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动静脉瘘所致的高剪切力减轻支架置入术导致的
新生内膜增生

刘崇栋, 陈 锋
(南昌大学第二附属医院血管外科,江西省南昌市 330000)
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[摘　 要] 　 目的　 研究动静脉瘘(AVF)所致的高剪切力(WSS)对动脉支架植入术后内膜增生(NIH)的影响。 方

法　 将 36 只雄性新西兰大白兔随机分为 3 组,每组 12 只。 支架组:右颈总动脉(CCA)植入支架;支架+动静脉瘘

(AVF)组:右 CCA 植入支架并行右颈 AVF;对照组:未行处理。 21 天后,取支架段 CCA 标本用于组织学染色和蛋

白质表达分析。 结果　 支架组支架段 CCA 内 WSS 维持在基线水平的 43. 2% ~ 48. 9% 。 支架+AVF 组 WSS 逐渐增

加到超过基线水平 86% 。 支架+AVF 组 NIH 较支架组减轻(新生内膜面积:0. 19 mm2 比 0. 87 mm2;新生内膜 / 中膜

面积比值:0. 18 比 1. 13)。 Western blot 结果显示,支架+AVF 组内皮型一氧化氮合酶(eNOS)水平明显高于支架组,
增殖细胞核抗原(PCNA)、血管细胞黏附分子 1(VCAM-1)、磷酸化 p38 丝裂原活化蛋白激酶(p-p38)和磷酸化 c-Jun
氨基末端激酶(p-JNK)水平明显低于支架组。 结论　 AVF 所致的高 WSS 减轻了支架植入术后的 NIH,其潜在的机

制可能与调节 eNOS、VCAM-1、p38 和 JNK 的表达和激活有关。
[中图分类号] 　 R54;R654. 4 [文献标识码] 　 A

High wall shear stress caused by arterio-venous fistula reduces neointimal hyperplasia
induced by stent implantation
LIU Chongdong, CHEN Feng
(Department of Vascular Surgery, the Second Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang, Jiangxi 330000,
China)
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[ABSTRACT]　 　 Aim 　 To investigate the effect of high wall shear stress (WSS) caused by arterio-venous fistula
(AVF) on neointimal hyperplasia (NIH) after stent implantation. 　 　 Methods　 36 male New Zealand white rabbits were
randomly divided into three groups with 12 rabbits in each group: stent group: right common carotid artery (CCA) stent
implantation; stent+ arterio-venous fistula ( AVF) group: right CCA stent implantation and right carotid AVF; control
group: no treatment. 　 After 21 days, CCA specimen of stent segment was taken for histological staining and protein ex-
pression analysis. 　 　 Results　 In stent segment CCA, WSS was maintained at 43. 2% -48. 9% of baseline in stent group,
and WSS gradually increased to 86% above baseline level in stent+AVF group. 　 NIH in stent+AVF group was less than
that in stent group (neointimal area: 0. 19 mm2 vs. 0. 87 mm2; neointima-to-media area ratio: 0. 18 vs. 1. 13). 　 Western
blot results showed that the level of endothelial nitric oxide synthase ( eNOS) in the stent+AVF group was significantly
higher than that in the stent group, while the levels of proliferating cell nuclear antigen (PCNA), vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1), phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase (p-p38) and phosphorylated c-Jun NH2 -ter-
minal protein kinase (p-JNK) in the stent+AVF group were significantly lower than those in the stent group. 　 　 Conclu-
sion　 High WSS induced by AVF can reduce NIH after stent implantation, and its potential mechanism may be related to
the regulation of eNOS, VCAM-1, p38 and JNK expression and activation.
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　 　 动脉支架植入术成功地缓解动脉粥样硬化狭

窄,保证动脉血流通畅,但支架内再狭窄严重地影

响了其远期疗效[1-3]。 支架内再狭窄的机制尚不完

全清楚,但支架动脉内剪切力 ( wall shear stress,
WSS)的改变被认为是促进内膜增生(neointimal hy-
perplasia,NIH)的潜在诱导因子[2,4]。 WSS 是指流

动的血液在血管内皮细胞(vascular endothelial cell,
VEC)表面上的摩擦力。 研究表明 WSS 与 NIH 之间

存在相关性[2,4],特别是有些研究表明 WSS 与 NIH
之间存在负相关性[4-5]。 低 WSS 会促进支架植入后

动脉 NIH[6-8]。 而具有层流的高 WSS 具有抗炎、抗
增殖、抗凋亡、抗血栓形成作用,可以抑制 NIH[6,9]。
本研究通过动静脉瘘(arterio-venous fistula,AVF)来
增加兔支架段颈总动脉 ( common carotid artery,
CCA)内的 WSS,以减轻支架段动脉内 NIH,并探讨

其潜在的分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验分组

雄性新西兰大白兔 36 只,体质量 2. 5 ~ 3. 5 kg,
根据处理方式分为 3 组,每组 12 只:(1)支架植入

术组(简称支架组):右 CCA 植入支架;(2)支架+
AVF 组:右 CCA 植入支架并行右颈动静脉瘘;(3)
对照组:未行处理。
1. 2　 动物模型

(1)AVF 模型:兔耳缘静脉注射戊巴比妥钠

(3% ,30 mg / kg)、肝素钠(100 IU / kg)。 麻醉成功

后,右颈做纵向切口,分离暴露右颈动脉和颈外静

脉,颈内动脉与颈外静脉间行 4 mm 的侧-侧吻合,建
立颈动脉静脉瘘。 (2)支架植入模型:将裸支架系

统(直径 2. 5 mm,长度 12 mm;乐普医疗公司,中国)
从切开的右颈外动脉插入至颈总动脉,扩张球囊

(12 atm,30 s),支架放置到位后,球囊放气并缓慢

取出。
术后 3 周,用致死剂量的戊巴比妥钠处死动物。

重新暴露右 CCA,收集支架段 CCA 标本,用于组织

学分析和蛋白质表达分析。 实验期间,所有大白兔

均每日肌注环丙沙星(10 mg / kg)3 天防止感染,并
在饮用水中加入阿司匹林(20 mg / d)以防止血栓

形成。
1. 3　 血流动力学监测

每 3 天使用彩色多普勒超声系统(Phillips,美
国)监测植入支架的通畅性。 直到收集标本,所有

的支架均保持通畅。 所有动物在 3 个时间点(术

前、术后立即、术后第 21 天)测量支架段 CCA 的腔

内直径 ( lumen diameter, LD) 和收缩期峰值流速

(peak systolic velocity,PSV)。 根据以下公式计算

WSS 强度(τ;dyne / cm2):τ = 4μV / LD[10];其中 μ 为

血液黏度(0. 03 泊),V 为收缩期峰值流速。
1. 4　 组织学分析

支架段 CCA 做硬组织切片。 10% 中性缓冲甲

醛固定,梯度乙醇脱水,用甲基丙烯酸乙二醇酯包

埋,钨刀片(Exakt 公司,德国)切割,并行苏木精和

伊红(HE)染色。 测量支架段动脉的新生内膜面积

和中膜面积,并计算内膜 / 中膜面积比。 用 Image-
Pro Plus 软件(Media Cybernetics 公司,美国)进行形

态学分析。
1. 5　 电子显微镜观察

支架段 CCA 纵向切开,用 2. 5% 戊二醛固定

12 h,梯度乙醇脱水,临界点干燥,最后用扫描电子

显微镜观察。
1. 6　 蛋白表达分析

支架段 CCA 进行蛋白质表达分析。 小心地从

CCA 标本取出支架。 用蛋白提取试剂盒(碧云天公

司,中国)提取总蛋白,使用增强型 BCA 蛋白测定试

剂盒(碧云天公司,中国)进行蛋白定量,以每孔 50
μg 样品上样到 8% ~ 12% 十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳泳道中,然后湿转到二氟化树脂膜上

(Millipore 公司,美国)。 用含有 5% 牛血清白蛋白

和 0. 1% Tween 20 的 Tris 缓冲盐水(TBS)封闭二氟

化树脂膜 2 h 后,将膜与小鼠抗增殖细胞核抗原

(proliferating cell nuclear antigen,PCNA)(Abcam 公

司)、小鼠抗 c-Jun 氨基末端激酶(c-Jun NH2-terminal
protein kinase,JNK)(CST 公司)、小鼠抗磷酸化 JNK
(p-JNK)(CST 公司)、兔抗 p38 丝裂原活化蛋白激酶

(p38 mitogen-activated protein kinase, p38) (CST 公

司)、兔抗磷酸化 p38(p-p38)(CST 公司)、兔抗内皮

型一氧化氮合酶( endothelial nitric oxide synthase,
eNOS) (Abcam 公司)、小鼠抗血管细胞黏附分子 1
(vascular cell adhesion molecule-1,VCAM-1) (Abcam
公司)、小鼠抗 β-actin(Abcam 公司)抗体过夜。 洗涤

后,将膜与耦联辣根过氧化酶的二抗孵育 1 h。 使用

增强的化学发光 Western blot 检测试剂(碧云天公司,
中国)检测条带。 使用 Image-Pro Plus 软件定量条带

的光密度,β-actin 为内参蛋白。
1. 7　 统计学分析

所有数据以 x± s 表示,两组之间的参数通过 t
检验比较,3 组之间的参数通过单因素方差分析,然
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后进行 Tukey 事后检验比较。 P<0. 05 被认为差异

具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 血流动力学改变

如表 1 所示,在支架组中,由于支架的植入导致

LD 增加 [( 1. 89 ± 0. 05 ) mm 增至 ( 2. 41 ± 0. 02 )
mm)],PSV 降低 [(22. 0 ± 1. 1) cm / s 降至 (12. 2 ±
0. 5)cm / s],WSS 降低至基线水平的 43. 2% [(14. 1

±0. 8)dyne / cm2 降至(6. 1±0. 3)dyne / cm2]。 随后 3
周,WSS 仍保持较低水平[(6. 9 ±0. 3) dyne / cm2 ],
为基线水平的 48. 9% 。

在支架+AVF 组中,尽管植入的支架使血管的

LD 增大[(1. 87±0. 04)mm 增至(2. 43±0. 02)mm],
但由于 AVF 引起的 PSV 升高[(21. 4±0. 8)cm / s 增

至(27. 8 ± 0. 8 ) cm / s], WSS 仍保持在基线水平

[(13. 7 ± 0. 4 ) dyne / cm2 ]。 随后 3 周, 随着 PSV
[(52. 8±1. 3) cm / s]的进一步增加,WSS 增至超过

基线水平 86% [(25. 7±0. 7)dyne / cm2]。

表 1. CCA 血流动力学参数

Table 1. Hemodynamic parameters of CCA

分组 时间 LD / mm PSV / (cm / s) WSS / (dyne / cm2)
对照组 0 天 1. 83±0. 05 21. 4±0. 9 14. 2±0. 7

21 天 1. 90±0. 04 22. 1±0. 7 14. 1±0. 7
支架组 术前 1. 89±0. 05 22. 0±1. 1 14. 1±0. 8

术后立即 2. 41±0. 02ab 12. 2±0. 5ab 6. 1±0. 3ab

术后 21 天 2. 35±0. 02ab 13. 5±0. 5ab 6. 9±0. 3ab

支架+AVF 组 术前 1. 87±0. 04 21. 4±0. 8 13. 8±0. 7

术后立即 2. 43±0. 02ab 27. 8±0. 8ab 13. 7±0. 4abc

术后 21 天 2. 47±0. 09b 52. 8±1. 3abc 25. 7±0. 7abc

　 　 a 为 P<0. 01,与对照组 21 天比较;b 为 P<0. 01,与支架组术前比较;c 为 P<0. 01,与支架组术后 21 天比较。

2. 2　 电子显微镜扫描

如图 1 所示,支架组支架段动脉表面的 VEC 排

列不规则,而支架+AVF 组 VEC 与动脉血流方向平

行排列。

图 1. 电子显微镜扫描图

Figure 1. Scanning image of electron microscope

2. 3　 新生内膜增生

如图 2A 所示,支架段 CCA 组织学分析表明,支
架组形成了明显的 NIH,而支架+AVF 组 NIH 相对

较轻。 如图 2B 和 2C 所示,定量分析表明,支架+
AVF 组 NIH 较支架组减轻 (新生内膜面积:0. 19
mm2 比 0. 87 mm2;新生内膜 /中膜面积比值:0. 18
比 1. 13)。

2. 4　 支架段 CCA 的蛋白表达

如图 3 所示,蛋白质表达分析表明支架组 eNOS
水平显著低于对照组,PCNA、VCAM-1、p-p38 和 p-
JNK 水平显著高于对照组。 支架+AVF 组 eNOS 水

平明显高于支架组,PCNA、VCAM-1、p-p38 和 p-JNK
水平明显低于支架组。
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图 2. 组织学分析

a 为 P<0. 05,与支架组比较。

Figure 2. Histological analysis

3　 讨　 论

该研究表明:(1)支架+AVF 组与支架组相比,
AVF 使支架段动脉内的 WSS 增加。 (2)AVF 所致

的高 WSS 可以抑制支架植入所致的 NIH;(3) 与

NIH 减轻相伴随的是 eNOS 蛋白表达的增加,而 PC-
NA、VCAM-1、p-p38 和 p-JNK 蛋白表达的降低。

众所周知,动脉内植入的支架直径要比动脉内

径要大。 尽管支架过大可以通过损伤动脉而引起

NIH,但也可以通过增加横断面积、降低血流速度并

最终 导 致 支 架 段 动 脉 内 WSS 的 降 低 来 促 进

NIH[11]。 Sick 等[11]的临床研究指出,支架过大超过

10%就会导致明显 NIH。 也有研究表明,支架植入

术后 WSS 与 NIH 之间存在负相关[4]。
在本研究中,支架组 WSS 降低至基线水平的

43. 2% ,这是由于植入过大的支架导致 LD 的增加

和 PSV 的降低。 随后 3 周内,WSS 仍保持较低水

平,并且出现明显 NIH。 因此,支架植入引起的低

WSS 导致明显的 NIH。 在支架+AVF 组中,尽管植

入支架过大而使 LD 增加,但因为 AVF 引起 PSV 升

高,WSS 仍可维持在基线水平。 在随后的 3 周,因
为 PSV 的进一步增加,WSS 在基线水平上继续增加

了 86% 。 因 AVF 引起的 PSV 持续增加导致 WSS
的持续增加,减轻了 NIH 的形成。 因此,AVF 导致

的高 WSS 可减轻支架段动脉的 NIH。
除了 WSS 的流体力学因素外,固体力学因素也
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图 3. Western blot 检测 eNOS、PCNA、VCAM-1、p-p38 和 p-JNK 的蛋白表达

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与支架组比较。

Figure 3. The protein expressions of eNOS, PCNA, VCAM-1, p-p38 and p-JNK detected by Western blot

可以影响 NIH 的程度。 支架过大可在动脉壁产生

较高 的 周 向 剪 切 力 ( circumferential wall stress,
CWS) [5]。 已有研究表明组织内压力和 CWS 的改

变可以刺激细胞增殖和血管重塑[12]。 CWS 是炎症

反应的诱发因素,促进动脉粥样硬化的形成[13-14]。
支架对血管的支撑作用会导致较高的 CWS,从而导

致血管损伤和炎症,最终促进了 NIH 的形成[5]。 Tim-
mins 等[15]的临床研究表明 CWS 促进支架段股动脉的

NIH。 CWS 和 NIH 之间存在明显的线性关系[5]。
如果不考虑支架对 CCA 的扩张作用,由于 AVF

可以导致供血动脉扩张,支架+AVF 组 CCA 的直径

会变得比支架组大。 支架+AVF 组的支架过大程度

相对于支架组较小,CWS 低于支架组。 因此,与支

架组相比,支架+AVF 组 CWS 诱导的 NIH 较轻。

本研究发现在支架 +AVF 组,伴随着较轻的

NIH,VCAM-1、 p-p38 和 p-JNK 的蛋白表达降低;
VCAM-1、 p38 和 JNK 参 与 了 NIH 的 形 成 过

程[2,16-17]。 VEC 可以表达促炎因子,如 VCAM-1。
JNK 和 p38 的活性磷酸化形式可以诱导 VCAM-1 表

达并提高 VCAM-1 mRNA 的稳定性。 丝裂原活化的

蛋白激酶磷酸酶 1(MKP-1)可以通过脱磷酸基团使

p38 和 JNK 失活[2,16]。 高 WSS 促进 MKP-1 的表达,
从而抑制 p38、JNK 和下游转录因子的激活,以及抑

制 VCAM-1 表达[2,16]。 高 WSS 通过促进 VEC 持续

表达 MKP-1 来抑制 p38 和 JNK 的活性,从而抑制动

脉炎症[2]。 高 WSS 还通过阻断蛋白激酶 C 的裂解

而削弱 JNK 活性[16,18-19]。 因此,由 AVF 引起的高

WSS 通过调控 VCAM-1、p-p38 和 p-JNK 的表达和活
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化来抑制支架段动脉的 NIH。
在本研究中,相比支架组,支架+AVF 组中支架

段 CCA 表达的 eNOS 蛋白水平较高。 eNOS 主要由

VEC 表达,它能催化一氧化氮( nitric oxide,NO)的

产生。 NO 作为有效的血管扩张剂,也可以抑制血

小板和白细胞的活化,抑制平滑肌细胞的增殖和迁

移,从而减轻 NIH[20-21]。 WSS 的急性增加可导致快

速产生大量 NO,这在血管舒张中起关键作用。 而

由于 WSS 持续增加诱导慢性产生的 NO 可作为抗

动脉粥样硬化和抗炎分子[22]。 剪切力响应元件位

于 eNOS 基因的启动子区域,eNOS 作为一种机械感

应传导的偶联,可通过结合 NO 长期调控血流动力

学。 研究发现,NO 合成酶或其信号通路的缺陷可

以促进 NIH[23]。 相反,由 eNOS 基因转移或 NO 供

体递送引起的局部 NO 产生增加,可以抑制动脉损

伤后 NIH[24]。 因此 AVF 所致的高 WSS 显著提高了

eNOS 蛋白的表达,进而抑制 NIH。
综上所述,AVF 所致的高 WSS 可以减轻支架植

入后的 NIH,其潜在机制可能与调控 eNOS、VCAM-
1、p38 和 JNK 的表达和活化有关。

支架术后 NIH 继而支架狭窄是下肢动脉硬化闭

塞症支架置入术远期疗效差最主要的原因,动静脉瘘

形成高剪切力可以减轻支架术后 NIH。 若缺血下肢

动脉狭窄,在近端人为制造动静脉瘘,血流增加,形成

高剪切力,具有一定的临床应用价值及可行性。
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