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[摘要] 目的 探讨 Caspase-9和 Caspase-3在血管性痴呆大鼠海马 CA1区的表达及意义。方法 将 

100只大鼠按随机数字法分为假手术组及模型组，每组又分为1⋯2 4 8和12周5个亚组(n=10只)。采用四 

血管阻断法制备血管性痴呆模型，应用Morris水迷宫试验检测大鼠的学习记忆能力，TUNEL检测细胞凋亡， 

免疫组化法检测Caspase一3及Caspase一9蛋白的表达。结果 (1)与假手术组比较，在相同时间点模型组大鼠 

海马CA1区凋亡细胞数明显增多，差异有统计学意义(P<0．05)；(2)与假手术组比较，模型组大鼠海马CA1 

区 Caspase-9、Caspase一3阳性表达在 1周开始增多，2周达到高峰，4周开始下降，到 12周仍增多，差异有统计 

学意义(P<0．05)。结论 Caspase-9及 Caspase-3共同参与了血管性痴呆大鼠海马 CA1凋亡的调控。 
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Expression and significance of Caspase-9 and Caspase-3 in CA1 area of hippoeampus of vascular dementia 

rats YUAN Min，LIU Bin，ZHENG Xiu—Qi．First Department ofNeurology，the Affiliated Hospital ofHebei United 

University，Tangshan 063000，China 

[Abstract] Objective To observe the expression and significance of Caspase-9 and Caspase一3 in CA1 area 

of hippocampus of vascular dementia rats．M ethods One hundred mice were randomly divided into sham operation 

group and vascular dementia model group．The groups were divided randomly into 1，2，4，8 and 12 w groups( = 

10 ．Vascular dementia rat models were established by blocking four vessels．Learning and memory abilities were de— 

tected by Morris water maze．Apoptotic cells were detected by TUNEL．The expression of Caspase-9 and Caspase一3 

were detected by immunohistoehemistry．Results (1)Compared to sham operation group，apoptotic cells were in— 

creased in CA1 aren of hippocampus，there were statistical significance at every time point of the model group(P< 
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0．05)．(2)Compared to sham operation group，the positive expression of Caspase-9 and Caspase-3 rose at 1 W，peak— 

ed at 2 W，at 4 W began tO decline，to 12 W was higher still in vascular dementia model group，there were statistical 

significance(P<0．05)．Conclusion Caspase-9 and Caspase一3 participated to regulate apoptosis together in hipp‘ 

ocampal CA1 area of vascular dementia rats． 

[Key words] Vascular dementia； Rat； Apoptosis； Caspase-9； Caspase一3 

细胞凋亡亦称程序性死亡(programmed cell death， 

PCD)，是由基因控制 的细胞 主动死亡 的一种过 

程⋯。Caspases是一大类凋亡调控基因，对神经元 

的凋亡起着非 常关键 的作用，凋亡是通过激活 

Caspases而实现。Caspase-9属于上游起始 Caspase， 

主要在内源性细胞凋亡途径中被活化，然后激活效 

应 Caspase．3最终导致细胞凋亡。Caspase一3被称为 

死亡蛋白酶 J，是 Caspases家族中最重要的细胞凋 

亡执行者之一，在蛋白酶级联切割过程中 Caspase一3 

发挥着重要的作用，一旦 Caspase．3被激活就会导致 

细胞死亡。目前关于凋亡与血管性痴呆(VD)关系 

的研究 还很 少，本 研究 旨在 观察 Caspase-9和 

Caspase一3在血管性痴呆大鼠海马 CA1区的表达情 

况，探讨凋亡与血管性痴呆的关系。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 健康雄性 Sprague-Dawley(sD) 

大鼠90只，体质量250～280 g，由北京华阜康生物 

科技股份有限公司供给，合格证号 SCXK(京)2010— 

0013。在河北联合大学屏障环境动物实验室自由进 

食喂养，室温控制在(23±2)oC，自然光照，实验前 

适应喂养2周。 

1．1．2 主要试剂和仪器 兔抗鼠Caspase-9多克隆 

抗体、兔抗鼠Caspase-3多克隆抗体购自北京博奥森 

公司，sP免疫组化试剂盒、DAB显色试剂盒、TUNEL 

检测试剂盒均购自北京中杉金桥公司。Morris水迷 

宫由淮北正华生物仪器设备有限公司提供，高频电 

刀由张家港市航天医疗电器有限公司提供，动物立体 

定位仪ZH—ZLanxing KDS由北京精密仪器厂提供。 

1．2 方法 

1．2．1 动物分组 根据随机数字表法对大鼠进行 

随机化区组设计。将 SD大鼠分为假手术组、血管 

性痴呆模型组(模型组)，每组又分为 1、2、4、8和 12 

周 5个亚组(n=10)。 

1．2．2 动物模型制备 采用改良四血管阻断法 建 

立VD大鼠模型，模型组用电凝针烧灼双侧翼小孔内 

的椎动脉，造成椎动脉永久性闭塞，24 h后用动脉夹 

夹闭双侧颈总动脉5 rain，共夹闭3次，每次间隔1 h。 

假手术组仅做手术，不进行椎动脉烧灼和颈总动脉夹 
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闭。术中大鼠肛温保持36．5～37．5℃，以防低温造成 

脑缺血损伤，术后连续肌注3 d庆大霉素预防感染。 

1．2．3 学习记忆能力测试 在相应时间点前 5 d 

随机抽选 6只大鼠，分别对各组大鼠采用 Morris水 

迷宫实验测试学习记忆能力 J。试验包括定位航 

行试验和空间探索试验。 

1．2．4 标本制备 各组大鼠在进行行为学测试结 

束后，立即以致死量 100 g／L水合氯醛(350 mg／kg) 

腹腔麻醉后，仰卧位固定于手术台上，剪开胸腔，暴 

露心脏，从心尖插人灌注针至左心室，同时剪开右心 

耳，快速滴人37 c《=生理盐水 300 ml，无血污后改为 

滴入固定液4℃的多聚甲醛400 ml。待大鼠尾巴完 

全僵直时迅速断头，取出脑组织，固定于4％多聚甲 

醛溶液中12～24 h，进行脱水透明及石蜡包埋。冠 

状面连续切片，厚度约3 txm，用经多聚赖氨酸处理过 

的载玻片捞片，晾干后置于60℃的烤箱中烘烤备用。 

1．2．5 TUNEL检测 严格按照 TUNEL试剂盒说 

明书操作要求进行检测，以细胞核中有棕黄色颗粒 

者为阳性细胞，即凋亡的细胞，每组从不同大鼠中随 

机选取 20张切片，每张切片在 200倍光镜下随机选 

取5个不同视野，计数后取平均值。 

1．2．6 Caspase-9和 Caspase一3检测 采用免疫组化 

sP法检测 Caspase-9及 Caspase一3的表达，严格按照试 

剂说明书操作要求进行检测。Caspase-9和 Caspase一3 

阳性标准：光镜下观察 Caspase．9和 Caspase-3蛋白 

染色呈棕黄色颗粒，位于核膜或胞浆内。高倍镜下 

随机分别观察皮质缺血半暗带区不重叠的6个视 

野，进行 Caspase一9和 Caspase一3蛋白阳性细胞计数， 

计算阳性细胞平均数。 

1．3 统计学方法 应用 SPSS1 3．0统计软件进行数 

据处理，计量资料以均数 ±标准差( ±s)表示。数 

据作正态性 w 检验和方差齐性 Levene检验，采用 

随机区组设计资料的方差分析，以P<0．05为差异 

有统计学意义。 

2 结果 

2．1 各组大鼠海马 CA1区凋亡细胞数表达结果 

在(×200倍)光学显微镜下，海马 CA1区TUNEL 

染色阳性细胞为细胞核内出现棕色颗粒。相同时间 

组比较假手术组偶见阳性细胞；模型组与假手术组 
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的思路。 
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[摘要] 目的 分析两种不同方法提取人粪便进行DNA检测的效果。方法 收集 108例研究者的粪 

便，采用粪便 DNA提取试剂盒及酚一氯仿法提取DNA，比较两种方法提取 DNA的效果。结果 采用酚-氯仿 

的方法及试剂盒提取的DNA浓度分别为(232．51±41．24)ng／Ix1、(67．35±13．17)ng／Ixl(P<0．01)；试剂盒提 

取粪便 DNA在纯度 (0D260／280)、溶液澄清度及电泳结果等方面，均高(优)于酚一氯仿提取 的 DNA(P< 

0．01)。酚-氯仿及试剂盒首次提取的DNA能进行PCR扩增的阳性率分别为5％(1／20)和91．67％(99／108) 

(P<0．01)。另有9例采用试剂盒未能提取足够的DNA量，加大粪便量后，再次提取的DNA能够满足实验要 

求。结论 试剂盒提取的DNA质量较高，能满足 DNA甲基化检测的条件。酚一氯仿的提取方法有待进一步 

研究才可能获得质量较高的 DNA。 
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