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深静脉血栓形成对大鼠远隔静脉血管

内皮细胞凋亡的影响
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　　摘要：目的　探讨深静脉血栓对非血栓段静脉内皮细胞的损伤作用。方法　９０只 ＳＤ大鼠随机
分为血栓组、手术对照组和正常对照组。血栓组在左髂静脉以结扎法建立血栓模型；手术对照组开腹

显露髂动静脉模拟同等程度创伤，但不做静脉分离和结扎；正常组直接取材。取材标本是未形成血栓

的上腔静脉和髂静脉及其酶解下的内皮细胞，送电镜、流式细胞仪凋亡检查。结果　血栓组非血栓段
内皮细胞形态与手术对照组均有明显改变；血栓组与手术对照比较，１，２，４，７ｄ术后早期凋亡率差
异均有统计学意义（均 Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。手术对照组早、晚期调亡率与正常组比较，也有显著差
异，但较血栓组程度低，持续时间较短；手术对照组建模后 ４，７ｄ与正常组比较，晚期凋亡率无统计
学意义。结论　局部深静脉血栓可以导致其他远隔部位静脉内皮细胞损伤，易发生早期凋亡。
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　　临床上下肢深静脉血栓的患者在治疗过程中
常可见未形成血栓的股静脉等处静脉壁增厚，并

可发生其他部位静脉的血栓形成。血栓形成可发

生在下腔静脉、对侧肢体深静脉、肠系膜静脉等部

位。这是否由于深静脉内血栓形成后，对非血栓

段血管内皮细胞功能产生了损伤，促使血凝发

生？为此笔者设计了本实验，企以探讨下肢深静

脉血栓形成对远隔部位静脉的作用。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　ＳＤ大鼠 ６４只（中科院上海
实验动物中心，ＳＣＸＫ沪 ２００２００１０），体重２５０～
３００ｇ，雌雄各 ３０只。随机分血栓组 ２８只，手术
对照组 ２８只，正常对照组（８只）。血栓组和手
术对照组分别在建模后 １，２，４，７ｄ时段进行取
材，每时段 ７只大鼠，正常对照组直接取材。
１．１．２　主要试剂及设备　碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ，美国 Ｓｉｇｍａ公司），抗血栓调节蛋白
（ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎＭＳ１１０２Ｓ１，ＣＤ１４１／ｔｈｒｏｍｂｏ
ｍｏｄｕｌｉｎ Ａｂ１， Ｎｅｏｍａｒｋ 公 司 ）， ａｎｔｉｖＷＦ
（ＭＣＡ１２７，英国牛津 Ｓｅｒｏｔｅｃｈ公司），抗组织因子
（ａｎｔｉＴＦＰＡＨＴＦＳ，丹麦 Ａｎｔｉｂｏｄｙｓｈｏｐ公司），膜联
蛋白 Ｖ（ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣＡＰＯＡＦ，５０ｔｅｓｔ，美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司），胶原酶 Ｉ（ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅＩ１７１０００１７，
１ｇ，ＧＩＢＣＯ公司），Ｂｅｃｋｍａｎ流式细胞仪 （德国
Ｂｅｃｋｍａｎ公司）等。
１．２　实验方法
１．２．１　 血 栓 模 型 的 建 立 　 ２５％ 乌 来 糖

（０．５ｍＬ／１００ｇ）腹腔麻醉后，下腹正中切口进腹，
显露左髂静脉；结扎髂静脉沿途属支；主干用线结

扎，使血栓形成，腹腔注射头孢唑啉０．０５ｇ／１００ｇ
（体重），关腹。血栓组与手术对照组再分为术后

１，２，４，７ｄ组，手术对照组仅显露左露左髂静
脉，不作分离和结扎即关腹。正常组直接开腹取

相应血管检测。

１．２．２　取材方法及实验步骤　同法乌来糖麻醉
取材后大鼠即死亡。（１）取肝上段下腔静脉作电
镜及免疫组织化学（免疫组化）检测；（２）取肾下
段下腔静脉，反转内膜至外面，两端结扎，磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗６～８次，１％胶原酶 Ｉ［Ｃｏｌｌａ
ｇｅｎａｓｅｔｙｐｅ１，含 １５％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）（ＭＥＭ）缓
冲液配制，ｐＨ７．０７．２］３７℃水浴 ４０ｍｉｎ浸泡酶
解，将酶解下的内皮细胞上流式细胞仪检测（ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ代表早期凋亡，ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ代表晚期凋亡）。
１．３　统计学处理

结果分别以 Ｐｏｉｓｏｎ分布 ｕ检验进行分析比较。

２　结　果

２．１　各组内皮细胞的超微结构改变
正常对照组内皮细胞平铺在血管内壁上，胞

浆线粒体以及染色质均匀（图 １Ａ）。与正常的内
皮细胞相比，血栓组术后 ４ｄ时血栓形成内皮细
胞核形明显异常，胞浆内细粒体明显肿，内质网

分泌旺盛；７ｄ后除上述改变外，更伴有核异染色
质增多、胞质空泡化等进一步损伤改变（图 １Ｂ）。
手术对照组 ４ｄ后内皮细胞则以胞浆空泡化、血
管壁内陷，内弹力密度减化为主（图 １Ｃ）。

图１　内皮细胞电镜图（５０００倍）　Ａ：正常组；Ｂ：血栓组；Ｃ手术对照组

２０２１
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２．２　血栓组、手术对照组 ａｎｎｅｘｉｎＶ和 ｐｒｏｐｉｄｉ
ｕｍ ｉｏｄｉｄｅ阳性率比较

血栓组术后 ａｎｎｅｘｉｎＶ阳性率显著低于手术对
照组，而在术后 ７ｄ显著高于对照组，差异有极
显著性（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

血栓组除术后 １ｄＰＩ低于对照组外（Ｐ＜
０．０１），其余各时点均极显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１）（表 ２）。

表１　两组内皮细胞ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色阳性率比较

分组 例数
内皮细胞ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ阳性率（‰）

术后１ｄ 术后２ｄ 术后４ｄ 术后７ｄ

血栓组 ２８ ７８ ３１９ １９８ ４７８
手术对照组 ２８ １９２ ２７２ １５２ １９０
Ｕ值 ６．９４ １．９３ ２．４６ １１．１４
Ｐ值 ＜０．００ ０．０５ ０．０１ ＜０．００

表２　两组内皮细胞ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ染色阳性率比较

分组 例数
内皮细胞ＰＩ阳性率（‰）

术后１ｄ 术后２ｄ 术后４ｄ 术后７ｄ

血栓组 ２８ ２４ ２２ ４７ １２５
手术对照组 ２８ ９７ ８ ２６ ６５
Ｕ值 ６．６４ ２．５６ ２．４６ ４．３５
Ｐ值 ＜０．００ ０．０１ ０．０１ ＜０．００

２．３　手术对照组和正常对照组 ａｎｎｅｘｉｎＶ和 ＰＩ
阳性率比较

手术对照组早期凋亡率与正常对照组比较，

各时点均有明显升高（Ｐ＜０．０１）（表 ３）。
手术对照组晚期凋亡率与正常对照组比较，

术后，１，２ｄ凋亡率明显升高，但持续时间短，
术后 ４，７ｄ晚期凋亡率已无统计学差异（Ｐ均 ＞
０．０５）（表 ４）。

表３　 两组内皮细胞ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色阳性率比较

分组 例数
内皮细胞ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ阳性率（‰）

术后１ｄ 术后２ｄ 术后４ｄ 术后７ｄ

手术对照组 ２８ １９２ ２７２ １５２ １９０
正常对照组 ８ ５５ ５５ ５５ ５５
Ｕ值 ８．７２ １２．００ ６．７４ ８．６２
Ｐ值 ＜０．００ ＜０．００ ＜０．００ ＜０．００

表４　 两组内皮细胞ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ染色阳性率比较

分组 例数
内皮细胞ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ阳性率（‰）

术后１ｄ 术后２ｄ 术后４ｄ 术后７ｄ

手术对照组 ２８ ９７ ６５ ２６ ８
正常对照组 ８ １６ １６ １６ １６
Ｕ值 ７．６２ ５．４４ １．５４ １．６３
Ｐ值 ＜０．００ ０．０５ ０．１２ ０．１０

３　讨　论

已知外科手术等创伤可以直接间接损伤局部

组织和血管，血管内皮细胞释放（ｖＷＦ）内皮素，
使促血栓形成的作用增强［１］；血管壁损伤和内皮

细胞丢失可致血管内皮细胞所产生的前列腺环

素（ＰＧＩ２）和内皮细胞衍生松弛因子（ＥＤＲＦ）减
小［２］等改变，但尚少见有对未形成血栓段的远隔

静脉内皮影响的报道。

本实验电镜结果显示，局部的静脉血栓导致

了远离血栓形成段的远距离血管的内皮细胞发

生形态学改变，对内皮细胞的功能产生显著影

响。但是手术创伤对照组也同样造成内皮细胞

形态学明显改变。在各种手术后深静脉血栓形

成患者、足靴区溃疡或有局部血肿等患者施行手

术时，均可见血管壁增厚，尤其以静脉变化更为

明显。这可能与致炎因子导致的炎症，血管渗出

等有关［３］。由此导致的血管壁变化是使血管能更

好地防止血栓形成，还是血栓更容易发生？本实

验从内皮细胞凋亡角度证实，在非手术部位静脉

确有内皮细胞早期凋亡的事实，使得内皮细胞受

刺激后更容易发生凋亡。提示术后有可能诱发

非手术部位静脉的血栓形成。因此，临床治疗时

要避免或去除能进一步损害内皮细胞的各种因

素，如控制或预防感染［４］，少用或不用对血管刺

激性大的药物，注意输液的渗透压不要太高或太

低，尽量减少造影的次数等等。

本文结果显示，血栓形成对内皮细胞的影响

是全身性的，不仅局限在血栓段。其机制须进一

步研究，以期对之进行合理的临床干预。
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