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摘要 目的 探讨选择性环氧合酶( COX-2 ) 抑制剂塞来昔
布对大鼠颅脑创伤后 B淋巴细胞瘤-2 基因( Bcl-2) 表达及学
习记忆功能的影响。方法 实验分为对照组、假手术组、脑
创伤组、治疗组，首先采用 Marmarou方法建立大鼠闭合性颅
脑创伤模型，qPCＲ 法检测 mＲNA 表达量，免疫组织化学法
检测蛋白表达水平，TUNEL 染色法检测细胞凋亡，Morris 水
迷宫实验测试学习记忆功能。结果 脑创伤组 COX-2 的表
达明显高于其他 3 组( P ＜ 0. 05) ，治疗组较脑创伤组能有效
降低 COX-2 的表达( P ＜ 0. 05) ; 而脑创伤组 Bcl-2 的表达明
显低于其他 3 组( P ＜ 0. 05) ，治疗组与脑创伤组比较能有效
增高 Bcl-2 的表达( P ＜ 0. 05) ; 脑创伤组 TUNEL染色阳性细
胞数均高于其它各组( P ＜ 0. 05) ，治疗组相较于脑创伤组能
显著降低阳性细胞数( P ＜ 0. 05) ; 脑创伤组搜索平台所需的
时间大于其他 3 组( P ＜ 0. 05) ，治疗组较脑创伤组能有效降
低搜索平台所需时间( P ＜ 0. 05) 。结论 塞来昔布通过对
COX-2 的特异性抑制，减轻颅脑创伤后的炎症反应，增加
Bcl-2 的表达，从而抑制细胞的凋亡，发挥脑保护作用，并改
善其脑创伤后的学习记忆功能障碍。
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颅脑创伤后继发脑损伤是加重创伤后的重要原

因之一，继发炎症反应带来的严重后果往往比原发

性损伤更为严重，甚至可导致患者死亡。目前，颅脑
外伤后继发的炎症反应激活凋亡蛋白引发神经凋亡

已成为研究的热点［1］。环氧合酶-2 ( cyclooxygenase-
2，COX-2) 是炎症介质前列腺素合成的限速酶，参与
了颅脑创伤后继发性炎症反应的发生，研究［2］表

明，COX-2 在颅脑创伤区域均表达增强。Bcl-2 及其
家族成员在细胞凋亡中起重要的作用，调控细胞凋

亡。有研究［3］表明 Bcl-2 基因家族参与颅脑损伤后
神经元凋亡的过程，从而为颅脑外伤的救治提供新

的途径。该实验以大鼠颅脑创伤为模型，探讨给予
塞来昔布治疗后 COX-2 和 Bcl-2 的表达变化，及对
学习记忆功能的影响，进一步阐明颅脑损伤后继发

性炎症反应和细胞凋亡的关系，为临床治疗提供实

验依据。

1 材料与方法

1． 1 实验动物与试剂 64 只 SPF 级成年雄性 SD
大鼠，6 周龄，300 ～ 320 g，购自北京华阜康生物科技
股份有限公司，饲养于华北理工大学医学动物实验

中心 SPF级屏障环境; 塞来昔布购自美国辉瑞制药
有限生物公司; PCＲ 试剂盒、细胞和组织裂解液均
购自美国 Invitrogen 公司; 兔抗大鼠 COX-2 一抗和
Bcl-2 一抗均购自北京中杉金桥生物有限公司;
JK001 型 Morris水迷宫系统购自上海欣软信息科技
有限公司。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 实验动物分组 SD大鼠按随机法分为对照
组、假手术组、脑创伤组和治疗组。取 40 只大鼠，每
组 10 只，用于实时荧光定量 PCＲ( qPCＲ) 和免疫组
织化学染色法检测使用。另取 24 只大鼠每组 6 只，
进行水迷宫实验测试。
1． 2． 2 大鼠颅脑创伤模型制备 用 10%水合氯醛
麻醉大鼠，75%乙醇消毒手术区，对照组正常饲养，
不做任何处理; 假手术组仅做头皮切开、缝合，不做
其他处理; 治疗组和脑创伤组按照文献［4］报道方法

构建大鼠颅脑创伤模型，术后 SPF 级常规饲养，治
疗组于模型制作成功后即刻给予塞来昔布药物腹腔

内注射，随后每隔 6 h给药 1 次。同样对照组、假手
术组和脑创伤组给于同等量的 PBS腹腔注射。
1． 2． 3 qPCＲ法检测 COX-2 和 Bcl-2 的基因表达水
平 于 72 h后对各组大鼠在冰上断头取脑，将大脑
海马区放置于冻存管中，投入液氮速冻，取 40 mg 制
备的大鼠脑组织，加入 400 μl EＲSＲ裂解液，用匀浆
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机匀浆之后在室温条件下放置 3 min，参照 TＲIzol
说明书一步法提取组织总 ＲNA，于紫外分光光度计
测定 ＲNA纯度及浓度复合实验要求后，用 M-MLV
试剂盒将 ＲNA样品逆转录反应合成 cDNA后，再使
用 SYBＲ试剂盒进行 PCＲ 扩增反应，COX-2 上游引
物: 5-CATTGGGACTGCTGCTTTGCTG-3'，下游引物:
5'-GTCCCCTGAAAGGTTTGGAAT-3'; Bcl-2 上游引
物: 5-ATTATGGACTGCTGCTTTGCTG-3'，下游引物:
5'-TTCGCCTGAAAGGTTTGGAAT-3'; β-actin 上游引
物: 5-GTTGGGACCTGAGAGACTA-3'，下游引物: 5-
TGGCGATGTCCAGTCACACT-3'。扩增条件: 95 ℃
预变性 10 min，95 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃
延伸 30 s，30 个循环后再 72 ℃延伸 10 min。实验结
果采用相对定量的方法进行分析。
1． 2． 4 免疫组织化学染色法检测 COX-2 和 Bcl-2
蛋白的表达 颅脑创伤 72 h后在冰上断头取脑，取
出脑组织海马区，放入 4%多聚甲醛固定 48 h以上。
取出标本，常规脱水、包埋和制片，滴加适量 0. 5%
Triton-100 至盖玻片上，室温条件下裂解 20 min，
PBS 洗 3 次，2 min /次; 滴加适量 3% H2O2 至盖玻片

上，室温孵育 15 min，达到阻断内源性过氧化物酶的
作用，PBS 洗 3 次; 滴加适量一抗兔抗鼠 COX-2
( 1 ∶ 150) 和兔抗鼠 Bcl-2 ( 1 ∶ 100 ) ; 4 ℃过夜，PBS
洗 3 次，2 min /次; 滴加适量二抗，37 ℃培养箱中孵
育 30 min，PBS洗 3 次，每次 2 min; 进行 DAB 显色，
梯度酒精逐级脱水，二甲苯透明，中性树胶进行常规

封片，采用 Image Pro-Plus图像分析软件半定量分析
染色指数结果。
1． 2． 5 原位末端标记技术法( TdT-mediated dUTP-
biotin nick end labeling，TUNEL) 检测细胞凋亡 各
组小鼠分别于颅脑创伤后 1、2、3、4 d 在冰上断头取
脑，取出脑组织，放入 4%多聚甲醛固定。常规梯度
乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，连续切片，二甲苯

浸洗，梯度乙醇脱水，PBS 漂洗，蛋白酶 K 工作液室
温孵育 15 min，PBS漂洗，添加 50 μl TUNEL混合溶
液于标本，37 ℃孵育 60 min，PBS 漂洗，滴加 50 μl
Converter-POD于标本，37 ℃孵育 30 min，PBS漂洗，
DAB显色，苏木精复染细胞核，中性树胶封片，光学
显微镜下观察凋亡脑细胞并拍照，并计算细胞凋亡

指数，细胞凋亡指数( % ) =凋亡细胞数 /总细胞数
× 100%。
1． 2． 6 Morris 水迷宫实验 从颅脑创伤后的第 8
天开始每隔 1 d进行一次测试，共 4 次。将 SD大鼠
头朝池壁放入水中，记录大鼠找到水下平台的时间

( s) ，每只大鼠每天训练 4 次，两次训练间隔 15 ～ 20
min，连续训练 5 d。结束后开始 60 s 的探查训练，
将大鼠从原平台象限的对侧放入水中，记录大鼠在

目标象限次数和所费时间，并以此为大鼠空间记忆

的检测指标。随后开始 4 d 的对位训练，将平台放
在原平台所在象限的对侧象限，每天训练 4 次，每次
记录大鼠找到平台的时间和游泳距离以及游泳速

度。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行分析，
实验数据采用 珋x ± s 表示。采用方差分析方法进行
统计学分析，组间比较采用 SNK-q检验，以 P ＜ 0. 05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 COX-2 和 Bcl-2 的 mＲNA 表达 经分析: 脑
创伤组 COX-2 mＲNA表达量明显高于其他 3 组( P
＜ 0. 05 ) ; 治疗组相较于脑创伤组能降低 COX-2
mＲNA表达量( P ＜ 0. 05 ) ，但仍高于对照组及假手
术组( P ＜ 0. 05) ; 而脑创伤组 Bcl-2 mＲNA的表达量
明显低于其他 3 组( P ＜ 0. 05 ) ，治疗组相较于脑创
伤组能增高 Bcl-2 mＲNA的表达量( P ＜ 0. 05) ，但仍
低于对照组及假手术组( P ＜ 0. 05 ) ; 对照组和假手
术组之间两者的表达量比较差异无统计学意义。见
表 1。
2． 2 COX-2 和 Bcl-2 蛋白的表达 脑组织海马区
COX-2 和 Bcl-2 蛋白均表达于神经元细胞胞质，阳
性反应呈棕黄色颗粒。根据染色指数对染色结果进
行判定，各组 COX-2 和 Bcl-2 蛋白的表达量见表 2、
图 1、2。经统计学分析: 脑创伤组 COX-2 蛋白表达
量明显高于其他各组( P ＜ 0. 05 ) ，治疗组较脑创伤
组 COX-2 蛋白的表达量有所降低( P ＜ 0. 05 ) ，但仍
高于假手术组和对照组( P ＜ 0. 05 ) ; 然而脑创伤组
Bcl-2 蛋白表达量明显低于其他各组( P ＜ 0. 05 ) ，治
疗组与脑创伤组相比较 Bcl-2 蛋白的表达量有所增
加( P ＜ 0. 05 ) ，但仍低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。
2． 3 TUNEL 染色检测细胞凋亡情况 各组脑细
胞的细胞凋亡指数见表 3，TUNEL 染色凋亡脑细胞
阳性呈棕黄色反应，阴性呈蓝色反应。对照组脑细
胞 TUNEL染色未见阳性反应，其他各组 TUNEL 染
色于颅脑创伤后 1 d可出现较多阳性反应细胞，3 d
达到高峰，4 d后明显减少。经分析，脑创伤组与其
它各组相比较，阳性细胞数显著增加，差异有统计学
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表 1 各组 COX-2 和 Bcl-2 的 mＲNA表达量( n = 6，珋x ± s)

项目 对照组 假手术组 脑创伤组 治疗组 F值 P值
COX-2 1． 15 ± 0． 10* # 1． 06 ± 0． 63* # 3． 48 ± 0． 16* 2． 28 ± 0． 35# 9． 38 0． 000
Bcl-2 1． 10 ± 0． 05* # 1． 08 ± 0． 65* # 0． 35 ± 0． 26* 0． 74 ± 0． 62# 8． 26 0． 011

与治疗组比较: * P ＜ 0. 05; 与脑创伤组比较: #P ＜ 0. 05

表 2 免疫组化法检测 COX-2 和 Bcl-2 蛋白的表达( n = 9，珋x ± s)

项目 对照组 假手术组 脑创伤组 治疗组 F值 P值
COX-2 65． 16 ± 5． 96* # 67． 27 ± 6． 10* # 95． 98 ± 6． 24* 78． 46 ± 6． 62# 26． 73 0． 025
Bcl-2 96． 31 ± 4． 83* # 94． 39 ± 6． 14* # 64． 70 ± 9． 02* 75． 70 ± 10． 27# 38． 52 0． 013

与治疗组比较: * P ＜ 0. 05; 与脑创伤组比较: #P ＜ 0. 05

表 3 各组 TUNEL阳性细胞率( %，n = 8，珋x ± s)

时间 对照组 假手术组 脑创伤组 治疗组 F值 P值
1 d 0． 80 ± 0． 13* # 1． 10 ± 0． 20* # 16． 26 ± 0． 05* 13． 23 ± 0． 14# 13． 62 0． 012
2 d － 1． 72 ± 0． 35* # 38． 65 ± 0． 13* 29． 08 ± 0． 16# 16． 15 0． 010
3 d － 2． 24 ± 0． 12* # 56． 35 ± 0． 33* 43． 27 ± 0． 16# 18． 36 0． 008
4 d － 0． 92 ± 0． 22* # 37． 36 ± 0． 40* 27． 21 ± 0． 38# 14． 53 0． 015

与治疗组比较: * P ＜ 0. 05; 与脑创伤组比较: #P ＜ 0. 05

表 4 Morris水迷宫实验检测大鼠搜索平台所需时间( s，n = 6，珋x ± s)

时间 对照组 假手术组 脑创伤组 治疗组 F值 P值
8 d 138． 47 ± 18． 45* # 140． 10 ± 16． 88* # 171． 26 ± 20． 05* 167． 23 ± 26． 14# 30． 36 0． 015
9 d 96． 92 ± 18． 61* # 95． 62 ± 21． 38* # 125． 45 ± 26． 60* 127． 30 ± 28． 35# 29． 45 0． 010
10 d 43． 28 ± 28． 46* # 42． 68 ± 11． 64* # 80． 26 ± 18． 95* 80． 15 ± 20． 95# 31． 23 0． 006
11 d 28． 25 ± 9． 10* # 27． 35 ± 10． 32* # 57． 36 ± 18． 20* 57． 21 ± 20． 38# 33． 65 0． 026

与治疗组比较: * P ＜ 0. 05; 与脑创伤组比较: #P ＜ 0. 05

意义( P ＜ 0. 05 ) ，治疗组相较于脑创伤组阳性细胞
明显减少( P ＜ 0. 05 ) ，但仍高于假手术组和对照组
( P ＜ 0. 05) 。

图 1 免疫组织化学染色法观察脑组织

海马区 COX-2 蛋白表达情况 × 200

A: 对照组; B: 假手术组; C: 创伤组; D: 治疗组

2． 4 Morris水迷宫测试结果 随着大鼠颅脑创伤
后训练次数和时间的延长，大鼠脑创伤后 8 ～ 11 d
搜索平台所需的时间逐渐减少( 表 4 ) ，经统计学分

析，脑创伤组大鼠脑创伤后搜索平台所需的时间均

大于其他 3 组( P ＜ 0. 05 ) ，而治疗组相较于脑创伤
组能降低搜索平台所需的时间( P ＜ 0. 05 ) ，但仍高
于假手术组和对照组( P ＜ 0. 05) 。

图 2 免疫组织化学染色法观察脑组织

海马区 Bcl-2 蛋白表达情况 × 200

A: 对照组 B: 假手术组; C: 创伤组; D: 治疗组

3 讨论

脑是人体的中枢生命器官，在外伤中极易受累，
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颅脑损伤的发生率及死残率均高，炎症反应是造成

颅脑损伤后继发性脑损伤的重要原因之一。COX-2
作为一种主要的炎症介质，是炎症反应介导的细胞

毒性重要的决定因素之一［5］。COX-2 是花生四烯
酸代谢的限速酶，其产物前列腺素和血栓素产生增

加，血栓素是一种具有强烈促进血管收缩和血小板

聚集的生物活性物质，并且其和前列腺素同样具有

趋化作用［6］，可诱导炎性因子产生过多，从而加重

颅脑损伤后脑组织缺血低氧，引起血管通透性增高，

脑组织水肿，导致神经细胞凋亡［7］。研究［8］显示，
在颅脑损伤区域 COX-2 表达明显增加。COX-2 抑
制剂美洛昔康可减轻颅脑损伤后的炎症反应，减少

神经细胞丢失［9］。同样研究［10］显示帕瑞昔布可改
善大鼠颅脑损伤的炎症反应和神经细胞的凋亡，从

而减轻脑组织损伤的程度。塞来昔布可降低缺血低
氧性颅脑损伤 PGE2 的表达，减轻继发性炎症反应
及神经细胞凋亡，促进神经功能恢复，对脑组织具有

保护作用［11］。以上研究均提示，COX-2 选择性抑制
药在脑损伤进程中有一定保护作用; COX-2 可作为
减轻脑组织炎症反应所致脑损害的新的切入点。同
样本研究也显示脑创伤组 COX-2 的表达明显高于
其他各组，给予塞来昔布的治疗组较脑创伤组能降

低 COX-2 的表达，但仍低于对照组及假手术组。说
明塞来昔布可通过对 COX-2 蛋白的特异性抑制作
用，减少由其引发的创伤后炎症反应。

Bcl-2 是 bcl-2 原癌基因的编码产物，属膜整合
蛋白，分子量为 26 ku，定位于线粒体、内质网和连续
的核周膜。Bcl-2 能够抑制细胞色素 C 从线粒体释
放到细胞质，从而抑制细胞凋亡。颅脑损伤时神经
元存在凋亡现象，如能阻止神经细胞凋亡的发展就

有可能减轻颅脑损伤程度和缩小梗死范围。有研
究［12］在大鼠脑动脉闭塞模型实验中显示选择性

COX-2 抑制剂罗非昔布可通过促进脑缺血区神经元
Bcl-2 过量表达，并且同时减少 Bax 的表达，上调
Bcl-2 /Bax 比值而抑制神经细胞凋亡。邱丽颖
等［13］也发现 COX 抑制剂阿司匹林主要通过提高
Bc1-2，发挥抗凋亡作用，同时研究也提示阿司匹林
剂量与 Bc1-2 的表达密切相关。
同样，本研究结果提示，脑创伤组的 Bcl-2 表达

量明显低于其他组，治疗组较脑创伤组能增加 Bcl-2
的表达，但仍低于对照组及假手术组; 脑创伤组

TUNEL染色阳性细胞数均高于其它各组，治疗组相
较于脑创伤组能显著降低 TUNEL染色阳性细胞; 同
时脑创伤组搜索平台所需的时间均大于其他各组，

给予塞来昔布药物的治疗组搜索平台所需时间低于

脑创伤组。说明塞来昔布通过减轻神经细胞的凋
亡，进一步改善颅脑创伤后的学习记忆功能，进一步

分析其可能是由 COX-2 引起的继发性炎症反应，导
致氧化应激反应，并诱发神经细胞凋亡。塞来昔布
通过抑制 COX-2 的表达，从而阻断 NF-κB参与调控
的细胞凋亡通路，使 Bcl-2 表达减少，导致 Bcl-2 /Bax
比值降低，影响 Bcl-2 蛋白自身多聚化，导致其不被
激活，从而抑制细胞的凋亡，并改善大鼠脑创伤后的

学习记忆功能障碍［9］。本课题组前期研究［14 － 15］也

已证明，塞来昔布可通过降低颅脑损伤后的 COX-2、
Caspase-3 和 Apaf-1 表达，减轻颅脑损伤后的继发性
炎症反应，抑制神经细胞凋亡，并能改善颅脑创伤后

的运动和学习记忆功能障碍。
塞来昔布作为 COX-2 选择性抑制剂，可通过抑

制 COX-2 阻止炎性前列腺素类物质的产生，达到抗
炎、镇痛及退热作用，已在临床得到广泛应用。本研
究证实，作为非甾体抗炎药，塞来昔布可通过抑制

COX-2 的表达，减轻由其所引发的继发性炎症反应，
并进一步减少 Bcl-2 诱导的神经细胞凋亡过程，抑
制继发性炎症反应和神经细胞凋亡引起的颅脑损

伤。塞来昔布在颅脑损伤治疗过程中具有潜在的应
用价值，可为创伤性颅脑损伤等神经系统疾病提供

新的治疗途径。
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Effects of celecoxib on expression of Bcl-2
and memory function after severe craniocerebral injury

Zhang Tao，Guo Jianfei，Xing Linlin，et al
( Dept of Neurosurgery，The Affiliated Xingtai People's
Hospital of Hebei Medical University，Xingtai 054031)

Abstract Objective To investigate the effect of selective cyclooxygenase( COX-2) inhibitor celecoxib on the ex-
pression of Bcl-2 and learning and memory function after traumatic brain injury in rats． Methods The experiment
was divided into control group，sham operation group，brain trauma group and treatment group． Marmarou method
was used to establish the closed craniocerebral trauma model in rats． Ｒeal-time quantitative PCＲ( qPCＲ) was used
to detect mＲNA expression，the protein expression was detected by immunohistochemistry，TUNEL staining was
used to detect cells apoptosis，Morris water maze test was used to test learning and memory function． Ｒesults The
expression of COX-2 in brain trauma group was significantly higher than in other three groups( P ＜ 0. 05 ) ． Com-
pared with brain trauma group，the treatment group can effectively reduce the expression of COX-2 ( P ＜ 0. 05 ) ．
The expression of Bcl-2 in brain trauma group was significantly lower than that in other three groups( P ＜ 0. 05 ) ．
Compared with the brain trauma group，the treatment group can effective increased the expression of COX-2 ( P ＜
0. 05) ． The number of TUNEL positive cells in brain trauma group was significantly higher than other groups( P ＜
0. 05) ，and the number of positive cells in the treatment group was significantly lower than the brain trauma group
( P ＜ 0. 05) ． Brain trauma group search platform time was longer than other groups( P ＜ 0. 05) ． Compared with the
traumatic group，the time required for the search platform to be effectively reduced in treatment group( P ＜ 0. 05) ．
Conclusion Celecoxib ，as a specific inhibitior of COX-2，reduce the inflammatory response after craniocerebral
trauma，increase the expression of Bcl-2，thereby inhibiting cell apoptosis，play a protective role in the brain，and
improve its learning and memory dysfunction after trauma．
Key words craniocerebral trauma; cyclooxygenase 2; Bcl-2; learning and memory
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