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　　摘要：目的　探讨细胞凋亡在原发性下肢深静脉功能不全（ＰＤＶＩ）的大隐静脉曲张发病中的作
用。方法　采用透射电镜、电泳、原位 ＤＮＡ片段末端标记（ＴＵＮＥＬ）和免疫组织化学法检测原发性下
肢深静脉功能不全的大隐静脉第一对瓣窦细胞凋亡及相关基因 Ｂｃｌ２的表达。结果　试验组（ＰＤＶＩ）
３８例，正常对照组 ５例。试验组大隐静脉第一对瓣膜平均细胞凋亡数 ６．３０±２．７０，平均细胞凋亡率
０．４２±２．１２，Ｂｃｌ２平均阳性率 ０．２９±１．８０；试验组的细胞凋亡数和细胞凋亡率均明显高于对照组
（分别为 １．６０±０．８１和 ０．２１±１．１０），差异有显著性（均为 Ｐ

!

０．０５）。试验组大隐静脉反流程度
为 Ｉ°，ＩＩ°者细胞凋亡率（３．０６±１．６５）明显低于 ＩＩＩ°，ＩＶ°者（９．８５±２．３６）（Ｐ

!

０．０５）。试验组
深静脉第一对瓣膜 Ｂｃｌ２表达明显低于对照组（０．３５±１．０３）（Ｐ＞０．０５）。结论　细胞凋亡及 Ｂｃｌ
２表达抑制在原发性深静脉功能不全的发病中有重要作用。
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　　原发性下肢深静脉功能不全（ｐｒｉｍａｒｙｄｅｅｐｖｅ
ｎｏｕｓｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＰＤＶＩ）的病因至今仍不甚清楚。瓣
膜变形皱褶及静脉管壁张力降低是其发病的两种

学说。然而，在细胞和蛋白水平上对本病的研究很

少。Ｐａｒｒａ［１］认为结缔组织代谢及酶活性的改变参
与了静脉扩张、迂曲的变化。细胞凋亡在动脉硬化

闭塞中的作用已被证实［２］，但在静脉疾病中的作用

尚未能阐明。本研究通过检测 ＰＤＶＩ的大隐静脉细
胞凋亡及相关基因 Ｂｃｌ２的表达，以探讨细胞凋亡
在 ＰＤＶＩ的大隐静脉曲张发病中的作用。

１　材料与方法

１．１　标本来源及分组

取我院 ２００１年 ６月 ～２００２年 ５月收治的 ３８
例 ＰＤＶＩ患者的大隐静脉第一对瓣窦段作为试验组
实验标本。其中男 ２０例，女 １８例。年龄 ３６～６５
岁，中位年龄 ５１岁。深静脉功能不全反流 Ｉ°８例，
ＩＩ°８例，ＩＩＩ°１２例，ＩＶ°１０例。临床分级≥Ｃ４１７例，
Ｃ１～３２１例。３８例均无深静脉血栓形成病史。血管
彩超均未发现血栓形成。５例标本来自意外死亡的
正常人大隐静脉第一对瓣窦段为对照组。均为男

性，年龄 ２０～４０岁，中位年龄 ２８岁。行免疫组织
化学（免疫组化）检测的标本常规福尔马林固定，石

蜡包埋，４μｍ厚切片备染，备 １张 ＨＥ染色。需电泳
的标本置液氮保存。

１．２　方法
１．２．１　细胞凋亡的检测及结果判断　

（１）透射电镜检查　每例静脉标本切取 ５块，
大小１ｍｍ×１ｍｍ×２ｍｍ，经２．５％戊二醛及１％锇酸
双重固定，常规脱水，树脂包埋，超薄切片，铀铅染

色。ＪＥＭ１２００－ＥＸ型透射电镜检查并照相。电镜
下观察示核染色质浓缩，染色质靠边，胞浆空泡化

或凋亡小体形成的为凋亡细胞。计算每份标本凋

亡细胞平均绝对数。

（２）原位 ＤＮＡ片段末端标记法（ＴＵＮＥＬ）　常
规 石 蜡 切 片。 采 用 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒

（ＩＮＴＳ７１０１）。参照 Ｇａｖｒｉｅｌｉ标记法［３］。采用连接过
氧化物酶的抗地高辛抗体及 ３，３－二氨基联苯胺
（ＤＡＢ）显色。细胞内出现棕黄色颗粒沉着为阳性
染色。每张切片选择 ６个高倍视野（１０×２０），德国
ＫＯＮＴＲＯＮＩＢＡＳ２．５全自动图像分析系统计算平均
凋亡率（凋亡细胞数／视野细胞总数）。

（３）凋亡细胞 ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳　每例取

冷冻静脉标本约 ５０ｍｇ，常规抽提 ＤＮＡ、蛋白酶 Ｋ消

化，脱水、洗涤干燥。置 ０．９％琼脂糖凝胶电泳，３

～５Ｖ／ｃｍ电压，至溴酚蓝移出 ７～８ｃｍ，紫外灯下观

察及拍照。电泳观察下可见典型“梯状带”ＤＮＡ降

解片段。

１．２．２　Ｂｃｌ２基因蛋白测定及结果判断　常规石

蜡切片，应用 Ｂｃｌ２单克隆抗体，免疫组化 ＳＰ法染

色，ＤＡＢ显色。细胞内出现棕黄色颗粒沉着为阳性

染色。德国 ＫＯＮＴＲＯＮＩＢＡＳ２．５全自动图像分析系

统，采用 ６个高倍视野（１０×２０），计算其平均阳性

表达率（阳性细胞数／视野细胞总数）。

１．３　统计方法
所测数据以 （ｘ±ｓ）表示；均数间比较用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＨＥ染色光镜观察

曲张大隐静脉壁厚薄不均；外膜纤维组织增

生，中膜平滑肌排列紊乱，玻璃样变，黏液样变，内

膜内皮细胞连接疏松、有脱落。凋亡细胞核染色质

致密浓缩，核碎裂（图 １）。

图 １　大隐静脉壁厚薄不均，外膜组织增生，中膜排列

紊乱，内膜连接疏松（×１００）

２．２　透射电镜

凋亡细胞染色质固缩，聚集核膜或呈新月型小

体，胞桨空泡化（图 ２）。

图 ２　染色质固缩，沿核膜聚集，腔浆空泡化为凋亡细

胞（×３０００）

６２
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２．３　凝胶电泳
可见典型“梯状带”ＤＮＡ裂解片段（图 ３）。

图 ３　病人组 ＤＮＡ呈 １８０ｂｐ倍数片段；对照组未见 ＤＮＡ

片段

２．４　凋亡原位标记
ＴＵＮＥＬ阳性染色位于细胞核内，呈棕黄色。正

常大隐静脉壁可见少量凋亡细胞。ＰＤＶＩ大隐静脉
内膜（含瓣膜）、中膜、外膜均可见较多的凋亡细

胞；附属小静脉壁亦见较多的凋亡细胞（图 ４）。

图 ４　大隐静脉内膜、中膜、外膜及附属小静脉均见较

多凋亡细胞（×２００）

２．５　免疫组化染色
Ｂｃｌ２在正常对照组有较多阳性表达，而 ＰＤＶＩ

组较少阳性表达（图 ５）。
２．６　结果分析
２．６．１　细胞凋亡　 试验组与对照组比较，电镜平

均细胞凋亡数和 ＴＵＮＥＬ平均细胞凋亡率明显高于
对照组，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）（附表）。
２．６．２　Ｂｃｌ２平均阳性率　试验组明显低于对照
组，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）（附表）。
２．６．３　细胞凋亡与临床病理指数相关性　试验组
中，不同深静脉反流程度及不同临床分级组间的细

胞凋亡指标的差异均有显著性（ＩＩＩ°，ＩＶ°与 Ｉ°，ＩＩ°反
流比较，Ｐ ＜０．０５；Ｃ１～３与≥Ｃ４比较，Ｐ ＜０．０５）
（附表）。所测细胞凋亡各项指标在患者性别、病

程方面差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。

图 ５　ＰＤＶＩ组有阳性表达，但密度较少（×２００）

附表　细胞凋亡和 Ｂｃｌ２基因表达的检测结果

按病例资料分组 例数 电镜平均凋亡数 Ｐ值 ＴＵＮＥＬ平均凋亡率 Ｐ值 Ｂｃｌ２平均阳性率 Ｐ值

对照组

试验组

５

３８

１．６０±０．８１

６．３０±２．７０
＜０．０５

０．２１±１．１０

０．４２±２．１２
＜０．０５

０．３５±１．０３

０．２９±１．８０
＜０．０５

性别

　男

　女

２０

１８

５．９０±２．１１

６．４０±１．９２
＞０．０５

０．３８±１．０１

０．４２±１．７２
＞０．０５

０．２８±２．２０

０．３０±１．７０
＞０．０５

深静脉返流

　 Ｉ°，ＩＩ°

　ＩＩＩ°，ＩＶ°

１６

２２

３．０６±１．６５

９．８５±２．３６
＜０．０５

０．３６±２．４１

０．４８±２．９６
＜０．０５

０．３９±２．１０

０．２３±２．６６
＜０．０５

临床分级

　Ｃ１～３

　≥Ｃ４

２１

１７

３．１０±１．９０

９．９０±２．２０
＜０．０５

０．３５±２．３０

０．４７±２．５４
＜０．０５

０．３８±１．９８

０．２３±２．４１
＜０．０５

病程

　 ≤５年

　＞５年

９

２９

７．１２±１．１８

５．４０±２．０１
＞０．０５

０．４１±１．９０

０．３９±２．２２
＞０．０５

０．３１±１．０５

０．２９±１．２５
＞０．０５

７２
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３　讨　论

下肢深静脉瓣膜功能不全引起的反流严重干扰

下肢深、浅、交通静脉三大系统的正常血流动力学

状况［４］。大隐静脉曲张的发病机制与瓣膜、静脉壁

及肌泵改变等因素有密切关系，其中以瓣膜及静脉

壁改变尤为重要。近年来学者们力图从分子机制

阐明静脉功能不全的发生机制。Ｐａｒｒａ等［１］证实激

素受体等改变与曲张静脉的发生有密切关系。而

Ｊｕｒｕｋｏｖａ等［５］利用超声技术证实静脉曲张中存在胶

原蛋白的变性。Ｖｅｎｔｕｒｉ等［６］证实在静脉曲张中存

在胶原蛋白及弹性蛋白变性。Ｐａｐｐａｓ等［７］证实视网

膜胶质瘤蛋白作为一分子调节因子存在于下肢静

脉功能不全的曲张静脉中。

细胞凋亡是一个非常复杂的，紧密级联反应的

过程，以清除已损伤或衰老的细胞为目的。组织细

胞自身稳定依赖细胞增殖与细胞凋亡之间的平衡。

在血管外科领域，细胞凋亡的研究最早开展于动脉

疾病方面。１９９５年 Ｉｓｎａｒ等［２］证实细胞凋亡现象存

在于外周动脉硬化闭塞疾病中，细胞凋亡参与了动

脉粥样硬化斑块形成的过程，细胞凋亡在血管壁重

塑及血管狭窄中起着重要作用。Ｈｅｎｄｅｒｓｏｎ等［８］发

现腹主动脉瘤的瘤壁平滑肌及细胞外间质存在细

胞凋亡现象。然而，对于细胞凋亡在 ＰＤＶＩ大隐静

脉曲张发病中的作用研究尚未见报道。

ＰＤＶＩ患者存在深静脉反流，静脉反流产生负向

剪切力，使内皮细胞及平滑肌细胞遭到破坏，内皮

细胞及平滑肌细胞的修复与增生失衡。反流血流

引起静脉瓣窦氧分压（ＰＯ２）下降，造成低氧；瓣窦

内皮细胞及平滑肌细胞因缺氧而损伤，从而启动细

胞凋亡程序，出现凋亡［９］。本研究发现，ＰＤＶＩ的大

隐静脉瓣窦区组织的细胞凋亡数和细胞凋亡率明

显高于正常者，说明 ＰＤＶＩ的大隐静脉曲张除了血

流动力学和物理性因素外，其本身的分子生物学特

性也有改变，且可能是发病的主要原因。本实验在

细胞水平上观察发现 ＰＤＶＩ的大隐静脉壁厚薄不

均，外膜纤维组织增生，中膜平滑肌排列紊乱，玻璃

样变，黏液样变，内膜内皮细胞连接疏松、有脱落。

凋亡细胞核染色质致密浓缩，核碎裂。聚集核膜或

呈新月型小体；且在电泳下可见典型 ＤＮＡ裂解片段

“梯带”。上述改变在深静脉瓣膜中是否也有同样

改变有待研究证实。

Ｂｃｌ２是最早被认识的抗凋亡基因，是多种诱发

凋亡途径中的重要抑制因子；其对细胞凋亡的干扰

有选择性，而对细胞周期无明显影响，可选择性阻

止细胞死亡的最后通路。为进一步了解细胞凋亡

的信息传导途径，笔者检测了 Ｂｃｌ２基因表达水平，

发现其在 ＰＤＶＩ的第一对大隐静脉瓣窦中的表达受

到抑制。笔者认为，在发病早期（Ｉ°，ＩＩ°），Ｂｃｌ２基

因表达有所增加，较正常对照组高，可能发挥了一

定程度 的 抗 凋 亡 作 用。但 在 发 病 中 后 期 （ＩＩＩ°，

ＩＶ°），Ｂｃｌ２表达呈下降趋势，从而凋亡作用明显加

强。这种调控机制也许能较好地解释 ＰＤＶＩ的静脉

壁及其瓣膜的扩张、松驰的改变。

进一步的统计学分析发现，ＰＤＶＩ患者的大隐静

脉窦细胞凋亡的发生与疾病严重程度有密切关系，

当深静脉反流程度增加和临床症状加重时，凋亡作

用亦增强。虽然 Ｐａｒｒａ发现激素受体在男女患者间

存在差异，但本研究并未发现凋亡作用与患者性别

和病程的长短有何关系。

本研究结果表明，细胞凋亡作用和 Ｂｃｌ２基因

表达抑制与 ＰＤＶＩ的大隐静脉曲张发病密切相关，

细胞凋亡可能参与了其发病过程。
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