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犬胆管腔内放射对 ＢＣＬ２基因表达的影响及
其与平滑肌细胞凋亡的关系
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　　摘要：目的　探讨 γ射线对犬 ＢＣＬ２基因的影响及其与胆管壁增殖平滑肌细胞凋亡的关系和意
义。方法　将１０３钯（１０３ｐｄ）放射性支架和普通支架分别植入犬的肝外胆管内；取出胆管标本，用免疫
组化方法检测 γ射线诱导的胆管壁凋亡增殖平滑肌细胞中的 ＢＣＬ２基因，并检测凋亡细胞数量，计
算机图象检测系统检测两组胆管腔面积。结果　１０３ｐｄ支架组胆管组织中 ＢＣＬ２基因表达较普通支
架组为弱；ＢＣＬ２基因低表达组犬胆管出现增殖平滑肌细胞明显凋亡；肝外胆管无明显狭窄；ＢＣＬ２
基因高表达组胆管未出现增殖平滑肌细胞明显凋亡，而肝外胆管有明显狭窄。结论　实验犬 ＢＣＬ２
基因表达水平与细胞凋亡的发生和细胞对辐射敏感性有关；１０３ｐｄ放射性支架通过降低 ＢＣＬ２基因表
达，促进胆管增殖平滑肌细胞凋亡，从而抑制肝外胆管狭窄。
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　　胆管再狭窄是局部胆管损伤后的一种修复反
应，是多种细胞因子和生长因子介导的局部胆管重

建和再塑，是胆管平滑肌细胞的迁移、增殖的结

果［１］。对胆管再狭窄机制及防治的研究是目前重

要的领域。胆管腔内放射可治疗和预防胆管再狭

窄，辐射可引起胆管平滑肌细胞凋亡。目前，大量

实验证明［２］，ＢＣＬ２为重要的抗凋亡因子，定位于
线粒体膜的 ＢＣＬ２蛋白质可通过调节线粒体功能
而制约着凋亡的发生。本研究以开发国产放射性

支架为目的，通过动物实验探讨 γ射线抑制 ＢＣＬ２
基因表达，引起辐射诱导胆管壁增殖平滑肌细胞凋

亡，以防治胆管损伤后胆管狭窄。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　健康本地杂种犬 １２只，雌、雄
不限，体重 １５～２０ｋｇ（中国医科大学附属第二医院
动物实验室提供）动物随机分成 ２组，每组 ６只，用
８４６麻醉药按体重 ０．１０～０．１５ｍＬ／ｋｇ，肌内注射麻
醉动物，然后采用上腹纵行切口逐层进入腹腔；寻

找幽门，在其下２～３ｃｍ处切开十二指肠壁，找到胆
总管末端开口，插入球囊导管；于胆总管内，通过压

力泵向球囊内注入生理盐水，维持压力 ５ｃｍＨ２Ｏ
（１ｃｍＨ２Ｏ＝０．０９８ｋＰａ），造成犬胆管黏膜撕裂；损
伤胆总管后抽出囊内液体，使压力为零。重复上述

损伤过程 ２次，然后退出球囊导管。普通支架组用
１１Ｆ释放器将普通镍钛记忆合金支架（中国科学院
沈阳金属研究所研制）从胆总管末端开口处释放到

胆总管内。

１．１．２　１０３钯支架组　用直径 ０．２５ｍｍ的镍钛记忆
合金丝，单丝编织成 ３ｍｍ×４０ｍｍ的螺旋状支架，
经过定形、焊接、热处理、酸洗、清洗、吹干、检验等

工序制成成品。用镍钛记忆合金支架将１０３ｐｄ（由中
国原子能研究院同位素研究所提供）由加速器将质

子打入１０３Ｒｈ并释放 １个中子生成［１０３Ｒｈ（ｐ，ｈ）１０３

ｐｄ］，但须经化学方法提纯１０３ｐｄ含量。１０３ｐｄ的能量
在 ２１～２３ｋｅｖ，释放低能量 γ射线，半衰期为 １７ｄ；
衰变后转为稳定态的１０３Ｒｈ。采用化学电镀方法将
上述１０３ｐｄ电镀于支架上，通过电镀液含１０３ｐｄ的浓
度及电镀时间控制支架表面１０３ｐｄ的量以达到金属
支架释放低能量 γ射线所需浓度。共 １０个１０３ｐｄ支
架。１０３ｐｄ的放射性活度为 １２．５×１０４ｋＢｑ，１０３ｐｄ支
架植入犬胆管同普通支架组。

１．１．３　动物喂养　两组动物术后继续喂养，预防
感染治疗 ３ｄ，术后 ３０ｄ同时处死。
１．１．４　组织形态学分析　术后 ３０ｄ从两组处死
的动物中，取出部分胆管并用 １０％福尔马林溶液
固定石蜡包埋，制备成 ＨＥ切片。通过计算机图像
分析软件测定两组以下指标：总胆管腔面积、胆管

内膜厚度、残余胆管腔面积、狭窄程度［（１－残余
管腔面积）／总管腔面积之比］及胆管腔周长。
１．１．５　主要试剂　细胞凋亡检测试剂盒购自武
汉博士德生物公司。ＢＣＬ２免疫组织化学试剂盒
购自武汉博士德生物公司。

１．２　方法
１．２．１　ＢＣＬ２免疫组化染色　ＤＡＢ显色，用兔抗
ＢＣＬ２基因抗原的抗体，ＢＣＬ２免疫组化染色后细
胞浆呈棕褐色者为阳性细胞，细胞浆无棕褐色染色

者为阴性细胞。阳性细胞记数分三级：低倍镜（×
１０）１ｃｍ２视野阳性细胞数小于 １／３为（＋），１／３～
２／３为（＋＋），大于 ２／３为（＋＋＋）。
１．２．２　凋亡细胞原位标记实验（ＴＵＮＥＬ）　用原
位细胞凋亡检测试剂盒 （罗氏公司）。结果判断：

细胞核中有棕黄色浓染者为阳性细胞。记数方法：

高倍镜下记数单位视野 ＴＵＮＥＬ阳性细胞，３次记数
求平均值。

１．３　统计学方法
所有数据均用平均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。

ＢＣＬ２阳性结果的差异用 χ２检验，计量指标采用
计算机 ＳＡＳ软件系统进行 ｔ检验，

２　结　果

２．１　两组胆管壁平滑肌细胞凋亡的比较
１０３Ｐｄ支 架 组 平 滑 肌 细 胞 凋 亡 数 为 ８７．９±

７．９６，显著高于普通支架组的 ５．６±０．５１（图 １），
两组差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＢＣＬ２在两组胆管组织中的表达

普通支架组胆管组织中 ＢＣＬ２的基因表达的
明显高于１０３Ｐｄ支架组（图 ２），差异有显著性（Ｐ＜
０．０５）（表 １）。

表 １　ＢＣＬ２在两组胆管组织中的表达

组别 ｎ
ＢＣＬ２表达

（＋＋＋） （＋＋） （＋） （－）

ＢＣＬ２阳性
细胞表达率％

１０３Ｐｄ支架 ６ ０（０／６） ０（０／６）１（１／６）５（５／６） １６．６６

普通支架 ６ １（１／６） ３（３／６）１（１／６）１（１／６） ８３．３３
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图 １　１０３Ｐｄ支架组胆管组织平滑肌凋亡细胞染色（手术后
３０ｄ）

图 ２　普通支架组犬胆管组织 ＢＣＬ２染色（手术后 ３０ｄ）

２．３　两组胆管组织形态分析

球囊扩张 ３０ｄ后，同普通支架组比较，１０３ｐｄ支

架组胆管最大内膜厚度显著减少（７８．３３％，Ｐ ＜

０．０１）（图 ３，图 ４）。普通支架组和１０３ｐｄ支架组胆

管最大狭窄面积百分比分别为（５６．５４±２２．３２）％

和（２３．４７％ ±１５．６５）％，差异有极显著性（Ｐ ＜

０．０１）（表 ２）。１０３ｐｄ支架组胆管腔周长及胆管腔面

积均比对普通支架组明显增加（８８．２４％ ，Ｐ ＜０．

０１；９１．５２％ ，Ｐ＜０．０１）（表 ３）。

图 ３　 １０３Ｐｄ支架组胆管内膜增生情况（手术后 ３０ｄ不明

显）

图 ４　 普通支架组胆管内膜增生情况（手术后 ３０ｄ明显）

表 ２　胆管内放射对球囊扩张术后 ３０ｄ胆管形态的影响

组别 ｎ
胆管

（支）

最大内膜

厚度（ｍｍ）
Ｐ值

胆管狭窄

程度（％）
Ｐ值

普通支架

１０３ｐｄ支架

６

６

６

６

１．８６±０．１４

０．７８±０．１２
＜０．０１

５４．７３±２１．６４

１７．６１±１４．５２
＜０．０１

表３　胆管内放射对球囊扩张术后３０ｄ胆管腔狭窄的影响

组别 ｎ
胆管

（支）

胆管腔周

长（ｍｍ）
Ｐ值

胆管腔面

积（ｍｍ２）
Ｐ值

普通支架

１０３ｐｄ支架

６

６

６

６

６．９４±１．３７

９．６６±１．５８
＜０．０１

３．４８±１．７５

５．３１±１．９４
＜０．０１

３　讨　论

ＢＣＬ２基因在细胞凋亡调节过程中起重要作
用。它是一种凋亡抑制基因，可抑制多种因素包

括辐射诱导的凋亡，故也称为存活，在正常情况

下，以 ＢＣＬ２异源二聚体形式存在，当 ＢＣＬ２增加
时，ＢＣＬ２同源二聚体升高，细胞趋于存活。ＢＣＬ
２定位于线粒体膜的 ＢＣＬ２蛋白质可通过调节线
粒体 功 能 而 制 约 着 凋 亡 的 发 生［３］。 有 研 究 指

出［４］，电离辐射引起 ＤＮＡ分子损伤，激活 ｐ５３蛋
白发 挥 转 录 子 作 用，使 ＢＣＬ２表 达 下 降，而 使
Ｃａｓｐａｓｅ３激活，导致细胞凋亡。ＢＣＬ２蛋白 质也
是 Ｃａｓｐａｓｅ３的底物之一，激活的 Ｃａｓｐａｓｅ３通过降
解 ＢＣＬ２蛋白，进一步减少 ＢＣＬ２蛋白的量。研

３９５
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究认为［５］ＢＣＬ２抗凋亡的机制有：抑制膜内 Ｃａ２＋

的释放，抗氧化，细胞内细胞色素 Ｃ的释放，通过
抑制白细胞介素 －１转化酶的自身催化而抑制细
胞凋亡。本研究结果显示，普通支架组胆管平滑

肌细胞中 ＢＣＬ２的表达明显高于１０３Ｐｄ支架组，而
有着较明显的胆管平滑肌细胞凋亡的１０３Ｐｄ支架组
其 ＢＣＬ２表达反而不如胆管平滑肌细胞凋亡不明
显的普通支架组。提示 ＢＣＬ２的表达与平滑肌细
胞凋亡 作 用 方 向 相 悖；同 时 提 示 辐 射 可 以 抑 制

ＢＣＬ２基因的表达，从而引起胆管损伤后增殖平
滑肌细胞凋亡的发生。

１０３ｐｄ支架组在球囊扩张术后 ３０ｄ发现，其胆
管腔面积比普通支架组明显增加，胆管狭窄程度

比普 通 支 架 组 小，这 主 要 是 由 于１０３ｐｄ辐 射 抑 制
ＢＣＬ２基因表达，诱导增殖平滑肌细胞凋亡，从而
减轻胆管损伤后胆道愈合过程中的管腔狭窄，此

结果说明胆管内放射治疗对胆管损伤后胆管狭窄

有明显的抑制作用。
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