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ＥＴ１，ｃｍｙｃ在自体静脉移植血管内膜增殖表
达意义
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　　摘要：为观察内皮素、ｃｍｙｃ在自体移植静脉术后内膜增生中的相互作用，探讨移植静脉术后再
狭窄的机制。笔者应用免疫组化技术观察内皮素、ｃｍｙｃ在自体移植静脉术后内膜增生中的表达。
结果表明移植静脉术后早期，内皮素 １（ＥＴ１）在平滑肌细胞出现阳性表达，术后 １周开始增多，到术
后 ２周达高峰，４周开始减少，而 ｃｍｙｃ亦在同时期表达，１周后逐渐呈高表达，在移植静脉术后 ２周
后表达逐渐减少，二者与增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）表达呈一致性改变。ＥＴ１，ｃｍｙｃ术后 １～２周表达
与早期表达有显著差异（Ｐ＜０．０５），ＥＴ１与 ｃｍｙｃ呈正相关（ｒ＝０．３６）。提示在血管移植术后
ＥＴ１与 ｃｍｙｃ之间存在调控作用，即 ＥＴ１可以激活 ｃｍｙｃ，使静止期 ＳＭＣ进入增殖期，产生血管平
滑肌细胞（ＳＭＣ）过度增殖，同时表明 ＥＴ１可能是 ｃｍｙｃ等早期应答基因持续增殖一个重要原因，这
也为今后应用 ＥＴ１抑制剂加反义 ｃｍｙｃ抑制内膜增殖提供了一定的理论依据。
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　　本研究通过建立自体静脉移植模型，观察内皮
素、ｃｍｙｃ在自体移植静脉术后内膜增生中的作
用，探讨其在移植静脉术后再狭窄的意义。

１　材料与方法

１．１　动物
Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ８０只，雌雄不拘，体重（２３０±５０）

ｇ，由中国医科大学实验动物中心提供。
１．２　试剂和仪器

（１）小鼠抗大鼠 ｃｍｙｃ抗体、小鼠 ＳＰ免疫组织
化学染色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公

司。（２）增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）抗体购自英国
Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司。（３）αａｃｔｉｎ抗体购自武汉博士德
生物工程有限公司。（４）内皮素 １（ＥＴ１）抗体由
日本滋贺医科大学赞助提供。

１．３　实验方法
１．３．１　动物模型的建立和标本的收集　大鼠按
２０％水合氯醛 ２ｍＬ／ｋｇ行腹腔注射麻醉，在显微手
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术镜下行无菌显微外科手术操作。取大鼠右颈部

切口长约 １ｃｍ，暴露右颈静脉，游离并切取该静脉

长约 ０．４ｃｍ，置于装有肝素盐水的培养皿中，轻轻
搅拌，以去除静脉内的血液备用。取大鼠腹正中切

口长约 ３ｃｍ，暴露肾下腹主动脉游离腹主动脉约

１ｃｍ，注意勿损伤下腔静脉，在充分游离的腹主动
脉远近端各置阻断夹以阻断血流，于阻断中部切断

动脉，肝素盐水冲洗动脉管腔，用 ９０血管缝合线
将备用的静脉端端吻合移植于腹主动脉两断端间，

每个吻合口缝 ８～１０针。吻合完毕后，先放开远端

动脉夹，再放开近端动脉夹。如有漏血可在局部覆

以无菌纱布片刻，必要时行漏血处加针修补。根据

血管充盈情况、远端勒血试验确定血管是否通畅。

确认通畅及无出血后，关闭腹腔。术后大鼠于耳缘

做切口标记，分笼饲养。大鼠成模后随机分成 １０

组，每组 １０只，分别手术后 ６，２４，７２，１周，１０ｄ，
２，３，４，６，８周切取移植静脉及相连动脉远近端

０．２ｃｍ。肝素盐水冲洗后备用。
１．３．２　标本制备及检测项目　将切取静脉分别

置于 １０％福尔马林液固定，２４ｈ之内将福尔马林溶

液固定的标本制成 ４μｍ厚石蜡切片，分别行 ＨＥ染
色、αａｃｔｉｎ染色、ＰＣＮＡ及 ＥＴ１、ｃｍｙｃ免疫组织化
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学染色。免疫组织化学方法采用链菌素抗生物素

蛋白过氧化酶法（ＳＰ法）。检测步骤按试剂盒说
明。

１．３．３　结果判定　ＥＴ１，αａｃｔｉｎ染色均定位于胞
浆，ＰＣＮＡ，ｃｍｙｃ染色定位于胞核，每张切片随机选
取 １０个高倍视野，每个视野观察 １００个细胞，计数
阳性细胞百分数，阳性细胞数 ＜１０％为阳性，记为
（－）；阳 性 细 胞 数 １０％ ～ ＜５０％ 为 阳 性，记 为
（＋）；阳性细胞≥５０％为强阳性，记为（＋＋）。
１．４　统计学分析

实验结果采用 χ２检验。Ｐ ＜０．０５有统计学意
义。

２　结　果

２．１　移植血管中 ＥＴ１，ＰＣＮＡ，αａｃｔｉｎ的表达
２．１．１　αＡｃｔｉｎ的表达　αａｃｔｉｎ在平滑肌细胞胞
浆中表达，为弥漫性棕黄色沉淀，本实验移植静脉

表达 阳 性 率 为 ３１．３％ （２５／８０），强 阳 性 率 为
２８．８％（２３／８０）。
２．１．２　ＥＴ１表达　ＥＴ１主要在血管内皮细胞及
平滑肌细胞胞浆中表达，呈棕黄色颗粒，术后早期

（６～７２ｈ）移植静脉即有 ＥＴ１阳性表达的平滑肌
细胞出现，于术后 １周开始明显增多，至术后 １０ｄ
至 ２周达到高峰，４周以后逐渐减少。
２．１．３　ＥＴ１表达与 ＰＣＮＡ表达的相关性　本组结
果表明 ＥＴ１表 达 与 ＰＣＮＡ表 达 密 切 相 关 （Ｐ ＜
０．０５），说明 ＥＴ１具有促进移植血管内皮及平滑细
胞增生的作用（表 １）。

表 １　ＥＴ１表达与 ＰＣＮＡ表达的相关性

指标 ＥＴ１（－） ＥＴ１（＋） ＥＴ１（＋＋）

ＰＣＮＡ（－） ３５ ８ ６

ＰＣＮＡ（＋） ８ １４ ２

ＰＣＮＡ（＋＋） ５ ５ １３

　　注：ＥＴ１与ＰＣＮＡ表达密切程度（Ｐ＜０．０５）

２．１．４　ｃｍｙｃ蛋白表达　移植后 ６，２４，４８ｈｃｍｙ
ｃ蛋白表达逐渐增加，移植 １周达高峰，２周时开始
降低（表 ２）。

表 ２　移植静脉（吻合口）ｃｍｙｃ蛋白表达

时间 例数 　　　ｃｍｙｃ

６ｈ ５ 　 ４．２３±１．１２

２４ｈ ５ 　 ９．２３±１．２３

４８ｈ ５ 　 ９．３８±３．２３

１周 ５ 　１６．２９±６．７８

２周 ５ 　１０．２１±４．３９

４周 ５ 　 ６．２６±２．０１

３　讨　论

ＥＴ１是目前已知的最强血管收缩剂，同时亦

是一 种 强 大 的 血 管 平 滑 肌 细 胞 生 长 和 增 殖 多

肽［１～２］，而早期应答基因 ｃｍｙｃ表达蛋白作为一

个获能因子，是 ＤＮＡ合成所必须的。Ｍｉａｎｏ［３］等研

究认为，早期应答基因的诱导表达与细胞从 Ｇ０

到 Ｇ１期的转化，并维持细胞增殖密切相关［４～５］。

本实验用免疫组化方法检测移植血管平滑的

细胞 αａｃｔｉｎ的表达，目的是观察 ＥＴ１，ＰＣＮＡ阳性

细胞是否为平滑肌细胞，用以识别平滑的细胞。

实验结果表明移植血管 ＥＴ１，ＰＣＮＡ主要在平滑

肌细胞表达，证实平滑肌细胞增殖是血管内膜增

生的核心，本研究结果表明移植静脉术后早期，

ＥＴ１在平滑肌细胞出现阳性表达，术后 １周开始

增多，到术后 ２周达高峰，４周开始减少，而 ｃｍｙｃ

亦在同时期表达，１周后逐渐呈高表达，在移植静

脉术后 ２周后表达逐渐减少，两者与 ＰＣＮＡ表达呈

一致性改变。ＥＴ１，ｃｍｙｃ术后 １～２周表达与早

期表达（７２ｈ）有显著差异（Ｐ ＜０．０５），ＥＴ１与

ｃｍｙｃ呈正相关（ｒ＝０．３６）表明在血管移植术后

ＥＴ１与 ｃｍｙｃ之间存在调控作用即 ＥＴ１可以激

活 ｃｍｙｃ，使静止期 ＳＭＣ进入增殖期，产生 ＳＭＣ过

度增殖，同时表明 ＥＴ１可能是 ｃｍｙｃ等早期应答

基因持 续 增 殖 一 个 重 要 原 因，这 也 为 今 后 应 用

ＥＴ１抑制剂加反义 ｃｍｙｃ抑制内膜增殖提供了一

定的理论依据。
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