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摘要 目的 实验通过建立小型猪的冠脉搭桥模型，并给予

高选择 性 的 p38 MAPK 通 路 抑 制 剂 SB203580，探 讨 p38
MAPK 通路在静脉桥再狭窄中的作用。方法 随机抽取 30
头小型巴马猪，随机分为假手术组、对照组、实验组。假手术

组仅模拟手术，不做血管移植; 对照组于手术前给予二甲基

亚砜( DMSO) 灌胃，后常规冠状动脉旁路移植术; 实验 组

( SB203580 组) 在术前给予 p38 MAPK 的高度选择性抑制剂

SB203580( 3 mg /kg) 灌胃，再进行冠状动脉旁路移植术; 3 组

均于 1 个月后取出桥静脉，进行 HE 染色观察内膜增生情

况，Western blot 法测定 p38、p-p38 的表达。结果 HE 染色

对照组内膜、中膜增生明显高于实验组，差异具有统计学意

义( P ＜ 0. 05) ; 实验组内膜、中膜增生明显高于假手术组，差

异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; Western blot 结果显示对照组

p38、p-p38 高于实验组，差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 实

验组 p38、p-p38 高于假手术组，差异具有统计学意义( P ＜
0. 05) 。结论 p38 MAPK 通路参与了自体移植静脉的再狭

窄过程，SB203580 可显著减少内膜增生。
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冠状 动 脉 旁 路 移 植 术 ( coronary artery bypass
graft，CABG) 作为冠状动脉粥样硬化型心脏病( coro-
nary atherosclerotic heart disease，CHD) 的主要方法，

由于取材的限制，大隐静脉作为桥血管的主要血管

使得内膜增生成为了静脉移植后通畅的主要障碍，

虽然血管平滑肌细胞的迁移和增殖影响血管重塑过

程，但尚未有系统预防静脉移植物内膜增生的治疗

方法［1］。平滑肌细胞( smooth muscle cells，SMCs) 的

增殖、迁移以及合成分泌大量的细胞外基质是内膜

增生和血管再狭窄的关键［2］，而其中的丝裂原活化

蛋白激酶( mitogen-activated protein kinase，MAPK)

信号传导通路与 CABG 术后桥静脉再狭窄有着密切

的关系。在 MAPK 家族中，p38 MAPK 是较新的一

个通路［3］，所以目前已有许多学者对此问题展开研

究并成功建立了大鼠［4］、家兔［5］、狗［6］的颈静脉移

植模型，小型猪的大隐静脉-颈内动脉模型［7 － 8］。但

在临床实践中，冠脉的情况较颈动脉仍有差别，分枝

更多，血流情况更复杂，手术难度更大。但完全模拟

人的冠脉搭桥手术，在不停跳情况下建立猪的冠脉

搭桥模型报道较少。有研究［9］表明猪的冠脉解剖

更接近于人。所以在小型猪的冠脉搭桥模型上应用

p38 MAPK 通路的高度选择性抑制剂 SB203580 ( 美

国 Selleck 公司) 干预，观察静脉桥血管术后增生以

及 p38、p-p38 的 表 达 情 况，对 p38 MAPK 通 路 在

CABG 术后桥静脉再狭窄中的作用进行探讨，为临

床上进一步防治 CABG 术后血管狭窄提供新的思

路。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 健康小型巴马猪，雌雄不分，体质

量 35 ～ 40 kg，由泰州小型猪生产基地提供，术前正

常喂养 1 周。
1． 2 主要实验器械及实验药品 ZS-MV-HX 动物

呼吸机( 上海恒勤仪器设备有限公司) ; JＲ2000D 心

电监护仪( 山东博科科学仪器有限公司) ; GD350-B
电刀( 上海泸通电子有限公司) ; 7A-23B 负压吸引

器( 江苏鱼跃医疗设备股份有限公司) ; BeneHeart
D6 除颤仪( 上海三崴医疗设备有限公司) ; 搭桥器

械一套( 上海医疗器械有限公司手术器械厂) ; KD-
202 石蜡切片机( 金华科迪仪器设备有限公司) ; 舒

泰 50( WK001，法国 virbac 公司) ; HE 染色试剂盒

( C0105，上海碧云天生物技术有限公司) ; Western
blot 相关仪器。
1． 3 实验过程 动物实验于安徽医科大学动物实

验中心完成，经安徽医科大学动物伦理委员会批准。
1． 3． 1 实验前准备 正常喂养 1 周后，术前禁食

12 h，禁水 4 h，称重，准备手术台，准备多巴胺、利多

卡因、阿托品等抢救药品。
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1． 3． 2 麻醉 给予舒泰 2. 5 mg /kg，盐酸赛拉嗪 2
mg /k 进行肌注麻醉。麻醉后给予手术区域备皮，固

定后于耳缘静脉建立静脉通道，气管插管并连接呼

吸机，参数: 潮气量 10 ～ 12 ml /kg，氧浓度 ( FiO2 )

60% ～70 %，通气频率( f) 15 ～ 20 次 /min。并于一

侧后腿内侧根部切开行股动脉穿刺，检测动脉血压

及血氧饱和度，实验组于术前 1 h 给予 SB203580 ( 3
mg /kg) 灌胃，麻醉后在大号喉镜辅助下插入胃管，

深度大约猪身长一半长度，给予配好的溶剂 3 mg /
kg 灌入，为防止返流，灌后应抬高猪的上半身 1 h 后

开始手术。
1． 3． 3 取大隐静脉 取碘伏消毒胸前及双侧大腿

内外侧，铺巾及无菌洞巾，于右侧后腿背侧关节外科

行纵行切口，下至后腿第二关节，上至大腿根部，长

约 15 ～ 20 cm，组织剪剪开皮下筋膜，钝性分离脂肪

及结缔组织，可见一条暗紫色粗长大隐静脉，充分游

离周围组织，暴露静脉，用组织剪剪开血管鞘膜，并

用蚊氏钳钝性分离; 然后用橡皮筋穿过血管下方，轻

提血管，由远心端向近心端缓慢游离静脉; 游离过程

中尽量避免破坏血管外膜，用 0 号丝线或 1 号丝线

结扎大隐静脉细小分支，分支结扎完毕以后，以血管

钳夹闭远心端，剪断血管，用小型动物灌胃针插入血

管内，1 号线结扎固定，近端血管钳夹闭后剪断，取

下后近端夹闭，远端从橄榄头注入肝素水( 250 ml
生理盐水加12 500 U 肝素) ，观察有无破口，破口处

可用 6-0prolene 或 7-0prolene 线缝合，待检查无破口

后放入肝素水中备用。
1． 3． 4 搭桥 胸前区常规消毒铺巾，20 号刀片沿

胸骨中线切开皮肤，电刀逐层切开皮下组织、脂肪、
肌肉层，分离并暴露胸骨，胸骨劈刀沿胸骨正中劈开

胸骨，电刀止血，胸撑撑开胸骨，分离结缔组织、胸腺

组织、充分暴露心包和主动脉; 剪开心包并悬吊，在

左上肺静脉上方缝一条纱条，悬吊并充分暴露心脏，

侧壁钳夹闭部分主动脉，待心率血压稳定后用打孔

器于夹闭部分打孔，修剪桥静脉，并用 6-0prolene 线

缝合桥静脉远端与主动脉侧孔，夹闭桥静脉近端，松

开侧壁钳并检查缝合口有无漏血。暴露冠脉左前降

支中远端，选择分支较少的一段，以心表固定器固

定，有口刀片分离靶血管周围结缔组织，冠脉刀切开

小切口并以前扬剪刀扩大切口，塞入合适分流栓; 二

氧化 碳 吹 管 辅 助 暴 露 切 口; 用 6-0prolene 或 7-
0prolene 线缝合桥静脉近端与靶血管; 吻合完成后

开放血管，检查吻合口有无漏血、狭窄。以 1 号丝线

结扎原前降支，待心率，血压稳定后，止血，放入持续

负压引流管; 钢丝固定胸骨，逐层关胸。
1． 3． 5 术中管理 术中每小时追加一次舒泰( 计

量为初始计量的 1 /3) ，每小时追加一次肝素( 计量

为初始计量的 1 /2) ，丙泊酚 6 ～ 8 ml /h 持续泵入维

持麻醉; 青霉素 60 mg /kg 静滴预防感染，500 ml 生

理盐水 + 1 g 氯化钾 + 1. 25 g 硫酸镁补充液体和电

解质。
1． 3． 6 术后管理 术后单笼喂养观察，持续静脉补

液，每天静脉给予青霉素( 60 mg /kg，分 2 次，待 3 d
后恢复自主进食，精神良好后可返回普通饲养笼。
1． 3． 7 静脉获取 术后喂养 4 周，常规麻醉，开胸

( 操作同前) ，分离黏连组织后取血管，观察通畅情

况。用于 HE 染色者 10% 的甲醛溶液浸泡固定，24
h 后常规脱水，石蜡包埋切片，苏木精-伊红染色( HE
染色) ; 用于 Western blot 的部分放入冻存管中 － 80
℃保存，提取蛋白，Westem blot 法检测目的蛋白，实

验猪可于心房注射 Kcl 处死。
1． 3． 8 Western blot 检测 p38、p-p38 的表达 把取

出的血管组织用剪刀尽量剪碎后放入匀浆器中，加

入 500 U 蛋白裂解液，充分碾碎组织，用移液器将裂

解液移至 1. 5 ml 离心管中然后在 4 ℃ 下12 000 r /
min 离心 5 min，取上清液分装于 1 ml EP 管中。按

照 1 ∶ 4( 上样缓冲液 ∶ 上清液) 的比例加入配制好

的上样缓冲液，放入 100 ℃开水中煮 30 min，固定蛋

白。泠却后放入 － 20 ℃ 冰箱保存。后每组蛋白进

行 SDS-PAGE 电泳，根据 β-actin 蛋白的定量配平

后，加入 10% 的凝胶孔中，依次进行: 电泳( 浓缩胶

60 V，分离胶 120 V 约 2 h) 、转膜( 300 mA 恒流 1. 5
h) 、封闭( 5% 的脱脂牛奶常温封闭 2 h) 、孵育一抗

( 英国 Abcam 公司) 4 ℃ 孵育过夜、孵育二抗( 英国

Abcam 公司) 常温摇床 孵 育 2 h、Thermo Scientific
SuperSignal West Pico Kit 化学发光底物显影，分析

周期蛋白表达。
1． 4 统计学处理 应用 SPSS 16. 0 软件进行统计

分析，数据以 珋x ± s 表示，采用 t 检验。以 P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 各组存活及血管通畅情况 假手术组( n =
10) 均成活，对照组( n = 10) 及 SB203580 组( n = 10)

各死亡 1 只，均补做实验，术后各组动物伤口均愈合

良好，未见感染、出血、伤口裂开等情况。术后静脉

桥均充盈良好，波动有力，除对照组 2 只因血栓形成

造成桥血管阻塞( 以于后期补做) ，其余均通畅。
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图 1 手中及术后部分肉眼观图片

图 2 HE 染色结果 × 100

A: 对照组; B: 假手术组; C: SB203580 组

2． 2 桥血管内膜及中膜的病理变化

2． 2． 1 血管肉眼观情况 大体观，移植静脉均有不

同程度的扩张、增厚、管壁水肿、管腔狭窄，对照组内

膜、中膜增厚最为明显，部分血管可见管腔次全闭

塞，坏死物沉积。实验组也可见管腔内增生，但增生

程度明显低于对照组，未见有管腔闭塞。假手术组

增生情况最轻，管腔通畅情况良好，见图 1。
2． 2． 2 HE 染色结果 HE 染色后，观察各组内膜、
中膜均有不同程度的增生，通过计算机分析显示:

SB203580 组与对照组相比，SB203580 组内膜厚度

明显低于对照组，差异具有统计学意义( t = 1. 45，P
＜ 0. 05) 。SB203580 组与对照组相比，SB203580 组

中膜厚度明显低于对照组，差异有统计学意义( t =
3. 19，P ＜ 0. 05 ) 。SB203580 组 与 假 手 术 组 相 比，

SB203580 组内膜增生厚度高于假手术，差异具有统

计学意义( t = 3. 12，P ＜ 0. 05) ，见图 2、表 1。假手术

组仅模拟手术过程，不进行血管移植; 对照组于手术

前进行 DMSO 灌胃，后进行常规冠脉搭桥术; 实验

组于术前 1 h 给予 SB203580 3 mg /kg 灌胃。
2． 2． 3 Western bolt 结果 各组血管均以 Western
bolt 检测 p38 和 p-p38 的蛋白产物，测量灰度值后进

行统计学分析，SB203580 组与对照组相比，结果显

示 SB203580 组的 p38 和 p-p38 的产物明显低于对

照组，差异具有统计学意义 ( t = 2. 12，P ＜ 0. 05 ) ，

SB203580 组与假手术组相比，SB203580 组的 p38
和 p-p38 明显高于假手术组，差异具有统计学意义

( t = 3. 23，P ＜ 0. 05 ) 。见图 3。假手术组仅模拟手

术过程，不进行血管移植; SB203580 组于术前 1 h
给予 SB203580 3 mg /kg 灌胃; 对照组术前给以 DM-
SO 灌胃，后进行常规冠脉搭桥手术。

表 1 各组静脉术后内膜、中膜增生情况比较( mm，珋x ± s)

组别 内膜 中膜

假手术 0． 12 ± 0． 05 0． 10 ± 0． 06
对照 0． 63 ± 0． 21* 0． 34 ± 0． 17*

SB203580 0． 45 ± 0． 33# 0． 15 ± 0． 08

与 SB203580 组比较: * P ＜ 0. 05 ; 与假手术组比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

CABG 术后静脉桥再狭窄一直是 CABG 手术的

一个重要问题，数据显示 CABG 术后 10 年，30% 的

静脉桥血管会发生再狭窄，40% 的静脉桥血管会发

生闭塞［10］。静脉桥血管再狭窄是一个多因素、长时
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图 3 Western bolt 结果

A: 各组 p38、p-p38 表达结果; B: 各组蛋白测量灰度值比较

间、多机制、涉及多个病理变化的过程［11］，目前研究

机制表明: 内皮细胞受损、平滑肌细胞的增殖与迁

移、外膜细胞的纤维化、炎症反应、缺血再灌注损伤

以及血流动力学的改变都会影响到术后桥血管的再

狭窄［12］。其病理过程主要包括: 血栓形成、内膜增

生以及后期的粥样斑块硬化。而内膜增生是导致前

中期血管狭窄的主要因素。其原因主要是在桥血管

获取过程当中由于分离、结扎、离断、缝合等操作，以

及静脉动脉化和血流动力学改变，都会导致血管内

膜损伤，导致血小板聚集，激活炎症反应，释放大量

细胞因子和炎性介质，连同受损内皮细胞分泌的一

部分有丝分裂因子，促进 SMCs 的活化，收缩型转化

为合成型，分泌细胞因子和血管活性物质，如血小板

衍生因子( PDGF) 、5-羟色胺( 5-HT) 、血管紧张素Ⅱ
( AT-Ⅱ) 、胰岛素生长因子等，这些活性物质及细胞

因子再次促进 SMCs 大量增殖并向内膜迁移，同时

产生高于正常水平的细胞外基质，引起血管新生内

膜形成及管壁增厚，管腔狭窄，构成了冠脉旁路移植

术后桥血管再狭窄的病理基础。而后受损的内皮细

胞与 SMCs 通过细胞因子的作用形成正反馈循环。
SMCs 的迁移、增殖和合成分泌大量的细胞外基质是

内膜增生和血管再狭窄的关键［13］。本研究显示静

脉移植术后 4 周，使用 SB203580 组的内膜增生明显

低于对照组，差异具有统计学意义。因此研究内膜

增生 的 变 化 过 程 和 启 动 基 因，可 以 为 临 床 预 防

CABG 术后静脉桥的狭窄提供新的思路。
另一方面，静脉管腔较一般冠状动脉粗，并且与

动脉相比缺少具有弹性的肌肉层，当移植到冠状动

脉上时，突然受到高于静脉压力约 10 倍的机械应力

的刺激，并且在动静脉吻合口处由于手术方式和吻

合方法的不同，在吻合口处易形成乱流和涡流。研

究［14］表明: 过高或过低的切应力以及异常的振荡频

率都会引起内皮细胞功能的紊乱，内膜增生以及血

管狭窄往往首先发生在接口或者发生机械应力改变

处。血液中脂质、血小板、细小血栓等会持续沉积于

吻合口处，而生物机械应力会改变细胞内的生理信

号传导及基因表达，促进其分化、增殖和合成基质蛋

白。桥静脉在剧增的血管压力下激活细胞生长所需

的信号转导通路中的 MAPK。本实验中 SB203580
组的 p-p38 表 达 明 显 受 到 抑 制，低 于 对 照 组，且

SB203580 组的内膜、中膜较假手术组明显增生，证

明静脉动脉化后 P38MAPK 通路激活，参与了静脉

内膜的增生及血管重塑的过程。
内皮的损伤、炎症反应、血流压力产生的生物机

械应力的变化，激活血小板及白细胞，并释放大量炎

症介质和细胞因子，连同受损内皮细胞分泌的有丝

分裂原因子，促进中膜 SMCs 的活化，使其表型发生

变化，并分泌局部血管活性物质和细胞因子，这些活

性物质再次促进中膜 SMCs 增殖并穿过血管内弹性

层向内膜迁移，同时产生过量的细胞外基质，引起新

生内膜形成及管壁增厚。受损的内皮细胞与 SMC
通过 细 胞 因 子 的 作 用 形 成 正 反 馈。可 能 是 由 于

SB203580 减轻了 p38 的磷酸化，抑制了内膜和中膜

的增厚，减轻了正反馈作用，引起了 p38 蛋白表达的

减少。
本实验与大鼠、兔、小型猪的颈静脉 － 动脉移植

相比，手术过程模拟现在常用的不停跳冠脉搭桥技

术，不论在血管获取过程、长度、内径、吻合过程以及

后期的内膜增生过程，都更接近于临床，证明在冠脉

的复杂血流条件下，p38 MAPK 通路对于 CABG 术

后桥血管的再狭窄起到重要的作用，为进一步预防

CABA 术后血管再狭窄，提高术后桥血管通畅率提

高理论依据。
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Study of p38 MAPK pathway in the autologous vein
transplantation model of miniature pig

Huang Molin1，Zhang Ｒui1，Wei Jun2，et al
( 1Cardiac Surgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001;

2Dept of Cardiothoracic Surgey，The First Affiliated Hospital of Wannan Medical College，Wuhu 241000)

Abstract Objective To establish a mini-pig coronary artery bypass graft model and to give a highly selective p38
MAPK pathway inhibitor SB203580 to explore the role of p38 MAPK pathway in venous bridge restenosis． Methods

Thirty small Bama pigs were randomly divided into sham operation group，control group and experimental group．
Sham-operated group only simulated operation，not vascular graft． The control group received routine coronary artery
bypass grafting． In the experimental group ( SB203580 group) ，SB203580 ( 3 mg /kg) ，a highly selective inhibitor
of p38 MAPK，was given intragastrically before coronary artery bypass grafting． All the three groups were taken out
of the bridge vein after 1 month，HE staining was used to observe the intimal hyperplasia，and the expressions of
p38 and p-p38 were detected by Western blot． Ｒesults The intima -media thickness and neointimal hyperplasia
in HE staining group were significantly lower than those in control group ( P ＜ 0. 05) ． The intima and media hyper-
plasia in experimental group were significantly higher than those in sham operation group ( P ＜ 0. 05) ． Western blot
results showed that p38，p-p38 in the experimental group were lower than those in the control group，the difference
was statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． p38 and p-p38 in sham-operated group were lower than those in experi-
mental group with statistical significance ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion p38 MAPK pathway is involved in the process
of restenosis in autologous vein． SB203580 can significantly reduce the inflammatory reaction and intimal hyperpla-
sia．
Key words coronary artery bypass graft; vein bridge restenosis; intimal hyperplasia
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