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血卟啉单甲醚光动力疗法预防兔颈动静脉内瘘静脉内膜增生

田　科１，郭　鹏２，傅麒宁１，李冰玉１，刘杨东１　　４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院血管外科１；３６１００４福
建 厦门，厦门大学附属中山医院２

　　［摘要］　目的　研究血卟啉单甲醚光动力疗法（ｈｅｍａｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ，ＨＭＭＥＰＤＴ）对
兔颈动静脉内瘘静脉内膜增生（ｖｅｎｏｕｓｎｅｏｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ，ＶＮＨ）的影响。方法　建立兔颈总动脉颈
静脉端侧吻合动静脉内瘘（ａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓｆｉｓｔｕｌａｓ，ＡＶＦ）模型３２例，按随机数字表法分为４组，每组８只：
对照组、单纯光敏剂组、单纯光照组、光动力治疗组。术后彩色多普勒超声检查吻合口通畅情况及血流

频谱，术后３０ｄ截取ＡＶＦ吻合口静脉端血管组织，利用ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色观测各组静脉内中膜厚度
及管腔面积；利用免疫组织化学染色检测增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、
αＳＭＡ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达分布；利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测 ＰＣＮＡ、αＳＭＡ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２
蛋白的表达量。结果　ＨＥ染色显示光动力治疗组血管静脉内中膜厚度明显减小，Ｍａｓｓｏｎ染色显示光
动力治疗组管腔面积较其余３组明显增大（Ｐ＜０．０５）。免疫组织化学染色统计结果表明光动力治疗组
ＰＣＮＡ、αＳＭＡ表达较其余 ３组明显降低（Ｐ＜０．０５），Ｃａｓｐａｓｅ３表达较其余 ３组明显增加（Ｐ＜０．０５）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示光动力治疗组ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２、ɑＳＭＡ表达以及Ｂｃｌ２／Ｂａｘ指数较其余３组明显增降
低（Ｐ＜０．０５），Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ表达较其余３组明显增加（Ｐ＜０．０５）。结论　　ＨＭＭＥＰＤＴ能够
明显减轻兔ＡＶＦ内中膜增生。ＨＭＭＥＰＤＴ通过 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ凋亡途径促进血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）凋
亡，抑制其增殖，从而达到抑制动静脉内瘘静脉内膜增生的效果。
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　　 ［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　 ａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓｆｉｓｔｕｌａ；ｖｅｎｏｕｓｎｅｏｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ；ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ；

ｈｅｍａｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＵＹａｎｇｄｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｙａｎｇｄｏｎｇ０６＠１６３．ｃｏｍ

　　自体动静脉内瘘（ａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓｆｉｓｔｕｌａ，ＡＶＦ）是血
液透析患者的首选透析通路［１］。ＡＶＦ失功多表现为
吻合口静脉流出道的狭窄，病理学上主要表现为吻合

口静脉端内膜增生（ｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ，ＩＨ）［２］。如何
有效地抑制血管内膜增生，提高ＡＶＦ的通畅率是目前
亟须解决的一个棘手问题。

　　光动力疗法（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）是一种
新兴的无创治疗方式，其主要原理是光敏剂（ｐｈｏｔｏｓｅｎ
ｓｉｔｉｚｅｒ，ＰＳ）被病变区域内增生异常活跃的细胞选择性
吸收、聚集，经过特定波长的光照射，产生大量单态氧

及自由基，从而使病变区域的细胞发生凋亡和坏

死［３］，且当光动力疗法处于合适剂量时，其主要死亡

路径表现为凋亡。血卟啉单甲醚（ｈｅｍａｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｍ
ｏｎｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ，ＨＭＭＥ）是第 ２代卟啉衍生物类光敏
剂［４］，ＨＭＭＥＰＤＴ已被证明会导致线粒体内氧自由基
的积累，提示ＨＭＭＥＰＤＴ可能导致线粒体损伤，诱导
细胞凋亡［５］。

　　我们既往的研究发现光动力治疗可以促进血管平
滑肌细胞凋亡，抑制血管内膜增生［６］，然而具体机制

并不清楚，本研究进一步探索血卟啉单甲醚光动力疗

法预防兔颈动静脉内瘘静脉内膜增生的机制，研究血

卟啉单甲醚光动力疗法对兔颈动静脉内瘘血管内膜增

生的影响，以及对血管平滑肌细胞增殖、凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　由重庆医科大学实验动物中心
提供的３２只健康新西兰兔，体质量２．０～２．５ｋｇ，３～４月
龄，雌雄不限。按照重庆医科大学实验动物伦理委员

会批准进行动物实验（２０１６０５４）。所有实验动物给予
同质饮食饲养，温度适宜。

１．１．２　试剂　　３％异戊巴比妥钠，ＨＭＭＥ（Ｈ１２４００３，
纯度＞９５％，上海笛柏化学品有限公司）经兔耳缘静脉
给药（５ｍｇ／ｋｇ）。光动力治疗仪购自武汉亚格光电技
术有限公司。增殖细胞核抗原 ＰＣＮＡ抗体、ɑＳＭＡ抗

体和 Ｃａｓｐａｓｅ３抗体购自美国 Ｎｏｖｕｓ公司；Ｂａｘ、Ｂｃｌ２
和 ＬａｍｉｎＢ抗体购自中国沈阳万类生物公司；
Ｃａｓｐａｓｅ９购自中国北京博奥森生物公司。显微器械包
购自上海医疗器械（集团）有限公司手术器械厂；Ｍａｓ
ｓｏｎ染色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司；
免疫组化试剂盒、免疫组化二抗购自北京中杉金桥生

物技术有限公司；ＢＣＡ蛋白质浓度测定试剂盒、ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶配制胶试剂盒、βａｃｔｉｎ一抗、山羊抗小鼠二
抗购自上海碧云天生物技术有限公司；ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒＡ２
倒置显微镜购置德国ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司。
１．２　研究方法
１．２．１　动物ＡＶＦ模型的建立　　具体见文献［６］报
道的实验方法。麻醉后将动物固定于手术台，暴露兔

右侧颈部，沿下颌角和锁骨中点连线处做３ｃｍ切口，
暴露并分离右颈静脉和颈总动脉，止血钳阻断血流，在

右颈静脉和颈总动脉沿长轴进行切口，长度相当于颈

静脉直径。之后用缝线行颈总动脉颈静脉侧侧吻
合，将颈静脉远心端结扎。当颈静脉表现出稳定的

震颤、搏动和充血时认为 ＡＶＦ模型建立成功。之后
关闭皮肤切口，术后３ｄ皮下注射青霉素（４０００００单
位／ｄ）防止感染。
１．２．２　实验分组　　动物按随机数字表法［７］分为４组，
每组８只。对照组：术后不做干预；单纯光敏剂组
（ＨＭＭＥ组）：术中沿未结扎的颈外静脉远心端将稀释
后的ＨＭＭＥ溶液（５ｍｇ／ｋｇ）缓慢注入，避光；单纯光照
组（Ｌｉｇｈｔ组）：手术完成后、切口关闭前，以（６３３

!

１０）ｎｍ
波长的光动力治疗仪透过遮光板直接照射（光照强

度：８０ｍＷ／ｃｍ２，光照时间：１５ｍｉｎ，光照距离２５ｃｍ）；光
动力治疗组（ＰＤＴ组）：结扎颈外静脉远心端前注入稀释
后的ＨＭＭＥ溶液（５ｍｇ／ｋｇ），而后以（６３３

!

１０）ｎｍ的光
动力治疗仪照射，照射参数同单纯光照组。所有治疗

干预只进行１次。
１．２．３　彩色多普勒超声监测吻合口解剖情况及血流
频谱　　术后利用彩色多普勒超声检测吻合口解剖情
况以及血流频谱，以４．８～１１．０ＭＨｚ高频探头检测颈
静脉与颈总动脉吻合口解剖结构，并以频谱多普勒彩
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超检测吻合口血流频谱，得出超声视角下的吻合口解

剖图以及血流频谱图。

１．２．４　ＨＥ染色　　术后第３０天，在３％异戊巴比妥
钠麻醉下处死，经原切口切取距吻合口静脉端２ｃｍ血
管，经固定（４％多聚甲醛 １２～２４ｈ）、脱水、包埋（石
蜡）、切片（厚度约５μｍ）。ＨＥ染色切片在 ＡｘｉｏＩｍａ
ｇｅｒＡ２显微镜下观察，从×２００放大倍数下每个切片选
５个不同的位置。用ＩｍａｇｅＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎＰｌｕｓ６．０软件分
析图片，测量静脉内中膜厚度（ＶＮＨ），即为内膜管腔
侧距中膜外弹力膜之间的长度，并取平均值［８］。

１．２．５　Ｍａｓｓｏｎ染色　 石蜡切片经Ｍａｙｅｒ苏木精染色
液滴染２ｍｉｎ，水洗；丽春红品红染液染色５ｍｉｎ，水洗；
磷钼酸溶液处理 ５ｍｉｎ，镜下观察其分化，胶原纤维
呈淡红色时倒掉磷钼酸；苯胺蓝染液复染 ３ｍｉｎ，倒
掉染液；１％冰醋酸冲洗切片，至蓝色不再分化为止；
梯度乙醇快速脱水，透明，封片。ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒＡ２显
微镜下观察静脉管壁中红染的平滑肌细胞，蓝染的胶

原纤维。用 ＩｍａｇｅＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎＰｌｕｓ６．０软件分析图片，
从×２００放大倍数下每个切片选５个不同的位置进行
分析测量管腔面积，并取平均值。

１．２．６　免疫组织化学染色　　石蜡切片首先加热进
行抗原修复，之后在３７℃浸泡３％过氧化氢１５ｍｉｎ，接
着用山羊血清在３７℃下孵育２０ｍｉｎ。分别滴加一抗
孵育，其中 ＰＣＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ɑＳＭＡ浓度分别为
１∶１０００、１∶４００、１∶３００，４℃过夜。之后用相应二抗孵
育３７℃ ２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，中性树胶封片。ＰＣＮＡ的
免疫组化染色用于评估静脉内中膜细胞增殖情况；

Ｃａｓｐａｓｅ３的免疫组化染色用于评估动静脉内瘘处细胞
凋亡情况；αＳＭＡ的免疫组化染色用于评估静脉管壁
平滑肌细胞的排列形态和数量情况。由 ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒ
Ａ２显微镜获取图像。用 ＩｍａｇｅＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎＰｌｕｓ６．０软
件分析图片。棕色染色表示阳性表达，在×４００放大倍
数下，随机选取１０个视野根据ＰＣＮＡ增殖指数＝阳性
细胞数／（阳性细胞数＋阴性细胞数）×１００％，计算
ＰＣＮＡ阳性细胞百分率。利用图像分析软件测定每个
图像的积分光密度（ＩＯＤ）值，并计算平均值［９］。以对

照组 ＩＯＤ值作为参照，计算相对平均积分光密度
（ｒｅｌａｔｉｖｅａｖｅｒａｇｅＩＯＤ）值。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　新鲜静脉血管样本经磷
酸盐缓冲液洗净后，迅速放入液氮，之后在冰上操作加

入ＲＩＰＡ裂解液裂解后提取总蛋白，用 ＢＣＡ蛋白分析
试剂盒测定蛋白浓度。以３０μｇ为上样量，进行聚丙
烯酰胺凝胶电泳，０．４５μｍＰＤＶＦ转膜（恒压 １００Ｖ，
１００ｍｉｎ），随后用含有 ５％（０．０５μｇ／ｍＬ）脱脂牛奶室
温摇床封闭９０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜后孵育一抗４℃过夜，
其中 ＰＣＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ɑＳＭＡ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＬａｍｉｎＢ、

βａｃｔｉｎ的抗体稀释浓度分别是 １∶２０００、１∶２０００、
１∶３０００、１∶５００、１∶７５０、１∶７５０、１∶１５００。次日用 ＴＢＳＴ
漂洗膜３次后加对应的二抗（１∶７５００）室温摇床孵育
２ｈ。采用ＥＣＬ底物发光法获取结果。使用βａｃｔｉｎ抗
体与 ｌａｍｉｎＢ抗体为内参对照。通过ＦｕｓｉｏｎＣａｐｔｓｏｆｔ
ｗａｒｅ（Ｖｉｌｂｅｒ，Ｆｒａｎｃｅ）软件定量蛋白质条带的灰度值。
１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ２２．０统计分析软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示。
组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采用

ＳＮＫｑ检验，所有实验至少重复３次。

２　结果

２．１　ＡＶＦ模型建立与验证
　　ＡＶＦ术后，吻合口见明显的“三头”充盈（颈总动
脉近心端、颈总动脉远心端、颈静脉近心端）现象（图

１Ａ），触诊可扪及明显的震颤。血管彩色多普勒超声
显示颈静脉与颈总动脉间有一血管解剖通道（图１Ｂ），
加彩后见“花色”血流（图 １Ｃ）；频谱多普勒彩超检查
提示吻合口血流频谱呈现类动脉血流频谱（图 １Ｄ），
符合动静脉内瘘的血流频谱。

!

" #

$

%

&

Ａ：兔改良端侧吻合颈动静脉内瘘　ａ：颈总动脉；ｖ：颈静脉；
Ｂ、Ｃ：彩色多普勒显示颈静脉与颈总动脉直接相连且呈现
“花色”血流；Ｄ：脉冲多普勒频谱分析颈静脉中出现类动
脉频谱

图１　兔改良端侧吻合颈动静脉内瘘模型

２．２　ＨＭＭＥＰＤＴ光动力疗法抑制兔颈动静脉内瘘血
管内膜增生

　　结果见图２，ＨＥ染色测得各组静脉内中膜厚度分
别为：对照组（８３．０１±１５．２７）μｍ；单纯光敏剂组
（７８．１９±１２．２２）μｍ；单纯光照组（６１．７５±１２．２２）μｍ；
光动力治疗组（４１．０５±１１．３６）μｍ，统计分析表明４组
静脉内中膜厚度差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。组
间比较结果显示对照组和单纯光敏剂组静脉内中膜厚
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度差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），其余各组组间两两比
较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示光动力疗法抑
制静脉内中膜增生。Ｍａｓｓｏｎ染色结果测得各组血管
管腔面积分别为：对照组（１１．１４±０．６１）ｍｍ２；单纯光敏
剂组（１１．３７±０．９８）ｍｍ２；单纯光照组（１４．１３±０．５９）ｍｍ２；
光动力治疗组（１８．３４±０．４８）ｍｍ２，光动力治疗组管腔
面积较其余３组明显增加。光动力治疗组内中膜细胞
增殖受抑制，厚度显著低于其余 ３组，其 Ｍａｓｓｏｎ染色
结果与正常静脉相似（结果未显示）。另外，光动力治

疗组内中膜细胞受抑制，在Ｍａｓｓｏｎ染色结果中也表现
为ＰＤＴ组血管的内皮细胞衬层红色减少，蓝染的胶原
纤维增多，胶原纤维与ＶＳＭＣｓ的比例增加。以上结果

显示ＨＭＭＥＰＤＴ光动力疗法能够明显增加兔颈 ＡＶＦ
吻合口血管管腔面积，减轻其内膜增生。

２．３　ＨＭＭＥＰＤＴ抑制兔颈动静脉内瘘血管平滑肌细
胞增殖

　　αＳＭＡ免疫组化结果（图 ３）显示对照组和单纯
光敏剂组αＳＭＡ表达较单纯光照组和光动力治疗组
明显增加，且αＳＭＡ在对照组、单纯光敏剂组排列紊
乱，统计结果（图 ３Ｃ）显示光动力治疗组较其余 ３组
αＳＭＡ的表达明显下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果与其免疫组织化学染色
结果相吻合。以上结果显示光动力疗法可抑制 ＡＶＦ
吻合口静脉ＶＳＭＣ增殖。
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Ａ：ＨＥ染色与Ｍａｓｓｓｏｎ染色检测各组静脉内中膜增生；红色为静脉管壁中的平滑肌细胞，蓝色为胶原纤维；Ｎ＋Ｍ：静脉内中膜；
Ｌ：血管腔；１：对照组；２：ＨＭＭＥ组；３：Ｌｉｇｈｔ组；４：ＰＤＴ组；Ｂ：各组静脉内中膜厚度统计分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＨＭＭＥ组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｌｉｇｈｔ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与对照组和ＨＭＭＥ组比较 ；Ｃ：各组静脉管腔面积统计分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｌｉｇｈｔ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图２　光动力疗法抑制动静脉内瘘内膜增生，增加瘘口管腔面积
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２．４　ＨＭＭＥＰＤＴ光动力疗法抑制兔颈动静脉内瘘血
管内膜ＰＣＮＡ的表达

　　免疫组化各组 ＰＣＮＡ增殖指数统计结果分别为：
对照组４３．９６％；单纯光敏剂组 ４５．６７％；单纯光照组
３３．２１％；光动力治疗组 １７．０７％。光动力组 ＰＣＮＡ增
殖指数较其余 ３组明显减轻（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ、Ｃ）。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示光动力组血管内中膜的 ＰＣＮＡ
蛋白表达较对照组、单纯光敏剂组、单纯光照组明显下

降（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ、Ｄ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果与免疫组化
结果相吻合，提示ＨＭＭＥＰＤＴ可以抑制颈动静脉内瘘
术后ＰＣＮＡ的表达。
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１：对照组；２：ＨＭＭＥ组；３：Ｌｉｇｈｔ组；４：ＰＤＴ组
Ａ：各组静脉中ɑＳＭＡ的免疫组化染色情况　棕色为阳性；Ｌ：血管腔；黑色虚线与血管腔之间部分为内中膜；Ｂ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测各组静脉中ɑＳＭＡ的表达及半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＨＭＭＥ组、Ｌｉｇｈｔ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；Ｃ：各组相对
平均积分光密度值的统计分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｌｉｇｈｔ组、ＨＭＭＥ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图３　光动力疗法抑制动静脉内瘘ɑＳＭＡ的表达水平
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１：对照组；２：ＨＭＭＥ组；３：Ｌｉｇｈｔ组；４：ＰＤＴ组
Ａ：各组静脉中ＰＣＮＡ的免疫组化染色情况　棕色为阳性染色；Ｌ：血管腔；黑色虚线与血管腔之间部分为内中膜；：示指阳性
表达；Ｂ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组静脉中ＰＣＮＡ的表达及半定量分析；Ｃ：ＰＣＮＡ增殖指数分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＨＭＭＥ组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｌｉｇｈｔ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图４　光动力疗法抑制动静脉内瘘ＰＣＮＡ的表达水平
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Ａ：各组静脉中Ｃａｓｐａｓｅ３的免疫组化染色情况　棕色为阳性染色；Ｌ：血管腔；黑色虚线与血管腔之间部分为内中膜；：示指阳
性表达；Ｂ：各组相对平均积分光密度（ＩＯＤ）值的统计分析　１：对照组；２：ＨＭＭＥ组；３：Ｌｉｇｈｔ组；４：ＰＤＴ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＨＭＭＥ
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｌｉｇｈｔ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图５　光动力疗法促进动静脉内瘘Ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平

２．５　ＨＭＭＥＰＤＴ通过 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ凋亡途径促进血管
平滑肌细胞凋亡

　　血管内中膜 Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组织化学染色结果显
示，对照组与单纯光敏剂组血管内中膜可见少量棕色

凋亡细胞，单纯光照组和光动力治疗组凋亡细胞增多，

其中光动力治疗组更明显（图 ５Ａ），统计分析显示光
动力治疗组 Ｃａｓｐａｓｅ３表达较对照组、单纯光敏剂组、
单纯光照组明显增加（图 ５Ｂ），差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示对照组与单纯光敏
剂组血管内中膜 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５，图 ６Ｂ、Ｄ），单纯光照组和光动力治疗组
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较对照组和单纯光敏剂组明显增
加，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），并且光动力治疗
组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平较其余３组明显增高，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图６Ａ、Ｃ）显示光动力治疗组和
单纯光照组Ｂｃｌ２蛋白表达较对照组和单纯光敏剂组
明显降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ（图６Ａ～Ｄ）结果显示，光动力治疗组Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ９
蛋白表达较其余３组明显增加，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），并且光动力治疗组 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比率较对照
组、单纯光敏剂组、单纯光照组显著性降低（Ｐ＜０．０５，
图６Ａ）。以上结果显示ＨＭＭＥＰＤＴ光动力治疗可通过

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ凋亡途径促进ＡＶＦ吻合口静脉ＶＳＭＣ凋亡。

３　讨论

　　ＡＶＦ仍有成熟率低、失功率高的缺点，研究表明
吻合口静脉端ＩＨ引起的吻合口狭窄在ＡＶＦ失功中起
着至关重要的作用［２］。本研究采用兔颈部ＡＶＦ模型，
病理染色结果显示４组兔 ＡＶＦ模型在吻合口静脉端
均有不同程度的ＩＨ。彩色多普勒超声显示 ＡＶＦ术后
颈静脉与颈总动脉之间有直接解剖通道连接颈静脉与

颈总动脉，频谱多普勒超声显示吻合口呈现“花色”血

流，其血流频谱表现为类动脉血流频谱，同临床动静脉

内瘘血流频谱信号。

　　本研究以第２代 ＨＭＭＥ作为光敏剂，并以（６３３±
１０）ｎｍ的红光照射ＡＶＦ吻合口。结果显示，与对照组
和单纯光敏剂组相比，单纯光照组静脉内中膜厚度明

显减轻。

　　组织病理学上，由内膜增生引起的静脉狭窄是
ＡＶＦ失败的最常见原因［２］。在本研究中，我们发现

ＰＤＴ组的静脉内中膜厚度［（４１．０５±１１．３６）μｍ］仅为
对照组［（８３．０１±１５．２７）μｍ］的 ５０％，且 ＰＤＴ组血管
管腔面积较其余３组明显增加。提示光动力疗法可明
显增加兔ＡＶＦ吻合口血管管腔面积，减轻 ＡＶＦ吻合
口静脉端ＩＨ。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组静脉中Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组静脉中 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９的表达；
Ｃ：Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达的半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＨＭＭＥ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与
Ｌｉｇｈｔ组比较；Ｄ：ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白表达的半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＨＭＭＥ
组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与Ｌｉｇｈｔ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与对照组和ＨＭＭＥ组比较

图６　光动力疗法促进Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白的表达，抑制Ｂｃｌ２蛋白的表达

　　ＰＣＮＡ是一种与增殖密切相关的细胞周期调节蛋
白，ＰＣＮＡ的表达能准确反映细胞增殖状态［１０］。ＡＶＦ
狭窄是由ＶＳＭＣ、成纤维细胞和炎症细胞（主要是巨噬
细胞）增殖引起的 ＩＨ导致管腔狭窄所致，其中 ＶＳＭＣ
增殖在ＩＨ所致 ＡＶＦ狭窄中起着关键作用［１１］。本研

究采用免疫组化 ＳＡＢＣ法检测细胞核增殖蛋白
（ＰＣＮＡ）指数，统计结果显示光动力治疗组 ＰＣＮＡ指
数（１７．０７％）仅为对照组（４３．９６％）的３８．８３％。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示光动力治疗组 ＰＣＮＡ蛋白表达较其余
３组明显下调，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果与免疫组织化学染色
结果相符。正常情况下，αＳＭＡ阳性细胞仅表达于血
管中膜层。ＷＡＮＧ等［１２］的研究发现ＡＶＦ增生的内膜
中也出现了αＳＭＡ（间充质细胞标记物）的表达。研究
表明，内膜和中膜的成纤维细胞可以转化成肌成纤维细

胞（αＳＭＡ阳性细胞），从而导致ＩＨ［１３］。αＳＭＡ阳性细
胞在ＩＨ中起着不可代替的重要作用。我们的研究发
现，ＰＤＴ组αＳＭＡ蛋白表达较其余 ３组明显减少，据
此，我们可以推论：ＨＭＭＥＰＤＴ可明显抑制 ＡＶＦ吻合
口ＶＳＭＣ增殖。
　　线粒体在细胞程序性死亡（凋亡）中起着至关重
要的作用。ＬＩ等［１４］的研究发现ＨＭＭＥＰＤＴ通过破坏
线粒体结构和引起线粒体功能紊乱而导致犬乳腺癌细

胞死亡。ＬＩ等［１５］的研究发现，ＰｐＩＸ光动力疗法可引
起线粒体膜电位的丧失并导致平滑肌细胞（ｓｍｏｏｔｈ

ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＳＭＣｓ）凋亡。许多基因都参与了细胞凋
亡的调控，以往的研究表明 Ｂｃｌ２家族在线粒体凋亡
调控中起着至关重要的作用［１６］，在这个家族的成员

中，一些是凋亡增强因子（促凋亡），另一些是凋亡抑

制因子（抗凋亡）。Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘ、Ｂｃｌｘｌ、Ｂｃｌｘｓ、Ｂｃｌｗ和
Ｂａｃｋ是常见的抗凋亡基因，其中 Ｂｃｌ２的抗凋亡作用
最强；Ｂｃｌ２表达下调可诱导线粒体凋亡［１７］。Ｂｃｌ１０、
Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｂｉｄ、Ｂａｄ、Ｂｉｍ、Ｂｉｋ和 Ｂｌｋ是常见的促凋亡基
因，Ｂａｘ是最重要的促凋亡基因，多项研究表明 Ｂａｘ上
调可诱导线粒体凋亡［１８］。ＬＩ等［１７］的研究发现线粒体

凋亡途径是ＨＭＭＥＰＤＴ光动力疗法诱导犬乳腺肿瘤
细胞死亡的主要细胞死亡途径。此外，他们还证实了

ＨＭＭＥＰＤＴ能诱导Ｂｃｌ２的下调和 Ｂａｘ的上调，降低
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值，进而诱导 ＣＨＭｍ细胞引起线粒体
介导的凋亡。Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡过程中执行凋亡最
重要的酶类，研究表明 Ｃａｓｐａｓｅ３参与了细胞凋亡的绝
大部分生化和病理生理事件，Ｃａｓｐａｓｅ３的激活将导致
持续的 ＤＮＡ损伤［１９］。既往研究表明，在细胞层面

ＰＤＴ具有诱导 ＶＳＭＣ凋亡的作用［１５］；在体内 ＰＤＴ也
能诱导ＶＳＭＣ凋亡。在本实验研究中，免疫组织化学
染色结果显示，光动力治疗组 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达明显高
于其余 ３组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示光动力组 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较其余３组均明显增加，
而Ｂｃｌ２表达明显减少。我们的研究发现ＨＭＭＥＰＤＴ
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光动力疗法可明显降低 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比率，从而通过
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ凋亡途径诱导ＶＳＭＣ凋亡。
　　综上，本实验使用兔颈部 ＡＶＦ模型，实验结果证
明ＨＭＭＥＰＤＴ能够明显减轻兔 ＡＶＦ内中膜增生；
ＨＭＭＥＰＤＴ通过 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ凋亡途径促进 ＶＳＭＣ凋
亡，抑制ＶＳＭＣ增殖，从而达到抑制动静脉内瘘静脉内
膜增生的效果。
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