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人 ａｒｒｅｓｔｅｎ基因转染对自体移植静脉内膜增生
的影响

尚丹１，宋自芳２，夏印１，李毅清１，胡青钢２，郑启昌２

（华中科技大学同济医学院附属协和医院 １．血管外科 ２．肝胆外科，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　探讨体内转染 ａｒｒｅｓｔｅｎ基因对自体移植静脉内膜增生的影响。方法　建立大鼠自体
静脉移植模型。血管吻合术前，用脂质体介导重组质粒 ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＴ（Ⅰ组），空载体 ｐＳｅｃＴａｇ２转染（Ⅱ
组）移植血管，等体积脂质体溶液处理移植血管（空白对照组，Ⅲ组）。各组动物均于 ４周后切取移植

血管，ＲＴＰＣＲ检测移植血管中 ａｒｒｅｓｔｅｎｍＲＮＡ的表达；常规 ＨＥ，Ｖｅｒｈｏｅｆｆ弹力纤维染色；计算机图象分析

检测移植静脉血管内膜及中膜面积、厚度；免疫组化检测移植血管内膜 αＳＭＡ及 ＰＣＮＡ的表达；Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＧＦβ１蛋白的表达。结果　Ⅰ组转染的移植静脉中有目的基因 ｍＲＮＡ的表达，而Ⅱ、Ⅲ
组无Ⅰ组内膜、中膜面积小均于Ⅱ组和Ⅲ组，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。而内膜面积／中膜面积 ３组

间无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；Ⅰ组内膜厚度小于Ⅱ组和Ⅲ组，组间比较有统计学差异（Ｐ＜０．０１）；α

ＳＭＡ染色表明增生内膜中的细胞是血管平滑肌细胞；ＰＣＮＡ阳性细胞数及表达指数Ⅰ组均低于Ⅱ组和

Ⅲ组（Ｐ＜０．０５）；Ⅰ组 ＴＧＦβ１蛋白的表达明显低于Ⅱ组和Ⅲ组。结论　移植血管转染 ａｒｒｅｓｔｅｎ基因，

可有效抑制自体移植静脉内膜的增生，在防治血管移植术后再狭窄方面显示出良好的临床应用前景。
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ＴＧＦβ１
ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ６５４．３　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　血管移植术、血管腔内成形术等血管重建术，
是治疗冠状动脉狭窄及周围血管疾病的重要手段，

但术后血管狭窄或再狭窄率高达 ３０％ ～５０％，严
重影响其远期疗效。内膜增生是静脉移植物发生

闭塞的主要因素［１］。血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）过度
增殖并向内膜迁移是新生内膜增生的重要病理基

础，是各种因素导致血管重建术后再狭窄发病链条

上的关键环节［２－３］。因此，抑制平滑肌细胞过度增

殖及迁移是防治血管重建术后再狭窄的有效策略。

ａｒｒｅｓｔｅｎ是 Ｃｏｌｏｒａｄｏ等［４］研究发现的一种强效

血管生成抑制因子，是 ＩＶ型胶原 α１链的羧基末
端 ＮＣ１结构域片段，其分子量约为 ２６ｋＤ。在本
课题组前期研究中发现真核表达的 ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白
对体外培养的大鼠 ＶＳＭＣ的增殖和迁移有明显的
抑制作用［５］。基于此，本研究用脂质体介导人

ａｒｒｅｓｔｅｎ基因，对大鼠自体移植静脉进行局部转染，
观察其对血管狭窄的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料和试剂
重组质粒 ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＴ由本课题组自行制备

保存。小鼠抗大鼠 αＳＭＡ单克隆抗体、小鼠抗大
鼠 ＰＣＮＡ单克隆抗体、即用型 ＳＡＢＣ免疫组织化学
染色试剂盒购自武汉博士德公司；ＴＧＦβ１购自美
国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠
二抗购自北京中山试剂公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ２０００、
ＴＲＩｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂、Ｔａｑ酶、反 转 录 酶 Ｍ
ＭｕＬＶ均购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录 －多聚酶链反
应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；免疫印
迹化学发光试剂（ＥＣＬＲｅａｇｅｎｔ）１和 ２购自武汉凌
飞公司；计算机病理图象分析系统由同济医学院

病理教研室提供。

１．２　动物
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，雄性，３～４个月，体

重 ２５０ｇ～３００ｇ，由同济医学院动物实验中心
提供。

１．３　实验方法
１．３．１　动物模型的建立及静脉标本的采集　将
３４只 ＳＤ大鼠随机分为 ３组：Ⅰ组为重组质粒
ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＴ转染组，Ⅱ组为空载体 ｐＳｅｃＴａｇ２转染
组，Ⅲ组为空白对照组，仅转染脂质体。麻醉成功
后，在手术显微镜下切取左侧颈外静脉，肝素盐水

冲洗备用；吻合前将Ⅰ组移植血管浸泡于脂质体
与重组质粒 ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＴ的混合溶液中，Ⅱ组移植
血管浸泡于脂质体与空载体 ｐＳｅｃＴａｇ２的溶液中，
Ⅲ组移植血管浸泡于脂质体溶液中，各 ３０ｍｉｎ。
１００无损伤缝线间断外翻缝法将颈外静脉端端
吻合移植于髂外动脉中，吻合口缝约 ８～１０针。
根据血管充盈情况及远端勒血试验确定血管是否

通畅。本实验吻合血管均通畅，移植静脉和髂外

动脉的管径一致，有明显血管搏动。术后单笼、常

规饮食饲养。４周后切取移植血管，标本保存于
液氮或４％中性多聚甲醛中固定备用。
１．３．２　ＲＴＰＣＲ检测血管中 ａｒｒｅｓｔｅｎ基因 ｍＲＮＡ
的表达　以 ＴＲＩｚｏｌ法抽提血管组织总 ＲＮＡ，两步
法行 ＲＴＰＣＲ。目的基因引物根据已知 ａｒｒｅｓｔｅｎ基
因序列设计；目的基因引物及内参照 ＧＡＰＤＨ引物
由上海生工公司合成，序列如下

ａｒｒｅｓｔｅｎ引物序列 Ｐ１：５′ＧＡＣＴＡＣＴＣＧＴＡＣＴＧＧＣＴＧ３′ 目的产物为４４９ｂｐ

Ｐ２：５′ＣＴＣＡＴＡＣＡＧＡＣＴＴＧＧＣＡＧ３′

ＧＡＰＤＨ引物序列 Ｐ１：５′ＴＡＴＧＡＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧ３′ 目的产物为２１３ｂｐ

Ｐ２：５′ＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′
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　　扩增条件：首先 ９４℃预变性 ５ｍｉｎ；然后 ９４℃
１ｍｉｎ变性，５５℃退火 １ｍｉｎ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，循
环 ３３次；最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。取扩增产物
５μＬ加样于 ２％的琼脂糖凝胶进行电泳，紫外光
下观察结果。

１．３．３　组织形态学染色　血管标本经多聚甲醛
固定 ４８ｈ后，脱水、石蜡包埋，连续切片，厚度
４μｍ。行 ＨＥ和 Ｖｅｒｈｏｆｆｅ弹力纤维染色。Ｖｅｒｈｏｆｆｅ
染色弹力纤维呈黑色，用 ＶａｎＧｉｅｓｏｎ染液使胶原
纤维呈红色。内膜的范围界定：内缘为血管腔，

外缘为内弹力板。以计算机图像分析系统 （Ｍｅｔａ
ＭｏｒｐｈＢＸ４１，ＯＬＹＭＰＵＳ）采集图像。每个标本最
少随机取 ５处测量增生内膜厚度及内膜、中膜面
积，并计算内膜面积／中膜面积（Ｉ／Ｍ），以评价移
植静脉内膜增生程度。

１．３．４　免疫组织化学染色　分别用鼠抗 αＳＭＡ
单克隆抗体及鼠抗 ＰＣＮＡ单克隆抗体作为一抗
（１∶１００）。用 ３，３′－二氨基联苯胺（ＤＡＢ）抗体作
为二抗进行免疫组化染色，正常静脉作为对照，

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作阴性对照。参照
ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒说明书操作。用计算机病
理图像分析系统计数移植静脉内膜的细胞数和

ＰＣＮＡ阳性细胞数，随机计数每个视野增生内膜
５００个细胞作为细胞总数，以阳性细胞为分子计
算 ＰＣＮＡ表达指数百分比（ＰＣＮＡ阳性细胞数／总
细胞数 ×１００）。
１．３．５　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＴＧＦβ１的
表达　将剪碎的静脉匀浆后，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心 １５ｍｉｎ，取上清液，考马斯亮蓝测定蛋白浓
度并调至同一水平。经十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳后，转至聚偏二
氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，用漂洗液（ＴＢＳＴ）配制的 ５
％脱脂奶粉室温封闭１ｈ。一抗兔抗大鼠 ＴＧＦβ１
（１∶４００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜；二抗辣根过
氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２０００）室温孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜。ＥＣＬ发光法显影。
１．４　统计学处理

样本数据用中位数和均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示。对方差齐同的数据采用多个样本均数之

间两两比较的方差分析；对方差不齐的数据采用

多个样本两两比较的秩和检验。各项统计均采

用 ＳＰＳＳ１２．０统计软件系统完成。

２　结　果

２．１　动物模型的建立情况
本实验共建立动物模型 ３４只，４只因麻醉意

外、吻合口出血、腹腔感染等原因死亡，健康存活

３０只。存活者术后 １～３ｄ手术侧肢体血运欠
佳，活动功能一定程度上受限，其后血运及肢体

活动逐渐恢复，成功建模。

２．２　ＲＴＰＣＲ检测结果
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后，Ⅰ 组在约

４５０ｂｐ处均有一条特异的扩增条带，而Ⅱ组及Ⅲ
组均无相应的核酸扩增条带（图 １）。提示脂质
体可将目的基因成功导入移植血管中并表达。
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图 １　移植血管 ＰＣＲ扩增产物的凝胶电泳分析　　
Ｍ：ＰＣＲ Ｍａｒｋｅｒ；１：空 白 对 照 组 （Ⅲ 组）；２：
ｐＳｅｃＴａｇ２转染组（Ⅱ组）；３：ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＴ转染
组（Ⅰ组）

２．３　组织形态学变化
ＨＥ染色后（图 ２），可见移植静脉均呈现出典

型的内膜增生、肥厚，新生内膜内可见增生的梭

形细胞，细胞排列紊乱，并出现透明状细胞基质，

基质沉淀。弹力纤维染色后（图 ３），可见移植静
脉内膜弹力纤维显著增多。Ⅰ组内膜增厚，弹力
纤维增长及管腔狭窄程度均显著低于Ⅱ组和Ⅲ
组，其新生内膜中的细胞数也显著减少。提示转

染人 ａｒｒｅｓｔｅｎ基因可抑制移植静脉新生内膜增生。
２．４　移植静脉内膜增生的病理图像分析

静脉内膜与中膜增生为不均匀性，面积、厚度

差异大。以非参数检验 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ法统计，结
果以中位数（最小数、最大数）表示。３组间用
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵｔ法检验分析。结果示Ⅰ组内膜
增生明显轻于Ⅱ组和Ⅲ组，内膜增殖受到抑制；
而 Ｉ／Ｍ 值 ３组 间 无 统 计 学 差 异 （Ｐ＞０．０５）
（表１－２）。
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图２　移植静脉病理组织学观察（ＨＥ染色 ×２００）　　Ａ：空白对照组（Ⅲ）；Ｂ：ｐＳｅｃＴａｇ２转染组（Ⅱ）；Ｃ：ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＴ转染组
（Ⅰ）；ＬＵ：管腔

图３　移植静脉病理组织学观察（Ｖｅｒｈｏｅｆｆ弹力纤维染色 ×２００）　　Ａ：空白对照组（Ⅲ）；Ｂ：ｐＳｅｃＴａｇ２转染组（Ⅱ）；Ｃ：
ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＴ转染组（Ⅰ）；ＬＵ：管腔

表１　移植静脉新生内膜和中膜面积及Ｉ／Ｍ值分析

组别 动物数 内膜面积（μｍ２） 中膜面积（μｍ２） Ｉ／Ｍ×１００（％）

Ⅰ组 １０
０．６１１），２） ０．９６１），２） ７９．９８１），３）

（０．３０～３．０） （０．６４～１．７６） （１７．６１～１９５．６３）

Ⅱ组 １０
１．４９１） １．７５１） １０８．０４１）

（０．５８～３．９７） （０．７２～２．３５） （２７．９３～２２５．２７）

Ⅲ组 １０
１．６３１） １．８６１） １１０．３８１）

（０．５４～４．０１） （０．４７～２．６５） （２９．３４～２３０．１２）

　　注：１）中位值（ｍｅｄｉａｎ）；２）与Ⅱ，Ⅲ组比较，Ｐ＜０．０５；３）Ⅱ，Ⅲ组
比较，Ｐ＞０．０５

表２　自体移植静脉内膜厚度
组别 动物数 增生内膜厚度（μｍ）
Ⅰ组 １０ １２．０４１），２）（６．３０～１５．３３）
Ⅱ组 １０ １９．４１１）（１２．８４～３５．７０）
Ⅲ组 １０ ２１．５３１）（１１．９８～３７．０３）

　　注：１）为中位数；２）与Ⅱ，Ⅲ组比较，Ｐ＜０．０１

２．５　移植静脉免疫组织化学染色分析
αＳＭＡ为 ＶＳＭＣ的特异性蛋白标志物，主要

定位于细胞浆中，棕黄色为阳性染色。移植静脉

新生内膜细胞呈阳性染色，表明移植静脉增生新

生内膜细胞成分主要是 ＶＳＭＣ（图 ４）。ＰＣＮＡ染
色亦呈棕黄色，定位于细胞核上 （图 ５）。ＰＣＮＡ
阳性表达指数见表 ３。分析提示，ａｒｒｅｓｔｅｎ基因可
明显抑制移植静脉新生内膜平滑肌细胞的增殖。

２．６　ＴＧＦβ１的蛋白表达
正常静脉中一般未见到 ＴＧＦβ１阳性细胞。

Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ移植静脉均有 ＴＧＦβ１蛋白的表达，但
Ⅰ组的蛋白表达明显弱于Ⅱ组及Ⅲ组（图 ６）。
提示人 ａｒｒｅｓｔｅｎ基因可有效抑制血管壁 ＴＧＦβ１蛋
白的表达。

图４　移植静脉 αＳＭＡ表达的免疫组化分析 （ＳＡＢＣ法，×２００）　　Ａ：空白对照组（Ⅲ）；Ｂ：ｐＳｅｃＴａｇ２转染组（Ⅱ）；Ｃ：
ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＴ转染组（Ⅰ）；ＬＵ：管腔
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图５　移植静脉ＰＣＮＡ表达的免疫组化分析 （ＳＡＢＣ，×２００）　　Ａ：空白对照组（Ⅲ）；Ｂ：ｐＳｅｃＴａｇ２转染组（Ⅱ）；Ｃ：ｐＳｅｃＴａｇ２
ＡＴ转染组（Ⅰ）；ＬＵ：管腔

表３　移植静脉新生内膜细胞增殖分析（％，ｘ±ｓ）

组别
ＰＣＮＡ免疫组化

ＰＣＮＡ阳性细胞数 ＰＣＮＡ阳性表达指数

Ⅰ组 １３６．３０±３９．９６ ２７．２６±０．０８１），２）

Ⅱ组 １９１．８０±３４．２２ ３８．３６±０．０７

Ⅲ组 ２０３．７８±３１．５１ ４０．７６±０．００

Ｆ ２２．５５１

Ｐ ＜０．０５

　　注：１）与Ⅱ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ⅲ组比较，Ｐ＜０．０５

!"""""""""""""""""""""#"""""""""""""""""""""$

图６　移植静脉ＴＧＦβ１的蛋白表达分析　　１：空白对照组

（Ⅲ）；２：ｐＳｅｃＴａｇ２转染组（Ⅱ）；３：ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＴ转染

组（Ⅰ）

３　讨　论

血管重建术后再狭窄是一个多因素、多环

节、多阶段修复过程的结果。有研究指出，后期

静脉移植物失效的主要因素归咎于持续发展的

内膜增生，中 膜增厚以及后续的动脉粥样硬

化［６－７］。正常情况下，血管中膜的平滑肌细胞处

于静止状态，若受到病理性因素的持续刺激，平

滑肌细胞可重新表现出增殖活性，从血管中膜迁

移到内膜，并发生由收缩型向合成型的表型转

换，导致血管内膜增生，最终使血管腔狭窄或闭

塞 ［８］。由此可知，新生内膜增生的主要病理基础

是 ＶＳＭＣ过度增殖并向内膜迁移［２－３］，这为血管移

植术后再狭窄的基因治疗提供了有效的靶向。

内膜厚度、管腔面积一直是评价血管狭窄比

较客观的指标。本实验移植静脉新生内膜定量

分析表明，静脉内膜与中膜增生为不均匀性，面

积和厚度差异大。Ⅰ组内膜、中膜面积小于Ⅱ组
及Ⅲ组（Ｐ＜０．０５）。而 Ｉ／Ｍ３组间无统计学差异
（Ｐ＞０．０５）；Ⅰ 组内膜厚度小于 Ⅱ 组及 Ⅲ 组
（Ｐ＜０．０１）。提示 ａｒｒｅｓｔｅｎ基因在体内能明显抑制
移植静脉新生内膜增生。

ＰＣＮＡ是 ＤＮＡ多聚酶 δ的一个辅助亚单位，
当细胞分裂时协助 ＤＮＡ引导链和随从链的合成，
在细胞核内含量受到细胞自分泌和旁分泌生长

因子的调节，表达量和表达部位可客观地反映

ＳＭＣ增殖的数量和增殖部位。ＰＣＮＡ表达与内膜
增殖有显著关系；ＰＣＮＡ蛋白表达越强，内膜增殖
越明显。ＰＣＮＡ免疫组化分析显示，Ⅰ组 ＰＣＮＡ阳
性细胞数及表达指数均少于Ⅱ组及Ⅲ组，差异均
有统计学意义。提示 ａｒｒｅｓｔｅｎ能通过有效抑制新
生内膜平滑肌细胞的增殖而明显抑制自体移植

静脉内膜增生的发生、发展。

静脉移植物在动脉高压力、吻合口血流状态

改变 的 条 件 下，持 续 过 量 产 生 ＴＧＦβ１，导 致
ＶＳＭＣ迁移、增殖，以及细胞外基质（ＥＣＭ）过度沉
积和组织纤维化［９］。ＴＧＦβ１是一种具有广泛生
物学效应的多效生长因子，与 ＥＣＭ关系最密切，
是 ＥＣＭ产生和沉积的重要调控因子。ＴＧＦβ１主
要来源于 ＶＳＭＣ，通过自分泌方式作用于 ＶＳＭＣ，
导致 ＥＣＭ积聚，从而参加血管壁的重建。孙达欣
等［１０］应用纳米粒子载体携带反义 ＴＧＦβ１转染大
鼠的移植静脉，发现血管壁的 ＴＧＦβ１的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达减弱，内膜显著受到抑制。本实验中

Ⅰ组的蛋白表达明显弱于转染Ⅱ组及Ⅲ组。提
示人 ａｒｒｅｓｔｅｎ基因可有效地抑制血管壁 ＴＧＦβ１蛋
白的表达，从而削弱了 ＴＧＦβ１的作用，有效地抑
制了移植静脉的内膜增生及负性血管重塑。

本研究表明，移植血管转染 ａｒｒｅｓｔｅｎ基因的表
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达，对移植静脉内膜的增生具有抑制作用，能提

高移植血管的通畅程度。此结果对于临床进一

步提高血管重建术的远期疗效具有重要意义。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

１．统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或横断面调查

研究）；实验设计（应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等）；临床试验设计

（应交代属于第几期临床试验，采用了何种盲法措施等）。主要做法应围绕 ４个基本原则（随机、对照、重复、均

衡）概要说明，尤其要交代如何控制重要非试验因素的干扰和影响。

２．资料的表达与描述：用 ｘ±ｓ表达近似服从正态分布的定量资料，用 Ｍ（ＱＲ）表达呈偏态分布的定量资料；

用统计表时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相

匹配，并使数轴上刻度值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 ２０，要注意区分百分率与百分比。

３．统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合

适的统计分析方法，不应盲目套用 ｔ检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变

量的性质和频数所具备条件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ２检验。对于回归分析，应

结合专业知识和散布图，选用合适的回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分

析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以

便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、合理的解释和评价。

４．统计结果的解释和表达：当 Ｐ＜０．０５（或 Ｐ＜０．０１）时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说

对比组之间具有显著性（或非常显著性）的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称（如：成组设计资料的 ｔ检

验、两因素析因设计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的 ｑ检验等），统计量的具体值（如 ｔ＝３．４５，χ２ ＝

４．６８，Ｆ＝６．７９等）应可能给出具体的 Ｐ值（如 Ｐ＝０．０２３８）；当涉及到总体参数（如总体均数、总体率等）时，在

给出显著性检验结果的同时，再给出 ９５％置信区间。
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