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血管外膜损伤后血管组织氧化应激与内膜病变
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［摘要］　目的：探讨ＮＡＤＰＨ氧化酶相关的氧化应激在外膜损伤致内膜病变中的作用。方法：选用纯种新西兰大白兔，采用

胶原酶消化＋钝性机械分离的方法建立血管外膜损伤动物模型，采用 ＨＥ染色观察外膜损伤血管的形态变化，实时荧光定量

ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＱＰＣＲ）技术检测外膜损伤后血管组织ＮＡＤＰＨ氧化酶亚单位ｐ２２ｐｈｏｘ、抗氧化酶 ＨＯ１的

ｍＲＮＡ表达，荧光探针检测外膜损伤后血管组织活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的生成。结果：外膜损伤可致内膜增生

性病变；外膜损伤导致ｐ２２ｐｈｏｘ／ＨＯ１ｍＲＮＡ表达明显升高，血管组织ＲＯＳ产量增加。结论：血管外膜参与了内膜病变形成

的病理过程；ＮＡＤＰＨ氧化酶活性升高导致的氧化应激可能是外膜损伤致内膜病变的机制之一。
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　　血管内皮损伤是动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏ
ｓｉｓ，ＡＳ）发病的始动因素，外膜一直被认为没有参与
这一病理过程。１９９４年Ｂａｒｋｅｒ等［１］采用外科手术

的方法剥离兔颈动脉外膜，发现可导致内膜病变形
成，引起了研究者对外膜在动脉粥样硬化发生中作
用的关注，并相继有报道发现血管外膜炎症［２］、外膜
成纤维细胞［３］、外膜脂肪组织［４］等均可能与内膜病

变的发生相关。但这些研究仅仅提示外膜在致 ＡＳ
危险因素的作用下可被激活，并参与病变的形成，但

没有阐明外膜本身独立的作用。基于此，我们在牟

华明等［５］的研究基础上，改进了动脉外膜损伤的动

物模型，以了解血管外膜作为血管组织的一部分，在

ＡＳ发生中可能发挥的作用。

　　已知氧化应激是 ＡＳ发生的主要机制之一。

ＮＡＤＰＨ氧化酶是血管组织活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ

ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的主要来源，其跨膜亚单位ｐ２２ｐｈｏｘ
是ＮＡＤＰＨ氧化酶必需的活性成分［６７］。已有研究
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发现，血管组织ＮＡＤＰＨ氧化酶来源的过氧化物如

Ｈ２Ｏ２可通过激活一些信号通路介导外膜成纤维细

胞、平滑肌细胞的转分化、增殖和迁移，从而参与ＡＳ
的发生发展［８１０］。在血管外膜套管致内膜病变、球

囊损伤后再狭窄以及移植静脉病变等动物模型中，

血管ＮＡＤＰＨ氧化酶的激活参与了病变的发生发

展［１１１３］，血管外膜损伤是否导致了血管组织 ＮＡＤ

ＰＨ氧化酶激活，进而导致血管病变的形成，目前尚

无相关报道。

　　基于以上研究基础，本实验在成功建立颈动脉

外膜损伤兔模型的基础上，对 ＮＡＤＰＨ氧化酶在血

管外膜损伤后内膜病变形成中的作用进行了探讨。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组　雄性纯种新西兰大白兔６
只，体质量（２．５±０．５）ｋｇ，单笼饲养，自由饮水，活

动不受限制，外膜损伤术后普食饲养２周，观察外膜

损伤后内膜的变化。另外３３只普食饲养的动物，分

别在外膜损伤术后即刻，３、５、７、１５ｄ取双侧颈动脉

标本，ＨＥ染色观察血管内皮形态变化，ＲＱＰＣＲ检

测ＮＡＤＰＨ氧化酶ｐ２２ｐｈｏｘ亚单位／抗氧化酶 ＨＯ

１的ｍＲＮＡ表达，探针法检测活性氧的生成。

１．２　外膜损伤方法　３％戊巴比妥钠（１ｍｌ／ｋｇ）耳

缘静脉静推麻醉动物。暴露并仔细游离双侧颈动脉

长约３ｃｍ，用２ｍｇ／ｍｌ的Ⅰ型胶原酶浸湿的棉纱外

敷一侧颈动脉３０ｍｉｎ，生理盐水中止消化，用眼科镊

钝性分离外膜白色疏松组织，至白色组织消失。每

只动物的对侧颈动脉不予处理，作为对照。术后逐

层缝合，皮下注射青霉素４０万Ｕ／ｄ×３ｄ。

１．３　ＨＥ染色　取双侧颈动脉标本，盐水冲洗后４％
多聚甲醛固定，石蜡包埋、４μｍ切片，行ＨＥ染色。

１．４　原位杂交　采用地高辛标记的寡核苷酸探针

对ｐ２２ｐｈｏｘ亚单位和 ＨＯ１的 ｍＲＮＡ表达进行定

位检测。探针序列分别为：ｐ２２ｐｈｏｘ５′ＣＣＧＣＴＣ

ＡＧＣ ＡＧＧ ＡＡＣ ＴＡＣＴ３′，ＨＯ１５′ＡＧＧ ＡＧＧ

ＡＧＡＴＴＧＡＧＣＡＣＡＡＣ３′。

１．５　ＲＱＰＣＲ　在外膜损伤术后不同时间取双侧

颈动脉标本，抽提ＲＮＡ，采用试剂盒逆转录为ｃＤ

ＮＡ，采 用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ 的 方 法 定 量 检 测

ｐ２２ｐｈｏｘ、ＨＯ１的ｍＲＮＡ表达。引物序列分别为：

ｐ２２ｐｈｏｘ５′ＣＣＧＣＴＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＴＡＣＴ３′，

５′ＣＡＧＣＣＡＧＣＡＧＧＴＡＧＡＴＧＡＴＧ３′；ＨＯ１

５′ＡＧＧ ＡＧＧ ＡＧＡ ＴＴＧ ＡＧＣ ＡＣＡ ＡＣ３′，５′

ＣＧＴＡＣＣＡＧＡ ＡＧＧＣＣＡＴＧＴＣ３′。内参基因

ＧＡＰＤＨ５′ＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＣＧＡＣＣＡＣＴＴ

３′，５′ＡＧＧＣＣＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＴＴ３′。ＰＣＲ
反应条件为：９５℃１ｍｉｎ后，进入循环：９５℃１５ｓ→
ｘ℃１５ｓ→７２℃４５ｓ，循环４０～４５次。基因表达的

相对定量根据Ｃｔ值计算，然后通过２－ΔＣｔ法比较不

同样本中基因表达差异。

１．６　血管组织ＲＯＳ检测　外膜损伤术后不同时间

取双侧颈动脉，即刻行８μｍ 厚的冰冻切片，滴加

ＤＣＦＨＤＡ探针，置于湿盒，３７℃孵箱孵育６０ｍｉｎ，

１×ＰＢＳ冲洗，倒置荧光显微镜观察荧光定位并拍

照。用ＢｉｏＳｅｎｓＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ病理图像分

析系统进行血管组织ＲＯＳ相对定量分析。

１．７　统计学方法　计量资料用珚ｘ±ｓ表示。采用

ＳＰＳＳ１３．０软件进行方差分析或ｔ检验。

２　结　果

２．１　动脉外膜损伤效果　ＨＥ染色可见血管外膜

结缔组织基本不存在，平滑肌层暴露于最外层，内皮

完整（图１）。提示胶原酶消化＋钝性机械分离可有

效破坏血管外膜结构的完整性。

图１　外膜损伤术后即刻血管组织ＨＥ染色

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｒｉｇｈｔａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　血管外膜损伤与内膜病变　ＨＥ染色显示（图

２），普食饲养条件下，损伤侧血管内膜在外膜损伤术

后即刻、３ｄ及５ｄ时正常，术后７ｄ开始出现轻微的

增生性病变，２周时形成了明显的增生性内膜病变，

而对照侧血管完全正常，提示外膜损伤与内膜病变

的形成相关。

２．３　血管外膜损伤致血管组织氧化应激　原位杂

交定位检测 ＮＡＤＰＨ 氧化酶亚单位ｐ２２ｐｈｏｘ和抗

氧化酶ＨＯ１的ｍＲＮＡ表达可见ｐ２２ｐｈｏｘ在对照
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血管内皮及外膜均有少量表达，外膜损伤术后５ｄ
时中膜平滑肌细胞中的表达明显增加，１５ｄ时变化

不明显（图３）。ＨＯ１的表达在对照血管、术后５ｄ
及２周时无明显差异 （图４）。

图２　外膜损伤术后血管ＨＥ染色

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓ

２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＢＦ：Ｖｅｓｓｅｌｓｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ，３ｄ，５ｄ，７ｄ，ａｎｄ１５ｄ

ａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　ｐ２２ｐｈｏｘｍＲＮＡ表达原位杂交

Ｆｉｇ３　Ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆｐ２２ｐｈｏｘｍＲＮＡ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：５ｄａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ；Ｃ：１５ｄａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉ

ｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　ＨＯ１ｍＲＮＡ表达原位杂交

Ｆｉｇ４　ＩｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆＨＯ１ｍＲＮＡ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：５ｄａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ；Ｃ：１５ｄａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉ

ｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

　　采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ方法分别于外膜损伤术后

即刻，３、５、７、１５ｄ检测血管组织ｐ２２ｐｈｏｘ和 ＨＯ１

ｍＲＮＡ的表达，最终结果用２－ΔＣｔ表示，即外膜损伤

术后不同时间血管组织目的基因 ｍＲＮＡ相对于对

照血管含量的百分率（Ａｘ／Ａ０×１００％）。结果显示：

外膜损伤术后对照侧血管各目的基因的表达无明显

变化（Ｐ＞０．０５），而外膜损伤血管各目的基因表达

水平发生了显著变化（图５）。在外膜损伤血管，

ＮＡＤＰＨ氧化酶的ｐ２２ｐｈｏｘ亚单位 ｍＲＮＡ表达于

术后３ｄ开始升高，术后５ｄ达到高峰，为对照侧的

（９．８６±１．２０）％，１５ｄ时为对照侧的（７．０１±

０．７３）％；而抗氧化酶 ＨＯ１ｍＲＮＡ 表达在术后也

有上调，但幅度明显低于ｐ２２ｐｈｏｘ，术后３ｄ时表达

水平最高，为对照的（２．１８±０．３６）％。ｐ２２ｐｈｏｘ／

ＨＯ１比值在术后即刻为１．０３，术后３ｄ开始升高至

１．８７，并持续至术后１５ｄ（５．１２），５ｄ时最高为６．９０。

表明血管外膜损伤导致了血管组织的氧化／抗氧化

失衡，即氧化应激。

２．４　外膜损伤后血管组织ＲＯＳ的生成　可见正常

血管环全层均有较弱的绿色荧光，提示正常情况下

血管组织存在低水平的ＲＯＳ，外膜损伤后血管环绿

色荧光分布与正常血管相同，强度逐渐增强，提示

ＲＯＳ水平逐渐升高（图６Ａ～Ｆ）。采用 ＢｉｏＳｅｎｓ

ＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ病理图像分析系统对外膜损

伤后不同时间点血管组织荧光强度进行定量分析，

结果发现，与对照血管比较，术后即刻ＲＯＳ生成量

无显著变化，术后３ｄ至１５ｄ均有显著升高（Ｐ＜
０．０５，图７）。

图５　外膜损伤术后血管组织ｐ２２ｐｈｏｘ和

ＨＯ１ｍＲＮＡ表达的相对定量

Ｆｉｇ５　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ２２ｐｈｏｘａｎｄＨＯ１

ｍＲＮＡｉｎｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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图６　血管外膜损伤术后

不同时间血管组织ＲＯＳ的生成

Ｆｉｇ６　ＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＢＦ：Ｖｅｓｓｅｌｓｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ，３ｄ，５ｄ，７ｄ，ａｎｄ１５ｄ

ａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图７　血管外膜损伤术后

不同时间血管组织ＲＯＳ的生成

Ｆｉｇ７　ＲｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｉｎｖｅｓｓｅｌｓａｆｔｅｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｉｎｊｕｒｙ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　随着对ＡＳ发生机制研究的深入，血管外膜的作
用日益受到重视。外膜在ＡＳ发生过程中究竟发挥
了什么作用？回答这一问题的关键是建立一种稳

定、可重复的外膜损伤动物模型。以往有研究者采
用胶原酶消化剥离离体动脉外膜的方法，对血管外
膜剥离后血管舒缩功能的变化进行了研究［１４］，但是
在体研究很少。我们采用类似的方法，采用胶原酶
消化＋钝性机械分离的方法有效损伤血管外膜，发
现在普食饲养条件下，损伤血管形成了明显的增生
性内膜病变，而对照血管完全正常，证明血管外膜损

伤与内膜病变的发生相关。

　　氧化应激是ＡＳ重要的发病机制之一。研究已
证实，ＮＡＤＰＨ氧化酶是血管组织主要的氧化酶，与

ＡＳ的发生发展密切相关［１５１９］。各种致ＡＳ的危险因
素均可上调ＮＡＤＰＨ氧化酶活性，其活性产物ＲＯＳ
一方面通过直接损伤血管内皮细胞、灭活 ＮＯ致内
皮功能障碍发挥致 ＡＳ作用［１５］，另一方面通过介导
黏附分子、趋化蛋白表达，脂质氧化及摄取，以及血
管平滑肌细胞增殖、迁移［２０２１］，参与ＡＳ的发生发展。

Ｗａｒｎｈｏｌｔｚ等［２２］发现高胆固醇血症兔的血管 ＮＡＤ
ＰＨ氧化酶活性升高，并导致内皮功能障碍，对糖尿
病大鼠的研究同样证实ＮＡＤＰＨ氧化酶活性升高是
导致血管内皮功能障碍的原因［２３］。临床研究方面也
证实高胆固醇血症患者及ＣＡＢＧ患者的内皮依赖性
舒张功能障碍也与血管ＮＡＤＰＨ氧化酶依赖的过氧
化物生成增加有关［１５，２４］。近期有研究发现，不存在

ＡＳ危险因素的情况下，血管ＮＡＤＰＨ氧化酶相关的
氧化应激与外膜套管诱导的内膜病变、球囊损伤后
再狭窄的发生以及移植静脉病变的形成相关，那么
在外膜损伤后形成内膜增生性病变的过程中，ＮＡＤ
ＰＨ氧化酶是否发挥作用了呢？本研究对外膜损伤
后不同时 间 血 管 组 织 ＮＡＤＰＨ 氧 化 酶 亚 单 位

ｐ２２ｐｈｏｘｍＲＮＡ表达进行了检测，发现外膜损伤后

３ｄ开始明显升高，并持续至术后１５ｄ。而具有抑制

ＮＡＤＰＨ氧化酶作用的抗氧化酶 ＨＯ１［２５］的表达虽
然也有一定程度的增加，但幅度明显低于同期

ｐ２２ｐｈｏｘ的表达。Ｐ２２ｐｈｏｘ／ＨＯ１的不对称变化，主
要是ＮＡＤＰＨ氧化酶活性的升高，可能导致了血管
组织氧化应激的发生。对血管组织ＲＯＳ生成的检
测发现，ＲＯＳ在外膜损伤术后的变化趋势基本同

ｐ２２ｐｈｏｘ／ＨＯ１一致，证实外膜损伤导致了血管组织

ＮＡＤＰＨ氧化酶相关的氧化应激，并可能通过导致
内皮功能障碍、介导炎症介质分泌、调节血管平滑肌
细胞增殖、迁移等进一步导致了内膜病变的形成。

　　由此我们推测，结构和功能正常的血管外膜可
维持血管组织的氧化平衡，血管外膜损伤后可能通
过上调 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的表达导致这一平衡的破
坏，进而导致内膜病变形成。
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