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硝普钠灌注对移植小肠粘膜细胞凋亡的影响 *
陈桂明 1 尹 路 2△ 周光文 1 施敏敏 2 颜召文 3

（1 上海交通大学附属第一人民医院普外科 上海 200080；2 上海交通大学附属瑞金医院消化外科研究所 上海 200025；

3 上海交通大学医学院病理科 上海 200025）

摘要 目的：探讨外源性一氧化氮（nitric oxide, NO）供体硝普钠（sodium nitroprusside, SNP）对移植小肠粘膜细胞凋亡的影响。方

法：64 只 220～300g 雄性 SD 大鼠随机分成 3 组：A1 组（n=8），仅行剖腹关腹手术；A2 组（n=12）：12 对大鼠随机作为供受体行同

种异体节段小肠移植，无 SNP 干预；A3 组（n=16）：16 对大鼠随机作为供受体行同种异体节段小肠移植，SNP 加入灌注液进行供

肠灌注。采用前述 3 组动物模型再灌注 5 小时肠造口标本，TUNEL 法检测小肠蜡块标本的细胞凋亡情况。结果：与 A1 组(3.86±
4.74%)相比，A2(22.44±10.94%)、A3 组(17.12±8.44%)小肠粘膜的细胞凋亡指数均有显著增高(P<0.05)，A3 组较 A2 组细胞凋亡

指数显著降低(P<0.05)。结论：小肠移植导致小肠粘膜细胞凋亡增加，外源性 NO 供体 SNP 灌注能够显著降低植入小肠的细胞凋

亡，从而可能减弱粘膜屏障的损伤。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of sodium nitroprusside (SNP) treatment on mucosal epithelium apoptosis of the

transplanted intestine in rat. Methods: Sixty-four male Sprague-Dawley (SD) rats weighing 220~300g were randomly divided into three
groups. Group A1 (n=8): only performed laparotomy. Group A2 (n=12): 24 rats were randomly assigned to be donor or recipient to estab-
lish small bowel transplantation (SBT) model, but no SNP treatment. Group A3 (n=16), 32 rats were randomly assigned to be donor or re-
cipient to establish SBT model, flushed with SNP when harvesting the graft. Harvested intestine samples from stoma 5h after reperfusion.
Detected apoptosis of transplanted intestine by TUNEL method. Results: There is higher apoptosis index of mucosal epithelial cells of
transplanted intestine in group A2(22.44±10.94%) and A3(17.12±8.44%) than that in A1(3.86±4.74%) (P<0.05). Fewer cells apopto-
sis was found in group A3 (SNP flushed group) compared with A2. Conclusion: SNP used as a flushing solution element may attenuate
the mucosal barrier injury of transplanted intestine by depressing the mucosal cells apoptosis significantly.
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小肠移植后植入肠的粘膜上皮细胞大量凋亡是导致小肠

粘膜损伤的重要机制之一，后者与移植后细菌异位有着密切的

相关性，通过研究外源性 NO 干预后植入肠细胞凋亡变化，可

以推断外源性 NO 是否能够降低小肠对移植后粘膜损伤与细

菌感染的易感性。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选用 220～300 g 的健康雌性 SD 大鼠作为实验动物(购自

上海松江松联实验动物中心)，清洁级，共 64 只，饲养于通风保

温(18～25℃)的饲养室内，适应 1 周后开始用于实验。
1.2 主要试剂

原位细胞凋亡检测试剂盒 1I，AP、Bcl-2 I 抗、SABC （兔

IgG）-POD 试剂盒：购自武汉博士德生物工程有限公司。硝普钠

粉剂(50mg/ 支)：购自北京双鹤现代医药技术有限责任公司(灌
注用 4℃乳酸林格硝普钠液，临时配制成 0.015％，避光，用于

A3 组获取供肠灌注；4℃乳酸林格液用于 A1、A2 组获取小肠

灌注)。
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1.3 实验设计与分组

参照国外资料[1]，冷缺血时间设定为 3h，再灌注时间设定

为 5h，以保证足够长的缺血再灌注时间导致供肠受损，同时尚

不足以开始修复。64 只 SD 大鼠随机分组如下：

A1 组（n=8）：仅行剖腹手术，术中湿生理盐水纱布覆盖切

口减少水分蒸发，3h 后关腹，术后 5h 处死获取上段小肠标本

进一步实验；

A2 组（n=12）：12 对大鼠随机作为供受体行同种异体节段

小肠移植，供肠冷缺血时间 3h，然后进行小肠移植，开放血流 5
小时后获取标本。术中无 SNP 干预；

A3 组（n=16）：16 对大鼠随机作为供受体行同种异体节段

小肠移植，SNP 加入灌注液进行供肠灌注，供肠冷缺血时间

3h，然后进行小肠移植，开放血流 5 小时后获取标本。
1.4 大鼠移植模型的建立

原位小肠灌注，获取供体近段小肠约 20 cm，灌洗后利用

Cuff 套管将供肠门静脉与受体大鼠的左肾静脉进行套扎(受体

左肾切除)，将带有腹主动脉片的供肠肠系膜上动脉与受体腹

主动脉端侧吻合。供肠近端封闭，远端造口。
1.5 TUNEL 法凋亡细胞检测

在细胞凋亡过程中因内源性内切酶的激活，使细胞本身的

染色质或 DNA 被切割，并产生与 DNA 断点数目相同的 3'- 羟

基末端。末端脱氧核苷酸转移酶（Terminal deoxyribonucleotidyl
transferase，TdT） 能在游离的 DNA 3'- 羟基末端缺口连接上标

记的核苷酸，利用亲和素 - 生物素 - 酶放大系统，在 DNA 断裂

处显色，从而指示凋亡细胞。正常细胞无 DNA 断裂，故不显色。
细胞核中有深蓝颗粒者为阳性细胞。

实验组受体大鼠血管吻合开放后 5h，自小肠造口获取部

分植入肠标本（A1 组取上段肠标本），采用 TUNEL 法检测肠

粘膜细胞凋亡情况。每张切片在高倍镜(×400)下随机选取 5 个

视野，计数凋亡细胞总数和总的细胞数。凋亡指数：每一高倍视

野中凋亡细胞数目／每一高倍视野中总的细胞数目×100％。
以 5 个视野的均值代表该实验大鼠植入小肠的凋亡指数。
1.6 统计学处理

计数资料以平均值 标准差表示，进行单向方差分析

（SPSS13.0 统计软件）。P<0.05 认为有显著性差异。

2 结果

2.1 小肠粘膜凋亡细胞的染色情况

各组大鼠肠标本检测显示，粘膜上皮、腺上皮细胞均有凋

亡现象。凋亡细胞以 DAB 标记，为棕褐色或棕黄色，染色位于

胞核。各组凋亡染色情况见图 1。
2.2 各组小肠粘膜细胞凋亡指数的统计比较

A1、A2、A3 组粘膜细胞的凋亡指数分别为：3.86±4.74%、
22.44±10.94%、17.12±8.44%。三组凋亡指数两两比较均有显

著性差异（P<0.05）。各组凋亡指数统计比较见图 2：凋亡指数柱

形图。

图 1 各组小肠粘膜细胞凋亡染色情况(TUNNUL 法) (×400)
(A. A1 组术后 5h 植入肠粘膜细胞可见最少凋亡小体; B. A2 组再灌注 5h 植入肠粘膜细胞可见最多量凋亡小体; C. A3 组再灌注后 5h 植入肠粘

膜细胞可见较少凋亡小体)
Fig.1 Apoptotic bodies in intestinal mucosa of the three groups(TUNNUL) (×400)

A. Group A1: apoptotic bodies in the intestinal mucosa of 5h after operation, showing the smallest number of apoptotic bodies in three groups.
B:Group A2: apoptotic bodies in the intestinal mucosa of graft in 5h after reperfusion, showing the largest number of apoptotic bodies in three groups.

C. Group A3: apoptotic bodies in the intestinal mucosa of graft in 5h after reperfusion, showing the smaller number of apoptotic bodies than in group A2

图 2 各组凋亡指数柱形图：A1、A2、A3 组凋亡指数有显著差异（P<0.05）
Fig 2 Column diagram demonstration of the comparison of Apoptosis

index of three groups: significantly difference in three groups（P<0.05）

3 讨论

小肠移植在技术上并不比其他器官移植困难，却一直面临

着术后移植物存活率低、受体生存期短的结局。小肠移植容易

失败的一个重要原因就是小肠对缺血再灌注损伤 (ischemi-
a-reperfusion injury, I/R) 有着特殊易感性[2]。通常情况下，小肠

粘膜细胞的增生和死亡表现为一个平衡状态。近几年越来越多

的文献资料显示，异常凋亡是导致胃肠道 I/R 损伤期间粘膜细

胞死亡的主要方式[3-5]。本实验把外源性 NO 作为干预因素，通

过检测植入小肠粘膜细胞的凋亡情况，探讨 SNP 灌注抑制移

植小肠粘膜细胞异常凋亡的可行性，为小肠移植的移植后保护

提供新的思路和实验依据。
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细胞凋亡是由基因调控的细胞主动死亡过程，与细胞坏死

不同，通常是细胞的生理性死亡方式。其凋亡的形态学和生物

化学变化主要包括细胞膜肿胀、细胞萎缩、蛋白断裂、染色质浓

缩和 DNA 降解等。最后死亡细胞被吞噬。凋亡在生物学上是由

肿瘤坏死因子受体家族如 Fas(Apo-1/CD95)、TNFR1 和 TRAIL
受体等与配体结合而诱导启动的。受体与配体的结合促使细胞

内的接头分子如 Fas 相关死亡域蛋白(Fas-associated with death
domain protein, FADD) 和死亡区肿瘤坏死因子受体 -1 相关蛋

白(TNF receptor 1 associated via death domain, TRADD) 形成死

亡诱导信号复合体，活化 Caspase。激活的 Caspase 又可以活化

下游的凋亡信号通路，最终导致蛋白底物裂解、染色质凝聚，并

促进凋亡小体形成。细胞凋亡在维持机体自身稳定方面具有重

要作用，如果细胞凋亡严重失衡使凋亡数量异常增加，对机体

具有破坏性影响，凋亡不足则可导致自身免疫性疾病和肿瘤的

发生。近年来，人们对细胞凋亡机制的研究不断深入，发现小分

子化合物也参与了凋亡的生物调控，NO 就是其中重要的小分

子化合物之一。
研究发现，NO 对细胞凋亡的调控具有双重性，特定情况下

可以表现为促进凋亡，而有些情况下则抑制凋亡的发生。这种

调控复杂性的机制并没有完全明了。持续长久的 NO 产生可通

过活化 Caspase 蛋白酶家族，引起细胞色素 C 释放入胞浆、p53
表达上调、应激活化蛋白激酶 / 氨基末端激酶（SAPK/ JNK）活

化和凋亡相关蛋白(如 bc1-2)表达改变，从而充当促凋亡的调控

剂。然而，短暂 NO 水平升高、生理水平或更低水平的 NO 却可

以促进细胞抵抗某些诱导凋亡的因素 (如 Fas、TNF-α 及 LPS
等)的作用。抗凋亡的机制主要是由于热休克蛋白（heat shock
protein，HSP）和 bc1-2 等保护性基因的表达以及由于巯基半胱

氨酸的 S- 亚硝基化所产生的对 Caspase 的直接抑制。同时，NO
是促进还是抑制凋亡还与细胞类型、模型制作以及复杂的其他

情况有关。我们的实验发现小剂量外源性 NO 对小肠粘膜的细

胞凋亡表现为抑制作用。
NO 作为一种氧化剂，会导致细胞的抗氧化能力显著降低，

产生细胞内氧化或亚硝基化应激，这种应激能够诱导产生热休

克蛋白 HSP32 和 HSP70 的表达上调。HSP 是重要的凋亡抑制

蛋白，其表达上升抑制凋亡的分子机制有两种可能的途径：(1)
直接抑制 Caspase 家族蛋白酶的活性而阻滞了凋亡信号的传

导通路；(2) 线粒体释放的细胞色素 C，是激活 Caspase 家族酶

原的关键因子之一。HSP 调控线粒体的功能和线粒体膜的通透

性，阻滞细胞色素 C 的释放，从而延缓细胞的凋亡[6]。

小肠移植过程中，小肠上皮细胞的坏死与凋亡可以破坏粘

膜细胞层而增加其渗透性和增加细菌异位的发生率，使移植肠

的生存力受到严重影响，这也是临床小肠移植一直面对的困

难[7,8]。细胞凋亡在移植后的细菌异位中起到更重要的作用，抑

制细胞凋亡比抑制细胞坏死更能降低移植后的细菌异位发生

率[1]。
本实验中利用 SNP 进行供肠灌注(A2)制作外源性 NO 干

预的大鼠小肠移植模型，通过与无移植组及无 NO 干预移植组

的对比分析发现，小肠移植能够显著增加细胞凋亡，而 SNP 灌

注能够使植入肠粘膜细胞凋亡有所减少。由此可以推测，外源

性 NO 灌注能够减少植入肠粘膜上皮细胞的异常凋亡数量，保

护植入肠的粘膜结构完整，对小肠移植的结局可能会带来有益

的影响。
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