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细胞凋亡及凋亡相关基因在下肢静脉曲张中的表达及意义 

乔正荣，时 德 

(重庆医科大学临床学院血管外科 重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨细胞凋亡和凋亡相关基因在下肢静脉曲张中的表达及意义。方法：采用凋亡细胞原位检测、原位杂 

交、免疫组化研究83例曲张静脉和l0倒对照组内皮细胞和平滑肌细胞凋亡及相关基因表达。结果：①曲张静脉囊性扩张型 

Ecs及SMC捅亡指数显著增高(尸<0．01)；@曲张静脉囊性扩张型Bcl-2 mRNA阳性细胞表达率均显著低于非囊性扩张型(尸< 

O．05)：0非囊性扩张型其Bel-2基因蛋白阳性细胞表达率均显著高于囊性扩张型和对照组【尸均<0．05)；0囊性扩张型其Bax 

和Fas基因蛋白阳性细胞表达率均显著高于非囊性扩张型和对照组【尸均<0 05)；@Bel-2 mRNA表达阳性细胞数和表达率 

(0．25±0,23)与Bcl-2基因蛋白(0 30±O．27)呈显著正相关，相关系数 r分别为o．795381【尸=0001981)和0,688216 【尸= 

0．0OO844)。结论：0细胞过度凋亡导致静脉血管重塑、可能是静脉曲张发病机制之一；②曲张静脉囊性扩张型其Bcs和SMC 

过度凋亡可能与Bc]-2 mRNA、Bcl-2蛋白低水平表达及 Bax、Fas高水平表达相关。 
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The expression and significance of ce ll apoptosis and apOptosis genes 

of varicosity in the lower extremities 

OyAo Zhengron~etat 

(VascularSurgeryResearchInstitute,CollegeofClinicalMedicine，ChongqingMedicalUniversity) 

【Abstract】Objective：Exploring the expression and significance of cell apoptosis and apoptosis genes ofvarico· 

sity in the lower extremities．Methods：By using TUNEL，hybddization in sire，immunohistochemical method,83 

pafien~ with varicosity and 10 controls were studied．ResuIts：Apoptosis index of ECs and SMC in cystic dilata· 

tkms were compared with those of non．cystic dilatations and controls with significant difrerenoe(尸<o．01)．The 

numbers and index of Bcl·2 mRNA positive ECs and SMC expression were greatly lower in cystic dilatations than 

those in non·cystic dilatations <O．05)．Bcl·2 mRNA expression in non-cystic dilatations were markedly higher 

than that in controls <O．05)．The numbers and index of protein Bcl·2 positive Eos and SMC were significantly 

inerossed in non．cystic dilatations compared with those of cystic dilatations and contreI(尸<0．05)．The numbers 

and index ofprotein Bax and Fas po sitive expression increased markedly in cystic dilatations compared with thOS~ 

ofnon-cystic dilatations and contre1 r <O．05)．Expressions of Bcl·2 mRNA were positively correlated with that of 

protein Bcl·2( 0．795381,P=0．001981)．Conclusion：Over·apoptosis led to venous remode-ling may be one ofthe 

mechanism of varicosity．Over．apo lotosis of ECs and SMC in cystic dilatations may correlate with 1ow leve1 

expression ofBc1．2 mRNA and protein，high IeveI expression ofBax，Fas and ratio ofBcl-2／13 ． 一 

【Key words]Varicosity；Cell apoptosis；Apoptosis genes 

下肢静脉曲张是外科的常见病，发病率为 

20％ 一40o／o!”
， 其确切的病因及发病机理仍不清 

楚，近年来，细胞异常凋亡可能与静脉薄弱和曲张 

有关而受到重视。本研究采用凋亡细胞原位检测、 

原位杂交和免疫组化研究曲张静脉内皮细胞 

(endothelial cell，EC)和平滑肌细胞(smooth muscle 

作奢介钼：乔正蒙 (1964- )，男，刮教授．博士． 

主要研究方向：}通外科夏血管外科． 

cell，SMC)凋亡及相关基因的调控，为阐明下肢静 

脉曲张发生机理和治疗提供分子生物学依据。 

1 资料和方法 

1 I 研究对象 

随机选择我院经静脉造影、超声多谱勒和ECT确诊的 

下胺静脉曲张患者s3例，男48例．女35例。年龄1s一77 

岁，平均51．06±13．40岁 病程为1—45年，平均1&55 
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±11 60年。主要症状和体征表现为患肢漶静脉曲张(83／ 

83) 小腿胀痛 (52／g3)，轻度肿胀(3 1／83)，足靴区色素沉着 

(39／83)，静脉性溃疡【21／83)。另随机选择l0例正常浅静脉 

作对照组，男6例，女4倒 平均27—60岁，平均49 50 

±12．03岁 病例选择时，凡有下肢严重水肿，血栓性静脉 

炎，静脉血栓形成，动脉疾病及糖尿病者均于排除 

1．2 主要 试剂 

Bcl-2原位杂交检测试剂盒(武汉博士德生物工程有限 

公司)：愿位细胞凋亡检测试荆盒(德国BM公司)；sP试 

剂盒(北京中山生物技术有限公司)；Fas抗体，Fas L抗体 

(SantaCDJZ公司) 

I．3 挫侧 方法 

I．3．1 标本分组 实验组：标本分别取自术中所见非囊性曲 

张静脉部位和囊性曲张静脉部位各5—10cm。对照组：正 

常浅静脉切取3～5cm，生理盐水冲洗后，10％中性甲醛固 

定。 

1 3．2 凋亡细胞的原住检测 采用末端脱氧核糖核苷酸转移 

酶介导的带荧光的dUTP缺口末端标记法(TdT-medimed 

dUTP nick end labeling,TUENL)，愿位标记凋亡细胞核中的 

DNA片断3．_OH末端，显示曲张静脉EC和SMC凋亡的存 

在 检测按文献 【2．31方法进行 

1．3．3 Bcl-2 mRNA原住杂交检测 攒武汉博士德生物工程 

有限公司试剂盒说明书进行。 

1．3．4 Bcl-2／Bax和Fas／FasL基因蛋白表迭的检测 采用过 

氧化物酶标记的链霉卵白索(streptavidkgperoxidase，sP)免疫 

组化染色方浩 一。 

1．3．5 凋亡细胞计数 正常EC和SMC核呈蓝色，而凋亡 

阳性细胞核呈棕黄色，在光学显微镜下计数5个高倍视野 

(hi曲powerfield HPF．×400)中捅亡阳性细胞棱数目及其占 

细胞核数目的比值(凋亡指数apoptosis inde牝AD 求其均 

值。 

1 3．6 凋亡相关基因mRNA和基因蛋白袁达胆性细胞计数 

光学显微镜下计数5个高倍视野中Bd-2mRNA和Bet- 

2／B~x FasCFasL阳性EC、SMC数目及其占总细胞的比例， 

求其均值 阳性Bet-2 mRNA的细胞浆着色呈棕黄色 阳性 

Bcl一2／B~x或Fas，Fas L基因蛋白的细胞浆着色呈棕黄色。 

1．4 统计学处理 

数据采用Statistiea ver 5．0统计软件，由计算机处理，结 

果用j± 表示 P<o．05为显著性意义 

2 结 果 

2．1 曲张静脉囊性扩张型和非囊性扩张型EC及 

SMC凋亡的变化 (表 1) 

表1 曲张静脉囊性扩张型和非■性扩张型 

内膜和中膜EC及SMC凋亡韵变化(牙± ) 

与非囊性扩张型和对照组比较 +P<0．01 

曲张静脉囊性扩张型内膜和中膜EC及SMC凋 

亡指数均显著高于非囊性扩张型和对照组cP< 

0．01)(见图 1)。 

表2 囊性扩张型和非囊性扩张型EC及SMC细胞BcI-2mRNA和基因蛋白的表达(g~s) 

与非囊性扩张型比较 ‘尸<0．05，与囊性扩张型和对照组比较 ¨P<0 05。 

表3 囊性扩张型和非囊性扩张型EC及SMC细胞Bax和Fas基因蛋白表达(牙± ) 

与非囊性扩张型和对照组比较 ‘P<0．05 
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图1 囊性扩张型EC及SMC拥亡，TUNEL．2咖× 

2．2 曲张静脉囊性扩张型和非囊性扩张型EC、 

SMC细胞Bcl-2mRNA和基因蛋白表达的变化(表 

2) 

曲张静脉囊性扩张型Bc1．2 mRNA和基因蛋白 

表达阳性细胞数和阳性细胞表达率均显著低于非囊 

性扩张型(P<0．05)，同时 ，非囊性扩张型Bc1．2 

mRNA和基因蛋白表达阳性细胞数和表达率显著高 

于对照组(P<0．05)(图 2，图3)0 

图4 囊性扩张型EC及SMCB 基因蛋白阳性裹选，sP 

2O0× 

图5 囊性扩张型EC及SMC Fas基因蛋白阳性赛达，sP 

400x 

白 (分别为l8．00±15．6和0．30±0．27)呈显著正 

相关，相关系数吩 别为0．795381(P=0．001981) 

和0．688216(P=0．000844)。 

图2 非囊性扩张型EC及SMC Bcl-2mRNA阳性表达． 3 讨 论 

原位杂交 200X 

围3 非囊性扩张型SMCBd-2基因蛋白阳性表选， 

SP 400X 

2．3 曲张静脉囊性扩张型和非囊性扩张型EC及 

SMC细胞Bax和Fas基因蛋白表达的变化(表3) 

囊性扩张型Ba)(和Fas基因蛋白阳性细胞数和 

阳性细胞表达率均显著高于非囊性扩张型和对照组 

(P均<0．05)(图4，图5)。 

2A Be!-2 mRNA和Bcl·2基因蛋白表达的相关分 

析 

Bel-2 mRNA表达阳性细胞数和表达率 (分别 

为12．75±12．85和0．25±0．23)与Bcl-2基因蛋 

3．1 细胞凋亡在下肢静脉曲张中的作用 

正常情况下，细胞凋亡为一种生理性程序性细 

胞死亡途径，但在许多病理性刺激下也可诱导或抑 

制成熟细胞发生凋亡，造成细胞凋亡过多或不足而 

导致疾病的发生。近年研究发现细胞弼亡与动脉粥 

样硬化．血管成形术后再狭窄和大隐静脉移植物狭 

窄阻塞等密切相关 ’，对细胞凋亡和静脉曲张的研 

究，国内外尚未见报道。本实验显示，曲张静脉内 

膜和中膜囊性扩张型，其EC及SMC凋亡指数均显 

著高于非囊性扩张型和对照组(P<o．01)，电镜超微 

结构观察曲张静脉EC、SMC表现为胞质浓缩，胞 

核染色质凝聚、边集等凋亡的形态学特征，表明曲 

张静脉囊性扩张与EC、SMC过度凋亡密切相关。 

分析其原因，Km ‘l研究认为EC凋亡是由TNF 

作用于跨膜受体，激活鞘磷脂酶，引起鞘磷脂水 

解，产生胞内神经酰胺信号，作为第二信使，激活 

丝氨酸，苏氨酸蛋白激酶途径而介导细胞凋亡，其 

次激活中性粒细胞释放弹性蛋白酶和P 诱 导 EC 
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凋亡，导致血管损伤。Yang等 报道在弹性蛋白酶 

25或50rag／ml，蛋 白酶3(PPo)5或 lOmg／ml，6到 

24h可诱导牛肺动脉EC出现典型DNA梯度 。而 

KockX'’ 等报道，TNF 、IL-1 0等细胞因子可增 

加SMC上Fas／Apol信号系统表达，可能使神经鞘 

磷脂酶活性增高，分解鞘磷酯产生酰基神经鞘氨 

醇，作为第二信使，激活相应蛋白激酶，诱导 

SMC凋亡 。 

3．2 凋亡相关基因的表达及意义 

细胞凋亡涉及多种相关基因的复杂调控，本文 

在探讨曲张静脉EC及SMC凋亡变化规律的基础 

上，进一步研究其凋亡相 关基因mRNA和蛋白表 

达的变化，以探讨曲张静脉细胞凋亡可能的分子生 

物学机制。本研究表明曲张静脉囊性扩张型Bcl-2 

mRNA和基因蛋白表达阳性细胞数和阳性细胞表达 

率(分别为4．7l±3．40，9．75±9．07和9±6％、 

16±9％)均显著低于非囊性扩张型(分别为21．8O 

±11．98，27．38±20．85和41±l7％、44±31 

(P<O．05)而Bax基因蛋白阳性细胞数和阳性细胞 

表达率(分别为28．O0±12．18和56±28％)均显 

著高于非囊性扩张型和对照组(分别为lO 75± 

5．6O，4．13±2．75和21±12％、6±7％) 均 < 

0,05) 结果说明曲张静脉囊性扩张型其EC和SMC 

过度凋亡可能与Bcl-2 mRNA和基因蛋白低水平表 

达及Bax基因高水平表达和Bcl-2JBax比率有关， 

Bcl一2 mRNA表达阳性细胞数和表达率与Bc]-2基因 

蛋白表达呈显著正相关，相关系数 ，值分别为 

O．795381 =0 001981)和0．688216 =O．000844) 

结果表明Bcl-2基因对凋亡的调节可能是一种转录 

性调节，主要依赖mRNA和蛋白质的台成 其细 

胞凋亡机制是：当信号传递至连接分子(PA1DD或 

FLICE)激括CED-3／caspase，导致线粒体膜通透性 

改变，细胞色素C(Cytochrome C，Cyt C)和凋亡诱 

导因子(apoptosis inducing factor,AIF)从线粒体释 

放人胞质，引起细胞结构改变和死亡，Cyt C和 

AIF在细胞凋亡中起决定性作用。Bcl-2基因蛋白通 

过抑制CED-4而阻止CED-3／casp~se的活性．从而 

阻止Cyt C和AIF的释放，抑制细胞凋亡 “， Bax 

是Bcl-2的同种蛋白，为21KD蛋 白，Bax与Bcl-2 

结台形成同型二聚体或异型二聚体，Bax和Bcl-2 

比例决定细胞命运，Bax占多数~rJBcl一2被抑制， 

细胞捅亡，Bax被抑制细胞得以生存，Bax的表达 

并不直接阻断凋亡，但抑制和拮抗Bcl一2的功能， 

通过Bcl-2-Bax复合物或其它Bcl-2作用靶的竞争来 

实现的 ～。其变化的确切机制尚待进一步研究。 

Fas基因(APO-1)是存在于细胞表面的一种膜 

受体蛋白，属于肿瘤坏死因子crNF)、神经生长因 

子(NGF)受体家族，FasL是分子量约为40KD的II 

型膜蛋白，属于TNF家族成员，主要在激括的T 

淋巴细胞，cD十4 T细胞、c嗍 胞中表达⋯ 。研 

究表明 J细胞表面的FasL与细胞Fas抗原相互作 

用可诱导表达Fas抗原的细胞发生凋亡，Fas／FasL 

系统在诱导细胞凋亡，参与免疫调节中具有重要意 

义，本研究表明曲张静脉囊性扩张型Fas基因蛋白 

阳性细胞数和阳性细胞表达率 (分别为22．00± 

12 83和39±15％)均显著高于非囊性扩张型和对 

照组 (分 别为 8．50 ±2．65，4．50±4．04和 16 ± 

7％．6±6％)(P均<0．05)，结果说明Fas基因可 

能也参与调节EC和SMC凋亡，EC捅亡是 由n 一 

a作用于跨膜受体，引起鞘磷脂水解，产生胞内神 

经酰胺信号途径实现的，而TNF ．IL一1 p等细 

胞因子增加 SMC上Fas／FasL信号系统表达，通过 

激活caspas~诱导SMC凋亡，但其胞内信号传递通 

路，尚待深入研究。 
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子量约33KD；而对照空质粒在相同位置未见特异 

蛋白表达带。经灰度扫描测定表达的目的蛋白约占 

菌体总蛋白的30％。SDS·PAGE检测结果见图4 

3 讨 论 

肝再生增强因子 (Augmenter of Liver Regenera· 

fion，ALR)是1994年Hagiya等发现的与肝再生有 

关的因子。大鼠体内实验中发现肝部分切除后ALR 

具有显著增强肝细胞DNA合成的作用。我们实验 

室已克隆出人ALR编码区eDNA，并构建了人 

ALR的原核及真核表达重组质粒 。由于目前关于 

ALR研究尚处于早期，其促肝再生的机制还不清 

楚，而且当前国内外学者对于ALR的研究结果还 

有一些不统一的地方，其中包括rrALR与rhALR 

在体外活性方面的差异。因而对于ALR的研究还 

需更加深入进行。因此我们克隆了大鼠ALR编码 

区eDNA并构建其原核表达重组质粒以获取rALR 

蛋白，以求进一步研究ALR的生物学功能。 

Hagiya报道的ALR是在大鼠2／3肝叶切除后 

的新生肝组织中得到的，而幼年动物肝脏正是生长 

旺盛时期，其ALRmRNA含量估计也较高，因此 

我们选用了以大鼠乳鼠的肝脏为组织来源提取肝脏 

总RNA作逆转录及第一链eDNA合成的模板；以 

RT-PCR我们顺利克隆出了rALR编码区eDNA， 

其序列与Hagiya报道的完全一致。 

pET32a是表达融合蛋白的原核表达质粒，插 

入的外源基因与本身带有的硫氧环蛋白进行融合表 

达，而最重要的是以pET32a表达的蛋 白含6 x组 

氨酸接头，易于用多聚组氨酸纯化系统进行高效的 

亲合层析纯化。我们的实验结果也表明pET32a- 

rALR在大肠杆菌BL2I中获得了高效表达，表达蛋 

白占菌体总蛋白的3O％。 

由于与硫氧环蛋白融合表达的外源蛋白大多数 

情况下均能正常的折叠，因而表达的重组rALR融 

合蛋白能够表现出全部生物学活性 ；即使有影 

响，也可以用肠激酶对介于硫氧环蛋白与目的蛋白 

之间的肠激酶位点进行特异性的消化而被去掉异源 

氨基酸，因此推测该融合蛋白可以用于rALR的生 

物学功能研究。 

大鼠ALR编码区eDNA的克隆及rALR在大 

肠杆菌的高效表达，为ALR的深入研究奠定的基 

础。 
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