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ＣＯ２气腹对胎鼠脑超微结构和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响
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　　［摘　要］　目的　探讨ＣＯ２气腹对胎鼠脑组织结构及脑组织 Ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响。方法　选择不同 ＣＯ２气腹压力，建立孕
鼠的ＣＯ２气腹模型，于鼠孕１７ｄ的２４ｈ内取胎鼠脑组织分别进行ＨＥ染色、免疫组化、电镜制片，观察胎鼠脑组织结构变化和胎鼠
脑组织Ｃａｓｐａｓｅ３表达。结果　透射电镜观察显示随气腹压力的增加，胎鼠脑组织可见细胞轻微可逆性损害。Ｃａｓｐａｓｅ３在实验组
与对照组间胎鼠脑组织表达无明显变化（Ｐ＞０．０５），同时组间Ｃａｓｐａｓｅ３的表达也无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。结论　ＣＯ２气腹压力
升高对胎鼠大脑细胞产生可逆性轻度损伤。
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　　妊娠期间腹部外科急症后对胎儿发育的影响比正
常孕妇要高，但妇女妊娠期间能否进行创伤较小的腹

腔镜手术，目前仍存在争议，其焦点集中在 ＣＯ２气腹对
胎儿发育是否有影响［１］。ＣＯ２气腹是否会对胎儿脑组
织的结构以及 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达有影响，目前报道较
少［１３］。胎龄处于１６～２１ｄ的胎鼠大脑皮层以及海马
区的细胞处于迁移期，对各种刺激比较敏感，本实验应

用ＣＯ２气腹对这个时期的孕鼠进行作用，观察其对胎
鼠脑组织的影响。

１　材料与方法

１．１　孕鼠模型与分组
健康ＳＤ大鼠雌雄按２∶１合笼，次晨对雌鼠行阴道涂片检

查，低倍镜下见到精子，确定为孕０ｄ，共３６只。按腹腔内ＣＯ２灌
注压力的不同将孕鼠随机分为４组，每组９只：Ａ组压力５ｍｍＨｇ

持续２ｈ；Ｂ组压力１０ｍｍＨｇ持续２ｈ；Ｃ组压力１５ｍｍＨｇ持续
２ｈ；对照组于麻醉下穿刺气腹针，不注入气体，持续２ｈ。

１．２　标本制作
建立ＣＯ２气腹模型后，孕鼠１７ｄ后的２４ｈ内，每只孕鼠子

宫中随机取出３只胎鼠，剥离出胎脑，分别进行 ＨＥ染色、制作
电镜标本以及Ｃａｓｐａｓｅ３的免疫组化染色。Ｃａｓｐａｓｅ３单抗稀释
度为１∶５０，阴性对照用ＰＢＳ缓冲液代替一抗。

１．３　结果判定
细胞质或者细胞核中出现淡黄至深棕色颗粒为阳性细胞。

每个样本于大脑皮层以及海马区随机选取 ５个高倍视野
（×４００），计数阳性细胞数，计算出阳性细胞占视野中所有细胞
的百分率。阳性判定以染色强度及阳性细胞数综合判定。阳

性细胞百分数：无细胞显色定为０，阳性细胞１％ ～２４％定为１，
阳性细胞２５％～５０％定为２，阳性细胞大于５０％定为３。再与
背景色相对比确定显色强度：不显色或显色不清视为０，浅黄色
视为１，棕黄色为２，深棕色为３。最后按上述两项值之和确定
结果：０～１为阴性（－），２～３为弱阳性（＋），４～５为阳性
（＋＋），大于５为强阳性（＋＋＋）。

１．４　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１３．０软件统计学处理，组间采用多组等级资料

ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ秩和检验。Ｐ＜０．０５表示有统计学意义。
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２　结果

２．１　ＨＥ染色胎鼠脑组织
对照组胎鼠的大脑皮层以及海马区神经元密集，细胞层次

清楚，间质细胞少。相较于对照组，Ａ、Ｂ、Ｃ组均未见明显的改
变，未发现细胞稀疏，分层紊乱的现象，也未见明显的细胞肿

胀、核皱缩、核碎裂、间质水肿以及炎性反应（图１）。

图１　Ｃ组胎鼠脑组织光镜观察（ＨＥ×４００）

２．２　电镜观察胎鼠脑组织
对照组胎鼠脑组织神经元结构清晰，胞核圆形或卵圆形，

核膜清晰，常染色质占具胞核的绝大部分（图２ａ）；线粒体数量
较多，椭圆形或杆状，嵴排列整齐，致密。游离核糖体丰富，粗

面内质网短小，内质网上核糖体明显（图２ｂ）。随压力升高，细
胞核开始变得不规则，线粒体以及内质网的形态发生改变。Ｃ
组中细胞核形态不规则，出现明显切迹，但染色质边集现象不

明显，未见染色质凝集，细胞核固缩，破裂等细胞凋亡征象（图

２ｃ）；细胞质中，线粒体肿胀呈球形，嵴排列紊乱，但结构仍依稀
可见，内质网呈池样扩张，脱颗粒明显（图２ｄ）。

ａ：对照组（×４０００）；ｂ：对照组（×２００００）；ｃ：Ｃ组（×４０００）；
ｄ：Ｃ组（×２００００）

图２　胎鼠脑组织电镜下超微结构

２．３　胎鼠脑组织Ｃａｓｐａｓｅ３表达
　　对照组见大脑皮层以及海马区细胞层次清楚，偶可见到胞
浆以及胞核均匀淡黄染色的细胞（图３ａ）。随着气腹压力增加，
阳性细胞的数量并没有明显增多的趋势，染色的强度的变化也

不明显。压力最高 （１５ｍｍＨｇ，２ｈ）的Ｃ组，细胞染色的数量仍
很少，总体在２５％以内，组问比较Ｐ＞０．０５（表１），阳性细胞的
染色强度以淡黄为主，与对照组的差别不明显（图３ｂ）。

ａ：对照组；ｂ：Ｃ组
图３　胎鼠脑组织Ｃａｓｐａｓｅ３表达（ＳＡＢＣ ×２００）

表１　Ｃａｓｐａｓｅ３在胎鼠脑组织中的表达（ｎ＝９）

组别 －（ｎ） ＋（ｎ） ＋＋（ｎ） ＋＋＋（ｎ） 阳性率（％）

对照组 ９ ０ ０ ０ 　 ０　

Ａ组 ８ １ ０ ０ １１．１

Ｂ组 ７ ２ ０ ０ ２２．２

Ｃ组 ６ ３ ０ ０ ３３．３

３　讨论

目前对妊娠期腹腔镜手术的研究主要集中于 ＣＯ２
气腹对胎儿的影响。ＣＯ２气腹能造成母体以及胎儿的
呼吸性酸中毒，甚至在母体反应不明显的时候，胎儿的

酸中毒就已经发生［４６］。气腹压力的增高又可能会减

少子宫胎盘血流灌注量，可能造成胎儿的缺血缺氧性

损害，缺血缺氧以及酸中毒会引起胎儿脑细胞的过度

凋亡。Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡过程中的关键酶，目前认
为Ｃａｓｐａｓｅ３可以作为凋亡的标记物［７９］，它的表达能

够反应细胞的凋亡程度。中枢神经系统对各种刺激比

较敏感，尤其在发育时期对刺激更敏感，刺激产生的反

应涉及到胎儿与胎盘以及母体之间的生理以及生化的

相互关系。在ＣＯ２气腹以及气腹条件下结扎一侧子宫
动脉不会对豚鼠胎儿脑组织产生光镜下可见的病理学

损害［１０］，本实验也发现 ＣＯ２气腹没有对胎鼠脑组织造
成明显的损害，与文献报道一致。

对于电镜下Ｃ组中细胞核形态不规则，出现明显
的切迹，说明至少增加核质间接触面积，影响脑细胞内

物质交换。异染色质边集一般被认为是导致细胞死亡

不可逆损伤发生后，核内出现的相当早期的变化［１１］，

在本组实验中，没有出现异染色质边集现象，说明一定

压力及一定持续时间范围内的ＣＯ２气腹没有对胎鼠脑

·７３２·



局解手术学杂志　２０１２年 第 ２１卷　第 ３期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１２，Ｖｏｌ．２１，Ｎｏ．３

组织造成不可逆损伤性改变。线粒体形态变化常被用

来作为鉴别细胞功能的一项指标。本次实验中，对照

组和研究组的线粒体没有明显的形态学变化，但是 Ｃ
组中部分线粒体出现了肿胀，嵴紊乱，电子密度降低等

变化，没有出现线粒体变性以及破裂、解体现象。比较

光镜与电镜结果，一定范围的 ＣＯ２气腹压及作用时间
对胎鼠脑造成了一定程度的损害，但是这种损害是轻

微的，没有引起光镜下可见的病理学改变。

本实验中所有组别的Ｃａｓｐａｓｅ３的表达都很微弱，
并且没有随着压力升高而表达升高，说明 ＣＯ２气腹没
有对脑组织及脑细胞造成不可逆的损伤，考虑可能为

以下原因：①母体、胎盘、胎儿三者对应激的反应。
１９９５年有作者发现在１ｈ，２０ｍｍＨｇ的气腹中，胎羊有
足够的胎盘血流储存以及代偿机制保证足够的气体交

换［１２］。大脑皮层缺血以及代谢降低５０％才会造成永
久性的脑损害。高碳酸血症促使毛细血管内皮细胞合

成前列腺素Ｅ２增多从而引起胎脑毛细血管扩张，加之
缺氧时胎儿可以通过生理以及机械性的调节提高大脑

血流量，降低脑温度以减少脑的代谢，机体缓冲体系的

代偿在一定的限度内可以维持细胞内的 ｐＨ值在一个
比较恒定的水平，因而即使是胎鼠出现了酸中毒的改

变［１３１６］，由于上述诸多代偿机制的调节，使得 ＣＯ２气腹
对胎鼠脑细胞的内环境改变不大，不会造成脑组织及

细胞较大的损伤性改变。②体内各种保护性因子的作
用。脑细胞内存在诸多因子，它们可以抵抗各种损伤

因子，使细胞免于受损［１７１８］。本实验中，Ｃａｓｐａｓｅ３在
所有组中表达的强度以及阳性率都很低，推测是一定

范围内的气腹压力以及持续时间的应激造成损伤性改

变在各种保护性因子的保护范围之内，这些保护性因

子从某些方面阻断了Ｃａｓｐａｓｅ３的激活，避免了细胞凋
亡的发生［１６１７］。

长时间ＣＯ２气腹后大鼠胎盘组织透射电镜下出现
早期缺氧的改变已有报道［１９］。本研究表明，随 ＣＯ２气
腹压力升高，ＣＯ２气腹对胎鼠的大脑产生一定的影响，
但是这种损害不是很明显，没有引起脑细胞的不可逆

性损伤。本研究所选用的压力范围及持续时间限定在

一定范围内，是否提高压力或者延长时间可能会对脑

组织造成不可逆的损伤有待进一步研究。我们认为，

对需要在妊娠期进行手术的孕妇而言，可以采用降低

气腹压力或者缩短手术时间来降低对胎儿的影响。
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