
[文章编号] 摇 1007鄄3949(2012)20鄄03鄄0231鄄04 ·实验研究·

球囊扩张术后大鼠腹主动脉钙调神经磷酸酶、血浆 MCP鄄1 的变化
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨大鼠腹主动脉球囊扩张术后内膜增生、钙调神经磷酸酶(calcineurin,CaN)信号通路以及炎症

水平的变化。 方法摇 雄性 SD 大鼠 48 只,随机分为假手术组 24 只和球囊组 24 只。 球囊损伤术后 30 天取材,血管组

织作 HE 染色,光学显微镜观察病理学改变,免疫组织化学检测钙调神经磷酸酶在血管壁中的表达;ELISA 法测定血

清单核细胞趋化蛋白 1(monocyte chemoattractant protein鄄1, MCP鄄1)水平。 结果摇 球囊损伤后血管壁出现新生内膜,形
成的新生内膜厚度不均。 球囊组与假手术组相比较内膜增生、内膜 / 中膜厚度明显增加(P < 0郾 05)。 免疫组织化学检

测血管壁上钙调神经磷酸酶表达,球囊组与假手术组相比表达明显增加(P < 0郾 05)。 血浆炎症因子血清单核细胞趋

化蛋白 1 水平球囊组与假手术组相比差异有统计学意义(P < 0郾 05)。 结论摇 球囊扩张术导致大鼠腹主动脉内膜增

生,同时伴随钙调神经磷酸酶蛋白表达明显增强以及血浆的炎症因子血清单核细胞趋化蛋白 1 水平升高,提示钙调

神经磷酸酶信号通路和炎症因子血清单核细胞趋化蛋白 1 可能在球囊损伤后内膜增生过程中起重要作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the alteration of expression of calcineurin in the abdominal aortas and levels of
inflammatory cytokines injured by balloon in rats. 摇 摇 Methods摇 Fourty鄄eight healthy adult male SD rats were randomly
divided into two groups: sham group (n = 24) and balloon group (n = 24). 摇 Thirty days after injury, specimens were ob鄄
tained from rats. 摇 HE staining and immunohistochemistry were performed to measure the expression level of CaN in arterial
wall. 摇 Pathological changes of the arterial wall were observed by light microscope. 摇 The serum concentrations of MCP鄄1
was determined by Elisa. 摇 摇 Results摇 Intimal hyperplasia was observed in balloon injured rats, the neointima was not u鄄
niform in thickness. 摇 The thickness of the intimal layers, and the ratio of the intimal and the medial layers in the sham
group was obviously lower than that in the balloon group (P < 0郾 05). 摇 Immunohistochemistry assay showed that the ex鄄
pression of CaN was significantly increased in balloon group compared with that in the sham group (P < 0郾 05). 摇 The ser鄄
um concentrations of MCP鄄1 in balloon group is higher than that in sham group (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 Intimal hy鄄
perplasia in rat abdominal aorta following balloon injury, accompanied by the expression of CaN protein and plasma inflam鄄
matory cytokines MCP鄄1 levels were significantly increased,which indicated that CaN signaling pathway and MCP鄄1 may
play an important role in intimal hyperplasia caused by balloon injury.
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摇 摇 研究经皮冠状动脉介入治疗(percutaneous cor鄄
onary intervention, PCI)术后再狭窄的发病机制以及

寻找有效的控制措施是当前冠心病介入治疗的热

点。 单纯经皮冠状动脉腔内血管成形术后 3 ~ 6 个

月内有 30% ~50%患者可出现手术局部的再狭窄。
目前,随着药物洗脱支架的出现,再狭窄率下降至

10%以下。 与单纯经皮冠状动脉腔内血管成形术相

比,药物洗脱支架不仅消除了弹性回缩和血管重塑,
而且药物洗脱支架可在局部缓慢释放抑制血管平滑

肌细胞增殖( vascular smooth muscle cell,VSMC)药

物,再狭窄率明显降低。 国内外均有研究表明[1鄄2],
钙(Ca2 + ) /钙调素(calmodulin,CaM)鄄CaN鄄活化 T 细

胞核因子(nuclear factor of activated T cell, NFATc)
信号通路在血管平滑肌细胞(VSMC)增殖中起作

用。 同时,炎症反应是 PCI 术后 VSMC 的增殖最重

要的机制之一,与 PCI 术后再狭窄相关的炎症因子

也参与 CaN 信号通路[3],而 CaN 信号通路激活也是

许多炎症反应的前提。 因此我们推测 CaN 信号通

路参与 PCI 后的炎症改变以及再狭窄的形成。 本实

验从整体动物水平探讨大鼠腹主动脉球囊扩张术后

CaN 信号通路以及重要的炎症因子 MCP鄄1 水平的

改变,为再狭窄的防治提供新的思路。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 动物模型的建立与分组

摇 摇 将 48 只体重 350 ~ 450 g,10 ~ 12 周的雄性 SD
大鼠(购自广东省实验动物监测所)随机分为假手

术组(n = 24)、球囊组(n = 24)。 参考文献[4]的方

法,用 3%戊巴比妥钠溶液按 50 mg / kg 腹腔注射麻

醉,仰卧手术台固定。 球囊组大鼠取颈部正中切口,
暴露左颈总动脉,在导丝的指引下将球囊导管(1郾 5
mm 伊 20 mm,雅培公司产品)自左颈总动脉插至腹

主动脉末端,经体外压力泵注入生理盐水充盈球囊,
保持压力为 6 atm (大气压),扩张 30 s,回抽球囊,
间歇 60 s,再将球囊导管送入,重复 3 次,撤出球囊,
结扎近心端的左颈总动脉,切断两结扎端之间的动

脉,适量庆大霉素局部喷洒手术野,缝合切口。 假手

术组不进行球囊扩张,其余同球囊组。 术中全身肝

素化(100 U / kg),术后每天庆大霉素 1郾 5 mg / kg 腹

腔注射以预防感染,共 3 天。 术中球囊组 10 只死

亡,假手术组 4 只死亡。
1郾 2摇 标本收集和制备

术后 30 天处死实验大鼠,取材检验。 大鼠麻醉

后行腹腔切开,用 5 mL 注射器于腔静脉抽血 2 mL,

将静脉血放置于 2 mL EP 管中,以肝素抗凝,于

4益,2000 r / min 离心 10 min,吸取上层血浆分装于

PCR 管中,每管 150 滋L,保存于 - 80益 冰箱备用。
分离腹主动脉,取出扩张血管段约 1郾 5 cm,用 1 伊
PBS 液快速清洗血管段,于 4% 多聚甲醛中固定 24
h 以上,作 HE 染色以及免疫组织化学。
1郾 3摇 常规病理检查

各组动物于术后 30 天处死,取损伤血管段,经石

蜡包埋、切片,HE 染色。 采用光学显微镜和 Image鄄
Pro Plus6郾 0 图像分析系统对各组 HE 染色切片分别

测量血管内膜和中膜横断面的厚度, 计算内膜 / 中膜

厚度,以内弹力膜、外弹力膜区别内膜和中膜。
1郾 4摇 免疫组织化学染色

CaN 抗体购自 ABCAM 公司,SP 试剂盒购自河

北博海生物工程开发有限公司。 石蜡切片(5滋m)
后,用 SP 法进行 CaN(一抗稀释度 1颐 150)的免疫组

织化学染色。 细胞质中出现棕褐色处为阳性信号。
利用 Image鄄Pro Plus 6郾 0 图像分析系统,测定平均光

密度值以表示阳性产物的强度,平均值越大,其阳性

反应产物表达强度越强,表明蛋白的含量越高。
1郾 5摇 ELISA 检测血浆大鼠单核细胞趋化蛋白 1

取上述冻存的大鼠血浆,ELISA 法检测 MCP鄄1
水平。 具体操作按试剂盒说明进行(购自 R&D 公

司)。 将待测样品(10 滋L)加入待测样品孔,再加样

本稀释液 40 滋L,37益30 min,洗涤后加酶标工作液

50 滋L,于 37益孵育 30 min,洗板后每孔先加入显色

液 A 50 滋L,再加入显色液 B 50 滋L,用手轻轻震荡

混匀 30 s,37毅C 避光显色 15 min。 取出酶标板,每
孔加终止液 50 滋L,终止反应(颜色由蓝色立转黄

色)。 以空白孔调零,在终止反应后 15 min 内,酶标

仪上用 450 nm 波长测量各孔的吸光值(OD 值)。
根据标准品的浓度及对应的 OD 值,计算出标准曲

线的直线回归方程,再根据样本的 OD 值,在回归方

程上计算出对应的样本浓度。 最终浓度为实际测量

浓度乘以稀释倍数。
1郾 6摇 统计分析

运用 SPSS 13郾 0 统计软件处理实验数据,实验

数据以x 依 s 表示,采用单因素方差分析并作样本均

数两两比较的 T 检验。 P < 0郾 05 认为差异有显著

性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 病理形态学变化

摇 摇 HE 染色镜下观察与图像分析见假手术组血管
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壁厚度均一,内、外弹力板清晰、完整,内皮细胞排列

整齐匀称,中膜 VSMC 核呈梭形,内皮层下未见有

VSMC 迁入。 球囊组显示血管壁新生内膜显著增

生,厚度不均,细胞外基质增加(图 1 和表 1)。

图 1. 血管的 HE 染色结果( 伊 400) 摇 摇 A 为假手术组,B 为球囊组。 黑色箭头所示为内弹力膜,黄色箭头所示为外弹力膜,黑色线条表

示内膜厚度。

Figure 1. HE staining of blood vessels ( 伊 400)

表 1. 血管球囊损伤后各组动物内膜增生情况(x 依 s)
Tabal 1. Intimal hyperplasia following balloon injury in
each goup(x 依 s)

分摇 组 n 平均内膜
厚度(滋m)

平均中膜
厚度(滋m)

内膜厚度 /
中膜厚度

假手术组 20 9郾 69 依 1郾 72 309郾 29 依 45郾 38 0郾 03 依 0郾 01
球囊组 14 197郾 62 依 48郾 99a 384郾 52 依 52郾 68 0郾 51 依 0郾 08a

a 为 P < 0郾 05,与假手术组比较。

2郾 2摇 各组免疫组织化学检测结果

假手术组血管壁 CaN 少量表达。 球囊组血管

中膜和内膜 VSMC 细胞大部分细胞内出现棕褐色颗

粒(图 2),球囊组 CaN 的平均光密度值比假手术组

显著增加(P < 0郾 05;表 2)。
2郾 3摇 各组大鼠血浆 MCP鄄1 的水平

经球囊损伤后,大鼠血浆的 MCP鄄1 水平明显

高于假手术组(P < 0郾 05;表 3)。

表 2. 各组血管壁 CaN 免疫组织化学检测结果(x 依 s)
Table 2. The CaN immunohistochemistry results on vessel
wall in all groups (x 依 s)

分摇 组 n 平均光密度( 伊 10 - 3)
假手术组 20 6郾 12 依 3郾 55
球囊组 14 44郾 32 依 25郾 09a

a 为 P < 0郾 05,与假手术组比较。

表 3. 血浆 MCP鄄1 的水平(x 依 s)
Table 3. Plasma levels of MCP鄄1(x 依 s)

分摇 组 n MCP鄄1( ng / L)

假手术组 20 423郾 05 依 66郾 13
球囊组 14 813郾 20 依 110郾 02a

a 为 P < 0郾 05,与假手术组比较。

图 2. 大鼠腹主动脉 CaN 免疫组织化学结果( 伊 400) 摇 摇 A 为假手术组,B 为球囊组。

Figure 2 CaN Immunohistochemical staining in rat abdominal aorta( 伊400)
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3摇 讨摇 论

CaN 是目前所知的唯一依赖于 Ca2 + / CaM 的丝

氨酸 /苏氨酸(Serine / Threonine,Ser / Thr)磷蛋白磷酸

酶,是由 1 个相对分子质量为 59 000 的催化亚基 Cal鄄
cineurin A(CnA)和 1 个相对分子质量 19 000 的调节

亚基 Calcineurin B(CnB) 组成的异二聚体。 CaN 在

全身组织广泛分布,在神经组织及 T 淋巴细胞中含量

特别丰富,在心脏及骨骼肌中较高表达,肺、脾脏、肾、
子宫、血小板及肝组织中均存在,血管组织中亦存在

CaN 分布,提示 CaN 可能对血管平滑肌存在重要的

生 理 作 用。 NFATc 分 为 NFATc1、 ( NFAT2 / c )、
NFATc2 (NFAT1 / p)、NFATc3 (NFAT4 / x)、NFATc4
(NFAT3)及 NFAT5 等 5 个成员。 CaN 一旦激活,即
与 NFATc 结合并使之脱磷酸化,NFATc 则从胞浆转

入胞核,与核内其他转录因子协同调节多种基因的活

化。
血管损伤后出现的持续炎症和 VSMC 迁移、增

殖被认为是 PCI 术后再狭窄的关键因素,局部的炎

症细胞与受损内皮细胞协同作用,不但可促发血小

板黏附、血栓形成,还可释放多种生物活性物质刺激

内皮、VSMC 增殖及胶原增生[5]。 炎症因子的表达

必需依赖于 CaN 信号通路的激活[6]。 MCP鄄1 是 PCI
术后再狭窄起重要作用的一种炎性因子,由单核细

胞、巨噬细胞、内皮细胞和 VSMC 等分泌,在炎性的

发生发展中起着重要的作用,它对单核细胞、巨噬细

胞、嗜碱性粒细胞有趋化和激活作用,聚集的单核 /
巨噬细胞又可进一步促进 MCP鄄1 生成。 当血管内

皮细胞损伤时可使 MCP鄄1 分泌增多,趋化单核 /巨
噬细胞至血管损伤处。 单核 /巨噬细胞在损伤动脉

的新生内膜中浸润,可合成分泌大量炎性细胞因子

和生长因子,刺激中膜 VSMC 向内膜移行、增殖,并
产生大量细胞外基质,导致新生内膜形成及再狭窄。
此外,MCP鄄1 可调节血管内皮细胞粘附分子的表达,
并直接诱导 VSMC 迁移和增殖,从而参与再狭窄的

形成。 Kensuke 等[7]用抗 MCP鄄1 基因(7ND)洗脱支

架植入兔和猴的颈动脉后,发现与置入裸支架的相

比,可明显减轻内膜增生,而未显现副作用。 Norihi鄄
to 等[8]发现 PCI 术后再狭窄的患者血浆 MCP鄄1 水

平较没有再狭窄的明显升高。 本课题结果表明,大
鼠腹主动脉损伤后,有显著新生内膜形成。 免疫组

织化学检测发现:球囊组血管组织 CaN 表达显著增

加,提示腹主动脉球囊扩张术后内膜增生与 CaN 信

号通路激活相关。 同时 ELISA 检查发现球囊组的

大鼠外周血 MCP鄄1 与假手术组相比较,明显增高,
而之前 Hiroshi 等[9] 已在离体实验中证明 CaN 信号

通路在 VSMC 激活后能诱导 MCP鄄1 mRNA 的表达

及 MCP鄄1 蛋白的生成,提示球囊损伤血管后,CaN
在血管中被激活,诱导炎性因子如 MCP鄄1 的产生,
从而吸引单核 /巨噬细胞聚集到损伤动脉的新生内

膜中,致使中膜 VSMC 向内膜移行、增殖。
综上所述,本实验从整体动物水平证明球囊扩

张术后动脉管腔狭窄与 CaN 信号通路活化有关,其
可能通过参与炎症反应,如促进血浆的炎症因子

MCP鄄1 生成从而介导损伤血管 VSMC 迁移和增殖。
CaN 信号通路在 PCI 术后再狭窄中的作用的阐明,
以及对 CaN 作用机制的深入研究,对进一步认识

PCI 术后再狭窄具有重要意义,更为临床 PCI 术后

再狭窄的防治新措施提供了一条新的思路。
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