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内皮型一氧化氮合酶基因转染在兔颈静脉移植血管桥中的表达
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【摘+ 要】目的：研究腺病毒载体介导的人内皮型一氧化氮合

成酶基因在兔自体移植颈静脉中的表达，寻找预防移植血管

再狭窄的方法- 方法：建立兔颈外静脉颈总动脉旁路移植模

型，!P 只兔随机等分为 ( 组，O：对照组，Q：空载腺病毒液感染

组，@：/RSD 基因转染组- 在兔颈外静脉颈总动脉旁路移植术

中，分别应用空载腺病毒液或 O?@JT/RSD 血管桥内注入法

感染移植静脉 ! 5- 术后 * 9U，应用多聚寡核苷酸探针原位检

测方法检测外源性基因 2VRO 的表达；免疫组织化学染色方

法检测 /RSD 蛋白的定位；,1 及弹力纤维染色后，应用计算

机图像分析系统检测移植静脉内膜、中膜增生情况- 结果：人

内皮型一氧化氮合成酶基因在自体移植静脉中表达出相应的

2VRO 和蛋白质；术后 * 9U，与对照组相比，空载腺病毒液感

染组移植静脉内膜和中膜厚度无明显变化；/RSD 基因转染

组移植静脉内膜和中膜厚度分别减少 *$- (W，!(- ’W，内膜厚

度 X 中膜厚度比值（ Y X J）减少 (*- )W - 结论：腺病毒载体介导

的人内皮型一氧化氮合成酶基因成功转染兔自体移植颈静脉

中并有效表达，/RSD 基因具有防治移植静脉内膜增生作用-
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EF 引言

许多研究表明，移植静脉血管桥再狭窄的发生与

一氧化氮（RS）的功能异常相关［! Z ’］，我们采用兔颈

外静脉颈总动脉旁路移植模型，应用腺病毒载体介导

的人内皮型一氧化氮合成酶基因转染兔自体移植颈

静脉，研究 /RSD 基因在兔自体移植颈静脉中的表

达，探索预防移植血管再狭窄的方法-

GF 材料和方法

G- GF 材料F 健康家兔 !P 只（沈阳军区总医院动物实

验科提供），雌雄不拘，体质量（(- " [ "- $’）U:- 随机

等分为 ( 组（& \ )）- O 组：对照组；Q 组：空载腺病毒

液感染组；@ 组：/RSD 基因转染组-
G- HF 方法F 建立自体静脉旁路移植模型- 家兔经 !
: X ] 戊巴比妥钠（!" 2: X U:，4C）麻醉后，颈正中切口，

分离右颈外静脉 $- ’ >2，两端结扎，应用含 "- (" : X ]
罂粟碱、"- !’ : X ] 肝素的生理盐水冲洗液冲洗，O 组
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应用冲洗液、! 组应用空载腺病毒液（浓度为 " # $%$&

’() * +）、, 组应用人内皮型一氧化氮合成酶基因重组

腺病毒（-.,/01234，浓度为 " # $%$& ’() * +）灌注用

于移植的静脉段，室温保留 $ 56 分离同侧颈总动脉

约 &6 " 78，静脉注射肝素钠（$ 89 * :9），全身部分肝

素化，动脉两端置无创血管夹夹闭，将动静脉平行并

拢，两端血管对应处分别切长约 ; 88 纵切口，用 <=%
>?@A1B1 线连续缝合，行动静脉侧侧吻合，吻合好后排

气，恢复血流，然后将动脉两吻合口中部结扎，使动脉

血流自静脉桥通过，确定血流通畅，彻底止血后缝合

颈部切口6 实验动物麻醉恢复后送动物实验中心饲

养6 肌肉注射青霉素（; # $%C ) * :9）预防感染，连续

; .6
术后动物饲养 C D: 后取材6 分离获取移植静脉

血管段，以 $%% 9 * + 多聚甲醛固定，每段血管三等分

横断，石蜡包埋，连续切片，切片厚 " !8，用多聚寡核

苷酸探针和高敏感标记技术及使用敏感加强型的原

位检测方法检测外源性基因 8E2- 的表达，用 4-!,
免疫组织化学方法检测 1234 蛋白的定位表达（试剂

盒均为 武 汉 博 士 德 公 司 产 品，操 作 严 格 按 说 明 进

行）；FG 及弹力纤维染色，日本产 +)H1I=J 显微图像

分析系统测量移植静脉内膜、中膜厚度6
统计学处理：实验结果以 ! " # 表示，应用 4>44

$%6 % 统计软件进行单因素方差分析，$ K %6 %" 为结

果有显著性差异6

!" 结果

实验过程中无实验动物死亡6 C D: 后取材，静脉

桥均通畅6 单纯手术对照组、空载腺病毒液感染组和

1234 基因转染组的颈静脉旁路移植血管在术后 C
D: 都出现新内膜形成和中膜增厚，应用原位杂交方

法和免疫组织化学方法，, 组移植静脉中膜和内膜可

检测到大量 1234 8E2- 的表达和 1234 蛋白的表

达，其余两组未见明显表达（JL9 $，&）6 各组移植静脉

内膜、中膜厚度测量结果以及 M * / 比值见 NOP $6 ,
组内膜、中膜面积与 - 组比较差别具有显著性意义

（$ K %6 %$），, 组内膜 * 中膜面积比与 - 组比较差别

具有显著性意义（$ K %6 %$）6

#" 讨论

静脉移植血管的再狭窄主要是因为血管平滑肌

细胞过度增生与凋亡失去了平衡，形成新内膜和不断

发展的血管粥样硬化［Q，R］6 有研究表明，4/, 的增

殖、移行是血管再塑和重排，并最终导致移植静脉再

狭窄的细胞学基础［<］6 23 是内皮细胞产生的一种血

-：,@BS?@A 9?@)’；!：-.1B@TL?)U LB(17SL@B 9?@)’；,：1234 91B1 S?OBU(1?
9?@)’6

JL9 $V GI’?1UUL@B @( 1234 8E2- LB LBSL8O OB. 81.LO @( T1LB
9?O(S LB 1234 91B1 S?OBU(177SL@B 9?@)’ .1S17S1. PW %& #%’( 5WP?L.=
LHOSL@BV 4-!, # C%%
图 $V 应用原位杂交方法 1234 基因转染组移植静脉中膜和

内膜可检测到大量 1234 8E2- 表达

管舒张因子，在体内作用十分复杂，能够抑制血小板

聚集，白细胞黏附，血管内皮细胞增生，以及血管平滑

肌细胞的迁移和增殖，还参与细胞凋亡的调节6 本研

究应用纯化的 -.,/02%4"和空载腺病毒液分别感

染家兔颈静脉移植血管，并行兔颈外静脉颈总动脉旁

路移植术6
V V -.,/0234"转染颈静脉移植血管用多聚寡核

苷酸探针和高敏感标记技术及使用敏感加强型的原

位检测方法检测外源性基因 8E2- 的表达，用 4-!,
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!："#$%&#’ (&#)*；+：!,-$#./&)0 /$1-2%/#$ (&#)*；"：-345 (-$- %&6$01-&

(&#)*7

8/( 9: ;<*&-00/#$ #1 -345 *&#%-/$ /$ /$%/=6 6$, =-,/6 #1 .-/$
(&61% /$ -345 (-$- %&6$01-22%/#$ (&#)* ,-%-2%-, >? /==)$#@/0%#A
2@-=/0%&?: 5!+" B CDD
图 9: 应用免疫组织化学方法 -345 基因转染组移植静脉中

膜和内膜可检测到大量 -345 蛋白阳性表达

免疫组织化学方法检测 -345 蛋白的定位表达，结果

证实，移植静脉中膜和内膜可检测到大量 -345 =EA
3! 的表达和 -345 蛋白的表达，其余两组未见明显

表达，说明 -345 基因能够转入静脉移植血管，并在

移植静脉壁中膜和内膜细胞中超表达7 术后 C FG 观

察新内膜增生情况，发现未经处埋、空载腺病毒液和

表 H: 各组移植静脉内膜、中膜厚度及 I J K 比较

L6> H: L@/2G$-00 #1 /$%/=6 6$, =-,/6 #1 .-/$ (&61% /$ -62@ (&#)*
（! M N，" # $，!=）

O&#)* I$%/=6 K-,/6 I J K

! H997 H P 9C7 9 QQ7 H P N7 C Q7 R P D7 S

+ HHT7 Q P 9D7 T 9T7 U P N7 S C7 H P D7 S

" SD7 C P HR7 N6> 9R7 S P S7 U 97 U P D7 S6>

6% V D7 DH &$ !，>% V D7 DH &$ +7 !："#$%&#’ (&#)*；+：!,-$#./&)0 /$1-2A

%/#$ (&#)*；"：-345 (-$- %&6$01-2%/#$ (&#)*7

!,"KW345" 分别感染处理的颈静脉移植血管都有

不同程度新内膜形成和中膜增厚7 移植静脉内膜和

中膜厚度分别减少 C97 QX，HQ7 UX，内膜厚度 J 中膜

厚度比值（ I J K）减少 QC7 NX 7 I J K 比值降低，说明血

管内膜增生所受抑制更为明显7 空载腺病毒液感染

组与对照组比较各指标差异不明显7 提示转染 -345
基因，使之在移植静脉 W5K" 中超表达 -345 蛋白，

可抑制移植静脉内膜、中膜，尤其是内膜的增生7
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