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【摘 要】 目的 研究犬小肠缺血再灌注后血管内皮细胞中的凋亡基因(Bel-2、Box)帮血管内皮纲胞生长因子(VEGF)表达改 

变和意义。方法 阻断分布于小肠较小范围的小肠动脉，建立小肠缺血再灌注模型 免疫组织化学方法对小肠组织中的 Bcl一2、 

Bax和 VEGF的表达进行观察研究。结果 小肠缺血再灌注后，Bcl一2、Bax和 VEGF的表达有明显n々改变 小肠再灌注 0 rain，Bel一2、 

Bax和Ⅵ：cF的阳性细胞率舒别为85％ 55％和 10％．再灌注3(h~fin．分别为66％、54％和 ％，而至再灌注60rain则分别为44％、75％ 

和 5％ 在对照绀仅有少量阳性细胞 结论 小腑缺血再灌注可g-I起抗耐亡基因 ＆l表达增加， 随着血流恢复m】逐渐减少 而掏 

亡琏腻 I3ax的表达删逐渐增加 VEGF表达虽有一定增加，但最终减少．．小肠缺血再灌注 E增强删1 基因表达和诱导凋 
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The expression and its significance nf apoptofic gene and VEGF in intestinal endotheli~ cells after t~twmia-reperfusion of the dogs Ẑ ∞  
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【Abstract1 Objec6ve roinvestigatethe expmssion attdits sigmificance ofBcl-2，Bax and vascLdar endodmlial grouchfactorlVEGF)inin— 

tesfinal ischenfia and mperfusion injury． Methos ]qle ischet~fa and repeffus{on models were estabhshed by clmaaping the intesfitml artery．dlstfibutitrg 

in swall area，and the expression of Bcl-2， and VEGF were studied in intestinal tissues by inmmnohistochetalcal method．Rt~ults The c}哪  5 

of expression of Bcl一2．Box and VEGF in ixRestit,e"after ischemia and repeffusion re obvious After repeffttsion for 0 rain．the positive celt patio of 

Bcl-2，B觯 and VEGF was 85％ ，55％ and10％ ，for 30min and 60ttfin，that was 66％ ，54％ ，65％ and 44％ 。75％ ，5％ respectively．There 

w∞ only a small number of positive cells in conllo]animals Collehx~on Isehet~fia and repeffusion could increa~．~fire expression of anti—apoptotic 

gene Bcl-2 and VEGF at ear1),stage．but it decreases when the blood flow recovered．the expression of apop~ofic gene Bax iacreases continuously 

Intestinal ischetttia and mpeffusion injury cf̈ght play 8／1 l『n[x]nan c role in increasing the expression of apoptotic gene and induces the apoptosis． 

I Key words】 Ischen~a and tepefftksion；Bcl一2；Bax；VEGF 

在小肠外科创伤及手术过程中，血管的损伤阻断 

引起缺血再灌损伤甚为常见。研究证明，缺血再灌注 

损伤是一种肯定的但机制复杂的病理改变过程，其中 

包括氧自由基损伤，ATP酶水解，Ca2 超载及细胞凋亡 

等 其中缺血再灌注后细胞凋亡对创伤 ，术后修 

复等的影响是人们关注的研究内容。在小肠粘膜组织 

等缺血再灌注损伤研究中已发现了上述的病理改变， 

但小肠组织中的血管内皮细胞是否同样出现细胞凋亡 

改变 目前报道少见。本文采用犬小肠缺血再灌注模 

型，以免嫂组织化学方法X~lJ,肠组织中的血管内皮细 

胞的 Bcl一2、Bax和血管内皮细胞生长园子(Vasculm"eFl— 

dothelial growth factor，VEGF)的表达改变进行了研究， 

以探讨小肠缺血再灌注损伤机制和防治手段打下基 

础 

材料和方法 

一

、 材料：青年家犬 18只，雌雄不拘，重量 15 

20kg。分再灌注0，30及 6Omin三个实验组，每组 6只 

动物。以速眠新肌肉注射麻醉后(0．15ml／kg)，仰卧位 

作者单位：710038 西安市第四军医大学唐都医院实验外科 

固定于手术台上，按无菌手术操作开腹 提出小肠，距 

空肠起始部 15era处，选择分布于肠管约5cm范围之小 

肠动脉，用无损伤钳阻断 3Omin后松开恢复血流。各 

组动物分别于再灌注 0 rain(血流恢复 刻)，30 min和 

60min及缺血再灌注 区外 的正常肠管(对照)切取 

0．3cmx 0 3cm×0．3cm之大小组织块置 4％多聚甲醛 

磷酸缓冲液(0．叭mol PBS，pH7 4)固定以备免疫组织 

化学研究。Bd-2，Bax及 VEGF鼠单克隆抗体为 MBI 

公司产品，链霉菌抗生物素过氧化酶免疫组化染色超 

敏试剂盒购自福州迈新生物技术公司，DAB为 Sigma 

公司产品。 

二、方法：将组织块脱水 、石蜡包埋后切片，片厚 

5 № 切片经脱蜡水化后，PBS漂洗 10rain，按试剂盒要 

求进行免疫组织化学技术操作。依次以氧化酶阻断剂 

和非免疫血清室温孵育 10rain，PBS漂洗 15rain后，切 

片分别滴加 Bcl一2，Bax及 VEGF单克隆抗体室温孵育 

60rain，同样 以 PBS漂洗。其间均 以 PBS漂洗 10～ 

15rain。最后以 DAB反应 5～10min，自来水终止反应 

及 PBS漂洗。以苏术精复染后，切片经酒精脱水、二 
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苯透明、树胶封片光镜 】、观察 用 PBS分别代替第 
一

、 二、三抗体以做阴性对照 细胞质内出现棕黄色颗 

粒或匀质样棕黄色结构为 Bcl一2，B 及VEGF免疫反 

应阳性细胞，各例切片连续观察 5个高倍视野，计数每 

lcJO 细胞中的阳性细胞数为阳性细胞率(以％表 

示) 

统计学分析：所得数据以i±s表示，采用 ：检验 

分析 

结 果 

- ，

、13cl 2布血管内皮细胞的表达：Bcl一2免疫阳性 

细胞表现为血管内皮细胞质的棕黄颗粒。Bcl一2免疫 

附}生细胞主要位于小肠壁粘膜下层和平滑肌层的小动 

脉和毛细血管内皮细胞。有阳性}日胞的血管常呈束状 

分布，也有散在阳性毛细胞血管。再灌注 0min，阳性 

细胞明显增多，染色增深。至再灌注 30~rdn和60min 

阳性细胞率逐渐下降(表 I)。 

二 、Bax在血管内皮细胞的表达：Bax免疫阳性细 

胞也表现为内皮细胞核两侧条状胞浆内的棕黄色颗粒 

或匀质样结构。再灌注0 min，与对照组动物相比，阳 

性细胞已很明显，至再灌注 30min和 60min则逐渐增 

多cP<0[】l，表 1)，出现阳性细胞之血管和毛细胞血 

管也更为密集。 

三、VEGF在血管内皮细胞的表达：VEGF阳性细 

胞的胞浆内也充满棕黄色颗粒状结构。VEGF在再灌 

注后的表达较弱 再灌注 Omin仅有少量散在阳性细 

胞，至再灌 30min则明显增多，但至再灌注60min则明 

显减少(附表)。 

附表 Bac．2、Bax和 VEGF在小肠血管内皮细胞的 

表达(n=6。 ±S。％ 

注 ：*：P<0 05，* ：P(0 01 VS对肌蛆，△ ：P(O 0I v 同组中 

】M-2、VEGF和 同种基 因的 3Ollun 

研究表明，跌血再灌注可通过氧 自由基改变，A 

酶水解及 ca 超载等速径对组织细胞的功能和形态 

造成损伤 还发现上述各种损伤因素可诱导细胞凋 
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f 。。 
。 小腑缺血阿灌注撕伤研究·l-关 卜小肠gill!j损 

伤与细胞删亡也有报道 j ，⋯ 认为 龌 损防诱导 

细胞凋亡的 l制是出于讯自由堆对膜结构的磷脂不饱 

和脂肪酸的攻击，跨膜梯度改变．( 进八胞内，激{g- 

相关酶系统而发生，但其 }I_}{ 关涮E 基 的激活在捌 

亡发生发展过程中有晕要作用 在d,J场外利剖伤及于 

术过程中造成的缺血再灌注损伤除直接对小且葫 织的 

影响外．包括氧自由基在内的多种因素均明埘血管内 

皮细胞产牛破坏作用。存奉实验巾发现 ，再灌注后不 

仅肠牯膜和小肠腺细胞的1fH关基因表达外，在粘膜下 

层等处 的血管和毛细血管 内皮 细胞，Bcl一2、Bn及 

VEGF的表达均非常显著，说明再灌注损伤引起了血 

管内皮细胞的功能和形态改变。资料显示，血管内皮 

细胞具有十分复杂的生理功能，如促凝抗凝、介导炎症 

反应，影响血管平滑肌的表型及血液稚环等 。再灌 

注对血管内皮细胞的损伤，可对小肠的微循环和功能 

产生不利的作用，并加重其它组织细胞的损伤 

三种基 表达的时空特点说明存活基因 Bcl 2表 

达在再灌注初期有所增加，但随着血流的恢复而逐渐 

减少。Bax表达则呈逐渐增强趋势。在同 一时劂，两 

者的表达相比B“明显高 Bcl一2(P<0 OI)。楸槲两 

者比率不同，细胞存活或I闲亡的发展方向不同的规 

律 ，本文认为小肠缺血再灌注后血管内皮封u胞的捌 

亡基因 Bax明显被激活，=白发生凋亡的趋势，但是否最 

终搁 亡可 能与损伤器 自 的状忿及 多种 lXl索有关 

VEGF对血管内皮细胞功能和形态具有重要作用，但 

实验中发现仅在再灌 30rain时表达叫显增强，60 uin时 

则明显减少，是否与埘血管内皮细胞具有保护作用还 

有待进一步研究 三手叶-基因表达特点可能提示，小肠 

血管内皮细胞的再灌注损伤后，细胞出现增殖而修复 

损伤，而损伤较重不能存活的细胞则进行凋亡，此过 

程，与损伤后的修复重建有关 实验中 IM一2和 Bax的 

表达时空特点可能与此相符。 

参 考 文 献 

一 
～ 

圳 

_i_耋 删啪_j ～ 一 
～ 一 一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

中国局解手术学杂志 2001年第 l0卷第 3期 
CJfin J Regional Anat＆ O rat LYe 雌：．200l，Vol】0，N0 3 

4 Yoshid~nie H．Kato A．BdwardsⅧ ，et al hlterleuldn一10[tlhihits 

puhnonary NF-Knppa B activation and lung ll̈ induced by hepat— 

icisehemia-mpeffusion Am J Physiol，1999，277l5 pt 1j：L919— 

923． 

5 Lo cc．Chen Jc。Chen tim et al A~Efi zmguanidine attemmtes l 一 

nx：dvnamic and nicrociicula c0 derangement n 【intestinal isch— 

emia and reperfusion J Wr．Rllqla。1999．47【6，：1 108一l 1 13 

5 Seidel SA．Hegde S ．1j用dshaw LA，et Imestitlal tachvan4m h一 

233 

nfias dmir~g small bowel[schemia lI J Physio]．1999．277(5 pt 

})：G993 999 

7朝启德，文允镒 血管生物学 北京：北京医科大学中国 合 

医科大学联台出版社．I997 45 

8．熊 氏云，张姐传 细胞搦亡 生命科学，1991，ll(增刊)：37— 

4】 

I收稿：2001—05—28) 

·个案与短篇 · 

消化道 Dieulafoy病出血的治疗体会 

原志平 张平时” 

一

、临婊资料 

本文收集 1989年 10月 ～]999年 lO月问治疗的消化道 

Dieulafoy病 15例，其中男 11例，女4例，年龄 17一 岁，平均年 

龄 46岁。病变部位于食管下段 1例．胃体小弯近贲门处 2例 ． 

胃小弯倒 3例，胃底7例，回肠 1 c}；J．降结肠 1例 临殊表现及 

内窥镜检查：均以不明照因间歇发作性大呕皿 、黑便、鲜红色血 

便 ．贫血 、营养不良、休克为临床表现 ，出血量 600～3000ml不 

等 有一例台井有急眭一l、壁心肌梗死、二倒台井有高血压、糖 

屎癀。其中胃镜确诊 8倒．纤维结肠镜确诊 1例．剖腹探盎及 

术中胃镜定位 5倒。 

二、结果 

6例经胃镜下止血，余 9例手术治疗，包括茸壁楔形切除、 

空肠部分切除、降结肠部分u刃陈 术后立即止血 有二例经胃 

镜下止血．分别于半年及二年后再次出血．经手术治愈 全部 

病例均随访 2～5年，治疗效果满意 

三 ．讨论 

Dieulafoy病是消化道出血的少见疬固，约占上消化道大出 

血病因的2％，随着胃镜检查的普遍应用和对本病认识的提高， 

其发病率近年来有增高趋势 Diculafoy病又称消化道粘膜血管 

畸形．解 学显示蛄膜下小动脉管径增粗达0 4—4毫米(正常 

0 I2～0．2毫米)．由于小动脉异常扩张，压迫粘膜使之变薄．再 

加消化液的腐蚀作用，使小动脉裸露，受到食物等的磨擦导致 

破裂出血，血管收缩，继则出血停止或减少，血痂脱落，血压升 

高又可再出血，故临床表现为反复问歇性消化道大出血 

急诊胃镜检查是确诊本病的首选方法，镜下为圆形或椭圆 

形孤立的粘膜糜烂，直径约 1O毫米，中央有搏动性出血或血管 

残端被覆血痂。剖馥探查，术中胃镜及结肠镜辅助诊断定位可 

避免胃肠切开，减少术中污染和手术盲翻。血管造影可作为一 

作者单位：043300 山西省河津市山西铝广医院外科 

山西省运域地区医院外一科 

种确诊手段．但困经验所限以及患者出血时耐受性差，情况紧 

急，不宜常规使用 本组有 2例诊为胃底溃疡出血，经抗酸治 

疗二周，期间又间断出血耐琥，再次胃镜检查确诊 因此，我们 

强调反复、仔细胃镜检查可提高确诊率 ．尤奠要注意与胃溃疡 

的镜下鉴别诊断．． 

关于 Dieulafuy病的治疗 目前前进 内镜止血，其方法有高 

频电凝、激光 徽披丑局部 注射无水乙醇、喷酒去 甲忏上腺素 

等 内镜下止血设备简单 操作方便，町直视 确切1 血，并可 

随访观察，暂时止血率高 但周内镜 止血未能解除病I!j，解 

剖畸形仍然存在，有复发出血的可能。 察中发现有两例胃镜 

止血后两年内复发，重新手术治自．而第一次手术者无一倒复 

发 内镜下止血虽不能1[】。％彻底止血．但能创造条件，为进一 

步手术治疗赢得宝贵时间．且是在诊断同时进行治疗，成作为 

Diel~afW痛掬常规治疗措施，不应简单放弃 

对于首次出血量大或镜下止血后复发者、内镜发现血管较 

粗大者，癌变位于胃底内镜操作田难 ；能满意止血者，应及时 

手术治疗 ，我们强调尽早手术 ．甚至急诊手术 术中探查发现 

胃腔穆{血，配合胃镜定位．在内镜引导下作病灶局部楔形切除 

也可保护水野目]开胃前壁仔细探察胃底 、贲门部_墁小弯侧等好 

发部位，后楔形∽除 废弃_卣目胃大部切除。本组7例胃壁楔 

形切际，一倒空肠部分 坷际，一倒降结肠部分坷陈均～执浩愈， 

随访 2—5年均未见复发出血。 

对于老年病人，要注意合并症的处理包括糖尿病、冠心病、 

高血压、肺心病等，不能作为手术禁忌症而消极等待贻误抢救 

时机，应在严密监护下积扳手术。本组有一例即存在有上述多 

种疾病，经充分准备，第一次呕血时急诊手术，挽救 了生命 因 

为 Dietflafoy病人出血较多 经常伴有贫血、营养不良、休克等 

匪手术期应注意补充血容量，加强营养支持，预防应激性溃疡 

出血发生 

(收稿：2001-04-l1) 
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