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　　［摘要］　目的　将壳聚糖／肝素涂层膜应用于西罗莫司药物洗脱支架（ＤＥＳ），明确壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ对猪冠状

动脉血栓形成及早期快速内皮化的作用。方法　将壳聚糖／肝素层层自组装涂层膜应用于西罗莫司ＤＥＳ，并采用非对称涂抹
方式使支架血液面为壳聚糖／肝素涂层，而支架血管壁面为聚乳酸（ＰＬＡ）西罗莫司。实验分为裸金属支架（ＢＭＳ）组、壳聚糖／

肝素支架组、西罗莫司ＤＥＳ组和壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ组，采用动静脉分流模型和高负荷血栓模型验证壳聚糖／肝素西罗

莫司ＤＥＳ的抗血栓作用；采用为期１周的猪冠状动脉球囊损伤动物实验观察壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ对早期内皮化的作

用。结果　在动静脉分流模型中，壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ和壳聚糖／肝素支架表面未形成血栓，而ＢＭＳ和西罗莫司ＤＥＳ
表面覆满血栓；在高负荷血栓模型中，壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ和壳聚糖／肝素支架在６ｈ内未出现支架内血栓，而ＢＭＳ和

西罗莫司ＤＥＳ分别在（５９．０±８．５）ｍｉｎ和（６７．０±７．８）ｍｉｎ时出现支架血栓，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。在猪冠状动脉球

囊损伤动物模型中，壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ和壳聚糖／肝素支架置入７ｄ后内皮覆盖率分别为（８２．７±１６．４）％和（８０．７±

１４．１）％，高于ＢＭＳ和西罗莫司ＤＥＳ［分别为（６４．３±１１．０）％和（５９．８±８．４）％，Ｐ＜０．０１］。结论　壳聚糖／肝素涂层西罗莫
司ＤＥＳ具有较好的抗血栓作用，且能够在早期促进支架内皮化。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１２）：１３２３１３２７］

　　药物洗脱支架（ｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｓｔｅｎｔ，ＤＥＳ）可显著

降低冠状动脉介入治疗再狭窄率的发生，但是支架

晚期血栓形成、支架内皮化不良是经皮冠状动脉介

入术的突出问题［１３］。有研究表明，ＤＥＳ置入后可出

现支架内血栓、聚合物高敏反应、支架贴壁不良、动

脉瘤等并发症［４６］，而支架内血栓尤其是晚期支架内

血栓是ＤＥＳ最严重的并发症［１］，已引起国内外学者

的高度重视。研究显示，目前临床应用的主要ＤＥＳ
［如西罗莫司（又名雷帕霉素）ＤＥＳ和紫杉醇ＤＥＳ］在

置入血管后存在支架内皮化延迟，并可能是晚期支

架内血栓形成的主要原因［７１０］。目前改善ＤＥＳ早期

内皮化的方法仍主要是ＤＥＳ涂层膜的改性及所载

物质的选择［１１１３］。我们课题组在前期研究中成功地

将壳聚糖／肝素层层自组装涂层膜应用于裸金属支

架（ｂａｒｅｍｅｎｔａｌｓｔｅｎｔ，ＢＭＳ）表面，并表现出较强的

抗血栓及促进早期内皮化作用［１４］。本研究进一步通

过将壳聚糖／肝素层层自组装涂层膜应用于西罗莫

司ＤＥＳ，以期研制出一种具备抗血栓及促进早期内

皮化作用的安全、有效的ＤＥＳ。

１　材料和方法

１．１　壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ的制备　将３１６Ｌ
不锈钢冠状动脉ＢＭＳ（规格１８ｍｍ×２．５ｍｍ～３

ｍｍ，中国微创医疗器械有限公司提供）常温下沉浸

在乙醇／水（１１）中作用４ｈ以除去油性污垢，之后

用去离子水清洗，３０℃减压烘干２４ｈ。清洗后的

ＢＭＳ常温下沉浸在３氨基丙基三乙氧基硅烷乙醇

溶液（购自比利时ＡｃｒｏｓＯｒｇａｎｉｃｓ公司）中作用４ｈ，

后用去离子水清洗，５０℃常压烘干。

　　将经上述处理的支架置入０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中

２ｈ，再用大量的水冲洗。然后将支架浸泡在０．１％
肝素钠盐水溶液（购自高能物理研究化工有限公司）

１５ｍｉｎ，后用纯净水冲洗。随后将肝素支架置入

０．２％ 乙酸与０．１％壳聚糖（购自美国Ｓｉｇｍａ公司）

混合溶液中１５ｍｉｎ，再次进行漂洗。反复进行上述

涂层沉积，最终获得一个稳定的通过静电吸引作用

相结合的复合膜。最后将壳聚糖／肝素支架于３０℃
减压烘干４８ｈ。

　　将聚乳酸（ＰＬＡ）与西罗莫司按１１比例混合，

采用滚涂法均匀涂抹于壳聚糖／肝素支架外表面，每

个支架上西罗莫司含量为９０μｇ，制备成非对称型壳

聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ（血液面为壳聚糖／肝素涂

层，血管壁面为ＰＬＡ西罗莫司），最后于３０℃减压烘

干４８ｈ。

１．２　实验动物　广西小香猪４４只，体质量（２５±３）

ｋｇ，购自上海动物管理中心。所有动物均进行常规

饲料喂养，除用于高血栓负荷模型的实验猪未经阿

司匹林及氯吡格雷抗血栓处理外，其余均给予每日

３００ｍｇ阿司匹林及１５０ｍｇ氯吡格雷抗血小板聚

集。实验动物于实验前一夜禁食，用０．５ｍｇ／ｋｇ氯

胺酮及０．５ｍｇ／ｋｇ地西泮诱导麻醉，气管插管保持

气道通畅，采用戊巴比妥钠溶液进行静脉麻醉。所

有动物实验均经上海中医药大学动物保护利用委员

会批准。

１．３　壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ的抗血栓作用观察

１．３．１　动静脉分流模型　该实验使用１２只小香

猪，随机分为４组，每组３只，采用动静脉分流模型

评价壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ的抗血栓作用。无

菌条件下，分离猪股动脉及股静脉，用消毒后的皮管

（３０ｃｍ×３ｍｍ）连接动静脉，形成动脉静脉循环，将壳

聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ、壳聚糖／肝素支架、西罗莫

司ＤＥＳ（中国微创医疗器械有限公司提供）及ＢＭＳ于

皮管内扩张，进行血液灌流。血流控制在９０ｍＬ／ｍｉｎ，

灌流时间６０ｍｉｎ，割开管道，取出支架，干燥后进行称

重和光镜下比较，每种支架重复３个样本。

１．３．２　高血栓负荷模型　该实验使用１２只小香

猪，随机分为４组，每组３只，将壳聚糖／肝素西罗莫

司ＤＥＳ、壳聚糖／肝素支架、西罗莫司 ＤＥＳ及ＢＭＳ
置入猪冠状动脉后，根据心电图ＳＴ段变化及每相隔

１０ｍｉｎ进行的冠状动脉造影，观察比较不同支架形

成血栓的时间，每种支架重复３个样本。

１．４　壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ对早期内皮化作

用观察　该实验使用１６只小香猪（随机分为４组，

每组４只）制作猪冠状动脉球囊损伤模型。从猪股

动脉途径进行冠状动脉造影，通过定量冠状动脉造

影选取冠状动脉直径为２．５～３．５ｍｍ的血管。随

机选取支架，用０．０１４英寸（１英寸＝２．５４ｃｍ）导丝

将支架置入冠状动脉进行球囊扩张，扩张压力平均
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为１２ａｔｍ（１ａｔｍ＝１０１．３ｋＰａ），扩张８ｓ，扩张直径

血管直径＝１．１１。缓慢撤出球囊后，重复冠状动

脉造影，然后缓慢撤出导管，进行股动脉修复，缝合

皮肤。所有实验猪术后每日服用３００ｍｇ阿司匹林

及１５０ｍｇ氯吡格雷进行抗血小板聚集治疗。１周

后复查冠状动脉造影，每种支架重复５个样本。

　　冠状动脉支架于第７天时取出，每个支架被平

均切成３段。一段经１０％缓冲甲醛溶液固定后，硬

树脂包埋，硬组织切片机（德国莱卡公司）切片，行

ＨＥ染色，根据 ＨＥ染色结果测定血管面积及进行

组织学分析。一段经１％戊二醛溶液固定，冷冻干燥

后，采用扫描电子显微镜（型号：ＴＳ５１３６ＭＭ，捷克

Ｔｅｓｃａｎ公司）观察支架内皮化情况。另一段用免疫

组化固定液（购自碧云天生物技术有限公司）固定，

通过ＣＤ３１免疫荧光抗体（购自美国Ａｂｃａｍ公司）进

行免疫组化，采用激光共聚焦显微镜（购自德国Ｌｅｉ

ｃａ公 司）观 察 冠 状 动 脉 支 架，并 用 ＩｍａｇｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ６．０软件定量分析内皮覆盖情况。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析，所有数据以珚ｘ±ｓ表示，组间差异的比较采

用方差分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　动静脉分流实验结果　在动静脉分流模型中，

血液灌流时间为６０ｍｉｎ，每根皮管内置入不同的支

架３个，结果可见所有的ＢＭＳ在６０ｍｉｎ内均出现

支架内血流堵塞，而所有的壳聚糖／肝素西罗莫司

ＤＥＳ管腔内仍保持通畅。取出支架，用ＰＢＳ轻柔冲

洗支架，５０℃常压烘干，可见ＢＭＳ、西罗莫司ＤＥＳ表

面覆满血栓，而壳聚糖／肝素支架西罗莫司ＤＥＳ与

壳聚糖／肝素支架表面基本无血栓（图１）。支架内血

栓称重后，壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ、壳聚糖／肝素

支架、ＢＭＳ、西罗莫司 ＤＥＳ血栓质量（ｍｇ）分别为

０．４０±０．１１、０．４６±０．０６、９．４９±２．７５、８．７９±１．１６

ｍｇ，后２种支架内血栓平均质量与前２种比较差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．２　高血栓负荷动物实验结果　本实验所用小香

猪均未进行阿司匹林和氯吡格雷抗血小板处理，术

中给予５０００Ｕ肝素后，在猪冠状动脉分别置入壳

聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ、壳聚糖／肝素支架、西罗莫

司ＤＥＳ及ＢＭＳ，冠状动脉造影结果显示ＢＭＳ平均在

（５９．０±８．５）ｍｉｎ时出现支架血栓（图２），西罗莫司

ＤＥＳ平均在（６７．０±７．８）ｍｉｎ时出现支架血栓，而壳

聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ与壳聚糖／肝素支架在６ｈ
内未出现支架血栓。ＢＭＳ及西罗莫司ＤＥＳ出现支架

血栓时间与壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ及壳聚糖／肝

素支架比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图１　动静脉分流模型中不同支架内血栓外观比较

Ｆｉｇ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｔｅｎｔｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｎｔｓｉｎａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓｓｈｕｎｔｍｏｄｅｌ

Ａ：Ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎｓｉｒｏｌｉｍｕｓｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｓｔｅｎｔ；Ｂ：Ｃｈｉ

ｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎｌａｙｅｒｂｙｌａｙｅｒｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｙｃｏａｔｉｎｇｓｔｅｎｔ；Ｃ：

Ｂａｒｅｍｅｔａｌｓｔｅｎｔ；Ｄ：Ｓｉｒｏｌｉｍｕｓｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｓｔｅｎｔ

图２　ＢＭＳ出现支架内血栓

Ｆｉｇ２　Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓｉｎｂａｒｅｍｅｔａｌｓｔｅｎｔ（ＢＭＳ）

Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ

２．３　猪球囊损伤实验结果　在置入支架后的第７
天，复查冠状动脉造影，结果显示各种支架均无支架

内再狭窄发生，处死实验猪，取出支架并平均分成３
段。一段横断面切片经 ＨＥ染色后，可观察到壳聚

糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ、壳聚糖／肝素支架、西罗莫司

ＤＥＳ及ＢＭＳ均无狭窄发生，也无明显内皮剥脱现象

（图３）。另取一段经１％戊二醛溶液固定后，扫描电

镜下可观察到ＢＭＳ表面已经内皮化，但１０００倍扫

描电镜下可见内皮细胞呈圆形生长，而壳聚糖／肝素

西罗莫司ＤＥＳ与壳聚糖／肝素支架表面已经完全内

皮化，１０００倍扫描电镜下可见内皮细胞呈梭形顺血
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流方向生长（图４）。再取一段冠状动脉支架，将支架浸

泡于专用免疫组化固定液中，剪开并平铺支架，用ＣＤ３１
抗体对支架进行免疫荧光染色。结果显示壳聚糖／肝素

西罗莫司ＤＥＳ平均内皮覆盖率为（８２．７±１６．４）％；壳聚

糖／肝素支架平均内皮覆盖率为（８０．７±１４．１）％，ＢＭＳ

平均内皮覆盖率为（６４．３±１１．０）％，而西罗莫司ＤＥＳ平

均内皮覆盖率为（５９．８±８．４）％。ＢＭＳ及西罗莫司ＤＥＳ
内皮覆盖率低于壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ及壳聚糖／

肝素支架，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。免疫荧光染

色激光共聚焦显微镜下观察见图５。

图３　４种冠状动脉支架置入７ｄ的病理切片比较

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｂｅｔｗｅｅｎ４ｋｉｎｄｓｏｆｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｔｅｎｔｓ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ａ：Ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎｓｉｒｏｌｉｍｕｓｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｓｔｅｎｔ；Ｂ：Ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎｌａｙｅｒｂｙｌａｙｅｒｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｙｃｏａｔｉｎｇｓｔｅｎｔ；Ｃ：Ｂａｒｅｍｅｔ
ａｌｓｔｅｎｔ；Ｄ：Ｓｉｒｏｌｉｍｕｓｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｓｔｅｎｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图４　扫描电镜下观察支架置入７ｄ后支架内皮生长情况

Ｆｉｇ４　Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｏｎｔｈｅｓｔｅｎｔｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ａ：Ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎｓｉｒｏｌｉｍｕｓｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｓｔｅｎｔ；Ｂ：Ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎｌａｙｅｒｂｙｌａｙｅｒｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｙｃｏａｔｉｎｇｓｔｅｎｔ；Ｃ：Ｂａｒｅｍｅｔ
ａｌｓｔｅｎｔ；Ｄ：Ｓｉｒｏｌｉｍｕｓｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｓｔｅｎｔ．Ａ′，Ｂ′，Ｃ′，Ｄ′：ＴｈｅｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｏｆＡ，Ｂ，ＣａｎｄＤ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ）；×１０００（Ａ′，Ｂ′，Ｃ′，Ｄ′）

图５　激光共聚焦显微镜下观察支架置入７ｄ后支架内皮ＣＤ３１表达

Ｆｉｇ５　ＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＣＤ３１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｎｄｅｒｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ａ：Ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎｓｉｒｏｌｉｍｕｓｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｓｔｅｎｔ；Ｂ：Ｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎｌａｙｅｒｂｙｌａｙｅｒｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｙｃｏａｔｉｎｇｓｔｅｎｔ；Ｃ：Ｂａｒｅｍｅｔ
ａｌｓｔｅｎｔ；Ｄ：Ｓｉｒｏｌｉｍｕｓｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｓｔｅｎｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

３　讨　论

　　在本次研究中，我们首次采用支架双面不对称
涂层法将壳聚糖／肝素涂层膜应用于西罗莫司ＤＥＳ，
通过涂层膜对于内皮的“高亲和力”，达到早期促进
内皮化、抗血栓生成的效果。支架的内皮修复是血
管修复的关键一步，支架表面内皮早期迁移修复可

以有效降低血栓的形成。

　　壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ应用于体外动静脉
分流模型及高负荷体内血栓模型实验结果提示具有

壳聚糖涂层的支架具有较强的抗血栓作用。目前随
着糖尿病患者的不断增加，临床的冠状动脉病变更
为复杂，支架抗血栓变得尤为重要，尤其是对于血糖
控制不好、心肌梗死等高血栓负荷患者。我们的支
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架通过肝素与壳聚糖静电力结合，保留了原有的肝
素活性，不同于以往的通过化学键结合而破坏肝素
活性的肝素支架。

　　在１周的整体动物模型实验中，４种支架均未
出现再狭窄，且没有明显的炎症改变，而让人感到高
兴的是，壳聚糖／肝素西罗莫司ＤＥＳ与壳聚糖／肝素
涂层支架在１周时就已经几乎完全内皮化，在扫描
电镜及激光共聚焦检测 ＣＤ３１表达中得到相似结
果。早期快速内皮化不仅能够降低血栓事件的发
生，而且也具有早期抗狭窄的作用。目前ＤＥＳ主张
术后至少１年双联抗血小板药物治疗，若药物支架
置入后能够早期内皮化，即可减少双联抗血小板药
物的用量，从而降低可能存在的出血并发症发生的
风险［１２］。壳聚糖被证明能够促进血管内皮生长，且
在体内降解产物没有二氧化碳等酸性物质，不会在
局部产生组织炎症反应，具有良好的生物相容性，可
以降低动脉瘤及支架贴壁不良的发生率［１５］。

　　层层自组装壳聚糖／肝素涂层膜已广泛应用于
医学生物学的多个领域，我们课题组在以往的研究
中，首次将该涂层膜应用于ＢＭＳ，发现其具备强大
的抗血栓及促内皮化效果［１４］。本次课题组进一步
将该涂层膜应用于西罗莫司ＤＥＳ，在确保ＤＥＳ良好
药物释放的同时，保留涂层膜强大的抗血栓及促内
皮化的效果，结果显示该药物支架有较好的治疗作
用，具有良好潜在的临床价值和临床应用前景。

４　利益冲突
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