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电击死心脏窦房结组织纤维连接蛋白的表达
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［摘　要］　目的　通过研究电击死心脏窦房结组织中纤维连接蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，Ｆｎ）的蛋白水平，为电击死的诊断及死亡时
间鉴定提供新的理论依据。方法　采用免疫组化技术（ＳＰ法）检测电击死亡人窦房结１５例（人电击组）、重度颅脑损伤人窦房结１５
例（人对照组）、电击死亡兔窦房结３５例（兔电击组分７组：０ｈ、１ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ）和断颈处死兔窦房结３５例（兔对照组
分７组：０ｈ、１ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ）的Ｆｎ蛋白表达水平。结果　人电击组Ｆｎ阳性表达率为１００％，有强弱之分；人对照组Ｆｎ
阳性表达率为６．６７％，组间差异有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１）。兔电击组电击后即刻（０ｈ）就有Ｆｎ表达，与兔对照组相比，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；电击后 ３ｈ、６ｈ至 １２ｈＦｎ表达分布越来越广泛，与兔对照组比较差异有极显著性统计学意义
（Ｐ＜０．０１）；Ｆｎ表达在电击死后２４ｈ逐渐下降，至电击死后４８ｈ仍与兔对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而阴性对照组
则未见类似改变。结论　电击使窦房结Ｆｎ表达明显增强，并且随着死亡时间的延长窦房结Ｆｎ蛋白阳性表达的光密度值呈规律性
变化，可为法医学电击死诊断和死亡时间的鉴定提供新的理论参考依据。
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　　电击死的法医学鉴定主要集中于电击局部的组织
改变，通常以电击部位的特征性损伤作为鉴定的依据。

但相关统计指出，在 ２２０Ｖ电压所致电击伤（死）
中，只有大约１／３的案例出现相对典型的皮肤电流

斑［１］，其他不典型的电击死，如水中电击死，就不能产

生典型电流斑［２３］，所以其应用价值也受到一定限制。

国内外许多学者尝试从不同角度寻找电损伤的鉴定依

据，如从电击死后的各个组织器官的形态学以及分子

水平的变化等方面已有了大量的研究［４７］；目前国内已

有从分子生物学角度出发的研究，为电击死的诊断提

５３２局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（４）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



供了新的依据［８１０］。但在实际工作检查中，法医工作

人员对其诊断，尤其是对无电流斑的死因推断仍没有

统一的参照依据和直接客观的特异性指标，对电击工

具的推断、生前和死后电击的鉴别以及电击死后死亡

时间的判断都相当困难，因此，这一直是法医学研究的

热点。毕海涛［１１］在早期心肌缺血死后诊断的法医学

应用研究中指出，Ｆｎ在保存环境不同及福尔马林固定
时间有差异的情况下，对急性心肌缺血免疫组织化学

诊断指标的影响相对比较恒定，对Ｆｎ的研究在法医鉴
定中有较大价值。目前有关电击死所致窦房结 Ｆｎ变
化的研究较少。本研究对电击死的心脏和长耳兔传导

系统窦房结Ｆｎ的免疫组化表达进行研究，以期为电击
死的鉴定提供新的可靠的理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
自制电击装置，ＴＳ１２Ｅ全自动脱水机（湖北孝感

电子仪器厂），ＬｅｉｃａＥＧ１１６０包埋机（德国徕卡公
司），ＬｅｉｃａＲＭ２１３５切片机（德国徕卡公司），恒温培
养箱（ＰＹＸＤＨＳ）（上海跃进医疗器械厂），Ｌｅｉｃａ免疫
组化染色机（德国来卡公司），医用微波炉 ＬＧ２０１１ＴＷ
（中国），ＯｌｙｍｐｕｓＢ２０型光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司），Ｏｌｙｍｐｕｓ图象分析软件（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），数
码照相机（５００万像素）（日本 Ｏｙｌｍｐｕｓ公司）。Ｆｎ免
疫组织化学 ＳＰ试剂盒（博士德），鼠抗人 Ｆｎ单克隆
抗体（博士德），ＤＡＢ显色剂即用型（北京中杉生物技
术公司），中性福尔马林液 （北京中山生物试剂有限公

司），ＤＥＰＣ（北京中山生物试剂有限公司），多聚赖氨
酸（ＰｏｌｙＬＬｙｓｉｎｅ）（北京中山生物试剂有限公司），
０．０１Ｍ枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．０）（北京中山生物试
剂有限公司），０．１ＭＰＢＳ液（ｐＨ＝７．４）（北京中山生
物试剂有限公司）。

１．２　样本来源
１．２．１　尸体样本　　选取２００８年至２０１２年内蒙古
自治区人民检察院技术处法医病理实验室病例３０例。
其中１５例具备电击损伤的３个条件，即带电电源、通
过人体的电流通路及人体接触地面，为法医病理实验

室确证电击死亡案例设为试验组；重度颅脑损伤致死

案例１５例（无心脏疾患）设为对照组。
１．２．２　实验动物分组与动物模型建立　　健康成年
日本大耳白７０只，电击组３５只，非电击阴性对照组
３５只，雌雄不限，体质量２．５～３．０ｋｇ，中山大学动物
实验中心提供。以上动物按照死后取材时间差异各分

为７个组：电击组（０ｈ、１ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ），

其中电击组电击后即刻（０ｈ）就有 Ｆｎ表达；非电击阴
性对照组（０ｈ、１ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ）。电击组
是在２２０Ｖ交流电源的两端分别接一个金属夹，金属
夹分别直接夹住兔左前肢和右后肢靠近踝关节毛稀少

的地方［１２］；阴性对照组采用断颈处死。模型建立后分

别在相应的时间采用宋一璇等［１３］建立的取材方法取

窦房结及其周围组织，所取组织一分为二，一份窦房结

组织快速生理盐水冲洗后迅速冻入液氮中备用，另一份

放置于４％的中性甲醛溶液固定，２４ｈ后石蜡包埋、切
片，分别进行ＨＥ和免疫组织化学染色。行连续切片，
每一切面取５张，用ＳＰ免疫组化法检测Ｆｎ表达［１２］。

１．３　ＨＥ染色
１．３．１　载玻片和盖玻片的处理　载玻片用酸液浸泡
２４ｈ以后，经自来水洗涤和蒸馏水水洗，再由９０％乙
醇浸泡２４ｈ，最后用绸布擦干净。载玻片用明胶液在
６０℃条件下处理，置 ３７℃过夜烤干以备用。用
０．２５％盐酸／酒精浸泡盖玻片，绸布擦干后备用［１４］。

１．３．２　石蜡包埋ＨＥ染色　中性福尔马林液固定：固
定２４ｈ后，应用 ＴＳ１２Ｅ全自动脱水机将心脏标本脱
水，常规石蜡包埋，切片（切片厚５μｍ），将玻片放入
烤箱中烤片（６０°Ｃ，２４ｈ）后置室温下备用。切片脱腊
水化：切片先后置于两缸二甲苯（Ⅰ和Ⅱ）脱蜡（各
２０ｍｉｎ），后依次入无水乙醇、９５％乙醇、８０％乙醇、
７０％乙醇（各 ５ｍｉｎ），蒸馏水冲洗切片 ２次（各
５ｍｉｎ）。ＨＥ染色：将脱蜡水化的切片依次浸入 Ｈａｒｒｉｓ
苏木素液（５ｍｉｎ）、酸化伊红乙醇（１ｍｉｎ），脱水后封片。
１．４　免疫组化

按常规免疫组化方法［１４］，依照说明书将已固定好

的标本中的固定液弃掉，固定组织由流水冲洗５ｈ，然
后梯度酒精脱水，接着透明、浸蜡、包埋后，切片机切

片，最后用 ＳＰ试剂盒对备好的切片进行免疫组化染
色。在免疫组化实验中，以不加第一、二抗体进行免疫

组化染色的切片作为阴性对照。棕黄色表示阳性信

号，蓝色为阴性信号。

２　结果

２．１　人窦房结组织ＨＥ染色结果
实质细胞位于纤维组织形成的网架中，从中心区

到周边区排列逐渐整齐，渐趋于平行。窦房结的中央

区和窦房结动脉的外周 Ｐ细胞多见，头部较多，在外
周带也可见成团状分布的 Ｐ细胞。电击组 Ｐ细胞边
界模糊，空泡及散在的细胞核固缩在部分胞质可见

（图１ａ）。非电击阴性对照组的 Ｐ细胞短小，ＨＥ染色
Ｐ细胞横切呈圆形，斜切呈椭圆形，纵切呈圆柱形、短
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梭形或短杆形，略有弯曲（图１ｂ）。Ｐ细胞胞质淡染，
横纹不清晰，胞核位于细胞中央，呈卵圆形或短棒状，

核横径与细胞直径几乎相等。

箭头：Ｐ细胞

ａ：人电击组；ｂ：人对照组

图１　人窦房结ＨＥ染色（×４００）

２．２　人窦房结组织Ｆｎ免疫组化结果
窦房结中观察电击组阳性颗粒染色为棕黄色，横

切面上阳性颗粒为较均质散在分布，纵切面上阳性颗

粒为不均质分布，与细胞长轴多平行。电击组Ｆｎ强阳
性２例，阳性７例，弱阳性６例，阴性０例，非电击阴性
对照组弱阳性１例，阴性１４例。电击组Ｆｎ阳性表达

率为１００％，但有强弱之分。对照组Ｆｎ阳性表达率为
６．６７％。经χ２检验，二者差异具有极显著性统计学意
义（Ｐ＜０．０１），见表１。
２．３　兔窦房结组织ＨＥ染色结果
　　电击组电击后１～６ｈ见窦房结组织灶性凝固性
坏死，细胞核深染、扭曲，有的核伸长，部分 Ｐ细胞断
裂；间隙增宽、水肿，部分区域可见散在出血，伤后

１２～２４ｈ，窦房结变性坏死的范围扩大，Ｐ细胞呈不同
程度溶解状态，有的核消失或固缩更加明显（图 ２ａ、
ｂ），Ｐ细胞扭曲、核浓缩，间质水肿，部分细胞核溶解消
失。非电击死组呈正常染色状态，无变性坏死，Ｐ细胞
不发生断裂，核形态正常。图２ｃ、ｄ箭头示正常Ｐ细胞。

表１　人电击组与非电击组Ｆｎ阳性表达率比较（％）

组别　　 阴性（－） 弱阳性（＋） 阳性（＋＋） 强阳性（＋＋＋）

电击组　 ０（０．００） ６（４０．００） ７（４６．６７） ２（１３．３３）

非电击组 １４（９３．３３） １（６．６７）　 ０（０．００）　 ０（０．００）　

：与非电击组比较，Ｐ＜０．０５

箭头：Ｐ细胞

ａ：兔电击组窦房结（×１００）；ｂ：兔电击组窦房结（×２００）；ｃ：兔对照组窦房结横断面（×４０）；ｄ：兔对照组窦房结横断面（×１００）

图２　兔窦房结ＨＥ染色

２．４　兔窦房结组织Ｆｎ免疫组化结果
电击组Ｆｎ广泛表达于受损的细胞胞质和胞膜，呈

均匀的棕黄色，而对照组细胞呈阴性。电击后即刻

（０ｈ）就有Ｆｎ表达，可见 Ｆｎ表达于呈灶状分布，与对
照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；电击后３ｈ、
６～１２ｈＦｎ表达分布越来越广泛，且其光密度质越来
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越高，与对照组比较差异具有极显著性统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。至电击死后 ２４ｈＦｎ表达逐渐下降，至
４８ｈ其光密度值与对照组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。阴性对照组则未见类似改变，见表２、图３。
表２　电击死不同时间窦房结细胞纤维连接蛋白（Ｆｎ）的免疫

组化表达灰度值（珔ｘ±ｓ）

时间段 兔对照组 兔电击死组

０ｈ 阴性（－） １０１．８１±７．１２

１ｈ 阴性（－） １０５．４３±８．６２

３ｈ 阴性（－） １０９．０５±９．０３

６ｈ 阴性（－） １１０．２４±９．７８

１２ｈ 阴性（－） １１６．４５±１１．２４

２４ｈ 阴性（－） １０８．４７±７．５８

４８ｈ 阴性（－） １０６．３５±７．２４

：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

图３　电击组兔窦房结组织Ｆｎ在不同时间段蛋白水平表达的

灰度值变化趋势

３　讨论

电击死在法医病理学死亡原因当中较为常见，大

多属意外，也可见于自杀、他杀案例中［１５］。目前电击

死较为公认的机制主要与电流引起的致命性心律失常

以及心搏骤停相关，窦房结的功能改变可能会导致其

传导系统异常从而使心律失常发生，然而这类心律失

常是与心脏传导系统的起搏器窦房结发生变化有

关［１６］，还是由于窦房结心脏电生理的改变、结构异常，

现今研究和认识都相对较少。所以目前展开的相关研

究都在试图寻找电击死的致死机制和更加可靠的鉴别

诊断方法。大量研究指出一系列明显的病理生理性变

化在受到致死性电击以后的心脏出现［７９］。目前，电击

死窦房结表达Ｆｎ的报道很多，所以对电击死的窦房结
病理变化的深入研究，不但可以评判其在法医学领域

中的实用价值，也能更好地揭示其发生的机制。

赵玉涛等［１７］在人电损死后心肌中纤维连接蛋白

表达的实验观察中提到 Ｆｎ是细胞外非胶原的大分子
糖蛋白，是单基因编码的二聚体糖蛋白，Ｆｎ分子量大

约４５ｋＤ，沉降系数１２Ｓ～１４Ｓ。Ｆｎ根据其在体内分
布不同，分为血浆Ｆｎ和细胞Ｆｎ。血浆Ｆｎ又称可溶性
Ｆｎ，在体液及血浆中以溶解状态存在；细胞 Ｆｎ表面观
呈网状或丝状，主要存在于细胞表面、基底膜、细胞外

基质和结缔组织中［１８］。可以加强网状内皮系统对异

物的清除，具有加速胶原合成增生作用。有研究表明，

细胞膜跨膜电压一旦达到６００～８００ｍＶ，多个孔状结
构在细胞膜磷脂双分子层上出现，致细胞膜屏障功能

丢失［１９］。由于电损伤导致细胞膜破坏，通透性增加，

Ｆｎ可通过受损的细胞膜进入细胞质内。Ｃａｓｓｃｅｌｌｓ
等［２０］发现，Ｆｎ变化与大鼠心肌缺血之间的关系，大鼠
心肌缺血超过３０ｍｉｎ，在心肌细胞内部有 Ｆｎ出现，缺
血时间越长，染色阳性范围越大，而且电镜观察已证

实，Ｆｎ染色阳性的心肌细胞已经发生不可逆性损伤。
欧桂生等［２１］在电击死心肌组织中Ｆｎ实验观察中的研
究结果显示，电损伤致死与非电损伤致死的大鼠心肌

相比，前者反应更加明显，此研究结果与电流对细胞的

损伤有相关性。胡丙杰等［２２］在纤维连接蛋白诊断心

肌梗死的特异性研究指明，Ｆｎ作为心肌梗死以后的诊
断指标只受心肌炎的影响，对于诊断心肌梗死有较好

特异性。有研究发现冠心病猝死者、心肌缺血也可导

致心肌细胞Ｆｎ阳性着色［２３］。

本实验人心脏窦房结 ＨＥ染色结果显示：电击组
的起搏细胞（Ｐ细胞）边界不清 ，胞核染色加深，胞浆
嗜酸性增强，伊红染色松散，一部分Ｐ细胞肿胀明显 ，
部分胞质可见空泡及散在的细胞核固缩，而非电击死

亡组（颅脑损伤死亡）无类似改变，从形态学角度可初

步鉴别电击死与非电击死。此结果与刘如秀等［２４］利

用日本大耳白实验的模型组窦房结缺血再灌注模型也

有类似表现。人免疫组化结果显示电击组 Ｆｎ阳性表
达率为１００％，而非电击组 Ｆｎ阳性表达率为６．６７％。
郝建文等［１２］在大鼠电流损伤后心肌 ＰＥＧ３表达的法
医学研究中指出，电流一旦在机体内形成通路，电流就

形成使带电大分子的极性发生变化、结构发生重排的

电场，此电场能够使带电离子活动发生改变，最终导致

窦房结细胞的一系列改变。至于电击后窦房结细胞胞

浆中Ｆｎ表达的变化，赵玉涛等［１７］曾明确指出由于电

流电穿孔作用，使细胞膜通透性增高，Ｆｎ便进入细胞
内，本实验研究中电击组窦房结Ｆｎ免疫组化阳性颗粒
即表明了细胞膜有破裂，结果表明Ｆｎ染色阳性的结果
对不典型电损伤的法医学鉴定可以作为电损伤鉴定的

辅助指标之一。
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本实验兔心窦房结 ＨＥ染色结果显示：电击后
１～６ｈ见窦房结组织灶性凝固性坏死，细胞核深染、扭
曲，部分Ｐ细胞断裂；伤后１２～２４ｈ，窦房结变性坏死
的范围扩大，Ｐ细胞呈不同程度溶解状态，有的核消失
或固缩更加明显；非电击死组呈正常染色状态，无变性

坏死，Ｐ细胞不发生断裂，核状态正常。该结果表明，
电击死后随着时间的延长，窦房结组织形态学改变与

非电击死有明显差异。兔免疫组化结果显示电击后即

刻（０ｈ）就有Ｆｎ表达，可见 Ｆｎ表达呈灶状分布，与对
照组相比差异明显；电击后３ｈ、６ｈ至１２ｈＦｎ表达分
布越来越广泛，且其光密度质越来越高，与对照组比较

差异有显著性。至电击死后 ２４ｈ表达逐渐下降，至
４８ｈＦｎ表达的光密度值仍与对照组相比差异有统计
学意义，而阴性对照组则未见类似改变。该结果表明

电击死不同时间 Ｆｎ的光密度值不同，随着时间的延
长，呈现规律性变化。可为法医学死亡时间的鉴定提

供一定的理论依据。

免疫组化技术可更好地表达电击死和重度颅脑损

伤死（非电击死）心脏的Ｆｎ水平，电击使窦房结Ｆｎ表
达明显增强，并且随着死亡时间的延长窦房结Ｆｎ蛋白
阳性表达的光密度值的表达呈规律性变化。其实验结

果可以做为电击死诊断及死亡时间鉴定的一个辅助

指标。
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