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小鼠肾单位发育过程中的经典凋亡和坏死性凋亡
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　　［摘要］　目的　观察小鼠肾单位发育过程中的程序性细胞死亡现象。方法　 应用光镜、透射电镜、原位缺口末端标
记法及免疫组织化学技术观察胚龄１２、１４、１６、１８ｄ胎鼠肾单位发育过程中的细胞凋亡。结果　 小鼠肾单位发育过程中
的程序性细胞死亡主要有经典凋亡、坏死性凋亡和副凋亡３种方式。随着小鼠胚龄增加，凋亡指数逐渐升高，在胚龄１８ｄ
达到高峰［（２９．４５±３．３４）％，Ｐ＜０．０５］。Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达也逐渐增加，均于胚龄１８ｄ达到高峰，分别为（８０．５２±
４０６、３３．６７±３．４２，Ｐ＜０．０５）。结论　 小鼠肾单位发育过程中各部位ＰＣＤ的表现具有明显差异，出现了多种细胞凋亡形
式，其中以经典凋亡为主，还出现了坏死性凋亡和副凋亡。
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　　１９７２年，Ｋｅｒｒ等［１］观察到了细胞凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）
这一现象，被确认为是程序性细胞死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）。近年来有关 ＰＣＤ的研究让人们对
细胞死亡的复杂性与多样性有了进一步认识。除了经

典的细胞凋亡，研究者又发现了非凋亡性细胞死亡

（ｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｄｅａｔｈ），包括副凋亡（ｐａｒａｐｔｏｓｉｓ）等。
越来越多的研究表明非凋亡性细胞死亡也属于

ＰＣＤ［２］。２００９年被国际同行所接受和确认，并将胀亡
和坏死性凋亡同列为坏死样程序性死亡（ｎｅｃｒｏｓｉｓｐｒｏ
ｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ）［３］。肾单位是尿液生成和排泄的基本
结构和功能单位。成熟的肾单位由多个不同部位构

成，每个部位的细胞成分不一样。肾单位从 Ｓ小体发
育过程中不但要完成细胞成分发育成熟，而且肾单位

的形态也要逐渐完善。在这一过程中 ＰＣＤ起着重要

作用。一旦发生 ＰＣＤ紊乱，就会造成畸形如多囊肾。
然而ＰＣＤ对肾单位发育的作用机制尚不十分清楚。
本研究应用光镜、透射电镜、原位缺口末端标记法和免

疫组织化学技术并结合现代细胞凋亡的理论对小鼠肾

单位发育过程中的ＰＣＤ进行了系统地观察。

１　材料与方法

１．１　动物培养和取材
　　选择体质量２５～３０ｇ成年健康昆明小白鼠，按雌雄比例
１∶１同窝饲养，以阴道精栓脱落的最早时间计为胚龄 ０ｄ
（Ｅ０ｄ）。选取胚龄Ｅ１２、１４、１６、１８ｄ孕鼠各４只。将孕鼠用乙
醚麻醉后剖腹取出胎鼠，将胎鼠剖腹取肾。经肾门冠状面切

开，分别入１０％福尔马林和２．５％戊二醛固定液中固定。组织
块入１０％福尔马林固定液中固定２４ｈ，常规脱水、透明，石蜡包
埋，切片５μｍ，ＨＥ染色，光镜下观察。
１．２　透射电镜样品的制备及观察
　　组织块用２．５％戊二醛固定液固定４８ｈ。１％锇酸后固定
１ｈ，常规脱水，环氧树脂定向包埋，使切面与冠状面相一致。
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做厚度１μｍ的半薄切片，甲苯胺蓝染色，光镜下定位，再进行
超薄切片，厚度５０～７０ｎｍ，醋酸铀、柠檬酸铅染色，透射电镜
（ＪＥＯＬ１２００ＥＸ）观察。应用细胞分类计数器，对发育中肾单位
内的经典凋亡、坏死性凋亡和副凋亡出现的次数进行计数，计

算１００次中各类凋亡出现次数的百分比。
１．３　原位缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）
　　切片常规脱蜡至水，滴加蛋白酶Ｋ湿盒中３７℃孵育３０ｍｉｎ，
滴加ＴＵＮＥＬ混合溶液（ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒购于Ｒｏｃｈｅ
公司），５０μｌ／片，湿盒中３７℃孵育６０ｍｉｎ，滴加转化剂 ＰＯＤ，
５０μｌ／片，湿盒中３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染、脱
水、透明、封片。以不含末端脱氧核苷酸转移酶的液体代替。

ＴＵＮＥＬ混合液作阴性对照。光学显微镜下观察并摄片。至少计
数５００个细胞，计算凋亡指数（ＡＩ），即阳性细胞所占的百分比。
１．４　免疫组化染色
　　切片常规脱蜡至水，３％ Ｈ２Ｏ２室温孵育８ｍｉｎ，枸橼酸盐微
波修复１０ｍｉｎ，ＢＳＡ室温孵育２０ｍｉｎ，分别滴加一抗 Ｂｃｌ２和
Ｂａｘ（１∶５０，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）湿盒中４℃过夜，二抗３７℃温箱
３０ｍｉｎ，ＳＡＢＣ３７℃温箱３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染，脱水，
透明，封片。以ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。光学显微镜下观察
并摄片。计算机图像分析系统（ＨＰＩＡＳ１０００）对各组阳性细胞
进行积分光密度分析。

１．５　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行单
因素方差分析。

２　结果

２．１　光镜观察
　　Ｅ１２ｄ，肾脏内只见输尿管芽及其分支和生后肾组织，生后

肾组织内可见逗号小体和 Ｓ小体。Ｅ１４ｄ，出现可辨认的肾小
体、近端小管和远端小管，开始出现髓旁肾单位。同时可区分

出早期的皮质和髓质。Ｅ１６ｄ，肾皮质中肾小体增多，皮质、髓
质逐渐增厚，出现髓袢。Ｅ１８ｄ，皮质、髓质继续增厚，可见成熟
肾小体。

２．２　透射电镜观察
２．２．１　肾小体程序性细胞死亡　　肾小体，又称肾小球，由血
管球和肾小囊组成。肾小体内程序性细胞死亡出现两种形式，

即经典凋亡和坏死性凋亡。血管球内皮细胞的凋亡是从 Ｓ小
体时期开始的，准确地说是从毛细血管内皮侵入时开始的。此

时内皮细胞为矮立方状，孔和内皮的基膜尚未出现，而足细胞

的基膜刚刚出现，血管腔非常狭小，可见凋亡细胞皱缩，电子密

度高，核染色质集聚（图１Ａ）。当毛细血管腔出现、滤过屏障成
熟时，仍可见内皮细胞经典凋亡，表现为细胞固缩，染色质边聚

呈月牙状（图１Ｂ）。在滤过屏障形成之后，内皮细胞肿胀，细胞
膜破溃，部分消失，残留的细胞质内出现了空泡结构和固缩了

的核染色质碎块（图１Ｃ），此为坏死性凋亡的表现。
　　肾小囊，又称Ｂｏｗｍａｎ囊，为肾小管起始部膨大凹陷而成的
双层囊。外层为壁层，内层为脏层。壁层细胞既出现了经典凋

亡也出现了坏死性凋亡。和内皮细胞一样以经典凋亡为多见，

表现为细胞皱缩，核染色质固缩边聚（图１Ｄ）。壁层细胞坏死
性凋亡表现为细胞肿胀，细胞膜消失，只残留少量细胞质和固

缩的染色质碎块（图１Ｅ）。脏层细胞又称足细胞。足细胞凋亡
出现在肾小体发育早期，即完好的滤过屏障出现之前，此时细

胞多呈立方形，细胞固缩着色极深，核染色质高度固缩。相对

应的内皮细胞尚未成熟，滤过屏障尚未发育完好（图１Ｆ）。晚
期或成熟的肾小体内很难见到足细胞凋亡。
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Ａ：早期血管球内皮细胞凋亡（×６０００），滤过屏障尚未成熟，足细胞基膜刚出现（↑）；Ｂ：滤过屏障成熟后血管球内皮细胞凋亡（×
６０００）；Ｃ：血管球内皮细胞坏死性凋亡（×６０００）；Ｄ：肾小囊壁层细胞凋亡（×５０００）；Ｅ：肾小囊壁层细胞坏死性凋亡（×５０００）；
Ｆ：足细胞凋亡（×６０００），滤过屏障尚未发育完好（→）；Ｇ：系膜细胞凋亡（×３０００）

图１　透射电镜观察小鼠肾小体细胞凋亡
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　　肾小球系膜细胞凋亡发现的概率较小，常出现在肾小体发
育的中期和晚期。此时毛细血管腔已经出现，系膜细胞凋亡的

表现与足细胞相似，细胞皱缩，染色质固缩密集，只是位置不同

（图１Ｇ）。在所观察的标本中尚未发现足细胞和系膜细胞坏死
性凋亡的图像。

２．２．２　肾小管程序性细胞死亡　　肾小管包括近端小管、细
段和远端小管。在近端小管中未发现任何形式的程序性细胞

死亡图像。而肾小管其他部位的程序性细胞死亡出现了３种
形式，即经典凋亡、坏死性凋亡和副凋亡。凋亡细胞核染色质

固缩、集密常脱落或以凋亡小体形式脱落到小管腔内（图２Ａ），
也常常见到小管上皮细胞吞噬邻近细胞凋亡小体的图像（图

２Ｂ）。早期凋亡的肾小管细胞的突出特点发生在细胞核，表现
为染色质局部固缩，细胞皱缩（图２Ｃ）。图２Ｄ所示为早期细段
上皮细胞坏死性凋亡的图像，细胞质肿胀浅淡，少量线粒体等

细胞器也肿胀甚至崩解呈空泡状，细胞核染色质固缩，核膜消

失，内质网扩张。集合小管细胞坏死性凋亡表现为细胞肿胀，

各细胞器如线粒体也呈现出肿胀崩解，染色质固缩边聚呈月牙

状（图２Ｅ）。同时远端小管上皮还出现了副凋亡的表现，细胞
体积增大，细胞内被空泡状线粒体和内质网所充满，核皱缩但

染色质无边聚表现（图２Ｆ）。尚可见到集合小管腔内含坏死性
凋亡细胞碎片及固缩染色质碎块（图２Ｇ）。应用细胞分类计数
器，对发育中肾单位内的各类凋亡出现的次数进行计数，结果

发现经典凋亡最多，占８１％，坏死性凋亡占１７％，而副凋亡最
少，占２％。
２．３　ＴＵＮＥＬ染色检测
　　ＴＵＮＥＬ阳性表达定位于细胞核，呈不同程度棕黄色。光镜
下在胚胎发育过程中可见明显的ＴＵＮＥＬ阳性反应（图３）。随
着胚龄的增加，凋亡指数也逐渐增多，Ｅ１４ｄ与 Ｅ１６ｄ分别为
［（１７．５９±３．７９）％、（２３．１２±３．０９）％］，在 Ｅ１８ｄ时达到高峰
（２９．４５±３．３４）％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：肾小管腔内凋亡细胞（×４０００）；Ｂ：肾小管上皮细胞吞噬邻近凋亡小体（×５０００）；Ｃ：远端小管细胞早期凋亡（×５０００）；Ｄ：早
期细段坏死性凋亡（×５０００）；Ｅ：远端小管坏死性凋亡（×６０００）　↑：小管基膜；Ｆ：远端小管副凋亡（×２５００）；Ｇ：集合小管腔内
含凋亡碎片（×１００００）　↓：小管上皮

图２　透射电镜观察小鼠肾小管细胞凋亡
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Ａ：Ｅ１６ｄ逗号小体ＴＵＮＥＬ阳性细胞；Ｂ：Ｅ１８ｄＳ小体ＴＵＮＥＬ阳性细胞；Ｃ：Ｅ１８ｄ成熟肾小体ＴＵＮＥＬ阳性细胞
图３　小鼠胚胎期肾小体ＴＵＮＥＬ染色观察　（×４００）
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Ａ：Ｅ１４ｄＳ小体Ｂｃｌ２蛋白表达；Ｂ：Ｅ１６ｄ毛细血管袢期肾小体Ｂｃｌ２蛋白表达；Ｃ：Ｅ１８ｄ成熟肾小体Ｂａｘ蛋白表达
图４　小鼠胚胎期肾小体Ｂｃｌ２和Ｂａｘ免疫组化观察　（×４００）

２．４　Ｂｃｌ２和Ｂａｘ免疫组化染色观察
　　Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白阳性表达均位于细胞质，可见细小的棕
黄色颗粒（图４）。随着胚胎期肾脏发育成熟 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白
表达均逐渐增加，于胚龄１８ｄ达到高峰，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｅ１４ｄ比较
图５　小鼠肾胚胎期肾小体 Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的表达

３　讨论

　　ＰＣＤ是受基因控制的主动性细胞死亡。上个世
纪末，人们一直将 ＰＣＤ等同于细胞凋亡。近年来，大
量研究表明，经典性细胞凋亡只是多种细胞程序性死

亡机制当中的一种。此外，还包括自噬性死亡、胀亡、

副凋亡、坏死性凋亡等［４－５］。经典细胞凋亡表现为细

胞皱缩、染色质边聚、细胞核裂解、细胞膜内陷，形成凋

亡小体，但细胞膜完整。副凋亡的典型特征为染色质

浓缩，线粒体、内质网肿胀，细胞质空泡化［６］。坏死性

凋亡是一种不同于凋亡的新型细胞死亡方式，具有凋

亡和坏死的混合型特征。主要表现为细胞膜完整性丧

失，线粒体肿胀，自噬，同时其细胞核呈现出凋亡细胞

核的表现———细胞核凝聚［７］。本实验通过原位末端

标记法在胚胎期小鼠肾脏中检测到了凋亡细胞，随着

胚龄的增加，凋亡指数也逐渐增多，在Ｅ１８ｄ时达到高
峰。同时凋亡相关基因 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ也均呈阳性表
达，随着肾脏发育成熟 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达均逐渐
增加，但两者比值的变化趋势正好相反，逐渐下降。电

镜观察发现，小鼠肾单位发育过程中出现了多种细胞

凋亡形式：经典细胞凋亡、坏死性凋亡和副凋亡，其中

以经典细胞凋亡为主，坏死性凋亡为辅，副凋亡次之。

　　构成肾小体的主要细胞有内皮细胞、肾小囊壁层
细胞、足细胞和系膜细胞。其中，足细胞和系膜细胞的

ＰＣＤ中只有经典凋亡。而内皮细胞和肾小囊壁层细
胞的ＰＣＤ要比足细胞和系膜细胞活跃的多。肾小体
的发育过程可分为３个阶段即原始阶段、生长阶段和
成熟阶段［８］。在这３个阶段中毛细血管袢的形成和完
善以及肾小囊脏、壁层细胞的发育成熟是肾小体发育

的中心任务［９］。原始阶段肾小球毛细血管循环尚未

建立，滤过屏障尚未成熟。在生长阶段毛细血管循环

开始建立，滤过屏障已经发育。观察发现，毛细血管内

皮的ＰＣＤ是由经典凋亡和坏死性凋亡组成。经典凋
亡从原始阶段出现，并且一直贯穿整个生长期。而坏

死性凋亡则在毛细血管腔和滤过屏障出现后才发生。

由此推测其意义在于坏死性凋亡崩溃的细胞内容物可

以被血流带走，以防止炎症的发生。另一个可发生坏死

性凋亡的部位在肾小囊壁层细胞。坏死性凋亡多发生

在生长期的肾小体内，从图２Ｇ可见坏死的细胞内容可
经原尿带走。这一推断是否正确尚需进一步确认。

　　肾小管和集合小管中 ＰＣＤ活跃的部位在远端小
管、细段和集合小管，并由经典凋亡、坏死性凋亡和副

凋亡构成。肾小管内的ＰＣＤ有两个意义，一是促使管
腔的形成，二是促进细胞的更新［１０］。在发育的肾单位

中，近端小管凋亡的超微图像尚无报告，本研究也未发

现发育中近端小管细胞凋亡以及其他形式的 ＰＣＤ图
像。这可能与近端小管细胞单一有关，不需要ＰＣＤ去
更换它。ＰＣＤ可促进细胞更新，最典型的部位是细
段。早期细段上皮细胞是立方形的，管腔十分狭小，通

过ＰＣＤ被扁平的细胞所代替［１１］，本研究结果也证明

了这一点，图２Ｄ所示正是细段上皮细胞坏死性凋亡。
与前两种类型的ＰＣＤ相比，副凋亡十分罕见。只在远
端小管发育中见到。副凋亡超微结构的特点是染色质

浓缩，线粒体、内质网肿胀，细胞质空泡化，本研究与这

一描述是一致的。
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　　目前关于 ＰＣＤ的研究是国际上生物学研究的一
个热点。但其途径的具体机制尚不十分清楚，它们之

间的关系也知之甚少，需要进一步广泛的研究和探讨。

清楚认识ＰＣＤ的潜在机制及其相互联系，不仅有助于
人们更好地了解生物发育过程中细胞死亡的作用，而

且更有助于人们在肿瘤等疾病治疗中寻找新的靶点。
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彩色多普勒超声对小腿肌间静脉丛血栓的诊断分析

张琳娜，杨　植，陈　磊，姜海军　　（０６７０００河北 承德，承德医学院附属医院普外科）

［通信作者］　张琳娜，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｌｎ＿ｃｄ＠１２６．ｃｏｍ

　　［关键词］　 彩色多普勒超声；肌间静脉丛；血栓
　　［中图法分类号］　Ｒ６５４．４０４．５１　　［文献标志码］　Ｂ
　　小腿肌间静脉丛血栓是下肢深静脉血栓的好发部位，其症
状比较隐匿，在临床上常被忽视，由于不能得到及时诊断和治

疗，约有２０％血栓可向上蔓延，累及静脉及其近端静脉，引起
严重并发症［１］。早期发现小腿肌间静脉丛血栓对临床治疗有重

要意义。本研究对我院２０１０年１月至２０１１年１月确诊为小腿
肌间静脉丛血栓的８９例患者的检查资料及随访情况进行分析，探
讨彩色多普勒超声在诊断小腿肌间静脉丛血栓中的应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料
　　男性６７例，女性２２例，年龄２２～７５（６３．５±１．２）岁。有手
术病史２２例，长期卧床１８例，外伤史１７例，突发下肢肿胀或疼
痛不适１１例，肿瘤７例，既往下肢深静脉血栓愈后６例，坐飞
机或长途车４例，动脉栓塞后３例，醉酒腿部受压１例。绝大
部分患者出现不同程度的肿痛、酸胀等症状，仅有少数患者有

轻微不适感。

１．２　仪器
　　采用美国 ＳｏｎｏＳｉｔｅＴＩＴＡＮ彩色多普勒超声诊断仪，线阵探

头，频率５．０～１０．０ＭＨｚ，对于肢体肿胀明显、体型肥胖者使用
３．５～５．０ＭＨｚ凸阵探头。

１．３　方法
　　患者采取仰卧位或者俯卧位，对于外伤体位配合困难者尽
量屈膝，探头置于深静脉走行部位，先常规扫查下肢主干深静

脉，然后对患侧小腿纵横扫查。由于小腿肌间静脉自然变异较

多，发现肌间静脉丛增宽后，尤其患者诉疼痛明显部位，必须多

角度、多方位详细扫查管腔内部回声、管腔透声状况、加压后管

径有无变化及血流信号改变情况。操作过程中同时要与对侧

进行对比观察。

２　结果

　　６６例为单侧单纯肌间静脉丛血栓，其中左侧３５例，右侧
３１例；双侧单纯肌间静脉丛血栓１２例；９例合并同侧主干深静
脉血栓，２例合并双侧主干深静脉血栓。急性小腿肌间静脉丛
血栓彩色多普勒超声表现：早期静脉管腔明显扩张，管腔内充

填低回声，呈不规则梭形或管状低回声，可迂曲成枝状，横断面

表现为肌间多个圆形或椭圆形低回声，探头加压管腔不能完全

压闭或部分压闭，管腔内未探及血流信号（图１）；陈旧性血栓
表现为管壁内膜不规则增厚，管腔内可见少许中强回声，管腔

部分压闭，血流信号变细。
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