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#摘要$

!

目的
!

探究富血小板血浆"

L=L

$促进下肢缺血血管新生的作用与机制%方法
!

!(

只
G$:KW

#

#̂

小鼠在下肢缺血术后!将其分为两组!用多普勒血流扫描仪在不同时间节点扫描记录下肢的血流灌注情况'术

后
!<7

收集小鼠腓肠肌来评价肌肉中血管新生!同时检测血管内皮细胞生长因子"

D)NU*>

$&血小板衍生生长

因子"

LJNU*KK

$的表达%结果
!

研究发现!

L=L

组小鼠下肢缺血部位血流恢复明显!缺血侧肌肉中
GJ&!

和
*

*

FY>

表达存在差异!且
D)NU*>

&

LJNU*KK

的表达存在显著性差异"

!

$

'4'$

$%结论
!

L=L

能促进缺血下肢

的血管形成!促进其血流恢复%

#关键词$
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下肢缺血'血管形成'富血小板血浆
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下肢缺血疾病是动脉狭窄或闭塞引起的下肢溃

疡%坏疽%跛行等#严重时导致截肢甚至死亡(

!

)

$随着

对缺血性疾病研究的深入#细胞移植成为治疗下肢缺

血的热点#其机制为血管新生$富血小板血浆!
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"是静脉血经梯度离心获得的血

小板浓缩物#含有丰富的自体生长因子#如血管内皮

细胞生长因子!
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"%内皮细胞生长因子!
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"%胰岛素样生长因子!
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"%成纤维细胞生长因子!

T-*

IA6I.,90

B

A6/02T,506A9
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UNU

"等#它们可促进血管生

长%修复细胞%生成新生组织%促进肌肉再生等(

(*&

)

$

本研究通过对小鼠下肢缺血模型缺血下肢的血流灌

注%血管密度%

D)NU*>

%
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表达的观察#探讨

L=L

对小鼠下肢缺血后血管形成的影响及其机制#现

报道如下$
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下肢血流的激光多普勒扫描图

取试剂盒#购于天根生化科技有限公司,反转录试剂

盒%荧光染料#购于宝日医生物技术有限公司$
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方法
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!

小鼠下肢缺血模型的建立
!

小鼠麻醉后#脱

尽腹部毛发#在显微镜下#分开股动脉与股深动脉#结

扎股深动脉下缘与动脉上缘处的股动脉干支#离断

双结之间的股动脉干支#缝合皮肤后复温$

!4"4"

!
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的制备
!

选取健康的小鼠#麻醉后腔静

脉抽取静脉血#梯度离心获得
L=L

$血浆置于离心

机#在
<h

#

!''A

'

+-1

离心
!'+-1

#吸取上层清液及

中间层血小板于新
)L

管中#再置于离心机中#

<h

#

!#''A

'

+-1

离心
!'+-1

#吸走上层清液的
&

'

<

#轻轻

混悬#即得到
L=L

$合并
L=L

后用血球计数板计数#

调整血小板浓度为
#f!'

# 个'
)

W

$

!4"4#
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动物分组
!

小鼠术后分为
(

组#即对照组!腓

肠肌注射生理盐水
$'

)

W

"和
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组!腓肠肌注射

L=L$'

)

W

"#每组
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!

激光多普勒扫描小鼠缺血下肢血流灌注
!

用

激光多普勒血流仪扫描并记录术前%术后
'
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小鼠双侧下肢的血流灌注情况$应用缺血侧'非

缺血侧的血流比值评价小鼠下肢血流恢复情况$

!4"4%

!

病理学检测
!

小鼠术后
!<7

处死#取双侧腓

肠肌#制成病理切片用于苏木精
*

伊红!

P)

"染色%免

疫荧光分析$以
P)

染色评价小鼠缺血后的毛细血

管分布情况,免疫荧光部分&用
,10-*GJ&!

靶向标记血

管内皮细胞#用
,10-*

*

*FY>

靶向标记血管平滑肌细

胞#以评价缺血部位血管形成和血管稳定性$
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反转录
LG=

检测
!

提取肌肉组织中的

=M>

#反转录成
5JM>

,用软件
LA@+-@A#4'

设计引

物#用于反转录
LG=

反应$
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引物&上游
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#下游
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引物&上游
$a*G>EGGNGEGGEEEN>

EN>EGEE*&a

#下游
&a*>EN>NGEEEGG>>GE

GN>GEGG*$a

,

N>LJP

引物&上游
$a*EEG >GG

>GG>ENN>N>>NN*&a

#下游
&a*GEGNENNEE

G>G>GGG>EG*$a

$反转录
LG=

反应条件为&

"$

h

预变性
(+-1

,

"$h

变性
$9

#

$$4&h

退火
&'9

#其

中
D)NU*>&"

个循环#

LJNU*KK<;

个循环$反应

完毕后#计算各基因的相对表达水平#相对表达水平

等于
(

*

"

G0

#其中
*

"

G0d

基因!

G0

"

%J>LJP

!

G0

"$

!4#

!

统计学处理
!

采用
FLFF!:4'

软件进行数据分

析#计量资料以
6iE

表示#比较采用
C

检验#以
!

$

'4'$

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"4!

!

激光多普勒图像分析
!

通过对小鼠双下肢的扫

描记录和分析#

L=L

组的血流恢复优于对照组#说明

L=L

能促进小鼠缺血下肢的血流恢复$前
&7

两组

血流恢复无显著性差异#从第
:

天开始#

L=L

组的血

流恢复要优于对照组的血流恢复#第
!<

天#

L=L

组双

下肢的血流无显著性差异#见图
!

$

"4"

!

小鼠下肢缺血血流恢复比值
!

用缺血侧'非缺

血侧的血流比值评价下肢缺血侧血流恢复情况#两组

比较差异有统计学意义!

!

$

'4'$

"#

L=L

组的血流恢

复情况优于对照组的恢复情况#见图
(

$

!!

,

&

!

$

'4'$

#与对照组比较

图
(

!!

下肢缺血血流恢复比值

"4#

!

病理学检测结果

"4#4!

!

P)

染色分析
!

通过对小鼠缺血侧与非缺血

侧的腓肠肌
P)

染色观察#发现非缺血侧的血管较

少#缺血侧形成的血管较多#与对照组比较
L=L

组有

""!

重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期



图
&

!!

缺血侧与非缺血侧的
P)

染色图%箭头所指为毛细血管'

f!'

&

图
<

!!

免疫荧光图片%绿色为
GJ&!

染色(红色为
*

*FY>

染色&

更多的血管#见图
&

$

"4#4"

!

免疫荧光分析
!

肌肉组织的荧光免疫分析显

示#与对照组比较#

L=L

组
GJ&!

和
*

*FY>

的阳性表

达更多#其血管密度有明显差异#见图
<

$
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,

&

!

$

'4'$

#与对照组比较

图
$

!!

缺血侧与非缺血侧的
D)NU*>

的反转录
LG=

结果图

"4$

!

反转录
LG=

结果

"4$4!

!

D)NU*>

的表达情况
!

反转录
LG=

结果分

析显示#缺血侧两组的
D)NU*>

的表达差异有统计学

意义!

!

$

'4'$

"#

L=L

组表达高于对照组!

!

$

'4'$

",

非缺血侧比较#差异无统计学意义!

!

%

'4'$

"#见

图
$

$

!!

,

&

!

$

'4'$

#与对照组比较

图
#

!!

缺血侧与非缺血侧的
LJNU*KK

的

反转录
LG=

结果图

"4$4"
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的表达情况
!

反转录
LG=

结果分

析显示#缺血侧两组的
LJNU*KK

表达差异有统计学
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意义!

!

$
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"#

L=L

组表达高于对照组!

!

$

'4'$

",

非缺血侧比较#差异无统计学意义!

!

%

'4'$

"#见

图
#

$

#

!

讨
!!

论

!!

下肢缺血疾病是常见的外周动脉疾病之一#严重

危害人们健康#常见的治疗方法有外科手术%介入治

疗%药物溶栓等#但均达不到良好的治疗效果$血管

新生是缺血部位恢复血流灌注最有效的方法#是治疗

下肢缺血最彻底的手段#现已成为临床上的研究

重点$

L=L

含有多种与血管生成相关的细胞因子#如&

D)NU

%

LJNU

%

ENU*

+

%

)NU

等$

D)NU

能增加血管

活性物质%促进血管内皮细胞的增殖%迁移和趋化#直

接参与血管新生的整个过程(

<*$

)

$其中
D)NU*>

的作

用尤为突出#它是促进血管新生和生长的主要生物因

子#可以促进血管新生及侧枝血管的形成(

#

)

$

LJNU*KK

由血小板%血管内皮细胞%周细胞等产

生#对内皮细胞迁移和增生有重要作用#有利于血管

的成熟%稳定和存活(

:

)

$

LJNU*KK

在血管生成中具

有招募周细胞的重要作用#有研究发现#

LJNU*KK

能

提高
K!#

小鼠黑色素瘤模型中周细胞浓度和肿瘤微

血管密度(

;

)

,若抑制了
LJNU*KK

信号#肿瘤血管中周

细胞会大量减少#也可导致肿瘤血管退化(

"

)

$

除此之外#

L=L

还含有能促增殖%分化%迁移%黏

附的细胞因子和蛋白质#肝细胞生长因子!

PNU

"可以

协同
D)NU

促进血管化,

QNU

和
UNU

能促进组织修

复%成熟和重塑(

!'

)

$它们能在不同的阶段发挥出不同

的作用#共同作用于受损区域#刺激血管生成并使其

更加成熟%稳定$

L=L

丰富的生物因子为组织重塑%

创面愈合和促进血管生成等方面提供了独特的性能#

且制备简单方便%效果好#在临床上应用广泛(

!!

)

$

综上所述#

L=L

能促进缺血部位的血管形成和血

管的成熟稳定#从而促进缺血组织的血流恢复#为临

床上
L=L

用于外周缺血疾病的治疗提供了一定的

依据$
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