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相似文献(7条)

1.学位论文 张琳 人SDF-1α的原核表达、纯化及其促进雷帕霉素洗脱支架植入后血管再内皮化的实验研究 2009
    基质细胞衍生因子1(SDF-1）在特异性受体CXCR4介导下参与机体多种生理和病理过程，尤其在干／祖细胞动员、迁移、募集和归巢等方面发挥重要作用。内皮祖细胞(EPCs)是一类能

循环、增殖并可直接分化为血管内皮细胞的前体细胞。在胚胎发育过程中其参与血管发生，出生后还具有促进新生血管形成和内皮损伤后修复等作用。EPCs表面高表达SDF-1特异受体

CXCR4，因此增强SDF-1/CXCR4轴可有效提高循环中EPCs数量并改善其功能。本研究拟制备hSDF-1α，研究其对药物支架植入后靶血管再内皮化的作用。

    利用分子克隆技术，构建hSDF-1α原核表达载体，应用离子交换层析蛋白质纯化技术纯化载体表达蛋白，得到高纯度目的蛋白，采用T淋巴细胞体外趋化实验和显色基质鲎试剂盒分

别对纯化得到的目的蛋白生物学活性和内毒素含量进行检测。将合格的蛋白应用于动物体内，评价其系统给药对于雷帕霉素洗脱支架（SES）植入兔腹主动脉后靶血管再内皮化（re-

endothelialization）的效果。

    本研究主要结果如下：（1）BSA蛋白定量法测定目的蛋白浓度最高为1.7mg/mL，BandScan 5.0软件分析SDS-PAGE电泳结果表明重组蛋白纯度大于99％，2L初始菌液获得了20mg的重组

蛋白。趋化实验显示蛋白具有生物学活性，且检测内毒素含量为0.02EU/ug。（2）国产SES和BMS植入后血管再内皮化的实验研究发现SES植入后靶血管出现明显的再内皮化延迟。(3)将重

组蛋白作用于植入SES的实验动物后发现，术后第7天、14天和28天试验组内皮覆盖程度明显高于对照组(分别为45％±15％比23％±7％；75％±7％比57％±3％和 84％±7％比

68％±4％)。28天时试验组新生内膜面积和厚度以及管腔狭窄率较对照组均明显减少。

    以上的实验和研究，不仅改进hSDF-1α蛋白制备流程，明显提高蛋白制备的效率，而且在动物体内实验证明了hSDF-1α蛋白可有效促进SES植入术后靶血管再内皮化过程，同时可显
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著减轻支架植入后血管内膜增生。一方面为hSDF-1α蛋白的应用提供了制备技术上的保证，另一方面为临床促进SES植入术后靶血管再内皮化过程提供潜在的新方法。

2.期刊论文 罗启剑.刘宗军.李中东.于文.施孝金.钟伟.钟明康.金惠根.Luo QJ.Liu ZJ.Li ZD.Yu W.Shi XJ.Zhong W.Zhong MK.Jin HG 雷
帕霉素/雌二醇复合洗脱支架体外释放度及体内对猪冠状动脉内膜增殖的抑制效应 -中国组织工程研究与临床康复2007,11(43)
    目的:目前认为雷帕霉素等药物抑制血管内皮细胞引发的血管再内皮化延迟是引起晚期支架内血栓的主要原因.将促内皮化药物雌二醇与雷帕霉素联合应用,制备复合洗脱支架,初步考

察其体外释放度及体内抑制猪冠状动脉内膜增殖的效果.方法:实验于2006-05/12在复旦大学附属华山医院临床药学研究室及解放军第二军医大学附属长海医院心内科实验室完成.①考察

雌二醇在10-10～10-5 mol/L剂量区间对10-8/10-7mol/L雷帕霉素抑制血管内皮细胞增殖行为的影响.②采用气体喷涂法依次喷涂2 mL雷帕霉素层涂层液和1 mL雌二醇层涂层液制备得到雷

帕霉索/雌二醇复合洗脱支架,并用10 mL体积分数为0.2的甲醇在37℃100 r/min水浴振荡器中对支架进行体外释放度考察.③在猪冠状动脉球囊扩张模型中,植人雷帕霉素/雌二醇复合洗脱

支架、雷帕霉素洗脱支架和裸支架,术后28 d考察支架血管段新生内膜面积、内膜平均厚度及支架内皮化程度.结果:①雌二醇在剂量为10-8mol/L时对雷帕霉素的抑制作用最强,使10-

8/10-7 mol/L雷帕霉素对血管内皮细胞的增殖抑制率从50.33%,90.88%分别下降到18.45%,73.01%.②制备的雷帕霉素/雌二醇复合洗脱支架体外持续释放1个月,30 d时雷帕霉素和雌激素的

释放百分数分别为41%和97%.③植入小型猪冠状动脉28 d后,雷帕霉素/雌二醇复合洗脱支架和雷帕霉素洗脱支架的内膜面积和平均厚度均较裸支架明显减少,而两组比较无明显差异;复合

洗脱支架再内皮化程度明显优于雷帕霉素洗脱支架.结论:雷帕霉素/雌二醇复合洗脱支架有改善雷帕霉素洗脱支架内皮化延迟的临床前景.

3.期刊论文 陈明.彭红玉.霍勇.郑博.王新刚.张晓燕.黄光银.CHEN Ming.PENG Hongyu.HUO Yong.ZHEN Bo.WANG Xingang.ZHANG Xiaoyan.

HUANG Guangyin 一种新型可降解聚合物涂层-雷帕霉素洗脱支架对猪冠状动脉新生内膜增生的影响 -心肺血管病杂志2010,29(4)
    目的:评价可降解高分子材料聚丙交酯-乙交酯(PLGA)作为支架药物载体的可行性及携带雷帕霉素的PLGA涂层支架的抗内膜增生作用.方法:在14头微型猪的3支冠状动脉分别植入钴铬

合金裸支架(CoCr-BMS)、不载药的PLGA涂层支架(PCOS)和PLGA涂层雷帕霉素洗脱支架(PLGA-SES).分别在支架植入后1个月和3个月时,复查冠状动脉造影,然后分离支架段血管行组织病理

学分析.结果:共有12头动物存活,其余2头动物可能因麻醉剂相关的呼吸抑制而死亡.支架植入后1个月和3个月,不载药的PLGA涂层支架新生内膜面积和晚期管腔丢失与CoCr-BMS组相近,而

PLGA-SES 组则明显低于CoCr-BMS组.组织形态学示3组支架段血管损伤积分、炎症积分及再内皮化积分差异无统计学意义.结论:在猪冠状动脉支架模型中,PLGA涂层的支架设计具有良好的

生物相容性和安全性;携带雷帕霉素的这种支架可抑制新生内膜形成,预防支架再狭窄的发生.

4.期刊论文 彭红玉.陈明.王皓正.吴铮.郑博.王新刚.张良.侯桂华.胡灏.霍勇.PENG Hongyu.CHEN Ming.WANG Haozheng.WU Zheng.ZHENG Bo

.WANG Xingang.ZHANG Liang.HOU Guihua.HU Hao.HUO Yong 聚丙交酯-乙交酯涂层-钴基合金雷帕霉素洗脱支架对猪冠状动脉新生内膜增生

的影响 -临床心血管病杂志2008,24(5)
    目的:评价钴基合金支架平台、聚丙交酯-乙交酯(PLGA)聚合物作为携带雷帕霉素涂层的新型支架的抗内膜增殖的有效性及安全性.方法:随机在7头微型猪的3支冠状动脉置入钴基合金

PLGA涂层支架(Cob-POS组)、钴基合金PLGA涂层雷帕霉素洗脱支架(Cob-SES组)、不锈钢雷帕霉素药物洗脱支架(genl-SES组),记录支架释放前后的冠状动脉造影图像.3个月后,冠状动脉造

影复查后处死动物,分离支架段血管行组织病理学分析.结果:6只动物存活,1只动物于支架释放过程中死亡,死因可能为麻醉剂所致的呼吸抑制.3组(n=6)支架段血管组织学评价示.与genl-

SES组比较,Cob-SES组新生内膜面积和最大内膜厚度均明显减少.Cob-POS和Cob-SES组支架内狭窄程度与genl-SES组比较.均差异有统汁学意义(P<0.05).组织形态学示3组支架段血管损伤

积分、炎症积分、再内皮化积分差异无统计学意义.结论:在猪冠状动脉支架模型中,钴基合金平台、PLGA涂层的支架设计显示出良好的生物相容性和安全性;携带雷帕霉素的这种支架显示

出比第一代雷帕霉素支架更佳的抑制内膜增生的能力.

5.学位论文 陈鹏 三氧化二砷药物洗脱支架预防血管PTA术后再狭窄的实验研究 2006
    第一部分

    三氧化二砷诱导犬动脉平滑肌细胞凋亡的体外实验研究

    目的明确三氧化二砷诱导犬平滑肌细胞凋亡的作用，进一步探讨三氧化二砷体外诱导犬动脉平滑肌细胞凋亡的最佳有效浓度。

    材料和方法

    1．体外原代培养犬动脉平滑肌细胞。

    2．眦染色光学显微镜观察及α一平滑肌肌动蛋白免疫组化染色鉴定平滑肌细胞。

    3．MTT法观察不同浓度三氧化二砷对平滑肌细胞增殖的抑制作用。

    4．绘制不同浓度三氧化二砷对平滑肌细胞增殖的生长抑制曲线。

    5．透射电镜观察三氧化二砷诱导平滑肌细胞凋亡超微结构的变化。

    结果体外实验表明

    1．在三氧化二砷作用下平滑肌细胞生长受到抑制，抑制作用随浓度的提高和时间的延长而更加明显。

    2．平滑肌细胞随三氧化二砷浓度增加，细胞凋亡明显，细胞增殖速度明显降低，存活细胞数减少。

    3．透射电镜发现：凋亡平滑肌细胞的形态学变化，平滑肌细胞呈椭圆或不规则型，带有长的胞质突起，细胞表面有少量短小的微绒毛，细胞核偏于细胞的一端，核仁明显，胞质内

有大的空泡状结构，为线粒体空泡变和脂滴空泡，细胞核染色质溶解，密斑密体形成高电子密度的颗粒，肌丝溶解，线粒体肿大空泡变性，细胞基质电子密度低下，少量细胞质膜脱落

，形成凋亡小体。

    结论

    1．三氧化二砷对犬髂动脉平滑肌细胞增殖有明显抑制作用：作用机制为诱导平滑肌细胞发生凋亡，从而遏止再狭窄的发生。

    2．三氧化二砷使犬动脉平滑肌细胞的DNA合成和分裂的细胞逐渐减少，静止期和凋亡期的细胞逐渐增多，使细胞增殖阻滞于DNA合成期和DNA合成后期，减少平滑肌的增殖。

    3．三氧化二砷诱导平滑肌细胞凋亡最低有效浓度为2．Oumol／L，4．Oumol／L三氧化二砷对血管平滑肌细胞有明显促凋亡作用，5．Oumol／L三氧化二砷有明显促血管平滑肌细胞死

亡作用，上述作用有浓度及时间依赖性。

    综上所述，三氧化二砷对再狭窄形成的主要原因平滑肌细胞过度增殖、有明确的抑制作用，使细胞的增殖与凋亡重新达到平衡，为三氧化二砷洗脱支架的动物实验提供重要实验室依

据。

  

    第二部分

    三氧化二砷药物洗脱支架的制作

    目的制作丙交酯一吗啉二酮聚合物涂层材料，利用涂层制作三氧化二砷药物洗脱支架，测量支架涂层质量及药物载药量。

    材料与方法

    1．自行合成丙交酯一吗啉二酮聚合物涂层材料。

    2．制作三氧化二砷、雷帕霉素及无药洗脱支架。

    3．测量三氧化二砷、雷帕霉素洗脱支架的涂层和药物载药量，测量无药洗脱支架的涂层质量。

    结果

    1．合成获得丙交酯一吗啉二酮聚合物涂层材料。

    2．制作三氧化二砷洗脱支架12个，涂层平均质量186ug，平均载药量46．58ug：雷帕霉素支架6个，涂层质量178．5ug，载药量402．7ug：无药洗脱支架6个，涂层质量187．7ug。

    结论

    1．成功合成丙交酯一吗啉二酮聚合物涂层材料。

    2．制成三氧化二砷药物洗脱支架及无药洗脱支架。

  

    第三部分

    三氧化．--．砷药物洗脱支架预防PTA术后再狭窄的动物实验研究目的通过动物实验，评价三氧化二砷药物洗脱支架预防PTA术后再狭窄的效果。以验证课题设想：1．三氧化二砷洗

脱支架能否预防PTA术后再狭窄的发生；2．三氧化二砷洗脱支架与雷帕霉素洗脱支架预防PTA术后再狭窄疗效有无不同。材料与方法将12条犬的24条髂动脉血管行球囊扩张术后，植入支

架。支架分组情况如下：镍钛合金编织无药洗脱支架6枚，雷帕霉素洗脱支架6枚，三氧化二砷洗脱支架12枚。分别于术后4，12周各组抽取一定数支架血管，DSA造影观察通畅情况及内支

架再狭窄情况，随后处死实验犬，取出支架所在段血管，切片HE染色显微镜观察。评价：血管造影支架血管段是否狭窄及程度，支架血管壁的慢性排斥反应，支架的内膜覆盖情况，定量

分析新生内膜增生程度。结果支架血管造影表现：4周，三氧化二砷洗脱支架组，无药洗脱支架组，雷帕霉素支架组三组支架均未发生再狭窄，血管通畅。12周，无药洗脱支架组可见明

显再狭窄，雷帕霉素及三氧化二砷洗脱支架组可见轻微狭窄，与无药洗脱支架组有显著性差异(P<0．05)；病理切片示，12周时，三氧化-fi申及雷帕霉素洗脱支架组可见轻度血管新生内

膜增生，无药洗脱支架组新生血管内膜明显增生。增生血管内膜厚度及面积，三氧化二砷与雷帕霉素组之间无显著性差异，三氧化二砷及雷帕霉素组与无药洗脱支架组之间，增生血管内

膜厚度及面积有显著性差异。

    结论

    1．球囊扩张犬髂动脉后植入三氧化二砷支架的实验方法是安全可行的。

    2．三氧化二砷支架，雷帕霉素支架，无药洗脱支架植入后4周时血管造影均未见明显狭窄。

    3．三氧化二砷及雷帕霉素洗脱支架可有效降低新生内膜增生，12周时预防再狭窄的效果明显优于无药洗脱支架。

    4．三氧化二砷及雷帕霉素洗脱支架12周时对支架所在段血管的再内皮化无明显影响。

6.期刊论文 武清敏.乔钦增.赵卫林.王立峰.张永红.郭全合.常增义.Wu Qing-min.Qiao Qin-zeng.Zhao Wei-lin.Wang Li-feng.Zhang
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Yong-hong.Guo Quan-he.Chang Zeng-yi 药物洗脱支架和内皮细胞种植支架的生物相容性 -中国组织工程研究与临床康复2008,12(35)

    目前用于临床的药物洗脱支架包括雷帕霉素洗脱支架和紫杉醇洗脱支架,雷帕霉素和紫杉醇在抑制血管平滑肌增殖和迁移的同时,也抑制了内皮细胞的正常恢复.抑制支架植入后剥脱

内膜的再内皮化过程,中药川芎嗪和大蒜索既能抑制新生内膜增生,又能促进损伤动脉内皮化.成为目前研究较多的涂层药物.由于血管内膜及血管内皮细胞受损在再狭窄中起到至关重要的

作用,以血管内皮细胞为靶向的干预措施成为人们研究的重点,在支架表面种植内皮细胞或内皮祖细胞,通过细胞释放的活性因子可以抑制血栓的形成及平滑肌细胞的过度增生.光滑的材料

表面对药物涂层和内皮细胞的种植非常不利,主要表现为细胞的脱落、涂层不均匀等,材料表面粗糙度的研究在提高细胞黏附率,预防支架植入后血栓形成和再狭窄中起着重要的作用.

7.学位论文 刘宗军 曲尼司特洗脱支架的研制及其预防猪冠状动脉新生内膜增殖的作用 2006
    第一部分：曲尼司特对VSMC和EC生长及分子机制的影响目的：观察曲尼司特对血管平滑肌细胞(VSMC)和内皮细胞(EC)生长的影响及其分子机制，为曲尼司特应用于药物支架提供生物

学基础。

    方法：以培养的猪骼动脉平滑肌细胞和内皮细胞株为模型，应用活细胞计数进行细胞增殖和迁移检测，计算半数抑制浓度(IC50)，以雷帕霉素作为对照。以流式细胞仪分析曲尼司特

作用24小时后VSMC细胞周期的变化和细胞凋亡率(FITC标记的Annexin-V)，以western-blotting检测细胞p21和p53蛋白的表达。

    结果：10％的胎牛血清条件下，曲尼司特显著抑制VSMC的增殖和迁移(在3.125mg/L～100mg/L范围内与剂量正相关)，半数抑制浓度(IC50)为75.6umol/l。曲尼司特(75.6umol/l)作用

VSMC24h后，G1期细胞数显著减少(24％vs51％，P＜0.01)，细胞凋亡率36.7％。western-blotting检测表明曲尼司特(75.6umol/l)使VSMC的p21和p53蛋白显著表达，而在对照组无表达。

曲尼司特对VSMC增殖的抑制作用较雷帕霉素弱，而曲尼司特对EC增殖的抑制作用较雷帕霉素更弱。二者(IC5o)对VSMC的迁移抑制作用无显著性差异；半数抑制浓度雷帕霉素

(36.9nmol/l)较曲尼司特较(75.6umol/l)更显著地抑制了EC迁移数目。

    结论：曲尼司特浓度依赖性抑制VSMC的生长，阻滞细胞在G1期，其抑制作用主要通过细胞凋亡的方式。曲尼司特抑制平滑肌细胞增殖与细胞周期蛋白p21和p53的表达有关。与雷帕霉

素比较，曲尼司特对VSMC增殖的抑制作用虽较雷帕霉素弱，但其对EC增殖和迁移的抑制作用更弱，有助于曲尼司特洗脱支架再内皮化的过程。

    第二部分：支架涂层聚合物材料的体外生物相容性研究目的：观察支架涂层聚合物材料对血管EC生长和血液相容性的影响。方法：将TES涂层材料(PLGA)和RES的涂层材料(PEB和

PBS)均匀喷涂在培养皿底层制成聚合物膜，将PIEC接种于聚合物膜和316L不锈钢片上。培养24小时，光镜和扫描电镜观察细胞形态学，以活细胞计数试剂测定细胞增殖和迁移。扫描电镜

观察PRP在聚合物膜上作用1小时后血小板形态学的改变，测定健康人血液在聚合物膜上作用1小时后的红细胞溶血率，凝血活酶时间(APTT)，凝血酶原时间(PT)，纤维蛋白原测定(FiB)和

凝血酶时间(TT)。

    结果：1.动脉内皮细胞在涂层材料膜上生长良好，细胞形态正常。EC在涂层材料PEB膜和PLGA膜上生长24小时的细胞增殖率分别为69.5％和69.3％，而316L不锈钢片仅为

10.8％；PEB较PBS和316L不锈钢的细胞增殖和迁移数目显著增加。2.吸附在外涂层聚合物表面的血小板保持了良好的自然形态，没有出现伪足或团聚等被激活的现象。3.涂层材料对红细

胞溶血率均小于5％，表明上述材料对红细胞相容性均良好。4.APTT在外涂层材料PEB膜较内涂层材料PBS膜和316不锈钢片均显著延长(P＜0.01)，这表明外涂层材料具有良好的抗凝血作

用。

    结论：PEB和PLGA对血管内皮细胞具有较好的相容性。相对于316L不锈钢片和单纯的内涂层材料，涂层材料PEB具有优良的抗血小板黏附能力和抗凝血作用。提示了涂层材料PLGA和

PEB具有优良的生物相容性。

    第三部分：曲尼司特涂层支架的制备及体外释放度研究

    目的：探索曲尼司特涂层支架的制备方法，考察药物涂层在体外的释放行为和物理化学性能，为曲尼司特涂层支架的进一步动物试验和临床研究提供基础。

    方法：1.将制备的曲尼司特涂层支架，以37℃磷酸缓冲液(pH7.4)为释放介质，在恒温台式水浴振荡器中，进行曲尼司特涂层支架(片)体外释放度测定。2.考察PLGA中LA/GA比例、控

释层厚度、含药率等因素对药物体外释放行为的影响。3.考察涂层在FTIR和X-ray方面行为、丙烯酸树脂对涂层液接触角以及涂层结合力方面的影响。

    结果：1.曲尼司特涂层支架中曲尼司特的释放速度随控释层厚度增加而减慢，随PLGA中GA比例的增加以及含药层中曲尼司特的含量增加而加速，曲尼司特在涂层中以扩散方式释放。

2.曲尼司特未与PLGA发生化学作用，在涂层中两者为物理混合；曲尼司特在含药层中主要是以晶体的形式分散，无定型形式曲尼司特少；丙烯酸树脂预涂层可以增加药物涂层液在不锈钢

表面的润湿程度和铺展性，可以增加药物涂层液在不锈钢表面的剥离力以及结合强度；扫描电镜发现支架表面药物涂层光滑/半整，支架扩张后未发现支架涂层有翘起、开裂和剥脱现象

。

    结论：制备的曲尼司特涂层支架具有较理想的物理化学性能，在体外药物主要是以扩散的方式进行，且涂层的体外释放行为可以通过控释层厚度、聚合物类型以及含药层药物含量等

因素的调节加以控制。

    第四部分：曲尼司特洗脱支架对猪冠状动脉新生内膜增殖的影响

    目的：评价TES和RES在小型猪冠状动脉模型的有效性和生物相容性。

    方法：制备曲尼司特洗脱支架，涂层包埋曲尼司特药物剂量为300μg或600μg。将15只微型猪随机分为5组：裸支架组(n=3,6枚支架)，聚合物涂层支架组(n=3,6枚支架)，曲尼司特

洗脱支架组[低剂量(300μg)组：n=3；600μg剂量(600μg)组：n=3各6枚支架]和雷帕霉素洗脱支架组(载Rap200μg，n=3，6枚支架)。在小型猪冠状动脉分别植入过度扩张(支架血管直

径比为1.2-1.3∶1)的裸支架，聚合物涂层支架、曲尼司特涂层支架和雷帕霉素洗脱支架形成冠状动脉损伤模型。术后第30天复查冠状动脉造影术，并比较五组支架：支架血管段的损伤

积分、支架内皮化、支架内面积、管腔面积、内膜面积和内膜平均厚度(同时观察支架边缘段5mm以内组织)。

    结果：1、五组冠状动脉大小和血管损伤积分程度无显著差异。2、术后30天300μg剂量组和600μg剂量组的内膜面积及内膜平均厚度均显著小于裸支架组和聚合物涂层支架

，600ug剂量组显著小于300μg剂量组，而600μg剂量组和雷帕霉素组无显著差异。曲尼司特洗脱支架300ug剂量组和600μg剂量组的新生内膜面积分别较裸支架减少了41％和53％，新生

内膜平均厚度分别减少了56％和65％。300μg剂量组曲尼司特洗脱支架组的支架内皮化较雷帕霉素组显著改善。3.改进涂层材料的雷帕霉素洗脱支架表面被纤维组织和内皮细胞覆盖，未

发现支架内血栓和支架周围炎症反应。

    结论：1.曲尼司特洗脱支架在小型猪冠状动脉模型植入是安全可行的，显著减少了30天支架内新生内膜的增殖，支架内皮化较雷帕霉素洗脱支架改善；2.而雷帕霉素洗脱支架在有效

抑制支架内再狭窄的同时，具有较好的生物相容性。
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