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急性肺栓塞后线粒体前凋亡蛋白的表达

及其促细胞凋亡机制研究

李圣青 简文 刘阿茹 赵峰 遍新宇 欧阳海峰

【摘要】 目的 研究大鼠急性肺栓塞(APE)后肺组织中线粒体前凋亡蛋白(ARTs)的表达变化及其诱

导的细胞凋亡。方法采用自体血栓栓塞颈总动脉制备大鼠APE模型。分别在APE前(对照)和APE后1、8、

24和48 h开胸取肺脏。常规提取肺组织的总RNA和总蛋白，用半定量逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)方法

检测ARTs mRNA表达水平，用蛋白质免疫印迹法(western blotting)进一步验证ARTS以及ARTS诱导凋

亡相关蛋白Bcl一2、Bcl—xL、xIAP和H2Ax的表达变化，用免疫组化法检测肺组织中ARTS在APE前后的表

达变化及其组织分布情况，用原位末端缺刻标记法(TUNEL)检测肺组织内细胞凋亡情况。结果APE后

ARTS的mRNA及蛋白表达水平均升高，于1 h和48 h升高最明显(P<o．05或P<o．o】)。免疫组化显示

ARTS在APE前肺组织内表达量很低，不易检测；APE后48 h ARTS表达明显升高，主要分布在支气管黏膜

上皮细胞和肺泡上皮细胞。TUNEl。染色发现，随着ARTs表达升高，肺组织出现明显的细胞凋亡现象，同时

ARTS诱导凋亡系统中凋亡抑制蛋白Bcl一2、Bcl—xI。和XIAP的表达下降，凋亡标记蛋白H2Ax表达升高

(尸<o．05或P<o．01)。结论 大鼠APE后肺组织内ARTS表达明显升高，ARTs介导的凋亡系统在APE

后细胞凋亡中发挥了重要作用。
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【Abstract】 objective To study the expression changes in apoptosis related protein in transforming

growth factors—p signaling pathway(ARTS)in the 1ung tissues in a rat acute pulmonary embolism(APE)

model and its effects on cell apoptosis． Methods A rat APE model was reproduced．Samples of lung tissues

were harvested at time points of 1，8，24 and 48 hours after APE． Healthy rats were used as contr01． The

changes in mRNA level of ARTS were identified by semi—quantitative reverse transcription—p01ymerase chain

reaction(RT—PCR)，and the changes in its protein level，and also Bcl一2，Bcl—xL，X1AP and H2Ax proteins，

which were related with ARTS—mediated cell apoptosis， were determined by Western blotting．

Immunohistochemical method was employed to study the distribution and expression changes in ARTS in the

lung tissue before and after APE． Apoptotic cells in lung tissue sections were identified by the terminal

deoxvnucleotidyltransferase—mediated dUTP nick end 1abeling(TUNEL)method．Results At different time

points，the mRNA levels and the protein 1evels of ARTS significantly increase(1 in the lung tissues of rats

with APE at 1 hour and 48 hours(P<O．05 or P<O．01)． The immunohistochemical studv showed that

ARTS had low expression 1evels and could not be detected in the normal lung tissue，but it was up—regulated

obviously at 48 hours after APE， mainly expressed in the bronchial epithelium and the lung alveolar

epithelium．Ap。ptotic cells could be。bserved in the lung tissue by TUNEL after APE and at the same time

when the 1ung tissue cells exhibited l()wer levels of the anti—apoptotic proteins Bcl一2．Bcl—xL，and XIAP，as

compared with controls． Apoptosis level(as evaluated by H2Ax，apoptotic marker staining)in the lung

tissue celIs was obviously raised compared with controls (P<O．05 or P<O．01)． ConcIusion The

expression of ARTS is up—regulated after APE，and ARTS—me(1iated apoptosis plays an important r01e in the

cell apoptosis of iung tissue．

【Key words】 acute pulnlonary emb01ism； Western blotting； semi—quantitative reverse transcripti。n—

polymerase chain reaction； apoptosis； apopt。sis related protein in transforming growth factors一口signaling

pathway

肺栓塞(PE)时栓子可直接阻塞肺动脉或神经
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·论著·

体液因素导致的血管痉挛，使肺血管床面积减小，引

起肺血管阻力增加和肺动脉高压，严重者导致右心

功能不全，甚至休克、死亡口3。前期我们采用蛋白质
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组学方法研究发现，大鼠急性肺栓塞(APE)后出现

了一系列的蛋白表达变化，其中线粒体前凋亡蛋白

(ARTS)表达明显升高比。。ARTs是近年新发现的

一种促凋亡蛋白，其主要通过蛋白酶体的泛素化作

用而降解∞3；能在转化生长因子一B(TGF一_B)等多种

凋亡因子作用下增加表达量，从而诱导细胞凋亡H1。

ARTS在凋亡因子作用下，由线粒体内转入细胞质

内，与抗凋亡蛋白X连锁凋亡抑制蛋白(XIAP)等

结合，抑制xIAP的作用及表达，同时可下调凋亡抑

制蛋白Bcl—2、Bcl一xI。等表达，从而激活天冬氨酸特

异性半胱氨酸蛋白酶一3／9(caspase一3／9)等蛋白活

性，启动细胞凋亡哺3；此时细胞色素C释放入细胞

质，凋亡标记蛋白H2Ax表达升高％3。高表达ARTS

蛋白的细胞即使在无凋亡诱导因子的情况下也会诱

导细胞凋亡发生，因此，正常细胞中ARTS蛋白表

达量很低，且线粒体内ARTS蛋白和胞质内ARTS

蛋白在蛋白酶体作用下始终处于动态平衡状态。3。

为深入探索ARTS凋亡系统在APE细胞凋亡中的

作用机制，本研究拟观察ARTS在APE后的表达

及ARTS诱导凋亡相关蛋白的表达变化。

1材料与方法

1．1 材料：TRlzol试剂和SuperScriptⅢ均购自美

国Invitrogen公司。rTaq酶购自日本Takara公司。

Bcl—xI—ARTS和Bcl一2鼠单克隆抗体(单抗)均购

自美国Sigma公司，XIAP鼠单抗和H2Ax兔多克

隆抗体(多抗)均购自美国Biocompare公司。紫外分

光光度计UV330购自英国Unicam公司，PE 9700

PCR仪和Image Master TotalI。ab v1．11软件均购

自美国Amersham Pharmacia公司。雄性Wistar大

鼠购自第四军医大学实验动物中心。

1．2 APE模型建立：参照Clozel等鸲3方法制备

APE模型。将40只Wistar大鼠按随机数字表法分

5组，每组8只。用lo g／I．戊巴比妥腹腔注射麻醉，

经颈总静脉插管注入栓子。以APE前设为对照；分

别在APB后1、8、24和48 h开胸取肺组织，部分用

于提取总RNA和总蛋白，部分用于石蜡包埋切片。

1．3 半定量逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)：用

TRIz01试剂提取大鼠肺组织总RNA，琼脂糖凝胶

电泳验证总RNA的质量，紫外分光光度计进行

RNA定量。用SuI)erScriptⅢ合成cDNA第一链，总

反应体系达20弘1，反应物一20℃保存或直接用于

RCR。采用Primer Premier 5．o PCR引物设计软件

分别设计ARTS和内参照口一肌动蛋白(口一dctin)的

引物，反应体系经变性、退火、延伸等，4 C保存。分

别在20、30和35个循环取样，用12 g／L琼脂糖电

泳，用Image Master TotalLab v1．11软件作图像分

析，以目的条带与对应内参照条带的比值表示结果。

1．4 蛋白质免疫印迹法(Western blotting)：在用

三氯醋酸／丙酮沉淀法沉淀的肺组织蛋白中加入裂

解液，离心取上清液，用Bradford法进行蛋白定量，

分装后于一80 1C保存。以13一微球蛋白(p—tubulin)作

内参照。经十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS—PAGE)、转膜和封闭处理后，按顺序加一抗和

二抗，最后用A、B液显色。采用ImageMaster 3．o

软件扫描测定各蛋白条带的灰度值。

1．5 免疫组化：用ARTs鼠单抗分别检测肺组织

中ARTS在APE前及APE后48 h蛋白表达，二抗

为辣根过氧化物酶(HRP)标记，最后用3，3，-二氨基

联苯胺(DAB)显色。一抗用磷酸盐缓冲液(PBS)代

替作为空白对照。

1．6 原位末端缺刻标记法(TUNEL)检测肺组织

细胞凋亡：用凯基TUNEL细胞凋亡试剂盒。组织

切片常规脱蜡至水，过氧化氢封闭内源性过氧化物

酶活性，蛋白酶K消化，经脱氧核糖核苷酸末端转

移酶(TdT)反应液、链霉亲和素一辣根过氧化物酶

(SP—HRP)作用，DAB显色，最后用甲基绿衬染、脱

水、封片。实验设加脱氧核糖核酸酶(Dnase I)作为

阳性对照，阴性对照的反应液中不添加TdT。

1．7统计学分析：用SPSS 10．O统计软件分析，测

量值以均数±标准差(z±s)表示，组间比较用重复

测量方差分析法，P<o．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 半定量RT—PCR结果(图1；表1)：APE后肺

组织ARTS mRNA表达水平逐渐升高，在1、24和

48 h升高尤为显著(P<o．05或P<o．01)，APE前

和APE后8 h mRNA表达量较低。

2～6依次为APE前(对照)及APE后1、8、24和48 h

图1半定量RT PCR检测大鼠APE前后肺组织

ARTS mRNA的表达

2．2 western blotting结果(表l；图2)：APE后

ARTS蛋白在1 h和48 h明显升高(P均<o．05)；
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表1 大鼠APE前后ARTs mRNA以及凋亡相关蛋白Bcl一2、Bcl一xI。、xIAP和H2Ax的表达变化(z±s)

注：与APE前比较．8P<o．05．“J『)<o．01

同时凋亡抑制蛋白Bcl—2表达在24 h和48 h明显

下降(P均<o．01)；Bcl—xL表达在8 h明显降低，在

24 h和48 h下降最明显(P均<o．05)；抗凋亡蛋白

XIAP表达在1 h和8 h有所下降，24 h和48 h下

降最显著(P<o．05或P<o．01)；凋亡标记蛋白

H2Ax在APE前表达很低，APE后8、24和48 h表

达明显升高(P<o．05或P<o．01)。

1～5依次为APE前(对照)及APE后】、8、24和48 h

图2 western bIotting检测大鼠APE前后肺组织内ARTS、

Bcl一2、Bcl—xI，、XIAP和H2Ax的表达

2．3免疫组化结果(彩色插页图3)：正常肺组织内

ARTS表达量很低，不易检测；APE后ARTS的表

达量明显升高，主要分布在支气管黏膜上皮细胞和

肺泡上皮细胞。

2．4肺组织内的细胞凋亡(彩色插页图4)：APE后

肺泡间隔增厚，肺泡腔内有渗出和细胞浸润。

TUNEL染色显示随着ARTS表达的升高，APE后

肺泡上皮细胞出现了大量的细胞凋亡现象。

3讨 论

ARTS是Septin4的一种不同剪切形式，广泛

表达于多种组织细胞的线粒体内，其普遍表达意味

着它在细胞凋亡中发挥着重要作用∞3。ARTS蛋白

能够在TGF—B、足叶已甙和十字孢碱等作用下诱导

细胞凋亡，甚至单纯的ARTS蛋白升高就足以诱导

细胞凋亡的发生。为了探讨APE所导致的肺损伤中

是否存在细胞凋亡以及ARTS介导的凋亡系统在

APE中所发挥的作用，我们在前期研究的基础上，

进一步探讨了ARTS在APE后的表达变化及

ARTS凋亡系统中重要信号转导蛋白的表达，以判

断ARTS凋亡系统在APE后是否被激活。

本研究发现，APE后ARTS的mRNA和蛋白

表达水平均升高，以1 h和48 h升高最明显。免疫

组化表明，ARTS在APE前肺组织内表达量很低，

不易检测；APE后ARTS表达明显升高，主要分布

在支气管黏膜上皮细胞和肺泡上皮细胞。．ARTS蛋

白表达升高表明在APE后，由ARTS：介导的凋亡

系统被活化。TUNE【。染色发现，随着ARTS表达

的升高，肺组织内确实存在一定程度和范围的细胞

凋亡现象。进一步的研究发现，ARTS可诱导凋亡

系统中凋亡抑制蛋白Bcl一2和Bcl一xL和抗凋亡蛋

白XIAP表达在APE后显著降低，细胞凋亡标记蛋

白H2Ax的表达则明显升高。表明大鼠APE后肺组

织内ARTS凋亡系统被激活，ARTS介导的凋亡系

统在APE后的细胞凋亡中发挥了重要作用。

参考文献

[1]李欣，廖晓星，关开泮，等．急性肺栓塞的诊断现状分析及诊断

策略研究[j]．中国危重病急救医学，2004，1 6(8)：484—486．

[2] 李圣青，赵峰，戚好文，等．肺组织灌注前后双向电泳的比较

[J]．西安交通大学学报(医学版)，2006，27(2)：203 206．

(3] I．。tan R，Rotem A，Gonen H，et al。Regulation of the proapop—

tolic ARTS protein by u1)iquitin—nlediated degradation[J]．

J 13iol Chenl，2005，280(27)：25802—2581()．

[4] I。ee J W，S。ung Y H，Kim S Y，et a1．MutationaI anHlysis of

P loop donlains of proapoptotic Nod1 and ARTS genes in

c010n carcinomas[J]．Acta 0ncol，2006，45(1)：101—1 02．

[5] 陆俊羽，姚伟，钱桂生，等．bcl一2、bax在NHE一1核酶基因转染

所致缺氧大鼠肺动脉平滑肌细胞凋亡中的作用[J]．中国危重

病急救医学，20()4．16(7)：394 398．

[6] Hall P A，Jung K，Hillan K J，et aI．Expression profiling the

human septin gene family(J]．J Pathol，2005，206(3)：269—278．

[7] Martinez C．Sanjuan M A，I)ent J A，et a1．Human septin—septin

interactions as a prereqdisite for targeting septin complexes in

the cytos()l[Jj．Ihochem J，20()4，382(Pt 3)：783 791．

[8] C10zel J P，H01voet P，Tschopp T．Exf)erimental puImonary

embolus in the rat：a new in vivo rrlodel to test thronlbolvtic

万方数据



·356· 中国危重病急救医学2008年6月第20卷第6期 chin crit care Med，June 2008，V01．20，No．6

drugs[J]．J Cardiovasc Pharmacol，1988，12(5)：520一525．

[9] Elhasid R，Sahar D，Merling A，et a1．Mitochondrial pro—apop—

totic ARTS protein is lost in the majority of acute lymphoblas

tic leukemia patients[J]．0ncogene，2004，23(32)：5468 5475．

(收稿日期：2007—12—19修回日期：2008一05一09)

(本文编辑：李银平)

·经验交流·

急性肺栓塞的诊断和治疗——附12例报告

黎成金 王烈 涂小煌 王瑜 宋京翔 陈少全

【关键词】肺栓塞，急性；诊断； 治疗

急性肺栓塞(APE)来势凶猛，病死

率高。回顾性分析我院收治12例APE

患者的临床资料，探讨其抢救措施。

1临床资料

1．1一般资料：12例患者中男8例，女

4例；年龄35～72岁，平均(51．17土

11．14)岁。临床表现：突发气短、呼吸困

难，伴发绀，心率100～150次／min，血压

95～150／60～100 mm Hg(1 mm Hg一

誓!j：o．133 kPa)，脉搏血氧饱和度(sp0 2)

曩囊秘．躺～o．88，心电图正常，发病时均能清

I：楚：耄拆，但随病情进展，如病情未能控
：制!，终爹0豫越出现意识不清。8例行气管

插管，全舔使用呼吸机辅助通气。

1．2_，诊断依据：新有患者根据临床表现

作出诊断，3例患者有X线胸片和CT

血管造影(CTA)检查结果，其余患者未

获得任何影像学证据。

1．3抢救经过：立即行心电监护、卧床、

保持安静、吸氧、呼吸机辅助通气；8例

经初步处理病情未控制者急行气管插

管。3例患者未行溶栓治疗，30 min内出

现意识丧失、瞳孔散大、呼吸停止、死亡。

9例行溶栓治疗，30 min内给予尿激酶

o．5 kU，每小时重复1次，其中4例病情

未能控制，于发病后3 h内死亡，另5例

病情得到控制后，用400 kU／d尿激酶维

持7 d，均治愈。治愈患者中有1例于

APE发作后病情得到控制，第6日再次

发生，重复上述方案，尿激酶总量用至

8 800 kU，未发生不良反应。

2讨 论

2．1 APE的诊断：APE的症状及体征
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常为非特异性，与其他心血管疾病难以

区别，胸痛、呼吸困难、咯血典型三联征

临床较少见，常见表现有呼吸困难、胸

痛、咯血、精神状态改变、心动过速、近期

发热、哕音、呼吸急促、腿肿痛、静脉压

增高、休克、P2增强、发绀、胸膜摩擦音。

本组12例均以呼吸困难为主诉。可溶性

纤维蛋白复合物(sFC)阳性提示有凝血

酶产生，纤维蛋白原降解产物(FDP)在

肺栓塞(PE)中阳性率为55％～75％，二

者均阳性有助PE的诊断，动脉血气分

析及肺功能测定有助于指导诊断，D一二

聚体正常有助于除外PEn。23。仅靠X线

胸片临床很难获得典型征象；肺动脉造

影是诊断PE的金标准，但费用高、有危

险，要先测肺动脉压后再进行，应慎重选

择；超声心动图有助于中央型PE的诊

断；CTA为筛查PE的首选方法。

日本学者根据相关临床指标。3，提

出了PE的评分诊断标准，22分以上可

确诊，20～22分非常可疑，17～19分可

疑，15～16分要做相关检查。

2．2 APE治疗：治疗目的是抢救生命、

稳定疾病、防止进展为慢性PE。治疗原

则：急性期抗凝、溶栓治疗，纠正右心功

能不全、低血压、低氧血症，止痛和抗心

律失常。药物治疗效果差时，应选择介入

治疗或外科治疗。严重低氧血症时可行

气管插管机械通气。抗凝治疗可防止血

栓扩大、抑制神经体液分泌、阻止静脉血

栓进展、促进血栓再通、促进梗死肺组织

的纤维蛋白溶解，但起效慢，主要作用是

防止疾病进展，宜在溶栓后治疗，常用肝

素和华法林。溶栓治疗为治疗PE的首

选方法。一旦确诊，应立即溶栓治疗，常

用药物有链激酶、尿激酶、重组组织型纤

维蛋白溶酶原激活剂(rt_PA)和葡激酶。

介入治疗一般用于急危重患者，介

入治疗实施愈早，生存率愈高。适用于急

性大面积PE伴进展性低血压者；急性

心源性休克者；静脉溶栓后即刻效果不

佳的急性肺心病者；严重呼吸困难、晕

厥、心搏骤停者；心搏骤停经心肺复苏成

功后有治疗价值者；术后发生PE且病

情危重者；有溶栓禁忌证者；开胸禁忌证

和(或)伴有极易脱落的下腔静脉及下肢

静脉廊栓者“3。手术治疗方法有肺动脉

栓子切除术。选择性肺动脉血栓内膜剥

脱术、下腔静脉干预手术及肺移植术，而

对APE患者手术的病死率高达93％。

我们体会，APE病情凶险，一旦发

生，如无好的预案，将会错过抢救时机。

根据经验，结合国内文献，提出如下抢救

预案以供参考：急救车内应常备尿激酶

2 ooo kU、多巴酚丁胺10支、罂粟碱

90 mg。抢救方案包括：吸氧；卧床，及时

建立静脉通道及有效通气；心电监护；尿

激酶20 kU／k+生理盐水250 m1静脉

滴注2 h；罂粟碱30 mg静脉注射(静

注)；山莨菪碱10～30 mg静注；度冷丁

100～250 mg肌肉注射；氨茶碱o．25 g

静注；多巴酚丁胺5～25弘g／b静注；观

察颈静脉充盈情况；急查血细胞、生化

24项、血气分析、凝血4项、D一二聚体。
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