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　　摘　要：目的　通过在兔颈动脉球囊损伤模型中转染血小板衍化内皮细胞生长因子（ＰＤＥＣＧＦ）基因使其上调，探讨该基因

在预防血管再狭窄中的作用。方法　３６只新西兰白兔（体质量２．５～３．０ｋｇ）建立兔颈动脉球囊损伤模型，分为实验组（狀＝１８）和

对照组（狀＝１８）：实验组使用病毒进行ＰＤＥＣＧＦ基因转染；对照组采用交付剂处理。３周后，采用Ｅｖａｎｓ蓝染色和 ＨＥ染色分别

检测各组内皮覆盖率及新生内膜的改变情况；采用免疫组化技术和免疫印迹法检测颈动脉组织中ＰＤＥＣＧＦ蛋白表达情况。结

果　实验组内皮覆盖率［（７２．８±４．０）％］显著高于对照组［（３３．６±７．４）％］；ＨＥ染色可见实验组内膜及中层平滑肌增生程度较

对照组明显减轻；免疫组化及免疫印迹法结果均表明实验组颈动脉组织中ＰＤＥＣＧＦ蛋白表达显著高于对照组（犘＜０．０５）。结论

　在家兔颈动脉球囊损伤模型中，上调ＰＤＥＣＧＦ基因具有抑制平滑肌细胞增殖和促进内皮细胞生长以及血管生成的作用。
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　　经皮冠状动脉介入治疗（ＰＣＩ）是心肌梗死或不稳定型心

绞痛血管重建的首选方法，能够有效地恢复冠状动脉血流，降

低患者的病死率。然而，由于其术后易发生冠状动脉再狭窄，

从而严重影响了该疗法的远期效果。研究表明，早期裸支架植

入ＰＣＩ术后血管再狭窄发生率可达４０％；虽然随着药物洗脱

支架的运用，这一并发症发生率有所降低，但仍达到１１％
［１］。

防治ＰＣＩ术后靶血管再狭窄及重建靶血管生物学功能的

关键在于加速靶血管段的内皮覆盖、抑制局部平滑肌细胞过度

增殖及促进受损血管的修复。最近的研究表明，使用促进血管

生长的基因可加快和增加局部缺血患者侧支动脉的发展和促

进血管再生［２３］。血小板衍化内皮细胞生长因子（ＰＤＥＣＧＦ）

又被称为胸苷磷酸化酶（ＴＰ），其具有趋化内皮细胞和促进血

管生成的作用。在活体动物血管疾病研究中发现，ＰＤＥＣＧＦ

基因转染具有促进血管生成的作用［４］。本研究将ＰＤＥＣＧＦ

基因转染入兔颈动脉球囊损伤模型，探讨ＰＤＥＣＧＦ基因是否

拥有促进损伤血管再内皮化、抑制内膜增生及改善ＰＣＩ术后

靶血管再狭窄的作用，也为将来降低ＰＣＩ术后靶血管不良重

构和再狭窄提供一种新的治疗思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物　３６只雄性新西兰白兔，６月龄，体质量２．５～

３．０ｋｇ，由第三军医大学实验动物中心提供。

１．２　方法

１．２．１　家兔颈总动脉球囊损伤模型的建立及干预　动物适应

性喂养２周后，分为对照组（狀＝１８）和实验组（狀＝１８），并行左

颈总动脉球囊损伤术，具体步骤和方法参阅文献［４５］报道。

实验组新西兰白兔于损伤颈总动脉内注入ＰＤＥＣＧＦ基因（病

９４１２重庆医学２０１４年６月第４３卷第１７期
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临床研究。



毒含量１×１０１０ｃｆｕ／１００μＬ，共０．１ｍＬ，由上海吉凯基因生物技

术公司合成），保留１０ｍｉｎ；对照组则注入同等体积的交付剂无

菌生理盐水保留１０ｍｉｎ。为了更好地促进ＰＤＥＣＧＦ基因的

转染，实验组损伤动脉外膜给予含ＰＤＥＣＧＦ基因（病毒含量１

×１０１０ｃｆｕ／１００μＬ，共０．１ｍＬ）的４０％ｇｅｌＦ１２７促进转染；对

照组则给予不含病毒的０．１ｍＬ４０％ｇｅｌＦ１２７处理。随后，

生理盐水清洗手术切口，逐层缝合皮下组织与皮肤。术后给予

青霉素１０×１０４Ｕ／ｋｇ肌肉注射预防感染。

１．２．２　病理组织学检查　Ｅｖａｎｓ蓝染色：３周后，取实验组和

对照组家兔各６只，经耳缘静脉注入０．５％Ｅｖａｎｓ蓝，取颈动脉

损伤节段，沿血管长轴剪开，平铺观察着色情况（着色部分为损

伤后仍未修复的内皮），并计算内皮细胞覆盖率［内皮细胞覆盖

率＝内皮细胞覆盖面积（ＩＡ）／总面积（ＴＡ）］。ＨＥ染色：３周

后，两组各取家兔６只，收集颈动脉损伤节段约１．５～２．０ｃｍ，

甲醛溶液固定，梯度脱水，石蜡包埋并切片（５μｍ）。ＨＥ染色

后测量平均内膜厚度、平均中膜厚度及内膜面积与中膜面积比

值（Ｉ／Ｍ）。内膜面积＝内弹力膜包绕面积－管腔面积，中膜面

积＝外弹力膜包绕面积－内弹力膜包绕面积。

１．２．３　ＰＤＥＣＧＦ免疫组化染色　各组石蜡切片（５μｍ，狀＝

６）行ＰＤＥＣＧＦ免疫组化染色，具体方法见参考文献［６］，一抗

为鼠单克隆ＰＤＥＣＧＦ（Ｓａｎｔａ公司，１∶５００），二抗为山羊抗小

鼠（北京中杉公司，１∶３０００），以ＰＢＳ缓冲液代替一抗作为阴

性对照。免疫组化结果判定：ＰＤＥＣＧＦ表达阳性和阴性，根据

细胞染色强度和染色细胞所占面积二者积分之和来判断。染色

强度积分为：不染色＝０，轻度染色＝１，中度染色＝２，强染色＝

３；染色面积积分为：无细胞染色＝０，＜２５％细胞染色＝１，２５％

～５０％细胞染色＝２，＞５０％细胞染色＝３。若两种积分之和大

于２，则为ＰＤＥＣＧＦ表达阳性，≤２则为表达阴性
［７］。

１．２．４　免疫印迹法检测ＰＤＥＣＧＦ蛋白表达　３周后，处死２

组各６只家兔，收集颈动脉损伤节段约２～３ｃｍ，提取组织总

蛋白并测定蛋白浓度，各组取４０μｇ全蛋白在ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶

中进行电泳，随后，蛋白转移至硝酸纤维素膜上，加一抗［小鼠

单克 隆 ＰＤＥＣＧＦ（１∶１ ０００）和 小 鼠 单 克 隆 βａｃｔｉｎ

（１∶２０００）］，４℃孵育过夜，洗膜，加辣根过氧化物酶标记的

羊抗鼠二抗（１∶４０００），室温孵育２ｈ，洗膜后使用化学发光法

在ＢｉｏＲａｄ分子成像仪上成像。

１．３　统计学处理　采用统计学软件ＳＰＳＳ１６．０进行统计分

析，计量资料以狓±狊表示，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｅｖａｎｓ蓝染色　动物喂养３周后实验组和对照组管壁均

有白色不着色部分，呈斑片状，内皮覆盖率分别为（７２．８±

４．０）％和（３３．６±７．４）％；实验组内皮覆盖率显著高于对照组

（犘＜０．０５），见图１、２。

　　Ａ：实验组；Ｂ：对照组。

图１　　典型颈动脉Ｅｖａｎｓ蓝染色

２．２　ＨＥ染色　ＨＥ染色显示，３周后对照组血管内膜明显增

厚，平滑肌细胞排列紊乱，而实验组血管内膜增生显著减轻，中

膜平滑肌及胶原组织增生均无对照组明显（图３）。两组平均

内膜厚度、平均中膜厚度及Ｉ／Ｍ见表１。

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

图２　　对照组和实验组内皮覆盖率情况

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组。

图３　　颈动脉 ＨＥ染色（×１００）

表１　　两组平均内膜厚度、平均中膜厚度及Ｉ／Ｍ（狓±狊）

项目 狀 实验组 对照组

平均内膜厚度（μｍ） ６ ６６．５±２．５ ９８．４±４．６

平均中膜厚度（μｍ） ６ ９９．１±９．３ １３９．２±１．２

Ｉ／Ｍ（％） ６ ４１．２±７．０ ９０．３±６．９

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组。

图４　　ＰＤＥＣＧＦ在颈动脉组织中的表达（×２００）

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

图５　　ＰＤＥＣＧＦ在颈动脉中染色面积和染色

强度积分和改变情况

２．３　免疫组织化学染色分析　ＰＤＥＣＧＦ在颈动脉组织中主

要表达于血管内皮细胞、间质细胞，染色主要在细胞质和细胞
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核内（图４、５）。实验组中ＰＤＥＣＧＦ阳性表达率显著高于对照

组（犘＜０．０５）。

２．４　免疫印迹法检测ＰＤＥＣＧＦ表达　免疫印迹法检测证实

实验组ＰＤＥＣＧＦ蛋白在受损颈动脉细胞中的表达明显高于

对照组（犘＜０．０１），见图６。

　　Ａ：３周后ＰＤＥＣＧＦ蛋白表达，Ｂ：ＰＤＥＣＧＦ／βＡｃｔｉｎ相对灰度值。

图６　　免疫印迹法检测ＰＤＥＣＧＦ表达

３　讨　　论

ＰＣＩ术后血管内皮细胞层不可避免地受到损伤，内皮层完

整性的破坏是血栓形成的起始环节，这也将启动血管壁粥样斑

块的进程，并导致内膜反应性增生［８］。内皮损伤的自我修复是

个漫长的过程，在内皮层修复前，血液中存在的血管活性物质

与内皮下血管壁接触，一方面引起血栓形成，另一方面，血管平

滑肌细胞在这些活性物质的刺激下也发生反应性的增生，结局

是血管再狭窄的发生。

ＰＤＥＣＧＦ最早于１９８７被提取出，大量的实验证明了ＰＤ

ＥＣＧＦ与肿瘤血管生成之间的关系
［９１０］。ＰＤＥＣＧＦ是一个相

对分子质量５５×１０３ 的多肽，在体内是常以１１０×１０３ 的二聚

体存在，是内皮细胞的有丝分裂原，而ＰＤＥＣＧＦ作为一种血

管生长因子，在体内与体外都被证实有血管新生作用［９１１］。

ＰＤＥＣＧＦ也是嘧啶核苷合成和分解代谢中一个重要的酶，能

同时催化胸腺嘧啶核苷去磷酸化为胸腺嘧啶和２脱氧核糖

１磷酸并且催化以上２种物质代谢为β氨基异丁酸和２脱氧

Ｄ核糖，这些物质都具有明显刺激血管生成和促进血管延长作

用［１２１３］。目前对于ＰＤＥＣＧＦ促进血管生成作用的机制公认

为：（１）ＰＤＥＣＧＦ促进血管生成作用是通过其酶活性而达到

的；（２）酶活性作用降低了细胞内外胸腺嘧啶核苷及其他抑血

管生成物的浓度；（３）ＰＤＥＣＧＦ的代谢产物中含有促进血管生

成的物质［１４］。体外实验研究表明，受损的内皮细胞可通过摄

取血小板内的ＰＤＥＣＧＦ调节自身内环境的平衡，从而使损伤

得以修复。另外，在体外实验中ＰＤＥＣＧＦ能抑制平滑肌细胞

的增殖［１５１６］。这些研究充分提示了ＰＤＥＣＧＦ在预防损伤血

管再狭窄中可能发挥较大的作用。

本实验发现，与对照组相比，家兔颈动脉球囊损伤后转染

ＰＤＥＣＧＦ基因，能明显提高损伤动脉的内皮覆盖率。此外，

ＨＥ染色发现血管内膜增生显著减轻，中膜平滑肌及胶原组织

增生均不明显，管腔狭窄率与对照组相比也显著减低。以上表

明，ＰＤＥＣＧＦ基因能有效促进损伤后血管内皮细胞的修复，同

时也能有效抑制平滑肌细胞的过度活化增殖，从而使血管发生

再狭窄的比例也显著下降。本研究通过免疫组化染色和免疫

印迹法分析发现，３周后实验组ＰＤＥＣＧＦ表达水平明显高于

对照组，可见，ＰＤＥＣＧＦ基因通过简单的转染方式在实验组家

兔颈动脉中也得到了有效的表达。事实上，ＰＤＥＣＧＦ除了能

促进血管生成外，还能抑制血管平滑肌细胞增殖和促进其凋

亡。作者推测，ＰＤＥＣＧＦ可能通过多种途径来促进内皮细胞

和血管的生成，以及抑制血管平滑肌细胞增殖，其具体的分子

机制作者将在下一步的研究中深入阐述。

综上所述，ＰＤＥＣＧＦ基因的转染在损伤血管中表现出了

趋化内皮细胞、促进血管生成和抑制平滑肌细胞增殖的作用，

这提示ＰＤＥＣＧＦ基因转染治疗对颈动脉球囊损伤后预防血

管再狭窄有较好的疗效。ＰＤＥＣＧＦ基因转染可为ＰＣＩ术后防

治血管再狭窄提供新的思路、观念。
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２．５　免疫组织化学检测结果　ＮＦκＢ和αＳＭＡ在正常肝组

织的所有细胞中均微量表达。ＮＦκＢ主要分布在细胞核内及

部分胞质，而αＳＭＡ主要在肝细胞的胞质中表达。镜下观察

模型组大鼠肝组织中ＮＦκＢ和αＳＭＡ蛋白表达广泛，其阳性

染色面积均高于正常对照组、ＡＰＡ 组和三七丹参组（犘＜

０．０１），且呈现深棕黄色。而 ＡＰＡ组与三七丹参组比较，ＮＦ

κＢ蛋白阳性染色面积表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），α

ＳＭＡ蛋白阳性染色面积表达差异有统计学意义（犘＜０．０１），

见表３。

表３　　各组大鼠肝组织中ＮＦκＢ和αＳＭＡ阳性表达

　　　　面积的比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＮＦκＢ αＳＭＡ

正常对照组 １０ １３．６２０±４．９６３ ２２．９９０±１．１８５

模型组 ９ ４４．９００±５．１４３△ ６３．０２０±５．３６６△

ＡＰＡ组 ９ ２５．４１０±３．０７３▲ ３２．４００±２．７２１▲

三七丹参组 １０ ２７．３３０±５．１６８▲ ４３．４１０±４．３３５▲◆

　　△：犘＜０．０１，与正常对照组比较；▲：犘＜０．０１，与模型组比较。

３　讨　　论

肝纤维化是多种因素作用的结果，越来越多的国内外学者

认为肝纤维化主要是由于多种细胞因子激活肝星状细胞，导致

细胞外基质的沉积和降解减少。本实验主要观察了 ＮＦκＢ和

αＳＭＡ两个因子在肝脏中的表达情况，并探讨ＡＰＡ抗大鼠实

验性肝纤维化的作用机制。

ＮＦκＢ是众多细胞因子和炎性介质表达的主要转录因子，

是多种信号转导途径的汇聚点［２］。ＮＦκＢ蛋白正常情况下与

ＩκＢａ结合存在于肝脏多种细胞的细胞质中，当 ＮＦκＢ受到一

些反式信号通路激活时（主要是ＩκＢ激酶），它可以使ＩκＢａ蛋

白泛素化和降解，导致ＮＦκＢ激活并向细胞核移位，从而导致

肝星状细胞（ＨＳＣ）活化并呈现ＮＦκＢ的核转位活性
［３］。活化

的 ＨＳＣ内ＮＦκＢ活性增强，导致肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白

细胞介素６（ＩＬ６）、细胞间黏附分子（ＩＣＡＭ）１、转化生长因子

（ＴＧＦ）β１等ＮＦκＢ下游致炎因子表达增强，放大了肝脏炎性

损伤反应［４］。长时间的炎性反应导致肝脏的纤维化。

αＳＭＡ被视为肝纤维化的一个很好的标志物，有研究表

明氧化应激在 ＨＳＣ活化过程中起了重要的作用，可以刺激

ＨＳＣ活化并转化为αＳＭＡ阳性的成纤维细胞
［５］。此外，虽然

αＳＭＡ也可以由其他类型的细胞来表达，但是αＳＭＡ被称为

ＨＳＣ活化的一个可靠标志
［６］。ＨＳＣ在正常情况下是静态的，

它的激活使过量的胶原蛋白沉积在肝脏而导致肝纤维化［７］。

本实验病理形态学和血液生化检查结果表明，ＡＰＡ能显

著降低肝纤维化分期程度和改善肝功能，对四氯化碳所致的大

鼠肝纤维化有一定的防治作用。本研究尚发现 ＮＦκＢ和α

ＳＭＡ在模型组中高度表达，而在ＡＰＡ组和三七丹参组中表达

相对较少，即纤维化程度越高，ＮＦκＢ和αＳＭＡ表达水平相对

较高。由此可以推断 ＡＰＡ抗纤维化作用可能与其可以降低

肝纤维化组织中 ＮＦκＢ和αＳＭＡ的表达水平有关。进一步

深入研究ＡＰＡ与肝纤维化的关系及其潜在的机制具有深远

意义，将为治疗肝纤维化药物开拓新的道路。
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