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血管内皮损伤及功能失调是发生动脉粥样硬

化的最初事件，同时内皮损伤及功能失调也是经皮

经腔血管成形术（>?@）术后再狭窄的一个重要病理
生理步骤。逆转失调的内皮功能遂成为多种血管损

伤性疾病防治的新趋势A$，!B。最近的研究表明，血管

内皮祖细胞（*(/1)<*20.2 8+1C*(0)1+ ;*22:，6>D）在内
皮损伤或功能不全修复中起重要作用，治疗血管内

皮修复的细胞疗法由此成为研究热点。

血管内皮祖细胞局部移植防治血管内皮
损伤后再狭窄形成的实验研究

马占龙， 滕皋军， 麦筱莉， 居胜红， 孙军辉， 陈 骏， 张洪英，

石红建， 余 辉， 李国昭

【摘要】 目的 探讨血管内皮祖细胞（6>D）局部移植防治血管成形术后再狭窄形成的可行性。方法
分离、鉴定并培养新西兰大白兔外周血（6>D），用 !4E F球囊扩张并损伤兔右侧颈动脉血管内皮，对损伤血
管进行局部 6>D移植。共作细胞移植兔 $G只，其中 G只移植荧光标记 6>D；对照组 H只，局部灌注生理盐
水。细胞移植后 I /，对 !只荧光标记细胞移植兔取移植细胞后受损伤血管行病理组织学检查，其余实验
兔 I周后对损伤血管行病理组织学检查。结果 荧光标记细胞移植后 I /，病理学检测显示损伤血管内皮
有强荧光表达；I周后，细胞移植组血管壁轻度增厚，对照组血管壁增厚明显，血管腔明显狭窄。两组间血
管壁厚度差异有统计学意义（! J "4"$）。结论 介入法局部移植同种异体血管内皮祖细胞可防治血管成
形术后再狭窄的形成。
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! 材料与方法
$4$ 材料
$4$4$ 实验动物 新西兰雄性大白兔 !$只（购自南
京金陵种兔场），平均体重 ! 67。
$4$4! 主要试剂 密度梯度离心液（809)1:.;<*
$"##， =07>.），人类纤维连结蛋白（?0@+1(*A)0(，
=07>.），内皮细胞生长培养基（BCDE!D3，=07>.），
鼠抗兔单克隆抗体 FG$"H、3BC?-E!（天津灏洋生物
制 品 科 技 公 司 ），G’I 荧 光 蛋 白（J01>*/0A.2
K*AL(12170*9 ’(A），胎牛血清（杭州四季青生物工程材
料研究所），普鲁士蓝试剂盒（上海虹桥乐翔医用试

剂公司），$M戊巴比妥钠注射液，%"M复方泛影葡胺。
$4$4N 主 要 设 备 FO! 细 胞 培 养 箱（8*+.@<9，
C*+>.(P），倒置显微镜（Q*099，C*+>.(P），$4HK 磁共
振仪（RL020:9，BA20:9*），!4H ? 球囊导管（J19)1(），大
平板 G=S 数字减影（’((1,. N$""，CB），>1)0A 数码
摄像系统（>1)0A实业集团公司，厦门）。
$4! 方法
$4!4$ 兔外周血血管 BRF 的分离、培养与鉴定 用
心脏穿刺 法 抽 取 新 西 兰 大 白 兔 自 体 外 周 血

!" >2，用 ?0A122 密度梯度离心液，! """ 7 T N" >0(
梯度离心后，将中间的白色云雾层吸出。用 GE8.(69
液 $ """ 7 T $" >0( 洗 ! 遍，最后将细胞培养于铺
有纤维连接蛋白的细胞培养瓶中。在培养第 N周时
用免疫组化法检测培养细胞中 FG$"H 和 3BC?-E!
的表达。

$4!4! 兔颈动脉内膜损伤模型的制作 手术切开
暴露右侧股动脉，穿刺针直视下穿刺股动脉，留置

管鞘，造影导管造影，交换 N4" ? 球囊导管至右侧颈
总动脉中段，球囊充气至直径 !4" U N4" A>，持续 N"
9，间隔 %" 9，重复 N 次后，保留球囊内压力，来回拖
拉球囊 N 次，退出球囊导管，造影证实扩张成功后
退出导管鞘（图 $）。术后动物喂养常规饲料。

$4!4N 细胞移植 将 !$ 只新西兰大白兔随机分为
! 组，治疗组 $N 只，手术切开颈部皮肤，充分暴露
损伤后右侧颈总动脉，每只分别于颈动脉内膜损伤

术后即刻，经 V4" ?造影导管灌注生理盐水，充分冲
洗血管腔后，再钳夹血管远端，对游离血管段局部

经导管灌注、移植 BRF 悬液 !4" >2，细胞数为 $ T
$"% W >2。其中随机选择 N只血管内膜损伤后模型，局
部介入移植荧光标记的 BRF。对照组 X 只，颈动脉
内膜损伤术后，损伤血管局部注射生理盐水，不移

植 BRF，手术后常规饲料喂养。
$4!4V 病理学检查 细胞移植后 V /，随机选取 !只
移植了荧光标记自体 BRF 的治疗组新西兰大白兔，
取损伤血管进行 8B染色，行病理学检查和荧光标
记检测。其余实验兔在细胞移植后 V 周全部处死，
取移植细胞后血管及对照组血管进行病理学检查，

并用 >1)0A 数码摄像系统测定血管壁厚度。
$4N 统计学方法
两组间血管壁厚度改变用配对 ! 检验进行分析

（由 =S=%4$!软件完成）。

" 实验结果
!4$ 血管 BRF的培养及鉴定

BRF在分离培养后 N /时，呈贴壁小圆细胞改
变；# / 后呈轻度梭形改变，$V / 后呈梭形内皮细胞
样细胞并成簇血管样分布（图 !UV）。免疫组化检测
呈 FG$"H 和 3BC?-E! 表达阳性，分别表现为褐色
和深蓝色（图 H，%）。
!4! 兔颈动脉内膜损伤检测
任意选取 ! 只实验组兔，分别于颈动脉内膜球

囊损伤后即刻取受损伤血管，固定于 VM甲醛溶液，
送 8B 染色，病理检查，显微镜下观察见：颈动脉内
膜球囊损伤后即刻见血管内膜损伤明显，内膜部分

脱落，局部内皮细胞缺损，血小板聚集，中膜层损伤

不明显（图 #）。
!4N 细胞移植后损伤血管内膜的变化
细胞移植治疗 V /后，移植血管荧光标记检测

显示损伤血管内皮表面有强荧光表达（图 X）。细胞
移植治疗 V周后，治疗组血管壁轻度增厚，血管壁平
均厚度（$#%4!# Y $"4NN）!>，对照组血管壁增厚明
显，血管壁平均厚度（!NV4NH Y $!4V%）!>，血管腔明
显狭窄。两组资料进行统计学分析，血管壁厚度存

在显著性差异（" Z "4"$，图 [，$"）。

# 讨论图 ! 右侧颈总动脉球囊扩张
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血管内皮在组织学上由紧贴血管腔的单层血

管内皮细胞和内弹性膜组成。血管内皮不仅具有屏

障功能，而且具有重要的内分泌功能，血管内皮的

改变与诸多疾病的发生、发展有密切联系。血管内

皮细胞是血管内皮的主要组成部分，在维持血管稳

态中起重要作用。它位于循环血液与血管壁内皮下

组织之间，衬于心血管内表面，是血管壁与血液间

的分界细胞。内皮细胞不仅是一种机械屏障，也是

一种多功能细胞，其生物学功能有6 !对血管平滑
肌舒缩及生长具调节作用；"参与血小板功能调

节；#屏障作用；$信息传递作用78，9:。

血管内皮细胞的损伤、丢失及功能障碍是血管

性疾病的重要始动因素，也是 ;<= 术后再狭窄的重
要病理生理步骤。通过建立以血管内皮损伤为主要

病理学特征的动物模型，研究如何逆转失调的内皮

功能，进而达到血管性疾病的防治目的，遂成为多

种血管损伤性疾病防治的新趋势7>?#:。

@;A 也称血管内皮干细胞，是血管内皮细胞的
前体细胞，由 =B.C.+. 等 7D:于 $EE# 年首次从出生后
人外周血中分离并证实具有分化为血管内皮细胞

图 ! 兔外周血内皮祖细胞，培养 8 / 后贴壁
的小圆细胞（$"" F ）

图 " $周后部分小圆细胞呈梭形改变（$"" F ） 图 # !$ / 后呈内皮细胞样改变（$"" F ）

图 $ AG$"> 细胞膜表达阳性，呈褐色（H; F
!""）

图 % 3@IJ-?! 表达阳性，细胞质有蓝褐色
颗粒形成（H; F !""）

图 & 球囊损伤后即刻病理学检查示：内皮层广
泛破坏，内皮细胞脱落（箭头，K@ F !""）

图 ’( 9 周后，对照组血管壁增厚明显，血管
腔明显狭窄（K@ F 9"）

图 ) 荧光标记检测显示荧光标记细胞移植
后，损伤血管内皮表面有强荧光表达（荧光 F
$""）

图 * 细胞移植后 9 周，细胞移植组血管壁轻
度增厚，血管腔轻度狭窄（K@ F 9"）
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功能的前体细胞。678可导致血管内皮形成的潜在
机制是通过 678 分化成 68 或增加生长因子激活
局部成熟的 68。678进入体内后，对损伤的血管内
皮有特异的靶向性，其高增殖潜能、定向归巢特性

以及自体移植无毒性、无免疫反应等特点，又使其

成为基因治疗的理想靶细胞。内皮细胞损伤也是血

管介入治疗后再狭窄病理过程的重要环节，目前，

再狭窄仍是影响动脉血管介入治疗疗效的主要并

发症。通过细胞移植促进受损血管内皮细胞的修复

和再生，也就成为防治再狭窄的重要研究方向。

9*+(*+ 等:;<研究发现，如果将体外培养的 678 从外
周静脉注入到颈动脉球囊损伤后的小鼠体内，术后

$= /行免疫组化检测，发现移植组 678 集中到受损
伤血管的局部，其损伤血管的内皮覆盖率明显高于

对照组。>+0*?*等:$"<通过分离兔外周血 678，进行体
外培养并转染标记基因 @.AB，然后再种植到球囊损
伤后的兔颈动脉局部，= / 后扫描电镜观察，发现受
损血管 %"C面积有内皮覆盖，而对照组则少于 DC。
而移植 = 周后检查，发现细胞移植组受损血管 #"C
被 @.AB标记的内皮细胞覆盖，对照组少于 D#C。提
示 678 研究对预防和治疗 7EF 术后再狭窄具有重
要的临床应用价值。

在本研究中，对损伤血管局部移植组荧光标记

678 后 = /，病理组织学检测显示损伤血管内皮表
面也有强荧光表达。证明通过介入灌注导管局部移

植血管内皮祖细胞，可靶向集中到受损血管内皮

面，进行修复作用。细胞移植后 =周，病理学检测发
现细胞移植组损伤后血管内膜部分被修复，假性内

膜形成及中膜平滑肌层增厚程度较轻，与对照组血

管壁厚度有明显的统计学差异，说明 678 防治 7EF
术的再狭窄是可行的。

介入放射学由于其微创性和高度的靶向性，在

细胞移植及基因治疗的前沿医学治疗中有重要的

应用前景。现已有成功应用 678携带扩血管基因降
低肺动脉性高血压的研究，避免了为将腺病毒载体

注入局部动脉时所需的开胸手术，并可消除重组蛋

白或基因治疗直接全身应用所伴随的不良反应 :$$<。

本研究再次证明，介入局部移植 678，对于防治血
管球囊成形术后再狭窄的形成，具有重要的作用和

临床应用前景。
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