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细胞焦亡参与脑缺血再灌注损伤的初步研究
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　　［摘　要］　目的：探讨细胞焦亡在脑缺血再灌注后不同时点海马和皮质区的变化，从 ＮＬＲＰ３炎症小体介导
的经典焦亡途径探讨其机制，分析细胞焦亡在脑内不同部位损伤中的作用。方法：ＳＤ大鼠随机分成假手术组
（ｓｈａｍ组）与模型组（ＭＣＡＯ／Ｒ组），模型组又分为脑缺血再灌注６ｈ组（ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组）、１２ｈ组（ＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈ
组）和２４ｈ组（ＭＣＡＯ／Ｒ２４ｈ组）。右侧改良线栓法制备大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型。采用神经功能评分、
２，３，５氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染色法和形态学观察评价神经细胞损伤程度；ＴＵＮＥＬ和ｃａｓｐａｓｅ１免疫荧光双染检
测细胞焦亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１、ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１和白细胞介素１β（ＩＬ１β）蛋白的表达。结
果：脑缺血再灌注后不同时间均出现神经功能损伤，ＴＴＣ染色显示随着再灌注时间的延长，脑梗死体积逐渐增大
（Ｐ＜００５）。海马ＣＡ１区及皮质区出现组织结构疏松，间质水肿，神经细胞排列紊乱，胞核染色加深，细胞核碎裂，
细胞数量减少等细胞死亡的典型形态学特征。免疫荧光双染检测表明，脑缺血再灌注后不同时点均出现细胞焦亡

现象，海马ＣＡ１区和皮质区在再灌注１２ｈ和２４ｈ时最明显（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，ＮＬＲＰ３介导细
胞经典焦亡通路中的 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１和 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β蛋白表达在脑缺血再灌注后均不同程度上
调，ＮＬＲＰ３蛋白在海马区再灌注１２ｈ和２４ｈ表达明显增高（Ｐ＜００５），皮质区再灌注６ｈ表达明显增高（Ｐ＜
００５）；ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１蛋白在海马区再灌注各个时点表达均明显增高（Ｐ＜００５），皮质区再灌注２４ｈ表达明显增高
（Ｐ＜００５）；ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１蛋白在海马区再灌注１２ｈ表达明显增高（Ｐ＜００５），皮质区再灌注２４ｈ表达明显增
高（Ｐ＜００５）；ＩＬ１β蛋白表达在海马区再灌注２４ｈ明显增高（Ｐ＜００５），皮质区再灌注６ｈ表达增高（Ｐ＜００５）。
结论：细胞焦亡参与了脑缺血再灌注后神经细胞损伤，经典焦亡途径在海马和皮质区均发挥重要调控作用，以海马

区尤为明显，提示海马区是脑缺血再灌注后细胞焦亡和炎症反应诱发的继发性神经损伤的主要部位。
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ｓｉｏｎ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ１βｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｔ２４ｈａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
（Ｐ＜００５），ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｃｏｒｔｅｘａｔ６ｈａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（Ｐ＜００５）．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ：Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ｎｅｕｒｏｎａｌｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｔｈｅｃｌａｓｓｉｃｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｈｗａｙｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｉｎｈｉｐ
ｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄｃｏｒｔｅｘ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｓｔｈｅｍａｉｎｐａｒｔｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｎｅｒｖｅｉｍｐａｉｒ
ｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．
　　［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　Ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ；ＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ；Ｃａｓｐａｓｅ１

　　脑缺血再灌注损伤的病理生理机制是一系列复
杂的神经损伤级联反应，神经细胞的死亡贯穿整个

损伤过程。细胞焦亡是近年来发现并证实的一种典

型依赖于炎症反应的程序性细胞死亡方式。经典焦

亡途径依赖于 ｃａｓｐａｓｅ１激活后诱导的炎症反应，内
源性和外源性刺激信号通过不同途径作用于炎症小

体而激活ｃａｓｐａｓｅ１，介导细胞渗透性肿胀破裂，形成
膜孔，胞内物质（如乳酸脱氢酶等）流出，白细胞介素

１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）和 ＩＬ１８前体裂解并诱导
其它炎症因子、黏附分子等的合成和释放，放大局部

和全身炎症反应，诱导细胞焦亡的发生［１３］。炎症小

体的活化是细胞焦亡调控的经典途径，是细胞焦亡

调控的核心环节，核苷酸结合寡聚化结构域样受体

蛋白 ３（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）炎症小体是通过 ｃａｓｐａｓｅ１
与含 ＣＡＲＤ结构域的凋亡相关颗粒样蛋白（ａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＣＡＲＤ，
ＡＳＣ）等相互作用而构成的蛋白复合体，可诱导细胞
焦亡的发生［４５］。ＮＬＲＰ３炎症小体同样作为脑缺血
后中枢神经系统无菌性炎症反应的始动因子，在中

枢神经系统中诱导细胞焦亡和炎症反应，导致神经

细胞的损伤，在中枢神经系统细胞焦亡中发挥关键

作用［６７］。在脑缺血再灌注中，细胞焦亡及其调控机

制与神经系统损伤有何种关系还不清楚，因此，本文

研究脑缺血再灌注后不同时间点海马和皮质区细胞

焦亡的变化特点，以进一步明确神经细胞焦亡在脑

缺血再灌注损伤发生发展中的意义。

材　料　和　方　法

１　动物
ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠８０只，体重２４０～２６０ｇ，由

湖南维通利华实验动物有限公司提供，动物合格证

号为ＳＣＸＫ（湘）２００９０００４。饲养于 ＳＰＦ级动物实验
室，湿度 ４５％、室温２５℃。动物实验经湖南中医药
大学伦理委员会批准。

２　主要试剂和仪器
兔抗鼠 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β和 ＮＬＲＰ３多克

隆抗体及ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４标记的山羊抗兔 ＩｇＧ购自
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ；兔抗鼠 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１单克隆抗体购自
Ａｂｃａｍ；兔抗鼠 βａｃｔｉｎ单克隆抗体购自北京中杉金
桥；ＴＵＮＥＬ荧光试剂盒购自凯基生物；辣根过氧化物
酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ和 ＨＲＰ标记的山羊抗兔
ＩｇＧ购自北京中杉金桥；ＴＴＣ购自 Ｓｉｇｍａ。ＣＭ１８５恒
冷箱冰冻切片机购自 Ｌｅｉｃａ；荧光显微镜购自 Ｃａｒｌ
Ｚｅｉｓｓ；ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ高灵敏度化学发光成像系统购
自ＢｉｏＲａｄ。
３　方法
３．１　动物分组及造模　参照 Ｌｏｎｇａ等［８］报道的方

法进行改良建立右侧大脑中动脉阻塞局灶性脑缺血

再灌注（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎａｎｄｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ／Ｒ）模型。脑缺血２ｈ后拨出线栓恢复血
流实现再灌注。分别在脑缺血再灌注后的３个时点
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（６ｈ、１２ｈ和２４ｈ）麻醉处死动物检测。假手术组仅
手术分离颈总动脉，不放线栓。

将８０只大鼠随机分成假手术组（ｓｈａｍ组）和模
型组（ＭＣＡＯ／Ｒ组），模型组按脑缺血再灌注后不同
时间再分成脑缺血再灌注６ｈ组（ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组）、
脑缺血再灌注１２ｈ组（ＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈ组）和脑缺血再
灌注２４ｈ组（ＭＣＡＯ／Ｒ２４ｈ组），每组各２０只。
３．２　神经功能评分　根据 Ｌｏｎｇａ５级４分法对各个
时点大鼠进行神经功能评分，模型纳入标准为神经

功能评分１～３分，模型剔除标准为神经功能评分为
０分或４分。
３．３　脑梗死体积的测定　采用 ＴＴＣ染色法测定。
大鼠处死后取完整脑组织，去除小脑和脑干，将脑组

织置于冰生理盐水中置 －２０℃冷冻２０ｍｉｎ，取出后
放入专用脑槽切片模具中，按２ｍｍ的厚度沿冠状位
切片，将脑组织切片放入２％ ＴＴＣ液中，３７℃温育
１５ｍｉｎ，使脑片均匀染色。染色后取出脑片浸入４％
多聚甲醛中固定过夜，固定好的脑片取出晾干按顺

序拍照。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析软件测定各脑
片的缺血区（呈白色）面积，并根据脑片厚度计算缺

血区体积。

３．４　脑组织病理形态观察　采用ＨＥ染色观察海马
及皮质区形态特征。将脑组织置于４％多聚甲醛中
固定４８ｈ，在全自动脱水机上进行组织脱水，石蜡包
埋。连续切取５μｍ厚冠状切片，梯度乙醇脱水，二
甲苯透明后封片观察。在显微镜下观察海马及皮质

区神经细胞形态，以判断神经细胞损伤程度。

３．５　神经细胞焦亡的测定　采用 ｃａｓｐａｓｅ１和
ＴＵＮＥＬ免疫荧光双染法检测大鼠海马及皮质区神经
细胞焦亡。大鼠先用生理盐水灌注，待肝脏颜色变

浅后，经心脏灌注４％多聚甲醛磷酸缓冲液２５０ｍＬ
固定，取脑组织作冰冻切片，按顺序滴加５０μＬＴｄＴ
酶反应液（４５μＬｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ加１０μＬｂｉｏｔｉｎ
１１ｄＵＴＰ和 ４０μＬＴｄＴｅｎｚｙｍｅ）和 ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＦＩＴＣ
标记工作液，孵育 Ｉ抗（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１：１∶５０），
４℃过夜，孵育 ＩＩ抗（抗兔ＩｇＧ标记荧光抗体：
１∶１００），ＤＡＰＩ工作液３７℃染核，暗室中甘油封片。
荧光显微镜下取海马及皮质区观察拍照。Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１荧光呈红色，胞浆和胞核均有表达；ＴＵＮＥＬ
的荧光呈绿色，在胞核中表达；蓝色荧光为同视野下

的细胞核。选取海马 ＣＡ１区及皮质区同一部位，计
数细胞共表达率（３色重叠细胞／蓝色荧光细胞）作
为阳性细胞，计算细胞焦亡阳性细胞率。

３．６　ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１、ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１和 ＩＬ
１β蛋白表达的测定　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马及
皮质区 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１、ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１和

ＩＬ１β蛋白表达。分别分离海马及皮质区，加蛋白裂
解液提取脑组织总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取
５０μｇ蛋白样品煮沸变性，行ＳＤＳＰＡＧＥ，转膜，５％的
脱脂奶粉３７℃ 封闭１ｈ。加入稀释的 Ｉ抗（ＮＬＲＰ３：
１∶３００；ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１：１∶５００；ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１：１∶１００
和ＩＬ１β：１∶２００）及抗βａｃｔｉｎ的Ｉ抗（１∶１００），４℃孵
育过夜。次日用 ＴＢＳＴ漂洗膜３次，将膜放入已用封
闭液稀释的 ＩＩ抗中，室温孵育１ｈ。洗涤后 ＥＣＬ显
影，凝胶成像仪照相，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件测定各目的条
带的吸光度（ＩＡ值），分别以 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ
１、ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β的ＩＡ与 βａｃｔｉｎ的ＩＡ的比值对
目的蛋白的表达进行相对定量。

４　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２４０统计软件进行统计学处理。所
有数据均用均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。各组
计量资料比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用 ＳＮＫｑ检验。以 Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　脑缺血再灌注后不同时点脑梗死体积的变化
　　假手术组未见白色的梗死灶。脑缺血再灌注后
大脑皮质出现梗死区，ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组、１２ｈ组和２４
ｈ组的梗死体积显著大于假手术组（Ｐ＜０．０５），且随
着再灌注时间的增加，梗死体积进一步增加，与

ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组比较，ＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈ组和２４ｈ组的
脑梗死体积显著增大（Ｐ＜００５），见图１。
２　脑缺血再灌注后不同时点海马 ＣＡ１区和皮质区
神经细胞病理形态学的变化

　　ＨＥ染色显示，假手术组大鼠海马区及皮质区神
经细胞呈圆形或锥体形，排列整齐致密，胞核饱满，

核仁明显，边界清晰；脑缺血再灌注后，脑组织结构

疏松，间质水肿，神经细胞肿胀，排列紊乱，细胞核固

缩，碎裂，神经细胞数量明显减少，呈细胞死亡的典

型特征，尤其在 ＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈ组和 ２４ｈ组变化显
著，见图２。
３　脑缺血再灌注后不同时点海马 ＣＡ１区和皮质区
神经细胞焦亡的变化

　　以 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１（呈红色）和 ＴＵＮＥＬ（呈绿
色）的共表达计数细胞共表达率（３色重叠细胞／蓝
色荧光细胞）反映细胞焦亡。假手术组可见少量的

共表达焦亡细胞。脑缺血再灌注后，海马 ＣＡ１区和
皮质区焦亡细胞显著多于假手术组（Ｐ＜００５）。随
着再灌注时间的延长，焦亡细胞率增加，其中，在海

马ＣＡ１区和皮质区，ＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈ组和ＭＣＡＯ／Ｒ２４
ｈ组的焦亡细胞率大于ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组（Ｐ＜００５），
见图３。
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Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．
Ｐ＜００５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＣＡＯ／Ｒ６ｈｇｒｏｕｐ．

图１　脑缺血再灌注后不同时点脑梗死体积的变化

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ａｎｄｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．

图２　脑缺血再灌注后不同时点海马ＣＡ１区和皮质区神经细胞的病理形态学变化
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Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ａｎｄｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＣＡＯ／Ｒ６ｈｇｒｏｕｐ．

图３　脑缺血再灌注后不同时点海马ＣＡ１区和皮质区神经细胞焦亡的比较
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４　脑缺血再灌注后不同时点海马和皮质区 ＮＬ
ＲＰ３、ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１及ＩＬ１β蛋白
表达的变化

脑缺血再灌注后，脑组织 ＮＬＲＰ３蛋白表达显著
高于假手术组。在海马区，随着再灌注时间的延长，

ＮＬＲＰ３蛋白表达不断增加，ＭＣＡＯ／Ｒ２４ｈ组的表达

水平最高，ＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈ组和 ＭＣＡＯ／Ｒ２４ｈ组的
ＮＬＲＰ３蛋白表达显著高于 ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组（Ｐ＜
００５）；在皮质区，模型组各时点的 ＮＬＲＰ３蛋白表达
显著高于假手术组（Ｐ＜００５），以ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组的
表达水平最高，随后 ＮＬＲＰ３蛋白表达缓慢下降，见
图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＬＲＰ３，ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１ａｎｄＩＬ１βｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓＣＡ１ａｎｄｃｏｒｔｉｃａｌａｒｅａｓ
ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ
ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈｇｒｏｕｐ．

图４　脑缺血再灌注后不同时点海马ＣＡ１区和皮质区ＮＬＲＰ３、ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１及ＩＬ１β蛋白表达的比较
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　　脑缺血再灌注后，脑组织 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１的蛋白
表达显著增加。在海马区，模型组各时点的 ｐｒｏ
ｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达显著高于假手术组（Ｐ＜００５）。
在皮质区，ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组和１２ｈ组的ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１
蛋白表达无显著增加（Ｐ＞００５），而 ＭＣＡＯ／Ｒ２４ｈ
组的ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达显著增高（Ｐ＜００５），见
图４。

脑缺血再灌注后，脑组织的 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１蛋
白表达显著增加。在海马区，模型组各时点 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１蛋白的表达增高（Ｐ＜００５），以 ＭＣＡＯ／Ｒ
１２ｈ组的增高最显著（Ｐ＜００５）。在皮质区，在皮质
区，ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组和 ＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈ组的 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达无明显增高（Ｐ＞００５），而
ＭＣＡＯ／Ｒ２４ｈ组的 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达明显
增高（Ｐ＜００５），见图４。

脑缺血再灌注后，脑组织ＩＬ１β蛋白表达显著增
加。在海马区，ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组和１２ｈ组的ＩＬ１β蛋
白表达无显著变化，而 ＭＣＡＯ／Ｒ２４ｈ组的 ＩＬ１β蛋
白表达水平显著增高（Ｐ＜００５）。在皮质区，
ＭＣＡＯ／Ｒ６ｈ组的ＩＬ１β蛋白表达增高（Ｐ＜００５），
随着再灌注时间延长，ＩＬ１β蛋白表达逐渐下降，见
图４。

讨　　论

细胞焦亡是一种典型依赖于炎症的程序性细胞

死亡方式，其经典焦亡途径依赖于 ｃａｓｐａｓｅ１介导。
当机体遭受有害刺激时，胞浆内炎症体的形成，使无

活性的 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１裂解形成有活性的 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１可以诱导细胞膜穿孔使
细胞溶解、死亡，胞内物质外释引起炎症反应；同时

促进白介素１β和白介素１８等促炎症细胞因子的成
熟分泌，导致细胞焦亡发生［９１０］。

研究表明，细胞焦亡现象广泛存在于炎症类疾

病的发生发展中［１１１３］，其中 ｃａｓｐａｓｅ１介导的经典焦
亡途径在帕金森症、阿尔兹海默症、亨廷顿舞蹈症及

神经炎伴退行性神经功能缺损等神经系统疾病的发

生发展中发挥重要的作用［１４１６］。Ｃａｓｐａｓｅ１的表达在
缺血后神经元、星形胶质细胞以及小胶质细胞显著

增加，阻断 ｃａｓｐａｓｅ１的表达能减轻脑缺血后神经损
伤［１７］。Ｃａｓｐａｓｅ１的激活由一系列能形成炎症小体
的模式识别受体触发，ＮＬＲＰ３作为固有免疫重要的
模式识别受体参与了缺血后的炎症损伤，ＮＬＲＰ３炎
症小体既能识别各类外源性病原体，又能感知自身

内源性危险信号（如缺血再灌注损伤），衔接天然免

疫与获得性免疫反应，是炎症级联反应的关键分子

通路。Ｆａｎｎ等［７］通过体内外研究均发现脑缺血缺氧

后 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ及 ｃａｓｐａｓｅ１等蛋白表达增加，ＮＬ
ＲＰ３炎症小体激活，ＩＬ１β和 ＩＬ１８分泌增多，而
ｃａｓｐａｓｅ１抑制剂可抑制神经元死亡，减轻缺血再灌
注损伤。这些研究均证实经典细胞焦亡的相关调控

因子参与了缺血性脑损伤，细胞焦亡可能是脑卒中

干预的潜在靶点。然而，目前研究仍存在许多问题，

如细胞焦亡的检测方法、细胞焦亡在脑缺血再灌注

损伤过程中动态演变及分布特点仍需进一步明确。

脑组织中大脑皮质及海马区是对缺血缺氧损害

敏感的区域。本文研究了脑缺血再灌注后不同时间

细胞焦亡在海马及皮质区的变化特点，并从 ＮＬＲＰ３
介导的经典焦亡途径探究其机制。细胞焦亡在形态

学上同时具有坏死和凋亡的特征。与细胞凋亡相似

的是，发生焦亡的细胞同样会出现细胞核浓缩、染色

质ＤＮＡ断裂以及 ＴＵＮＥＬ染色阳性。细胞焦亡与细
胞凋亡均属于细胞程序性死亡方式，但是焦亡并不

由传统的凋亡分子 ｃａｓｐａｓｅ３介导，而是由 ｃａｓｐａｓｅ１
介导。因此，本研究采用ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１和ＴＵＮＥＬ
免疫荧光双染检测细胞焦亡，同一细胞 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１染色和 ＴＵＮＥＬ染色双阳性可判断为细胞
焦亡。焦亡检测结果表明：脑缺血再灌注后海马及

皮质区均出现细胞焦亡现象，尤以 ＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈ和
２４ｈ最明显。这一作用与神经损伤的变化基本一
致，证实了细胞焦亡参与了脑缺血再灌注后神经细

胞损伤。ＮＬＲＰ３介导的经典焦亡途径相关蛋白检测
结果表明，ＮＬＲＰ３和 ＩＬ１β蛋白表达在海马区和皮
质区的变化趋势不同，随着再灌注时间延长，ＮＬＲＰ３
和ＩＬ１β蛋白表达在海马区逐渐上升，而在皮质区表
达先升高再逐渐下降，推测经典焦亡途径激活部位

的皮质区先于海马区。Ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达在海马区 ３个时点均升高，以
ＭＣＡＯ／Ｒ１２ｈ表达显著，而皮质区只在ＭＣＡＯ／Ｒ２４
ｈ表达显著，说明脑缺血再灌注损伤后 ＮＬＲＰ３／
ｃａｓｐａｓｅ１焦亡轴激活部位主要在海马区。本研究证
实细胞焦亡参与了缺血性神经损伤，经典焦亡途径

在海马和皮质区均发挥重要调控作用，皮质区对ＮＬ
ＲＰ３／ｃａｓｐａｓｅ１焦亡轴的激活最敏感，而海马区对
ＮＬＲＰ３／ｃａｓｐａｓｅ１焦亡轴的激活持续时间比皮质区
长。提示海马区是脑缺血后神经细胞焦亡和炎症反

应诱发的继发性神经损伤的主要部位，但以何种途

径激活经典细胞焦亡参与脑缺血再灌注神经损伤仍

需进一步探讨。
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