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兔脊髓缺血再灌注损伤后线粒体凋亡途径的变化

及灯盏细辛预处理的干预作用
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目的：探讨兔脊髓缺血再灌注损伤后线粒体凋亡途径机制及灯盏细辛(Herba Erigerontis Breviscapi)注射

液预处理的干预作用。

方法：日本大耳白兔60只随机分为假手术组、缺血组、再灌注组(1、6、24、48 h)和灯盏细辛组(1、6、24、

48 h)。采用腹主动脉阻断法复制兔脊髓缺血再灌注损伤模型，缺血组缺血50 min，再灌注组缺血50 rain后

分别再灌注1、6、24、48 h。灯盏细辛组在缺血前30 min应用灯盏细辛9 mg／kg。用流式细胞仪检测细胞凋

亡率，用酶联免疫吸附测定法检测脊髓神经细胞细胞质及血清的半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶9

(caspase一9)和凋亡诱导因子(apoptosis—inducing factor，AIF)的含量。

结果：与假手术组和缺血组比较，再灌注组脊髓细胞凋亡率和细胞质中AIF和caspase一9含量增加，血清

AIF和caspase-9含量于再灌注l h和6 h下降，但于24 h和48 h升高。与缺血再灌注组比较，灯盏细辛可

以降低脊髓细胞的凋亡率及血清和脊髓神经细胞细胞质中AIF与caspasc一9的含量。

结论：脊髓缺血再灌注后神经细胞的凋亡与线粒体途径有关，灯盏细辛可通过此途径抑制脊髓神经细胞

凋亡。
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objective：To investigate the mechanisms of mitochond rial apoptosis in spinal cord ischemia—reperfusion inju ry
and the effects of Herba Erigerontis Breviscapi Injection preconditioning intervention．

Methods：Sixty Japanese rabbits were divided into sham—operated group，ischemia group，ischemia—

reperfusion g roup(1，6，24 and 48 h)。and Herba Erigerontis Breviscapi Injection g roup(1，6，24 and 48 h)．
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Clamping the abdominaI aorta was used to construct the rabbit model of spinaI cord ischemia．reperfusion

injury．The rabbits in the ischemia—reperfusion group and the Herba Erigerontis Breviscapi Injection g roup
underwent reperfusion for l，6，24，48 h respective JY after fifty—minute ischemia．The rabbits in the Herba

Erigerontis Breviscapi Injection group were administered with Herba Erigerontis Breviscapi Injection at

9 mg／kg 30 minutes before ischemia．Rate Of apoptotic celIs was measured by flow cytometry：contents Of

caspase-9 and apoptosis-inducing factor(AIF)in cytoplasm and serum were measured by enzyme—Iinked
immunosorbent assay．

Results：Compared with lhe sham—operated g roup and the ischemia g roup。the rates Of apoptotic ce||s。the

contents Of caspase一9 and AIF in cytoplasm were inc reased al aIJ time points after reperfusIon．and the

contents Of caspase一9 and AIF in serum were decreased after 1 h and 6 h reperfusion．and Increased after

24 h and 48 h reperfusion in lhe ischemia—reperfusion group．Herba Erigerontis Breviscapi Injection
intervention could decrease the rate Of apoptotic cellS and the contents ot caspase一9 and AIF in cytoplasm and

serum as compared With those in the ischemia—reperfusion group。and the effects appeared after 1 h

reperfusion．

Conclusion：The apoptosis of nerve cells after spinal cord ischemia—reperfusion iS related to the mitochondriaI

pathways．Herba Erigerontis Breviscapi Inlection can inhibit nerve ceI apoptosiS by decreasing lhe contents

of caspase一9 and AlF in cytoplasm and serum．

Keywords：mitochondria；Herba Erigerontis Breviscapi Injection；apoptosis；ischemia—reperfusion inju ry；
rabbits

许多研究表明，脊髓缺血再灌注损伤与神经细

胞凋亡有关[1]。细胞凋亡途径有死亡受体通路、线

粒体通路和内质网通路r1|，三条通路问相互联系，其

中线粒体途径在缺血再灌注损伤方面起关键作

用L2]。线粒体在缺血再灌注后释放多种促凋亡蛋

白，包括酶依赖性和非酶依赖性促凋亡蛋白r3,4]。

局部缺血再灌注可影响到远隔脏器的功能，并且局

部器官预处理对远隔器官有保护作用[5。7]。我们推

测，脊髓缺血再灌注可引起局部和全身线粒体蛋白

的变化。灯盏细辛是我国传统中药，有效成分为野

黄芩苷和总咖啡酸酯，具有提高血脑屏障通透性，改

善微循环，对抗垂体后叶素，抗凋亡等多种功效。我

们于兔缺血前全身应用灯盏细辛来观察脊髓缺血再

灌注损伤神经细胞凋亡的变化情况。

1材料与方法

1．1 动物及分组 成年日本大耳白兔60只(西安

交通大学医学院实验动物中心提供)，体质量2．5～

3．0 kg，雌雄不限。将动物随机分为4组：假手术

组，只暴露腹主动脉不阻断血流；缺血组，阻断腹主

动脉50 rain；缺血再灌注组，阻断腹主动脉50 min

后分别再灌注，根据冉灌注时间不同，又分为再灌注

1、6、24、48 h 4个亚组；治疗组，在缺血前30 min耳

缘静脉滴注灯盏细辛9 mg／kg，然后分别行缺血再

灌注，根据再灌注时间不同，又分为再灌注l、6、24、

48 h 4个亚组。

1．2主要仪器及试剂 流式细胞仪、单细胞悬液制

备仪(美国Becton Dickinson公司)，酶标仪(美国

Amersham Biosciences公司)。灯盏细辛注射液

(45 mg／支，每支含野黄芩苷5 mg，总咖啡酸酯

25 mg，其他成分15 mg，批准文号为国药准字

Z53021569，云南生物谷灯盏花药业有限公司)，凋亡

诱导因子(apoptosis-inducing factor，AIF)酶联免疫吸

附测定(enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA)

试剂盒(QRCT-3013300132211EIA／UTI。，美国ADL

公司)，半胱氨酸蛋白酶9(caspase-9)El。ISA检测试剂

盒(QRCT-301330122011EIA／UTL，美国ADL公

司)，Annexin V／异硫氰酸荧光素(fluorescein isothio—

cyanate，FITC)凋亡检测试剂盒(LHK601—100，北京市

晶美基因谷科技有限公司)。

1．3模型制备 采用Zivin等L83的方法(腹主动脉

阻断)制作兔脊髓梗死模型。用10％水合氯醛

2 mL／kg耳缘静脉麻醉，腹部剃毛仰卧固定于手术

台上。常规消毒，腹部正中偏左2 cm纵行切开，寻

找并分离腹主动脉，于左肾动脉下用动脉夹夹闭腹

主动脉，夹闭前耳缘静脉注入肝素1 mg／kg，缝合切

口，50 min后重新打开切口，松开动脉夹，进行再灌

注，再次缝合切口并肌肉注射头孢唑啉钠O．2 g／kg。

假手术组在分离腹主动脉时因出血死亡1只，其余

59只均纳入实验。

1．4检测指标

1．4．1 流式细胞仪检测细胞凋亡将兔麻醉，在腰

椎用咬骨钳咬开椎管．小心分离腰骶段脊髓，取出腰

骶段脊髓，剥去表面脊膜和血管，立即放入4℃

PBS液中，将组织用细胞悬液制备仪制成匀浆，在

300目尼龙网上过滤，用PBS洗细胞两次，调整细胞

浓度为1×106／mL。取0．5 mL细胞匀浆，按照凋

亡检测试剂盒操作说明将细胞染色，上流式细胞仪
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测试。测试结果用Cell Quest软件进行分析。流式

细胞仪检测输出图中右上方为坏死细胞，右下方为

早期凋亡细胞，左下方为正常细胞。

1．4．2 EI。lsA法检测AIF和caspase一9含量 将

上述细胞悬液部分在超声破碎仪上把细胞于冰块中

降温破碎，用差速离心(1 500×g，10 min和

20 000×g，10 min)除去细胞碎片和线粒体，得到

细胞质液；兔心脏采血3 mI。，室温下放置2 h后于

1 000×g离心10 min取上清。所得标本置于4℃

冰箱待测。用El。ISA法分别检测样本中AIF和

caspase-9含量。严格按照说明书操作步骤进行，于

酶标仪上选择450 nm波长检测各孑L的光密度(op—

tical density，OD)值。用CurveExpert 1．3分析软

件，以OD值为纵坐标，标准品浓度为横坐标绘制标

准曲线，根据样本的0I)值在标准曲线上读出样本

中所测物质的量。

1．5 统计学方法 采用SPSS 13．0软件进行统计

学分析，所有数据用j±S表示，检验采用析因设计

的方差分析；脊髓神经细胞凋亡的结果用构成比

(％)表示，检验水准a一0．05。

2 结 果

2．1 细胞凋亡情况与假手术组比较，缺血组正常

细胞百分比明显降低(P<o．05)。再灌注组正常

细胞百分比随冉灌注时间延长逐渐降低，与缺血组

比较差异有统计学意义(P<o．05)；细胞凋亡率明

显增加，以再灌注24 h最高。灯盏细辛组正常细胞

百分比于缺血再灌注后较缺血再灌注组增加(P<

0．05)，细胞凋亡率减少(P<0．05)。见图1和

表1。

图l 流式细胞仪检测脊髓神经细胞的凋亡情况

Figure 1 Rates of apoptosis of nerve ceils in spinal cord me嬲ured by flow eytometry

A：Sham—operated group；B：lsehemia group；C：Ischemia—reperfusion group，1 h reperfusion；D：Ischemia—reperfusion group·6 h reperfu—

sion；E：Ischemia—reperfusion group，24 h reperfusion；F：Ischemia—reperfusion group，48 h reperfusion；G：Herba Erigerontis Breviscapi In—

jection group·l h reperfusion I H：Herba Erigerontis Breviscapi Injection group，6 h reperfusion；I：Herba Erigerontis Breviscapi Injection

group，24 h reperfusion；J：Herba Erigerontis Breviscapi Injection group，48 h reperfusion．
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Sham—operated

Ischemia

lsehemia—reperfusion

Herba Erigerontis Breviscapi Injection

50 min

l h

6 h

24 h

48 h

1 h

6 h

24 h

48 h

81．72±1．5l

48．60±1．92+

38．53±2．18’△

23．41±1．64’△

14．97士0．53‘△

32．87±1．18’A

45．38士0．96A

30．50±0．74▲

27．89±1．85A

46．67±1．30"

17．24±1．30

42．82±L 44。

57．34±1．95’A

70．52±L 93。△

81．03±0．47。△

64．04±L 69‘△

45．85±1．14▲

65．32±1．44▲

64．33±0．50A

41．47 t1．1 9▲

P<O．05，％sham—operated group s厶P<O．05．w ischemia group；▲P<O．05．”ischemia—reperfusion group

2．2 细胞质和血清中AIF与caspase一9水平 缺

血组细胞质中AIF和caspase一9水平与假手术组比

较，差异无统计学意义。再灌注后，缺血再灌注组细

胞质中AIF和caspase-9水平升高，于再灌注6 h后

达最高。灯盏细辛组与再灌注组相比，再灌注后细

胞质AIF和caspase-9水平下降，6、24和48 h时比

较，差异有统计学意义(P<o．05)。再灌注组血清

中AIF和caspase-9水平于再灌注1 h和6 h较缺

血组下降(P<O．05)，于再灌注24 h明显升高，于

48 h时下降。与再灌注组相比，灯盏细辛组血清中

AIF和caspase-9水平下降(P<0．05)，分别在24

及48 h下降幅度最为明显。见表2。

表2脊髓细胞质和血清中AIF与caspase-9的含量

Table 2 Contents of AIF and caspase-9 in cytoplasm of spinal cord and serum

(j±5)

’P<0．05，w sham—operated group；厶尸<O．05，∞ischemia group；▲P<O．05。∞ischemia—reperfusion group

3讨论

脊髓缺血到一定程度和时间后可导致神经细胞

损伤，在一定条件下恢复血供后有加重损伤的倾向，

有时还相当严重，这种再灌注损伤与神经细胞凋亡

有关。

线粒体是凋亡的枢纽，细胞受到凋亡信号的刺

激后，线粒体即做出反应，线粒体膜电位降低，发生

去极化，致通透性转换通道开放，线粒体膜通透性增

大，通过释放膜间蛋白[有的是caspase依赖性的，

如细胞色素C(cytochrome C，CytC)，第2种线粒

体来源的激活剂／低等电点lAP直接结合蛋白(sec—

ond mitochondria—derived activator of caspases／

direct IAP—binding protein with low PI，Smac／

DIABI。0)；有的足非caspase依赖性的，如AIF、核

酸内切酶G(endonuclease G，EndoG)；有的兼有

caspase依赖和非依赖性，如丝氨酸蛋白酶(OMI／

HtrA2)]诱导凋亡的发生。CytC和Smac／DIABId9]

通过激活caspase一9进而激活caspase-3，最后通过

DNA的降解导致凋亡，AIF和EndoG则直接进入

细胞核导致凋亡，而oMI／HtrA2通过caspase依赖

和非caspase依赖双重途径诱导凋亡。
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CytC释放到细胞质后与凋亡蛋白酶激活因子

1(apoptotic protease activating factor-1，Apaf一1)的

羧基端结合，Apaf一1通过其氨基端和前半胱氨酸蛋

白酶9(procaspase--9)的功能前区结合，从而形成凋

亡复合体，酶解并激活caspase一3，进而启动caspase

级联反应，导致凋亡[9]。可见，caspase一9是介导线

粒体途径的关键酶。在CytC／Apaf一1介导的线粒

体途径中，X染色体连锁的凋亡抑制蛋白(X—linked

inhibitor of apoptosis，XIAP)通过其杆状病毒IAP

重复序列3(baculovirus lAP repeat 3，BIR3)结构

域参与caspase-9酶原激活的抑制，而Smac／

DIABLO稳定地与XIAP的BIR2、BIR3作用，即解

除了XIAP对caspase一9的抑制效应，促进了

caspase一9的激活及以后的caspase-3激活和凋

亡[10|。AIF锚定于线粒体内膜，在凋亡诱导因素刺

激下，多聚腺苷二磷酸一核糖聚合酶1过度激活能引

起线粒体损伤和AIF的释放[11|，AIF从线粒体释放

并转位于细胞核，作为DNA内切酶与EndoG协同

诱发染色质凝集和DNA断裂，引起不依赖caspase

的细胞凋亡[1引。OMI／HtrA2由线粒体释放入细胞

质后可通过两种机制促进凋亡Ds]：其一，通过其氨

基端的reaper样基序与XIAP的BIR2、BIR3结构

域结合并将其催化裂解，从而解除XIAP对

caspase一3、-7、-9的抑制，促进凋亡发生；其二，通过

其自身的丝氨酸蛋白水解酶途径促凋亡。

本实验发现，缺血后神经细胞凋亡率有所增加，

再灌注后尤甚。缺血后血清中AIF和caspase一9亦

增加，再灌注后l h即见其量较缺血组有所减少而

后继续增加，24 h后有一高峰。缺血后细胞质中

AIF和caspase一9变化不大，再灌注后增加，6 h达

高峰，且凋亡率与AIF和caspase一9的变化有时间

相关性。说明脊髓缺血再灌注与线粒体凋亡途径有

一定的关系且至少持续48 h。

目前，缺血再灌注损伤凋亡的机制，预处理保护

的机制，远距离脏器在缺血再灌注损伤中的联系，神

经细胞的保护和再生等等我们仍知之甚少，在实际

应用中对神经细胞的再灌注损伤尚无特效治疗，甲

基强的松龙有保护作用，但其冲击疗法副作用较大。

灯盏细辛是含有多种有效成分的中药，其主要活性

成分是野黄芩苷和总咖啡酸酯，它可以改善神经组

织的缺血缺氧状况和再灌注带来的损伤，对缺血再

灌注损伤有保护作用[14,153。本实验亦发现缺血前

应用灯盏细辛可以减少细胞凋亡率，1 h内即起作

用，也可以减少细胞质中和血清中AIF和caspase一9

的量，在6 h内就有作用。说明灯盏细辛可通过抑

制其线粒体途径来抑制凋亡。

总之，脊髓缺血再灌注损伤与神经细胞凋亡的

线粒体途径有关，受酶依赖途径和非酶依赖途径共

同作用，这种作用可引起全身和局部的变化。灯盏

细辛通过减少AIF和caspase-9的浓度而起到对脊

髓的保护作用。
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