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  【摘要】 目的  用部分覆膜血管内支架涂覆阳离子胶原水凝胶( CGH) 承载质粒 DNA 实现主动

脉局部的基因转染 ,为核酸等大分子治疗物质经血管导入提供理论依据。方法  将 CGH涂覆于部分

覆膜血管内支架的覆膜织物上 , 以 CGH 涂层分别承载 2 种质粒 DNA, 即编码 β-半乳糖苷酶的

pCAGGS-LacZ 或编码增强绿色荧光蛋白的 pEGFP。8 只实验兔为日本白色家兔 , 在主动脉经球囊拖

拉损伤 4 周后置入 2 枚血管内覆膜支架 , 分别承载 pCAGGS-LacZ 和 pEGFP。因 2 枚支架承载的质粒

DNA不同 ,转染后转录的 mRNA和表达的蛋白不同 ,所以 2 枚血管内覆膜支架置入部位主动脉互为

阴性对照。术后 3 d 对基因转染和表达进行评估。pCAGGS-LacZ的转染和表达通过特异性 X-gal 染

色和反转录聚合酶链反应 ( RT-PCR) 检测。pEGFP 的转染和表达通过免疫荧光显微镜观察。结果

在承载 pCAGGS-LacZ的 CGH 涂层部分覆膜血管内支架置入部位的主动脉 , 尤其是金属支架支杆对覆

膜材料支撑良好处主动脉局部 X-gal 染色阳性 , RT-PCR 可检测到编码 β-半乳糖苷酶的 mRNA; 免疫

荧光显微镜观察未见绿色荧光 ,该处主动脉近端及远端 X-gal 染色及 RT-PCR 结果均为阴性。其他器

官 , 如脑、心、肝、RT-PCR 结果均为阴性。在承载 pEGFP 的 CGH 涂层部分覆膜血管内支架置入部位

主动脉局部 ,免疫荧光显微镜可观察到绿色荧光; X-gal 染色阴性 , RT-PCR 未检测到编码 β-半乳糖苷

酶的 mRNA。结论  CGH 涂层部分覆膜血管内支架置入兔主动脉内 ,可实现主动脉局部的瞬时基因

转染与表达。
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【Abstra ct】 Objective To genetically engineer endovascular stent grafts that facilitate plasmid DNA
delivery and offer the promise of sustained intravascular delivery system of therapeutic materials. Methods

Partially covered polyester stent-grafts coated with cationized gelatin hydrogels ( CGH) containing pCAGGS-

LacZ or pEGFP were implanted in the descending aorta of 8 rabbits, which had neointima due to balloon
injury four weeks ago. The aorta with stent-graft containing pCAGGS-LacZ and the one containing pEGFP was

taken as negative control for each other. Expression of the plasmid-encoded marker genes, β-galactosidase

and enhanced green fluorescence protein ( EGFP) were evaluated at 3 days after implantations by X-Gal
staining and RT-PCR or fluorescence microscopy. Result s Local plasmid DNA transfer was confined to the

vessel wall at the site of stent-graft implantation, especially where the graft was compressed firmly to the

vessel by metal struts. Plasmid DNA was not detected in vessel segments immediately proximal or distal to
the stent graft and dissemination of plasmid DNA to brain, heart, lung, liver or kidney was not observed.

The β-galactosidase-expressed cells were identified as endothelial cells, and smooth muscle cells by

pathological analysis. Fluorescence microscopy identified the EGFP expression which demonstrated the
transgene delivery of plasmid DNA and it was not related to the plasmid-encoded marker genes. No signal

was detected in the aorta of the rabbits that received cationized gelatin hydrogels coated stent-grafts without

plasmid DNA. Conclusions Cationized gelatin hydrogels coated partially covered stent grafts provide a new
access for transgene delivery to the cells of aortic wall.

【Key wor ds】 Aorta;  Transgenes;  Stent;  Blood vessel prosthesis implantation;  Tissue

engineering
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  主动脉瘤对人类健康危害大, 患者病死率高。

如何改进其治疗方法和技术、降低病死率已成为国

内外学者面临的一个亟待解决的课题。1991 年

Parodi 等
[ 1 ]
首次提出 主动脉瘤腔 内修复治疗

( endoluminal aortic aneurysm repair, EAAR) 。由于

它与传统外科手术相比, 具有创伤小、并发症少、住

院时间短和适应证广泛等优点, 目前已成为此类患

者的首选治疗方法
[ 2 ]
。但术后持续性内漏的发生

率高达 30%
[ 3-4]

, 由此导致的瘤体持续增大甚至破

裂直接影响了 EAAR 的中远期疗效。有学者通过

临床手术及尸体检查发现, 尽管覆膜血管支架能够

达到对病变主动脉局部的机械性修复目的, 但由于

靶血管局部与血管内覆膜支架间不能及时地产生组

织愈合, 更不能诱导动脉瘤的机化,从而造成了内支

架与主动脉壁之间附着不牢固和内漏持续存在等问

题
[ 5 -6 ]

, 目前这一问题已成为国内外研究的热点。基

因洗脱支架在防治冠状动脉支架置入后再狭窄方面

的研究为血管内介入性基因治疗的研究提供了宝贵

的经验
[ 7 ]
。本实验以血管内覆膜支架表面的阳离

子水凝胶 ( CGH ) 涂层作为质粒 DNA 的承载平台,

实现主动脉局部报告基因的转染与表达, 以探讨促

进主动脉壁与血管内覆膜支架愈合的方法。

资料与方法

一、CGH 涂层聚酯纤维部分覆膜血管内支架的

制作

经亲水性放电处理后的管状聚酯纤维织物

( Kitamura MFG Japan ) , 以尼龙手术缝合线固定于

镍钛合金 Z型支架[ 以 0. 018 in( 1 in = 2. 54 cm) 导

丝内芯手工制做而成, Cook ] 表面后, 剪掉 1 /3 覆

膜, 制成聚酯纤维部分覆膜血管内支架 ( 图 1 ) 。在

阳离子胶原溶液中洗脱, 并水凝胶化后冻干处理,完

成 CGH 的涂覆。平均每枚聚酯纤维部分覆膜血管

内支架涂覆 CGH ( 2. 64 ±0. 39 ) mg, 用扫描电子显

微镜( JSM-540, JEOL, Japan)观察以确认 CGH 涂层

成功( 图 2, 3) , 分装后用环氧乙烷灭菌备用。

二、pCAGGS-LacZ和 pEGFP 的制备

编码 β-半乳糖苷酶的 pCAGGS-LacZ( 7903 bp)

和编码增强绿色荧光蛋白的 pEGFP( 4731 bp) ( 日

本 沢大学医学部循环医科学专攻血管分子生理实

验室提供) 分别以感受态大肠杆菌 XL-1 Blue 菌株

扩 增 复 制 后 提 纯 ( NucleoBond
�

PC 2000 EF,

Macherey-nageL, USA) , 并经限制性内切酶反应后

凝胶电泳判断质粒 DNA的质量及纯度。

三、承载质粒 DNA 的 CGH 涂层聚酯纤维部分

覆膜血管内支架体外模拟稳定性测定

3 枚 CGH 涂层聚酯纤维部分覆膜支架均承载

放 射 性 核 素 Na
125

I ( PerkinElmer
�

, Life and

Analytical Sciences. Boston, MA) 标记的 pCAGGS-

LacZ( 4 mg/ ml, 200 μl) ,在支架与 6 F 长鞘输送系

统组装及体外模拟释放过程前后分别用 γ射线计

数仪( Auto well gamma system, ARC-300, Japan ) 计

数覆膜支架表面放射性活度( radioactivity) 。模拟实

验 3 次, 计算平均值, 判断 CGH 涂层聚酯纤维部分

覆膜血管内支架承载质粒 DNA后支架输送及释放

过程中质粒 DNA剩余百分比, 即稳定性。

四、兔主动脉球囊损伤内膜增生模型的建立

健康雄性日本白色家兔 8 只 ( 体重 3. 5 ～

4. 0 kg) , 苯巴比妥( 20 mg / kg) 经耳缘静脉注射麻醉

后, 切开左侧股动脉置入 6 F 短血管鞘( 6 F× 3 cm,

Togo Medikit Co, Ltd, Japan) 。然后插入 4 F 猪尾导

管至降主动脉, 行主动脉造影, 测量主动脉直径

( 6 ～7 mm) 后, 置换 5 F 球囊栓塞导管 ( 10 mm×

10 mm, Terumo, Japan) ,从胸主动脉至腹主动脉起

始部反复拖拉 5 次, 拔出导管及血管鞘,结扎左侧股

动脉, 缝合肌肉层及皮肤,待实验兔苏醒后送回动物

室, 4 周后用于基因转染实验。

五、承载质粒 DNA 的 CGH 涂层聚酯纤维部分

覆膜血管内支架兔主动脉内置入

8 只兔主动脉球囊损伤模型, 分别以苯巴比妥

耳缘静脉注射麻醉后取右侧股动脉入路, 以血管鞘

( 6 F× 25 cm, Togo Medikit Co, Ltd, Japan) 为输送

系统, 在每只兔降主动脉内分别置入 1 枚承载

pCAGGS-LacZ和 1 枚承载 pEGFP 的 CGH 涂层聚酯

纤维部分覆膜血管内支架。2 枚支架互为阴性对

照。支架置入后经饮用水口服阿司匹林 ( 10 mg /d)

防止血栓形成。

六、标本取材处理及基因转染与表达的评价

实验 兔 支 架 置 入 后 3 d, 静 脉 肝 素 化

( 200 U / kg) 后给以过量麻醉剂安乐死。然后立即

取支架置入部位主动脉及支架置入远端正常主动

脉、脑、心和肝。承载 pCAGGS-LacZ 的支架置入部

位主动脉分为 3 等份, 1 份在免疫荧光显微镜下观

察( 作为另一个承载 pEGFP 支架置入处主动脉的阴

性对照 ) 后进行整体标本 5-溴-4-氯-3 -吲哚-β-D-半

乳糖( X-gal) 染色, 观察后石蜡包埋制成石蜡切片,

经苏木精-伊红( HE) 染色后识别表达 pCAGGS-LacZ

的细胞类型; 1 份于冰冻标本固定温度平衡优化的
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切片温度 ( optimum cutting temperature, OCT) 液中

固定, 冰冻切片后 X-gal 染色并以快红核染色反染

检测 β-半乳糖苷酶活性; 1 份保存于液氮中提取

RNA行反转录聚合酶链反应 ( RT-PCR) 检测编码

β-半乳糖苷酶的 mRNA。承载 pEGFP 的支架置入

处主动脉分为 2 等份, 1 份免疫荧光显微镜下观察

后进行整体标本X-gal染色, 作为另 1 个支架的阴性

对照; 1 份与置入承载 pEGFP 覆膜支架处的主动

脉、脑、心脏和肝脏均用于提取 RNA检测, 评估有无

系统, 器官的播散基因转染。

1 .整体标本 X-gal 染色: 5 % 戊二醛室温固定,

磷酸盐缓冲液( PBS) 及洗剂溶液浸洗后用 X-gal 染

色液( 1 mg / ml)染色, 并于 37℃温箱中反应 4 h, PBS

冲洗后用实体显微镜观察染色结果。摄取图像后制

成石蜡切片( 7 μm) , 光学显微镜下观察。

2 .冰冻切片 X-gal染色:标本 OCT 包埋后,冰冻

切片机切片 ( 7 μm) 。同样方法 X-gal 染色, 并于

37℃温箱中反应 3 h, PBS溶液冲洗后用快红核染色

反染封片后, 光学显微镜观察染色结果。

3 . RT-PCR: 提取组织中总 RNA 并反转录

( 100 U /μl) 后进行 PCR。( 1) 检测编码β-半乳糖苷

酶的mRNA : 上游引物 : 3′AACGTGCTGGTTGTTGT

GCTG 5′; 下游引物 : 5′TCTTCGCTATTACGCCAG

CTG 3′。PCR 产物 182 bp。②β-actin 的聚合酶链

反应作为内标判定提取 RNA 的质量: 上游引物:

3 ′AGAGTCCATCACGATGCCCGT 5 ′; 下 游引 物 :

5 ′ATGACGATATCGCCGCGCTCG 3 ′。PCR 产 物

471 bp。

结 果

1. 承载质粒 DNA 的 CGH 涂层聚酯纤维部分

覆膜血管内支架体外模拟稳定性: CGH 涂层聚酯纤

维部分覆膜血管内支架浸于 Na
125

I 标记的 200 μl

pCAGGS-LacZ( 4 mg/ ml) 溶液中, pCAGGS-LacZ 溶

液放射性活度平均值 410. 9 Bq;吸附 pCAGGS-LacZ

溶液后的 CGH 涂层部分覆膜血管内支架放射性活

度 310. 7 Bq;体外模拟组装释放后 CGH涂层部分覆

膜血管内支架放射性活度 295. 0 Bq;平均每个支架

吸附 pCAGGS-LacZ比率为 75. 5% ;支架组装与释放

后残留的 pCAGGS-LacZ平均百分比高达 95. 2% ;平

均每枚 支架 实 际能 够承 载 至 主动 脉 局 部的

pCAGGS-LacZ为 569. 6 μg。

2. 大体观察:实验兔尸体检查见聚酯纤维部分

覆膜血管内支架位置良好, 无移位及明显血栓形成。

3. X-gal染色: 承载 pCAGGS-LacZ 覆膜支架处

主动脉壁整体标本染色后, 可见主动脉壁及覆膜材

料表面长入的新生组织有散在深蓝色点状着色

( 图 4) , 证明具有 β-半乳糖苷酶活性, 即 pCAGGS-

LacZ 被转染到主动脉壁细胞中,并表达 β-半乳糖苷

酶。承载 pEGFP 的对照覆膜支架处主动脉壁未见

深蓝色点状着色( 图 5) 。制成石蜡切片后 HE 染色

见大部分 X-gal染色阳性的细胞为内皮细胞( 图 6)

及金属支架支杆支撑覆膜材料与主动脉壁贴合紧密

部位的平滑肌细胞( 图 7 ) 。冰冻切片X-gal染色,还

可见长入 CGH 涂层聚酯纤维覆膜的新生组织内有

X-gal染色阳性细胞( 图 8) 。

4 .荧光染色结果:荧光显微镜观察承载 pEGFP

的 CGH 涂层聚酯纤维部分覆膜血管内支架处主动

脉, 可见绿色荧光 ( 图 9 ) , 证明 pEGFP 被成功转染

入主动脉壁细胞中, 并表达为绿色荧光蛋白。承载

pCAGGS-LacZ的对照主动脉未见绿色荧光。

5 . RT-PCR 检测结果: 置入承载 pCAGGS-LacZ

覆膜支架处的主动脉壁组织内含有编码 β-半乳糖

苷酶的 mRNA( 图 10) 。承载 pEGFP 的覆膜支架置

入处主动脉、脑、心脏及肝脏 RT-PCR 结果均为阴

性, 证实无全身系统播散性基因转染( 图 11) 。

讨 论

一、CGH涂层材料特点

CGH 涂层材料是应用天然胶原物质经化学方

法阳离子化, 并以交联方法水凝胶化。本实验中兔

主动脉内置入 CGH 涂层覆膜支架后无严重的炎性

细胞浸润及腔内血栓形成, 说明该种涂层材料生物

相容性良好。该涂层覆膜支架承载放射性核素标记

的质粒 DNA,形成了稳定复合体, 在体外的模拟支

架输送系统组装与支架释放实验中, 显示了良好的

稳固性。支架释放后承载的质粒 DNA 存留量高达

95. 2% ,证实用 CGH涂层承载质粒 DNA是可行的。

有报道 CGH 的降解释放时间与交联密度有关
[ 7]
。

本实验制备的 CGH 降解周期为 7 d, 其降解及质粒

DNA释放的高峰在第 3 天, 因此本研究在支架置入

后 3 d 采集标本进行分析。在未来的研究中还可以

通过调整该涂层材料的交联密度, 即降解模式来调

整其承载质粒 DNA 的释放模式。根据涂层后覆膜

材料的扫描电子显微镜观察结果发现, 阳离子胶原

水凝胶涂层欠均匀 ( 图 2 ) , 因而造成了兔体内

pCAGGS-LacZ转染后主动脉壁 X-gal 染色深蓝染色

不均匀( 图 4) 。
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图 1  手工制作的聚酯纤维部分覆膜血管内覆膜支架  图 2 , 3 扫描电子显微镜观察未涂层的聚酯纤维覆膜材料 ( 图 2) 和 CGH 涂层后的

聚酯纤维覆膜材料 ( 图 3)  图 4, 5  承载 pCAGGS-LacZ 的 CGH 涂层聚酯纤维覆膜材料表面新生组织和该处主动脉 X-gal 染色可见深蓝色

点状着色 ( 图 4) ,证实有 LacZ基因转染及 β-半乳糖苷酶表达。而承载 pEGFP 的 CGH 涂层聚酯纤维覆膜材料表面新生组织及该处主动脉

X-gal 染色阴性 (图 5)  图 6 X-gal 染色后 pCAGGS-LacZ转染的主动脉标本制成石蜡切片后见深蓝染色的阳性内皮细胞 ( HE  × 40 )

图 7  X-gal染色后的 pCAGGS-LacZ转染的主动脉标本制成石蜡切片后见金属支架支杆支撑覆膜材料压迫处主动脉中膜致密 , 平滑肌细胞

胞质内可见深蓝阳性染色 ( HE × 40)  图 8  pCAGGS-LacZ转染的主动脉冰冻切片进行 X-gal 染色并以快红核染色反染见聚酯纤维覆膜

材料内新生组织有 X-gal 深蓝染色阳性细胞  图 9 pEGFP 转染的主动脉壁在免疫荧光显微镜下观察可见散在点状绿色荧光  图 10, 11

RT-PCR 后凝胶电泳结果。图 10 为 β-半乳糖苷酶 RT-PCR 结果 ; 图 11 为 β-acti n内标 RT-PCR 结果。PC: 阳性对照 ; 1 :承载 pCAGGS-LacZ覆

膜血管内支架处主动脉 ; 2: 承载 pEGFP 覆膜血管内支架处主动脉 ; 3 :脑 ; 4: 心脏 ; 5:肝脏

  二、质粒 DNA 在兔活体内主动脉局部的成功

转染

本实验选用兔主动脉球囊损伤模型作为研究对

象, 而非主动脉瘤模型, 其原因为: ( 1 ) 现有文献报

道的主动脉瘤的动物模型建立方法包括: 弹性蛋白

酶灌注
[ 8 ]

;双层腹膜片修补法
[ 9 ]
和血管紧张素Ⅱ灌

注
[ 10 ]
等。均采用创伤耐受性高的小鼠作为模型动

物。但由于小鼠的体形小, 不适合覆膜支架置入的

实验研究。而兔的创伤耐受性差, 难以建立主动脉

瘤模型。因此, 如何建立适合覆膜支架置入实验研

究的大型动物的主动脉瘤模型是进一步研究的方

向。( 2) 本研究的目的是促进主动脉覆膜支架与主

动脉瘤瘤颈间的组织学愈合, 该部位主动脉壁的病

理特点以动脉粥样硬化为主, 其组织学改变与球囊

损伤后内膜增生的组织学改变相似, 因此可以基本

满足实验要求。本实验每只兔主动脉内分别置入承

载 pCAGGS-LacZ 或 pEGFP 的 CGH 涂层聚酯纤维

部分覆膜血管内支架, 2 种质粒 DNA 互为阴性对

照, 这样在同一动物个体内进行对照研究,可以消除

不同动物个体间的差异。说明应用 X-gal及RT-PCR

检测到的 β-半乳糖苷酶活性和编码 β-半乳糖苷酶

的 mRNA是外源性基因转染与表达的产物, 并非覆

膜支架置入过程本身诱导的内源性产物。本实验所

用的X-gal检测方法特异性高, 简便易行, 在 X-gal染

色后还可以进行常规的 40%甲醛溶液固定、石蜡包

埋、切片与 HE 染色, 以便对基因转染细胞进行定位

与分析。根据 X-gal与 HE 染色结果分析,主动脉壁

内皮细胞层大部分被破坏, 转染的主动脉壁细胞主

要是新生内皮细胞 ( 图 6) , 而在金属支架支杆支撑

覆膜材料压迫主动脉壁部分, 内弹力板受压损伤,也

有少量平滑肌细胞转染 ( 图 5) , 证明机械压力及组

织损伤可以提高基因转染效率。据此推测, 动脉瘤

处的动脉壁生理结构破坏, 缺乏内弹力纤维的屏障,

基因转染率可能会进一步提高, 有望实现平滑肌细
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胞的大量转染。这提示在未来的研究中, 可选用促

进平滑肌细胞增生的基因对主动脉瘤进行基因治

疗。基因转染从本质上可分为瞬时转染与稳定转

染。瞬时转染是遗传物质由载体协助穿过细胞膜,

在细胞质中转录为 mRNA, 并表达相应的蛋白质,不

随细胞的分裂而影响子代细胞;稳定转染是遗传物

质插入细胞核染色体中, 作为稳定的遗传信息,随细

胞的分裂影响所有的子代细胞。目前除少数遗传性

疾病外, 用于血管系统疾病的基因治疗均为瞬时转

染。因为瞬时转染造成基因突变的危险性小, 并发

症少。实验中对置入承载 pEGFP 覆膜支架处主动

脉、脑、心和肝进行 RT-PCR 检测结果为阴性, 说明

应用 CGH涂层承载质粒 DNA复合物进行基因转染

安全可靠, 无系统播散性基因转染。本实验的不足

之处在于, 只证明了应用 CGH 涂层承载质粒 DNA

实现兔体内基因转染的可行性, 未深入探讨基因转

染效率与时间、剂量的关系,需要今后进一步研究。
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·书 评 ·

作者单位 : 100034 北京大学第一医院放射科

评《消化道肿瘤影像诊断与病理对照》

高玉洁

  由陈棣华教授主编、陈金城教授主审和尚克中教授作序

的《消化道肿瘤影像诊断与病理对照》一书近期由人民卫生

出版社出版 ,值得医学影像界庆贺。

多年来暨南大学附属医院一直坚持消化道双对比造影

检查 , 治学严谨 , 有丰富的临床实践经验。该书全部取材于

该院手术病理证实的研究资料 , 以病理组织解剖为依据, 影

像-病理对照研究采用病理标本放射状象限取材方法 , 观察

肿瘤界面及瘤旁组织, 深化了对肿瘤的影像与病理形态的认

识。全面系统地叙述了影像诊断的基础理论、基本方法和技

能 , 其比较影像学检查以传统 X线为主 , 结合 CT、MRI 等现

代影像学的新理论、新知识、新方法和新技术 ,对照比较了钡

剂造影、CT和 MRI等多种影像手段在消化道肿瘤诊断和分

期诊断中的作用 , 还探讨了CT、MR消化道检查的方法、作

用、表现和优缺点。CT 和 MRI 的横向分层显示、伪彩色、内

镜和电影等三维重组成像可获得多方位立体剖面图像 ,既可

显示肿瘤本身的影像 , 还可显示胃肠道不同层壁、瘤周组织

器官及腹腔淋巴结等影像 , 极大地丰富和促进了消化道肿瘤

的影像诊断和分期诊断 , 有利于提高年轻医师的诊断理论水

平、诊断技能、综合分析能力 , 拓宽诊断循证医学的思路, 在

指导消化道肿瘤的诊断、分期、治疗、随访以及健康体检等方

面充分发挥医学影像学的优势 , 具有很高的临床实用价值 ,

特别适合于影像科医师、相关专业临床医师、研究生和进修

医师学习参考。

该书共分 6 章 , 约 40 万字 , 400 余幅插图 ,图文并茂;为

16 开本 ,硬壳精装, 铜版纸彩图印刷 , 清晰精良。全国各地

新华书店均有销售。

( 收稿日期 : 2008-04-08 )

( 本文编辑:任晓黎)
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