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·论著·

百日咳毒素减轻脑缺血后神经元钙内流的实验研究

周菲惠，李智高，王进昆，张申，刘畅，陈雪菲，汤志伟

昆明医科大学第一附属医院神经外科，云南省昆明市　６５００３２

摘　要：目的　探讨百日咳毒素（ＰＴｘ）对缺血性脑卒中后神经元的保护作用及其可能的机制。方法　将 Ｃ５７ＢＬ６小鼠用
大脑中动脉闭塞（ＭＣＡＯ）法建立卒中模型，随机分为两组，每组１２只鼠。实验组卒中后予 ＰＴｘ１０００ｎｇ溶于 １ｍｌ生理盐

水腹腔注射干预；对照组予１ｍｌ生理盐水腹腔注射。２４ｈ后行 ＴＴＣ染色检测梗死面积，并行免疫组化检测细胞凋亡。在

体外培养原代神经元，用谷氨酸兴奋刺激模拟卒中后神经元损伤模型。用 ＭＴＴ及乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放实验检测 ＰＴｘ

对谷氨酸兴奋刺激后神经元的存活和损伤情况。然后，检测 ＰＴｘ对谷氨酸诱导神经元钙离子内流的影响。结果　ＰＴｘ治

疗可减小卒中后小鼠脑梗死面积，使之由（５１±１１）％降至（３４±８）％（Ｐ＜０．０５）。免疫组化发现 ＰＴｘ可使脑内 Ｃａｓｐａｓｅ３

阳性细胞数由（６７７．７±１１７．８）个／ｍｍ２减少至（２９７．５±８３．６）个／ｍｍ２（Ｐ＜０．０５），且较少细胞凋亡。体外结果提示，

ＰＴｘ可增加谷氨酸刺激后神经元的存活率，使 ＭＴＴ吸光值由（０．６１８±０．０６）提升至（１．１±０．１２）（Ｐ＜０．０５）；同时，ＰＴｘ

还可减少 ＬＤＨ的释放，使吸光值由（１．３１±０．１１）降低至（０．７６±０．０８）（Ｐ＜０．０５）。ＰＴｘ可减缓和减少钙离子进入神经元，

经 ＰＴｘ治疗后钙内流可由基础值的５倍降低至基础值的２～３倍，且钙离子内流达到半峰值浓度的时间也由（１８．５±２．５）ｓ

延长至（８５．４±１０．２）ｓ。结论　百日咳毒素可减少卒中后钙离子内流到神经元，继而减少神经元损伤，减小梗死面积。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ；ｐｅｒｔｕｓｓｉｓｔｏｘｉｎ；ｃａｌｃｉｕｍｉｎｆｌｕｘ；ｍｏｕｓｅ

　　缺血性脑卒中已超过心脏疾病，成为我国人民
致死和致残的首位原因［１］。每年约有 １５０～２００万
新发脑卒中病例，现存脑血管病患者７００余万人，脑
卒中后约一半的幸存者留有明显的功能残疾，很多

都需要在医院和养老院等医疗机构度过余生［２］。目

前缺血性脑卒中的治疗是医学的一大挑战，高死亡

率和高致残率仍是该病特点，探寻更多有效的治疗

方法或药物具有重大的临床意义和实用价值［３－５］。

急性脑缺氧缺血所导致的脑细胞内钙超载被认

为是神经元死亡的关键环节，细胞内快速而持续的

钙离子浓度升高是细胞凋亡较早发生改变的生化指

标之一。细胞内钙超载影响线粒体功能，使细胞供

能受阻和代谢障碍。同时，胞内高钙的环境，还会导

致一些钙依赖性酶的激活，产生大量自由基，进一步

加重细胞损伤，最终多重伤害导致细胞死亡［６］。

百日咳毒素（ｐｅｒｔｕｓｓｉｓｔｏｘｉｎ，ＰＴｘ）是百日咳鲍特
氏杆菌产生的一种外毒素。ＰＴｘ常用于制作小鼠实
验性自身免疫性脑脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉｍａｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）模型［７］。我们的前期工作发

现，大剂量的 ＰＴｘ可减轻 ＥＡＥ模型的神经元凋亡，
而文献提示 ＰＴｘ可减少 ＨＥＫ２９３细胞系的钙离子内
流［８］。为此，我们提出假设，ＰＴｘ能减少卒中后神经
元钙离子内流，从而减轻卒中后神经元损伤。

１　材料与方法
１．１　卒中模型的建立

采用大脑中动脉线栓法（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙ
ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）建立缺血性脑卒中模型。选择
２０～２５ｇ雄性成年小鼠，腹腔注射复合麻醉药（氯
胺酮 １ｍｇ＋甲苯噻嗪 ０．５ｍｇ溶解于 １ｍｌ生理盐
水中，注射剂量为 ０．０１ｍｌ／ｇ）进行麻醉。固定于
手术台上，颈部消毒，置于手术显微镜下操作，沿

颈正中线剪开皮肤，钝性剥离皮下组织，暴露右侧

颈内、颈外和颈总动脉，在颈总动脉上剪一小口，

以栓塞线沿颈内动脉进入约 １０ｍｍ或有轻微阻
力，停止进线，清理术野、止血后，恢复颈部解剖结

构，间断缝合皮肤切口，根据术中出血情况予腹腔

注射生理盐水补液。术后放入动物饲养恒温箱保

暖，单独饲养，每日两次腹腔注射生理盐水 １ｍｌ，
采用 Ｌｏｎｇａ评分法进行动物行为学评分，以确定是
否造模成功［５，９，１０］。

１．２　ＰＴｘ的治疗
在小 鼠 成 功 诱 导 卒 中 以 后，实 验 组 予 ＰＴｘ

１０００ｎｇ溶于 １ｍｌ生理盐水腹腔注射干预，对照组
予 １ｍｌ生理盐水腹腔注射。
１．３　原代神经元的培养

取 ２４ｈ内出生的小鼠，酒精消毒后断头，取出
脑组织，在解剖液中分离组织，保留皮质和海马，

仔细剥离脑膜（置于冰上）。将脑组织剪碎，静置

后去上清。用 ０．２５％胰蛋白酶轻柔混匀，在 ３７℃
培养箱中消化 １０ｍｉｎ，取出，加入 ２倍体积的终止
液，将组织转移至 １０ｃｍ的无菌培养皿并置于冰袋
上，用巴斯德管反复吹打，静置后收集上清液，用

７０μｍ细胞筛网过滤，于血球计数板上计数细胞。
调整细胞悬液的密度，接种到多聚赖氨酸包被过的

培养皿。放入 ３７℃培养箱培养，４ｈ后将接种液换
为神经元培养液，以后每 ３天半量换液。
１．４　ＴＴＣ染色

将脑组织完整取出置于脑槽内，于
!

２０℃速
冻 ４ｍｉｎ，冠状位从前向后以 １ｍｍ厚度切脑，将切
好的脑片放置于 ２％ ＴＴＣ染色液中，放入 ３７℃温
箱中避光染色 ２０ｍｉｎ，每隔 ５ｍｉｎ翻转脑片一次。
染色完成后可见梗死灶为白色，正常脑组织为红

色。用数码相机采集照片留存。

１．５　ＭＴＴ法测定细胞存活率及乳酸脱氢酶的测定
细胞存活率的测定使用 ＭＴＴ细胞增殖和细胞

毒性检测试剂盒，根据试剂盒提供的方法测量细胞

活率，在酶标仪 ４９０ｎｍ处测量吸光度。乳酸脱氢
酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）的测定则使用 ＬＤＨ
的 ＣｙｔｏＴｏｘ９６－非放射性细胞毒性测定试剂盒，根
据试剂盒提供的方法测量谷氨酸兴奋毒性，在酶标

仪 ４９０ｎｍ处测量吸光度。
１．６　免疫组化

ＭＣＡＯ后 ２４ｈ，用麻醉使小鼠安乐死。取出鼠
脑用 ４％多聚甲醛固定。将固定的鼠脑用石蜡包
埋并切成连续 ３μｍ厚的冠状切片。使用 ｃａｓｐａｓｅ３
抗体进行免疫组织化学染色。使用显微镜观察图

像，计数 ｃａｓｐａｓｅ３的阳性细胞。
１．７　钙显像

将神经元用预热的 ＨＢＳＳ洗涤，然后加入 Ｆｌｕｏ
３／ＡＭ工作溶液（３μＭＦｌｕｏ３／ＡＭ，ＨＢＳＳ）于 ３７℃
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孵育 ２０ｍｉｎ，用 ＨＢＳＳ再次洗涤并置于激光扫描共
聚焦显微镜上，用 ４８８ｎｍ激发光激发并在 ５３０ｎｍ
处检测。细胞每秒扫描一次，共持续 ２４０ｓ。在
ＨＢＳＳ中记录 ６０ｓ作为基线，随后将细胞暴露于加
入了谷氨酸的 ＨＢＳＳ中（５０μＭ谷氨酸 ＋１０μＭ甘
氨酸），显微镜下记录 １８０ｓ。
１．８　统计学分析

上述实验所得数据的记录、处理、运算、作图和

统计学分析应用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１６、ＳＰＳＳ２２．０及
ＩＭＡＧＥＪ软件进行分析。计量资料以均数 ±标准

差（ｘ±ｓ）表示，计量资料两组间比较采用 ｔ检验或
非配对 ｔ检验。计数资料比较行 χ２检验，多组间
比较采用单因素方差分析。以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果
２．１　Ｐｔｘ的治疗可减小卒中后脑梗死面积

ＰＴｘ治疗后，脑梗死面积较对照组明显减小，
由（５１±１１）％降至（３４±８）％，说明 ＰＴＸ的治疗
可以缩小 ＭＡＣＯ后造成的缺血梗死灶，在卒中中起
到保护作用。见图 １。
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图 １　ＭＡＣＯ后 ２４ｈ小鼠脑梗死面积分析

注：Ａ：实验组与对照组脑切片 ＴＴＣ染色，可见实验组脑梗死面积明显减小。Ｂ：实验组与对照组脑切片

ＴＴＣ染色梗死面积分析柱形图，实验组脑梗面积明显减小。为实验组与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　Ｐｔｘ在体外能增加卒中后神经元的存活率
采用谷氨酸刺激神经元细胞，以模拟卒中后神

经元的损伤模型。运用 ＰＴｘ治疗，研究 ＰＴｘ对卒中
后神经元的保护作用。ＭＴＴ结果显示，谷氨酸刺激
会使神经元存活率降低，而经过 ＰＴＸ治疗后，神经
元存活率可由（０．６１８ ±０．０６）提高至（１．１ ±
０．１２）（Ｐ＜０．０５）。细胞形态观察也得到了相似的
结论，谷氨酸刺激后，神经元胞体膨胀、透光性降

低，轴突碎裂，部分细胞开始崩解，视野中细胞碎片

增多。而经 ＰＴＸ治疗后，神经元轴突完整未断裂，
视野中细胞碎片明显减少，崩解细胞少见。通过检

测 ＬＤＨ的含量，来反应细胞存活情况。实验结果
显示，谷氨酸刺激后，ＬＤＨ含量明显上升，提示细
胞损伤严重。而经 ＰＴＸ治疗，可逆转谷氨酸使 ＬＤＨ
升高的这种趋势，使其由（１．３１±０．１１）降低至
（０．７６±０．０８）（Ｐ＜０．０５）。见图 ２。

２．３　ＰＴｘ减少卒中后神经元内钙离子
细胞钙显像可直接的反应细胞内钙离子的变

化情况，通过实验可观察到，谷氨酸刺激后，神经元

内钙离子含量明显的升高，在短时间内达到峰值

（约为正常值的 ５倍），并长时间稳定在此水平。
经 ＰＴｘ治疗后，谷氨酸增加神经元钙离子内流的现
象被明显抑制，神经元内钙离子含量缓慢增加，只

增至正常含量的 ２～３倍。１／２峰值时间为细胞内
钙浓度达到半峰浓度值所需的时间，可用来表示细

胞钙内流的速度。ＰＴｘ治疗后，钙内流速度显著下
降，Ｔ１／２由（１８．５±２．５）ｓ延长至（８５．４±１０．２）
ｓ（Ｐ＜０．０５）。见图 ３。
２．４　Ｐｔｘ减少卒中后神经元的凋亡

我们采用免疫组化法检测 Ｃａｓｐａｓｅ３，以反映神
经元在卒中后凋亡的情况。卒中 ２４ｈ后，小鼠脑
中 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞由（６７７．７±１１７．８）个／ｍｍ２

·２６３·
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图 ２　ＰＴｘ在体外能增加卒中后神经元的存活率

注：Ａ：四组经过不同药物处理的典型神经元图像，谷氨酸可对神经元造成损伤，而 ＰＴｘ能减轻这种损

伤。比例尺 ＝５０μｍ。Ｂ：将四组经过不同药物处理的神经元进行 ＭＴＴ检测，统计其吸光值的变化，Ｐｔｘ

治疗增加神经元的存活率。Ｃ：检测 ＬＤＨ含量，统计其吸光值的变化以评估神经元的受损程度，ＰＴｘ减

轻神经元的损伤。上述数据均将对照组标准化为 １进行比较。
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图 ３　Ｐｔｘ减少卒中后神经元内钙离子

注：Ａ：记录 ２５０ｓ内神经元中的钙内流情况。谷氨酸刺激使神经元钙离子内流迅速达到峰值，而 ＰＴＸ

治疗可显著降低内流。Ｂ：计算细胞内流钙离子的倍增量，以未加入谷氨酸刺激时钙内流量为基数 １，

其倍增倍数代表钙内流量。对照组钙内流增加了 ５倍以上，而 ＰＴＸ治疗组钙内流量却少于 ３倍。Ｃ：

记录达到峰值钙浓度一半所需的时间，以评价钙内流的速度。ＰＴｘ处理显著降低了钙内流的速度。上

述数据均以正常神经元标准化为 １进行比较。

减少至（２９７．５±８３．６）个／ｍｍ２（Ｐ＜０．０５）；将图
像进行 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞光密度的半定量分析，
结果显示，实验组的小鼠，脑内 Ｃａｓｐａｓｅ３表达量由

（１．８９±０．２）降至（１．３６±０．０５）（Ｐ＜０．０５），提
示 ＰＴｘ可在卒中后很好的抑制神经元凋亡。见
图４。
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图 ４　Ｐｔｘ减少卒中后神经元的凋亡

注：Ａ：ＭＣＡＯ后 ２４ｈ在缺血区域用 Ｃａｓｐａｓｅ３抗体染色。比例尺 ＝５０μｍ。Ｂ：Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数量

的半定量分析。Ｃ：用 ＩｍａｇｅＪ软件反转图像以测量 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞的光密度。比例尺 ＝５０μｍ。Ｄ：

Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞的密度的半定量分析。为实验组与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论
缺血性脑卒中已超过心脏疾病，成为我国人民

致死和致残的首位原因［１］。如何有效预防或减少

半暗带神经元的凋亡是治疗缺血性卒中的有效手

段。我们的研究显示 ＰＴｘ可以抑制钙离子内流入
神经元，继而减少神经元损伤，减少梗死面积，有

神经保护功能。

脑缺血发生后，诱导细胞凋亡的通路包括内源

性和外源性两条［２，１１］。内源性通路主要由钙离子

（Ｃａ２＋）内流增加介导，以线粒体损伤为核心，继而
导致凋亡［１２－１５］。研究表明，位于神经元上的谷氨

酸受体 ＡＭＰＡ和 ＮＭＤＡ是脑缺血后介导 Ｃａ２＋内流
的重要通道［１６，１７］。但目前临床实验表明，现有阻断

谷氨酸受体治疗脑缺血效果不佳［１８，１９］。继续探索

其它可有效阻断谷氨酸功能，减少 Ｃａ２＋内流的方
法及药物，具有重要科研和临床价值［３］。

百日咳毒素（ＰＴｘ）是百日咳鲍特氏杆菌产生的
一种外毒素，是典型的 Ａ／Ｂ型毒素，即由 Ａ、Ｂ两
个亚单位组成。既往研究表明，ＰＴｘ能破坏血脑屏
障，防止自身反应 Ｔ细胞抗原产生，刺激抗原呈递
细胞（ＡＰＣｓ），抑制第二信使和影响信号通路。我
们的既往研究显示，ＰＴｘ可以减轻自身免疫性脑脊
髓炎小鼠模型神经元的凋亡，进而改善临床症

状［２０］。文献提示，ＰＴｘ可减少 ＨＥＫ２９３细胞系的钙
离子内流［８］。我们的结果首次发现 ＰＴｘ可显著减少
神经元的钙离子内流。虽然抑制钙内流的详细发生

机制还并不清楚，但我们猜测可能是 ＰＴＸ阻断生理

条件下 ＮＭＤＡ通道开放，减少钙离子通过 ＮＭＤＡ通
道内流［２１，２２］，或者是抑制电压门控钙通道，使钙内流

减少［２３］。无论详细机制如何，钙显像曲线明确显

示，卒中后 ＰＴｘ使神经元钙内流明显减弱。
乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）是一种广泛存在于细胞质

内的酶，它的释放与细胞损伤和细胞膜崩解相关。

在许多关于卒中的研究中，细胞外 ＬＤＨ通常用来
反应细胞的存活情况［２４，２５］。我们的研究显示谷氨

酸刺激可增加神经元释放 ＬＤＨ，而 ＰＴｘ处理可显著
降低谷氨酸刺激所致神经元 ＬＤＨ的释放。在此基
础上，我们 ＭＴＴ实验检测了谷氨酸刺激后神经元
的活性，结果显示谷氨酸刺激后神经元的活性下降

明显，而 ＰＴｘ可以逆转这一损伤，在此验证了 ＰＴｘ
有神经保护功能。

在体内研究部分，我们发现，卒中后运用 ＰＴｘ
对小鼠进行治疗，小鼠脑梗死面积减小，说明 ＰＴｘ
对脑卒中缺血半暗带有保护作用。由于细胞钙超

载，使细胞线粒体发生应激，最终启动细胞凋亡程

序，发生由 ｃａｓｐａｓｅ３介导的凋亡［６，２６－２８］。所以我们

检测了 ＰＴｘ对卒中后神经元 ｃａｓｐａｓｅ３的影响。我
们的 结 果 显 示 ＰＴｘ可 明 显 减 弱 神 经 元 细 胞 上
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，也可减少 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞，说
明 ＰＴｘ的确有减弱卒中后神经元凋亡的能力。

总的来说，我们的研究结果发现，ＰＴｘ可在抑
制卒中后神经元钙离子内流，减少钙超载的发生，

使神经元存活率升高，凋亡减少，继而减少梗死面

积，具有神经保护的作用。

·４６３·
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