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ＶＥＧＦ１６５基因联合抗细胞间黏附分子１单克隆抗体对内膜损伤后血管重
塑的影响
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［摘要］　目的：探讨ＶＥＧＦ１６５基因联合抗细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）单克隆抗体对大鼠股动脉内膜损伤后血管重塑的影响。

方法：采用球囊拉伤术制备ＳＤ大鼠（４０只）股动脉内膜损伤模型，将动物随机分为联合组、基因组、抗体组及手术对照组（各

１０只），通过尾静脉分别注射加有ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ＋抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体、ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ、抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体的生理盐

水１ｍｌ，手术对照组仅注射生理盐水１ｍｌ。分别于注射后２４ｈ或１４ｄ观察各组动物注射后股动脉内膜的变化，并应用免疫组

织化学染色、光镜和电镜等方法检测损伤局部血管内膜的变化情况。结果：注射后２４ｈ，联合组损伤血管内膜处有极少量中

性粒细胞浸润，抗体组次之，基因组有较多中性粒细胞浸润，而手术对照组损伤内膜有大量的中性粒细胞浸润。注射后１４ｄ，

联合组损伤血管内膜厚度明显小于其他各组（Ｐ＜０．０５），且内膜有大量 ＶＥＧＦ蛋白表达。结论：ＶＥＧＦ基因与抗ＩＣＡＭ１单

克隆抗体联合应用可减轻损伤血管内皮细胞的再损伤，抑制损伤血管内膜的增生。提示两者联合有利于防止血管病理性狭窄

的发生。
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　　血管内膜损伤后发生狭窄，是血管内膜损伤后修复过程

稳态失衡的结果。血管平滑肌细胞（ｖｅｓｓｅｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣ）移行、增殖及分泌是血管内膜增生的三个重要

环节，其中内皮细胞损伤是内膜增厚、血管重塑的始动因素，

内膜增生与血管重塑形之间的平衡决定了血管狭窄的程度。

同时由于内皮细胞的损伤可以产生单核细胞趋化因子等炎

性因子，促进炎细胞黏附、浸润，引起局部的炎症反应。血管

内皮生长因子（ＶＥＧＦ）是一种血管内皮细胞的促丝裂原，其

特异的丝裂原作用，可明显抑制损伤内膜增生，加速损伤内

膜内皮修复，抑制血管平滑肌细胞增殖［１，２］，且抗ＩＣＡＭ１单

克隆抗体可有效对抗中性粒细胞对受损内皮细胞的浸

润［３，４］，本实验联合应用 ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ基因和抗ＩＣＡＭ１
单克隆抗体来观察血管内膜修复的情况，以探讨两者在防治

血管病理性重塑方面的作用。

１　材料和方法

１．１　ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ的获取和ｐｃＤＮＡ４／ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ表

达载体的构建、提取、纯化及鉴定　取小块人肝组织，抽提总

ＲＮＡ，逆转录得到肝组织ｃＤＮＡ 并以之为模板；设计含

ＢａｍＨⅠ酶切位点的５′端和含ＥｃｏＲⅠ切点的３′端引物（序

列分别为：５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＣＡＣＣＡＴＧＡＡＣＴＴＴＣＴ

ＧＣＴＧＴＣＴＴＧＧＧＴＧ３′；５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＣＣＧＣ

ＣＴＣＧＧＣ ＴＴＧ ＴＣＡ ＣＡ３′），ＰＣＲ 扩 增 基 因 条 带。将

ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ插入真核表达载体ｐｃＤＮＡ４／ＭｙｃＨｉｓＡ，选

择ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ作为内切酶，构建ｐｃＤＮＡ４ＶＥＧＦ１６５。

转化大肠杆菌（ＤＨ５），扩增，碱变性大量提取质粒，用聚乙二

醇８０００纯化方法纯化，酶切鉴定后并经分光光度计测定浓

度及电泳检测。

１．２　抗大鼠ＩＣＡＭ１单克隆抗体的制备　分泌抗大鼠

ＩＣＡＭ１单克隆抗体杂交瘤细胞株（由长海医院检验科沈茜

教授提供），常规培养后接种于ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔诱发产生

腹水。收集腹水后，用辛酸硫酸铵法纯化单抗，采用刀豆素

Ａ（ＣｏｎＡ）活化阻断实验鉴定单抗活性。

１．３　股动脉内膜损伤动物模型的制备　４０只雄性ＳＤ大鼠

（购自第二军医大学实验动物中心），体质量２００～２５０ｇ，戊

巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉，仰卧固定于手术台上，沿股

动脉走向作纵切口，钝性分离股动脉，提拉近侧端，将股动脉

剪一小口，逆行插入自制简易微型球囊导管，插入深度为１～
２ｃｍ，向球囊内充气０．５ｍｌ使其膨胀，并缓慢回拉导管至切

口处，抽出气体，再将导管送入，反复３次，退出导管，缝扎切

口，继续饲养。

１．４　动物分组　将ＳＤ大鼠随机分为联合组（１０只）、基因

组（１０只）、抗体组（１０只）、手术对照组（１０只），分别于术后

即刻从尾静脉注射混合有ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ及抗ＩＣＡＭ１单克

隆抗体（含量分别为２ｍｇ、１．２ｍｇ）、ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ（含量为

２ｍｇ）、抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体（含量１．２ｍｇ）的生理盐水１

ｍｌ；手术对照组从尾静脉注射生理盐水１ｍｌ。

１．５　电镜观察　注射后２４ｈ及１４ｄ，各组分别处死动物各
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５只，在电镜下观察损伤血管内膜表面的变化。

１．６　损伤内膜中性粒细胞计数　注射后２４ｈ，切取内膜损

伤处血管约１．５ｃｍ经４％甲醛液固定，石蜡包埋切片，ＨＥ
染色，高倍镜（１０×４０）下取内膜下３点、６点、９点、１２点位

置，计数中性粒细胞总数，取平均值。

１．７　血管内膜厚度测定　注射后１４ｄ，将损伤血管平均切取３
段，ＨＥ染色后，于高倍镜下测定内膜厚度，取３段的平均值。

１．８　内膜ＶＥＧＦ蛋白表达　注射后１４ｄ，将受损局部血管

经４％ 甲醛溶液固定，石蜡包埋切片，行ＡＢＣ法ＶＥＧＦ免疫

组织化学染色（试剂盒购自中山生物技术有限公司），观察

ＶＥＧＦ蛋白的表达。

１．９　统计学处理　利用ＳＡＳ统计软件作统计处理，采用组

间ｔ检验。

２　结　果

２．１　损伤内膜的内皮化程度　电镜观察，大鼠动脉拉伤后

２４ｈ，联合组及抗体组血管内膜表面较粗糙，有极少量白细

胞和红细胞黏附，基因组血管内膜表面较粗糙有较多的中性

粒细胞浸润，手术对照组血管内膜表面粗糙，有大量的白细

胞和红细胞黏附并可见血小板毯状聚集和微血栓形成。正

常血管内膜表面光滑，内皮细胞形状规则，呈梭形，沿血流方

向排列。动脉拉伤１４ｄ后，联合组血管内膜内皮细胞呈岛

状分布，形状较正常内皮细胞略饱满，处于增殖活跃期，血管

内膜较光滑，抗体组及基因组血管内膜表面粗糙，手术对照

组血管内膜表面较其他组明显粗糙，且可见血管平滑肌细胞

过度增殖。

２．２　血管内膜厚度的测定　１４ｄ观察组中，联合组内膜厚

度与同期手术对照组比较明显减小。联合组、基因组、抗体

组及手术对照组内膜厚度（ｍｍ）分别为（１．１６±０．１４）×

１０－２、（１．２７±０．１６）×１０－２、（１．５５±０．１９）×１０－２、（２．６３±

０．３３）×１０－２，联合组血管内膜厚度明显小于其他各组（Ｐ＜
０．０５，图１）。

图１　注射后１４ｄ各组大鼠股动脉内膜ＨＥ染色结果（×４００）

Ａ：联合组，股动脉管腔通畅、内膜较光滑、内膜层未增厚；Ｂ：基因组，股动脉管腔通畅、内膜较联合组欠光滑、内膜层未增厚；Ｃ：抗体组，股动脉

管腔通畅、内膜不光滑、内膜层增厚；Ｄ：手术对照组，股动脉管腔通畅、内膜不光滑、内膜层明显增厚

２．３　损伤内膜ＶＥＧＦ蛋白表达　１４ｄ时观察可见，联合组

中内膜处可见大量 ＶＥＧＦ阳性反应的棕褐色颗粒（图２Ａ），

依次多于基因组（图２Ｂ）、抗体组（图２Ｃ），而手术对照组（图

２Ｄ）仅见少量的阳性反应的棕褐色颗粒，并可见大量过度增

殖的血管平滑肌细胞。

图２　各组治疗１４ｄ后内膜ＶＥＧＦ蛋白表达免疫组化染色（×４００）

Ａ：联合组，ＶＥＧＦ蛋白表达阳性反应的棕褐色颗粒较多，背景深；Ｂ：基因组，ＶＥＧＦ蛋白表达阳性反应的棕褐色颗粒较多，但较联合组略减少；

Ｃ：抗体组，阳性反应颗粒较少；Ｄ：手术对照组，阳性反应颗粒极少，仅于内膜面有少量表达
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２．４　中性粒细胞浸润　２４ｈ观察组，联合组、抗体组、基因

组、手术对照组损伤血管内膜中性粒细胞浸润计数（每高倍视

野下，×４００）分别为２７．５５±３．６２、２９．３０±１．５１、３０．９０±４．９２、

３４．２５±１．６４，各组间两两比较Ｐ＜０．０５，差异有统计学意义。

３　讨　论

　　血管内膜损伤后存在着血管病理性重塑［５］，随着人们对

组织及细胞分子水平的研究，发现内皮细胞损伤是内膜增

厚、血管重塑的始动因素，正常的血管内膜，小量的内皮细胞

损伤，恢复很快，大约在４８ｈ内即开始，７～１４ｄ完全恢复正

常。Ｊｅｎｋｉｎｓ等［６］通过大鼠球囊扩张模型，发现术后１ｄ可见

血管平滑肌细胞复制，４ｄ后可见 ＶＳＭＣ移至内膜。所以当

内膜损伤较大时，内膜逐渐被修复的增殖平滑肌细胞和细胞

外基质堆积，使内膜增厚，出现血管狭窄［７］。Ｌａｉｔｉｎｅｎ等［８，９］

发现ＶＥＧＦ可以明显地抑制新生内膜平滑肌的过度增生，保

护内皮细胞的完整性。因此，应用内皮细胞丝裂原 ＶＥＧＦ，

促进损伤内膜的内皮化，是防止血管再狭窄的新策略。由于

血管内皮生长因子蛋白制品半衰期较短（＜６ｍｉｎ），易在体内

降解而降低其效价，故我们采用 ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ基因经尾静

脉导入受损血管内皮细胞，观察到其有促进内皮细胞内皮化

的作用，起到减少血管病理性狭窄的发生，实验同时也发现，

在受损的内膜处有大量的中性粒细胞浸润，而中性粒细胞不

仅能产生大量氧自由基，氧化细胞膜及各种蛋白质，还能释

放各种炎性介质及溶酶体等有害物质直接损伤细胞。研究

发现中性粒细胞浸润与细胞间黏附分子ＩＣＡＭ１密切相

关［１０］，正常情况下，血管内皮细胞表面仅表达少量的ＩＣＡＭ

１［１１］，但在炎症、受损、缺氧等情况下，内皮细胞表面则大量表

达ＩＣＡＭ１［１２］，而ＩＣＡＭ１参与介导中性粒细胞与受损血管

内皮细胞的黏附，本实验也正是利用抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体

来对抗白细胞向受损血管内皮细胞的浸润，减少血管内皮细

胞的进一步损伤，再加之 ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ基因有促进损伤内

膜的内皮化作用，利用两者共同作用来观察受损血管内膜的

修复情况。因为血管内皮损伤后，炎性细胞局部浸润在２４～
４８ｈ达到高峰，到７２ｈ后基本消失。本实验设计２４ｈ实验

组，主要目的是观察抗ＩＣＡＭ１单克隆抗体是否能够抑制炎

性细胞的局部浸润。而ＶＥＧＦ１６５ｃＤＮＡ基因在内膜表达并产

生促内膜修复增生是在７～１４ｄ达到高峰，本实验选择１４ｄ
为观察点。实验发现，１４ｄ观察组中，联合组内膜有大量的

ＶＥＧＦ阳性反应的棕褐色颗粒，内皮化程度较高，基因组次

之，抗体组也有少量 ＶＥＧＦ阳性反应的棕褐色颗粒，而手术

对照组中极少。在我们的实验中还发现，基因组中性粒细胞

浸润相对手术对照组较少，反映出ＶＥＧＦ可能有抑制白细胞

与受损内皮细胞结合的作用，从而保护了内皮细胞免受白细

胞浸润的再损伤。１４ｄ观察组中，联合组内膜厚度较基因组

及抗体组有不同程度的减小，较手术对照组明显减小，内皮

化程度也明显好于手术对照组，提示联合治疗的有效性，有

可能为临床治疗血管损伤后血管重塑提供了可靠的治疗及

预防方法。

　　致谢：本课题研究过程中得到长海医院检验科沈茜教授

及复旦大学生物工程系窦同海博士的大力支持与指导，在此

再次表示衷心的感谢！
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