
 第 24 卷 第 12 期
  2015 年 12 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.24　No.12
Dec. 　2015

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com1709

高流体静力压下脾静脉和大隐静脉管壁细胞凋亡变化
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摘   要 目的：观察不同静脉管壁在高流体静力压下细胞凋亡变化及机制。

方法：收集高压性病脾静脉（DSV）与曲张大隐静脉（VGSV）标本，分别以正常脾静脉（SV）、正常

大隐静脉（GSV）标本为对照。采用 TUNEL、免疫荧光观察静脉管壁细胞凋亡情况，免疫组化检测凋

亡相关蛋白 Bax、Bcl-xl 表达，电镜观察超微结构的变化。

结果：与各自的对照比较，DSV 和 VGSV 管壁（内膜和中膜）凋亡细胞比率明显降低（均 P<0.05）；

促 凋 亡 蛋 白 Bax 表 达 减 少， 抗 凋 亡 蛋 白 Bcl-xl 表 达 增 加，Bax/Bcl-xl 比 值 明 显 降 低（ 均 P<0.05）；

DSV 和 VGSV 的内皮细胞与平滑肌细胞出现线粒体嵴模糊、髓样变、核染色质边集。

结论：不同的静脉管壁在高流体静力压下均存在相同的经线粒体通路细胞凋亡失调，这可能是导致相

关疾病状态下静脉管壁扩张和增厚的重要机制。
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Abstract Objective: To investigate the changes in apoptosis of cells in different venous walls under high hydrostatic 

pressure and the mechanisms.

Methods: Samples of portal hypertension induced diseased splenic veins (DSV) and varicose great saphenous 

veins (VGSV) were collected, and samples of normal splenic veins (SV) and great saphenous veins (GSV) were 

used as control. The apoptotic cells in the venous walls were detected by TUNEL assay and immunofluorescence 

staining, the apoptosis-related protein Bax and Bcl-xl expressions were determined by immunohistochemical 

staining, and the cell ultrastructural changes were observed with an electron microscope. 

Results:  In the wall (intima and media) of the DSV and VGSV compared with respective control, the apoptotic 

ratio was significantly reduced (both P<0.05); the proapoptotic protein Bax expression was reduced, antipoptotic 
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研 究 表 明 ， 细 胞 凋 亡 和 炎 症 反 应 是 大 隐 静 脉

曲张（varicose  great  saphenous veins，VGSV）

重要的发病机制 [1-5]。静脉高压和缺氧则是静脉壁

重 塑 的 启 动 因 素 [ 6 - 9 ]。 多 年 来 ， 许 多 学 者 致 力 于

V G S V 管 壁 细 胞 凋 亡 的 研 究 ， 但 其 结 果 始 终 不 一 

致[10-14]。此外，关于浅表血栓性静脉炎与VGSV、

精 索 静 脉 曲 张 与 V G S V 细 胞 凋 亡 的 对 比 研 究 ， 文

献 [15-17]也有报道。本研究通过采用TUNEL染色、

免 疫 荧 光 染 色 、 凋 亡 相 关 蛋 白 B a x 和 B c l - x l 检 测

以 及 电 镜 观 察 ， 观 察 高 流 体 静 力 压 下 病 脾 静 脉

（diseased splenic veins，DSV）和VGSV管壁间

细胞凋亡情况，并探讨其机制。

1　资料与方法

1.1  一般资料

标本来源：选取2013年3月—2015年3月潍坊

市 人 民 医 院 和 中 国 人 民 解 放 军 第 八 十 九 医 院 收 治

的 门 静 脉 高 压 症 和 大 隐 静 脉 曲 张 患 者 ， 所 有 病 例

获潍坊市人类研究伦理委员会批准（编号1864）

和 中 国 人 民 解 放 军 第 八 十 九 医 院 人 类 研 究 伦 理 委

员 会 批 准 （ 编 号 1 5 3 8 ） 和 患 者 的 知 情 同 意 。 包

括：⑴ 行脾大部切除大网膜胸骨后固定术门静脉

高压症（PHT）患者15例（DSV组），男9例，女

6例；年龄34（26~42）岁；肝功能Child -Pugh分

级：A级8例，B级7例；均有不同程度的脾肿大和

脾功能亢进，病程5~8年。⑵ 行高位结扎剥脱加旋

切大隐静脉曲张患者21例（VGSV组），男13例，

女8例；年龄32（25~43）岁，术前经彩色多普勒

超声检查，确诊为原发性大隐静脉曲张，按CEAP

分类选取C 2~C 3，病程5~7年。分别以13例外伤性

脾破裂（脾上极或脾下极破裂）脾静脉（SV组）

与12例外伤行截肢术（车祸足毁伤）者的正常大

隐静脉（GSV组）为对照组。

1.2  方法

1.2.1  标 本 采 集 和 处 理　 术 中 分 别 取 脾 门 处 SV

主 干 和 膝 关 节 下 方 GSV 主 干 3~4 mm 各 1 段。 用

10% 中 性 福 尔 马 林 固 定， 常 规 脱 水、 包 埋，4 μm

厚 连 续 切 片， 备 1 张 行 HE 染 色。 每 个 标 本 切 片

15 份，每 5 份 1 组分别进行 TUNEL 染色、免疫荧

光染色、免疫组化。

1.2.2  TUNEL 法标记凋亡细胞　4 μm 石蜡切片，

常 规 二 甲 苯 脱 蜡，0.3%H2O2 处 理 10 min；1:200

的 Proteinase K 稀 释 液 消 化 10 min； 标 记 缓 冲 液

（ 末 端 脱 氧 核 糖 核 酸 转 移 酶 TDT 和 DIG-dUTP 各 

1 μL， 加 入 18 μL 标 记 缓 冲 液 ） 每 片 20 μL， 

37 ℃ 标 记 2 h； 封 闭 液 每 片 50 μL 室 温 处 理 

30 min； 抗 体 稀 释 液 1:100 稀 释 生 物 素 化 抗 地 高

辛抗体，每片 50 μL，37 ℃孵育 30 min；抗体稀

释 液 l:100 稀 释 SABC， 每 片 50 μL，37 ℃ 孵 育 

30 min；新鲜配制 DAB 显色液显色 20 min；苏木

素 复 染；0.01 M TBS 终 止 反 应， 甘 油 明 胶 封 片。

以不加 TDT 酶作阴性对照，已知阳性切片作阳性

对照。

1.2.3  免疫荧光染色　4 μm 石 蜡 切 片 脱 蜡 二 甲

苯 ×2 次 各 10 min，100% 乙 醇 ×2 次，95% 乙

醇，80% 乙 醇， 至 水。0.01 mol/L 柠 檬 酸 缓 冲 液

pH6.0 微波 500 W，3 min，快速冷却。PBS×3 次，

5 min。用羊血清 37 ℃封闭，30 min。Roche 细胞

凋亡试剂 37 ℃，1 h。PBS×3 次，5 min，避光，

甘油 PBS 封片。

1.2.4  免 疫 组 化 SP 法　4 μm 石 蜡 切 片， 常 规 二

甲 苯 脱 蜡， 抗 原 修 复， 滴 加 鼠 抗 人 Bax 和 Bcl-xl

单克隆抗体 20 μL/ 片，再滴加二抗，DABC 显色，

苏木精衬染，常规树脂封片。PBS 代替一抗作阴性

对照，用已知阳性切片作阳性对照。

1.2.5  电镜观察　获取新鲜标本 1 mm3，置于 3%

戊二醛中固定 24~48 h，常规脱水、包埋、烘干。

protein Bcl-xl was elevated and Bax/Bcl-xl ratio was significantly decreased (all P<0.05). The endothelial and 

smooth muscle cells in the walls of DSV and VGSV exhibited fuzzy mitochondrial cristae, medullary changes, and 

margination of the nuclear chromatin. 

Conclusion: Under high hydrostatic pressure, there is a similar dysregulation in mitochondrial pathway of 

apoptosis in different venous walls, which is probably an important mechanism for venous wall dilation and 

thickness in relevant disease conditions.

Key words Hydrostatic Pressure; Splenic Vein; Saphenous Vein; Apoptosis
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采用超薄切片，片厚 70 nm，切片经水洗后放入醋

酸铀饱和水溶液浸泡，再经双蒸水清洗后放入枸橼

酸铅溶液浸泡，最后用双蒸水清洗干净。采用电镜

观察静脉管壁内皮和平滑肌细胞的超微结构变化。

1.2.6  试剂与仪器　羊血清由北京中杉金桥生物

技术有限公司提供；微波缓冲液自配，试剂由北京

化工厂提供；Roche 细胞凋亡试剂由瑞士罗氏生物

科 技 公 司 提 供； 蛋 白 酶 K，apop A 液，apop B 液

由瑞士罗氏生物科技公司提供；Bax 和 Bcl-xl 试剂

盒由北京中杉金桥生物技术有限公司提供。应用日

本日立公司提供 H-7500 型透射电镜。

1.2.7  显微图像分析　采用 Image-Pro Plus 6.0 病

理细胞图像分析系统，将各组 TUNEL 标记及 Bax

和 Bcl-xl 免 疫 组 化 染 色 切 片 行 图 像 分 析， 选 取 测

量 参 数， 测 定 阳 性 率 和 强 阳 性 率， 每 间 隔 一 个 高

倍视野（400 倍）选取一个视野进行观察，每张切

片 至 少 观 察 5 个 高 倍 视 野， 计 算 其 阳 性 细 胞 比 率 

（5 个 高 倍 视 野 的 阳 性 细 胞 数 / 细 胞 总 数

×100%）并计算其平均值。

1.3  统计学处理

采 用 S P S S  1 7 . 0 统 计 软 件 ， 数 据 用 均 数 ± 标

准 差 （x± s） 表 示 ， 同 种 静 脉 组 计 量 数 据 比 较 采

用 独 立 样 本 t检 验 。 两 种 静 脉 间 的 凋 亡 细 胞 的 变

化 比 率 比 较 采 用Z检 验 。P< 0 . 0 5 为 差 异 有 统 计 学 

意义。

2　结　果

2.1  静脉管壁凋亡细胞分布情况

TUNEL法和免疫荧光法结果相似。DSV组和

VGSV组管壁内膜和中膜偶见单个的凋亡细胞，两

组凋亡细胞分布基本相同；SV组和GSV组管壁内

膜 和 中 膜 可 见 较 多 的 凋 亡 细 胞 ， 以 内 膜 和 中 膜 内

层明显（图1）。

2.2  静脉管壁凋亡细胞比率测定

D S V 组 管 壁 内 膜 和 中 膜 凋 亡 细 胞 比 率 分 别 与

S V 组 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 均P< 0 . 0 5 ） ；

VGSV组管壁内膜和中膜凋亡细胞比率分别与GSV组

比较，差异均有统计学意义（均P<0.05）；DSVs组

凋亡细胞比率的变化比率与VGSVs组比较，差异无

统计学意义（P>0.05)（表1）。

2.3  静脉管壁凋亡蛋白阳性表达分布

在DSV组和VGSV组管壁的内膜和中膜，可见

散在的促凋亡蛋白Bax阳性表达，较多的抗凋亡蛋

白 B c l - x l 阳 性 表 达 ； 在 S V 组 和 G S V 组 管 壁 的 内 膜

和中膜，凋亡蛋白Bax和Bcl -xl的阳性表达结果与

DSV和VGSV组相反（图2）。

表 1　细胞凋亡比率比较（%）
Table 1　Comparison of apoptotic ratios (%)

组别 n 内膜 中膜
DSV 组 15 2.15±2.571) 1.60±1.331)

SV 组 13 11.53±6.39 9.07±3.75
VGSV 组 21 2.08±2.861) 1.65±2.231)

GSV 组 12 17.17±6.24 14.58±4.27
注：1）与各自对照组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. corresponding control group

TU
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E
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免
疫

荧
光

DSV 组 VGSV 组 SV 组 GSV 组

图 1　TUNEL 法（×400）和免疫荧光法（标尺 =20 µm）检测细胞凋亡（箭头示阳性表达）
Figure 1　Cell apoptosis detection by TUNEL (×400) and immunofluorescence (Bar=20 µm) (Arrows showing positive expression) 
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2.4  静脉管壁凋亡相关蛋白表达

D S V 组 管 壁 促 凋 亡 蛋 白 B a x 阳 性 表 达 率 与

S V 组 比 较 明 显 减 少 （P< 0 . 0 5 ） ； D S V 组 管 壁 抗

凋 亡 蛋 白 B c l - x l 阳 性 表 达 率 与 S V 组 比 较 明 显 增

加 （ P < 0 . 0 5 ） ； V G S V 组 管 壁 促 凋 亡 蛋 白 B a x

阳 性 表 率 与 G S V 组 比 较 明 显 减 少 （ P < 0 . 0 5 ） ； 

VGSV组管壁抗凋亡蛋白Bcl -x l阳性表率与GSV组

比较明显增加（P<0.05）；DSV组管壁Bax/Bcl-xl

比值与SV组比较明显降低（P<0.05）；VGSV组管

壁Bax/Bcl-xl比值与GSV组比较明显降低（P<0.05） 

（图3）。

2.5  细胞超微结构变化

在DSV和VGSV中，静脉管壁病变的平滑肌细

胞（SMC）和内皮细胞（EC）形态学特征为线粒

体 模 糊 、 嵴 断 裂 、 髓 样 变 、 粗 面 内 质 网 增 宽 、 脱

颗粒、核染色质边集；在SV和GSV中，EC和SMC

内线粒体、粗面内质网、核染色质正常（图4）。

B
cl

- x
l

B
ax

DSV 组 VGSV 组 SV 组 GSV 组

图 2　Bax 和 Bcl-xl 免疫组化检测（×400，标尺 =20 µm，箭头示阳性表达）
Figure 2　Immunohistochemical staining for Bax and Bcl-xl expressions (×400, bar=20 µm, arrows showing positive expression)
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图 3　凋亡相关蛋白表达情况　　A：DSV 组与 SV 组 Bax、Bcl-xl 阳性表达率比较；B：VGSV 组与 GSV 组 Bax、Bcl-xl 阳性表
达率比较；C：各组 Bax/Bcl-xl 比值

Figure 3　Expressions of the apoptosis-related proteins　　A: Comparison of the positive expression of Bax and Bcl-xl between DSV and SV 
group; B: Comparison of the positive expression of Bax and Bcl-xl between VGSV and GSV group; C: Bax/Bcl-xl ratio in each group

A B C
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3　讨　论

K e r r 等 [ 1 8 ] 首 先 提 出 细 胞 凋 亡 的 概 念 ， 即 程

序 性 细 胞 死 亡 。 细 胞 凋 亡 是 细 胞 内 有 规 律 的 自 我

消 亡 过 程 ， 细 胞 死 亡 的 一 种 生 理 形 式 ， 受 诱 导 基

因 （ p 5 3 、 B c l - x s 、 B a x ） 、 抑 制 基 因 （ B c l - 2 、

Bcl -x l、mcl -1）及参与基因（c -myc、c - f o s）的

调控 [ 1 9 ]。细胞凋 亡的作用是维持组织内环境的稳

定性，以减少细 胞的更新 [ 20]。细胞凋亡包括内源

性 和 外 源 性 两 条 通 道 。 内 源 性 通 道 又 称 线 粒 体 通

道，调节细胞凋亡启动基因（Bax或Bcl -2）及天

冬蛋白酶（caspase -9）刺激线粒体释放细胞色素

Ｃ进入胞浆与凋亡肽酶激活因子1（APAF -1）结

合 引 发 细 胞 凋 亡 。 外 源 性 通 道 又 称 跨 膜 通 道 ， 在

细胞凋亡信号的刺激下，FasL和肿瘤坏死因子α

（TNF -α）作用相应的受体导致细胞凋亡 [21-23]。

Bcl-2蛋白家族是细胞凋亡的关键调节蛋白，Bax可

促进细胞凋亡，Bcl-2可抑制细胞凋亡，Bax/Bcl-2

比值的变化可直接反映细胞凋亡的水平[24-25]。转化

生长因子β1（TGF -β1）可维持静脉管壁细胞凋

亡和细胞异常的 平衡 [ 26]。缺氧可诱导静脉管壁内

皮Bcl-2呈高表达，有助于抑制细胞凋亡[27-28]。可见，

静脉管壁的细胞凋亡与管壁结构改变密切相关。

本 研 究 发 现 ， D S V 和 V G S V 管 壁 内 膜 和 中 膜

凋亡细胞比率明显低于SV和GSV，但两组静脉管

壁 凋 亡 细 胞 比 率 的 变 化 比 率 则 无 明 显 变 化 。 D S V

和VGSV管壁抗凋亡蛋白Bcl -xl阳性表达率明显增

加；SV和GSV管壁促凋亡蛋白Bax阳性表达率明显

增加；DSV和VGSV管壁凋亡蛋白Bax/Bcl -x l则明

显 降 低 。 本 研 究 结 果 与 国 外 学 者 [ 1 0 , 1 2 ,  2 8 ]有 相 同 之

处，但与Urbanek等[29-30]报道的结果相反。结果提

示 ， 高 流 体 静 力 压 会 影 响 静 脉 管 壁 细 胞 的 新 陈 代

谢 （ 包 括 凋 亡 细 胞 和 凋 亡 基 因 的 调 控 ） 。 静 脉 高

压 时 ， 静 脉 管 壁 的 构 建 发 生 改 变 （ 内 膜 增 厚 、 中

膜 S M C 增 生 并 向 内 膜 迁 移 、 外 膜 滋 养 血 管 增 多 、

管 腔 扩 大 并 向 中 膜 迁 移 ） ， 以 适 应 组 织 缺 氧 的 需 

求 [ 3 1 - 3 2 ] 。 笔 者 推 测 ， D S V 和 V G S V 管 壁 细 胞 凋

亡 减 少 可 能 与 内 膜 和 中 膜 的 相 对 增 厚 ， 滋 养 血

管 对 其 部 位 的 氧 供 降 低 ， 影 响 细 胞 的 代 谢 和

凋 亡 基 因 的 调 控 相 关 [ 3 3 ] 。 这 种 现 象 与 高 压 静 脉

管 壁 结 构 紊 乱 和 胶 原 、 弹 力 纤 维 分 布 异 常 有

关 [ 3 4 - 3 5 ] 。 有 学 者 [ 8 , 2 2 ] 认 为 ， 静 脉 管 壁 S M C 凋 亡

指 数 减 少 与 缺 氧 有 关 。 在 组 织 缺 氧 条 件 下 ，

抗 凋 亡 蛋 白 B c l - 2 和 缺 氧 诱 导 因 子 1 α （ H I F -
1 α ） 的 抗 凋 亡 作 用 增 强 ， 导 致 内 源 性 细 胞 凋

亡 通 道 下 调 ， 可 能 会 促 成 静 脉 管 壁 扩 张 、 增 

厚。可见，缺氧是Bax和Bcl -xl调节失衡的敏感因

素 之 一 ， 细 胞 内 B c l - x l 蛋 白 表 达 增 加 ， 这 对 阻 止

细胞凋亡起着保护作用 [36-37]。Lee等[15]发现精索静

脉曲张和VGSV管壁抗凋亡蛋白Bcl -2呈高表达，

推 测 两 组 管 壁 可 能 经 线 粒 体 通 路 导 致 细 胞 凋 亡 下

调。本研究则发现，在DSV和VGSV中，促凋亡蛋
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图 4　电镜观察超微结构（SMC：×20 000，标尺 =1.0 μm；EC：×40 000，标尺 =700 nm）　　M：线粒体；N：细胞核；
箭头：示粗面内质网

Figure 4　Electron microscopic observation of cell ultrastructural changes (SMC: ×20 000, bar=1.0 μm；EC: ×40 000, bar=700 nm)　　 
M: Mitochondria; N: Nucleus; Arrow: Showing rough endoplasmic reticulum. 
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白Bax表达减少，抗凋亡蛋白Bcl -xl表达增加，表

现细胞凋亡抑制趋势，其变化与TUNEL和免疫荧

光 染 色 结 果 一 致 。 本 研 究 还 发 现 ， 电 镜 下 D S V 和

VGSV细胞内线粒体嵴模糊、髓样变、核染色质边

集 。 这 一 变 化 有 可 能 会 影 响 线 粒 体 的 功 能 （ 线 粒

体 膜 电 位 和 线 粒 体 透 化 作 用 ） ， 凋 亡 分 子 和 凋 亡

蛋 白 的 抑 制 或 激 活 ， 导 致 经 线 粒 体 通 路 的 细 胞 凋

亡失调[38-40]。由于VGSV人口学因素复杂，加之获

取 标 本 的 部 位 不 同 ， 静 脉 管 壁 细 胞 凋 亡 结 果 很 可

能 存 在 着 差 异 性 。 本 研 究 存 在 一 定 的 局 限 性 ， 标

本 量 少 ， 细 胞 凋 亡 标 记 物 检 测 不 全 ， 很 难 除 外 有

外 源 性 （ 死 亡 受 体 ） 通 路 存 在 。 可 以 推 测 ， 高 流

体静力压下存在相同的经线粒体通路DSV和VGSV

管 壁 细 胞 凋 亡 失 调 ， 这 一 细 胞 凋 亡 的 下 调 机 制 可

能会导致两种静脉疾病管壁扩张和增厚。

志谢：本课题得到潍坊医学院病理教研室张

宝刚教授、电镜室张圣明教授、卫生统计学教研
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