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摘要：目的 通过声学造影评价聚氧化乙烯（PEO）改善大鼠慢性缺血后肢的血液灌注的效果。方法 12只Wistar大鼠通过结扎

一侧股动脉建立慢性后肢缺血模型，然后将大鼠随机分为实验组及对照组（n=6），隔天分别经颈内静脉输注PEO和生理盐水，共

治疗2周。在不同的时间点行声学造影检查测定大鼠缺血后肢骨骼肌的血流量并在第28天测量血流储备量。结果 从第7天

开始PEO组大鼠缺血后肢骨骼肌的血流量高于对照组（P<0.05），第28天时PEO组缺血后肢骨骼肌血流储备量及血管容积均显

著高于对照组（P<0.05）。结论 PEO显著提高了慢性后肢缺血模型大鼠骨骼肌的血流储备量和血流量，增加慢性缺血后肢骨骼

肌的血管容积，提示PEO可能通过增加血流剪切力促进血管新生及动脉形成过程，从而改善缺血后肢的血液灌注。

关键词：聚氧化乙烯；动脉形成；血管新生；声学造影

Abstract: Objective To evaluate the effects of polyethylene oxide (PEO) on blood perfusion in hind limb skeletal muscles in a
rat model of chronic hind limb ischemia. Methods Twelve rat models of chronic hind limb ischemia established by unilateral
femoral artery ligation were randomized into PEO and control groups (n=6) and treated with intravenous infusion of PEO and
saline through the internal jugular vein every other day for 2 weeks. Contrast-enhanced ultrasonography was performed after
the treatments to evaluate the blood flow in the skeletal muscles at different time points and blood flow reserve in the ischemic
hind limbs on day 28. Results Starting from 7 days after femoral artery ligation, blood flow in the ischemic hind limb skeletal
muscles was significantly higher in PEO group than in the control group (P<0.05). On day 28, blood flow reserve in the
ischemic hind limb was significantly higher (P=0.012), and blood volume was significantly increased in PEO group as
compared that in the control group (P=0.024). Conclusions PEO can increase blood flow, blood flow reserve and vascular
volume in the hind limb skeletal muscles in rats with chronic hind limb ischemia, suggesting that PEO can promote
angiogenesis and arterial formation by increasing blood flow shear stress to improve blood supply of ischemic hind limbs.
Keywords: polyethylene oxide; arteriogenesis; angiogenesis; contrast-enhanced ultrasonography

基础研究

周围动脉疾病（PAD）是一类常见的临床综合征，包

括主动脉和肢体供血动脉的狭窄和阻塞性疾病。动脉

硬化，炎症，遗传，创伤等因素导致大血管发生狭窄甚至

闭塞后，其供血区骨骼肌发生缺血性损伤导致微循环障

碍，引起间歇性跛行、静息性疼痛及肢体坏疽等临床表

现。目前临床主要的治疗手段为早期处理高危因素、外

科手术、溶栓、介入取栓和支架置入等。虽然上述治疗

措施可以起到疏通大血管的作用，但对于因血管闭塞而

造成的微循环损伤却效果欠佳。

减阻剂（DRPs）是一类具有减少流体阻力的线性高

分子化合物，而聚氧化乙烯（PEO）是属于DRP的一种高

分子物质［1］。已有的研究表明PEO能有效恢复大鼠急

性缺血后肢骨骼肌的血流灌注［2］，并将微动脉血管壁的

切应力提高30%［3］。那么，能否通过提高缺血性损伤区

域的血流剪切力来促进小动脉形成，从而促进该缺血区

域的微循环恢复呢？本实验拟通过超声造影方法测定

微循环血流量，观察PEO对慢性缺血骨骼肌微循环灌

注的影响，并探讨减阻剂通过提高血流剪切力促进缺血

组织动脉生长的可能性。

1 材料和方法

1.1 实验动物

选取雄性 SPF级Wistar大鼠 12只，体质量 220~

250 g，由南方医科大学实验动物中心提供，实验动物质

量合格证号：0073596。
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1.2 减阻剂的制备与提纯

用生理盐水将PEO配制成终浓度为0.1%的溶液，

随后放入透析袋（分子截留量为5000）中透析24 h，并使

用过滤器（孔径0.2 μm）进行过滤除菌。通过凝胶渗透

色谱法测定PEO的相对分子质量（4.99×106）。最后用

生理盐水进行稀释（终浓度为50 ppm），并放置于4 ℃冰

箱中备用［4］。

1.3 大鼠静脉输液通道的建立

腹腔注射3%戊巴比妥钠（50 mg/kg体质量）麻醉大

鼠，固定于操作台，备皮备毛、消毒。采用无菌操作，首

先在大鼠背部做一切口（长约8 mm），随后在其左侧颈

部做一切口（长约1 cm），分离颈静脉。在颈静脉内做一

“V”形切口，插入PE50管，并用肝素生理盐水（10 U/mL）

冲管，用细钢丝（长约1 cm）封闭留置管。皮下固定导管

后，将导管引导至背部切口并固定，背部皮肤外保留导

管长度约1 cm后，常规缝合伤口，消毒，解除固定。术

后大鼠分笼饲养，并予肝素生理盐水（10 U/mL，总计

0.1 mL/d）冲管及光照保暖（图1）。

图1 大鼠给药场景图
Fig.1 Administration of PEO and saline in the rats.

1.4 建立大鼠慢性后肢缺血模型

建立大鼠输液通道后第3天，腹腔注射3%戊巴比

妥钠（50 mg/kg）麻醉大鼠，固定于操作台，备皮、消毒。

采用无菌操作在大鼠右侧后肢腹股沟韧带下缘做一纵

行切口（长约1 cm），分离右股动脉及其分支后，将其结

扎并切断，同时应避免损伤周围静脉及神经［5］，左侧后肢

不做处理。

1.5 给药方法

将上述模型大鼠随机分为两组，于第1、3、5、7、9、

11、13天自由活动状态下通过静脉输液通道进行给药。

治疗组输注PEO（以大鼠体质量的6%计算血容量，使血

中PEO终浓度达到2 μg/mL［6］，输注时间共计30 min）；

对照组以相同速度和时间输注生理盐水。治疗结束后

予肝素生理盐水（10 U/mL，总计0.1 mL/d）冲管及光照

保暖。

1.6 评估骨骼肌血流灌注情况

于术前及术后第1、3、7、14、21、28天行超声造影评

价大鼠后肢的血流情况。采用实时成像技术分别进行

心腔和骨骼肌声学造影，测定心腔和后肢骨骼肌的血流

容积（代表血管的密度，A）及微泡速度（代表血流速度，

β）［7］。具体方法是：将大鼠麻醉、固定、备皮后，使用

Sequoia 512超声仪（SIEMENS，17L5探头），将17L5超

声探头定位在大鼠左心室短轴切面，二维模式下调整切

面至图像满意后，固定探头，将超声模式调整为相干脉

冲序列成像技术（CPS），设定超声频率7.0 MHz，机械指

数（MI）为0.18，动态范围为55 dB，调整图像增益（CPS

gain）至显像满意，保持参数不变，通过输液管道输液泵持

续滴注声学造影剂全氟丙烷，速度为20 μL/min，以大鼠

心电图R波触发间歇成像取的心腔造影图像，存取图像

备分析；再将超声探头定位在大鼠后肢中部（髌骨和踝

关节连线中点），二维模式选取满意切面后改用CPS模

式，参数如心腔造影，以时间触发成像（触发间期为500

ms），使用微量泵经静脉通道持续滴注全氟丙烷（速度为

200 μL/min），当造影图像提示造影剂充盈达稳态后，调

高机械指数（MI）至0.63破坏造影剂微泡后，开始存取

造影图像至造影剂再次达到稳态充盈。全部造影图像

存储于光盘，使用MCE软件脱机分析图像及数据，记录

A、β及A×β值μ。代入公式

60∗βm∗Am/( )ALV∗10
ρm

计算骨骼肌的绝对血流量，其中Am/ALV为利用心腔

造影进行标准化后的声学平台强度，即标准化后大鼠后

肢骨骼肌血管密度（标准化的A值），由于本实验中骨骼

肌的超声造影剂浓度是心腔的造影剂浓度的10倍，ρm为
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大鼠肌肉的密度（ρm=1.05 g/mL）［8］。

1.7 测定模型大鼠慢性缺血后肢的血流储备

在第28天，大鼠后肢骨骼肌在平静状态下行声学

造影后，继续持续滴注全氟丙烷（200 μL/min），使用临时

起搏器刺激大鼠后肢骨骼肌（频率为120次/min）2 min

后，重新开始声学造影并留取图像，期间超声造影的模

式及参数均保持不变。使用MCE软件脱机分析图像及

数据，记录A、β及A×β值。根据公式：

血流储备=负荷状态血流量/平静状态血流量

可以得到血流储备值。

1.8 统计学方法

采用SPSS13.0软件进行统计学分析，对于不同时

间和组别之间以及同一治疗组的不同时间之间的血流

灌注情况采用重复测量的方差分析；对于同一时间的两

组间的血流量采用两独立样本 t检验；对于负荷状态的

血流量及血流储备量采用两独立样本 t检验。P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 聚氧化乙烯对慢性缺血模型大鼠后肢骨骼肌血流

灌注的影响

利用超声造影血流灌注成像技术评估模型大鼠术

前及术后1、3、7、14、21、28 d慢性缺血后肢骨骼肌的血

流灌注情况（图2）。术前，PEO组及对照组大鼠后肢血

流定量结果无统计学差异（0.55±0.13 vs 0.54±0.11 mL·
g-1·min-1，t=0.179，P=0.862）（图3）。术后第1天，PEO组

和对照组之间的缺血后肢血流量无统计学差异分别为

0.10 ± 0.03 vs 0.09 ± 0.02 mL·g-1·min-1，各为术前的

（19.1±7.3）%和（19.1±10.7）%，t=1.003，P=0.340）。术后

第14天，PEO组血流量恢复已经显著快于对照组（P=

0.007）。术后第 28天，PEO组大鼠缺血后肢的血流

量高于对照组，结果有统计学差异（0.32±0.04 vs 0.21±

0.04 mL·g-1·min-1，P=0.001），PEO组的血流恢复到术前

的（65.3±22.0）%，而对照组仅恢复到（48.9±15.8）%。

图 2 大鼠缺血后肢不同时间点的声学造影图像
Fig.2 Contrast-enhanced ultrasound (CEU) of ischemic hindlimbs of rats at different time points.

Day 0 Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28

Control

PEO

术前，两组大鼠间的右侧后肢标化A值无统计学差

异（t=0.743，P=0.474）；术后第1天，两组的标化A值分

别为0.28±0.10及0.30±0.08（t=0.392，P=0.703）；术后第

14天，PEO组的标化A值与对照组的比较有显著性差

异（t=2.245，P=0.049<0.05），这与血流量的变化趋势是

一致的；术后第28天，PEO组血管容积较对照组明显增

加，结果有统计学差异（0.45 ± 0.11 vs 0.31 ± 0.06，t=
2.249，P=0.024<0.05）（图4）。

术前，两组大鼠间的后肢缺血的骨骼肌的β值无统

计学差异（t=0.757，P=0.467）；术后第1天，两组的β值分

别为0.06±0.03及0.07±0.03 s-1（t=0.169，P=0.869）；术后

第 28 天，PEO 组的β值与对照组比较无统计学差异

（0.13±0.03 vs 0.12±0.04 s-1，t=0.371，P=0.719>0.05），但

两组的β值与术前相比较，PEO组的β值在第7天时与术

前比较无统计学差异（P>0.05），而对照组在术后第28

天时与术前比较无统计学差异，说明PEO组模型大鼠

缺血骨骼肌血流速度的恢复仍快于对照组（图5）。

2.2 聚氧化乙烯对大鼠后肢骨骼肌血流储备的影响

术后第28天，分别观察在静息状态及刺激状态下

大鼠缺血后肢的血流量和血流储备量。在刺激状态下，

PEO组和对照组的血流量均较静息状态下明显增加

（P<0.05）；而分别在静息和刺激状态下，PEO组的血流量

也均较对照组显著提高（P<0.05），PEO组的血流储备量

也明显高于对照组（3.23±0.94 vs 1.87±0.55 mL·g-1·min-1，

t=3.054，P=0.012，表1）。

3 讨论

周围动脉疾病是一类临床常见的综合征，病变的主

要原因是动脉粥样硬化引起上肢或下肢的动脉发生狭

窄甚至闭塞。其他的发病因素还包括遗传性发育不良，

炎症以及创伤等。在大血管发生狭窄甚至闭塞后，其供

血区的骨骼肌发生缺血性损伤引起微循环障碍，从而引
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起静息性疼痛、间歇性跛行、肢体坏疽等临床表现。目

前的治疗措施主要包括戒烟、降脂、控制血糖、抗凝、抗

血小板、溶栓、经皮介入取栓、支架植入及外科手术等。

但对于严重病变导致的微循环障碍，临床上尚无有效的

治疗方法。近年有研究者通过向局部缺血组织输注血

管生长因子或重组蛋白等方式促进血管新生，从而改善

缺血组织的微循环状态［5, 9-11］，但因其不可控的促血管生

成效应可能引起较多并发症［12-13］，所以目前临床应用仍

较少。因此，如何在安全有效的前提下寻找更加合适的

治疗措施就显得尤为重要。

研究表明，如果要在不改变流体驱动压的前提下降

低流体阻力，可通过加入少量减阻剂的方式实现，这种

方式能增加流速，降低耗能［5, 14-15］。不仅如此，在急性缺

血的动物模型中，减阻剂也能显著增加缺血组织的血流

灌注［16-17］。而对于减阻剂在模拟人类周围动脉疾病的慢

性缺血模型中的研究，目前鲜有报道。本研究旨在通过

采用单侧股动脉结扎方法制作成功的大鼠后肢的慢性

图 4 大鼠缺血后肢标化A值的比较
Fig.4 Comparison of standardized A in CEU of the
ischemic hindlimbs of rats. *P<0.05 for comparison
between the two groups at the same time point.
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图 5 大鼠缺血后肢β值的比较
Fig.5 Comparison of parameter β of CEU of the ischemic
hindlimbs of rats. *P<0.05 for comparison between the two
groups at the same time point.
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*t=4.326, P=0.007 vs control group in stimulation state; **t=5.203, P=0.003 vs PEO group in stimulation state.

表1 第28天大鼠缺血后肢血流储备数据
Tab.1 Rest and stress blood perfusion of the ischemic hindlimb of rats on day 28 (mL·g-1·min-1)
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图 3 大鼠缺血后肢血流灌注的比较
Fig.3 Comparison of blood perfusion in the ischemic
hindlimb of rats. *P<0.05 for comparison between the two
groups at the same time point.
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缺血模型，以便模拟周围动脉疾病的发生，进而观察减

阻剂在慢性缺血模型中发挥的作用。

在使用对比超声技术（CEU）定量血流量的方法学

上，以往的研究都只局限在半定量的方法上，而本研究

使用全氟丙烷人血白蛋白微气泡（直径约2.0~4.0 μm）

示踪红细胞；利用心腔的超声造影来标定骨骼肌造影的

声学强度，以此减少由于超声微泡的浓度及大小的不均

一导致的测量误差，进而对骨骼肌的血流量进行“绝对”

定量［7, 18］，以此来评价PEO对于改善大鼠后肢慢性缺血

骨骼肌血流灌注的效能，并对减阻剂在其中发挥的可能

机制进行初步的探讨。

从超声造影的结果分析，将大鼠单侧股动脉进行结

扎后，结扎侧的骨骼肌血流量较术前显著减少（19.1±

8.7）%，P<0.05。提示已成功构建了大鼠后肢股动脉闭

塞性慢性缺血模型［5］。

当慢性缺血模型构建成功后，PEO是否能改善缺

血骨骼肌的微循环灌注以及通过何种方式改善呢？通

过实验结果证实可能是血管容积（即小动脉和毛细血管

的容积）的增加改善了该缺血区域的血流灌注。术后大

鼠后肢骨骼肌的血管容积减少，这是骨骼肌血流量减少

的原因之一。但随着时间的变化，PEO组的血管容积恢

复速度明显快于对照组（P<0.05）。在术后第7天，PEO

组血流量的恢复显著快于对照组（P<0.05）。PEO组标

化A值的恢复速度也快于对照组，尽管在术后第7天未

达到明显的统计学差异，但呈明显增加趋势；而在术后

第14天，PEO组的标化A值与对照组相比有统计学差

异，标化A值与血流量呈相同的增长趋势。而PEO组

和对照组的β值，尽管两者的比较尚无统计学差异，但其

随时间的变化也在逐渐增加。值得注意的是，PEO组的

血流速度在第7天时已经恢复到与术前无统计学差异

的水平，明显快于对照组，推测其原因可能是PEO促进

了大鼠缺血后肢血管侧支的新生及重建。

从血流储备量上看，PEO组的血流储备量显著高

于对照组，说明PEO组的大鼠缺血后肢在负荷状态下

可募集更多的毛细血管并开放更多的侧支循环；而对照

组缺血区域的侧支循环已开放充分、毛细血管募集和反

募集的能力已被动员，故其在负荷状态下能开放的侧支

循环非常有限，所以增加的血流量明显低于PEO组。

血管发生包括血管新生和动脉形成，血管新生和动

脉形成的始动因素分别是缺氧和血流切应力的增加［19-20］。

缺血缺氧只能引起“血管新生”，它对缺血的耐受力有

限；只有通过提高“动脉生成”的始动因素——血流切应

力，才可能建立广泛的侧支循环［17］。而小动脉生成是建

立侧支循环的重要机制之一，也称微小血管动脉化，指

原有的微小动脉通过细胞增殖和血管重塑形成具有功

能性的肌性小动脉。当血管发生狭窄甚至闭塞时，侧支

循环血管的血液流速加快，管腔切应力也相应地增加，

侧支循环血管最终形成管径较大的动脉，即侧支循环血

管的生成［21］。因而我们推测，建立广泛的侧支循环是缺

血后肢血流恢复的主要机制。

综上所述，PEO可能通过提高剪切力促进大鼠慢

性缺血后肢骨骼肌小动脉形成，建立广泛的侧支循环，

提高缺血区域的微循环血流量。PEO能显著增加缺血

组织的微循环血流灌注及血流储备，以保证静息或负荷

状态下血流供应。PEO为化学合成产品，是减阻剂研究

中常用的物质，目前其应用于医学研究中尚处于早期的

机制研究中，由于其使用的剂量浓度为纳摩尔级别，个别

文章报道较高浓度PEO可能对肾脏存在一定的损害［22］，

但是使用较低浓度剂量PEO在急性缺血模型［3, 23-24］、急

性感染性休克模型［23］和慢性缺血模型［25］的研究中，暂时

未观察到大鼠急性肾损害甚至死亡的报道，同时有研究

者已经开始使用具有减阻芦荟多糖开展初步研究并取

得一定的成果［26］，其为天然的多糖聚合物，具有减阻剂的

一般效用，而对这类药物的药代动力学及生物安全性进

一步研究，可能为临床上治疗缺血性疾病开辟新的前景。
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