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缺血再灌注诱发神经元凋亡的机制和影晌因素

陈中军徐志伟

(上海第二医科大学新华医院小儿心胸外科 上海 200092) 

细胞凋亡(apoptosis)是由许多生理及病理剌激

引发的细胞自杀过程，它是个主动的、按照一定程序

进行的细胞死亡。机体通过凋亡可将发育不良、畸

变及衰老的细胞从体内清除。 因而凋亡在机体的生

长发育、疾病、衰老的过程中有着重要的地位。 缺血

缺氧是一种导致细胞凋亡的病理环境。 缺血再灌注

是在缺血缺氧的基础上加上再灌注损伤。 神经元在

这种环境中损伤十分明显，凋亡在其中扮演重要的

角色。这种凋亡常发生在海马的齿状回，新皮质的

第 2 层，内嗅皮质的第 2 、 3 、 5 层和基底节[ I J 。 其中

以海马齿状回处的凋亡最明显，也最易被定量检

测[2J 。神经系统表现为学习与记忆受损、智力受损

等。其中智力受损与海马受损有关[3] ，识别记忆受

损与新皮层和内嗅皮质有关[4J 。 现在对缺血再灌

注所引起的神经元凋亡巳日益重视，对其中机理和

影响因素的研究也不断深入。

一、神经元凋亡的途径

与其他细胞一样，神经细胞凋亡有三条途径 :外

源性途径、内源性途径和不依赖Caspase 的凋亡诱

导因子(AIF)途径。外源性途径是通过细胞膜上的

Fas 等受体，激活Caspase-8 再剪切激活Caspase-3 导

致凋亡[ 5 J 。 内源性途径是由于线粒体释出的细胞

色素 C在胞浆中与 Apaf-l 、 dADP、Caspase-9 形成凋

亡复合体(apo回me)活化Caspase-9 再激活Caspase-3

导致凋亡[6J 。 凋亡诱导因子(AIF)在细胞正常状态

时位于线粒体内 。 在细胞凋亡时，凋亡诱导因子失

去其线粒体定位序列片段并释出线粒体，导致线粒

体膜电位消失，细胞色素 C释放 ， DNA 断裂，核染色

体浓聚[7 .8J 。凋亡诱导因子的作用不通过Caspase ，

也不受抗凋亡蛋白 BcI-2 影响[7J 。

在三条凋亡途径中，内源性途径和凋亡诱导因

子途径与线粒体直接相关。外源性途径实际上也与

线粒体有联系。在细胞膜受体活化Caspase-8 后，

Casp出e-8 还可剪切作用于 bcl-2 家族的 Bid 蛋白，

Bid 蛋白再作用于线粒体，使细胞色素 C 释出，发动

凋亡的内源性途径。因此线粒体在细胞凋亡中起重

要作用。 中枢神经系统的细胞代谢消耗较大，所以

对缺血缺氧的剌激十分敏感。线粒体作为能量代谢

的重要细胞器 ，在缺血缺氧条件下处于能量缺乏状

态。 在随后的再灌注的过程中 ，线粒体又受到进一

步的损害，使线粒体的通透性改变，通透转运孔

( permeab1ity transition pore)开放[9J 。由于通透转运

孔的开放 ，使线粒体基质与胞浆内离子流动，破坏了

线粒体内膜的跨膜电位，影响了呼吸链运行，使能量

代谢进一步受损[ IO . 11 J 。更重要的是，线粒体受损，

释出了许多与凋亡相关的活性物质，包括细胞色素

Ö 1 2. 1 3J 。它们可直接启动凋亡的内源性途径和凋亡

诱导因子途径。因此 Caspase-3 蛋白酶活性在缺血

再灌注后的神经元中明显升高[14J o &1-2 家族中的

Bax 在缺血再灌注损伤的神经元中也迅速移动到线

粒体，并与线粒体膜上的电压依赖性阴离子通道

(vo1tage-dependent anion channe1, VDAC)和腺瞟岭

核昔转运体 ( adenine nucleotide trans1ocator , ANT) 

发生作用[ l5 ] ，使线粒体通透性改变，释出细胞色素

C 和Caspase-9 。 两者又使缺血再灌注所致的神经

元凋亡进一步加重[ 1 6J 。

二、神经元凋亡的特点

神经元在缺血再灌注过程中出现的凋亡有一些

特点。 神经元细胞受损的表现和机制与典型的凋亡

有所不同。 在典型的调亡中， Caspase 活化的 DNA
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酶(CAD)是Caspase-3 特异性激活的核酸内切酶，它

能剪切 DNA成 180 到 200 个碱基对的片段[ 1 7] 。而

在脑缺血损伤后形成的 DNA 片段与这种典型的凋

亡表现有区别。 这些片段中包含一些高分子量的

DNA 片段，片段中含有达lOK 至 50K 的碱基

对[ 18 ] 。 所以， CAD 的作用在缺血损伤后的神经元

凋亡中不是唯一损伤核酸 DNA 的机制 。 Chen 等认

为在神经元凋亡中还有 CAD 以外的依赖 Caspase

的途径造成 DNA损伤[ 19] 。 中枢神经系统在缺血和

再灌注的双重打击下会产生许多氧自由基等氧化物

质。 氧化所致的 DNA 损伤在脑缺血特别是恢复灌

注时十分明显[20 ] 。 这种 DNA 的氧化损伤不限于组

蛋白，而是在核酸上的任意部位都可发生。 因而在

电泳时会产生零乱的点状分布图象。 这种表现与核

酸内切酶介导的 DNA损伤的表现不同[2 1 ] 。 所以在

考虑核酸内切酶作用的同时，不能忽视氧自由基对

核酸 DNA 的直接损伤。 凋亡诱导因子(AIF)在凋

亡中也可起到核酸内切酶的作用，形成高分子量

DNA 片段[7] 。 但它在缺血再灌注的神经元凋亡中

的作用尚需进一步证实。

在脑缺血再灌注的损伤中，缺血损伤还能激活

bcl-2 家族中起凋亡抑制作用的蛋白的表达，形成神

经保拚作用。 例如， &1-2 和 Bcl-XL 在脑缺血损伤

后存活的神经元中有表达[22] 0 Bcl-2 的减少也会使

缺血损伤后脑梗死的区域扩大[23] 。 而且在缺血再

灌注的过程中，起凋亡抑制作用的 Bcl-w 蛋白能作

用于线粒体膜，减少由 Bax 或钙超载所诱发的细胞

色素 C 的释放，起到内源性神经保护作用[24] 。

三、神经元凋亡的影响因素

神经元所处的环境较为特殊，有许多因素影响

到神经元的生存。 在缺血再灌注的情况下，有许多

物质产生与作用发生变化，其中最引人注意的是一

氧化氮(NO)和兴奋'性氨基酸。

1.一氧化氨 (NO)与神经元凋亡

NO 的前体是精氨酸，其代谢途径是鸟昔酸循

环，主要是通过一氧化氮合酶生成。一氧化氮合酶

(NOS)有三种类型:神经元型 NOS( nNOS) ， 内皮细

胞型 NOS(eNOS) 和免疫型 NOS(iNOS) 。 神经元

型 NOS 与内皮细胞型 NOS都依赖钙离子或钙调蛋

白;免疫型 NOS 不依赖钙离子或钙调蛋白 ，会在免

疫反应和神经损伤时表达[25 ]0 nNOS 主要在神经

系统的一部分神经元和全身其他一些器官组织内表

达。 在神经系统产生的 NO 与介导突触和神经信号

有关，同时在缺血损伤时也产生神经毒性。 由

nNOS产生的 NO 是神经毒性 NO 的主要来源，而

且在脑缺血造成的损伤早期起重要作用。 iNOS 一

般在健康组织中难发现有表达，它常在病理情况下

表达，部位包括神经元、星形细胞和内皮细胞。

eNOS 主要在内皮细胞表达，由于 NO 是血管血流

动力学的主要调节因子和介导血管松弛的信息分

子，所以由 eNOS 介导产生的 NO 可以通过维持局

部脑血流起到保护脑组织的作用[25] 。

缺血再灌注会带来不可避免的脑损伤， NO 在

其中有重要的作用。 现在认为， NO 可以直接激活

Caspase-3 产生凋亡[26] 。 Brock 等使用 L_[ 14C J _精

氨酸作为 NO 生成的指标进行实验，发现 nNOS 在

脑缺血早期就有明显表达，使脑内 NO 广泛增

多[27] 。 随着时间推移， NOS 的活性渐下降至正常，

0也逐渐减少。 但在恢复循环再灌注时，NO 的生

成又增加，从而加重脑损伤[ 1.4 ] 。 在实验中，针对

NO 作用的药物已取得了一定的神经保护效果[28 ] 。

目前已发现选择性 nNOS 阻断剂 7-n巾oindazole 和

17477AR 都能明显减少 NO 生成和神经元凋亡。

其中 7-nitroindazole 可明显改善实验动物手术后的

种属特异行为 评分 (species-specific behavioral 

scale) [ 29] 。这些药物的保护效果也从反面证明了

NO是一个重要的神经毒性物质。

2. 兴奋性毒性与神经元凋亡

由于许多神经损伤因素最终都将通过兴奋性毒

性这一最终通路造成神经元变性和死亡，所以对兴

奋性毒性物质在神经元凋亡中的作用也日益重视。

哺乳动物的中枢神经系统中较常见的兴奋性氨基酸

有谷氨酸、天冬氨酸和甘氨酸。 谷氨酸是脑中基本

的神经递质，主要分布在大脑皮质 、小脑和纹状体，

与许多神经生理功能有关，如认知 、记亿 、运动和感

觉。 但在病理情况下，细胞外过多的兴奋性氨基酸，

包括谷氨酸和天冬氨酸，将活化谷氨酸受体。 谷氨

酸受体分两类: 一类是与 G 蛋白相关的代谢型受

体，另一类是与离子通道有关的离子型受体;离子型

受体又分三种类型 :NMDA 受体 、A扎在DA(α-arnmo-

3-hydroxy-5-methyl-4-isoxa7_Die propionate) 受体和

KA(kainic acid)受体。 活化这些受体将导致细胞膜

去极化。 NMDA 受体过度激活，Ca2 + 大量内流造成

神经元钙超载，激活与细胞毒性有关的酶，如蛋白激

酶 C、磷脂酶 、蛋白酶 、 NOS 等。 磷脂酶 A2 激活后
产生大量花生四烯酸和血小板活化因子。 血小板活

化因子可提高细胞内 Ca2 + 浓度，刺激谷氨酸释放，
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形成谷氨酸的正反馈;花生四烯酸代谢中生成大量

氧自由基，氧自由基又导致更多的磷脂酶 A2 ' 形成

氧自由基的正反馈[ 30J 。这两个正反馈能产生大量

有害物质，造成并加重神经元细胞受损。

兴奋性毒性物质谷氨酸，在细胞外浓度增高 ，是

神经元受损的主要因素。 脑部处于缺血缺氧时，由

于神经元细胞 ATP 不足，细胞能量代谢受损， Na+

浓度梯度无法维持，造成谷氨酸转运系统失效，细胞

外谷氨酸堆积;能量不足，ATP 短缺，又可使星形细

胞内的谷氨眈胶合成酶无法将谷氨酸转化为谷氨酌

胶，使细胞内谷氨酸堆积;能量缺乏还使 Na+ -K + ­

ATP 酶活性下降，使得细胞内 Na+ 增多，导致神经

元除极，突触释出谷氨酸。这些细胞内外的兴奋性

毒性物质使神经元严重受损，从而释出更多谷氨酸

加重损伤更多神经元。 从受体来说 ， NMDA 受体的

离子通道正常时受到电压和配体的双重控制;但在

膜电位被破坏的情况下，这两者都受到影响， NMDA

受体的活性明显升高，容易受到谷氨酸的激活[30 J 。

作为离子型通道的 NMDA 受体能让 ci+ 、 Na + 和

K +通过，其中 Na+ 和 ea2 + 内流与突触传递有关 ; 而

NMDA 受体介导的 K+ 外流与神经元凋亡有关。

Yu 等通过增加细胞外 K+浓度减少 K+外流而减轻

神经元凋亡并分离出 NMDA 受体介导的外向 K+

电流[3门。实验中使用选择性 NMDA 受体阻断剂

dizocilpine(MK-801 )也取得了神经保护效果[3J 。 低

温在临床脑保护中的应用早已得到了肯定[32J 。 现

在认为其机理是在神经元水平阻止了兴奋性毒性物

质的释放，包括兴奋'性氨基酸[33J 。其途径是通过减

少 NMDA 和 AMDA受体的表达，防止不正常的钙

内流对神经元的损害[34J 。

由于中枢神经系统中的神经元凋亡在生长发

育、各种损伤、退行性疾患中都占有重要的地位，所

以现在大家正在研究它的机理，以及它与一般细胞

凋亡机理的共性，并努力找出它的特性，从而针对其

机理提出更好的治疗方法，达到脑保护的目 的 。

摘 要

缺血再灌注引起的神经元凋亡对中枢神经系统

有一定的损伤。 本文对神经元凋亡的途径特点和影

响因素如一氧化氮、兴奋性氨基酸进行分析和总结，

旨在对这种损伤的基础研究和治疗提供可能的目标。
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