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血管内皮生长因子在血管外支架预防移植静脉再狭窄中的作用
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［摘要］　目的：研究血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在血管外支架预防移植静脉再狭窄中的作用及不同管径材料外支架的作用效

果。方法：通过动物实验获得外支架干预下的移植静脉及其对照标本，用免疫组化及形态学方法对标本中的 ＶＥＧＦ、增殖细

胞核抗原（ＰＣＮＡ）及滋养血管的表达进行检测、分析。结果：与对照组相比，外支架干预的移植静脉组中膜 ＶＥＧＦ含量显著

降低（Ｐ＜０．０５），而外膜ＶＥＧＦ含量显著增高（Ｐ＜０．０５），中膜ＰＣＮＡ含量显著降低（Ｐ＜０．０５），外膜滋养血管密度显著增高

（Ｐ＜０．０５）。结论：血管外支架可有效促进ＶＥＧＦ向外膜聚集，减少其在中膜、内膜聚集，进而促进滋养血管的生长，减少中

膜增生，减轻再狭窄。
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　　自体静脉移植是治疗动脉粥样硬化等血管阻塞
疾病的主要手段之一，尽管目前的手术技术已经较
为成熟，手术器械也有了很大改进，但是术后移植静
脉的长期通畅率仍不尽如人意，其中主要的原因在
于移植静脉内膜和中膜的增厚及随之而来的血管粥

样硬化。血管外支架能对静脉桥路重塑及增厚产生
较为明显的抑制作用，从而提高其远期通畅率。血
管外支架预防移植静脉再狭窄的机制很复杂，有很

多因素参与其中，而血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）作为
一种细胞因子也在其中发挥了重要作用。ＶＥＧＦ是
一种特异性地直接作用于血管内皮细胞、促进新生

血管形成并能增强毛细血管通透性的细胞因子［１］。

　　２００７年３月至２００８年１月，我们使用具有良好
强度和弹性的医用可降解性奈维补片作为血管外支

架，建立了血管外支架自体静脉移植模型，并观察了

ＶＥＧＦ在外支架减轻内膜和中膜增生过程中的作
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用，旨在深入了解血管外支架预防移植静脉再狭窄
的作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料　可降解材料采用奈维补片［可吸收性聚
乙醇酸（ＰＧＡ）修补材料，商品名ＮＥＯＶＥＩＬ，日本郡
是有限公司生产］，规格为普通型 （１００ ｍｍ×
１００ｍｍ×０．５ｍｍ）和薄层型（１００ｍｍ×５０ｍｍ×
０．１５ｍｍ）两种。非可降解材料使用上海契斯特医
疗科技公司生产的涤纶材料补片（５０ｍｍ×５０ｍｍ×
０．５ｍｍ）。３种补片材料经环氧乙烷消毒后在手术
中根据实验犬移植静脉具体口径剪裁，然后用７０
缝合线缝合形成外套管（血管外支架）。

１．２　实验动物及分组　健康草犬２４只，雌雄不限，
体质量１５ｋｇ左右。随机分为对照组（Ａ组）和Ｂ、

Ｃ、Ｄ三个实验组，各６只。Ａ组静脉移植后不加外
套管；Ｂ组移植静脉后外套非限制性普通可降解材
料（奈维）外支架；Ｃ组移植静脉后外套非限制性薄
层可降解材料（奈维）外支架；Ｄ组移植静脉后外套
非限制性非可降解材料（涤纶）外支架。每组各分为

２个亚组，每亚组３只，分别在术后第４、６周取标本。

１．３　手术方法　实验动物采用戊巴比妥钠静脉麻
醉，仰卧位固定于手术台。从腹股沟始，沿股动脉内
侧纵形切开皮肤，分离、结扎股静脉，切取中间约

６ｃｍ长静脉段，标明近心端及远心端，放入含肝素

１００Ｕ／ｍｌ、罂粟碱１０ｍｇ／ｍｌ的生理盐水中浸泡。
分离股动脉约８ｃｍ，结扎分支，两端以无损伤血管夹
阻断血流，切除动脉２～３ｃｍ。将切取的静脉调转后
以７０丙烯线端端吻合，每条静脉移植后保持同一伸
长比。一侧静脉在完成一端的吻合后，将外套管套
入移植静脉后再吻合另一端，对照组为单纯移植，不
加外套管。术后行抗炎、抗凝处理。

１．４　免疫组化方法检测 ＶＥＧＦ和增殖细胞核抗原
（ＰＣＮＡ）的表达　按组别分别于术后第４周、６周处
死动物，取出移植静脉，置中性甲醛溶液低温灌注固
定２４ｈ。石蜡包埋，５μｍ厚连续切片，免疫组化方
法检测移植静脉中膜、外膜ＶＥＧＦ及中膜ＰＣＮＡ表
达。两者均采用染色指数法计算阳性结果，在１００
倍显微镜下随机选取５个高倍视野，计算细胞中阳
性细胞百分数。阳性细胞百分数０～５％计０分，５％
～２５％计１分，２６％～５０％计２分，５１％～７５％计３
分，７６％以上计４分；染色强度计算方法：细胞不着
色计０分，（＋）计１分，（）计２分，（）计３分。
两者乘积即为染色指数。

１．５　移植静脉滋养血管密度　１００倍显微镜下随机

选取５个高倍视野，计算血管横截面滋养血管切面
数值。

１．６　统计学处理　数据分析采用ＳＰＳＳ１１．０１统计
软件，采用处理非参数数据的秩变换组间比较检验。

Ｐ≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　一般情况　实验犬全部存活，四组进食与活动
情况相似，顺利取得血管标本。对照组大体观察见
移植静脉与周围组织疏松粘连，移植静脉膨胀明显；
镜下观察见移植静脉管径增大，内膜和中膜明显增
厚，且厚度不均。实验组大体观察见外支架网管被
周围新生组织紧密包裹，新生组织长入并填充网管
与静脉壁之间；镜下见内膜和中膜增厚。外支架与
静脉壁之间纤维组织增生，形成了新生外膜；新生外
膜与原外膜无明显界限，富含新生的小血管和毛细
血管，并伸入到增生的中膜。

２．２　免疫组化检测 ＶＥＧＦ的表达　由１００倍光学
显微镜观察可见对照组ＶＥＧＦ阳性细胞主要位于中
膜，而实验组ＶＥＧＦ阳性细胞主要位于外膜（图１）。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ四组分别于术后第４、６周取得标本，每组
标本分别采用染色指数法计算血管中膜和内膜

ＶＥＧＦ阳性结果，共分１６个组别。取得数据后采用
非参数秩变换组间比较。结果见表１，可知组间存在
显著差异（Ｐ＝０．０００＜０．０５）。进一步组间两两比较
可知，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ每组内术后第４、６周间未见显著差
异，Ａ组与Ｂ、Ｃ、Ｄ组间存在显著差异。Ｂ、Ｃ组间未
见显著差异，Ｂ、Ｃ组与 Ｄ组间存在显著差异（Ｐ＜
０．０５）。提示外支架可改变 ＶＥＧＦ在血管中的分布，
促进ＶＥＧＦ向外膜聚集，减少其在中膜、内膜聚集。
两组可降解材料外支架较涤纶材料外支架可更好地

促进ＶＥＧＦ向外膜聚集。

２．３　免疫组化检测ＰＣＮＡ的表达　ＰＣＮＡ阳性细
胞主要分布在移植静脉壁的新生内膜和中膜。Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ四组分别于术后第４、６周取得标本，共分８
个组别，由１００倍光学显微镜观察可见对照组染色
较实验组明显（图１），采用染色指数法计算阳性结
果，取得数据后采用非参数秩变换组间比较，结果见
表１，可知组间存在显著差异（Ｐ＝０．０００＜０．０５），进
一步组间两两比较可知：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ每组内术后第４、

６周间未见显著差异，Ａ组与Ｂ、Ｃ、Ｄ间存在显著差
异（Ｐ＜０．０５），Ｂ组与Ｃ组未见显著差异，但与Ｄ组
存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。提示外支架组可显著降
低ＰＣＮＡ阳性细胞率，两组可降解材料外支架较涤
纶材料外支架可更好地降低ＰＣＮＡ阳性细胞率。
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图１　免疫组化检测各组ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦａｎｄＰＣＮＡｉｎ４ｇｒｏｕｐｓ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）

Ａ１Ｄ１：ＶＥＧＦ；Ａ２Ｄ２：ＰＣＮＡ；Ａ１，Ａ２：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈｏｕｔｖｅｉｎｓｈｅａｔｈ；Ｂ１，Ｂ２：ＧｒｏｕｐＢ，ｗｉｔｈｔｈｉｎＰＧＡｖｅｉｎｓｈｅａｔｈ；Ｃ１，Ｃ２：ＧｒｏｕｐＣ，ｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌＰＧＡｖｅｉｎｓｈｅａｔｈ；Ｄ１，Ｄ２：ＧｒｏｕｐＤ，ｗｉｔｈｔｅｒｙｌｅｎｅｖｅｉｎｓｈｅａｔｈ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

表１　ＶＥＧＦ和ＰＣＮＡ表达组间等级资料非参数检验结果

Ｔａｂ１　ＮｏｎｐａｒａｍｅｔｒｉｃｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒａｎｋｄａｔａｏｆＶＥＧＦａｎｄＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＶＥＧＦ
Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ ｄｆ ＭｅａｎＳｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

ＰＣＮＡ
Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ ｄｆ ＭｅａｎＳｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

Ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ ６２２０８５９ １５ ４１４７２３．９３３ ７５．９５２ ０．０００ ４９１２９１．５１７ ７ ７０１８４．５０２ ３１．７６１ ０．０００
Ｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ ２５３３６０３ ４６４ ５４６０．３５１ 　 　 ５１２６６４．９８３ ２３２ ２２０９．７６３
Ｔｏｔａｌ ８７５４４６２ ４７９ １００３９５６．５００ ２３９

２．４　滋养血管密度　Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ四组分别于术后第

４、６周取得标本，共分为８个组别。可见实验组由
外膜向中膜出现大量滋养血（图２）管，而对照组滋
养血管数量很少。

图２　常规ＰＧＡ外支架组可见大量的
滋养血管由外膜伸入中膜

Ｆｉｇ２　ＲｏｕｔｉｎｅＰＧＡｖｅｉｎｓｈｅａｔｈｏｂｖｉｏｕｓｌｙ
ｐｒｏｍｏｔｅｄｎｕｔｒｉｅｎｔｖｅｓｓｅｌｇｒｏｗｔｈ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

　　对血管横截面滋养血管密度采用非参数秩变换
组间比较，其整体结果见表２，可知组间存在显著差
异（Ｐ＝０．０００）。进一步行组间两两比较可知：Ａ、Ｂ、

Ｃ、Ｄ每组内术后第４、６周间未见显著差异，Ａ组与

Ｂ、Ｃ、Ｄ组间存在统计学差异（Ｐ＜０．０５），Ｂ组与Ｃ

组未见显著差异但与 Ｄ组存在统计学差异（Ｐ＜
０．０５）。提示外支架组可显著促进滋养血管的生长，
两组可降解材料外支架较涤纶材料外支架可更好地

促进滋养血管的生长。

表２　滋养血管密度组间等级资料非参数检验结果

Ｔａｂ２　Ｎｏｎｐａｒａｍｅｔｒｉｃｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｒａｎｋｄａｔａｏｆｎｕｔｒｉｅｎｔｖｅｓｓｅｌ’ｓｄｅｎｓｉｔｙ

Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ ｄｆ Ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

Ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ １３９６５８７ ８ １７４５７３．３６３ １８７．５８４ ０．０００
Ｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ ２４２８９７．１ ２６１ ９３０．６４０
Ｔｏｔａｌ １６３９４８４．１ ２６９

３　讨　论

　　自体静脉是血管旁路转流术最常用、也是疗效
最佳的移植材料。但静脉移植术后早期（移植后３０
ｄ）静脉阻塞率达５％～２０％；在晚期（移植后２年以
上），下肢动脉重建后的５年累积阻塞率高达３０％。
这主要是由于血管内膜增生及粥样硬化导致的再狭

窄所致，血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）过度增殖与移行
是导致其病理改变的关键［２］。在桥血管周围放置血
管外支架可减轻血管新生内中膜增生，防止静脉桥
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粥样硬化的发生，提高静脉桥的远期通畅率。血管
外支架预防移植静脉再狭窄的机制很复杂，有很多
因素参与其中，而ＶＥＧＦ作为一种细胞因子也在其
中发挥了重要作用［３５］。ＶＥＧＦ又称血管通透因子，
是目前所知作用最强的促血管内皮生长的细胞因

子，主要生物学功能是促进血管形成、增加血管通透
性、增加组织因子的产生［１］。

　　应用假体材料血管外支架后，所有外支架都会形
成炎症反应，它们能导致炎症细胞及免疫细胞在其周
围聚集，这些细胞释放出一系列能够影响移植静脉平
滑肌细胞（ＶＳＭＣ）增殖迁移、新内膜形成及滋养血管
再生的物质［６］。而这些释放出的化学物质，特别是各
种细胞因子（如ＶＥＧＦ等）和白三烯，可能形成一种化
学引诱物梯度，进而引起ＶＳＭＣ向外支架方向迁移，
而不是向内膜方向移动，从而抑制了新内膜的形
成［７］。事实上，平滑肌细胞及内皮细胞大量地聚集到
了支架内，而且巨噬细胞和巨细胞释放大量ＶＥＧＦ及
其他细胞因子促进了血管的生成和微血管的修复［８］。
相似的，在被植入可降解盘的大鼠体内，也观察到了
继发于炎症细胞聚集的血管再生［９］。

　　本实验发现，外支架组的血管ＶＥＧＦ聚集于血
管外膜，促进了移植静脉滋养血管的生长。而对照
组的血管，ＶＥＧＦ聚集于血管内膜和中膜，促进了中
膜、内膜增厚。证明了外支架导致的炎性反应促使
了ＶＥＧＦ由中膜、内膜向外膜转移。３组实验组之
间，可降解材料的外支架较涤纶外支架能更好地趋
化ＶＥＧＦ，促进滋养血管生长。考虑原因可能有两
点：（１）可降解材料降解就是一个慢性炎症反应过
程，因而可降解材料较涤纶材料导致更强的炎症反
应，趋化 ＶＥＧＦ的能力更强，因而也能更好地促进
滋养血管的生长；（２）本实验中可降解材料为大孔径
材料，滋养血管生长能够形成完整的回路，因而能够
更好地生长，而涤纶材料上没有孔径，滋养血管不能
形成回路，因而生长不如可降解材料组好［１０１１］。

　　静脉移植手术，吻合口处损伤可引起吻合口处
内膜炎症反应，进而导致内膜增厚及管腔狭窄。研
究［１２１３］表明，ＶＥＧＦ可以修复损伤的血管内膜，抑制
内膜 增 厚。１９９６ 年 Ａｓａｈａｒａ 等［１２］通 过 导 管 将

ｐｈＶＥＧＦ１６５基因转染至被球囊损伤的兔股动脉中，
证实其能促进损伤股动脉内皮再生，抑制内膜增厚。

ＶａｎＢｅｌｌｅ等［１３］通过水凝胶球囊将ｐｈＶＥＧＦ１６５基
因转染至经球囊损伤并放置金属支架的兔髂动脉

中，可加速再内皮化，钝化金属支架，减少由内膜增
厚所致支架血栓形成和阻塞。但同时也有研究［１４］

表明，ＶＥＧＦ可以刺激 ＶＳＭＣ增生，导致中膜的增

厚。本实验的对照组血管中膜分布大量 ＶＥＧＦ，同
时ＶＳＭＣ增殖情况也异常活跃（ＰＣＮＡ高表达），而
实验组的血管中膜ＶＥＧＦ低表达，ＶＳＭＣ增殖也被
抑制（ＰＣＮＡ低表达）。因而，我们能否控制 ＶＥＧＦ
在不同部位的化学梯度，从而发挥其良性作用，抑制
不良反应，还需要更进一步的深入研究来证实。
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