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·基础研究·

雌二醇洗脱支架抑制血管内膜增生
的实验研究

梁 明，韩雅玲，康建，闫承慧，邓 杰，徐凯

【摘要】 目的观察雌二醇(B)洗脱支架植入对高脂喂饲兔腹主动脉内膜增生的影响．并探讨其可能的机制。方法

雄兔高脂喂饲后分别于腹主动脉植入裸金属支架、磷酸胆碱(PC)涂层支架和17伊Ez洗脱支架。应用HE染色、免疫

组化染色及蛋白印迹方法观察178-Ez洗脱支架抑制内膜增生的作用及机制。结果 支架植入术后血管壁ERK迅

速活化。磷酸化ERK(p—ERK)在术后0．5 h时达峰值。各组支架植入12周时血管内膜均明显增厚。E：洗脱支架组

新生内膜ff}『积较裸金属支架组减少36％。支架植入后0．5 h时Ez洗脱支架组p-ERK表达明显低于裸金属支架组。

2周时E。洗脱支架组内皮化率明显高于裸金属支架组及PC涂层支架组。结论E：洗脱支架安全、有效，可明显减

少实验兔支架植入后的血管内膜增生；与普通裸金属支架对比，Ez洗脱支架能够加速支架段血管的再内皮化；丝裂

原激活蛋白激酶ERKl／2可能介导了支架植入后血管平滑肌细胞的增殖和内膜增生。
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Estradiol eluting stent inhibits neointimal proliferation

in rabbits abdominal aorta

LIANGMing，HAN Yaling，KANG Jian，et al

Cardiovascular Research Institute，Department of Cardiology，Shenyang General Hospital，

Shenyang Military Command，Shenyang 1 10016。China

[Abstract]Objective To evaluate the effects of 1 78一estradiol(E2)一eluting stems on neointimal proliferation of

abdominal aortas in high fat diet fed rabbits and tO investigate the possible mechanism．Methods Male high fat diet

fed rabbits received implantation of 1 7B—Ez—eluting stents，or control phosphorylcholine coated stents or bare metal

stents into abdominal aortas as control groups．Histology。immunohistochemistry and Western blot analysis were

used tO assess the inhibitive effects of E2一eluting stems on neointimal proliferation and and the possible mechanism．

Results Western blot analysis revealed marked increase in ERK phosphorylation in 30 min after deployment of phos—

phorylcholine-coated or bare metal stents，indicating activation of MAP kinase pathway．Immunohistochemistry

showed intense staining of phospho—ERK in the medial smooth muscle cells in stent—implanted region．Extensive

neointimal hyperplasia developed 12 weeks after stenting．Neointimal area decreased by 36％in E2一eluting stent·im—

planted animals compared tO bare metal stent—implanted animals．In Ez—eluting stent’implanted animals。significant in—

hibition of ERK phosphorylation and neointimal thickening were observed and immunohistochemistry of factorⅧ一re—

lated antigen demonstrated an accelerated re-endothelialization as compared tO the bare metal stent or phosphorylcho—

line-coated stem—implanted controls．Conclusion E2一eluting stents reduce neointimal proliferation and hence prevent

restenosis after angioplasty，possibly by inhibiting ERK activation in smooth muscle cells and promoting re-endotheli—

alization．
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药物洗脱支架的临床应用为最终征服再狭窄

带来了希望。目前应用较多的支架表面涂层药物

是西罗莫司(雷帕霉素)和紫杉醇，2～3年的临床观
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察证实具有良好的抑制再狭窄作用j。3。。但这两种

涂层药物在抑制了血管平滑肌细胞(vascular

smooth muscle cells，VSMC)增生的同时，也抑制了
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损伤动脉的愈合及内皮化，其远期疗效仍需进一步

观察。雌激素的心血管保护作用早已引起人们重

视，最近多项动物实验研究发现，局部或全身给予

雌激素能有效抑制球囊拉伤所致的血管内膜增生，

并能加速损伤部位的内皮化，后者可能具有优于现

有涂层药物的潜在益处一引。本研究旨在通过在体

兔的实验研究评价雌二醇洗脱支架的效用性及安

全性，并探讨其抑制内膜增生的可能机制。

1材料与方法

1．1 实验动物和材料健康纯系日本雄性大耳白

兔由沈阳军区总医院动物实验科(全军二级动物实

验室)提供，体重2．75～3．25 kg。动物实验专用的

磷酸胆碱(phosphorylcholine，PC)涂层支架(规格

3．5 mmX 18 ram)及裸金属支架(即未涂任何药物

的普通金属支架，规格3．5 mm×18 mm)均由英国

太平洋医疗器械有限公司惠赠；1713一雌二醇(E。)购

自Sigma公司。

1．2 高脂血症实验动物模型建立 正常日本大耳

白兔分笼饲养观察1周。取静脉血，按试剂盒说明在

全自动生化仪上测定各项血脂指标，其中总胆固醇

(total cholesterol，TC)采用酶法，高密度脂蛋白胆

固醇(high—density lipoprotein cholesterol，HDL-C)

及低密度脂蛋白胆固醇(10w—density lipoprotein

cholesterol，LDL—C)采用直接法，甘油i酯(tri—

glycerides，TG)采用GPO—PAP法。当日开始喂饲

高脂饲料(饲料中加入15％蛋黄粉、0．5％胆固醇和

5％猪油)。持续喂饲3周后，将饲料中胆固醇剔除，

继续喂养。6周时复查血脂，并处死3只动物，取其

腹主动脉切片观察脂质沉积及动脉粥样硬化程度。

1．3 支架涂药及植入方法 E：100 mg溶于无水

乙醇5 ml中，将PC涂层支架浸入含有E：的乙醇巾

放置5 min，取出后自然干燥5 min，再用移液器取含

有E2的乙醇溶液20“l至支架表面，干燥10 min，制成

E2洗脱支架，支架表面E2剂量为2．54／tg／mm2【8]。

于E。洗脱支架植入兔腹主动脉术后1，12，24，48 h

各处死1只动物，应用放射免疫法测量支架表面残

余E：剂量。参照文献[9]所述方法将支架植入腹

主动脉。兔清醒后送回笼中继续喂养。术前3d始

喂服阿司匹林25 mg／d，直至处死。术中静注肝素

钙i000 U，术后常规用青霉素80万单位，肌注，

2次／d，共3 d。

1．4标本制备及形态学观察 实验兔于支架植入

后2，4，12周每组各处死3只兔。取其支架覆盖段腹

主动脉用于形态学分析；每份靶血管段标本非连续

切取2段长度为3～5 mm的血管(剩余部分一80℃

冻存)，置于10％甲醛(福尔马林)溶液中固定，环氧

树脂包埋，间断均匀切片，切片厚度5“m，苏木素一

伊红(HE)染色，光镜下观察VSMC的移行、增殖及

内膜厚度变化，拍照以作记录。按照组织学划分，

内弹力膜以内为血管内膜，内、外弹力膜之间为中

膜。在4倍物镜下将完整的血管横切面HE染色图

像摄入计算机图像分析系统中进行图像编辑，用鼠

标准确勾出内弹力膜及管腔轮廓，逐步测算血管腔

面积、新生内膜厚度、面积及管腔狭窄百分比。其

中新生内膜厚度一(内弹力膜周径一管腔周径)／

2丌。按Gunn等’1o．报道的方法计算血管损伤积分，

评估3组的血管损伤程度。

1．5免疫组织化学染色观察内皮化程度及磷酸化

ERK(p—ERK)表达 问断均匀切片环氧树脂包埋

的组织，厚度3～5／tm，按文献[11]所述方法脱树

脂。采用链霉亲合素一生物素过氧化物酶复合物

(SABC)法，严格按照SABC试剂盒说明书操作步

骤进行因子Ⅷ定性测定。每张切片随机选取3个不

同视野，计数每个高倍镜下管腔周径(T)及因子Ⅷ

染色阳性的管腔长度(E)作为内皮化程度的指标。

计算再内皮化率的公式为：EE／ET×100％。取术

后不同时间点血管样品行冰冻切片，采用常规免疫

组化法镜下观察P—ERK着染和细胞定位。

1．6 Western印迹分析ERK蛋白表达及活化 将

样品研磨匀浆裂解后，用BCA法测定蛋白浓度，每

一泳道加入等量蛋白样品，经10％聚内烯酰胺凝胶

电泳(SnPAGE)分离，电转膜法将蛋白转移到硝酸

纤维膜上，5％脱脂奶粉封闭非特异抗体结合。加

一抗(1：500)4℃过夜，加二抗(1：500)37℃孵育

2 h。用ECI。试剂显影，用GelDoc 2000图像分析

仪测定谱带强度。

1．7统计学处理 测定指标结果均采用z4-s表

示，采用SPSSl0．0统计软件，组间比较采用方差分

析(ANOVA)，高脂喂饲前后血脂水平比较采用￡

检验，P<0．01差异有非常显著统计学意义，P<

0．05示差异具有统计学意义。

2 结 果

高脂喂饲3周时3只实验兔不明原因死亡，术

中2只实验兔凶手术操作失误死亡，术后13 d及17

d时裸支架组及E：洗脱支架组各有1只实验兔因

肺内感染死亡。各组实验兔无因支架内血栓形成，

下肢坏疽导致死亡。共补充7只实验兔人各组，实

验结束时共有74只实验兔。所有植入支架血管即

时造影均通畅，无夹层、穿孔、撕裂及急性血栓形

成；不同时期造影复查显示所有植入支架无移位现
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象，无动脉瘤及血栓影像。植入前后不同时期通畅

的支架区血管直径进行测量，无明显狭窄。在裸金

属支架组、PC涂层组和E。洗脱支架组，支架植入

导致的血管损伤程度基本相同，平均损伤积分依

次为2．11士0．22，2．18±0．21和2．20土0．27

(P>O．05)。

2．1 高脂喂饲兔血管壁结构及血浆血脂浓度变化

高脂喂饲6周后实验兔血清TC、TG、LDL—C水平较

高脂喂饲前明显升高，但血清HDI。-C无显著变化

(表1)。解剖后肉眼观察血管内膜光滑，未形成明

显粥样斑块。镜下观察动脉形态可见弹力纤维结构紊

乱，泡沫细胞积聚，胞浆内充满脂肪滴，VSMC增殖，细

胞外基质增加，血管腔面的内皮细胞部分有脱落。

2．2 支架表面E2释放特征 支架表面残余E。剂

量在1，12，24，48 h分别为(8．91 4-0．64)，(4．76 4-

0．87)，(2．194-0．23)和(0．81 4-0．36)big。体内释

放曲线显示24 h后E。释放速度明显减慢(图1)。
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图1支架表面E：洗脱曲线

2．3血管图像分析支架植入2，4及12周后外弹

力层横截面积、内弹力层横截面积、新生内膜面积、

管腔面积、中膜面积、管腔狭窄程度及内膜与中膜

面积比的测定结果见表2。不同时间点3组血管外

弹力层横截面积、内弹力层横截面积、中膜面积均

无湿著差异。2周时各组新生内膜面积均明显小于

4周及12周(P<0．01)；4周时各组新生内膜面积

略小于12周，但均无统计学差异(P>0．05)；E：洗

脱支架组新生内膜面积在各时间点均显著小于裸

金属支架组及PC涂层支架组(P<0．01)，12周时

E：洗脱支架组新生内膜面积较裸金属支架组减少

36％；PC涂层支架组各时间点内膜面积较裸金属

支架组略有减少，但无统计学意义(图2)。2周与

12周时新生内膜面积的比值在E：洗脱支架组明显

高于PC涂层支架组和裸金属支架组(分别为0．74、

0．62和0．64)。

2．4血管内皮化程度支架植入后2周，各组动脉

内膜管腔面可见有较多因子Ⅷ阳性细胞，呈不连续

线性排列。各组支架植入后4周，因子Ⅷ阳性细胞

进一步增加，呈连续线性排列，血管内膜接近完全

内皮化。2周时E：洗脱支架组内皮化率明显高于

裸金属支架组及PC涂层支架组[(78．4±5．2)％口s

(60．34-3．7)0A和(59．84-4．9)％，P<0．01；图3]，4

周时各组间无明显区别[(96．5±3．3)％。s(94．64-

2．7)％和(95．34-3．1)％，P>0．053。

表l 兔高脂喂饲前与高脂喂饲6周后血脂水平的比较In--60，mmol／I。，x-I-s)

注：TC：总胆同醇；TG：甘油三酯；LDL—C：低密度脂蛋白胆固醇；HDL—C：高密度脂蛋白胆固醇。与高脂喂饲前比

较，。P<0．01

表2 兔腹主动脉支架植入后血管各层面积、厚度及管腔狭窄率(n=6，x4-s)

注：与裸金属支架和PC涂层支架比较，。P<0．0l；与4周和1 2周比较，4P<0．01
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图2不同支架组血管内膜增生比较

A：正常兔腹主动脉；B：裸金属支架组；C：P[2涂层支架组；D：E：洗脱支架组 (HE×400)

图3 2周时血管内皮因子Ⅶ免疫组化染色

A：正常兔腹主动脉；B：裸金属支架组；C：PC涂层支架组(HE×400)

2．5 支架植入对血管壁ERK活性表达变化的影 支架植入0 0．5 6 12 24 48 m)

响免疫组化染色及Western印迹分析显示正常

血管壁几乎无trERK表达，支架植入后ERK迅速

活化，植人0．5 h时p-ERK表达达峰值，24 h后回落

至基础水平，而各时间点血管壁总ERK变化不明显

(图4)。支架植入后0．5 h时B洗脱支架组p-ERK

表达明显低于裸支架组及PC涂层支架组(图5)。

3讨论

雌激素的作用机制非常复杂，本研究重点观察

了不同支架植入兔腹主动脉后内膜增殖、血管壁

ERK活性变化及内皮化速度，以期进一步揭示雌二

醇洗脱支架抑制血管成形术后再狭窄的机制。

本研究结果证实，在3组血管损伤程度基本相

同的情况下，E。局部应用对支架植入后内膜增生有

明显抑制作用，12周时E。洗脱支架组较裸金属支
图4金属支架植入兔腹主动脉后对血管壁ERK

表达活化的影响
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圈S支架檀入兔腹主动脉0．S h时血管■ERK活性对比

架组内膜增生降低了36％(P<0．01)，与New等[8]

报道的结果相似。但New等选择的实验猪不分雌

雄，不能排除由于雌雄动物内源性雌激素对实验结

果的干扰，且在同一实验猪的不同冠状动脉分别植

入裸金属、PC涂层和E2洗脱3种支架，高浓度E2

(总量260肛g)由支架表面洗脱入血后亦可能对其他

两种支架产生干扰。本研究全部选择雄兔，每只兔

腹主动脉仅植入一枚支架，避免了上述因素的干扰。

体外细胞培养证实Ez可抑制血清诱导的平滑

肌细胞ERK信号转导通路的激活．进而抑制VMSC

的增殖和迁移[121，ERK包括ERKl和ERK2，属丝

氨酸和(或)苏氨酸蛋白激酶．丝裂原刺激细胞后，

经典的三级MAPK顺序激酶激活后出现ERK级

联反应，活化的ERK能向细胞核转位，经过一系列

信号传递产生转录因子，再作用于核内癌基因而发

挥促细胞增殖的作用n3’1“。Koyama等[15】的研究

发现球囊拉伤后，血管壁ERK信号转导通路可在

效分钟内迅速活化，但l"-2 d后即降至术前水平，

局部应用ERK抑制荆PD98059可抑制其活化，并

能减少新生内膜形成。由此．Koyama等推测ERK

信号转导通路参与了血管损伤后中膜平滑肌的增

生修复，但可能只在急性损伤早期发挥作用。本研

究结果显示兔腹主动脉植人支架后也同样伴有血

管壁ERK的明显活化，术后0．5 h时p-ERK表达

最强，24 h时降至术前水平。其变化趋势与球囊拉

伤后相似，提示ERK信号转导通路可能参与了支

架植入早期平滑肌细胞的增生修复反应。

内皮化的速度是影响内膜增生程度的一个重

要因素[1引。内皮化不良可致局部亚急性或迟发性

血栓形成，导致冠状动脉阻塞；同时，内皮化不良还

会使VSMC直接暴露于血清中的各种刺激因子，使

其持续增殖，引起迟发再狭窄[171。Krasinski等[6]

的实验发现雌激素能促进大鼠颈动脉球囊损伤区

的再内皮化和内皮细胞功能的恢复。本实验结果

显示，支架术后早期(2周)时Ez洗脱支架组内皮化

程度已经明显高于裸金属支架组及PC涂层支架

组，表明以支架为载体、局部给予E。能够起到加速

内皮化的作用。进一步分析各组2周与12周时新

生内膜的比值，发现E：洗脱支架组明显高于PC涂

层支架组和裸金属支架组。E2洗脱支架组血管内

膜增生主要发生于术后2周，2周后增生速度减慢，

可能与该组2周时即已产生了明显内皮化有关。而

PC涂层支架组、裸金属支架组由于内皮化率相对

较低，2周之后内膜增生仍持续进展。提示E：在术

后早期(2～4周)产生的良好的内皮化作用是明显

减缓内膜增生速度的一个原因。

在本研究中实验动物最长观察到术后12周，发

现E2洗脱支架明显减少支架植入后的血管内膜增

生，观察期间未发现与支架植入直接有关的死亡，

各时间点血管造影及形态学观察均未见动脉瘤及

支架内血栓形成，初步证实E2洗脱支架安全、有

效，具有良好的临床应用前景，但仍有许多问题有

。麓)f簏史吝_翟
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待解决。首先，E：局部应用的安全有效剂量、作用

时间窗以及E：代谢衰减后血管平滑肌增殖是否存

在反跳现象等仍需进一步明确；其次，还需进一步

改进E：的涂层技术，延长E。洗脱时间。本研究在

观察支架表面残余E2剂量时选择了4个时间点，初

步证实E：支架植入48 h后支架表面仍残留较高浓

度的E。(o．82扯g，相当于正常雄兔血浆E：总量的

5～10倍)，但还没有测出体内完全洗脱时间。相信

随着相关研究的逐步深入，E：洗脱支架将会成为治

疗冠心病的一种有效手段。
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