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　　摘要 　目的 :阐明氧自由基与细胞凋亡、Bcl22 和 Bax 蛋白表达在大鼠肢体缺血及再灌注不同时相

中的变化规律和相互关系 ,探讨阿魏酸钠对肢体缺血2再灌注损伤的影响。方法 :采用大鼠股动脉夹闭

模型 ,设立缺血组、对照组及阿魏酸钠组 ,测定肌肉组织中丙二醛 (MDA) 含量和超氧化物歧化酶 (SOD)

活性 ,检测肌肉组织中 Bcl22 和 Bax 蛋白表达的变化 ,观察细胞凋亡现象。结果 :随着再灌注时间的延长

(24 h 内) ,氧自由基水平、凋亡指数 (AI)及 Bax 蛋白表达水平进行性升高 ,阿魏酸钠组三者水平低于对

照组 ;Bcl22 蛋白在短时间内升高 ,而后逐渐下降 ,阿魏酸钠组 Bcl22 蛋白表达水平的峰值低于对照组 ,下

降也较对照组平缓 ,至再灌注 24 h 时 ,阿魏酸钠组 Bcl22 蛋白表达水平已高于对照组 ;氧自由基、AI 之

间呈显著正相关 ,氧自由基、AI 与 Bcl22/ Bax 比值呈显著负相关。结论 :氧自由基及细胞凋亡同时参与

肢体缺血2再灌注损伤 ,氧自由基可能通过调节 Bcl22/ Bax 两蛋白的比例关系而发挥其促进细胞凋亡的

作用 ,阿魏酸钠可以有效清除自由基 ,抑制细胞凋亡 ,减轻肢体再灌注损伤。

关键词 　自由基 ; 　再灌注损伤 ; 　细胞凋亡 ; 　阿魏酸钠

Protection of sodium ferulate for apoptosis of ischemia2reperfusion injury and expression of Bcl22 , Bax pro2
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Abstract 　Objective :To interpret the dynamic changes of oxygen2derived free radicals ,apoptosis and ex2
pression of Bcl22 and Bax protein in rat limb ischemia2reperfusion model ,analyse their interrelations and the

protective effects of sodium ferulate ( SF) . Methods :Using femoral artery clamped model , the blood stream

were occluded for five hours before reperfusion. The changes of ischemia group (ischemia five hours) ,control

group (given salvia miltiorrhiza before reperfusion) and SF group (given SF before reperfusion) were observed by

measuring the content of superoxide dismutase ( SOD) ,malondialdehyde ( MDA) ,the expression of Bcl22 and

Bax protein in muscle tissue ,and apoptosis. Results :Along with the prolonged time of reperfuring ,increasing of

oxygen2derived free radicals ,the expression of Bax protein and apoptosis index (AI) were observed ,and the ex2
pression of Bcl22 protein increasing at the beginning ,then declining. All parameters except Bcl22 in SF group

were significantly lower than those in control group ,and the dynamic change of Bcl22 was just on the contrary

with those parameters. There was a significantly positive correlation between oxygen2derived free radicals and

AI ,and a significantly negative correlation among oxygen2derived free radicals ,AI and the ratio of Bcl22/ Bax.

Conclusion :Oxygen free radicals and apoptosis both participate in limb reperfusion injury. Oxygen free radicals

may accelerate the occurrence of apoptosis through regulating the ratio of Bcl22/ Bax. SF may play an important

role on alleviating reperfusion injury by a mechanism which correlates to the effect of cleaning free radical ,in2
hibiting the occurrence of apoptosis.
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　　本研究采用大鼠股动脉夹闭模型 ,动态观察了 大鼠肢体缺血再灌注后氧自由基与细胞凋亡、Bcl22

和 Bax 蛋白表达的变化规律 ,并探讨阿魏酸钠 ( sodi2
um ferulate ,SF)对肢体缺血2再灌注损伤的影响。
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1 　材料与方法

111 　实验动物与分组 　SD 大鼠 91 只 ,雌雄不限 ,

体质量 250～300 g。采用股动脉夹闭模型[1 ] : 25 %

乌拉坦 (1 g/ kg) 腹腔麻醉 ,右腹股沟处解剖出股动

脉 ,无创动脉夹夹闭 ,保持下肢缺血 5 h 后去除动脉

夹 ,开始再灌注。根据保护液不同 ,将大鼠随机分为

对照组 (缺血 5 h 后予生理盐水保护 ,20 ml/ kg) 及阿

魏酸钠组 (缺血 5 h 后予阿魏酸钠保护 ,25 ml/ kg) ,

将两组各分为对照组 1、3、6、12、18、24 h 及阿魏酸钠

组 1、3、6、12、18、24 h 各 6 个亚组 ,每组 7 只动物。

另取 7 只大鼠作为缺血组 ,夹闭股动脉 5 h 后 ,立即

做各项指标测定。

112 　脂质过氧化产物丙二醛 ( malondialdehyde ,

MDA)测定 　取肌肉组织 011 g ,制成组织匀浆后 ,取

上清 012 ml ,按照购自南京建成生物试剂有限公司

的试剂盒操作说明测定。

113 　超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase , SOD)

测定 　取肌肉组织匀浆上清 40μl ,按照购自南京建

成生物试剂有限公司的试剂盒操作说明测定。

114 　Bcl22/ Bax 蛋白免疫组化检测和图像分析 　每

亚组各取 14 张石蜡切片 ,常规脱蜡至水后 ,按购自

武汉博士德生物制剂有限公司的试剂盒操作说明进

行 Bcl22/ Bax 蛋白免疫组化反应。以 PBS 代替一抗

进行反应作阴性对照。Bcl22/ Bax 蛋白免疫组化产物

的标记强度用灰度值来表示 ,应用 HPIAS21000 高清

晰度彩色病理图文报告分析系统 (910) 测定 Bcl22/

Bax 蛋白的灰度值 ,同时测定同一切片上非阳性部位

灰度值 ,Bcl22/ Bax 的灰度值减去背景灰度值得到校

正灰度值 ,即 Bcl22/ Bax 蛋白免疫组化反应产物的实

际灰度值 ,从而避免染色过程中非特异性染色造成

的误差。每张切片取 5 个视野 ,每例标本结果为 5 个

视野校正灰度值的均值。

115 　细胞凋亡检测 　应用 DNA 缺口原位末端标记

法 ( TUN EL 法)检测细胞凋亡 ,试剂盒购自武汉博士

德生物制剂有限公司 ,按说明书操作。以 PBS 缓冲

液代替管 1 ( TD T) ,进行反应作阴性对照。凋亡指数

的计算 ( apoptosis index , AI) ,高倍镜下 ,随机计数

1 000个肌细胞核 ,平均 100 个细胞核中呈现阳性反

应的数目为 AI。同时 ,切取腓肠肌组织制成超薄切

片 ,J EM22000EX型透射电镜观察细胞凋亡。

116 　统计学处理 　实验观察结果以 �x ±s 表示 ,缺

血组与对照组比较用方差分析法 ,对照组与阿魏酸

钠组比较用 t 检验 ,相关分析用积差法 ,以 P < 0105

为差异性具有显著性意义。

2 　结果

211 　肌肉组织中 SOD 活性与 MDA 含量变化 (见表

1) 　从表中可见 ,随着再灌注时间的延长 ,对照组及

阿魏酸钠组 SOD 含量明显降低 ,MDA 含量明显升

高 ,相同再灌注时相 ,阿魏酸钠组 SOD 含量明显高于

对照组 ,MDA 含量明显低于对照组。

表 1 　各组肌肉组织中 SOD 与 MDA含量 ( �x ±s)

Tab. 1 　Content of superoxide dismutase and malondialdehyde in muscular tissue ( �x ±s)

项目

Item

缺血组

Ischemia group

对照组 Control group

1 h 3 h 6 h 12 h 18 h 24 h

SOD(Nu/ ml) 249104 ±7173 ▲ 195127±11149 170148±10100 150143±9107 141101±12173 124142±11153 111173±6189

MDA(nmol/ ml) 0196 ±0108 ▲ 1153±0130 2111±0121 2123±0131 2137±0114 2197±0113 3109±0131

项目

Item

阿魏酸钠组 RF group

1 h 3 h 6 h 12 h 18 h 24 h

SOD(Nu/ ml) 225133 ±31152 ■ 209187 ±26192 ■ 207178 ±28147 ■ 190119 ±36147 ■ 173188 ±27173 ■ 175149 ±20196

MDA(nmol/ ml) 1112 ±0111 ■ 1130 ±0109 ■ 1143 ±0113 ■ 1162 ±0137 ■ 1173 ±0134 ■ 1186 ±0111

　　注 : ▲对照组与阿魏酸钠组相比 , P < 0101 ; ■阿魏酸钠组与对照组相比 , P < 0101

Note : ▲compared control group with ischemia group , P < 0101 ; ■compared RF group with control group , P < 0101

212 　Bcl22 蛋白表达变化 (见表 2) 　高倍镜下 ,胞浆

呈棕色着色者为阳性反应部位 ,测其灰度值。从表 2

中可见 ,随着观察时间的延长 ,Bcl22 蛋白表达水平在

短时间内升高 ,而后逐渐下降 ,至再灌注 24 h ,已与

再灌注前相似。其中 ,阿魏酸钠组 Bcl22 蛋白表达水

平的峰值低于对照组 ,下降也较为平缓 ,至再灌注

24 h时 ,阿魏酸钠组 Bcl22 蛋白表达水平已高于对照

组。

213 　Bax 蛋白表达变化 (见表 2) 　同样 ,以高倍镜

下胞浆呈棕色着色者为阳性反应部位 ,测其灰度值。

从表 2 中可见 ,随着观察时间的延长 ,Bax 蛋白表达

水平逐渐升高 ,相同再灌注时相 ,阿魏酸钠组 Bax 蛋
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白表达水平低于对照组。

214 　Bcl22/ Bax 比值变化 (见表 2) 　测量相同亚组

得到的 Bcl22 蛋白灰度值除以 Bax 蛋白灰度值 ,即得

到表 2 中结果。从表 2 中可以看出 ,随着再灌注时间

的延长 ,Bcl22/ Bax 比值逐渐降低 ,相同再灌注时相 ,

阿魏酸钠组 Bcl22/ Bax 比值高于对照组。

215 　细胞凋亡检测 　①TUN EL 法检测细胞凋亡 :

高倍镜下 ,胞核内有棕色着色者为凋亡细胞核 ,计算

凋亡指数。由表 2 中数据可见 ,随着再灌注时间延

长 ,AI 呈进行性升高 ,相同再灌注时相 ,阿魏酸钠组

AI 低于对照组。②电镜观察 :各组均未见凋亡小体 ,

但可见细胞核凋亡样改变 :核膜皱缩 ,染色质凝固、

趋边 ,在核膜下积聚呈斑块状 ,核仁消失 ,偶见胞核

固缩。这些变化以对照组最为显著。

216 　相关分析 　再灌注 24 h 内 ,氧自由基、Bax 蛋

白表达灰度值和 AI 之间呈显著正相关 ( SOD 与 Bax

之间相关系数 r = - 01801 , SOD 与 AI 之间 r = -

01728 ,MDA 与Bax 之间 r = 01848 ,MDA 与 AI 之间

r = 01768 ,Bax 与 AI 之间 r = 01869) ,再灌注 3～

24 h内 ,氧自由基、AI 与 Bcl22 蛋白灰度值呈显著负

相关 (SOD 与 Bcl22 之间 r = 01707 ,MDA 与 Bcl22 之

间 r = - 01742 ,Bcl22 与 AI 之间 r = - 01609) ,再灌

注 24 h 内 ,氧自由基、AI 与 Bcl22/ Bax 比值呈显著负

相关 ( SOD 与 Bcl22/ Bax 之间相关系数 r = 01885 ,

MDA 与 Bcl22/ Bax 之间 r = - 01864 ,Bcl22/ Bax 与

AI 之间 r = 01668) ( P < 0101) 。

表 2 　各组 Bcl22 蛋白灰度值、Bax 蛋白灰度值、Bcl22/ Bax 比值及 AI( �x ±s)

Tab12 　Changes of Bcl22 value , Bax value ,the ratio of Bcl22/ Bax value and AI value( �x ±s)

项目

Item

缺血组

Ischemia group

对照组 Control group

1 h 　 3 h 　　 6 h 　　 12 h 　　 18 h 　　 24 h 　　

Bcl22 5100±2100 ▲ 17100±4112 28100±7131 21100±6104 14100±3174 9100±2155 4100±1100

Bax 4100±1158 ▲ 8100±2100 15100±4147 17100±3174 23100±4185 26120±5117 28100±5157

Bcl22/ Bax 1127±0119 ▲ 2118±0128 1193±0129 1122±0116 0160±0110 0133±0113 0114±0103

AI 2100±0181 ▲ 8173±4115 12145±4134 20136±10106 29137±10180 34101±16190 35145±6140

项目

Item

阿魏酸钠组 RF group

1 h 3 h 　　　 6 h 　　　 12 h 　　　 18 h 　　　 24 h 　　　

Bcl22 12100 ±1100 20100 ±2135 ◎ 18100 ±3116 14100 ±4153 12100 ±5119 11100 ±5110

Bax 5100 ±0171 ■ 6100 ±1158 ■ 9100 ±2100 ■ 11100 ±1158 ■ 15100 ±1187 ■ 16100 ±1150

Bcl22/ Bax 2145 ±0139 ■ 3138 ±0125 ■ 1198 ±0117 ■ 1140 ±0149 ■ 0178 ±0116 ■ 0166 ±0110

AI 3136 ±1186 ■ 5173 ±1196 ■ 8126 ±2146 ■ 12117 ±3121 ■ 15188 ±4137 ■ 16119 ±1186

　　注 : ▲对照组与阿魏酸钠组相比 , P < 0101 ; ■阿魏酸钠组与对照组相比 , P < 0101 ; ◎阿魏酸钠组与对照相比 , P < 0105

Note : ▲compared control group with ischemia group , P < 0101 ; ■compared RF group with control group , P < 0101 ; ◎compared RF group with

control group , P < 0105

3 　讨论

　　肢体缺血2再灌注损伤发生机制错综复杂 ,其中 ,

氧自由基损伤作用被认为是引起再灌注损伤的重要

因素。最近研究表明 ,细胞凋亡机制参与组织缺血2
再灌注损伤。SOD 为内源性氧自由基清除剂 ,MDA

为脂质过氧化反应的主要代谢产物 ,测量二者的含

量间接反映了肌肉组织内氧自由基的生成量。

细胞凋亡是有许多基因参与的程序化过程 ,有

着非常复杂的调控机制 ,其中 ,Bcl22 基因家族是目前

较为公认与凋亡密切相关的基因。Bcl22 基因作为

Bcl22 基因家族中的一员 ,具有促进细胞生存 ,延长细

胞寿命的作用 ,被称为“抗凋亡基因”。相关分析显

示 ,再灌注 3～24 d 内 ,氧自由基、AI 与 Bcl22 蛋白灰

度值呈显著负相关。分析这种变化出现的原因 ,是

由于再灌注早期 ,受到大量诱导凋亡因素的刺激 ,包

括Bcl22 在内的抑制凋亡基因通过尚不清楚机制大

量表达 ,以试图阻止细胞凋亡 ;随着再灌注时间的延

长 ,自由基生成增多 ,其他诱导凋亡因素持续存在 ,

细胞损伤不断加重 ,最终 Bcl22 的表达被抑制。

Bax 基因是 Bcl22 基因家族中的促凋亡基因。最

新研究表明 ,Bax 蛋白通过与 Bcl22 蛋白形成二聚体

而发挥作用 ,当 Bax 高表达时 ,形成 Bax/ Bax 同源二

聚体促进细胞凋亡 ,当 Bcl22 高表达时 ,形成异源二

聚体 Bcl22/ Bax ,Bax 促细胞凋亡作用减弱甚至消失 ,

细胞凋亡受抑制。总之 ,Bcl22 与 Bax 蛋白的比例是

决定细胞凋亡作用强弱的关键因素[2 ] 。本研究提示

氧自由基可能通过调节 Bcl22/ Bax 两蛋白的比例关

系而发挥其促进细胞凋亡的作用 ,从而为抗氧自由
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基、保护肢体免受再灌注损伤药物的开发 ,提供了新

的理论依据。

阿魏酸钠是中药当归、川芎的提纯制剂 ,化学名

为 32甲氧基242羟基2苯丙烯酸钠。SF 上的酚羟基结

构可使氧自由基发生还原反应 ,从而使其本身具有

了抗氧化作用。国内陆怡等[3 ]经体外细胞培养证

实 ,SF 可以减轻氧化诱导的人淋巴细胞凋亡的作用。

本研究证实 ,SF 可以清除氧自由基 ,调节 Bcl22/ Bax

两蛋白的比例 ,Bcl22 蛋白表达增多 ,Bax 蛋白表达降

低 ,抑制细胞凋亡的发生 ,且 SF 作为中药提纯制剂 ,

毒副作用小 ,不失为较为理想的再灌注损伤保护用

药物。
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·短篇报道·

持续软组织牵引治疗中远节指骨开放性骨折

党洪胜 ,王平年 ,常巍 ,陈少华
(十堰市太和医院骨关节科 ,湖北 　十堰 　442000)

　　我院自 1993 - 1999 年采用持续软组织牵引治疗中、远节

指骨开放性骨折 75 例 ,效果满意 ,现报告如下。

1 　临床资料

本组 75 例 (83 指) ,男 61 例 (68 指) ,女 14 例 (15 指) ;年

龄 4～63 岁。受伤原因多为车床挤压伤或砸伤。多数为粉碎

性、开放性骨折。受伤至手术时间为 1～16 h ,术前均经 X 线

片确诊。

2 　治疗方法

指神经根阻滞麻醉下进行急诊清创术。将骨折尽量复

位 ,能缝合的皮肤尽量缝合 ,不能缝合的伤口采用游离植皮、

皮瓣转位等方法闭合伤口 ;对创口污染严重 ,组织损伤广泛 ,

伤后时间超过 12 h 者 ,行清创术后暂不闭合伤口 ,待创面新

鲜后 ,再行 Ⅱ期闭合伤口。术后常规在手指远节指骨末端侧

方中央用 7～8 号注射针头作平行指甲的软组织贯穿。然后

在距皮肤 3～5 mm 处分别剪断针头和针尾 ,用软细钢丝从注

射针孔中穿出并做成钢丝环圈 ,拴橡皮筋备作牵引用。在患

肢前臂包管形石膏 ,待石膏稍干固后 ,用 6 号铁丝预制成外固

定架固定到管形石膏背侧 ,将橡皮筋固定到外固定架上 ,并调

整好牵引方向和牵引力的大小。本组所有病例术后均持续软

组织牵引至初步愈合或骨痂形成。在牵引期间根据骨折端的

移位方向仍需不断调整牵引方向和牵引力的大小。

3 　治疗结果

　　75 例术后均获随访 ,随访时间 3～12 个月 ,平均 615 个

月。疗效评定标准[中华骨科杂志 ,1990 ,10 (4) :248 ] :优 ,解剖对

位 ,无功能限制 ;良 ,无成角畸形 ,侧方移位 < 1/ 10 ,功能良好 ;

差 ,有成角畸形 ,功能欠佳。本组优 59 指 ,良 21 指 ,差 3 指。

优良率达 9614 %。

4 　讨论

411 　软组织牵引注意事项 　①在软组织上作牵引 ,进针点应

在手指远节指骨末端侧方中央距指尖软组织 4～5 mm 处作

平行指甲的软组织贯穿 ,最好紧贴远节指骨末端 ; ②牵引力量

要适中 ,以掌指关节被动活动时指间关节保持稳定为宜 ,在牵

引 2～3 周内根据摄 X线片示骨折端的移位方向不断调整牵

引方向和牵引力的大小 ; ③骨折初步愈合或骨痂形成、创面愈

合后可拔除牵引 ,改用指夹板固定至骨性愈合。

412 　软组织牵引优点 　①作软组织牵引时不会损伤手指的

血管、神经 ,不会导致穿刺部位及远端皮肤坏死 ; ②持续牵引

从生物力学的角度有利于软组织、骨以及关节软骨的修复 ,骨

折愈合与功能恢复可以同步进行 ,较好的解决了骨折治疗过

程中的“动”与“静”问题 ; ③可避免指骨缩短、成角和旋转畸

形 ,最大限度保留了手指的长度 ,能随时调整骨折对位、对线 ;

④减少了传统方法固定骨折而导致创面皮肤压迫过紧 ,缓解

了因损伤后出血、渗出、水肿对血管、神经的压迫 ,而且有利于

静脉血液的回流 ,改善了局部的血液循环 ,促进创面愈合 ; ⑤

在牵引固定状态下 ,便于观察创面 ,局部用药、换药时也不会

导致骨折端的移位 ,减轻了患者换药时的痛苦 ,促使创面早日

愈合 ; ⑥能早期进行手指的功能锻炼 ,且不妨碍邻近手指屈伸

功能活动 ,避免了肌腱粘连和关节僵硬 ; ⑦此方法结构轻便 ,

操作简单、不需复杂设备 ,创伤小 ,便于基层开展。
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