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经外膜缓释雷公藤内酯醇抑制自体移植静脉

内膜增生

武国，时德

（重庆医科大学附属第一医院 血管外科，重庆 ４０００１６）

　　摘要：目的　探讨经外膜缓释雷公藤内酯醇（ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ）对自体移植静脉内膜增生的抑制作用。
方法　健康雄性新西兰大白兔 ２４只，建立颈外静脉 －颈总动脉移植模型。随机将动物等分为 ３组。
空白组移植血管不给任何处理，Ｆ１２７多聚凝胶对照组在移植血管外膜喷洒 ２０％Ｆ１２７多聚凝胶
０．５ｍＬ，实验组在移植血管外膜喷洒携带雷公藤内酯醇 ３００μｇ的 Ｆ１２７多聚凝胶 ０．５ｍＬ。术后 ２周
取标本。用组织形态学方法检测血管内膜增生程度，免疫组化检测标本中 ｂｃｌ２和 Ｆａｓ的表达，ＴＵＮＥＬ
法检测标本中血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）凋亡的水平。结果　静脉移植 ２周后，与空白组和 Ｆ１２７对照
组比较，实验组血管内膜增生明显受抑制（Ｐ＜０．０５），ｂｃｌ２的表达［（１８．２±８．４）％］显著减少，而
Ｆａｓ的表达［（２１．４±８．９）％］显著增加，凋亡细胞［（２８．４±７．６）％］也显著增加（Ｐ＜０．０５）。
结论　经外膜缓释雷公藤内酯醇可有效抑制移植静脉内膜增生，这一作用可能系通过促进 ＶＳＭＣ凋亡
而实现的。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（１２）：１１５５－１１５８］
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　　雷公藤内酯醇（ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ，ＴＬ）是从卫矛科植
物雷公藤中提取的主要活性成分，具有抑制体外

培养的 ＶＳＭＣ增殖［１］和诱导 ＶＳＭＣ凋亡［２］的作用。

本实验建立兔颈外静脉 －颈总动脉移植模型，在
移植静脉外膜喷洒携带 ＴＬ的缓释载体 Ｆ１２７多
聚凝胶，观察 ＴＬ对血管内膜增生的影响，探讨其
作用机制，为临床应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
健康雄性新西兰大白兔 １８只，体重 ２．０～

３．０ｋｇ，购自重庆医科大学实验动物中心；ＴＬ购自
复旦大学附属中山医院药学研究室；Ｆ１２７多聚
凝胶购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；抗 ｂｃｌ２和 Ｆａｓ多克隆
抗体（兔 ＩｇＧ多抗，工作浓度 １∶１００）及 ＳＰ试剂
盒、ＤＡＢ显色剂购自武汉博士德公司；ＴＵＮＥＬ检测
试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　动物模型的建立和标本收集　动物用
２．５％戊巴比妥钠１ｍＬ／ｋｇ静脉麻醉，消毒后取颈
部正中切口，游离右侧颈外静脉和颈总动脉；肝素

１ｍｇ／ｋｇ行全身肝素化，切取静脉长约 ２ｃｍ，修剪
外膜后倒向与颈总动脉用 ９０无损伤缝线行间置
式端 －端吻合，每个吻合口缝 １０～１２针。动物随
机分为 ３组，每组 ８只。（１）空白组：行静脉移
植，不施以任何干预措施。（２）Ｆ１２７对照组：移
植静脉外膜喷洒 Ｆ１２７多聚凝胶 ０．５ｍＬ。（３）实
验组：移植静脉外膜喷洒含 ＴＬ３００μｇ的 Ｆ１２７多
聚凝胶 ０．５ｍＬ。将 １０ｍｇＴＬ溶于 ３．３３ｍＬ二甲
亚砜（ＤＭＳＯ）中，配成 ３ｍｇ／ｍＬ浓度。术毕注射
青霉素 ８０万 Ｕ。术后 ２周麻醉状态下经原切口
行移植静脉原位灌注固定后，切取移植静脉桥。

１．２．２　组织形态学染色　标本置 ４％多聚甲醛
中固定，石蜡包埋，垂直于血管长轴切成 ４μｍ厚
切片，ＨＥ和弹力纤维 ＶＶＧ（ＶｅｒｈｏｆｆｖａｎＧｉｅｓｏｎ）染
色。应用计算机图像分析系统采集图像，每张切

片血管横切面每 ６０°测量一次内膜厚度（Ｉ）及中
膜厚度（Ｍ），共 ６处，取平均值。计算内膜增生程
度 ＝Ｉ／Ｍ。
１．２．３　免疫组化染色　常规 ＳＰ法染色，ＤＡＢ显
色。正常静脉作自身对照，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
代替一抗作阴性对照。光镜观察：二者均为细胞

浆着色，有棕黄色颗粒为阳性。随机取 ６个部位，
计算每个高倍视野下阳性细胞数占细胞总数的百

分比，取平均值。

１．２．４　凋亡细胞检测　采用 ＤＮＡ末端转移酶介

导的缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测标本中凋亡细
胞水平。检测方法严格按试剂盒说明进行，ＤＡＢ
显色。随机选取 ６个部位，计算每个高倍视野下
凋亡细胞数及细胞总数，取平均数计算细胞凋亡

指数。细胞凋亡指数 ＝凋亡细胞数／细胞总数
×１００％ 。
１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１２．０统计软件处理数据。结果以
ｘ±ｓ表示。组间差异显著性采用单因素方差分析
（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）；两两比较采用配对 ＳＮＫｑ检
验，Ｐ＜０．０５表明差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　组织形态学变化
肉眼观 ３组静脉桥均通畅，管壁均有不同程

度增厚，为静脉血管动脉化后表现。显微镜下观

察，正常静脉内膜为单层内皮细胞，中层仅有２～３
层平滑肌细胞。ＨＥ染色和弹力纤维 ＶＶＧ染色可
见 ３组移植于动脉环境下的静脉桥血管内膜及中
膜不同程度增厚；内膜增厚不均匀，为大量排列不

规则的平滑肌细胞，内皮细胞部分脱落、坏死；中

膜增厚，厚度均匀，细胞成分为增殖的平滑肌细

胞，排列不规则，弹力纤维增多增粗，排列紊乱；

中膜与外膜界限不清晰。空白组与 Ｆ１２７对照组
内膜增生明显，内膜厚度不均匀；而实验组内膜增

生明显受抑制（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表１　移植静脉内膜、中膜厚度及内膜增生程度（ｘ±ｓ）

组别 动物数 内膜厚度（Ｉ）（μｍ） 中膜厚度（Ｍ）（μｍ） 内膜／中膜（Ｉ／Ｍ）

空白对照组 ６ ９２．０±９．４ ５６．２±８．１ １．６５±０．１５

Ｆ１２７对照组 ６ ８７．５±１０．４ ５６．６±６．５ １．５５±０．０９

实验组 ６ ２９．９±７．６ ５２．７±７．０ ０．５６±０．０８

　　注：与实验组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　免疫组化及凋亡检测结果
移植后 ２周，实验组 ｂｃｌ２的表达较空白组和

Ｆ１２７对照组明显减低，而 Ｆａｓ的表达明显增高
（Ｐ＜０．０５）（图１－４）；实验组凋亡细胞数亦显著
增多（Ｐ＜０．０５）（图 ５－６）（表 ２）。
表２　移植静脉 ｂｃｌ２和 Ｆａｓ免疫组化及 ＴＵＮＥＬ染色结果

（％，ｘ±ｓ）

组别 动物数 ｂｃｌ２ Ｆａｓ 凋亡细胞

空白对照组 ６ ３３．７±１１．２ １０．５±５．３ １３．６±５．１

Ｆ１２７对照组 ６ ３０．８±９．５ １２．１±５．９ １２．２±６．１

实验组 ６ １８．２±８．４ ２１．４±８．９ ２８．４±７．６

　　注：与实验组比较，Ｐ＜０．０５
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图１　移植２周，空白组内膜 ｂｃｌ２蛋白

表达增高（ＳＰ×４００）

图２　移植２周，实验组内膜 ｂｃｌ２蛋白

表达降低（ＳＰ×４００）

图３　移植２周，空白组内膜 Ｆａｓ蛋白表

达低（ＳＰ×４００）

图４　移植２周，实验组内膜Ｆａｓ蛋白表

达增高（ＳＰ×４００）

图５　移植 ２周，空白组凋亡细胞数少

（ＴＵＮＥＬ×４００）

图６　移植２周，实验组凋亡细胞数增多

（ＴＵＮＥＬ×４００）

３　讨　论

血管移植后狭窄闭塞是一个多因素、多阶

段、多基因参与的复杂病理过程，其发生的确切

机制目前仍不甚明了。据报道自体静脉移植术

后１～２年就有 ２０％ ～４０％的患者出现移植血管
再狭窄，其主要原因是 ＶＳＭＣ迁移增殖所致的内
膜增生。研究［３］表明，血管移植 １～２周是 ＶＳＭＣ
增殖的高峰，而 ＶＳＭＣ的凋亡不足，增殖和凋亡失
衡可能是内膜增生的一个重要机制。

ＴＬ是从雷公藤中分离纯化的三氧二萜内酯
化合物单体，是雷公藤的主要活性成分，具有显

著的抗炎、免疫抑制和抗肿瘤作用。它可降低抑

凋亡基因 ｂｃｌ２的表达，增加促凋亡基因 ｂａｘ的表
达，使 ｂａｘ／ｂｃｌ２值提高，从而诱导 细 胞 凋 亡。
Ｃｈｏｉ等［４］发现 ＴＬ通过激活 ｃａｓｐａｓｅ３和下调 ＸＩＡＰ
的表达而诱导 Ｕ９３７人幼单核细胞凋亡。Ｈａｃｈｉｄａ
等［５］发现 ＴＬ通过降低 ＰＤＧＦＡ的表达而抑制接
受异体心脏移植小鼠血管桥的新生内膜形成，从

而明显降低血管桥的粥样硬化。ＴＬ能阻断体外
培养的 ＶＳＭＣ从 Ｇ０／Ｇ１期细胞向 Ｓ期转化，药物
浓度越高，Ｓ期细胞含量越少，从而抑制其增
殖［１，６］。李玫等［７］发现，ＴＬ通过促进体外培养的

ＶＳＭＣ从 Ｇ１期细胞过多地进入并阻滞于 Ｓ期，使
Ｓ期峰值增高，细胞凋亡率随之升高。结论的不
一致可能与不同实验所采用的浓度不一有关。

ＴＬ诱导 ＶＳＭＣ凋亡还与促凋亡基因 Ｆａｓ的表达明
显增高有关［２］。

ＴＬ通过系统给药，毒副作用较大而使其临床
应用受限；另一方面，血管再狭窄是一个缓慢的

过程，系统给药不能在移植血管局部长时间保持

有效浓度。血管腔内药物涂层支架通过局部缓

释给药，克服了上述缺点。将 ＴＬ涂层支架置入
幼猪 的 冠 状动 脉，能 明显抑 制新 生内膜的 形

成［８］。研究［９－１０］发现用 Ｆ１２７多聚凝胶包裹反义
寡核苷酸涂抹于移植静脉外膜，可明显减轻其内

膜增生，且该作用可持续 ２周，证实了经外膜途
径干预的可行性和 Ｆ１２７多聚凝胶可作为药物
缓释载体。Ｆ１２７多聚凝胶的微观形态为密布小
孔的网状结构，生物学性质稳定，组织相容性好，

０～４℃下呈液态，可以分散携带药物；３７℃时与
组织接触后立即变成固态胶体，所携带的药物

８０％在 ５ｄ内缓慢释放，而其本身并不影响血管
内膜增生［１１］。

本研究将 ＴＬ分散融人液态 Ｆ１２７多聚凝胶
中，涂抹于移植血管外膜，使药物缓释发挥作用。

结果发现：血管移植后 ２周，空白组及 Ｆ１２７对
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照组的抑凋亡基因 ｂｃｌ２表达增强，促凋亡基因
Ｆａｓ表达减弱，细胞凋亡不足，内膜增生明显；而
实验组经外膜应用 ＴＬ后，ｂｃｌ２表达明显减弱，
Ｆａｓ表达增强，细胞凋亡也增强，内膜增生受到显
著抑制。此结果初步证实，经血管外膜局部应用

ＴＬ后，可通过促进 ＶＳＭＣ凋亡而防止移植血管再
狭窄。本研究为血管重建术后再狭窄的防治提

供了新的实验依据。
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