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超声造影技术评价兔腹主动脉斑块内新生血管形成及斑块稳定性的研究
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摘要 目的：通过超声造影技术评价不同时间点兔主动脉粥样硬化斑块内新生血管的变化，并进一步判断斑块稳定性。方法：60 只

纯种新西兰大白兔随机分为 4 组，每组 15 只。正常对照组、高脂饲养组、球囊损伤组、球囊损伤联合高脂饲养组。分别于第 8、14、
20 周进行超声造影检查，比较斑块及斑块内新生血管形成率。20 周后抽血测定血脂及炎性因子水平。处死动物，取腹主动脉，HE
染色观察斑块形态及组成成分，并统计各组存活率。结果：高脂饲养组与高脂饲养联合球囊损伤组血脂无显著差异，但明显高于

对照组（P<0.05）；高脂饲养联合球囊损伤斑块内新生血管明显多于单纯高脂饲养以及球囊损伤组（P<0.05）。HE 染色提示高脂饲

养联合球囊损伤组不稳定斑块明显多于单纯高脂饲养以及球囊损伤组。结论：超声造影可以明确动脉粥样硬化斑块内新生血管，

并进一步判断斑块稳定性。
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ABSTRACT Objective: To assess the diagnostic value of contrast enhanced ultrasound (CEUS) for neovascularization and stability
of atherosclerosis plaques. Methods: Sixty New Zealand white rabbits were randomly divided into four groups: control group (A, n=15),
high fat diet group (B, n=15), balloon injured group (C, n=15) and high fat diet plus balloon injured group (D, n=15). Neovascularization
in unstable plaques was determinate by contrast enhanced ultrasound (CEUS). Furthermore, the histological characteristic of unstable
atherosclerotic plaques was observed by HE stain. Results: The ratio of neovascularization in group D was significantly higher than that
in control group, even higher than that in groups B,C (P<0.05). Furthermore, the unstable plaque was more observed in group D than other
groups by CEUS, which were confirmed by HE stain (P<0.05). Conclusion: The technique of contrast enhanced ultrasound offers a new
clinically applicable examination method for determination neovascularization and furthermore evaluating the stability of atherosclerosis
plaques.
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前言

急性冠状动脉综合征(Acute coronary syndrome, ACS)是冠

心病中致死率最高的临床类型，严重危害人们健康[1]。研究证

实：不稳定斑块（unstable plaque）是 ACS 的病理基础，并且斑块

的稳定性与 ACS 的发生、发展密切相关。明确冠心病患者斑块

稳定性是降低 ACS 死亡率的关键，但目前对不稳定斑块的识

别仍没有良好手段。最新研究提示：斑块内新生血管的增加直

接导致了不稳定性斑块的形成与破裂。超声造影技术已被广泛

用于组织器官微循环以及新生血管研究[2]，因此，本研究拟采用

超声造影技术(contrast enhanced ultrasound CEUS）观察兔腹主

动脉斑块内新生血管结构, 初步探讨其评价斑块稳定性的应用

价值。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

雄性纯种新西兰大白兔 60 只，由第四军医大学动物实验

中心提供。平均体重（2.5±0.4）kg，随机分为 4 组，每组 15 只，

即正常对照组（A 组）、高脂饲养组（B 组）、单纯球囊损伤组（C
组）、球囊损伤联合高脂喂养组（D 组）。高脂饲养组给予高脂饲

料（1%胆固醇 +5%猪油 +5%蛋黄粉 + 普通颗粒饲料）喂养。对

照组给予普通颗粒饲料，自由摄水。
1.2 球囊损伤手术
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3%戊巴比妥钠（30 mg/ kg）麻醉成功后将实验动物固定于

手术台。左侧腹股沟区常规皮肤消毒，沿股动脉走行切开皮肤,
分离并穿刺右股动脉，在 x 射线监测下将 4.0 mm×15 mm 的

球囊逆行送入胸主动脉，以 16atm 的大气压充盈球囊后拉回至

髂总动脉分叉处，反复回拉 5 次以造成内膜损伤。3/0 丝线缝合

伤口。术后每日肌注青霉素 2 万单位，连续 5 天。
1.3 超声造影检测

分别于高脂饮食前、高脂饮食 8 周、14 周、20 周进行超声

造影检查，比较斑块及斑块内新生血管形成。3%戊巴比妥钠

（30 mg/ kg）麻醉成功后，探头自剑突下扫查，于髂动脉与腹主

动脉分叉以上 5 cm 处观察斑块，记录体表对应位置，测量斑块

数量、斑块厚度和面积。经兔耳缘静脉于 1s 内快速注入超声造

影剂（0.05 ml/kg）。注入造影剂的同时开启造影程序，同步采集

并存储造影剂开始注入后至注射后 3 min 的连续动态图。血管

内超声图像由两名操作者独立观察。
1.4 血脂水平检测

于高脂饲料喂养 20 周后采血，每次采血前禁食 12 h ,经耳

缘静脉抽血 3 mL , 常温下静置 20～30 分钟后 3000 rpm 离心

10 min，提取血清 -80℃保存，统一送检。采用半自动生化分析

仪检测总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白（HDL）、
低密度脂蛋白（LDL）。
1.5 病理学检查

于高脂饲料喂养或腹主动脉球囊损伤 20 周处死实验动

物，取腹主动脉全长，生理盐水冲洗后观察斑块破裂、血栓形成

情况。分别截取实验组动脉斑块形成段和对照组腹主动脉下段

1cm，4%多聚甲醛固定 24 小时后，常规行石蜡包埋、连续切

片、苏木素 - 伊红（HE）染色,光镜观察腹主动脉管壁病理学改

变。每组各选 10 张片子进行图像分析，测量斑块面积占内膜面

积的百分比。
1.6 统计学处理

实验数据均以 x±s 表示，采用 SPSS 18.0 统计软件包进行

统计学分析。各组间的比较经方差齐性检验后采用 t 检验，

P<0.05 表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况

球囊损伤联合高脂饲养组（D 组）因腹泻死亡 2 只，肠梗阻

死亡 2 只，麻醉意外死亡 1 只，单纯球囊损伤组（C 组）因腹泻

死亡 2 只，高脂饲养组（B 组）因肺部感染死亡 1 只，正常对照

组（A 组）因腹泻死亡 1 只，余 51 只兔完成实验。
2.2 血脂水平

与正常对照组（A 组）相比，20 周后高脂饲养组（B 组）和高

脂饲养联合球囊损伤组（D 组）在 TC、TG 及 LDL 有显著增高

（P<0.05），而 HDL 并无明显变化。单纯球囊损伤组（C 组）与正

常对照组（A 组）之间血脂水平并无较大差异（P>0.05）（表 1），

说明单纯球囊损伤对血清中的 TC、TG、HDL 及 LDL 均无较大

影响。

注：* 为 P<0.05，与对照组比较。
Note: * P<0.05，vs. Control.

表 1 各实验组间血脂水平的比较（x±s）
Table 1 Comparison of levels of TC, TG, HDL and LDL in all groups

分组 Groups TC（mmol/L） TG（mmol/L） HDL（mmol/L） LDL（mmol/L）

A 组 (n=14) 0.95±0.17 0.57±0.48 0.52±0.19 0.23±0.10

B 组 (n=14) 27.96±5.31 * 0.55±0.34 * 0.86±0.54 19.46±3.79 *

C 组 (n=13) 0.95±0.17 0.57±0.48 0.52±0.19 0.23±0.10

D 组 (n=10) 29.53±6.08 * 0.62±0.45 * 1.10±0.81 20.67±3.96 *

2.3 超声结果

二维超声检测结果显示，高脂喂养前实验动物腹主动脉内

膜光滑，结构呈清晰。8 周时 A 组、B 组未见斑块形成，C 组及

D 组兔腹主动脉内膜不光滑，可见血管内膜连续性中断，伴有

微小斑块形成，呈低回声。16 周时，D 组 10 只兔中 8 只腹主动

脉存在斑块形成。C 组 13 只兔子中 10 只形成斑块，形成斑块

多为低回声，且斑块面积较小。超声造影结果显示：A 组、B 组

未见新生血管形成，C 组中 5 个斑块及 D 组 16 个斑块内可见

细小条索样造影剂穿过，为斑块内新生血管(图 1)。20 周进行超

声二维及造影检测，D 组斑块生成情况高于 C 组，且 D 组斑块

内新生血管明显多于 C 组（表 2）。

图 1 各组实验兔腹主动脉斑块超声造影显示斑块内新生血管

A 为正常对照组，B 为高脂饲养组，C 为单纯球囊损伤组，D 为球囊损伤联合高脂饲养组

箭头所示为斑块内新生血管

Fig.1 Representative images of contrast enhanced ultrasound assay for the neovascularization of abdominal aorta atherosclerotic plaques in all groups
A: Control group, B: High fat diet (HFD) group, C: Balloon injured group, D: HFD+ Balloon injured group (array: neovascularization in abdominal aorta

atherosclerotic plaques)
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图 2 各组实验兔腹主动脉斑块 HE 染色

A 为正常对照组，B 为高脂饲养组，C 为单纯球囊损伤组，D 为球囊损伤联合高脂饲养组（标尺：500μm）

Fig.2 Hematoxylin - Eosin (HE) stain for the pathologic characters of abdominal aorta atherosclerotic plaques in all groups

A: Control group, B: High fat diet (HFD) group, C: Balloon injured group, D: HFD+ Balloon injured group (scale bar: 500μm)

2.4 病理学结果

20 周后处死动物，取腹主动脉进行 HE 染色，光镜观察:A
组主动脉结构完整，内膜光滑，内皮细胞形态正常,中层平滑肌

细胞排列整齐, 无明显脂质沉积。B 组腹主动脉内膜增厚,内皮

细胞部分脱落、不完整，局部可见有斑块形成,斑块表面有纤维

组织覆盖。C 组腹主动脉内膜断裂明显，内皮细胞完全脱落，内

膜下炎症细胞脂质泡沫细胞浸润、平滑肌细胞增殖明显，排列

紊乱，形成典型的 " 纤维帽 "，部分斑块中有新生血管。D 组多

数腹主动脉内三层结构破坏严重，可见粥样斑块形成，内含大

量泡沫细胞以及炎性细胞浸润，并可见新生血管形成。多数斑

块纤维帽明显变薄，连续性中断甚至破裂及血栓形成。

表 2 各实验组间斑块及新生血管形成情况

Table 2 Atherosclerotic plaques and neovascularization in all groups

分组 Groups
存在斑块动物数

Cases with plaque
斑块数量

Number of plaques
低回声斑块

Low echo plaques
新生血管斑块

New blood vessels plaque

A Group (n=14) 0 0 0 0

B Group (n=14) 5 8 3 3

C Group (n=13) 10 17 10 5

D Group (n=10) 8 25 17 16

3 讨论

动脉粥样硬化发病率呈逐渐上升趋势，是影响人类健康的

主要疾病之一。AS 的产生是血管内皮损伤、脂质沉积、斑块破

裂进而导致血栓形成等多种因素相互作用的病理过程。不稳定

斑块（unstable plaque）指易于发生血栓,以及可能快速进展从而

成为罪恶斑块的那些粥样病变，是导致冠心病患者急性死亡的

主要原因。多具有脂质中心大、纤维帽薄、平滑肌细胞和胶原含

量少、炎性细胞量大等特点。目前关于不稳定斑块的判断尚无

统一标准：一般将脂质核心大于斑块体积的 40%、炎细胞丰富

而平滑肌细胞较少、纤维帽较薄的斑块定义为不稳定斑块[3,4]。
通过观察其形态结构的差别可以明确判断斑块的稳定性。本研

究即采用此种病理方法对兔腹主动脉不稳定斑块进行判断。
新生血管是指在原有的毛细血管基础上，微血管内皮细胞

经过生芽、迁移、增殖与基质重塑等过程以芽生或非芽生的形

式而产生的新血管。斑块内血管新生不仅是动脉粥样硬化疾病

普遍存在的特征，而且在粥样硬化病变的发生发展中起着关键

性作用。Barger 等人已证实斑块内新生血管的存在[5]。moulton
首次采用血管生成抑制剂 TNP470 和 Endostatin 治疗，明显减

少 ApoE-/- 小鼠的斑块面积，从治疗的角度证实了新生血管生

成是动脉粥样硬化的发生发展的关键因素[6]。与此同时，Celletti
等进一步证实了血管新生是不稳定斑块形成、破裂的关键环

节[7]。因此应用影像学技术评估斑块内新生血管, 对于辨识斑块

稳定性, 监测临床治疗疗效, 减少冠心病患者死亡率至关重要。
可用于临床的理想影像技术应符合以下条件：无创, 可重复性

较高,适用于各部位, 时间、空间分辨率高。目前常规影像检查

手段主要包括 MRI, CT, PET, 超声等，虽然这些技术各有优点，

但仍没有一种理想的检查方法可以实现不稳定斑块内新生血

管的成像，因此，开发针对不稳定斑块内部新生血管的影像学

技术是冠心病防治的关键。
超声是临床常用的影像学手段，具有无创、空间及时间分

辨力较高的优点, 可应用于各部位动脉粥样硬化的检查。但常

规超声对不稳定斑块判断的敏感性及特异性均较差，而且不能

直接探测斑块内的新生血管[8,9]。超声造影目前已广泛用于临床

及实验研究, 其使用的超声造影剂直径约 2~5 μm, 可达到组织

内毛细血管网, 从而使超声微循环灌注成像成为可能[2,10]。我们

通过超声造影检查发现：在兔腹主动脉粥样斑块内，新生血管

多集中于斑块溃疡、脂肪核心区域，而在钙化等相对稳定区域

内则无明显增强，这些结果与 Piao M 的研究结果一致[11]。同

时，我们通过 HE 染色方法，观察不同处理组兔腹主动脉的病

理变化，发现单纯高脂饲养以及球囊拉伤均能够产生粥样硬化

斑块，但是多为稳定性斑块，而高脂饲养联合球囊拉伤处理后，

动脉斑块明显增加，且稳定性较差，该结果与超声造影结果一

致，初步说明超声造影检查可以通过对新生血管的观察，从而
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间接判断斑块稳定性。
本研究尚存在一定的局限性，如样本量偏小，超声造影剂

衰减导致的新生血管显示受限，腹主动脉球囊损伤内膜情况存

在偏差等问题有待进一步解决。
综上所述，本实验通过高脂喂养联合球囊损伤成功构建兔

腹主动脉不稳定斑块模型，采用超声造影方法直观显示斑块内

新生血管的存在及分布情况，从而判断斑块稳定性，为临床采

用无创超声造影技术判断斑块稳定性奠定了理论基础。
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