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平阳霉素对大鼠脾脏组织的作用及其机制

李　平，周水淼，李兆基，郑宏良，沈小华，温　武
（第二军医大学长海医院耳鼻咽喉科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：以大鼠脾脏为模型，探讨平阳霉素治疗海绵状血管瘤的机制。方法：观察平阳霉素注射于大鼠脾脏后不同时

段的病理变化，采用末端转移酶介导的缺口末端标记法结合透射电镜检测凋亡，图像分析技术选择性地比较不同作用时段的

凋亡率，免疫组化结合图像分析仪定量分析凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３的变化。结果：注射生理盐水不引起大鼠脾脏结构破坏。

注射平阳霉素后第２天、第５天脾脏仅有轻微肿胀；第８天、第１４天呈萎缩改变，脾窦内皮细胞受损伤；注射平阳霉素后不同时

间电镜检查均可见到凋亡细胞；ＴＵＮＥＬ标记结果显示凋亡广泛发生于脾窦内皮细胞及其他脾细胞；注射后一定时间内，凋亡

率随作用时间延长而增加；Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达逐渐增强，与细胞凋亡的增加一致。结论：平阳霉素主要通过诱导脾窦内皮细

胞凋亡为主，并导致一定程度的坏死，少量的成纤维细胞增生等。其发生机制是通过Ｃａｓｐａｓｅ３活化途径来诱导细胞凋亡。
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　　平阳霉素（Ｐｉｎｇｙａｎｇｍｙｃｉｎ，ＰＹ）治疗头颈咽喉部
海绵状血管瘤已有广泛的报道并取得了较好的疗效，
但对其机制的研究不够深入［１］。我们以具有丰富海
绵状血窦的大鼠脾脏作模型，观察了ＰＹ作用后的组
织学变化，通过ＴＵＮＥＬ结合透射电镜证实凋亡，并
观察超微结构改变，图像分析技术比较不同作用时段
的凋亡率，免疫组化分析凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３在

ＰＹ作用前后表达的变化，探讨其作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要实验材料　ＳＤ大鼠５４只，雌雄各半，体
质量２５０～３００ｇ，由第二军医大学实验动物中心提
供。注射用盐酸ＰＹ，每支８ｍｇ加入生理盐水５ｍｌ
配成注射液。ＴＵＮＥＬ检测试剂盒、Ｃａｓｐａｓｅ３均为

罗氏公司产品。Ａｘｉｏｐｌａｎ２ｉｍａｇｉｎｇ显微图像分析
系统为德国ＺＥＩＳＳ产品。

１．２　分组及模型制作　将大鼠随机分为９组，每组

６只：空白对照组，注射生理盐水２、５、８、１４ｄ组（简
称盐水组），注射ＰＹ２、５、８、１４ｄ组（简称ＰＹ组）。
动物用氯胺酮、西地泮各半复合麻醉，左上腹部备皮
消毒后，切开腹壁，将胃翻起显露出其背侧的脾脏，
轻柔牵拉固定，用１ｍｌ的注射器沿脾脏长轴方向穿
刺，注射生理盐水或ＰＹ注射液０．５ｍｌ，边注射边匀
速退针，稍加压迫针孔止血，关闭切口，继续饲养。
在预定的时间点，麻醉后循原切口再次开腹，游离并
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切断结扎脾脏周围血管，取出脾脏，肉眼观察其变
化。去除脾脏头尾，将脾脏中段分割后，分别用

１０％中性甲醛及戊二醛溶液固定。

１．３　制备石蜡切片　将用１０％中性甲醛溶液固定

２４ｈ后的标本，常规脱水、透明、石蜡包埋、切片、Ｈ
Ｅ染色，光镜观察。

１．４　末端转移酶介导的缺口　末端标记法（ＴｄＴ
ｍｅｄｉａｔｅｄＸＤｕｔｐｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）标记
凋亡细胞：４μｍ石蜡切片，常规二甲苯脱蜡，０．３％
Ｈ２Ｏ２作用，２０μｇ／ｍｌＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ 消化，ＴＵＮＥＬ
混合液反应３０ｍｉｎ，ＰＢＳ终止反应，甘油明胶封片。

１．５　Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化分析　４μｍ石蜡切片，常
规二甲苯脱蜡，抗原修复，滴加特异性一抗，ＥｎＶｉ
ｓｉｏｎ二抗，ＤＡＢ（３，３二甲基联苯胺）显色，苏木精衬
染，盐酸乙醇分化，水洗蓝化，常规树脂封片。

１．６　显微图像分析　将各组 ＴＵＮＥＬ 标记及

Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化染色切片行图像分析，选取测量
参数，测定阳性率和强阳性率，每组测定３张，每张
切片测定３个视野并求其平均值。

１．７　透射电镜观察　标本经戊二醛溶液固定２ｈ
后，１％锇酸固定，乙醇、丙酮逐级脱水，Ｅｐｏｎ８１２环
氧树脂包埋，超薄切片，铀铅染色，透射电镜下观察
凋亡细胞，拍照记录。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件行多个样
本均数间的多重比较。

２　结　果

２．１　大体观察　空白对照组大鼠脾脏呈暗红色，表
面光滑，不肿胀。盐水各时间组与空白对照组比较
无明显差异。ＰＹ２ｄ组脾组织暗红色，略有轻度肿
胀；ＰＹ５ｄ组脾组织暗红色，表面略凹陷，有轻度肿
胀；ＰＹ８ｄ组脾脏萎缩，边缘凹凸不平，表面有白色
瘢痕，与周围组织有粘连；ＰＹ１４ｄ组脾脏萎缩，表
面有白色瘢痕，脾脏表面凹陷，与周围组织粘连重。

２．２　光镜观察　空白对照组和盐水组脾脏表现基
本一致，无明显组织学改变。ＰＹ２ｄ组脾窦扩张、充
血，个别窦内皮细胞及脾索纤维细胞变性，窦内皮细
胞肿胀、嗜酸性变，或细胞核浓缩、碎裂，脾索结构略
模糊，少量炎细胞浸润、组织细胞增生；ＰＹ５ｄ组脾
组织充血显著，脾窦扩张、充血，较多窦内皮细胞及
脾索纤维细胞变性，窦内皮细胞肿胀、嗜酸性变，大
量细胞核浓缩、碎裂、崩解，脾索结构模糊，较多炎细
胞浸润、组织细胞增生；ＰＹ８ｄ组脾窦内皮细胞结
构消失，细胞核大量溶解，纤维蛋白渗出，部分脾小
体开始萎缩，纤维组织有增生，边缘充血、出血；ＰＹ

１４ｄ组脾小体萎缩，内皮细胞死亡，纤维组织增生，
脾被膜增厚，间质含铁血黄素沉积。

２．３　ＴＵＮＥＬ标记及Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化结果　
ＴＵＮＥＬ标记可见，阳性产物为棕黄色或呈棕褐色，
位于胞质中（图１Ａ）；空白对照组和盐水组少见阳性
表达，经ＰＹ作用后的各组，脾窦内皮细胞凋亡增
加。Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化可见，阳性产物呈棕黄色或
棕褐色，位于胞质内（图１Ｂ），空白对照组和盐水组
血窦内皮细胞很少见到阳性表达；ＰＹ作用各组显示
脾间质、淋巴细胞、血管内皮细胞均有较多的阳性颗
粒分布。因第８天、第１４天血窦破坏，故选取空白
对照组，盐水２、５ｄ组，ＰＹ２、５ｄ组作显微图像比较
分析，结果显示盐水２、５ｄ组与空白对照组比较无
显著差异，ＰＹ２、５ｄ组比空白对照组和盐水２、５ｄ
组显著升高（Ｐ＜０．０１，表１）。

图１　ＰＹ作用５ｄ后脾细胞凋亡和Ｃａｓｐａｓｅ３表达情况
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ｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｎ５ｄａｆｔｅｒＰＹｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｗａｓ６０．５５％

（ｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｗａｓ２７．２４％）

２．４　电镜检查结果　空白对照组和盐水各时间组
脾血窦等结构正常。ＰＹ２ｄ组脾窦扩张、充血，个
别窦内皮细胞及脾索纤维细胞变性，窦内皮细胞肿
胀、嗜酸性变，或细胞核浓缩、碎裂，脾索结构略模
糊，少量炎细胞浸润、组织细胞增生；ＰＹ５ｄ组脾组
织充血显著，脾窦扩张、充血，较多窦内皮细胞及脾
索纤维细胞变性，窦内皮细胞肿胀、嗜酸性变，大量
细胞核浓缩、碎裂、崩解（图２），脾索结构模糊，较多
炎细胞浸润、组织细胞增生；ＰＹ８ｄ组脾血窦及细
胞结构消失，细胞核大量溶解，边缘部分尚存细胞
核，纤维蛋白渗出，部分脾小体开始萎缩，纤维组织
有增生，边缘充血、出血；ＰＹ１４ｄ组脾小体萎缩，脾
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窦塌陷，内皮细胞及间质细胞坏死，纤维组织增生， 脾被膜增厚，间质内含铁血黄素沉积。

表１　ＰＹ作用后大鼠脾窦内皮细胞凋亡和Ｃａｓｐａｓｅ３表达的变化

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄＣａｓｐａｓｅ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒＰＹｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ Ｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ
Ｃａｓｐａｓｅ３

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ Ｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ
Ｃｏｎｔｒｏｌ １３．７１±２．９７ ５．８９±１．２６ ２４．５２±１．４３ ４．３４±１．９２
Ｓａｌｉｎｅ２ｄ １５．３５±１．１４ ６．５７±０．７９ ２３．７０±１．８８ ４．７８±０．７８
Ｓａｌｉｎｅ５ｄ １４．０８±２．９６ ５．７５±１．０４ ２３．６１±２．９７ ４．９２±１．４５
ＰＹ２ｄ ２７．９１±３．１８△△▲▲ １６．１６±２．４１△△▲▲ ５９．７６±３．２７△△▲▲ ３２．０３±０．３１△△▲▲

ＰＹ５ｄ ３２．５０±４．０７△△▲▲ １９．００±３．４９△△▲▲ ６３．２３±３．２７△△▲▲ ３０．９１±３．２３△△▲▲

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｓａｌｉｎｅ２ｄ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｓａｌｉｎｅ５ｄ

图２　ＰＹ作用５ｄ后脾组织的电镜图像

Ｆｉｇ２　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆｓｐｌｅｎｉｃｔｉｓｓｕｅｓ５ｄａｆｔｅｒＰＹｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
Ａ：Ｔｈｅｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｂｌｏｏｄｐｌａｔｅｌｅｔｃｏａｇｕｌａｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅ

ｔｈｒｏｍｂｕｓｆｏｒｍｅｄ；Ｂ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｎｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅ

３　讨　论

　　目前，国内外血管瘤实验研究的动物模型常采
用静脉丰富迂曲的区域，如鸡冠、鼠大隐静脉、兔耳
背静脉或动物的脾脏等，因脾具有丰富血窦，窦腔
大、不规则，并相互通连，充满血液，窦壁由长杆状的
内皮细胞沿血窦纵轴排列所构成，与海绵状血管瘤
的静脉性血窦并衬有基本正常的静脉性内皮结构特

点尤其类似，所以我们选用了脾脏作为研究ＰＹ治
疗海绵状血管瘤机制的动物模型。

　　大体观察结合透射电镜的超微结构观察表明：

ＰＹ作用后，脾窦内皮细胞和脾组织其他细胞受损，
脾窦逐渐毁损，以至于注射后第８天和第１４天，光
镜及电镜下已很难见到完整的脾窦结构。电镜下获
得凋亡细胞特征性的形态学改变是判断细胞凋亡最

可靠的依据［２］，在ＰＹ不同作用时段的电镜视野内
均能见到各种具有凋亡形态的细胞，而空白对照组
电镜下均未发现凋亡细胞；在光镜和电镜的视野中
还能见到一些坏死现象，到中末期可见到少许成纤
维细胞增生，可能与光镜下见到的脾脏被膜增厚、纤

维组织增生有关。

　　ＴＵＮＥＬ是原位检测凋亡最为敏感、快速、特异
的方法，结果表明：在注射ＰＹ后２～５ｄ内，细胞凋
亡增多，存在于脾窦内皮细胞、间质细胞以及淋巴细
胞中，图像分析表明其凋亡率显著高于空白对照组
和盐水组，与光镜和电镜观察到的脾脏结构逐渐破
坏的结果一致，说明细胞凋亡是导致脾脏组织结构
损伤的主要原因。

　　Ｃａｓｐａｓｅ３是半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶家族的
核心成员，该家族被认为是凋亡重要的发起者和执
行者［３］，Ｃａｓｐａｓｅ３可导致凋亡特征性的核变化———
染色质凝聚、ＤＮＡ裂解［４］，临床研究证实，血管瘤内
皮细胞的凋亡是ｃａｓｐａｓｅ依赖的［５］。我们对Ｃａｓｐａｓｅ３
的定量分析结果表明：空白对照组Ｃａｓｐａｓｅ３呈阳性
表达，可能与脾脏存在少量细胞凋亡有关［６］，但随着

ＰＹ作用时间的延长，Ｃａｓｐａｓｅ３表达逐渐增强，并与

ＰＹ诱导细胞凋亡率的增加一致。

　　综上所述，ＰＹ主要是导致脾窦内皮细胞等凋亡，
并伴有一定程度的坏死、少量成纤维细胞增生等，最
终导致脾窦破坏，脾脏萎缩，瘢痕形成。ＰＹ导致细胞
凋亡与Ｃａｓｐａｓｅ３的活性增加相一致，由于细胞坏死
是通常不具有Ｃａｓｐａｓｅ３的活化特征的［７］，因此可以
认为ＰＹ通过Ｃａｓｐａｓｅ３活化途径来诱导细胞凋亡。

　　应该注意到，临床采用ＰＹ注射治疗海绵状血管瘤
大多数为多次反复注射，故上述作用可能更为强烈。

　　诱导凋亡可能成为治疗肿瘤的主要方式［８］，针
对Ｃａｓｐａｓｅｓ的治疗策略是诱导凋亡的重要手段之
一［９］，ＰＹ 依赖 Ｃａｓｐａｓｅ３途径诱导脾组织细胞凋
亡，为我们研究血管瘤的治疗提供了新的思路，即特
异性地激活Ｃａｓｐａｓｅ３，以触发细胞凋亡，从而提高
血管瘤内皮细胞的凋亡效率，达到使血管瘤消退的
目的，避免反复使用化疗药物所导致的不良反应。
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