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ｂＦＧＦ联合骨髓干细胞动员剂促进兔缺血后肢
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　　摘要：目的　 观察局部应用碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）联合干细胞动员剂对促进兔缺血后
肢血管新生的作用。方法　 ４０只大耳白兔均切断左侧股动脉及其分支，制作兔后肢缺血模型。成模

后随机分 ４组（每组 １０只）：（１）ｂＦＧＦ组，在缺血后肢肌内多次注射重组人 ｂＦＧＦ蛋白；（２）ＧＣＳＦ组，
皮下注射重组人粒细胞集落刺激因子（ｒｈＧＣＳＦ）；（３）ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组，按 ｂＦＧＦ组和 ＧＣＳＦ组的方法

给予 ｂＦＧＦ和 ＧＣＳＦ；（４）对照组，给予等量生理盐水。术后 ４周，各组兔行腹主动脉造影，观察侧支血
管形成情况。取内收肌和腓肠肌肌组织行病理切片检查；用图像分析系统统计血管密度；用免疫组化

检测内收肌和腓肠肌中 ＶＥＧＦ阳性表达的血管数。结果　 兔侧支循环血管条数、血管密度及 ＶＥＧＦ阳

性表达的血管数均依次为：ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组 ＞ｂＦＧＦ组 ＞ＧＣＳＦ组 ＞对照组 （均 Ｐ＜０．０５）。结论
　 在缺血下肢肌内注射 ｂＦＧＦ蛋白和皮下注射骨髓干细胞动员剂均可促进血管新生，改善肢体缺血状

态；但在骨髓干细胞动员的同时，联合应用 ｂＦＧＦ蛋白效果更好，缺血肢体改善更明显。
［中国普通外科杂志，２００７，１６（２）：１３６－１４０］
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　　肢体缺血性疾病是外科常见的致残性疾病，

静息痛、皮肤溃疡或坏疽是其典型的临床表现，

严重影响患者的生活质量，甚至危及生命。本实

验通过兔缺血后肢肌内注射重组人碱性成纤维

细胞生长因子（ｒｈｂＦＧＦ），及皮下注射重组人粒

细胞集落刺激因子（ｒｈＧＣＳＦ）使兔骨髓干细胞被

动员，观察其对缺血组织血管新生情况的影响，

报告如下。

１　 材料和方法

１．１　动物分组及制剂

实验选用成年健康日本大耳白兔 ４０只，体重

２．５～３．０ｋｇ，平均 ２．８ｋｇ，雌雄不限，由河南省动

物实验中心提供。制剂：ｒｈｂＦＧＦ和 ｒｈＧＣＳＦ均

购自北京双鹭药业有限公司；７６％复方泛影葡胺

购自上海旭东海普药业有限公司；兔抗兔血管内

皮生长因子（ＶＥＧＦ）多克隆抗体购自武汉博士德

生物技术有限公司；ＳＰ９０００二步法免疫组化检

测试剂盒和 ＤＡＢ显色试剂盒均购自北京中山生

物技术有限公司。

１．２　兔下肢缺血模型的制备

兔肌内注氯胺酮（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，常规备

皮、消毒、铺巾；经左侧腹股沟韧带中点（摸到股

动脉搏动后）作一长约 １～２ｃｍ纵形皮肤切口，暴

露股动脉，自其起始部分分离之，在股动脉起始

处，用 １号丝线结扎并切断，制成兔后肢缺血模

型。成模后随机分 ４组，即对照组、ｂＦＧＦ组（缺

血后肢肌注 ｂＦＧＦ）、ＧＣＳＦ组（皮下注射 ＧＣＳＦ）

和 ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组。每组 １０只。

１．３　给药及一般情况观察

兔后肢缺血模型制备成功 ３ｈ后，各组按以下

步骤给药：ｂＦＧＦ组实验兔给予 ｂＦＧＦ２０００Ｕ（约

５μｇ，用生理盐水溶解成 ２ｍＬ）分 ５个点在股动脉

结扎处下方肌内注射；按此法第 ３，５，７天各给药

１次，共 ４次。ＧＣＳＦ组给予 ＧＣＳＦ１０μｇ／ｋｇ皮

下注射。按上法连续 ５ｄ各给药 １次，共 ５次。

ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组按 ｂＦＧＦ组和 ＧＣＳＦ组的方法给

予 ｂＦＧＦ和 ＧＣＳＦ。对照组按 ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组的

给药方法给予等量生理盐水。实验开始后，每天

观察实验兔的一般状况：生命体征、饮食、切口愈

合情况、毛发有无脱落及左后肢运动情况等。

ＧＣＳＦ组和 ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组术后 ２～８ｄ，每天测

血常规 １次；其余各组在术后 ２，４，６，８天各测血

常规 １次。

１．４　腹主动脉造影

术后 ４周，各兔肌内注氯胺酮（５０ｍｇ／ｋｇ）麻

醉成功后，开腹，找到腹主动脉（肾动脉以下段），

分离 ２ｃｍ。用 ５号头皮针刺入，加压快速推入

７６％复方泛影葡胺 １０ｍＬ。在推入造影剂过程中

观察兔左后肢侧支循环显影情况并摄 Ｘ线片（万

东 ５００型普通 Ｘ光机，由郑州大学第三医院提

供）。观察侧支循环和新生血管的形成情况。

１．５　组织切片和测量微血管密度

腹主动脉造影后立即处死各兔，取左后肢内

收肌和腓肠肌中段肌肉组织各１ｃｍ×１ｃｍ×０．３ｃｍ，

用甲醛固定，石蜡包埋；按肌肉横断面切片，片厚

５μｍ，连续１０张；取第 ２张，第１０张，行 ＨＥ染色

（在郑州大学医学院病理教研室进行）。使用

ＢｉｏｓｅｎｓＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ（Ｖ１．６）图像分析系

统（郑州大学医学院人体解剖教研室提供），在

４００倍视野下对切片进行血管密度计数。

１．６　检测 ＶＥＧＦ阳性表达的血管数

取石蜡包埋的内收肌和腓肠肌标本，按肌肉

横断面切片，片厚 ５μｍ。按 ＳＰ９０００二步法免疫

组化试剂盒说明书进行免疫组化检测。血管内

皮细胞胞浆染色呈棕黄色者为阳性细胞，该毛细

血管即为 ＶＥＧＦ阳性表达的血管。每一标本随机

选取５个视野，在４００倍显微镜下观察计数 ＶＥＧＦ

阳性表达的血管数，取其平均值。

１．７　统计分析

所得数据用 ＳＰＳＳ１１．５软件分析。数据以均

数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。行单因素方差分析，

ＳＮＫ检验（α＝０．０５）。Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

２　结　果

２．１　 大体观察
实验兔麻醉意外死亡 １只 （ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ

组），术后 ２ｄ内因肠梗阻死亡 １只（ｂＦＧＦ组），术

７３１
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后 ４ｄ因腹泻死亡 １只（对照组），术后 ５ｄ和 ６ｄ
（ＧＣＳＦ组）分别突然死亡 １只，余均存活。在观
察时间段内各兔均未见后肢缺血性坏死；术后 ４ｄ
手术切口均愈合良好；但对照组出现跛行 ３只，
下肢足背部溃疡 １只；其余 ３组各兔未出现跛行
或溃疡；各兔均有左后肢毛发脱落现象。

２．２　 血常规情况
ＧＣＳＦ组和 ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组术后第６天白细胞

数最高达２６．２×１０９／Ｌ～４３．６×１０９／Ｌ，平均３５．３×
１０９／Ｌ。术后第８天基本恢复正常。其余２组各兔血
常规未有明显变化 ５．４×１０９／Ｌ～１０．２×１０９／Ｌ，

平均８．６×１０９／Ｌ。
２．３　侧支血管数

各 Ｘ线片均显示左侧股动脉连续性中断，并

出现不同数量的侧支循环血管（附图）。在腹主

动脉造影 Ｘ线片上经股骨中点画一条垂直于股

骨纵轴的直线，记录通过该直线显示的血管数

（附表）。ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组侧支血管数多于 ｂＦＧＦ

组（Ｐ＝０．０３４），也多于 ＧＣＳＦ组（Ｐ＝０．００１）；

ｂＦＧＦ组侧支血管数多于 ＧＣＳＦ组（Ｐ ＝０．０３６）；

３个实验组侧支血管数均多于对照组（Ｐ＜０．０５）。

! " # $

Ａ：　ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组，侧支血

管呈网状，很密集

Ｂ：　ｂＦＧＦ组 ，侧支血管紊乱，

较密集

Ｃ：　ＧＣＳＦ组，有一定数量的侧

支血管形成

Ｄ：　对照组，少数侧支血管形

成

附图　腹主动脉造影均见股动脉连续性中断，不同数量的侧支血管形成

２．４　毛细血管计数

ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组血管密度多于 ｂＦＧＦ组（Ｐ＝

０．００２），也多于 ＧＣＳＦ组（Ｐ＝０．０００）；ｂＦＧＦ组侧

支血管数多于 ＧＣＳＦ组（Ｐ ＝０．０００）；３个实验

组侧支血管数均多于对照组（Ｐ ＜０．０５）（附表）。

２．５　ＶＥＧＦ阳性表达的血管数

ＶＥＧＦ阳 性 表 达 的 血 管 数 依 次 为：ｂＦＧＦ＋

ＧＣＳＦ组 ＞ ｂＦＧＦ 组 ＞ ＧＣＳＦ 组 ＞ 对 照 组

（均Ｐ＜０．０５）（附表）。

附表 　 ４组各观测指标对比表

分组 例数 侧支血管数（条） 切片数
　血管密度

　（ｎ／ｍｍ２）

ＶＥＧＦ阳性表达

的血管数（条）

对照组 ９ ６．１１±１．０５４ １８ １２２．２２±５．９３６ ９．０２±１．９１

ＧＣＳＦ组 ８ ７．５０±１．３０９１） １６ １２６．８７±５．３０２１） １１．４４±２．２２１）

ｂＦＧＦ组 ９ ８．７８±０．９７２１），２） １８ １３４．３３±４．９４７１），２） １６．５５±２．５８１），２）

ｂＦＧＦ＋ＧＣＳＦ组 ９ ９．８９±１．５０１１），２），３） １８ １３９．８９±４．９９３１），２），３） ２１．１３±２．２３１），２），３）

　　　　注：各组间比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

尽管近年来血管成形术和外科搭桥术有了很

大发展，但对于远端流出道差或肢体动脉弥漫性

病变 的 患 者 的 治 疗 却 束 手 无 策。血 管 新 生

（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）指在血管床的基础上血管内皮细胞

的增生和迁移，即从先前存在的血管发芽生成新

的毛细血管。血管新生疗法，是指通过应用外源

血管生长因子（ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ等）或其基因，促进

缺血组织的血管新生和侧支血管的形成，使缺血

组 织 获 得 改 善 的 治 疗 方 法。 血 管 发 生

（ｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｅｓｉｓ）指发生在胚胎发育时期的血管内
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皮祖细胞（ＥＰＣ）形成原始血管的过程。然而近

年来发现在成年体内也存在 ＥＰＣ，主要分布于骨

髓，外周血中含量极少。１９９７年 Ａｓａｈａｒａ等［１］首

次证明在出生后循环外周血中存在 ＥＰＣ，且 ＥＰＣ

同样参与后天的血管新生［１－２］。这就加深了对血

管新生的认识，扩大了血管新生的概念。

成纤维细胞生长因子（ＦＧＦ）［３］，又称肝素亲

和生长因子，按等电点不同分为碱性成纤维细胞

生长因子（ｂＦＧＦ）和酸性成纤维细胞生长因子

（ａＦＧＦ）。ｂＦＧＦ的 生 物 学 活 性 远 大 于 ａＦＧＦ。

ｂＦＧＦ是动物和人体组织中存在的一种微量蛋白，

对多种中胚层和神经外胚层来源的细胞具有广

泛生物学活性，是一种多功能细胞因子［４］。ｂＦＧＦ

可趋化血管内膜的各类细胞，并诱导这些细胞表

达组织重建所需的血浆酶原激活剂、胶原酶和蛋

白水解酶等；这些酶类通过促使血管基底膜降解

和刺激内膜各类细胞的增殖与迁移，诱导血管内

皮细胞长入胶原基质中形成管腔并促进神经元

及新生血管共同生长［５］。研究表明［６－７］，组织缺

血后局部内源性 ｂＦＧＦ表达增加，促进血管再生

以适应缺血的变化。但此过程非常缓慢，而且

ｂＦＧＦ增加的量不足以完全改善组织缺血状态。

因此，在缺血组织内适时适量地增加局部外源性

ｂＦＧＦ的量，将会加快血管新生的速度和加大血

管新生的幅度，这可能成为一条新的治疗缺血性

疾病的途径。有学者用 ｂＦＧＦ基因治疗缺血性疾

病的研究也取得了一定效果。随着重组人 ｂＦＧＦ

蛋白的出现，应用 ｂＦＧＦ蛋白治疗缺血性疾病将

更加简单易行。研究［８－９］表明 ｂＦＧＦ蛋白治疗心

肌缺血同样能改善心肌功能，减少梗死面积及增

加缺血区小动脉毛细血管数量。本实验应用

ｂＦＧＦ蛋白在兔缺血后肢肌内注射，可使侧支血管

增加（ｂＦＧＦ组 ＞对照组，Ｐ＜０．０５），缺血状态得

以改善。研究［８－１０］表明，组织缺血后局部内源性

ＶＥＧＦ蛋白表达增加以促进血管新生，代偿局部

缺血状态。本实验还表明，应用外源性 ｂＦＧＦ蛋

白可加大缺血组织内血管内皮细胞中 ＶＥＧＦ蛋白

的表达（Ｐ＜０．０５），使 ｂＦＧＦ蛋白和 ＶＥＧＦ蛋白共

同加快缺血组织内毛细血管的新生速度和幅度。

业已证实，骨髓干细胞 ＣＤ３４＋细胞可分化为

血管内皮细胞［１１］。近年来，血管内皮祖细胞或骨

髓干细胞移植开始用于血管新生疗法的研究［１２］。

应用骨髓干细胞动员剂将骨髓干细胞“驱赶”到

外周血，增加外周血干细胞数量，同样可达到自

体干细胞移植治疗缺血性疾病的目的，此称为

“干细胞自我移植”［１３－１４］。组织缺血后骨髓干细

胞能自行迁移到缺血部位，并在缺血环境中横向

分化为血管内皮细胞等，参与血管新生和促进组

织功能恢复，也称此为“归巢”定向运动。组织缺

血、损伤时，机体常伴随发热、白细胞数上升等现

象，虽然此时外周血干细胞的量会增加但增加幅

度有限且时间短。因此应用骨髓干细胞动员剂

促进骨髓内的干细胞复制并将一定量的干细胞

“驱赶”到外周血，增加外周血干细胞数量，即增

加了干细胞“归巢”到缺血组织的数量，血管新生

也就加快了速度和增加了幅度。有关心肌缺血

的研究［１３－１４］表明，骨髓干细胞动员具有改善心肌

功能，减少梗死面积，增加缺血区小动脉毛细血

管数量等作用。ＧＣＳＦ［１５］是传统的强有力的骨髓

干细胞动员剂，可在较短时间内使外周血干细胞

提高几十倍至几百倍。本实验 ＧＣＳＦ组和 ｂＦＧＦ

＋ＧＣＳＦ组各实验兔应用 ＧＳＣＦ后外周血白细

胞数量快速提升，第 ６天达到高峰；且在用药第 ３

天后，在白细胞计数中均发现幼稚细胞。应用上

述各种方法，侧支血管数、血管密度及 ＶＥＧＦ阳性

表达的血管数 ＧＣＳＦ组均大于对照组。

研究［１１］发现干细胞在分化为血管内皮细胞

的过程中能分泌 ｂＦＧＦ。ｂＦＧＦ等血管生长因子又

可促进干细胞增殖并向血管内皮细胞分化，诱导

内皮细胞产生纤维酶原激活物和基质金属蛋白

酶，从而降解基质，加速新生血管管腔结构的形

成和三维构像形成［１６］；笔者用骨髓干细胞动员剂

增加外周血干细胞数量进行“干细胞自我移植”

的同时，在局部缺血组织内注射 ｂＦＧＦ，可使在增

加了干细胞“归巢”到缺血组织数量的基础上，再

适时适量地增加局部外源性 ｂＦＧＦ蛋白的量，加

大加快诱导干细胞分化为血管内皮细胞，有利于

血管新生，从而缺血状态得以改善。
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由于使用骨髓干细胞动员剂后使外周血白细

胞数量迅猛升高，会产生“类白血病反应”；白细

胞数量达到一定数量则有可能发生“白细胞淤

滞”而引起脑梗死、心肌梗死等并发症。本实验

中 ２只 ＧＣＳＦ组兔术 后 第 ５，６天 （皮 下 注 射

ＧＳＣＦ４，５次）突然死亡，末次白细胞计数分别为

４０．１×１０９／Ｌ和 ４２．６×１０９／Ｌ，死后解剖发现

心、肺、肠、肾、肝等未见异常，死亡原因可能为脑

梗死。故在骨髓干细胞动员过程中应注意预防

“白细胞淤滞”引起的并发症。

总之，在缺血下肢肌内注射 ｂＦＧＦ蛋白和骨髓

干细胞动员剂均可促进血管新生，从而增加缺血

下肢血液灌注，改善肢体缺血状态；而两者联合

使用效果更好，缺血肢体改善更明显。
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