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血管外膜损伤致动脉粥样硬化斑块形成对兔局部交感神经功能的影响
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　　［摘要］　目的　探讨兔颈动脉外膜损伤后血管粥样硬化（ＡＳ）程度与动脉内去甲肾上腺素含量及交感神经密度的关系，
并分析通心络对ＡＳ的作用效果及可能机制。方法　采用Ⅰ型胶原酶局部损伤兔颈动脉外膜结合高脂喂养的方法，制备颈
动脉外膜损伤致动脉粥样硬化模型，将模型动物随机分为２组：外膜损伤组、通心络治疗组；组内对左侧颈动脉行外膜损伤，右

侧作为自身对照。分别于术后１、３、７ｄ、２、４、８周取血及双侧颈动脉，采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测兔血清及动脉壁中去

甲肾上腺素含量，免疫组化法检测血管外膜交感神经密度。结果　外膜损伤组左侧颈动脉内膜增生面积明显大于右侧，内膜
增生面积与神经染色强度及局部动脉壁去甲肾上腺素含量呈正相关（ｒ＝０．９４，Ｐ＜０．０５；ｒ＝０．９０，Ｐ＜０．０５）；与外膜损伤组相

比，通心络能够明显减轻外膜损伤后血管内粥样斑块面积［ＩＭＲ（４８±２）％ｖｓ（７０±３）％，Ｐ＜０．０１］，降低动脉壁组织中去甲肾上

腺素含量［（８３．７６±３．３）ｎｇ／ｇｖｓ（７４．２５±２．１）ｎｇ／ｇ，Ｐ＜０．０５］及血管的交感神经密度（Ｐ＜０．０５）。结论　外膜损伤可加重高脂
饮食诱导的ＡＳ病变程度，部分可能与其促进局部交感神经功能失调有关，通心络能够拮抗外膜损伤诱导的ＡＳ病变。

　　［关键词］　动脉粥样硬化；交感神经系统；去甲肾上腺素；颈动脉；外膜损伤；通心络
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　　慢性应激状态、交感神经的激活与冠心病及动
脉粥样硬化（ＡＳ）的发生和进展密切相关［１４］。解剖
学研究发现好发动脉粥样硬化的大中动脉血管周围

神经支配明显多于静脉、小动脉及毛细血管，且主要
以去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）能神经为主，
提示血管周围神经可能与外膜共同参与 ＡＳ病变的
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发生和发展［５］，但具体机制仍不清楚。因此，本研究
尝试观察血管外膜损伤致ＡＳ过程中神经重构的可
能作用，并探讨中药制剂通心络（ＴＸＬ）对此过程的
影响，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　通心络超微粉由石家庄以岭
药业股份有限公司提供；酪氨酸羟化酶（ＴＨ）单抗购
自美国Ｒ＆Ｄ公司；Ⅰ型胶原酶购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　实验动物及分组　健康雄性新西兰兔９６只，体

质量２．０～３．０ｋｇ，购自上海市松江区车墩实验动物
良种场，随机均分为２组，外膜损伤组：高脂饲养（２％
胆固醇、４％炼猪油、６％蛋黄粉、８８％普通饲料）加左侧
颈动脉外膜损伤；通心络（ＴＸＬ）治疗组：高脂饲养＋
左侧颈动脉外膜损伤＋通心络超微粉，通心络超微粉
于术后每天上午定时给药（０．３ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃），
继续高脂喂养，组内分别与各自假手术右侧颈动脉进
行自身对照。动物分笼喂养，自由饮水，连续给药。
各指标观察时间点分别为术前，术后１ｄ、３ｄ、７ｄ、

２周、４周、８周。具体实验流程见图１。

图１　动物实验标本采集流程

Ｆｉｇ１　Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

１．３　颈动脉外膜损伤模型的制备　室温下３％戊巴
比妥钠（１ｍｌ／ｋｇ）耳缘静脉静推麻醉动物。动物仰
卧，头部及四肢固定于手术台上，颈前脱毛后常规碘
酒、乙醇消毒铺孔巾。纵形切开颈前皮肤，逐层钝性
分离颈部筋膜及肌肉，暴露双侧颈动脉鞘，仔细游离
出双侧颈动脉，长约３ｃｍ，用消化液（Ⅰ型胶原酶２ｇ／

Ｌ）浸湿的棉纱外敷左侧颈动脉３０ｍｉｎ，生理盐水冲
洗、中止消化，用眼科镊钝性分离外膜白色疏松组织，
直至完全剥离。右侧不予处理，作为阴性对照。术后
逐层缝合，皮下注射青霉素４０万Ｕ／ｄ共３ｄ。

１．４　颈动脉标本的获取及 ＨＥ染色观察　建模前
及术后４周、８周均经兔耳中心动脉采血５ｍｌ，采用
全自动生化分析仪测定血胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油
（ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）。术后１ｄ、

３ｄ、７ｄ、２周、４周、８周在麻醉下活体状态取双侧颈
总动脉，部分做组织匀浆；部分置于４％多聚甲醛溶
液固定２４ｈ，常规石蜡包埋，４～６μｍ厚连续切片。
常规烤片、脱蜡、水化后行苏木精伊红（ＨＥ）染色，
光学显微镜下观察血管壁形态学变化，以内膜增生
面积比值（内膜面积／中膜面积×１００％，ＩＭＲ）代表
斑块面积。

１．５　免疫组化染色检测颈动脉组织交感神经纤维
酪氨酸羟化酶（ＴＨ）表达　石蜡切片经干燥箱烤片

２ｈ后，常规脱蜡至水，３％过氧化氢灭活内源性过氧
化物酶２０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗
涤，０．１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液热抗原修复，０．０１
ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤，滴加正常山羊血清封闭２０ｍｉｎ。

滴加一抗ＴＨ抗体４℃过夜，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤
后滴加生物素化偶联的二抗，３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤３ｍｉｎ×３次后滴加辣根过氧化物酶偶联的链
霉卵白素，３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×４次
后滴加 ＤＡＢ室温显色。显微镜下控制显色５～
８ｍｉｎ，采用蒸馏水洗涤，苏木精轻度复染，脱水，封
片。以ＰＢＳ液替代一抗为阴性对照。确定免疫阳
性染色的阈值，固定不变，检测ＴＨ阳性染色的平均
光密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ），以各组与
对照组比值代表ＴＨ表达的相对含量。

１．６　颈动脉组织及血清中 ＮＥ水平的检测　血清
及组织匀浆标本保存于－８０℃，检测前取出，在常温
下复温，采用ＥＬＩＳＡ法，对照标准曲线获得血清及
组织 ＮＥ浓度值，组织匀浆再按照蛋白定量换算出
质量浓度。

１．７　统计学处理　所有图片采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
６．０分析软件；采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，数据资料
以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　各组动物血脂水平的变化　结果（表１）表明：
实验前所有动物 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ差异均无统计学
意义；给予高脂饮食４周后，各组动物血脂（ＴＣ、

ＴＧ、ＬＤＬＣ）水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。术后８
周，通心络治疗组动物的ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ均显著低
于外膜损伤组（Ｐ＜０．０５）。
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表１　各组动物血脂水平的变化

Ｔａｂ１　Ｂｌｏｏｄｌｉｐｉｄｌｅｖｅｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｈｉｇｈｆａｔｆｅｅｄｉｎｇ
［ｎ＝８，珚ｘ±ｓ；ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）］

Ｇｒｏｕｐ Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ ＴＣ ＴＧ ＬＤＬＣ

ＴＸＬ＋ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙ ０ｄ １．１０±０．０３ １．０２±０．０５ ０．３１±０．０３
４ｗｅｅｋｓ ２０．２ ±２．００ ２．０６±０．０８ ７．６５±０．８５

８ｗｅｅｋｓ １７．８ ±１．５４△ ２．１０±０．１０△ ８．１０±０．４５△

Ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙ ０ｄ １．１５±０．０６ ０．９８±０．０４ ０．４０±０．０３
４ｗｅｅｋｓ ２１．４ ±１．５０ ２．１２±０．８５ ７．３５±０．６６

８ｗｅｅｋｓ ４５．４ ±１．５５ ２．４５±０．３８ １８．８８±０．９１

　Ｐ＜０．０５ｖｓ０ｄｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．ＴＸＬ：Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ

２．２　各组动物颈动脉ＨＥ染色结果　结果（图２、图

３Ａ）表明：术后８周，外膜损伤组左颈动脉内膜明显增
厚，内膜下可见明显脂质浸润，部分可见粥样斑块形
成；右颈动脉内膜增厚较左侧有所减轻［ＩＭＲ（２５±
１）％ｖｓ（７０±３）％，Ｐ＜０．０１），但仍可见明显内膜增

生。ＴＸＬ治疗组左颈动脉斑块减小，脂质浸润减轻，
增生内膜面积小于外膜损伤组［ＩＭＲ（４８±２）％ｖｓ
（７０±３）％，Ｐ＜０．０１］，但与右侧（０．１３０±０．００４）相比
增生明显，ＴＸＬ治疗组右颈动脉内膜增生明显轻于其
他组（Ｐ＜０．０１），部分病变甚至消失。

图２　外膜损伤术后２个月各组动物动脉粥样斑块增生情况（ＨＥ染色，Ａ～Ｄ）及血管酪氨酸羟化酶（ＴＨ）免疫组化染色（Ｅ～Ｈ）

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（ＡＤ）ｆｏｒａｔｈｅｒｏｍａｔｏｕｓｐｌａｑｕｅａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
ｆｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ（ＴＨ，ＥＨ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｔｗｏｍｏｎｔｈｓａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙ

Ａ，Ｅ：Ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐｒｉｇｈｔａｒｔｅｒｙ；Ｂ，Ｆ：Ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐｌｅｆｔａｒｔｅｒｙ；Ｃ，Ｇ：ＴＸＬ＋ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐｒｉｇｈｔａｒｔｅｒｙ；Ｄ，Ｈ：

ＴＸＬ＋ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐｌｅｆｔａｒｔｅｒｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０

图３　外膜损伤术后２个月各组动脉粥样斑块面积（Ａ）及交感神经酪氨酸羟化酶（ＴＨ）染色强度（Ｂ）比较

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｔｈｅｒｏｍａｔｏｕｓｐｌａｑｕｅａｒｅａ（Ａ）ａｎｄＴＨｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｂ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｔｗｏｍｏｎｔｈｓａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙ
Ｐ＜０．０１ｖｓａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐｒｉｇｈｔａｒｔｅｒｙ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐｌｅｆｔａｒｔｅｒｙ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＴＸＬ＋ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙ

ｇｒｏｕｐｒｉｇｈｔａｒｔｅｒｙ．ｎ＝８，珚ｘ±ｓ
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２．３　各组动物颈动脉ＴＨ免疫组化染色结果　结果
（图２、图３Ｂ）表明：术后８周时，外膜损伤组左侧外膜
有明显交感神经增生，神经节染色明显，右侧外膜也
存在阳性染色，但程度较左侧有所减轻（ＩＯＤ２６３７３±
１０２４ｖｓ３６５４．０４９１±９８，Ｐ＜０．０５）。ＴＸＬ治疗组左
侧颈总动脉ＴＨ染色明显弱于同侧外膜损伤组（ＩＯＤ
７０７８±１８８ｖｓ２６３７３±１０２４，Ｐ＜０．０５），ＴＸＬ治疗组
右侧外膜（ＩＯＤ８９８±５４）少见阳性着色。

２．４　去甲肾上腺素（ＮＥ）含量的测定结果

２．４．１　局部血管壁组织　结果（图４）表明：外膜损
伤组术后７ｄ时左侧血管组织ＮＥ含量与基础水平
相比明显上升（Ｐ＜０．０１），达到峰值（８３．７６±３．３）

ｎｇ／ｇ，此后逐渐回落稳定，ＴＸＬ治疗组左侧血管组
织ＮＥ含量同样在７ｄ到达峰值（７４．２５±２．１）ｎｇ／

ｇ，二者差异无统计学意义。外膜损伤组、ＴＸＬ治疗
组右侧ＮＥ含量无明显变化。

图４　术后不同时间点颈动脉壁去甲肾上腺素含量变化

Ｆｉｇ４　Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ
Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅｂａｓｅｌｉｎｅｌｅｖｅｌ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｏｔｈｅｒ

ｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．４．２　血清水平　结果（图５）表明：外膜损伤组和

ＴＸＬ治疗组在手术即刻 ＮＥ血清含量都明显升高
并达到峰值，分别为（３．８５±０．１２）、（３．９８±０．０８）

μｇ／ｇ，此后含量逐步下降并达到稳定。ＴＸＬ治疗组
术后各个时间点 ＮＥ含量都低于外膜损伤组，仅在
术后８周时差异才具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．５　相关性分析结果　颈动脉内粥样斑块面积与
神经染色密度的关系：随着动脉内膜增生面积的增
大，交感神经染色强度也逐渐增大，二者存在明显的
正相关关系（ｒ＝０．９８，Ｐ＜０．０５，图６Ａ）。动脉壁中
去甲肾上腺素含量与粥样斑块面积及神经密度的关

系：术后２个月时局部动脉壁中 ＮＥ含量随着神经
染色强度的增加而升高，二者正相关（ｒ＝０．９４，Ｐ＜
０．０５），且ＮＥ含量与粥样斑块面积也存在明显正相
关（ｒ＝０．９０，Ｐ＜０．０５，图６Ｂ）。

图５　术后不同时间点血清去甲肾上腺素含量变化

Ｆｉｇ５　Ｓｅｒｕｍｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ
Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｂａｓｅｌｉｎｅｌｅｖｅｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓａｄｖｅｎｔｉｔｉａｉｎｊｕｒｙ

ｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图６　相关性分析结果

Ｆｉｇ６　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ
Ａ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＩＭＲａｎｄＴＨｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ｒ＝０．９８，

Ｐ＜０．０５）；Ｂ：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎ

ｔｈｅｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｗｉｔｈＴＨｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ｒ＝０．９４，Ｐ＜０．０５）ａｎｄＩＭＲ
（ｒ＝０．９０，Ｐ＜０．０５）

３　讨　论

　　本研究结果再次证实外膜损伤能够诱导内膜增
生，而中药制剂通心络能够减少斑块的面积，减轻动
脉粥样硬化的程度［６］。研究结果还发现，外膜损伤

２个月后血管周围ＴＨ 染色强度增加，提示交感神
经密度升高，同时局部ＮＥ含量在术后７ｄ也出现反
射性升高，而通心络可以抑制上述两种上升趋势。
实验还发现粥样斑块的面积和血管外膜ＴＨ染色强
度存在明显正相关，术后２个月的ＴＨ染色强度与
局部 ＮＥ含量也存在明显正相关，提示交感神经系
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统功能的改变与粥样斑块的发生紧密相关。

　　外膜损伤诱导内膜增生的具体机制目前尚不清
楚，可能与损伤诱导的炎症相关［７８］，也可能与外膜
微血管损伤有关［９］。Ｄａｓｈｗｏｏｄ等［５］发现在冠状动

脉旁路移植术后所用的静脉桥血管隐静脉周围出现

了明显的小神经束，神经增生与移植静脉内膜增生
密切相关，提示神经重构在外膜致内膜增生过程中
发挥了重要作用。然而，ＤｅＭｅｙｅｒ等［１０］在对套管

诱导外膜损伤从而促进内膜增生的机制进行探讨时

发现，滋养血管、神经重构及血流动力学的影响都不
是促使内膜病变的主要原因。本研究发现在外膜损
伤后存在交感神经纤维反应性增生现象，进一步对
动脉壁中神经递质去甲肾上腺素的动态检测发现，
在外膜损伤后７ｄ局部 ＮＥ含量反弹性上升，且与

ＡＳ斑块面积正相关。结果提示交感神经系统功能
亢进参与了粥样硬化的发生，而交感神经系统功能
亢进可能是外膜损伤造成的后果之一。交感神经纤
维是动脉周围分布的主要神经纤维［５］，因此在外膜
损伤的同时对神经纤维也造成了损伤，加之术后局
部炎症、水肿及其他部位神经纤维代偿等因素，使得
其在术后７ｄ才出现神经递质破坏性释放的高峰。
同时由于外膜损伤造成的慢性炎症，可诱导神经纤
维创伤后反应性增生，加重了ＡＳ斑块的进展，与其
他研究结果［１１１４］类似。本研究发现ＮＥ在外膜损伤
后期的波动变化并不十分明显，可能与机体的自我
调节及副交感神经递质的释放受损更严重有关，这
有待于进一步的研究。

　　前期研究发现通心络能够明显抑制外膜损伤所
诱导的内膜增生，其机制可能与通心络减少粥样斑
块中ＣＤ４０的表达有关［１５］。因此，本研究还进一步
观察了中药复方制剂通心络对外膜损伤所致的 ＡＳ
斑块及交感神经功能的影响，结果发现通心络能减
少损伤血管交感神经的增生及神经递质 ＮＥ的上
升，从另一角度证实通心络的抗ＡＳ作用，具体机制
仍有待进一步研究。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学基础部人体
解剖学教研室、训练部动物实验中心、长海医院病理
科、长征医院实验诊断科、中心实验室多位老师的支
持和帮助，在此一并表示感谢！）
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