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内质网应激联合线粒体在宫内窘迫胎鼠脑神经细胞凋亡中的 

作用研究 

卢 敏，张 华，漆洪波，张建华 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨内质网和线粒体在胎鼠缺血缺氧再灌注损伤脑神经细胞凋亡中的联合作用。方法：制备宫内窘迫模型，将 

其随机分为正常组 、缺血再灌注组。以Western blot技术检测葡萄糖调节蛋白 78(G1ucose regulated protein 78，GRP78)，半 

胱氨酰天冬氨酸特异性蛋 白酶(easpase)一9、caspase一12，细胞色素 一e(Cyt~hrome C)蛋白表达水平。结果：缺血再灌注组各时间 

点 GRP78蛋白表达水平均高于正常组 ，于再灌注 3h时达高峰，随再灌注时间延长，蛋白表达逐渐减低。缺血再灌注组各时间点 

caspase-9、easpase一12蛋白表达水平均高于正常组，均于再灌注 12h达高峰。缺血再灌注组胞浆 cytoron C蛋白表达水平在各个 

时间点均高于正常组，并于再灌注 12h达峰值。结论 ：内质网和线粒体在宫内窘迫胎鼠脑神经细胞凋亡的发生过程中具有协同 

作用。 
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Study of unification of endoplasmic reticulum and mitochondrium in fetaI 

rat cerebral neuron apoptosis induced by intrauterine distress 

LU Min．et以 

(Department of Obstetrics and Gynecology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To evaluae the unification of endoplasmic reticulum and mitochondrium in fetal rat cerebral neuron 

apoptosis induced by intrauterine distress．Methods：Fetal rat intrauterine distress model was established．The samples were 

randomly divided into normal group and ischemia-reperfusion group(IR)．Expression of GRP78，caspase-9，caspase-12，and 

cytoron C protein were detected by western blot technique．Results：The expression of GRP78 on corresponding time in IR 

group was significantly higher than that in norm al group．And it reached the maximum at 3h of reperfusion．Th e expression of 

GRP78 reduced step by step as reperfusion time extended．Th e expression of easpase一9 and easpase一12 at corresponding time 

in IR group were significantly higher than those in norm al group．Th eir expression increased rapidly and reached the maximum 

at 1 2h of reperfusion．The expression of cytoron C in kytoplasm at corresponding time in IR group was significantly higher than 

that in norm al group and reached the maximum at 1 2h of reperfusion．Conclusion：The synergistic effect of endoplasmic 

reticulum and mitoehondrium plays an important role in fetal rat cerebral neuron apoptosis induced by intrauterine distress． 
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缺血、缺氧等因素可引起内质网应激 ，同时也 

可导致线粒体 cytochrome C的胞浆释放，进而激活 

caspase级联反应，最终导致细胞凋亡。在细胞凋亡 

的过程中内质网通路与线粒体通路相互关联，相互 
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促进1”。GRP78是 内质网中含量最丰富的分子伴 

侣 ，是内质网应激(Emdoplasmic reticulum stress， 

ERS)发生的标志物。本研究采用胎鼠宫内窘迫模型 

模拟胎儿窘迫所致全身性缺血缺氧病理过程，探讨 

内质网和线粒体在脑神经细胞凋亡中的联合作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组 
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孕 17d SD大鼠(清洁级 )共 50只，体重为 300～320g 

(由重庆医科大学试验动物中心提供 )。将其随机分为正常组 

(Nor，n=10)，缺血再灌注组(I／R，n=40)。正常组不行任何手 

术 ，孕 17d剖出胎鼠，采集标本。缺血再灌注组(I／R)分为宫 

内窘迫再灌注 3h、6h、12h、24h(每个时间点各 10只)。 

1．2 宫 内窘迫模型制作方法 

参照 Tanaka等I 法 ，将符合试验要求的孕鼠以3．5％水 

合氯醛(1mYl00g)腹腔注射麻醉 ，取仰卧位 ，常规消毒铺巾， 

取下腹正中切口进腹。用 2个无损伤性微小动脉夹分别靠内 

侧钳夹一侧子宫血管 15min，造成子宫胎盘循环障碍致宫内 

窘迫。钳夹过程中以温生理盐水纱布，保持子宫温度稳定在 

37℃左右。15min后取下动脉夹恢复血供，造成宫内窘迫再 

灌注损伤模型，并逐层关腹。将再灌注损伤模型于相应时间 

点剖出胎鼠。 

1-3 Western blot 

提取胎鼠脑组织胞浆蛋 白及内质网蛋白，以 Bradford 

法行蛋白定量 ，SDS—PAGE凝胶电泳后，电转膜 ，分别加入 

caspase一9多克隆抗体(StressGen)、caspase一12多克隆抗体 

(AnaSpec)、GRP78多克隆抗体(StressGen)、cytochrome C多克 

隆抗体 (Cell Signa1)、Calreticulin多克 隆抗体 (StressGen)、 

Actin(Santa Cruz)，辣根酶标记二抗 ，DAB显色。膜 晾干 

后 放人美国 Bio—Rad公司的图像摄取系统 ，照相 、保存 ，以 

Quantity One图像分析系统(美国 Bio—Rad公司产品)进行条 

带光密度分析 ，计算目的蛋白与内参蛋白的光密度积分的比 

例，作为目的蛋白的表达水平。 

1．4 统计学处理 

所有数据资料中计量资料匀以均数 ±标准差(互±s)的 

形式表示，组间差异采用方差分析、两组间均数 比较采用 t 

检验，P<0．05为差异有显著性。采用 SPSS1 1．5软件进行统 

计学处理。 

2 结 果 

2．1 GRP78蛋白表达水平的变化 

正常组 GRP78蛋白表达水平最低；I／R组各时 

间点 GRP78蛋白表达水平均高于正常组，差异有显 

著性(P<0．05)。其中再灌注 3h时达高峰，随再灌注 

表 1 各组不同时间点 GRP78蛋白表达水平的变化( ± ) 

与正常组 比较 ，．P<0．05 

表 4 各组不同时间点 胞浆 cytochrome—C蛋白表达水平的变化(互±s) 

与正常组比较，．P<0．05 
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1．正常组 ；2、3、4、5．缺血再灌注 3h、6h、12h、24h 

图 1 Western blotting检测 GRP78、caspase一9、caspase一12、cytochrome C的蛋白表达 

时间延长，蛋白表达逐渐减低(见图一lA，表 1)。 

2．2 caspase一9、caspase-12蛋白表达水平的变化 

正常组 caspase一9、caspase-12蛋白表达最低 。 

I／R组各时间点二者表达水平均高于正常组，差异 

有显著性(P<0．05)。再灌注时间越长，二者表达水 

平增加幅度越大 ，均于再灌注 12h达高峰 ，其 中 

caspase一9的上升幅度较大，caspase一12的上升幅度 

相对较平缓(见图一lB，表 2、3)。 

2．3 胞浆cytochrome C蛋白表达水平的变化 

正常组胞浆 cvtochrome C蛋白表达水平最低； 

I／R组胞浆 cytochrome C蛋白表达水平在各个时间 

点均高于正常组，差异有显著性(P<0．05)，并于再 

灌注 12h达峰值(见图一lC，表 4)。 

3 讨 论 

细胞凋亡是生物学和医学领域的一大热门研 

究课题。越来越多的研究表明，在脑缺血陛损伤中 

凋亡起着重要作用。而有关凋亡的起源问题，既往 

认为线粒体在凋亡发生过程中起核心作用。线粒体 

起源的死亡信号，即 cvtochrome C的胞浆释放，导 

致 caspase一9自发激活 ，活化的 caspases一9继续激 

活下游 caspases一3，引发死亡蛋白酶 caspase级联反 

应，导致细胞凋亡。 

近来研究结果证明，内质网在控制细胞命运中 

具有更重要的作用。缺血、缺氧、ca2+平衡失调等都 

可引发 ERS，一定程度的 ERS对细胞有保护作用 ， 

而应激过强或时间过长则对机体细胞产生损伤作 

用甚至诱发细胞凋亡。有研究表明，内质网可通过 

caspase一12单独诱导细胞凋亡反应，但很多其他重 

要凋亡机制需与线粒体共同作用I11。内质网和线粒 

体在多种细胞的细胞质内均有广泛分布。高分辨率 

显微镜下可见，多数线粒体和内质网问存在紧密接 

触点【3’4】，这种紧密联系是功能上相互作用的基础。 

内质网应激刺激线粒体非特异性的通透性转运孑L 

道(Permeability transition pore， P)敏感性增加，促 

进哪 的开放，VI'P的开放可增加线粒体外膜的通 

透性，促进 cytOChrome C释放，活化 caspase一9，导致 

细胞凋亡I5'61。据 Jimbo等 的报道认为，内质网应激 

活化 caspase一8，分裂 Bid成为 tBid，Bid蛋 白是凋 

亡蛋白 Bcl一2家族的亚族成员，tBid的C一末端易位 

到线粒体膜上，激活Bax或 Bak，促进Bax和Bak 

寡聚化，形成跨膜通道，增加线粒体外膜的通透性， 

允许 cytochrome C释放。Tomas等报道，磷酸分运蛋 
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白 2(Phosphoacidic cluster sorting protein2，PACS一2) 

是一种多功能分类蛋白，控制内质网一线粒体轴及 

其介导的细胞稳定性和凋亡 ，它可以使完整长度 

的Bid蛋白质易位到线粒体，并且在线粒体膜上活 

化形成 tBid，引起 cvtochrome C释放。 

ERS反应涉及很多细胞因子或蛋白质，它们在 

内质网应激反应最终导致细胞死亡还是存活的过 

程中，发挥着重要作用，常见的与内质网应激反应 

有关的因子有 GRP、caspase等。葡萄糖调节蛋白 

(GRPs)是一类高度保守的应激蛋白，许多应激条件 

都可以诱导其表达上调。分子量为 78ku的GRP78， 

或免疫球蛋白重链结合蛋 白(Bip)，是葡萄糖调节 

蛋白家族的主要成员，主要分布在内质网腔中，研究 

表明GRP78表达的上调是内质网应激的标志181。正常 

细胞通过增加编码 GRP78、GRP94等的基因转录，促 

进蛋白质的正确折叠，减少错误折叠蛋白质的数 

量，最终减轻内质网应激反应。 

我们的研究结果发现，GRP78在正常胎鼠脑组 

织有少量表达，在缺血再灌注时，表达水平明显增 

加。证实宫内窘迫所导致的胎鼠缺血缺氧性脑损伤 

引发了脑神经细胞内质网应激。cvtochrome C在正 

常胎鼠脑神经细胞胞浆中仅有极少量的表达；在缺 

血再灌注损伤后，cvtochrome c表达水平明显增加， 

并于再灌注 12h达高峰，落后于 GRP78表达的高峰 

期，推测内质网应激可能刺激线粒体释放 cvtochrome 

C。caspase一9、caspase一12在正常胎鼠脑组织仅有微 

弱的表达，在宫内窘迫再灌注损伤后，表达水平显 

著增加，均于再灌注 12h达高峰。而 caspase一9表达 

上调幅度较 caspase一12高，持续时间长 ，caspase一12 

表达上调时间先于 caspase一9。这提示。caspase一9的 

表达除了受 caspase一12表达的影响，还受 cvtochrome 

c的调控，即内质网介导的细胞凋亡通路同线粒体 

引发的凋亡通路有关联。实验结果还表明，GRP78 

在再灌注 3h达高峰后表达逐渐下降，而与凋亡相 

关的cvtochrome C、caspase一9、caspase一1 2均于再灌 

注 12h达高峰，提示缺血再灌注损伤早期内质网应 

激对细胞有一定的保护作用，但随着损伤时间的延 

长，对细胞具有保护作用的 GRP78表达失代偿 ，过 

度的应激反应使细胞损伤加重。 

GRP78、cytochrome C和 caspase一9，caspase一1 2 

4种蛋白的表达变化规律表明内质网和线粒体在宫 

内窘迫胎鼠脑组织损伤中具有协同作用。为研究胎 

儿宫内窘迫所致神经细胞凋亡的发生、发展机制提 

供了新的思路。 
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