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·基础研究·

联用 ｃｍｙｂＡＳＯＮ与 ＶＥＧＦ防治血管成形术后
再狭窄的研究

张铁民１，赵宪琪１，杨予川２，史春颖２，陈颖２，郭欣１，朴大勋１，姜洪池１

（哈尔滨医科大学第一临床医学院 １．普通外科 ２．放射科，黑龙江 哈尔滨 １５０００１）

　　摘要：目的　评估联合应用 ｃｍｙｂ反义寡核苷酸（ＡＳＯＮ）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）对血管成
形术后再狭窄的效果。方法　２８只中国长耳白兔随机分成狭窄对照（Ⅰ）组，狭窄 ｃｍｙｂＡＳＯＮ处理
（Ⅱ）组，狭窄 ＶＥＧＦ处理（Ⅲ）组和狭窄 ｃｍｙｂＡＳＯＮ ＋ＶＥＧＦ处理（Ⅳ）组。测定治疗后各组血管狭窄
程度，并进行比较分析。结果　处理后各组均呈不同程度的血管内膜及血管平滑肌增生，以Ⅰ组最
重，Ⅱ，Ⅲ组增生情况较Ⅰ组明显减轻，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。Ⅳ组增生情况较Ⅱ，Ⅲ组更
轻，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１），但Ⅱ，Ⅲ组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结
果显示，各组间灰度均有明显差别。结论　ｃｍｙｂＡＳＯＮ与 ＶＥＧＦ联合应用能显著减轻血管成形术后
的再狭窄，但两者之间无协同作用。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（１２）：１１９６－１２００］
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第１２期 张铁民，等：联用ｃｍｙｂＡＳＯＮ与ＶＥＧＦ防治血管成形术后再狭窄的研究

　　经皮腔内血管成形术（ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｒａｎｓｌｕｍｉｎａｌ
ａｎｇｉｏｐｌａｓｔｙ，ＰＴＡ）是目前治疗动脉硬化性闭塞症
（ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｏｂｌｉｔｅｒａｎｓ，ＡＳＯ）的安全有效方法之
一，但 ＰＴＡ术后较高的血管再狭窄发生率始终对
其疗效有一定的影响。动脉内膜增生是血管再狭

窄的基础，反义基因治疗作为一种可特异性阻断

和调节致病基因表达的一种技术手段，在多学科

疾病的治疗方面显示了广阔的前景。本研究拟通

过将 ＶＥＧＦ基因和 ｃｍｙｂ反义寡核苷酸联合应用
以抑制血栓形成和血管壁平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）的
增殖和迁徙，减轻内膜增生，从而达到防治再狭

窄的目的，为临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
中国大耳白兔（体重 ２．５～３．０ｋｇ）２８只，由

哈尔滨医科大学第一临床医学院动物试验中心饲

养，对其进行严格的人道养护。鼠抗兔 ＰＣＮＡ抗
体及免疫组化试剂购自武汉中杉试剂公司；脂质

体转 染 试 剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｏｎ购 自 Ｉｎｖｏｔｒｏｇｅｎ公 司 （美
国）；质粒 ｐＵＣ１８／ＶＥＧＦ１６５由本实验室保存；引
物由上海生工生物工程公司合成。

１．２　实验方法
１．２．１　ＶＥＧＦ１６５真核表达质粒的构建及寡核苷
酸制 备 　 根 据 ＧｅｎＢａｎｋ（基 因 数 据 库）检 索 人
ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ序列，设计引物。５′端引物和 ３′
端引物分别引入 ＨｉｎｄⅢ和 ＸｈｏＩ酶切位点。小量
抽提质粒 ｐＵＣ１８／ＶＥＧＦ１６５，ＥｃｏＲＩ和 ＸｂａＩ双酶
切后电泳胶回收并纯化 ＶＥＧＦ１６５片段；同样步骤
完成 ｐｃＤＮＡ３．１的质粒抽提和胶回收。将 ｐｃＤ
ＮＡ３．１和 ｈＶＥＧＦ１６５按 ０．０３ｐｍｏｌ：０．１～０．３ｐｍｏｌ
比例混合，Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，反应液转化细
菌，摇匀后小量抽提重组质粒，重组质粒行酶切

鉴定，ＰＣＲ鉴定和 ＤＮＡ序列分析。多聚酶链反应
（ＰＣＲ）鉴定引物上游为 ５′ＧＴＧＧＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＣＧ
ＧＴＡＣＣＧ３′；下游为 ５′ＣＣＣＴＣＴＡＧＡＡＧＣＴＴＴＣＡＣ
ＣＧＣＣＴＣＧＧ３′，扩增目的片段长 ６１７ｂｐ。参照脂
质体转染试剂（ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎｒｅａｇｅｎｔ）说明书转染操作
步骤完成重组质粒对 ＥＣＶ３０４细胞的转染，转染
４８ｈ后换无血清培养基，继续培养 ２４ｈ后收集培
养上清液。实验组、对照组和空白组各取 ５孔，
按照酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒说明书测
定各组上清液 ＶＥＧＦ蛋白含量［１］。

１．２．２　ｃｍｙｂＡＳＯＮ序列的构建　由 Ｉｎｖｏｔｒｏｇｅｎ合
成质粒 ｐｃＤＮＡ３．１／ｃｍｙｂＡＳＯＮ，所 含 ＡＳＯＮ为

５′ＧＴＧＴＣＧＧＧＧＴＣＴＣＣＧＧＧＣ３′；ＡＳＯＮ５′和 ３′
端各 ３个磷酸二酯键经过硫代磷酸修饰。
１．２．３　实验动物及模型制作及分组　２８只实验
白兔随机分成 ４组，每组 ７只。Ⅰ组（对照组）颈
总动脉拉伤后不作处理；Ⅱ组每只动物给予 ＡＳＯＮ
５μｇ；Ⅲ组每只动物给予 ＶＥＧＦ２０μｇ；Ⅳ组每只动
物给予 ＡＳＯＮ５μｇ＋ＶＥＧＦ２０μｇ。干预物均溶于
ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｏｎ２０μＬ＋磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）２０μＬ中，
涂布于 ２．０ｃｍ×１．５ｍｍ球囊，吹干，待用。

实验动物均在术前给予 ５００Ｕ肝素肌肉注
射，氯胺酮 （３５ｍｇ／ｋｇ）和甲苯噻嗪（５ｍｇ／ｋｇ）
静脉麻醉成功后，暴露左侧颈总动脉。直视下将

２０．０ｍｍ×１．５ｍｍ球囊导管送至颈总动脉近胸
腔入口处，Ｘ线透视下，髂总动脉置入导丝至主
动脉分叉处作为标记。用 １．５个气压充盈球囊加
压，回抽使球囊回缩。按上述方法来回拉伤颈总

动脉 ３次后，不同组别动物按实验要求将不同的
干预物以涂药球囊置于内膜损伤处，３０ｍｉｎ后撤
出，缝合伤口。术后予肝素 ５００Ｕ肌肉注射 ７ｄ。
清洁环境饲养 ４周后取实验段颈总动脉保存［２］。

１．３　观测项目
１．３．１　病理学检查　将上述取材动脉经 ４％ 多

聚甲醛灌注固定，石蜡包埋切片后，用于苏木素

－伊红（ＨＥ）染色及增殖核抗原（ＰＣＮＡ）免疫组化
染色。显微镜下图像采集，４０倍下每标本取对称
２点，确定管腔、内弹力层、外弹力层和外膜轮廓，
测量相应厚度和面积及检测 ＰＣＮＡ抗原阳性表达
细胞。每片随机取 ５视野，按阴性（－），弱阳性
（＋），阳性（＋＋），强阳性（＋＋＋）进行半定
量分析，其中阳性细胞数 ＜３０％记作（＋），３０％
～６０％记作（＋＋），＞６０％记作（＋＋＋）。
１．３．２　免疫印迹杂交（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）　取实验
段血管 ２ｍｍ经 ０．２５％胰酶消化后，匀浆、离心，
取上清液。行 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电转移至
ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｐｏｒｅ，０．４５ｕｍ）上，５％ 脱脂奶粉室

温 封 闭 １ ｈ， ＴＢＳＴ （Ｔｒｉｓ２５ ｍｍｏｌ／Ｌ， Ｎ ａＣｌ
０．１５ｍｏｌ／Ｌ，Ｔｗｅｅｎ２００．０５％）漂洗３次；加入兔
抗 ＰＣＮＡ抗体（１∶１００稀释，ＳａｎｔａＣｒｕｚ），４℃反
应过夜，ＴＢＳＴ漂洗 ３次；加入羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ
（１∶１０００稀释，ＳａｎｔａＣｒｕｚ），室温反应 ２ｈ，ＰＢＳ漂
洗 ３次后碱性磷酸酶显色，拍照保存［３］。

１．４　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件。对参数数据以均

数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。单因素采用方差分析；
组间采用 ＬＳＤ检验，非参数数据采用秩和检验。
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２　结　果

２．１　再狭窄的图像观察及分析
所有实验组均呈不同程度的内膜及血管平滑

肌增生（表 １）（图 １－４）。以Ⅰ组为最重，Ⅱ，
Ⅲ，Ⅳ组增生情况较Ⅰ组为轻，差异均有统计学

意义。Ⅳ组增生情况较Ⅱ，Ⅲ组均明显减轻；即
Ⅱ，Ⅳ组间及Ⅲ，Ⅳ组间差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）， 但 Ⅱ， Ⅲ 组 间 差 异 无 显 著 性

（Ｐ＞０．０５）。说明联合应用 ＡＳＯＮ及 ＶＥＧＦ较单独
应用 ＡＳＯＮ或 ＶＥＧＦ能更显著地减轻再狭窄。

表１　损伤后血管再狭窄数据分析

测量指标 Ⅰ组 Ⅱ组 Ⅲ组 Ⅳ组

内膜厚度（μｍ） ６６．７１±６．１９ ５６．２４±６．６０１） ５０．６８±６．５２１），２） ４６．２６±３．２９１），３）

中膜厚度（μｍ） ６２．６１±５．６５ ６６．０３±５．６２ ５９．２０±７．７９ ５３．７９±５．０４

内膜面积（ｍｍ２） １．１０±０．１３ ０．７９±０．０４１） ０．６０±０．０６１），２） ０．５８±０．０５１），３）

中膜面积（ｍｍ２） １．０１±０．０８ １．０２±０．０５ １．０３±０．０６ ０．６８±０．０７

　　注：１）与Ⅰ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与Ⅱ组比较，Ｐ＞０．０５；３）与Ⅱ组和Ⅲ组比较，Ｐ＜０．０１

图１　各组血管内膜和中膜（ＨＥ×４）。　Ａ：对照（Ⅰ）组显示内膜及中膜明显增厚；Ｂ：Ⅲ组内膜及中膜增厚，但较Ｉ组（Ａ）为
轻；Ｃ：Ⅱ组内膜和中膜增厚；Ｄ：Ⅳ组内膜及中膜仍有增厚，但较ＩＩ组（Ｃ）为轻

２．２　ＰＣＮＡ免疫组化结果
ＰＣＮＡ表达：Ｉ组 ＞ＩＩ，ＩＩＩ组 ＞ＩＶ组，所有切

片未见强阳性反应（图 ２）（表 ２）。将联合应用
ｃｍｙｂＡＳＯＮ及 ＶＥＧＦ较单独应用 ｃｍｙｂＡＳＯＮ或
ＶＥＧＦ实验组进行秩和检验，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。
２．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＰＣＮＡ蛋白的表达

于 ３６ｋＤ处出现目标条带。灰度分析显示Ⅰ～
Ⅳ组数 值 分别为 ９．６２±０．２３，４．９３±１．１６，
４．２３±０．３６，０．６９±０．０６，ＡＳＯＮ＋ＶＥＧＦ（Ⅳ）组较

ＡＳＯＮ（Ⅱ）组和 ＶＥＧＦ（Ⅲ）组 ＰＣＮＡ表达明显下降，
各组间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。

表２　ＰＣＮＡ免疫组化结果分析

免疫组化结果 Ⅰ组 Ⅱ组 Ⅲ组 Ⅳ组

（－） ８ ８ ４ ９

（＋） ４ １４ １７ １６

（＋＋） ２３ １５ １４ １０

秩和 ５０ ４２１），２） ４５１），２） ３６１）

　　注：１）与Ⅰ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与ＩＶ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　ＰＣＮＡ的表达（免疫组化法染色×４０）。　Ａ：Ⅳ组ＰＣＮＡ表达呈阴性；Ｂ：Ⅱ组ＰＣＮＡ表达呈阳性（＋）；Ｃ：Ⅲ组ＰＣＮＡ表
达呈阳性（＋）
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图３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ结果。　１：Ⅳ组；２：Ⅱ组；３：Ⅰ组

３　讨　论

血管腔内成形术在临床上被广泛用以治疗周

围血管阻塞性疾病疾病，且术后近期效果极佳。

但术后半年内再狭窄发生率高达 ３０％ ～５０％，
使得其远期疗效明显降低。近年来基础研究已

证实，血管成形术后血栓形成及血管平滑肌细胞

增殖、迁徙和分泌细胞外基质是再狭窄发生的主

要病理过程［４－６］。

目前治疗血管再狭窄主要有两种方法，一是

抑制 ＶＳＭＣ增殖，二是血管再内皮化（ｒｅｅｎｄｏｔｈｅｌｉ
ａｌｉｚａｔｉｏｎ）。血管损伤的早期，均有 ｒａｓ，ｍｙｃ，ｍｙｂ
等原癌基因的过量表达，这与刺激 ＶＳＭＣ的增殖
有关。用这些基因的反义核酸转移可抑制细胞

的增殖。Ｇｕｎｎ等［７］用 ｃｍｙｂ的反义核酸抑制猪
经皮冠状动脉成形术 （ＰＴＣＡ）后的内膜增生。
Ｃｈｅｎ等［８］选择 ｃｍｙｃ的反义核酸的药物光辉霉
素，能显著降低内膜面积与中膜面积的比值（Ｉ／
Ｍ），同时使 ｍＲＮＡ转录在术后 ２ｈ和 ６ｈ分别下
降 ６６％和 ５３％。另外，内皮细胞在保持血管的
通畅、防止血栓形成和炎症细胞浸润、抑制再狭

窄方面起着重要作用，而 ＶＥＧＦ对血管内皮细胞
的增殖、迁移、水解基膜和血管构建均起作用。

其对血管内皮细胞有高度特异性，且无促 ＶＳＭＣ
增殖的不利作用，因而愈来愈受到重视［９］。实验

证明，血管损伤后用 ＶＥＧＦ治疗，２周和 ４周后
内皮化率分别为 ８０％ 和 １００％，对照组仅 为
４４％和 ７０％，治疗组 Ｉ／Ｍ下降了３４％。ＶａｎＢｅｌｌｅ
等［１０］在兔股动脉置入血管内支架的同时给予

ＶＥＧＦ１６５质粒可以加速内皮化，减少附壁血栓和
新生内膜形成。

反义寡核苷酸是由 ５～２０个核苷酸构成，可
与靶基因 ｍＲＮＡ形成互补的碱基序列，在细胞内
与靶基因杂交后可阻断其翻译过程，抑制靶基因

的表达，达到下调靶基因表达的目的。细胞周期

调控失调可以导致细胞凋亡，ｃｍｙｂ也控制着细
胞周期的调控，应用反义技术使 ｃｍｙｂ浓度下调
可以促进多种细胞系的凋亡［１１］。Ｓｃｈｍｉｔｔ等［１２］在

鼠和兔离体实验中应用反义 ｃｍｙｂ，可以减少
ＶＳＭＣ的增殖。Ｌａｍｂｅｒｔ等［１３］在猪血管成形术以及

ＰＴＣＡ术后应用反义 ｃｍｙｂ较之用反义 ｃｍｙｃ更

有利于预防血管的再狭窄。笔者等在更接近临

床实际病变情况的动物实验模型上，观察了经微

孔球囊导管局部转运 ｃｍｙｃ反义寡核苷酸对血管
成形术后内膜增殖的影响。结果显示，在术后即

刻进行血管内局部转运 ｃｍｙｃ反义寡核苷酸，使
相应的基因表达下调，进而抑制血管平滑肌细胞

的再生和迁移，减轻血管腔内的增生，４周后反
义治疗组血管新生内膜面积及其与中膜面积的

比值均小于对照组。说明反义寡核苷酸可进入

以细胞外基质为主的病变处的 ＳＭＣ内，并发挥
其抑制 ＳＭＣ反应性增生的作用。

本实验显示，各干预组内的全部动脉管腔的

再狭窄程度比对照组显著减轻，反义寡核苷酸与

血管内皮生长因子联合应用较两者单用更能显

著减轻再狭窄。血管再狭窄防治过程中，单独选

择 ＡＳＯＮ或 ＶＥＧＦ虽均减轻再狭窄，但都存在剂
量依赖性，且易发生不良反应。如大剂量 ＡＳＯＮ
易导致脾大、血小板减少、凝血机制异常［１４］；而大

剂量 ＶＥＧＦ在体内的过度表达，则可造成血管内
膜过度增生，血管粥样斑块形成，诱发肿瘤、关

节、视网膜等部位新生血管生成增多及血管通透

性增加，出现出血、潜在肿瘤生长等［１５］。联合应

用反义技术和 ＶＥＧＦ，在内皮修复和血管平滑肌
细胞增殖两个靶点上对血管再狭窄进行干预，具

有疗效佳、剂量小、不良反应少的优点，为临床多

基因靶点联合干预再狭窄奠定了基础。
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胆道结石合并多发性肝结核１例
易新华

（湖南省常德市西湖区人民医院 外科，湖南 常德 ４１５９２１）
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　　患者　女，３８岁。因反复上腹
部不适 １０年，于 ２００８年 １月 １１日
入院。既往体健，无结核病史及结

核病家族史，预防接种史不详。体

查：体温 ３６℃，脉膊 ９０次／ｍｉｎ，血
压 １００／７０ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）。
营养中等，皮肤巩膜无黄染，浅表淋

巴结 无 肿 大，胸 廓 无 畸 形，两 肺

（—）。腹平软，全腹无压痛及反跳

痛，肝脾肋下未触及，肝区无叩痛，

ｍｕｒｐｈｙ′ｓ阳性，移动性浊音阴性。胸
部平片：两肺纹理增多，未见实质病

变。ＭＲＩ及 ＭＲＣＰ提示胆总管、左右
肝管及肝内胆管多发性结石，胆囊

炎，胆囊结石，肝实质内异常信号占

位，考虑为肝血管瘤可能性大；脾

大。肝 功 能：总 蛋 白 ６５．８５ｇ／Ｌ，
白／球 １．０，总胆红素２４．６μｍｍｏｌ／Ｌ，
谷草转氨酶 ４９Ｕ／Ｌ，乙型病毒性肝
炎标记物阴性。Ｈｂ１１０ｇ／Ｌ；白细胞
５．１×１０９／Ｌ；中性 ０．６９，淋巴 ０．３１。
ＥＳＲ２０ｍｍ／ｈ。诊断为肝内胆管多
发性结石；肝内占位性质待查。行手

术治疗。术中见肝脏质软，肝左叶

表面有 ５个直径约 ２．０ｃｍ大小灰白
色肿块，稍高出肝脏表面，呈散在分

布，质中等，边界清楚，胆囊萎缩，

纤维化，胆总管直径约 ３．０ｃｍ，腹
腔内未见腹水及肿大的淋巴结，楔

形切除一小块肝脏并快速送病检示

肝结核，创面予以缝合止血；行胆囊

切除、胆总管切开取石、胆总管与空

肠行 ＲｏｕｘｅｎＹ吻合。只做一个结
节的肝脏肿块局部切除，结束手术，

术后予以抗炎、抗结核、护肝及对症

支持治疗，住院 １２ｄ后康复出院。
胆囊病理报告为慢性炎症。出院后

继续予以口服抗结核药物治疗 ６个
月，随访患者未诉不适，每月复查肝

功能均在正常范围。

讨论　多发性肝结核在临床上
非常少见，结核杆菌入肝途径为肝

动脉和门静脉，以肝动脉为多，病理

类型以粟粒型结核最常见，只有数

个结核结节融合在一起才肉眼可辩。

本例有 ５个直径 ２．０ｃｍ的肝结核。
粟粒型肝结核按发生可分为两类，

一是结核杆菌血行播散到许多器官，

其中包括肝脏，二是原发性粟粒性

肝结核［黄洁夫．腹部外科学（Ｍ）．
北京：人民卫生出版社，２００３．１１０４
－１１１０．］。本例其它部位无结核，
故考虑原发性结核的可能性大。肝

结核起病隐匿，症状无特异性，本例

虽有肝功能损害，但与胆道结石损

害混肴在一起，临床上很容易漏诊，

此次病例也是在手术中才得以确诊。

故在临床上遇到不明原因的脾肿大

及肝脏占位的患者，除考虑常见病、

多发病外，还要考虑肝结核的可能。

００２１




