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摘要 目的  研究 在缺氧性脑微血管内皮细胞凋亡中的作用 ∀方法  用氰化钠合并无糖培养基造成培

养的牛脑微血管内皮细胞缺氧 用台盼蓝染色 !×∞及流式细胞仪计数方法观察细胞受损和凋亡情况 用免疫细

胞化学染色法观察受损细胞中 2的表达 ∀结果  氰化钠合并无糖培养基可损伤牛脑微血管内皮细胞 使细

胞发生凋亡 受损细胞中 2大量表达 ∀广谱 抑制剂 !选择性 2 2和2抑制剂均能显著减少细

胞死亡数目 !2和2抑制剂可以抑制 2的表达 ∀结论  ≤在缺氧性脑微血管内皮细胞凋亡过程

中起重要作用 在 的蛋白酶级联切割反应中 2位于 2和2的下游 ∀
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  缺血缺氧是许多血管性疾病中常见的病理现

象 可致血管内皮细胞∂∞≤死亡 ∀近年来利用

抑制剂阻断凋亡的研究得到广泛重视≈ 


但关于缺血缺氧状态下细胞凋亡机制的研究多集中

在神经细胞和心肌细胞 对微血管内皮细胞的研究

较少 ∀本实验检测了缺氧性脑微血管内皮细胞凋亡

时 2的表达 还观察了 2和2的选择

性抑制剂对 2表达的影响 希望能进一步明

确 家族成员参与缺氧性血管内皮细胞凋亡

的分子机制 为研制保护血管内皮的药物进行有益

的探索 ∀
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材料和方法

试剂与药品  2⁄∞∂⁄22≠∂ ⁄22

∂ ⁄2 和 2∂∞⁄2 为美国 ∞ ≥

°∏产品 高糖及无糖 ⁄∞ 培养基和胶原酶

为 产品 胎牛血清ƒ≥为 产品 ≤

和 °为 ≥产品 ×∞试剂盒为 ×√产品 

2抗体为 ≥ ≤∏产品 ∀

细胞培养  牛脑微血管内皮细胞的分离和培养

参照 
≈描述的方法 ∀实验前将细胞接种于 

孔板使其生长至融合后 缺氧模型组培养液换为含

 #
≤及   胎牛血清ƒ≥的无糖

⁄∞ 培养基 置于 ≤ 孵箱  后取出进行下一

步处理 ∀对照组细胞培养液仍用正常 ⁄∞ 培养

基 ∀ ≤抑制剂用少量 ⁄≥溶解 并用培养基

稀释⁄≥终浓度 [ 1   ∀

末端脱氧核苷酸转移酶介导的 δΥΤΠ缺口末端

标记法ΤΥΝΕΛ  参照 ×∞试剂盒说明书并略

作改动 ∀用     去除细胞内源性过氧化物酶

后 用标记反应混和液含生物素标记的 ×° 其余

种 ×° ≤
和 ××于  ε 温孵  后终止

反应 ∀再将细胞与显色系统链酶亲和素标记的辣

根过氧化物酶及底物 ⁄依次温孵 脱水 !透明 

树胶封片 ∀细胞计数方法同前 ∀

流式细胞仪分析[ 4 ,5]  处理后的细胞用胰蛋白酶

消化 细胞悬液离心洗涤 次 将沉淀摇散  乙醇

 ε 固定过夜 ∀再离心后用  酶  #
于

 ε 孵育   #
°在  ε 避光染色 

后 进行流式细胞仪 ≤∏检测 ∀每个

样品计数约 个细胞 测定各细胞周期的 ⁄含

量 得出凋亡细胞所占的比例 ∀

Χασπασε23 免疫细胞化学染色[ 6]  细胞经处理

后 用含 ×÷2的 °≥漂洗细胞 与抗 2

第一抗体在  ε 孵育过夜 ∀ °≥ 漂洗细胞后 将

标记的二抗与细胞在室温孵育  再经

°≥漂洗 于荧光显微镜下激发滤片 Κ   阻

断滤片 Κ  观察拍照 ∀在培养孔边缘和中心

之间的位置随机选取 个区域进行细胞计数并取均

值 每个区域计数约 个细胞 每组设 个平行

孔 计算染色阳性细胞数占总细胞数的百分比 ∀

数据处理  采用 ≥∏χ τ2方法分析实验

数据 ∀

结果

1  应用台盼蓝染色法观察 χασπασεσ抑制剂对缺氧

性 ς ΕΧ的保护作用

经 ≤合并无糖培养基处理后 台盼蓝染色

阳性细胞数明显增加  #
≤处理  

的阳性细胞数达 1  ∀广谱 抑制剂 2

∂ ⁄2 和选择性 2 2 和2 抑制剂 2

⁄∞∂⁄22≠∂ ⁄2和 2∂∞⁄2均非常显著

地减少台盼蓝染色阳性细胞的数目表  ∀ 个

抑制剂的有效浓度是参照文献≈ 和预试验

结果确定的1 #
2∂ ⁄2和 2⁄∞∂⁄2

对缺氧性细胞损伤无显著性保护作用 ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ χασπασε ινηιβιτορσ ον τρψπαν βλυε

ποσιτιϖε χελλσινδυχεδ βψ ηψποξια(ξ ? σ)

∏# × ∏√Π 

≤ 1 ? 1

≤  ?   

≤  2∂ ⁄2 1  ? 333

≤  2⁄∞∂⁄2 1 1 ? 1333

≤  2≠∂ ⁄2 1 1 ? 1333

≤  2∂ ∞⁄2 1 1 ? 1333

   Π 1 ϖσ333 Π 1 ϖσ ≤∏

2  应用 ΤΥΝΕΛ染色法观察 χασπασεσ抑制剂对缺氧

性 ς ΕΧ的保护作用

由于 ⁄断裂 凋亡细胞中产生很多 χ2末

端 在末端脱氧核苷酸转移酶××的作用下 可以

将标记的 ×°转移到 χ2末端 再通过显色系统

显示出来 ∀本实验所用的试剂盒应用了生物素标记

的 ×° 显色系统为链酶亲和素标记的辣根过氧化

物酶 显色底物为 ⁄∀正常对照组细胞经反应后

不被显色 缺氧处理使部分细胞核呈棕色或棕褐色

着染 形态不规整 大小不一致 属明显的凋亡特征 ∀

2∂ ⁄2和选择性 2 2 和2 抑制剂 2

⁄∞∂⁄22≠∂ ⁄2和 2∂∞⁄2均使 ×∞

阳性细胞数明显下降 具有显著性差异表  ∀

3  流式细胞仪分析 χασπασεσ抑制剂对缺氧性 ς ΕΧ

的保护作用

经流式细胞仪分析细胞周期各期 ⁄含量 正

常对照组细胞 ⁄多处于 Π 期 而缺氧处理的细

胞 ⁄在 Π 期前出现了明显的/亚二倍体峰0 是

凋亡细胞的标志性峰型 又称 /凋亡峰0 ∀给予 2

∂⁄2和选择性 2 2和2抑制剂 2⁄∞∂⁄2

2≠∂⁄2和 2∂∞⁄2后/凋亡峰0面积均明

显减小 说明细胞 ⁄断裂明显减轻表  ∀
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Ταβλε 2  Εφφεχτ οφ χασπασε ινηιβιτορσ ον ΤΥΝΕΛ

ποσιτιϖε χελλσινδυχεδ βψ ηψποξια(ξ ? σ)

∏# ×∞√Π 

≤ 1 ? 1

≤  ?   

≤  2∂ ⁄2 1  ? 333

≤  2⁄∞∂⁄2 1 1 ? 1333

≤  2≠∂ ⁄2 1  ? 333

≤  2∂ ∞⁄2 1  ? 333

   Π 1 ϖσ ⁄≥ 
333 Π 1 ϖσ ≤∏

Ταβλε 3  Εφφεχτ οφ χασπασε ινηιβιτορσ ον αρεα οφ

/ αποπτοτιχ πεακ0 ινδυχεδ βψ ηψποξια(ξ ? σ)

∏#  / 0Π 

≤ 1 ? 1

≤  ?  

≤  2∂ ⁄2 1  ?  3

≤  2⁄∞∂⁄2 1  ?  3

≤  2≠∂ ⁄2 1  ?  3

≤  2∂ ∞⁄2 1 1 ? 133

  Π 1 ϖσ33 Π 1 
3 Π 1 ϖσ ≤∏

4  Ζ2Ψς Α∆2φµ κ 和 Ζ2ς ΕΙ∆2φµ κ 对 χασπασε23 表达

的影响

血管内皮细胞经缺氧处理后 2的表达明

显升高 ∀在荧光显微镜下正常对照组细胞呈微弱的

暗红色 模型组有很多阳性细胞出现 呈明亮的红色 

形态变圆 ∀与模型对照组比较 选择性2抑制

剂 2≠∂⁄2或 2抑制剂 2∂∞⁄2使呈

亮红色强荧光的2高表达阳性细胞明显减少 

阳性细胞下降率达 1  和 1  表  ∀

Ταβλε 4  Εφφεχτ οφ Ζ2Ψς Α∆ ανδ Ζ2ς ΕΙ∆ ον

εξπρεσσιον οφ χασπασε23 ινδυχεδ βψ ηψποξια(ξ ? σ)

∏# ≤2 ¬ √Π 

≤ 1 ? 1

≤  ?   

≤  2≠∂ ⁄2 1 1 ? 1333

≤  2∂ ∞⁄2 1 1 ? 1333

   Π 1 ϖσ333 Π 1 ϖσ ≤∏

讨论

心 !肝 !脑 !肾等重要器官的缺血缺氧都可导致

血管内皮细胞凋亡 细胞凋亡是一个缓慢可逆的过

程 ∀因此 研究缺血缺氧条件下血管内皮细胞凋亡

的机制 对寻找能有效阻断凋亡从而保护血管内皮

细胞的药物具有重要的指导意义 ∀

本实验室采用氰化钠合并无糖培养基造成血管

内皮细胞缺氧模型 发现细胞死亡具有浓度和时间

依赖性 ∀经 染色和电镜下检测证实有大量

细胞以凋亡的形式死亡≈ ∀

已证实 家族在介导凋亡的过程中起到

重要作用 ∀不同的细胞类型或不同的刺激活化不同

的凋亡信号转导路径 发生凋亡的机制不尽相同 ∀

其中 2往往是一个关键的效应蛋白酶≈  ∀

多种刺激最终都会使其活化 活化后可裂解多种功

能蛋白质引发细胞凋亡≈ ∀本实验结果显示广谱

抑制剂 2∂ ⁄2可明显减少氰化钠诱导的

牛脑微血管内皮细胞损伤 受损的细胞内 2

的表达明显升高 抑制剂有效抑制 2

的高表达 表明 家族参与了血管内皮细胞凋

亡过程 ∀

等≈认为脑血管内皮细胞的缺氧性凋亡中

有  的参与 至少通过 2 和2 发挥作用 ∀

≤2诱导凋亡的机制尚不明确 有可能以神经

酰胺作为第二信使介导凋亡≈
神经酰胺介导细胞

凋亡时需要 2的激活 神经酰胺作用位点在

2 的上游≈ ∀ ≤2 与 2 均被归

类为效应子 它们之间的关系亦有研究 ∀

等≈发现 在去除营养导致小脑颗粒细胞凋

亡的过程中 2由位于上游的 2激活 

二者共同介导凋亡 ∀资料≈ 显示 2 与

2共同介导剥脱诱导的正常肠上皮细胞的凋

亡 ∀本实验结果显示选择性 2 抑制剂 2

≠∂ ⁄2和 2抑制剂 2∂∞⁄2均对缺氧

性血管内皮细胞 2的大量表达有明显的抑

制作用 同时显著减少细胞死亡数 证明 2 

2和2都参与了缺氧性血管内皮细胞凋亡 还证明

在 ≤级联切割反应中 2 和2 位于

2的上游 与相关资料相符 ∀

总之 通过本研究进一步明确了 在缺

氧性脑血管内皮细胞凋亡中的作用机制 为寻找适

当的治疗靶点提供了理论参考 ∀
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