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【摘 要】目的：观察伞腑缺血再灌流后Bak~Bad坫田存呐IJj表达的变化规律和意义。方法：采用大鼠4血管结扎全腩缺血 

30rain再灌流模型，用免疫组织化学染也法观察Bak和Bad 田存腑内的表达 。结果：伞脯缺血再灌流后12h)i：始在虚质和海马 

等缺血易损部位 Bak表达降低，24h达最低点；而Bad~lJ表达升高，24h达最高点；表达变化最列最的时 均是24~48h，此 

时问 脑缺血后懈翱胞捌l’：发生的高峰时问 致。结论；脑l缺血再灌流可￡上诱导Bak~Bad幕田在脑IJj表达发生变化t这种变 

化与脑lffI胞捌r。的发生笑系密切。Bak在呐缺血后袭达降低说列其在脑内表达可抑制细胞捌r：。 
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Expression of Bak and Bad gene in brain after global ischemia—reperfusion 
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【Abstract】 Objective：To investigate the expression of Bak and Bed gene after ischemia-reperfusion．Methods．" 

Ischemia was induced by the four-vessel occlusion for 3O miI1 and followed by repeffusion in mrs．The biopsy 

tissue from brain was immunohistochemically assayed with Bak and Bed genes polyclonal antibody．Results： 

The expression of Bak protein decreased as earlY as 1 2h after onset of reperfusion and peaked at 24,-48h．At the 

Same time,however,the expression of Bad pmtein increased and peaked at 24—48h．The expression of Bak and 

Bed gene was quite clear in cortex and hippocampus CA1 which wel the sensitive areaS for ischemic injury． 

Conclusion：The ischemia-reperfusion induced the changes ofexpression of Bak and Bed gene in brain which may 

accelerate apoptosis ofneurons． 

【Key WOrds】Cerebralischemia：Bak：Bad：Gene 

Bak和Bed基冈是已发现的Bcl-2基冈家族成 

员。Bcl-2基 冈家族 埘细胞树亡有重要的调 节作 

用 。近年来报道脑缺血后Bcl-2基冈家族在脑内表 

达有明显的改变 一，冈此脑缺血后Bcl-2家族的变化 

成为新的研究热点。但Bed和Bak在脑缺血后脑内的 

表达变化放意义尚未见报道。故本研究旨在观察全 

脑缺血再灌流厉Bak和Bad基冈在脑内的表达变化， 

以撵讨其意义和脑缺血损伤的机理。 

材料和方法 

1．I 材料 

1．1．1 实验动物 雄性wistar大鼠，体重200～2舯g，山本控 

实验动物中心提供 

1．1．2 主要试剂 Bad披Bak兔多扰购自Sanla Cruz Biotech- 

nolol~， lnc (USA)S-P组织化学染色试剂盒均 自福建迎新 

作者介蝈l刘颗菊 (1963- )，女，副救授，博 ]． 

公司。其余均为EI4产试剂 

I．2 方法 

I．2．1 动物模型 采 大鼠4『l瑾管结扎全腑缺血模型 参照 

储蹦样 法进{J：。大鼠伞脑缺『f『L30m．m后进行再灌流 

I．2．2 法：采Hj随机区组设 ，分缺血30rain再罐流6、 

I2、24、48、72h披7灭 6个时点组、l 常对照组和假于术 

组。每组6j{大鼠 假于术组仅做颠总动脉和横突翼分离 

磐鼠在相应再罐流时相点朋4℃4％的多聚甲醛活体内 定后 

断头取脑．大鼠脑定位 丁Bregma-3．8mm~-6mm娃墩脑冠状 

脯片 脑片经梯度己醇脱水，二甲苯透列后，常规石蜡包 

埋 从-3．8mm娃作连续切片，厚度5ram。切片采HjS-P免懂 

组织化学染色法进行染也。Bak和Bad 。抗的 作浓度为l： 

100，孵育时州2 37"(2)，其余按S-P试剂盒浇明书进行。最 

后DAB显色，苏术精复染。辫1性反应磬矸胞抛质芏棕黄色。存 

光镜下作l定性及半定量分 。；10X 40倍显微镜下在切片取 

侧『生 及海马CA1分划选择阳性细胞最多的^个视野计数， 

最后取半均值；井根据显色的深浅确定免疫反应强度，分级 

表示：-无袭达，+弱袭达。++巾廑袭达，+++强表达 

1．3 统计分析 
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实验结果采埘订差分析，实验数 以j± 表示，显著性 

榆验 值为0 01和0．05。 

2 结 果 

2．1 Bak表达的变化 

正常和假手术组在皮质尤其颖侧皮质有较多 

Bak阳性细胞，细胞形态象神经元，免疫反应较 

强：海马及基底节仅见少景阳性细胞：两组比较无 

显著差异 (P>0．05)，故合并为正常埘照组。缺血 

12h后皮质阳性细胞明显减少，免疫反应强度降 

低，24h时达最低点。48h开始．ul5t ，72h细胞数恢 

复正常且较正常偏商，但免疫反应 强度仍较正常 

低 见表l 

2．2 Bad表达的变化 

正常发假下术组在皮质及海马CA2，CA3 有 

少最显色较浅的阳性细胞，两组比较无显著差异 

(P>0．05)，故合并为正常对照组。缺血再灌流 

I2h后阳性细胞增多，显色加深尤其在大赫皮质： 

24h达到高峰，海马CAI区也出现显色较深的阳性 

细胞，48h开始下降，7天恢复正常，见表2及图1～ 

3。 

3 讨 论 

Bak是Bcl-2基冈家族的一位成员，广泛分稚于 

扦组织中，尤其在心脏、骨髂肌中有高水平的表 

达。实验发现Bak的叫显表达能使去血清的成纤维 

细胞快速广泛地凋亡，研究还发现它与抑制凋亡基 

周Bcl-2和 Bcl-xl相互作用，拮抗Bcl-2的保护作用． 

促进细胞凋亡产生。但Bak同时也显示能抑$1JEB病 

毒(EBV)转染的WI-L2细胞系在去除小牛血清后的凋 

亡发生，此#FBak对细胞毒剂甲萘醌诱导的细胞死 

亡有抑制作用 ，其帆理 清，而Bcl-2蛋自在这些 

细胞中的保护作用却非常低。在奉实验中正常及假 

手术组Bak在皮质有较高水平的表达 ，表达细胞的 

形态象神经元。缺血再灌流I2h后皮质表达明显下 

降，24~48h达到低各，72h细胞数恢复正常，但免 

疫反应强度仍较正常低。山于促进凋亡的基囡通常 

在细胞捌亡时伴随表达或表达增强，虽然脑缺血后 

线粒体功能受损，脑内蛋白质合成普遍受抑制 ⋯， 

Bak表达降低 能排除与此有关，但Bak表达下降的 

时间与凋亡发生的高峰时间24～72h' 。极为一致。 

囤l 正常皮质中Bad阳性细胞 ARC~200 

图2 脑缺血再~ll；'jl[24h皮质中Bad强阳性细胞 ABCx200 

图3 脑缺血再灌澶24h海马CAI中Bad阳性细胞 ABCX200 

因此，这个变化与促捌亡基冈作用 相吻合 提示 

Bak在神经系统中的表达与维持神经元的生存相 

关，表达降低反而促进脑细胞凋亡的发生 有关 

Bak在神经系统中的作用和表达变化值得进一步探 

索 。 

Bad是另一BcI-2同源基周，可与Bcl-xl和Bcl-2 

■聚化结合使与之结合的Bax置换出来，形成Bax的 

同源_聚体，逆转Bcl-xl和B0-2埘凋亡的抑制作用 

促进细胞凋亡的发生 。奉实验 中发现脑缺血后 

12hBad表达即开始I!}{显升高尤其在皮质较为明显； 

24h达到高峰，CA! 也出现 显的阳性细胞：48h 

开始下降，7天后恢复正常水半。Bad的表达高峰与 

Bax的表达高峰重迭并略早 ，有利于增强Bax的促 

捌亡作用。 
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与Il：常埘照组比较 P<0．05．“ P<0．0 

衰2 脑-~an30min再灌流后Bad阳性细胞数和免疫反应强度变化(／10~40．j± ．n ) 

与Jl：常时照组比较 P<0，05．“ P<0．0 

综上所述，脑缺血再灌流后Bc1-2基冈家族成员 

出现明显表达变化．这种变化使细胞基因表达的稳 

志平衡被打破，影响了神经元机能，导致捌亡发 

生。 
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