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摘　要:【目的】探讨由地塞米松(dexamethasone , DEX)诱导的腭裂胚胎模型的腭裂形成中细胞凋亡的意义与作用。【方

法】给 12 孕期日(gestation day , GD)的昆明小白鼠腹腔注射10～ 50 mg/ kg 剂量的 DEX ,获取腭裂胚胎模型。对标本标准颅颌

冠状切片进行辣根过氧化物酶标亲核素-生物素-dUTP 原位末端标记法(ISEL), 在光镜及电镜下做形态学定性观察及腭突凋

亡细胞计数分析。【结果】实验组均观察到 I SEL 阳性细胞 , 其计数均数及腭裂发生率分别与 DEX 剂量呈正相关(r =

0.9911/ 0.9978)。【结论】DEX诱导的腭裂与腭突细胞凋亡水平升高有关。
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Abstract:【Object ive】To explore signif icance and ef fect of apoptosis in forming mechanism of cleft palate

induced by dexamethasone(DEX).【Methods】In order to get clef t palate mouse embryo model , a series of dos-

es f rom 10 to 50 mg/kg DEX were injected int raperitoneally into Kunming mice at 12th gestation day (GD).

The cranio-maxillary sections of samples were labeled by HRP-avidin-bio tin-dUTP in situ end labeling (ISEL)

and w ere observed morpholog ically and quant itatively under light microscope and electron microscope.【Results】

The ISEL positive cells were found in treatment groups.The means of sums and cleft palate incidence have posi-

tive correlat ion w ith the doses of DEX(r =0.9911/0.9978).【Conclusions】There is a relationship betw een in-

creasing level of apoptosis and development of cleft palates induced by DEX.
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　　细胞凋亡(apoptosis)是指有核细胞在一定条

件下 ,通过其自身内部机制而发生的细胞自杀过

程。它广泛存在于胚胎发育 、形态发生等过程中。

有学者认为腭裂的发生与腭突细胞凋亡水平的改

变有关 ,而皮质类固醇是控制凋亡水平的重要物质

之一
[ 1]
。本研究采用地塞米松(dexamethasone ,

DEX)诱导小鼠腭裂 ,应用辣根过氧化物酶标亲核

素-生物素-dUTP 原位末端标记法(ISEL)标记腭

突中的凋亡细胞 ,通过细胞计数分析腭突细胞凋亡

水平与 DEX给药剂量的关系 ,并探讨其在腭裂发

生机理中的作用 。

1　材料和方法

实验动物选用(40±2)g的 8 ～ 10周龄昆明小

白鼠 。随机分为 6组 ,每组各 5只 。雌雄合笼 1∶1

交配 , 发现阴栓定为孕期第一天(1 GD , the first

gestation day ,以下类推)。于 12 GD 分别给 1 ～ 5

组孕鼠腹腔注射剂量为 10 , 20 ,30 ,40 ,50 mg/kg 的

DEX;0 组为对照组。各组均在 15.5 GD 断颈处

245中山医科大学学报(Acad J SUMS),2000 , 21(4):245～ 247

DOI :10.13471/j.cnki.j.sun.yat -sen.univ(med.sci).2000.0091



死 ,立即取出胚鼠 ,选取有腭裂畸形者作标本 。剪

取胚鼠头部 ,浸入 4 ℃Carnoy' s 固定液中 6 h ,直

接入体积分数为 95%乙醇脱水 ,常规石蜡包埋。5

μm 连续颅颌冠状切片至麦克尔软骨处。标本按如

下步骤依次处理[ 2] :切片用二甲苯脱蜡 ,逐级乙醇

水化;置 2×SSC液中 ,80 ℃,20 min;蒸馏水冲洗;

胃蛋白酶消化 60 min ,不时摇动 ,流水冲洗终止反

应;含 BSA的缓冲液漂洗 5 min;滴加标记液50 μl ,

置湿盒内 , 25 ℃, 1 h;PBS 漂洗;置内源酶阻断剂

(体积分数 0.1%H2O2)中 15 min;PBS 漂洗;湿盒

内用 HRP-avidin 点片 , 室温 30 min;PBS 漂洗;

DAB-H2O2显色 ,流水冲洗 ,常规封片。切片在光

镜下观察腭突(以其基部上皮转折处连线为界)细

胞凋亡发生部位并计数。数据经统计学处理分析。

常规制作透射电镜标本并于日立 H-600 透射电镜

(日本)下观察。

2　结　果

2.1　致畸情况

实验组腭裂发生率与 DEX 给药剂量呈正相

关 ,相关系数 r =0.9978 。胎鼠不统计其他并发畸

形。对照组未发现腭裂产生(表 1)。

2.2　ISEL光镜观察

表 1　腭裂发生率与 DEX给药剂量的关系

Table 1　Relationship between cleft palate(CP)incidence and doses of DEX

Groups Dose CP No rmal and CP CP incidence

(mg/ kg) embryo mice embryo mice (%)

0 0 0 63 0　
1 10 17 65 26.15
2 20 22 59 37.28
3 30 29 62 46.77
4 40 30 55 54.55
5 50 38 60 63.33

　　凋亡细胞胞核在光镜下呈 ISEL 的棕褐色着

染 ,核浆比增大(图 1 ,见附页 Ⅰ)。由于 DNA 碎片

的外泄 ,部分胞浆也呈阳性着染。凋亡细胞在组织

中散在分布 ,且大多数分布于间质 。低倍镜下见腭

突发育不足 , 裂隙宽 , 呈腭突瘦小(small palatal

shelf)样腭裂。

2.3　凋亡细胞的透射电镜观察

凋亡细胞的膜结构完整 ,染色质浓聚于核周呈

新月状或块状小体 ,甚至形成核碎片。其邻近核孔

消失(图 2 , 见附页 Ⅰ)。胞浆内线粒体仍保持完

整 ,形态正常;高尔基体 、内质网等细胞器由于先行

形成凋亡小体而释放至胞外。

2.4　凋亡细胞 ISEL光镜计数统计

凋亡细胞计数在实验组随着 DEX给药剂量提

高而增加 ,呈统计正相关 ,相关系数 r =0.9911(表

2)。在对照组计数并不为零 ,其均数为 11.56 ,与

实验组 1组均数 17.25相比 ,具有统计学显著性差

异(P <0.05)。

3　讨　论

细胞凋亡是 1972年 Kerr等
[ 3]
根据形态学特

表 2　腭突凋亡细胞均数与 DEX给药剂量的关系

Table 2　Relationship be tw een means of sums

and doses of DEX

Groups Dose(mg/ kg) Apopto tic means(%)

0 0 11.56

1 10 17.25

2 20 22.70

3 30 27.30

4 40 41.40

5 50 63.25

点提出的概念。它指有核细胞在一定条件下 ,通过

启动其自身内部机制 ,主要是通过内源 DNA 内切

酶激活而发生的细胞自杀死亡的过程。它是生物

体对自身所处环境的某种特定因素而产生的一种

应答 ,是程序控制的死亡形式 ,又称程序化细胞死

亡(prog rammed cell death , PCD)。PCD 具有普遍

的生物学意义 ,它与有丝分裂一起调节细胞群体 ,

使之相对恒定。

在胚胎发育和形态发生中均存在细胞的凋亡 ,

而凋亡模式的改变 ,往往导致畸形的发生
[ 4]
。在颅
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面发育中 ,新生细胞建立联系是由细胞迁移 、诱导 、

生长及 PCD实现的 。这些联系又由两组调节分子

(生长因子 EGF 、TGF 和所谓类固醇/甲状腺素/维

甲酸超家族(supper family)所操纵的。原发腭和继

发腭形成机理方面 ,如生长 、形态发育 、融合结合现

象 ,也是如此[ 1] 。

本实验采用皮质类固醇药物地塞米松(DEX)

诱导小鼠腭裂 ,不但腭裂发生率同 DEX 给药剂量

呈正相关 ,而且各实验组胚鼠腭突凋亡细胞计数也

与 DEX给药剂量呈正相关。这提示在糖皮质激素

类药物 DEX作用下 ,腭突凋亡细胞计数水平和腭

裂发生存在某种内在的联系。糖皮质激素作为一

种体外凋亡诱导剂可诱导昆虫与两栖类动物的变

态 、哺乳动物的胚胎发育 、完全发育器官的萎缩中

的凋亡过程[ 4] 。糖皮质激素如何通过其受体途径

激活凋亡相关基因 ,目前不十分清楚。糖皮质激素

类药物诱导腭裂的机理很复杂[ 5] 。Abbot t 等[ 6 , 7]

认为糖皮质激素可通过改变胚鼠腭部特定区域生

长因子水平影响腭部某些细胞 PCD水平 ,并因此

产生腭突瘦小并导致腭裂 。在本实验中 ,腭裂胚鼠

均表现为腭突发育不足 ,出现腭突瘦小 ,与文献报

道一致[ 6 ～ 8] 。这提示糖皮质激素诱导腭裂的机理

是产生发育不充分的腭突瘦小 ,以致没有足够的组

织生长至中线并互相融合。 Lee[ 9] 和 Tamagaw a

等
[ 10]
在研究中发现 ,细胞凋亡发生在中胚层时 ,可

抑制软骨形成 ,而发生在外胚层时则不然 。本实验

通过组织切片 ISEL 光镜下观察 ,发现在 15.5 GD

时 ,凋亡细胞大多数分布在腭突间充质 ,分布在上

皮者较少。尽管对照组也存在一定水平的细胞凋

亡 ,但与实验组水平存在统计学显著性差异(P <

0.05)。这提示腭突间充质细胞凋亡水平的上升 ,

是抑制腭突生长 、产生腭突瘦小并导致腭裂的重要

原因之一 。

在颅面发育过程中 ,细胞群体内细胞的迁移 、

诱导 、增殖及凋亡的变化是错综复杂的。由于胚胎

在发育 、细胞群体在增大 ,细胞的增殖处于主导地

位 ,凋亡则处于辅助地位;具体到某一结构的形成 ,

凋亡可能只是在局部活跃 。对腭的发育来说 ,腭突

发育时期间充质细胞凋亡水平上升可使腭突发育

不足 ,形成腭突瘦小 ,双侧腭突没有接触;腭突融合

时期中线上皮细胞凋亡水平过低则可使中线上皮

持续存在 ,阻止双侧腭突的融合 ,或发生融合后的

破裂 。凋亡作为基本的细胞生物学行为之一 ,在先

天性腭裂发生机理中的作用 ,值得我们进一步深入

研究 。
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