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! 引言
冠状动脉粥样硬化性心脏病是引起人类死亡的重要原

因之一!目前全世界每年大约有超过 !"" 万的冠心病病人需
要进行经皮穿刺冠状动脉成形术 "#$%&’()*$+’, -%)*,.’/0*).
1+%+*)%2 3*40+5.),(2!#-13#$由于具有微创%高效%安全%迅速
等优势!#-13&主要包括单纯球囊扩张术和冠脉支架术#成为
冠心病介入治疗的首选治疗手段!并取得了良好的临床治疗
效果$ 然而!#-13 尚存在一些亟待解决的问题!如支架植入
后 6!7 个月!缘于血管平滑肌细胞的增殖%迁移引起的再狭
窄&发生率 6"8!9"8甚至更高# :;<!=!严重影响了 #-13 的中%
远期治疗效果!阻碍了 #-13的发展$ 因此!预防和治疗 #-13
术后血管再狭窄成为冠心病介入治疗研究的重要内容$
血管平滑肌细胞 &>),&’.)% ?/++(@ A’,&.$ 1$..,!>?A1#

的异常增殖在动脉粥样硬化%冠状动脉搭桥及冠状动脉支架
内再狭窄等的发生中起重要作用 :6<B=!抑制 >?A1 的增殖成为
治疗再狭窄的重要环节$ 目前临床防治再狭窄主要采用药物
洗脱支架并辅以药物治疗等!但存在很多问题!支架携带抑
制平滑肌细胞增殖的药物&如紫杉醇 :9=%雷帕霉素等#可降低
再狭窄的发生!但效果尚不能令人满意!此外!药物洗脱支架
的安全问题仍存在争议:7<C=$ 因此!寻找更为安全%有效的抑制
平滑肌细胞增殖并诱导其凋亡%降低再狭窄的发生率的新方
法是目前研究的热门课题$
近年来!热疗的效果得到了医学界的普遍认可!加热治

疗肿瘤%前列腺增生等已被广泛研究和应用!效果令人满意$
加热治疗可以通过热能使受热的细胞发生凋亡或细胞凝固

性坏死!从而达到治疗过度增生组织的目的 :D=$ 磁感应热疗
&或称磁诱导热疗# 是近年来发展的一种物理加温治疗的新
方法!定位于治疗区域内的铁磁性介质在外部交变磁场感应
下升温而使局部快速形成靶向高温区!使治疗区域内的细胞
增殖受到抑制或诱导细胞凋亡$ 然而!迄今为止!热疗的优势
仅体现在恶性肿瘤的治疗上!在冠心病的治疗中!鲜有加热
治疗的报道$ 由于心脏支架多以不锈钢%镍%铬等合金材料构
成!因此具备在交变磁场下感应升温的条件$ 本研究探索加
热对血管平滑肌细胞的作用!为体外加热已植入的冠脉支架
治疗再狭窄提供基础研究数据$

" 材料与方法
"#" 细胞株和细胞培养
兔 >?A1购自北京协和细胞资源中心’>?A1, 贴壁生长

于 EAFA 培养基中&内含 ;"8&>G>#胎牛血清!青霉素%链霉
素各 ;""HG/I#!于 6J"%98 1K! 细胞培养箱中培养!隔日换
液!处于对数生长期时传代继续培养$

"#$ 材料和试剂
EAFA 培养基% 胰酶购自美国 L0M&+ 公司! 胎牛血清

&NO?#购自美国 P2&.+*$公司!细胞凋亡试剂盒和细胞周期试
剂盒由南京凯基试剂公司提供$ 青霉素钠%链霉素系华北制
药股份有限公司产品!PF#F?%A-- 购自美国 ?04/) 公司$ 鼠
抗增殖细胞核抗原单克隆抗体%二步法试剂盒%二氨基联苯
胺盐酸盐&E0)/0*+M$*Q0R0*$!E3O#显色试剂盒均购自北京中
杉金桥生物技术公司$

"#% 主要设备
超净工作台购自新加坡 F?1K 公司!1K!恒温培养箱为

美国 N+%/) 公司产品!A+R$. 7C" 型酶联免疫检测仪为美国
O0+<S)R公司产品! 流式细胞仪为美国 OE 公司产品!ET<CE
型电热恒温水槽购自上海一恒科技有限公司!6;7I不锈钢支
架由上海微创公司惠赠!分体式高频感应加热机由深圳市双
平电源技术有限公司提供! 恒温循环水浴机购自 O+$U$. 公
司!铜<康铜热电偶购自美国 #@2,0($/5 公司!温度显示设备
为 B 通道毫伏计! 由北京昆仑天辰仪表科技有限公司提供$
自制恒温水浴夹套$

"#& 实验方法
"#&#" %"’( 不锈钢支架在不同电流强度下的升温情况
恒温夹套与循环水浴连接并将夹套内环境温度控制在

6J#1!将夹套置于磁场线圈中!并将 6;7I 不锈钢心脏支架置
于恒温夹套内$ 调节磁场参数!记录支架在不同电流强度下
的升温情况:;"=$

"#&#$ 加热处理的温度!时间和方式
根据文献:;;=和预实验!分别选取 6J%B6%BJ"!将对数生

长期 >?A1, 置电热恒温水槽中加热 ;"/0*!培养瓶中达到预
定温度后开始计时$ 加热处理后换液!放回培养箱中培养$

"#&#% )** 法检测细胞增殖
分别收集各温度处理组的细胞$ 用胰酶消化离心!制成

细胞悬液!调整细胞浓度为 !V9$;"B/I<;!按照 !""!IG孔加入
D7 孔板!每实验浓度设复孔 ;" 个!并置于 9% 1K!%6J"的培
养箱中 ’培养 !B@ 后 !每孔加入 !"!I A--&94GI#!继续培养
B@!除去上清液!加入 ;9"!I 二甲基亚砜&EA?K#溶解!轻微
振荡 ;"/0* 使沉淀完全溶解!用酶联免疫仪在 BD"*/ 波长处
检测各孔吸光度值$

4%+’5 ,)W *+ ,()(0,(0&)..2 ,04*0X0&)*( R0XX$%$*&$ &+/5)%$R W0(@ (@)( +X (@$ &+*(%+. 4%+’5V -@$ &$.. &2&.$ W), )%%$,($R 0* ? 5@),$V 3X($%
@25$%(@$%/0)Y (@$ &$.. /04%)(0+* +X (@$ BJ" 4%+’5 W), ,04*0X0&)*(.2 ,’55%$,,$RY M’( 0( @)R *+ 0*X.’$*&$ +* (@$ &$.., +X (@$ B6" 4%+’5V -@$
$Z5%$,,0+* +X #1[3 W), R$&%$),$R W0(@ (@$ ($/5$%)(’%$ +X (@$ M)(@V 3.. )M+\$ %$,’.(, ,’44$,( (@)( (@$ &+%+*)%2 ,($*(, &)* M$ @$)($R M2 (@$
).($%*)(0*4 /)4*$(0& X0$.RV P25$%(@$%/0) &)* R$5%$,, &$.. \0)M0.0(2 )*R 0*R’&$ >?A1, &$.. )5+5(+,0,V 3.,+ 0( &)* )%%$,( (@$ &$.. &2&.$ 0* ?
5@),$ )*R ,’55%$,, (@$ >?A1, &$.. /04%)(0+*V -@$ $Z5%$,,0+* +X #1[3 W), %$R’&$R M2 @25$%(@$%/0)Y W@0&@ /)2 ,$%\$ ), (@$ /$&@)*0,/ +X
(@$ 0*@0M0(0+* +X @25$%(@$%/0) +* (@$ 5%+.0X$%)(0+* )*R /04%)(0+* +X >?A1,Y )*R (@$ 5%+/+(0+* +X >?A1, )5+5(+,0,V
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!"#"# 流式细胞术检测细胞凋亡
将加热后的细胞置于培养箱内继续培养 !"# 后!用不含

$%&’的胰酶消化细胞并调整细胞浓度为 (!()*+,-(" 取 (+,
细胞 ()))./+01 ""离心 ()+01!弃上清#加入 (+, ""的磷酸
缓冲液轻轻振荡使细胞悬浮 !())).2+01 ""离心 ()+01 后弃
上清!重复本步骤 3 次#将细胞悬浮置于 !*)!, 的结合缓冲
液中!取 ())!, 细胞悬液于 *+, 流式管中!加入 *!, 荧光素
标记膜联蛋白 4$’115601 4789&:%&*!, 碘化丙啶$;.<=0>0?+
9<>0>5!;9%!混匀后室温避光孵育 (*+01!在 (#内用流式细胞
仪进行细胞凋亡检测’

!"#"$ 流式细胞术检测细胞周期
将培养 !"# 的细胞用不含 $%&’的胰酶消化!离心!@*A

乙醇固定!打散!-!)"保存过夜" 次日!将 @*A乙醇固定的细
胞悬液低速离心 (B)).2+01%B+01 后! 弃上清液!;CD 清洗 !
遍!加入 EFGH5 ’!使其最终质量浓度为 )I!*+J2+,!3@"温浴
3)+01! 加碘化丙啶至其最终浓度为 *)!J2+,!"#: 暗处作用
3)+01!3)) 目尼龙网过滤 !调整细胞浓度为 (!()K+,-(!检测
细胞周期的变化)

!"#"% 划痕实验检测加热对细胞迁移能力的影响
将细胞接种于培养皿中 ! 待其长至对数生长期时 !用

!))!, 无菌枪头划线!置于恒温水槽中加热 ()+01!换用不含
血清的培养基继续培养!在不同时间观察并拍照!保存"

!"#"& 免疫细胞化学法检测细胞中增殖细胞核抗原蛋白表达
将细胞按 (!()"个2孔接种于放有盖玻片的 K 孔板以制

作细胞爬片!细胞铺满盖玻片 B)A$L)A时!置于恒温水浴槽
中加热(温度与时间条件同 (M"MK 节%!!"#后采用二步法免疫
检测试剂盒!按说明书操作!当细胞核出现淡黄至棕黄色!判
断其为阳性"

!"$ 统计分析
实验数据以均数%标准差(!!"%表示!采用 D;DD (3M) 统计

软件处理数据! 采用单因素方差分析&DFN 检验进行差异的
统计学处理" #O)M)* 表示差异具有统计学意义!#O)M)( 表示
具有极显著差异"

’ 结果与分析
’"! (!%)不锈钢支架在不同电流强度下的升温情况
图 ( 为临床常用的 3(K, 型不锈钢心脏支架升温曲线

图"3@#: 恒温条件下!支架长轴顺磁场方向保持不变!设定不
同磁场电流" *+& 磁场强度 (())’% 时! 稳定温度 ("!ML%
)M(!*%"#B+& 磁场强度(!))’%时!稳定温度(*(MB%)M)"K%"#

((+&磁场强度(3))’%时!稳定温度(@KML%)M)B"%"" 由此可
见!临床常用的支架可以满足热疗温度的需要"

’"’ 加热对兔 *+,- 增殖的抑制作用
图 ! 为 P&&实验结果!"3"组和 "@"组热疗后细胞继续

培养 !"#!其增殖均受到抑制!"3"组细胞存活率为(B3M!3A%
!MB@%A!而 "@"组仅为(3@M*B%)M@B%A!与 3@"组相比均具有
极显著差异(#O)M)(%"

’"( 加热对兔 *+,-细胞凋亡的影响
热疗后继续在 :Q!培养箱中培养 !"#! 流式细胞术检测

各组细胞凋亡结果如图 3 所示!各组细胞凋亡百分率见表 (!
对照组 (3@"%细胞凋亡率为("ML3%(M(K%A!"3"组细胞凋亡
率为(KM))%)M!K%A!"@"组细胞凋亡率为(B@M3@%!ML*%A!经统
计分析可知!"@"组细胞凋亡率与对照组相比有极显著差异
(#$)M)(%!而 "3"组与对照组间无差异"

图 ! (!%) 不锈钢支架在不同磁场强度下的升温曲线
./0" ! 123425678529 :; (!%) 976/<=299 9722= 972<7

8<>25 >/;;252<7 360<27/? ;/2=> /<72<9/7/29

图 ’ 加热对兔 *+,-9 增殖及活力的影响
./0" ’ @;;2?7 :; A267/<0 :< *+,-9 45:=/;2567/:<

6<> ?2== B/6C/=/7D

注!RR"与对照组相比有极显著差异##O)M)($%
F<S5HT RRU H0J10V0WG1S >0VV5.51W5H GS # O)M)( W<+=G.5> X0S# S#5 W<1S.<Y

J.<?=M

注!RR"与对照组相比有极显著差异##O)M)(&%
F<S5HT RRU H0J10V0WG1S >0VV5.51W5H GS # O)M)( W<+=G.5> X0S# S#5 W<1S.<Y

J.<?=M

表 ! *+,- 细胞凋亡率变化!!E("
16C=2 ! *+,-9 ?2== 64:47:9/9 5672 F!E(G

组别 凋亡率2A
对照组

"3"组
"@"组

"ML3%(M(K
KM))%)M!K
B@M3@%!ML*RR
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!!" "#$

!"!对照组 #!!热疗组 $"!热疗组

!%" &$

图 ’ 加热对兔 ()*+,细胞迁移的影响
-./0 ’ 122345 62 $3%5.7/ 67 ()*+, 4388 9./:%5.67

#0’ 加热对兔 ()*+细胞周期的影响
细胞周期检测结果如表 % 所示!
$!!组细胞周期分布与对照组相比无差异"$"!组与对

照组相比 &’(&) 期和 &%(* 期细胞数明显减少"+ 期细胞数
明显增多"呈显著性差异! 结果显示经过处理后的 ,+*- 细
胞周期被阻滞在 + 期!

#0; 加热对兔 ()*+ 细胞迁移能力的影响
划痕实验结果如图 $所示! 加热后 )%. 对照组和 $!!热

疗组细胞开始向划痕区域迁移"$"!热疗组细胞呈圆形或椭
圆形回缩"并有大量细胞脱落! 随时间推移"对照组和 $!!热
疗组迁移细胞的数量增加"$"!热疗组细胞皱缩变圆及脱落
的细胞增多! 表明 $"!热疗显著抑制细胞迁移!

图 < 加热对兔 ()*+, 细胞凋亡的影响
-./0 < 122345 62 $3%5.7/ 67 ()*+, 4388 %=6=56,.,

!%" <>!对照组

?%@ +675:68 /:6A= ?<>!B

!!" ’<!热疗组

?!B CD=3:5$3:9.% 5:3%59375 62 ’<!
!4" ’>!热疗组

?4B CD=3:5$3:9.% 5:3%59375 62 ’>!

表 # ()*+细胞周期各期百分率!!E<"
F%!83 G ()*+, 4388 4D483 :%53 ?!E<B

组别
细胞周期百分率(/

&’(&) + &%(*
对照组

$0!
$"!

1’2)34"’5144
6650#’"’53’6
6%5"34"’5"1178

35’4’"’53’6
"5)’4"’5$0)

)45364")5%1$88

05"64"’50$3
$5444"’5)""8
)544"’5$1488

注!8"与对照组相比有统计学差异#!9’5’4$%88表示组与对照组相比有极显著差异&!9’5’)$’
:;<=>? 8@ >ABCADAEFC< GADD=H=CE=> F< !9’5’4 E;IJFH=G KA<. <.= E;C<H;L BH;MJN 8@ >ABCADAEFC< GADD=H=CE=> F< !9’5’) E;IJFH=G KA<. <.= E;C<H;L BH;MJ5
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!"# 加热对兔血管平滑肌细胞 $%&’ 表达的影响
!"#$ 表达于细胞核中! 由图 %可以看出! 随着温度升

高!细胞的 !&#$ 表达受到了显著的影响!其阳性率的表达明
显降低!说明 ’()" 的增殖受到了显著抑制"

( 讨论
将加热用于解决支架植入后血管再狭窄的实验曾有一

些报道!"*+,--.等/012报道了热疗预防血管再狭窄和血管内膜

增生的动物实验结果" 采用射频加热的方式!对兔髂动脉植
入支架的同时!进行不同温度的热处理!研究表明!对支架部
位进行 %3!左右的热处理可以有效地抑制血管再狭窄的形
成!但过高温度#435673!$会引起血管内血栓的形成%目前的
研究大多是通过超声或射频等加热方式对置入的支架进行

加热!采用交变磁场诱导支架升温预防再狭窄仅作为一种设
想被提出!尚未开展实验研究" 本实验中采用交变磁场诱导
支架升温发现! 支架在磁场下可升温至临床所需的温度!并
且加以恒定电流一段时间后温度达到稳定" 如果改进支架的
材料!使其具有特定的居里点!可根据临床需要进行选择!进

而在磁诱导热疗时更便于进行温度控制" 由此可见!采用交
变磁场诱导植入的支架升温以预防再狭窄这一方法极具可

行性"

’()& 的增殖是血管成形术后再狭窄的病理特征 !故
’()& 增殖的调节是再狭窄的研究焦点之一 /8912" 本实验针对

!:&$ 术后的冠脉再狭窄现象!采用水浴加热 ’()&!观察热
疗对 ’()& 的影响!结果显示!加热能抑制 ’()& 的增殖并
诱导细胞凋亡" 从实验结果看!;<!时诱导细胞凋亡最明显!
凋亡率达&4<=><"?=@%$A!而 ;>!时对细胞凋亡无明显影响%
B,等/0>2取兔主动脉细胞原代培养!纯化平滑肌细胞!在不同温
度下!对平滑肌细胞进行不同温度的水浴加热 07+,C!在原代
培养的 ()& 中观察到! 加热会导致平滑肌细胞的生长改变!
平滑肌细胞对热的反应采取 >种形式!在D;;!时!细胞生长

!)" *+!热疗组

,)- ./0123412567
321735183 9: *+!

图 ; 加热抑制了 <=>%? $%&’ 的表达!免疫细胞化学法#@’A 染色"
B6C" ; ./0123412567 6846D63 341 1E021??698 9: $%&’ 68 <=>%? ,F%%G @’A-

!H" *I4

图 * 加热对兔 <=>%? 细胞迁移的影响!续"
B6C" * J::1)3 9: 417368C 98 <=>%? )1KK 56C273698 ,)98368L1H-

!)" !*4

!7" (+!对照组

,7- %98329K C29L0 ,(+!-

!D" *(!热疗组
,D- ./0123412567 321735183

9: *(!
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未受到明显影响!在 !!"#$!时"细胞以圆形或椭圆型回缩"
细胞浆呈串珠样改变为主"脱落的细胞也未失去活力#不被
台盼蓝染色$!%&$!时细胞呈边缘翘起并以片状脱落"脱落的
细胞均失去活力%从细胞的形态学观察看本实验结果与 ’( 等
的实验结果基本一致%
正常情况下")*+, 处于静止期"即细胞循环的 -$ 期"呈

现低水平的增殖活性% 支架植入引起血管的损伤"循环的有
丝分裂原和血小板&内皮细胞&平滑肌细胞等细胞释放各种
因子导致细胞增殖"使平滑肌细胞进入细胞循环"发生细胞
增殖&迁移以及细胞外基质和胶原的合成"这些导致了新生
内膜的形成从而引起支架内的再狭窄%本实验结果显示"!.!
热疗抑制了处于增殖状态的 )*+, 的 /01 合成" 使其停止
在 *期"即 /01合成期%

)*+, 的迁移也是形成再狭窄的原因之一% )*+, 是血
管壁的主要成分"正常情况下位于血管中膜层"是血管中层
唯一的细胞成分% )*+, 的异常增殖及由中膜迁移到内膜下
间隙是动脉粥样硬化形成&高血压和血管再狭窄等疾病的共
同发病基础之一2345%因此"抑制 )*+,的迁移也成为研究的热
点% 本实验采用划痕法检测加热对 )*+, 迁移能力的影响%
结果发现高温显著抑制了 )*+, 的迁移% 表明热疗不仅可以
抑制 )*+,的增殖"还能阻制其迁移%

6,01又称周期蛋白" 是一种与细胞增殖周期有关的核
内糖蛋白" 作为 /01聚合酶的重要辅助蛋白直接参与细胞
增殖过程中的 /01复制"其表达与细胞增殖活性有关"已成
为评价细胞增殖状态的一项客观指标% 细胞处于静止状态时

6,01含量相当少"-3 晚期开始明显增加"* 期达到高峰"-7
期和 + 期迅速下降%因此"其表达可反映细胞增殖活跃程度%
检测血管平滑肌细胞中 6,01 的表达对揭示细胞增殖活性
有重要意义% 本实验结果显示高温明显抑制 6,01蛋白的表
达"与 +88 结果一致"提示这可能是高温对 )*+, 增殖的抑
制作用的机制之一%
目前临床上多采用药物洗脱支架来防治再狭窄"药物洗

脱支架是一个双刃剑"再狭窄是对支架损伤血管部位创伤愈
合的过度反应"但是内皮再生却是正常创伤愈合过程中必需
的%药物洗脱支架不仅抑制了再狭窄"也抑制了内皮再生%抑
制平滑肌细胞的增殖而不影响内皮再生是理想的药物洗脱

支架"但目前的技术还难以达到% 因此"寻求一种既能抑制平
滑肌细胞增殖又不影响内皮化的方法是目前防治再狭窄的

难点% 9:;(等23&5采用鼠的平滑肌细胞和牛的内皮细胞进行了

体外的加热实验% 结果发现"4<!加热 7= 可有效地抑制处于
对数生长期的平滑肌细胞的增殖"而对于处于静止期的细胞
无影响"同时"研究结果表明加热对牛内皮细胞的增殖没有
影响% 目前"有关加热对内皮细胞影响的实验研究正在本实
验室开展%

! 结论
采用交变磁场诱导冠脉支架升温"用 +88&流式细胞术&

划痕法和免疫细胞化学方法检测了加热对兔 *+, 增殖及凋
亡的影响"研究发现"临床常用冠脉支架在交变磁场下升温
可行% 加热显著抑制了细胞的增殖并促进了细胞凋亡"使细
胞周期阻滞在 * 期"且抑制了细胞的迁移% 加热能显著抑制
细胞 6,01 的表达"这些可能是加热抑制细胞增殖和迁移&促
进凋亡的机制之一% 此研究结果对临床应用抑制血管再狭窄
具有一定的指导意义%
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