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抑制NLRP3炎症小体中Caspase-1活化对大鼠颈动脉
球囊损伤后内膜增生的保护作用
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摘 要：【目的】研究Caspase-1特异性抑制剂AC-YVAD-CMK对大鼠颈动脉球囊损伤后血管内膜增生的影响及可能

机制。【方法】33只雄性成年 SD大鼠，随机均分为假手术组、球囊损伤组、球囊损伤+AC-YVAD-CMK组。采用球囊损伤大

鼠颈动脉的方法建立血管内膜增生动物模型，14天后留取球囊损伤段血管，15个血管片段制作冰冻切片，苏木精-伊红

（HE）染色法测量内膜与中膜（I/M）面积比值；18根血管片段采用Western blot检测NOD样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体、

cleaved-Caspase-1、白介素（IL）-1β和 IL-18的表达。【结果】HE染色发现，AC-YVAD-CMK显著抑制了内膜增生的程度

（0.78 ± 0.13 vs 1.52 ± 0.14，P = 0.000）。Western blot结果提示球囊损伤+ AC-YVAD-CMK组中NLRP3蛋白表达较球囊损伤

组显著降低（P = 0.009）；cleaved-Caspase-1蛋白在三组中的表达趋势与NLRP3蛋白表达一致（P = 0.000）。且球囊损伤+
AC-YVAD-CMK组大鼠的促炎性细胞因子 IL-1β和 IL-18水平较球囊损伤组显著降低（P = 0.000）。【结论】AC-YVAD-
CMK可以抑制大鼠颈动脉球囊损伤后内膜增生，其机制可能是其阻断Caspase-1蛋白活化，从而抑制促炎因子 IL-1β和 IL-
18的释放而产生一定的保护作用。
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Abstract：【Objective】To study the effects of Caspase-1 specific inhibitor AC-YVAD-CMK on intimal hyperplasia after carotid
artery balloon injury in rats and its possible mechanism.【Methods】A total of 33 male adult SD rats were randomly divided into sham
group，balloon injury group and balloon injury+AC-YVAD-CMK group. Using the method of balloon injury to establish rat carotid ar⁃
tery intimal hyperplasia animal model，rats were sacrificed and blood vessels were harvested 14 days after operation. Fifteen vascular
segments embedded in OCT and the intima to media（I/M）area ratio of neointima was measured by hematoxylin-eosin（HE）staining；
18 vascular segments were harvested and the expression of NLRP3 inflammasome，cleaved-Caspase-1，interleukin（IL）-1β and IL-
18 were measured by Western blot.【Results】HE staining showed that AC-YVAD-CMK significantly inhibited the degree of intimal
hyperplasia compared with the balloon injury group［（0.78 ± 0.13）vs（1.52 ± 0.14）；P = 0.000］. The expression of NLRP3 inflamma⁃
some was increased in balloon injury group while the AC-YVAD-CMK attenuates the expression of NLRP3（P = 0.009）；The expres⁃
sion of cleaved-Caspase-1 was in line with the expression of NLRP3（P = 0.000）. The levels of pro-inflammatory cytokines IL-1β
and IL-18 in balloon injury + AC-YVAD-CMK group were significantly lower than those in the balloon injury group（P = 0.000）.
【Conclusion】AC-YVAD-CMK can attenuate intimal hyperplasia after balloon injury of carotid artery in rats，which might be related
to its effect on inhibiting the activation of Caspase-1，which could affect the release of pro-inflammatory cytokine of IL-1β and IL-18.
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经皮冠状动脉介入治疗（percutaneous coro⁃

nary intervention，PCI）是冠状动脉粥样硬化的一

种重要治疗手段，尽管科学技术和设备改进为血

管内支架成形术带来了革命性改变，但支架内再狭

窄仍然是PCI的一个重要并发症［1-2］。虽然药物洗

脱支架已大大减少了再狭窄的发生率，但支架内

再狭窄仍为限制支架植入后远期疗效的一个主要

因素［3］。而炎症在支架内再狭窄的发生发展中发

挥核心的作用［1］。近年来文献报道NLRP3炎症小

体对调控机体免疫和炎症反应具有重要的作用。

NLRP3 炎症小体是由 NLP 识别蛋白、ASC 衔接蛋白

和Caspase-1 效应蛋白三种蛋白组成的复合体［4］。

而目前关于 NLRP3 炎症小体与内膜增生的关系

尚不明确，因此我们通过建立大鼠球囊损伤后内

膜增生的动物模型，探索NLRP3炎症小体的表达

及 Caspase- 1 蛋白特异性抑制剂（AC-YVAD-
CMK）对内膜增生的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

SPF级雄性 SD大鼠 33只，体质量 350～450 g，
由中山大学实验动物中心提供，动物许可证号：

SCXY（粤）2011-0029。随机均分为假手术组、球囊

损伤组、球囊损伤+ AC-YVAD-CMK组各11只。

1.2 试剂、耗材

2F球囊导管（美国 Edwards），AC-YVAD-CMK、
二甲基亚砜（美国 Sigma），显微手术器械（上海金

钟），NLRP3兔多克隆抗体（英国Abcam）；cleaved-
Caspase-1兔多克隆抗体（美国 Santa Cruz）；IL-1β
兔单克隆抗体（英国Abcam）；IL-18兔多克隆抗体

（英国Abcam）；兔抗β-actin（美国 CST）。

1.3 动物模型

大鼠用 100 g/L 水化氯醛（3.5 mL/kg）腹腔注

射麻醉，尾静脉注射肝素 100 IU/kg。取颈部正中

切口，钝性分离浅、深筋膜、胸锁乳突肌和二腹

肌。在左侧气管旁分离暴露左颈总动脉（CCA）、

颈外动脉（ECA）、颈内动脉（ICA），在CCA近心端

及 ICA远心端各放一个动脉夹，颈外动脉远心端

备 5-0丝线并结扎，近心端剪一小口，2F球囊导管

从颈外动脉插入颈总动脉约 2 cm，向球囊灌注

0.1 mL肝素盐水，扩张球囊，来回抽动球囊 3次，

抽出球囊导管，结扎 ECA开口近端，逐层缝合皮

肤［5-6］。假手术组操作同上，但未插入球囊。球囊

损伤+AC-YVAD-CMK组术后即刻腹腔注射AC-
YVAD-CMK（12.5 μmol/kg）。

1.4 取材及HE染色

术后继续饲养 2周取材，生理盐水灌注后取

损伤部位左侧颈总动脉约 1 cm，用于分子生物学

实验研究；用于形态学及组织病理检测的样本，在

生理盐水灌注后继续使用 40 g/L多聚甲醛溶液灌

注固定，OCT包埋，冰冻切片机切 7 μm连续冰冻

切片，行HE染色，光学显微镜拍照。采用 Image-
Pro Plus 6.0软件测量颈动脉内膜、中膜横断面面

积，计算内膜/中膜面积比（I/M area ratio）。判断

血管内膜增生程度以及 AC-YVAD-CMK 处理组

大鼠内膜增生的改变情况。

1.5 Western blot

分别提取 3组血管片段总蛋白，BCA法检测

蛋白浓度。100 g/L SDS-PAGE丙烯酰胺凝胶中电

泳、转膜，50 g/L脱脂奶粉封闭，加入一抗 4 ℃孵育

过夜，加入HRP标记的二抗室温孵育 1h，滴加增

强型发光试剂（ECL）后，暗室曝光，观察蛋白表达

情况，Image J软件分析各个条带的灰度值。

1.6 统计学方法

计量资料用均数±标准差表示，非正态分布资

料采用Mann-Whitney非参数检验，正态分布资料

采用单因素方差分析。应用 SPSS20.0统计软件分

析，以P小于 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 颈动脉内膜形态学改变

假手术组、球囊损伤组、球囊损伤+AC-YVAD-
CMK组左侧5段颈动脉均行HE染色。我们发现假

手术组颈动脉内膜未见异常；球囊损伤组左侧颈动

脉可见显著增生。球囊损伤+AC-YVAD-CMK组

内膜/中膜面积比较球囊损伤组显著降低（0.78 ±
0.13 vs 1.52 ± 0.14，P = 0.000）。可见Caspase-1蛋
白特异性抑制剂AC-YVAD-CMK对颈动脉球囊损

伤后内膜增生具有一定的抑制作用（图1）。
2.2 AC-YVAD-CMK对大鼠血管组织NLRP3炎

症小体的抑制作用

假手术组、球囊损伤组、球囊损伤 + AC-
YVAD-CMK 组左侧 6 段颈动脉均行 Western blot
检测。我们发现球囊损伤组的血管片段中NLRP3
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A B
A：NLRP3 inflammasome and cleaved-caspase-1 expression are increased in carotid artery after balloon injury and suppressed by AC-YVAD-

CMK. B：IL-1β and IL-18 expression are increased in carotid artery after balloon injury and suppressed by AC-YVAD-CMK. All bands were
normalized to actin. n = 6. 1）P < 0.01，2）P < 0.001.

图 2 Western blot检测NLRP3炎症小体、cleaved-Caspase-1、IL-1β和 IL-18在大鼠颈动脉中的表达

Fig.2 Western blot analysis of the protein expression of NLRP3 inflammasome，cleaved-caspase-1，IL-1β and IL-18 in
rat carotid artery

蛋白显著高于假手术组（P = 0.000），而球囊损伤+
AC-YVAD-CMK 组中 NLRP3 蛋白表达较球囊

损伤组显著降低（P < 0.009），这说明AC-YVAD-
CMK 对 NLRP3 炎症小体产生了一定的抑制作

用。Cleaved-Caspase-1 蛋白显著高于假手术组

（P=0.000），而球囊损伤+ AC-YVAD-CMK 组中

cleaved-Caspase-1蛋白表达较球囊损伤组显著降

低（P=0.000），进一步证实了 AC-YVAD-CMK 对

NLRP3炎症小体中 Caspase-1蛋白活化的抑制作

用（图 2A）。

2.3 AC-YVAD-CMK抑制Caspase-1活化、减

少IL-1β和IL-18的表达

Western blot结果提示促炎性细胞因子 IL-1β
和 IL-18在球囊损伤颈动脉中的表达较假手术组

显著增加，而球囊损伤+ AC-YVAD-CMK组大鼠的

促炎性细胞因子 IL-1β和 IL-18水平较球囊损伤组

显著降低（P = 0.000）。这说明了AC-YVAD-CMK
可以抑制NLRP3炎症小体中Caspase-1蛋白活化，

从而有效抑制大鼠球囊损伤后颈动脉促炎性细胞

因子 IL-1β和 IL-18的产生（P = 0.000；图2B）。

A：Sham group；B：Balloon injury group；C：Balloon injury+AC-YVAD-CMK group；D：Intimal hyperplasia was observed in rat carotid artery
after balloon injury and suppressed by AC-YVAD-CMK. × 200，Scale bars represent 100 μm.（n = 5）. 1）P < 0.001

图 1 大鼠颈动脉HE染色及统计学分析

Fig.1 HE stain of rat carotid artery and statistical analysis
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3 讨 论

文献报道，PCI术后支架内再狭窄的主要原

因是支架植入后的内膜损伤，继而引起血管平滑

肌细胞的增殖、迁移以及细胞外基质的产生，最终

导致内膜增生［1，7］。因此本研究采用球囊损伤颈

动脉内膜的方法，建立大鼠颈动脉内膜增生的动

物模型。我们发现球囊损伤后 2周，大鼠颈动脉

形成了明显的新生内膜，内膜增生程度及形态学

变化与文献报道一致［6，8］。并且本研究结果还证

实了 AC-YVAD-CMK 显著抑制了新生内膜的形

成，可见AC-YVAD-CMK对球囊损伤后颈动脉内

膜增生产生了一定的保护作用。

NLRP3炎症小体是目前研究较为深入的一种

炎症小体，当受到某些损伤或刺激后会发生自身

寡聚化和信号传导，进而引起效应蛋白Caspase-1
活化，而后引起促炎性细胞因子 IL-1β、IL-18的

成熟和释放［9］，对炎症小体一定的干预可以有效

调控促炎性细胞因子的成熟和释放［10］。由于

Caspase-1蛋白是NLRP3炎症小体中最重要的蛋

白之一，并且Caspase-1蛋白是一个关键的促炎性

细胞因子调节因子，在机体受到各种应激刺激后

起到重要的调节作用。Krishna等［11］采用小鼠颈

动脉部分结扎建立颈动脉内膜增生模型，并且证

实了微血管内皮细胞中NLRP3炎症小体的聚集、

Caspase-1活化以及 IL-1β等促炎因子的释放加

重了颈动脉新生内膜增生。我们的研究结果显

示，Caspase-1抑制剂AC-YVAD-CMK抑制了球囊

损伤血管组织中NLRP3炎症小体中 Caspase-1的

活化，并且减少了促炎性细胞因子 IL-1β和 IL-18
的释放，对大鼠颈动脉球囊损伤后内膜增生产生

了一定的保护作用。

综上所述，本实验初步证实了 NLRP3 炎症

小体在球囊损伤后血管组织中表达上调，而

Caspase-1 抑制剂 AC-YVAD-CMK 可以缓解新

生内膜增生的程度，对球囊损伤后血管内膜

产生了一定的保护作用。其作用机制可能是

AC-YVAD-CMK 抑制了 Caspase-1 蛋白活化，从

而减少了促炎因子 IL-1β和 IL-18 的成熟和释

放，缓解了早期炎症反应。但具体通过何种通

路来对新生内膜产生抑制作用，有待进一步深入

研究。
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