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摘　要:【目的】观察支架植入后对血管中膜平滑肌细胞增殖和凋亡的影响 ,探讨支架植入后再狭窄的发生机制。【方

法】将雄性新西兰兔 50 只随机分为球囊组和支架组 ,设正常对照。分别于术后第 3 、7、14 、28、56 天取材研究:①用免疫组化

检测血管中膜平滑肌细胞中增殖细胞核抗原(PCNA)和细胞周期蛋白 E(Cyclin E)的表达;②用 TUNEL染色法测定血管中膜

平滑肌细胞的凋亡。【结果】与对照组比较 ,支架组和球囊组 PCNA 、Cyclin E 表达及细胞凋亡均有显著增加。支架组与球囊

组比较 , ①PCNA 和 Cyclin E表达明显增加 , 术后第 7 天 , 支架组和球囊组 PCNA 阳性率为 24.36%±0.55% vs 18.74%±

1.09%(P <0.01), Cyclin E阳性率为 22.65%±1.00% vs 17.68%±1.10%(P <0.01);②支架组血管中膜平滑肌细胞的

凋亡也较球囊组显著增加 ,最大凋亡率在术后第 7天 , 12.46%±1.13% vs 5.54±0.53%(P <0.01);③PCNA 和Cyclin E 的

阳性率与平滑肌细胞凋亡阳性率的比值 ,球囊组大于支架组。【结论】支架组较球囊组导致明显的平滑肌细胞增殖 , 同时也导

致更显著的平滑肌细胞凋亡 ,使支架植入后再狭窄的程度减轻。
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Abstract:【Objective】To evaluate the impact of stent implantation on proliferation and apoptosis in media

vascular smooth muscle cells and to explore the mechanism of restenosis af ter stent implantation.【Methods】

Fifty male New Zealand rabbits w ere randomized into balloon g roup and stent g roup.Control g roup were set up.

The materials were harvested on 3 , 7 , 14 , 28 and 56 day after operation and the follow ing investigation were

carried out.① Assessing the expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA)and Cyclin E of media

smooth muscle cells w ith immunohistochemist ry ;② Analyzing apoptosis of media smoo th muscle cells by

TUNEL technique.【Results】The expressions of PCNA , Cyclin E and apoptosis in stent and balloon g roups

w ere markedly increased compared to control g roups.①S tent g roup induced significant increased expression of

PCNA and Cyclin E in the media smooth muscle cells compared to balloon g roup.On day 7 , the posi tive rates of

PCNA and Cyclin E were 24.36±0.55% vs 18.74±1.09%(P <0.01)and 22.65±1.00% vs 17.68±

1.10%(P <0.01)respectively ;②Stent group induced much more significant apoptosis than balloon g roup.

The highest rate of apoptosis appeared on day 7:12.46±1.13% vs 5.54±0.53%(P <0.01);③By calcu-

lating the ratio of positive rates of PCNA to apoptosis and Cyclin E to apoptosis respectively , the ratio of balloon
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g roup w as higher than that of stent g roup.【Conclusion】Stent group induces augmented proliferation and much

more significant apoptosis of media smooth muscle cells compared to balloon g roup.I t show s that the severity of

restenosis is relieved af ter stent implantation.
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　　经皮腔内冠状动脉成形术(percutaneous t rans-

luminal coronary angioplasty ,PTCA)后再狭窄是一

个棘手问题 。冠状动脉内支架植入虽使再狭窄有

所改善 ,但仍有一定程度再狭窄发生。以往对支架

内再狭窄的研究主要集中在新生内膜的病理形态

学变化方面 ,认为新生内膜增生与再狭窄发生密切

相关 ,对血管中膜平滑肌细胞的影响尚鲜见报道。

我们通过研究支架植入后兔血管中膜平滑肌细胞

PCNA和 Cyclin E表达及细胞凋亡 ,探讨支架植入

后再狭窄的发生机制 。

1　材料和方法

1.1　动物模型的制备

1.1.1　动物分组及喂养　雄性新西兰白兔 50 只 ,

随机分为单纯球囊拉伤组(球囊组)和球囊拉伤后

支架植入组(支架组), 每组 25 只 , 按照取材时间

(第 3 、7 、14 、28 、56天),再随机分为 5个亚组 ,每组

5只 。以每只动物的邻近正常腹主动脉作为对照

(对照组)。实验前 1周开始予高脂饮食 ,喂养 1周

后进行单纯球囊拉伤或球囊拉伤后支架植入 ,术后

继续喂养相同的高脂饮食 ,直至处死。

1.1.2　单纯球囊扩张拉伤　麻醉动物后 ,经右股

动脉逆行插入 PTCA 导引钢丝及球囊导管(3.0

mm×10.0 mm)于腹主动脉内 ,同时经耳缘静脉注

入肝素 1.25 mg/kg 。通过压力泵向球囊内注入肝

素生理盐水 ,维持压力 8.01×10-4 GPa (8 atm),

并缓慢回拉球囊 10 mm ,抽出球囊内液体使压力为

零。每隔 1 min重复上述拉伤过程 1 次 ,共 3 次。

退出球囊导管 ,结扎股动脉并缝合伤口。通过耳缘

静脉静注青霉素 0.48 g 预防感染 ,术后继续高脂

饮食喂养 。

1.1.3　支架植入　麻醉及拉伤动物的步骤同上 ,

之后沿导引钢丝插入 4F 静脉鞘管 ,沿导引钢丝插

入Medtronic Wictor 3.5 mm×20.0 mm 支架 ,使支

架位于血管拉伤处。通过压力泵向球囊内注入肝

素生理盐水 ,维持压力8.01×10
-4
GPa(8 atm)并

持续 20 s ,释放支架后 ,抽出球囊内液体 ,使压力为

零 ,退出球囊导管 、导丝和静脉鞘管 ,结扎股动脉并

缝合伤口 。其余步骤同上 。

1.2　取　材

两组动物分别在术后第 3 、7 、14 、28 、56 天取

材。麻醉后行腹腔切开 ,分离腹主动脉 ,从近端顺

行插入 4F 动脉鞘管 ,右股动脉插管引流 ,同时经耳

缘静脉注射 100 mg/L 氯化钾 3 ～ 5 mL 处死动物。

通过鞘管灌注肝素生理盐水 30 ～ 50 mL ,冲洗掉管

腔内血液。取腹主动脉拉伤或支架植入处血管 20

mm ,分 2段 ,均置于 100 mg/L 中性福尔马林液缓

冲。

1.3　平滑肌细胞中 PCNA和 Cycl in E的检测

标本石蜡包埋 ,切片 ,用 LSAB法检测 。一抗

鼠抗人PCNA(1∶50)、鼠抗人 Cyclin E(1∶50)、试剂

盒 LSAB(K0675)均由 DAKO 公司提供 。用 DAB

显色 ,光镜下观察拍片 ,阳性细胞呈棕褐色 。每个

标本观察 8个高倍镜视野 ,计数阳性细胞数占总观

察细胞数的百分比。

1.4　平滑肌细胞凋亡的检测

用末端脱氧核糖核酸转移酶介导的 dU TP 缺

口末端标记(TUN EL)染色法[ 1]检测。与上述免疫

组化切片同时进行 ,每个标本取相邻部位的连续切

片。in situ apoptosis detection kit (S7101)由美国

Onco r 公司生产 , 蛋白酶 K 为 Sigma 公司生产。

DAB显色 , 在光镜下观察拍片 ,凋亡细胞呈棕褐

色。每个标本观察 8个高倍镜视野 ,计数凋亡细胞

占总观察细胞数的百分比 。

1.5　统　计

计量资料以均数±标准差表示 ,两组数据比较

采用 t 检验和方差分析。

2　结　果

2.1　平滑肌细胞中 PCNA和 Cycl in E表达

免疫组化染色见图 1A ～ B。从表 1 可以看出 ,

球囊组和支架组 PCNA 和 Cyclin E的表达在术后

第3天开始升高 ,第 7 天达高峰 ,各时间点间均存

在统计学差异 ,之后逐渐下降 ,第 56 天回到正常。
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球囊组和支架组与对照组比较 , PCNA 及 Cyclin E

的表达在术后第 3天至 28 天均有增加 ,具统计学

差异。从术后第 3天开始 ,支架组较球囊组 PCNA

及 Cyclin E的表达也明显增加 ,第 7 天达高峰 ,且

两组之间存在统计学差异 ,这种差异一直持续到术

后第 28天 。

表 1　兔腹主动脉中膜平滑肌细胞 PCNA 和 Cyclin E 的表达

Table 1　The expressions of PCNA and Cyclin E in media Smoo th muscle cells of rabbits′abdominal arteries　　　(%)

PCNA

Control Balloon Stent

Cyclin E

Contro l Balloon Stent

3 th d 2.93±0.37 11.94±1.16 14.24±0.65 2.78±0.36 10.69±0.86 16.24±0.65

7 th d 3.16±062 18.74±1.09 24.36±0.55 3.11±0.61 17.68±1.10 22.65±1.00

14 th d 3.04±0.25 15.07±1.07 16.56±0.68 3.00±0.26 12.58±0.99 14.90±1.06

28 th d 3.15±0.44 8.76±0.69 10.60±0.57 3.06±0.40 7.53±0.72 9.64±0.48

56 th d 3.06±0.40 3.12±0.48 3.37±0.42 2.97±0.41 2.87±0.49 3.30±0.33

　　On day 7:Balloon and stent g roups compared w ith control groups , P <0.01;Stent group compared wi th balloon group , P <0.01;The 7th day

group compared wi th all other days groups , P <0.01

2.2　平滑肌细胞的凋亡

平滑肌细胞的凋亡见图 1C ～ D ,从表 2可以看

出 ,球囊组与支架组平滑肌细胞的凋亡均于术后第

3天增加 ,第 7 天时为高峰 ,与各时间点均存在差

异。球囊组在术后第 3天至第 7 天较对照组增加 ,

支架组在术后第 3天至第 28天又较对照组及球囊

组明显增加 ,高峰在第 7 天 ,它们之间均存在统计

学差异。术后第 56天 ,对照组 、球囊组及支架组间

无统计学差异。

2.3　PCNA、Cycl in E与细胞凋亡阳性率的比值

从表 3可以看出 ,球囊组和支架组 P∶A 及 C∶

A的值在术后第 3天至 28 天均大于 1 ,术后第 56

天接近1 ,存在统计学差异。而术后第 3天至 28天

球囊组的比值在同一时间点均大于支架组 ,且两组

间存在统计学差异。术后第 56 天 ,球囊组与支架

组无统计学差异 。

表 2　兔腹主动脉中膜平滑肌细胞的凋亡

Table 2　Apoptosis in media smoo th muscle cells

of rabbits' abdominal arteries (%)

Control Balloon Stent

3th d 2.71±0.37 4.29±0.53 　8.68±0.53

7th d 3.10±0.62 5.54±0.53 12.42±1.13

14 th d 2.99±0.25 3.13±0.30 7.55±0.48

28 th d 3.08±0.49 2.74±0.23 5.44±0.39

56 th d 2.98±0.38 2.85±0.43 3.01±0.48

　 　 On day 7 :Balloon and stent groups compared w ith cont rol

groups , P <0.0 1;Stent g roup comparedw ith balloon group , P <

0.01;The 7 th day group compared w ith all other days groups , P <

0.01

3　讨　论

大量研究证实 ,球囊拉伤可以通过平滑肌细胞

表 3　兔腹主动脉中膜平滑肌细胞 PCNA/ Apoptosis 和 Cyclin E/Apoptosis 的比率

Table 3　PCNA/Apoptosis(P∶A)ratio and Cyclin E/ Apoptosis(C∶A)ratio in media SMCs of abdominal arteries in rabbits

r(P∶A)

Balloon Stent

r(C∶A)

Balloon Stent

3 th d 　　　2.82±0.49 1.65±0.12 2.52±0.40 1.88±0.13

7 th d 3.41±0.46 1.98±0.22 3.22±0.42 1.84±0.23

14 th d 4.85±0.622 2.21±0.22 4.31±0.57 1.99±0.26

28 th d 3.22±0.36 1.96±0.22 2.77±0.37 1.78±0.20

56 th d 1.11±0.23 2) 1.13±0.05 1.02±0.22 1.11±0.10

　　S tent group compared w ith balloon group , P <0.01;T he 56th day group compared wi th all other days groups , P <0.01
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的增殖和迁移导致明显的新生内膜增生。血管内

支架植入减少再狭窄的发生[ 1] 。但研究显示 ,支架

植入与单纯球囊拉伤相比导致更明显的新生内膜

增生 ,并发现新生内膜中有显著的平滑肌细胞增

殖[ 2] 。

本研究发现在兔腹主动脉中膜平滑肌细胞中

同样存在平滑肌细胞增殖。PCNA是一种核内蛋

白质 ,在静止期细胞中含量很少 , G1 晚期开始增

加 ,S 期达高峰[ 3] 。Cyclin E 在 G1/S 期表达达高

峰 ,Cyclin E 过度表达可促进细胞分裂增殖[ 4] 。由

此可见 ,PCNA和 Cyclin E 可作为评价细胞增殖状

态的指标。本实验发现支架组中膜平滑肌细胞中

PCNA和 Cyclin E 表达明显高于球囊组 。有学者

认为 ,支架植入导致更多的新生内膜增生是由于血

管对持续性的金属植入物产生的异体反应 ,包括支

架表面血栓沉积和炎症反应 ,涉及启动平滑肌细胞

增殖的因子[ 5 ,6] 。我们的研究提示支架植入同样

也引起中膜平滑肌细胞过度增殖。

既然支架植入导致更多新生内膜及中膜增生 ,

为何支架植入又能减少再狭窄发生呢? 以往学者

们认为 ,支架植入对血管壁起机械性支撑作用 ,阻

止了血管的弹性回缩 ,保持着一个较大的管腔。尽

管支架内有明显内膜增生 ,但最终管腔面积仍明显

比球囊扩张增大[ 2] 。

近几年的研究发现 ,单纯球囊拉伤和支架植入

均可发现新生内膜中有细胞凋亡存在 ,且支架植入

导致更多细胞凋亡发生。Kollum M 等[ 7]用兔的再

狭窄模型研究支架植入与球囊扩张对兔血管壁细

胞凋亡的影响。经 T UNEL 法显示 ,支架植入导致

更多新生内膜及中膜 SMC 凋亡 ,且术后 1 周时凋

亡最明显。Han等[ 8]的研究也发现球囊扩张后细

胞凋亡数较低 ,最大凋亡率出现在术后 1周。本研

究通过 TUNEL 法研究了中膜平滑肌细胞凋亡情

况 ,进一步证实了这一结果 ,支架组的平滑肌细胞

凋亡均高于球囊组 ,而球囊组则一直保持着较低凋

亡水平。

研究 P∶A和 C∶A的比值评价增殖与凋亡过程

的变化趋势发现 ,球囊组增殖与凋亡的比值明显超

过支架组 ,提示支架组由于凋亡相对增加使再狭窄

程度小于球囊组 。

本实验通过对兔再狭窄模型的研究发现 ,在单

纯球囊拉伤及支架植入后均可导致中膜平滑肌细

胞增殖和凋亡发生 ,且支架植入较单纯球囊拉伤产

生较多的平滑肌细胞增殖和更为显著的 SMC 凋

亡。支架植入后增殖与凋亡比率明显低于单纯球

囊拉伤 ,即支架植入减少了再狭窄程度。这一结果

也提示增加平滑肌细胞凋亡 ,可能减少再狭窄发

生 ,为今后预防再狭窄提供更多的实验依据。
(本文图 1 见插页 2)
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