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血小板衍生生长因子在老年小鼠新血管生成中的作用
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-摘要. 目的/探讨血小板衍生生长因子&0123,456促进老年小鼠新血管生成的作用及机制7方法/从年轻成年和老年小

鼠 心 脏 中 分 离 心 脏 血 管 内 皮 细 胞&89:8,#用 ;<408;法 分 别 测 定 其 中 0123466和 0123455=;>5的 表 达#然 后 用

8?@=A<B培养皿测定 0123456对 89:8迁移的影响7制作小鼠耳部血管生成模型#用激光多普勒测定 0123456处理前

后血流量的改变7然后#经心脏穿刺注入生物素化的右旋糖苷以活体标记血管#取鼠耳做免疫组化#于数字式显微镜下获取图

像并定量分析小鼠耳部血管密度7结果/0123466和 0123455在年轻成年小鼠 89:8中均有较丰富的表达#而 0123466
在老年小鼠89:8中无表达70123456处理后#培养的老年小鼠89:8的迁徙能力明显增加&CD(’(",70123456局部注

射后#老年小鼠耳部小血管密度和侧支循环的数目显著增加&CD(’(E,7结论/0123456可促进老年小鼠新血管和侧支循环

的形成#其作用可能是通过 0123466刺激 89:8迁徙来实现的7
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缺血性心脏病是临床心血管疾病中常见的死亡原

因#尤其在高龄急性心肌梗死患者有较高的危险性#且

易发展为慢性充血性心力衰竭7基础和临床研究-".提

示/高龄患者心脏中新血管生成&cdlnAl@d@unu,潜力

的下降是其预后不良的主要原因7已知血小板衍生生

长因子&0123,具有促多种细胞分裂的作用70123
又分为多肽链同聚体 0123455#66#88和 11及

异聚体 0123456#其生物学活性通过与其相应的受

体结合而实现7虽有报道 0123的表达与新血管生

成有关#但其作为药用能否在老年动物中促进新血管

的形成尚少研究7本研究初步从分子/细胞和动物实

验 *个层次对此问题作一探讨7

0 材料和方法

"’" 实验动物 *个月龄和 "F个月 龄 316小 鼠

各 F只#由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供7
"’$ 心肌微血管内皮细胞&89:8,的培养 取 *
个月龄和 "F个月龄 316小鼠#断头后迅速取出心

脏#置冰冷的 51h液中#用刀片切碎#加入胶原酶和

1>5酶#室温下消化 )E=nd#离心后分别加入 )(2
0@pxAvv/$(2 0@pxAvv和 06h#)((34离心 "E=nd#
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从 !"#和 $"#层 间 吸 取 %&’%(用 )*+洗 涤 后 加

入含 ),-.的 .&/’培养液0)1234567(置 %8!孵

箱中培养(取第 9代细胞用于实验:
;<9 =>?)%=检 测 ),-.?@@和 ),-.?**的 表

达 用 =/@试剂盒0AB654C7抽提 %&’%总 =/@(
用 下 列 引 物 扩 增 ),-.?@@和 ),-.?**:小 鼠

),-.?@@ DE端FDE?%>% >%> ->- @%@ @--
@@-%>?9EG9E端FDE?>%@@-->--%%@@@-
>-- @-?9E:小 鼠 ),-.?**DE端FDE?->--@-
-@-%@-@%>-@@ --?9EG9E端FDE?%%%@%@
->--%>>>>%@>>>?9E:)%=条件FHDI 9"J(
DKI 9"J(L!I H"J(9"个循环:取 ;DM!"NO)%=
产物与 P倍稀释的上样缓冲液混匀(然后在 !#的琼

脂糖凝胶上电泳(检测各个基因的表达情况:
;<$ %&’%迁移测定 取第 9代 %&’%(更换培养

液后加入 ,BQ0DN5R3O(+B53679LI D# %8!孵箱

过夜以标记细胞(收集细胞待用:取 %S432>T双层

培养皿 0/4U12)12V4QCW(-6BXS41JVU15(&,7(下层

加 入 含 ),-.?@*09"C5R3O或 等 量 的 Y’-.7的

.&/’培养液(同时设空白对照组:将硝酸纤维素滤

膜平铺其上(注意避免产生气泡(紧固螺子(然后将

%&’%加入上层培养皿(9LI D# %8!孵箱过夜:取

下滤膜(;"#甲醛溶液固定后(刮去上层细胞(下层细

胞即为迁移过去的 %&’%(将滤膜置于载玻片上(在

荧光显微镜下计数各孔细胞数(重复 9次取平均值:
;<D 激光多普勒测定小鼠耳部血流 小鼠耳部主

要由前Z中和后 9支动脉供血(如阻断中支和后支动

脉(则耳郭后部的血供主要依靠前动脉和后部残余

小血管间的侧支循环或新生的血管:设 9个月龄和

;K个 月 龄 .*Y小 鼠 左 耳 为 生 理 盐 水 处 理 的 对 照

组(右 耳 为 ),-.?@*处 理 组:),-.?@*0!"C5R
耳7和等量生理盐水在小鼠耳背经皮下注射给予:处
理 L[后(将小鼠耳部由前向后分为 P个区(用激光

多普勒0@\.!;R!;,(@[]6CW4(>2̂_27测定各区的

血流量:然后从后向前剪断耳廓的 !R9(重复测定以

上各区的血流量($ZD和 P区剪断后的血流量即可

反映该区域新血管生长情况和侧支循环形成情况:
;<P 免疫组化检测小鼠耳部血管密度 完成激光

多普勒测定后(经心脏穿刺注入生物素化的右旋糖

酐0!""万(81452C(‘+@(D35R̂57的 分 子 探 针 以

活体标记血管(然后取完 整 鼠 耳 置 $#多 聚 甲 醛 溶

液中固定(从耳软骨部分钝性分离表层皮肤(使血管

附 着 于 表 层 皮 肤(经 双 氧 水 和 >1BX2CT?;""处 理

后(置辣根过氧化酶0a=)7中孵育(用 ,@*染色后

于数字化显微镜下获取图像(于计算机上计算各区

域的血管密度:
;<L 统计学处理 数值以 bcde表示(组间比较用 f
检验:

g 结 果

!<; ),-.?**和 ),-.?@@的 表 达 ),-.?**
和 ),-.?@@在年轻成年小鼠 %&’%中均有 较 高

的表达(而 ),-.?**在老年小鼠 %&’%中没有表

达0图 ;7:

图 h ijklmnn和 ijklmoo在年轻

成年小鼠和老年小鼠 pqrp中的表达

lsth ruvwxyysz{z|ijklmnn}{~ijklmoo

s{pqrpz|!z"{t}~"#$}{~}tx~%s&x

!<! %&’%的 迁 移 ),-.?@*促 进 年 轻 成 年 小

鼠 %&’%迁 徙 的 能 力 明 显 强 于 老 年 小 鼠 %&’%
0’("<";7(而 且(其 促 %&’%迁 徙 的 能 力 强 于

Y’-.0’("<";(图 !7:

图 g pqrp迁移结果

lstg qstw}$sz{z|pqrp}|$xw

$wx}$%x{$)s$*ijklmno
++’("<";,eW2CX12O512U-G..’("<";,eY’-.512U-

!<9 小鼠耳部血流量 老年小鼠耳部的血流量较

年轻成年小鼠为低(局部注射 ),-.?@*后(尽管耳

部中动脉和后动脉没有血供(耳郭的后部区域仍可

测得较高的血流量0’("<"D(图 97:
!<$ 小血管密度 图 $示对照组和 ),-.?@*处

理 组 小 鼠 耳 部 血 管 情 况(),-.?@*明 显 增 加 小 血

管 的密度0’("<"D7(大血管和中血管密度则无明

显改变:
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图 ! 激光多普勒检测小鼠耳部小血管血流量
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图 G 小鼠耳部小血管密度
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! 讨 论

老年心脏中新血管生成能力的下降是一个复杂

过程K可能包括了从分子L细胞到生理调节等一系列

变化M研究老年心脏中新血管生成受抑制的最佳途径

可能是分析心血管内皮细胞的调节M目前的研究多集

中 在 NOPQ和碱性成纤维细胞生长因子 RSTUV>WVX
SB?SCTUADB?YAZWT>A?BKSQPQ[促 新 血 管 生 成 方

面\]̂ _‘K而对 abPQ的促新血管生成作用较少报道M
本研究发现 abPQXcc在年轻及老年小鼠心脏

均 有 表 达K而 abPQXdd仅 在 年 轻 心 脏 表 达M由 于

abPQXe受体RabPQXfe[在年轻和老年大鼠心脏均

有同样的基础表达\;‘K故本研究结果表明老年小鼠心

脏中 abPQXdd表达不足可能与 ghOg活性下降有

关M也可能与老年小鼠心脏缺乏一类特殊的有旁分泌

作用的内皮细胞有关M另外K也可能在老年小鼠心脏

中 存 在 一 类i抑 制 性 生 长 因 子jK后 者 可 以 抑 制

abPQXdd在内皮细胞中的表达M这有待于在以后的

实验中进一步证实M
细 胞 迁 移RkVDBTAV?@[能 力 是 血 管 内 皮 细 胞 活

性 和 新 血 管 形 成 的 关 键 因 素M为 了 进 一 步 理 解

abPQ的 作 用 机 制K我 们 研 究 了 abPQXcd对 老 年

小鼠 ghOg迁徙的影响K结果发现 abPQXcd可明

显提高老年小鼠 ghOg的迁徙能力M此外K我们在

小 鼠 耳 部 局 部 给 予 abPQXcdK然 后 用 激 光 多 普 勒

测定血流量K并用免疫组化方法检测新生血管和侧

支循环M结果显示KabPQ明显增加小鼠耳部的血流

量K组织学分析证实 abPQXcd处理可明显增加小

血 管R侧支循环[的密度M这些结果表明 abPQXcd
通过增加血管内皮细胞的活性K从而促进老年小鼠

的新血管生成M同时本组结果还显示 abOQ在调节

老 年 心 脏 心 血 管 形 成 的 作 用 强 于 NOPQK这 与

l@DmB等\n‘的结果相一致M
除了新血管形成潜力的下降K老年心脏中血管

内皮细胞功能失调也使老年人易罹患各种血管性疾

病M以往的研究表明K高龄人群中血管内皮细胞的纤

溶能力明显降低K易于发生血栓形成\oKp‘M另外K老年

人血管张力的改变亦与血管内皮细胞基因表达异常

有关K导致内皮依赖性的血管舒张\qKr9‘M除了对血供

的影响K老年心脏血管内皮细胞活性的改变还可以

直接或间接地损害心肌细胞K从而加重老年心脏的

病理改变M
在本研究中K我们采用小鼠耳部血供为观察对

象K研究 abPQXcd促进新血管生成的能力M从二维

角度来分析K小鼠耳部的 s条动脉tt耳前动脉L耳

中动脉和耳后动脉的分布和左冠状动脉的左旋支L左
冠状动脉的前降支和右冠状动脉在心脏的分布相似K
两条动脉之间的血供有赖于侧支循环M由于正常情况

下小鼠耳部的侧支循环较少K所以便于观察给药后侧

支循环的变化K也即新血管生成的情况M综上所述K
abPQXcd依赖性的调节途径在老年心脏新血管形

成中起重要作用K本研究为将来发展促进老年心脏新

血管形成的治疗方法提提供了理论依据M
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徐文胜$况细平$蔡 雄)第二军医大学长征医院感染科$上海 %&&&&.+

3关键词4 复发性多软骨炎0发热0胸痛

3中图分类号4 :1/-2. 3文献标识码4 n 3文章编号4 &%*/0/(’1)%&&e+&10&1-’0&-

2 临床资料 患者$男$*1岁3因4咳嗽x胸痛x进行性消瘦 -

个月余$发热 -周5于 %&&.年 %月 -e日入院3患者于 %&&.年

-月起无明显诱因出现咳嗽$咯少量白色黏痰$伴左下胸持续

性疼痛$呼吸时加重$于 %月 ’日起发热$无寒战$体温 ./6左

右$最高达./216$外院曾先后诊断为4支气管炎$肺部感染5$

4头孢噻肟钠x甲硝唑x头孢三嗪5等药物治疗效果不佳而入我

院3病程中体质量减轻约(?K$无咯血x咯黄脓痰x盗汗及呼吸

困难3体检,体温 .(2/6$皮肤x巩膜无黄染$双颏下可触及多

个黄豆大小淋巴结$质中$无粘连$轻压痛3双侧锁骨中线内第

e肋下胸壁压痛$以胸肋关节处为著$无红肿$无胸壁挤压痛$

心x肺x腹及神经系统检查无异常3诊断,发热原因待查3入院

检查,n超x胸部 qFx1线胸片及全身骨核素扫描均未见明显

异常3血常规,红细胞 .2%’7-&’8_$血红蛋白 --%K8_$白细

胞 (2e(7-&’8_$中 性 粒 细 胞 &2/-*3q反 应 蛋 白)q:r+-%

SK8_$红细胞沉降率)A‘:+-e1SS8N$类风 湿 因 子):5+阴

性$抗495:%*&\0抗核抗体x抗线粒体抗体x抗 ‘S=8N抗体

均阴性0肝肾功能正常0冷凝集试验阴性0血及痰细菌培养各 %

次$均阴性0尿本周蛋白阴性3骨髓象检查,)-+骨髓增生明显

活跃0)%+浆细胞比值增高3入院后予左氧氟沙星治疗 (L$咳

嗽x胸痛x体温无变化$并出现声嘶3予双氯芬酸钠缓释胶囊

)英太青+对症治疗后$咳嗽x胸痛减轻$体温渐正常3停用双氯

芬酸钠缓释胶囊后$声音嘶哑进行性加重$再次发热$并出现

双耳软骨部位紫红色肿胀$无触痛$电子喉镜检查未见异常3

确诊为复发性多软骨炎$经泼尼松 e&SK8L治疗 -周后$症状

体征缓解出院3出院后 -个月复诊$A‘:恢复正常$但出现鞍

鼻及耳郭畸形3

; 讨 论 复 发 性 多 软 骨 炎)E6̂OP@=7KP9̂D>N97LE=8=@$

:rq+是一种少见的全身性多器官损害疾病$临床以软骨及其

他结缔组织的复发性x广泛性x破坏性的炎性病变为特征$累

及耳x眼x鼻等特殊感觉器官$喉0气管0支气管结构x关节和心

血管系统3:rq病变主要发生在各器官的结缔组织$最常见的

受累组织为软骨$表现为富有基质成分的软骨发生糖蛋白斑

块样的退化变性$该变化可引起对软骨糖蛋白x结缔组织x弹

性蛋白的自体免疫反应3由于:rq缺乏特异的实验室诊断指

标)常见的是 A‘:增快和轻中度贫血+$因此诊断主要依据临

床表现3目前诊断根据 -’(’年<OS=O7=修订的诊断标准,)-+
双耳复发性软骨炎0)%+侵蚀性关节炎0).+鼻软骨炎0)e+眼部

炎症0)*+喉 和)或+气 管 软 骨 炎0)1+耳 蜗 和)或+前 庭 功 能 受

损0)(+软骨组织活检证实有软骨炎或多软骨炎3凡具备上述.
条或 以 上$不 需 组 织 学 证 实0或 具 备 -条 并 经 病 理 组 织 学 证

实0或病变累及 %个或以上解剖部位$对糖皮质激素治疗有效

者$均可确立诊断3由于本病少见且临床表现复杂$诊断仍较

困难$易贻误诊断3本例患者以咳嗽x胸痛及发热为主诉入院$
入院后曾怀疑恶性实体肿瘤x结核及多发性骨髓瘤$均因证据

不足而排除$直至 -个月后出现明显耳部及喉0气管0支气管等

多部位软骨病变$结合肋软骨炎表现才明确诊断为:rq3由于

发热x咳嗽症状不在 :rq诊断标准中$且未见文献报道$而延

误了该患者的诊断3
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