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大黄素缓解球囊损伤致大鼠颈动脉狭窄及其机制
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　　［摘要］　目的　观察大黄素对颈动脉狭窄的影响，并对狭窄变化的分子机制进行初步探讨。
方法　选取７２只ＳＤ大鼠（２００ｇ）采用随机数字表法分为３组：假手术组（ｎ＝２４）、损伤组（ｎ＝２４）、大
黄素＋损伤组（ｎ＝２４）。损伤组及大黄素 ＋损伤组利用球囊建立颈动脉狭窄模型；假手术组除无球囊
抽拉损伤外其余处理与其他两组一致。术后大黄素＋损伤组灌胃大黄素（７０ｍｇ／ｋｇ）；其余两组灌胃等
体积溶剂（生理盐水含二甲亚砜）。于第１４天取下３组颈总动脉行 ＨＥ染色；另取第１４天３组颈总动
脉行二氧乙啶（ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ）测量活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）含量，免疫组化染色检
测平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、Ｋｉ６７及ｃｍｙｃ表达变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组胞浆
ＭＥＫ１／２、ｐＭＥＫ１／２、ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２及核内ｃｍｙｃ含量变化。结果　ＨＥ染色显示颈动脉狭窄模型
建立成功，１４ｄ新生内膜增殖速度为３个时间点最快（Ｐ＜０．０１）。新生内膜成分主要为平滑肌细胞
（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）。与假手术组比较，损伤组ＲＯＳ表达量急剧升高（Ｐ＜０．０１），大黄
素＋损伤组显著下调ＲＯＳ水平（Ｐ＜０．０１）。与损伤组比较，大黄素＋损伤组显著下调增殖蛋白Ｋｉ６７表
达（Ｐ＜０．０１），抑制新生内膜中ＶＳＭＣｓ的增殖（Ｐ＜０．０１），降低ＭＡＰＫＥＲＫ通路活化（Ｐ＜０．０１），减少
核内ｃｍｙｃ活化（Ｐ＜０．０１）。结论　大黄素能够缓解大鼠颈动脉狭窄，其机制可能是大黄素下调ＲＯＳ／
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ／ｃｍｙｃ通路活化，降低增殖蛋白Ｋｉ６７表达，从而抑制新生内膜中ＶＳＭＣｓ的过度增殖。
　　［关键词］　 大黄素；活性氧；丝裂原活化蛋白激酶／细胞外调节激酶；大鼠颈动脉狭窄
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　　经皮穿刺腔内冠状动脉成形术（ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｔｒａｎｓｌｕｍｉｎａｌｃｏｒｏｎａｒｙａｎｇｉｏｐｌａｓｔｙ，ＰＴＣＡ）术后导致的血
管再狭窄是限制冠心病介入术远期疗效的重大难题，

即使应用药物涂抹支架，再狭窄发生率仍有 １０％ ～
２０％，大量实验表明平滑肌细胞的过度增殖是再狭窄
发生的重要机制［１］。由此，如何有效抑制平滑肌细胞

的过度增殖成为当下研究的热点。

　　大黄素（ｅｍｏｄｉｎ）作为蒽醌类衍生物因其抗肿瘤、
抗病毒、抗炎等作用受到广泛重视［２－３］，体外实验证明

大黄素能够抑制平滑肌细胞的迁移和增殖［４－５］。有学

者利用大黄素涂抹支架成功缓解了再狭窄的发生，但

具体机制还不清楚［６］。以往的研究表明活性氧／丝裂
原活化蛋白激酶／细胞外调节激酶（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ／ｍｏｔｉｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ／ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒｒｅｇ
ｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＲＯＳ／ＭＡＰＫ／ＥＲＫ）通路能够调节
平滑肌细胞的迁移和增殖，且在大鼠颈动脉狭窄模型

中高表达［７－８］，但大黄素是否能通过干预 ＲＯＳ／
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路抑制颈动脉狭窄发生并不清楚。本
研究通过建立大鼠颈动脉狭窄模型，观察大黄素干预

下颈动脉狭窄的变化。并检测大黄素干预狭窄过程中

是否能够调节 ＲＯＳ／ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路的活化，以及核
内因子ｃｍｙｃ及增殖蛋白Ｋｉ６７表达量变化，探讨大黄
素缓解大鼠颈动脉狭窄的分子机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物及分组　　７２只ＳＤ大鼠，体质量为
（２００±２０）ｇ，购自成都达硕生物科技有限公司，实验
动物许可证号：ＳＣＸＫ（川）２００８２４；雌雄不拘。应用随
机数字表法分为假手术组（ｎ＝２４）、损伤组（ｎ＝２４）及
大黄素＋损伤组（ｎ＝２４）。按实验动物使用的３Ｒ原
则给予人道的关怀。

１．１．２　实验材料及设备　　球囊（２．０ｍｍ×１２ｍｍ，
Ｂａｘｔｅｒ，ＵＳＡ）；１、５及 １０ｍＬ一次性使用无菌注射器
（３６ｍｍ×０．８ｍｍ，山东威高）；显微手术器械（弯镊、
直镊、剪刀，镇江新天）。

１．２　主要试剂
　　大黄素 （Ｓｉｇｍａ，Ｅ７８８１，ＵＳＡ），ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ，
Ｄ２６５０，ＵＳＡ），ＭＥＫ１／２（Ａｂｃａｍ，ａｂ２１７／２２１，ＵＫ）、ｐ
ＭＥＫ１／２（Ｇｅｎｅｔｅｘ，ＧＴＸ５０８６０，ＵＳＡ）、ＥＲＫ１／２（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ，１１２５７１ＡＰ，ＵＳＡ），ｐＥＲＫ１／２（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣＳＴ４６９５Ｐ，ＵＳＡ）。
１．３　大鼠颈动脉狭窄模型建立
　　参照Ｈｕａ等［９］大鼠颈动脉狭窄模型制作方法，钝

性分离暴露左侧颈总动脉，颈外动脉远心端结扎，颈内

动脉远心端打活结，动脉夹夹闭颈总动脉近心端。颈

外动脉结扎处与颈内、颈外动脉分叉处中间切口，深度

为血管横截面１／３到１／２。损伤组及大黄素 ＋损伤组
采用球囊（２．０ｍｍ×１２ｍｍ）从颈外动脉切口进入颈
总动脉近心端，２个大气压扩张球囊，而后缓慢拉回球
囊至切口处，来回抽拉３次，结扎切口，打开活结及动
脉夹恢复供血；假手术组暴露左侧颈总动脉、夹闭和切

口血管与损伤组完全相同，但颈外动脉切口后不作内膜

损伤处理（球囊抽拉），直接结扎切口，打开活结恢复供

血。术后大黄素＋损伤组灌胃大黄素（７０ｍｇ／ｋｇ）；其余
两组灌胃等体积溶剂（生理盐水含二甲亚砜）。

１．４　ＨＥ染色观察颈动脉形态学变化
　　选取３组大鼠术后１４ｄ术侧颈总动脉，每组６只，
生理盐水迅速冲洗血管内血液，放入１０％甲醛溶液过
夜。每只取６张石蜡切片（４μｍ）行常规 ＨＥ染色，光
学显微镜２００×（Ｌｅｉｃａ，ＤＭ３０００，德国）光镜下观察新
生内膜变化，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，Ｓｉｌｖｅｒ
Ｓｐｒｉｎｇ，ＭＤ，ＵＳＡ）测量新生内膜、中膜面积。

９４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）



１．５　免疫组化检测αＳＭＡ、Ｋｉ６７及ｃｍｙｃ水平
　　将包埋的石蜡块，每组６个，每个取６张石蜡切片
（４μｍ），常规脱蜡复水，３％ Ｈ２Ｏ２浸泡１０ｍｉｎ采用酸
修复，ＰＢＳ洗 ２次，每次 ５ｍｉｎ。５％ ＢＳＡ，３７℃封闭
１ｈ，ａｎｔｉαＳＭＡ（博士德，ＢＭ０００２，中国）１∶８００、ａｎｔｉ
ｃｍｙｃ（博士德，ＢＡ１２８４２，中国）１∶１００、Ｋｉ６７（Ａｂｃａｍ，
ａｂ１５５８０，ＵＫ）１∶１００，４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗２次，每次
５ｍｉｎ。采用 ＳＡＢＣ染色法。生物素偶联羊抗兔 ＩｇＧ
二抗１∶１０００，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ２次，每次
５ｍｉｎ。辣根过氧化物酶标记的 ＳＡＢＣ（博士德，
ＳＡ１０２０，中国），孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，每次５ｍｉｎ。
ＤＡＢ统一显色１０ｓ，苏木精复染核及中性树胶封片，
光学显微镜２００×（ＤＭ３０００，Ｌｅｉｃａ）观察血管 αＳＭＡ、
Ｋｉ６７及ｃｍｙｃ分布，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ测量２００×新生内
膜面积及αＳＭＡ阳性区域面积，计算阳性面积百分比；
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ测量２００×血管总细胞数，并测量 Ｋｉ６７
及ｃｍｙｃ阳性细胞个数，计算阳性细胞数百分比。
１．６　免疫荧光检测ＲＯＳ水平
　　选取３组大鼠术后１４ｄ术侧颈总动脉，每组６只，
生理盐水迅速冲洗血管内血液，常规冰冻切片，每只取

６张（８μｍ）ＰＢＳ洗２次，每次５ｍｉｎ。２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００
室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，每次 ５ｍｉｎ。５％ ＢＳＡ
３７℃ 封闭３０ｍｉｎ，将ＤＨＥ（碧云天，Ｓ００６３，中国）终浓
度调整为１０μｍｏｌ／Ｌ，３７℃孵育６０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗３次，
每次５ｍｉｎ。荧光显微镜（奥林巴斯，ＩＸ８１，日本）下波
长４８８ｎｍ激发，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ采图并计算阳性区域
表达比例。

１．７　Ｗｅｓｔｒｅｎｂｌｏｔ检测ＭＡＰＫＥＲＫ各因子表达水平
　　选取３组大鼠术后１４ｄ术侧颈总动脉，每组６只，
生理盐水迅速冲洗血管内血液，迅速放入液氮中保存，

采用凯基蛋白提取试剂盒提取全蛋白（凯基生物，

ＫＧＰ２１００，中国）及胞浆胞核蛋白（凯基生物，ＫＧＰ１５０，
中国），采用 ＢＣＡ法（碧云天，Ｐ０００６，中国）进行蛋白

定量。按１２％分离胶，５％浓缩胶；３５ｍＡ恒流电泳；
２００ｍＡ转膜恒流湿转；５％脱脂奶粉（磷酸蛋白用５％
ＢＳＡ）室温封闭 １２０ｍｉｎ；一抗：兔抗鼠 ＭＥＫ１／２、
ｐＭＥＫ１／２、ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２及 ｃｍｙｃ（博士德，
ＢＡ１２８４２，中国）室温孵育３０ｍｉｎ后 ４℃过夜；二抗
（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，ＳＡ００００１２，ＵＳＡ）羊抗兔１∶４０００室温孵
育１ｈ；暗室曝光，凝胶成像系统（ＵＶＰ，ＥＣ３３００，美国）
采集图像并计算各组灰度值。

１．８　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，数据用 珋ｘ±ｓ表示。组
间采用独立样本ｔ检验分析，检测水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　大黄素减轻颈动脉狭窄
　　ＨＥ染色观察到相对于损伤组［内膜／中膜（１３３±
００３），大黄素（内膜／中膜）（０．７６±０．０４）有效缓解了
颈动脉新生内膜增殖（Ｐ＜０．０１）］，３组颈动脉弹性纤
维（中膜内深红色条纹）完整。见图１。
２．２　大黄素减少狭窄新生内膜中平滑肌细胞增生
　　免疫组化染色标记αＳＭＡ（胞浆棕色区域为阳性
表达）。结果显示，损伤后新生内膜主要成分为平滑

肌细胞。在新生内膜中，与损伤组［阳性面积百分比

（２３．１４±０．８１）％比较，大黄素（阳性面积百分比）
（５３４±０．２５）％干预后显著减少了新生内膜中平滑
肌细胞的增生（Ｐ＜０．０１，图２）］。
２．３　大黄素下调新生内膜中ＲＯＳ表达
　　免疫荧光 ＤＨＥ染色标记 ＲＯＳ（红色区域为阳性
表达）。结果显示，损伤组较假手术组 ＲＯＳ显著升高
（Ｐ＜０．０１）；与损伤组［阳性面积比例：（４．３９±
０１５）］比较，大黄素［阳性面积比例：（１．７２±０．１４）显
著的下调了 ＲＯＳ表达（Ｐ＜０．０１）］，下调区域主要集
中在新生内膜（图３）。
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ＩＨ：内膜；Ｍ：中膜；Ａ：假手术组；Ｂ：损伤组；Ｃ：大黄素＋损伤组

图１　３组球囊损伤后大鼠颈动脉病理学变化　（ＨＥ×２００）
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ＩＨ：内膜；Ｍ：中膜；Ａ：假手术组；Ｂ：损伤组；Ｃ：大黄素＋损伤组
图２　免疫组化染色检测３组大鼠新生内膜中平滑肌细胞成分比例　（ＳＡＢＣ×２００）
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ＩＨ：内膜；Ｍ：中膜；Ａ：假手术组；Ｂ：损伤组；Ｃ：大黄素＋损伤组
图３　免疫荧光检测３组大鼠颈动脉ＲＯＳ表达含量　（×２００）

２．４　大黄素减少增殖蛋白Ｋｉ６７表达
　　免疫组化染色标记细胞增殖蛋白 Ｋｉ６７（胞核棕色
区域为阳性表达）。结果显示，在新生内膜中，损伤组大

量表达Ｋｉ６７［阳性细胞数百分比：（４．４８±０２０）％］，
大黄素 ＋损伤组［阳性细胞数百分比：（１．３７±
００５）％］相对于损伤组能够显著减少Ｋｉ６７表达（Ｐ＜
００１，图４）。
２．５　大黄素阻止ＭＡＰＫＥＲＫ通路活化
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测增殖通路ＭＡＰＫＥＲＫ因子变化。
结果显示，与损伤组比较，大黄素降低了 ｐＭＥＫ１／２、

ｐＥＲＫ１／２表达（Ｐ＜０．０５），而对 ＭＥＫ１／２及 ＥＲＫ１／２
的表达量无显著影响（图５）。
２．６　大黄素减少核内转录因子ｃｍｙｃ表达
　　免疫组化（胞核棕色区域为阳性表达）及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果一致：损伤组与假手术组相比，核内大量
ｃｍｙｃ活化（Ｐ＜０．０１）；相对于损伤组［阳性细胞数百
分比：（１６．０９±０．５３）％］，大黄素［阳性细胞数百分
比：（６．７７±０．２３）％］能够显著的减少核内 ｃｍｙｃ活
化发挥作用（Ｐ＜０．０１，图６、７）。
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↑：Ｋｉ６７阳性表达细胞区域；ＩＨ：内膜；Ｍ：中膜；Ａ：假手术组；Ｂ：损伤组；Ｃ：大黄素＋损伤组；Ｄ：半定量分析结果
图４　免疫组化检测３组大鼠颈动脉Ｋｉ６７表达含量　（ＳＡＢＣ×２００）
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!"#$%&!''!$(

)

"!

*!!+,$-&!''!$.

)

"!

!''!$.

)

"!

!'&!$.

)

"!

!''!$.

)

"!

!'&!$.

)

"!

/0123!)4!$(

)

"!

*!"5,$-&

+5,$-&

$ & )

'

)

&

$

(

#$%&

'(&

)*+6'(&

,
-

.
/

0
1

2

7

8

7

8

*!+5#$-&+5#$-&*!!+#$-&!+#$-&

"

#

１：假手术组；２：损伤组；３：大黄素＋损伤组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比
较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与大黄素＋损伤组及假手术组比较
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组大鼠颈动脉ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路

各因子变化
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１：假手术组；２：损伤组；３：大黄素 ＋损伤组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与大黄素＋损伤组及假手术组比较
图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组大鼠颈动脉中核内因子

ｃｍｙｃ含量变化〗

３　讨论

　　ＰＴＣＡ致血管内皮损伤后内膜增生的进程包括内
皮损伤、炎性细胞浸润和炎症反应、血管外膜成纤维细

胞迁移至内膜，其中平滑肌细胞由中膜迁移至内膜并

过度增殖是新生内膜形成的重要部分［１０］。因此，寻找

一种能有效抑制平滑肌细胞过度增殖的药物损伤致血

管内膜增生具有重要意义。

　　大黄素学名“１，３，８三羟基６甲基蒽醌”，分子式
为Ｃ１５Ｈ１００５。Ｇｕｏ等［１１］体外实验结果提示大黄素能

够有效地抑制ＶＳＭＣｓ的增殖和迁移，但调节的通路还
不清楚。体外实验结果显示大黄素抑制 ＶＳＭＣｓ增殖
的过程中能够显著的下调平滑肌细胞 ＲＯＳ表达［１２］，

ＲＯＳ能够通过激活 ＭＡＰＫｓ家族（ＥＲＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ、
ＪＮＫｓ）调节平滑肌细胞增殖、迁移、炎症等功能。本实
验验证了大黄素对血管的保护作用，ＨＥ及免疫组化
染色显示，相对于损伤组，大黄素能够显著的抑制新生

内膜中 ＶＳＭＣｓ的增殖，增殖蛋白 Ｋｉ６７在大黄素 ＋损
伤组中显著下调。免疫荧光结果显示，内膜损伤产生

大量的ＲＯＳ，大黄素能显著下调新生内膜中ＲＯＳ的表
达，本研究发现大黄素可能通过下调ＲＯＳ表达发挥抑
制ＶＳＭＣｓ增殖的作用。
　　ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路与细胞生长、发育、增殖、分化等
生理过程密切相关［１３］。有学者发现大黄素能够通过

ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路抑制肿瘤细胞的迁移和增殖［１４－１５］，

生长因子以磷酸化的形式激活 ＥＲＫ１／２后，形成经典
的ＲＡＳＲＡＦＭＥＫ１／２ＥＲＫ１／２信号通路，该通路在肿
瘤的发生、发展具有重要的作用［１６］。但大黄素下调

ＲＯＳ后是否通过介导阻止 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路活化，抑
制过度增殖的 ＶＳＭＣｓ并不清楚。本研究 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果显示：大黄素处理后 ＭＡＰＫＥＲＫ通路中
ＭＥＲ１／２及ＥＲＫ１／２的磷酸化被显著抑制，提示大黄
素阻止ＭＡＰＫＥＲＫ通路活化进而抑制新生内膜中
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↑：示ｃｍｙｃ阳性表达区域　Ａ：假手术组；Ｂ：损伤组；Ｃ：大黄素＋损伤组
图６　免疫组化观察３组大鼠颈动脉中核内因子ｃｍｙｃ含量变化　（ＳＡＢＣ×２００）
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ＶＳＭＣｓ的过度增殖，但ＥＲＫ１／２入核后，引起的核内增
殖相关转录因子变化还不清楚。实验利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测及免疫组化染色观察到，与损伤组比较，大黄
素能够显著阻止核内 ｃｍｙｃ的活化。ｃｍｙｃ是多个生
理、病理生理（细胞增殖、炎症发生、发展）的核内下游

分子，尤其是在氧化应激介导的细胞ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路
调节增殖具有重要的作用［１７－１８］。结果显示大黄素能

够抑制核内因子ｃｍｙｃ表达进而抑制ＶＳＭＣｓ增殖。
　　综上所述，球囊损伤致内膜增殖，成功的建立颈动
脉狭窄模型，大黄素能够显著的抑制新生内膜中

ＶＳＭＣｓ的过度增殖，从而缓解大鼠颈动脉损伤后新生
内膜的形成。其机制可能是通过下调ＲＯＳ表达，下调
增殖通路ＭＡＰＫＥＲＫ活化，减少通路下游核内转录因
子ｃｍｙｃ表达，同时降低增殖蛋白 Ｋｉ６７表达，缓解了
颈动脉狭窄的发生。本研究为扩展大黄素干预颈动脉

狭窄作用的认识提供了新的实验依据。
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