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人造血管外支架抑制高胆固醇血症兔移植静脉远期粥样硬化

罗俊辉，邹良建，纪广玉
（第二军医大学长海医院胸心外科，解放军胸心外科研究所，上海２００４３３）

［摘要］　目的：研究人造血管外支架在高胆固醇血症内环境下对移植静脉的远期粥样硬化的抑制作用及其可能机制。方

法：１５只新西兰大白兔，建立高胆固醇血症模型后将双侧颈静脉端端吻合于同侧颈总动脉上，随机分配一侧移植静脉加用静

脉外支架（实验组），另一侧不加外支架（对照组）。术后１２周行超声检查了解血流动力学情况后取下移植静脉，测量其内中膜

厚度、面积及脂质沉积情况；免疫组化法检测ＶＣＡＭ１阳性细胞分布情况，扫描电镜检查了解内皮细胞重塑情况。结果：超

声检测提示支架组静脉血流为层流，对照组为涡流；支架组内中膜厚度及面积较对照组显著降低（Ｐ＜０．０１）；泡沫细胞明显减

少，脂质沉积减轻，未见粥样硬化斑块；支架组内中膜层内ＶＣＡＭ１阳性细胞率较对照组明显减低，差异显著（Ｐ＜０．０１）；扫描

电镜提示支架组内皮细胞排列整齐、紧密，大小一致，对照组内皮细胞排列紊乱，间隙大，大小不一致。结论：人造血管外支架

可改善静脉血流动力学，促进内皮细胞良性重塑，减轻脂质沉积及中膜平滑肌细胞增殖，减少泡沫细胞生成，最终抑制高胆固

醇血症内环境下移植静脉远期粥样硬化。
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　　冠状动脉旁路移植手术是治疗冠心病的主要方
法之一，其中静脉桥的使用占５０％以上，但静脉桥
最大的缺点是术后易发生狭窄和闭塞，其中约有

７０％～８５％是由于静脉壁的远期粥样硬化（ａｔｈｅｒｏ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）斑块的形成引起的［１］。导致移植静脉
（ｖｅｉｎｇｒａｆｔ，ＶＧ）ＡＳ形成的主要因素之一就是高胆
固醇血症［２］。临床上许多冠心病患者合并高胆固醇
血症，因此，如何减轻ＶＧ在高胆固醇内环境下的远
期ＡＳ形成就显得尤为重要。以往研究表明在静脉

外放置支架可减轻高胆固醇血症内环境下ＶＧ早期
的狭窄［３４］，那么其是否具有远期的保护作用呢？本
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研究通过建立高胆固醇血症兔动静脉吻合模型来研

究外支架对高胆固醇血症内环境下的ＶＧ的远期作
用，为外支架在临床上的可能应用提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物与材料　外支架采用膨体多聚四氟
乙烯（ｐｏｌｙｔｅｔｒａｆｌｕｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ，ＰＴＦＥ，上海塑料研究
所制作）人造血管，内径４ｍｍ，壁厚０．５ｍｍ，长２５
ｍｍ，７５％乙醇消毒后备用。健康新西兰大白兔１５
只（第二军医大学实验动物中心），雌雄不拘，体质量

１．５～２．２ｋｇ。

１．２　动物模型的制备及分组　所有兔均在给予普
通饮食的基础上，每日喂饲含２％ 胆固醇、１０％ 鸡

蛋黄粉、１％ 猪油的颗粒饲料４０ｇ。喂饲４周后行
动静脉吻合手术。手术过程：３％戊巴比妥钠静脉全
麻（１５～２５ｍｇ／ｋｇ），麻醉成功后经颈部正中切口，
分离并取下兔双侧颈外静脉，离断双侧颈动脉，利用
显微缝合技术将所取静脉端端吻合到同侧颈动脉
上，按随机原则，一侧血管加用外支架（实验组），对
侧血管不加外支架（对照组）。两组均先吻合近心
端，不同之处为外支架组在近心端吻合完毕后先将

ＰＴＦＥ人造血管套在静脉外，再吻合远心端。操作
过程中遵循无损伤技术原则。吻合完毕后测静脉外
径约４ｍｍ，人造血管刚好包裹住静脉。术后连续３
ｄ肌注青霉素８０万Ｕ，２次／ｄ，皮下注射肝素１ｍｇ／

ｋｇ，２次／ｄ。术后次日即开始给予高胆固醇饮食至
术后第１２周。

１．３　血清总胆固醇（ＴＣ）的检测　所有兔分别在进
入实验的当天、手术当天、术后第４、８、１２周从耳缘静
脉抽血检测ＴＣ（奥林巴斯 ＡＵ１０００全自动生化仪）。

１．４　血管超声检测　术后第１２周行血管超声检
查，检测血管形态、通畅度、有无粥样硬化斑块、血流
动力学情况。

１．５　标本的获取及制备　术后第１２周采集血管标
本。经原切口将吻合好的静脉及部分颈动脉仔细游
离，两端结扎后将静脉取下。取下的血管经１００
ｃｍＨ２Ｏ（１ｃｍＨ２Ｏ＝０．０９８ｋＰａ）压力用４％多聚甲
醛灌注固定１０ｍｉｎ，然后切取０．３ｃｍ使用４％多聚
甲醛低温固定２４ｈ，送扫描电镜检查。其余标本经

１０％中性甲醛固定２４ｈ。取０．５ｃｍ血管行冰冻切
片，剩余标本行石蜡包埋。

１．６　组织切片及图像分析　冰冻切片行油红“Ｏ”
染色观察静脉壁的脂质沉积及粥样斑块的形成情

况。普通石蜡切片行 ＨＥ染色，观察血管形态及泡
沫细胞；每个样本取２张切片，每个切片取上、下、

左、右４个点，使用 ＬＥＩＣＡ Ｑｗｉｎ（ＬｅｉｃａＩｍａｇｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍＬｔｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ）计算机图像分析系统，测量
内膜、中膜厚度、面积，最后取平均值。

１．７　血管细胞黏附分子１（ＶＣＡＭ１）的检测　石蜡
切片经常规脱蜡至水后，应用ＥｎＶｉｓｉｏｎ法行ＶＣＡＭ１
的免疫组化染色。一抗采用抗兔ＶＣＡＭ１单克隆抗
体（武汉博士德公司出品，１∶２００稀释），ＤＡＢ显色，
苏木精衬染，封片后在显微镜下观察。不加一抗做
空白对照。结果判定：ＶＣＡＭ１阳性表达为细胞膜及
细胞质内有棕黄色颗粒，表达程度采用０～４个“＋ ”
分级。２００倍显微镜视野下，每个标本取两张切片，每
张切片取５个视野，观察ＶＣＡＭ１阳性细胞数，取其
平均数。０个“＋”表示无阳性细胞，平均数１～１０个
为“＋”，平均数１１～２０个为“”，平均数２１～３０个为
“”，平均数大于３０个为“”。

１．８　扫描电镜观察　样本经多聚甲醛低温固定后
充分漂洗，锇酸后固定，梯度乙醇脱水，浸透，Ｅｉｋｏ
ＩＢ５镀膜仪样品表面 铂 金 镀 膜，Ｔｅｓｃａｎ Ｖｅｇａ
ＴＳ５１３６型扫描电镜观察、摄片。

１．９　统计学处理　所有数据以珔ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ
１１．５软件进行组间配对ｔ检验及 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检
验。

２　结　果

２．１　模型构建情况　术中１只兔子因麻醉低血压
死亡，其余１４只存活。２８支桥静脉中有２支堵塞，

１支为加外支架组，１支为未加外支架组，分属２只
兔子，因实验为配对设计，经剔除后２组各余下１２
支静脉进入后续实验。

２．２　ＴＣ测定结果　兔基础ＴＣ为 （１．９８±０．５２）

ｍｍｏｌ／Ｌ，在喂养高胆固醇饮食４周后即提高到
（５０．９８±１０．２７）ｍｍｏｌ／Ｌ，与基础值相比有显著性
的差异（Ｐ＜０．０１），并在其后１２周内保持在一个较
稳定的水平。

２．３　血管超声结果　支架组静脉内膜较光滑，管径
均匀，血流基本为层流，未见粥样硬化斑块，周围的

ＰＴＦＥ人造血管的图像为高回声。对照组静脉明显
扩张，扩张程度不一，可见增厚的内中膜，静脉内膜
不光滑，有血栓形成，３只静脉上有可疑粥样硬化斑
块，血流进入ＶＧ后，主要表现为涡流（图１）。

２．４　形态学观察　两组静脉均可见内中膜的增厚，
支架组内中膜增生较均匀，对照组内中膜增生不均
匀。测量ＶＧ内中膜厚度及各层面积，对照组的内
中膜厚度及面积均大于实验组，两者有显著性差异
（Ｐ＜０．０１）（表１）。
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图１　移植静脉的彩超

Ｆｉｇ１　Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｏｆｖｅｉｎｇｒａｆｔ
Ａ：Ｓｔｅｎｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＡｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇＰＴＦＥｓｔｅｎｔ

表１　各组静脉各层平均厚度及面积比较

Ｔａｂ１　Ｔｈｉｃｋｎｅｓｓａｎｄａｒｅａｓｏｆｉｎｔｉｍａｌａｎｄｍｅｄｉａｌｌａｙｅｒｓｏｆｖｅｉｎｇｒａｆｔｓ
（ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｉｎｔｉｍａｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓ
（ｌ／μｍ）

Ｍｅｄｉａｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓ
（ｌ／μｍ）

Ｉｎｔｉｍａｌａｒｅａ
（Ａ／ｍｍ２）

Ｍｅｄｉａｌａｒｅａ
（Ａ／ｍｍ２）

Ｃｏｎｔｒｏｌｖｅｉｎ １３３．８９±１６．２ １３２．７２±１７．２ １．３５±０．１２ １．４４±０．２１
Ｓｔｅｎｔｅｄｖｅｉｎ ６５．１５±１９．８ ６６．６０±１７．９ ０．６３±０．１９ ０．６７±０．１９

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｖｅｉｎ

２．５　泡沫细胞及脂质沉积　两组均可见泡沫细胞
生成，对照组明显多于支架组；两组均有脂质沉积，
对照组脂质沉积较支架组明显加重；对照组有粥样

硬化纤维斑块形成，但未见有胆固醇结晶及钙化；支
架组未见粥样硬化斑块（图２）。

图２　移植静脉管壁的泡沫细胞和脂质沉积

Ｆｉｇ２　Ｆｏａｍｃｅｌｌｓａｎｄｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｉｎｖｅｉｎｇｒａｆｔｖｅｓｓｅｌｗａｌｌ（×４００）

Ａ，Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｗａｓｆｏｕｎｄ；Ｂ，Ｄ：Ｓｔｅｎｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇｆｏａｍｃｅｌｌｓ．Ａ，Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｃ，Ｄ：Ｏｉｌｒｅｄ“Ｏ”ｓｔａｉｎｉｎｇ

２．６　ＶＣＡＭ１免疫组化染色　两组内中膜均有

ＶＣＡＭ１阳性细胞出现，内皮细胞基本上全为

ＶＣＡＭ１阳性细胞（图３）。支架组的平均分级为

１．５６±０．２９，而对照组的平均分级为２．７９±０．５５，两
组间有显著性差异（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验，ｎ＝１１，

Ｔ＝６６，Ｐ＜０．０１）。空白对照未见棕黄色染色的细
胞。　　　　　　　
２．７　扫描电镜结果　两组静脉均再内皮化，对照组
内皮细胞增生的大小不一，较短粗，细胞间的缝隙较
大，排列紊乱，部分区域内皮层脱落。支架组内皮细
胞增生大小较一致，细胞较细长，细胞间的缝隙小，沿
同一方向整齐排列，内皮层完整（图４）。

图３　移植静脉的ＶＣＡＭ１免疫组化染色

Ｆｉｇ３　ＶＣＡＭ１ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｖｅｉｎｇｒａｆｔｓ（ＥｎＶｉｓｉｏｎ，×４００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｔｅｎｔｅｄｇｒｏｕｐ．ＡｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇＶＣＡＭ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ
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图４　移植静脉内皮层的扫描电镜结果

Ｆｉｇ４　ＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｌａｙｅｒｏｆｖｅｉｎｇｒａｆｔｓｂｙＳＥＭ
Ａ，Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｄ：Ｓｔｅｎｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ａ，Ｂ：×７００；Ｃ，Ｄ：×２０００

３　讨　论

　　静脉移植术后晚期移植失败的最主要原因是管

壁ＡＳ的形成。既往实验证明外支架对高胆固醇血

症内环境下的 ＶＧ早期具有保护作用［３］，并指出作

为外支架的材料应具有生物相容性好、具有一定强

度、具有较大孔隙率、非限制性等特点。本实验所用

外支架为ＰＴＦＥ人造血管，符合以上要求。要研究

外支架是否减轻了ＶＧ的ＡＳ损伤，首先应建立ＡＳ
模型，其次应有判断移植静脉的 ＡＳ损伤程度的标

准。本实验选用新西兰大白兔作为建模对象，因其

高胆固醇血症容易形成，并可在给予高脂饮食１２周

后能确定产生ＡＳ损伤［５］。相比动脉的粥样硬化斑

块，ＶＧ的ＡＳ损伤在病理上表现为更多的泡沫细胞

生成、不均匀的脂质沉积及更多的巨噬细胞／单核细

胞的浸润，同时其进程也更快［６］，移植静脉ＡＳ损伤

的严重程度可以通过其泡沫细胞的多少及脂质沉积

的程度来判断。

　　本研究表明外支架减少了ＶＧ的泡沫细胞产生

及脂质沉积，说明其减轻了ＶＧ的远期ＡＳ损伤，通

过观察对比，我们认为这种作用与静脉内皮细胞

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＥＣ）形态及功能密切相关。ＥＣ具

有许多重要的作用，其损伤及功能下降被公认为是

血管壁ＡＳ发病机制的一个早期始动环节［７］。未加

用外支架的ＶＧ内皮再生不良，内皮之间的间隙较

大，排列紊乱，内皮较疏松，血浆脂蛋白容易通过再

生内皮的间隙进入中膜层，刺激平滑肌细胞增生和

向内膜游移；部分ＶＧ甚至有内皮脱落，直接造成内

中膜平滑肌细胞与血液的接触。中膜的平滑肌细胞

在受到脂质的刺激后发生表型改变表达 ＶＣＡＭ１。

ＶＣＡＭ１在ＡＳ的形成中占据重要的地位［８］，其可

以介导单核细胞与血管壁上的细胞发生黏附，单核

细胞通过内皮间隙进入内膜下形成巨噬细胞，而单

核细胞分泌的细胞因子进一步刺激平滑肌细胞的增

生及表达ＶＣＡＭ１等黏附因子，这种正反馈作用最

终会导致局部的单核巨噬细胞及平滑肌细胞的富

集并吞噬大量沉积在内中膜中的脂质形成泡沫细

胞［９］。外支架则可以促进内皮的良性重塑。静脉移

植入动脉后，ＥＣ出现再生及重构，再生ＥＣ的形态

与排列与血管所受应力密切相关，其中血管切应力

对其起主要作用。切应力是血流经过ＥＣ时，在ＥＣ
表面与血流方向一致的切线方向的作用力，主要影

响血管内皮层的重构，使内皮拉长，极性与血流方向

一致，细胞骨架结构和细胞间连接也随着切应力发

生重塑［１０１１］。除对ＥＣ起作用外，切应力对平滑肌

细胞也有影响，低切应力可以促进平滑肌细胞的迁

移及增生［１２］。切应力尚无法活体测量，其大小与血

管内径成反比，并与血流方式（层流或涡流）密切相

关［１３］，同样的压力下，层流时的切应力高，而涡流时

切应力低。一般来说，较高的切应力有利于血管的

畅通。彩超结果表明外支架限制了 ＶＧ的过度扩

张，ＶＧ管径较均匀，血流动力学得到改善，血流基

本为层流，发生涡流的区域少，静脉所受切应力高，

因此ＥＣ再生及重构完全，形态及功能良好，减轻了

脂质沉积，内中膜平滑肌细胞的增殖、迁移及表达

ＶＣＡＭ１均降低，同时单核细胞浸润减少，泡沫细

胞产生减少，从而减轻了ＶＧ的ＡＳ损伤。

　　外支架可以减轻ＶＧ在高胆固醇血症内环境下

的ＡＳ损伤的发生，增加ＶＧ的远期通畅率，是一种

极具前景的治疗策略。当前对血管外支架的研究还

处于实验阶段，没有真正的应用于临床，但随着其对

移植静脉保护作用及其机制的研究的进一步深入，

我们有理由相信它在临床上将发挥重要的作用。
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