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兔深静脉血栓形成后内皮细胞凋亡变化

司春强

[摘要 ]目的:探讨兔急性深静脉血栓形成后血管内皮细胞的凋亡及其在病理过程中的意义。方法:55只健康家兔随机分为血

栓组 25只 、假手术组 25只和正常组 5只。血栓组家兔采用开腹手术结扎肾下段后腔静脉建立血栓模型 ,假手术组模拟手术

和正常组直接取材作对照。 3组对照分别于实验后第 12 h及 1、2、4、 7天取实验段血管。采用透射电镜观察内皮细胞凋亡情

况 , 应用 TUNEL法和免疫组织化学方法检测血管内皮细胞凋亡和相关基因 bax、bc l-2蛋白的表达 。结果:血栓组 1、 2、 4天透

射电镜下见内皮细胞凋亡。 TUNEL法标记阳性表达在术后 1、 2天达高峰 , 两者差异无统计学意义(P >0. 05),并于 4、 7天降

低 , 不同时相血栓组与假手术组间差异有统计学意义(P <0. 05 ～ P <0. 01)。血栓组 bc l-2的表达进行性升高 , 术后 2天达到

高峰 , 4、7天有所下降 , 不同时相血栓组与假手术组间差异有统计学意义(P <0. 05 ～ P <0. 01)。结论:家兔急性静脉血栓形

成后 1 ～ 2天内皮细胞凋亡达到高峰 ,然后进行性下降。 bax与 bcl-2基因参与血栓形成后血管内皮细胞凋亡的调控。
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Apoptos is of endothe lial cells after deep venous thrombosis in rabbits
S IChun-qiang

(D epartm ent of Vascular Surgery, Y ijishan Hospita l,WannanM edical College, Wuhu 241001, China)

[ Abstract] Objective:To explore the apoptosis of endo the lia l ce lls after acute deep venous throm bosis in rabbit and its sign ificanse in

the patho log ical processes. Methods:F ifty-five adult rabb its w ere random ly d iv ided into the norm a l g roup(n =5) in wh ich the sam ples

w ere go tten direc tly, the thrombosis group (TB, n=25) caused by ligating a sec t of the po ste rio r vena cava unde r renal vein to induce

thrombosis model, the sham operation group (SH, n =25) tha t w ere simp ly be lly open and c lose to be used a s contro ls. In differen t

periods after acu te deep venous throm bosis, m orpho log ica l change o f the endo the lia l ce ll apopto sis on ta rget vessels w as obse rved by

m eans o f transm ission e lectron m icroscopy. In situ end-labe ling of DNA fragm en ts (TUNEL) w as used to detect the endo the lial cell

apop to sis. B ax and bcl-2 p ro te ins exp ressed by endothelia l ce lls w e re determ ined w ith imm unoh istochem ica l staining. R esu lts:Venous

thrombosis m ode ls we re successfu lly ob ta ined in a ll cases. T ransm ission e lectron m icro scopy results showed that apoptosis of pa rtia l

endo thelial ce lls on ta rget vesse ls on the 1st day, the 2nd day and the 4 th day. TUNEL-positive ce ll rate reached them ax imum on the

first day, the second day and the re was no significan t difference between the two g roups (P >0. 05), and decreased gradua lly on the 4th

day and the 7 th day in TB g roup. There w as significant difference between TB g roup and SH group respective tim e(P <0. 05 -P <

0. 01). Expre ssion o f bc l-2 prote in in TB g roup was inc reased g radually w ith the day s passing by wh ile bax pro te in reached the peak on

2nd days and dec reased g radually 4th day, 7th day, therew as m arked difference between TB group and SH g roup a t differen t tim e(P <

0. 05 -P <0. 01). Conclusions:The apoptosis o f the endo the lial ce lls afte r acu te deep venous thrombosis occurs, reache s the peak on

the first and the second day and dec reases g radua lly after 2nd days. The bc l-2 and bax pa rticipa te in the regula tion and contro l of the

apop to sis of the endothe lia l ce lls.

[ Keyw ords] thrombosis;deep th rom boang itis obliterans;endo the lia l ce ll;apoptosis;bc l-2;bax;anim a ls, laboratory;rabb its

　　深静脉血栓形成 (deep venous thrombosis, DVT)

是临床上常见的静脉疾病 ,血管内皮细胞在血栓形

成的机制中具有重要作用
[ 1]

。血管内皮细胞损伤

除以 “坏死”形式出现外 ,还可发生 “凋亡” ,长期以

来 ,诱发内皮细胞凋亡促血栓形成已有大量研究 。

但静脉血栓形成后内皮细胞的凋亡少有研究 ,本研

究通过人工结扎兔后腔静脉诱发血栓形成 ,观察血

栓段血管内皮细胞凋亡的变化规律及在静脉血栓形

成病理过程中的作用。

1　材料与方法

1. 1　实验动物及分组 　普通家兔 55只 , 体重
2. 5 ～ 3. 0 kg,雌雄不限 (蚌埠医学院实验动物中心

提供 ), 实验前正常饲养 1周。随机分为血栓组

( thrombosis, TB)25只 , 假手术组 (sham operation,

SH)25只 ,正常组 5只 。

1. 2　急性深静脉血栓形成模型的制作　兔耳缘静

脉注射戊巴比妥钠 30 mg /kg,静脉麻醉 ,常规无菌

手术进腹 ,暴露后腔静脉 ,游离左肾静脉下方之后腔

静脉长约 6 cm ,橡皮筋结扎后腔静脉的近端 ,以 6-0
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单丝尼龙线缝扎沿途各属支 ,再用橡皮筋结扎后腔

静脉的远端 ,观察 30 m in,见静脉腔内已有血栓形

成 。 60 m in后先松开后腔静脉远心端的橡皮筋 ,然

后在后腔静脉近心端先前阻断处绕以丝线不完全结

扎 ,使管腔缩窄至原周径的 1 /2,然后松开结扎的橡

皮筋 ,关闭后腹膜后缝合切口 。假手术组只做后腔

静脉游离 ,结扎相应的属支血管 ,不结扎后腔静脉 。

术后动物自由饮水 ,不用抗凝剂及抗生素 ,正常饲料

饲养。

1. 3　取材　血栓组于术后第 12 h及 1、2、4、7天再

次进腹 ,切取血栓段血管 ,分别距结扎处 1 cm以上

处取材;假手术组也取相应后腔静脉血管壁;正常组

直接取材。

1. 4　透射电镜观察　透射电镜观察由复旦大学医

学院电镜室完成 。标本以 2. 5%戊二醛和 2. 1%锇

酸固定液固定 ,脱水 ,包埋 ,固化 , LKB-I型超薄切机

切片 50 ～ 60 nm , 3%醋酸铀-枸橼酸铅双染色 , JEM-

1200EX型透射电镜(日本)观察 、拍片 。

1. 5　苏木精 -伊红 (HE)染色　4%多聚甲醛固定

4 h以上 ,常规石蜡包埋 ,连续切片 ,厚约 4 μm , HE

染色 ,光学显微镜观察 。

1. 6　免疫组化染色　bc l-2鼠抗单克隆抗体和 bax

兔抗多克隆抗体 (美国 Neomarkers公司),具体步骤

按试剂盒说明书进行 , SABC检测法 , DAB显色 ,胞

质内出现棕黄色颗粒为阳性细胞。

1. 7　原位细胞凋亡检测　TUNEL法 (试剂盒购自

Roch公司 ):切片组织脱腊 ,水化 ,室温下蛋白酶 K

(20 μg /m l, 21 ～ 37 ℃)消化 30 m in。然后于 37 ℃

与 TUNEL反应液孵育 60 m in, PBS冲洗 3 ×3 m in,

之后加碱性磷酸酶抗体 ,孵育 30 m in , PBS冲洗 3 ×

3 m in。擦干组织周围的水分 ,每片加 1 ～ 2滴的

BC IP /NBT,室温下孵育 10 ～ 30 m in, PBS冲洗 3 ×

3 m in;直接用水性封片剂 (迈新试剂 AEC-0038)封

片 , 60 ℃烘干 。光镜观察 ,细胞核蓝黑色为阳性 。

高倍镜观察时临时放上盖玻片即可。

1. 8　数据计数方法　实验组和对照组各例切片均

于 400倍高倍光镜下(high pow er fie ld, HPF)由 2个

不同观察者随机取 10个视野进行阳性细胞计数 ,并

计算阳性细胞总数。

1. 9　统计学方法　采用 Poisson分布资料的 u检

验 。

2　结果

2. 1　动物模型　所有后腔静脉通过结扎法均成功

建立血栓模型 ,实验动物无死亡(见图 1)。

2. 2　病理切片　正常血管内膜表面平整 、光滑 ,内

皮细胞大小均匀 、排列整齐 ,延续性完好 。中层以及

外膜完好 。假手术组血管内膜及中层完好 ,外膜有

水肿 , 12 h及 1、2天组水肿严重;4天组水肿较轻 ,

7天组无水肿。血栓组 12 h及 1、2、4天各时相血管

内皮部分脱落 ,血管壁三层均有炎性细胞浸润 (见

图 2)。尤以 12 h及 1、2天严重 , 4天组较轻 , 7天组

内皮细胞可见明显的增生 ,炎性细胞浸润不明显

(见图 3)。 12 h组外膜高度水肿 , 1、2天组外膜水

肿减轻 , 4天组外膜无水肿 。

2. 3　透射电镜　正常内皮细胞为平铺形态 ,胞质 、

核质均匀 。假手术组静脉内皮细胞连续 ,细胞核规

则 ,染色质颗粒均匀 ,并可见线粒体 、内质网等细胞

器。血栓组内皮细胞出现胞质肿胀 ,内质网扩张 ,细

胞器溶解 ,质膜破裂 ,并出现内皮细胞崩解脱落 ,基

底膜暴露 ,在 1、2、4天不同时相可见内皮细胞凋亡。

凋亡内皮细胞变圆 ,胞膜完整 ,胞质空泡化或胞质浓

缩 ,细胞器固缩 ,染色质凝集或染色质趋边 ,胞质 、核

质电子密度增高。未见到典型的凋亡小体。

2. 4　免疫组化 bax、 bcl-2和 TUNEL表达 　见图

4 ～ 15。 SH组 bax、bc l-2低量表达 ,正常组无阳性表

达 ,组间比较差异有统计学意义 (P <0. 05 ～ P <

0. 01);TB组内 bax、bcl-2表达比较具有统计学意义

P <0. 05 ～P <0. 01)。 SH组 TUNEL染色偶见阳性

细胞 ,正常组未见阳性标记 ,组间比较具有统计学意

义(P <0. 05 ～ P <0. 01);TB组内 TUNEL计数比

较 , 1天与 2天组比较差异无统计学意义 (P >

0. 05),其它相比差异有统计学意义 (P <0. 05 ～P <

0. 01)(见表 1 ～ 3)。

　表 1　两组不同时相 bax、bc l-2和 TUNEL阳性细胞表达结

果比较

组别 时相 bax u* P bc l-2 u P TUNEL u P

TB组 12 h 320 — — 64 — — 84 — —

1 d 504 6. 41 <0. 01 124 4. 38 <0. 01 148 4. 20 <0. 01

2 d 688 5. 33 <0. 01 244 6. 26 <0. 01 132 0. 96 >0. 05

4 d 392 9. 01 <0. 01 296 2. 24 <0. 05 56 5. 54 <0. 01

7 d 264 5. 00 <0. 01 340 1. 74 >0. 05 20 4. 13 <0. 01

SH组 12 h 76 — — 24 — — 16 — —

1 d 84 0. 63 >0. 05 32 1. 07 >0. 05 16 0. 00 >0. 05

2 d 96 0. 89 >0. 05 44 1. 38 >0. 05 8 1. 63 >0. 05

4 d 40 - 4. 80 <0. 01 36 - 0. 89 >0. 05 12 0. 89 >0. 05

7 d 64 2. 35 <0. 05 48 1. 31 >0. 05 4 2. 00 <0. 05

　　*示后一时相与前一时相进行 P oisson分布的 u检验
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　表 2　两组不同时相 bax、bcl-2和 TUNEL阳性细胞表达结

果比较

组别 时相 bax u* P bcl-2 u* P TUNEL u* P

TB组 12 h 320 — — 64 — — 84 — —

1 d 504 6. 41 <0. 01 124 4. 38 <0. 01 148 4. 20 <0. 01

2 d 688 11. 59 <0. 01 244 10. 26 <0. 01 132 3. 27 <0. 01

4 d 392 2. 70 <0. 01 296 12. 23 <0. 01 56 2. 37 <0. 05

7 d 264 2. 32 <0. 05 340 13. 73 <0. 01 20 6. 28 <0. 01

SH组 12 h 76 — — 24 — — 16 — —

1 d 84 0. 63 >0. 05 32 1. 07 >0. 05 16 0 >0. 05

2 d 96 1. 52 >0. 05 44 2. 43 <0. 05 8 1. 63 >0. 05

4 d 40 3. 34 <0. 01 36 1. 55 >0. 05 12 0. 76 >0. 05

7 d 64 1. 01 >0. 05 48 2. 83 <0. 01 4 2. 68 <0. 01

　　*示后面各时相与第一时相进行 Po isson分布的 u检验

　表 3　不同时相两组 bax、bcl-2和 TUNEL阳性细胞表达结

果比较

时相
bax

TB组 SH组　u*　 P　

bc l-2

TB组 SH组　u*　 P 　

TUNEL

TB组 SH组　u*　 P　

12 h 320 76 12. 26 <0. 01 64 24 4. 26 <0. 01 84 16 6. 8 <0. 01

1 d 504 84 17. 32 <0. 01 124 32 7. 37 <0. 01 148 16 10. 31 <0. 01

2 d 688 96 21. 14 <0. 01 244 44 11. 79 <0. 01 132 8 10. 48 <0. 01

4 d 392 40 16. 94 <0. 01 296 36 14. 27 <0. 01 56 12 5. 34 <0. 01

7 d 264 64 11. 04 <0. 01 340 48 14. 82 <0. 01 20 4 3. 27 <0. 01

　　*示两组同一时相 Poisson分布的 u检验

3　讨论

　　DVT是周围血管系统的常见病和多发病之一 ,

其并发症肺栓塞 、血栓后综合征 、静脉性坏疽 ,严重

影响人类的生命和生存质量。自 1856年 , V irchow

提出血栓形成三大因素:血流滞缓 、血液的高凝状态

和血管壁的损伤 (血管内皮细胞的损伤),一直得到

普遍的认可 ,成为 DVT的病因总则。现在研究认

为 ,血管内皮细胞的损伤 ,血小板黏附 、聚集 、释放和

血浆中可溶性凝血因子的激活是血栓形成的新三要

素
[ 2]

。可见血管内皮细胞在血栓形成的机制中处

于关键的中心地位。

早在 1951年 G lucksmann就观察到细胞凋亡现

象 ,直到 1972年 , Kerr等
[ 3]
首次提出细胞凋亡的概

念 ,此后许多学者对其进行了系统的研究 。近年来 ,

许多实验研究已证实 ,细胞凋亡与许多重要疾病的

发生和发展密切相关 ,譬如细胞凋亡参与动脉粥样

硬化
[ 4]

、腹主动脉瘤的发生和发展
[ 5]

,与其发病密

切相关 。然而细胞凋亡在静脉血栓形成后病理过程

中的意义尚少有报道 。本实验在透射电镜组织学观

察中发现 ,部分内皮细胞凋亡 ,但未见到典型的凋亡

小体 ,笔者认为 ,可能是因为电镜标本取材局限 ,加

上固定和染色等技术上的原因 ,未能观察到凋亡小

体。

本实验用结扎法使静脉腔内血流滞缓诱发血栓

形成 ,由于血栓形成造成内皮细胞局部低氧 ,再有血

流切应力的改变均可诱发内皮细胞凋亡;后期再加

上血栓对血管壁的刺激直接的机械损伤 ,内皮细胞

缺血缺氧 、炎症反应的发生 ,炎症作用导致炎性细胞

因子 (IL-1, IL-6, TNF等 )的释放增加 ,造成恶性循

环 ,进一步加剧了内皮细胞的损伤 。电镜组织学证

实内皮细胞凋亡存在 ,完全可以认为是内皮细胞损
伤除炎症坏死以外 ,还存在凋亡这一种死亡形式。

凋亡的调控途径主要有两条 ,其中一条为 bc l-2家族

控制的线粒体途径
[ 6]

。 bcl-2为抑制凋亡基因 , bax

为促凋亡基因 , bax和 bc l-2是一对正负凋亡调节基

因
[ 7]

,因此 , bcl-2 /bax在细胞内的表达比是决定细

胞在体内受到刺激发生凋亡的重要因素 。本实验结

果显示 ,血栓实验组 bax、bc l-2蛋白的表达均明显高

于各自的对照组 , bax开始快速升高 , 2天时达到高

蜂 ,然后进行性下降 , bcl-2的表达在整个实验过程

中呈现进行性升高 。本实验通过 TUNEL法检测到

内皮细胞凋亡 12 ～ 24 h快速升高 ,然后维持这一高

峰 , 2天后进行性下降 , 7天凋亡细胞数很少 , 1、2天

时相与其它时相凋亡数相比有差异性 ,这正是血栓

形成炎症反应最剧烈的时相 ,细胞凋亡通过细胞膜

内陷和细胞分割形成凋亡小体 ,最终被吞噬细胞吞

噬 ,溶酶体降解 ,其过程没有细胞内容物的释放 ,不

产生炎症反应 。这恰恰有利于炎症反应的减轻 ,有

利于减轻内皮细胞的损伤程度 ,由于血栓再通和血
栓后综合征的发生率取决于血管内皮细胞的损伤程

度
[ 8]

,因此 ,我们认为这一时间段血管内皮细胞凋

亡是机体防御的一面。从实验结果可以看出 ,

TUNEL法阳性的细胞在时相变化上滞后于 bax /bcl-

2的比值 , bax /bcl-2比值的变化趋势大体上反应了

TUNEL法所测的凋亡细胞变化的趋势 。说明 bax、

bcl-2基因在静脉血栓形成的发展过程中参与调控

血管内皮细胞凋亡 。设想如果通过外界因素或体内

调节 ,来调控内皮细胞的死亡方式 ,使内皮细胞沿凋

亡的方向发展 (血栓形成 4天以内),应该可以减轻

静脉血栓形成的病情。

目前认为 , bcl-2不但与凋亡有关 ,还与细胞的

增殖 、再生有密切关系 。本实验显示 , bcl-2蛋白的

表达进行性升高 , 7天时内皮细胞凋亡很少 ,病理切

片证实有内皮细胞增生 ,关于 bcl-2与静脉血栓形成

后内皮细胞增生 、甚至于血栓再通的关系有待于进

一步的研究。

　　(本文图 1 ～ 15见封三)
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丹参多酚酸对健康人血小板聚集与黏附的影响

高　辉 ,李先辉 ,李春艳 ,吕江明

[摘要 ]目的:研究丹参多酚酸对健康人血小板聚集及黏附的影响 ,为临床给药方案的制定提供参考。方法:27名受试者随机

分成 3组 , 分别为丹参多酚酸 200、300、400 m g组。丹参多酚酸静脉滴注给药 , 1 h滴完;分时取血 ,高效液相色谱法测定血浆

丹酚酸 B镁的浓度;检测给药前后血小板聚集及黏附变化率 ,以衡量血小板功能。结果:丹参多酚酸给药后各组血小板聚集

及黏附抑制率开始升高 , 并呈时间依赖性。各组对血小板的聚集及黏附抑制作用均在 3 ～ 5 h达到高峰 , 药效的达峰时间落后

于血药浓度达峰时间 ,随后逐渐下降 , 作用维持约 15 h。结论:丹参多酚酸可抑制血小板聚集与黏附。
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E ffect of salv ianolate on the platelet aggregation and adhesiveness in healthy volunteers
GAO H ui, L I X ian-hu i, LI Chun-yan, LÜ Jiang-m ing

(Departm ent of Pharmacology,Med ical College of J ishou Un iversity, J ishou 416000, Ch ina)

[ Abstract] Object ive:To investiga te the ro le of salv iano la te in plate le t agg regation and adhesiveness in healthy vo lunteers, and to

prov ide re ferece to the adm in iste red dose of sa lv iano la te. Methods:Twenty-seven healthy vo luntee rs w ere random ly d iv ided in to three

g roups:200 m g sa lviano late g roup, 300 mg g roup and 400 m g g roup. The d rug was g iven by intravenous infusion w ithin one hour and the

b lood w as draw n at in te rva ls. The p lasm a drug concentration w as de term ined by high pe rfo rm ance liqu id chrom a-toge raphy(HPLC) and

the p la te let agg regation and adhe siveness ra te s we re assayed simu ltaneously;the inhibition ra te s of them w ere used to evalua te the

intensity o f pharm aco log ical e ffects. R esu lts:The inhib ition rates o f p la tele t aggregation and adhesiveness o f the 3 g roups rose g radually

afte r adm inistration of sa lv ianola te, which had obv ious tim e-effect re lationship. The concen tra tion reached peaks a t 3 - 5 hour, and the

pha rmaco log ical effects lagged beh ind in the 3 g roups. Conclusions:Salviano late m ay inhib it the aggrega tion and adhesiveness of

p la tele.t

[ Keyw ords] p la tele t agg regation;p la te let adhesiveness;salviano late;high pe rfo rmance liquid chrom a-togeraphy

　　注射用丹参多酚酸(sa lvianola te)盐为淡黄色疏

松体 ,易溶于水 、醇 ,难溶于丙酮 ,主要成分丹酚酸 B

镁的含量超过 80%,其余为丹酚酸 B镁的同系物 。

本试验主要研究其对健康人血小板聚集及黏附的影

响 ,从而反映其抗血小板的功能 。

1　资料与方法

1. 1　药物 、仪器与试剂　试验药品:丹参多酚酸盐

注射液 ,规格:每支 50 mg,上海绿谷 (集团 )有限公

司 ,批号:20021101;色谱仪:HPLC系统 , ESA公司;

血小板黏附测定管 ,日本大阪医学院器械株式会社;
BY-NJ2型血小板聚集仪 ,北京普利生集团公司。标

准对照品:丹酚酸 B镁 (magnesium lithospe rmate

B),中国中医研究院西苑医院基础实验中心 ,批号:
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