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%的凋亡#抑制
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的增生#超声辐照还可以促进

外源基因在培养的血管细胞内表达(而局部应用人工合成的

反义寡核苷酸能有效地抑制移植静脉内膜的增生(现将利用

超声辐照联合局部应用反义核苷酸影响移植静脉的研究结果

报道如下(
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统计学处理
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用
Q-Q*4$#

软件系统对数据进行统计分

析(计数资料采用
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# 检验#计量资料采用
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检验#
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差异有统计学意义(
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结
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果

所有实验兔术后均存活#彩超和
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发现除对照组第
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周有
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例闭塞外#其余移植血管均通畅(
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组织形态学观察
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光镜观察各组移植静脉腔面均有一层

内皮细胞覆盖#其下为增生的内膜#主要由大量细胞外基质和
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组成#第
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周较第
#

周增生明显#且同时段超声辐照组较

对照组内膜增生程度轻$插
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图
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%(电镜下见增生的内膜

QRb

多呈分泌型#富含粗面内质网'高尔基复合体等#而肌丝

成分较少#细胞间质为大量胶原纤维和胶原原纤维#而中膜增

厚较内膜轻#其内有较多的成纤维细胞和肌成纤维细胞(对照

组
QRb

合成'分泌较旺盛(而反义核苷酸组及超声辐照加反

义核苷酸组可见
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细胞核固缩'髓样结构#胞质中细胞器

含量少等细胞+老化,趋势(
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图像分析结果
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超声辐照组'反义核苷酸组'超声辐照加

反义核苷酸组与对照组比较#内膜厚度显著降低#分别减少
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扩增引物设计

的
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基因片段和
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基因片段#
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组$对照组'反义核苷酸组'超声辐照加反义核苷酸组%
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扩增产物量相似#但反义核苷酸组#超声辐照加反义核苷酸组

明显低于对照组#且超声辐照加反义核苷酸组明显低于反义核

苷酸组(
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基因表达结果
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见表
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(术后第
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周#与对照组比较#反
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!反义核苷酸组&
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图
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扩增产物电泳图
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第
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周
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阳性细胞数比较及免疫组织化学
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分析$
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自体静脉作为移植材料的远期通畅率仍不理想#旁路移植

术后失败率约
#%(

#

)%(

)

$,#
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#而冠状动脉搭桥术后
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年仅

有约
*%(

仍通畅(与人工血管动脉移植后再狭窄的原因相

似)

'

*

#移植静脉狭窄'闭塞的主要原因仍为内膜增生导致#

QRb

由中膜向内膜移行并大量增殖#伴有胞外基质的分泌和

沉积#是移植静脉内膜增生的核心病理生理机制)

&

*

(近年来采

用全身'局部药物治疗'基因治疗'激光照射'血管内放射等治

疗方法#但效果均不理想(张俊霞等)

)

*研究发现#超声辐照在

无明显杀伤细胞的情况下可以诱导
QRb

凋亡#阻止
QRbQ

期

+0-

复制(本研究前期发现#超声辐照可以降低移植静脉

QRb

的增殖#减轻内膜的增生)

*

*

(

血管
QRb

受到外界因素刺激后#细胞内通过一系列信号

转导作用#启动细胞的内调节增殖的基因表达#其中原癌基因

在启动细胞增殖过程中起着重要作用(

b,G

I

D

原癌基因编码

一种短暂的#与核磷蛋白结合的特异
+0-

序列来调节
+0-

转录(起着启动和维持细胞增殖的双重作用(转染反义
D,

G

I

D

寡核苷酸进入细胞#通过碱基互补的原则与靶
N0-

结

合#形成
+0-WN0-

杂交体#从而启动细胞内
N0-

酶#迅速

将
GN0-

降解#使
GN0-

的翻译功能减弱或消失#不能产生

有效的作用蛋白#由此来抑制靶基因的表达#进而抑制细胞增

殖(有研究发现#局部应用生物蛋白胶和多聚凝胶携载反义
D,

G

I

D.+0

#可以显著抑制移植静脉内膜的增生(本研究中发

现#术后第
&

周反义
D,G

I

D

组内膜厚度较对照组降低了
'%(

$

!

#

%4%)

%(

基因表达是由
+0-

转录产生
GN0-

#再经修饰形成成熟

的
GN0-

(成熟的
GN0-

经翻译表达相应蛋白质和多肽而

发挥作用(因此#对细胞内相关
GN0-

表达水平的检测#能了

解该基因在细胞活动中的作用是否活跃(

N/,[bN

是对细胞

内某一特定基因序列进行大量扩增后#检测该基因
GN0-

在细

胞中的表达水平#在实验条件控制一致时#可半定量对比细胞

&%*#

重庆医学
#%$$

年
!

月第
&%

卷第
#*

期



GN0-

含量的多寡#从而判断细胞基因的表达水平(本实验

结果表明#术后第
#

周#反义核苷酸组和反义核苷酸加超声辐

照
D,G

I

D

基因表达与对照组比较#减少了
&"(

和
"&(

$

!

#

%4%$

%#说明反义
D,G

I

D

寡核苷酸能有效抑制
D,G

I

D

靶基因的

表达#进而抑制细胞的增殖和内膜增厚(局部超声辐照能促进

反义
D,G

I

D

向细胞内转化#进一步加强对
D,G

I

D

基因表达的抑

制作用#加之超声本身对内膜增生的抑制作用使内膜增厚进一

步减轻(本研究中观察到内膜厚度减轻了
))(

$

!

#

%4%$

%#说

明局部应用反义
D,G

I

D

与超声辐照的协同作用(

超声辐照促进外源基因转化的机制尚不清楚#可能与细胞

膜的通透性改变有关(在合理控制超声辐照条件下#超声既能

使膜通透性增加#又不致使细胞明显受损#而细胞膜通透性改

变是基因转化的前提(

S

I

K<=

等)

"

*报道#

#%MX_

#

#%L

"

DG

#

的超声辐照
'%9

使质粒转入酵母为对照的
#%

倍(

R7??<@

等)

;

*

应用超声
$RX_

#

%4&L

"

DG#

辐照
*%9

或
'%G7:

#

&;B

后显

示#血管平滑肌细胞荧光素酶活力分别增加
"4)

倍和
#4&

倍(

超声通过机械作用和空化效应声也可影响细胞膜通透性(但

主要源于空化效应#压力波作用于细胞#仍是通过引起贯性空

化$

7:<@A7F?DF@7AFA76:

%而致细胞结构和$或%功能变化(

M7G

等)

!

*和
PF6

等)

$%

*证实#空化效应是影响细胞膜通透性的主要

因素(用超声行基因转化和表达#学者们的报道结果不尽相

同(如连续波和非连续波的转化率在不同报道中差异甚大(

造成差异的原因除目的基因和受体细胞外#超声系统及辐照条

件也是重要影响因素(由于声强表示方法和辐照剂量计量方

法的多样性#以及辐照过程中采用的透声介质'溶液组成'有无

增强空化的因素存在等#给检测结果比较带来困难(

PF6

等)

$%

*报道#辐照过程中旋转试管与否转化结果差异大#认为旋

转有利于产生空化(既使细胞膜的通透性增加以利基因导入#

又不致因超声辐照而使细胞发生不可逆的损伤是达到满意转

化率和表达率的前提(

本研究选择的超声参数源于细胞实验时探索的理想参数#

与
3FL@7<

)

$$

*等和
17A_

H

<@F?5

等)

$#

*研究接近(但与
-@FMFLF

等)

$'

*相差较大(由于体内实验存在组织对超声能量的吸收#

采用更高声强'其他频率和作用时间的超声是否对内膜增生抑

制和基因转化更有利还不清楚#有待进一步探明(
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