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体外反搏对高胆固醇血症猪颈动脉内膜形态和功能的影

熊艳 罗景云 何小洪 谢强 方典秋 马虹 王奎建 陈国伟 郑振声 伍责富

【摘要】 目的 探讨长期体外反搏对高胆固醇血症猪颈动脉内膜形态和内皮依赖血管舒张功能的影响。

方法 18头雄性乳猪被随机分为3组，每组6只。用喂养高脂饲料乳猪复制高胆固醇血症模型(高脂饲养

组)；采用增强型体外反搏(EECP)治疗模型动物36 h(EECP组)；以正常饲养组作为对照。取各组动物颈总动

脉血管，用扫描电镜和透射电镜观察颈动脉内膜的形态，并测定离体颈动脉血管环对不同浓度梯度乙酰胆碱

(Ach)的舒张反应。结果扫描电镜下观察高脂饲养组血管内皮细胞排列紊乱，内皮细胞有明显脱落，部分细

胞胞膜皱缩，体积明显减小，符合凋亡细胞的外形特征；EECP组血管内皮细胞排列紊乱的情形明显减轻，内

皮细胞大小不一的程度减轻，皱缩脱落细胞较高脂饲养组明显减少。透射电镜下观察高脂饲养组血管内皮细

胞凋亡、脱落，内膜破损明显，平滑肌细胞侵入和增生．泡沫细胞形成；EECP组内皮细胞呈梭形．内皮完整．内

皮与内皮下结构连接紧密，平滑肌细胞轻度增生，少见泡沫细胞。在101～10f5mol／L Ach时，高脂饲养组和

EECP组的血管舒张率较正常饲养组显著降低(P均<0．05)；在10。～10-5 mol／L Ach时，EECP组的血管

舒张率较高脂饲养组明显提高(P均<O．05)。结论高胆固醇血症动物颈动脉内皮超微结构改变提示有动脉

粥样硬化形成．内皮依赖血管舒张功能明显受损；长期EECP干预可以显著改善内皮结构损伤和内皮依赖血

管舒张功能．这可能是其发挥抗动脉粥样硬化作用的机制之一。

【关键词】体外反搏； 高胆固醇血症t 内皮} 血管舒张
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[Abstract] Objective To explore the effect of long—term enhanced external counterpulsation(EECP)

on morphological damage of endomembrane and endothelium—dependent vasodilatation of the carotid arteries

of hypercholestcrolemic pigs．Methods Eighteen male infant pigs were randomly divided into three groups

according to the contents of their diet：the normal control group(”；6)，the high—cholesterol feeding control

group(”一6)and EECP group(n=6)．Porcine model of hypercholesterolemia was reproduced by feeding

animals with high—cholesterol diet．After complelion of EECP treatment for 36 hours in EECP group·carotid

arterial rings were harvested from alI animals．Both scanning and transmission electron microscopy was

employed to observe the changes in morphology of their endomembrane．At the same time，their

vasodilatation response tO variant dose of aeetyleholine(Ach)was detected．Results The surface of

endothelium in the normal eontrol group was smooth。and endotheliaI cells were in regular streamline array，

and they were almost in same size．attaching closely to matrix without smooth muscle eelI proliferation and

lipid infiltration in intima．In contrast，the endothelial cells of hypercholesterolemic pigs were in irregular

array．with marked desquamation．resulting in Ioose linkage．Smooth muscle cells were found to invade Into

intimal layer and proliferated．and foam cells could also be found in intimal layer．In hypercholesterolemic

pigs treated with EECP，slight intimal damage was found．In addition，with Ach dose of 10～mol／I，to

10_5 mol／L．endothelium．dependent vasodilatation ratio in hypercholesterolemic pigs with or without EECP

treatment，was significantly lower than that of the normal eontrol group(all P<0．05)．However，

endothelium—dependent vasodilatation ratio in pigs with EECP treatment was obviously higher compared with

hypercholesterolemic pigs without EECP treatment with the dosage of Ach concentration ranged from

10-7 mol／L to 10。5 mol／L(all P<0．05)．Conclusion I。ong term EECP ameliorates both the morphological

damage and the impaired endothelium—dependent vasodilatation function resulting from hypereholesterolemia，

contributing to prevention of atherosclerosis．
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体外反搏对动脉粥样硬化(AS)尤其是冠心病

和缺血性脑血管疾病等有显著的疗效，但是其发挥

临床疗效的确切机制仍在探索中。体外反搏能明显

提高动脉血管的血流应切力，并影响部分内皮相关

因子的表达。因而推测体外反搏疗法可能通过保护

或改善血管内皮的结构和功能发挥抗AS的作

用n⋯。本研究中采用高胆固醇血症猪模型，探讨长

期使用增强型体外反搏(EECP)对颈动脉内皮结构

及其内皮依赖血管舒张功能的影响，以及发挥抗

AS作用的可能机制。

l材料与方法

1．1 高胆固醇血症猪模型的建立n]：20日龄雄性

乳猪18头，按随机数字表法分为正常饲养组、高脂

饲养组和高脂饲养+EECP组3组，每组6只。正常

饲养组按50 g·k91·d_1给予基础饲料(玉米、大

豆粉、鱼粉)。高脂饲养组饲料除含以上成分外按顺

序添加胆固醇、猪油、蛋黄粉和食盐。初始：基础饲料

中所加比例为2％胆固醇、4％猪油、6％蛋黄粉、1％

食盐，喂养0．5个月后改为加3％胆固醇、6％猪油、

8％蛋黄粉、1．2％食盐，再喂养0．5个月，然后改为

加4％胆固醇、8％猪油、10％蛋黄粉、1．5％食盐，喂

养至实验结束。喂养过程中监测动物体重并分别于

高脂饲养前以及EECP前、中，后抽取肘静脉血检

测血脂水平。

1．2 EECP方案：从动物3月龄开始，对EECP组

进行EECP。速眠新Ⅱ(2．o～3．0 ml，肌肉注射)和

戊巴比妥(30 mg／kg，分次静脉注射)麻醉动物，取

右侧卧位，以40 kPa／em2压力反搏，每次2 h，隔日

1次，共计36 h。反搏所用囊套由本室专门设计。

1．3血管舒张功能测定：①于心腔内注射KCl处

死动物后，从右侧颈内外动脉分叉处近心端1 cm以

下取颈总动脉约1．5 cm，置于37‘C预充体积分数

为95％o：和5％CO：混合气体的K—H液中漂洗血

管内腔，去除血管周围的脂肪组织和结缔组织，剪出

2个宽约3～4 mm的血管环，将血管环置于恒温浴

槽中并固定于浴槽底部和等长张力转换器，静息负

荷为2．0 g，用K—H液平衡1 h，期间每15 rain换液

1次。用10“tool／L苯肾上腺素预先收缩血管环，

并记录血管环张力最大变化值(D)；用10_6 moi／L

乙酰胆碱(Ach)检测内皮细胞活性；将血管环置于

10-8 mol／L Ach中进行舒张，并记录血管环张力的

变化值(D，)。重复以上步骤，分别用10、10“和

10_5mol／L Ach舒张血管环，(D—D7)／D×100％

即为舒张率(R)，每条颈总动脉对各浓度梯度Aeh

取两个血管环R值的均值。

1．4颈动脉内膜形态变化的观察：取右侧颈内外动

脉分叉处近心端2．5 cm以下颈总动脉约0．5 Cm×

0．5 cm两块，用磷酸盐缓冲液(PBS)清洗、戊二醛

固定48 h(其中用于透射电镜检查的标本用锇酸后

固定2 h)，梯度乙醇脱水。扫描电镜标本用纯丙酮

(加无水CaCl：)置换后，将样品用醋酸异戊酯浸泡，

以使液态C0：更好地渗入样品中；将样品进行临界

点干燥，置于离子溅射仪中喷涂，在发射扫描电镜下

观察主动脉内皮细胞表面排列情况并进行拍片；透

射电镜标本经渗透、包埋和聚合后进行超薄切片．醋

酸双氧铀染色，镜下观察内皮细胞形态及内皮下、内

弹力板和中膜的形态变化并照片。

1．5统计学分析：应用SPSS 13．0软件分析数据，

数据以均数±标准差(z±s)表示，组间比较用单因

素方差分析，有统计学意义后用post—hoe分析进行

组问比较，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1颈动脉内膜形态的变化(彩色插页图1～2)：

扫描电镜下观察：高脂饲养组血管内皮细胞排列紊

乱，内皮细胞有明显脱落，部分细胞胞膜皱缩，体积

明显减小，符合凋亡细胞的外形特征；EECP组血管

内皮细胞排列紊乱的情形明显减轻，内皮细胞大小

不一的程度减轻，皱缩脱落细胞较高脂饲养组明显

减少。透射电镜下观察：高脂饲养组血管内皮细胞凋

亡、脱落，内膜破损明显。平滑肌细胞侵入和增生，泡

沫细胞形成；EECP组内皮细胞呈梭形，内皮完整，

内皮与内皮下结构连接紧密，平滑肌细胞轻度增生，

但无平滑肌细胞迁移，未见泡沫细胞。

2．2动物血脂变化(表1)：3组动物血清总胆固醇

(Ch01)和低密度脂蛋白(LDI。)水平在分组饲养前差

异无统计学意义(尸均>0．05)。高脂饲养组和

EECP组血清Chol和LDL水平均较正常饲养组同

期显著增高(P均<o．05)，表明通过高脂饲养成功

建立猪高胆固醇血症模型。

2．3内皮依赖血管舒张功能的变化(表2)：高脂饲

养组和EECP组在10“～10—5 mol／L Ach时，血管

舒张率较正常饲养组显著降低(尸均<0．05)；在

10_7～10_5 tool／L Ach时，EECP组血管舒张率较

高脂饲养组明显提高(P均<0．05)。从Ach的浓

度一舒张反应曲线中可看出，高脂饲养组曲线明显右

移，内皮依赖舒张功能明显受损；EECP可使曲线左

移，提示长期EECP干预可使内皮依赖舒张功能明

显改善。
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表1各组动物血清Chol和LDL水平的

比较(；±j，n一6) mmol／L

正常饲养组0．99士0．11 L 11士o．15 1．174-o．14 1．10士o．17

高脂饲养组1．11士o．22 1．71±o．35‘3．05+0．653 4．93士0．62。

EECP组 1．03±0．18 1．74±0．32。3．58士0．608 4．38±0．661

注：与正常饲养组同期比较．。P<O．05

表2各组动物离体颈动脉血管环在不同浓度

Ach时舒张率的变化比较(；±{，”；6)

不同浓度Ach时的血管舒张率(％)组别——
10-8mol／L 10 7mol／L 10 6mol／L 10 5mol／L

注：与正常饲养组比较．aP<0．05；与高脂饲养组比较b』)<0．05

3讨论

目前的研究结果表明，血管内皮结构损伤和功

能障碍是AS发生发展的重要环节砧]。脂质代谢紊

乱尤其是低密度脂蛋白胆固醇(LDI。一C)升高是AS

最重要的危险因素之一。脂质紊乱同时又损伤内皮

依赖的血管收缩／舒张、白细胞与内皮间相互作用、

血栓／纤溶平衡等功能，内皮结构与功能受损的过程

互为因果，从而促进AS形成和发展L6]。本研究中通

过扫描电镜和透射电镜的超微结构观察，均提示高

胆固醇血症猪已有早期AS病变形成，且其内皮依

赖血管舒张功能明显受损。

血管局部的血流应切力状态在AS形成和进展

过程中起重要作用。尸体解剖证实动脉粥样斑块多

见于动脉分支开口处及弯曲动脉的凸面等部位，直

通的血管很少病变，而且优先侵犯血管分叉处的外

侧壁和血液反流或有梗阻的地方，该处血流动力学

特点是应切力幅度降低，方向紊乱。7⋯。体外实验结

果表明，在正常生理动脉血流应切力作用下，血管内

皮细胞排列呈梭形，其长轴与血流方向一致，所分泌

的活性物质具有舒张血管、抗氧化、抗凝血／纤溶等

抗AS的作用；反之，在动脉血流应切力低的情况

下，血管内皮细胞呈多角形，排列不规则，所分泌的

是促血管收缩物质、促血小板生长因子、炎症介质、

黏附分子和促血管内皮细胞增生及凋亡等活性物

质，这些物质都具有促进AS的作用¨]。提示提高生

理范围内的血流应切力，改善内皮的结构与功能可

能是防治AS的切入点之一。

临床实践和研究表明．长期体外反搏对防治以

AS为病理基础的缺血性心脑血管病有显著疗效．

但其发挥临床治疗作用的确切机制尤其是相关的细

胞分子基础和信号转导途径还有待进一步深入研

究。体外反搏技术通过在心脏舒张期对人体小腿、大

腿和臀部进行无创性序贯加压，将其血流驱回至上

半身，使机体的整个循环系统形成搏动性的高灌注

压力，显著增加动脉系统的血液速度，增加心、脑及

其他重要脏器的舒张期血液灌流，并提高作用于动

脉血管内皮上的血流应切力。推测体外反搏从多个

环节影响内皮细胞的结构和功能，尤其是通过在生

理范围内显著提高作用于血管内皮细胞的血流应切

力，促进内皮细胞合成、分泌和表达一系列有利于血

管内皮结构和功能修复的生物活性物质，从而发挥

其抗AS作用[1。3]。本研究证实，长期EECP能够修

复损伤的血管内皮．使内皮细胞呈梭形，并沿血流方

向排列，内皮细胞凋亡、脱落减少，内皮与内皮下结

构连接更紧密，减少平滑肌细胞增生和脂质沉积。

内皮依赖的血管舒张功能受损是脂质紊乱导致

AS发生发展的关键环节之一，一氧化氮(NO)是内

皮依赖性舒张因子(EDRF)之一，作为调节血管张

力和舒缩功能的重要细胞因子．除能强有力地抑制

平滑肌收缩外，还能抑制单核细胞黏附，抑制血小板

黏附和聚集以及血管平滑肌细胞增生等AS形成的

多个环节[5‘9]。内皮素(ET)由血管内皮细胞产生，其

具有相反的生理效应，血液循环中维持N0与ET

的动态平衡与AS的发生发展密切相关，同时也是

目前治疗心血管疾病的重要作用靶点之一[1⋯。研究

表明，血脂代谢紊乱能损害内皮细胞介导的血管舒

张反应，其机制可能与影响内皮细胞合成和分泌

NO及影响NO的功能有关[1“。此外．临床研究提示

N0／ET比值异常也是多种病因导致血管内皮功能

失调的病理生理机制之一，可作为评价内皮功能和

临床疗效的重要指标【121“。本研究显示，高胆固醇

血症猪内皮依赖舒张功能有明显的损伤。而长期

EECP能改善或部分逆转血脂紊乱导致的内皮依赖

舒张功能受损，其结论与临床通过观察接受体外反

搏患者的流量介导舒张功能这一无创评价内皮舒张

功能的结果u4]一致。提示体外反搏通过改善内皮依

赖舒张功能发挥其抗AS的生物学效应。已有临床

用体外反搏治疗促进NO释放和ET—l下调的报
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告，撵示NO滋遽霹能是盎管肉蔽凌麓改善酶途辍

之一n“，其确切的信号转导途径尚待进一步研究。
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丙酮酸乙酯在心外科高风险体外循环应用的二期多中心双盲对照研究

丙酮酸乙酯(EP)是一种一期临床新药。动物实验已经诫实，EP在多种危熊疲病动物模型中显承出保护作用．这蝗危_骥疾

病包括心肌缺血／辫灌注(I／R)损伤，肠系膜I／R损伤、脓毒赡及失血性体克。荧翻学者在13家美凰联院进抒了双盲、随机、安

慰裁对照的醢臻掰突。努粒是||孚旗EP森蹇最验手零中应疆豹安全牲，著获取EP耱治苹器官／多器露谚麓瘴褥豹疗效数攒。辩

宠薅象为嚣获动躲努路移檀术翻(或)一豁簸瓣簇手术懿露终镶繇毫菇陵(Parsonnet蕊险评分>15努)患者102铡。受试嚣被遗

机分为安慰剂组(53例)和EP组(49例，全身麻醉后开始静脉注射7 500 mg EP，6 h后施以5×7 500 mE)；平均体重83妇。平
均剂量90 mg／kg(勘物实验显示大于40 mg／kg有效)。结果显示：术后28 d研究的主要复合终点搿件包括死亡、术后机械通

气>48 h、急性损伤／急性肾功能衰竭(RIFLE标准)或术膪需要血管收缩剂>48 h中的任何一种。观察组之间有关临床渗数

或全身炎症指标笼艇著差异。研究人员认为，尽管动物模攫取褥许多积极成果，嘏犏床试验不能说明EP有利于心脏外科体外

镶环患者。 密慧颖，骗译舞CJ Cardiothorac Vase Anesth》，2008一10一02(电子叛)}胡纛，事援

血栓弹性撼记法评价低温袋斑性休克后复苏猪凝血功雏优于凝搬酶原时间和部分凝血活酶时间

美国研究人员研究了低温、失血性休克单独或联合对猪凝血功能检测指标的影响。实验将24双猪随机分为对照组，低温

组、缺血／再灌注(I／R)组和低温联合I／R组，每组6只。用冰毯制作32 C低瀛模测；失血35％复制必舰性休克模型；用乳黢林

维滚建立再灌注攒溅。分别于铜摸赫艇低溢、失血性钵克、辫灌注后4 h取盘，撩测盎小板计数(PI，T)、凝盘酶生或、凝囊瓣骧

孵阉《PT)、瑟毒l：秘努凝矗莛酶嚣嗣(APTT)、活纯凝盎聪闻(ACT)，滔盘辁弹瞧镶记法(TEG)iS徐凝纛凌麓。采弱方菱努耩照

理实验数据。结慕鬣示：与稻应基础德襁耽：①低温组PLT洚至(73"5-3>％(P<o．05)，纤维蛋白愿菇爱化}f／R组盎小校降至

(72士4)％(P<0，05)，纤维蛋白原降黧(71士3)％(P<0，05)；低温联合l／R缎嘏省类似指标变化。④低温组凝血酶生成降至

(75士4)％FI／R组降至(67土6)％；低漱联合I／R组降至(75士10)％(P均<o．05)。③低温组、l／R组、低温联合I／R缀PT、

APTT均无变化；低温组ACT延长至(122±1)％，I／R组延长至(111士4)％；低温联合]／R组延长至(127±3)％(p均<

0．05)。④抵温延事乏TEG参数开始凝巍黠阀(R)、盘凝块生薅I辫间(K)、减慢凝搬遴率(a)(P均<o。05)}I／R组炙降低敷凝块

疆度(MA，P<O。05)；R，K、MA在低澈联合I／R维玛表璃乐簿常，。舅害觅予其魏维。研究者薮秀，耩溢悲延长R、K，藏俊d。

I／R可降低MA。低漱联合I／R维这些耩标均异常，说明P下、APTT及ACT不黥很好反映低温，I／R两种因素的影响。丽TEG

参数可反映凝血异常的不同机制，从而煦便于治疗低温、必m性休克导致的凝舷肄常。

白慧颖，编译自《J Trauma》．2008，65(3)1535—543；胡森，审技
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心肺复苏后大鼠脑线粒体通透性转换毳开放对线粒体呼毅_功襞的影响
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