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摘   要 目的：探讨 Stanford A 型主动脉夹层（AD）升主动脉中层弹性蛋白和弹力纤维变化。

方法：收集 10 例 Stanford A 型 AD 患者术中获取的升主动脉管壁组织标本与 10 例脑死亡捐献手术中

或冠状动脉旁路移植术中获取的正常升主动脉管壁组织标本，用 Western blot 法检测两组标本中膜层

弹性蛋白表达；用 EVG 弹力纤维染色分析两组升主动脉中膜层弹力纤维形态及含量。

结 果：Western blot 结果显示，AD 升主动脉中膜层弹性蛋白含量较正常升主动脉明显降低 [（0.32±

0.07）vs.（1.12±0.17），t=6.722，P=0.003]。EVG 染色结果显示，AD 升主动脉中膜层弹力纤维形态和排

列紊乱，弹力板层断裂、丢失，而正常升主动脉中膜弹力纤维排列紧密、有序，弹力板结构完整，层次分明；

AD 升主动脉中膜层弹力纤维含量较正常升主动脉明显降低 [（85 762.8±106.2）vs.（164 482.8±161.4），

t=5.902，P<0.001]。弹性蛋白与弹力纤维含量在 AD 与正常升主动脉中膜层均呈明显正相关（r=0.953、

0.973，均 P<0.001）。

结论：Stanford A 型 AD 患者升主动脉中层弹性蛋白和弹力纤维含量下降，弹力纤维形态和结构紊乱，

该改变可能在 AD 的发生中起了重要作用。
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Abstract Objective: To inrestigate the changes of elastin and elastic fi bers in the tunica media of the ascending aorta in 

patients with Stanford type A aortic dissection (AD).

Methods: Ten specimens of dissected ascending aortic wall tissue obtained from patients with Stanford type A 

AD during surgery, and 10 specimens of normal ascending aortic wall tissue taken from brain-dead donors during 

organ donation surgery or patients undergoing coronary artery bypass graft ing were collected. In the tunica media 

of the two groups of specimens, the elastin expressions were determined by Western blot, and the morphological 
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主动脉夹层（aortic dissection，AD）指主动

脉 血 流 经 内 膜 破 口 进 入 主 动 脉 壁 内 ， 沿 管 壁 中 膜

层 进 一 步 剥 离 延 伸 ， 形 成 假 腔 ， 从 而 造 成 主 动 脉

真、假腔分离的一种病理改变。主动脉壁（尤其是

中膜层）结构的改变是发生AD的形态学基础[1]。主

动 脉 属 弹 性 大 动 脉 ， 其 中 膜 层 是 维 持 主 动 脉 弹 性

和 承 载 动 脉 壁 搏 动 性 应 力 的 关 键 结 构 ， 其 主 要 结

构成份是弹力纤维（elastic f ibers）和胶原纤维组

成的细胞外基质[2]，弹性蛋白（elastin）则是弹力

纤维的最主要结构成份 [3]。目前国内关于AD患者

主 动 脉 中 膜 层 弹 性 蛋 白 和 弹 力 纤 维 表 达 的 研 究 较

少，本研究拟从弹性蛋白和弹力纤维在Stanford A

型AD升主动脉管壁的差异表达方面探讨AD发生的

结构基础。

1　材料与方法

1.1  标本与分组

AD组织标本于2016年1月—2017年3月间在海

南 省 人 民 医 院 和 中 国 医 学 科 学 院 阜 外 医 院 术 中 采

集（AD组），入组标准：诊断Stanford A型AD[4]，

并 在 术 中 证 实 。 排 除 标 准 ： 排 除 合 并 有 E h l e r s -
Danlos综合征、Mar fan综合征等结缔组织疾病，

外伤、妊娠和医源性损伤引起的AD，主动脉瓣二

瓣 畸 形 ， 明 显 的 动 脉 粥 样 硬 化 以 及 有 明 确 家 族 遗

传史的AD患者。对照组标本取自海南省人民医院

同 期 脑 死 亡 患 者 行 多 器 官 捐 献 时 和 冠 状 动 脉 旁 路

移植（CABG）术中的升主动脉标本 ，并且排除

肉眼检查发现合并AD或动脉瘤等主动脉疾病的标

本 。 两 组 标 本 术 中 采 集 后 立 即 冲 洗 ， 修 剪 成 形 ，

一部分置液氮或–80 ℃冰箱冷冻保存，另一部分

置10%中性甲醛溶液固定。

AD组10例，其中男7例，女3例；年龄42~67岁，

中位年龄53岁。对照组10例，其中男性8例，女性

2例；年龄31~72岁，中位年龄51岁，对照组中4例

标 本 为 脑 死 亡 患 者 行 多 器 官 捐 献 时 采 集 ， 其 余 为

CABG术中升主动脉的打孔标本。两组标本所采集

患 者 的 年 龄 及 性 别 差 异 无 统 计 学 意 义 ， 具 有 可 比

性（t=0.628、χ2=1.715，均P>0.05）。

本 研 究 方 案 经 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 ， 所 有 标

本 采 集 均 获 得 患 者 本 人 或 家 属 的 知 情 同 意 ， 并 签

署知情同意书。

1.2  主要试剂

兔 抗 人 弹 性 蛋 白 多 克 隆 抗 体 （ a b 2 3 7 4 7 ） 及

鼠 抗 人 β - a c t i n 单 克 隆 抗 体 （ a b 8 2 2 6 ） 购 自 美 国

Abcam公司，辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊

抗兔IgG、HRP标记的羊抗鼠IgG购自北京中杉金

桥。Bradford法蛋白质定量试剂盒购自大连美仑。

ECL显色试剂盒购自上海榕柏。EVG染色所用部分

试剂均购于珠海贝索。

1.3  方法

1.3.1  Western blot 检测升主动脉中膜层弹性蛋白

表达　取冻存升主动脉标本中膜层组织 150 mg 经

冰 上 研 磨、 匀 浆、 裂 解，4 ℃ 12 000 r/min 离 心

features and contents of elastic fibers were analyzed by EVG staining.

Results: Results of Western blot showed that the elastin level in the tunica media of the dissected ascending aorta 

was significantly lower than that in the tunica media of the normal ascending aorta [(0.32±0.07) vs. (1.12±0.17), 

t=6.722, P=0.003]. Results of EVG staining demonstrated that the morphology and arrangement of the elastic 

fibers in the tunica media of dissected ascending aorta were disordered with elastic lamina fracture and loss in 

dissected ascending aorta, while the elastic fibers were densely and orderly arranged with integrated structure and 

distinct gradations of the elastic lamina; the content of elastic fibers in tunica media of the dissected ascending 

aorta was significantly lower than that in tunica media of the normal ascending aorta [(85 762.8±106.2) vs.  

(164 482.8±161.4), t=5.902, P<0.001]. The elastin and elastic fiber contents were positively correlated in tunica 

media of both dissected and normal ascending aortas (r=0.953, 0.973, both P<0.001). 

Conclusion: The contents of elastin and elastic fibers are reduced and the morphology and arrangement of the 

elastic fibers are disordered in the tunica media of ascending aorta in patients with Stanford A type AD, and these 

changes may play an important role in the pathogenesis of AD.
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10 min，收集含蛋白上清液。Bradford 法测定总蛋

白浓度。蛋白样品（25 μg）与 5× 上样缓冲液 1:4

配 比 后 与 蛋 白 Marker 在 100 ℃ 水 浴 5 min 后 上

样。 经 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶（SDS-
PAGE）电泳分离，电转至 PVDF（polyvinylidene 

fluoride） 膜， 常 温 封 闭 60 min， 漂 洗。 分 别 加

入 稀 释 的 兔 抗 人 弹 性 蛋 白 多 克 隆 抗 体、 鼠 抗 人

β-actin 单 克 隆 抗 体，4 ℃ 孵 育 过 夜， 次 日 洗 膜

后 加 入 稀 释 的 二 抗（HRP 标 记 的 羊 抗 兔、 羊 抗 鼠

IgG），ECL 显色，暗室曝光显示条带。实验重复

3 次。各条带显影图像用 Image J 图像分析软件处

理、分析，以目的蛋白（弹性蛋白）/ 内参（β-actin）

灰度积分比值代表弹性蛋白的相对表达量。

1.3.2  EVG 弹力纤维染色检测升主动脉中膜层弹

力纤维形态和表达　升主动脉标本用 10% 中性甲

醛 固 定， 沿 管 壁 横 断 面 取 材。 石 蜡 包 埋 切 片， 厚

4 μm， 脱 蜡 至 水； 滴 加 0.5% 高 锰 酸 钾 溶 液 氧 化

5 min， 水 洗； 滴 加 2% 草 酸 漂 白， 水 洗；95% 乙

醇稍洗，浸 Weigert 氏雷锁辛品液，室温 1~2 h；

95% 乙 醇 分 化 至 背 景 清 晰， 水 洗；Van Gieson 染

液对比染色 1 min，95% 乙醇快速分化 5 s，水洗；

无水乙醇脱水、二甲苯透明、中性树胶封固 [5]。染

色结果：弹力纤维呈蓝黑色、细胞核呈蓝色、胶原

纤维呈红色。在每张玻片显示的中膜层选择 5 个视

野，采用 Image-Pro Plus 6.0 软件对每个视野进行

累积光密度（integrated optical density，IOD）分

析，分析选取目标为蓝黑色的区域（弹力纤维），

通过 IOD 值可大致判定每个视野中蓝黑色颜色区

域颜色及深浅程度的相对累积值。比较两组升主动

脉中膜层形态及弹力纤维形态与表达。

1.4  统计学处理

采 用 S P S S  1 8 . 0 软 件 包 进 行 统 计 学 分 析 。 符

合 正 态 分 布 计 量 资 料 采 用 均 数 ± 标 准 差 （x± s）

表 示 ， 偏 态 分 布 计 量 资 料 以 中 位 数 表 示 。 组 间 比

较，计量资料采用独立样本 t检验，计数资料采用

χ 2检验，弹性蛋白与弹力纤维表达的相关性采用

双变量直线相关分析。以P<0 .05为差异有统计学

意义。

2　结　果

2.1  弹性蛋白表达检测结果

AD组升主动脉管壁中膜层弹性蛋白表达量为

0.32±0.07，对照组为1.12±0.17，AD组升主动

脉 管 壁 中 膜 层 弹 性 蛋 白 表 达 量 较 对 照 组 明 显 降 低

（t=6.722, P=0.003）（图1）。
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图 1　Western blot 检测升主动脉管壁中膜层弹性蛋白表达
Figure 1　Western blot analysis of the elastin expressions in the 

tunica media of the ascending aortas

2.2  弹力纤维表达及形态检测结果

对 照 组 见 主 动 脉 壁 中 膜 层 结 构 完 整 、 层 次

分 明 ， 中 膜 层 血 管 平 滑 肌 细 胞 排 列 整 齐 ， 弹 力 纤

维排列紧密、有序，弹力板结构完整（图2A）。

AD组见 主 动 脉 中 膜 撕 裂 ， 其 内 可 见 血 栓 附 着 ；

平 滑 肌 细 胞 明 显 减 少 ， 部 分 区 域 成 片 消 失 ； 弹

力 纤 维 破 碎 、 断 裂 、 稀 释 、 丢 失 ， 排 列 不 规 则 ，

弹 力 板 层 断 裂 、 丢 失 ， 尤 其 在 中 膜 撕 裂 处 更 为 明

显；中膜外层及外膜层胶原纤维增生（图2B）。 

IOD值显 示 A D 组 为 8 5  7 6 2 . 8 ± 1 0 6 . 2 ， 对 照 组 为

164 482.8±161.4，AD组较对照组IOD值明显降低

（t=5.902，P<0.001）。

2.3  两组升主动脉中膜层弹性蛋白和弹力纤维表

达的相关性

根 据 弹 性 蛋 白 与 弹 力 纤 维 的 （ 相 对 ） 表 达 量

进行双变量直线相关分析，结果显示，AD组和对

照 组 的 升 主 动 脉 管 壁 中 膜 层 弹 性 蛋 白 与 弹 力 纤 维

表达均呈明显正相关关系（ r=0 .953、0.973，均

P<0.001）（图3）。
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3　讨　论

A D 是 一 种 致 死 率 极 高 的 主 动 脉 急 症 ， 其 每

年 发 病 率 约 0 . 5 ~ 3 / 1 0 万 ， 并 逐 年 呈 上 升 趋 势 ， 严

重 威 胁 人 类 健 康 ， 消 耗 大 量 的 医 学 资 源 和 社 会 财

富，因而越来越受到重视，深入研究AD的病因与

发 病 机 制 具 有 重 大 意 义 [ 6 - 8 ]。 但 是 A D 的 病 因 至 今

尚 未 完 全 明 了 ， 主 动 脉 壁 中 层 退 行 性 变 、 遗 传 性

结 缔 组 织 病 、 先 天 性 主 动 脉 畸 形 、 妊 娠 、 医 源 性

因素及外伤等均有报道参与AD的形成 [9-11]，上述

因 素 可 能 造 成 主 动 脉 管 壁 结 构 和 功 能 的 改 变 而 诱

发AD。遗传性疾病如Marfan综合征患者有糖蛋白

fibri l l in-1的缺陷，而Ehlers-Danlos综合征患者则

有 Ⅲ 型 前 胶 原 的 合 成 异 常 ， 都 导 致 主 动 脉 壁 强 度

减弱，发生AD。但是我们所见大部分散发性AD患

者 并 没 有 上 述 明 确 的 综 合 征 ， 是 否 存 在 主 动 脉 壁

结 构 和 性 质 的 改 变 以 及 何 种 因 素 导 致 这 种 改 变 ，

有待深入研究。

在 主 动 脉 中 膜 层 结 构 中 ， 弹 力 纤 维 与 管 壁 顺

应 性 有 关 ， 在 外 力 作 用 下 弹 力 纤 维 可 伸 长 7 0 % ，

是 维 持 主 动 脉 轴 向 回 缩 力 的 主 要 成 份 ； 胶 原 纤 维

则 与 管 壁 的 极 限 强 度 有 关 ， 伸 缩 性 不 及 弹 力 纤 维

1 % 。 在 生 理 血 压 条 件 下 弹 力 纤 维 是 主 要 的 受 力

纤 维 ， 大 部 分 胶 原 纤 维 处 于 功 能 储 备 状 态 ， 只 是

在 管 壁 扩 张 幅 度 过 大 时 才 受 力 。 中 膜 层 由 数 十 层

环 形 排 列 的 弹 力 层 组 成 ， 每 层 弹 力 层 由 弹 力 纤 维

相 互 交 叉 形 成 网 状 结 构 ， 胶 原 纤 维 穿 插 其 中 ， 相

邻两薄层间为一层平滑肌细胞。既往研究 [ 12]认为

主 动 脉 壁 弹 力 纤 维 表 达 或 排 列 的 改 变 可 能 导 致 夹

层 、 动 脉 瘤 等 主 动 脉 疾 病 ， 管 壁 中 层 弹 力 层 结 构

的毁损和缺失是AD特征性病理改变之一 [13]。目前

对 疾 病 病 因 的 研 究 已 经 深 入 到 基 因 水 平 ， 但 是 生

物 功 能 的 主 要 体 现 或 执 行 者 是 蛋 白 质 ， 所 以 本 研

究先从弹性蛋白和弹力纤维水平探讨其在AD病因

A B

图 2　升主动脉管壁 EVG 染色（×200）　　A：对照组；B：AD 组
Figure 2　EVG staining of the ascending aortic walls (×200)　　A: Control group; B: AD group
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图 3　升主动脉中膜层弹性蛋白与弹力纤维表达的相关性分析　　A：对照组；B：AD 组
Figure 3　Correlation analysis of the elastin and elastic fi ber contents in the tunica media of the ascending aortas　　A: Control group; 

B: AD group
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和发病机制中的作用。

3.1  AD 时主动脉管壁的弹性蛋白表达

弹 力 纤 维 主 要 由 有 序 排 列 的 无 定 型 核 心

（ a m o r p h o u s  c o r e ， A C ） 和 微 纤 维 “ 框 架 ” 在

Loxl-1等赖氨酰氧化酶家族成员交联“组装”下，

按 照 一 定 比 例 和 程 序 逐 级 组 装 而 成 ， 合 成 过 程 异

常 精 密 ， 涉 及 弹 性 蛋 白 分 泌 、 激 活 、 吸 附 、 聚

合、沉积、交联等过程[14-15]。弹性蛋白是无定型核

心 的 主 要 成 份 ， 主 要 由 中 膜 层 血 管 平 滑 肌 细 胞 合

成 。 弹 性 蛋 白 表 达 下 降 可 导 致 多 种 弹 力 纤 维 相 关

疾 病 ， 如 盆 腔 器 官 脱 垂 、 颅 内 动 脉 瘤 、 年 龄 相 关

性 黄 斑 退 行 性 病 变 等 [ 1 6 - 1 8 ]。 既 往 有 关 弹 性 蛋 白 在

AD发病机制中作用的研究多从弹性蛋白酶、炎症

反应等对弹力纤维降解的角度展开 [19-20]，然而AD

时 是 否 存 在 弹 性 蛋 白 合 成 和 表 达 异 常 值 得 关 注 。

本研究显示AD组主动脉中膜层弹性蛋白的表达明

显 较 对 照 组 低 ， 说 明 弹 性 蛋 白 的 低 表 达 有 可 能 通

过改变主动脉管壁的机械强度，导致AD发生[21]。

3.2  AD 时主动脉管壁的弹力纤维表达

弹 力 纤 维 是 主 动 脉 管 壁 最 重 要 的 纤 维 ， 是

维 持 主 动 脉 壁 结 构 和 功 能 的 最 主 要 结 构 成 份 。

Schmitto等[22]研究认为胸主动脉夹层患者升主动脉

血 管 组 织 中 弹 力 纤 维 及 胶 原 纤 维 稀 疏 、 断 裂 、 结

构 紊 乱 ， 伴 血 管 组 织 细 胞 凋 亡 明 显 增 加 ， 血 管 壁

病 理 性 重 构 。 因 此 ， 可 以 推 测 任 何 造 成 造 成 主 动

脉中膜弹力纤维损害的因素，均可能诱发AD。本

研究通过EVG染色显示：AD组升主动脉中膜层弹

力 纤 维 形 态 和 排 列 不 规 则 ， 出 现 弹 力 纤 维 破 碎 、

断 裂 、 稀 疏 、 丢 失 ， 弹 力 板 断 裂 、 丢 失 ， 层 状 结

构 受 到 破 坏 ， 弹 力 板 层 间 相 互 连 接 减 少 ， 黏 附 性

减 弱 ， 从 而 使 主 动 脉 易 于 发 生 夹 层 。 结 合 弹 性 蛋

白的Western blot实验结果，可以推测弹力纤维形

态和结构紊乱可能与弹性蛋白的表达下调有关，继

而导致主动脉中膜层纤维结构改变，导致AD发生。

本研究也显示AD组和对照组的升主动脉中膜层弹性

蛋白与弹力纤维表达均呈明显的正相关关系。

当然AD发生是一个复杂的病理过程，弹性蛋

白的表达差异仅仅是AD主动脉壁结构、成份改变

的 一 个 重 要 方 面 ， 弹 性 蛋 白 “ 组 装 ” 成 弹 力 纤 维

过程中的任何微纤维蛋白、酶类（如Lox l-1）的

缺陷都有可能导致AD发生 [23]，需要进一步行主动

脉 管 壁 差 异 蛋 白 质 组 学 的 研 究 ， 以 了 解 是 否 存 在

其他更多的重要结构蛋白在AD和正常主动脉之间

存在差异表达。

综 上 所 述 ， 根 据 上 述 实 验 结 果 ， 可 以 推 知 弹

性 蛋 白 在 主 动 脉 中 膜 层 表 达 下 调 ， 可 能 影 响 弹 力

纤 维 的 合 成 ， 从 而 导 致 主 动 脉 中 膜 层 薄 弱 ， 承 受

血流张力和剪切力能力下降，可能在AD的发生中

起 重 要 作 用 。 而 关 于 弹 性 蛋 白 表 达 改 变 的 分 子 生

物学机制及其在AD发病机制的作用有待进一步深

入研究。
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