;’采用四甲基若丹明甲脂和

ZXUH标记的 !,,’[),"和]X实现了多参数同时
检测凋亡的变化!JC)FQ*OOI等

&37’采用罗丹明3.4
和别藻蓝蛋白标记的!,,’[),"和]X也实现了多
参数同时检测凋亡的变化)

!!本研究所采用的!,,’[),"=ZXUH细胞凋亡检
测试剂盒与流式细胞仪结合的方法为检测液压脑损

伤后皮质脑组织细胞的早期凋亡提供良好的工具)

!,,’[),是一类广泛分布于真核细胞胞质内钙离子
依赖的磷脂结合蛋白%参与细胞内的信号转导)

!,,’[),"选择性结合磷脂酰丝氨酸"L8OQL8#I)=
$R*Q’M),’%]&#)]&主要分布在细胞膜内侧%即与细
胞质相邻的一侧%在细胞发生凋亡的早期%不同类型
的细胞都会把]&外翻到细胞膜外侧的细胞表面)
用带有绿色荧光的荧光探针ZXUH标记的!,,’[),
"%即!,,’[),"=ZXUH%就可以用流式细胞仪或荧
光显微镜直接检测到磷脂酰丝氨酸外翻这一细胞早

期凋亡的重要特征)这一方法被认为是检测细胞早
期凋亡的最敏感的指标之一&0’)最近有研究表明%

#,,’[),!;在凋亡细胞介导的免疫反应中起着重要
的调节作用&30’)

!!至于凋亡率在528再升高%与78相比无显著
性差异%我们认为主要是由于 !,,’[),"=ZXUH细
胞凋亡检测试剂盒在染色中无法鉴别凋亡细胞与死

亡细胞的差别%碘化丙啶可以染色坏死细胞或凋亡
晚期丧失细胞膜完整性的细胞%呈现红色荧光)坏
死细胞由于细胞膜的完整性已经丧失%!,,’[),"=
ZXUH可以进入到细胞质内%与位于细胞膜内侧的磷
酯酰丝氨酸结合%从而也使坏死细胞呈现红色
荧光)!!!!!
!!本研究发现的大鼠液压脑损伤后早期凋亡和凋
亡在伤后78即可出现的现象提示脑损伤后凋亡的
启动远较电子显微镜下判断凋亡出现的时间要早%
提示对脑损伤后抗凋亡的干预应越早越好)而且我
们有理由认为(脑损伤后78内是抗凋亡治疗的-黄
金7小时.)
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