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人参皂苷Ｒｇ１促进移植大鼠的组织工程血管内皮化

王恬然，聂志强，邹　灏，霍　达，许有前，朱楚洪　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）基础医学院人
体解剖学教研室，组织工程国家地方联合工程实验室，血管植入物国家地方联合工程实验室，烧伤、创伤与复合伤国家

重点实验室，教育部生物力学与组织工程重点实验室，重庆市生物力学与组织工程重点实验室

　　［摘要］　目的　包载人参皂苷 Ｒｇ１（ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１，Ｒｇ１）构建促内皮化的组织工程血管（ｔｉｓｓｕｅ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓ，ＴＥＢＶｓ），并移植大鼠颈总动脉以观察其通畅情况和内皮化效果。方法　 ＣＣＫ８
和流式细胞凋亡检测培养４８ｈ后Ｒｇ１对内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）增殖和凋亡的影响，同时确定
药物适宜工作浓度；将ＥＣｓ分为对照组（普通培养基）、Ｒｇ１处理组（１５．６３μｍｏｌ／ＬＲｇ１培养基）和联合
处理组［１５．６３μｍｏｌ／ＬＲｇ１＋０．５μｇ／ｍＬ血管内皮生长因子受体２（ＶＥＧＦＲ２）抑制剂ＸＬ１８４培养基］，检
测各组细胞培养４８ｈ后增殖和划痕愈合情况；构建壳聚糖包被的Ｒｇ１（２羟丙基）γ环糊精颗粒（Ｒｇ１
ＨＧＣ／ＣＳＮＰｓ，以下简称ＮＰｓ）并修饰至胶原血管内腔面，进行 ＦＴＩＲ、ＤＬＳ和 ＳＥＭ检测；体外条件下，将
ＥＣｓ与脱细胞血管和构建的ＴＥＢＶｓ共培养４８ｈ，观察其生物相容性；动物实验分为胶原组（胶原处理的
血管）、空白ＣＳ组（空白ＣＳ处理的胶原组血管）和实验组（ＮＰｓ处理的胶原组血管），将其移植至ＳＤ大
鼠的左侧颈总动脉；分别于 ３０、９０ｄ后使用超声和 ＭｉｃｒｏＣＴ检查血管通畅情况；使用 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ和
（ＣＤ３１＋ｖＷＦ）免疫荧光观察９０ｄ后血管的内皮化效果。结果　Ｒｇ１通过ＶＥＧＦＲ２对ＥＣｓ产生促进增
殖和迁移的作用（Ｐ＜０．０５），未见明显的凋亡影响；所构建的 ＮＰｓ粒径约为 １３０ｎｍ，大小均一（ＰＤＩ＜
０．３），并已成功修饰至血管内腔面；共培养实验表明，所构建的 ＴＥＢＶｓ生物相容性较好，利于细胞贴附
生长；移植３０、９０ｄ后的影像学检测显示，实验组较其他组通畅度良好；移植９０ｄ后的ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ切片
染色显示，胶原组和空白ＣＳ组的血管发生形变，失去正常结构，且因血栓和胶原纤维增生而发生阻塞，
而实验组血管外形完整且无明显阻塞；ＣＤ３１和 ｖＷＦ免疫荧光显示，实验组血管内腔面均匀覆有 ＥＣｓ，
内皮化效果较其他组良好。结论　所构建的促内皮化ＴＥＢＶｓ可促进血管的内皮化进程，维持血管移植
后的远期通畅。
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｉｎｇＴＥＢＶｓｓｈｏｗｓｂｅｔｔｅｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｓ
ｈｅｌｐｆｕｌｉｎｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｌｏｎｇｔｅｒｍｐａｔｅｎｃｙｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓ；ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１；ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｉｚａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＫｅｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＰｌａｎ（２０１６ＹＦＣ１１０１１００）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＵＣｈｕｈｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｃｈ９９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

　　心血管疾病（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ，ＣＶＤ）的治疗
一般使用自体的健康血管进行手术移植，然而患者的

自体血管常由于各类疾病（如高血压、糖尿病等）而不

宜进行移植［１－２］。组织工程血管（ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ
ｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌ，ＴＥＢＶｓ）虽能够缓解供体血管的短缺状
况［３］，但在移植后常面临血栓、胶原或内膜增生等问

题，导致移植失败［４－６］。内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，
ＥＣｓ）位于血管内膜，发挥代谢、物质交换［７］、合成分泌

细胞因子、抑制血小板集聚等作用［５］，故促进移植后

ＴＥＢＶｓ的内皮化进程可减少上述病理情况的发生，从
而保证移植的成功［８－９］。研究发现Ｒｇ１可促进ＥＣｓ增
殖、迁移和血管形成［１０－１２］，且该作用与 ＶＥＧＦＲ２有
关［１３－１５］，研究两者间关系将为后续实验提供理论基

础。环糊精家族作为经典的药物载体，其中（２羟丙
基 ）γ环 糊 精 ［（２ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，
ＨＧＣ］［１６－１７］因其优异的水溶性、空腔容积和生物相容
性，已被应用于口腔、皮肤和肠道给药［１８－１９］。为了解

决移植后ＴＥＢＶｓ可能产生的病理问题，本研究拟探讨

人参皂苷Ｒｇ１（ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１，Ｒｇ１）对ＥＣｓ增殖和迁
移的影响，同时构建 Ｒｇ１（２羟丙基）γ环糊精颗粒
（Ｒｇ１ＨＧＣ／ＣＳＮＰｓ，以下简称ＮＰｓ）并修饰至天然血管
以构建促内皮化进程的 ＴＥＢＶｓ，发挥促进血管内皮化
进程的作用，为临床治疗ＣＶＤ提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞和动物
　　ＥＣｓ购于 ＡＴＣＣ公司；８～１０周的 ＳＤ大鼠来自陆
军军医大学实验动物中心。

１．２　主要试剂
　　ＲＰＭＩ培养基、青霉素链霉素购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；
胎牛血清（ＦＢＳ）、胰酶（２．５％）购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｒｇ１、
ＣＣＫ８试剂盒、多聚甲醛固定液（４％）购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ
公司；ＸＬ１８４（Ｃａｂｏｚａｎｔｉｎｉｂｍａｌａｔｅ，ＶＥＧＦＲ２抑制剂）购
自Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；ＨＧＣ、壳聚糖、冰醋酸购自 Ａｌａｄｄｉｎ公
司；碘海醇造影剂购自扬子江药业；三聚磷酸钠（ＴＰＰ）
购自Ｓａｎｇｏｎ公司；胶原购自ＫｅｎｓｅｙＮａｓｈ公司；１（３二
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甲氨基丙基）３乙基碳二亚胺（ＥＤＣ）、Ｎ羟基琥珀酰亚
胺（ＮＨＳ）购自 ＢＢＩ公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２购自 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；流式凋亡检测试剂盒购自ＣＷＢＩＯ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　配制１６４０培养基与细胞培养　　使用 ＲＰＭＩ
培养基配制含有 １０％ＦＢＳ的 １６４０完全培养基，并加
入１％的青霉素链霉素。使用１６４０完全培养基培养
ＥＣｓ，置于 ３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱。换液时，使用
ＰＢＳ漂洗３次后加入１６４０完全培养基。当细胞几乎
铺满培养瓶时，使用胰酶（２．５％）消化后传代。
１．３．２　细胞增殖能力检测　　计数ＥＣｓ并接种于９６孔
板内［（０．８～１．０）×１０４／孔］并培养过夜。细胞贴壁后使
用ＰＢＳ漂洗，然后每组加入含有不同浓度 Ｒｇ１的培养
基（０、７．８１、１５．６３、３１．２５、６２．５、１２５、２５０、５００、１０００、
２０００μｍｏｌ／Ｌ），每组６个复孔，培养 ４８ｈ。吸除孔内
液体，每孔加入含有１０％ＣＣＫ８的培养基１００μＬ，温箱
内继续孵育１．５ｈ。酶标仪（ＴｅｃａｎＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００Ｐｒｏ）测
量每组４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］。再将细胞分为
３组，分别用普通培养基（对照组）、Ｒｇ１（１５．６３μｍｏｌ／Ｌ）
培养基（Ｒｇ１处理组）和 ＸＬ１８４（０．５μｇ／ｍＬ）＋Ｒｇ１
（１５．６３μｍｏｌ／Ｌ）联合培养基（联合处理组）培养ＥＣｓ，每
组８个复孔，４８ｈ后测定相应Ｄ（４５０）值。
１．３．３　细胞划痕实验　　６孔板内种植 ＥＣｓ，待细胞
几乎铺满时，垂直于水平面进行细胞划痕操作。ＰＢＳ
漂洗后，每孔加入丝裂霉素（１μｇ／ｍＬ）处理约 １ｈ以
抑制有丝分裂，结束后再次漂洗。分别使用普通培养

基（对照组）、Ｒｇ１（１５．６３μｍｏｌ／Ｌ）培养基（Ｒｇ１处理
组）和ＸＬ１８４（０．５μｇ／ｍＬ）＋Ｒｇ１（１５．６３μｍｏｌ／Ｌ）联合
培养基（联合处理组）培养 ＥＣｓ，以上所有分组的培养
基均无ＦＢＳ，以排除细胞分裂对实验的影响，４８ｈ后漂
洗、固定并染色，显微镜下拍照，ＩｍａｇｅＪ测算相对划痕
面积和划痕闭合率。

１．３．４　流式细胞凋亡检测　　ＥＣｓ分为对照组和
Ｒｇ１处理组，种植于 ６孔板内，其中 Ｒｇ１处理组使用
Ｒｇ１（１５．６μｍｏｌ／Ｌ）培养基处理，而对照组仅使用普通
培养基处理。４８ｈ后收集两组细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ后漂洗，然后使用缓冲液重悬，加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ和ＰＩ避光孵育１５ｍｉｎ，流式细胞仪（ＢＤＡｃｃｕｒｉ
Ｃ６）上样检测。
１．３．５　Ｒｇ１ＨＧＣ／ＣＳＮＰｓ的制备　　将 Ｒｇ１溶液
（４ｍｇ／ｍＬ）缓慢滴入ＨＧＣ溶液（４．５３ｍｇ／ｍＬ）并中速
搅拌４ｈ，冷冻干燥后得到Ｒｇ１ＨＧＣ。将３５．０ｍｇ壳聚
糖溶于３５．０ｍＬ的冰醋酸溶液（１％，体积分数），调节
溶液ｐＨ约为５，制得壳聚糖溶液。将７．７８ｍＬ的ＴＰＰ
溶液（１．０ｍｇ／ｍＬ）缓慢滴入壳聚糖溶液并连续搅拌

４ｈ（５０℃），冷冻干燥后制得空白壳聚糖ＣＳ颗粒。重
复上述步骤，将１０．０ｍｇ的Ｒｇ１ＨＧＣ溶于７．７８ｍＬ的
ＴＰＰ溶液，缓慢滴入壳聚糖溶液并连续搅拌 ４ｈ
（５０℃），冷冻干燥后制得Ｒｇ１ＨＧＣ／ＣＳＮＰｓ。
１．３．６　ＴＥＢＶｓ的构建和移植　　水合氯醛（１０％）麻
醉大鼠，逐层分离颈部组织，剥离颈动脉鞘并暴露颈总

动脉，夹闭血管两端并剪下血管，在肝素生理盐水中冲

洗血管腔，置于冰上保存。使用胰酶（０．２％）消化血
管（３７℃，３０ｍｉｎ）得到脱细胞血管，ＰＢＳ漂洗后与胶
原溶液（４ｍｇ／ｍＬ）混合，４℃振荡孵育２４ｈ，得到胶原
处理的血管。将胶原处理的血管置于 ＥＤＣ／ＮＨＳ混合
溶液（各５ｍｍｏｌ／Ｌ）中，４℃振荡孵育２４ｈ以活化胶原
分子的羧基和氨基。处理完毕后将血管样本浸入ＮＰｓ
溶液（１５μｍｏｌ／Ｌ）中，４℃振荡交联 ２４ｈ得到 ＮＰｓ修
饰的促内皮化 ＴＥＢＶｓ。动物血管移植实验分为胶原
组、空白ＣＳ组和实验组，将各组血管分别移植到大鼠的
左侧颈总动脉（每组６只），消毒后予以缝合。置于舒适
的环境中饲养，尾静脉注射肝素化生理盐水１周。
１．３．７　血管的生物相容性检测　　体外环境下，取得
脱细胞血管和构建的促内皮化 ＴＥＢＶｓ，置于（５～１０）×
１０４／ｍＬ的ＥＣｓ悬液培养 ４８ｈ（３７℃，５％ＣＯ２）。ＰＢＳ
轻柔漂洗以去除尚未附着的细胞，多聚甲醛（４％）浸
没样本固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后使用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２工
作液（１∶２０００）染色１０ｍｉｎ，将血管置于载玻片上压片
观察，每组取４个随机视野观察并拍照。
１．３．８　材料和血管的表征　　将各样本的干态粉末
与溴化钾混匀并研磨压片，ＦＴＩＲ仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
ＮｉｃｏｌｅｔｉＳ５０）检测 Ｒｇ１、ＨＧＣ、ＣＳ、Ｒｇ１ＨＧＣ和 Ｒｇ１
ＨＧＣ／ＣＳ的红外波谱；ＤＬＳ仪（ＭａｌｖｅｒｎＮａｎｏＳ９０）分析
ＮＰｓ的粒径和多分散性指数（ＰＤＩ）；对各组血管进行
固定、乙醇和叔丁醇梯度脱水和喷金处理后，使用

ＳＥＭ（ＺｅｉｓｓＣｒｏｓｓｂｅａｍ３４０）拍照。
１．３．９　小动物超声和 ＭｉｃｒｏＣＴ检测血管通畅情况　
　血管移植３０ｄ后，将各组大鼠麻醉并备皮，使用小
动物超声仪（ＥｓａｏｔｅＳＬ３３２３）检测血流速度和通畅情
况。９０ｄ后，将各组大鼠麻醉，切开腹部并逐层分离
组织，探查至膈肌后将其剪开，于心尖处迅速注射造影

剂（０．４ｍＬ／１００ｇ），必要时剪开肋骨进行心外按压以
使造影剂进入循环系统，将大鼠朝上置于 ＭｉｃｒｏＣＴ仪
（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＱｕａｎｔｕｍＦＸ）扫描颈总动脉。获取各组
大鼠的左侧颈总动脉样本并妥善处理遗体。

１．３．１０　切片染色检测各组血管的内皮化效果　　获
取胶原组、空白 ＣＳ组和实验组大鼠的左侧颈总动脉，
使用ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ和ＣＤ３１免疫荧光染色观察每组样本
的内皮化效果，该实验由Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司进行；另外，对
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实验组血管使用ＣＤ３１（红）和 ｖＷＦ（绿）双荧光染色，
观察内皮化效果并拍照。

１．４　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ和Ｏｒｉｇｉｎ对数据进行统计学
分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检验。检验
水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ｒｇ１通过ＶＥＧＦＲ２产生促进ＥＣｓ增殖的作用
　　细胞培养４８ｈ后，细胞活力最高的为１５．６μｍｏｌ／Ｌ
Ｒｇ１处理组。当 Ｒｇ１浓度小于 １５．６μｍｏｌ／Ｌ时，
Ｄ（４５０）值随着浓度的增加而升高，提示此范围内浓度
与促增殖效果成正比（Ｐ＜０．０５）；当 Ｒｇ１浓度大于
１５．６μｍｏｌ／Ｌ时，Ｄ（４５０）值随着浓度的增加而降低，
提示此范围内浓度与促增殖效果成反比（Ｐ＜０．０５）；其
中６２．５μｍｏｌ／ＬＲｇ１处理后细胞活力较１５．６μｍｏｌ／Ｌ
Ｒｇ１处理显著降低（Ｐ＜０．０１），而与 ０μｍｏｌ／ＬＲｇ１处
理组差异无统计学意义。提示当上升至此浓度时，促

增殖效果已不明显甚至发生抑制增殖作用（图 １Ａ）。
使用１５．６μｍｏｌ／Ｌ浓度的 Ｒｇ１和 ＸＬ１８４分别处理细
胞４８ｈ，Ｒｇ１处理组Ｄ（４５０）值高于对照组（Ｐ＜０．０１）
和联合处理组（Ｐ＜０．０５），联合处理组 Ｄ（４５０）值高于

对照组（Ｐ＜０．０５），表明 Ｒｇ１可通过 ＶＥＧＦＲ２途径促
进ＥＣｓ增殖，且该作用可被ＸＬ１８４部分阻断（图１Ｂ）。
２．２　Ｒｇ１通过ＶＥＧＦＲ２产生促进ＥＣｓ迁移的作用
　　图２中被染为紫色的细胞为 ＥＣｓ，中央空白部分
为划痕区域（图２Ａ）。Ｒｇ１处理组的划痕闭合率显著
高于对照组（Ｐ＜０．０１）和联合处理组（Ｐ＜０．０５），平均
值之比为３∶２和１５∶１３；联合处理组的划痕闭合显著率
高于对照组（Ｐ＜０．０５），其平均值之比约为１３∶１０。提
示Ｒｇ１可促进 ＥＣｓ迁移，促使划痕愈合，且该作用可
被ＸＬ１８４部分阻断（图２Ｂ）。
２．３　Ｒｇ１对ＥＣｓ无明显的凋亡影响
　　采用流式细胞术进一步对空白处理（对照组）和
Ｒｇ１处理（处理组）后的细胞进行凋亡检测，每组实验
重复３次。结果显示，对照组和处理组的早期凋亡率
分别为 ０．５９％、０．５６％、０．８１％和 ０．７９％、０．６０％、
０．５６％；晚期凋亡率分别为 ９．３２％、９．８０％、９．４４％和
８．３５％、８．８９％、８．１８％。早期凋亡率方面两组未见明
显差异晚期凋亡率表现处理组略低于对照组，而结合

其差异值（＜１％）和实际情况分析，认为Ｒｇ１对ＥＣｓ抑
制凋亡作用不明显，也从另一方面提示该浓度的 Ｒｇ１
对ＥＣｓ无明显的凋亡作用（图３）。
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图１　Ｒｇ１通过ＶＥＧＦＲ２产生促进ＥＣｓ增殖的作用
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图２　Ｒｇ１通过ＶＥＧＦＲ２产生促进ＥＣｓ迁移的作用
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Ａ：对照组；Ｂ：Ｒｇ１处理组；Ｑ１、Ｑ２、Ｑ３、Ｑ４分别代表坏死、
晚期凋亡、早期凋亡和存活细胞的比率

图３　Ｒｇ１对ＥＣｓ无明显的凋亡影响

２．４　ＦＴＩＲ和ＤＬＳ检测
　　ＦＴＩＲ显示，ＨＧＣ在 １０８４ｃｍ－１处具有二级羟基
Ｃ－Ｏ吸收峰，符合 ＨＧＣ的结构特征；Ｒｇ１和 Ｒｇ１ＨＧＣ
在１４５０ｃｍ－１处可见较宽Ｃ＝Ｃ吸收峰，符合Ｒｇ１结构
特征，且在ＨＧＣ未见该吸收峰，说明ＨＧＣ可与Ｒｇ１结

合；ＣＳ在１５２５ｃｍ－１、６５０ｃｍ－１和５６０ｃｍ－１处可见Ｃ－Ｎ
和Ｎ－Ｈ的吸收频率，符合ＣＳ结构特征，且上述频率同
样没有出现在 Ｒｇ１ＨＧＣ／ＣＳ中，提示 ＣＳ可将 Ｒｇ１
ＨＧＣ包被形成Ｒｇ１ＨＧＣ／ＣＳ（图４Ａ）。粒径分析显示
所合成的Ｒｇ１ＨＧＣ／ＣＳ直径在４０～４００ｎｍ之间，大部
分集中于１３０ｎｍ，ＰＤＩ为０．１８７＜０．３，表明粒径值的分
布均匀且集中（图４Ｂ）。
２．５　ＳＥＭ检测各组血管内表面的形态结构
　　正常组（正常血管）可见 ＥＣｓ（８～１０μｍ）同向均
匀地生长于内表面（图 ５Ａ）；脱细胞组血管可见较细
的无序网状结构（暴露于内膜层的血管胶原纤维）

（图５Ｂ）；胶原组血管内表面较平滑且未见明显ＥＣｓ和
胶原纤维，说明胶原已均匀地孵育至内表面（图５Ｃ）；实
验组（ＮＰｓ修饰血管）可见内表面均匀分布有大量球形
微粒（图５Ｄ），直径介于５０～２００ｎｍ之间，与前期ＤＬＳ
结果一致，提示ＮＰｓ已经被成功地修饰至内表面。
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图４　各组样本的ＦＴＩＲ和ＤＬＳ检测
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图５　各组血管样本内表面的形态结构观察
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Ａ：脱细胞处理的血管支架；Ｂ：促内皮化的ＴＥＢＶｓ；每组选取４个随机视野，右上角数字为该视野的细胞计数值

图６　ＥＣｓ与血管支架和促增殖ＴＥＢＶｓ的共培养情况
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图７　促内皮化ＴＥＢＶｓ的构建和血管移植

２．６　促内皮化ＴＥＢＶ的生物相容性较脱细胞血管良好
　　使用荧光显微镜观察并随机选取４个视野拍照，
使用ＩｍａｇｅＪ对细胞进行计数。结果显示，脱细胞血管
的计数为３２１、３１９、２８６、３１１，其平均值为３０９（图６Ａ）；
促内皮化ＴＥＢＶ的计数为５４５、５８９、４９８、４８５，其平均值
为５２９（图６Ｂ）。说明所构建的促内皮化 ＴＥＢＶ生物
相容性较好，利于细胞的贴附，有助于血管移植后ＥＣｓ
的生长、增殖和迁移。

２．７　促内皮化ＴＥＢＶｓ的构建和血管移植
　　脱细胞组血管呈白色管状结构，长约１ｃｍ，周围附
着少量絮状物（血管外膜纤维）；胶原组血管周围未见明

显絮状物；实验组血管的形态与胶原组相似。在血管移

植过程中，将各组血管移植至ＳＤ大鼠的左侧颈总动脉
后，松开止血夹可见血管缝合口处有微量渗血，数分钟

后渗血自行停止，同时血管由苍白色逐渐转变为浅红

色，说明移植处血流状况良好，可以进行缝合（图７）。

２．８　各组大鼠的血管通畅情况和内皮化效果
　　移植后３０ｄ时，使用小动物超声仪检测各组大鼠
的血液流速，实验组（１１０．９２ｃｍ／ｓ）＞空白 ＣＳ组
（６３．７８ｃｍ／ｓ）≥ 胶原组（５１．３６ｃｍ／ｓ），提示在此时
间节点，实验组的通畅度与其他组相比较好。移植后

第９０ｄ时，ＭｉｃｒｏＣＴ扫描发现，胶原组和空白ＣＳ组大
鼠的左侧颈总动脉缺失，其走行方向未见血管及其分

支轮廓，而实验组可见沿大鼠脊柱方向走行的左侧颈

总动脉，其轮廓较为清晰，提示移植９０ｄ后，实验组大
鼠的通畅度仍较其他组良好；ＨＥ切片染色观察，发现
胶原组和空白 ＣＳ组的血管壁发生内向塌陷，已呈现
出不规则外形，血管内腔几乎完全阻塞，而实验组的血

管壁外形完好，未发生明显形变，血管内腔较通畅；

Ｍａｓｓｏｎ切片染色观察，发现胶原组和空白 ＣＳ组的血
管内腔除发生阻塞外，血管壁和内腔可见明显的胶原

纤维（蓝色）增生现象，而实验组血管未发生明显该现
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象，通畅度良好；ＣＤ３１免疫荧光观察，可见胶原组和空
白ＣＳ组血管内腔中，杂乱分布的细胞和机化再通形
成的小血管，构成血管阻塞现象，而实验组血管的通畅

度较好，其内腔表面可见单层或数层的内皮细胞覆盖

（图８），提示实验组血管在此时间点已基本完成内皮
化进程。
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ＭｉｃｒｏＣＴ（９０ｄ）：黄色箭头示大鼠左侧颈总动脉移植的位置；ＣＤ３１免疫荧光（９０ｄ）：ＣＤ３１（红），ＤＡＰＩ（蓝），白色
箭头示附着生长于血管内表面的内皮细胞

图８　各组大鼠的血管通畅情况和内皮化效果
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Ａ：细胞核染色（蓝）；Ｂ：ｖＷＦ染色（绿）；Ｃ：ＣＤ３１染色（红）；Ｄ：融合图像　白色箭头示ＥＣｓ；Ｅ：实验组血管实物

图９　实验组血管的免疫荧光双标志染色（ｖＷＦ和ＣＤ３１）和实物图

　　另外对实验组的血管样本进行 ｖＷＦ（绿色）和
ＣＤ３１（红色）免疫荧光双标志染色，可见细胞核（蓝
色）、ｖＷＦ和ＣＤ３１共定位于血管内表面的细胞，提示
细胞种类为内皮细胞（图９）。

３　讨论

　　ＣＶＤ在现代社会的发病趋势愈发严峻，临床治疗
一般需要进行血管移植手术，而良好的血管供体却供

不应求，为了解决临床血管供体短缺和移植后所产生

的各种问题，本文包载Ｒｇ１构建出了促内皮化的ＴＥＢ
Ｖｓ。研究表明，人参的有效成分 Ｒｇ１在血管生成方面
表现出促ＥＣｓ增殖和迁移的作用，其机制除本研究的
ＶＥＧＦＲ２之 外，还 有 ＰＩ３ｋ／Ａｋｔ、ＭｉＲ２３ａ／ＲＵＮＸ２／
ＶＥＧＦＡ、ＨＩＦ１α非依赖性上调等机制［１０－１２］，同时 Ｒｇ１
具有类似雌激素的活性，可作用于雌激素受体而发挥

促进细胞增殖的作用［２０－２１］。

　　本研究首先观察了 Ｒｇ１对 ＥＣｓ促进增殖和迁移
的作用，同时阐述了该作用和 ＶＥＧＦＲ２之间的联系，
为后续实验提供理论基础。在探究 Ｒｇ１的作用浓度
时，得出 Ｒｇ１促进 ＥＣｓ增殖的浓度范围为 ７．８～３１．３
μｍｏｌ／Ｌ，而在此区间内１５．６μｍｏｌ／Ｌ的促进增殖作用较
明显，故本文将 Ｒｇ１的工作浓度设定为１５．６μｍｏｌ／Ｌ。
本研究发现Ｒｇ１虽表现出抑制ＥＣｓ晚期凋亡的作用，但
结合实际效应，可认为 Ｒｇ１对 ＥＣｓ抑制凋亡作用不显

著，从另一方面提示该药物对细胞无明显的凋亡影响，

对细胞和组织较安全。其次，本研究使用ＣＳ包裹Ｒｇ１
ＨＧＣ，利用ＥＤＣ／ＮＨＳ共同产生催化作用，使 ＮＰｓ修饰
至血管内表面，其原理大致为：壳聚糖分子的氨基与胶

原分子的羧基在 ＥＤＣ／ＮＨＳ的催化作用下发生脱水缩
合反应形成酰胺键，使ＣＳ包裹的Ｒｇ１ＨＧＣ以共价键的
形式牢固修饰于血管内表面［２２］，减少因血流冲刷所造

成的药物损失。然后，本研究对所制备的 ＮＰｓ进行表
征，ＦＴＩＲ和ＤＬＳ结果显示 Ｒｇ１ＨＧＣ／ＣＳＮＰｓ的粒径约
为１３０ｎｍ且大小均匀。
　　在动物实验中，本研究以 ＳＤ大鼠的颈总动脉作
为基础材料，通过使用低浓度的胰酶将血管的细胞消

化裂解，目的在于减少移植后因同种异体的细胞或组

织产生的免疫排斥反应。使用胶原孵育血管，一方面

可以覆盖脱细胞处理后的血管内表面所暴露的胶原纤

维，阻止因暴露的胶原纤维而产生的凝血系统激活效

应，另一方面能够为接下来的ＴＥＢＶｓ修饰提供化学基
团（如氨基和羧基）。ＳＥＭ证实 ＮＰｓ能够均匀地修饰
于 ＴＥＢＶｓ内腔面，表明已成功构建促内皮化的
ＴＥＢＶｓ。在构建完成促内皮化 ＴＥＢＶｓ后，将 ＥＣｓ与脱
细胞血管和促内皮化ＴＥＢＶｓ进行共培养，以观察其生
物相容性，结果显示后者较好，利于细胞贴附和生长。

在移植后３０ｄ和９０ｄ，对各组大鼠进行了血管通畅率
的检测，两个时间点的检测结果显示实验组的通畅度
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优于其他两组，说明所构建的促内皮化 ＴＥＢＶｓ能够保
持移植后血管的通畅率。对移植 ９０ｄ后的各组血管
进行ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ和ＣＤ３１＋ｖＷＦ免疫荧光染色，以观察
血管的内皮化效果，结果显示实验组的血管比较于其

他两组，已基本完成内皮化进程，最终维持血管的通畅

性。综上所述，本研究所构建的促内皮化 ＴＥＢＶｓ可促
进ＥＣｓ的增殖和迁移作用，保证移植后通畅率，为临
床治疗ＣＶＤ提供了理论支撑和实验依据。
　　由于生物体的内环境是一套高度复杂且动态变化
的系统，血管的生成和修复也不例外。血管在移植后

首先将面临血栓（或栓塞）形成的问题，移植后的短期

内可能诱发急性免疫排斥反应导致血管被免疫细胞攻

击而失去功能，移植后的长期阶段则会面临着慢性免

疫排斥反应和神经化支配的问题，关于血管移植后神

经化的问题有待在后续研究中进一步探究和阐明。
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