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Fas 死亡结构域相关蛋白对颈动脉成形术后大鼠血管狭窄和	

平滑肌细胞增殖的影响

陈洁1，吴飞2，熊国祚1，戴先鹏1，申昕1，邓礼明1，毕国善1

(南华大学 1. 附属第二医院血管外科；2. 护理学院，湖南 衡阳 421001)

[摘　要]	 目的：探讨大鼠颈动脉成形术后，死亡域相关蛋白(death domain-associated protein，DAXX)对损伤

后血管狭窄和平滑肌细胞增殖的影响及其机制。方法：将32只SD大鼠随机分为4组：假手术组、手

术组、空转染组、转染组。所有动物暴露颈动脉，假手术组仅游离颈总动脉，手术组采用球囊扩张

损伤大鼠左颈总动脉，空转染组及转染组在此基础上局部运用脂质体转染DAXX空质粒或DAXX质

粒，于术后7，14 d分别取各组大鼠左颈总动脉行HE染色，观察并测量内膜、中膜的面积比；免疫

组织化学和PCR检测平滑肌中DAXX及氨基末端激酶( Jun N-terminal kinase，JNK)的表达。结果：术

后7，14 d手术组均出现血管管腔狭窄，管壁增厚，血管平滑肌细胞增殖明显(P<0.01)；转染组管腔

狭窄程度、平滑肌细胞数、血管内膜/中膜面积比值中较手术组明显降低(P<0.01)。手术组平滑肌

细胞中DAXX及JNK的蛋白及mRNA表达较假手术组均有所增多(P<0.01)，而转染组DAXX，JNK的

表达上调程度更为显著(P<0.01)。结论：DAXX局部高表达能有效抑制球囊扩张术后大鼠颈动脉平

滑肌细胞增殖，减轻血管狭窄，其作用机制可能与DAXX–JNK通路相关。

[关键词]	 死亡域相关蛋白；氨基末端激酶；平滑肌细胞；增殖；血管狭窄
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Abstract Objective: To investigated the effects and the mechanism of death domain-associated protein (DAXX) on 

vascular stenosis and smooth muscle cells proliferation in the balloon-injured rat carotid artery. Methods: Thirty-

two male SD rats were divided into 4 groups: a sham-surgery group, a surgery group, a blank-transfected group, 

and a transfected group. The gross artery in the sham-surgery group were free, in the surgery group the carotid 

artery were injured by using balloon, based on the above the blank-transfected group and the transfected group 
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腔内球囊扩张手术现已作为治疗外周血管疾病

的重要手段，然而术后血管腔狭窄常常无法避免，

这也成为评价疾病预后的关键难点及重点；但是血

管成形术后狭窄的发病机制存在争议，大部分学 
者[1]认为血管内皮细胞的完整性遭到破坏会导致新

生血管内膜增生、平滑肌细胞异常增殖与迁移等，

而后者在血管成形术后血管狭窄的形成中起重要

作用。Fas死亡域相关蛋白(death domain-associated 
protein，DAXX)是细胞核内的一种新型转录调控蛋

白，在细胞周期中DAXX介导的凋亡信号途径具有

促进细胞凋亡、抑制细胞生长及增殖的作用[2]。但

是DAXX能否在平滑肌细胞中表达尚不清楚，其作

用机制更是鲜有文献报道。本研究旨在通过建立大

鼠左颈总动脉球囊扩张的血管损伤模型，局部转

染DAXX质粒，探讨DAXX表达上调在减轻血管狭

窄、抑制平滑肌细胞增殖方面的作用及其机制。

1  材料与方法

1.1  动物与试剂

32只300~400 g SD雄性大鼠购自南华大学动物

实验中心；pCDNA3.1(+)DAXX质粒由南华大学附

二医院实验中心提供；lipofectamine-2000购自美国

Invirogen公司；RNA提取试剂盒购自上海生工生物

科技有限公司；R NA反转录试剂盒购自于日本东

洋纺公司；SP-0023HistostainTM-Plus试剂盒、DAB
染色试剂盒及Rabbit Anti-Tubulin-alpha购自北京博

奥森生物有限公司；SABC试剂盒购自博士德生物

工程有限公司；山羊血清购自中国Solarbio公司；

DAXX(25C12) Rabbit mAb购自美国Cell Signaling公

司，于−20 ℃液氮中保存；Anti-phospho-JNK购自

美国Millipore公司。

1.2  方法

1.2.1  pCDNA3.1(+)DAXX 质粒转染

将pCDNA3.1(+)DAXX 160 μL加入500 μL无血

清培养基稀释，加入lipofectamine-2000 20 μL，混

匀，常温孵育20 min；置入4 ℃冰箱保存。

1.2.2  大鼠颈动脉狭窄模型的建立及分组

实验大鼠完全随机分为假手术组、手术组、

空转染组、转染组，每组8只。大鼠每3 0 0  g注射

1 0 %水合氯醛1  m L腹腔麻醉，在相对无菌操作下

取颈部正中切口约5 cm，分离组织，暴露左侧颈

动 脉 。 假 手 术 组 仅 打 开 切 口 后 再 缝 合 ， 不 予 以

任 何 其 他 处 理 。 其 余 3 组 均 先 用 动 脉 夹 分 别 夹 住

颈总及颈内动脉，切开颈外动脉，然后从颈外动

脉插入1 . 5 F球囊于颈总动脉，0 . 2  m L蒸馏水充盈

球 囊 扩 张 颈 总 动 脉 3 次 ， 每 次 3 0  s ， 此 过 程 总 共 
2  m i n ， 作 为 损 伤 后 大 鼠 血 管 狭 窄 的 模 型 即 手 术

组。转染组及空转染组则是在手术组的基础上继

续往管腔损伤处注入50 μL pCDNA3.1(+)DAXX质

粒或空转染质粒。

1.2.3  HE 染色检测血管内膜增厚情况

取血管标本置于10%甲醛溶液中固定，酒精脱

水，浸蜡，包埋，切片：将切片放入二甲苯中脱

蜡，放入酒精脱水，苏木精染色后自来水冲洗，

再次脱水，伊红染色，透明，最后树胶封片，显

微镜下观察。

1.2.4  免疫组织化学 ( 链霉亲和素 – 生物素 – 过

氧化物酶复合物技术，SABC) 检测平滑肌细胞中

DAXX 及 JNK 蛋白的表达

石蜡切片于3% H2O2孵育15 min，0.125%胰酶

孵育10 min，水冲洗，加山羊血清封闭液1滴，孵

育10 min，不洗，室温孵育10 min，然后加一抗兔

抗鼠DAX X抗体或兔抗鼠JNK抗体，放入4 ℃湿盒

was transfected DAXX plasmid or DAXX blank plasmid by using topical liposome. Every rat’s carotid artery was 

exposed. We collected carotid artery segments of each groups at 7 and 14 days. HE was used to assess the degree 

of vascular stenosis. Immunohistochemistry and PCR were performed to detect the expression of DAXX and Jun 

N-terminal kinase ( JNK). Results: In the surgery group, smooth muscle cells significantly increased, vessels wall 

thickened, luminal narrow at 7 days and 14 days. While in the transfected groups luminal were relatively smoother, 

smooth muscle cells were less, the intimal/medical area ratio were lower when compared with the surgery group 

(P<0.01). The expression levels of mRNA, protein of DAXX and JNK in the surgery group were higher than 

those in the sham-surgery group and less than those in the transfected group (P<0.01). Conclusion: Topical high 

expression of DAXX may inhibit the proliferation of smooth muscle cells in mice carotid after the balloon-injured 

surgery and reduce the vascular stenosis, the mechanism may be related with JNK singaling pathway.

Keywords death domain-associated protein; Jun N-terminal kinase; smooth muscle cell; proliferation; vascular stenosis
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中过夜，PBS冲洗，加二抗(羊抗兔Ig G)，室温孵
育10~15 min，PBS冲洗，加SABC试剂1滴，DAB显
色，苏木精复染。阴性对照组：PBS代替一抗。
1.2.5  RT-PCR 检测血管中 DAXX 及 JNK mRNA 的

表达

提 取 总 R N A ， 反 转 录 为 c D N A ， P C R 扩
增 ， 从 P u b M e d 检 索 获 取 D A X X ( H o m o / M u s ) /
J N K ( M u s ) D A X X ( H o m o / M u s ) 引 物 ： 上 游
5' -TG G CGTCTATGTG G C AG AG ATC -3'；下游5' - 
T G G C G T C T A T G T G G C A G A G A T C - 3 ' 
( 8 2 9  b p) 。 J N K ( Mu s) 引物：上游 5 ' - A C A ATC A -
G C AG G AGTA AG AG - 3 '；下游5 ' - CC A AG AG G C -
GTAACAGTC-3'(317 bp)。

使用25 μL PCR反应体系，混匀，低速离心，
9 0  ℃ 预变性 5  m i n ； 9 5  ℃ 变性 3 0  s ， 5 8  ℃ 退火 
30 s，72 ℃延伸55 s，进行32个循环，最后72 ℃总
延伸2 min；各组取5 μL产物于1.5%琼脂糖凝胶电
泳(120 V，30 min)，用全自动凝胶分析系统进行
灰度扫描分析并保存结果。

1.3  统计学处理

采用SPSS 13.0软件进行分析。每组样本数为
4，数据以均数±标准差(x±s)表示，采用单因素方
差分析，组间两两比较采用LSD-t检验，P<0.05差
异有统计学意义。使用Image-Pro Plus 6.0图像处理
软件测量各组动脉内膜、中膜的面积，并计算两
者的比值(IA/MA)；Image-Pro Plus 6.0软件对术后
各组血管平滑肌细胞中DAXX及JNK免疫组织化学
进行半计量；AlphalmagerTM2200软件测量大鼠颈总

动脉术后血管中DAXX及JNKmRNA的表达。

2  结果

2.1  各组不同时间段大鼠左颈总动脉的 HE 染色 
结果

术后7，14 d分别取各组大鼠血管标本切片行
HE染色，显微镜下观察发现：假手术组血管厚度均
一，管腔无狭窄，内膜光滑，平滑肌细胞不多，而
手术组、空转染组、转染组均出现不同程度的颈动
脉管腔狭窄，新生内膜增生，平滑肌细胞数明显增
多且排列紊乱；与术后7 d各组相比，术后14 d手术
组管腔狭窄更显著，内膜增殖明显，大量平滑肌细
胞；与手术组比较，转染组7，14 d血管狭窄程度及
平滑肌细胞数量均明显减轻(图1，2)。

2.2  免疫组织化学检测各组血管中 DAXX 及 JNK
蛋白的表达

免疫组织化学示术后7，14 d，空转染组与手
术组血管平滑肌细胞中DAXX及JNK的蛋白表达差
异均无统计学意义(P>0.1)。而与假手术组相比，
手术组DAXX及JNK蛋白表达量均明显升高，差异
有统计学意义(P<0.05)；但与手术组相比，转染组
中DAXX蛋白及JNK蛋白增加更为明显，差异有统
计学意义(P<0.05)；与术后7 d相比，术后14 d各组
DAXX蛋白表达降低。且组织切片中JNK变化趋势
类似，当DAXX增加或减少时，JNK的蛋白表达亦
出现相应的增减，差异均有统计学意义(P<0.05；
图3~6)。

假手术组 手术组 空转染组 转染组

7 d

14 d

图1 手术后7，14 d各组的大鼠颈动脉病理切片(HE，×100) 

Figure 1 Pathological section of rat’s carotid artery in each group at 7 and 14 days (HE, ×100) 
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2.3  RT-PCR 检 测 血 管 中 DAXX mRNA 和 JNK 
mRNA 的表达

术后7 d手术组和空转染组中DA X X mR NA和

JNK mRNA表达差异无统计学意义(P>0.1)。与假

手术组相比，手术组中DAXX mRNA和JNK mRNA
表达均明显上升，差异有统计学意义(P<0.01)；转

染组DAXX mRNA和JNK mRNA表达均较手术组显

著升高(P<0.05；图7，8)。

假手术组 手术组 空转染组 转染组

7 d

14 d

图3 大鼠颈总动脉术后7，14 d DAXX的免疫组织化学染色结果(SABC，×400) 

Figure 3 Immunohistochemistry of DAXX in rat’s carotid artery at 7 and 14 days (SABC, ×400)

图4 术后7，14 d各组血管平滑肌细胞中含DAXX细胞数/所有细胞数比值

Figure 4 Ratio of the DAXX cells/smooth muscle cells in each group at 7 and 14 days 

(A)术后7 d；(B)术后14 d。与假手术组相比，**P<0.01；与手术组相比，#P<0.05。

(A) 7 days postoperation; (B) 14 days postoperation. Compared with the sham-surgery group, **P<0.01; compared with the surgery group, 
#P<0.05.
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图 2 术后 7，14 d 各组血管内膜 / 中膜的面积比值比较

Figure 2 Comparison of intimal/medical area ratio at 7 and 14 days postoperation among the 4 groups

(A) 术后 7 d；(B) 术后 14 d。与假手术组相比，**P<0.01；与手术组相比，#P<0.05。

(A) 7 days postoperation; (B) 14 days postoperation. Compared with the sham-surgery group, **P<0.01; compared with the surgery group, 
#P<0.05.
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假手术组 手术组 空转染组 转染组

14 d

7 d

图5 大鼠颈总动脉术后7，14 d JNK的免疫组织化学染色结果(SABC，×400)

Figure 5 Immunohistochemistry of JNK in rat’s carotid artery at 7 and 14 days postoperation (SABC, ×400)

图6 术后7，14 d各组血管平滑肌细胞中含JNK细胞数/所有细胞数比值

Figure 6 Ratio of the JNK cells/smooth muscle cells in each group at 7 and 14 days 

(A)术后7 d；(B)术后14 d。与假手术组相比，**P<0.01；与手术组相比，#P<0.05。

(A) 7 days postoperation; (B) 14 days postoperation. Compared with the sham-surgery group, **P<0.01; compared with the surgery group, 
#P<0.05.
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图7 术后7 d各组血管平滑肌中DXX mRNA，JNK mRNA的相对密度比较

Figure 7 Relative density of DAXX mRNA and JNK mRNA in smooth muscle cells in each groups at 7 days

(A)术后7 d DAXX mRNA的表达；(B)术后7 d JNK mRNA的表达。与假手术组相比，**P<0.01；与手术组相比，#P<0.05。

(A) Expression of DAXX mRNA in each group at 7 days; (B) Expression of JNK mRNA in each group at 7 days. Compared with the sham-

surgery group, **P<0.01; compared with the surgery group, #P<0.05.
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3  讨论

内 皮 细 胞 受 损 促 进 血 管 平 滑 肌 细 胞 异 常 增

殖、迁移及细胞外基质的分泌，这些导致血管成形

术后血管狭窄，这一系列变化又将进一步导致血管

内膜异常增生；其中，平滑肌细胞的增殖及迁移是

导致病变的重要环节。因此，延缓术后血管狭窄可

以从抑制平滑肌增殖方面着手。

DAXX广泛分布于哺乳动物的正常细胞以及肿

瘤细胞中 [3-5]，在细胞的凋亡、转录、生长等领域

起重要作用 [6]。受到刺激后，DAXX可以通过上调

JNK的表达，诱发启动细胞凋亡程序，从而抑制细

胞生长增殖[7]。实验结果[8-9]显示：DAXX在动脉粥

样硬化斑块中的平滑肌细胞中表达，且体外环境

下高表达的DAXX可有效上调斑块中平滑肌细胞凋

亡水平，减少增殖。但是DAXX在体内血管平滑肌

细胞中是否能表达、有何作用鲜见报道。

本研究显示球囊损伤会导致血管腔狭窄、内

膜增厚、平滑肌细胞增殖，且随时间推移血管内

膜增生严重、狭窄程度愈加明显；而转染组能够

有效减轻术后血管狭窄，抑制平滑肌增殖。免疫

组织化学示各组平滑肌细胞中均检测到 D A X X 蛋

白，说明DAXX能够在大鼠球囊损伤后的颈动脉平

滑肌细胞中表达，并具有减轻术后血管狭窄的作

用。比较手术组与假手术组的免疫组织化学及PCR
结果，发现球囊损伤术后DAXX表达轻微上升，随

后却逐渐减少，分析原因可能是随时间延长，血

管中短暂活化的DAXX可忽略不计；但转染组中血

管局部持续高表达的DAXX抑制平滑肌细胞的增殖

效果远远大于球囊损伤，进而减轻血管狭窄。手

术组 D A X X 的表达均较假手术组明显增加，即球

囊损伤促进大鼠颈动脉平滑肌细胞中DAXX蛋白和

mRNA表达水平上调；最后将手术组与转染组比较

发现：术后7，14 d转染组较手术组DA X X蛋白和

mRNA的表达均明显增加。各组、各个时间段手术

组与空转染组的两两比较差异均无统计学意义，

提示脂质体本身作为载体其实无任何促进DAXX蛋

白及mRNA表达的作用。本研究证实脂质体可成功

在损伤部位局部转染DAXX质粒，大鼠颈动脉球囊

损伤可诱导平滑肌细胞中DAXX的表达上调。转染

组较手术组血管平滑肌层中DAXX蛋白及mRNA表

达水平大幅度升高，说明球囊损伤能促进大鼠颈

动脉新生内膜增生、血管狭窄，亦能提高平滑肌

细胞中DAXX的蛋白表达水平，上调其转录水平，

增加DAXX mRNA，而局部高表达的DAXX能抑制

腔内成形术后平滑肌细胞的异常增殖，延缓血管

狭窄进程。

Yo s h i k a n e 等 [ 1 0 ]发 现 小 鼠 感 染 白 假 丝 酵 母 菌

后，小鼠腹主动脉出现扩张，而扩张的动脉平滑

肌细胞中检测到 J N K 蛋白。 J N K 信号通路的作用

目前尚不明了，但有实验 [11]表明在正常细胞中，

压力刺激或应激作用能诱导 J N K表达上调，从而

启动细胞凋亡级联反应，抑制细胞增殖。Wu等 [12]

对170只因大脑中动脉闭塞导致大脑缺血再灌注损

伤的SD大鼠进行研究，发现大鼠脑组织中A SK 1 -
JNK/p38起促进细胞凋亡、抑制增殖的作用。血管

平滑肌细胞中 J N K还对脑动脉瘤的产生、发展有

一定作用 [13]。另外研究 [14]表明：P38/JNK通过抑

制血管平滑肌细胞增殖而延缓大鼠肾静脉移植术

后管腔狭窄。本研究在上述各组血管组织的切片

中检测到JNK蛋白和基因的表达，说明JNK蛋白及

mRNA表达与DA X X的变化趋势一致，即当DA X X
上升时，JNK蛋白和基因水平均上升，提示DAXX
抑制大鼠颈动脉球囊损伤后的平滑肌细胞增殖的

机制可能是通过活化 J N K，激活其下游的信号通

路，从而改善术后血管狭窄问题。

综上所述，本实验基于大鼠颈动脉成形术后

局部转染DAXX，抑制了血管平滑肌细胞增殖，减

轻了血管狭窄，其作用机制可能与上调JNK有关，

这可能为防治介入术后狭窄提供新的途径。
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