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转染 PDGF和c-myc反义寡核苷酸抑制移植血管狭窄研究 

向 志，黄德荣，吴忠均 

(重庆医科大学附属第一医院普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨血管移植后联合应用血小板源生长因子(Platelet一．derived growth factor，PDGF)和原癌基因c—myc反义寡核 

苷酸(Antisense oligodeoxynueleotides，AODN)抑制血管平滑肌(Vascular smooth muscle cell，VSMC)增殖和防止移植血管狭窄的作 

用。方法：选 48只新西兰雄性白兔，随机分为对照组、PDGF-．-AODN组、c—myc一-AODN组和 PDGF—AODN+c．一myc-．-AODN组，每组 

12只；将同一只兔的左 、右髂外动脉(各 1．0 cm)对换移植，移植血管用 PDGF-．-AODN和 c—myc—AODN液浸泡，血管吻合口用 

AODN液浸泡过的缝线吻合；取移植血管制片显微镜下观察内膜增生情况，计算机图像分析测量其内膜厚度、内膜面积和 

移植血管狭窄率，并分别用原位杂交组织化学和免疫组织化学染色计数 PDGF和c—myc阳性细胞数。结果：PDGF—AODN+ 

c—myc一-AODN组的移植血管内膜厚度 、内膜面积、管腔狭窄程度和 PDGF阳性细胞及 c—myc阳性细胞数均显著低于对照组 

(P<0．O1)，而且亦明显低于单独转染 PDGF．．-AODN组或 c—myc—AODN组( 0．05)，PDGF—AODN组和 c—myc-．-AODN组间差异 

无显著意义(尸>O．05 o结论：联合应用 PDGF-一-AODN和 c—myc一-AODN能有效抑制 VSMC增殖，阻止内膜增生，防止移植血管狭 

窄，为利用反义核酸技术联合调控多个基因防止移植器官内血管狭窄奠定了基础。 
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The study On plateIet—deriVed growth factor and c-myc together inhibiting the 

stenosis of transplanted vascular 
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(Departmen ofGeneralSurgery，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To study the effect of platelet-一-derived growth factor(PDGF)and c—myc antisense oligodeoxynucleotides(AODN) 

together on inhibiting the proliferation of vascular smooth muscle cells(VSMC)and the stenosis of transplanted vascular．Method：To 

select48maleZelanian rabbits andwere randomly dividedintofour groups(n=12，in each group)：control group，PDGF-AODN group， 

e-myc-AODN group，PDGF-AODN adding c—myc-AODN group．The lefI and right external iliac arteries(1ength 1．0em)of rabbits were 

transplanted reciprocally．The transplanted vascular were respectively soaked in lipofietion，PDGF—AODN，c—myc一．AODN and 

PDGF-AODN addingj c-myc-AODN solution about 20 minute，the vaseuI~dF anastomotic were sutured by 8／0 suture of soaked in AODN 

solution．Four weeks later，the specimens were harvested for microscopy．The pathological morphology of transplanted vascular were 

observed under microscope(HE)．The intimal thickness and area，stenosis ratio(％)oftransplanted vascular were calculate and analysed 

statistically among group by computer system．The number of positive cells of PDGF’s mRNA in transplanted vascular wall were counted 

with in situ hybtidzatian histo—eytoehemistry and the number of positive cells of c-myc’s protein in transplan ted vascular wall were 

counted by S -p immun0chemistv．Result：The intimal thickness and area，stenosis ratio of transplanted vascular，the number of PDGF 

and c—myc positive cell in PDGF---AODN adding c-myc-AODN group were significantly lower than those in other group (P<0．01)，and 

that were lower evidently than PDGF一-AODN group and c—myc—AODN group． Conclusion：PDGF and c—myc antisense 

oligedeoxynucleotides together could significantly inhibit the proliferation of VSMC and stenosis of transplanted vascular．The present study 

lay the foundation for fuetur making use of ohgodeoxynueleotides technology to prevent and treat vascular stenosis in transplanted organ． 
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器官移植已成为临床治疗器官功能衰竭的有效治疗手 

段，成功地挽救了许多患者生命，然而遗憾的是器官移植后， 

除机体对移植物产生免疫排斥外，移植物内血管狭窄业已 

成为影响器官移植疗效的另一重要因素。移植物内血管狭窄 

的细胞学基础是血管中膜的血管平滑肌细胞(Vascular smooth 

muscle cell，VSMC)向内膜迁移并增殖转型，引起血管内膜增 

生，因此若能控制 VSMC增殖可实现抑制血管内膜增生，从 

而阻止移植物内血管狭窄。近年来随着分子生物学技术的飞 

速发展，反义核酸基因封闭技术作为一种全新的基因表达调 

控技术已受到高度重视，对于血管狭窄中各种基因的过度表 

达，可以用此技术进行特异性的基因封闭治疗 ，达到预防血 

管狭窄的目的；近年的研究发现，血小板源性生长因子(Platelet— 

derived growth factor，PDGF)和原癌基因c—myc的异常表达与 

VSMC迁移和增殖密切相关，本研究建立了兔髂外动脉移植 

模型，在移植血管局部联合导人 PDGF和 c—myc的反义寡核 

苷酸(Antisense oligodeoxynucleotide，AODN)，观察其阻止移 

植血管狭窄的作用，旨在为进一步探讨利用反义核酸技术防 

止移植物内血管狭窄或闭塞奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 试剂 Lipofectin脂质体购 自 Gibico BRL公司 ，抗 

c—myc单克隆抗体、S-P试剂盒购自福州迈新公司。其余为国 

产分析醇。 

1．1．2 实验动物及分组 健康雄性新西兰纯种兔 48只，体 

重 1．8—2．6(平均 2．3)kg，由第三军医大学动物中心提供 ，实 

验期间所有动物均喂食普通混合饲料 ，并分笼饲养；随机分 

成4组(每组 12只)：对照组、PDGF—AODN组、c—myc—AODN 

组及 PDGF—AODN+c—myc—AODN组。 

1．2 方 法 

1．2．1 AODN和寡核苷酸探针的合成及纯化 从 medline上 

的基因文库中查到兔的 PDGF B链和 c—myc基因序列 ，分别 

选取各自mRNA翻译起始位点后 18个和 l5个碱基，设计出 

如下 AODN序歹U：PDGF—AODN 5’一CGA GTG GTC ACT CAG 

CAT，c—myc—AODN 5’一AAC GTF GAG GGG CAT一3’，全硫代 

磷酸修饰。根据兔 PDGF—B链 cDNA序列，设计了检测兔 

PDGF—BmRNA探针，其序列为：5’一GATCGCACCAATGCC 

AAC TFC CGG GTG TGG CCG CCC TGC GTG GAG GTG 

CAG一3’。AODN和寡核苷酸探针均由上海生工生物工程公 

司合成，聚丙稀酰胺凝胶电泳(PAGE)纯化。将合成的AODN 

分别以 1：l(w，V)的比例溶在生理盐水中，然后按 1：2(V／V) 

比例将 AODN与脂质体融合，制成各种 AODN转染液备用。 

1．2．2 动脉移植模型的建立和 AODN转染移植动脉 动物 

称重后用3％戊巴比妥纳(30 mg／kg)经耳缘静脉注射麻醉后， 

无菌条件下暴露兔双侧髂外动脉，无创动脉夹在髂外动脉 

上、下两端阻断血流，分别取左、右髂外动脉各 1 cm，作好标 

记 ，将其浸泡于 1 ml预先配制好的转染液中20 min，同时将 

8／0保护薇乔缝线也浸泡在转染液中，对照组用脂质体液浸 

泡，其余各组用对应的AODN转染液浸泡。然后将取下的左 

侧髂外动脉移植到右侧髂外动脉处，右侧髂外动脉移植到左 

侧髂外动脉处，8／0保护薇乔缝线端端外翻吻合，取下无创动 

脉夹，确定血流通畅后缝合切口，术毕肌肉注射 80万 u青霉 

素和皮下注射肝素 6 250 U。以上操作由固定的2人完成。 

1．2-3 移植血管标本留取 术后 4周时，将各组兔麻醉后仰 

卧固定，无菌条件下，用显微外科血管钳、镊子和剪刀轻柔分 

离移植动脉，血管钳夹闭两端 ，锐性切下移植处血管约 1．5 

cm左右，在冰块上用肝素盐水冲洗管腔内血液 ，用 4％多取 

甲醛固定备用。 

1．2．4 病理学检查 将上述 4％多聚甲醛固定的 1．5 CITI移 

植血管，每间隔 0．25 cm长度取材 0．25 cm，石蜡浸蜡包埋，连 

续切片，厚度为 0．4 m，每个标本切 l8张组织切片，6张组 

织切片用于苏木素 一伊红(HE)染色，12张组织切片铺于用 

赖氨酸处理的载玻片上，用于原位杂交组织化学和免疫组织 

化学染色检查。计算机病理图像分析系统下观察、测定和分 

析以下指标 ：①内膜厚度；②内膜面积；③管腔狭窄率=(1一 

现存管腔面积／内弹力膜以下面积)×l00％。 

1．2．5 原位杂交组织化学染色检测 PDGF的 mRNA表达 

按蔡文琴_】方法进行原位杂交组织化学染色；用 Dig一1 1-ddUTP 

(地高辛精)修饰合成好的寡核苷酸探针并纯化。将各组石蜡 

包理切片各 2张，浸入二甲苯 10 min移除石蜡，预杂交液对 

每张切片进行预杂交，用 30 ul 0．4ng／Ixl的PDGF mRNA的寡 

核苷酸探针液加在切片上，湿盒中37℃过夜；滴加酶标地高 

辛抗体(1：500)，37~C 30 min；每张片加 3 I．d显色液，置暗处 

显色 100min；梯度酒精脱水 ，二甲苯透明，DPX封固；显微镜 

下观察，阳性信号为紫监色颗粒状沉淀物分布于细胞浆中，计 

数显微高倍视野(400倍 )下 0．25 X 0．25mm ×4面积中阳性 

细胞数，计算平均数作为实际计数。 

1．2．6 免疫组织化学检测 c—myc蛋白表达 各组石蜡切片 

脱蜡，3％H 0 室温孵育 10 min(以消除内源性过氧化物酶活 

性 )，PBS浸泡；抗原修复：将 2 000 ml枸椽酸盐缓冲液加入 

不锈钢压力锅中加热至沸腾，切片置于金属架上 ，放人锅内 

切片位于液面下，盖锅压阀，开始喷气时 2 min后，打开锅盖， 

取出切片，蒸馏水冲洗后，PBS浸泡，5％正常山羊血清(PBS 

稀释)封闭，室温孵育 10 min，倾出血清，滴加一抗(c—mvc抗 

体 1：50稀释)放人湿盒中4~C过夜。滴加生物素标记二抗室 

温孵育 30min，DAB显色剂显色。复染 、封片，显微镜下(10× 

4O)观察摄片，计算机图像分析系统计算血管壁阳性细胞百 

分率(200个细胞中)。 

1．3 统计学处理 

所有数据均采用 ±S表示，差异的显著性用单因素方 

差分析，P≤0．05者表示差异有统计学意义。统计学处理应用 

SPSS12．0统计分析程序包。 

2 结 果 

2．1 移植血管壁形态学改变 

HE染色光镜见 4组移植血管壁均有 1层内皮细胞覆 

盖，其下为增生的内膜，增生内膜不规则，内膜中VSMC排列 

紊乱，其间由炎性细胞、泡沫细胞和细胞外基质。对照组移植 
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血管内膜增生程度较各反义组明显，见图 1。 

2．2 移植血管狭窄程度观察 

术后 4周时各组内膜厚度、内膜面积和管腔狭窄率见表 

l。PDGF—AODN组 、c—myc—AODN组和 PDGF—AODN+c—myc 

— AODN组移植血管内膜厚度较对照组分别降低 了 25．5％ 

(P<O。05)、30．7％(P<O．05)和 51．9％(P<O．O1)；PDGF—AODN 

组、c—myc—AODN组和PDGF—AODN+c—myc—AODN组移植血 

管狭窄率较对照组分别降低了 33．8％(P<0．05)、40．1％(P<0．05) 

和59．7％(P<0．O1)；PDGF—AODN组和c—myc—AODN组间移植 

血管内膜厚度及面积差异无显著陛(尸>0．05)，PDGF—AODN组 

和c—myc—AODN组与 PDGF—AODN+c—myc—AODN组之间的 

移植血管内膜厚度及面积差异具有显著性(P<O．05)。此结果 

说明联合应用 PDGF—AODN与C—myc—AODN转染移植血管 

壁对抑制术后移植血管狭窄有明显作用。 

2．3 原位杂交组织化学染色检测 PDGF的 mRNA表达结果 

PDGF的 mRNA表达表现为细胞浆或少数细胞核出现 

． 对照组 

蓝色颗粒状，阳性细胞主要分布于内膜全层 ，靠近管腔处分 

布较多，PDGF的阳性细胞数计数结果见图 2。PDGF—AODN 

组阳性细胞显著少于对照组(P<0．05)，c—myc—AODN组阳性 

细胞数亦比对照组少，但无明显差异(Jp>0．05)。PDGF—AODN+ 

c—myc—AODN组阳性细数比对照组显著性减少(P<0．O1)。 

2．4 免疫组织化学染色检测结果 

c—myc蛋白表达均呈黄褐色颗粒，大多定位于细胞浆； 

阳性细胞在移植血管中膜和新生内膜出现，且有向管腔表面 

聚集的趋势；c—myc的阳性细胞数计数结果见图 3。c—myc— 

AODN组 c—myc阳性细胞数比对照组少显著减少(P<0．05)； 

而 PDGF—AODN组的c—myc阳性细胞数与对照组差异无显 

著性(P>O．05)；在 PDGF—AODN+c—myc—AODN组中 ，c—myc 

阳性细胞数极显著少于对照组(P<O．01)，显著少于 PDGF— 

AODN组和c—myc—AODN组(P<0．05)。说明c—myc—AODN对 

c—myc蛋白的表达有抑制作用 ，且二者联合转染移植血管后 

对 c—myc蛋白表达抑制作用有叠加效应。 

B．PDGF—AODN组 

C．c-myc—AODN组 D．PDGF—AODN+c—myc—AODN组 

图 1 移植血管术后 4周内膜改变(HE X100) 

表 1 各组移植血管内膜厚度、内膜面积和狭窄率比较 =24 ±S) 

注： P<O．05与对照组比较； P<0．O1与对照组比较；’尸>0．05与 PDGF—AODN组比较； 0．05与PDGF-AODN+c—myc—AODN组比较 

P<O．05与对照组比较； O．05与对照组比较； P<O．0l与对 

照组比较；“尸<O．05与PDGF—AODN+c—myc—AODN组比较 

图 2 术后4周移植血管 PDGF mRNA表达阳性细胞率 

IIpD GF-D I Ô N I I g!
=啦!= I 

P<O．05与对照组比较 ； O．05与对照组比较； aP<0．01与对 

照组比较； P<0．05与 PDGF—AODN+c—mye—AODN组比较 

图3 术后 4周移植血管(3-myc蛋白表达阳性细胞率 

加 ∞ ∞ ∞ 如 加 m O 

一 一褂 霉恳 医 

∞ ∞ 加 ∞∞ 柏 ∞ 加m O 

一 一瓣 摧掣医 
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3 讨 论 

大量研究发现，移植器官慢性失功的发生发展过程中， 

除免疫排斥反应外，移植器官内血管狭窄或闭塞起着重要作 

用。其发生机制是：各种器官移植过程中，由于非免疫因素 

(手术对血管的机械作用、缺血／再灌注损伤等)和免疫因素 

的作用，使血管内皮细胞(Vascalar endothelial cell，VEC)不可 

避免地受到损伤 ，VEC损伤后，内皮下组织暴露，血小板 、白 

细胞粘附聚集，继而形成富含血小板和白细胞的血栓；血栓 

中大量聚集的血小板和白细胞活化后，分泌释放大量细胞生 

长因子(PDGF、bFGF等)和细胞因子(MCP一1、ICAM—l等 )， 

促使血管壁 VSMC细胞增殖并向内膜迁移，引起内膜增生， 

VSMC由收缩型转化为合成型，分泌大量细胞外基质沉积于 

血管壁，进而导致血管狭窄或闭塞 。尽管近年来强效免疫 

抑制剂的合理使用，急性免疫排斥反应的发生已能得到良好 

的控制，然而随着术后长期存活者的大量涌现，移植器官中 

血管狭窄或闭塞仍成为阻碍移植器官长期存活的重要原因， 

因此在进行器官移植过程中除有效控制免疫排斥反应外 ，设 

法减少对移植器官的机械和缺血／再灌注损伤，阻止 VSMC 

细胞增殖和转型，有望防止移植器官中血管发生慢性狭窄， 

从而控制移植器官慢性失功。 

由于移植器官内的血管狭窄的多基因性 ，单基因治疗具 

有较大的局限性，因此，从不同角度、不同环节或不同侧面调 

控多个基因似乎能够阻止血管狭窄，目前针对 VSMC增殖的 

反义核酸技术越来越受到重视。许多学者在研究中发现 

PDGF是一种重要的促细胞分裂剂，可刺激 VSMC和成纤维 

细胞等增殖；损伤的 VEC、激活的血小板及移行于VEC下的 

单核巨噬细胞均能以自分泌、旁分泌释放大量的PDGF，促进 

VSMC生长、增殖、迁移和转型l 5_61。原癌基因c—myc是细胞完 

成生长和分化调控的必需基因，表达的 c—myc蛋白与 DNA 

结合后激活增殖基因，引起细胞增殖，在损伤等始动因素作 

用下 c—myc基因迅速出现扩增，转录的 mRNA和释放的蛋 

白质大量增加，不断激活增殖基因，使细胞过度增生，c—myc 

起着启动和维持细胞增殖的双重作用m。因此如能控制 PDGF 

基因和c—myc基因表达有望阻止 VSMC增殖。有学者在血管 

局部单独给予 PDGF—AODN或 c—myc—AODN以抑制 VSMC 

增殖，收到了一定的疗效 I，但还不能完全阻止血管狭窄的 

发生。本研究设想通过同体移植血管(排除免疫排斥反应干 

扰)建立动脉损伤模型，用“鸡尾酒”的方法 ，在移植血管局部 

联合应用 PDGF—AODN和 c—myc—AODN，期望二者能协同作 

用，抑制 PDGF和 c—myc的表达，从而阻止 VSMC的增殖 、迁 

移和转型，防止血管内膜增生，企图达到控制血管狭窄发生 

的目的。研究结果显示：移植血管局部联合转染 PDGF—AODN 

和 c—myc—AODN后，血管内膜厚度 、内膜面积、管腔狭窄程 

度和 PDGF阳性细胞及 c—myc阳性细胞数均显著低于对照 

组(P<O．01)，而且联合转染 PDGF—AODN和 c—myc—AODN组 

血管内膜厚度、内膜面积、管腔狭窄程度和 PDGF阳性细胞 

及 c—myc阳性细胞数亦明显低于单独转染 PDGF—AODN组 

或 c—myc—AODN组(P<0．05)，说明联合转染 PDGF—AODN和 

c—myc—AODN比单独转染 PDGF—AODN或 c—myc—AODN效 

果更好，对抑制 VSMC增殖、阻止内膜增生有明显的协同作 

用，呈部分叠加效应，达到了控制移植血管狭窄发展发生的 

目的，这为针对血管狭窄发生涉及的不同病因和病程发展的 

不同阶段，联合调控多个基因防止血管狭窄奠定了基础。 

本研究模拟器官移植过程，建立动脉血管移植模型，并 

在离体情况下用反义寡核苷酸灌注、浸泡移植血管和用携带 

有反义寡核苷酸的缝线吻合血管 ，增加了转染效率，目的是 

为在各种器官移植过程中，利用体外保存被移植器官的这段 

时间，用 目的基因转染被移植器官，提高其转染率提供思路 

和线索。反义核酸技术是基因治疗疾病的核心之一，利用反 

义核酸封闭与 VSMC生长有关的靶基因具有专一性强、作用 

范围广 、设计制备简单、人为控制好和安全性高等优点，具有 

潜在的临床应用价值。联合应用多个反义核酸防止同种异体 

移植器官内血管狭窄是我们下一步将开展的工作。 
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