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钙敏感受体在大鼠轴型皮瓣缺血再灌注损伤模型中的 

表达和意义 
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曾 琳，李 显，邹四海，鲁 琦，朱露颖，张富贵 
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【摘 要】目的：研究钙敏感受体(calcium—sensing receptor，CaSR)在轴型皮瓣血管内皮细胞的表达，并探讨 CaSR在皮瓣缺血再 

灌注损伤过程中的重要作用。方法：构建以腹壁下浅动、静脉为蒂的大鼠轴型皮瓣，使用微动脉夹夹闭血管3 h建立轴型皮瓣缺 

血再灌注(ischemia／reperfusion，I／R)损伤模型。随后大鼠被随机分为3组(每组 10只)，分别通过股静脉给予CaC1：、NPS2143+ 

CaC1 和生理盐水 normal saline，NS)治疗。再灌注2 h和7 d后，采用计算机辅助面积测量法评估皮瓣坏死；HE染色观察皮瓣 

血管形态学变化；TUNEL染色检测细胞凋亡：RT～PCR、免疫组化法分别检测血管内皮细胞中CaSR、Cleaved Casepase一3、Bax和 

Bcl一2的表达情况。结果：与 Ns对照组和 NPS2143+CaC1 组相比，CaC1：组皮瓣坏死率增多的同时【(14．87．4-1．O2)％，P=-0．000]， 

TUNEL染色阳性细胞增多(2 h：46．960±1．965，7 d：48．855±3．550，P=0．000)，CaSR(2 h：0．157 4-0．O11，7 d：0．129±0．015，‰ = 

0．000；P _咄=0．000)、Cleaved Casepase一3(2 h：0．101±0．020，7 d：0．098 4-O．0l1，尸 =0．046， l43m =0．000)表达升高，并且 Bax 

存在明显棕黄色染色，而 Bcl一2几乎无表达。但是 NPS2143+CaC1 组与 Ns对照比相比，结果刚好相反。结论：CaSR在大鼠轴型 

皮瓣的血管内皮细胞中具有功能性表达 ，其表达水平与轴型皮瓣 I／R损伤程度密切相关，并且抑制 CaSR表达能减轻轴型皮瓣 

I／R损伤。 
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Expression of calcium-sensing receptor in ischemiaJreperfusion 

injury model of rat axial skin flaps transplantation and its significance 
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【Abstract]Objective：To investigate the expression of calcium sensing receptor(CaSR)in vascular endothelial cells and the role of 

CaSR expression in ischemia—reperfusion(UR)injury model of rat axial flaps transplantation．Methods：IIR injury model was estab— 

lished on SD rats axial skin flaps based on superficial inferior epigastric vessels．After 3 h ischemia，all flaps were randomly divided 

into 3 groups(n=10 per group)：CaC12，NPS2143+CaC12 and normal saline(NS)．The necrosis ratios of skin flaps were evaluated；mor- 

phological changes were observed by HE staining；cell apoptosis was．assessed by TUNEL staining．The expressions of CaSR，Cleaved 

Casepase一3，Bax and Bcl一2 were detected by RT—PCR and immunohistochemistry，respectively，at 2 h and on 7 d after reperfusion． 
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Results：Compared with"the NS control group and NPS2143+ 

CaC12 group，CaCI2 group acquired significantly more flap 

necrosis【(14．87 4-1．O2)％，P=O．o0o]，TUNEL staining—positive 

cells(2 h：46．960 4-1．965，7 d：48．855 4-3．550，P=0．000)， 

consistent with higher protein expression of CaSR(2 h：0．157 4- 

0．01 1，7 d：0．129 4-0．015，P眦=0．000；尸 一PCR=0．000)，Cleaved 

Casepase一3(2 h：0．101 4-0．020，7 d：0．098 4-0．0l1，尸 =O．046， 

J l43+c80b 0．000)and obvious brown staining of Bax，while 
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almost no expression of Bcl-2．However compared with the NS control，NPS2143+CaC12 group manifested an anti—injury effect． 

Conclusion：The activation of CaSR in the vascular endothelial cells may aggravate the I／R injury of of axial skin flaps while inhibi— 

tion of CaSR could deprive skin flaps ofI／R injury． 

【Key words]calcium一．sensing receptor；ischemia／reperfusion injury；axial skin flaps 

外科皮瓣被广泛用于各种良、恶性肿瘤切除术 

后创面修复、畸形矫正、功能重建和某些器官再造， 

同时皮瓣移植又有很好的美学价值，用于头面部等 

暴露部位，常能达到既治疗疾病，又保持较好功能 

和形态的目的。因此，外科皮瓣具有其他治疗手段 

不能替代的作用[】-21。但是 ，缺血再灌注(ischemiM 

reperfusion，VR)损伤是造成皮瓣移植术后频繁发生 

早期部分或全部坏死、创伤后器官再灌注及低温低 

压麻醉后组织再灌注损伤的主要原因之一[3J。 

钙敏感受体(calcium—sensing receptor，CaSR)是 

G蛋白偶联受体家族成员，广泛表达于心肌、脑、肝 

脏、肾等组织 ，被 Brown等[61在 1993年由从牛甲 

状旁腺细胞首次克隆出来。大量研究表明，CaSR与 

心肌 I／R导致的细胞凋亡有密切关系17-8]。最近研究 

发现 CaSR同样表达于血管平滑肌细胞和人脐静脉 

内皮细胞 ol。 

本实验通过构建大鼠轴型皮瓣 I／R损伤模型， 

旨在探讨 CaSR是否在轴型皮瓣血管内皮细胞具有 

功能性表达，并探索CaSR激活造成轴型皮瓣 I／R 

损伤的防治方法。 

1 材料与方法 

1．1 主要试 剂及 器材 

CaCL2(CaSR激动剂，21115，Sigma，美国)，NPS2143(CaSR 

抑制剂，$2633，Selleck，美国)，Image—Pro Plus软件(版本5．0， 

美国)，TRNzol试剂(DP424，天根 ，中国)，逆转录(RR047A， 

Takara，日本)，实时荧光定量 PCR试剂盒(RR820A，Takara， 

日本)，sP超敏试剂盒(福州迈新生物技术公司 ，中国)， 

TUNEL试剂盒(11684817910，Roche，瑞士)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 大鼠腹部轴型皮瓣模型及分组 本实验符合重庆医 

科大学动物伦理委员会相关规定。健康 sD雄性大鼠3O只， 

SPF级，体质量220-、．280 g，由重庆医科大学动物实验中心提 

供。戊巴比妥钠(30 mg／kg)行腹腔麻醉【ll】_完全游离右腹部皮 

瓣 ，大小约 5 am x 6 am，保留右侧腹壁下浅动、静脉为蒂部 ， 

结扎对侧腹壁下浅血管旧，皮瓣包括皮肤及皮下筋膜层，如 

本实验组前期实验所示『131。SD大鼠根据注射药物不同随机分 

为A、B、C 3组(每组10只)，即CaC12组(0．1 mIJkg)、NPS2143 

(1 mg／kg)+CaCI：!组和 NS(normal saline)对照组；从股静脉给 

药 ，药物注射间隔为 10 min，最后一个药物注射 10 min后，2 

个微动脉夹钳住皮瓣血管蒂 3 h模拟皮瓣缺血㈣．3 h后去除 

微动脉夹模拟再灌注，用5-0医用聚酰胺缝合线间断原位缝 

合皮瓣。再灌注 2 h或 7 d后过量戊巴比妥钠安乐死 SD大 

鼠(每组5只)，收集皮瓣与受植床交界处组织用于分子学检 

测。 

1．2．2 皮瓣成活的评估 术后第 7天采用同一数码相机同 

样参数拍摄大鼠腹部轴型皮瓣。皮瓣成活的评估采用盲评法 

观察皮瓣的总体外观、颜色、切割出血和焦痂覆盖的区域。皮 

瓣的坏死面积和总面积使用 Image—Pro Plus软件测量，皮瓣 

坏死率为坏死面积与总面积的百分比 。 

1．2．3 HE和 IHC染色 术后 2 h和 7 d采集的皮瓣组织经 

过常规组织学处理后制成 5 Ixm厚石蜡切片『】51。将上述石蜡 

切片分别采用苏木精一伊"~[(hematoxylin．一eosin，HE)染色进行 

形态学研究和链菌素抗生物素蛋 白一过氧化物酶(s—P)法的 

免疫组织化学 (immunohistochemistry，IHC)染色检测 Bax(1： 

100，abcam)、Bcl一2(1：250，Santa cruz)以及 Cleaved Caspase一 

3(1：300，Cell Signaling Technology)的表达。IHC图片使用 

Image．一Pro Plus软件测量分析，结果采用平均光密度值 aver- 

age optical density，AOD)表示。所有图片均在光镜 400×下观 

察与分析。 

1．2．4 CaSR表达的检测 本实验组采用 IHc悯和 RT-PC 1句 

的方法检测再灌注 2 h和 7 d后 CaSR在血管内皮细胞的表 

达。依照 TRNzol试剂说明书从上述收集的组织中提取总 

RNA，使用 Takara试剂盒进行后续逆转录和 PCR反应 。 

CaSR和 GAPDH引物序列如下 ：CaSR—F：5’-TGGCTCCCT— 

GATCGGCTATACC-3’，CaSR—R：5’一-GGGAAGGCTrGAAG— 

AGGATAATGTA一3’。GAPDH—F：5’一GACATGCCGCCTGGA-一 

GAAAC一3’，GAPDH一-R：5’-AGCCCAGGATGCCCTITAGT～3’。 

根据 act(aact)方法计算 CaSR相对 mRNA表达水平 ．目标 

基因量=2一~tct[”】。GAPDH作为内部对照。IHC实验方法同 

1．2．3悯，在石蜡切片上进行 Anti一-C~SR(1：500．Bioword tecIx— 

nology)染色和分析。 

1．2．5 细胞凋亡的检测 原位细胞凋亡检测试剂盒是基于 

标记 DNA链断裂处(游离 3-OH末端)及后续的IHC原理来 

检测凋亡细胞嗍。简而言之 ，将 5 m厚的石蜡切片作常规 

IHC处理；然后依次在玻片上滴加TUNEL反应混合物、POD 

转换液与底物溶液DAB；最后在光学显微镜下观察凋亡细 
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胞．即TUNEL染色阳性的棕色细胞核细胞 I。 

1．3 统计学分析 

采用 SPSS 19．0(SPSS Inc，IL)统计软件进行评估，所有 

数据表示为平均值 ±标准差(x±s)。通过单因素方差分析 

(其两两比较采用 LSD—t方法)和析因设计方差分析处理比 

较，检验水准 ：0．05。 

2 结 果 

2．1 皮瓣成活的评估 

I／R后 2 h皮瓣外观差异不明显。术后 l～2 d，各组皮瓣 

呈现苍白和不同程度的肿胀 ．柔韧性变差 ，并且从皮瓣的边 

缘和远端开始出现深灰色或黑色焦痂样坏死。第 7天坏死趋 

于成熟稳定，术区伤 El随着焦痂形成有不同程度的挛缩。术 

后第 7天使用数码相机采集皮瓣图片并通过计算机辅助面 

积测量法计算坏死面积与皮瓣总表面积的百分比作为皮瓣 

坏死率。如图 l所示，黑色或灰色的焦痂代表皮瓣坏死。3个 

实验组(CaC1 、NPS2143+CaC12和 NS对照组)的坏死率分别 

为(14．87±1．02)％、(6．08±0．92)％和(10．88±1．35)％。与CaCI2 

组和 Ns对照组相比．NPS2143+CaCI 组的坏死率最低(P= 

0．000)，而 CaC1：组的坏死率明显高于 NS对照组(P=-0．000)， 

如图 l所示 
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B．柱状图 

图1 I／R后 7 d的皮瓣成活情况和 I／R后 2 h和 7d皮瓣组织 

HE染色(400×) 

Fig．1 Flaps survival at 7 d after I／R and HE staining at 2 h 

and on 7dafterI／R(400X) 

2。2 HE染色 

本实验组选取 I／R后 2 h和 7 d 2个时间点对皮瓣血管 

进行形态学的观察。如图 l所示。与 NS对照组比较，CaC1：组 

血管壁内皮细胞脱落现象普遍且数 目明显减少，部分细胞核 

呈梭形或多角形。而 NPS2143+CaC1 组及 NS对照组管壁及 

管腔血管内皮细胞充盈，胞核多呈圆形或卵圆形。 

2．3 CaSR表达的检测 

如图 2及表 l所示 ．CaSR的 IHC检测结果表明 CaSR 

在 CaCI2组的表达水平明显高于 NPS2143+CaCI2和 NS对照 

组( O．000、P=0．000)，而在 NPS2143+CAC12组的表达明显低 

于 NS对照组(P=0．000)。经析因设计方差分析发现(表 1)， 

在大鼠 CaSR的 IHC表达上 ，各分组间有统计学差异 (F= 

307．057， ．000)，而时间上无统计学差异( 3．547，P---0．072)， 

两者交互效应有统计学差异( 6．562，P=-0．005)。 
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a：与 Ns对照组相比，P<0．001；h：与 CaCL2组相比，P<0．001； 

c：与 NS对照组相比，P<0．Ol 

B．柱状图 

图2 CaSR在 VECs的表达 

Fig．2 Expression of CaSR in VECs 
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2 h时 RT—PCR检测结果与 IHC结果一致。RT—PCR结 

果也表明，相较于 NPS2143+CaC1 和 NS对照组，CaSR mRNA 

表达水平在 CaC1 组最高(P=O．000、P--O．000)，NPS2143+CAC1z 

组较 NS对照组明显降低(P=O．008)。但是 ，NPS2143+CaCI2 

组与 NS对照组在 7 d时 CaSR mRNA表达水平无统计学差 

异(P=0．206)。经析因设计方差分析发现(表 1)，在大鼠CaSR 

的 RT—PCR表达上 ，各分组问有统计学差异(F=71．673，P_ 

0．000)，时间上也有统计学差异(F=12．898，P=0．004)，但是两 

者交互效应无统计学差异(F=4．824，P=0．029)。 

2．4 IHC染 色 

IHC染色用于检测 I／R后 2 h和7 d Cleaved Casepase一 

3、Bax和 Bcl一2的表达。CaC12组 Cleaved Casepase一3的表达 

量最高(P=0．046)，而 NPS2143+CaCI 组表达量最 低(P= 

0．000)，NS对照组居中(图3) 经析因设计方差分析发现(表 

2)，在大鼠CaSR的 Cleaved Casepase一3表达上 ，各分组间有 

统计学差异(F=I19．506，P=0．000)，时间上无统计学差异( 

0．O19，P=-O．890)，两者交互效应也无统计学差异(F=I．593，P= 

0．224)。 

Bax在 I／R后 2 h各组的染色结果 示 ，NPS2143+CaCI 2 

组仅可见微弱的表达甚至无表达，而 CaCI 组可见明 棕黄 

色染色。而 Bcl一2的表达与之相反，在 NPS2143+CaCI：组 町 

见明显棕黄色染色， CaCI：组无表达或仪有微弱的黄染色。 

I／R后 7 d与 2 h呈现相同表达结果(罔4)。 

2．5 细胞凋亡的检测 

TUNEL染色结果表明细胞核 棕色为凋亡细胞 ， 蓝 

色则为非凋亡细胞。如图 3所示，选取 I／R后 2 h和 7 d 2个 

时间点进行凋亡检测 ，并观察血管内皮细胞的 TUNEI 染色 

阳性细胞。在这 2个时间点得到相 的结论，即 CaCI：组凋 

细胞最多(P=0．000)，NS对照组和 NPS2143+CAC1 绀捌 

细胞依次减少(P=0．000)(罔 3)。经析 设计方差分析发现 

(表 2)，在大鼠CaSR的 FUNEL凋 检测表达上，各分组问 

有统计学差异(F--190．230，P=0．000)，时间上无统计学差异 

(P=O．509，F=0．449)，两者交互效应有统计学差异(P=0．010， 

F=5．601)。 

表 1 I／R后 2 h及 7 d大鼠 CaSR的 IHC及 RT—PCR检测结果 

Tab．1 Results of IHC and RT—PCR detection of CaSR at 2 h and on 7 d after I／R in rats 

注：a，与 NS对照组相比，P<0001；})：【一j CaC12组相比，P<0．00l； 与Ns对照纰相比，P<0．05 
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Cleaved Casepase一3+IHC染色 TUNEI 染色 

图3 I／R后2 h和 7 d IHC染色检测Cleaved Casepase一3的表达以及 TUNEL染色检测凋亡细胞 

Fig．3 IHC staining of Cleaved Casepase-3 and TUNEL staining at 2 h and on 7 d after I／R 
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图4 Bax、Bcl一2在 I／R后 2 h和 7d的 IHC染色例图 

Fig．4 IHC staining of Bax，Bcl-2 at 2 h and on 7 d after I／R 

表 2 I／R后 2 h及 7 d大鼠 CleavedCasepase一3及TUNEL凋亡检测结果( -I-S。n=5) 

Tab．2 Results ofCleavedCasepase一3 andTUNELapoptosis detection at2 h and Off 7 d afterI／Rin rats(X±s。n=5】 

注：a，与 NS对照组相比，P<0．001．b：与 CaC1：组相比，P<0．001；c：与NS对照组相比，P<0．05 

3 讨 论 

皮瓣移植术后坏死是临床上常见的难题之一。 

皮瓣部分坏死或全部坏死将严重影响患者的生活 

质量，同时会延长患者的住院时间，增加手术次数， 

从而加重患者的医疗负担。I／R损伤是导致皮瓣移 

植术后坏死的主要机制之一I3,1 7】。本文采用 SD大鼠 

腹壁下浅动、静脉为蒂的轴型皮瓣模拟皮瓣移植， 

并使用微动脉夹夹闭血管模拟 I／R，成功构建 sD大 

鼠轴型皮瓣 ]／R损伤模型。研究表明 CaSR激活可 

以通过“钙超载”导致心肌 UR损伤 ，加重脑、肝脏 、 

肾等组织 I／R损伤[4-5,20-21】。本研究使用的 CaC] 是 

CaSR的一种典型激动剂『7】．NP52143是 CaSR的代 

表性抑制剂【8J，旨在探讨 CaSR表达在皮瓣移植 I／R 

损伤病理生理过程的潜在作用和机制。根据实验分 

组 CaC]2(CaSR激动剂)组、NPS2143(CaSR抑制剂) 

+CaCI：组 、NS对照组的结果推断 CaSR在皮瓣血 

管内皮细胞中广泛表达，其表达水平可能与I／R损 

伤程度密切相关。本研究证明CaSR的高表达水平 

意味着皮瓣严重的 ]／R损伤．而低表达水平表示轻 

度或无 I／R损伤。HE染色结果显示，在高 Ca 影响 

下血管内皮细胞数 目减少且部分细胞核形态变异 

呈梭形或多角。管腔充盈明显减少。在CaC! 组中 

CaSR mRNA和蛋白表达水平最高，皮瓣术后坏死率 

最高，TUNEL染色阳性细胞最多，促凋亡蛋白(Cleaved 

u 哥 rj+ _INsdz 

． 
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Casepase一3和 Bax)高表达及抗凋亡蛋白(Bcl一2)微 

表达。而 NPS2143+CaC12组的结果完全相反 ，即 

CaSR低表达．较低的皮瓣术后坏死率与较少的细 

胞凋亡。但是这些结果在轴型皮瓣 YR 2 h时具有 

明显差异，而在 7 d时无统计学差异，表明潜在的刺 

激血运重建的缺氧信号通路可能不再存在，因为血 

运重建过程在 7 d或以后已趋于停止 。 

综上所述，本研究结果表明 CaSR在大鼠轴型 

皮瓣血管内皮细胞中广泛表达 。并且 CaSR的表达 

水平与轴型皮瓣I／R损伤程度密切相关．尤其是在 

缺血早期。再灌注液中Caz+可以诱导 CaSR的活化， 

而 NPS2143几乎可以中和由 Ca 引起的促凋亡作 

用。因此，阻断 CaSR激活可能对临床提高皮瓣移植 

术后成活率具有极其重要的意义。但是，CaSR激活 

促进轴型皮瓣 I／R损伤的分子机制仍然有待阐明。 
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