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!"#$%$%&在先天性心脏病肺动脉高压发生机制中的作用

唐旭东，肖颖彬，周建国，郝) 嘉) ) （第三军医大学新桥医院全军心血管外科中心，重庆 %"""*(）

) ) 摘) 要：目的) 研究抗凋亡因子存活素（+,-././0）在左向右分流性先天性心脏病肺动脉高压的致病过程中的作用和
凋亡因素的作用机制。方法) 应用免疫组化及原位缺口末端 123 标记技术，检测肺组织细胞凋亡情况。用免疫组化及
45+65-0 7896检测凋亡相关蛋白 +,-././0、7:8#& 和 7;<的表达。结果) 中、重度肺动脉高压患者肺组织血管的结构发生明显
改建；先天性心脏病肺组织都有凋亡的细胞，但中、重度肺动脉高压患者凋亡细胞明显减少。=,-././0、7:8#& 在中、重度肺
动脉高压组中表达强度明显增高，而 7;<表达明显减少。=,-././0与凋亡及肺血管组织结构重构有明显的相关性。结论)
在左向右分流血流作用下，=,-././0等基因表达发生变化，使肺组织细胞凋亡减少，造成细胞堆积，参与肺血管结构改建，
是肺动脉高压形成机制之一。
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) ) 在左向右分流先天性心脏病（:90E50/6;8 O5;-6 D/+#
5;+5，MJ1）肺动脉高压（ Q,8T90;-N ONQ5-650+/90，WJ）
形成的过程中，肺动脉血流量及血流速度改变所致的

血流剪切力、缺氧等因素引起肺血管痉挛、肺血管异常

生长和改建而产生肺动脉高压［!］。为探讨凋亡机制
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在 MJ1 WJ的形成中的意义，我们对 MJ1 WJ 患者的
肺组织内存活素（+,-././0）、7:8#& 和 7;<基因表达及细
胞凋亡情况进行了研究，现报告如下。

:; 材料与方法

!@ !) 临床资料
) ) 选取 &""?年 [ ^ !! 月手术治疗 %[ 例室间隔缺损患者，根

据术中测定平均肺动脉压力（T5;0 Q,8T90;-N ;-65-N Q-5++,-5，
TW3W），将患者分为 % 组。即无 WJ组（TW3W _ &" TTJE、!）；

轻度 WJ 组（&" _ TW3W _ *" TTJE、"）；中度 WJ 组（*" _
TW3W _ $" TTJE、#）；重度 WJ组（TW3W ‘ $" TTJE、$）。轻

度 WJ患者缺乏症状及体征。重度 WJ 患者术前均有反复呼吸
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道感染，! 例有肺炎、心力衰竭史，" 例有运动口唇发绀。见表
#。患者术前给予前列腺素 $# 治疗以降低肺血管阻力；静脉应

用抗生素，控制肺感染。%& 例均在中低温体外循环下行心脏畸
形矫治术。患者术后均应用多巴胺 ! ’ #( !)·*) +#·,-. +#，

中重度 /0患者术后常规使用前列腺素 $# 1 ’ ! !)·*) +#·

,-. +#、硝普钠 (2 ! ’ ! !)·*) +#·,-. +#。本组 %& 例经综合治
疗均痊愈出院。% 例出现并发症，如肺不张、低心排综合征、低
氧血症、出血等。术后随访无晚期死亡。

表 !" 先天性心脏病肺动脉高压患者临床资料

组别 例数 ,/3/（,,0)） 年龄（岁） 明显症状 肺血明显增加 $45改变 心胸比率 缺损直径（,,） /61（7） 心功能（ 8"）辅助呼吸（9） /5$#（:） 多巴胺（9） 并发症
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@：! B (2 (!，与"、#组比较；A：! B (2 (!，与$组比较

#2 1? 标本采集
? ? 肺组织在心脏畸形矫治手术同时取出（术前经患者家属同
意并签字）。立即固定做石蜡切片和低温保存。

#2 "? 标本的检测
#2 "2 #? 肺动脉的形态学观察? ? 每个病例的肺组织经 0$ 染
色并取 % 张切片，在 %(( 倍视野下随机找出 #( 个肺小动脉，在
显微标尺下观察肺动脉管壁厚度占肺动脉外径的百分比（CDEF
GD.H@)D ,D:-@ I@JJ H9-G*.DKK，LM7），LM7 N［（外径 +内径） O
外径］P #(( 7。
#2 "2 1? 凋亡的检测? ? 采用细胞凋亡原位缺口末端 QR3 碎
片标记技术（MSR$T）。采用中山公司的凋亡检测试剂盒，按说
明书方法进行操作。可以在显微镜下观察到凋亡的细胞核呈

紫蓝色。计算 ! 个高倍视野（ P %((）中凋亡之阳性细胞核数
及其与总细胞核数的比值，即凋亡指数（@CUCHUH-G -.:DV，3W），求
其均值。

#2 "2 "? 免疫组织化学分析 KXEY-Y-.、AGJF1 和 A@V 的表达? ? 应
用晶美公司的免疫组化试剂盒，按说明书操作。表达阳性的细

胞浆有棕黄色颗粒。阳性细胞的计量通过两种相对独立的方

法进行，每个标本取 % 张切片，每张切片在 %(( 倍显微镜下顺
序找 #( 个视野，按每个视野中血管壁细胞中阳性细胞所占的
百分数分为 ! 级并给予打分：( 分，阳性细胞!!7；# 分，阳性
细胞在 !7 ’1!7 ；1 分，1!7 ’!(7；" 分，!(7 ’>!7；% 分，
阳性细胞">!7。其中 ( 分按阴性处理。同时按相应抗原的染
色强度打分；# 分，染色较弱；1 分，中等强度；" 分，染色强。阳
性表达率与表达强度的乘积就是该标本的表达权重。

#2 "2 %? ZXEY-Y-. [DKHDE. AJUH分析? ? #(( ,) 肺组织提取总蛋
白，考马斯亮蓝法进行蛋白定量。与 1 P样品缓冲液混合后，煮
沸 ! ,-.。将样品（!( !) O J@.D）在 #(7 的 ZQZ一聚丙烯凝胶中
进行电泳 % 9后，转印至硝基纤维素膜上。用 !7脱脂牛奶封

闭 # 9后，分别加入鼠抗人 KXEY-Y-.抗体（稀释浓度为 #\ 1((）常
温下过夜。用 MM]Z洗 1 次后分别加入兔抗小鼠抗体（稀释浓
度为 #\ !((）作用 1 9，3^/法显色，_JXUE49D, ‘12 ( ZH@.: 3JU.D
成像分析仪照相并定量。

#2 %? 统计学方法
? ? 实验数据用 Z/ZZ #(2 ( 进行单因素方差分析或 &1 检验，参
数间进行直线相关分析。

#" 结果

12 #? 重构形态学观察结果
? ? 无或轻度 /0 组肺组织及中小动脉壁无明显变化。重度
/0组肺组织及中小动脉壁增厚明显，出现血管壁平滑肌细胞
肥大增生、动脉内膜细胞增生和胶原物质堆积性改变，管腔狭

窄明显。中、重度 /0 组与无或轻度 /0 组相比肺动脉管壁厚
度占肺动脉外径的比值（LM7），统计学分析差异均有显著性
（! B (2 (!）。

12 1? 凋亡指数
? ? 各组肺内均存在一定比例的凋亡细胞。重、中度 /0 组肺
内凋亡细胞明显减少。中、重度 /0 组与无或轻度 /0 组相比
凋亡率统计学分析差异均有显著性（! B (2 (!）。见表 1。

12 "? ZXEY-Y-.免疫组织化学染色及 [DKHDE. AJUH分析
? ? ZXEY-Y-.阳性染色为细胞质内棕黄色颗粒，微血管内皮细
胞表达较平滑肌细胞明显。无或轻度 /0 组 KXEY-Y-. 表达很少
（图 #3、图 #]）。中、重度 /0组与对无或轻度 /0 组相比表达
明显增加（图 #4、图 #Q），统计学分析差异均有显著性（! B
(a (!）。[DKHDE. AJUH分析结果也显示 KXEY-Y-.在中、重度 /0组
的表达比无或轻度 /0组明显增加（图 1）。

!!! !" # !$
3：无 /0组；]：轻度 /0组；4：中度 /0组；Q：重度 /0组

图 !" 各组肺内 $%&’(’()的表达"（ZF/ P %((）
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!：无 *+组；,：轻度 *+组；-：中度 *+组；.：重度 *+组

图 !" #$%&’&’( )*+,*%( -./,分析结果

,# ." /012, 和 /34免疫组织化学染色
" " /012, 抗原阳性染色为细胞质内棕黄色颗粒，在细胞质中
多呈不同程度的弥散状分布，少数呈团块状或颗粒状。无或轻

度 *+组 /012, 表达少；中、重度 *+组与对无或轻度 *+组相比
表达明显增加，统计学分析差异均有显著性（! 5 6# 67）。/34
染色组中细胞质显示棕黄色颗粒者为蛋白阳性，主要位于部分

核膜、细胞质内，中、重度 *+ 组与对无或轻度 *+ 组相比表达
明显减少，统计学分析差异均有显著性（! 5 6# 67）。见表 ,。
" " 统计分析显示 8%&’(’()、/012, 与凋亡负相关（ " 9 : 6# ;<=、
" 9 : 6# ==!，! 5 6> 67）；/34 与凋亡正相关（ " 9 6# =!.，! 5
6> 67）。$%&’(’()（?@8A@&) /1BA）与 CDE正相关（ " 9 6# <-，! 5
6> 67）。

表 !" 先天性心脏病肺动脉高压患者各指标的变化（#! 0 "）

组别 CD（E） FG（E） $%&’(’()（G+）$%&’(’()（?H） /012, /34
! -I#. J!7#<3/ ..#< J!!#-3/ 6#;< J6#6-3/ - =!< J76=3/ !#,. J6#=,3/ .#6= J!#7.3/

" .,#I J!-#;3/ .,#I J!-#.3/ 6#I, J6#6.3/ - ;;! J<I=3/ !#-< J6#7I3/ .#!< J!#=!3/

# =!#7 JI#./ !=#= J<#--/ -#<, J!#7;/ ;.6; J!.,6/ ,#<; J6#;I/ !#7I J6#=;/

$ <I#! J!,#< I#; J=#! =#7I J,#=- !!;-< J!776 .#I! J!#7< !#,, J6#7!

3：! 5 6# 67，与#组比较；/：! 5 6# 67，与$组比较

1" 讨论

" " 本实验以先天性心脏病室间隔缺损合并 *+ 为代
表研究 8%&’(’()及凋亡机制在 K+L合并 *+ 患者肺血
管结构改建中的作用机制。进一步证实了肺血管床的

改建是一种细胞过剩性疾病，$%&’(’()不仅参与其中并
扮演重要角色；K+L患者肺血管组织细胞凋亡减少作
为一种致病因素与增殖因素共同作用造成细胞过度堆

积而参与肺血管结构改建的形成［,］。

" " 肺动脉高压是左向右分流先天性心脏病最常见的
并发症之一，肺动脉高压的形成也严重影响左向右分

流性 KL+ 的预后。*+ 早期为流量型压力升高，后期
为阻力型压力升高，肺血管结构重构是后期肺动脉高

压主要的病理改变。凋亡是肺血管结构重构的重要发

病机制［-］。

" " 左向右分流对肺血管细胞凋亡的影响机制十分复
杂，可能涉及多种凋亡相关因子。$%&’(’()是迄今发现
的最强的凋亡抑制因子［.］，但人们并不清楚 8%&’(’()
是否参与了 K+L 合并 *+ 患者肺血管结构及肺动脉
高压的发生，目前也鲜有相关的报道。本研究表明：

中、重度 *+组 8%&’(’()、/012, 表达明显增加，与对无或

轻度 *+ 组相比统计学分析差异均有显著性；而 /34
表达 明 显 减 少；$%&’(’()、/012, 与 凋 亡 负 相 关
（ " 9 : 6# ;<=、: 6# ==!，! 5 6> 67）；/34 与凋亡正相关
（" 9 6# =!.，! 5 6> 67）；$%&’(’()（?@8A@&) /1BA）与 CDE
正相关（ " 9 6# <-，! 5 6> 67）。这就提示 8%&’(’() 与肺
动脉高压发病有密切关系。值得注意的是，$%&’(’() 具
有多种生物学功效，它不仅是参与细胞凋亡的关键蛋

白之一；而且促进细胞增殖和分裂，它既是细胞增殖的

关键性因子，又是影响细胞有丝分裂，为细胞有丝分裂

后期所必需，是一种具有双重作用的蛋白质［.，7］。它

也参与血管生成。在正常的毛细血管内皮中，很难检

测出 8%&’(’()，但在静止态的内皮细胞进入增殖状态后
它的表达明显增加，例如，在刚形成的肉芽组织内皮中

它的表达就有大幅度增高［=］。因此，本研究显示在

中、重度 *+组 8%&’(’()表达的上调不仅提示凋亡的减
少，而且可能也表明内皮细胞、平滑肌细胞的激活增

殖。正是推测到 8%&’(’() 与肺动脉高压的关系，C02
C%&A&M等［<］以 8%&’(’() 作为肺动脉高压基因治疗的靶
点，结果显示：$%&’(’() 只在有肺动脉高压的患者或大
鼠的肺组织中表达，抑制 8%&’(’()，不仅降低肺血管阻
力、减轻右室及肺血管中膜肥厚，而且诱导平滑肌细胞

凋亡并减少其增殖。这些结果都均明确表明 $%&’(’()
对于肺血管重构及肺动脉高压发生的重要意义。

" " 先天性心脏病左向右分流产生的高肺血流所导致
的致病因素主要有高血流剪切力、缺氧、炎症等。本实

验中 8%&’(’()的表达上调是否是这些因素的直接结果
目前还不清楚。有研究显示，高血流剪切力所产生的

肺微血管内皮细胞凋亡抵抗与 8%&’(’() 表达增加是相
关的［;］；血小板诱导生长因子是高血流剪切力的感受

器，高血流剪切力引起的血小板诱导生长因子表达上

调对 8%&’(’()的表达有正反馈作用［I，!6］。这不仅说明
8%&’(’()表达受血流剪切力的影响，也提示 8%&’(’() 与
左向右分流先天性心脏病肺动脉高压的关系。

" " $%&’(’() 对凋亡的抑制作用较明确，但不同的是
8%&’(’()抑制细胞凋亡的机制十分复杂，可能存在多种
途径［.，=］：%抑制凋亡信号转导的上游通路：$%&’(’()
可抑制细胞色素 0 从线粒体释放，阻断 038N38@ 活化，
从而在上游阻断凋亡信号的传导。&抑制下游的效应
038N38@活化：$%&’(’()能与 038N38@2- 和 038N38@2< 结合
并抑制其活化，从而阻断了多种因子如 O38 等所诱导
细胞凋亡的发生。’促进 GF* 家族其他成员的功能：
$%&’(’()不仅能直接对凋亡产生抑制作用，而且还具有
上调其他 GF*成员的作用，$%&’(’()能与 GF*分子抑制
物次级线粒体衍生 038N38@活化因子结合，解除其对其
他 GF*成员的抑制作用，从而增强了 P 染色体连锁的

I,



凋亡蛋白剂等其他 !"# 分子对凋亡的抑制作用，间接
发挥抗凋亡作用。但在先天性心脏病肺动脉高压的发

病中，$%&’(’() 对凋亡抑制的机制目前仍不清楚，有待
于进一步的研究。

* * +,-./ 和 +01 是两类功能相反的基因，如 +,2./ 抑
制细胞凋亡，而 +01 促进细胞凋亡。二者的比例决定
了细胞在受到凋亡信号刺激时是否发生凋亡。这种比

例的变化部分是由于特定的蛋白质间竞争的二聚化作

用。正如本实验结果所显示的一样，既往的研究已经

明确表明 +,-./、+01 与肺动脉高压的发病是密切相关
的［/，3］。但它们是否与 4%&’(’() 存在相互作用关系还
不得而知。因此，左向右分流先天性心脏病患者肺动

脉在血流剪切力、缺氧等因素作用下，多种基因的表达

发生变化，细胞凋亡现象减少，细胞堆积，参与肺血管

结构改建，是肺动脉高压的形成机制之一。但这样的

复杂过程所涉及的信号传导通路及其调控因素却有待

于进一步的研究［22］。
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心脏外伤急诊体外循环冠状动脉搭桥 ! 例

顾* 强，陈柏成，程* 伟，郝* 嘉，肖颖彬* * （第三军医大学新桥医院全军心血管外科中心，重庆 IHHH3L）

* * 患者，男，/J 岁，因左前胸部刀砍伤后出现失血性休克后
急送当地医院，入院查体患者面色苍白，意识模糊，呼吸浅快，

约 3H 次 _ ?()，血压 LH _ MH ??<8，脉搏细速，心率 2IH 次 _ ?()，胸
骨中下 2 _ 3 处可见一横行大小约 3H ,? 大小伤口，胸骨横断，
伤口深达胸腔。心电图：窦性心动过速；$T 段抬高。床旁胸片
提示：右侧胸腔积液。急诊心脏超声提示：心包积液。入院诊

断：胸部外伤、失血性休克 、肺损伤 、双侧开放性气胸 、心脏裂

伤、急性心脏压塞可能。急诊全身麻醉下行开胸探查术，就原

伤口第 J 肋间胸部前外侧切口进入胸腔，术中见胸骨中下 2 _ 3
横断，右侧 J、L、K、V 肋骨骨折，右侧胸膜破裂，胸腔内约
3 MHH ?- 不凝血，双侧胸廓内动脉断裂，左下肺可见一大小约
/ ,?大小裂口，心包探查见心包内约有 3HH ?- 不凝鲜血，心脏

* * 作者简介：顾* 强，男，安徽省蚌埠市人，硕士研究生，医师，主要从事心脏机
械瓣膜置换术后抗凝方面的研究。电话：（H/3）J/HMV3KL，R.?0(-：
@-6^0--‘8%a A@E?0(-> ,@?
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前壁可见一大小约 22> M ,?大小伤口，范围自右室前壁至左室
侧壁，跨越室间沟，横断冠状动脉左前降支，心脏裂口未穿透室

壁，外院因医疗条件原因，行心脏裂伤间断缝合术，I 号线间断
褥式缝合心脏裂口，修补肺损伤，结扎胸廓内动脉，因不具备急

诊冠状动脉搭桥手术条件，暂时给予结扎冠状动脉前降支。术

后给予补充循环血量后，患者血压升至 2HL _ MJ ??<8，但心电
监护提示心率 2/K 次 _ ?()，心电图!导联 $T明显抬高，心肌缺
血明显。术后 2H A 急送我院，入院时患者麻醉仍未醒，呼吸
/J 次 _ ?()，血压约 KL _ JH ??<8，脉搏细速，心率 2/M 次 _ ?()，心
电图：窦性心动过速，胸部!导联 $T抬高，心脏超声提示：心脏
瓣膜未见异常；室间隔正常。急诊行体外循环下冠状动脉搭桥

及心脏外伤修补手术。胸部正中切口，体外循环建立后，先行

修补心脏前壁 22> M ,?切口，室缺线垫片针褥式缝合心脏伤口，
解除结扎冠状动脉前降支，用微创探子检查，见横断远端前降支

通畅，无血栓，将大隐静脉与前降支远端行端侧吻合，打孔器在
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