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摘 要
:

【目的】采用兔腹主动脉损伤致再狭窄的动物模型
,

探讨把
一
1 03(

’ 03 dP ) 放射性核素支架对损伤血管中

膜平滑肌细胞增殖的影响
。

【方法】选用雄性新西兰兔 50 只
,

随机分为普通支架组及核素支架组
,

设正常对照
。

分别

于术后 3
、
7

、

14
、

28 及 56 d 取材
,

进行病理形态学
、

透射电镜
、

免疫组化 (增殖细胞核抗原 Pc N A
、

细胞周期素蛋白 C y
-

icl
。
)E 及原位杂交 (C

一
m y。 m R NA )实验观察

。

【结果】①光镜下发现
,

核素支架组管腔狭窄程度明显低于普通支架组
,

术后第 5 6 天最显著 ( 尸
< 0

.

0 1 ) ;②透射电镜显示
,

术后 3 一

28 d
,

核素支架组中膜血管平滑肌细胞增殖明显低于普

通支架组
,
7 d 时达峰

,

为 13
.

78 % 士 0
.

6 4% 。 1 9
.

53 % 土 0
.

4 4% ( p < 0
.

01 ) ;③免疫组化显示
,

术后 3
一

28 d 核素支

架组 pC NA 及 C y e li n E 表达均低于普通支架组
,

7 d 为表达高峰
,
p c NA 为 1 6

.

3 5% 士 0
.

7 9% 。 24
.

3 6 士 0
.

55%
,

C y
-

e
l i

n E 为 14
.

7 8% 土 1
.

0 7% 。 2 2
.

6 5% 士 1
.

0 0% ( p < 0
.

0 1 )
。

④对 e
一

m y c m R NA 进行原位杂交显示
,

术后 3
一 Z s d 核

素支架组的表达明显低于普通支架组
,

7 d 达峰值
,

为 17
.

48 % 土 0
.

53 % 。 25
.

34 % 士 0
.

87 % ( p < 0
.

01 ;) ⑤ c
一
m yc

m RN A 与 P c N A 相关性分析提示二者呈明显正相关 (尸 < 0
.

0 1 )
。

【结论】
’ 03 dP 放射性核素支架通过抑制损伤血管中

膜平滑肌细胞的增殖
,

降低再狭窄的程度
,

从而减少再狭窄的发生率
。
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冠状动脉内支架的植人已广泛应用于冠心病

的治疗
,

但术后 20 % 一
30 % 的再狭窄发生率成为

巫待解决的问题
。

近年来
,

药物涂层支架的发展取

得 了 一 定 进 展
,

所 用 药 物 包 括 雷 帕 霉 素

(
r a p a m y e i n )

、
tax o l

、

肝素
、

磷脂酞胆碱 ( Pe )及一氧化

氮等
。

前二者在抑制平滑肌细胞增殖的同时
,

使血

管内皮修复延迟
,

增加血栓形成机会
,

存在血管壁

坏死和动脉瘤形成的隐患
。

肝素在体内降解快
,

效

果有限
。

磷脂酸胆碱临床评价显示再狭窄率与一般

普通支架相差无几
。

一氧化氮被认为疗效较显著
,

但正确评价尚有赖于大样本的临床试验
。

放射性核

素因其强 有力的抗增殖作用而受到学者们的关

注
。

以往研究较多针对 p 射线
’ Z
P 放射性核素支

架
,

且主要集中在新生内膜的变化方面
。

我们在
19 9 8 年 10 月至 2 0 0 1 年 3月间

,

首次应用
’ o ,

Pd 放

射性核素支架预防再狭窄
,

旨在通过建立兔血管损

伤致再狭窄的模型
,

观察
’ 03 dP 放射性核素支架对

中膜血管平滑肌细胞增殖的抑制作用
。

1 材料和方法

1
.

1 动物模型制备

选择雄性新西兰大白兔 50 只
,

随机分为普通

支架组 ( st en t
脚uP ) 及

’ 0 3
dP 放射性核素支架组

(
’ o , p d s te n t

脚
u p )

,

每组 2 5 只
,

各组按取材时间不

同
,

随机分为 5 个亚组
,

每个亚组各 5 只
,

以每只兔

相邻部位的正常腹主动脉作为对照 (对照组 )
。

实验

前 1周开始高脂饮食喂养
,

直至术后处死
。

1
.

2
’ 03 P d 放射性核素支架的制作

采用 德 国 oJ M ed 公 司 生产 的 ( 3
.

5 一 5
.

0)

m m x 8
.

0 m m 不锈钢裸支架
,

由中国科学院原子能

研究院核素研究所协助完成
。

用化学电镀方法使支

架表面电镀薄层放射性核素
’ 03 P d

,

根据电镀液所

含核素
’ 03 Pd 的浓度控制电镀于支架表面上核素的

量
。

本实验所用每个
`03 dP 放射性核素支架的放射

性活度均为 9
.

2 5 M B q
。

1
.

3 支架植入

将动物麻醉后
,

经右股动脉沿导引钢丝逆行插

人叮 CA 球囊导管 ( 4
.

0 m m x or
.

0 m m ) 至腹主动

脉内
,

维持球囊压力 8
.

01 x 10
一 4

G P a ,

缓慢回拉球

囊导管 10 m m 损伤血管
,

释放压力
,

每隔 1 m in 重

复上述损伤过程
,

共 3 次
。

之后普通支架组将 8 m m

裸支架 (德国 J o M e d 公司 )嵌在 3
.

5 m m x 10
.

0 m m

球囊上沿导引钢丝送人腹主动脉
,

球囊压力

8
.

0 1 x 10
一 4

GP a ,

持续 2 0 , ,

释放支架
。

核素支架组

则植人
`03
dP 放射性核素支架

,

之后回撤球囊及其

它器械
,

缝合伤口
,

经耳缘静脉推注肝素 1
.

25 m g /

k g 抗凝
,

青霉素 0
.

48 9 预防感染
。

1
.

4 标本采集

分别于术后 3 一
56 d 取材

,

10 0 m g / L 氯化钾

3 一 5 m L 处死动物
,

沿腹主动脉插人动脉鞘管
,

经

右股动脉插管引流
,

灌注 30
一
50 m L 肝素生理盐水

冲洗
。

取支架植人处血管 2
.

0 。 m 及邻近正常血管

1
.

0 。 m
,

分为四段
,

一段置于 10 0 m L / L 甲醛溶液

中进行病理形态学研究 ; 一段置于 25 m L / L 戊二

醛和 20 m g/ L 多聚甲醛液用于电镜观察 ;一段置于

10 0 m L / L 中性甲醛缓冲溶液
,

用于免疫组化研究 ;

一段置于 4 0 m g / L 多聚甲醛 / p B s ( 0
.

1 m o l / L )用

于原位杂交
。

1
.

5 指标观察
1

.

5
.

1 病理形态学检刚 将 100 m L / L 甲醛固定

的标本石蜡包埋后切片
,

进行 H E 染色和弹力纤维

染色
。

用光镜及计算机图像分析系统测定管腔狭窄

程度
。

1
.

5
.

2 透射 电镜检测 取上述 25 m L / L 戊二醛

和 加 m g / L 多聚甲醛前固定的标本
,

用 10 m L / L

饿酸后固定
,

脱水
,

环氧树脂包埋
、

切片
、

染色
。

透射

电镜 H
一

600 观察拍片
,

每个标本计数 2 0 0 个细胞
,

计算增殖的平滑肌细胞阳性率
。

1
.

5
.

3 免疫组化检测 将 100 m L / L 中性甲醛缓

冲溶液固定后的标本行石蜡包埋
、

切片
,

采用 LS AB

法对 p C N A ( l
: 5 0 )

、

Cy e l i n E ( l
: 5 0 ) (D A K o 公司 )进
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行免疫组化染色
,

D A B 显色
。

设阳性及阴性对照
。

光镜下观察拍片
,

阳性细胞在胞核呈棕褐色
,

每个

标本观察 8 个高倍镜视野
,

计数血管中膜阳性细胞

占观察细胞总数的百分比
。

1
.

5
.

4 原位杂交检测 C
一

m yc m RN A 的表达 按照

C
一

m yc 原位杂交试剂盒 ( B O ST E R )说明进行操作
。

D A B 显色
,

苏木素复染
。

光镜下观察拍片
,

阳性细

胞在胞核呈棕褐色
,

每个标本观察 8 个高倍镜视

野
,

计数中膜血管平滑肌细胞中阳性细胞占观察细

胞总数的百分比
。

1
.

6 统计学处理

计量资料以均数 士标准差表示
,

多组数据比较

采用方差分析
,

用 S PSS 10
.

0 统计软件进行统计学

处理
,

取 a 二 0
.

05
。

5 6 d
,

核素支架组管腔面积明显扩大
,

狭窄程度明

显低于普通支架组
,

存在统计学差异
。

2
.

2 透射电镜检测结果

与正常血管相比
,

普通支架组和核素支架组内

膜与中膜均出现合成型平滑肌细胞
,

说明仍存在中

膜平滑肌细胞增殖及向内膜下迁移的现象
。

可看到

处在增殖状态的合成型平滑肌细胞形态异常
,

不规

则
,

细胞排列紊乱
,

细胞核大
,

染色质变淡
,

细胞器

丰富
,

有较多的线粒体和内质网
。

增殖的平滑肌细

胞阳性率结果见表 2
,

可见
,

与正常血管相比
,

普通

支架组和核素支架组均出现平滑肌细胞增殖
,

7 d

时达高峰
,

而核素支架组平滑肌细胞增殖在术后

3 一
28 d 却比普通支架组明显减少

,

存在统计学差

异
。

术后 56 d
,

3 组间无显著性差异
。

2 结 果

2
.

1 病理形态学检测结果

结果 (见表 1
,

正号表示 比原来狭窄
,

负号表示

扩张 ) 发现
,

术后 3 一 7 d 核素支架组和普通支架组

管腔狭窄程度较接近
。

但从术后 14 d 起
,

直到术后

表 1
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as c己盯 s m oo ht xn L

嵘 le e e ll s of

arb ib ts
’

刹 , aln art ier es 场~
而 ss ion ele

c
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.
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.
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.
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·
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.
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.
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.
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.
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.
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49
士 0

.

3 1 2
.

74
土 0

.

34 2
.

57 士 0
.

34

7勺4,ùO
夕

S t e n t

一 6
.

1 2 士 1
.

一 3
.

3 8 士 0
.

1 o 3 Pd 一 s t e n t

一 4
.

8 2 士 1
.

0 5

一 1
.

9 4 士 0
.

8 8

一 1
.

27
士 0

.

4 6 ` )

1
.

0 7 士 0
.

0 3 ’ )

18
.

27 士 2
.

9 1 ”

P e N A
、

e y cl i n E 与 e
·

m y e m朋 A 的表达及

28

5 6

4
.

5 7 土 1
.

2 1

19
.

58 土 2
.

4 4

39
.

85 土 3
.

26

邵犯p

2
.

3

1 ) C Om l妞以 1 iw ht c o lOtI gn 旧 I,
,

p < 0
.

01
.

2) Co n甲盯司 iw ht s

entt
,

尸 < 0
.

01
.

3 ) C
Om l〕肛司 iw ht all hot er d a y s 邵

皿l p s ,

尸 < 0
.

01

l ) C o m p a er d w i t h s r e n t

脚
u p

,

P < 0
.

0 5

其相关性分析

免疫组化结果见表 3
,

可见与正常对照组 比

较
,

普通支架组和核素支架组兔腹主动脉中膜平滑

表 3 兔腹主动脉中膜平滑肌细胞 代NA 和 c y icl nE 的表达
矛

翻习
e 3

r

n l e
ex erP iss on of 代NA adn Cvicl

n E in m e id a v

asc
u lar sm oo th m usc le c

ells of 汕 ib st
’

滋妇叨五
n al 毗 ier

s

(% )

代NA

S t e in

Cy icl
n

E

Co n

园
lm dP 一 set in Co n tolr S t e in

3
.

伪 士 0
.

40 3
.

00
士 0

.

26

3
.

16 土 0
.

62 3
.

1 1士 0
.

6 1

3
.

15 士 0
.

44 3
.

肠 士 0
.

40

3
.

04
士 0

.

25 2
.

97 士 0
.

4 1

2
.

93 士 0
.

37

14
.

抖 士 0
.

65 1) 11
.

52 士 0
.

6 3 1)
,

2 )

24
.

36 士 0
.

55 1 )
,

3 ) 16
.

35 士 0
.

79 1 )
,

2 )
,

3 )

16
.

56 士 0
.

68 1 ) 12
.

55 士 0
.

印 l )
,

2 )

10
.

印 士 0
.

57 1) 6
.

7 9 土 0
.

翻 l )
,

2 )

3
.

37 土 0
.

42 2
.

70 士 0
.

30 2
.

7 8 士 0
.

36

16
.

24
土 0

.

65 1)

22
.

65 土 1
.

的 1), 3)

14
.

00
士 1

.

肠 l)

9
.

鼠 土 0
.

4 8 1)

3
.

30 士 0
.

33

1仍 dP 一 s et in

10
.

30士 0
.

5 6 1 )
,

2 )

14
.

78 士 1
.

07 1)
,

2 ) 3 )

11
.

08 士 0
,

77 1)
,

2 )

5
.

49 士 0
.

85 1), 2 )

2
.

64
士 0

.

29

37142856

1 ) C伽 l lx〕aI 仪 1 iw ht ` 园脚
p

,

尸 < 0
.

01
.

2 ) CO I n l妞a l iw ht
s

ent t

脚
p

,

p < 0
.

ol
.

3) hT
e 7 ` dar 孚议 l p c

叫
〕

仍 l iw ht ial
o ht e r

dar
。 g 旧 u

pe,

尸 < 0
.

0 1



1 1 6中山大学学报 (医学科学版 )第 2 4卷

肌细胞中 P c A N和 Cc yi l n E的表达在术后第 3天至

8 2 d均有增加
,

术后 7 d达峰 ( P < 0
.

0 1 )
。

而核素

支架组的表达却较普通支架组减少
,

存在明显统计

学差异
。

至术后 56 d
,

3 组间无明显差别
。

经原位杂交测定的 C
一

m yc m R NA 的表达结果

与表 3 类似
,

术后 3 d 至 28 d
,

普通支架组和核素支

架组 c
一

m y 。 m R N A 的表达均较对照组增加
,

而核素

支架组的表达却较普通支架组减少
,

存在明显统计

学差异
。

术后第 7 天为增殖高峰
,

术后第 56 天 3 组

间无明显差异
。

采用直线相关分析发现
,

术后 3 一
28 d P CN A

阳性率与 C
一

m yc m R N A 表达阳性率呈明显正相关
,

普通支架组相关系数为 0
.

9 14 ( p < 0
.

01 )
,

核素支

架组相关系数为 0
.

9 0 2 ( p < 0
.

0 1 )
。

3 讨 论

3
.

1 放射性核素在血管再狭窄防治中的应用

放射性核素对分裂增生 的细胞具有很强 的杀

伤作用
。

近几年研究发现
,

对预防主要由新生内膜

增生引起的支架内再狭窄有很好的疗效
。

根据放射

源不同
,

分为 丫射线
、

p射线
、

x 射线等
。

p射线穿透

力弱
,

安全性高
,

但存在
“

边缘效应
”
川

。 , 射线穿透

力强
,

剂量分布均匀
,

无
“

边缘效应
” ,

但需要特殊防

护 l2]
。

目前研究主要采用 3 种照射方式
:
血管外照

射
、

血管内照射及放射性核素支架
,

其中放射性核

素支架运用最多的是
’ Z
P 放射性核素支架

。

再狭窄

的同位素支架介人研究 ( I IR )S IA 和 BI 是两个初

期的临床试验
,

研究
’ ZP 放射性核素支架的可行性

,

结果证实
’ Z
P 放射性核素支架是安全有效的

,

病人

再狭窄的发生率减少 L, , 。

本研究选用的
’ 0 3

Pd 是低能量的 , 射线源
,

能

量范围是 2 0 ~ 3 0 ke V
,

半衰期 17 d
,

它具有高剂量

率
、

短半衰期
、

短照射范围的特点
。

只需用厚度 1 c m

的聚 乙烯塑料盒包装即可完全达到防辐射的作

用
。

在 2 0 世纪 90 年代初
, `3Q P d在临床投人使用

,

主

要用于前列腺癌的治疗
,

疗效已得到证实
。

3
.

2
’ 03
dP 对平滑肌细胞增殖的影响

以往研究主要集中在释放 p射线的
’ Z
P 放射性

核素支架
,

本研究应用释放 , 射线的
`。 3

dP 放射性

核素支架探讨了对中膜平滑肌细胞增殖的影响
,

以

前尚未见报道
。

光镜下 已证实
, `03 dP 核素支架组在

术后 14 ~ 5 6 d
,

管腔狭窄程度明显低于普通支架

组
。

通过透射电镜观察
,

发现核素支架组与普通支

架组均表现中膜平滑肌细胞排列紊乱
,

但核素支架

组合成型的平滑肌细胞数量较普通支架组减少
,

术

后 3 一 2 8 d 均存在显著性差异
。

p CN A 和 C y e l i n E

是反映细胞增殖状态的两个指标
,

在实验中发现
,

术后 3 一 2 8 d
,

核素支架组 p C N A 和 C y e l i n E 的阳

性率明显低于普通支架组
。

由此可见
, `03

dP 放射性

核素支架在减少中膜平滑肌细胞增殖的过程 中起

了关键作用
。

目前认为
,

C
一

my
。
基因属即刻早期基因

,

受多

种有丝分裂原刺激后
,

常呈快速诱导方式表达
。

C
一

m yc 基因表达是促进血管平滑肌细胞表型转变

及增殖
,

加速新生内膜形成的重要原因 l’l 。

本研究

发现
, ’ 03

dP 核素支架与普通支架比较
,

能明显抑制

C
一

m yc 基因的表达
,

且 C
一

m yc 基因表达与 P CN A 表

达呈明显正相关
,

提示
3 2
P 放射性核素通过抑制

C
一

m y 。 m R NA 的表达
,

抑制中膜平滑肌细胞的增

殖
,

减少再狭窄发生率
。

本研究应用 , 射线
’ 03 Pd放射性核素支架

,

与

以往研究集中在新生内膜不同
,

重点观察了中膜血

管平滑肌细胞的增殖变化
,

同时发现原癌基因

C
一

m yc 的表达与 PCN A 呈正相关
。 ’ 03

dP 放射性核素

支架通过抑制中膜血管平滑肌细胞增殖
,

从而减少

再狭窄的发生
,

为今后预防再狭窄提供实验依据
。
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