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舒洛地特失活ＹＡＰ减轻大鼠动静脉瘘新生内膜增生
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　　［摘要］　目的　研究舒洛地特（ｓｕｌｏｄｅｘｉｄｅ，ＳＤＸ）对慢性肾脏疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）大
鼠动静脉瘘（ａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓｆｉｓｔｕｌａ，ＡＶＦ）新生内膜增生的作用及调节机制。方法　选取体质量（３００±
５０）ｇ雄性大鼠１８只，随机分为 ３组（ｎ＝６）：ＡＶＦ组，对正常大鼠进行 ＡＶＦ手术；慢性肾病组（ＣＫＤ＋
ＡＶＦ），大鼠经诱导慢性肾病后进行ＡＶＦ手术＋生理盐水灌胃２月；舒洛地特组（ＣＫＤ＋ＡＶＦ＋ＳＤＸ），大鼠
经诱导慢性肾病后进行 ＡＶＦ手术＋８ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）ＳＤＸ灌胃２月。ＨＥ染色检测血管内膜增生程度，免
疫荧光检测Ｈｉｐｐｏ信号通路相关分子 ＹＡＰ、ｐＹＡＰ、ＹＡＰ下游靶蛋白间充质细胞标志分子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ
ｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）表达情况。以不同浓度ＳＤＸ（０、２．５、５、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ）处理人脐静脉细胞融
合细胞（ＥＡＨｙ９２６），并以２．５μｇ／ｍＬＳＤＸ分别处理细胞２４、４８、７２ｈ，用ＣＣＫ８法检测细胞存活率。进
一步利用ＣＫＤ大鼠血清处理细胞，并在此基础上用 ＳＤＸ及 ＹＡＰ阻断剂维替泊芬处理，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验检测ＹＡＰ、ｐＹＡＰ、ＣＴＧＦ及内皮细胞标志分子ＣＤ３１表达。结果　 ＨＥ染色及免疫荧光结果表
明，与ＡＶＦ组大鼠相比，慢性肾病组大鼠瘘口处内膜严重增生（Ｐ＜０．０５），ｐＹＡＰ表达微弱而ＣＴＧＦ表达
增强，舒洛地特组经ＳＤＸ灌胃处理后内膜增生减轻，ｐＹＡＰ表达增强，ＣＴＧＦ表达水平降低（Ｐ＜０．０５）。
ＣＣＫ８结果表明，随ＳＤＸ浓度及处理时间的增加，细胞存活率降低（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果发现，
ＳＤＸ促进ＥＡＨｙ９２６细胞ｐＹＡＰ及ＣＤ３１的表达，抑制了 ＣＴＧＦ的表达（Ｐ＜０．０５），与维替泊芬处理效果
一致。结论　 舒洛地特通过阻止ＣＫＤ引起的ＹＡＰ激活，减轻了ＡＶＦ血管内膜增生。
　　［关键词］　动静脉瘘；新生内膜增生；舒洛地特；ＹＡＰ；内皮间质化
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　　慢性肾病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）作为一种
不可逆的结构性或功能性肾脏损害，已成为全球范围

内危害健康的常见病。终末期肾病是慢性肾病发展的

终末阶段，终末期肾病患者开通血透通路的首选方式

为动静脉瘘（ａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓｆｉｓｔｕｌａｓ，ＡＶＦ）。然而随着使
用时间增长，ＡＶＦ瘘口静脉端可能因血管新生内膜增
生及血栓形成逐渐狭窄。近年来的报告显示，ＡＶＦ的
１年通畅率为 ６０％，２年降到 ５１％［１］。血管内皮细胞
损伤引起的新生内膜增生和血栓形成，是导致血管狭

窄的主要原因之一［２］。因此，预防新生内膜增生以提高

ＡＶＦ通畅率对患者至关重要。
　　舒洛地特（ｓｕｌｏｄｅｘｉｄｅ，ＳＤＸ）是从猪肠黏膜中提取
的高度纯化的糖胺聚糖混合物，由８０％的硫酸肝素和
２０％的硫酸皮肤素组成，具有抗血栓、抗炎、抑制细胞
增殖等作用［３－６］。舒洛地特对血管具有保护作用，在

临床上已被应用于糖尿病肾病、慢性动静脉疾病［５－６］

的辅助治疗。然而，舒洛地特是否可用于阻止慢性肾

病患者ＡＶＦ新生内膜增生过程并不清楚。
　　ＹＡＰ是 Ｈｉｐｐｏ信号通路的转录因子，Ｈｉｐｐｏ通路
通过调节细胞增殖、分化和迁移，在发育过程中控制器

官大小和形态发生［７－８］。在动脉损伤模型中，ＹＡＰ的
异常调控能引起血管新生内膜增生和血管狭窄［９］。

舒洛地特是否可通过调控 ＹＡＰ发挥作用也不清楚。
作为安全有效的治疗药物，本研究希望了解舒洛地特

是否可对ＣＫＤ患者新生内膜增生发挥作用并探究其
作用机制，为临床防治动静脉瘘术后血管狭窄提供新

的治疗方案。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　本实验采用的材料与试剂有：舒洛地特（意大利
Ａｌｆａｓｉｇｍａ公司）；胎牛血清（ＦＢＳ，美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；
青链霉素（中国碧云天）；苏木精伊红染液（Ｃ０１０５Ｓ，
中国碧云天）；ＣＣＫ８（ＢＧ００２５，中国葆光公司）；一抗：
ＹＡＰ（ＢＳ９９２０ｍ，美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）；ｐｈｏｓｐｈｏｒＹＡＰ
（ＢＳ９４００７，美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）；间充质细胞标志分子
（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ，ＢＳ７４４５，美国
Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）；ＣＤ３１（ＢＳ７４４５，美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）。
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ａ０２０８，中国碧云
天）；辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠ＩｇＧ（Ａ０２１６，中国碧
云天）；Ｃｙ３标记的山羊抗兔ＩｇＧ（Ａ０５１６，中国碧云天）。
１．２　实验动物与分组
　　成年雄性ＳＤ大鼠１８只，体质量（３００±５０）ｇ（陆军
军医大学动物实验中心提供）。依据随机数字法将大

鼠分为３组，每组６只。① ＡＶＦ组，正常大鼠（Ｃｔｌ）进
行ＡＶＦ手术；②慢性肾病组（ＣＫＤ＋ＡＶＦ组）：大鼠经
诱导慢性肾病后进行ＡＶＦ手术＋与３组等体积生理盐
水灌胃２月；③舒洛地特组（ＣＫＤ＋ＡＶＦ＋ＳＤＸ组）：大
鼠经诱导慢性肾病后进行 ＡＶＦ手术＋８ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）
ＳＤＸ灌胃２月。ＣＫＤ模型和 ＡＶＦ手术建立参考已有
文献进行［１０］，通过对大鼠进行尾尖静脉采血检测血清

尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）和血清肌酐（ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒ）确认 ＣＫＤ模型建立成功后进行 ＡＶＦ
手术。
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１．３　样本的收集与固定
　　于ＡＶＦ术后８周进行标本采集，整个过程在异氟
醚麻醉下进行，麻醉成功后将大鼠以仰卧位固定，暴露

颈部动静脉瘘并在两端结扎，取血管组织，完成采集。

采集的血管用生理盐水冲洗管腔后置于４％多聚甲醛
固定液中４℃过夜固定，经各级浓度的乙醇逐步脱水
后放入二甲苯透明，再进行浸蜡、包埋和切片等操作。

用于电镜观察的标本，在生理盐水冲洗后用 ２．５％戊
二醛进行固定。

１．４　ＨＥ染色
　　石蜡切片经烤片、脱蜡、水合后用苏木精染色５ｍｉｎ，
蒸馏水洗涤３次后用伊红染色２ｍｉｎ，再经脱水、透明，
最后用中性树脂封片，在光学显微镜下观察。

１．５　免疫荧光
　　切片脱蜡、复水，在抗原修复液中１００℃抗原修复
１０ｍｉｎ，经１．５％Ｈ２Ｏ２和５０％甲醇淬灭内源性过氧化
物酶活性１５ｍｉｎ，０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００／ＰＢＳ通透２０ｍｉｎ，
免疫染色封闭液封闭１ｈ，４℃下滴加一抗孵育过夜，
室温下孵育相应的二抗１ｈ，然后滴加ＤＡＰＩ孵育５ｍｉｎ，
在荧光显微镜下观察拍照。

１．６　细胞培养和处理
　　内皮细胞株 ＥＡＨｙ９２６（人脐静脉细胞融合细胞）
购自美国细胞培养物收藏中心（Ａｍｅｒｉｃａｎｔｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ），用含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉
素和０．１ｍｇ／ｍＬ链霉素抗生素的 ＤＭＥＭ培养基在
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中传代培养，每４８ｈ更换一次培
养液。ＥＡＨｙ９２６接种且细胞融合７０％左右，无血清处
理后，按不同分组进行处理。细胞分组如下：①对照组
（Ｃｔｌ）、②ＣＫＤ大鼠血清处理组（ＣＫＤｓｅｒｕｍ）、③ ＣＫＤ
大鼠血清＋舒洛地特处理组（ＣＫＤｓｅｒｕｍ＋ＳＤＸ）、
④ＣＫＤ大鼠血清＋维替泊芬处理组（ＣＫＤｓｅｒｕｍ＋ＶＰ）。
对照组培养基中加入正常大鼠血清含量为１０％，ＣＫＤ
大鼠血清处理组为培养基中加入 ＣＫＤ大鼠血清含量
为１０％，共处理组均先加入ＣＫＤ大鼠血清１ｈ后再加
入舒洛地特（２．５μｇ／ｍＬ）或ＶＰ（０．２５μｍｏｌ／Ｌ）［１１］，继
续培养２４ｈ。
１．７　细胞增殖检测
　　细胞以２０００／孔的密度接种于９６孔板，分别给予
不同浓度（０、２．５、５、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ）舒洛地特处理
２４ｈ，再以２．５μｇ／ｍＬ浓度分别处理２４、４８和７２ｈ，每
组设置 ３个复孔，同时设空白对照组。处理后加入
１０μＬ细胞计数试剂盒８（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８，ＣＣＫ８）
试剂孵育２ｈ，在酶标仪４５０ｎｍ波长下测定各孔吸光
度。细胞存活率＝（实验组空白组）／（对照组空白对
照组）×１００％。

１．８　蛋白印迹检测
　　处理后的细胞用ＲＩＰＡ裂解液冰上裂解５ｍｉｎ，刮
取细胞裂解液于 ＥＰ管中，４℃下以 ５０００×ｇ离心
５ｍｉｎ，收集上清进行蛋白质浓度测定，然后加入上样
缓冲液，１００℃ 加热 ５ｍｉｎ后变性。在 １０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳凝胶的上样孔中加入２０μｇ样品，以７０Ｖ
的恒压条件浓缩 ４０ｍｉｎ，１２０Ｖ的恒压条件分离
８０ｍｉｎ后，转移到硝酸纤维素膜上，室温封闭１ｈ。进
一步在 ４℃分别进行 ＧＡＰＤＨ（１∶３０００）、ＹＡＰ
（１∶１０００）、ｐＹＡＰ（１∶１０００）、ＣＤ３１（１∶１０００）和 ＣＴＧＦ
（１∶１０００）一抗孵育过夜，用 ＴＢＳＴｗ（ＴｒｉｓＢｕｆｆｅｒｅｄ
ＳａｌｉｎｅＴｗｅｅｎ２０）洗膜５ｍｉｎ×３次，与辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）偶联的二抗（１∶３０００），室温孵育 ２ｈ，ＴＢＳＴｗ
洗膜５ｍｉｎ×３次。按ＥＣＬ显影液说明书显影，放入化
学发光仪中成像。

１．９　统计学分析
　　实验均重复至少３次，数据均以 珋ｘ±ｓ表示。采用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计分析并制图，两组之间比
较采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，以Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＫＤ大鼠模型构建
　　为探讨 ＳＤＸ在 ＣＫＤ大鼠血管内膜增生中的作
用，本研究首先对大鼠进行ＣＫＤ造模。与未进行ＡＶＦ
手术前的正常对照（Ｃｔｌ）组大鼠相比，ＣＫＤ大鼠血清尿
素氮和血清肌酐显著升高（Ｐ＜０．０５，图１），表明 ＣＫＤ
大鼠建模成功。
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图１　５／６肾切除术诱导慢性肾病后大鼠尿素氮（Ａ）及肌
酐（Ｂ）检测结果　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

２．２　舒洛地特抑制ＣＫＤ大鼠ＡＶＦ术后血管内膜增生
　　ＣＫＤ建模成功后，对各组大鼠进行 ＡＶＦ手术，术
后进行ＳＤＸ灌胃，２个月后检测血管新生内膜厚度。
ＨＥ染色结果显示ＣＫＤ＋ＡＶＦ组血管新生内膜较 ＡＶＦ
组明显增厚，管腔与内膜面积比降低（Ｐ＜０．０５）；在

５０４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）



ＳＤＸ灌胃处理后，与 ＣＫＤ＋ＡＶＦ组相比，ＣＫＤ＋ＡＶＦ＋
ＳＤＸ组血管新生内膜增厚程度减轻，管腔与内膜面积
比有明显提升（图２）。
２．３　舒洛地特抑制ＣＫＤ诱导的ＹＡＰ信号激活
　　为探讨 ＳＤＸ抑制新生内膜增殖是否与 ＹＡＰ有
关，采用免疫荧光检测了 ＣＫＤ大鼠 ＡＶＦ术后静脉
ＹＡＰ及其下游靶分子 ＣＴＧＦ的表达（图 ３）。与 ＡＶＦ
组相比，ＣＫＤ＋ＡＶＦ组大鼠 ＡＶＦ瘘口内膜和内皮细胞

均表达ＹＡＰ和ＣＴＧＦ，且内皮细胞中 ＹＡＰ和 ＣＴＧＦ的
荧光强度显著增强，而ＹＡＰ磷酸化水平下调，即ｐＹＡＰ
荧光强度降低。舒洛地特灌胃后，与 ＣＫＤ＋ＡＶＦ组相
比，ＣＫＤ＋ＡＶＦ＋ＳＤＸ处理组ＡＶＦ瘘口ＹＡＰ和ＣＴＧＦ的
表达降低，ＹＡＰ磷酸化水平明显升高。表明 ＣＫＤ通
过降低ＹＡＰ磷酸化水平激活ＹＡＰ信号，引起了ＣＴＧＦ
表达；而舒洛地特对ＹＡＰ信号的激活起到阻止作用。
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图２　ＣＫＤ大鼠ＡＶＦ术后新生内膜增生检测
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ＡＶＦ：正常大鼠进行ＡＶＦ手术；ＣＫＤ＋ＡＶＦ：大鼠经诱导慢性肾病后进行ＡＶＦ手术＋生理盐水灌胃２月；ＣＫＤ＋ＡＶＦ＋ＳＤＸ：大鼠经
诱导慢性肾病后进行ＡＶＦ手术＋８ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）ＳＤＸ灌胃２月。

图３　免疫荧光检测大鼠ＡＶＦ瘘口ＹＡＰ和ＣＴＧＦ的表达
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２．４　舒洛地特影响ＥＡＨｙ９２６细胞存活率
　　为了进一步探讨舒洛地特的作用机制，本研究培
养了人内皮细胞株ＥＡＨｙ９２６细胞，首先以不同浓度的
ＳＤＸ（０、２．５、５、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ）处理细胞，检测细胞
存活率。ＣＣＫ８检测结果显示，在 ＳＤＸ处理２４ｈ后，
随着 ＳＤＸ浓度的增加，细胞存活率逐渐降低。与
０μｇ／ｍＬ相比，舒洛地特浓度为 ２．５μｇ／ｍＬ时，细胞
存活率降到８０％（Ｐ＜０．０５，图４Ａ），在２．５～２０μｇ／ｍＬ
浓度之间，细胞存活率无明显变化，直到４０μｇ／ｍＬ的
浓度才出现明显抑制。进一步检测 ２．５μｇ／ｍＬＳＤＸ
处理后２４、４８、７２ｈ的细胞存活率，结果发现随ＳＤＸ处
理时间增加，ＥＡＨｙ９２６细胞存活率也随之降低。与
０ｈ处理组相比，７２ｈ组 ＥＡＨｙ９２６细胞存活率受到显
著抑制（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ）。因此，为保证 ＳＤＸ处理效
果，后续实验选择细胞存活率为８０％时２．５μｇ／ｍＬ舒
洛地特处理２４ｈ。
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Ａ：不同浓度舒洛地特处理 ２４ｈ后 ＥＡＨｙ９２６的存活率　
ａ：Ｐ＜０．０５，与０μｇ／ｍＬ比较；Ｂ：２．５μｇ／ｍＬ的舒洛地特处
理不同时间后ＥＡＨｙ９２６的存活率　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较

图４　舒洛地特对ＥＡＨｙ９２６的存活率的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．５　舒洛地特抑制 ＣＫＤ诱导的 ＥＡＨｙ９２６细胞 ＹＡＰ
信号激活

　　在体外细胞实验过程中，利用ＣＫＤ大鼠血清处理
内皮细胞。蛋白印迹结果表明，与用正常大鼠血清处

理细胞（Ｃｔｌ组）相比，ＣＫＤ大鼠血清诱导了内皮细胞
ＹＡＰ和ＣＴＧＦ的表达，降低了ＹＡＰ磷酸化水平（Ｐ＜０．０５，
图５）。与ＣＫＤｓｅｒｕｍ组相比，加入 ＳＤＸ处理后，ＣＫＤ
ｓｅｒｕｍ＋ＳＤＸ组内皮细胞ＹＡＰ和ＣＴＧＦ的表达降低，ＹＡＰ
磷酸化水平明显升高（Ｐ＜０．０５，图５），与免疫荧光实验
结果一致。本研究进一步在ＣＫＤ大鼠血清处理基础上
加入ＹＡＰ信号阻断剂ＶＰ，与ＣＫＤｓｅｒｕｍ组相比，ＶＰ处
理后（ＣＫＤｓｅｒｕｍ＋ＶＰ组）中 ＹＡＰ表达显著降低，ＹＡＰ
磷酸化水平明显升高，ＣＫＤ血清诱导的ＣＴＧＦ表达几乎
被阻断。ＣＤＫ大鼠血清处理后的ＹＡＰ、ｐＹＡＰ和ＣＴＧＦ
表达在加入ＳＤＸ或ＶＰ后呈现一致的趋势。
　　由于ＣＴＧＦ不仅是ＹＡＰ的靶效应分子，还是成纤
维细胞标志蛋白，提示 ＣＫＤ诱导的 ＹＡＰ信号激活可
能参与了内皮间质化进程。在内皮细胞中 ＣＴＧＦ已经
表达增强的情况下，本研究进一步检测了内皮细胞标

志分子ＣＤ３１表达情况。蛋白印迹结果显示，与正常
大鼠血清处理组（Ｃｔｌ组）相比，ＣＫＤ大鼠血清处理
（ＣＫＤｓｅｒｕｍ组）细胞中，ＣＤ３１水平降低（Ｐ＜０．０５，
图５）。ＶＰ阻断ＹＡＰ信号后ＣＤ３１表达显著提升（Ｐ＜
０．０５，图 ５Ａ、Ｅ），舒洛地特处理后 ＣＤ３１表达水平与
ＶＰ组一致（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、Ｅ）。结果表明，ＣＫＤ大鼠
血清诱导了内皮细胞表型转换，舒洛地特通过失活

ＹＡＰ抑制了内皮细胞间质化进程。
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１：Ｃｔｌ，培养基中加入正常大鼠血清含量为１０％；２：ＣＫＤｓｅｒｕｍ，培养基中加入ＣＫＤ大鼠血清含量为１０％；３：ＣＫＤｓｅｒｕｍ＋ＳＤＸ，培养基中
加入ＣＫＤ大鼠血清１ｈ后再加入ＳＤＸ（２．５μｇ／ｍＬ）；４：ＣＫＤｓｅｒｕｍ＋ＶＰ，培养基中加入ＣＫＤ大鼠血清１ｈ后再加入 ＶＰ（０．２５μｍｏｌ／Ｌ）
Ａ：蛋白印迹检测ＥＡＨｙ９２６细胞内皮间质化相关分子表达；Ｂ：ＹＡＰ蛋白表达的量化分析；Ｃ：ｐＹＡＰ蛋白表达的量化分析；
Ｄ：ＣＴＧＦ蛋白表达的量化分析；Ｅ：ＣＤ３１蛋白表达的量化分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｔｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＫＤｓｅｒｕｍ组比较

图５　舒洛地特阻止ＣＫＤ大鼠血清诱导ＥＡＨｙ９２６细胞ＥｎｄＭＴ相关分子表达　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

７０４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）



３　讨论

３．１　内膜增生导致ＡＶＦ功能障碍
　　具有功能且高流量的ＡＶＦ是ＣＫＤ患者必需的血
透通路，而ＡＶＦ失功会阻碍血液透析进程，严重影响
患者的生命延续。过度的新生内膜增生是导致 ＡＶＦ
功能障碍的重要原因之一。在我们以往研究中还发现

在ＣＫＤ患者及 ＣＫＤ小鼠 ＡＶＦ瘘口新生内膜增生会
加重［１２－１３］。阻止新生内膜增生探讨改善 ＡＶＦ功能障
碍的有效策略一直是重要的临床课题。本研究报道了

舒洛地特可通过抑制 ＣＫＤ引起的 ＹＡＰ激活，阻止内
皮间质化进程，从而减轻了ＡＶＦ血管内膜增生。
３．２　舒洛地特对ＡＶＦ的保护作用
　　舒洛地特是一种长效性、安全的内皮保护药物，具
有抗凝血活性，能被血管内皮广泛吸收，其肠外和口服

给药对血管疾病的作用已被充分证实，在许多国家已

广泛使用［３］。此外，舒洛地特对其他疾病的作用也有

不少报道。ＳＨＥＮ等［１４］发现舒洛地特可减少心肌凋

亡，保护心肌缺血／再灌注损伤。ＬＩＵ等［１５］发现舒洛

地特可抑制糖尿病大鼠肾脏肾小管间质损伤，发挥抗

衰老和抗氧化作用，防止糖尿病肾病的进展。ＳＤＸ对
ＡＶＦ是否具有保护作用也引起了越来越多的关注。
　　最近的研究表明，舒洛地特在球囊损伤大鼠颈动
脉模型中，减轻了新生内膜增生，舒洛地特通过重建糖

萼维持内皮完整性，起到了保护内皮的作用［１６］。因球

囊对血管的损伤仅限于内皮层，另有学者利用大鼠股

动脉与股静脉进行端侧缝合，建立大鼠 ＡＶＦ模型，在
这种全横断面血管严重损伤情况下，舒洛地特也表现

出阻止新生内膜增生的作用［１７］。然而，研究中使用的

ＡＶＦ模型仅来自正常大鼠。为了更好地模拟 ＣＫＤ患
者端端缝合的ＡＶＦ，本研究对ＣＫＤ大鼠右颈动脉和颈
内静脉之间进行了 ＡＶＦ端端缝合，建立了 ＣＫＤ大鼠
ＡＶＦ模型，并利用 ＳＤＸ灌胃。结果证实，舒洛地特对
ＣＫＤ大鼠的新生内膜增生表现出有益的阻止作用
（图２）。
３．３　舒洛地特通过失活ＹＡＰ减轻新生内膜增生
　　新生内膜增生由血流动力学改变、内皮屏障损伤、
尿毒症、缺氧、炎症等多种因素诱发，Ｈｉｐｐｏ信号可作
为血流动力学引起机械刺激的传感器。已有报道表明

单向血流剪切力可抑制Ｈｉｐｐｏ信号途径的转录共激活
因子ＹＡＰ，使其磷酸化，从而降低炎症因子表达，减轻
动脉粥样硬化［１８］。ＣＫＤ大鼠ＡＶＦ瘘口持续处于血流
动力学改变及尿毒症的影响下，我们希望了解 ＹＡＰ在
其中所起的作用。激活的ＹＡＰ处于未磷酸化状态，可
由胞质转位入核，与转录因子 ＴＥＡＤ结合，启动 ＣＴＧＦ

等靶基因表达。当 Ｈｉｐｐｏ通路激活时，通过上游激酶
ＭＳＴ１／２磷酸化 ＹＡＰ，磷酸化的 ＹＡＰ在胞质中被降
解，ＹＡＰ信号被阻止［８］。因此，靶基因 ＣＴＧＦ表达水
平反映了 ＹＡＰ激活程度。本研究对 ＣＫＤ大鼠 ＡＶＦ
检测结果表明，ＣＫＤ大鼠动静脉瘘口处 ＹＡＰ和 ＣＴＧＦ
表达升高，磷酸化ＹＡＰ处于低水平，表明 ＣＫＤ促进的
新生内膜增生与ＹＡＰ信号激活密切相关；舒洛地特的
加入可阻止ＹＡＰ的激活，减轻了 ＣＫＤ大鼠的新生内
膜增生程度。

３．４　ＹＡＰ激活促进内皮间质化
　　新生内膜增生显著特征为血管平滑肌细胞过度生
长，内皮细胞间质化（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥｎｄＭＴ）也是血管损伤后新生内膜增生过程中平滑肌
细胞来源之一［１９］。在 ＥｎｄＭＴ的过程中，内皮细胞失
去其特异性标志物，表达α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、
纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）和 Ｉ型胶原等间充质细胞标志
物。既往也有研究报道 ＴＧＦβ诱导的 ＥｎｄＭＴ的过程
中，需要ＹＡＰ的激活［２０］。ＲＥＮ等人还揭示了敲除血
管内皮 ＹＡＰ基因可以抑制 ＥｎｄＭＴ［２１］。这些结果表明
ＹＡＰ可能是抑制 ＥｎｄＭＴ的潜在靶点。ＣＴＧＦ不仅是
Ｈｉｐｐｏ信号转录因子ＹＡＰ的下游靶效应分子，也是间
质细胞标记物。在 ＣＫＤ大鼠 ＡＶＦ瘘口或 ＣＫＤ大鼠
血清处理的内皮细胞中，ＹＡＰ表达水平升高，ＣＴＧＦ表
达上调（图４和５）；本研究进一步检测了内皮细胞标
志物ＣＤ３１的表达，结果发现，伴随着 ＹＡＰ信号激活，
ＣＤ３１表达降低，而通过 ＶＰ阻断 ＹＡＰ信号，可恢复
ＣＤ３１表达。舒洛地特具有与ＶＰ相似的作用，它可以
通过促进ＹＡＰ磷酸化使 ＹＡＰ失活，对 ＥｎｄＭＴ进程起
到抑制作用。

　　综上所述，本研究的数据表明，ＹＡＰ激活是引起
大鼠ＡＶＦ失功的重要因素之一，ＣＫＤ促进了 ＥＣ中
ＹＡＰ去磷酸化和激活，引起内皮细胞间质化，加重新
生内膜增生；舒洛地特可以通过阻止 ＹＡＰ激活，抑制
ＣＫＤ诱导的 ＥｎｄＭＴ，从而减轻新生内膜增生，提升
ＡＶＦ的长期通畅率。
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