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[摘摇 要] 摇 目的摇 利用持续恒定低温气体损伤血管内皮,结合高脂饮食,建立兔颈动脉粥样硬化易损斑块动物模

型。 方法摇 新西兰雄性白兔 24 只,3 月龄,随机分为空白对照组、假手术组和温控气体损伤组,每组 8 只。 高脂饮

食喂养 1 周后对温控气体损伤组利用低温气体给予血管内膜损伤处理,假手术组单纯给予有创手术操作,术后两

组均继续给予高脂饮食 12 周;空白对照组给予持续普通饮食。 术后 13 周处死动物,取血管行 HE、Masson、弹力纤

维、油红 O 染色,观察血管形态,并做小鼠抗兔巨噬细胞抗体 11 免疫组织化学染色。 结果摇 温控气体损伤组可见

薄的纤维帽、大脂质核心,内膜有巨噬细胞及泡沫细胞浸润,部分内皮脱落,斑块出现裂隙,局部小血栓形成,形成

典型的易损斑块;假手术组多表现为内膜增生,部分存在小斑块,内皮下见泡沫细胞浸润,符合脂纹期改变,为初级

斑块;空白对照组未见斑块形成。 结论摇 利用恒定低温气体损伤兔颈动脉内膜结合高脂饮食可建立典型的易损斑

块模型,且方便易行。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To develop a rabbit model of vulnerable atherosclerotic plaque by cryogenic gas鄄induced endo鄄
thelial injury combined with high鄄fat diet. 摇 摇 Methods摇 24 healthy male New Zealand rabbits (3 months) were randomly
divided into three groups: control blank group (group A), sham鄄operated group (group B) and temperature control gas in鄄
jury group (group C) with 8 in each group. 摇 After one week high鄄fat diet, the rabbits in group C were underwent carotid
artery intima injury using cryogenic gas. 摇 The rabbits in group B suffered surgical operations without cryogenic gas. 摇 After
the operation, the rabbits in group B and group C were kept feeding on high鄄fat diet for 12 weeks, whereas the ones in
group A were kept on normal diet. 摇 All rabbits were killed after 13 weeks. 摇 Then paraffin鄄embedded and frozen sections
were used for HE staining, Masson trichrome staining and elastic fiber staining and oil red O staining to analyze the changes
of vascular morphology. 摇 Additionally, rat anti鄄rabbit macrophage antibody 11 (RAM11) monoclonal antibody was applied
for animal immunohistochemistry staining. 摇 摇 Results摇 The rabbit carotid atherosclerosis established in our study was in
line with the progress characteristics of vulnerable plaque, involving thin fibrous cap, large lipid core and macrophages and
foam cells in the intima as well as endothelial cells shedding or local small scattered thrombosis. 摇 The rabbit carotid in
sham鄄operated group showed intimal hyperplasia and partly showed small primary plaques infiltrated by macrophages, which
was in line with the change of fatty streaks phase. 摇 There is no plaque visible in the control blank group. 摇 摇 Conclusion
It is viable and easy to develop a rabbit model of typical vulnerable atherosclerotic plaque by injuring carotid intima with
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temperature control gas combined with high鄄fat diet.

摇 摇 目前研究表明,动脉粥样硬化斑块破裂损伤继

发急性血栓形成是导致急性冠状动脉综合征发生

的重要原因。 此类斑块被称作易损斑块,通常具有

大的脂质核心、薄纤维帽及巨噬细胞浸润[1],有血

栓形成倾向或极有可能快速进展为“罪犯斑块冶。
建立良好的易损斑块动物模型可为我们研究其发

生发展机制提供有力的平台,能够使我们更深入地

探索降低临床急性冠状动脉综合征发生的方法。
传统的造模方法主要包含机械损伤内皮和高脂饮

食两大手段,或者几种损伤方式之联合使用[2鄄4],但
均不同程度地存在操作复杂、成本高等缺陷。 本研

究旨在应用一种操作简便、内皮损伤程度可控的方

式建立兔颈动脉易损斑块模型。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物及分组

摇 摇 健康纯种雄性新西兰白兔 24 只,3 月龄,按简

单随机方法平均分为空白对照组、假手术组、温控

气体损伤组,每组 8 只。 高脂饲料喂养 7 天后,利用

低温气体输出装置对温控气体损伤组进行右颈动

脉内膜损伤,假手术组给予单纯手术操作,不损伤

血管内膜,术后两组继续给予高脂饲料喂养 12 周;
空白对照组不进行任何处理,以普通饲料喂养。
1郾 2摇 主要试剂

高脂饲料(含 1%胆固醇、8%猪油、10%蛋黄粉、
兔基础饲料):北京华阜康生物科技股份有限公司;医
用液氮:解放军 305 医院中心实验室;Masson 三色染

色液、弹力纤维染色液、HE 染色液:北京东方日创生

物科技有限公司;油红 O 染色液:武汉谷歌生物科技

有限公司;联苯二胺(diaminobenzidine,DAB)显色试

剂盒、磷酸盐缓冲液:北京中杉生物技术开发有限公

司;辣根过氧化物酶标记磷酸甘油醛脱氢酶(glyceral鄄
dehyde phosphate dehydrogenase,GAPDH)抗体:美国

Sigma 公司;戊巴比妥钠:北京大学第一医院;小鼠抗

兔巨噬细胞抗体 11( rat anti鄄rabbit macrophage anti鄄
body 11,RAM11):丹麦 Dako 公司。
1郾 3摇 低温气体输出装置

由 L鄄200 型液氮治疗仪(河南天驰公司)、一次

性使用静脉输液针构成。 如图 1 所示,当阻塞 A 口

时,B 腔内压力升高,液氮由中间通气管道导出,在
管道中气化成低温气体,由 C 处输液针针头处喷

出。 D 处为输液针与液氮治疗仪连接处。 C 处输液

针喷出气体的温度可通过输液针的长度调节,当完

整长度时气体温度为 - 55益到 - 65益之间,为本研

究所采用温度。

图 1. 低温气体输出装置示意图

Figure 1. Schematic diagram of low temperature gas output
device

1郾 4摇 内膜损伤操作步骤

淤麻醉及备皮:温控气体损伤组实验动物术前

12 h 禁食,自由饮水。 经耳缘静脉注射 3% 戊巴比

妥钠(30 mg / kg)麻醉后固定,备皮(推荐使用脱毛

膏)。 于暴露右侧颈总动脉:消毒手术区,铺巾,行
颈部正中切口,暴露右侧颈总动脉。 盂阻断血流、
留置装置:利用动脉夹先后阻断远心端、近心端血

流。 以 1 mL 注射器针头于分离动脉的远心端平行

于血管纵轴方向刺入血管,抽出血管内血液,生理

盐水冲洗管腔后抽干。 从近心端用 5 号静脉输液针

平行于血管纵轴方向刺入血管并留置。 榆低温气

体损伤:于液氮治疗仪中注入液氮 200 mL,封闭后

快速连接静脉输液针。 封闭液氮治疗仪 A 孔后液

氮由枪头喷出并气化为低温气体,气体经静脉输液

针导入血管,颈动脉被低温气体充盈膨胀,并由远

心端穿刺孔喷出,持续 5 s 后放开液氮治疗仪后端 A
孔,10 s 后再次封闭 A 孔,如此过程反复进行 3 次。
虞损伤后处理:将低温气体输出装置撤出,用生理

盐水冲洗动脉管腔后,先放开远心端动脉夹,以湿

润纱布压迫穿刺点 3 min 止血,观察无出血后再放

开近心端动脉夹,湿润纱布继续压迫穿刺点 5 min
止血(如仍有出血或出血量较大,给予继续按压,直
至止血成功)。 假手术组不给予颈总动脉低温气体

损伤,其余操作同温控气体损伤组。
1郾 5摇 标本留取及处理

于术后 13 周处死 3 组实验动物,分别剥离留取

右颈总动脉约 4 cm,每组各取血管一部分,常规石
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蜡包埋,分别作 HE 染色、Masson 三色染色、弹力纤

维染色、免疫组织化学染色;另一部分作冰冻切片

行油红 O 染色。 光镜下观察斑块的组织形态。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 一般情况

摇 摇 兔总体生长良好。 温控气体损伤组 1 只新西兰

白兔因麻醉过量死亡,假手术组 1 只因腹泻死亡,其
余动物全部完成实验,所得 22 只动物数据参与分析。
2郾 2摇 肉眼大体观察

空白对照组兔右侧颈总动脉血管管壁光滑,柔

软而有弹性。 假手术组兔右颈总动脉部分可见散

在的脂纹点,针头大小,微隆起。 温控气体损伤组

兔右侧颈总动脉管壁明显增厚、僵硬,内膜面见大

量黄白色脂样物质向管腔凸出,并连接成片,形成

典型的动脉粥样硬化斑块,部分斑块表面存在细小

出血点,附着有细小血栓。
2郾 3摇 病理形态学观察

2. 3. 1摇 空白对照组摇 摇 可见内皮细胞完整,排列整

齐,内弹力膜清晰完好,中层平滑肌细胞排列整齐,
形态规则,未见斑块形成,内膜中可见散在巨噬细

胞(图 2)。

图 2. 空白对照组病理形态学观察(4 伊 )摇 摇 a 为 HE 染色,b 为 Masson 三色染色,c 为弹力纤维染色,d 为 RAM11 标记的巨噬细胞。

Figure 2. Pathological observation of control group (4 伊 )

2. 3. 2摇 假手术组摇 摇 多显示为内膜增生,部分血管

存在小斑块,内皮细胞下见圆形泡沫细胞浸润,免
疫组织化学染色显示为巨噬细胞源性泡沫细胞;
Masson 三色染色可见小斑块内蓝染的胶原纤维丰

富,中膜平滑肌细胞与弹力纤维规律分层排列;弹
力纤维染色未见有弹力板破损,中层弹力纤维呈现

规律的弯曲改变,无牵拉变直等血管重构表现。 其

特征符合脂纹期改变,为初级斑块(图 3)。

图 3. 假手术组病理形态学观察(4 伊 )摇 摇 a 为 HE 染色,b 为 Masson 三色染色,c 为弹力纤维染色,d 为 RAM11 标记的巨噬细胞。

Figure 3. Pathological observation of sham operation group (4 伊 )

2. 3. 3摇 温控气体损伤组摇 摇 油红 O 染色可见典型

的不稳定斑块,斑块表现为薄的纤维帽、大的脂质

核心(图 4a)。 HE 染色示内膜为巨噬细胞及各种来

源的泡沫细胞浸润,局部存在粘液样变性,部分斑

块局部存在细小的裂隙,裂隙局部有小血栓形成

(图 4b、图 4c)。 Masson 三色染色可见纤维帽中平

滑肌细胞明显减少,散在一些蓝染的胶原纤维(图

4d),斑块内巨噬细胞丰富,部分存在片状的粘液聚

集,弹力纤维与平滑肌细胞呈层状排列,部分内弹

力板破损,平滑肌细胞经破损弹力板大量迁移入内

膜,胞核呈清晰的蓝黑色(图 4e)。 部分血管中膜弹

力纤维被牵拉变直,血管中膜变薄(图 4f),甚至中

膜消失,内膜与外膜相接(图 4g)。 部分切片显示滋

养血管丰富(图 4h)。
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图 4. 温控气体损伤组病理形态学观察摇 摇 a 为油红 O 染色(4 伊 ),红染颗粒为脂质;b 为 HE 染色(4 伊 ),显示细小裂隙及局

部血栓;c 为 HE 染色(100 伊 ),为 b 局部血栓放大图;d 为 Masson 三色染色(4 伊 ),横向箭头所指为脂质核心,竖向箭头所指为

纤维帽;e 为弹力纤维染色(20 伊 ),显示内弹力板被侵蚀;f 为弹力纤维染色(20 伊 ),弹力纤维牵拉变直,失去城墙状改变,显
示血管中膜变薄;g 为 HE 染色(20 伊 ),箭头所指为中膜消失处;h 为 HE 染色(4 伊 ),箭头所指为滋养血管。
Figure 4. Pathological observation of temperature control gas injury group

3摇 讨摇 论

Naghavi 等[5]于 2003 年进一步完善了易损斑块

的定义,指出其具有血栓形成倾向或极有可能快速

进展为“罪犯斑块冶的特点。 这一概念涵盖了多种

病理组织学特征的斑块,主要标准:斑块内活动性

炎症;薄纤维帽及大脂质核心;内皮细胞脱落伴表

层血小板聚集;裂隙斑块与受损斑块;严重狭窄。
虽然现存的一些动物模型为研究动脉粥样硬化斑

块的病理生理机制提供了可用的平台,但目前尚无

能够完美复制人类动脉粥样硬化斑块各个时期的

动物模型[6]。
本课题利用恒定低温气体损伤 + 高脂饮食方

式建立兔颈动脉粥样硬化斑块模型。 首先,从 HE
染色及 RAM11 标记的巨噬细胞免疫组织化学分析

中就可以看到斑块内存在大量巨噬细胞,是炎症活

跃的主要标志。 斑块内炎症细胞浸润特别是巨噬

细胞可通过吞噬或释放纤溶酶激活物及基质金属

蛋白酶(matrix metalloproteinase,MMP)降解细胞外

基质,削弱纤维帽,是斑块具有破裂倾向的特征之

一。 与假手术组及空白对照组相比,本模型组(温
控气体损伤组)外膜中可见较多的滋养血管,滋养

血管可促进动脉粥样硬化的发展[7],并且为炎症细

胞进入斑块提供了一条重要途径。 其次,纤维帽较

薄,为单层内皮细胞及少量平滑肌细胞构成,Masson
三色染色显示纤维帽内胶原纤维缺乏,特别是正常

血管壁组织和斑块交界处、斑块转角处纤维帽最

薄,心脏收缩舒张和冠状动脉血流的剪切力均易导

致纤维帽的受压变化而发生破裂[8]。 油红 O 染色

可见斑块内大量脂质沉积,斑块的脂质核心是由大

量低密度脂蛋白、富含粘稠状粥样脂质物质的泡沫

细胞、坏死组织、胆固醇结晶及退化的血液成分等

组成,在本模型组中并未看到胆固醇结晶的出现,
考虑与饲养周期短有关。 大的脂质核心被认为是

易损斑块的一个主要特征,此类斑块易于破裂导致

血栓形成[9]。 且斑块内存在较严重的的粘液样变,
使斑块膨胀,增加了斑块的不稳定性。 第三,部分

内皮细胞脱落,表层糜烂,可见散在的纤维蛋白聚

集,包裹有红细胞、血小板,内皮损伤后,其形态和

结构没有明显的改变,但其扩血管、抗凝血、抗白细

胞与血小板黏附、抗炎症及抗平滑肌细胞增殖等转

变为相反表现,致使冠状动脉对多种物质产生收缩

反应,从而诱发斑块破裂,是形成血栓的基础。 Vir鄄
mani 等[10]尸检发现因侵蚀斑块导致急性冠状动脉

综合征的患者,其侵蚀斑块表面内皮缺失或缺少,
而平滑肌及蛋白多糖基质丰富,这就提示内皮在预

防易损斑块中的重要性。 第四,从 HE 染色即可看

到部分斑块存在裂隙,延伸到斑块深处,局部纤维

帽缺损,聚集小量血小板、红细胞、纤维蛋白,纤维

帽中平滑肌细胞少而含有大量的炎症细胞。 第五,
严重狭窄病变,此类模型我们考虑为低温气体不单

单损伤到了内皮,还包括血管中膜平滑肌等深层组

织,这一现象向我们提示内膜损伤程度可影响斑块

病变范围和程度这一线索。
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本研究首次运用低温可控气体损伤血管内膜结

合高脂饮食,快速有效地创建了动脉粥样硬化易损斑

块动物模型。 此造模方法能建立与人类尸体解剖组

织学相似的易损斑块,整个操作过程简便,成本低,且
可以通过输液针长度调整实验所需温度,使损伤可

控,为我们研究易损斑块提供了一个更好的平台。 但

也存在着一些不足,比如实验操作过程虽然简便,但
液氮这种介质温度过低,危险性较高,操作过程难免

忙乱,如若采用一种普通低温( -55益左右)的液体作

为损伤介质,将会更加理想。
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