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摘要:目的 探讨缺血再灌注损伤对大鼠腮腺导管细胞 TGF-β1、Bcl-2 表达的影

响。方法 wistar 大鼠经颈总动脉结扎造成腮腺缺血再灌注模型,应用免疫细胞

化学及一般光镜技术,分别观察缺血 0.5h和 lh，再灌注 6h（早期）、12h（中

期）和 24h（后期）腮腺导管上皮细胞的 TGF-β1和 Bcl-2 的动态表达情况及一

般形态学变化。结果  1.TGF-β1：缺血再灌注组较对照组 TGF-β1表达明显提高

（P<0.01），且随缺血时间的延长，TGF-β1、的表达呈逐渐增高趋势；组间比

较，缺血 lh比 0.5h组表达提高（P<0.01）；再灌注各组间两两比较均无显著

差异（P>0.05）。2.Bcl-2：再灌注 6h 组的表达较对照组明显增高（P<0.05），

而再灌注 12h、24h 较对照组无明显差异（P>0.05）；组间比较，缺血时间

0.5h与 lh组、再灌注各组间的两两比较均无显著差异（P>0.05）。3.形态学：

与对照组正常形态比较，实验组在缺血再灌注早期开始出现腺泡细胞萎缩、坏

死等形态学改变,中期明显,后期修复。导管上皮细胞变化较轻。结论 缺血再灌

注可明显提高大鼠腮腺导管细胞 TGF-β1的表达；缺血时间越长，TGF-β1表

达上调越明显；缺血再灌注使 Bcl-2 的表达在早期明显升高；而中晚期 Bcl-2 的

表达无显著变化；缺血再灌注对 TGF-β1 和 Bcl-2 表达的影响可能与形态学变

化有关。
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Abstract:Objective： To observe the expression of TGF-β1 ,Bcl-2 in experimental 

ischemia and perfusion in rat parotid gland conduct epithelial cells,to investigate the 

relationship between the expression and morphological change.Methods :Ninety rats 

were performed the bilateral neck arteries tied and divided into 9 groups randomly. 

The morphological changes of parotid gland and the expression of TGF-β1  Bcl-2 

were observed by using light microscope(LM) and immunohistochemistry. Results：

Under the condition of the same perfusion time, the expression of TGF-β1 increased 

at perfusion 0.5 h and 1h   Under the condition of the same ischemia time, 

expressions of TGF-β1 and Bcl-2 didn’t change obviously at early and middle, last 

phases; but the expression of Bcl-2 increased at early phase only.. At the earlier and 

middle stage of parotid injured of ischemia and perfusion,the parotid acinar cells 

showed morphological changes. At last the experimental group underwent repair. 

Conclusion： Under the condition of ischemia and，expression of TGF-β1 in 

parotid gland conduct epithelial cells was increased each phase ,but that of Bcl-2 was 

increased at early phase. Times of Perfusion may not be important factor which 

effects expression of TGF-β1 in parotid gland conduct epithelial cells  The 

expression of Bcl-2 in parotid gland conduct epithelial cells may not be important 

factors which be responsible for the histological injures and repaired at ischemia 

reperfusion .
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    缺血再灌注损伤是指组织缺血后恢复供血而引起的较为严重的组织损伤。

再灌注时，细胞的增殖抑制与细胞凋亡是导致细胞缺血再灌注损伤的重要因素。

TGF-β1具有多种生物学活性，上皮细胞增殖抑制活性是其重要功能之一。Bcl-

2 具有抗凋亡作用，属于原癌基因，翻译成 Bcl-2 蛋白存在于胞体内，通过抑制

氧化-还原途径，阻止细胞最后死亡，进而抑制细胞凋亡。Sieg 等对实验性大鼠

颌下腺缺血再灌注的形态学变化等方面进行了研究[1]。本实验采用免疫组化和

一般形态学技术,检测大鼠腮腺导管上皮细胞在不同再灌注时间、不同缺血时间



TGF-β1 和 Bcl-2 的表达情况与形态学变化,探讨 TGF-β1 、Bcl-2 在腮腺导管上

皮细胞缺血再灌注损伤中所起的作用，为腮腺缺血、损伤、修复和移植的研究

提供理论和实验依据。

1材料和方法

1.1实验动物  健康清洁级成年 Wistar 大鼠 90只,体质量 250-300g,由北京维

通利华实验动物技术有限公司提供，实验动物生产许可证号 SCXK(京)2006-

2009 。动物购置后适应性饲养一周，自由摄食饮水，动物室温度 20℃~22℃，

湿度 50％～60％，12 h明暗交替。

1.2动物分组: 大鼠随机分 9组,即: 缺血 0.5h,分别再灌注 6h、12h、24h三组;缺

血 1h,分别再灌注 6h、12h、24h三组;假手术对照组术后 6h、12h、24h三组,

每组 10只。

1.2缺血再灌注模型建立：各组大鼠经腹腔注射戊巴比妥钠(l mg／kg)麻醉. 

缺血再灌注实验组分离双侧颈总动脉，并用银质动脉夹夹闭双侧颈总动脉,

0.5h或 1h后松开动脉夹,分别再灌注 6h、12h、24h。对照组实施假手术，即仅

分离双侧颈总动脉，但不阻断血流，其它操作同实验组，分别维持假手术状态

6h、12h、24h。

1.3取材、制片与 HE染色: 4%多聚甲醛灌注固定各组大鼠,取出腮腺,多聚甲醛

后固定。梯度酒精脱水，石蜡包埋，连续切片,每隔 20张取 5张片（一套），

共取 20套。常规苏木精-伊红(HE)染色观察一般形态学变化。

1.4免疫组化染色:采用 SP 法检测 TGF-β1 、Bcl-2 的表达。经过微波抗原修复、

1:100浓度的兔抗 TGF-β1 、1：100鼠抗 Bcl-2一抗孵育,DAB 显色,苏木素复

染。每张切片随机选取 10个高倍视野,图像分析仪计数腮腺导管上皮细胞中的

TGF-β1 、Bcl-2 阳性细胞数。

1.5统计学处理：缺血再灌注组与对照组进行总体比较，采用方差分析;组内

(缺血时间各组，再灌注时间各组、对照各组)两两比较，采用 q检验。检验水

准 α=0.05(双侧)。

2.结果

    2.1 TGF-β1表达免疫组化结果：TGF-β1 在各组大鼠腮腺导管上皮细胞



中均有表达,阳性颗粒呈桔黄色或棕色位于细胞核周围的胞浆内（见图 1、图

2、图 3）。方差分析显示缺血再灌注组较对照组 TGF-β1表达明显提高

（P<0.01），且随缺血时间的延长，TGF-β1、的表达呈逐渐增高趋势

（P<0.01）；说明缺血再灌注使 TGF-β1的表达明显升高；组间两两比较 q检验

结果，缺血时间 0.5h与 lh组有明显差异（P<0.01），说明再灌注时间一定，

缺血时间影响 TGF-β1表达，缺血时间越长，TGF-β1表达上调越明显；组内比

较再灌注 6h与 12h组、再灌注 12h与 24h组、6h和 24h组比较均无显著差异

（见表 1），说明再灌注 6h、12h、24h三个时间点的 TGF-β1表达无差异，提

示缺血时间一定，腮腺导管上皮 TGF-β1表达不随再灌注时间延长而改变。。

表 1、缺血再灌注各组大鼠腮腺导管上皮细胞 TGF-β1的表达

（阳性细胞均数, ±s）x

                       

分组 n 再灌注 6h 再灌注 12h 再灌注 24h

对照组 10 17.25±2.98 17.34±1.29 17.38±1.34

缺血 0.5h 10 26.38±3.32** 24.42±2.65** 23.72±3.10**

缺血 1h 10 30.46±4.25**▲

▲

29.82±3.12**▲

▲

28.87±3.22**▲

▲

注：与对照组比较，**P<0.01；  与缺血 0.5h组比较▲▲P<0.01 ；



图 1  缺血 1h 各组大鼠腮腺导管上皮细胞中 TGF-β1的表达（SP×400）

左：再灌注 6h ，中：再灌注 12h，右：再灌注 24h

图 2  缺血 0.5h 各组大鼠腮腺导管上皮细胞中 TGF-β1的表达（SP×400）

左：再灌注 6h ，中：再灌注 12h，右：再灌注 24h



图 3 对照各组大鼠腮腺导管上皮细胞中 TGF-β1的表达（SP×400）

左：假手术后 6h ，中：假手术后 12h，右：假手术后 24h 

2.2  Bcl-2 表达免疫组化结果：Bcl-2 在导管上皮细胞中表达总体较少,阳性颗

粒呈桔黄色位于细胞核上方细胞浆内，如图 4、图 5所示。各组阳性细胞数的

比较见表 2。方差分析显示，再灌注 6h 的时间点上，缺血时间 0.5h和 1h组导

管上皮细胞 Bcl-2 的表达均较对照组明显增高，有统计学意义（P<0.05），说

明缺血再灌注使 Bcl-2 的表达在早期明显升高；再灌注 12h、24h 两个时间点，

各组 TGF-β1、的表达均较对照组无统计学意义（P>0.05），说明缺血再灌注对

损伤中晚期 Bcl-2 的表达无明显影响。缺血 0.5h与 lh两个时点的 Bcl-2表达

均无差异，提示缺血时间不是影响大鼠腮腺导管上皮细胞 Bcl-2 表达的重要因

素。

表 2、缺血再灌注各组大鼠腮腺导管上皮细胞 Bcl-2 的表达

（阳性细胞均数 ±s）x

分组 N 再灌注 6h 再灌注 12h 再灌注 24h

对照组 10 1．85±0.28 1.91±0.26 1.83±0.43

缺血 0.5h 10 4.33±0.32* 2.62±0.53 2.12±0.41

缺血 1h 10 4.76±0.25* 2.42±0.22 2.89±0.43

注：与对照组比较，*P<0.05；  



图 4  再灌注 6h 各组大鼠腮腺导管上皮细胞中 Bcl-2 的表达（SP×400）

左：对照组 ，中：缺血 0.5h组，右：缺血 1h组

图 5  再灌注 24h 各组大鼠腮腺导管上皮细胞中 Bcl-2 的表达（SP×400）

左：对照组 ，中：缺血 0.5h组，右：缺血 1h组

    2.3 一般形态学结果 

 HE染色可见（图 6，图 7）:对照组腮腺小叶结构清楚, 腺泡和导管上皮细

胞 核完整。再灌注 6h腮腺小叶间隔疏松,腺泡腺泡和导管上皮有不同程度出现

核浓缩, 核碎裂现象，即细胞核开始分裂为 2-4个小体, 边集于核膜附近；细

胞核膜尚清楚。 导管上皮细胞结构变化较腺泡细胞轻。再灌注 12h各组, 上皮

细胞的胞核变化更加明显，导管上皮改变仍较轻。再灌注 24h时,腮腺组织细胞



结构开始出现修复，有核改变细胞减少。缺血 1h组与 0.5h组腮腺导管和腺泡

上皮结构变化相似。

图 6 对照各组大鼠腮腺及导管上皮细胞形态学结构（HE×400）

左：假手术后 6h ，中：假手术后 12h，右：假手术后 24h

图 7 缺血 1h各组大鼠腮腺及导管上皮细胞形态学结构（HE×400）

左：再灌注 6h ，中：再灌注 12h，右：再灌注 24h

3 讨论

TGF-β1是广泛表达于多种正常细胞和转化细胞中的生长因子。以往多数学

者认为它主要调节细胞的增殖、迁移和分化。一般认为，TGF-β1通过诱导细胞

内蛋白磷酸化及生长抑制基因表达,来发挥上皮细胞的增殖抑制作用。近年国内

有学者应用细胞培养技术发现， TGF-β1可在体外诱导 TL-60细胞发生凋亡

【2】。缺血再灌注导致的细胞损伤中，炎症因子导致的细胞凋亡是其中主要形

式【3】。本实验结果说明实验性缺血再灌注对大鼠腮腺导管细胞 TGF-β1的表达

有影响，缺血再灌注使 TGF-β1的表达明显提高。结合 HE染色形态学结果，腺



泡和导管上皮细胞程度不同地出现核浓缩、核碎裂、染色质边集等细胞凋亡形

态学改变现象，提示上调的 TGF-β1可能促进腮腺细胞凋亡，同时抑制增殖。腮

腺的形态学变化与 TGF-β1高表达密切相关。这一结果，与 Kishi K 的研究一致，

他们发现，体外培养的成纤维细胞在缺氧条件下，TGF-β1的表达升高，进而发

挥其细胞增殖抑制、诱导凋亡的作用【4】。本实验结果还显示，大鼠腮腺缺血

再灌注损伤时，再灌注时间一定，TGF-β1、的表达因缺血时间的延长呈逐渐增

高；说明缺血时间影响 TGF-β1 的表达，缺血时间越长，TGF-β1表达上调越明显；

而缺血时间一定，再灌注 6h、12h、24h三个时间点的 TGF-β1表达无差异，提

示再灌注时间不是影响大鼠腮腺导管上皮细胞 TGF-β1表达的主要因素。

原癌基因 Bcl-2 是一种细胞凋亡抑制基因，可翻译成两种相似蛋白，表达在

核膜、粗面内质网和线粒体膜上。本研究结果显示，缺血再灌注使 Bcl-2 的表

达在损伤早期(6h)明显升高 Bcl-2；但再灌注 12h、24h 时，即缺血再灌注损伤

中晚期，缺血再灌注对 Bcl-2 的表达无明显影响。 Marzioni 等[5]研究发现，在胎

盘损伤部位的绒毛细胞，Bcl-2 的表达明显高于其他正常部位，提示 Bcl-2 高表达可能起

抑制凋亡发生、使损伤不致过度的作用，即一种组织保护功能。联系形态学结果，缺血再

灌注早期组织细胞损伤明显，晚期逐渐修复，一致说明 Bcl-2 抑制损伤早期细胞凋

亡的发生，对腮腺起保护作用，但并不能完全阻断凋亡发生。另一方面，缺血时间

0.5h与 lh组间比较 Bcl-2 的表达无显著差异（P>0.05），提示缺血时间不是影

响大鼠腮腺导管上皮细胞 Bcl-2 表达的主要因素。至于缺血再灌注中后期时，

Bcl-2 表达均与对照组无差别，说明此时它的凋亡抑制作用已达正常水平[7], 提

示导管上皮细胞 Bcl-2 表达不是影响腮腺中期损伤和后期修复的主要因素，而

由其他生长因子（如 TGF-β1）发挥修复作用。

综上，缺血再灌注能影响 TGF-β1、Bcl-2 在大鼠腮腺导管上皮细胞的表达；

腮腺的形态学变化可能与上调的 TGF-β1表达密切相关。再灌注早期 Bcl-2 表达

提高，可能起限制细胞凋亡的作用。一定范围内，随缺血时间延长，TGF-β1表

达逐渐升高。
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