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1.期刊论文 陈路.方红城.苏又苏.吴京兰.陈菲.张志杰.高德宏.李明华 核磁共振成像对兔腹主动脉易损斑块的诊断价值 -实用心脑肺血管

病杂志2010,18(6)
    目的 探讨核磁共振成像(MRI)对兔腹主动脉易损斑块(VP)的诊断价值.方法 20只雄性新西兰大白兔给以球囊拉伤腹主动脉+高脂饮食8周,建立兔腹主动脉VP模型.15只兔成功建立VP模

型后分别进行MRI扫描和病理组织学检查.结果 与病理切片相对应的90组MRI图像,发现斑块52处,其中VP36处,纤维性斑块16处;与病理组织学比较,MRI识别兔动脉粥样硬化易损斑块的敏感

性和特异性分别为83.8%和90.6%.结论 MRI对识别兔腹主动脉易损斑块有较好的价值.

2.期刊论文 方红城.苏又苏.吴京兰.陈路.方叶青.谢培益.陈菲.高得宏.李明华 兔腹主动脉易损斑块模型的建立及其血管内超声特征 -广东

医学2009,30(12)
    目的 建立兔腹主动脉易损斑块(VP)模型并探讨其血管内超声(IVUS)影像学特征.方法 20只雄性新西兰大白兔经球囊扩张损伤腹主动脉,高脂喂养8周后行IVUS检查和病理组织学检查

.结果 15只兔子成功建立VP模型,病理切片发现斑块54层,其中37层(68.5%)为VP.经IVUS检查,VP处斑块面积、管腔狭窄率、偏心指数均明显高于纤维性斑块(P<0.05).VP正性重构的比例显

著高于纤维性斑块(71.8% vs 16.7%.P<0.01).与病理组织学比较,IVUS识别VP的敏感性和特异性分别为86.5%和88.7%.结论 球囊扩张+高脂饮食方法可成功建立兔腹主动脉VP模型,IVUS对

识别VP有较好的价值,VP的IVUS特征为偏心狭窄和正性重构.

3.学位论文 张蕾 动脉粥样硬化易损斑块发生机制、检测方法和干预措施的研究 2008
    背景

    近年研究证明，动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)斑块破裂是急性心血管事件的主要病因。一般认为，具有薄纤维帽，大脂质核心及大量激活巨噬细胞的斑块不稳定，易于破裂

。易损斑块的早期识别和干预对于急性心血管事件的预防具有十分重要的意义。研究动脉粥样硬化斑块不稳定的因素，促使易损斑块向稳定方向转变，是预防心脑血管事件的重要方法。

易损斑块发生发展机制及防治的研究均依赖于理想的动物模型，然而，迄今尚无国内外公认的易损斑块动物模型。

    在以前研究中，我们曾利用夹闭富含AS斑块的兔腹主动脉两端10分钟的方法局部转染外源性野生型p53基因，成功地建立了易损斑块的动物模型，为研究易损斑块的机制提供了较好

的实验模型。然而，p53诱导斑块破裂的具体机制仍不明确，且此模型尚存在以下不足，需进一步改进：(1)腹主动脉局部结扎可导致部分脏器缺血及再灌注损伤，因而造成相对较高的死

亡率；(2)携带p53基因的腺病毒仅与内皮细胞接触10分钟，转染效率难以控制；(3)在松开结扎的腹主动脉后，含有携带p53基因的腺病毒悬液将进入随血液循环进入全身器官，产生一定

的副作用。因此本实验中，我们进一步改良了此模型，并试图阐明外源性野生型p53基因诱导AS斑块易损的机制。

    目的：

    (1)建立相似于人类动脉粥样硬化易损斑块、易于检测并适于观察药物疗效的动物模型； (2) 明确p53基因斑块内注射导致斑块不稳定性增高的机制。

    方法：

    1.模型的建立：3月龄纯种新西兰雄性大白兔40只，给予球囊损伤腹主动脉后，高脂饲料(1％胆固醇)喂养10周，随后所有实验兔均改为普通饲料喂养6周。然后实验兔被随机分为A组

(n=16)、B组(n=16)和C组(n=8)℃组作为斑块验证组于16周末被处死。实验16周时，分别向A组和B组实验兔腹主动脉最大斑块内注射携带人野生型p53基因(Ad5-CMV.p53)和lac Z基因

(Ad5-CMV.Iac Z)的复制缺陷型重组腺病毒。斑块内注射方法如下：麻醉动物，打开腹腔，暴露腹主动脉。在血管内超声探头的引导下，于髂总动脉以上、胸主动脉以下的血管段中的最

大斑块作为拟注射斑块。吸取滴度为8x109pfu/ml的Ad5-CMV.p53或Ad5-CMV.Iac Z悬浊液50μL分别注射入相应斑块。转染后1天，分别处死A、B组实验兔各3只，以观察病毒转染效率。转

染2周后，参照Constantinides等的方法对A、B组实验兔分别进行药物触发：中国斑点蝰蛇毒(Chinese Russell’s viper venom，CRVV)0.15mg/kg腹膜下注射，30min后耳缘静脉注射组

胺0.02mg/kg，于处死动物前24h和48h给予两次药物触发。

    2.血液生化指标及炎性因子的检测：实验兔分别于实验开始、10周及16周末处死动物前作血液生化检查。禁食12h以上，测量体重后，经耳缘静脉抽取空腹血，留取自凝血检测血清

总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白(LDL-C)及高密度脂蛋白(HDL-C)。同时采用ELISA法测定血清高敏C反应蛋白(hs-CRP)，单核细胞趋化蛋白1(MCP-1)，可溶性细胞间粘附分子

(slCAM-1)，可溶性血管细胞粘附分子(sVCAM-1)及氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)的浓度。
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    3.组织病理学及免疫组织化学染色检查：

    应用β-半乳糖苷酶原位染色试剂盒使5岬冰冻切片lac Z显色，油红O使脂质染色；采用原位末端脱氧核苷酸转移酶介导的缺口末端标记法(TUYNEL)检测测定斑块内细胞凋亡情况。常

规苏木素-伊红(H&E)染色，同时进行天狼猩红及Masson染色使胶原及平滑肌细胞显色，应用RAM-H及α-actin抗体分别测定检测斑块内巨噬细胞、平滑肌细胞的分布情况，应用P53及TNF

α抗体检测斑块内P53及TNF α表达水平。连续切片H&E染色发现纤维帽断裂并腔内血栓形成诊断为斑块破裂。应用Image-Pro Plus 5.0图像分析系统测量病变部位斑块的纤维帽厚度、血

管内膜-中层厚度(intima-media thickness，IMT)，并计算纤维帽厚度/内膜-中层厚度的比值。 4.统计学分析所有定量资料用mean±SD表示，并用one-sample Kolmogorov-Smimov

test评价定量资料是否呈正态分布。连续性变量组间比较用非配对t-检验，多组间比较用单因素方差分析。斑块破裂率采用Fisher’s exact test。所有连续性变量均与斑块破裂进行相

关分析，然后阳性变量进入二分类logistic回归模型分析影响斑块破裂的独立危险因素。同时，应用线性回归分析评价凋亡和炎性因子hs-CRP、MCP-1、sICAM-1、sVCAM-1和ox-LDL的关

系。双尾p＜0.05被认为有显著性差异。数据用SPSS 13.0软件分析。

    结果：

    1.实验动物一般情况实验过程中，所有实验兔在球囊拉伤及腹部手术后均恢复良好，无并发症出现。

    2.三组实验兔生化指标及炎性因子检测建模前后实验兔血脂各项指标比较除HDL以外均有显著性差异，其中TC和LDL-C升高最为显著，普通饮食6周后，血脂水平下降(P＜0.01)，但三

组间比较差异无统计学意义(P＞0.05)。

    基因转染前(基础状态、10周末及16周末)，三组间hs-CRP、MCP-1、sICAM-1、sVCAM-1及ox-LDL水平无明显差异(p＞0.05)；而18周末，A组hs-CRP、MCP-1、sICAM-1、sVCAM-1及ox-

LDL 水平明显高于B组(p＜0.01)。

    3.血管内超声(IVUS)检查在球囊拉伤+高脂饮食10周后，所有实验兔均可见低回声脂质斑块；p53转染前ⅣUS未见斑块破裂及血栓形成。血管壁局部凹陷处为.Ad5-CMV.p53或Ad5-

CMV.1ac Z注射部位。

    4.斑块内调亡细胞的检测p53转染后1天，TUNEL染色显示Ad5-CMV.lac Z处理组凋亡率为1.87±0.17％，而Ad5-CMV.p53处理组凋亡率为10.99±0.78％。转染后14天，Ad5-CMV.p53及

Ad5-CMV.lae Z处理组凋亡率分别变为2.71±0.42％和0.97±0.13％。与A组相比，在转染后1天和14天，B组斑块细胞凋亡率明显降低，有显著性差异。C组凋亡细胞较少约

0.15±0.07％，且多分布于脂质核心内。

    5.腹主动脉斑块局部有效转染腺病毒为评价基因转染有效性和表达时间，测定了转染AdS-CMV.lae Z斑块冰冻切片的β-半乳糖苷酶活性。转染后1天，在斑块核心及纤维帽处可探测

到大量的蓝色颗粒，在转染后14天仍可探测到β-半乳糖苷酶阳性表达。在Ad5-CMV.p53处理组，p53阳性细胞主要分布于斑块表层平滑肌丰富的区域。在.Ad5-CMV.p53转染后1天，p53阳

性细胞表达较多，且主要分布于内膜，转染14天后，p53阳性表达较少。在Ad5-CMV.lac Z处理组和斑块验证组斑块内未见有p53阳性表达。

    6.病理学检查药物触发后，A组有10只实验兔发现有斑块破裂，破裂率为76.9％；B组有3只实验兔出现斑块破裂，破裂率为23.1％；C组无斑块破裂，破裂率为0％。与其他两组相比

，Ad5-CMV.p53处理组斑块纤维帽明显变薄，且偏振光显微镜下天狼猩红染色、Masson染色及α-actin免疫组化结果显示A组斑块内及纤维帽平滑肌细胞明显减少，胶原含量降低。纤维帽

变薄导致纤维帽/内膜厚度比值明显减小。同时研究还发现转染p53的斑块内有大量染色阳性RAM-11(巨噬细胞)聚集，主要集中于内膜近管腔面的数层细胞内及外膜处，而Ad5-CMV.lac

Z处理组和斑块验证组组斑块内仅有少量散在的巨噬细胞。

    统计结果发现hs-CRP，MCP-1，sVCAM-1，sICAM-1，ox-LDL 及凋亡率与斑块破裂呈正相关(r值分别为0.758，0.681，0.663，0.579，0.590，0.603，p＜0.01)，而血脂(包括

TC，LDL-C，TG和HDL-C)均与斑块破裂无明显相关。建立logistic回归模型，发现只有血清hs-CRP水平是斑块破裂的独立危险因素(OR=1.314，95％CI：1.041～1.657，p=0.021)，表明在

斑块破裂过程中，炎症发挥着比细胞凋亡更为重要的作用。应用线性回归方程分析显示炎性因子hs-CRP，MCP-1，sVCAM-1，sICAM-1，ox-LDL和凋亡率之间存在正相关关系(r分别为

0.761，0.557，0.616，0.734和0.691，p＜0.01)。

    结论：

    (1)利用超声引导斑块内注射技术经血管外膜在兔腹主动脉AS斑块局部注射Ad5-CMV.p53，药物诱发斑块破裂率达76.9％，成功建立易损斑块的动物模型；该模型靶向性高，可准确控

制转染剂量，转染效率高，斑块破裂率高，而致死率低。

    (2)凋亡、炎症和氧化应激与p53基因致AS斑块易损过程密切相关，其中，凋亡可能是p53致斑块易损的诱发因素，而由炎症细胞、炎性因子、平滑肌细胞和胶原合成、降解构成的炎

症-胶原代谢调节网络失衡是p53导致斑块不稳定性增加的分子机制，纤维帽变薄是斑块不稳定性增加的主要病理学机制。

4.期刊论文 冯向飞.盛净.陈朝婷.FENG Xiang-Fei.SHENG Jing.CHEN Chao-Ting 普伐他汀对兔腹主动脉易损斑块内细胞凋亡影响的研究 -
中国老年学杂志2006,26(6)
    目的探讨普伐他汀对兔动脉粥样硬化易损斑块内细胞凋亡的影响.方法新西兰大白兔30只,随机分为三组,均通过动脉内膜损伤术加高脂饮食形成动脉粥样硬化斑块.术后一组给予高脂

饮食(对照组),另一组给予高脂饮食加普伐他汀(普伐他汀1组,P1组),第三组术后2个月内给予高脂饮食,第3个月起加普伐他汀(普伐他汀2组,P2组),三组均通过超声检测斑块形成情况,测

量内中膜厚度(IMT).饲养4个月后处死兔子,取易损斑块,通过TUNEL法检测斑块细胞凋亡情况.结果兔腹主动脉IMT逐渐增厚,术后1个月后普伐他汀组明显小于高脂饮食组(P＜0.01);细胞凋

亡在高脂饮食组中的表达,集中在脂核区和纤维帽区,明显高于其他两区(P＜0.01,P＜0.01);普伐他汀组凋亡细胞主要在脂核区,明显大于其他三区(P＜0.01);两组比较细胞凋亡在纤维帽

区,普伐他汀2组明显小于高脂饮食组(P＜0.01).结论IMT与动脉粥样硬化程度高度相关,普伐他汀能通过减少纤维帽区的细胞凋亡而稳定斑块.

5.学位论文 林晖莉 血红素氧化酶—1抑制红细胞导致的斑块不稳定性的机制研究 2007
    目的

    (1)建立相似于人类动脉粥样硬化斑块内出血的动物模型；

    (2)利用斑块内出血模型阐明斑块内出血与斑块稳定性之间的定性、定量关系；

    (3)明确斑块内出血后斑块不稳定性增高的机制。

    方法

    1．动物模型

    20只新西兰雄性大白兔来自山东农科院动物中心。斑块内出血兔模型是在已报道的模型基础上建立的。喂养含1﹪胆固醇2﹪猪油的高脂饲料一周后，20只新西兰大白兔全部接受球囊

损伤后，继续喂养高脂饲料9周，此后喂养正常饮食。第18周，所有动物随机分为两组(50 p L组，n=10；100μL组，n=10)，常规麻醉下暴露腹主动脉，血管内超声

(IVUS)(Galaxy，Boston Scientific Corporation，USA)检查斑块的形态和面积狭窄率后，在每只兔子腹主动脉上选择三个形态大小相似的腹主动脉斑块，50μL组中的每只兔子的三个

斑块分别注射入50μL自身洗涤红细胞或50μL生理盐水或不进行注射，而100μL组中的每只兔子的三个斑块分别注射入100μL自身洗涤的红细胞或100μL的生理盐水或不进行注射。三种

斑块的位置用髂腰肌缝线和距髂动脉分叉的距离共同定位。第24周，血管内超声再次检查后斑块的形态和面积狭窄率后分离腹主动脉。注射红细胞生理盐水或不进行注射的斑块(RBC斑块

、NS斑块、空白斑块)被分别保存以备组织学和分子生物学检查。 2．血清脂质在实验的开始、第10周(高脂饮食结束)、第18周(斑块内注射时间点)，给动物抽血，置于肝素管中检测血

清总胆固醇(TC)， TC浓度用胆固醇酯酶和胆固醇氧化酶测定。

    3．IVUS检查在实验的第18周，血管内超声检查腹主动脉的形态和斑块面积狭窄率，每一腹主动脉选出三个形态大小相似的斑块被分别注射红细胞、生理盐水或不注射，注射过程中

血管内超声监测保证斑块内注射的准确性。第24周，血管内超声再次检查腹主动脉斑块的形态和面积狭窄率的变化。

    每个血管内超声的操作都按标准程序进行。血管内超声使用血管内图像系统，机械探头于导管中(3.2F,40MHz)旋转产生横截面图像。图像帧频32f/sec，纵向横向分辨率分别为

150gm和360gm，回撤速度0.5mm/sec。平均狭窄率是在每一腹主动脉十个等距点的横截面上的狭窄率平均值，按以下公式计算：狭窄率=外弹力膜面积．内膜腔面积/外弹力膜面积。

    4．组织学和免疫组化染色于4﹪福尔马林中固定腹主动脉。组织部分用石蜡包埋，切成5gm切片进行HE染色、Movat五色染色、Perls染色(检测铁)或免疫组化染色。部分组织做成

6μm的冰冻切片用油红O染色来观察脂质含量。

    El 免疫组化染色用以往所述的标准程序进行。简单地说，就是内源性过氧化物酶活性用3﹪过氧化氢抑制后，5﹪(v/v)的山羊血清封闭，加入一抗4℃过夜。PBS洗涤后，加入二抗

37℃ 30分钟。加入含0.02﹪(wt/viol)H2O2、过氧化物酶底物DAB(ZSBIO，Beijing，CHINA)的0.1﹪(wt/vol)PBS的显色剂，阳性反应区呈棕色，最后HE复染。，即用PBS取代一抗作为阴

性对照。所用的一抗：抗兔巨噬细胞单克隆抗体(RAMll)(Lab VisionNeomakers，USA)稀释1∶400来检测巨噬细胞；生物素化异凝集素B4(GSL-B4)(Vector,USA)稀释至10μg/mL检测红细

胞膜。

    5.实时定量反转录多聚酶链反应(RT-PCR)用Trizol试剂抽提总RNA。用M-MLV反转录系统进行(Promega，Madison，USA)和 oligo(dT)(16)引物进行总RNA的反转录，RNA纯度用分光光

度计测定。采用实时定量RT-PCR检测MCP-1 mNA的表达水平。所用的引物和探针序列：GAPDH， Sense：GAA CGG GAA ACT CAC TGG CAT；Antisense： CCT TCT TGA TGT CGT CAT ACT

TAGC；probe CTC CAG GCG GCA GGT CAG GTC CAC，GenBank accession：No.AB231852，退火温度(TA)：600℃，MCP-1，Sense：TCA TAG CAG TCGCCT TCA GC；Antisense：GTG TGT TCT

TGG GTT GTG GAA TA；probeCTT GCC CAG CCA GAT GCC GTG AAT，GenBank accession：No.M57440，退火温度：58℃.

    6.数据统计学分析所有数据用mean+SD表示。两组血浆和红细胞脂质、MDA、SOD用单因素方差分析。斑块破裂率采用Chi-Square test分析。不同斑块采用随机区组设计的方差分析。

组间比较采用非配对t-test，前后斑块狭窄率比较采用配对t-test。双尾P<0.05被认为有显著性差异。数据用SPSS 13.0软件分析。

    结果

    1.血清脂质、红细胞膜胆固醇和红细胞MDA、SOD10周动脉粥样硬化饮食后血浆TC，TG，LDL和HDL水平明显提高(P<0.05)，8周正常饮食后下降至基线水平。然而，10周高胆固醇饮食

后红细胞膜胆固醇仍保持于高水平尽管血浆脂质水平已随着饮食变化下降。红细胞膜的MDA和SOD的变化与红细胞膜胆固醇的变化一致(表1)。

    2.IVUS检查RBC斑块、NS斑块或空白斑块的PB﹪无显著差异(P>0.05)(分别是40.21±9.15，39.11±8.07和41.21±12.32，所有P>0.05)。但是，第24周时的总PB﹪低于18周时的总

PB﹪(39.11±8.09 vs 42.55±9.38，P<0.05)。第24周时，对照组的总PB﹪高于hemin组(45.75±11.23 vs 36.21±10.12，P<0.05)。

    3.组织学和免疫组化HE染色显示红细胞斑块的纤维帽(12.93±6.12gm and 19.55±5.46μm)比NS(41.40±13.01μm and 42.77±11.34μm)或空白斑块的(41.26±11.71μm

and44.12±6.07μm)薄(P<0.05)，NS和空白斑块间无显著差异(P>0.05)。但是hemin和对照组间无显著差异(P>0.05)。在对照组中，红细胞斑块的破裂率高于NS或空白斑块

(53.6﹪vs.21.4﹪或25.0﹪，所有P<0.05)。但在hemin组中，三种斑块的破裂率无显著差异(RBC斑块26.9﹪，NS斑块19.2﹪和空白斑块19.2﹪，所有P>0.05)。Hemin组中红细胞斑块的破

裂率低于对照组(26.9﹪ vs.53.6﹪，P<0.05)，而NS和空白斑块的破裂率两组间无显著差异(对照和hemin组的NS斑块中分别为21.4﹪和19.2﹪；对照和hemin组的空白斑块中分别为

25.0﹪和19.2﹪，所有P>0.05)。 NS和空白斑块中未见GSL-B4和Perls染色的阳性染色。两组的红细胞斑块这两种染色的阳性率也无显著差异(0.09±0.020 vs.0.099±0.016在GSL-B4染

色中；0.075±0.011 vs.0.066±0.019在Perls染色中，所有P>0.05)。

    Movat五色染色显示NS和空白斑块中少有胆固醇结晶，而红细胞斑块中可见大量的胆固醇结晶、脂质沉积和泡沫细胞。红细胞斑块的脂质含量(0.54±0.06和0.58±0.07,分别于

hemin和对照组中)明显高于NS的(0.23±0.07和0.27±0.05，分别于hemin和对照组中)或空白斑块的(0.29±0.04和0.22±0.05，分别于hemin和对照组中)(所有P<0.05)，而两组中的NS或
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空白斑块的脂质含量无显著差异(所有P>0.05)。这三种斑块的脂质含量在两组间均无显著差异(P>0.05)。

    免疫组化中，两组中的红细胞斑块的巨噬细胞阳性染色均强于NS或空白斑块(P<0.05)。它在对照组中也强于hemin组(P<0.05)。抗-NF-kB，抗-MMP-9的免疫染色结果与抗巨噬细胞的

免疫染色相似，除了抗-MMP-9的免疫染色在hemin和对照组间无显著差异。红细胞斑块中的HO-1阳性染色强于NS或空白斑块的(P<0.05)，在hemin组中它也强于对照组。

    4.实时定量反转录多聚酶链反应(RT-PCR)HO-1 mRNA在红细胞斑块中的表达明显高于NS或空白斑块，在hemin组中的表达也高于对照组(所有P<0.05)。

    两组的红细胞斑块的MCP-1，MMP-9和VCAM-1相对。mRNA表达均高于NS或空白斑块的(所有P<0.05)。Hemin组中的MCP-1和VCAM-1相对mRNA表达低于对照组(所有P<0.05)。相反，两组的

红细胞斑块的TIMP-1 mRNA相对表达均低于NS或空白斑块的(所有P<0.05)。

    结论

    (1)斑块内出血后斑块内脂质含量增高、氧化应激水平增高、炎症细胞浸润、纤维帽变薄可能是红细胞致斑块不稳定性增高的原因；

    (2)HO-1可减少内出血斑块的破裂率，对内出血斑块有保护作用；

    (3)HO-1的作用可能是通过抑制斑块内氧化应激水平、降低斑块内炎症因子的表达，抑制斑块内的炎症实现的。

6.期刊论文 吴京兰.苏又苏.方红城.王执兵.谢培益.陈少源.沈毕先.高德宏.陈胜基.郭芬芬.WU Jing-lan.SU You-su.FANG Hong-cheng.

WANG Zhi-bing.XIE Pei-yi.CHEN Shao-yuan.SHEN Bi-xian.GAO De-hong.CHEN Sheng-ji.GUO Fen-fen 磁共振成像技术识别兔腹主动脉易

损斑块的实验研究 -中国心血管杂志2009,14(6)
    目的 探讨磁共振成像(MRI)识别动脉粥样斑块性质的价值.方法 制作兔腹主动脉易损斑块模型,对兔腹主动脉分别采用MRI扫描,血管内超声(IVUS)检查和病理学检查.结果 成功建立

兔腹主动脉易损斑块模型.MR图像T1WI、T2WI、PDWI序列中易损斑块呈高信号,FSE-PDWZ脂肪抑制信号消失,SE T1WI增强扫描可见斑块略有强化;稳定斑块的影像学表现为斑块厚度增大,以

等信号居多,增强扫描后斑块强化明显;与病理切片结果符合率较高,与IVUS的结果相近.结论 MRI可以检测兔腹主动脉粥样斑块并进行定性分析.

7.学位论文 陈良 复方丹参滴丸、美托洛尔、卡维地洛和氨氯地平对动脉粥样硬化斑块消退和稳定作用的研究 2006
    背景：冠心病是严重危害人类健康的常见病和多发病，其病理基础是动脉粥样硬化(Atherossclerosis，AS)。研究表明AS是一个稳定期和不稳定期交替的非线性过程，这一过程取决

于斑块的易损性。易损斑块(Vulnerable Plaque)可导致斑块破裂和血栓形成，临床上表现为急性冠状动脉综合征(Acute CoronarySyndrome，ACS)。因此，对于动脉粥样硬化早期诊断、

稳定和消退斑块具有重要的临床意义。

    已经证实AS是一个多种致病因素导致的血管壁发生级联反应的慢性炎症过程。炎性因子标志物对ACS的诊断作用引起了国内外许多学者的关注，如：高敏C反应蛋白(hsC-RP)、细胞间

黏附因子-1(ICAM-1)、细胞血管间黏附因子-1(VCAM-1)、基质金属蛋白酶(MMPs)等。晚近，关于妊娠相关血浆蛋白A(PAPP-A)的研究发现，PAPP-A与斑块的炎性活动存在相关性，有可能

作为斑块炎性活动的重要评价指标。

    以往的研究表明，他汀类和ACEI类药物具有稳定斑块的作用。近年来，随着临床研究结果的公布β-受体阻滞剂和钙拮抗剂对动脉粥样硬化斑块的消退作用引起很多学者关注，但是

具体作用机制尚不完全清楚。研究证实中药复方丹参滴丸可以影响脂质的代谢，但其对动脉粥样硬化斑块稳定和消退的作用机制尚需进一步研究。因此，本研究拟将复方丹参滴丸、美托

洛尔、卡维地洛和氨氯地平用于兔动脉粥样硬化模型中，观察这些药物对斑块稳定和消退的疗效并探讨其分

子生物学机制。

    目的：

    1．观察复方丹参滴丸、美托洛尔、卡维地洛、氨氯地平对动脉粥样硬化斑块的消退和稳定作用并探讨其分子生物学机制。

    2．探讨新型炎性因子PAPP-A在预测动脉粥样硬化易损斑块中的作用。 

    研究方法：

    1．模型的建立：60只雄性新西兰纯种大白兔，应用球囊损伤腹主动脉，高胆固醇(1％)饲养12周。12周末，随机分成六组，分别为小剂量复方丹参滴丸组(5粒/天/只)、大剂量复方

丹参滴丸组(10粒/天/只)、美托洛尔组(25毫克/天/只)、卡维地洛组(15毫克/天/只)、氨氯地平组(5毫克/天/只)、自然消退组，同时改为普通饮食。24周末各组分别在腹主动脉动脉粥

样硬化斑块处转染100μl 2.245×10<'9>pfu/ml的Ad-p53重组载体。25周末，给予各组实验兔中国斑点蝰蛇毒(Chinese Russell's viper venom，CRVV)以及组胺进行药物触发，以促进

斑块破裂。

    2．血液生化指标及炎性因子的检测：各组实验兔分别于实验开始、12周末和24周末，于清晨空腹称重后，经腹壁静脉采血，检测总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白胆固

醇(HDL-C)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)。于实验开始、12周末和25周末测量血液中一氧化氮(NO)、超氧化物岐化酶(SOD)和丙二醛(MDA)的水平。应用酶联免疫吸附法(ELISA)测定hsC-

RP、PAPP-A的水平。  

    3．高频超声检查：各组实验兔分别于实验开始、12周末和25周末应用体表超声检测腹主动脉收缩期内径(Ds)、内膜-中层厚度(IMT)、腹主动脉血流峰值速度(Vp)、血流剪切率

(SR)和声学密度(AIIc％)。

    4．血管内超声检查：各组实验兔分别于24周末和处死前应用血管内超声技术测量血管外弹力膜面积(EEMA)、管腔面积(LA)和斑块面积(PA)，同时根据PA和EEMA计算管腔面积狭窄百

分比(LAS％)。 

    5．组织病理学检测：观察基因转染部位斑块破裂及血栓形成的发生率，测量易损斑块处血管重构情况。利用HE和油红O染色，观察斑块的形态学特征，镜下测量纤维帽及内中膜的厚

度；masson染色观察斑块内部胶原纤维分布状况；

应用妊娠血浆相关蛋白A(PAPP-A)、细胞间黏附因子-1(ICAM-1)、细胞血管间黏附因子-1(VCAM-1)、基质金属蛋白酶-1(MMP-1)、金属蛋白酶组织抑制物(TiMP-1)的单克隆抗体、RAMll单

克隆抗体和α-actin单克隆抗体对腹主动脉粥样硬化斑块进行组织免疫组织化学染色，以明确斑块处各个炎性因子的表达以及巨嗜细胞和平滑肌激动蛋白的分布情况。电镜观察斑块内皮

细胞和平滑肌细胞的结构。    6．实时定量PCR技术：检测各组实验兔腹主动脉粥样硬化斑块处VCAM-1、ICAM-1、MMP-1和TIMP-1的mRNA表达水平。  

    7．免疫印迹(Westem blot)技术：检测各组实验兔腹主动脉粥样硬化斑块处VCAM-1、ICAM-1、MMP-1和TIMP-1的蛋白质表达情况。 

    8．斑块易损性的危险性分析：Logistic回归分析对斑块破裂组和未破裂组的体重、血清学指标、体表超声指标、AD值、IVUS测值等指标分析进行多变量Logistic回归分析，以筛选

斑块易损性的预测指标。 

    9．统计学分析：所有数据均采用x±s表示，采用SPSSl3.0分析软件，计量资料采用t检验及方差分析，三组以上均数有显著性差异时，采用两两比较q检验；变量之间的相关关系采

用直线回归相关分析，以P<0.05为有统计学意义。 

    结果：

    1．模型的建立：60只新西兰大白兔经过球囊拉伤以及高脂饮食(1％)12周后，共有8只动物意外死亡。有52只新西兰大白兔进入药物干预阶段，小剂量复方丹参滴丸组有9只，大剂量

复方丹参滴丸组9只，卡维地洛组9只，美托洛尔组8只，氨氯低平组9只，自然消退组8只。24周术，各组实验兔的存活情况为：小剂量复方丹参滴丸组8只，大剂量复方丹参滴丸组9只

，卡维地洛组7只，美托洛尔组8只，氨氯地平组8只，自然消退组7只。死亡原因分别为：麻醉意外、腹泻、感染或者原因不明。 

    2．各组实验兔体重：12周末实验兔体重比基础状态增加(P<0.01)，24周术各组体重与12周末比较差异无统计学意义(P>0.05)。  

    3．血脂水平：与自然消退组比较，氨氯地平组、大剂量复方丹参滴丸组、卡维地洛组和美托洛尔组TC和LDL-C显著降低(P<0.05)，小剂量复方丹参滴

丸组有降低趋势，未达到统计学意义：TG降低仅氨氯地平组降低达到统计学差异(P<0.05)；大剂量复方丹参滴丸组和氨氯地平组HDL-C升高达到统计学意义(P<0.05)，美托洛尔组HDL-C降

低达到统计学意义(P<0.01)。

    4．血液指标：与自然消退组相比较，各治疗组hsC-RP和MDA都有不同程度降低(P<0.05)；SOD和NO各组都有不同程度的升高(P<0.05)，其中以大剂量复方丹参滴丸组最为明显。

    5．体表超声：与自然消退组比较，各治疗组仅有小剂量复方丹参滴丸组IMT未达到统计学意义的降低(P>0.05)，降低幅度由大到小依次为氨氯地平组、卡维地洛组、大剂量复方丹参

滴丸组、美托洛尔组、小剂量复方丹参滴丸组和自然消退组：美托洛尔组和卡维地洛组Vp降低达到统计学意义(P<0.01)；AIIc％各组升高均达到统计学意义(P<0.05)，以美托洛尔组升高

最明显；SR仅美托洛尔组降低达到统计学意义(P<0.05)，而复方丹参滴丸组由增加的趋势，其中小剂量复方丹参滴丸组达到统计学意义(P<0.05)。

    6．血管内超声：与自然消退组比较，各治疗组LAS％明显下降(P<0.05)。药物触发后，自然消退组斑块破裂4例，破裂率57％；小剂量丹参滴丸组破裂3例，破裂率37％；大剂量丹参

滴丸组2例，破裂率22％；美托洛尔组2例，破裂率25％，氨氯地平组2例，破裂率25％；卡维地洛组1例，破裂率14％。  

    7．病理学结果：与自然消退组比较，各治疗组ICAM-1、VCAM-1、MMP-1、FIMP-l和RAMll的表达均减少，而a-actin的表达增加；各治疗组油红O着色比自然消退组浅；与自然消退组

比较，各个治疗组纤维帽的厚度都有不同程度的升高(P<0.05)由大到小依次为美托洛尔组、大剂量复方丹参滴丸组、小剂量复方丹参滴丸组、氨氯地平组、卡维地洛组和自然消退组；内

中膜厚度不同程度的减少(P<0.05)。

    8．实时定量PCR检测：与自然消退组比较，各治疗组ICAM-1、VCAM-1、MMP-1、TIMP-1的mRNA表达都有不同程度的减少(P<0.01)。

    9．免疫印迹(Western blot)检测：与自然消退组比较，各治疗组ICAM-1、VCAM-1、MMP-1、lIMP-1都有不同程度的减少。  

    10.PAPP-A相关性分析：PAPP-A与血液hsC-RP、血管内超声LAS％以及腹主动脉IMT相关，其相关系数R<'2>分别为0.424、0.112和0.339，其P值均小于0.01。

    11.斑块易损性的危险性分析：Logistic回归结果显示IVUS测值PA，血清指标PAPP-A和hsC-RP，以及斑块的IMT与斑块破裂关系密切，是预测斑块易损性的重要指标。

    结论

    1．在动脉粥样硬化斑块兔模型中，氨氯地平、美托洛尔、卡维地洛和复方丹参滴丸可以起到稳定和消退斑块的作用，以氨氯地平作用最佳。

    2．斑块内脂质的减少、巨嗜细胞分布减少、抑制氧化应激和炎症因子的表达是四种药物消退实验兔动脉粥样硬化斑块的主要机制；调节脂质代谢、抑制炎性反应、减少血流速度、

调节血流剪切率是药物稳定实验兔动脉粥样硬化斑块的主要机制。

    3．复方丹参滴丸主要通过调节血脂、抑制氧化应激和炎症因子的表达稳定和消退动脉粥样硬化斑块。美托洛尔和卡维地洛主要通过降低血流剪切率、巨嗜细胞分布减少和调节炎症

因子的表达稳定和消退动脉粥样硬化斑块。氨氯地平作用较广泛，调节血脂、减少巨嗜细胞的分布、抑制氧化应激和炎症因子的表达。

    4．高频超声检查可作为动态观察动脉粥样硬化斑块的变化、识别斑块破裂的可靠性方法。

    5．PAPP-A与IMT、hsC-RP以及LAS％相关，可以作为动脉粥样硬化斑块不稳定性的检测指标之一。

8.期刊论文 方红城.苏又苏.庞红.吴京兰.付剑云.谢培益.陈菲.李明华.FANG Hongcheng.SU Yousu.PANG Hong.WU Jinglan.FU Jianyun.
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XIE Peiyi.CHEN Fei.LI Minghua 磁共振成像与血管内超声识别兔腹主动脉易损斑块的对比研究 -临床心血管病杂志2009,25(7)

    有较好的价值.

9.学位论文 尚德师 化湿泄浊汤干预实验动物易损斑块及其联合基础治疗不稳定性心绞痛的研究 2008
    目的：通过临床研究来观察对化湿泄浊汤合用辛伐他汀治疗痰阻心脉型不稳定性心绞痛的临床疗效,通过实验研究来观察化湿泄浊汤干预腹主动脉易损斑块的疗效,从降低炎症因子角

度来探讨化湿泄浊汤的作用机制。

    方法：

    1、临床研究：60例痰阻心脉型不稳定性心绞痛患者随机分为实验组(30例)、对照组(30例),分别采用辛伐他汀加化湿泄浊汤和单用辛伐他汀治疗8周,观察心绞痛疗效、心电图疗效、

中医证侯疗效、综合疗效以及血脂、hs-CRP、IL-6、TNF-α等指标的变化。

    2、实验研究：30只新西兰雄性纯种大白兔随机分为空白组7只(不造模,一直普通饲料喂养),余下23只造模后随机分为中药组8只、西药组8只、NS组7只(造模后予以高脂饲料喂养),模

型采用高脂胆固醇饮食喂养加球囊损伤腹主动脉方法,造模后中药组、西药组、NS组、空白组分别灌胃化湿泄浊汤、辛伐他汀、NS、NS 8周,观察血脂、腹主动脉易损斑块病理以及斑块内

CRP含量等指标的变化。

    结果：

    1、临床研究：

    (1)化湿泄浊汤合用辛伐他汀治疗痰阻心脉型不稳定性心绞痛患者,综合有效率为83.33％,明显优于单用辛伐他汀,综合有效率为66.67％(P<0.01)。

    (2)化湿泄浊汤合用辛伐他汀能够明显缓解心绞痛症状、停减UAP患者使用硝酸甘油剂量、改善UAP患者心电图的缺血程度,提高中医证侯疗效和综合疗效,疗效优于单用辛伐他汀(均

P<0.05)。

    (3)化湿泄浊汤合用辛伐他汀能够显著降低UAP患者的TC、TG、LDL-C、动脉硬化指数、hs-CRP、IL-6、TNF-α,升高HDL-C,疗效显著优于单用辛伐他汀组(均P<0.01)。

    (4)化湿泄浊汤合用辛伐他汀、辛伐他汀均不影响UAP患者的血、尿、粪常规、肝肾功能、心肌酶谱(P>0.05)。

    2、实验研究：与NS组相比,化湿泄浊汤明显降低动物易损斑块内CRP含量(P<0.05),病理检查结果显示易损斑块明显减少(P<0.05)。

    结论：化湿泄浊汤合用辛伐他汀可明显改善痰阻心脉型不稳定性心绞痛的临床症状,化湿泄浊汤能够改善实验动物动脉粥样硬化的程度,机制可能与调节血脂、降低炎症因子有关。

10.期刊论文 刘军妮.徐冬玲.杜贻萌.蒋卫东.王欣.董兆强.陈良.胡晓波.王光允.许复郁.赵敬杰.郝琳.王群.鹿庆华.LIU Jun-ni.XU Dong-

ling.DU Yi-meng.JIANG Wei-dong.WANG Xin.DONG Zhao-qiang.CHEN Liang.HU Xiao-bo.WANG Guang-yun.XU Fu-yu.ZHAO Jing-jie.HAO

Lin.WANG Qun.LU Qing-hua 脂蛋白相关磷脂酶A_2与兔易损斑块的相关性研究 -中国病理生理杂志2010,26(4)
    目的:建立易损斑块动物模型,观察探讨脂蛋白相关磷脂酶A_2(Lp-PLA_2)、超敏C反应蛋白(hs-CRP)、基质金属蛋白酶(MMP-9)在易损斑块中的表达规律.方法:实验新西兰雄兔48只随

机分为对照组、稳定斑块组、p53基因组和p53+药物组.对照组假手术后普通饲料喂养;稳定斑块组、p53基因和p53+药物组行腹主动脉球囊拉伤后高脂喂养12周,p53基因和p53+药物组于

10周末行腹主动脉斑块形成处转染人野生型p53基因重组腺病毒载体,p53+药物组于12周末给与中国圆斑蝰蛇毒和组胺药物触发斑块破裂.4组兔于实验第1 d和处死前检测Lp-PLA_2、hs-

CRP、MMP-9、HDL、LDL、VLDL血清指标,处死后取腹主动脉斑块处病理标本并做局部原位杂交、免疫组织化学分析.结果:稳定斑块组、p53基因组和p53基因+药物触发组血清Lp-PLA_2、

MMP-9第12周末明显高于对照组和实验第1 d(P<0.05);p53基因组和p53基因+药物触发组血清Lp-PLA_2及hs-CRP水平明显高于对照组和稳定斑块组,差别显著(P<0.05);p53基因+药物触发组

与p53基因组比较血清Lp-PLA_2、hs-CRP、MMP-9水平均差别明显(P<0.05).第12周末,病理结果示4组兔分别为正常动脉血管、稳定粥样硬化斑块、易损斑块、破裂斑块模型,在p53基因组

和p53基因+药物触发组纤维帽厚度明显低于稳定斑块组(P<0.05);p53基因+药物触发组斑块破裂、血栓形成明显高于p53基因组.血清Lp-PLA_2与斑块纤维帽厚度呈明显负相关性(r=-

0.710,P<0.01),hs-CRP、MMP-9与纤维帽厚度无明显相关关系(P>0.05).结论:在已建立的动脉粥样硬化动物易损斑块模型上,动脉血清与组织Lp-PLA_2、hs-CRP、MMP-9的表达规律表明

,Lp-PLA_2与斑块的不稳定性相关性好,结合hs-CRP、MMP-9检测可更好阐释斑块的性质;为发现易损斑块并预测斑块稳定性提供了基础实验依据.
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