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靶向超声介导ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ联合抗细胞间黏附分子１单克隆抗体治疗
大鼠心肌缺血
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［摘要］　目的：探讨靶向超声介导ＶＥＧＦ１６５基因联合抗细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）单克隆抗体治疗大鼠心肌缺血的有效性。

方法：６０只雄性ＳＤ大鼠经冠状动脉左前降支阻断法制备急性心肌缺血模型后，随机分为３组，每组各２０只。超声介导治疗

组采用超声破坏微泡造影剂的方法，经大鼠尾静脉输入含ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ及抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体的造影剂１ｍｌ；单纯联合

治疗组仅输注等量的ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ及抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体混合物；对照组注射生理盐水１ｍｌ。每组分别于２４ｈ和１４ｄ
后处死动物，分别行坏死区中性粒细胞计数、梗死心肌质量百分比测定，免疫组织化学法检测坏死区心肌 ＶＥＧＦ蛋白表达，毛

细血管染色法对坏死心肌进行新生血管计数。结果：心肌缺血２４ｈ后，坏死边缘区中性粒细胞计数超声介导治疗组＜单纯联

合治疗组＜对照组（Ｐ＜０．０１）；心肌缺血２４ｈ和１４ｄ后，超声介导治疗组梗死心肌质量百分比均低于单纯联合治疗和对照组

（Ｐ＜０．０５）；心肌缺血１４ｄ后，超声介导治疗组中可见大量 ＶＥＧＦ阳性反应的棕褐色颗粒，而单纯联合治疗组相对减少，对照

组心肌中仅有极少量。心肌缺血１４ｄ后，超声介导治疗组毛细血管密度＞单纯联合治疗组＞对照组（Ｐ＜０．０５）。结论：靶向

超声介导ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ联合抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体可明显提高缺血心肌局部药物浓度，促进心肌功能恢复。
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　　血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在预防和治疗缺血性疾病中

的作用已得到肯定［１，２］，其中应用 ＶＥＧＦ基因治疗心肌缺血

已有不少报道［３～５］。但如何有效地将外源性 ＶＥＧＦ导入体

内，使高浓度ＶＥＧＦ定向黏附至受损血管内皮并促进血管内

皮细胞增殖仍是值得探讨的课题。另一方面，由于心肌缺血

造成局部炎性细胞积聚而导致的心肌损伤也是一个不容忽

视的问题。为此，本研究在前期工作［６］的基础上，利用心肌

缺血动物模型，通过靶向超声介导ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ联合抗细

胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）单克隆抗体作用于受损心肌局部，

使受损心肌局部药物浓度增高，从而将ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ及抗

ＩＣＡＭ１单克隆抗体特异性地结合至受损血管内皮上，达到

靶向治疗的目的。

１　材料和方法

１．１　动物、主要仪器及试剂　６０只雄性ＳＤ大鼠（体质量

２５０～３００ｇ），购自第二军医大学实验动物中心；含氟碳气体

声振白蛋白微泡造影剂全氟显（Ｃ３Ｆ８）由第一军医大学南方

医院药学基地提供；ＡｃｕｓｏｎＳｅｑｕｏｉａ５１２彩色多谱勒超声诊

断仪；ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ由本室与复旦大学生物工程研究室制

备并行活性鉴定；分泌抗大鼠ＩＣＡＭ１单克隆抗体杂交瘤细

胞株、ＶＥＧＦ免疫组化试剂盒购自中山生物技术有限公司，

ＣＤ３４抗体购自福州迈新生物试剂有限公司。

１．２　大鼠急性心肌缺血模型的建立　采用冠状动脉左前降

支阻断法制备大鼠急性心肌缺血模型，参照文献［６］方法进行。

１．３　含ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ基因及抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体超声

造影剂微泡的制备　将 ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ基因及抗ＩＣＡＭ１

单克隆抗体与全氟显以１１３的体积比例在４℃下混合２

ｈ，使黏附于微泡造影剂的外壳所形成的混合物中 ＶＥＧＦ１６５
ｃＤＮＡ基因浓度为２ｍｇ／ｍｌ，抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体的浓度

为１．５ｍｇ／ｍｌ。

１．４　实验分组及靶向介导治疗 　６０只心肌缺血大鼠随机

分为对照组、单纯联合治疗组、超声介导治疗组，每组各２０
只动物。超声介导治疗组经大鼠尾静脉输入含ＶＥＧＦ１６５ｃＤ

ＮＡ及抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体的造影剂１ｍｌ，用二维超声监

控心肌显影，并用超声波在大鼠胸壁照射至造影剂显影消

失。使用仪器为 ＡｃｕｓｏｎＳｅｑｕｏｉａ彩色多谱勒超声诊断仪，

４Ｖ１探头，启用二次谐波模式使发射频率和接受频率分别为

１．７５ＭＨｚ和３．５ＭＨｚ，将机械指数调至最大，聚焦深度为４

ｃｍ。采用心电触发，每６～８个心动周期触发一次，约１０

ｍｉｎ。单纯联合治疗组仅直接从尾静脉输入 ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ
基因及抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体混合物１ｍｌ；对照组只注射生

理盐水１ｍｌ。

１．５　疗效评价　各组分别于心肌缺血２４ｈ和１４ｄ后处死

大鼠，取心脏标本，用４％甲醛溶液固定，石蜡包埋，沿心脏左

室短轴进行切片，参照文献［６］方法进行下列观察：（１）坏死区

中性粒细胞计数；（２）梗死心肌质量百分比的测定；（３）梗死
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区域心肌ＶＥＧＦ蛋白表达；（４）心肌毛细血管染色检测坏死

心肌新生血管计数。

１．６　统计学处理　采用ＳＡＳ统计软件进行统计学处理，数

据以珚ｘ±ｓ表示，采用组间ｔ检验。

２　结　果

２．１　坏死区中性粒细胞计数　心肌缺血２４ｈ后，对照组坏

死边缘区有大量的中性粒细胞浸润，细胞计数为（８３．５０±

２．０８）个／高倍视野；单纯联合治疗组有少量中性粒细胞浸

润，细胞计数为（３２．０３±８．４９）个／高倍视野；超声介导治疗

组有较少量中性粒细胞浸润，细胞计数为（２６．１０±２．６６）个／

高倍视野。各组间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。心

肌缺血１４ｄ后观察，各组坏死区中性粒细胞无明显浸润。

２．２　梗死心肌质量百分比　心肌缺血２４ｈ后，超声介导治

疗组梗死心肌质量百分比为（１４．０５±２．５５）％，单纯联合治

疗组为（１５．３１±１．６４）％，对照组为（３５．２３±２．７５）％；心肌

缺血１４ｄ后，超声介导治疗组梗死心肌质量百分比为

（１２．５４±０．７６）％，单纯联合治疗组为（１３．８５±２．２０）％，对

照组为（３４．５０±１．３０）％，各组间两两比较，差异均有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　梗死区域心肌ＶＥＧＦ蛋白表达　心肌缺血１４ｄ后，所

有接受抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体及 ＶＥＧＦ基因治疗的心肌组

织中均有不同程度的ＶＥＧＦ蛋白表达，其中超声介导治疗组

中可见大量ＶＥＧＦ阳性反应的棕褐色颗粒，而单纯联合治疗

组心肌ＶＥＧＦ阳性反应的棕褐色颗粒相对减少，对照组心肌

中仅有极少量的ＶＥＧＦ阳性反应颗粒。而心肌缺血２４ｈ后

观察，各组中ＶＥＧＦ阳性反应的颗粒均较少。

２．４　坏死心肌新生血管计数　以ＣＤ３４标记，微血管染为棕

黄色，心肌缺血１４ｄ后，超声介导治疗组毛细血管密度

（ＭＤＶ）为（２６９．５２±６．２１）个／高倍视野，单纯联合治疗组为

（２４５．２４±２１．０８）个／高倍视野，而对照组为（１１２．０４±３３．５６）

个／高倍视野，各组间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。

图１　心肌缺血１４ｄ后各组大鼠坏死

心肌微血管免疫组化染色结果（×４００）

Ａ：超声介导治疗组；Ｂ：单纯联合治疗组；Ｃ：对照组

３　讨　论

　　研究表明，ＶＥＧＦ可促进侧支循环形成，发挥自身搭桥

作用；并具有促进内皮细胞再生和减轻内膜增厚，防止再狭

窄，恢复内皮依赖性功能，以及减轻心肌缺血再灌注损伤及

防止血栓形成等作用［１］。另有研究表明：在大多数的血管内

皮细胞中都有ＩＣＡＭ１的分布，在缺血损伤所致炎症时，血

管内皮细胞的ＩＣＡＭ１表达达到高峰［７］，而淋巴细胞和白细

胞的黏附分子受体的表达也明显增高，促进血液中的白细胞

向炎症局部组织的浸润，加重病变组织的损伤。据此，我们

设想在心肌缺血动物模型中利用抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体对

抗白细胞向炎症局部组织浸润所致的损伤，防止再狭窄；同

时利用ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ作用于受损的血管内皮细胞上，促进

内皮细胞的修复与新生血管的再生；外加超声联合微泡造影

剂的靶向作用，使药物更高浓度更特异地吸附于心肌缺血区

域，达到心肌缺血区域内皮细胞的修复及新生血管的再生，

促进侧支循环，防止再狭窄，且可避免药物的浪费。

　　本研究结果显示，心肌缺血２４ｈ后，中性粒细胞在坏死

心肌边缘区浸润程度以超声介导治疗组最少，其次为单纯联

合治疗组，而对照组坏死区边缘有大量的中性粒细胞浸润，

说明抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体能对抗中性粒细胞的浸润，同时

也证明了超声介导的有效性。心肌缺血１４ｄ后观察，超声介

导治疗组ＶＥＧＦ蛋白表达量较单纯联合治疗组显著增多，新

生毛细血管较单纯联合治疗组增多，较对照组明显增多，提

示抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体有对抗白细胞的浸润，减少内皮细

胞的损伤，保护心肌细胞及促进受损细胞恢复的功能，并可

协同ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ促进新生血管生成，减少心肌梗死的面

积，促进心肌功能的恢复。心肌缺血１４ｄ后观察，超声介导

治疗组心肌梗死面积较单纯联合治疗组减少，且较对照组明

显减少，也证明了两者协同作用较单独使用效果更佳，从而

为心肌缺血治疗又提供了一种新的治疗手段。
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