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大鼠脑出血后细胞凋亡和 bcl-2表达间关系的研究
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　　提　要:目的　研究脑出血后血肿周围水肿带内细胞凋亡与 bcl-2 表达的关系。方法　使用胶原酶法建立大鼠脑出

血模型。于脑出血后 6、12 、24 h、3、7 d 选取血肿灶周围脑组织制成冰冻切片 , 对切片进行相应染色:用 TUNEL 法观察血肿

灶周围细胞凋亡 ,通过免疫组化和原位杂交方法分别从 mRNA 和蛋白的水平观察 bcl-2 的表达。对染色结果进行图像分

析及统计学处理 ,分析细胞凋亡与bcl-2 表达的关系。结果　脑出血 6 h 后血肿周围出现TUNEL阳性细胞 ,此时 bcl-2 的表

达降低;之后凋亡细胞数量逐渐增加 , 至 3 d 达到高峰 ,此时 bcl-2 的表达仍处于低水平;3 d 至 7 d 凋亡细胞数量减少 , 而

bcl-2 的表达增加。结论　脑出血后血肿周围存在细胞凋亡 , 而 bcl-2 的表达降低是脑出血后发生细胞凋亡的重要步骤 。
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　　Abstract:Objective 　To explore the relationship between the apoptosis and bcl-2 expression around the

hematoma in intracerebral hemorrhage(ICH).Methods　The ICH rat model was established by intracranial injec-

tion of Ⅳ collagenase.Brain tissues around the hematoma were collected at 6 , 12 , and 24 h , and 3 and 7 d after

hemorrhage for the preparation of frozen sections for staining.Apoptosis was observed by TUNEL , and bcl-2 expres-

sion was observed by immunohistochemistry and in situ hybridization.The relationship between apoptosis and bcl-2

expression was analyzed by image analyzer and statistical methods.Results　TUNEL positive cells were found

around the hematoma at 6 h after ICH.At the same time , the expression of bcl-2 was low.And then , the TUNEL

positive cells increased and reached the peak at 3 d after ICH.Meanwhile , the expression of bcl-2 was still very low.

Then the TUNEL positive cells decreased until 7 d after ICH , but the expression of bcl-2 increased.Conclusion　

Apoptosis can be found around the hematoma after ICH.The decreased expression of bcl-2 is one of the most impor-

tant step in ICH-induced apoptosis.
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　　脑出血是神经系统的常见疾病 ,是影响人类生存

及生活质量的最严重的疾病之一。脑出血最重要的病

理生理改变为血肿本身的变化及血肿周围的继发性损

伤(血肿周围的神经元损伤及脑水肿)。但针对血肿扩

大的治疗方法却疗效甚微
[ 1]
。因而人们开始把重点转

向了对血肿周围神经细胞损伤[ 2 ～ 5]的研究 ,有研究表

明脑出血后存在细胞凋亡现象 ,细胞凋亡在脑出血神

经损伤机制中有重要作用 。bcl-2作为重要的影响凋

亡的因子 ,本研究致力于探讨其在脑出血细胞凋亡中

的作用。
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1　材料和方法

1.1　动物分组 、模型制作及病理切片制作
1.1.1　动物分组　　成年健康雄性 Wistar大鼠 60 只 , 体质量

200 ～ 250 g ,由大坪医院实验动物中心提供 , 分段随机分为生理

盐水对照组(control)、脑出血组(intracerebral hemorrhage , ICH)各

30 只 ,在术后6 、12、24 h、3、7 d 取材制作冰冻切片 ,每时相点动

物 6只。各组间动物体重无显著差异。

1.1.2　动物模型制作　　用Ⅳ型胶原酶建立脑出血模型 , 参

照 Rosenberg等[ 6 ～ 8]的方法 , 大鼠术前12 h 禁食 , 4 h 禁水 , 0.4%

戊巴比妥钠腹腔麻醉(40 mg/kg),必要时乙醚补充麻醉 ,保证手

术操作期间大鼠有自主呼吸 ,俯卧固定于江湾型动物头颅立体

定位仪上 ,头皮丁字型切开 , 取前囟为原点 , 向右 3 mm , 向后 1

mm ,深度 5 mm 为注射点(尾状核), 骨钻钻开颅骨 ,进针后脑出

血组缓慢注射Ⅳ型胶原酶/肝素/生理盐水溶液 2.0 μl(1μl含

Ⅳ型胶原酶 0.2 U及肝素 2 U), 对照组(control)仅注射同样体

积的生理盐水。留针 2 min , 缓慢退针 , 骨蜡封闭颅骨钻孔。 缝

合皮肤。术中大鼠肛温保持在 36.5 ～ 37.5 ℃。
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1.1.3　病理切片制作　　术后在相应时相点过量乙醚麻醉动

物 ,迅速开胸暴露心脏 , 从左心室插管至主动脉根部 , 在右心耳

剪开一小口做出口。4 ℃生理盐水 100 ml快速灌注 , 之后稍减

慢灌注速度冲洗至流出液清亮 , 换 4%多聚甲醛 100 ml快速灌

注 ,之后稍减慢灌注速度继续固定 , 灌注约 30 min 至动物四肢

变硬。断头取脑 , 以注射针道为中心做冠状切片 , 厚度约 5

mm。部分标本按常规程序制成厚度 5 μm 的石蜡切片 , 部分标

本在恒冷冰冻切片机下制成厚度 30μm 的冰冻切片。

1.2　染色
　　TUNEL染色按 Roche公司试剂盒的步骤完成;bcl-2 的免疫

组化和原位杂交按武汉博士德公司试剂盒的要求完成。

1.3　图像分析
　　光学显微镜下 , DAB 染色阳性细胞呈棕黄色或褐色 , 利用

Tiger 920 图像分析仪 , 随机观察阳性细胞数。

1.4　统计学方法
　　计量资料以 x±s表示 , 采用SPSS 10.0 统计软件进行重复

测量方差分析及均数间多重比较。

2　结果

2.1　TUNEL改变
　　正常脑组织及对照组中各视野偶见 TUNEL阳性细胞。

　　脑出血组:6～ 12 h ,针道周围有渗血及组织结构破坏 ,针道

周边有 TUNEL 阳性细胞;24 h ～ 3 d , 针道周边 、血肿周围有

TUNEL阳性细胞(图 1);出血侧及出血对侧的扣带皮质和额皮

质区可见到TUNEL阳性细胞 , 且3 d出现 TUNEL阳性细胞的范

围较24 h增宽;7 d 时 ,血肿周围及同侧扣带皮质内局限范围里

可见到少量 TUNEL阳性细胞。

图 1　胶原酶注射后 24 h ,血肿旁见较多 TUNEL阳性细胞表达 ,胞

核呈棕褐色　(TUNEL×400)

Fig 1　Lots of TUNEL(+)cells with brownish-stained nuclei around

the hematoma at 24 h after injection of collagenase　(TUNEL

×400)

　　对上述阳性细胞数进行图像分析 ,结果见表1。

表 1　脑出血后各时相点 TUNEL阳性细胞数量(n=6 ,  x±s)

Tab 1　Quantity of TUNEL(+)cells at different time after

intracerebral hemorrhage(n=6 ,  x±s)

Group 6 h 12 h 24 h 3 d 7 d

ICH 31.7±4.18＊＊ 110.3±12.16＊＊238.0±18.58＊＊264.7±23.35＊＊# 60.5±9.54＊＊

Control 4.7±1.37 5.0±1.26 4.0±0.89 4.5±1.05 4.0±0.89

＊＊:P<0.01 , vs control;#:P<0.05 , vs 24 h

2.2　bcl-2的 mRNA及蛋白表达改变

　　对照组各视野可见到 bcl-2的 mRNA的染色阳性细胞。

　　原位杂交显示 bcl-2 的 mRNA量:脑出血后 6 h , 见极少量

阳性细胞(图 2);12～ 24 h , 针道周边 、血肿周边 、出血侧及出血

对侧的扣带皮质和额皮质区出现阳性细胞 , 12 h 和 24 h 之间比

较无明显差别(P=1.000);脑出血后 3 d 上述区域及腹侧区域

阳性细胞数明显增多;脑出血后 7 d ,上述区域仍可见到阳性细

胞 ,染色强度及数量下降。

图 2　胶原酶注射后 6 h ,血肿周边区见 bcl-2阳性细胞表达降低 ,

胞浆呈棕黄色　(原位杂交×400)

Fig 2　Decreased bcl-2 mRNA(+)cells with brownish stained nuclei

around the hematoma at 6 h after injection of collagenase 　

(ISH×400)

　　对上述阳性细胞数进行图像分析 ,结果见表2。

表 2　脑出血后各时相点 bcl-2原位杂交阳性细胞数量(n=6 ,  x±s )

Tab 2　The quantity of bcl-2 mRNA(+)cells at different time after

intracerebral hemorrhage(n=6,  x±s)

Group 6 h 12 h 24 h 3 d 7 d

ICH 11.7±2.58＊＊ 143.3±12.44 135.8±14.63 257.8±14.55＊＊ 105.5±12.58

Control 118.8±8.28 113.5±7.61 122.1±8.42 120.5±3.94 107.1±5.71

F=31.910 , P=0.000 , ＊＊:P<0.01, vs control

　　免疫组化显示 bcl-2蛋白表达量:脑出血后 6 h , 针道周边 、

血肿周边 、出血侧及出血对侧的扣带皮质和额皮质区出现少量

阳性细胞;12 h 后 , 上述区域及腹侧区域阳性细胞数增多;3 d

阳性细胞数量最多 、染色强度最强 、占据范围最大(图 3)。对照

组各时相点均见较多阳性细胞。

　　对照组各视野可见到 bcl-2的免疫组化的染色阳性细胞。
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图 3　胶原酶注射后 3 d ,血肿周边区见 bcl-2免疫组化阳性细胞表

达增高 ,胞浆呈棕黄色　(DAB×400)

Fig 3　Increased expression of bcl-2 Pro(+) cells with brownish-

stained nuclei around the hematoma at 3 d after injection of

collagenase　(DAB×400)

　　对上述阳性细胞数进行图像分析 ,结果见表3。

表 3　脑出血后各时相点 bcl-2免疫组化阳性细胞数量(n=6,  x±s)

Tab 3　The quantity of bcl-2 protein(+)cells at different time after

intracerebral hemorrhage(n=6 ,  x±s )

Group 6 h 12 h 24 h 3 d 7 d

ICH 10.8±1.94＊＊ 123.7±9.79 130.5±7.71 231.7±12.52＊＊ 103.2±5.71

Control 96.7±7.17 110.0±7.54 107.7±8.55 88.8±7.00 94.2±6.82

F=81.078 , P=0.000 , ＊＊:P<0.01, vs control

3　讨论

　　我们研究中发现 , bcl-2 的表达 ,不管是在 mRNA

水平 ,还是在蛋白水平 ,在脑出血早期即出现下降 。实

验中 ,尾状核注射胶原酶溶液后 6 h ,切片中仅见到血

管周围出现渗血及机械性损伤 ,神经细胞尚无水肿表

现 ,bcl-2的表达已经出现下降。6 ～ 24 h 为血肿的扩

大过程 ,bcl-2的表达始终处于低水平 ,此时 TUNEL 染

色提示细胞凋亡呈上升趋势。24 h至 3 d 后 , bcl-2表

达恢复并逐渐高于对照组 ,与之相伴的是细胞凋亡的

数量逐渐减少。故而 ,我们的研究结果提示:bcl-2基

因的早期表达的降低可能为引发细胞凋亡的重要步

骤 ,bcl-2基因的表达增高可作为抑制凋亡的保护因

子 ,抑制脑出血后的细胞凋亡 。

　　Kingman 等
[ 9 ,10]

的研究认为 ,细胞凋亡与 caspase

的蛋白酶解级联反应密切相关 ,而 caspase-3 的激活是

细胞凋亡的最终共同途径。 caspase 的蛋白酶解级联

反应主要有 2种途径:线粒体依赖途径和凋亡的死亡

受体途径。凋亡的线粒体依赖途径:凋亡因子促使线

粒体释放细胞色素 C ,在 ATP 或 dATP 存在下 ,细胞色

素C 使凋亡蛋白酶活化因子-1(A-paf-1)发生构象改变

而活化 ,从而促使 procaspase-9活化 ,活化的 caspase-9

激活下游的效应酶 caspase-3 ,切割特定的凋亡底物 ,诱

发细胞凋亡 。凋亡的死亡受体途径:其过程是死亡受

体CD95 、TNFR1 、DR3 、DR4或 DR5等经接头蛋白介导 ,

接头蛋白具有死亡效应结构区 ,活化起始酶 caspase-1 、

caspase-6 、caspase-8 、caspase-10 ,活化下游的效应酶 cas-

pase-2 、caspase-3 、caspase-7等 ,诱发凋亡反应。bcl-2家

族中抗凋亡成员的作用机制主要是通过线粒体途径实

现的 ,这类蛋白主要是通过直接作用于类 CED-4 分

子 ,抑制细胞色素C 从线粒体释放 ,从而抑制 caspase-9

的激活 ,抑制 caspase-9 对 caspase-3 的激活 ,阻止凋亡

发生 。而对死亡受体途径无作用。

　　对于某些细胞 , bcl-2基因的表达降低往往是凋亡

发生的第一步 ,也是最重要的环节 。结合我们的研究 ,

发现脑出血后早期存在 bcl-2 的表达降低 ,且 bcl-2的

表达影响细胞凋亡的程度 ,从而证实脑出血后细胞凋

亡与线粒体依赖途径有关 。这和张先花等
[ 11]
的研究

结论一致 。

　　但是 ,什么因素影响了 bcl-2的基因表达 ?其信号

转导过程是怎样的? 以往的众多研究者在这方面做了

大量的工作 。已经证实 ,脑部疾患中多种因素影响细

胞凋亡的发生发展 , 包括自由基[ 12] , 兴奋性氨基

酸[ 13] 、血浆内皮素(ET)[ 14] 、降钙素基因相关肽

(CGRP)
[ 15]
、

　　β-内啡肽[ 16]等。部分因素已经证实和 bcl-2的表

达有关 ,在血管平滑肌细胞凋亡[ 17]的研究中发现一氧

化氮诱导血管平滑肌细胞凋亡可能与抑制 Bcl-2和粘

着斑激酶基因表达有关;缺氧/复氧[ 18]诱导细胞凋亡

与其诱导细胞产生的复杂的生理反应 ,如线粒体细胞

色素 C释放 、活性氧生成及线粒体 Ca
2+
向胞质转移等

密切相关 ,这些生理异常均直接或间接地启动了细胞

凋亡 ,而缺氧/复氧诱导细胞凋亡过程受 bcl-2家族蛋

白 、能量代谢 、缺氧诱导因子以及缺氧反应基因等多因

素的调控 。

　　尽管证实 bcl-2的表达影响细胞凋亡发生 ,但是 ,

如何控制凋亡因子作用后的信号转导过程 ,目前尚无

临床应用的有效方案 ,尚需要进一步研究总结 。
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2　结果

　　由于手术时间受许多客观因素影响 , 很难准确加以对比 ,

但根据对同一手术小组人员所实施的相类似手术的分析 ,新手

术方法确实比传统方法省时 , 平均节约时间约 20 ～ 35 min。 新

手术方法组术后伤口无 1 例感染 , 传统方法组术后伤口感染 4

例(7.84%)。

　　术后腮腺区凹陷畸形[ 2] :新手术方法组 1 级 24 例 , 2 级 15

例 , 3级 4 例。绝大部分为面形正常或轻微畸形(1 级+2 级 39

例 ,占 90.70%), 传统方法组 1级 0 例 , 2级 0 例 , 3级 32 例 , 4 级

17 例 , 5 级 2例 , 绝大部分为轻～ 中度畸形(3 级+4 级 49 例 , 占

96.08%),两组有显著性差异(P<0.01)。

　　Fveys 综合征:新手术方法组 3 例(6.98%),传统方法组 13

例(25.49%),两组有显著差异(P<0.01)。

　　术后面瘫:新手术方法组发生一过性面瘫 11例(25.58%),

传统方法组发生一过性面瘫 15例(29.41%),前者比后者低 , 但

无显著性差异(P<0.05),两组均未发生永久性面瘫。涎瘘:新
手术方法组 4 例(9.30%), 传统组 7 例(13.73%), 前者低但无

显著差异(P>0.05)。

　　肿瘤复发:两组患者经随访 0.5 ～ 5年均无 1 例复发。

3　讨论

　　对腮腺良性肿瘤的手术治疗方法一直以来都是颌面外科
医生不断探索 、总结和改进的课题。单纯肿瘤包膜外切除(剜

出术),因其高的肿瘤复发率已基本被摒弃。传统手术方法虽

然彻底性高但费时 , 手术技巧要求高 , 术后并发症发生率高。

俞光岩等[ 3]应用腮腺区域性切除术治疗腮腺腺淋巴瘤(Warthin

瘤)取得满意效果 。在此基础上 , 毛驰等[ 2] 又提出了一种改良

的腮腺切除术 ,根据肿瘤的位置 , 选择性解剖面神经颈面干而

行腮腺部分切除术。保留腮腺主导管不影响肿瘤的复发且利

于保持腮腺的分泌功能[ 4] 。

　　我们认为 ,鉴于面神经主干 、分支在腮腺组织中的特殊走

行 ,将腮腺由面神经分支为不同的段进行肿瘤定位腮腺部分切

除 ,既形象又便于理解和掌握 、且充分体现面神经分支与腮腺

的解剖关系 ,又符合手术原则 , 且手术适用面更广。因此 ,我们

将这一新手术方法命名为分段式腮腺切除术更加贴切和全面。

　　由临床研究可见 , 新手术方法由于切除范围小 , 寻找面神

经部分外围支省时 、快捷且减少了面神经损伤的危险性 , 传统

手术之所以术后面瘫发生率高同它手术范围大 、解剖面神经分

支多 、面神经解剖段长有关系[ 5] 。与传统手术法相比 , 新手术

方法由于切除组织少 ,腮腺残余暴露组织面小且增加了腮腺咬

肌筋膜的覆盖 ,因此术后面部凹陷畸形 、Fveys 综合征的发生率

明显降低 ,涎瘘的发生率亦较低。新手术切口的设计使之更具

隐蔽性 、美观性。术后伤口加压包扎时间缩短只需 5 d , 更受患

者欢迎 ,而且手术有足够的无瘤安全边界 , 肿瘤复发率极低 , 值

得在临床中应用和推广。

　　这里要特别说明的是 , 腮腺的管型瘤由于范围散在 , 位置

深浅不一 , 与面神经关系复杂 , 难于进行腮腺分段定位及选择

面神经解剖分支 ,因此不适用于本手术法。
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