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钙敏感受体在大鼠脑缺血再灌注损伤时细胞凋亡中的作用 *
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摘要 目的：评价钙敏感受体在大鼠脑缺血再灌注损伤时细胞凋亡中的作用。方法：健康成年雄性 Wistar大鼠 60只，体重

250~300 g，采用随机数字表法分为 3组（n=20）：假手术组(S组)、脑缺血再灌注组(I/R组)和钙敏感受体拮抗剂组(N组)。I/R组和

N组采用线栓法经左侧颈外 -颈内动脉插线制备大鼠脑缺血再灌注损伤模型，于脑缺血前 10 min尾静脉注射等容量二甲基亚砜

和钙敏感受体拮抗剂 NPS-89636 1 mg/kg。于再灌注 24 h时行神经功能评分，随后处死大鼠取脑组织，测定MDA含量和 SOD活

性，采用 TUNEL法观察神经细胞凋亡情况，计算神经细胞凋亡指数，免疫组化法检测 Caspase-3阳性细胞的表达，Western blot法

检测 Caspase-3蛋白的表达。结果：I/R组和 N组MDA含量、神经细胞凋亡指数、Caspase-3阳性细胞和 Caspase-3蛋白表达水平

高于 S组，神经功能评分和 SOD活性低于 S组，差异有统计学意义(P<0.05)；N组MDA含量、神经细胞凋亡指数、Caspase-3阳性

细胞和 Caspase-3蛋白表达水平低于 I/R组，神经功能评分和 SOD活性高于 I/R组，差异有统计学意义(P<0.05)。结论：钙敏感受
体参与大鼠脑缺血再灌注损伤和细胞凋亡的发生。
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Role of Calcium Sensing Receptor on Cerebral Ischemia-reperfusion
Injury in Rats*

To investigate the effect of calcium sensing receptor on cerebral ischemia-reperfusion (I/R)in rats.

Sixty male Wistar rats, weighing 250-300 g, were randomly divided into three groups（n=20 each）using a random number table: sham

operation group(group S), group I/R and calcium-sensing receptor antagonists group (group N). Animal models of middle cerebral artery

occlusion/reperfusion in the later 2 groups were established by a filament method in the left external-internal carotid artery. Rats were

injected with 1 mg/kg NPS-89636 in the calcium-sensing receptor antagonists group and the equal volume of dimethyl sulfoxide 10

minutes before the cerebral ischemia. Neurological function was assessed and scored at 24 h of reperfusion. The rats were sacrificed and

then the brains were removed for determination of MDA content, SOD activity, apoptotic cell death was assessed by TUNEL staining，

and the expression of Caspase-3 by immunohistochemical and Western blot. The content of MDA, neuronal apoptosis index,

expression levels of Caspase-3 positive cells and Caspase-3 protein in group I/R and N were higher than those in group S, and

neurological function score and SOD activity were lower than those in group S(P<0.05); The content of MDA, neuronal apoptosis index,

expression levels of Caspase-3 positive cells and Caspase-3 protein in group N were lower than those in group I/R, and neurological

function score and SOD activity were higher than those in group I/R (P<0.05). Calcium-sensing receptor is involved in

cerebral ischemia-reperfusion injury and cell apoptosis.
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前言

钙敏感受体 (Calcium-sensing receptor, CaSR)属 G蛋白偶

联受体 C家族成员，它通过激活磷脂酶 C系统引起肌浆网释

放钙，从而引起细胞内钙超载。研究发现钙超载是缺血 /再灌

注损伤的主要发病机理[1,2]，钙超载可引起线粒体内钙沉积，氧

化磷酸化反应下降至正常的 3%~4%，ATP生成锐减，同时还可

诱发线粒体通透性转换孔(mPTP)开放，释放促细胞凋亡的因
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子，启动细胞凋亡的进程，引发细胞凋亡[3-5]。研究证明 CaSR参

与小鼠脑缺血 /再灌注损伤[6,7]，另有研究证明 CaSR激活参与

了缺氧复氧诱导的海马神经元细胞凋亡 [8,9]。然而目前关于

CaSR在脑缺血再灌注损伤中的具体作用机制尚未完全明确。

因此，本实验拟初步探讨 CaSR在大鼠脑缺血再灌注损伤的作

用机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物及试剂

健康成年雄性Wistar大鼠 60只，体重 250～300 g，由青岛

市实验动物和动物实验中心提供。NPS-89636(批号：HY-10007)

购自美国 MedChem Express公司，丙二醛(MDA)、超氧化物歧

化酶(SOD)试剂盒均购自南京建成生物工程研究所；茁-actin抗
体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG(H+L)，购自碧云天生物

技术研究所；小鼠抗大鼠 Caspase-3单克隆抗体，辣根过氧化物

酶标记的山羊抗小鼠 IgG二抗、小鼠超敏二步法免疫组化检测

试剂盒及 DAB显色试剂盒均由北京中杉金桥生物技术有限公

司购得，TUNEL细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物科技

发展有限公司。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及给药 健康成年雄性Wistar大鼠，适应环境

1周，饲养温度 23～25℃，自由饮水摄食。采用随机数字表法，

将其分为 3组(n=20)：假手术组(S组)、脑缺血再灌注组(I/R组)

和钙敏感受体拮抗剂组(N组)。N组于缺血前 10 min尾静脉注

射钙敏感受体拮抗剂 NPS-89636 1 mg/kg，I/R组给予等容量二

甲基亚砜。每组再分为 2个亚组，一亚组应用 TUNEL法检测神

经细胞凋亡情况及采用免疫组化染色法测定 Caspase-3阳性细

胞表达水平；另一亚组应用酶联免疫法（ELISA）检测 MDA含

量，SOD的活性，Western blot法检测 Caspase-3蛋白表达水平。

1.2.2 大鼠脑缺血再灌注损伤模型的制备 大鼠术前禁食 12 h，

10%水合氯醛(0.3 mL/100 g)腹腔注射麻醉，仰卧固定在手术台

上，行颈部正中切口，结扎颈总动脉近端、颈外动脉及其分支，

将线栓经颈总动脉分叉处通过颈内动脉入颅至大脑前动脉起

始部来阻断大脑中动脉血流。线栓插入深度为 19.5～20.5 mm，

脑缺血 2 h后将线栓拔出行再灌注 24 h，S组大鼠只行麻醉和

血管分离术，不行缺血再灌注及静脉注射。实验过程中大鼠用

白炽灯照射，保持肛温 36～37℃。

1.2.3 神经功能评分 于再灌注 24 h时行神经功能评分[10]。评

估内容包括自主活动、四肢活动的协调性、前爪伸展能力、攀

爬、肢体反应和触须反应。每项评分为 0～3分，总分 0～18分；

评分低，代表神经功能受损严重，正常大鼠评分为 18分。

1.2.4 脑组织 MDA含量及 SOD活性的测定 于再灌注 24 h

时行神经功能评分后处死大鼠取缺血脑组织 100 mg，匀浆，4℃

下 3000转 /min(离心半径 6.4 cm)离心 10 min，取上清。按照试

剂盒（南京建成生物工程研究所）说明书采用硫代巴比妥酸法

测定MDA含量，采用黄嘌呤氧化酶法测定 SOD活性。

1.2.5 神经细胞凋亡及 Caspase-3阳性细胞检测 脑缺血再灌

注 24 h后，应用 10%中性福尔马林(40%甲醛 100 mL、0.01 mol/L

pH7.4磷酸盐缓冲液 900 mL配制而成)经心脏灌注固定，快速

断头取脑，4%多聚甲醛固定 2 h，于视交叉吻侧和尾侧横断，取

中段标本，常规脱水、透明、石蜡包埋、冠状切片，切片厚度 6

mm，脱蜡至水。TUNEL法检测神经细胞凋亡情况，免疫组化染

色 SABC法检测 Caspase-3阳性细胞表达，按试剂盒说明书（北

京中杉金桥生物技术有限公司）操作，DAB呈色。每张切片在

400倍视野下随机选取梗死周边区不重叠的 5～7个视野。计

数 TUNEL阳性细胞数(胞核呈棕黄色颗粒)和细胞总数，计算

神经细胞凋亡指数，取其平均值。计数各视野中 Caspase-3阳性

细胞数(胞质呈棕色，颗粒感，也有部分胞质、胞核均着色)和细

胞总数，计算阳性细胞率，以反映 Caspase-3的表达水平。

1.2.6 脑组织 Caspase-3蛋白表达的检测 另取缺血脑组织

100 mg加入 1 mL蛋白提取剂研磨匀浆，冰上静置 2 h，4 ℃离

心 10 min。取上清，BCA法测定蛋白浓度，另取上清液 800 滋L，
加入 5× SDS蛋白示踪缓冲液 200 滋L，煮沸 5 min置于 -20℃

保存。采用Western blot法检测 Caspase-3蛋白的表达。冰箱中

取出样本，离心 5 min，按照蛋白定量得到的浓度加样，使得每

个加样孔的上样量为 30 滋g，电泳完毕，半干法转膜后，7%脱脂
奶粉溶液室温封闭 2 h，加入小鼠抗大鼠 Caspase-3 (1:300，Ab-

cam公司，英国)和 GAPDH（1:6 000，北京中杉金桥生物技术有

限公司）单克隆抗体（作为内参），4 ℃孵育过夜，洗膜后加入山

羊抗小鼠 IgG二抗(1:8 000，北京中杉金桥生物技术有限公司)，

室温摇床杂交 l h，经化学发光法曝光后观察结果。以 茁-actin作
为内参，采用吸光度值扫描分析软件 Quantiscan 1.0测定每条

带的吸光度值。以目的蛋白光密度值与 茁-actin光密度值的比
值反应 Caspase-3蛋白的表达。

1.2.7 统计学处理 采用 SPSS 18.0统计学软件进行分析，计

量资料以均数± 标准差(x± s)表示，组间比较采用单因素方差
分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 对大鼠神经功能评分、MDA含量及 SOD活性的影响

I/R组和 N组MDA含量高于 S组，神经功能评分及 SOD

活性低于 S组(P<0.05)；N组 MDA含量低于 I/R组，神经功能

评分及 SOD活性高于 I/R组(P<0.05)，见表 1。

Note: compared with group S, aP<0.05; compared with group I/R, bP<0.05.

表 1 各组大鼠神经功能评分、MDA含量及 SOD活性的比较（n=10，x± s）
Table 1 Comparison of neurological function score and the level of MDA, SOD indifferent groups (n=10, x± s)

Groups Neurological function score MDA（nmol/mg） SOD(nU/mg)

S grou 18.0± 0.0 1.68± 0.23 31.9± 2.7

I/R group 10.2± 0.6a 3.71± 1.25a 18.7± 2.4a

N group 15.8± 0.5a,b 2.31± 0.67a,b 27.4± 2.6a,b
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Note: compared with group S, aP<0.05; compared with group I/R, bP<0.05.

2.2 对大鼠神经细胞凋亡指数、Caspase-3阳性细胞和蛋白表达

的影响

I/R组和 N组神经细胞凋亡指数、Caspase-3 阳性细胞和

Caspase-3蛋白表达水平高于 S组。N组神经细胞凋亡指数、

Caspase-3 阳性细胞和 Caspase-3 蛋白表达水平低于 I/R 组

(P<0.05)。见图 1、2、3及表 2。

图 1 各组大鼠 TUNEL凋亡阳性细胞表达

Fig.1 Expression of apoptotic positive cells in different groups

图 2 各组大鼠 Caspase-3免疫组化染色阳性细胞表达

Fig.2 Immunohistochemical expression of Caspase-3 in different groups

图 3 各组大鼠 Caspase-3蛋白水平条带印迹图

Fig.3 Protein expression of Caspase-3 in different groups

3 讨论

钙敏感受体（calcium sensing receptor, CaSR）属于 G 蛋白

偶联受体家族中 C家族的成员之一。Ruat等[11,12]首次证实脑组

织中存在 CaSR mRNA及蛋白表达，随后发现正常生理状态

下，CaSR主要分布在嗅球、海马、小脑、大脑的室管膜下区等部

位，其广泛表达于神经元、少突胶质细胞和星形胶质细胞中。研

究发现在脑缺血再灌注过程中，CaSR表达增加，可加重神经元

的死亡[13,14]；另外，在脑皮质损伤后给予钙敏感受体拮抗剂干

预，可使 CaSR表达减少。这些实验初步提示 CaSR在脑损伤中

起到一定的作用，但其在脑缺血再灌注损伤中的具体作用机制

尚未完全阐明。

表 2各组大鼠神经细胞凋亡指数、Caspase-3阳性细胞和蛋白表达水平的比较（n=10，x± s）
Table 2 Comparison of apoptosis index and Caspase-3 expression in different groups (n=10, x± s)

Groups AI（%） Caspase-3 positive cell rate（%） Caspase-3 protein

S group 4.02± 0.25 3.86± 0.20 0.3951± 0.0017

I/R group 30.76± 0.51a 48.32± 0.37a 0.8732± 0.0016a

N group 18.87± 0.62a,b 35.76± 0.51a,b 0.5128± 0.0014a,b

氧化应激是缺血再灌注损伤的重要机制之一。线粒体是机 体氧自由基产生的主要来源，同时对氧自由基氧化损伤十分敏
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感。MDA是脂质过氧化的最终产物，其含量高低是组织细胞损

伤的重要标志[15,16]。SOD是机体氧自由基清除酶，在脑组织内广

泛存在，保护细胞免受损伤，其活性可反映机体对氧自由基清

除能力的高低[17,18]。本实验结果显示，与 I/R组比较，N组神经功

能评分及 SOD 活性升高，而 MDA 含量降低。这提示抑制

CaSR的表达，可使脑缺血 /再灌注后氧自由基产生减少，从而

减轻脑组织氧化损伤。

目前越来越多的学者认为，线粒体是参与细胞凋亡的重要

通路。关于细胞凋亡的细胞外信号转导机制目前尚不完全清

楚，而凋亡的细胞内信号转导机制的终点均是 Caspase-3蛋白

的激活，Caspase-3蛋白的激活是启动细胞凋亡的关键步骤。因

此，Caspse-3蛋白被认为是细胞凋亡的执行蛋白，Caspase-3蛋

白激活后损坏 DNA链、破坏细胞完整性，最终形成凋亡小体，

导致细胞凋亡[19-21]。本实验结果显示，与 I/R组比较，N组神经

细胞凋亡指数、Caspase-3阳性细胞率及 Caspase-3蛋白表达降

低，故推测 CaSR参与了大鼠脑缺血再灌注损伤时细胞凋亡的

过程。综上所述，钙敏感受体参与大鼠脑缺血再灌注损伤和细

胞凋亡的发生，其可能通过改善缺血再灌注脑组织氧化应激反

应，影响 Caspase-3的释放，改善缺血再灌注脑组织的神经细胞

凋亡。
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