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摘要 目的 探讨缺氧预处理对颅脑外伤大鼠海马生长停

滞与 DNA损害可诱导基因 34(GADD34)表达及神经元细胞
凋亡的影响。方法 208 只 SD 雄性大鼠，随机分为假手术
(Con，n = 8)组、缺氧预处理(HPC，n = 8)组、颅脑外伤(TBI，
n = 96)组、缺氧预处理颅脑外伤(HPCT，n = 96)组;TBI 和
HPCT组再根据不同处死时间分为 1 h、3 h、6 h、12 h、24 h、3
d、7 d、14 d八个亚组。大鼠颅脑外伤模型采用改良的自由
落体装置制作，预先将大鼠在低压氧仓( － 50. 47 kPa)内处
理 3 h /d，连续 3 d制作缺氧预处理模型。采用改良 Sugrwara
法对大鼠伤后行为学评估;ＲT-PCＲ和 Western blot法检测海
马组织中 GADD34 的表达变化，TUNEL 染色法检测凋亡神
经元细胞。结果 海马中 GADD34 mＲNA 和蛋白伤后 1 h
即有表达，3 ～ 12 h 呈上升趋势，伤后 24 h 达高峰，3 ～ 14 d
呈下降趋势，TBI与 Con 组，HPCT 与 HPC 组比较，差异均有
统计学意义(P ＜ 0. 05);伤后 24 h 各指标进行比较，Con 和
HPC组比较，差异无统计学意义，其中 HPCT 组中伤后行为
学评估得分及 GADD34 的表达较 TBI组显著增高，细胞凋亡
率显著降低，差异均有统计学意义(P ＜ 0. 05)。结论 缺氧
预处理可降低颅脑外伤大鼠海马行为学损伤，其机制可能是

通过上调海马 GADD34 的表达，降低海马神经元细胞凋亡，
从而发挥脑保护作用。
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颅脑外伤( traumatic brain injury，TBI)可继发机
体一系列病理生理改变，海马是行为认知功能中枢

具有较高的神经敏感性，颅脑外伤后可造成海马神

经网络结构不同程度损伤，影响其神经电生理功能，

甚者伴有细胞的凋亡或坏死
［1］;生长停滞与 DNA损

害可诱导基因 34(growth arrest and DNA damage-in-
ducible protein 34，GADD34)是一种细胞周期蛋白，
在内质网应激等条件下表达上调，是内质网应激中

促进蛋白质合成恢复的重要分子
［2］。缺氧预处理

(hypoxic preconditioning，HPC)已证实可增强脑组
织对随后发生的缺氧、缺血的耐受力［3 － 5］，该实验通

过成功复制缺氧预处理与颅脑外伤动物模型，对缺

氧预处理后颅脑外伤大鼠行为学进行评估，以及检

测海马中 GADD34 表达和神经元细胞的凋亡情况，
进一步探讨缺氧预处理对颅脑外伤的脑保护作用。

1 材料与方法

1． 1 实验动物和分组 208 只 SD 雄性大鼠，180 ～
230 g，由安徽医科大学实验动物中心提供，采用随
机数字表法分为假手术 ( Con) 组、缺氧预处理
(HPC)组、颅脑外伤(TBI)组、缺氧预处理颅脑外伤
(HPCT)组，TBI和 HPCT组又根据处死时间的不同
分为 1 h、3 h、6 h、12 h、24 h、3 d、7 d、14 d 八个亚
组。
1． 2 主要试剂和仪器 GADD34 兔抗鼠多克隆抗
体(美国 Santa Cruz 公司);逆转录试剂盒(美国
ThermoFish公司);TUNEL试剂盒(北京中杉金桥生
物技术有限公司);低压氧舱(上海减压厂);ZH-
ZYQ型自由落体脑损伤模型打击器(淮北正华生物
仪器设备有限公司);VN-180 活塞式无油真空泵
(昆山佑诚至信电器设备有限公司);微型小磨钻

(上海晶杰医疗器械有限公司)。
1． 3 模型制作和取材
1． 3． 1 缺氧预处理模型制作 分别将 HPC 和
HPCT组大鼠置于低压氧舱内，适应后连接真空泵，
缓慢匀速减至 － 50. 47 kPa(模拟 5 500 m 高原环
境)，恒压维持 3 h 后缓慢恢复正常，如此连续训练
3 d。
1． 3． 2 颅脑外伤模型制作 经腹腔注射 10%水合
氯醛将大鼠麻醉，麻醉满意后固定于自由落体装置，

剪毛，消毒，沿头皮中线做矢状位切开，剥离骨膜，暴
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露左侧颅骨;用微型小磨钻定位于前囟门后 3 mm
中线左侧旁开 3 mm 处钻开一圆形骨窗(直径约 5
mm)。将 50 g砝码置于 25 cm垂直高度打击骨窗，
打击完毕后用骨蜡封闭骨窗，立即清创缝合头皮。
对 TBI 和 HPCT 组进行打击处理，Con 组仅做头皮
切开和清创缝合处理，HPC组不处理。
1． 3． 3 取材 模型制作完毕后于相应时间点处死
大鼠并取材。6 只大鼠以 4% (质量 /体积，m/V)多
聚甲醛心脏灌注固定后断头取脑，经 10%甲醛固定
24 h，石蜡包埋并切片，行免疫组化染色。其余 6 只
大鼠直接断头取脑，剥离脑组织置于 － 80 ℃液氮罐
中速冻保存，用于 ＲT-PCＲ和 Western blot实验。
1． 4 实验方法
1． 4． 1 行为学评估 将 Sugrwara 法［6］进行改良
后，对各处理组大鼠行为学进行评估，共 6 大部分，
自主活动、肢体运动、前肢伸展、自主爬笼、腋下和鼻
毛触摸反应、翻正反射。① 自主运动，1 分:少有运
动;2 分:能运动，但不能到笼边;3 分:灵活运动。②
肢体运动，1 分:很少移动肢体;2 分:能移动所有肢
体，但移动缓慢;3 分:肢体移动正常。③ 前肢伸
展，1 分:提鼠尾前肢不伸展;2 分:伸展，但受限;3
分:自主伸展。④ 自主爬笼，1 分:不能爬;2 分:能
爬笼，但无力;3 分:自主爬笼。⑤ 腋下和鼻毛触摸
反应，1 分:无反应;2 分:微弱反应;3 分:反应正常。
⑥ 翻正反射，1 分:无法翻转;2 分:能翻转，但较慢;
3 分:正常。各部分 1 ～ 3 分，共 18 分。评分过程中
遵循盲法原则，整个评分过程约 5 min。
1． 4． 2 免疫组化染色 切片常规脱蜡至水，用浓度
为 0. 01 mmol /L 的枸橼酸缓冲溶液(pH 约 6. 0)行
抗原修复，3% H2O2 室温 20 min，10%羊血清封闭
室温 20 min，加兔抗鼠 GADD34(1 ∶ 100)4 ℃过夜，
PBS漂洗，严格按照试剂盒说明书进行操作，切片制
作完成后，在高倍显微镜( × 400)下随机选取海马
CA1 区 5 个不同视野，以染色呈棕褐色为阳性细胞，
利用 Image-Pro Plus 6. 0 软件分析光密度。
1． 4． 3 细胞凋亡的检测 应用 TUNEL 法标记
DNA脱氧核苷酸链末端，严格按照试剂盒说明书操
作进行，常规制备切片，在高倍镜视野( × 400)下观
察，随机取海马 CA1 区 5 个不同视野，计数凋亡细
胞与总细胞数，以凋亡细胞数 /总细胞数计算凋亡率
(% )。
1． 4． 4 ＲT-PCＲ 分析 GADD34 mＲNA 表达 操作
严格按照试剂盒说明书操作进行，引物根据查阅

GenBank提供的模板，由上海生工有限公司合成。

GADD34(256 bp)上游引物序列:5'-GCAGAGTCAC-
CCTTGTTCAG-3'，下 游: 5'-ATCCCAATCACCGT-
CATCT-3';β-actin 上游引物序列:5'-GGGCTCTCT-
GCTCCTCCCTGT-3'，下游: 5'-ACGGCCAAATCCGT-
TCACACC-3';PCＲ反应条件为:95 ℃预变性 5 min，
94 ℃变性 45 s，退火 45 s，72 ℃延伸 50 s，共循环 40
次。72 ℃最后延伸 10 min，扩增片段长度为 108
bp。GADD34 和 β-actin的退火温度均为 52 ℃。扩
增结束后进行电泳，电泳图像经 Image Pro Plus 6. 0
软件分析平均光密度值，内参为 β-actin，以目的基
因与 β-actin平均光密度比值表示目的基因的相对
表达水平。
1． 4． 5 Western blot 实验 取出液氮罐中海马标
本，冰上研磨并加入 ＲIPA 细胞裂解液 100 μl，继续
研磨至液态，12 000 r /min 离心 10 min，留取上清，
提取总蛋白，进行蛋白浓度测定，再经电泳，转膜，室

温封闭 2 h，滴加一抗、二抗孵育，化学发光，显影，定
影，拍照等步骤，严格参照抗体说明书进行稀释和操

作，采用 Gel pro软件进行处理，以 GADD34 与 β-ac-
tin条带灰度值之比表示蛋白相对表达量。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行统计
处理，计量资料以 珋x ± s 表示。多组间进行比较采用
one way-ANOVA 检验，进一步两两比较采用 SNK-q
检验，不同组间两样本比较采用 t 检验。以 P ＜
0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 行为学评估结果 伤后 24 h 各处理组评分结
果，Con和 HPC组得分无差异，TBI组得分明显低于
Con组，HPCT组得分明显低于 HPC 组，差异均有统
计学意义(P ＜ 0. 05)，表明 TBI 和 HPCT 组大鼠行
为学均有不同程度损伤;而 HPCT 组得分明显高于
TBI组，两组比较差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)，提
示 HPCT组大鼠颅脑外伤后行为学损伤较 TBI 组减
轻，见图 1、表 1。
2． 2 免疫组化染色 正常海马神经元细胞中
GADD34 有少量表达，颅脑外伤后 1 h 可见少量
GADD34 染色的阳性细胞，伤后 3 ～ 12 h 胞质染色
逐渐加深，部分胞核着色，伤后 24 h，胞质和胞核着
色最深，随着伤后时间推移，阳性细胞数逐渐减少同

时染色逐渐变淡。HPCT 与 TBI 组伤后 GADD34 染
色变化趋势相似，而伤后 3 h ～ 7 d 两组光密度值比
较，差异均有统计学意义(P ＜ 0. 05);伤后 1 h、14
d、Con 与 HPC 组之间，差异均无统计学意义;见图
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2、表 1。

图 1 各组大鼠伤后 24 h行为学评估得分

与 Con组、HPC组比较，* P ＜ 0. 05;与 TBI组比较，#P ＜ 0. 05

图 2 各组大鼠伤后 24 h 海马 GADD34 免疫组化染色 DAB ×400
A:Con组;B:HPC组;C:TBI组;D:HPCT组

2． 3 TUNEL 法检测凋亡的神经元细胞 采用
TUNEL法检测伤后不同时间点各组大鼠海马中凋
亡细胞，Con 与 HPC 组中凋亡细胞数目接近，细胞
凋亡率无明显差别，TBI组、HPCT组与对照组比较，
海马神经元细胞凋亡率明显增高，其中 HPCT 组与
TBI组比较，凋亡率明显降低，差异均有统计学意义
(P ＜ 0. 05)，见图 3、表 1。
2． 4 GADD34 mＲNA 的表达变化 GADD34 mＲ-
NA在伤后 1 h可见表达，3 ～ 12 h表达逐渐上调，24
h达到高峰，3 ～ 14 d表达逐渐下调。Con 组与 HPC
组比较，差异无统计学意义;伤后 1 h和 14 d，TBI组
与 Con组、HPCT组与 HPC组分别比较，差异均无统
计学意义;伤后 3 h ～ 12 h 和 1 ～ 7 d，TBI 组与 Con
组、HPCT组与 HPC组分别比较，差异均有统计学意
义(P ＜ 0. 05);其中 HPCT 组与 TBI 组比较，伤后 3
～12 h和 1 ～ 7 d GADD34 mＲNA 表达显著上调，差

异均有统计学意义(P ＜ 0. 05);伤后 1 h 和 14 d 两
组比较，差异均无统计学意义，见图 4、表 1。

图 3 各组大鼠伤后 24 h

海马神经元细胞凋亡情况 TUNEL染色 × 400

A:Con组;B:HPC组;C:TBI组;D:HPCT组

图 4 TBI组和 HPCT组大鼠海马 GADD34 mＲNA的表达
A:TBI组;B:HPCT组

2． 5 GADD34 蛋白表达变化 GADD34 蛋白伤后
1 h开始表达，3 ～ 12 h表达逐渐上调，24 h 达高峰，
3 ～ 14 d表达逐渐下调。Con 组与 HPC 组比较，差
异无统计学意义;伤后 1 h和 14 d，TBI组与 Con组、
HPCT组与 HPC组分别比较，差异均无统计学意义;
伤后 3 ～ 12 h 和 1 ～ 7 d，TBI 组与 Con 组、HPCT 组
与 HPC 组分别比较，差异均有统计学意义(P ＜
0. 05);其中 HPCT组与 TBI 组比较，伤后 3 h ～ 7 d
GADD34 蛋白表达显著上调，差异均有统计学意义
(P ＜ 0. 05)，伤后 1 h和 14 d两组比较，差异均无统
计学意义，见图 5、图 6、表 1。

3 讨论

颅脑外伤可继发脑功能和行为认知改变，轻至
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表 1 伤后 24 h各组大鼠各指标的表达(n = 8，珋x ± s)

项目 Con组 HPC组 TBI组 HPCT组 F值 P值
行为学评分 18． 000 ± 0． 000 18． 000 ± 0． 000 4． 417 ± 1． 240* 5． 500 ± 1． 168* # 155． 90 0． 01
免疫组化 0． 154 ± 0． 014 0． 152 ± 0． 018 0． 177 ± 0． 015* 0． 204 ± 0． 024* # 11． 13 0． 01
细胞凋亡率(% ) 2． 510 ± 0． 056 2． 510 ± 0． 148 77． 980 ± 0． 583* 45． 270 ± 5． 185* # 584． 60 0． 01
GADD34 mＲNA 175． 220 ± 5． 845 179． 320 ± 4． 800 162． 030 ± 6． 770* 144． 070 ± 5． 546* # 45． 23 0． 01
GADD34 蛋白 0． 415 ± 0． 049 0． 401 ± 0． 043 0． 995 ± 0． 033* 1． 294 ± 0． 076* # 812． 00 0． 01

与 Con组和 HPC组比较:* P ＜ 0. 01;与 TBI组比较:#P ＜ 0. 01

图 5 各组大鼠伤后 24 h海马 GADD34 蛋白表达

图 6 各组大鼠伤后 24 h海马 GADD34 蛋白相对表达量

与 Con组、HPC组比较:* P ＜ 0. 05;与 TBI组比较:#P ＜ 0. 05

中度颅脑外伤后可造成行为认知功能不同程度损

伤，这与伤后海马神经电生理功能被破坏密切相

关
［7］。为保持正常神经电生理功能，细胞不仅面临
避免走向凋亡，也面临代偿正常功能危机。有研
究
［8］
显示，缺氧预处理可通过上调海马 CA1 区抗凋

亡蛋白 Bcl-2 的表达，降低海马神经细胞凋亡。然
而缺氧预处理对颅脑外伤大鼠早期行为认知功能损

伤是否具有保护作用，这种作用与细胞凋亡是否有

关，尚未见相关报道。
颅脑外伤后机体各种应激反应被激活，内质网

应激是指在缺氧等条件下，内质网平衡状态被打破，

大量未折叠或错误折叠蛋白质的堆积，而发生的一

种适应性反应。然而过度应激对细胞是不利的，可
诱导凋亡的发生

［9］，导致颅脑外伤进一步加重。
GADD34 是一种细胞周期蛋白，在内质网应激条件
下表达上调，通过选择性抑制内质网应激蛋白

eIF2α的磷酸化，降低内质网应激相关凋亡的发生，

是内质网应激中恢复蛋白质合成的重要分子
［2，10］。

既往研究
［11］
清热化瘀方治疗后可提高脑缺血

区周围 GADD34 表达，发挥神经保护作用;本研究
结果显示:GADD34 mＲNA 和蛋白伤后 1 h 可见表
达，3 ～ 12 h表达逐渐上调，24 h 达高峰，3 ～ 14 d 表
达逐渐下调。伤后 24 h各组进行比较，颅脑外伤后
大鼠行为学评分，HPCT 组较 TBI 组明显增高。
GADD34 mＲNA和蛋白的表达 Con 组和 HPC 组相
似，提示单纯缺氧对正常海马组织中 GADD34 的表
达无诱导作用，HPCT 组较 TBI 组明显上调，提示在
遭受颅脑外伤性打击时，缺氧预处理可显著激活

GADD34 的表达;同时 TUNEL 染色还发现 HPCT 组
较 TBI组海马中神经元细胞凋亡率明显降低，提示
缺氧预处理可通过上调海马 GADD34 的表达，后者
可能通过降低神经元细胞的凋亡，发挥神经保护作

用。
前期实验

［3，5］
研究显示:缺氧预处理可通过上

调颅脑外伤后大鼠脑组织 HIF-1α、VEGF、GLUT-1
表达，提高外伤后脑组织新生血管生成并提高能量

供应，减轻脑组织乏氧状态，减少未折叠或错误折叠

蛋白的产生，既往研究
［12］
还显示在老年痴呆症等神

经系统疾病中，Aβ、tau蛋白在海马的大量堆积是造
成行为认知功能改变的主要原因。Li et al［13］发现
神经轴索受损时可诱发内质网应激，并且可通过降

低内质网应激引起的蛋白堆积诱导细胞的再生。
GADD34 通过降低 PEＲK /eIF2α 通路中 eIF2α 的磷
酸化水平，降低内质网应激相关凋亡，恢复蛋白质合

成，恢复神经再生功能
［2］。本实验结果提示:颅脑

外伤后大鼠行为学有不同程度受损，这可能与外伤

后发生内质网应激有关，缺氧预处理可显著降低神

经元细胞凋亡，后者可能与上调海马中 GADD34
mＲNA和蛋白表达有关，减轻内质网应激性损伤，从
而减轻行为学损伤，这与 Wu et al［14］的研究缺氧预
处理可降低血管内皮细胞内质网应激损伤相一致。
综上所述，缺氧预处理可早期选择性的抑制神

经元细胞凋亡，其机制可能与上调颅脑外伤大鼠海
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马中 GADD34 的表达恢复蛋白合成有着密切关系，
这对于早期恢复海马神经电生理功能、降低行为认
知功能损伤有着重要意义，也为进一步了解缺氧预

处理的脑保护作用提供理论依据。
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Chronological changes of GADD34 in rats
hippocampus and neuronal cells apoptosis after traumatic
brain injury and the influence of hypoxic preconditioning

Liu Guangjie1，Liu Jiachuan1，Wang Jinbiao2，et al
(Dept of Neurosurgery，The Clinical College of PLA

Affiliated Anhui Medical University(The 105th Hospital of PLA)，Hefei 230031)

Abstract Objective To investigate the effects of hypoxic preconditioning on appearance of rats hippocampus
growth arrest and DNA damage-inducible protein 34 (GADD34) after traumatic brain injury and on neuronal cells
apoptosis． Methods Two hundred and eight adult male Sprague Dawley rats were divided into the control group
(Con，n = 8)，the hypoxic preconditioning group(HPC，n = 8)，the traumatic brain injury group(TBI，n = 96)
and the hypoxic preconditioning traumatic brain injury group(HPCT，n = 96) ． Then，the group TBI and the group
HPCT were divided into eight subgroups respectively according to different points of death time，as follows: 1 h，3
h，6 h，12 h，24 h，3 d，7 d，14 d． The traumatic brain injury models of rats were made by the improved equip-
ment of free-fall，hypoxic preconditioned in hypobaric chamber for 3 days( － 50. 47 kPa，3 h /d) ． Next，rats'be-
haviors after traumatic brain injury were evaluated by Sugrwara's improved method; the expression of GADD34 in
the hippocampus was detected by the methods of Western blot and ＲT-PCＲ; neuronal cells apoptosis was detected
by method of TUNEL staining． Ｒesults The GADD34 mＲNA and protein in hippocampus appeared in 1 h after
traumatic brain injury，and the appearance trended to increase from 3 h to 12 h，then achieved its apex in 24 h and
the trend decreased from 3 d to the 14 d． The differences of appearance between the TBI group and the Con group
and between the HPCT group and the HPC group were significant(P ＜ 0. 05)，while the difference between the Con
group and the HPC group was not significant． Compared with each index in rats at 24 h after injury of each group，
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the value of behavior evaluation of the HPCT group and the appearance of GADD34 was significantly increased，and
the rate of nerve cells apoptosis decreased dramatically(P ＜ 0. 05) ． Conclusion Hypoxic preconditioning can de-
crease behavioral injury in rats hippocampus after traumatic brain injury，which might by up-regulate the appear-
ance of the hippocampus GADD34 to down-regulate hippocampus neuronalcells apoptosis to protect brain．
Key words traumatic brain injury;hypoxic preconditioning;GADD34;EＲ stress;cells apoptosis
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CSE过表达保护低氧 /无血清诱导
骨髓间充质干细胞凋亡的机制
李从圣

1，王爱玲
2，杨 静

1，郝玉瑜
1，郭 增

3

摘要 目的 探讨胱硫醚-γ-裂解酶(CSE)过表达保护低
氧 /无血清(H/SD)诱导骨髓间充质干细胞(MSCs)凋亡的机
制。方法 体外分离培养大鼠 MSCs，利用 H/SD 诱导 MSCs
凋亡，构建 CSE 基因的慢病毒表达载体 pLV-ZsGreen-CSE
lentivirus及空载体 pLV-ZsGreen lentivus 并感染 MCSs(分别
记为

CSE MSCs、GFPMSCs)。设立正常培养的 MSCs ( Norm MSCs
组)、CSEMSCs组、GFPMSCs组，PI染色流式细胞术检测细胞凋
亡率，Western blot法检测 CSE、Bcl-2、Bax 及细胞色素 c(Cyt
c)蛋白的表达。结果 与NormMSCs 组及GFPMSCs 组相比，CSE

MSCs组 CSE蛋白表达显著增高(P ＜ 0. 01)，在 H/SD 12 h
状态下，

CSEMSCs组凋亡率显著降低(P ＜ 0. 01)，CSEMSCs 组
Bcl-2 蛋白表达水平显著高于GFPMSCs 组及NormMSCs 组(P ＜
0. 01)，CSEMSCs 组 Bax 蛋白表达水平显著低于GFP MSCs 组
及

NormMSCs组(P ＜ 0. 01);CSEMSCs组线粒体 Cyt c 蛋白表达
水平显著高于

GFPMSCs 组及NormMSCs 组(P ＜ 0. 01)，CSEMSCs
组胞质 Cyt c蛋白表达水平显著低于GFP MSCs 组及Norm MSCs
组(P ＜ 0. 01)。NormMSCs与GFPMSCs 组上述指标比较，差异均
无统计学意义。结论 CSE过表达保护 H/SD诱导 MSCs凋
亡，其机制与抑制线粒体凋亡途径有关。
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急性心肌梗死 ( acute myocardial infarction，
AMI)及其引起的心力衰竭是严重危害人类健康的
心血管疾病

［1］。骨髓间充质干细胞(mesenchymal
stem cells，MSCs)移植已成为治疗 AMI 最有潜力的
方法之一

［2 － 3］。然而，MSCs移植早期大量死亡问题
严重制约了细胞移植的疗效

［4］。已有研究［5］表明，
心肌缺血微环境诱导的 MSCs凋亡是导致这一现象
的主要原因。
硫化氢(hydrogen sulfide，H2S)是新发现的一

种气体信号分子，在哺乳动物中，内源性 H2S 主要
由酶促反应、非酶促反应及细胞内储存硫释放 3 种
途径生成，在大多数细胞中胱硫醚-β-合酶(cystathi-
onine-β-synthase，CBS) 和胱硫醚-γ-裂解酶( cysta-
thionine-γ-lyase，CSE) 是内源性 H2S 生成的关键
酶，其以 L-半胱氨酸为底物生成 H2S

［6］。近年来，越
来越多的研究

［7 － 8］
表明，H2S 在体内发挥着调节细

胞凋亡的重要生物学功能。课题组前期研究［9］证
实，大鼠 MSCs 中存在内源性 H2S 及其合成酶 CSE
蛋白表达，CSE 过表达显著抑制低氧 /无血清(H/
SD)诱导的 MSCs 凋亡。但是其具体机制目前尚不
清楚。基于以上原因，该研究以 H/SD 模拟心肌缺
血微环境诱导 MSCs 凋亡，采用慢病毒介导的 CSE
转染 MSCs，探讨 CSE 过表达保护 H/SD 诱导 MSCs
凋亡的机制，为体内实验提供依据。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂 低糖-DMEM 培养基(L-DMEM)、
胎牛血清(FBS)购自美国 Hyclone 公司;碘化丙叮
(PI)、0. 25%胰酶购自美国 Sigma公司;缺氧试剂购
自法国 BioMérieux sa公司;β-actin、CSE 及 Cyt C 抗
体购自美国 Santa Cruz 公司;Bcl-2、Bax 抗体购自美
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