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!"#$、!"#% 在失血性休克大鼠血管舒张反应调节中的作用

明* 佳，张* 瑗，李* 涛，杨光明，徐* 竞，刘良明* * （第三军医大学大坪医院野战外科研究所第二研究室，创伤、烧伤与复
合伤国家重点实验室，重庆 %"""%&）

* * 摘* 要：目的* 研究 +,%"、+,%( 在失血性大鼠肠系膜上动脉内膜依赖的血管舒张反应性调节中的作用及其可能的调
节机制。方法* 以 -.大鼠肠系膜上动脉（ /0123453 62/2782349 :3823;，-<=）为研究对象，采用体外缺氧模型，以 +,%" 或
+,%( 的反义寡脱氧核苷酸（+,%" > %( :784/27/2 5?4@5A25,;34B5709?2584A2，+,%" > %( =C.D）阻断 -<=的 +,%" 或 +,%( 表达，观
察 +,%" > %( =C.D对缺氧处理 -<=舒张反应性、<E+F 和 <E+G 活性等的影响。结果* +,%" =C.D 可以显著增加 -<=
内膜依赖的舒张反应性（! H "I "!）；+,%( =C.D可以显著降低 -<= 内膜依赖的舒张反应性（! H "I "!）。+,%" > %( =C.D
对 -<=的 <E+G、<E+F活性无明显作用。结论* +,%" 和 +,%( 参与了失血性休克后内膜依赖的血管舒张反应性的调节，
其机制与血管的 <E+G和 <E+F活性无明显关系。
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&’()*+,-./ .-*’ -0 !"#$ 1 #% 23 ’34-,5’*2)674’8’34’3, 9+:-.’*+"+,2-3 .’+;,292,/ -0
:)8’.2-. 6’:’3,’.2; +.,’./ 23 5’6-..5+(2; :5-;< .+,:
<MDN O4:，PQ=DN R0:7，EM S:5，R=DN N0:7@#647@，TU O47@，EMU E4:7@#647@（-8:82 G2; E:B53:853; 5V S3:06:，W037/
:7A +56B472A -03@23;，.21:386278 &，M7/848082 5V -03@23; J2/2:39X，.:147@ Q5/148:?，SX43A <4?48:3; <2A49:? U74Y23/48;，+X57@Z47@
%"""%&，+X47:）

* * =>:,.+;,：!"#$%&’($* S5 47Y2/84@:82 8X2 35?2 :7A 15//4B?2 629X:74/6 5V +,%" > %( 32@0?:847@ 8X2 27A58X2#
?406#A2127A278 Y:/532?:,:8457 32:984Y48; V5??5[47@ X26533X:@49 /X59\ 47 3:8/I )$&*+,- * -0123453 62/2782349
:382342/（-<=/）[:/ 8:\27 508 V356 -. 3:8/，:7A 908 4785 & ] ( 66 /2@6278/I +,%" > %( :784/27/2 5?4@5A25,;34#
B5709?2584A2（+,%" > %( =C.D）[:/ 83:7/V2982A 4785 8X2 /2@6278/ 32/12984Y2?;，:7A 8X27 8X2 83:7/V2982A :7A
757#83:7/V2982A /2@6278/ [232 90?8032A 47 : X;15,4: 90?8032 8:7\I SX2 9X:7@2/ 5V Y:/5A4?:8457 32/157/2，8X2 :9#
84Y4842/ 5V 6;5/47 ?4@X8 9X:47 \47:/2（<E+G）:7A 6;5/47 ?4@X8 9X:47 1X5/1X:8:/2（<E+F）[232 5B/23Y2AI .$/
-01&-* +,%" =C.D 46135Y2A 8X2 Y:/532?:,:8457 32/157/2 5V -<=，[X4?2 +,%( =C.D :88270:82A 48I +,%" > %(
=C.D X:A 75 2VV298 57 8X2 <E+G :7A <E+F :984Y4842/ 5V -<=I 2+3%10-’+3* W58X +,%" :7A +,%( X:Y2 46#
1538:78 2VV298/ 57 32@0?:847@ 8X2 27A58X2?406#A2127A278 Y:/532?:,:8457 32:984Y48; 47 3:8/ V5??5[47@ X26533X:@49
/X59\I SX2 32@0?:8457 X:/ 75 32?:8457 [48X 8X2 :984Y4842/ 5V <E+F :7A <E+G 5V -<=/I
* * ?’/ @-.4:：X;1532/157/4Y272//；95772,47%" > %(；27A58X2?406#A2127A278；Y:/532?:,:8457 32/157/2

* * 缝隙连接（@:1 ^0798457，NO）是存在于相邻细胞间
的一种膜通道结构，它允许电信号和相对分子质量低

于 ! """ 或直径 H !I " 76 的离子或小分子物质通过，
如：小分子代谢产物、水分子、第二信使（+:& _、三磷酸

肌醇、环核苷酸）等［!］。NO 的基本组成单位是连接蛋
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白（95772,47，+,），在人类基因谱中 +,有 &! 个成员，
分别以其相对分子质量命名，例如：+,%(，代表相对分
子质量为 %( c !"(的连接蛋白。在血管系统中以表达

+,()、+,%" 和 +,%( 为主［&］。目前发现，NO 的功能缺
陷或异常与高血压、动脉粥样硬化等多种心血管疾病

有关。血管内皮细胞（ Y:/90?:3 27A58X2?4:? 92??，da+）
是覆盖于血管腔面的单层鳞状上皮细胞，它除了具有

屏障作用和调节血管内外物质交换的作用以外，还可

以分泌、合成和降解多种活性物质，实现其调节血管张

力、细胞间黏附、血管生长以及抗凝和促凝的作用。

da+和血管平滑肌细胞（ Y:/90?:3 /6558X 60/9?2 92??，
d-<+）间的 NO被命名为肌内皮缝隙连接（6;5#27A5#

)&&!
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!"#$%&$ ’&( )*+,!%-+，./01）。./01可以穿过血管内弹
力层，使 2/3与 24.3进行直接的电和化学交流［5，6］，
从而参与血管紧张性调节。我们的前期研究发现，

2/3通过 ./01参与调节了失血性休克后 47 大鼠肠
系膜上动脉（ 8*(#9%-9 :#8#+!#9%, &9!#9;，4.<）内膜依
赖的舒张反应性，但是，3=6> ? 65 是否参与了失血性休
克后血管舒张反应性的调节及其可能的机制目前尚不

清楚。因此，本实验采用体外缺氧模型，以 47 大鼠的
4.<为研究对象，利用 3=6> 或 3=65 的反义寡脱氧核
苷酸（ &+!%8#+8# -$%’-@#-=;+*,$#-!%@#，<A7B）阻断 4.<
的 3=6> 或 3=65 表达，观察不同程度缺氧的 4.<在血
管内膜依赖性的舒张反应变化及肌球蛋白轻链磷酸酶

（:;-8%+ $%’"! ,"&%+ ("-8("-9;$&8#，.C3D）和肌球蛋白
轻链激酶（:;-8%+ $%’"! ,"&%+ E%+&8#，.C3F）活性等方
面的变化，希望通过本研究了解 ./01 对休克后血管
舒张反应性的调节作用及可能机制，以拓宽对 2/3 和
./01的认识。

!" 材料与方法

GH GI 标本的制备
I I 按照文献［J，K］的方法，在无菌条件下取正常 47 大鼠［体
质量（LM> N G>）’，雌雄不拘，购自第三军医大学野战外科研究
所实验动物中心］的 4.<，清除血管周围结缔组织后进行
3=6> ? 65 <A7B的转染和不同程度缺氧，用于 .C3D ? .C3F 活
性的检测。将 G 根 4.<剪开制成 L O 5 :: 的 4.<血管环，进
行 3=6> ? 65 <A7B的转染，并检测在不同程度缺氧后血管的舒
张反应性。

GH LI 3=6> ? 65 <A7B的转染
I I 将 4.<血管或血管环浸入含 G>P胎牛血清的 7./. ? QGL
完全培养基（R;3$-+#，美国）中，根据实验分组要求，将 3=6>
<A7B或 3=65 <A7B（G>> !:-$ ? C）与转染试剂（ 4*(#9Q#,!
S9&+8T#,!%-+ 9#&’#+!，U%&’#+，美国）按 JV G的体积比混合后加入
7./. ? QGL 完全培养基中，5M W孵育 L6 " 后用于转染效率的
检测和其他后续实验。运用 XSYD3X 的方法检测 3=6> ? 65
<A7B的转染效率。3=6> <A7B或 3=65 <A7B的设计依照反
义链与大鼠连接蛋白 :XB<的 <Z0翻译起始编码区互补的原
则进行，3=6> <A7B 和 3=65 <A7B 序列如下：3=6> <A7B：J[Y
0S3<333<S3SS033<<0Y5[；3=65 <A7B：J[Y3S33<0S3<3Y
33<S0S3S0Y5[。
GH 5I 缺氧处理
I I 将装有 4.< 血管或血管环（已转染或未转染 3=6> ? 65
<A7B）的培养板去盖后移入缺氧培养罐（3-9+%+’，美国），密闭
培养罐后将其置于 5M W恒温孵箱中，以 G> C ? :%+ 的速度向缺
氧培养罐中充入缺氧气体（\JP BL和 JP3AL）G> :%+，然后夹
闭 J :%+，继续充气，重复 5 次后开始计算血管环缺氧时间。分
别在缺氧后 G "和 5 " 取出血管环，进行各项指标的测定。常
氧组血管在此过程中置于相同的 5M W恒温孵箱中。
GH 6I 内膜依赖的血管舒张反应性测定
I I 实验取正常 47 大鼠的 ML 根 4.< 环，分为常氧组、缺氧

G " 组和缺氧 5 "组，每组又分为对照亚组、3=6> <A7B处理亚
组、3=65 <A7B处理亚组，各组和对照亚组经常氧、缺氧 G " 或
5 "处理后，直接用于后续实验；3=6> ? 65 <A7B 处理亚组在进
行常氧、缺氧 G " 或 5 " 处理后与 G>> !:-$ ? C 的 3=6> ? 65
<A7B孵育 L6 "，用于后续实验。每组 ] 根血管环。
I I 将转染或未转染 3=6> ? 65 <A7B、常氧或缺氧处理的血管
环悬挂于注有 F9#^8YR#+8#$#%!重碳酸盐缓冲液［6，J］的离体器官
灌流浴槽（C#%!,& 4,%#+!%T%, _+8!9*:#+!8，西班牙）中，支架与肌张
力换能器（<7 _+8!9*:#+!8，澳大利亚）相连，浴槽中持续充入含
有 \JPAL和 JP3AL的混合气体，给予血管环预初张力 >H J ’，
5M W孵育 L "，每 L> 分钟换液 G 次，待张力曲线平稳后，以去甲
肾上腺素（B/，终浓度为 G> ‘K :-$ ? C）诱导血管环收缩至稳定
的平台期后，加入终浓度为 G> ‘J :-$ ? C 的乙酰胆碱（ &,#!;$,"-Y
$%+#，<,"；内膜依赖性的血管舒张剂，4%’:&，美国），以血管环舒
张程度（P）评价血管的舒张反应性。

I I 血管环舒张程度（P）a加<,"后血管张力的下降幅度
加B/后血管张力的上升幅度 bG>>P

I I 以血管环舒张程度超过 M>P表示血管内膜完整［M］，本实
验用的血管环均在舒张程度大于 MJP的条件下进行。
GH JI .C3D活性测定
I I 实验取正常 47 大鼠的 \K 根 4.<，分为常氧组、缺氧 G "
组和缺氧 5 " 组，每组又分为对照亚组、<," 处理亚组、<," 和
3=6> <A7B处理亚组、<,"和 3=65 <A7B 处理亚组，每组 ] 根
血管。具体处理方法同 GH 6。<," 终浓度为 G> ‘J :-$ ? C，5M W
孵育 5> :%+后用于后续实验。
I I 将转染或未转染 3=6> ? 65 <A7B、常氧或缺氧处理的 4.<
与 G> ‘J :-$ ? C的 <,"孵育 5> :%+后，取出血管，立即将其剪碎
后匀浆，加入 LJ> !$ 蛋白提取液［ S9%8 J> ::-$ ? C，B&3$
GJ> ::-$ ? C，S9%!-+ cYG>> GP（体积分数），/0S< G ::-$ ? C，
/7S< L ::-$ ? C，B&Q G> ::-$ ? C，B&5 2A6 G ::-$ ? C，D.4Q
G ::-$ ? C，C#*(#(!%+ J !’ ? :$，<(9-!%+%+ J !’ ? :$，"Y巯基乙醇
GV G >>>］，按常规方法提取组织总蛋白，Q-$%+Y酚法进行蛋白含
量的测定。取蛋白 G> !$，加入 L6> !$ 蛋白稀释液（S9%8YR3$
LJ ::-$ ? C，/7S< >H G ::-$ ? C，>H GP的 "Y巯基乙醇），混匀后，
取 6> !$ 加入 G> !$ 磷酸化 .;-8%+，LJ W反应 GJ :%+；加入
G>> !$ LJP的三氯乙酸，LJ !$ J :’ ? :$的牛血清白蛋白终止反
应；G5 >>> b !离心 5 :%+；取 G>> !$ 反应混合液滴于滤纸片上
（GH JL ,:L），滴加 K :$闪烁液（含 JP DDA、>H >5P DADAD 的二
甲苯），测定 ,(:值。同时取 G> !$磷酸化.;-8%+ 测定 ,(:值，
以从磷酸化 .;-8%+脱去的 %D表示 .C3D活性。
GH KI .C3F活性测定
I I 实验分组及标本同 GH J 方法，将转染或未转染 3=6> ? 65
<A7B、常氧或缺氧处理的 4.<与 G> ‘J :-$ ? C的 <,"孵育 5> :%+
后，取出血管，每根血管加入 L>> !$预冷的 .C3F 制备缓冲液（含
S9%8YR3$ 5> ::-$ ? C (R a MH 6，.’3$L G ::-$ ? C，F3$ J> ::-$ ? C，
/0S< >H J ::-$ ? C，7SS G ::-$ ? C）提取组织蛋白，Q-$%+Y酚法进行
蛋白含量的测定。取定量后的蛋白匀浆液于测定管中，加入 K> !$
酶反应缓冲液（含 S9%8YR3$ 5> ::-$ ? C (R aMH 6，F3$ J> ::-$ ? C，
.’3$L G ::-$ ? C，DBDD K> :’ ? :$，DF<抑制剂 >H L :’ ? :$，［#Y5L

D］Y<SD >H L ::-$ ? C，3&3$L G ::-$ ? C，3&. J> !’ ? :$，.;-8%+
L :’ ? :$）混匀后 LJ W反应 5 :%+；加入 JP三氯醋酸液 G> !$终
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第 !" 期# 明# 佳，等$ %&’(、%&’" 在失血性休克大鼠血管舒张反应调节中的作用#

止反应；吸取 )( !* 该反应液滴于滤纸片上（!$ +) ,-)），放入液

闪瓶中，每管加入 . -* 闪烁液（含 +/ 001、(2 ("/ 01010 的二
甲苯），测定 ,3-值。
!$ 4# 统计学分析
# # 统计结果用 !! 5 "表示，采用 6066 !!$ ( 统计软件进行数据
统计，各组间均数比较行 78197 方差分析和 0:;< =:, 检验
（6>8>? @ A6B），自身均数比较行配对 # 检验，相关性分析采用
0CDE;:F ,:EEC*D<G:F 检验。

!" 结果

)$ !# %&’( @ ’" 71B8对缺氧 6H7 内膜依赖的舒张反
应性的影响

# # 缺氧 ! =可以明显增加 6H7对 7,=的反应性（$ I ($ (!），
缺氧 " = 可以明显降低 6H7 对 7,= 的反应性（$ I ($ (!）。
%&’( 71B8 可以增加各组血管环对 7,= 的舒张反应（$ I
(2 (!）；%&’" 71B8可以明显降低各组血管环对 7,= 的舒张反
应（$ I ($ (!，图 !）。
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D：$ I ($ (!，与常氧组比较；J：$ I ($ (!，与对照亚组比较
图 #" 各组缺氧处理 $%&对 &’(反应性的影响

)$ )# %&’( @ ’" 71B8对缺氧处理血管HA%0活性的影响
# # 缺氧 ! =组血管的 HA%0 活性明显低于正常对照组（$ I
($ (!）；缺氧 " =组血管的 HA%0 活性明显高于正常对照组（$
I ($ (!）。7,=可以升高各组血管的 HA%0活性（$ I ($ (!）；在
7,=的作用条件下，%&’( @ ’" 71B8 对 7,= 诱导的血管 HA%0
活性升高的作用无明显影响（图 )）。

对照亚组 !"# !"#$%&’( !)*+ !"#$%&’, !)*+- .((

- /((

/ ’((

0((

(

1
2%

3
活
性
（
45

67·
5
89

:/ ·
5
;:

/ ） <

<
<

<

<

=

<

<

<

<
=

常氧组 缺氧 / #组 缺氧 , #组

D：$ I ($ (!，与常氧组比较；J：$ I ($ (!，与对照亚组比较
图 !" )*+, - +. &/01对缺氧处理血管%2)3活性的影响

)$ "# %&’( @ ’" 71B8对缺氧血管 HA%?活性的影响
# # 缺氧 ! =组血管的 HA%? 活性明显高于正常对照组（$ I

($ (!），缺氧 " =组血管的 HA%? 活性较正常对照组降低（$ I
($ (+）。7,=可以引起各对照组血管的 HA%?活性明显降低（$
I ($ (!），%&’( @ ’" 71B8对 7,=诱导的血管HA%?活性下降的
作用无明显影响（图 "）。
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D：$ I ($ (+，J：$ I ($ (!，与常氧组比较；,：$ I ($ (!，与对照亚
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# # 本实验观察了 %&’( @ ’" 对缺氧 6H7 对 7,= 的舒
张反应性的影响。结果显示，缺氧 ! = 的 6H7 对 7,=
的反应性增加，缺氧 " = 的 6H7 对 7,= 的反应性降
低；%&’( 与降低血管环对 7,= 的反应性有关，%&’" 与
增加血管环对 7,= 的反应性有关。实验结果提示，
%&’( 和 %&’" 在缺氧血管内膜依赖性的舒张反应性变
化中起着重要的调节作用。

# # 本实验进一步研究了 %&’( @ ’" 调节血管舒张反应
性的可能机制。结果表明，7,= 可以降低缺氧 6H7 的
HA%?活性、升高其 HA%0活性，说明 7,= 可能通过调
节 HA%?和 HA%0活性参与了内膜依赖的血管舒张反
应性的调节。但是，%&’( 和 %&’" 对 7,= 诱导的血管
HA%0和 HA%?的活性变化无明显影响，说明 %&’( 和
%&’" 可能通过其他途径调节了休克后内膜依赖的血
管舒张反应性。有资料表明，7,= 可以通过 HKLM 介
导的 KBNO参与内膜依赖的血管舒张反应的调节［P］，
KBNO是一种非 81和非前列环素的内皮源性的平滑
肌超极化因子，目前对于 KBNO的化学本质还不清楚，
可能是 ? Q、细胞色素 0’+( 源性花生四烯酸代谢物、
过氧化氢等［R］，我们推测，连接蛋白在内膜依赖的血

管舒张反应中的调节机制可能与连接蛋白通道对化学

物质或电信号的通透性有关。基础研究表明，就阴离

子递质（S0"和 ,7H0等）和有限直径的物质而言，连接
蛋白的通透性 %&")" %&’" T %&).# %&’(、%&’+"
%&"4；与 %&’+ 相比，%&’" 通道直径较大，具有较小的
阳离子选择性［!(］，表达 %&’" 的细胞对 7U0 的通透性
是表达 %&") 细胞的 "(( 倍，对 7B0和 7H0的通透性
是后者的 P 倍［!!］。结合我们前期的研究结果，在休克

R))!



代偿期，!"#$ 的表达降低，!"#% 的表达增加，而 !"#%
通道的通透性远大于 !"#$，这就使 &’( 诱导产生的
)*! 超极化的化学信号或电信号能够更加快速有效
地传递到 )+,!，引起后者的超极化，表现出血管舒张
反应性的代偿性增加；在休克失代偿期，!"#$ 的表达
增加，!"#% 的表达降低，使 &’( 诱导产生的 )*! 超极
化的化学信号或电信号传递到 )+,! 的效率降低，表
现出血管舒张反应性的失代偿。但是，连接蛋白参与

调节休克后内膜依赖性血管舒张反应的机制是否确实

与连接蛋白通道对化学信号或电信号的通透性有关，

尚需进一步的深入研究。
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Z Z（上接 -@@H 页）
@; %Z 各组肾组织 [/2和 M’CB@ 的表达
Z Z [/2阳性表达主要位于肾皮质肾小管上皮细胞，细胞质呈
棕黄色内，细胞核无表达。假手术组只有少数细胞呈弱阳性表

达；手术组与假手术组比较，[/2表达明显增强，细胞阳性表达
率明显增加（’ _ $; $P）；药物组与手术组比较，[/2 表达强度显
著减弱，细胞阳性表达率也显著减少（’ _ $; $P）。
Z Z M’CB@ 阳性表达主要位于肾皮质肾小管上皮细胞，细胞质
呈棕黄色内，细胞核无表达。假手术组只有少数细胞呈弱阳性

表达；手术组与假手术组比较，M’CB@ 表达增强，细胞阳性表达
率增加（’ _ $; $P）；药物组与手术组相比，M’CB@ 表达显著增强，
细胞阳性表达率显著增加（’ _ $; $P）。

!" 讨论

Z Z O.,为具有与环孢素 &（!2&）不同作用机制的增殖信号
抑制剂类免疫抑制剂［%］。研究表明 O.,可能通过非直接通路
使激活的 R细胞凋亡，阻止树突状细胞（]!）的抗原呈递，并抑
制其成熟，减少细胞因子的分泌［#，P］。阻止 ]! 在肾组织迁移
聚集，可以明显减轻大鼠缺血再灌注肾组织的病理损伤，改善

肾功能［H］。

Z Z 本研究在建立大鼠肾缺血再灌注模型的基础上，观察肾组
织 [/2、M’CB@ 蛋白表达水平与再灌注损伤之间的关系，以及
O.,对再灌注损伤的影响，探讨 O., 保护大鼠肾缺血再灌注
损伤的机制。本实验中，药物组与手术组比较，M’CB@ 表达强度
明显增强，[/2表达强度明显减弱；手术组光镜、电镜观察的肾
组织结构发生了显著的病理改变，肾小管上皮细胞出现不同程

度的变性或坏死，药物组与手术组比较，病理改变不明显。本

实验结果表明，O.,对缺血再灌注造成的肾组织损伤有明确的

保护作用。推测其作用机制之一是通过调节促凋亡基因 [/2
6OL&和抑制凋亡基因 M’CB@ 6OL&表达来抑制肾小管上皮细
胞凋亡。

Z Z 上述结果提示：O.,对大鼠缺血再灌注肾的光镜和电镜组
织病理改变有明确的保护作用；O., 可能通过下调 [/2、上调
M’CB@ 蛋白表达水平，减轻肾缺血再灌注损伤。O., 是探索临
床预防和减轻肾缺血再灌注损伤的有效方法之一。

Z Z 关键词：再灌注损伤；雷帕霉素；超微结构；[/2；M’CB@
Z Z 中图法分类号：OH-J; JZ Z Z 文献标识码：X
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