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C型利钠肽在髂动脉球囊成形术后再狭窄发生中的作用 

肖 乐，龚昆梅，王昆华，欧阳一呜，凌 平，李临海，龙亚新 

(昆明医学院附属昆华医院云南省第一人民医院普通外科 ，昆明 650032) 

【摘 要 】目的：探讨C型利钠肽(c—type natriuretic peptide，CNP)在髂动脉球囊成形术后再狭窄发生中的作用。方法：构建兔髂 

动脉粥样硬化模型，将动物分为球囊成形术(Pereutaneous transluminal angioplasty，PTA)组和假手术组．观察 A术后 CNP表 

达变化；将CNP基因转染髂动脉，观察 CNP基因过表达对PTA术后再狭窄的影响。结果：PTA术后2,4周RT—PCR、荧光定量 

RT—PCR、免疫组化、Western blot检测显示 CNP表达明显降低；PTA术后 8周 CNP表达无明显差异。CNP基因过表达组内膜增 

生程度、内膜／中膜比及血管狭窄率明显降低。结论：CNP表达减少可能是 A术后再狭窄发生原因之一．增加 CNP表达可一定 

程度预防再狭窄发生。 
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Effect of C-type natriuretic peptide on post-PTA restenosis in iliac artery Of 

atl1erOSCIerOtiC rabbit modeI 
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【Abstract]Objective：To discuss the potential role of C-type natriuretic peptide(CNP)on occurrence of vascular restenosis after per— 

cutaneous transluminal angioplasty(PTA)．Methods：CNP expression was detected with RT-PCR，real-time quantitative RT—PCR， 

Western blot and immunohistochemistry after PTA in iliac artery in rabbit model of atherosclerosis．Reconstructed plasmid pcDNA3．1 

(+)／hCNP was transfected with p0lyethylenimine in iliac artery to investigate the effect of CNP over—expression on post—PTA 

restenosis．Results：CNP expression decreased markedly 2 and 4 weeks after PTA．The relative levels of CNP mRNA expression re— 

vealed with RT—PCR were 0．38±0．06 v8 0．98±0．15 and 0．43±O．05 vs 1．01±0．12(P<O．001)．With real—time quantitative RT—PCR． 

Ct value ratios were 2．06±0．17 vs 1．27±0．10 and 2．10~0．11 vs 1．23 4-O．10(P<0．001)．The relative levels of CNP protein expres- 

sion detected with Western blot were O．15 4-O．03 vs 0．31 4-0．06 and 0．13 4-0．04 vs 0．30 4-0．05(P<O．001)．A lighter dyeing was iden— 

tiffed in PTA group in both 2 weeks and 4 weeks with immunohistochemistry．CNP mRNA and protein expressions were not different 

on 8-week spot between PTA and non-PTA groups．Hyperplasia and restenosis rate after PTA declined significantly in CNP over——ex—— 

pression group compared with non—transfected one(0．29 4-0．07 vs 0．76-i-0．06；0．31 4-0．02 vs 0．57 4-0．05，P<0．001)．Conclusion：CNP 

down—expression may be one of the reasons to induce post-PTA restenosis． CNP gene transfeetion is potential to prevent vascular 

restenosis． 
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血管成形术广泛应用于各种心脑血管疾病的治疗。然 

而，术后再狭窄发生率高达30％～50％【1．21。目前大多数观点认 

为再狭窄的发生主要包括f31：血管内皮细胞损伤；血栓形成； 

炎症细胞活化、浸润；平滑肌细胞迁移和增殖，内膜增生 ；血 

作者介绍：肖 乐(1975一)，男，讲师，博士， 

研究方向：血管外科的基础和临床研究。 

基金项目：国家自然科学基金资助项 目(编号：30860276)；云南省应 

用基础研究计划资助项目(编号：2007M272)；云南省科技斤一 

昆明医学院联合专项基金资助项目(编号：2008CD042)。 

管负性重塑等。目前进行的大多数预防再狭窄研究均针对其 

中某一环节，很难发挥整体性效应。 

c型利钠肽(C—type natriuretie peptide，CNP)是一种新型 

的利钠肽【4．51，其生物学作用包括促进血管内皮细胞修复．抑 

制血栓形成和血管平滑肌细胞增殖。舒张血管和抑制炎症反 

应等。因此，CNP有望从多个靶点抑制再狭窄的发生。本研究 

旨在观察 CNP在球囊成形术(Percutaneous transluminal an— 

gioplasty，PTA)后再狭窄发生中的作用 ，探讨 CNP在防治血 

管再狭窄中的应用价值。 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒与试剂 真核表达质粒 pcDNA3．1(+)／hCNP由 

本室构建『6】，绿色荧光蛋 白真核表达质粒 pEGFP—N1(美国 

Clonetech)和大肠杆菌 DH5c~为本室保存，多聚乙酰亚胺 

(Polyethylenimine，PEI)，分子量为60 kD，分枝状。购自美国 

Sigma公司：羊抗人 CNP多克隆抗体购自美国Santa—Cruz公 

司。 

1．1．2 实验动物 成年雄性新西兰大耳白兔购自昆明医学 

院实验动物中心。分组如下。 

1．1．2．1 取 36只动物用于检测 CNP的表达，随机分为 2组， 

A组为球囊成形组，B组为假手术组；各组按 3个时间点 

(2，4，8周)分为3个亚组，每组6只。 

1．1．2．2 取 l2只动物用于检测多聚乙酰亚胺腔内转染效 

率 ，随机分为 4组 ，每组 3只：C、D、E组转染 pEGFP—N1，转 

染时间为 15、30、60 min；F组转染空质粒pcDNA3．1(+)／neo， 

转染时问 60 min。 

1．1．2．3 取 12只动物用于球囊成形并基因转染，随机分为 2 

组：G组为转染 pcDNA3．1(+)／hCNP组；H组为转染空质粒 

pcDNA3．1(+)Into组，每组 6只。转染后 4周用于检测。 

1．2 方法 

1．2．1 兔髂动脉粥样硬化模型的构建 所有动物均构建髂 

动脉粥样硬化模型 ，戊巴比妥静脉注射麻醉(1 ml／kg)，游离 

左后肢隐动脉，用血管夹阻断后，用20 G注射针穿刺隐动脉， 

扩大穿刺点约1 mm，导入 3F Fogarty取栓球囊导管，伸人 20 

cm到达腹主动脉。注入 0．2 ml肝素盐水充盈球囊，外拉导 

管约6 cm处有阻力时提示进入髂动脉，缩小球囊进入髂动 

脉，保持阻力行内皮剥脱，重复3次，结扎隐动脉穿刺点。术 

前予青霉素8O万单位、庆大霉素8万单位肌注，术后第 1日 

重复注射青霉素、庆大霉素各 1次，术后2周成模。 

1．2．2 兔髂动脉球囊成形术模型的构建 取兔髂动脉粥样 

硬化模型，戊巴比妥静脉注射麻醉(1 ml／kg)，游离左后肢股 

动脉，全身肝素化(105 U／kg)，用血管夹阻断后，用20 G注射 

针穿刺股动脉，扩大穿刺点约2 mm，导人2．5 mm x 20 mm球 

囊 ，伸入 14 cm到达腹主动脉 ，充盈球囊保持压力为 6 atm， 

外拉导管约4 cm处有阻力时提示进入髂动脉，缩小球囊进入 

髂动脉，用压力泵保持压力为 6 atm行球囊成形，维持3 min； 

外拉球囊 2 cm后再次行球囊成形。用7-0 Prolene缝合穿刺 

点 ，抗菌素使用同前。对照组行假手术。成形术后 2,4、8周用 

于检测 

1．2．3 免疫组化检测血管壁rCNP蛋白的表达 取髂动脉石 

蜡切片用免疫组化(sp法)检测 rCNP表达。羊抗人 CNP一 

抗 (1：200)4~C过夜 ，DAB显色，以位于细胞浆中明显的棕黄 

色为阳性。 

1．2．4 RT—PCR、实时荧光定量 RT—PCR检测血管壁 rCNP 

mRNA的表达 取髂动脉组织用于 mRNA检测，引物及探针 

利用在线 Primer 3设计，由上海超世生物技术公司合成。 

rCNP引物序列如下：上游引物 5’一GCT GCT CAC GCT GCT 

TYC一3’，下游弓I物 5’一CTY GTC GCC CTF CTI"CTG C一3’， 

Taqman探 针 FAM-AGG TGC CCG AGC CCC AGA CT— 

BHQ1，产物长度为 133 bp。内参 r13一actin引物序列如下：上 

游引物 5’一AAG TGC TI'C TAG GCG GAC TGT T-3’，下游引 

物 ：5’一TGC GCC GTT AGG rrr CGT一3’，Taqman探 针 

FAM—AGC CAG TGG CGG GAC ACC CTC—BHQ1，产物长度 

68 bp。 

RT—PCR反应体系(50 1)为：cDNA模板6 Ixl，dNTP(10 

mmol／L)2 Ixl，Taq buffer(10×)5 Ixl，HS Taq 2 l，二 甲亚砜 

2．5 ，甘油2．5 ，上游引物(10~mol／L)各 1 ，下游引物 

(10~mol／L)各 1 1，ddH2O 26 l。循环条件为 ：95~C 5 min， 

95℃ 15 S。58oC 30 s，72℃ 30 s(共 40个循环)，72~C 5 min。 

PCR条带用 Quantity one分析。实时荧光定量 RT—PCR反应 

体系为(25 1)为：cDNA模板6 l，上游引物(10 la,mol／L)各 

1 l，下游引物(10 IxmoUL)各 1 Ixl，探针(10 I~mol／L)O．5 Ixl， 

Maxium Probe mix 12．5 Ixl，ddHzO 4 。循环条件为：95~(3 10 

min，95oC 15 s．58oC 30 s，72℃ 15 s(共35个循环)。72℃ 5 

min。 

1．2．5 Western blot检测血管壁 rCNP的表达 取髂动脉组 

织用于Western blot检测。因rCNP蛋白分子量仅为 12．8 

KD，故采用 s—Tricine缓冲系统进行蛋白电泳 ，概括如 

下：分离胶(15％)，浓缩胶 (5％)。浓缩胶 电泳 40 min，电压 

40 V；分离胶电泳 1．5 h，电压 60 V。半干转印仪转膜 ，100 mA 

恒流，1 h。常温封闭1 h，一抗(1：200)4~C过夜，辣根过氧化物 

酶标记兔抗羊二抗(1：5 ooo)常温孵育 1 h，DAB显色。条带用 

Quantity one分析。 

1．2．6 PEI腔内局部基因转染 配制转染混合液：质粒4 g， 

PEI(10 mmol／L)9 tx1分别加入 1 ml生理盐水中静置5 min， 

混合后备用。游离左后肢股动脉，结扎小分支，阻断股深动 

脉．将2．5 mm x 20 mm球囊按照 1．2．2方法导入腹主动脉，进 

入髂动脉3 cm后以6 atm充盈球囊阻断血流。用留置针穿刺 

股动脉，抽空血液，用生理盐水冲洗后，将 PEI一质粒转染混 

合液注入股动脉及髂外动脉，维持压力 6 atm。C～F组动物于 

术后3 d处死取髂动脉行冰冻切片。用荧光显微镜检测绿色 

荧光信号强度．确定最佳转染时间。G、H组按照 1．2．2行髂 

动脉球囊成形后即刻行局部基因转染，于转染后4周处死检 

测再狭窄程度。 

1．2．7 血管弹力纤维染色(Verhoeff染色)检测再狭窄程度 

将髂动脉石蜡切片行Verhoeff染色，用病理图像分析系统测 

量以下指标：①现存管腔面积(即内膜下管腔总面积)；②内 

弹力膜下面积：③外弹力膜下面积；④血管内膜面积=内弹力 

膜下面积一现存管腔面积；⑤血管中膜面积=外弹力膜下面 

积一内弹力膜下面积；⑥血管内膜面积与血管中膜面积比率； 

⑦血管再狭窄率=血管内膜面积／内弹力膜下面积xlO0％。 

1．2．8 统计学处理 统计数据用均数±标准差表示，用 SPSS 

11．0统计软件分析。组间比较采取 t检验。 






