
showed that BDNF expression was significantly up-regulated in the simvastatin group compared to the SCI group ( P
＜ 0. 05) ． Compared with the SCI group，the cavities and vacuole area of the syringes in the simvastatin group were
significantly lower ( P ＜ 0. 05) ． The BBB score showed that the improvement of hindlimb motor function of simvas-
tatin group was more obvious than that of the SCI group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Simvastatin can improve the sur-
vival and regeneration of neurons in the injured site by up-regulating the expression of BDNF in the spinal cord in-
jury site，which can accelerate the recovery of hind limb function in SCI rats． These results clearly suggest that sim-
vastatin therapy may be an ideal treatment for SCI and may be associated with the promotion of local neurotrophic
factor secretion．
Key words spinal cord injury; statins; rat
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塞来昔布对颅脑创伤后 Fas表达及认知功能的影响
张金玲1，张 涛2，国建飞2，郑 丽1，杨群福2，崔福生2，张宇新3

摘要 目的 研究塞来昔布对大鼠颅脑创伤后 Fas 表达及
认知功能的影响，探讨其对颅脑创伤后神经的保护作用及其

机制。方法 96 只 Wistar大鼠随机分为对照组、假手术组、
模型组和药物组，参照 Marmarou 方法构建大鼠闭合型脑创
伤模型，采用实时荧光定量 PCＲ 和免疫组织化学法分别检
测 Fas、Caspase-8 的 mＲNA和蛋白表达，TUNEL 法检测神经
细胞凋亡情况，Y型迷宫实验检测大鼠认知功能。结果 模
型组较对照组、假手术组 Fas、Caspase-8 的 mＲNA 和蛋白表
达均显著增高( P ＜ 0. 05) ; 药物组较模型组 Fas、Caspase-8 的
mＲNA和蛋白表达均显著降低( P ＜ 0. 05) ，但仍高于对照组
和假手术组( P ＜ 0. 05) 。模型组较对照组、假手术组凋亡细
胞显著增多( P ＜ 0. 05) ; 药物组较模型组凋亡细胞数显著减
少( P ＜ 0. 05) ，但仍高于对照组和假手术组( P ＜ 0. 05 ) 。模
型组较对照组、假手术组大鼠记忆成绩次数明显减少( P ＜
0. 05) ，药物组较模型组大鼠记忆成绩次数明显增加( P ＜
0. 05) ，但仍低于对照组与假手术组( P ＜ 0. 05 ) 。结论 塞
来昔布通过下调颅脑创伤后 Fas介导的凋亡程序，以发挥对
大鼠颅脑创伤后神经元的保护作用，并改善大鼠的认知功

能。
关键词 塞来昔布; 创伤性脑损伤; Fas; 半胱氨酸天冬氨酸
蛋白酶-8; 认知功能
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颅脑损伤是一种常见病、多发病，其后遗症一直
是危害人类健康的主要因素之一，其中颅脑创伤后

认知功能障碍对患者的生活质量产生重要的影响，

且认知功能障碍是颅脑损伤后最持久、最严重的并
发症之一［1］。近年来，大量研究［2］显示颅脑损伤后
出现神经细胞凋亡，从而出现认知及学习记忆功能

障碍。目前，国内外研究对颅脑创伤后神经细胞凋
亡以及认知功能障碍的确切机制尚无完全揭示。因
此，该研究利用 Marmarou方法构建闭合性颅脑损伤
模型，采用实时定量荧光 PCＲ、免疫组织化学、原位
末端标记技术法( TdT － mediated dUTP － biotin nick
end labeling，TUNEL) 及 Y 型迷宫实验对大鼠颅脑
创伤后 Fas表达、神经细胞凋亡和认知功能障碍的
相关机制进行探讨，以及应用塞来昔布药物的治疗

作用。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂 塞来昔布购自美国辉瑞制药有限
公司; 兔抗人 Fas多克隆抗体、兔抗人半胱氨酸天冬
氨酸蛋白酶-8 ( cysteine aspartic acid protease-8，
Caspase-8) 多克隆抗体均购自福州迈新生物技术有
限公司; PCＲ 试剂盒、细胞和组织裂解液均购自美
国 Invitrogen 公司; PV-6001 /6002 二步法免疫组化
试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司;
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TUNEL细胞凋亡检测试剂盒购自武汉博士德生物
工程有限公司; Y 型三等臂式迷宫刺激器由华北理
工大学医学实验中心提供。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 实验动物分组 SPF 级健康雄性 Wistar 大
鼠 96 只，体质量 280 ～ 300 g，购自北京华阜康生物
科技有限公司，饲养于华北理工大学医学实验动物

中心 SPF 级屏障环境，Wistar 大鼠，随机分为 4 组:
对照组、假手术组、模型组、药物组，每组 24 只。
1． 2． 2 构建大鼠颅脑创伤模型 参照 Marmarou et
al［3］方法构建大鼠闭合型脑创伤模型，假手术组仅
切开头皮缝合，不予以打击，分笼饲养，于术后 2 ～ 8
h恢复饮食; 对照组正常饲养，不做任何处理。
1． 2． 3 给药方法 药物组于模型制作成功后即刻
给予塞来昔布药物( 250 mg /kg) 腹腔内注射，随后
每隔 6 h给药 1 次，直至各时相点处死; 对照组、假
手术组、模型组在相同时间内给予等量生理盐水腹
腔注射。
1． 2． 4 脑组织取材 术后 72 h选取 SD大鼠，乙醚
吸入深度麻醉，快速开胸暴露心脏，灌注生理盐水，

随后灌注 4%多聚甲醛，断头取脑，置于 4%多聚甲
醛固定液中固定 48 h以上。取出脑组织标本，以损
伤灶为中心，切取厚约 4 mm左右的组织标本，常规
酒精脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，冠状面连续切片，

厚度为 4. 5 μm，60 ℃烤箱烘烤 4 h 后，室温下保存
备用。另取部分脑组织放置于冻存管中，立即投入
液氮速冻，以备实时定量荧光 PCＲ检测使用。
1． 2． 5 实时定量荧光 PCＲ 法检测 Fas、Caspase-8
的 mＲNA表达 取出脑组织，滴加 400 μl EＲSＲ 裂
解液，参照 TＲIzol说明书提取总 ＲNA，检测 ＲNA 纯
度及浓度，逆转录反应合成 cDNA，PCＲ 扩增反应:
Fas 引物序列 ( 414 bp ) : 上游 5'-GAATGCAAGG-
GACTGATAGC-3'; 下 游 5'-TGGTTCGTGTGCAAG-
GCTC-3'; caspase-8 引物序列 ( 109 bp ) : 上游: 5'-
CGAACGATCAAGCACAGAGAGA-3'; 下游: 5'-CTG-
GCGAGTCCCACATGTC-3'; β-actin 引物序列 ( 277
bp) : 上游 5'-ACCACAGCTGAGAGGGAAATCG-3'; 下
游 5'-AGAGGTCTTTACGGATGTCAACG-3'。扩增条
件: 94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30
s，72 ℃延伸 45 s，30 个循环，72 ℃延伸 7 min。实验
结果采用相对定量的方法进行分析。
1． 2． 6 免疫组织化学法检测脑组织 Fas、Caspase-8
表达 常规脱蜡水化，3% H2O2 室温孵育，灭活内

源性过氧物酶，枸橼酸盐溶液 100 ℃沸腾，组织抗原

热修复; 血清封闭液室温孵育; 滴加兔抗人 Fas( 1 ∶
200) 、兔抗人 Caspase-8 多克隆抗体，于 4 ℃下孵育
过夜; 滴加生物素标记的二抗工作液，37 ℃孵育;
DAB显色; 苏木精复染，流水冲洗反蓝; 0. 1%盐酸
酒精分化; 常规脱水透明，中性树胶封片，光学显微

镜观察并采集照片; 采用 Image-Pro-Plus图像分析软
件分析图片染色结果，依据染色分数( 染色强度) 评

分评定结果。
1． 2． 7 TUNEL染色检测细胞凋亡情况 常规脱蜡
脱水; 3% H2O2 室温孵育 10 min，以灭活内源性过
氧化物酶; Proteinase K 工作液孵育消化 15 min; 标
记缓冲液 20 μl，保持切片湿润; 封闭液 50 μl，室温
孵育 30 min; 50 μl生物素化抗地高辛抗体，37 ℃孵
育 30 min; 50 μl链霉亲和素 －生物素复合物，37 ℃
孵育 30 min; DAB显色; 苏木精复染，脱水，透明，甘
油封片，并于光学显微镜下观察拍照，计数阳性细胞

数，细胞凋亡指数( % ) =凋亡细胞数 /总细胞数 ×
100%。
1． 2． 8 迷宫实验检测大鼠认知功能 严格按照 Y
型迷宫刺激器说明要求操作，将大鼠置于迷宫中，10
s内大鼠 1 次成功直接逃至安全区域记为行为正
确，否则记为行为错误。给予 10 次电刺激后有 9 次
做出正确行为记为“学会”，记录“学会”大鼠所需训
练的次数( 记忆获得能力) 。休息 24 h后再行 20 次
上述测试，正确行为次数记录为记忆成绩。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 17. 0 统计软件，计量
资料均采用 珋x ± s 表示，采用单因素方差分析，组间
比较采用 SNK法，以 P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意
义。

2 结果

2． 1 各组 Fas、Caspase-8 的 mＲNA 表达 各组
Fas和 Caspase-8 的 mＲNA表达量，见表 1。各组 Fas
和 Caspase-8 表达比较差异均有统计学意义( F =
25． 64、36． 30，P ＜ 0. 001) ，模型组 Fas和 Caspase-8

表 1 实时荧光定量 PCＲ检测脑组织 Fas、

Caspase-8 的 mＲNA表达( n = 8，珋x ± s)

组别 Fas Caspase-8
对照 1． 10 ± 0． 36* 1． 15 ± 0． 30*

假手术 1． 16 ± 0． 44* 1． 20 ± 0． 37*

模型 2． 67 ± 0． 65 3． 36 ± 0． 62
药物 1． 73 ± 0． 50* 2． 23 ± 0． 52*

F值 25． 64 46． 30
P值 0． 000 0． 000

与模型组比较: * P ＜ 0. 05
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图 1 免疫组织化学染色法观察脑组织 Fas表达 × 400

A: 对照组; B: 假手术组; C: 模型组; D: 药物组

图 2 免疫组织化学染色法观察脑组织 Caspase-8 表达 × 400

A: 对照组; B: 假手术组; C: 模型组; D: 药物组

图 3 TUNEL染色观察大鼠脑组织神经细胞凋亡 × 400

A: 对照组; B: 假手术组; C: 模型组; D: 药物组

的 mＲNA表达量均明显高于对照组、假手术组( P ＜
0. 05) ; 药物组与创伤组比较 Fas 和 Caspase-8 的
mＲNA表达量有所降低( P ＜ 0. 05 ) ，但仍高于对照
组及假手术组( P ＜ 0. 05 ) ; 假手术组与对照组之间
两者的表达量比较差异无统计学意义。
2． 2 各组脑组织中 Fas、Caspase-8 蛋白表达
Fas、Caspase-8 阳性表达定位于脑组织神经元细胞
胞质或胞膜，阳性反应呈棕黄色染色，假手术组脑组

织偶见阳性细胞，染色浅，模型组可见大量阳性细

胞，胞质着色棕黄，染色深，药物组可见少量阳性细

胞，着色程度较浅，见图 1、2。经 Image-Pro Plus 图
像分析系统半定量分析得出光密度值，见表 2。各
组 Fas和 Caspase-8 表达比较差异均有统计学意义
( F = 112. 26、84. 55，P ＜ 0. 001 ) ，模型组 Fas 和
Caspase-8 表达量均高于对照组、假手术组 ( P ＜
0. 05) ; 药物组与模型组比较 Fas 和 Caspase-8 表达
量均减少( P ＜ 0. 05 ) ，但仍高于假手术组和对照组
( P ＜ 0. 05) ; 假手术组与对照组之间两者的表达量
比较差异无统计学意义。

表 2 免疫组织化学法检测脑组织 Fas、

Caspase-8 的表达( n = 8，珋x ± s)

组别 Fas Caspase-8
对照 10． 07 ± 1． 25* 8． 18 ± 1． 20*

假手术 11． 38 ± 2． 02* 9． 23 ± 1． 36*

模型 32． 63 ± 3． 32 24． 88 ± 2． 03
药物 20． 50 ± 3． 17* 14． 13 ± 1． 43*

F值 56． 37 112． 85
P值 0． 000 0． 000

与模型组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 各组细胞凋亡情况 TUNEL 染色阳性凋亡细
胞为神经元细胞核内出现棕色颗粒，对照组和假手

术组脑组织偶见凋亡细胞，模型组脑组织可见大量

凋亡细胞，药物组可见少量凋亡细胞。对照组、假手
术组、模型组、药物组的凋亡细胞数分别为( 4. 32 ±
0. 25) 、( 6. 21 ± 0. 46 ) 、( 28. 60 ± 1. 23 ) 、( 11. 91 ±
0. 60) 。各组之间凋亡细胞数差异有统计学意义( F
= 36. 57，P ＜ 0. 001) ，模型组较对照组、假手术组凋
亡细胞数增多( P ＜ 0. 05 ) ; 药物组较模型组凋亡细
胞数减少( P ＜ 0. 05 ) ，但仍高于假手术组和对照组
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( P ＜ 0. 05) ; 假手术组与对照组之间两者的表达量
比较差异无统计学意义。
2． 4 各组大鼠认知功能情况 各组大鼠记忆功能
比较，见表 3。各组大鼠之间记忆获得次数差异无
统计学意义( F = 16. 28，P = 0. 064 ) ; 各组大鼠之间
记忆成绩次数差异有统计学意义( F = 38. 60，P ＜
0. 001) ，模型组较对照组、假手术组大鼠记忆成绩
次数明显减少( P ＜ 0. 05 ) ，而药物组较模型组大鼠
记忆成绩次数明显增加( P ＜ 0. 05 ) ，但仍低于对照
组与假手术组( P ＜ 0. 05 ) ; 对照组与假手术组之间
记忆成绩次数差异无统计学意义。

表 3 各组大鼠记忆功能的比较( n = 8，珋x ± s)

组别 记忆获得 记忆成绩

对照 32． 10 ± 3． 17 20． 73 ± 1． 52*

假手术 31． 48 ± 2． 62 18． 30 ± 1． 43*

模型 27． 85 ± 2． 20 10． 25 ± 1． 18
药物 29． 20 ± 2． 41 15． 50 ± 1． 30*

F值 16． 28 38． 60
P值 0． 064 0． 000

与模型组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

颅脑损伤后继发性脑损害可加重脑损伤程度，

是患者颅脑损伤后致残和死亡的主要原因。大量研
究［4］均证实细胞凋亡参与了颅脑损伤后继发性脑

损害的病理过程，研究探索阻抑颅脑损伤后神经细

胞凋亡的脑保护策略是近年研究的热点话题。环氧
合酶-2 是重要的炎症介质，是介导花生四烯酸代
谢、血栓素 A2、前列腺素生物合成过程中重要的限
速酶，其介导的炎症反应、细胞毒性在继发性脑损伤
神经元凋亡过程发挥重要作用［5 － 6］。本研究通过探
讨塞来昔布对颅脑创伤后 Fas表达及认知功能的影
响，分析其对颅脑创伤后的保护作用及其可能机制，

为塞来昔布临床应用于颅脑创伤治疗提供可靠的实

验和理论依据。
目前，颅脑创伤后神经细胞凋亡已成为近几年

来关注的热点，大量研究［7］均表明，颅脑损伤后神

经细胞发生凋亡现象。通过调控凋亡信号转导系统
阻抑神经细胞凋亡以治疗颅脑创伤正成为目前神经

系统领域的研究热点之一。颅脑创伤后神经细胞凋
亡的发生是一个主动的细胞死亡过程，是由抗凋亡

基因和促凋亡基因参与调控的。Fas 是细胞表面重
要的死亡受体，属于神经生长因子受体 /肿瘤坏死因
子受体超家族成员，研究表明 Fas 在颅脑损伤中发
挥着重要的作用，颅脑损伤后神经元凋亡发生机制

中的关键性因素，Fas 与 Fas-L 结合后，通过介导
Caspase激活的外源性激活途径，再经过 Caspase 级
联反应最终导致细胞凋亡［8-9］。Beer et al［10］研究发
现在大鼠颅脑损伤灶的脑皮质内 Fas、FasL 高表达，
并参与颅脑损伤后的凋亡及炎症反应。Ｒosenbaum
et al［11］研究发现在大鼠局灶性颅脑损伤区神经元
Fas、FasL表达增加，表明 Fas 介导的凋亡过程参与
了颅脑损伤的病理过程。刘清军 等［12］发现在颅脑
创伤后海马区神经细胞过度表达 Fas mＲNA，并且
该区出现明显的神经细胞凋亡，推测 Fas 的过度表
达可能是脑创伤后神经细胞凋亡的重要原因。
本研究首先参照 Marmarou 方法构建大鼠闭合

型脑创伤模型，采用实时荧光定量 PCＲ和免疫组织
化学法检测 Fas、Caspase-8 表达，TUNEL 法检测神
经细胞凋亡情况，Y型迷宫实验检测大鼠认知功能，
结果发现，颅脑创伤后大鼠脑组织 Fas 和 Caspase-8
的 mＲNA和蛋白表达明显增高，凋亡细胞数明显增
加，大鼠记忆成绩次数明显减少。而塞来昔布药物
可使大鼠颅脑创伤后 Fas和 Caspase-8 表达降低，凋
亡细胞数减少，大鼠记忆成绩次数增加。考虑颅脑
损伤后其可能的作用机制为 Fas 与其配体 FasL 结
合，通过胞质内 Fas 相关死亡域蛋白，进一步和
Caspase-8 酶原发生相互作用，激活 Caspase-8 酶原，
再经过 Caspase 级联反应最终导致神经细胞凋亡，
并造成不同程度的神经功能障碍，可表现为认知功

能以及智力的减退。而环氧合酶-2 特异性抑制剂
塞来昔布可通过抑制上述 Fas介导的死亡受体途径
信号通路，抑制 Fas 表达，进一步抑制其下游
Caspase-8 表达，抑制神经细胞凋亡，改善认知功能
和空间学习记忆能力，发挥颅脑保护作用。王金光
等［13］研究发现 Fas 参与了脊髓损伤后神经细胞凋
亡的调节，Fas和 Caspase-3 的表达变化有一定的相
关性。赵景霞 等［14］研究发现颅脑创伤后海马区出
现 Fas蛋白表达增加并出现神经细胞凋亡，美洛宁
能够减少脑创伤后 Fas 蛋白表达，并减少神经细胞
凋亡。
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Effects of celecoxib on Fas expression and cognitive function
after traumatic brain injury in rats

Zhang Jinling1，Zhang Tao2，Guo Jianfei2，et al
( 1Dept of Pharmacy，Xingtai Medical College，Xingtai 054031; 2Dept of Neurosurgery，
The Affiliated Xingtai People’s Hospital of Hebei Medical University，Xingtai 054031)

Abstract Objective To study the effect of celecoxib on Fas expression and cognitive function after traumatic
brain injury in rats，and to explore its protective effect on traumatic brain injury in rats and its mechanism． Meth-
ods 96 Wistar rats were randomly divided into control group，sham operation group，model group and drug treat-
ment group． The model of rat brain injury was established by Marmarou method． The expression of Fas and
Caspase-8 mＲNA and protein was detected by Ｒeal-time quantitative PCＲ and immunohistochemistry． TUNEL
method was used to detect neuronal cell apoptosis． Y-maze test was used to detect cognitive function of rats． Ｒe-
sults The expression of Fas and Caspase-8 mＲNA and protein in model group was significantly higher than those
in control group and sham operation group ( P ＜ 0. 05) ; the expression of Fas and Caspase-8 mＲNA and protein in
drug group was significantly lower than those in model group ( P ＜ 0. 05 ) ，yet still higher than those in control
group and sham operation group ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the control group，the apoptotic cells in the sham op-
eration group were significantly increased ( P ＜ 0. 05) ． The number of apoptotic cells in the drug group was signifi-
cantly lower than that in model group ( P ＜ 0. 05 ) ，yet still higher than that in control group and sham operation
group ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the control group and the sham operation group，the number of memory scores
in the model group was significantly decreased ( P ＜ 0. 05) ，the number of memory scores in the drug group was sig-
nificantly higher than the model group ( P ＜ 0. 05) ，but still lower than the control group and sham operation group
( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Celecoxib exerts protective effects on neurons after traumatic brain injury and improves
the cognitive function of rats，its mechanism may contribute to down － regulate the Fas － mediated apoptosis path-
way．
Key words celecoxib; traumatic brain injury; Fas; Caspase-8; cognitive function
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