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·基础研究·

三氧化二砷预防家兔血管损伤后再狭窄及其机理的研究

赵智琛张琳黄从新王晶 王唏

I摘要】 目的探讨应用三氧化二砷(As203)预防血管损伤后再狭窄的效果及其作用机制。方法 观察

As203对培养兔血管平滑肌细胞(VSMC)生长的影响。32只新西兰白兔随机分为2，4周实验组和对照组，应用

10％As203 2．5 mg·kg-d-1或等量生理盐水腹腔注射后3 d，球囊损伤左颈总动脉。处死动物取血管作形态学和免

疫组化检测，检查肝脏、肾脏组织学。结果细胞形态学和凋亡DNA片段电泳证实，Asi03诱导培养VSMC凋亡，

与药物浓度和作用时间呈依赖性。与对照组相比，2周实验组血管内膜增殖面积显著减少(P<0．05)，4周实验组

内膜面积无踢显差异；但2周和4周实验组的管腔面积均有明显增大(均P<0．05)。免疫组化检测发现，与对照组

相比，实验组2，4周Bcl一2蛋白表达下调(均P<0．05)，bax蛋白表达上调(分别P<0．01，P<0．05)，这与相应时

间段的m管内膜增生受抑制，血管腔面积扩大相一致。结论As203能有效地预防实验性血管损伤后再狭窄，与抑

制_bcl-2基因和活化bax基因而诱导细胞凋亡有关。

【关键词】再狭窄；血管平滑肌；凋亡；bcl一2基因；bax基因；三氧化二砷
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【Abstract】Objective To investigate the preventive effect of arsenic trioxide 011 restenosis after vascular injury and

its mechanism．Methods Effect of arsenic trioxide on vascular smooth muscle cells in vitro was observed．Then 32

New Zealand white rabbits were divided randomly into two-and four-week study groups and a control group．Ten percent

arsenic trioxide 2．5 mg’kg-1。d or same volume of0．9％sodium chloride was given by intraperitoneal infusion respective—

ly three days before left colnIilon carotid arteries were denuded by balloon．Two or four weeks after denudation，the ani—

mals were sacrificed for morphological and irnmunohistochemical studies on carotid arteries，and for histological study on

liver and kidney． Results It Was showed by cellular morphology and DNA fraction in electrophoresis that promoting

effect of arsenic trioxide on cultured vascular smooth muscle cell apoptosis Was dependent upon its concentratien and dura—

tion of action．Compared with the control animals，the mean vascular intimal proliferation areas in the study animals after

injury were reduced in two-week group(P<0．05)and not different in four-week group(P>0．05)，but the mean vasctl—

lar lumen areas were significantly enlarged in both two-and four—week groups(P<0．05)．Compared with conl【rol

groups，the downregulated Bd一2 protein expression(all P<O．05)and the upregulated Bax protein expression(P<0．叭

in tWO-week group；P<0．05 in four—week group)were detected by immunohistoehemical examination．The protein ex—

pression Was consistent with the suppression of intimal proliferation and the enlargememt of luminal area in the correspond—

ing samples．Conclusions Arsenic trioxide can prevent effectively the experimental restenosis after artery injury and in—

duee vascular smooth muscle cell apoptosis，possibly via suppressing bcl一2 and activating hax genes．
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我国人群中冠心病发病率逐年上升，经皮腔内

冠状动脉成形术是有效的治疗方法之一。但是，成

形术后半年内再狭窄率较高，严重影响远期效果。

研究发现，再狭窄主要与血管平滑肌细胞(vSMC)
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向内膜下迁移并过度增殖有关⋯。因此，探索有效

预防VSMC增殖是防止再狭窄的主要方法。

凋亡是生物进化过程中保守的生理性细胞死亡

形式，它可以调节细胞数量和多种组织结构，是由特

定基因调控的细胞程序性死亡，并发现了调控细胞凋

亡的基因家族。尤其是显性原癌基因bcl一2和凋亡基

因bax，具有强大的调节细胞凋亡作用，它们均属于

bd一2家族。Bcl一2蛋白和Bax蛋白形成二聚体，共同

调节细胞生存。这样，凋亡细胞数量和增殖细胞数量

的相对平衡，决定细胞对凋亡诱导作用的反应。

可用于治疗皮肤病和急性早幼粒细胞白血

病【2,31的三氧化二砷(As203)，发现它通过下调抗凋亡

的bcI一2基因表达而诱导白血病细胞凋亡∽J。在再狭

窄部位和人动脉粥样硬化斑块均可发现VSMC凋

亡。所以联想到A黝Q是否能用于诱导VSMC凋亡，

减少其数量，达到预防再狭窄的目的。本实验观察

AS，Q诱导培养家兔VSMC凋亡情况，预防模型动物

血管损伤后再狭窄，并探讨其可能的作用机理。

1方法

1．1 VSMC培养应用组织块贴壁法培养新西兰白

兔胸主动脉平滑肌细胞。第3代细胞经抗a一肌动蛋

白(Q—actin)抗体免疫组化染色鉴定为VSMC，实验

用VSMC为第6～10代。实验组VSMC A％03(哈尔

滨伊达制药厂)浓度为1．5，2．0，3．0，4．0／mlol／L，

分别培养24，48，72和96 h，对照组不加药物。1．0

fLmol／L As203在预实验中不影响VSMC凋亡，故最

低浓度取1．5／,mol／L。

1．2凋亡细胞的制备用不同药物浓度的、—孙配(约

6×106个)洗脱，固定及脱水，超薄切片，透射电镜观

察细胞超微结构(JEMl200 ExII型，J矗Ltd，日本)。

1．3 DNA提取及电泳按文献介绍方法bJ提取

DNA。在紫外线灯下观察凋亡DNA电泳梯度，摄片。

1．4流式细胞仪分析 按文献介绍的方法∞J进行

分析，将不同时间、浓度的细胞凋亡率绘成曲线图。

1．5动物模型新西兰白兔2．O～2．5kg 32只，称重后

随机分为2，4周实验组和对照组(每组雌雄各4只)。

1．6动脉内膜损伤实验组腹腔注射10％As203 2．5

mg·k1·d1，对照组注射等量生理盐水3 d后，按文

献介绍的方法制作动脉内膜损伤模型。

1．7形态学检查动脉内膜损伤2，4周后处死动

物，取出双侧颈总动脉，PBS冲洗血管腔，经固定脱

水后，石蜡包埋，每隔4 1711Tl作切片，HE染色，测定

内膜面积和管腔面积(HJPAS-1 000彩色病理成像

系统)。所有血管均分成两段，一段血管横断面切片

作形态学测定，另一段血管长轴切片免疫组化检测。

观察肝脏、肾脏颜色，测重，分别取肝脏、。肾脏10 Hm，×

10 mn组织块，按前述方法固定、切片，光镜下观察。

1．8免疫组化应用链霉菌抗生物素蛋白一过氧化

酶法检测Bcl一2和Bax蛋白表达。

1．9统计学分析数据以均数±标准差表示，采用t检

验比较组问差异，以P值<0．05差别有统计学意义。

2结果

2．1凋亡细胞特征实验组微绒毛减少，部分消失；

胞浆中内质网数量减少，部分扩张成空泡状；核仁消

失，核染色质固缩，呈境界分明的团块状聚集于核膜

内缘，即核边集现象；部分核膜破裂(图1A)。上述

表现在4．0／,mol／L As203处理96 h，凋亡细胞数最

多；而1．5 ttmol／L浓度处理24 h，凋亡细胞数最少。

对照组VSMC微绒毛完整且比较丰富，内质网丰

富，胞核形态规则，核仁清晰(图1B)。

2．2流式细胞仪结果与对照组相比，VSMC经过

较高浓度和较长时间As203处理，出现明显的二倍

体亚G1凋亡峰(图2)。将不同时间、浓度的VSMC

亚G，凋亡峰值绘制成曲线图(图3)。

2．3凋亡DNA琼脂糖凝胶电泳 用各种浓度

As203处理细胞24 h，DNA凋亡梯形带不明显；而

3．0--4．0>molA～浓度处理>48 h，可见清晰、典型

细胞凋亡梯形带142，174bp(图4)。

2．4形态学检查结果与对照组相比，实验组显示，

2周血管内膜面积明显减少(P<0．05)，而4周减少

不明显(P>0．05)；但2，4周中膜面积也明显减小。

因此，2，4周平均血管腔面积均增大(均P<0．05，表

1)；夕h弹力板内的总血管面积明显增大(P<0．05)。

肝脏和肾脏外观及组织学结构均未见明显异常。

2．5 Bcl一2和Bax蛋白免疫组化Bcl一2、Bax表达以

胞浆出现清晰的黄色沉淀为阳性，分别计数内膜和

中膜各自不相连的5个40倍视野阳性细胞数的比

例(表2)。与对照组相比，2，4周实验组bcl一2表达

均明显降低(均P<0．05)；Bax表达显著增加(2周

P<0．01，4周P<0．05)。

3讨论

由于VSMC引起的内膜增殖在再狭窄过程中

发挥关键性作用，本实验应用诱导VSMC凋亡的方

法，减少其增殖。结果表明As203能够诱导VSMC

凋亡，减轻内膜、中膜增厚使管腔面积增大，与抑制
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图l凋亡细胞特征．A：实验组；B：对照组
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图2 不同药物浓度细胞凋亡峰．A：对照组；B：2 0 tlmol／L!ll；C：4．0 tm_lol／L组
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图4 凋亡细胞电泳梯形带

1．O／Ⅱnol／L 2 0 tLr∞l／L 3．0删／L 4．0／￡molA。

表1血管形态学结果(rrLrrl2，孑±S)

。P<0．05，与对照组比较
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Bcl一2 Bax

+P<0．05，～P<0叭，与对照组比较

bcl—2基因表达和上调bax基因表达有关。

3．1 As203诱导VSMC凋亡作用抑制VSMC增生

或促使其死亡，据认为是有效预防再狭窄的具有前

景的方法之一。本实验结果支持应用As203处理引

起VSMC死亡。体外1．5～4．0／1mol／LAs203促进

VSMC凋亡，随着药物浓度增加和作用时间的延

长，这种作用更明显，最高凋亡率>30％，与文献报

道的结果相一致№j。142，174bp凋亡DNA片段清

晰可见，它们均属于低分子DNA片段，前者系核小

体DNA片段的长度，表明在AS2q诱导下，细胞染

色质在核小体之间被内源性核酸酶切断。174bp为

核小体亚单位DNA片段长度，代表典型的凋亡

DNA片段长度¨7I。当As，q处理细胞>48 h，174

bpDNA片段更清晰。提示在As203作用下，DNA

长链被切成典型的凋亡DNA长度。流式细胞仪结

果亦显示，与24 h相比，处理48～96 h出现较为明

显的亚G．二倍体凋亡峰。总之，细胞形态学和分

子生物学结果均表明A黝嘎诱导VSMC凋亡，与其

浓度、时间有关。

那么，在体内As203是否对VSMC也有效?与

对照组相比，2周组模型动物血管内膜增生面积明

显减少(P<0．05)，4周时减少不明显(P>0．05)i

2，4周血管中膜面积均减小(均P<0．05)，所以，平

均管腔面积明显扩大(2，4周均P<0．05)。提示

As203不仅诱导血管内膜细胞凋亡，也影响血管中膜

细胞；中膜VSMC凋亡也有助于血管腔面积的扩

大。有报道血管损伤后内膜增生在2周时最明显，

而中膜VSMC凋亡在损伤后18 h高峰，14 d凋亡

停止旧J。本实验发现，As203诱导内膜细胞凋亡至

少持续2周，在血管中膜持续4周。结果明确支持，

A黝03通过诱导VSMC凋亡，减轻内膜增生和中膜

形成，预防模型动物血管损伤后再狭窄。

3．2胸03作用机制As203是目前缓解难治性急
性早幼粒白血病最有效的药物之一【2,3]，发现与

AS203抑制增生性bcl一2基因表达有关t4]。本实验

显示As2(]3预防实验眭再狭窄，是否亦与抑制bcl一2

基因有关?

与对照组相比，血管壁Bcl一2蛋白表达在2，4周

均明显下调(均P<0．05)；但是，Bax蛋白表达上调

更显著(2周P<0．01，4周P<0．05)。这些结果表

明，As203下调Bcl一2蛋白所产生的抗凋亡作用，相

应地上调Bax表达，最终诱导细胞凋亡。Bcl一2蛋白

高水平表达，保护细胞DNA链免受各种因子诱发

的降解[9,10]。bcl一2基因使肿瘤细胞无限制生长，主

要是延长细胞寿命，而非增加细胞增殖率；当Bax蛋

白与Bcl一2蛋白相结合形成二聚体，则阻断后者的

抗凋亡效应【¨j。AS203诱导凋亡与Bcl一2明显下调

及Bax显著上调相吻合。bcl一2基因抑制凋亡与延

长VSMC寿命也有关u 2。。当细胞Bcl一2蛋白过度

表达，能部分抵消As203诱导细胞凋亡作用【10]。人

动脉粥样硬化斑块中VSMC Bax蛋白表达升高，该

部位发生凋亡的频率也高[12j，提示细胞凋亡与

VSMC Bax蛋白表达上调相关。本实验结果显示，

2，4周时Bax蛋白表达上升及Bcl一2蛋白表达下降，

与管腔面积扩大相吻合。总之，AS203预防模型动

物的再狭窄，与Bcl一2和Bax蛋白表达的改变有关，

诱导细胞凋亡，最终抑制VSMC过度增殖。

3．3安全性评价接受AS203 2．5 mg·kg-1·d-1 17，

31 d的动物肝、肾组织标本显示了其安全性。肝、

肾外观，大小和重量与对照组相比无差异。肝小叶

结构完整，细胞排列规则，汇管区未见炎性细胞。肾

小球形态正常，Bowman囊未见粘连，肾小管完整，

未见小管上皮细胞变性和坏死。因此，该剂量的

As203对再狭窄动物模型是安全的。
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·消 息·

医学科研(临床)实验设计与统计分析培训班通知

我国医药卫生科研及其期刊中统计学误用率约为80％，有些错误产生于统计研究设计阶段，其性质是

致命性的，往往导致结论错误；而统计描述和统计分析方法选择方面的错误，几乎俯拾即是，充分说明我国医

药卫生科研工作的科学性和严谨性令人忧思。军事医学科学院胡良平教授，经过20余年的潜心钻研，其研

究出的“逆向统计教学法”对帮助医学科研工作者克服科研设计和统计分析弱点提出了有效的对策和方案。

为了提高医学科研人员和临床工作者从事科研工作的质量，提高他们撰写医学论文的水平和向名牌医

学期刊投稿的刊出率，中华医学会《中华医学杂志》编辑部与军事医学科学院生物医学统计咨询中心将于

2003年11月3～8日(共6天)联合举办“医学科研(临床)实验设计与统计分析培训班”，11月2日报到。课

程设置：(1)实验设计的理论与方法、医药科研与期刊论文中实验设计错误辨析；(2)实验设计类型的辨析、定

量资料统计分析方法的合理选择及其常见错误辨析；(3)各种列联表的识别、定性资料统计分析方法的合理

选择及其常见错误辨析、多元统计分析简介；(5)资料综合分析的理论与方法及其常见错误辨析、结果的正确

表述和结论的正确陈述；(6)SAS软件应用技巧以及相关新知识介绍。

每人交培训费和资料费共计1 500元，差旅费和食宿费自理。办班地点在北京市太平路27号。请拟参

加培训班的同志打电话或发传真报名，报名截止日期为2003年10月10日。联系方式：地址：100850北京

市太平路27号军事医学科学院生物医学统计咨询中心李子健收；电话及传真：(OlO)66931130(李子健)；E—

mail：lizj@nic．bmi．ac．cn．；更多信息，欢迎访问生物医学统计咨询网站：www．stathlp．COIll．
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