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小肠缺血再灌注损伤导致 Cajal间质细胞凋亡的实验研究 

韩 鹃，何扬涛，梅 峰 (第三军医大学基础医学部组织学与胚胎学教研室，重庆400038) 

[摘 要] 目的 探讨小肠缺血再灌注损伤对 Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal，ICC)的影响。方法 采用缺血 60 min 

再灌注 6 h(I6o／R6h)、12 h(I6o／R )和 14 d(I6o／R。 )的豚鼠小肠，通过免疫细胞化学和 TUNEL法检测 ICC的凋亡。结果 I ／R6 

豚鼠小肠可见少量 TUNEL阳性 ICC。I6o／R。 可见较多的凋亡 ICC，同时 ICC细胞数量明显减少，细胞网络不完整。I ／R 的 ICC 

恢复正常数量和分布。不同时间点之间 Kit／TUNEL双标阳性细胞数量存在显著差别(P<0．05)。结论 小肠缺血再灌注损伤导 

致 ICC凋亡，一段时间后 ICC能够恢复正常。 
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A study on apoptosis of interstitial cells of Cajal induced by intestinal ischemia and reperfusion injury 

HAN Juan，HE Yang—tap，MEI Feng (Department of Histology and Embryology，Third Military Medical University，Chongqing 

400038，China) 

Abstract：Objectives To investigate the apoptosis of interstitial cells of Cajal induced by intestinal ischemia and reperfusion injury． 

Methods The small intestine were reseeted at 6 hours(I6o／R6h)，12 hours (I60／Rl2h)or 14 days(I6o／Rl4d)after 60 min intestinal 

isechemia and reperfusion in adult guinea pigs and studied by immunohistochemistry and TUNEL method．Results Ki~TUNEL double labe— 

ling cells were found out in the small intestine at 160／R6hand I6o／Rl2h，and those ICC also decreased in cell number．ICC recovered to normal 

in amount and morphology at I6o／RHd．Conclusion Our result indicate that 1CC apoptosis after intestinal isechemia and reperfusion and re— 

covered to normal after about 2 weeks． 
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Cajal细胞(interstitial cells of Cajal，ICC)是分布在 

小肠内环形平滑肌和纵行平滑肌之间、肌问神经丛周 

围的一种特殊的间质细胞 。近年研究表明ICC与 

贲门失迟缓症、糖尿病性胃轻瘫以及慢性便秘等胃肠 

运动功能障碍性疾病密切相关 。 。临床研究发现 

在缺血性休克和小肠移植患者，常常出现胃肠道运动 

功能障碍，那么这些运动功能障碍是否与 ICC有关尚 

不清楚。小肠对缺血再灌注损伤十分敏感，常常导致 

小肠内细胞凋亡。目前的研究发现，在大鼠的小肠缺 

血再灌注损伤中，ICC出现细胞数量的减少和细胞网 

络的破坏_3 J，但作者认为这可能与 ICC表型改变有 

关。那么这种 ICC的减少是否与凋亡有关尚无相关报 

道。因此，本研究采用免疫细胞化学法和TUNEL法检 

测小肠缺血再灌注损伤过程中ICC的凋亡。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

6周龄豚 鼠，雌雄不限(第三军医大学实验动物中心提 

供)，共 15只。豚鼠小肠缺血60 min再灌注，按再灌注时间分 

为再灌注6 h(I6o／R6h)、12 h(I6o／Rl2h)和 14 d(I60／R d)组。分 

别取小肠标本备用。 

1．2 方 法 

1．2．1 免疫细胞化学染色 0．01 mol／L PBS冲洗小肠， 

100％丙酮固定小肠20 rain，解剖显微镜下，用镊子撕去小肠的 

粘膜层和粘膜下层，获得小肠平滑肌肌层铺 片。PBS漂洗 3 

次，每次 5 rain。1％BSA孵育30 min后加入第一抗体，Kit单克 

隆抗体(1：100，eBIOSCIENCE公司)4℃，48 h；cy3标记的兔抗 

大鼠IgG抗体(1：100，DAKO公司)25℃，60 rain。水溶性封片 

剂封片。激光共聚焦显微镜(Leica TCS SP5)观察照相，cy3用 

528 nm光波激发。对照实验以正常鼠血清代替一抗，结果均为 

阴性。各步骤间用 PBS漂洗 3次。 

1．2．2 TUNEL法检测凋亡 采 用 TUNEL检测 试剂盒 

(Roche公司)，按照前述方法铺片，4％多聚甲醛固定(20 min， 

室温)，0．1％Triton X一100、0．01 mol／L PBS处理 20 min，TUNEL 

液由45 l标记液和5 l酶溶液组成，37℃避光孵育 1 h，0．O1 

moL／L PBS漂洗3次，封片后观察。 






