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　　【摘要】　目的：初步探讨Ａｓ２Ｏ３／ＣＤ１３３抗体双面涂层药物洗脱支架在动物体内的

治疗作用。　方法：６０只中华小型猪非高脂饮食喂养４周，随机分为球囊损伤组、假手术

组和双面涂层支架组，造模后继续喂养４周，行冠状动脉光学相干断层成像（ＯＣＴ）后处

死动物，取心肌组织行免疫组化检测。　结果：ＯＣＴ图像显示，球囊损伤组冠状动脉斑块

明显扩大，内膜增厚，纤维帽厚度明显增加；与球囊损伤组相比，双面涂层支架组斑块明

显缩小，内膜增厚不明显，纤维帽厚度无明显增加；假手术组冠状动脉基本正常。双面涂

层支架组冠状动脉的内膜／中膜面积比和厚度比低于球囊损伤组，但仍高于假手术组（犘

＜０．０５）。免疫组化结果表明，球囊损伤组心肌Ｂａｘ和Ｂｃｌ２２的表达明显高于假手术组，

双面涂层支架组Ｂａｘ和Ｂｃｌ２２的表达明显低于球囊损伤组（犘均＜０．０１），而与假手术组

无明显差异。　结论：Ａｓ２Ｏ３／ＣＤ１３３抗体双面药物涂层支架能显著抑制冠状动脉内膜增

殖，抑制心肌凋亡。
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　　经皮冠状动脉介入治疗（ＰＣＩ）经历了由单纯经

皮经腔血管成形术（ＰＴＣＡ）到冠状动脉内支架置入

术及相关技术的发展，其中，冠状动脉内支架置入

术作为 ＰＣＩ的代表性技术被国内外指南所推

荐［１３］。冠状动脉内支架也从裸金属支架（ＢＭＳ）发

展为多种类型的药物洗脱支架（ＤＥＳ）。冠状动脉内

支架置入术解决了单纯ＰＴＣＡ急性血管闭塞的难

题，使再狭窄率由ＰＴＣＡ时代的３０％～５８％，降低

到ＤＥＳ时代的５％～１０％
［４］。ＤＥＳ可抑制血管平

滑肌细胞增生、迁移，降低再狭窄率，但因其同时也

抑制内皮细胞对损伤血管段的修复，影响支架置入

部位血管的再内皮化［５］，造成晚期支架内血栓形成。

支架内血栓形成病情凶险，死亡率高（约４０％）。我

国每年ＤＥＳ置入患者已超过３０万
［４］，并以３０％的

速度逐年增长。研制既能防止支架内血栓形成，又

降低再狭窄发生率的功能性 ＤＥＳ是临床的迫切

需求。

本研究利用球囊损伤建立急性心肌损伤动物

模型，于损伤冠状动脉内置入自行设计的管壁层含

Ａｓ２Ｏ３、血管腔面含ＣＤ１３３抗体的支架，旨在初步

探讨该支架的治疗作用。

１　材料和方法

１．１　材料

６０例中华小型猪来自温州医科大学实验动物

中心，ＳＰＦ级。新型支架由上海爱普生医疗器械有

限公司友情提供。免疫组化试剂购自上海世易生

物科技有限公司。

１．２　急性心肌损伤动物模型的建立

小型猪经普通非高脂饲料饲养４周后，于造模

前禁食１０ｈ，禁水４ｈ。给予戊巴比妥钠１ｍｇ／ｋｇ

腹腔注射麻醉，直视下分离并穿刺右股动脉，置入

６Ｆ动脉鞘管，鞘内一次性注入普通肝素１００Ｕ／ｋｇ

抗凝。Ｘ线透视下沿鞘送入６ＦＪＬ４．０指引导管至

左冠状动脉主干开口。沿指引导管将指引导丝送

至前降支远端，后沿导丝送入光学相干断层成像

（ＯＣＴ）专用阻断球囊（直径２．０ｍｍ）至前降支中

段，以２个大气压扩张球囊阻断冠状动脉前降支，持

续时间６００ｓ。阻断同时给予肝素化生理盐水进行

灌洗。如阻断过程中出现心室颤动则予非同步直

流电２００Ｊ进行除颤复律。

１．３　实验分组及处理

将６０只参与研究的中华小型猪进行编号，应用

Ｅｘｃｅｌ软件ＲＡＮＤ公式产生随机数，将实验动物平

均分为３组。

（１）球囊损伤组：非高脂饮食喂养４周后，进行

球囊损伤。

（２）假手术组：非高脂饮食喂养４周后，进行分

离显露股动脉及 ＯＣＴ等手术操作，但不对前降支

进行球囊损伤。

（３）双面涂层支架组：非高脂饮食喂养４周后，

进行球囊损伤，操作完毕撤回球囊后，于损伤冠状

动脉内置入 Ａｓ２Ｏ３／ＣＤ１３３双面涂层支架（１０个大

气压扩张释放）。

所有操作结束后，缝合伤口，继续饲养，同时给

予实验动物生理盐水腹腔注射，每日２次，共４周。

４周后３组动物均进行 ＯＣＴ检查，处死动物，取前

壁心肌组织。

１．４　观察指标

１．４．１　ＯＣＴ观察　观察冠状动脉斑块性质、纤维

帽的厚度，同时测定内膜及中膜的厚度、面积，计算

内膜／中膜的厚度比和面积比。

１．４．２　Ｂａｘ和Ｂｃｌ２２的免疫组织化学染色 将心肌

组织标本经４０ｇ／Ｌ甲醛固定，石蜡包埋，以２μｍ层

厚连续切片。取上述各组连续切片各１张，常规脱

蜡至水，严格按照试剂盒说明书进行免疫组化后续

操作。中性树胶封闭镜检。以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

代替一抗，设置阴性对照。镜下蛋白阳性表现为棕

色，呈颗粒状弥漫性分布。数码显微照相采集图

像，每张切片随机选取５个高倍视野，应用Ｉｍａｇｅ

ＰｒｏＰｌｕｓ图像分析系统测定切片各视野阳性点面积

总和及累积吸光度值，以平均吸光度值表示Ｂａｘ及

Ｂｃｌ２２蛋白阳性表达强度。

１．５　统计学分析

计量资料采用均数±标准差表示，两样本均数

的比较采用单因素方差分析，多个样本均数间的多

重比较采用ＳＮＫ狇检验。采用ＳＰＳＳ１８．０软件进

行统计分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＯＣＴ观察

球囊损伤组冠状动脉斑块明显扩大，内膜增

厚，纤维帽厚度明显增加；与球囊损伤组相比，双面

涂层支架组斑块明显缩小，内膜增厚不明显，纤维

帽厚度无明显增加；假手术组冠状动脉基本正常

（见图１）。双面涂层支架组的内膜／中膜面积比和

厚度比低于球囊损伤组，但仍高于假手术组（犘＜

０．０５，见表１）。
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图１　各组冠状动脉犗犆犜图像的对比

表１　各组冠状动脉内膜／中膜厚度比和面积比

内膜／中膜厚度 内膜／中膜面积

球囊损伤组 ２．１２±０．７４ ２．２３±０．７２

假手术组 １．５２±０．８１（１） １．８９±０．７４（１）

双面涂层支架组 １．７４±０．６６（１）（２） ２．０１±０．５６（１）（２）

　　注：与球囊损伤组相比，
（１）犘＜０．０５；与假手术组相比，

（２）犘＜

０．０５

２．２　凋亡相关蛋白Ｂａｘ和Ｂｃｌ２２的表达

免疫组化结果表明，球囊损伤组Ｂａｘ和Ｂｃｌ２２

的表达明显高于假手术组，双面涂层支架组Ｂａｘ和

Ｂｃｌ２２的表达明显低于球囊损伤组（犘 均＜０．０１），

而与假手术组无明显差异（见表２）。

表２　各组心肌组织犅犪狓和犅犮犾２２表达强度

Ｂａｘ Ｂｃｌ２２

球囊损伤组 ７４．４±６．９ ６４．０±７．２

假手术组 １３．２±５．１（１） １７．８±４．８（１）

双面涂层支架组 ２１．２±５．３（１） ２１．７±５．６（１）

　　注：与球囊损伤组相比，
（１）犘＜０．０１

３　讨论

ＤＥＳ的结构包括金属支架、聚合物及溶解于聚

合物中的药物。目前经过批准应用于临床的ＤＥＳ

药物有西罗莫司、紫杉醇、依维莫司等，药物溶解于

聚合物后通过缓慢释放作用于支架黏附的血管壁，

抑制平滑肌增殖、迁移，从而防止支架置入后再狭

窄的发生。

Ａｓ２Ｏ３是ＦＤＡ批准的治疗急性早幼粒细胞白

血病的药物。体外研究表明，Ａｓ２Ｏ３可抑制细胞生

长周期及诱导细胞凋亡。在兔颈动脉损伤模型中

腹腔内注射Ａｓ２Ｏ３可引起Ｂｃｌ２表达下调、Ｂａｘ表达

上调，导致平滑肌细胞凋亡。国内研究者设计了

Ａｓ２Ｏ３涂层支架并与紫杉醇、西罗莫司等涂层支架

进行了比较，发现它们在预防支架内再狭窄发生率

方面效果相似。

ＤＥＳ中的药物在抑制平滑肌增殖的同时，也抑

制了内皮细胞对损伤血管段的修复，影响支架置入

部位血管的再内皮化。ＤＥＳ导致晚期支架内血栓

的主要原因为内皮化不全。

人体外周血中广泛存在多潜能内皮祖细胞，其

中 ＣＤ３４＋、ＣＤ１３３＋、血管内皮生长因子受体 ２

（ＶＥＧＦＲ２）＋的内皮祖细胞可定向分化为内皮细

胞。利用支架捕获这些内皮祖细胞可促进损伤内

皮的修复。近年来，一种新型支架———Ｇｅｎｏｕｓ支

架，其表面有ＣＤ３４抗体涂层，可捕获循环中的内皮

祖细胞，加速支架段血管的内皮化过程，从而抑制

远期支架内血栓形成。这种支架在动物实验和临

床试验中均显示出了良好的效果，而且在仅使用双

联抗血小板治疗１个月的情况下并未增加晚期支架

内血栓事件的发生率［６１０］。ＴＲＩＡＳＨＲ研究比较了

内皮祖细胞捕获支架和传统ＤＥＳ置入术后１年的

主要终点事件，内皮祖细胞捕获支架组靶血管再狭

窄率较传统 ＤＥＳ组高，但是晚期支架血栓发生率

低［１１］。ｖａｎＢｅｕｓｅｋｏｍ等
［１２］将不同支架置入猪冠状

动脉进行疗效对比，发现内皮捕获支架组血管内皮

化加快，但并未抑制新生内膜增厚。

由于ＣＤ３４也表达在成熟脱落的内皮细胞上，

特异性较差，分化能力不足。因此 Ｇｅｎｏｕｓ支架存

在以下局限性：（１）捕获的内皮祖细胞过于成熟，分

化作用有限；（２）抗原的特异性低，血管中脱落的内

皮细胞也可被捕获；（３）没有同时采用抑制平滑肌

细胞增殖的药物。对ＣＤ１３３的研究证实，在体外纯

化的 ＣＤ１３３＋ 细胞能够分化成内皮细胞，并且
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ＣＤ１３３是一个高度保守的抗原，它只表达在未成熟

的内皮祖细胞，未成熟的内皮祖细胞具有较强的分

化能力。因此，捕获ＣＤ１３３＋内皮祖细胞的支架可

能在加强内皮愈合和功能恢复上会有更好的效果。

鉴于Ａｓ２Ｏ３和ＣＤ１３３抗体抑制平滑肌细胞增

殖、修复血管内皮的功能，我们设计了 Ａｓ２Ｏ３／

ＣＤ１３３抗体复合双面涂层支架。本研究初步探讨

这种双面涂层支架的治疗作用，证明该支架可以抑

制损伤处血管内膜增生，减少心肌梗死。该型支架

设计思路可行，但缺乏与传统ＤＥＳ的对比实验。今

后我们将着重探讨这种支架促进内皮修复和抑制

平滑肌增殖的双重作用，并与ＤＥＳ对比分析，以期

为临床提供更好的支架选择。
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