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17-AAG对大鼠颈总动脉球囊损伤后内膜增生的影响及其作用机制 *

薛 旺 1 范茂丹 2 王 波 3 江 江 1 史承勇 3△

（1解放军第 422医院心血管内科 广东湛江 524005；

2空军杭州特勤疗养中心门诊 浙江杭州 310002；3解放军第 903医院心血管内科 浙江杭州 310013)

摘要目的：研究 17-丙烯胺 -17去甲氧格尔德霉素(17-Allylamino-17-emethoxy-geldanamycin, 17-AAG)对球囊损伤后大鼠颈总动

脉内膜增生的影响及可能作用机制。方法：将清洁级雄性 SD大鼠 36只按照随机数字法分为假手术组(Sham组)12只、球囊损伤

组 (Balloon injury, BI组)12只及 17-AAG治疗组 (17-AAG组)12只。采用 2F Fogarty球囊建立大鼠颈总动脉球囊损伤组模型，

17-AAG治疗组大鼠在建模后腹腔注射 17-AGG(20 mg/kg 2d)。各组大鼠于球囊损伤 3周后取损伤段颈总动脉，通过 HE染色观

察血管内膜形态学改变并评估内膜增生情况，免疫组化染色(Immunohistochemical staining，IHS)法检测血管壁增殖细胞核抗原

(Proliferating cell nuclear antigen，PCNA) 的表达，评估血管平滑肌细胞的增殖情况。流式细胞术检测血管平滑肌细胞的凋亡情

况。结果：BI组、17-AAG组大鼠球囊损伤后颈总动脉内膜出现不同程度增生，内膜 /中膜面积比 (Intima area/Membrane area，

I/M)均较 Sham组显著升高(P<0.05)；17-AAG组的 I/M较 BI组明显下降(P<0.05)。BI组、17-AAG组颈总动脉 PCNA表达水平较

Sham组明显升高(P<0.05)，较 BI组显著降低(P<0.05)。BI组、17-AAG组大鼠血管平滑肌细胞凋亡率较 Sham组显著升高(P<
0.05)；17-AAG组大鼠血管平滑肌细胞凋亡程度较 BI组明显升高(P<0.05)。结论：17-AAG对球囊损伤后颈总动脉内膜增生存在
抑制作用，其机制可能是通过提高血管平滑肌细胞凋亡率影响其增殖程度。
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A Study on the Influence of 17-Allylamino-17-emethoxy-geldanamycin on
the Intimal Hyperplasia after Carotid Artery Balloon Injury in Rats*

To investigate the influence and possible mechanism of 17-Allylamino-17-emethoxy-geldanamycin

(17-AAG) on the intimal hyperplasia after carotid artery balloon injury in rats. Thirty-six male SD rats were divided into Sham

group (n=12), BI group (n=12) and 17-AAG group (n=12) randomly. SD rats were injured using a 2F Fogarty balloon embolectomy

catheter. 17-AAG group were disposed by intraperitoneal injecting 17-AAG at a dose of 20 mg/kg2d. After carotid artery balloon injuried

21 days, the damage area of the segment were harvested, HE staining was performed to observe the morphological changes of intima and

to evaluate the degree of intimal hyperplasia. The expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in each group were by

immunohistochemical staining to evaluate the proliferation of vascular smooth muscle cells. The degree of apoptosis of vascular smooth

muscle cells in each group were detected by flow cytometry. The results of HE staining showed that there were different degrees

of intimal hyperplasia following carotid artery injury in BI group and 17-AAG group. I/M ratio of BI group and 17-AAG group

significantly increased than that of Sham group (P<0.05). I/M ratio of 17-AAG group distinctly decreased than that of BI group (P<0.05).
The results of immunohistochemical staining showed that the expression of PCNA in carotid artery in BI group and 17-AAG group were

significantly higher than that in Sham group (P<0.05). The expression of PCNA in 17-AAG group was significantly lower than that in BI

group (P<0.05). Compared with Sham group, the apoptosis rate of vascular smooth muscle cells in BI and 17-AAG group significantly

increased (P<0.05). Compared with BI group, the apoptosis rate of vascular smooth muscle cells in 17-AAG group obviously increased

(P<0.05). The results of the present study demonstrated that 17-AAG appeared to attenuate intimal hyperplasia after carotid

artery balloon injury in rats. The possible mechanism of inhibition of neointimal formation may be enhance the apoptosis rate of vascular

smooth muscle cells.
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前言

冠状动脉再狭窄(restenosis，RS)是 PCI 术后的重要并发

症[1，2]，可以诱发恶性心血管事件，影响患者临床预后及远期疗

效。研究显示[3-5]血管平滑肌细胞的异常增殖、迁移是 RS发生

的中心环节，其增殖与凋亡的平衡失调决定 RS的发生与发展。

17- 烯丙胺 -17- 脱甲氧基格尔德霉素 (17-ally lamino-

17-emethoxy- geldanamycin，17-AAG)作为一种新型抗肿瘤药，

是热休克蛋白 90(Hsp90)的抑制剂，可以通过提高肿瘤细胞的

凋亡及抑制肿瘤细胞增殖发挥抗肿瘤的作用。我们前期的研

究发现[6]17-AAG对血管平滑肌细胞的增殖具有抑制作用，且

抑制作用呈浓度依赖性，而 17-AAG对血管平滑肌细胞凋亡的

影响尚不明确。因此，本研究建立了颈总动脉球囊损伤及球囊

损伤后 17-AAG治疗模型，通过观察受损后颈总动脉管腔形态

评估内膜增生情况，检测受损血管中 PCNA表达水平及平血管

滑肌细胞凋亡率，以评估血管平滑肌细胞的增殖及凋亡情况，

旨在探索 17-AAG抑制血管内膜增生的作用机制，为 17-AAG

治疗 PCI术后血管再狭窄提供更多的参考依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 清洁级雄性 SD大鼠 36 只，体质量(220 ±

10)g，由海军军医大学实验动物中心提供。标准饲料规律喂饲，

自由饮水，动物房中维持室温在(25 ± 2)℃，相对湿度(40% ±

2)%，每日 8:00-22:00定时光照，昼夜规律。

1.1.2 实验试剂及仪器 17-AAG(美国 LC Laboratories提供)、

PCNA抗体(购于上海谷歌生物有限公司)、抗兔 /鼠通用型免

疫组化试剂盒、BSA(购于瑞士 Roche公司)、胰酶(北京索莱宝

科技有限公司)、2F Fogarty冠状动脉扩张球囊 (美国 Edwards

Lifescience公司)、Runthrough NS(日本尔茂株式会社)、光学倒

置显微镜(TMS1050型，日本 OLYMPUS公司)、Eppendorf cen-

trifuge 5415D型高速离心机(德国 Eppendorf公司)、流式细胞计

数仪(美国 Becton-Dickinson公司)、MDF-392超低温冰箱(日本

三洋公司)等。

1.2 动物模型的建立与分组

将大鼠固定于动物手术台中央，麻醉满意后，消毒颈部皮

肤。作颈正中切口暴露气管，钝性分离右侧颈总动脉，找到颈总

动脉分叉处分离颈内、外动脉。在距颈总动脉分叉处 0.5 cm微

型血管夹夹闭颈内动脉，阻断血流。2F Fogarty冠状动脉扩张球

囊逆行插入颈总动脉，深度约 2.5 cm左右，以 4.0 atm压力扩

张球囊并旋转球囊 120° ，重复 3次，使颈总动脉内膜剥脱。结

扎颈外动脉近心端，松开颈内动脉血管夹后逐层缝合切口皮

肤。术后消毒，青霉素 G 20万 U/d抗感染，共 3天。Sham组大

鼠仅分离颈总动脉，不进行球囊损伤；17-AAG组大鼠在进行

球囊损伤后腹腔注射 17-AGG 20 mg/kg 2d，共计注射 10次。

1.3 HE染色观察血管形态及内膜增生情况

10%水合氯醛溶液腹腔注射麻醉大鼠，取各组大鼠颈总动

脉损伤段血管，常规 4%多聚甲醛固定包埋。脱蜡后行 HE染

色，染色满意后脱水树胶封片。测量内膜厚度(IA)、中膜厚度

(MA)、IA/MA，评估颈总动脉损伤段内膜增生情况。

1.4 免疫组织化学染色法检测 PCNA的表达

10%水合氯醛溶液腹腔注射麻醉大鼠后，取各组大鼠颈总

动脉损伤段血管，4%多聚甲醛固定 24h后常规石蜡切片、脱蜡

水化，链霉亲和素 -生物素 -过氧化物酶免疫组织化学方法

(SABC)检测 PCNA蛋白，光镜下观察 PCNA蛋白阳性的血管

平滑肌细胞，利用 Image pro-plus分析软件检测分析平均积分

光密度(Integrated optical density, IOD)。

1.5 流式细胞术检测血管平滑肌细胞的凋亡率

分离颈总动脉受损段，按文献[7]的方法培养并鉴定血管平

滑肌细胞。将各组血管平滑肌细胞分别接种于 96孔板内(1×

104个 /孔)，培养 1天。各组颈总动脉受损段平滑肌细胞在流式

细胞术检测前均取样经 琢-肌动蛋白免疫荧光染色后，发现存
在超过 95%的血管平滑肌细胞呈阳性表达，确认其分化状态未

改变，可用于体外研究。胰酶充分消化各组平滑肌细胞后加入

培养液终止消化反应，以 1000 r/min 在 Eppendorf centrifuge

5415D型高速离心机中离心 5 min，弃上清后将细胞沉淀经流

式细胞仪检测血管平滑肌细胞凋亡率。

1.6 统计学分析

数据使用 SPSS17.0软件进行统计学分析，计量资料以均

数± 标准差(Mean± SD)表示，两样本均数比较采用 t检验，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 17-AAG对大鼠颈总动脉球囊损伤后血管形态及内膜增生

的影响

2.1.1 血管形态变化 Sham组大鼠颈总动脉结构完整，管壁

厚度均一，管腔正常，内皮细胞菲薄，排列规律整齐，内、外弹力

板完整，内膜下血管平滑肌细胞呈梭形，无异常增殖，内膜中无

平滑肌细胞迁移；BI组、17-AAG组大鼠颈总动脉血管腔形态

不规则，面积缩小，可见内膜有不同程度增生，内弹力板破坏断

裂，平滑肌细胞排列紊乱，增殖并迁移进入内膜，并且 BI组较

17-AAG组更为严重。具体见图 1。

2.1.2 内膜增生情况 BI组、17-AAG组的 I/M较 Sham组升

高(P<0.05)；17-AAG组的 I/M较 BI组下降(P<0.05)。以上结果
表明在球囊损伤后颈总动脉出现不同程度的内膜增生，而

17-AAG能够抑制损伤后的内膜增生，见表 1。

2.2 17-AAG对大鼠颈总动脉球囊损伤后 PCNA表达的影响

Sham组 PCNA的表达较低，排列稀疏，PCNA的 IOD为

90.32± 1.28；球囊损伤后，BI组中 PCNA表达量明显升高，排

列紊乱，分布致密，主要集中在血管内膜，PCNA的 IOD为

128.53± 8.75；17-AAG 组 PCNA 的 IOD 为 106.49± 6.33。BI

组、17-AAG 组 PCNA 表达水平较 Sham 组升高 (P<0.05)，

17-AAG; Intimal hyperplasia; Balloon injury; Vascular smooth muscle cell; Apoptosis
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图 2各组颈总动脉 PCNA表达水平(× 400)

Fig.2 Expression of PCNA in the carotid artery of each group(× 400)

注：*P<0.05，与 Sham组比较；△ P<0.05，与 BI组比较。

Note: *P<0.05, compared with Sham group, △ P<0.05, compared with BI group.

Groups IA (滋m) MA (滋m) IA/MA

Sham group 3.6± 1.1 82.7± 4.3 0.06± 0.007

BI group 89.1± 17.3* 98.6± 5.3 0.92± 0.53*

17-AAG group 38.2± 7.6*△ 90.2± 6.3 0.41± 0.082*△

表 1各组颈动脉在球囊损伤术后 21天的形态学变化

Table 1 Morphological changes of carotid artery of each group at 21 days after balloon injury

注：*P<0.05，与 Sham组比较；△ P<0.05，与 BI组比较。

Note: *P<0.05, compared with Sham group, △ P<0.05, compared with BI group.

17-AAG组 PCNA表达水平较 BI组降低(P<0.05)，见图 2。

图 1颈总动脉 HE染色(× 200)

A. Sham组 B. BI组 C. 17-AAG组

Fig.1 HE staining of carotid artery(× 200)

A. Sham Group B. BI Group C. 17-AAG Group

Note: A.Sham Group B.BI Goup C.17-AAG Group.
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图 3各组血管平滑肌细胞的凋亡率

Fig.3 Apoptotic rate of VSMC in each group

注：*P<0.05，与 Sham组比较；△ P<0.05，与 BI组比较。

Note: *P<0.05, compared with Sham group, △ P<0.05, compared with BI group.

2.3 17-AAG对大鼠颈总动脉球囊损伤后血管平滑肌细胞凋亡

率的影响

Sham组、BI组、17-AAG组血管平滑肌细胞凋亡率分别为

(6.83± 1.76)%、(13.37± 2.76)%、(21.92± 3.71)%。BI组、17-AAG

组大鼠血管平滑肌细胞凋亡率较 Sham 组升高 (P<0.05)；

17-AAG组大鼠血管平滑肌细胞凋亡率较 BI组明显升高 (P<
0.05)。以上结果提示球囊损伤后颈总动脉血管平滑肌细胞出现
不同程度凋亡；17-AAG可促进球囊损伤后大鼠血管平滑肌细

胞的凋亡，见图 3。

Note: A.Sham Group B.BI Goup C.17-AAG Group.

3 讨论

经皮冠状动脉介入治疗术 ( percutaneous coronary

interven tion，PCI)发展至今，在操作技术上经历了选择性冠状

动脉造影术、经皮球囊导管冠状动脉腔内成形术的更替，在植

入物的选择上经历了裸金属支架到药物洗脱支架的变迁，显著

缩短了狭窄血管的再灌注时间，挽救濒死心肌细胞，改善了患

者的预后[8-11]。但手术操作中不可避免的损伤血管内皮细胞，术

后血管内膜增生造成的支架内再狭窄一直是影响 PCI术后并

发症和死亡率的重要问题。尽管涂层药物不断更新，仍有

5-10%的患者在 PCI术后出现 RS[12-16]。研究显示[17-20]冠状动脉内

皮损伤诱发的血管平滑肌细胞异常增殖和向内膜定向迁移引

起的内膜增生是导致 RS发生的主要病理机制。还有研究显

示[21-23]促进血管平滑肌细胞凋亡可以减轻由血管平滑肌介导的

内膜增生。

17-AAG 是第一代格尔德霉素衍生物，是苯醌安莎类

Hsp90抑制剂[24-27]，可以与 Hsp90 N端的 ATP/ADP位点特异性

结合，使 ATP酶失活，抑制 Hsp90多分子伴侣复合体形成，进

而抑制下游 RAS、RAF、MEK、ERK等多条与肿瘤生物学行为

相关的信号传导通路，通过不同作用机制影响肿瘤细胞信号通

路网络，抑制肿瘤细胞增殖、转移，增加肿瘤细胞凋亡[28-30]。

17-AAG是脂溶性分子，不易入血影响远处组织，其固有的生

物学特点决定其可能成为良好的支架涂层药物。目前，将

17-AAG作为支架涂层药物用于抑制血管内膜增生的研究较

少。我们前期的研究发现 17-AAG对血管平滑肌细胞的增殖具

有抑制作用，且抑制作用呈浓度依赖性。但 17-AAG是否能够

通过提高血管平滑肌细胞凋亡率实现抑制血管平滑肌细胞增

殖的作用尚未可知。本研究结果显示大鼠颈总动脉在球囊损伤

21天后血管腔形态不规则，面积缩小，平滑肌细胞增殖并迁移

进入内膜，可见内膜有不同程度增生；而 17-AAG能够减轻平

滑肌细胞增殖、迁移引起的内膜增生。通过免疫组织化学染色

法检测 PCNA表达水平，我们发现在球囊损伤内皮细胞后，平

滑肌细胞异常增殖并向内膜迁移，而 17-AAG能够抑制球囊损

伤后的血管平滑肌细胞增殖、迁移，减轻血管内膜增生。此外，

应用 17-AAG 21天可促进大鼠血管平滑肌细胞凋亡，以晚期

凋亡的细胞增多为主，且这种变化趋势与血管平滑肌的增殖程

度成反比，提示 17-AAG通过调控血管平滑肌细胞的增殖与凋

亡之间的平衡减轻球囊损伤后血管内膜增生。
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综上所述，17-AAG 可能通过提高血管平滑肌细胞凋亡

率，减轻颈总动脉球囊损伤后的平滑肌细胞增殖、迁移，抑制内

膜增生。因此，17-AAG作为药物洗脱支架备选抗血管平滑肌

增殖药物，可能成为预防 PCI术后支架内再狭窄的新手段。但

17-AAG提高血管平滑肌细胞凋亡率的详细机制海有待进一

步研究证实。
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