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肠系膜淋巴管结扎对二次打击大鼠 

肾小管上皮细胞凋亡的影响 

赵 白刚 牛春雨 张静 薄爱华 

【摘要】 目的 探讨结扎肠系膜淋巴管对失血／脂多糖(LPS)--次打击致大鼠肾小管上皮细胞凋亡的拮 

抗作用。方法 雄性 Wistar大鼠45只，随机均分为结扎组、未结扎组和假手术组。用右侧颈动脉放血及致伤 

后 6 h腹腔注射 LPS 4 mg／kg复制失血／LPS二次打击动物模型，结扎组行肠系膜淋巴管结扎术致肠淋巴液 

断流。在手术创伤后 24 h，选取同一部位肾组织制备病理切片，用原位末端缺刻标记法(TUNEL)检测肾小管 

上皮细胞凋亡率，免疫组化链酶素一亲合素一生物素一过氧化物酶法(SABC)检测凋亡调控基因bcl一2和促凋 

亡基因bax的蛋白表达。结果 二次打击后，与假手术组比较，未结扎组肾小管上皮细胞凋亡率和bax蛋白表 

达明显增高，bcl一2蛋白表达显著降低(尸均<O．01)；结扎组大鼠肾小管上皮细胞凋亡率、bax蛋白表达显著 

低于未结扎组，bcl一2蛋白表达显著高于未结扎组(P均<0．01)。结论 肠系膜淋巴管结扎可减轻失血／LPS 

导致的大鼠肾小管上皮细胞凋亡，其机制可能与肠系膜淋巴管结扎降低促凋亡基因 bax表达、提高 bcl一2表 

达有关。 
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[Abstract] Objective To explore the effect of mesenteric lymph duct ligation in preventing apoptosis 

of renal tubule epithelial cells in rats by two—hits including hemorrhage and lipopolysaccharide (LPS) 

challenge．Methods Forty—five W istar rats were randomly divided into three groups：the ligation group， 

the non—ligation group and sham operation group．The two—hits model was established by withdrawing the 

blood via the right side carotid artery of rats and intragastric administration 4 mg／kg LPS 6 hours after 

hemorrhage，and mesenteric lymph flow was blocked by ligating mesenteric lymph duct in ligation group． 

Twenty—four hours after operation，kidney was harvested for pathological examination，and the apoptosis 

cells rate of renal tubule epithelial cells were determined by method of terminal—deoxynucleotidyl transferase 

mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)，the expression of apoptosis—correlating gene bcl～2 and bax 

protein were determined by streptavidin—biotin complex (SABC)immunohistochemical method．Results 

After two — hits， the apoptosis rate and expression of bax protein of renal tubule epithelial cells in 

non—ligation group were significantly increased，and expression of bcl一2 protein was significantly lower as 

compared with those of sham operation group (all P< O．O1)．But the apoptosis rate and expression of bax 

protein of renal tubule epithelial cells in ligation group were significantly lower，and expression of bcl一2 

protein was significantly increased as compared with non—ligation group (all P< O．O1)．Conclusion The 

results demonstrate that the ligation of mesenteric lymph duct could ameliorate the apoptosis of renal tubule 

epithelial cells in rats as produced by hemorrhage and LPS，and its mechanism might relate to the reduction 

of the down regulation of gene expression of bax protein and enhancement of the expression of bcl一2 protein 

after ligation of mesenteric lymph duct． 
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多器官功能障碍综合征(MODS)中常出现的一种器 

官组织损伤，在伴随急性肾功能衰竭(ARF)时的病 

死率可高达 88 0 。淋巴系已从组织液回流辅助 

系统的传统认识发展到具有独立的功能和意义，淋 

巴微循环与休克的发生发展及转归关系密切 。前 

期研究工作表明，结扎肠系膜淋巴管可减轻 MODS 

大鼠肾的功能障碍和组织损伤 ，其机制与肠系膜 

淋巴管结扎降低一氧化氮(NO)合成、减少自由基释 
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放与超氧化物歧化酶(SOD)消耗等因素有关  ̈。细 

胞凋亡已被证实在许多生物过程中起重要的调节作 

用，本研究观察了肠系膜淋巴管结扎对失血／脂多糖 

(LPS)二次打击致大鼠肾小管上皮细胞凋亡的拮抗 

作用 ，探讨肠淋 巴途径在二次打击致大鼠肾组织损 

伤中的拮抗作用。 

1 材料与方法 

1．1 动物和分组：健康 Wistar雄性大鼠 45只，体 

重 280～350 g(河北医科大学实验动物中心提供)。 

按随机数字表法分为结扎组 、未结扎组和假手术组 

3组 ，每组 15只。实验前 12 h禁食 ，自由饮水。 

1．2 二次打击动物模型复制及标本制备：大鼠肌肉 

注射质量分数为 2％的戊 巴比妥钠 (50 mg／kg)全身 

麻醉，右侧颈总动脉和左侧颈静脉插管，备放血及输 

液用 。自颈总动脉缓慢放血至全血量的 1／6失血量 

(全血量以体重的 1／13计算)，速度最初 5 min为 

0．4 ml／min，其后 以 0．1 ml／min匀速放血，维持低 

血压 40 min。未结扎组、结扎组自左侧颈静脉缓慢 

推注林格液(容量为失血量的 3倍)，时间≥30 min； 

假手术组仅行麻醉、小量失血，但不输液。腹部手术 ， 

暴露肠系膜根部，结扎组行肠系膜淋巴管结扎术；未 

结扎组及假手术组仅在肠系膜淋巴管下穿线，但不 

结扎。手术创伤后 6 h，向未结扎组、结扎组大鼠腹 

腔注射 LPS(E．coli O111：B4，美国 Sigma公 司， 

4 mg／kg)，此后每隔 2 h腹腔注射质量分数为 5 

的葡萄糖盐水(20 ml／kg)作为支持治疗，复制二次 

打击模型。记录大鼠24 h存活率。手术创伤 24 h 

后，所有存活大鼠再次用戊巴比妥钠(25 mg／kg)全 

身麻 醉 ，选择 同一部 位 的 肾组 织 ，以体 积分 数 为 

10 的甲醛溶液进行 固定 、脱水 、透明、浸蜡等常规 

包埋处理 。 

1．3 肾小管上皮细胞凋亡率检测：将包埋后的肾脏 

组织常规冠状切片 ，置于多聚赖氨酸处理 的玻片上 ， 

脱蜡至水。原位末端缺刻标记法 (TUNEL)测定肾 

组织细胞凋亡(试剂盒购 自武汉博士德生物工程有 

限公司)，3，3L二氨基联苯胺(DAB)显色 ，细胞核呈 

棕色的细胞为凋亡细胞。每张切片在高倍镜下观察 

10个视野(50～100个／HP)，计数凋亡细胞，并计算 

凋亡率。 

1．4 肾小管上皮细胞原癌基 因 bcl一2及促凋亡基 

因 bax的蛋白表达及图像分析：将包埋后的肾组织 

经肾门纵向常规切片，置于多聚赖氨酸处理的玻片 

上，脱蜡至水。免疫组化链酶素一亲合素一生物素一过 

氧化物酶法(SABC)测定 bax和 bcl一2的蛋 白表 

达，阳性表达多集中肾小管上皮细胞的胞浆内，胞质 

呈棕色颗粒的细胞为阳性表达细胞 (试剂盒购 自武 

汉博士德生物工程有限公司)。显微镜放大倍数为 

400倍 ，显微镜下观察免疫组化染色切片，每张切片 

各取 10个高倍视野，每视野细胞数为 50～100个。 

应用北航医学图像分析管理系统进行图像分析，计 

算每张切片棕色颗粒的灰度(灰度由透光度来表示， 

其值越大，表示蛋白表达量越低)，取平均值，计算 

bcl一2和bax蛋白表达的灰度值。 

1．5 统计学处理：应用 SPSS11．0统计软件包。数 

据以均数±标准差(z±5)表示，组问比较进行单因 

素方差分析，率的比较应用 X 检验，P<O．05为差 

异有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 动物存活率 ：制模后观察 24 h，假手术组动物 

全部存活(15／15只)，未结扎组存活率为 53．3％ 

(8／15只)，结 扎 组 为 73．3％(11／15只)，经 X 检 

验，3组动物 24 h存活率比较差异有统计学意义 

(X。一 8．904，P< O．05)。 

2．2 肾小管上皮细胞凋亡率(表 1)：假手术组肾小 

管上皮细胞凋亡数较少，未结扎组肾小管上皮细胞 

凋亡数 目明显增多 ，凋亡率 明显高于假手术组 (P< 

0．01)；结扎组 肾小管上皮细胞凋亡数减少，细胞凋 

亡率显著低于未结扎组 (P<0．01)。 

2．3 肾小管上皮细胞 bcl一2和 bax的蛋 白表达 

(表 1，彩色插 页图 1和图 2)：假手术组 bcl一2、bax 

蛋白均有一定量的表达。与假手术组比较，未结扎组 

肾小管上皮细胞 bcl一2表达显著降低，bax表达明 

显增高；结扎组肾小管上皮细胞 bcl一2表达增强， 

bax表达降低(P均<0．01)。结扎组 bcl一2表达显 

著高于未结扎组，而 bax表达则显著低于未结扎组 

(P均<0．01)。 

表 1 各组大鼠 肾小管上皮细胞凋亡率及 bcl一2、 

bax蛋 白表达的变化 ( ± ) 

Table 1 Changes of apoptosis rate and the expression of 

bcl一2 and bax protein in renal tubule epithelial cells 

of rats in each group(x~s) 灰度值 

注：与假手术组 比较 ： P<O．01；与未结扎组 比较 ：Ap<o．01 

3 讨 论 

肾脏是MODS和脓毒症的靶器官“ ，而肠道屏 

障功能障碍和肠道内细菌／内毒素移位(BET)所致 
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的肠源性感染，是无明确感染灶重症患者发生脓毒 

症的重要因素0 。一般认为，BET存在两条途径，即 

门静脉和肠淋巴途径，但在创伤性休克模型动物或 

患者的门静脉血中却没有发现细菌或毒素 ，为此 

肠淋巴在肠源性毒性物质移位过程中的作用值得重 

视。我们前期的研究表明，肠淋巴途径在 MODS的 

发病学中具有重要作用 ，结扎肠系膜淋巴管阻断 

肠淋巴液回流可减轻肾脏的功能障碍及病理组织学 

损伤。本研究进一步观察了结扎肠系膜淋巴管对失 

血／LPS二次打击致大鼠肾细胞凋亡的影响。细胞 

凋亡指由细胞内外因素触发细胞内预存的死亡程序 

而导致的细胞死亡，是一种由多因素引起、受基因控 

制、多分子参与、单一的细胞 自灭过程，有别于细胞 

坏死的细胞死亡类型曲 。研究显示，内毒素、烧伤、缺 

血等均可导致有关脏器的细胞凋亡，细胞凋亡在细 

胞、组织和器官的损伤中发挥了重要作用n 。本研 

究结果显示，未结扎组大鼠肾小管上皮细胞凋亡数 

目增多，凋亡率高，而结扎组肾小管上皮细胞凋亡数 

显著减少，凋亡率低，提示结扎肠系膜淋巴管阻断肠 

淋巴循环后，减轻了肾小管上皮细胞的凋亡。 

在细胞凋亡的发生过程中，受诱导性因素以及 

抑制性因素的调控。bcl一2为原癌基因，是一种重要 

的凋亡调控基因，可特异性地抑制细胞凋亡的存活 

基因，在细胞凋亡的调控过程中起着重要作用，它可 

通过抵抗多种形式的细胞死亡，延长细胞寿命而致 

细胞数目增加，bel一2高表达的细胞能耐受多种细 

胞毒性因子的杀伤作用，使细胞凋亡明显延迟、减 

少，而且在毒性因子去除后可使细胞迅速恢复增生。 

bax基因是凋亡促进基因，与bel一2基因同属一族， 

它不但可以拮抗 bel一2的凋亡抑制作用，而且还可 

直接促进细胞的凋亡。研究表明，提升抑凋亡基因 

bel一2表达、下调促凋亡基因bax表达，可降低细胞 

凋亡“̈ 。为了探讨肠淋巴途径在二次打击致大鼠肾 

小管上皮细胞凋亡的作用机制，本研究观察了凋亡 

相关基因bel一2、bax的蛋白表达，研究结果显示， 

未结扎组大鼠肾小管上皮细胞 bel一2表达显著降 

低，bax表达增强，提示二次打击大鼠肾小管上皮细 

胞凋亡过度，与促凋亡基因bax表达过强有关；而经 

肠系膜淋巴管结扎后，肾小管上皮细胞 bcl一2表达 

仍较强，bax表达较弱，从而使肾小管上皮细胞凋亡 

数不多。提示肠系膜淋巴管结扎可有效地减轻肾小 

管上皮细胞凋亡，其机制与提升抑凋亡基因bel一2 

蛋白表达、下调促凋亡基因 bax蛋 白表达有关 。 

总之，肠系膜淋巴液回流在二次打击的发病学 

中具有重要作用。有学者指出，肠道是MODS发生 

的“枢纽”器官n ，说明肠道在 MODS的发病中不 

仅是受损伤的靶器官，也是 MODS发病的重要环 

节。结扎肠系膜淋巴管，可能正是通过阻断肠道枢纽 

器官的发病学环节，阻断了二次打击以及失血性休 

克后肠系膜淋巴液中毒素、细胞因子等有害物质的 

转运。 ，从而降低LPS一细胞因子的级联反应，降低 

促凋亡介质及促凋亡基因的表达，提升抑凋亡基因 

表达，从而有效地降低肾小管上皮细胞凋亡，减轻大 

鼠ARF。提示以肠淋巴循环为靶向可能为临床防治 

失血、感染导致的 ARF开辟新途径。 
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