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肾动脉内、外膜射频消融对比格犬肾动脉
ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达的影响

朱利杰１ꎬ２ꎬ 高传玉１ꎬ２ꎬ 王宪沛１ꎬ２ꎬ 齐大屯１ꎬ２ꎬ 白民富１ꎬ２ꎬ 简冬冬１ꎬ２ꎬ 杨宏辉１ꎬ２

(１.河南省人民医院心血管内科ꎻ２.阜外华中心血管病医院ꎬ河南省郑州市 ４５００００)

[关键词] 　 肾动脉射频消融ꎻ　 ＣＤ３６ꎻ　 ＳＲ￣Ａꎻ　 肾动脉粥样硬化

[摘　 要] 　 目的　 研究肾动脉内、外膜射频消融对肾动脉清道夫受体 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达水平的影响ꎬ分析肾动脉

射频消融导致肾动脉粥样硬化的潜在风险ꎮ 方法　 选取健康比格犬 １４ 只ꎬ雌雄各半ꎬ分为实验组(１０ 只)和对照

组(４ 只)ꎬ实验组两侧肾动脉随机分为内膜组(１０ 条动脉)和外膜组(１０ 条动脉)ꎮ 内膜组和外膜组均分为术后 １
个月组(５ 条动脉)和术后 ３ 个月组(５ 条动脉)ꎬ对照组分为术后 １ 个月组(４ 条动脉)和术后 ３ 个月组(４ 条动脉)ꎮ
行肾动脉 ＨＥ 染色、免疫组织化学染色观察肾动脉的病理改变ꎻ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肾动脉 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达水

平ꎮ 结果　 (１)肾动脉造影结果:术后 １ 个月内膜组出现 １ 例肾动脉明显狭窄ꎬ其余均未见肾动脉狭窄ꎮ (２)肾动

脉病理改变:肾动脉射频消融后ꎬＨＥ 染色可见肾动脉灼烧部位中膜平滑肌排列紊乱ꎬ内膜局部增厚ꎬ结构破坏ꎻ免
疫组织化学结果可见肾动脉 ＣＤ３６ 表达聚集ꎮ 对照组血管壁未见明显改变ꎮ (３)肾动脉 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达:①术

后 １ 个月ꎬ内膜组(ｎ＝ ５)和外膜组(ｎ＝ ５)ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达量明显多于对照组(ｎ ＝ ４)(Ｐ 均<０.００１)ꎻ内膜组(ｎ ＝
５)较外膜组(ｎ＝ ５)ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达量增加ꎬ差异有显著性(Ｐ＝ ０.０４０ 和 Ｐ＝ ０.００７)ꎮ ②术后 ３ 个月ꎬ内膜组(ｎ ＝
５)和外膜组(ｎ＝ ５)ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达量明显高于对照组(ｎ ＝ ４)(Ｐ 均<０.００１)ꎻ而内膜组(ｎ ＝ ５)较外膜组(ｎ ＝ ５)
ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达量增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ 均<０.００１)ꎮ 结论　 肾动脉射频消融有导致肾动脉狭窄的可能ꎬ
内膜消融可能更容易出现肾动脉狭窄ꎻ肾动脉内、外膜射频消融均有导致肾动脉粥样硬化的潜在风险ꎮ
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　 　 高血压是导致心脑血管疾病死亡的重要原因

之一ꎬ每年大约有 ７００ 万人因高血压而死亡[１]ꎮ 高

血压患者比例逐年增加[２]ꎮ 部分高血压患者在使

用多种降压药物后血压仍然控制不佳ꎬ所以寻求其

他能够有效治疗高血压的方法成为人们研究的热

点ꎮ 肾脏去交感神经术( ｒｅｎａｌ ｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎꎬＲＤＮ)作
为一种治疗高血压的微创方法在全世界范围内兴

起ꎬ包括动物实验和临床等诸多领域[３]ꎮ ＲＤＮ 可以

同时阻断肾动脉传入神经和传出神经[４]ꎬ在顽固性

高血压的治疗中显示卓越的效果ꎮ 但动物实验中

发现肾动脉壁烧灼部位的内皮、中层平滑肌、外膜

的纤维化以及蛋白聚糖沉积ꎬ而神经纤维免疫组织

染色发现神经束周围的神经外膜纤维组织明显增

厚ꎬ纤维化及胶原沉积明显[５￣７]ꎮ 临床研究发现肾

动脉内膜射频消融能造成肾动脉损伤ꎬ可能导致肾

动脉狭窄等并发症ꎮ 本研究从分子水平进行肾动

脉 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 的表达量比较ꎬ分析肾动脉内、外
膜射频消融对肾动脉粥样硬化的潜在风险ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

１４ 只健康比格犬(雌雄各半)ꎬ年龄 １２ ~ １４ 月ꎬ
体质量 ９~１２ ｋｇꎬ由扬州四方实验动物科技有限公

司提供ꎮ 本研究获得河南省人民医院动物实验伦

理委员会的批准ꎮ
１.２　 实验试剂

０.９％盐水ꎬ肾动脉蛋白裂解液ꎬ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ
液ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 试剂ꎬ甘氨酸ꎬＴｒｉｓ 碱ꎬＳＤＳꎬ甲醇ꎬ脱
脂奶粉ꎬ硝酸纤维素膜 ＮＣ 膜ꎬ滤纸ꎬ柯达胶片ꎬ发光

液ꎬ显影液ꎬ定影液ꎬ４％多聚甲醛固定液ꎬ二甲苯ꎬ中
性树胶ꎬ苏木精染色液ꎬ伊红染色液ꎻ一抗羊抗狗

ＩｇＧ(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎬ二抗兔抗山羊

ＩｇＧ(武汉博士德生物技术有限公司)ꎬ戊巴比妥钠

粉剂(德国默克)ꎬ阿托品(昆明制药集团股份有限

公司)ꎬ肝素钠注射液ꎬ庆大霉素注射液ꎮ
１.３　 实验分组

１４ 只比格犬随机分为实验组(１０ 只)和对照组

(４ 只)ꎬ实验组比格犬两侧肾动脉随机分为内膜组

(１０ 条动脉)和外膜组(１０ 条动脉)ꎮ 对照组(８ 条

动脉)未行射频消融ꎮ 术后 １ 个月和术后 ３ 个月ꎬ实
验组分别处死 ５ 只比格犬ꎬ对照组分别处死 ２ 只比

格犬ꎬ故内膜组和外膜组肾动脉各 ５ 条ꎬ对照组肾动

脉各 ４ 条ꎮ
１.４　 手术步骤

１.４.１　 术前准备 　 　 所有拟行肾动脉造影的比格

犬ꎬ术前 １２ ｈ 禁食ꎬ术前 ６ ｈ 禁水ꎬ称重ꎮ
１.４.２　 麻醉　 　 按 ３０ ｍｇ / ｋｇ 静脉注射 ３％戊巴比妥

钠ꎬ每分钟小于 ２ ｍＬ 的速度静脉推注ꎬ直至麻醉成

功ꎬ给予阿托品 １ ｍｇ 静脉推注ꎬ术中出现输液反应

时给予地塞米松 １ ｍｇꎬ术中根据实验犬的苏醒、烦
躁等适时适量补充 ３％戊巴比妥钠ꎮ
１.４.３　 手术过程　 (１)肾动脉内膜射频消融:①造

影观察双侧肾动脉有无狭窄、夹层、血栓、畸形及长

短、粗细等情况ꎻ②完成造影后ꎬ拔出导管ꎬ插入 ６Ｆ
温控大头射频导管ꎬ肾动脉内膜由远到近纵横分割

的 ４ ~ ６ 个螺旋形位点行射频消融ꎬ消融功率 ８ Ｗꎬ
温度 ４５ ℃ꎬ每个点消融持续 ２ ｍｉｎꎻ③肾动脉射频消

融后再次从肾动脉造影ꎬ观察肾动脉有无水肿、夹
层、狭窄、血栓形成等ꎻ④术后 ３ 天每天给予肌注庆

大霉素 ８ 万 Ｕ 预防术后感染ꎮ (２)肾动脉外膜射频

消融:①外膜组沿腹直肌一侧切开ꎬ逐层分离皮下

组织及肌肉ꎬ暴露肾脏ꎬ然后分离肾脏动静脉ꎬ暴露

出外膜组肾动脉ꎻ②用 ６Ｆ 温控大头射频导管在生

理盐水浸泡下行肾动脉外膜射频消融ꎬ同样 ４~ ６ 个

消融位点ꎬ功率为 ８ Ｗꎬ温度 ４５ ℃ꎬ每个点消融

２ ｍｉｎꎻ③术后 ３ 天每天肌注庆大霉素 ８ 万 Ｕ 预防术

后感染ꎮ
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１.５　 ＨＥ 染色

处死比格犬ꎬ取出肾动脉放于液氮罐中保存ꎮ
用 １０％中性甲醛固定 ２４ ~ ４８ ｈꎬ脱水ꎬ透明ꎬ包埋ꎮ
将包埋有肾动脉组织的石蜡切片切成厚度为 ４ μｍ
的切片ꎬ至 ６０ ℃烤箱中烘烤过夜ꎬ使切片密切黏附

在预先使用多聚赖氨酸处理的载玻片ꎮ 脱蜡ꎬ染
色ꎬ脱水ꎬ透明ꎬ镜检ꎮ
１.６　 免疫组织化学染色

载玻片防脱片剂处理ꎻ切片脱蜡至水ꎻ蒸馏水

洗 ２ ｍｉｎ × ３ 次ꎻ微波修复抗原ꎻ滴加 ０. ０２ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳꎻ滴加适量一抗(羊抗狗 ＩｇＧ)ꎻ配制二抗工作

液ꎻ配制 ＳＡＢＣ 工作液ꎻＤＡＢ 显色ꎻ苏木精轻度复染ꎬ
脱水ꎬ透明ꎬ封片ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

分离肾动脉组织ꎬ加入裂解液ꎬ设定 ４ ℃ꎬ１４０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集上清液行蛋白定量ꎬ加入 ２０
μＬ 的 ６×变性 Ｂｕｆｆｅｒ 经 １００ ℃变性 １０ ｍｉｎ 后ꎬＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 分离蛋白ꎬ调整 ３００ ｍＡ 恒流转膜 ２ ｈꎮ 用

０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 液配制 ５％脱脂牛奶封膜ꎬ然后用

０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳＴ 液稀释一抗(ＳＲ￣Ａ:１ ∶ ２００ꎬＣＤ３６:
１ ∶ １００)ꎬ用 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳＴ 液洗膜ꎬ５ ｍｉｎ×４ 次弃

一抗ꎬ 用 ０. ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳＴ 液 稀 释 二 抗 ( 内 参

１ ∶ ５０００ꎬＳＥＲＣＡ２ａ １ ∶ ２０００)ꎬ封膜 ２ ｈꎬ涂发光液后

于暗室内用柯达胶片曝光ꎬ约 １ ｍｉｎꎬ扫描分析条带

灰度值ꎬ以灰度值定量代表蛋白表水平ꎮ
１.８　 统计学分析

所有数据应用 ＳＰＳＳ１７.０ 软件进行统计分析ꎬ组
间比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５ 表示差异有统

计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 肾动脉内、外膜射频消融

术前肾动脉造影均未见明显狭窄ꎻ术后 １ 个月ꎬ内
膜组出现１ 例肾动脉中段狭窄ꎬ肾脏萎缩ꎻ术后３ 个月ꎬ
内膜组、外膜组和对照组均未见明显的狭窄(图 １)ꎮ

图 １. 肾动脉造影和肾动脉射频消融　 　 Ａ 和 Ｂ 分别为右侧和左侧肾动脉造影ꎻＣ 和 Ｄ 分别为肾动脉内膜和外膜射频消融ꎻＥ 为术后 １ 个

月内膜组肾动脉造影ꎬ肾动脉明显狭窄ꎻＦ 为术后 １ 个月外膜组肾动脉造影ꎻＧ 为术后 ３ 个月内膜组肾动脉造影ꎻＨ 为术后 ３ 个月外膜组肾动脉

造影ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｒｅｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ａｂｌａｔｉｏｎ

２.２　 肾动脉 ＨＥ 染色结果

内膜组消融后内膜局部增厚ꎬ结构破坏ꎬ中膜

平滑肌细胞排列紊乱ꎻ外膜组肾动脉内膜结构完

整ꎬ无明显结构破坏(图 ２)ꎮ
２.３　 肾动脉免疫组织化学染色结果

实验组肾动脉 ＣＤ３６ 表达增多ꎬ局部可见斑块

形成ꎬ受体分布比较集中ꎮ 对照组 ＣＤ３６ 表达未见

明显聚集(图 ３)ꎮ
２.４　 肾动脉清道夫受体 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肾动脉 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 的蛋白

表达量ꎬ结果发现术后 １ 个月ꎬ内膜组和外膜组的

ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 蛋白表达量明显高于对照组(Ｐ 均<
０.００１)ꎬ内膜组 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 的蛋白表达量明显高

于外膜组(Ｐ ＝ ０.０４０ 和 Ｐ ＝ ０.００７)ꎻ术后 ３ 个月ꎬ内
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膜组和外膜组的 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 蛋白表达量明显高

于对照组(Ｐ 均<０.００１)ꎬ内膜组 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 蛋白

表达量明显高于外膜组(Ｐ 均<０.００１ꎻ图 ４ 和图 ５)ꎮ

图 ２. 消融术后肾动脉 ＨＥ 染色结果　 　 Ａ(１０×２０)和 Ｂ(１０×４０)分别为内膜组消融术后 １ 个月、３ 个月肾动脉 ＨＥ 染色结果:内膜局部增

厚ꎬ结构破坏ꎻＣ(１０×２０)和 Ｄ (１０×４０)分别为外膜组消融术后 １ 个月、３ 个月肾动脉 ＨＥ 染色结果ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＨＥ ｓｔａｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｎａｌ ａｔｅｒｙ ａｆｔｅｒ ＲＤＮ

图 ３. 免疫组织化学染色检测肾动脉 ＣＤ３６ 表达　 　 Ａ(１０×１０)和 Ｄ(１０×２０)分别为对照组术后 １ 个月和术后 ３ 个月ꎻＢ(１０×１０)和 Ｅ(１０
×２０)分别为内膜组术后 １ 个月和术后 ３ 个月ꎻＣ(１０×１０)和 Ｆ(１０×２０)分别为外膜组术后 １ 个月和术后 ３ 个月ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３６ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ

０３２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



图 ４. 术后 １ 个月和术后 ３ 个月肾动脉 ＣＤ３６ 表达量比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ３６ ａｔ １
ｍｏｎｔｈ ａｎｄ ａｔ ３ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｎａｌ ｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎ

图 ５. 术后 １ 个月和术后 ３ 个月肾动脉 ＳＲ￣Ａ 表达量的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＲ￣Ａ ａｔ １
ｍｏｎｔｈ ａｎｄ ａｔ ３ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｎａｌ ｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎ

３　 讨　 论

肾动脉射频消融术是一种新型的治疗顽固性

高血压的方法ꎬ这种方法可以同时阻断肾动脉传入

神经和传出神经[４]ꎬ并且在顽固性高血压的治疗中

效果显著ꎮ Ｋｒｕｍ 等[８] 的研究结果引起了医学界的

关注ꎬ术后患者血压显著下降ꎬ其中 １８ 例手术患者

在术后 ３０ 天内进行肾动脉造影未发现明显的肾动

脉狭窄ꎮ Ｓｙｍｐｌｉｃｉｔｙ ＨＴＮ￣２[９]研究中ꎬ对手术患者随

访 ６ 个月后ꎬ 实验组比对照组血压下降 ３２ / １２
ｍｍＨｇꎬ但是实验组出现 １ 例肾动脉损伤ꎮ 在临床

研究中对手术患者进行随访仍有明显降压效果[１０]ꎮ
在动物试验中[５￣７]进行的肾动脉射频消融取得了一

定的疗效ꎬ但有些并发症是无法避免的ꎬ肾动脉内

膜消融对肾动脉的损伤已经在以上研究中得以证

实ꎬ且术后有肾动脉狭窄的出现ꎬ但是这些均是术

后血管造影或者病理切片所见ꎬ而关于消融术后动

脉粥样硬化相关蛋白表达是否增加尚无报道ꎮ
动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是导致心脑

血管疾病的主要病理生理基础ꎮ 血管内皮损伤是

Ａｓ 发生的始动因素[１１]ꎮ 近年来越来越多的研究者

关注血管外膜在 Ａｓ 形成中的作用ꎬ并且认为血管外

膜参与了 Ａｓ 的发生发展[１２]ꎮ 研究发现在 Ａｓ 发生

的早期ꎬ外膜炎症即被激活ꎬ而且外膜炎症程度越

重时血管病变的严重程度越重[１３]ꎮ 有研究者通过

刺激外膜炎症反应ꎬ发现可导致内膜增生性病变形

成[１４]ꎮ 而炎症是免疫过程ꎬ血管炎症在 Ａｓ 的发生

发展中发挥重要作用[１５]ꎮ 结果提示外膜炎症与 Ａｓ
的发生密切相关ꎮ 成纤维细胞是外膜的主要细胞

成分ꎬ另外多种免疫细胞如淋巴细胞、巨噬细胞和

肥大细胞存在于外膜ꎬ对血管起免疫调节作用ꎮ 外

膜成纤维细胞可在促 Ａｓ 因素的作用下分化为肌成

纤维细胞ꎬ增殖、迁移至内皮下层ꎬ参与 Ａｓ 病变的

形成[１６]ꎮ
在 Ａｓ 的形成过程中ꎬ清道夫受体(ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅ￣

ｃｅｐｔｏｒꎬＳＲ)发挥了极其重要的作用ꎮ ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６
是巨噬细胞吞噬变性低密度脂蛋白的主要受体ꎬ吞
噬后形成泡沫细胞ꎬ从而导致 Ａｓ 的形成ꎮ Ａｓ 发生

早期巨噬细胞聚集到血管壁ꎬ通过清道夫受体大量

的摄取修饰的 ＬＤＬ(ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＬＤＬꎬｍＬＤＬ)ꎬ如氧化

型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)、ａｃ￣ＬＤＬ 等ꎬ造成胞内胆

固醇酯的堆积ꎬ最终形成泡沫细胞ꎬ泡沫细胞形成

是 Ａｓ 病变的早期变化和标志ꎬＣＤ３６ 的高表达在 Ａｓ
中发挥重要作用ꎬ且抑制 ＣＤ３６ 的表达或干扰其相

关信号通路可以显著缓解 Ａｓ 的严重程度[１７]ꎮ
本研究中ꎬ肾动脉内膜射频消融后行肾动脉造

影ꎬ术后 １ 个月出现 １ 例明显的肾动脉狭窄ꎬ近年的

临床试验中有类似报道ꎬ提示肾动脉射频消融有导

致肾动脉狭窄的风险ꎮ 肾动脉射频消融后行 ＨＥ 染

色及免疫组织化学染色可见肾动脉内膜增厚ꎬ中膜

平滑肌细胞排列紊乱ꎬ内膜结构完整性明显受损

等ꎬ这与以往的动物实验相似[８]ꎮ 肾动脉射频消融

术后 １ 个月和术后 ３ 个月ꎬ内膜组和外膜组清道夫

受体 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达量明显高于对照组ꎬ且内膜

组受体表达量明显高于外膜组ꎮ 以上研究结果表

明ꎬ肾动脉射频消融时对肾动脉管壁造成损伤ꎬ血
管壁损伤后出现 Ａｓ 受体表达增加ꎬ提示肾动脉射频

消融存在导致 Ａｓ 的潜在风险ꎮ 并且肾动脉内膜射

频消融术后 ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ 表达水平明显高于外膜
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射频消融组ꎬ提示肾动脉内膜射频消融可能造成更

严重的血管损伤ꎬ可能与射频消融能量直接作用有

关ꎬ而血管损伤和氧化应激可能在此过程中起重要

作用ꎬ但是其中潜在的机制仍不确定ꎬ需要进一步

研究证实ꎮ
综上ꎬ肾动脉内、外膜射频消融均可能导致肾

动脉结构的受损ꎻ肾动脉射频消融术后 Ａｓ 相关受体

(ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣Ａ)表达水平明显增加ꎬ提示肾动脉射

频消融有导致 Ａｓ 的潜在风险ꎻ肾动脉外膜消融术后

虽然也导致受体表达明显增加ꎬ但是却明显低于内

膜射频消融组ꎬ故肾动脉外膜射频消融造成肾动脉

损伤可能性更小ꎬ但仍需进一步研究进行验证ꎮ
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