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［摘 要］ 目的：评估改良球囊损伤联合高脂饮食建立兔腹主动脉粥样硬化模型方法的有效性，并检测早期斑块中免疫清除

相关蛋白的表达。方法：采用20只新西兰大白兔，随机分为假手术组、经典手术组、改良手术组。假手术组予普通饮食，麻醉、

切皮、分离股动脉加缝合，但不行球囊损伤。经典手术组和改良手术组予高脂饮食1周后，行腹主动脉球囊损伤术，其中经典

手术组单向拉动球囊3次，改良手术组反复前后拉动球囊30~40次，术后继续高脂饮食4周。术后4周采用血管内超声检查腹

主动脉内膜斑块情况，取腹主动脉损伤段行苏木素⁃伊红（hematoxylin⁃eosin，HE）染色和免疫组化检测。结果：术后4周，各组

体重增加差异无统计学意义。血管内超声显示改良手术组斑块增生显著，管腔狭窄。HE染色显示经典手术组和改良手术组

均有不同程度的内膜增生，造模成功率均为 100%。与经典手术组相比，改良手术组最大内膜厚度［（174.69±53.76）μm vs.
（481.50±81.94）μm，P < 0.05］、平均内膜厚度［（77.49±18.02）μm vs.（262.63±53.04）μm，P < 0.05］、内膜中膜面积比［0.39±0.14
vs. 1.57±0.30，P < 0.05］和血管狭窄比例［（19.04±5.90）% vs.（52.13±11.31）%，P < 0.05］均显著增加，免疫组化提示改良手术组

较经典手术组巨噬细胞浸润更为显著。相比假手术组和经典手术组，改良手术组增生内膜中抗吞噬蛋白CD47表达更为显

著。结论：改良球囊损伤联合高脂饮食建立兔腹主动脉粥样硬化模型的方法进一步加速了斑块进展，造模更稳定，可靠性更

高，且在早期斑块中即可观察到显著的坏死细胞清除缺陷。
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［Abstract］ Objective：To construct a rabbit model of abdominal aorta atherosclerosis by a modified balloon injury with a high ⁃
cholesterol diet，and evaluate the expression of immune clearance related proteins in early plaques. Methods：A total of 20 New
Zealand rabbits were assigned randomly to 3 groups：a sham group，a classical intervention group and a modified intervention group.
The high⁃cholesterol diet and normal diet were given to the intervention groups and the sham group，respectively for one week，after
which the model was constructed through the femoral artery. The rabbits in the sham group were given a general diet，anesthetized，skin
cut，isolated femoral artery and sutured，but without balloon injury. For the rabbits in the classic intervention group，a balloon was
inserted into the abdominal aorta，inflated and unidirectionally pulled 3 times. For the rabbits in the modified intervention group，the
balloon was inserted，inflated and a bidirectionally pushed and pulled for 30-40 times. Following the intervention，the two intervention
groups received a high⁃cholesterol diet，while the sham group received a normal diet for another 4 weeks. The intravascular ultrasound
was performed to examine the abdominal aorta via the femoral artery，and the injured segments of abdominal aorta were sampled for
further hematoxylin ⁃ eosin（HE） and immunohistochemistry staining at the end of the study. Results：There was no significant
difference in weight gain measured at 4 weeks post intervention among the 3 groups. The intravascular ultrasound demonstrated
significant plaque hyperplasia and lumen stenosis in the modified intervention group. HE staining revealed varying degrees of intimal
hyperplasia in all samples from both intervention groups. Compared with the classical intervention group，the modified intervention
［基金项目］ 国家重点研发计划（2022YFC2402404）；中国博士后科学基金面上资助项目（2023M731411）
∗通信作者（Corresponding author），E⁃mail：lijay@njmu.edu.cn；lvzhan1995@163.com

·基础研究·

南京医科大学学报（自然科学版）
Journal of Nanjing Medical University（Natural Sciences）

第44卷第3期
2024年3月··322



动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是一种以脂质

代谢障碍为基础、血管内壁脂质沉积为特征的慢性、

进行性动脉血管病变，严重危害人类生命健康［1-3］。

AS斑块破裂，可继发血栓形成，从而造成组织严重缺

血、缺氧、甚至坏死［4-5］。建立动物模型，进一步研究

AS的发病机制，对预防心血管事件有重要意义。

兔是建立AS模型常用的动物之一。目前研究

多采用球囊损伤联合高脂饮食建立兔腹主动脉粥

样硬化模型，这在一定程度上避免了单纯高脂饮食

带来的耗时长、动物多脏器脂质沉积等缺陷，但仍

存在建模时间长、动物死亡率高、模型不稳定等问

题［6］。本研究采用一种改良的球囊损伤方式、联合

4周高脂饮食建立兔腹主动脉粥样硬化模型，探讨

其与经典手术方式在模型成功率、稳定性和斑块发

展速度等方面的差异。

分化簇（cluster of differentiation，CD）47，也称为

整合素相关蛋白，是广泛表达于细胞膜表面的抑制性

受体，在免疫系统的自我识别中起关键作用［7］。CD47
与巨噬细胞上的信号调节蛋白α（signal regulatory
protein alpha，SIRPα）跨膜蛋白结合，向巨噬细胞传递

吞噬抑制信号［8］。研究报道CD47在小鼠和人类AS
斑块的内皮和平滑肌中的表达显著上调［9-10］。然而，

CD47是否在早期AS斑块中表达并损害吞噬清除作

用尚缺乏研究。本研究将利用建立的兔腹主动脉早

期粥样硬化模型，验证CD47在AS早期斑块中的表

达，为AS的发病机制和治疗研究提供借鉴。

1 材料和方法

1.1 材料

MaverickTM2.0 mm×15.0 mm球囊（Boston Scien⁃
tific 公司，美国），QuantumTM3.5 mm×15.0 mm 球囊

（Boston Scientific 公司，美国），PILOT 50导丝（Ab⁃

bott Vascular 公司，美国）；压力泵（Merit 公司，美

国），血管内超声（intravascular ultrasound，IVUS）仪

（Volcano公司，美国）；苏木素染色液（武汉赛维尔生

物公司），伊红染色液（武汉塞维尔生物公司）；CD47
抗体（北京博奥森生物公司），CD68抗体（Thermo
Fisher Scientific公司，美国）；丙泊酚乳状注射液（北

京费森尤斯卡比公司）；利多卡因注射液（重庆天圣

药业有限公司）；青霉素（石家庄华北制药股份有限

公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物与饲养

3 月龄健康雄性新西兰白兔 20 只，体重 2.0~
2.5 kg，由南京市莱芙养殖场提供［许可证编号：

SCXK（苏）2019⁃0005，合格证号：202238952］。所有

动物单笼饲养，自由饮水，保持12 h昼夜节律，恒定温

度和湿度，本研究方案经过南京医科大学实验动物福

利伦理委员会审查批准（编号：IACUC⁃2207041）。手

术组15只，根据造模方式又分为经典手术组和改良

手术组，麻醉、切皮、分离股动脉，经股动脉随机行

经典球囊损伤或改良球囊损伤，术后缝合创口，予

高脂饮食 4周。假手术组 5只，同样麻醉、切皮、分

离股动脉加缝合，但不行球囊损伤，术后予普通饮

食4周。20只兔术前对应饲料适应性喂养1周。高

脂饲料配制：1%胆固醇、8%猪油、7.5%蛋黄粉和

83.5%普通饲料。

1.2.2 球囊损伤术构建兔腹主动脉粥样硬化模型

经耳缘静脉注射丙泊酚（6 mg/kg）麻醉，麻醉成

功表现为呼吸深慢、四肢瘫软、角膜反射迟缓。将

兔仰卧位固定于手术台上，双侧股三角区局部备

皮、消毒，利多卡因局部麻醉，在股动脉搏动明显处

切口，沿动脉走行方向切开皮肤、逐层分离筋膜肌

肉，暴露右股动脉。游离右股动脉 4~5 cm，近心端

group exhibited significantly increased in maximum intimal thickness［（174.69±53.76）μm vs.（481.50±81.94）μm，P < 0.05］and
mean intimal thickness［（77.49±18.02）μm vs.（262.63±53.04）μm，P < 0.05］，a higher intimal /media area ratio［0.39±0.14 vs. 1.57±
0.30，P < 0.05］and severer vascular stenosis［（19.04±5.90）% vs.（52.13±11.31）%，P < 0.05］. The immunohistochemistry staining
revealed significantly enhanced macrophage infiltration in the modified intervention group，compared with the classical intervention
group. Moreover，a higher expression of the anti ⁃ phagocytic protein CD47 in the proliferative intima was detected in the modified
intervention group than the sham group and the classical intervention group. Conclusion：The novel rabbit model of abdominal aorta
atherosclerosis was established by the modified balloon injury and the high ⁃ cholesterol diet，further accelerating early plaque
development with an enhanced stability and reliability. A significant necrotic cell clearance impairment was detected in early plaque in
this novel model.
［Key words］ atherosclerosis；rabbit；modified balloon injury；CD47
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用丝线套取游离备用，远心端用丝线结扎。近心端

用动脉夹夹闭，用眼科剪在远心端剪一“V”形切口。

经典手术方式：将3.5 mm×15.0 mm球囊导管沿

导丝送入腹主动脉内，送入过程中松开动脉夹，球

囊进入深度约 15 cm。将球囊加压至 12~14大气压

（1 215.6~1 418.2 kPa），回拉球囊导管10 cm，然后球

囊减压至 0 kPa，再次送至原位置，如此反复3次，损

伤腹主动脉内皮。撤出球囊导管，迅速以动脉夹夹闭

股动脉，结扎股动脉近心端，松开动脉夹，缝合消毒。

改良手术方式：将2.0 mm×15.0 mm球囊导管沿

导丝送入股动脉内约2 cm，以4个大气压（405.2 kPa）
扩张球囊，阻断血流，固定球囊，松开动脉夹，继续送

入导丝25~30 cm，动脉夹夹闭近心端，撤出球囊。将

3.5 mm×15.0 mm球囊导管沿导丝送入腹主动脉

内，送入过程中松开动脉夹，球囊进入深度为 25~
30 cm。将球囊加压至20个大气压（2 026.0 kPa），反
复前后拉动球囊30~40次，逐步回撤 10 cm，损伤腹

主动脉内皮。撤出球囊导管，迅速以动脉夹夹闭股

动脉，结扎股动脉近心端，松开动脉夹，缝合消毒。

术后常规护理，予青霉素2 500 U/kg肌注，连续3 d。
1.2.3 IVUS检查

术后各组对应饮食喂养 4周，麻醉后暴露切开

左侧股三角区，穿刺左股动脉，沿导丝送入 IVUS探
头，在超声引导下将探头送至降主动脉左肾动脉开

口以上水平，采用机器自动控制系统，缓慢匀速回

拉超声导管至髂总动脉分叉处，全程记录超声图

像，保存供脱机分析。

1.2.4 苏木素⁃伊红（hematoxylin⁃eosin，HE）染色

各组兔完成 IVUS检测后，沿耳缘静脉注入过量

丙泊酚处死两组实验兔，开腹，动脉夹夹闭膈肌下

近心端腹主动脉，结扎两侧肾动脉。从降主动脉与

肾动脉开口间向下切取约8 cm腹主动脉，取出腹主

动脉。切取左肾动脉开口以下约8 cm的腹主动脉，

于肝素水中冲洗后，4％多聚甲醛固定24 h。标尺测

量切取动脉，每段1 cm，顺序编号后进行石蜡包埋，

每层4 μm逐层切片。部分切片HE染色后，拍摄图

像，取粥样硬化斑块最大切面，Image J分析计算粥

样硬化斑块最大内膜厚度、平均内膜厚度、内膜中

膜面积比及血管狭窄比例（斑块面积/管腔总面积）。

1.2.5 免疫组化检测

免疫组化检测假手术组和改良手术组血管中

巨噬细胞相关蛋白CD68及抗吞噬蛋白CD47的蛋

白表达水平。上述石蜡切片进行脱蜡、水化和蒸馏

水冲洗。山羊血清封闭1 h后，切片分别与CD68一

抗（1∶50）、CD47一抗（1∶400）在 4 ℃孵育过夜。室

温下与二抗孵育 1 h，用二氨基联苯胺染色，蒸馏水

阻断反应，封片后在显微镜下观察拍摄。

1.3 统计学方法

所有数据均以均数±标准差（x ± s）表示，两组资

料之间比较采用独立样本 t检验，成组资料采用配

对样本 t检验，所有统计学结果均采用 GraphPad
Prism 8进行分析，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般情况

正常饮食假手术组无死亡，手术组当日麻醉死

亡1只，动脉夹层破裂死亡1只（改良手术组），高脂

饲养过程中绝食重度营养不良死亡 1只（经典手术

组），剩余 12只（经典手术组与改良手术组各 6只）

均完成4周的高脂饮食喂养，每组均有1只出现轻度

趾甲溃烂。各组体重变化见表1，经典手术组与改良

手术组体重变化比较，差异无统计学意义（图1）。
2.2 兔腹主动脉 IVUS结果

各组兔腹主动脉 IVUS图像见图2。假手术组：

内膜无增厚，血流通畅，管腔无狭窄；经典手术组：

内膜稍增厚模糊，未见管腔明显狭窄与斑块形成；

改良手术组：内膜明显增厚，斑块突出于腔内，呈偏心

表1 各组兔造模前后体重

Table 1 The weight of rabbits in each group before and
after modeling

Weight

Before modeling
After modeling

Sham group
（n=5）

2.30 ± 0.11
2.70 ± 0.17

（kg，x ± s）

Classical
intervention
group（n=6）
2.30 ± 0.11
2.80 ± 0.21

Modified
intervention
group（n=6）
2.30 ± 0.18
2.90 ± 0.13

图1 各组兔造模前后体重差值

Figure 1 Weight changes of rabbits in each group before
and after modeling

Modified intervent
ion group

Classical
intervent

ion groupSham group

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0

Cha
nge

sof
wei

ght（
kg）

··324



F

Sha
mg

rou
p

Cla
ssic

al
inte

rve
ntio

ng
rou

p
Mo

difi
ed

inte
rve

ntio
ng

rou
p

CD68（×100）CD68（×20）HE（×20）

ED

G H I

CBA

A：HE staining of the sham group with no thickened intima. B，C：Immunohistochemistry of CD68 protein in the sham group with no brownish⁃yel⁃
low deposition. D：HE staining of the classical intervention group with a mild thickened intima in some parts. E，F：Immunohistochemistry of CD68 pro⁃
tein in the classical intervention group with a small number of macrophage infiltration. G：HE staining of the modified intervention group with a signifi⁃
cantly uneven intimal hyperplasia. H，I：Immunohistochemistry of CD68 protein in the modified intervention group with a large number of macrophage
infiltration. J：The CD68 deposition in thickened intima of each group，*P < 0.05.

图3 术后高脂饮食4周各组兔的腹主动脉HE染色及CD68蛋白免疫组化染色

Figure 3 The HE staining and CD68 immunohistochemical staining of abdominal aortas in rabbits of each group after a
high⁃cholesterol diet for 4 weeks
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性分布，与管腔分界清晰，回声强度均匀，为内膜增厚

回声，与内弹性膜形成的高回声层间分界不清晰，强

度低于血管外膜，没有钙化回声，为脂质斑块。

2.3 兔腹主动脉内膜增生情况

各组兔腹主动脉HE染色和巨噬细胞标志物

CD68表达情况见图3。假手术组：管腔单层内皮细

胞扁平连续，未见增厚，平滑肌细胞整齐有序，细胞

核蓝染，胞浆呈红色，各层细胞及弹力膜结构清晰，

无脂质沉积。未见棕黄色蛋白，无巨噬细胞沉积。

经典手术组：管腔少部分内膜轻度增厚，增厚内膜

中多层平滑肌细胞排列紊乱，可见小空泡，少量棕

黄色沉积，巨噬细胞少量浸润，内弹力膜尚清晰。

改良手术组：血管纵切面内膜普遍全程不均匀偏心

增厚，向管腔凸出，形成斑块。部分内膜断裂，增厚

内膜各层细胞紊乱堆叠，胞浆嗜酸红染的平滑肌细

胞减少，代之以大量胞浆淡染和充满脂质空泡的泡

沫细胞，大量巨噬细胞浸润，各层结构界限模糊，管

腔明显狭窄。

与假手术组比，手术组内膜增厚程度及管腔狭

窄比例差异有统计学意义（P < 0.05）。改良手术组

内膜最大厚度、平均内膜厚度、内膜中膜面积比、管

腔狭窄比例均大于经典手术组（P < 0.05，表2）。

A：Sham group with no thickened intima. B：Classical intervention group with a slightly thickened intima. C：Modified intervention group with sig⁃
nificantly thickened intima，indicated by the arrow.

图2 术后高脂饮食4周各组兔腹主动脉 IVUS影像

Figure 2 IVUS images of abdominal aortas in rabbits of each group after a high⁃cholesterol diet for 4 weeks
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A：HE staining of the sham group with no thickened intima. B，C：Immunohistochemistry of CD47 protein in the sham group with no brownish⁃yellow
deposition in the intima. D：HE staining of the classical intervention group with mild thickened intima in some parts. E，F：Immunohistochemistry of
CD47 protein in the classical intervention group with mild brownish⁃yellow deposition in the intima. G：HE staining of the modified intervention group
with significantly uneven intimal hyperplasia. H，I：Immunohistochemistry of CD47 protein in the modified intervention group with extensive brownish⁃
yellow deposition in the intima. J：The CD47 deposition in thickened intima of each group，*P < 0.05.

图4 各组兔腹主动脉CD47蛋白免疫组化染色

Figure 4 The CD47 immunohistochemical staining of abdominal aortas in rabbits of each group

2.4 早期斑块中CD47的表达

各组腹主动脉HE染色及斑块中的抗吞噬蛋白

CD47的免疫组化检测结果见图 4。假手术组的腹

主动脉内膜未见棕黄色染色，提示CD47低表达或

不表达；经典手术组可见少量棕黄色染色团块聚集

于增生内膜内，提示斑块内CD47低表达；改良手术

组可见棕黄色染色团块聚集于泡沫细胞内，颗粒状

弥散性表达于细胞外基质。平滑肌层细胞核蓝染，

胞质透明，无棕色沉积，各层界限分明，提示斑块内

CD47高表达，且局限于增生的内膜。与假手术组和

经典手术组比，CD47在改良手术组的表达差异有统

计学意义。

表2 各组免腹主动脉内膜增生程度

Table 2 The degree of abdominal aorta intima hyperplasia in rabbits of each group

Parameters
Maximum intimal thickness（μm）
Mean intimal thickness（μm）
Ratio of intima to media area
Vascular stenosis（%）

Classical intervention group（n=6）
174.69 ± 53.76*

077.49 ± 18.02*

00.39 ± 0.14*

19.04 ± 5.90*

Modified intervention group（n=6）
0418.5 ± 81.94*#

262.63 ± 53.04*#

01.57 ± 0.30*#

052.13 ± 11.31*#

Sham group（n=5）
32.87 ± 3.26
21.76 ± 1.18
00.05 ± 0.01
01.99 ± 0.42

Compared with the sham group，*P < 0.05；compared with the classical intervention group，#P < 0.05.

（x ± s）

3 讨 论

兔与人类的血脂代谢极为相似，是最早用于建

立AS模型的动物之一［11］。单纯高脂饮食造模，造模

周期长、慢性并发症较多、模型成功率受个体间差

异影响大，实际应用受限［12-14］。现多采用球囊损伤

联合高脂饮食，一定程度上缩短了造模时间，但周

期仍长达12~16周，且动物死亡率高，模型稳定性不

足［15-16］。本研究在传统内皮损伤法的基础上进行改

良。经典球囊损伤多采用 3.5 mm×15.0 mm球囊导

管 8~14个大气压（810.4~1 418.2 kPa）扩张后回拉

3次造成内皮损伤［17］。在本研究的球囊损伤模型

中，首先采用直径2.0 mm的球囊进入股动脉，4个大

气压（405.2 kPa）扩张后阻断血流，将导丝沿球囊送
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入腹主动脉25~30 cm后更换为直径3.5 mm的球囊，

减少了术中出血。内皮损伤阶段应用 20个大气压

（2 026.0 kPa）扩张球囊，反复前后拉动球囊 30~40
次，逐步回撤，造成广泛的腹主动脉内皮损伤，且未

对兔的术中、术后生存率产生影响。所有手术模型

兔均有不同程度的内膜增生，两种手术方案造模成

功率均为100%。

陈家元等［18］建立的高脂饮食联合球囊损伤兔

腹主动脉模型中，采用经典手术方式，术后４周腹

主动脉处于脂纹阶段，出现轻度内膜增生，8周后出

现了造影可见的内膜增生和血管狭窄。本研究改

良手术方式后，4周即可在 IVUS下观察到显著的内

膜增生和血管狭窄，且体重改变与经典手术组的差

异无统计学意义，提示改良手术方式可加速AS斑块

进展。此外，免疫组化结果显示两种手术方式均有

细胞内脂质沉积，巨噬细胞浸润，而无明显钙化、脂

质核心或坏死核心，说明斑块均为早期软斑块，而

改良手术组的内膜厚度和斑块体积较经典手术组

显著增加，造成明显血管狭窄，提示改良后的造模

方法周期更短、更稳定，可靠性高。

AS的特点是慢性持续炎症反应和坏死细胞堆

积［19］。在AS早期，巨噬细胞吞噬在损伤内膜下积聚

的低密度脂蛋白，形成泡沫细胞并发生细胞死亡。

凋亡细胞清除缺陷导致巨噬细胞进一步聚集，与积

累的死亡细胞及脂质碎片形成坏死核心，诱发持续炎

症反应，加速AS进展，形成晚期AS［20］。本研究中可

见巨噬细胞在手术组的斑块内浸润，改良手术组中

巨噬细胞浸润显著高于经典手术组，且多在内膜深

层堆积。CD47作为阻断巨噬细胞吞噬信号的膜蛋

白，因在恶性肿瘤细胞表面过表达，促进肿瘤免疫

逃逸而被广泛关注［21］。Kojima等［22］在小鼠主动脉

和人类颈动脉粥样硬化晚期斑块中也发现了CD47
的过度表达，并且在小鼠AS高脂饮食早期应用抗

CD47抗体可以显著减少斑块内凋亡细胞数目，缩小

斑块体积，促进斑块稳定。本研究首次揭示了兔腹

主动脉AS发展早期出现了只局限于增生内膜中的

CD47过表达，且CD47在斑块内不同成分中普遍过表

达，提示巨噬细胞清除缺陷在AS早期发挥了重要作

用。在IVUS可诊断的早期斑块中，抑制CD47可能成

为早期抑制AS发展的新策略。

综上，本研究一方面改良了手术方式，加速了

斑块进展，4周即形成了 IVUS可诊断的明显增生内

膜，狭窄程度较一致，适用于AS斑块的快速诱导和

早期斑块机制的研究。另一方面，本研究首次揭示了

在兔腹主动脉AS中，抗吞噬分子CD47在斑块早期即

有显著过表达，该时期抑制CD47，有可能增加坏死细

胞清除，为延缓AS进展提供了新的潜在策略。
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