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　　摘要:以 60只 Wistar大鼠制作马钱子中毒模型 , 应用免

疫组织化学方法研究大鼠肾小管上皮细胞中毒后 Bcl-2与

Caspase-3蛋白表达的变化规律。大鼠在中毒后肾小管上皮细

胞 Bcl-2与 Caspase-3蛋白阳性表达数均高于正常对照组 , Bcl-2

与 Caspase-3在 1 d后出现表达 , 2～ 3 d达高峰 , 5 d和 7 d两

种蛋白表达逐渐下降。提示 Bcl-2与 Caspase-3参与了马钱子

中毒的病理生理过程 。
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马钱子能散结消肿 、 通络止痛 , 主治风湿顽痹 、 麻木瘫

痪 、 跌打损伤 、 痈疽肿痛等。马钱子中毒除出现全身阵发性

强直痉挛等中枢神经系统症状外 , 还可以通过兴奋延髓的血

管运动中枢 , 使血管平滑肌张力增高 , 小动脉收缩 , 血压上

升 , 导致肾小管上皮细胞因缺血 、 缺氧而发生坏死 [ 1] 。有关

马钱子中毒的机制和病理变化还未完全阐明 , 本实验采用免

疫组织化学染色方法对马钱子中毒后的肾脏进行 Bcl-2及

Caspase-3蛋白表达变化规律的检测 , 为病理和毒理学提供形

态学参数。

1　材料与方法

1.1　动物及分组

Wistar大鼠 60只 (郧阳医学院实验动物中心提供), 雌 、

雄各半 , 体重 (200±10)g。随机分为对照组 (10只)和染

毒组 (50只), 大鼠喂养 1周后 , 染毒组按文献 [ 2]予马钱子

碱 233 mg/kg一次性灌胃给药 , 对照组用等量无离子水灌胃 ,

正常饮食。之后的 6 h内精神萎靡 , 仅进食水 , 12 h后逐渐恢

复活动 , 正常进食。

1.2　主要试剂

兔抗鼠 Bcl-2多克隆抗体及兔抗鼠 Caspase-3多克隆抗体 ,

由北京中杉生物技术有限公司提供;马钱子碱由十堰市药品

检定所提供。

1.3　标本处理

染毒组分别在染毒后 1、 2、 3、 5、 7 d, 每次颈椎脱臼处

死 10只。对照组分别在相应时间每次处死 2只。 取出双侧肾

脏 , 冠状位切开 , 用 10%的甲醛固定。相邻石蜡切片 1/2做

常规 HE染色 , 另 1/2做 SP免疫组织化学染色。 用 Leica-

Q500IW图像分析仪 , 将每张免疫组化染色呈阳性反应的细胞

切片在显微镜 (×200)下随机选择 10个视野 , 测量单位面

积内肾小管上皮细胞呈阳性反应的细胞数 (个 /mm2)。 结果

用 SPSS10.0软件进行统计分析 , 以 P<0.05作为有统计学意

义检验标准。

2　结果

2.1　HE染色结果

经 HE染色 , 光学显微镜下观察可见染毒组大鼠肾脏淤

血 , 部分肾小管上皮细胞水肿及脂肪变性。对照组未见肾小

管上皮细胞病理变化。

2.2　免疫组化染色结果

2.2.1　Bcl-2免疫组化染色　形态学观察 , 对照组 2例见有

少数阳性细胞 , 其余均为正常形态的肾小管上皮细胞。 染毒

组细胞胞浆中均可见明显棕黄色;染毒 1 d组的肾小管上皮细

胞中 , 阳性细胞明显多于其他染毒组。染毒 2 ～ 3 d阳性细胞

达到一定峰值 , 染毒 5d组阳性细胞逐渐减少 , 至染毒后 7 d,

仍然可见少量的阳性细胞。

2.2.2　Caspase-3免疫组化染色　在染毒后的不同时间段内肾

小管上皮细胞中 Caspase-3阳性细胞数均显著高于对照组 , 差

异有统计学意义 (P<0.05)。染毒后 1 d阳性细胞数明显增

加 , 即达到峰值 , 细胞胞浆胞核中可见明显棕黄色。 2 ～ 3 d

后维持一定峰值 , 第 5天 、 第 7天阳性细胞亦呈下降趋势。详

见表 1。

3　讨论

原癌基因 Bcl-2是研究最早的一种重要的抑制凋亡的基

因 , Bcl-2存在于线粒体外膜 、 核膜 、 内质网上 , 它通过阻断

细胞死亡传递系统的最后共同通道而抑制程序性细胞死亡 ,

从而促进细胞存活。 Bcl-2的表达对正常细胞的自身稳定性起

重要作用 [ 3 , 4] 。本实验研究结果显示 , 马钱子中毒后 , 肾小管

上皮细胞表达 Bcl-2, 说明马钱子中毒后肾脏代谢时损伤了肾

小管上皮细胞。 Bcl-2表达在中毒后 1 d明显上升 , 2 ～ 3 d内

达高峰 , 维持一定峰值后逐渐降低 , 但在中毒 7 d后 , 其表达

依然显著高于正常。 Bcl-2在马钱子中毒后的表达均有明显的

时序性 、 规律性 , 表明 Bcl-2表达起到保护细胞免于凋亡的作

用。中毒发生后 , 凋亡抑制基因启动较快 , 但持续时间短;

促凋亡基因的表达虽然启动较缓慢 , 但启动后逐渐上升 , 并

在一段较长的时间保持较高水平的表达 [ 5～ 8] 。
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表 1　马钱子染毒后不同时间肾小管上皮细胞两种蛋白表达阳性细胞数 (x±s) 个 /mm2

组别
Bcl-2蛋白阳性细胞数

1d 2d 3d 5d 7 d

Caspase-3阳性细胞数

1d 2d 3d 5d 7d

染毒组 226±28.7＊ 210.6±24.26＊ 195.6±20.28＊ 162.3±16.12 102±10.12 286±27.6＊ 　279±26.28＊ 268.6±22.22 214.3±15.18＊ 156±12.26

对照组 2.26±0.18　 1.67±0.16　 1.07±0.13　 0.70±0.06 0.30±0.02　 1.76±0.12　 1.56±0.14　　 0.70±0.06　 0.40±0.03 0.20±0.02

　　与对照组比较 , ＊P<0.05

　　细胞色素 C和 ATP是激活细胞凋亡蛋白酶活化因子

(Apaf-1)的辅助因子。 活化的 Apaf-1、 细胞色素 C和 pro-

caspase-9形成凋亡聚体 , 导致 Caspase-3级联效应执行凋亡过

程。 Caspase-3是细胞凋亡的关键执行者 , 在各种原因导致的

细胞凋亡过程中 , Caspase-3的作用必不可少 [ 9 , 10] 。但也有研

究表明 , 外界刺激下 Caspase-3的广泛表达 , 并未导致细胞凋

亡 , 相反增强了细胞抗刺激能力 , 对机体及细胞具有保护作

用 [ 10] 。实验中发现 , Caspase-3的表达在中毒后 1d明显上升 ,

2 ～ 3 d内达峰值 , 随着时间延长逐渐降低。笔者认为 , 大鼠

在马钱子中毒后肾小管上皮细胞 Caspase-3的表达在中毒初期

对细胞可能起保护作用 , 当这种保护作用不足以代偿或修复

时即启动凋亡程序 , 诱导细胞凋亡 , 说明马钱子碱在体内代

谢过程中造成细胞损伤及凋亡。

本研究表明 , 中毒组大鼠的肾小管上皮细胞 Bcl-2 与

Caspase-3的表达几乎同时出现 , 这说明机体剧烈应激时 , 会

迅速启动各种保护机制 , Bcl-2和 Caspase-3将参与这种保护过

程。但 Bcl-2的峰值明显早于 Caspase-3的表达 , 而 Bcl-2又是

Caspase-3的底物 , Bcl-2蛋白的环区被 Caspase-3在 Asp34处

剪切降解 , 进而导致细胞凋亡 [ 11] 。 关于 Bcl-2与 Caspase-3蛋

白表达在中毒肾脏的病理变化有待进一步研究探讨。
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