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周细胞对脓毒症大鼠血管反应性的保护作用
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　　［摘要］　目的　观察周细胞（ｐｅｒｉｃｙｔｅ，ＰＣ）对脓毒症大鼠血管舒缩反应性的保护作用。方法　采
用盲肠结扎穿孔诱导大鼠脓毒症模型，将ＳＤ大鼠（１２～１４周龄，雌雄各半，体质量１８０～２２０ｇ）按随机单
位设计方法分为４组（ｎ＝１６）：正常对照组、脓毒症组、常规治疗组（乳酸林格液体复苏＋血管活性药多
巴胺＋头孢呋辛钠）、ＰＣ治疗组（ＰＣ１０６／只＋常规治疗），观察不同处理组大鼠肠系膜微动脉舒缩反应
性、肠系膜微血管动静脉流速、肝肾血流量及肠系膜上动脉ｐＭＬＣ２０表达的变化。结果　与正常对照组
相比，脓毒症大鼠血管反应性明显降低（Ｐ＜０．０１）；常规治疗可轻微改善脓毒症血管反应性；ＰＣ治疗后，
脓毒症大鼠微动脉的舒缩反应性、组织器官的灌注量明显改善（Ｐ＜０．０１），肠系膜微动脉的收缩和舒张
反应性分别增加至８１．５％和８６．９％。机制研究发现 ＰＣ对脓毒症大鼠血管反应性的保护作用与血管
ｐＭＬＣ２０有关（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＰＣ通过改善脓毒症大鼠血管收缩和舒张反应性从而实现了对整体器
官的保护作用。
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　　脓毒症是由宿主对感染的反应失调引起威胁生命
的器官功能障碍［１－２］。脓毒症后会引起血管低反应性，

导致组织器官灌注不足，最终出现严重的多器官功能衰

竭。尽管近年针对抗感染治疗及血管功能支持技术已

取得较大进展，但脓毒症的病死率仍然居高不下。因

此，寻找预防和治疗脓毒症休克致血管功能障碍的措

施，对降低脓毒症的发生率和病死率具有重要意义。周

细胞（ｐｅｒｉｃｙｔｅ，ＰＣ）是位于微血管系统内皮细胞基底膜
侧的一种血管壁细胞，具有维持血管稳定性和调节血压

的功能。以往大量的研究表明，周细胞对血管内皮屏障

功能的调节发挥着重要的作用［３－４］。有研究提示，周细

胞还具有调节血管舒缩的功能。如周细胞可以通过自

身收缩作用调控大脑毛细血管的血流量［５］。ＫＵＴＣＨＥＲ
等［６］研究发现，周细胞中ＲｈｏＧＴＰａｓｅｓ依赖的信号通路
可引起周细胞的收缩。同时，基础研究显示，Ｒｈｏ激酶
能磷酸化肌球蛋白轻链磷酸酯酶（ｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＭＬＣＰ），抑制ＭＬＣＰ的活性，使得肌球蛋白
轻链激酶（ｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＬＣＫ）和ＭＬＣＰ的
活性比值上升，使肌球蛋白轻链磷酸化（ｐＭＬＣ２０）水平
增加，最终增加血管平滑肌细胞的收缩［７］。那么，周细

胞是否也对脓毒症血管反应性具有调控作用，能否作为

脓毒症后血管低反应性的救治靶点，有待进一步研究。

　　本研究采用盲肠结扎穿孔（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎｐｕｎｃ
ｔｕｒｅ，ＣＬＰ）的方法复制脓毒症大鼠休克模型，观察周
细胞对脓毒症大鼠血管舒缩反应性的保护作用，对组

织器官灌注的影响，进一步探讨血管 ＭＬＣ２０磷酸化水
平在周细胞调节血管反应性中的作用，旨在为脓毒症

的救治提供新的措施。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＳＰＦ级ＳＤ大鼠６４只，１２～１４周龄，雌雄各半，体
质量（２００±２０）ｇ（陆军军医大学野战外科研究所实验
动物中心提供）。周细胞专用培养基和 ＦＢＳ购自美国
ＳｃｉｅｎｃｅＣｅｌｌ公司，胰蛋白酶购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ＰＣ
标志物ＰＤＧＦＲβ、ＮＧ２购自英国Ａｂｃａｍ公司，ｐＭＬＣ２０
购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＭＬＣ２０购自美国Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公
司，ＦＩＴＣ（羊抗兔）、ＴＲＩＴＣ（羊抗鼠）荧光二抗购自中国
中杉金桥公司，Ⅰ型胶原酶购自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　脓毒症模型的建立　　ＳＤ大鼠常规腹部消
毒，暴露盲肠，将盲肠末端的粪便充盈，在距末端

０．６ｃｍ处用无菌线丝结扎，采用三角锥贯穿结扎盲肠
段的中央，将盲肠按照原来的位置送回腹腔，逐层缝合

后，放回笼中，自由饮水。观察大鼠平均动脉血压

（ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ），当ＭＡＰ下降３０％
以上，模型成功，本次实验模型成功率达到８９％以上。

１．２．２　动物分组及处理　　将大鼠按随机单位设计
方法分为４组（ｎ＝１６，８只用于测定肠系膜微动脉舒
缩反应性，另８只用于测定肠系膜微血管动静脉流速、
肝肾血流量和肠系膜上动脉ｐＭＬＣ２０的表达）：正常对
照组、脓毒症组（Ｓｅｐ组）、常规治疗组（ＣＴ组）、ＰＣ治
疗组（ＰＣ组）。正常对照组仅开腹和关腹处理，脓毒
症组在模型建立后不作任何处理。常规治疗组为脓毒

症模型１２ｈ后行常规复苏［液体复苏（乳酸林格氏液
体３５ｍＬ／ｋｇ），升压药（多巴胺１．７５ｍｇ／ｋｇ）及抗生素
（头孢呋辛钠 １００ｍｇ／ｋｇ），使平均动脉压（ｍｅａｎ
ａｒｔｅｒｉａｌｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）＞７０ｍｍＨｇ，中心静脉压
维持在８ｍｍＨｇ；ＰＣ治疗组在常规治疗的基础上静脉
注射ＰＣ（１０６／只，重悬于０．５ｍＬＰＢＳ，ＣＴ组静脉注射
相等量的ＰＢＳ作为对照）。观察治疗后 ２４ｈ，各组大
鼠肠系膜微血管舒缩反应性、动静脉流速和肝肾血流

量及肠系膜上动脉ｐＭＬＣ２０蛋白表达的变化。
１．２．３　大鼠ＰＣ的培养及鉴定　　取初断乳大鼠的视
网膜，反复剪至细小片状，转入２ｇ／Ｌ的Ⅰ型胶原酶中，
轻轻吹打，在３７℃细胞培养箱中消化２５ｍｉｎ后，立即
加入含有２０％ＦＢＳ的周细胞培养基。将滤液过５０μｍ
滤网，翻转滤网，冲洗收集含微血管片段洗脱液，４℃
２５０×ｇ离心５ｍｉｎ。吸除上清液，加入适量周细胞专用
培养基，将沉淀轻轻吹打混匀，接种于２５ｃｍ２的细胞培
养瓶中。当细胞长至８０％～９０％时，立即消化传代。取
３～５代的ＰＣ接于激光共聚焦培养皿，待其成长覆盖率
８０％左右时，采用细胞免疫荧光技术，检测ＰＣ标志性蛋
白（ＰＤＧＦＲβ和ＮＧ２）的表达。
１．２．４　肠系膜微血管舒缩反应性和动静脉流速的测
定　　动物麻醉后，剪去腹部毛发，沿着腹部正中剖开
２～３ｃｍ的切口，腹腔中加入３７℃的生理盐水，并暴露
盲肠。将动物仰卧在观察板上，轻轻提出小肠，并将

小肠展放在有观察孔的观察板上，在表面连续滴加

３７℃生理盐水保持温度和湿度。用配有３７℃恒温装
置的生物显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ）进行观察。
　　选取直径在３０～５０μｍ之间，２００μｍ长无分支，
无明显弯曲的肠系膜微动脉，通过彩色 ＣＣＤ摄像机
（ＤＰ２１）进行观察。在 １０ｍｉｎ基础观察结束后，依次
滴加不同浓度的 ＮＥ（１０－７、１０－６、１０－５、１０－４ｍｏｌ／Ｌ），最
后直接滴加１０－３ｍｏｌ／Ｌ浓度的 Ａｃｈ，记录微动脉血管
直径的变化。采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０软件测量血管
直径的变化，血管收缩率计算公式为：（ＤＢａｓｅｌｉｎｅ－ＤＮＥ）／
ＤＢａｓｅｌｉｎｅ×１００％，血管舒张率计算公式为：（ＤＡｃｈ－
ＤＮＥ１０－４）／（ＤＢａｓｅｌｉｎｅ－ＤＮＥ）×１００％。
　　另选取肠系膜微血管，通过超敏感摄像机
（ＨＡＭＡＭＡＴＳＵ，Ｃ１１４４０）进行观察。在１０ｍｉｎ基础观察
结束后，以１０００帧／ｓ的速度，记录微血管动静脉的流
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速。用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０软件测定红细胞流速。用
μｍ／ｓ表示大鼠肠系膜微动脉和微静脉的血流速度。
１．２．５　ＭＬＣ２０磷酸化水平的测定　　收集各组肠系
膜上动脉，使用 ＲＩＰＡ裂解液提取蛋白。ＢＣＡ试剂盒
测定蛋白浓度后，加入等体积的上样缓冲液。将变性

后的蛋白等量上样，行 ＳＤＳＰＡＧＥ（１２％的浓缩胶）电
泳，用电转膜仪将蛋白转至 ＰＶＤＦ膜上，放入５％脱脂
奶粉中封闭１ｈ，加入一抗（兔抗 ｐＭＬＣ２０，１∶１０００；兔
抗ＭＬＣ２０，１∶１０００；鼠抗 βａｃｔｉｎ，１∶７０００）４℃过夜，
ＴＢＳＴ缓冲液清洗３次后，室温下孵育二抗（山羊抗兔
ＩｇＧ，山羊抗鼠ＩｇＧ）１ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液冲洗３次后使用
Ｏｄｄｓｅｙ红外成像仪进行ＰＶＤＦ膜扫描。
１．２．６　肝肾血流量的检测　　用激光多普勒血流灌
注成像仪（ＰｅｒｉＣａｍＰＳＩＺＲ，Ｓｗｅｄｅｎ）测定大鼠肝脏和
肾脏的血流量。麻醉大鼠并置于鼠板上，剪开腹部，充

分暴露肝脏和肾脏，将低能量的氦氖激光器探头分别
置于肝脏和肾脏上１４ｃｍ处，检测各组大鼠肝脏和肾
脏的血流量。用血流量分析软件（ＰＩＭｓｏｆｔ）计算大鼠

肝肾血流量。

１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析，计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间差异比较采用单因素方差分析，
组内两两比较采用ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＰＣ对脓毒症大鼠肠系膜微血管舒缩反应性的影响
　　镜下ＰＣ胞体宽大、扁平，呈不规则三角形或多角形。
细胞免疫荧光显示ＰＣ的表面抗原标记物ＰＤＧＦＲβ和
ＮＧ２呈阳性表达（图１Ａ）。与正常对照组相比，脓毒
症大鼠肠系膜微动脉舒缩反应性明显降低，表现为肠

系膜微动脉对ＮＥ的收缩反应性和对Ａｃｈ的舒张反应
性分别下降至２１．２％和２７．０％（Ｐ＜０．０１）。常规治疗可
部分改善肠系膜微血管舒缩反应。与常规治疗组相比，

ＰＣ治疗可以显著改善肠系膜微血管舒缩反应性，收缩
和舒张反应性分别达到 ８１．５％和 ８６．９％（Ｐ＜０．０１，
图１Ｂ～Ｄ）。表明ＰＣ可改善脓毒症后血管低反应性。
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图１　各组大鼠肠系膜微血管舒缩反应性的变化
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２．２　ＰＣ对脓毒症大鼠肠系膜动静脉流速的影响
　　与正常对照组相比，脓毒症后肠系膜动静脉流速
明显降低，表现为肠系膜微血管动脉和静脉红细胞流

速分别下降了８８．４％和８７．０％（Ｐ＜０．０１）。常规治疗
可部分改善肠系膜微血管动静脉流速。ＰＣ治疗可以
显著改善肠系膜微血管动静脉流速，与常规治疗组相

比，ＰＣ治疗后脓毒症肠系膜动脉和静脉流速分别增
加１４７．８％和１３７．５％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，
图２）。
２．３　ＰＣ对脓毒症大鼠肝肾血流量的影响
　　与正常对照组相比，脓毒症后肝脏、肾脏血流量明
显降低，表现为肝脏和肾脏血流量分别降低了７５．９％
和７９．２％（Ｐ＜０．０１）。常规复苏可部分恢复脓毒症大
鼠的肝肾血流量。ＰＣ可显著改善脓毒症大鼠的肝肾
血流量，与常规治疗组相比，肝脏和肾脏的血流量分别

增加了６６．１％和８０．４％（Ｐ＜０．０１，图３、４）。以上结果
提示，ＰＣ通过改善脓毒症血管反应性从而保护组织器
官的灌注量。
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图４　各组大鼠肝肾血流量变化的定量分析（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．４　ＰＣ对脓毒症大鼠肠系膜上动脉ｐＭＬＣ２０蛋白表
达的变化

　　 与正常对照组相比，脓毒症组 ｐＭＬＣ２０的表达明
显降低（Ｐ＜０．０１）。常规复苏对 ｐＭＬＣ２０的表达有轻
微的改变。ＰＣ治疗后，脓毒症大鼠血管ｐＭＬＣ２０的表
达明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图５）。
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组肠系膜上动脉ｐＭＬＣ２０
蛋白的表达

３　讨论

　　脓毒症是临床常见的危重病症，其发生率和病死
率均很高。血管功能障碍是脓毒症患者器官功能衰竭

甚至死亡的主要原因。血管功能障碍包括血管低反应

性和血管渗漏［１］。本研究发现，外源性的 ＰＣ对脓毒
症大鼠血管收缩和舒张反应性具有明显的保护作用，

进一步研究发现，ＰＣ可明显改善脓毒症大鼠的组织灌

注量。机制研究发现，ＰＣ通过调节血管ｐＭＬＣ２０的表
达来改善脓毒症大鼠血管反应性。

　　以往周细胞的研究主要是对内皮屏障功能的调
控。ＤＡＮＥＭＡＮ等［８］发现在胚胎形成过程中，周细胞

在血管上的覆盖率决定着血管内皮屏障功能的变化。

ＢＥＬＬ等［９］发现周细胞的缺失导致血脑屏障的破坏，

增加大脑异常蛋白的累积和大分子物质的浸润。而本

研究发现，周细胞通过改善脓毒症大鼠血管舒缩反应

性实现了对组织器官的保护作用。

　　近年来，大量的研究证实，ＰＣ具有调节血管收缩
和舒张功能。周细胞的收缩主要由钙离子浓度所介

导［１０］。如 ＰＥＰＰＩＡＴＴ等［１１］采用膜片钳技术，通过电

刺激视网膜周细胞激发毛细血管收缩，并能以约

２μｍ／ｓ的速度压缩远端的周细胞，当去除周细胞胞内
钙离子后，电刺激处理周细胞的收缩现象消失。同时，

中枢神经系统周细胞中钙离子通路与周细胞收缩性也

有关系，钙离子激活的钾离子通道可以调控周细胞的

静息膜电位，钙离子可通过 Ｌ型电压依赖的钙离子通
道进入细胞，导致周细胞内钙离子浓度升高，引起周细

胞的收缩，而胞内钙离子浓度下降则引起周细胞舒

张［１２］。研究还发现，周细胞可通过激活多种类型的钾

离子通道来调节自身的收缩性，如内部整流器钾离子

（ＫＩＲ）通道、电压门控钾离子通道、钙离子激活的钾
离子通道、ＡＴＰ敏感的钾离子通道［１３－１４］。基础研究显

示，血管平滑肌细胞收缩和舒张功能主要受 ＭＬＣ２０磷
酸化及脱磷酸化调节，其调节途径包括钙依赖途径和

钙敏感性途径［１５］。本实验室前期的研究发现，休克后

血管低反应性的发生与血管平滑肌 ＭＬＣ２０磷酸化水
平的降低有关［１６］。本研究发现，周细胞可以增加血管

平滑肌ＭＬＣ２０磷酸化的表达，改善脓毒症血管低反应
性。但是周细胞进入体内后是如何调节血管平滑肌

ｐＭＬＣ２０水平的，是通过钙依赖途径还是钙敏感性途
径，还有待进一步研究。
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