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【摘) 要】目的：探讨肾缺血预处理（RSM）对兔未成熟心肌细

胞凋亡和 T9/#$，T3U，V35蛋白表达的影响, 方法：$+ 只幼兔
采用 W3?E.?7:=@@ 离体心脏灌注模型，随机分为正常对照组
（A）、心脏缺血 X再灌注组（ S X R）和肾缺血预处理组（RSM），每
组 0 只，测定各组未成熟心肌细胞凋亡和 T9/#$，T3U，V35 蛋
白表达, 结果：RSM组与 S X R组比较，心肌细胞凋亡率明显减
少［（+, !& Q !, !(）Y 9:（!$, (" Q $, !"）Y，; Z ", "!］，;[\片
段梯光密度明显减少（’% (’" Q !%*’ 9: !(’ $"" Q ((%"，; Z
", "!），T9/#$ 表达增多（(( ’$’ Q !"$* 9: !$ (0’ Q 0*"，; Z
", "!），T3U（0*+" Q %*0 9: ($ +%$ Q !!$0，; Z ", "!）和 V35
（0&(* Q &!$ 9: ($ !"" Q !$*"，; Z ", "!）表达明显减少, 结论：
RSM可减少缺血再灌注后兔未成熟心肌细胞凋亡和影响 T9/#
$，T3U，V35蛋白的表达,
【关键词】肾；缺血预处理；细胞凋亡；T9/#$；T3U；V35
【中图号】R*’+, !) ) )【文献标识码】\

IJ 引言
实验表明，成熟心肌和心肌外的组织器官缺血预

处理可减少心肌细胞凋亡的发生，其中 T9/#$，T3U，
V35等基因蛋白的表达在细胞凋亡中起重要作用, 肾
缺血预处理（ =.?3/ 459K.249 <=.9:?74>4:?4?E ，RSM）对
未成熟心肌细胞凋亡是否有影响的报道甚少, 本实
验目的是观察 RSM 对兔未成熟心肌细胞凋亡和 T9/#
$，T3U，V35等基因蛋白表达的影响,

KJ 材料和方法
K, KJ 材料J 出生 !+ ] $! 7 的健康长耳大白兔 $+ 只
（华中科技大学同济医学院动物室提供），雌雄不拘,
HMS\D#!""" 型多媒体病理图像分析系统（华中科技
大学同济医学院清平影像工程公司生产）进行光密

度测定, 细胞凋亡试剂盒购自南京建成生物技术有
限公司,
K, %J 方法
!, $, !) 模型建立及分组) 按处理方式不同将动物随
机分为 ( 组，每组 0 只, 开胸，右心耳注入肝素（(""
J X ^E），切开主动脉插入灌注管，即行 _I 液 W3?E.?#
7:=@@灌流，灌注压为 * ^M3（+’, " 22IE）, 切取心脏，
结扎肺静脉，剪开左心耳将内径 ( 22 左房灌注管插
入左房，内径 ! 22测压管插入左心室, 左房灌注压
为 ! ^M3（%, ’ 22IE），左心后负荷为 (, " ^M3（$$, ’
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!!"#）$ %" 缓冲液成分（!!&’ ( )）：*+,’ --.$ /0，
%,’ 1$ 20，,+,’3 3$ /0，4#561 -$ 30，*+",67 3/$ 00，
%"3861 -$ 30，9’:;&<= --$ -0，*+3>?@A 0$ /0$ 使用
时新鲜配制，经 0$ 1/ !! 滤器过滤，灌流前给予体积
分数为 B/0 !) ( ) 63 和 /0 !) ( ) ,63 混合气体按-$ /
) ( !CD向储液瓶内的灌流液中通气 70 !CD，灌流液维
持在 72E，F" 为 2$ 1，渗透压为 .31 G ./0 H8+ ( )
［730 G 770 !&<! ( )，- !&<! I 3$ /2.2 H8+（72E）］$
" 正常对照组（,）：仅灌注 %" 液 -.0 !CD，然后取
心肌标本$ # 缺血 (再灌注组（ J ( K）：灌注 30 !CD
后，停灌 1/ !CD，复灌 -30 !CD$ $ 肾缺血预处理组
（KJ8）：反复 3 次阻断肾血流 / !CD (放开 / !CD，建立
)+D#=DL&MNN模型，然后重复 J ( K组缺血 (再灌注方法$
-$ 3$ 3O 观察指标O " 凋亡细胞原位标记与半定量
分析：左心室心肌组织常规石蜡包埋，采用末端脱氧

核苷酸转移酶（ @L@ 酶）介导带荧光的 L=:MCLCD=
PMCFQ&<FQ+P=（LR@8）缺口末端标记法（ P=M!CD+’ PM+D<S
N=M+<= R@8 DC;H =DL ’+T=’CD#，@R*>)）［-］，标记凋亡细
胞核中 ?*A7US6"末端，经脱蜡，洗脱，消化，孵育，洗
脱，二氨基联苯胺（?AV）显色，镜下观察$ 根据凋亡
阳性细胞分布情况，每张切片拍摄 / 个阳性视野，每
视野计数 700 个心肌细胞中阳性细胞数，以平均计算
阳性细胞所占的百分比作为凋亡细胞阳性指数

（AJ）$ # 琼脂糖凝胶电泳检测 ?*A片段梯：采用快
速法检测 ?*A片段梯［3］$ $ V;’S3，V+W，X+<基因蛋
白的表达：采用 Y=<P=MD V’&P 法$ 用 3 Z 5?5 样品缓
冲液裂解细胞，收集细胞蛋白质，经 5?5S8A9> 分离
后迅速转移至尼龙膜，按文献［ 7］法加入单抗
（-[-000）及碱性磷酸酶偶联的抗小鼠 J#9（- [-000）
用 V,J8 ( *V@显色$ 应用 48JA5S-000 型多媒体彩色
病理图像分析系统进行定量测定 !值$
统计学处理：数据以 " # $表示，采用 %检验，& \

0$ 0/ 为差异有统计学意义$

!" 结果
!$ #" 凋亡细胞原位标记与半定量分析" KJ8 组的细
胞凋亡率为（1$ -B ] -$ -7）̂ ，与 J ( K 组的（-3$ 70 ]
3$ -0）̂ 比较 & \ 0$ 0-（XC# -）$
!$ !" 琼脂糖凝胶电泳检测 %&’ 片段梯" ?*A 片段
梯光密度测定 KJ8 组（ /2 7/0 ] -2_/）与 J ( K 组
（-7/ 300 ] 7720）比较差异有统计学意义（ & \
0$ 0-）$
!$ (" )*+,!，)-.，/-0 蛋白的表达" 密度测定 V;’S3
蛋白 KJ8组（77 /3/ ] -03_）与 J ( K组（-3 7./ ] ._0）
比较差异有统计学意义（& \ 0$ 0-）；V+W 蛋白 KJ8 组

（._10 ] 2_.）与 J ( K组（73 123 ] --3.）比较差异有统
计学意义（& \ 0$ 0-）；X+< 蛋白 KJ8 组（.B7_ ] B-3）
与 J ( K 组（73 -00 ] -3_0）比较差异有统计学意义
（& \ 0$ 0- ）$

A：,&DPM&’ #M&:F（?AV Z 300）；V：J<;Q=!C+ ( M=F=MN:<C&D #M&:F（?AV

Z300）；,：K=D+’ C<;Q=!C; FM=;&DLCPC&DCD# #M&:F（?AV Z300）$

XC# -O J!!+P:M= !‘&;+MLC+’ ;=’’ +F&FP&<C< T‘ @R*>) CD M+TTCP<
图 -O 兔未成熟心肌细胞凋亡

(" 讨论
缺血再灌注损伤可诱发细胞凋亡的发生［1］，细

胞凋亡已成为再灌注损伤发病机制中一个重要环节$
通过干预凋亡基因的表达阻断细胞凋亡以减轻再灌

注损伤的研究是近年来细胞分子生物学研究的重点

之一$
O O 近年来研究认为心肌缺血预处理可减少细胞凋

!"!# 第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）#!!3；#4（##）5 *))6：7 7 8&’(19-: ;<<’: ./’: =1



亡的发生［!］" 心肌缺血预处理是通过 #$% 的信号传
递来保护心肌的，#$% 和 &’()$*+# 与凋亡信号转导
途径相关连，从而影响心肌的细胞凋亡［,］，而 -.# 的
心肌保护作用亦与 #$% 和 &’()$*+# 相关" /0123 主
要表达于线粒体外膜、核膜和内质网膜上，其表达可

抑制细胞凋亡，/45 表达则促进细胞凋亡" 细胞凋亡
是一种受促凋亡基因如 !"# 和抗凋亡基因如 $%&’( 调
控的主动性细胞死亡过程" 647 属于 +86 受体家族"
由 647介导的细胞凋亡存在于多种细胞系中" 心肌
细胞膜表达功能性的 647和 6479，但是在正常情况下
647和 6479并不介导心肌细胞发生凋亡"
我们通过建立 94:;<:=)>?? 灌注模型检验了 -.#

对兔未成熟心肌细胞凋亡及 /0123，/45，647 基因蛋
白表达的影响，发现 -.#使缺血再灌注后兔未成熟心
肌细胞凋亡明显减少，/0123 基因蛋白的表达明显增
多，而 /45，647基因蛋白的表达明显减少，说明在兔
未成熟心肌，-.#可通过影响 /0123，/45，647基因蛋
白的表达而减少心肌细胞凋亡"
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"# 临床资料# @KKR2O@ ^ 3OO32@3 我院眼科采用角膜缘干细胞
移植、角膜干细胞联合羊膜移植重建严重损伤的角膜表面 ,
例，均为男性，年龄 @O _ L,（平均 3L）岁，其中爆炸伤 M 例，化
学烧伤 3 例，铁水烧伤 @ 例" 3 例角膜混浊、持续性角膜上皮
缺损、角膜出现溶解迹象" L 例角膜白癍、角膜血管化、假性翼
状胬肉、眼睑内或外翻、眼睑与球结膜粘连" 3 例行带角膜缘
干细胞的角膜板层移植、L 例行角膜缘干细胞联合羊膜移植
手术" 术后抗感染、营养支持及抗排斥反应药物" 术后 @ VS
内，结膜充血，术区组织轻度水肿，病变角膜上皮重建" 未出
现植片排斥现象" 睑球粘连解除，眼球运动自如" 继而角膜上
皮稳定，角膜透明性增强，角膜上皮重建，新生血管消退" 供
区角膜缘区未形成假性胬肉或新生血管进入角膜等并发症"
随访 ! _ 3L &)，上述 , 例患者治疗后视力均有所恢复，眼球运
动度增加，角膜白癍被黑色角膜所取代" 眼外观、视功能、眼
球动度均有改善"

$# 讨论# 研究表明在人和动物的活体及离体细胞培养研究
中，发现角膜上皮愈合是通过上皮细胞的移行和增殖来完成

的" 在角膜缘基底部存在特殊的“‘);( 栅栏”结构，与基底膜
联系十分紧密，其中含有色素、丰富的血管网，角膜缘干细胞

即存在于此［@］" 干细胞不仅可以分化、增殖为上皮细胞，更重
要的是，干细胞象一道屏障，阻止结膜上皮细胞移行至角膜表

面，这对于保持角膜的透明性与正常生理功能有重要意义"
上述 , 例患者均因各种烧伤、爆炸伤等因素导致角膜缘干细
胞严重缺损，出现角膜结膜化" 我们认为，角膜缘干细胞移植
对严重眼表缺损的患者有益" 是一种促进角膜损伤愈合、稳
定角膜表面、修复角膜上皮糜烂和持续性上皮缺损、减少角膜

新生血管侵入、阻止假性翼状胬肉形成、增进视力，提高角膜

移植成功率的有效方法" 患者中有眼睑球结膜粘连者，手术
中将粘连分离后创面采用人羊膜移植覆盖" 较成功的修复创
面、分离粘连，使眼球运动自如" 人羊膜包括一层很厚的基底
膜和无血管的基质，羊膜基底膜易使上皮细胞移行长入，增强

基质上皮细胞的黏附性，促进上皮的分化、增殖，阻止上皮细

胞凋亡，并具有抗炎，抑制新生血管生长，防止结膜下纤维组

织增生，阻止假性胬肉侵入等作用［3］" 若有广泛角膜缘缺损
者必须联合角膜缘干细胞移植术［@，M，L］"
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