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罗格列酮对CD34修饰脱细胞血管支架体内生长的影响★ 
刘  玉，张玉海，师恩祎，宋来春，谷天祥 

Effect of rosiglitazone on the growth of CD34 modified decellularized vascular scaffold in vivo    

Liu Yu, Zhang Yu-hai, Shi En-yi, Song Lai-chun, Gu Tian-xiang 

Abstract 
 
BACKGROUND: CD34 antibody-modification can promote the re-endothelialization of decellularized vascular scaffold, but it can 
also increase the intima hyperplasia. Related studies in China confirm that rosiglitazone as a type of peroxisome proliferator 
activated receptor-γ (PPAR-γ) agonist can inhibit the hyperplasia and migration of smooth muscle cells in vivo and reduce intima 
hyperplasia in vascular injury region.  
OBJECTIVE: To further verify the effect of rosiglitazone as a type of PPAR-γ agonist on the growth of smooth muscle cells and 
intima hyperplasia after transplantation of CD34 antibody modified decellularized vascular scaffold in vivo.  
METHODS: Fresh carotid arteries from rabbits were involved. CD34 antibody was fixed onto the decellularized vascular scaffolds 
using photochemical coupling to construct modified tissue engineering vascular which were transplanted into the carotid arteries of 
the experimental rabbits. Oxidation-treated vascular were transplanted into the control group. CD34 antibody modified vascular 
were transplanted into the CD34 group and rosiglitazone group, besides, the rosiglitazone group were treated with rosiglitazone.  
RESULTS AND CONCLUSION: After transplantation of 10 days, there was few endothelial cells in the transplanted vascular of the 
control group and more endothelial cells in the CD34 group and the rosiglitazone group, and the intima in the CD34 group was 
thicker than that in the rosiglitazone group. Alpha-smooth muscle actin showed that the smooth muscle cells in the CD34 group are 
obviously more than that in the rosiglitazone group. At 30 days, the endothelial cells almost overlaid the whole lining endothelium in 
the CD34 group and the rosiglitazone group, but the number of endothelial cells in the control group was still small. There were 
much more smooth muscle-like cells and extracellular matrix in the CD34 group. CD34 antibody-modification can promote the 
re-endothelialization of decellularized vascular, and rosiglitazone can inhibit the hyperplasia of smooth miscle cells and reduce the 
intima hyperplasia.
 
Liu Y, Zhang YH, Shi EY, Song LC, Gu TX. Effect of rosiglitazone on the growth of CD34 modified decellularized vascular scaffold 
in vivo. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(3): 438-442.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：早期研制的脱细胞血管基质支架上预载 CD34+

抗体会促进其再内皮化，但同时会加重支架内血管内膜增生。国内外研

究证实过氧化物酶增殖体受体 γ激动剂罗格列酮在体外可抑制平滑肌细胞增生及迁移，可减少血管损伤处内膜增生。 
目的：进一步验证过氧化物酶增殖体受体 γ激动剂罗格列酮对 CD34 抗体修饰脱细胞血管支架体内移植后平滑肌细胞生长及

内膜增生的影响。 
方法：获取新鲜兔颈动脉，应用光化学偶联法将 CD34 抗体固定到去细胞光氧化的血管支架上，构建抗体修饰的组织工程血

管。将制备的血管分别移植于实验兔的颈动脉上，其中对照组予以移植单纯光氧化处理的脱细胞血管，CD34 组予以 CD34
抗体预载的血管，罗格列酮组移植 CD34 抗体预载的血管并予喂养罗格列酮。 
结果与结论：移植后 10 d：对照组移植血管内皮样细胞数量稀少，CD34 组和罗格列酮组可见较多的内皮样细胞覆盖；CD34
组血管内膜较罗格列酮组厚，α-SMA 染色显示 CD34 组血管平滑肌细胞数量较后者为多，其差异有显著性意义。移植后 30 d：
CD34 组和罗格列酮组血管内皮样细胞基本覆盖管腔全层，对照组内皮样细胞数量仍较少；另外，CD34 组血管内膜及管壁

中可见大量的平滑肌样细胞及细胞外基质沉积，而罗格列酮组血管结构中平滑肌样细胞数量相对较少，内膜增生亦较轻。提

示 CD34 修饰脱细胞血管支架可促进其内皮细胞的增生，罗格列酮可抑制血管支架中平滑肌细胞的增殖，减少内膜增生。 
关键词：脱细胞血管基质；CD34；再内皮化；罗格列酮；平滑肌细胞；内膜增生 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.03.013 
 
刘玉，张玉海，师恩祎，宋来春，谷天祥. 罗格列酮对 CD34 修饰脱细胞血管支架体内生长的影响[J].中国组织工程研究，2012，
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0  引言 
 

组织工程血管是目前血管替代物研究的热

点之一，但组织工程血管与其他血管替代材料

一样面对远期再狭窄的问题。移植血管材料内

皮层的缺失及由于平滑肌细胞增殖及内膜下迁

移导致的内膜增生是其再狭窄或闭塞的主要病

理机制[1-2]，已有相关研究证实在血管材料上预

载CD34抗体可通过抗原-抗体反应的原理捕获

循环中的内皮祖细胞[3-4]，而内皮祖细胞在一定

条件下可进一步分化成为内皮细胞。Wang等[5]

和Calnek等 [6]证实过氧化物酶增殖体受体

(peroxisome proliferator-activated receptors, 
PPARs)γ激动剂罗格列酮可抑制CD34+细胞向

平滑肌细胞分化及向内膜迁移，这将有利于减 
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少移植血管的内膜增生从而改善其远期通畅率。本实验

拟应用光氧化交联法在脱细胞血管支架上预载CD34抗
体，然后将制备的组织工程血管移植于兔颈动脉并予喂

养罗格列酮，观察其对移植血管再内皮化、平滑肌细胞

增生及内膜增生情况的影响并探讨其可能机制。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：实验于 2010-08/12 在中国医科大学中

心实验室(BSL-2)完成。 
材料：雄性新西兰大白兔 36 只，体质量(2.5±0.5) kg，

由中国医科大学实验动物部提供。 
试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

实验方法：  

抗体修饰组织工程血管的构建： 

兔颈动脉的获取：取雄性新西兰大白兔，30 g/L 戊

巴比妥 1 mL/kg 麻醉，备皮后常规消毒铺巾，切开兔颈

部皮肤及皮下组织，钝性分离气管两侧肌肉及相邻组

织，找到两侧兔颈动脉，向近心端游离至发出该血管的

主动脉弓部，远端游离至第一个主分支处，相同方法游

离另一侧兔颈动脉并获取中间段。 
去细胞血管处理方法：将所取血管修剪外膜组织后

剪成 1.0~1.5 cm 长的血管段，置于 37 ℃水浴恒温振荡

箱中(振荡频率：100 次/min)，按 0.5% TritonX-100    
(6 h) 0.25 g/L 胰酶和 0.02%EDTA(体积比为 1∶1， 
10 min) 30 U/mL的DNase-I酶和0.3 g/L 的RNase-A
酶(体积比为 1∶1，6 h)的程序完成脱细胞步骤，每个

脱细胞步骤完成后用无菌 PBS 液漂洗 3 次，10 min/次，

完成后存放于4 ℃PBS液(含青霉素和链霉素100 U/mL)
中保存备用。 

光氧化处理方法：血管组织先置于高渗 PBS 液(pH 
7.6，渗透压：1 749.640 kPa)中浸泡 4 h，再置于含 0.1
亚甲基蓝的 PBS 液(pH 7.6，渗透压：823.360 kPa)中
平衡 4 h 后，500 W 白炽灯照射，光氧化反应体系控制

温度在 14 ℃左右，光源距离液面 20 cm，照射过程中

连续搅拌，持续吹入氧气，以提高 PBS 液内的氧浓度，

并控制反应体系内的 pH 值(pH 7.6)，处理 48 h 后取出

血管，无菌含青霉素和链霉素的 PBS 液反复冲洗后置

于体积分数 60%乙醇液中密封保存。处理完成后分别切

取一小段脱细胞后及光氧化处理后的血管，进行苏木 
精-伊红染色及扫描电镜观察脱细胞是否完全，胶原纤

维及弹力纤维的结构是否完整，并观察光氧化处理后血

管支架中纤维的排列情况。 
CD34 抗体的固定：按 1∶20 的摩尔比避光下配制

SANPAH 和 CD34 抗体的混合溶液中，室温下反应 2 h， 
10 000 r/min 离心去除未反应鼠抗兔 CD34 和

SANPAH，将光氧化处理的脱细胞血管浸入制备好的

CD34 与 SANPAH 的混合液中数秒，注意血管支架的

管腔要张开以充分接触混合液，室温下自然干燥，然后

用 PBS 振荡漂洗血管支架 6 h(100 次/min)。将构建的

血管制备快速冰冻切片，丙酮固定后滴加 1%BSA-PBS
稀释的 FITC 标记羊抗鼠 IgG(1∶100)，荧光显微镜下

观察抗体修饰情况。 
CD34 抗体修饰血管支架的体内移植及移植后检测： 

异体兔颈动脉移植模型的建立：取雄性新西兰大白

兔 24 只，随机分为 3 组，每组 8 只。将制备的脱细胞

血管支架移植于实验兔的颈动脉上，其中对照组予以移

植单纯光氧化处理的脱细胞血管，CD34 组予以 CD34
抗体修饰的血管，罗格列酮组移植 CD34 抗体预载的血

管并予喂养罗格列酮。动物麻醉后，如前所述找到左侧

兔颈动脉，于中间段游离 2.5~3.0 cm 长，应用无损伤

血管夹夹闭后切除中间段血管，用肝素盐水冲走血管内

的凝血块。取相应各组保存的异体血管，应用 9-0 无创缝

线间断缝合法将血管端端吻合于血管断端。术后所有动物

每日口服华法林 1.25 mg/kg，并肌注青霉素 80×104 U/
只及庆大霉素 8×104 U/只，共 1 周。另外，罗格列酮组

大白兔术后给予罗格列酮 4 mg/kg 灌胃，1 次/d，直到

获取标本。 
指标检测：分别于 10 d 和 1 个月取材，常规麻醉

消毒后分离出移植段血管，两端应用动脉夹夹闭后切取

血管支架，分别剪取适量样本做以下检测：大体观察、

苏木精-伊红染色、内膜厚度测量、扫描电镜观察、

α-SMA 和Ⅷ因子免疫组织化学染色，并应用计算其平均

吸光度值 (average optical density, AOD) ， Image 
ProPlus 图像测量软件测量血管壁内膜厚度、计数血管

平滑肌细胞个数，进行两组间比较。 
主要观察指标：①兔颈动脉去细胞光氧化后大体观

察、苏木精-伊红染色观察及扫描电镜观察结果。②移

植后标本大体观察、苏木精-伊红染色观察、Ⅷ因子和

α-SMA 免疫组织化学染色观察及扫描电镜结果。 
统计学分析：应用SPSS13.0统计软件包对数据进

行处理。计量数据用x
_

±s表示，四格表资料采用卡方检

验，组间比较采用t 检验，检验水准α=0.05。 

试剂及仪器 来源 

Dnase-I 酶、Rnase-A 酶、曲那通 
Tritonx-100、0.1%亚甲基蓝 

胰蛋白酶 Trypsin、0.02%EDTA 
SANPAH 
鼠抗兔 CD34 多克隆抗体 
FITC 标记羊抗鼠 IgG 抗体、罗格列酮 
普通光学显微镜(TE-300) 
LEICA CM 1900 型快速冷冻切片机 
Y 射线消毒机  

sigma 
 
amresco  
美国 Pierce 公司 
北京博奥森试剂公司

葛兰素史克公司 
日本 Nikon 
德国徕卡公司 
上海科学仪器 
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2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  实验选用大白兔 24 只，分为

3 组，无脱失，全部进入结果分析。 
2.2  兔颈动脉去细胞光氧化后的检测结果 

大体结构变化：正常动脉剥去外膜疏松结缔组织后，

管壁呈乳白色有光泽，管腔弹性良好无塌陷。经脱细胞

处理后，管壁逐渐变软塌陷，但弹性保存良好，浸没于

液体时管腔仍然完全张开。去细胞光氧化处理后的血管

呈淡蓝色，质地较柔软，弹性较好。 
苏木精-伊红染色：未脱细胞的动脉血管壁可见蓝染

的细胞颗粒，管腔内面可见内皮细胞覆盖全层，中层梭

状平滑肌细胞排列规则。脱细胞处理后，苏木精-伊红

染色管壁及管腔面均未见苏木精染色阳性的胞核结构

残留，说明细胞成分脱除彻底，胶原纤维和弹性纤维保

持原来的形态和结构，呈波浪状，但排列较疏松，结构

松散，而经光氧化处理后的血管胶原纤维结构完整，排

列整齐而紧凑见图 1a，b。 
SEM 观察结果：SEM 见脱细胞血管中基本无细胞结

构残留，纤维结构保存尚完整但排列疏松。光氧化处理

组见纤维结构排列整齐，较为致密，见图 1c，d。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
2.3  移植后标本检测结果   

组织大体观察：10 d 取材时可以看到移植血管周围粘

连较轻，管腔充盈，触质软、弹性良好，颜色浅红。     
30 d 时可见移植血管表面已有滋养血管生长，呈鲜红

色，管腔仍通畅。 

苏木精-伊红染色结果：10 d 时，对照组获取的移植

血管内皮样细胞数量稀少、分布零散，血管壁中平滑肌

样细胞亦较少。CD34 组可见较多的内皮样细胞覆盖于

血管内腔面，同时在管腔及管壁结构中可见较多量平滑

肌细胞生长，内膜较厚。罗格列酮组血管内皮样细胞数

量较多，管壁中只有散在数个平滑肌样细胞，内膜较薄。

30 d 时，CD34 组和罗格列酮组血管内皮样细胞数量较

前明显增多基本覆盖管腔全层，对照组内皮样细胞数量

仍较少，呈散在分布。另外，CD34 组血管内膜及管壁

中可见大量的平滑肌样细胞及细胞外基质沉积导致内

膜较厚。其余两组血管结构中平滑肌细胞数量相对较

少，内膜亦较薄，见表 1。 
 
 
 
 
 
 
 
Ⅷ因子免疫组织化学染色结果：10 d 时 CD34 组血管内

皮细胞增殖程度明显优于对照组，其差异有显著性意义，

见表 2。 
 
 
 
 
 
 
 

 
30 d 时 CD34 组Ⅷ因子阳性染色更加明显，而对照

组血管标本内膜面染色仍不明显，其差异有显著性意义，

见图 2a，b。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

α-SMA 免疫组织化学染色结果：术后 10 d，CD34 组

Figure 1  Histological observation of the decellularized 
carotid arteries of rabbits before and after 
oxidation-treatment 

图 1  光氧化处理前后脱细胞兔颈动脉的组织学观察 

a: Decellularized vessel 
(Hematoxylin-eosin, ×200) 

b: Oxidation-treated vessel 
(Hematoxylin-eosin, ×200) 

c: Decellularized vessel 
(Scanning electron microscopy, 
×1 500) 

d: Oxidation-treated vessel 
(Scanning electron microscopy, 
×1 500) 

表 1  CD34 组和罗格列酮组内膜厚度的比较 
Table 1  Comparison of intima thickness between the CD34 

group and the rosiglitazone group         (x
_

±s, mm)

Time (d) CD34 group Rosiglitazone 
group t P 

10 0.12±0.04 0.11±0.03 1.09 > 0.05
30 0.39±0.11 0.31±0.08 2.41 < 0.05

Figure 2  Alpha-smooth muscle actin and vWF 
immunohistochemical staining at 30 d after 
transplantation (arrows show endothelial cells, 
×100) 

图 2  移植后 30 d 时Ⅷ因子免疫组织化学染色结果(箭头示
内皮细胞，×100) 

a: Negative staining of factor Ⅷ 
in the control group 

b: Obviously positive staining 
of factor Ⅷ in the CD34 group

表 2  对照组及 CD34 组血管壁中Ⅷ因子表达平均吸光度值 
比较 

Table 2  Comparison of mean absorbance (A) value of the 
expression of factor Ⅷ in vessel wall of the CD34 
group and the control group                 (x

_

±s, A)

Time (d) Control group CD34 group t P 

10 5.62±0.86 18.32±1.62 19.50 < 0.01
30 16.03±1.92 38.66±1.75 24.55 < 0.01
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血管平滑肌细胞数量较罗格列酮组多，其差异有显著性意

义，见表 3。 
 
 
 
 
 
 
 

 
术后 30 d 可见 CD34 组血管平滑肌细胞数量多于罗

格列酮组，其差异有显著性意义，见图 3a，b。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

扫描电镜结果：10 d 时，罗格列酮组和 CD34 组可见

内膜面较多的内皮样细胞顺血流方向排列，但细胞间距

较大，数量尚少，而对照组只在偶尔的几个高倍镜视野

下散在一两个内皮样细胞。30 d 时可见罗格列酮组和

CD34 组内膜面附着较多梭状或长椭圆形细胞且排列紧

密、整齐。对照组管腔面可见增厚的纤维素样物质，细

胞数量仍较少。见图 4。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
3  讨论 

 
实现人工血管的快速再内皮化可以通过一些内皮

介质如一氧化氮等的作用来防止血管再狭窄的发生。国

内赵向东等[7]曾将 CD34 抗体固定到去细胞光氧化的牛

颈静脉上，并将制备的人工血管移植于犬的右室流出道

处，结果显著促进了人工血管表面的内皮化和新生内膜

内毛细血管的形成，但同时也观察到内膜增生较为显

著。2002 年，美国 Orbus Medical Technologies 公司

研制成功的Genous生物工程R支架就是在不锈钢冠脉

支架上涂覆一层含有鼠抗人 CD34 抗体的基质成分。研

究证实该种支架可促进内膜损伤处的修复和支架表面

的早期内皮化，并取得了较好的短期临床效果[8]，然而

其 2005 年公布的临床结果显示尽管移植血管有较完整

的内皮覆盖，但血管内膜增生反而加重。考虑 CD34+

细胞可能不具有最佳的内皮分化潜能，已有报道其可以

分化为多种细胞[9-12]，包括平滑肌细胞，而平滑肌细胞

及其分泌的细胞外基质是增生内膜的主要成分, 若支架

捕获的为平滑肌前体细胞则不可避免的诱发内膜增殖。 
本实验发现：修饰 CD34 抗体的血管内膜面在术后

早期即有细胞黏附，而对照组则只有一层增厚的纤维素

附着。虽然不能确定这些细胞的性质及分化方向，但移

植后的苏木精-伊红染色和Ⅷ因子免疫组织化学的结果

显示CD34抗体修饰的血管再内皮化程度显著优于对照

组，说明 CD34 抗体的存在对脱细胞血管支架再内皮化

具有促进作用，同时也观察到 CD34 组血管的内膜厚度

大于对照组血管，且其管壁和内膜中可见大量的平滑肌

样细胞浸润生长，这与之前研究得到的结果相一致[7,13]。 
平滑肌细胞的增殖和迁移是血管损伤后内膜增生

的主要机制[14-16]。因此，对抑制血管再狭窄的研究可从

抑制平滑肌细胞的分化、增殖和迁移，促进其凋亡等方

面着手。PPARs 是核激素受体家族的转录因子，其分

为以下 3 种亚型：PPAR-α、PPAR-β/δ和 PPAR-γ，其

中 PPAR-γ是多个细胞内信号传导途径的关键因子，在

转录调控中发挥重要作用，影响细胞的增殖、迁移及分

化等多个环节[17-20]。近年来对 PPAR-γ激动剂的研究为

解决血管替代物的内膜增生再狭窄的问题提供了有力

的支持。Phillips 等[21]的制作大鼠的动脉损伤模型，发

现PPAR-γ激动剂罗格列酮减缓了内膜损伤诱导的快速

内膜增生。Choi 等[22]将罗格列酮应用于临床并证实其

可以抑制支架植入患者冠状动脉的再狭窄。 
实验中，移植后 10 d 的苏木精-伊红染色及 α-SMA

免疫组织化学染色结果显示：未给予罗格列酮的 CD34
组血管的管壁及内膜面可见少量平滑肌细胞浸润并生

长，而罗格列酮组血管管壁中平滑肌样细胞数量较少，

但其差异无显著性意义。移植后 30 d 时可见 CD34 组

和罗格列酮组血管壁的平滑肌细胞数量均较前增多，但

罗格列酮组平滑肌细胞数量较 CD34 组为少，其差异具

有显著性意义。Law 等[23]的研究证实 PPAR-γ激活后可

通过以下机制抑制平滑肌细胞增生：抑制处于静息态的

Figure 3  Alpha-smooth muscle actin staining at 30 d after 
transplantation (arrows show smooth muscle cells, 
×400) 

图 3  移植后 30 d 时 α-SMA 免疫组织化学染色(箭头示平
滑肌细胞，×400) 

a: CD34 group b: Rosiglitazone group

Figure 4  Endothelial cells of the control group and the CD34 
group under scanning electron microscopy at 30 d 
after operation 

图 4  移植后 30 d 时扫描电镜下内皮细胞的生长情况 

a: Few endothelial cells could be 
seen in thecontrol group (Scanning 
electron microscopy, ×1 500) 

b: There were much more 
endothelial cells in the CD34 
group (Scanning electron 
microscopy, ×1 000) 

表 3  CD34 组及罗格列酮组血管壁中 α-SMA 表达表达平均吸
光度值比较 

Table 3  Comparison of mean absorbance (A) value of the 
expression of alpha-smooth muscle actin of the CD34 
group and the rosiglitazone group            (x

_

±s, A)

Time (d) CD34 group Rosiglitazone 
group t P 

10 23.40±2.61 19.85±3.22 4.78 < 0.01
30 32.87±5.63 27.24±2.81 4.89 < 0.01
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平滑肌细胞进入增殖周期[24]；通过调控 MAPK 途径的

信号转导抑制平滑肌细胞的迁移[25]；通过减少细胞因子

的产生和核转录因子 κB 的表达抑制炎症反应 [26]。

Wakino 等[27]发现 PPAR-γ激动剂能够抑制 PDGF 和胰

岛素诱导的鼠动脉平滑肌的细胞的增殖，抑制血管平滑

肌细胞由细胞周期的G1期向S期的转化。另外，PPAR-γ
激动剂还可通过下调基质金属蛋白酶9的表达而抑制其

对基底膜和细胞外基质的分解，最终抑制平滑肌细胞迁

移[28-29]。实验中还发现：在移植后 10 d 和 30 d，罗格

列酮组移植段的血管内膜厚度均小于 CD34 组，且其差

异具有显著性意义，这进一步证实了罗格列酮对移植血

管平滑肌细胞增生和迁移的抑制作用。 
实验将制备的CD34抗体预载脱细胞血管基质支架

移植于兔颈动脉上，移植后应用 PPAR-γ激动剂罗格列

酮进行干预，通过体内实验证实了罗格列酮抑制平滑肌

细胞生长及减少内膜增生的作用，同时进一步证实

CD34 抗体的存在可促进移植血管的早期内皮化。 
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本文创新性：目前国内外研究罗格列酮对平滑肌细胞增

殖和迁移以及其对血管内膜增生情况的影响重在体外实验，

或研究其在血管损伤处对平滑肌细胞生长和内膜增生的影

响，难以排除损伤处血管本身对研究结果的作用。本实验构

建兔颈动脉移植模型，并应用脱细胞血管作为移植血管观察

罗格列酮对平滑肌细胞增殖和内膜增生的影响，具有创新

性。


