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目的
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研究组织型纤溶酶原激活物"
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#对
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%炎性反应%免疫调节%氧化应激的作用!以及对内膜增生的影

响$方法
!

对糖尿病兔给予颈动脉外膜剥除建立动物模型!然后进行血管损伤处理!同时给予
G.7?

控释微球后!免疫荧光染色分

别观察对照组和处理组神经重构的变化情况!同时检测给予
G.7?

控释微球对乙酰胆碱和去甲肾上腺素释放的影响$
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检

测
G.7?

释控微球对局部血管组织的炎症%免疫反应和氧化应激的影响$采用交感神经元与平滑肌细胞共培养!之后给予乙二醛

进行处理作为动脉粥样硬化细胞模型!以
G.7?

处理组作为干预组!观察
G.7?

对胆碱能神经元数目!与平滑肌细胞之间的突触连

接数目%乙酰胆碱分泌的影响$
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检测
G.7?.CC7.
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信号通路的改变$结果
!

给予
G.7?

控释微球能明显

增加胆碱能神经元数目和神经纤维"
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#而不影响去甲肾上腺素能神经元数目和神经纤维"

!
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#!并且导致乙酰胆碱释

放增多"

!
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#!最终抑制内膜增生"

!
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#$离体交感神经元与平滑肌细胞共培养!之后给予乙二醛处理作为动脉粥样硬

化细胞模型中
G.7?

促进胆碱能神经元增殖%增加乙酰胆碱的分泌和促进胆碱能神经纤维的数目增多"
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检测

发现
G.7?

能够激活
CC7+

!抑制
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信号通路"
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#$结论
!

G.7?

激活
CC7+

反馈抑制
R

-5>@=.>8.

)

2

信号

通路增加血管外膜自主神经重构延缓动脉粥样硬化疾病的发生发展$
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自主神经重构'纤溶酶原激活剂'
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'动脉粥样硬化'血管外膜
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血管外膜自主神经重构障碍可导致血管的结构*功能及机

体的炎性反应和代谢状态紊乱#参与动脉粥样硬化疾病的发生

发展&

$.'

'

+血管外膜自主神经主要由分布在动脉内膜"外膜交

界区域的胆碱能神经纤维#和位于动脉外膜区域的去甲肾上腺

素能神经纤维构成&
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+组织型纤溶酶原激活物$
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%是除了尿激酶以外主要已知的可有效

降解动脉壁细胞外基质的神经系统产物+
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作为神经

元的负向调控受体即凋亡相关受体#其对中枢胆碱能神经元具
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有选择性抑制作用#基因敲除
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可增加中枢神经系统

的胆碱能神经元数目*调节细胞大小并抑制细胞的凋亡#其表

现类似神经重构#但在外周神经中是否同样存在类似作用还缺

乏研究+在乳腺转移肿瘤细胞中#

R
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负向调节基质金属

蛋白酶$

CC7+

%和组织金属蛋白酶抑制剂
$$

$

@XC7$$

%#这一

调控通路提示神经营养因子系统与血管外膜的局部纤溶系统

可能存在某种相关性#如
G.7?

可能通过激活
CC7

反馈抑制
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#随后有下游的核因子
)

2

$
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%和
b>U

介导信号传

导#进而影响神经细胞轴突的延伸及外周神经的神经重构等#

有必要进行深入研究+本实验主要研究
G.7?

通过激活
CC7

反馈抑制
R
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#促进局部胆碱能神经纤维再生#抑制局部

血管神经重构#使局部血管的交感"副交感神经比例倾向于副

交感#使过多的胆碱能神经纤维末梢释放的乙酰胆碱等物质发

挥抗炎*免疫调节*抗氧化应激作用#最终抑制内膜增生+本实

验不但有利于进一步阐明动脉粥样硬化新的调控机制#丰富动

脉粥样硬化发生发展的新理论#而且将会为研制消退动脉粥样

硬化斑块的新型药物打下基础+
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材料与方法
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主要材料
!
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购自美国
=k3

公司)雌性新西兰兔购

自济南金丰实验动物有限公司)高糖*高脂饲料$

$%\

猪油*

'-\

白蔗糖混合
5'\

基础饲料%由扬州大学比较医学中心提

供)苏木素购自中国医药集团上海化学试剂公司)伊红购自上

海试剂三厂)重组人神经生长因子$

,FOEF

9

O"MGIJHKG"O
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%

购自美国
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公司)兔乙酰胆碱和去甲肾上腺素
4WX6?

试

剂盒购自上海泸鼎生物科技有限公司)胆碱转移酶和酪氨酸羟

化酶一抗购自上海硕博生物有限公司)反转录
7V=

$
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%试剂盒购自碧云天生物科技有限公司)引物由上海生工

生物科技有限公司合成)荧光倒置光学显微镜$日本
BL

N

<
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公司%)体视显微镜$中国江南仪器有限公司%)显微手术器械

$上海手术器械厂%)病理包埋机$中国派斯杰公司%)病理石蜡

切片机$德国
WF#KH

公司%)

;/% ^

低温冰箱$日本
6H,

N

"

公

司%)

=@.7V=

仪$美国
?2X

公司%+

B&C

!

糖尿病兔颈动脉外膜剥除血管损伤模型的建立
!

)%

只
)

个月体质量均在
'&5:

9

左右的雌性新西兰兔给予高糖*高脂

饲料单笼喂养诱发糖尿病#通过代谢指标$血糖*血脂*糖化血

红蛋白等%筛选出成功建立模型的
01

只糖尿病兔+暴露兔的

颈动脉#采用胶原酶结合物理方法剥除外膜制成血管损伤动物

模型备用#在手术后放置
G.7?

控释微球在剥离外膜血管与未

剥离的交界处做为处理组#对照组在相同位置放入介质微球#

在洁净环境下继续高脂喂养
$0!

后处死动物并取材+

B&D

!

免疫荧光染色和苏木精
.

伊红$

Z4

%染色
!

戊巴比妥钠腹

腔注射$

5%<

9

"

:

9

%麻醉后#

0\

多聚甲醛灌注新西兰兔#在显

微镜下分离血管放入
0\

多聚甲醛固定#

0^

保存+取下的标

本石蜡包埋前测量动脉瘤的颈宽*瘤高+之后
$%\

多聚甲醛

固定#梯度乙醇脱水#常规石蜡包埋切片#

Z4

染色和光镜检

查+另一部分标本进行荧光染色#

B@V

包埋动脉样品常规
5

"

<

切片#切片脱蜡#水化#

'\

甲醇
.

过氧化氢孵育
$%<#,

#

726

洗
$%<#,g'

次#

%&$<"L

"

W

枸橼酸缓冲液$

R

Z

为
)&%

%抗原修

复
(/^

持续
1%<#,

#自然冷却至室温#

726

常规漂洗#用

@O#G",.D$%%26?

封闭
'-^1I

#加一抗分别使用胆碱转移酶

$

KI"L#,FHKFG

N

LGOH,+JFOH+F

#

VI?@

%抗体标记胆碱能神经纤维*

络氨酸羟化酶$

G

N

O"+#,FI

N

!O"S

N

LH+F

#

@Z

%抗体标记去甲肾上

腺素能神经纤维#

0^

过夜#第
1

天
726

常规漂洗#荧光二抗

'-^

孵育
1I

#

726

常规漂洗甘油封片+显微镜观察拍照+

Z4

染色图片和免疫荧光图片采用莱卡
=D15%

"

id>

进行图

像采集#内膜的增生以新生内膜与中膜的比例$

X

"

C

%评价新生

内膜厚度+

X77

软件用于细胞数目的统计+

B&E

!

交感神经元与平滑肌细胞共培养
!

平滑肌细胞和交感神

经元的分离!取新西兰兔血管组织#充分剪碎后用
%&15\

的胰

酶消化的方法获得单细胞悬液#在含有
$5\

胎牛血清的

3C4C

培养液中差速贴壁
$I

#取上清离心#以去除成纤维细

胞+收集未贴壁细胞#其中主要为平滑肌细胞+找到交感神经

干$兔子的迷走神经和交感神经是分开行走的#不像反刍动物

在颈部是迷走神经*交感神经干向前行走的%#然后顺交感干向

前至颅底腹侧#找到颈前神经节#用眼科剪准确地夹住颈前神

经节的前端#取出颈前神经节#用注射器和小滤器过滤到一个

$5<W

无菌的离心管中#加上分离神经节组织+置培养箱中用

%&15\

的胰酶消化液消化
$/<#,

#然后加
$%<W

含
$%\

胎牛

血清的
3C4C

培养液于组织中作用
$

#

1<#,

#终止消化+离

心后#吸除上清中的细胞碎片#将沉淀用含
5\ 826

的
3C4C

重悬#然后将分离的新生兔平滑肌$浓度为
$&%g$%

) 个
<W

%与

分离的平滑肌细胞细胞$浓度为
1g$%

5 个
<W

%混合#加入预先

包被的
$1

孔板中#加
1<W

含胎牛血清的培养基#

5%,

9

"

<W

>A8

#

5\ VB

1

*

'- ^

培养箱中#进行共培养#第
1

天换液
$

次&

).-

'

+

B&H

!

4WX6?

检测乙酰胆碱和去甲肾上腺素
!

根据乙酰胆碱

和去甲肾上腺素
4WX6?

试剂盒说明书#检测剥离外膜段血管

内膜的乙酰胆碱和去甲肾上腺素的水平+

B&I

!

=@.7V=

!

分别随机抽取
/

只处理组新西兰兔#用
@O#Q"L

沉淀法提取总
=>?

#按照反转录试剂盒的操作步骤进行反转

录反 应+所 得
K3>?

用 于 后 续
>8.

)

2

*

CC7.1

*

CC7.(

*

R

-5>@=

的实时荧光定量
7V=

反应+将
A?73Z

作为内参基

因+同时将
7V=

产物进行测序以及做熔解曲线#以保证以上

7V=

反应产物良好的特异性+计算
#

VG

值用来比较给药前后

<=>?

的表达变化+每个
7V=

反应都设置
'

个复孔+引物序

列如下#

>8.

)

2

正向引物!

5[.AA@AVV@@@@AVA?AV?A

@?@V.'[

)反向引物!

5[.VA@ ?@A A?V V?A ??@ A@A

?VAA.'[

+

CC7.1

正向引物!

5[.V@AAV@A@AV??@?V

V@A??.'[

)反向引物!

5[.V?A AA@VV? @?AV@V ?@V

A@.'[

+

CC7.(

正 向 引 物!

5[.?@V @@V V@A AAV ??A

V?A@?.'[

)反向引物!

5[.V@A AV?VVA ?@A ??@ A?@

V@.'[

+

R

-5>@=

正向引物!

5[.?AA V?V V?V VA? V??

VV@V.'[

)反向引物!

5[.V?V??AAVVV?V??VV?V?.

'[

+

A??73Z

正向引物!

5[.?VV?VV?@AA?A??AAV@

AA.'[

)反向引物!

5[.V@V?A@A@?AVVV?AA?@AV.'[

+

B&N

!

统计学处理
!

采用
6766$)&%

软件对数据进行分析#计数

资料采用
!

1 检验及
8#+IFO

精确概率检验)计量资料使用
2]<

表

示#比较采用
8

检验+以
!

$

%&%5

为差异有统计学意义+

C

!

结
!!

果

C&B

!

G.7?

控释微球后明显增加胆碱能神经元数目而不影响

去甲肾上腺素能神经元
!

糖尿病兔颈动脉外膜剥除血管损伤

模型建立后给予
G.7?

控释微球#笔者通过对临近剥离外膜的

一段仍完整的血管进行免疫荧光检测胆碱能神经元数目和去

甲肾上腺素能神经元+结果发现处理组胆碱能神经元的数目

较对照组明显增加$

!

$

%&%5

%#但去甲肾上腺素能神经元未受

影响$

!

%

%&%5

%#见图
$

+

C&C

!

G.7?

控释微球后明显增加胆碱能神经纤维而不影响去

甲肾上腺素能神经纤维
!

通过观察剥除血管外膜段的单纯内

膜胆碱能神经纤维和外膜及内膜处去甲肾上腺素能神经纤维

的变化情况#笔者发现与神经元数目结果一致#处理组胆碱能

)5%5
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1%$-

年
$1

月第
0)
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')
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神经纤维较对照组明显增加$

!

$

%&%5

%)而去甲肾上腺素能神

经纤维未受影响$

!

%

%&%5

%#见图
1

+

!!

?

!免疫荧光图)

2

!荧光定量分析图)

H

!

!

$

%&%5

#与对照组比较

图
$

!!

G.7?

对动脉粥样硬化模型兔交感神经中胆碱

能神经元及去甲肾上腺素能神经元的影响

!!

?

!组织免疫荧光图)

2

!荧光定量分析图)

H

!

!

$

%&%5

#对照组比较

图
1

!!

G.7?

控释微球对胆碱能神经纤维及去甲

肾上腺素能神经纤维的影响

!!

?

!乙酰胆碱)

2

!去甲肾上腺素)

H

!

!

$

%&%5

#与对照组比较

图
'

!!

两组大鼠乙酰胆碱和去甲肾上腺素水平比较

C&D

!

G.7?

控释微球后明显增加胆碱能神经纤维末梢释放的

乙酰胆碱而不影响去甲肾上腺素水平不变
!

通过
4WX6?

检测

剥除血管外膜段的单纯内膜乙酰胆碱*去甲肾上腺素水平发现

处理组胆碱能神经纤维末梢释放的乙酰胆碱较对照组明显增

加$

!

$

%&%5

%#去甲肾上腺素水平不变#见图
'

+

!!

?

!

Z4

染色图)

2

!

Z4

染色分析图)

H

!

!

$

%&%5

#与对照组比较

图
0

!!

G.7?

控释微球对血管内膜的影响

C&E

!

G.7?

控释微球后明显降低血管内膜的增生
!

Z4

染色发

现
G.7?

控释微球明显降低血管内膜的增生$

!

$

%&%5

%#见图
0

+

C&H

!

离体
G.7?

促进胆碱能神经元突触形成#增加乙酰胆碱的

分泌和促进胆碱能神经纤维的数目
!

笔者通过
c?VI@

染色检

测胆碱能神经元突触形成*胆碱能神经纤维的数目发现#在离体

细胞中
G.7?

促进胆碱能神经元突触形成#增加乙酰胆碱的分泌

和促进胆碱能神经纤维的数目增加$均
!

$

%&%5

%#见图
5

+

C&I

!

G.7?

能够激活
CC7+

反馈抑制
R

-5>@=.>8.

)

2

信号通

路
!

为了进一步探讨
G.7?

影响胆碱能神经元的机制#笔者用

=@.7V=

检测
CC7.1

#

CC7.(

#

R

-5>@=

和
>8.

)

2

的表达的

情况+发现在离体培养的交感神经元中
G.7?

能够增加
CC7.

1

和
CC7.(

的表达#抑制
R

-5>@=

的表达$均
!

$

%&%5

%#抑制

>8.

)

2

的表达见图
)

+

!!

?

!胆碱能神经元突触)

2

!乙醇胆碱)

V

!胆碱能神经纤维)

H

!

!

$

%&%5

#与对照组比较

图
5

!!

两组大鼠胆碱能神经元突触%乙醇胆碱%

胆碱能神经纤维比较

!!

?

!

CC7.1

)

2

!

CC7.(

)

V

!

R

-5>@=

)

3

!

>8.

)

2

)

H

!

!

$

%&%5

#与对照组比较

图
)

!!

两组大鼠
CC7.1

%

CC7.(

%

R

-5>@=

%

>8.

)

2

水平比较

D

!

讨
!!

论

血管外膜自主神经重构障碍可导致血管的结构*功能及机

体的炎性反应和代谢紊乱#参与动脉粥样硬化疾病的发生发

展&

$.'

'

+目前的基础研究表明#除血管内膜损伤可导致动脉粥

-5%5

重庆医学
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年
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月第
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样硬化病变之外#外膜病变也可导致动脉粥样硬化而且其起病

时间还早于内膜病变+研究提示若早期对外膜实施一定的干

预措施可能延缓或中止
?6

病变的进程#因此近年来动脉粥样

硬化疾病的基础研究重点已由血管内膜和中层转向外膜&

/

'

+

血管周围分布有大量的神经纤维#这些神经纤维除了含有传统

的神经递质去甲肾上腺素和乙酰胆碱之外#还含有神经营养因

子$如
23>8

*

>A8

*

>@.'

和
V3>8

等%及
G.7?

等+神经末梢

中的
G.7?

与外膜其他细胞分泌的
7?X.$

构成局部纤溶系统#

G.7?

是除了尿激酶以外已知主要的可有效降解动脉壁细胞外

基质的神经系统产物+在移植的静脉血管周围通过控释给予

G.7?

$血管周围放置微球#控释
G.7?

%在细胞外基质产生趋化

性梯度能够引导血管平滑肌细胞从血管腔中迁移出来#

B:.

!H<H

等&

(

'的研究发现术后
-!G.7?

处理组的血管平滑肌细胞

大多分布于血管外周#其内膜"中层比值明显降低#并抑制新生

内膜的增生+但
G.7?

抑制新生内膜增生和防止术后再狭窄的

作用#目前仍有争论+

U"!H<H

等&

$%

'通过反转录病毒载体将
G.

7?

和一氧化氮合酶$

F>B6

%基因分别转染平滑肌细胞#再将细

胞种植至聚四氟乙烯编织的移植物中#随后将血管移植物置入

兔的主动脉内#在术后
'%!

和
$%%!

后分别检查移植物内的血

栓形成和内膜增生情况#发现经过基因工程修饰的表达
G.7?

的血管平滑肌$

6CV

%尽管有助于抑制移植物腔内血栓的形

成#但却导致内膜显著增生#而仅有在种植细胞内表达
F>B6

才可抑制新生内膜的增生+本研究发现给予
G.7?

控释微球后

明显增加胆碱能神经纤维而不影响去甲肾上腺素能神经纤维#

乙酰胆碱释放增多#炎性反应被抑制#最终抑制内膜增生+离

体交感神经元与平滑肌细胞共培养#之后给予乙二醛处理体外

培养的交感神经元作为动脉粥样硬化细胞模型中#

G.7?

促进

胆碱能神经元增殖*增加乙酰胆碱的分泌和促进胆碱能神经纤

维的数目#而不影响去甲肾上腺素能神经元+

神经营养因子家族中主要有
23>8

*

>A8

*络氨酸激酶受

体$

G

N

O"+#,F:#,H+FOFKF

R

G"O

#

@O:

%和
R

-5>@=

#在动脉粥样硬化

病变中
23>8

和
R

-5>@=

高表达#而
>A8

低表达#且其表达

程度与病变的严重程度显著相关+

>A8

*

23>8

*正向调控的

@O:

及负向调控的
R

-5>@=

构成局部神经营养因子系统+

R

-5>@=

作为神经元的负向调控受体即凋亡相关受体#其对中

枢胆碱能神经元具有选择性抑制作用#基因敲除
R

-5>@=

可

增加中枢神经系统的胆碱能神经元数目*细胞大小并抑制细胞

的凋亡#其表现类似神经重构#但在外周神经中是否同样存在

还缺 乏 研 究&

$$

'

+

G.7?

可 能 通 过 激 活
CC7+

反 馈 抑 制

R

-5>@=

#随后有下游的
>8.

)

2

和
b>U

介导信号传导#在乳腺

转移肿瘤细胞中#

R

-5>@=

负向调节
CC7

和
@XC7$$

#这一调

控通路提示神经营养因子系统与血管外膜的局部纤溶系统可

能存在某种相关性&

$1.$'

'

+本研究结果表明
G.7?

能够增加

CC7.1

和
CC7.(

的表达#抑制
R

-5>@=

的表达#抑制
>8.

)

2

的表达+综上所述
G.7?

通过激活
CC7+

反馈抑制
R

5->@=

#

促进局部胆碱能神经纤维再生#抑制局部血管神经重构#使局

部血管的交感"副交感神经比例倾向于副交感#使过多的胆碱

能神经纤维末梢释放的乙酰胆碱等物质发挥抗炎*免疫调节*

抗氧化应激作用#最终抑制内膜增生#延缓动脉粥样硬化疾病

的发生发展+
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