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汤蓓 石键 周玲 沈红卫 吴慧平 胡佳元 郑绍俭

线粒体 Omi/HtrA2信号通路参
与人脑挫裂伤后神经细胞凋亡
的研究

【 摘要 】 目的 揭示人脑急性创伤性脑损伤后 Omi/HtrA2介导的神经细胞凋亡线粒体途径的激活。 方法 选择 100例脑

外伤开颅手术中获得的脑挫裂伤脑组织作为外伤组，另外选择 100例脑出血患者手术径路中获得的正常脑组织作为对照组，采用流

式细胞仪检测神经细胞凋亡，采用 Western-blot 检测 Omi/HtrA2、X 染色体连锁凋亡抑制蛋白 （XIAP）、pro-caspase 3、

pro-caspase 9和剪切聚腺苷二磷酸 -核糖多聚酶（PARP）表达，采用四肽荧光底物法检测 caspase 3和 caspase 9活性。 结果

外伤组脑组织凋亡神经细胞比例、Omi/HtrA2、pro-caspase 3、pro-caspase 9和剪切 PARP表达及 caspase 3和 caspase 9活性较

对照组显著升高（均 P＜0.01），外伤组脑组织 XIAP表达较对照组显著下降（P＜0.01）。外伤组脑组织 Omi/HtrA2表达与凋亡神经细胞

比率、pro-caspase 3、pro-caspase 9和剪切 PARP表达及 caspase 3和 caspase 9活性呈显著正相关（均 P＜0.01），与 XIAP表达

呈显著负相关（P＜0.01）；外伤组脑组织 XIAP 表达与凋亡神经细胞比率、pro-caspase 3、pro-caspase 9和剪切 PARP 表达及

caspase 3和 caspase 9活性呈显著负相关（均 P＜0.01）。 结论 Omi/HtrA2介导的线粒体途径可能参与人急性创伤性脑损伤后

神经细胞凋亡过程。

【 关键词 】 人类 创伤性脑损伤 神经细胞凋亡 Omi/HtrA2

Mitochondrial Omi / HtrA2 signaling pathway involved in neuronal apoptosis after cerebral contusion and laceration

China

【 Abstract 】 Objective To investigate the effect of Omi/HtrA2 mediated mitochondrial signaling pathway in neuronal

apoptosis after acute traumatic brain injury. Methods Brain tissue samples were collected during craniotomy from 100 patients

with cerebral contusion and laceration (trauma group), and normal brain tissue samples were collected from 100 patients with

intracerebral hemorrhage(control group). Flow cytometry was applied to determine apoptotic neuronal cells, Western-blotting was

performed to test expressions of Omi/HtrA2, X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP), pro-caspase-3, pro-caspase-9 and

cleaved poly ADP-ribose polymerase (PARP), and four peptide fluorescence substrate method was employed to detect activities

of caspase 3 and caspase 9 proteins. Results Percentage of apoptotic nerve cells, expressions of Omi/HtrA2, pro-caspase 3,

pro-caspase 9 and cleaved PARP as well as activities of caspase 3 and caspase 9 proteins were significantly higher and the

expression of XIAP was significantly lower in brain tissues of trauma group than those in control group (all P＜0.01). In trauma

group, expression of Omi/HtrA2 was positively correlated with percentage of apoptotic nerve cells, expressions of pro-caspase 3,

pro-caspase 9 and cleaved PARP as well as activities of caspase 3 and caspase 9 proteins, and negatively correlation with the

expression of XIAP. The expression of XIAP was negatively correlated with percentage of apoptotic nerve cells, expressions of

Omi/HtrA2, pro-caspase 3, pro-caspase 9 and cleaved PARP as well as activities of caspase 3 and caspase 9 proteins.

Conclusion Omi/HtrA2 mediated mitochondrial signaling pathway may be involved in neuronal apoptosis after acute traumatic

brain injury.
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线粒体凋亡途径是急性创伤性脑损伤后神经细胞

凋亡的主要途径之一[1-3]。Omi/HtrA2 作为一种线粒体
丝氨酸蛋白酶，可降解染色体连锁凋亡抑制蛋白（XI原
AP），解除对 caspase 蛋白的活性抑制，从而激发细胞
凋亡[4-11]。动物实验证实，Omi/HtrA2介导的线粒体信号
通路参与了脓毒症、癫痫和脑缺血/灌注损伤后神经细
胞凋亡过程[12-14]。本研究通过检测人脑挫裂伤脑组织凋
亡神经细胞，观察 Omi/HtrA2、XIAP、剪切聚腺苷二磷
酸-核糖多聚酶（PARP）、pro-caspase 3和 pro-caspase
9等表达情况，揭示人脑急性脑损伤后 Omi/HtrA2介导
的神经细胞凋亡线粒体信号途径的激活，从而为临床

急性脑损伤病理生理机制和分子治疗的研究提供新

方向。

1 对象和方法

1.1 对象 收集 2013年 1月至 2016年 6月建德市第
一人民医院经开颅手术治疗的脑挫裂伤患者共 100例
（外伤组），男 60 例，女 40 例，年龄 18~78（44.7依14.8）
岁。选择同期开颅手术治疗的高血压性基底节区脑出血

患者 100例作为对照组，男 56例，女 44例，年龄 41~78
（58.0依11.4）岁。外伤组脑标本为开颅手术中脑挫裂伤组
织，对照组脑标本为手术径路中正常脑组织。两组患者

均未合并其他部位严重外伤、神经系统疾病、恶性肿瘤、

严重感染及免疫性疾病。两组患者性别、年龄比较差异

均无统计学意义（均 P＞0.05）。本研究经建德市第一人
民医院伦理委员会同意，所有家属均签署知情同意书。

1.2 神经细胞凋亡检测 粉碎脑组织后，用尼龙网过

滤细胞团块，离心后弃去上清液，然后用 700ml/L乙醇
固定，由杭州柯帝生物技术有限公司采用流式细胞仪

（美国 BD公司 FACSCB flow cytometer）检测凋亡神经
细胞。应用 Cell Quest软件获取细胞 10 000个，进行凋
亡细胞计数。以 Mod Fit软件进行凋亡峰拟合及细胞周
期分析并绘制 DNA分布图，G1期前的 G1亚峰（Ap）即
为凋亡峰，结果以凋亡百分数表示。

1.3 蛋白表达的检测 制作脑组织匀浆，由杭州柯帝

生物技术有限公司采用 Western-blot检测脑组织 Omi/
HtrA2、XIAP、剪切 PARP、pro-caspase 3和 pro-caspase
9等表达情况。采用二辛可宁酸法测定蛋白浓度，50滋g
蛋白经电泳后，电转移至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉 Tris
0.9%氯化钠溶液和吐温 20 缓冲液（TBST）室温封闭
1h；加入相应单克隆抗体 4益孵育过夜，TBST洗膜 3次；
加入 HRP标记的 IgG二抗室温摇床孵育 1h，TBST洗膜
3次；化学发光试剂作用 5min，X光胶片曝光。冲洗并扫

描后结果用 Quality one软件分析杂交条带灰度值，以
茁-actin水平为内对照，计算相对灰度值，即为蛋白表达
水平。

1.4 蛋白活性的检测 取脑组织制作匀浆，由杭州柯

帝生物技术有限公司采用四肽荧光底物法检测 cas原
pase-3和 caspase-9蛋白活性。取脑组织匀浆 100滋l和
caspase-3底物 AC-DEVD-AMC或 caspase-9底物 AC-
LEHD-AFC 10滋l，加入 HEPES缓冲液至 1ml，37益孵育
1 h。使用荧光分光光度计在激发波长 400nm，释放波长
505nm处测定荧光强度，以未加脑组织时的荧光强度为
参照值，计算荧光强度，结果以相对荧光强度表示。

1.5 统计学处理 应用 SPSS19.0统计软件，计量资料
以 表示，组间比较采用 t检验；计数资料组间比较采
用 字2检验；采用 Pearson相关分析揭示各变量间的关
系。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 两组患者脑组织各指标的比较 外伤组脑组织凋

亡神经细胞比例、Omi/HtrA2、pro-caspase 3、pro-caspase
9和剪切 PARP表达及 caspase 3和 caspase 9活性较对
照组均明显升高（均 P＜0.01），外伤组脑组织 XIAP表
达较对照组明显下降（P＜0.01），见图 1、表 1。

2.2 外伤组各指标的相关性分析 外伤组脑组织 Omi/
HtrA2 表达与凋亡神经细胞比例、pro-caspase 3、pro-
caspase 9 和剪切 PARP 表达及 caspase 3 和 caspase 9
活性均呈正相关性（r=0.533、0.529、0.583、0.601、0.621、
0.541，均 P＜0.01），与 XIAP 表达均呈负相关性
（r=-0.568，P＜0.01）；外伤组脑组织 XIAP表达与凋亡
神经细胞比例、pro -caspase 3、pro -caspase 9 和剪切
PARP表达及 caspase 3和 caspase 9活性均呈负相关性
（r =-0.610、-0.494、-0.583、-0.611、-0.594、-0.550，均
P＜0.01）。

图 1 两组脑组织 Omi/HtrA2、XIAP、pro-caspase 3、pro-caspase 9

和剪切 PARP表达的比较

Omi/HtrA2

pro-caspase 3

pro-caspase 9

剪切 PARP

XIAP

β-actin

对照组 外伤组
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3 讨论

神经细胞凋亡是导致颅脑损伤后神经功能障碍的

重要原因之一，抑制神经细胞凋亡可以明显改善颅脑

损伤动物的神经功能[15-17]。pro-caspase 3、pro-caspase 9、
PARP、caspase 3和 caspase 9等在神经细胞凋亡中具有
重要作用，这些蛋白表达的升高促进了神经细胞凋亡的

发生[18-20]。正如本研究所发现，凋亡神经细胞比例、pro-
caspase 3、pro-caspase 9和剪切 PARP表达及 caspase 3
和 caspase 9活性在颅脑损伤患者挫伤脑组织中明显升
高。这些数据说明，神经细胞凋亡确实在人类颅脑损伤

后继发性脑损伤中扮有重要的角色。

线粒体途径是神经细胞凋亡重要的信号通路之一。

Omi/HtrA2 是一种由内质网合成的丝氨酸蛋白酶，由
MTS/MLS引导转运进入线粒体，通过自身蛋白酶解或
者被线粒体加工肽酶降解形成成熟的 Omi分子[4-8]。当
细胞受到刺激发生应激反应而线粒体膜通透性增加时，

Omi/HtrA2 分子从线粒体释放并进入细胞质而发挥作
用[9-11]。XIAP是内源性 caspases抑制物，可结合和抑制
活化的 caspase 9。当细胞受到刺激后，Omi/HtrA2分子
被释放到细胞质，降解 XIAP，解除了 XIAP对 caspase 9
的抑制，导致下游 caspase 3活化，进而 DNA断裂而发
生细胞凋亡[6，11]。目前动物实验已经证实，脑损伤大鼠皮
层 Omi/HtrA2表达增高，而 XIAP表达降低[12-14]。本研究
留取颅脑损伤患者脑挫伤皮层进而检测 Omi/HtrA2和
XIAP表达，也发现了类似的结果。同时，本研究发现，
Omi/HtrA2 表达与凋亡神经细胞比例、pro-caspase 3、
pro-caspase 9和剪切 PARP表达及 caspase 3和 caspase
9活性呈正相关，与 XIAP表达均呈负相关；XIAP表达
与凋亡神经细胞比例、pro-caspase 3、pro-caspase 9 和
剪切 PARP表达及 caspase 3 和 caspase 9 活性均呈负
相关。这些说明，Omi/HtrA2介导的线粒体途径可能参
与了人类外伤性脑损伤后神经细胞凋亡的发生。

目前已有研究揭示，Omi/HtrA2 的特异性抑制剂
（UCF-101）可明显减少脓毒症或脑缺血大鼠的神经细

胞凋亡，一定程度上改善神经功能[12-14]。这些研究结果也
从另外一个方面说明，特异性地抑制 Omi/HtrA2表达可
能抑制颅脑损伤后神经细胞，从而改善颅脑损伤患者，

这也为颅脑损伤治疗提供了新思路。
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总之，乌司他丁可通过降低 TNF-琢、IL1-茁、IL-6
等炎症介质的表达来抑制肠道的炎症级联反应，并能

抑制肠黏膜上皮细胞的自噬与凋亡，对 NEC新生大鼠
肠损伤起保护作用。
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