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血管内膜增生是动脉粥样硬化、冠心病、慢性

器官移植排异反应、糖尿病等非感染性血管内膜炎

症疾病的共同特征[1-4]。血源性有害因素如高血脂、

高血糖、促炎因子等激活和损害血管内皮细胞, 引起

局部炎症, 出现大量炎细胞浸润和平滑肌细胞增生, 
使血管内膜增厚, 血管腔狭窄甚至完全闭塞, 导致下

游组织缺血、缺氧以及血管新生和修复障碍, 最终使

器官失去功能, 如果诱发血栓形成或者斑块脱落则

引起心肌梗塞或者脑卒中[5]。本文主要介绍一种在

股动脉上嵌套硅胶管产生血管内膜增生的小鼠模型, 
该模型通过异物刺激, 引发血管外周炎症反应, 从而

产生血管内膜灶性纤维性增厚, 影响血管收缩功能。

这种血管内膜增生的动物模型对于血管内膜增生性

疾病的发生机制与防治研究是十分有意义的。

1   材料与方法
1.1 动物

11周龄雄性C57/BL6小鼠10只(上海斯莱克公

司提供), 体重25~30 g。该研究经过上海南方模式

生物研究中心实验动物管理与使用委员会(IACUC)
的批准, IACUC号: 20120002。小鼠饲养在恒温(21~ 
22 ºC)房间, 每隔12 h光暗循环, 每日小鼠自由进食

标准鼠粮及饮水。实验动物在诱导模型前, 先适应

饲养环境1周。

1.2  试剂和仪器

戊巴比妥钠(Sigma公司); 体视显微镜(Olympus
公司); 眼科剪、显微剪、显微镊(上海申丁实业有

限公司); 带针缝合线(型号分别为4-0、8-0, 上海

浦东金环医疗用品有限公司); 小动物复温板(Kim 

Laube &Co., Inc. ASIA); 单克隆anti-α-smooth muscle 
actin(α-SM actin) antibody(1:400; Sigma-Aldrich); 单
层硅胶管(内径0.40 mm, 外径0.80 mm)为澳大利亚

悉尼大学病理系包士三教授所赠。

1.3  模型诱导

小鼠腹腔注射戊巴比妥钠(80 mg/Kg)麻醉, 双
股内侧备皮, 小鼠麻醉成功后, 仰卧位, 常规消毒。

选取髂关节与膝关节连线的中点处, 垂直股骨长轴

方向切开约1 cm长切口(如图1A)。在体视显微镜下, 
游离右侧股动脉鞘, 钝性撕开股动脉鞘, 分离股动

脉。剪取一段长1.5 mm的硅胶管(内径为0.40 mm, 
外径为0.80 mm), 沿纵向剖开, 套在股动脉上, 使用

8-0的缝线间断打结固定套管(如图1C和图1D)。用

4-0缝线间断缝合皮肤, 切口常规消毒。左侧股动脉

行假手术, 同上法游离股动脉, 不进行套管, 间断缝

合皮肤。术后复温, 待小鼠苏醒后, 将小鼠放回笼中。

1.4  组织样本采集与免疫组化染色法

造模术后第14 d处死小鼠, 解剖镜下取出股动

脉套管, 剪取套管部位血管, 浸泡于4%多聚甲醛固

定液中固定24 h, 石蜡包埋, 5 μm厚度切片, 然后进

行常规H&E染色及免疫组化染色。采用链霉亲和素–
生物素–过氧化物酶复合体(SABC)法检测血管壁

VSMCs的表达。石蜡切片常规脱蜡至水, 3% H2O2

消除内源性过氧化物酶, 微波抗原修复10 min, 以
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10%正常山羊血清封闭, 之后相继与I抗和II抗反应, 
二氨基联苯胺(DAB)显色, 封片后镜下观察相关抗

原的表达变化。

1.5  形态学分析

形态学分析采用图形软件Image Pro 6.0, 主要

A: 手术切口示意; B: 暴露股动脉鞘; C: 分离股动脉(穿线处); D: 股
动脉套管; E: 固定套管。

A: the place of operation; B: neurovascular bundles are exposed; C: 
femoral artery is separated; D: the collar is positioned; E: the collar is 
fixed.

图1　小鼠股动脉套管手术操作示意图

Fig.1　Schematic representation of femoral artery collar 
positioning operation

分析参数为内膜层厚度、内膜层横截面面积、中膜

层厚度、中膜层横截面面积以及内膜/中膜层横截

面面积比。其中内膜层定义为管腔至弹性内膜层区

域, 而中膜层定义为弹性内膜层至弹性外膜层区域。

1.6  统计学处理

用Graphpad Prism软件进行统计学分析, 数据以

mean±S.E.表示, 数据比较采用双样品t检验。P<0.05
被认为有统计学意义。

2   结果
2.1  体重变化

观察小鼠造模前1周到动物处死, 共21 d的体重

变化情况, 结果表明: 整个观察期间, 小鼠体重缓慢

上升, 只有在动脉套管手术2 d后, 体重出现少许下

降, 但很快恢复正常(图2)。且日常观察显示, 小鼠毛

色光亮, 精神状态良好, 活动能力正常, 未出现体重

降低或精神萎靡。

2.2  股动脉组织切片

造模手术后第14 d处死小鼠, 解剖镜下取出造

模以及对照假手术股动脉血管, 置于4%多聚甲醛固

定液中固定并进行常规H&E染色。切片结果显示: 
对照组股动脉结构完整, 血管壁厚度正常, 弹性内膜

层和弹性外膜层清晰可见; 动脉内膜位于弹性内膜

与管腔之间, 厚度极薄, 几乎不可见(图3A); 动脉中

膜位于弹性内膜和弹性外膜层之间, 由4~5层平滑肌

构成, 其结构致密完整, 没有炎性细胞浸润; 外膜层

位于弹性外膜层之外, 主要由结缔组织构成, 其厚度

基本同中膜层一样, 且基本没有炎性细胞浸润。

图2　造模前后小鼠体重情况

Fig.2　Mice bodyweight before and after operation
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与对照组相比, 实验组股动脉内膜增生严重

(图3B), 管腔狭窄, 细胞排列紊乱, 增生部位可见大

量炎性细胞浸润, 细胞体积较大, 单核, 形态不规则, 
细胞间可有部分融合, 细胞周边或两极可见板状伪

足和突起, 从形态学上观察推测可能为单核巨噬细

胞(图3B, 黑色箭头); 同时, 血管中膜层增厚, 平滑

肌结构紊乱, 且与血管外膜之间的分界变模糊, 并
伴有炎性细胞浸润; 血管外膜除有大量增生外, 还
在外周新生成许多小血管, 并在血管周围出现大量

炎性细胞聚集(图3B, 白色箭头)。免疫组化结果显

示, 血管内膜和中膜处均可见分布的VSMCs的阳性

染色表达颗粒, 与对照组相比, 实验组主要在新生

内膜中表达, 胞浆和基质内出现大量特异性的阳性

颗粒(图4)。
2.3  形态学分析

采用图形软件Image Pro 6.0, 对动脉组织切片

的内膜层厚度、内膜层面积、中膜层厚度、中

膜层面积以及内膜/中膜层面积比进行分析。结

果表明: 与对照组相比, 模型组动脉的内膜层厚

度为(32.96±8.55) μm, 比正常股动脉明显增厚

(P=0.0006), 内膜层面积为(1.12±0.31)×104 μm2, 远
远大于对照组(P=0.011, 图5A和图5B); 而中膜层

厚度与中膜层面积也分别达到了(25.38±2.25) μm
和(1.52±0.18)×104 μm2, 比对照组增加了10.7%(P= 
0.0277)和107.8%(P=0.0002, 图5C和图5D); 比较内

膜/中膜层面积比例, 模型组明显增大, 具有统计学

意义(P=0.002, 图5E)。

A: 对照组; B: 实验组(E=内膜, M=中膜, A=外膜; 黑色箭头: 细胞体

积较大, 单核, 形态不规则, 可能为单核巨噬细胞; 白色箭头: 炎性细

胞聚集)。
A: the sham-operated side; B: the collar-treated side(E=endothelium, 
M=media, A=adventitia. Cells indicated with a black arrow are large, 
mononuclear and of irregular shape, with a strong possibility of being 
mononuclear macrophages; and inflammatory cells are indicated with a 
white arrow). 

图3　股动脉横截面切片H&E染色

Fig.3　H&E stained cross sections of femoral arteries

A: 对照组; B: 实验组; 箭头为阳性染色表达颗粒。

A: the sham-operated side; B: the collar-treated side. Positive granules are indicated with arrows.

图4　股动脉横截面切片α-SM actin免疫组化染色

Fig.4　Femoral artery α-SM actin immunohistochemistry staining
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3   讨论
本文介绍了一种可以有效诱导小鼠产生血管

内皮增生模型的方法, 该方法主要通过股动脉嵌套

硅胶管, 诱发血管外周异物排斥反应, 引起血管炎性

损伤, 进而产生内膜增生。诱导血管内膜增生模型

的手段主要包括血管内膜损伤和外周手术, 目前内

膜损伤手术主要是球囊损伤术, 在颈外动脉向近心

端插入球囊导管至颈总动脉起始部, 慢速回拉球囊

至颈内外动脉分叉处反复数次, 完成后结扎颈外动

脉, 但该模型主要针对家兔[6-7]、大鼠[7-8]等体型较大

的动物, 对于小鼠不易造模, 有一定死亡率。血管外

周套管手术, 最早源自家兔颈动脉套管模型, Moroi 
等[9]将该方法经过改进后首次应用于小鼠, 在正常

饮食的C57/BL6和SV129小鼠股动脉外周套管两周

后内皮明显增生。该模型相较于其他模型, 创伤小、

操作简便, 发病时间和症状强度可控, 避免了由基因

背景和饮食习惯而引起的潜在的差异性, 采用左右

两侧股动脉分别进行套管和假手术, 可以减少实验

样本量和个体间差异. 实验结果表明股动脉套管手

术创伤小, 小鼠术后未出现行动能力受损, 也未见消

瘦、精神萎靡等症状。病理观察显示造模动脉各层

结构均出现病理症状, 包括新内膜生成, 厚度增加, 

管腔狭窄, 并伴随炎性细胞浸润; 中膜层平滑肌结构

紊乱; 血管外膜增生, 大量炎性细胞浸润, 同时出现

新生小血管, 免疫组化结果表明内膜增生部分是由

于血管平滑肌细胞(VSMCs)增生和基质积聚所致。

此外, 利用图形分析软件对血管各结构层统计表明, 
模型组血管内膜的厚度和面积较正常组明显增加, 
内膜/中膜面积比亦有明显升高。

在造模过程中, 要注意使用生理盐水保持术野

湿润, 以免造成人为的血管损伤。股静脉上游有很

多小的分枝, 分离股动脉时要仔细, 一旦出现损伤, 
立即用干棉球压迫止血。

选择宽松非闭合性的套管, 以免对手术部位造

成压迫缺血和坏死。放套管时, 因为股动脉上面也

有分枝, 套管应放置在在两个分枝之间, 以便于起到

固定作用, 最适宜的长度为1.5 mm左右, 从组织中分

离出来的股动脉长度应与套管长度大致相同, 否则

会减弱套管的固定作用, 反而增加其他部位的损伤。

取材时, 我们应切取股动脉套管两端至肌层, 取下套

管, 将整块组织浸在固定液中, 切片时可以整块组织

切片, 保持组织结构完整性, 便于定位参考。

本模型的病理机制主要是由外膜炎症导致内

膜增生引起[10]。长期以来, 人们一直非常重视血管

A: 内膜层厚度; B: 中膜层厚度; C: 内膜层面积; D: 中膜层面积; E: 内膜/中膜层面积比。(+): 实验组; (–): 对照组(t检验, n=5, *P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001)。
A: cross-setional intimal surface thickness; B: medial surface thickness; C: intimal surface area; D: medial surface area; E: intima-media area ratio. ‘(–)’ 
denotes the sham-operated side, while ‘(+)’ denotes the collar-treated side(t test, n=5, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

图5　股动脉横截面形态学分析结果

Fig.5　Morphological analysis results of femoral arteries
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内膜层的内皮细胞(endothelium)及中膜层的血管平

滑肌细胞(vascular smooth muscle cell, VSMC)对血

管损伤形成的作用[11-12], 而忽视了血管外膜(adventi-
tial)的潜在作用, 认为外膜层仅仅是包裹血管的疏松

结缔组织, 除了对大血管的支持作用以外, 几乎没有

其他特殊的作用。事实上, 最近越来越多的证据表

明, 血管外膜炎症与血管外科重建[3]、血管腔内治疗

术后及动脉粥样硬化等发生狭窄或闭塞息息相关。

然而, 有关血管外膜炎症对内膜增生影响的机制的

研究尚不明确, 目前发现外膜炎症对内膜的影响可

能与趋化因子、血管紧张素II、白细胞介素-6、Toll样
受体、血管中性肽链内切酶等因素的参与有关[4,13-14]。

然而, 现有研究对于外膜炎症对内膜增生及再狭窄

形成的分子机制、信号转导过程仍尚不清楚, 有待

于进一步的研究。同时因为此模型的炎症随时间的

推进而逐渐加重[15-16], 本文选取炎性反应较为典型

时间点。在药理机制研究方面, 该模型主要应用于

研究药物的抗炎作用[17-18], 可以根据研究需要通过

控制套管时间的长短以获得炎性反应合适的模型来

进行药物研究, 这也有待于下一步的研究归纳总结。

综上所述, 本实验成功建立了一种快速有效地

通过血管外膜炎症诱导C57/BL6小鼠股动脉内膜增

生的模型, 这种模型对动脉粥样硬化及血管内膜增

生的机制研究具有重要意义。
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Induction of Rapid Intimal Hyperplasia in Mice

Yang Xu1, Yan Xin1, Liu Zhengzhe2, Li Jun2, Wu Wenting2, Wang Weigang2*
(1Traditional Chinese Medicine Institute,Tongji University, Shanghai 200092, China; 2Shanghai Research Center For Model 

Organisms, Shanghai 201203, China)

Abstract        An approach to induce neointimal growth in mice is presented. A silicone tube collar is placed 
around the femoral artery of the mouse. After 2 weeks, significant changes such as irregular growth of intima, me-
dia thickness and luminal stenosis, increasing of endothelial cell permeability, disturbance of cell alignment and 
infiltration of inflammatory cells towards intima in collar-treated groups in comparison to sham-operated groups, 
can be observed in histological sections. It is indicated by immunostaining that the observed neointimal growth is 
caused by hyperplasia of VSMCs and deposition of matrixes. The present model is therefore of great importance in 
investigating the pathological mechanisms of atherosclerosis and developing therapeutic drugs.

Key  words        mouse model; intimal hyperplasia; adventitial inflammation; collar
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简讯

广东省细胞生物学大会暨2012学术研讨会在广州举行

广东省细胞生物学大会暨2012细胞模型构建与应用学术研讨会, 于2012年11月24日在广州南方医科大

学大礼堂召开, 出席大会的本会会员代表、学术会专家、嘉宾、科技工作者和研究生共五百余人。

广东省细胞生物学学会第三届理事会任期已满, 按章正常换届。大会首先由应届理事长张积仁教授主

持, 选举通过产生新一届理事、常务理事及领导班子成员。夏建川教授任理事长, 常务副理事长郑利民、汪

森明教授以及副理事长、秘书长组成新一届理事会、常务理事会。诚聘请陈尊器教授、张积仁教授任名誉

理事长及顾问。新任理事长夏建川教授代表新一届理事会讲话, 衷心感谢上届领导、理事和全体会员对学

会做出的卓有成效的贡献, 表示要恪尽职守, 努力工作, 发扬学会优良传统, 团结广大会员, 积极努力把广东

省细胞生物学学会不断推向前进。

学术研讨会就细胞模型的构建与临床应用为主题, 邀请了本会和广州的多位知名专家学者作专题学术

报告, 展示新成果和新进展, 并进行热烈讨论。学术氛围十分活跃, 为学科基础与临床理论研究与应用转化

对接提供平台, 深受与会者好评和欢迎。

大会圆满结束。

广东省细胞生物学学会
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