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克拉生坦对大鼠蛛网膜下腔出血后脑血管平滑肌细胞表型转化的影响及机制研究
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科３；４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经外科２

　　［摘要］　目的　探究分析克拉生坦（ｃｌａｚｏｓｅｎｔａｎ，Ｃｌａ）对大鼠蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）后脑血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣ）表型转化的影响及作用机
制。方法　采用ＳＤ大鼠脑基底动脉及中动脉ＶＳＭＣ构建ＳＡＨ细胞模型，加入１、５、１０ｍｇ克拉生坦干
预，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ）、克拉生坦低剂量组（ＬＣｌａ）、克拉生坦中剂
量组（ＭＣｌａ）及克拉生坦高剂量组（ＨＣｌａ）细胞 ＶＳＭＣ表型转化标志蛋白表达；ＥＬＩＳＡ检测内皮素１
（ＥＴ１）水平；ＣＣＫ８检测细胞增殖；划痕实验检测细胞迁移。构建ＳＤ大鼠ＳＡＨ模型，鞘内注射克拉生
坦，改良Ｇａｒｃｉａ神经功能缺陷评分评估各组大鼠 ＳＡＨ建模后７２ｈ神经功能状态；ＨＥ染色检测基底动
脉直径及血管厚度；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＳＭＣ表型转化标志蛋白表达；ＥＬＩＳＡ检测ＥＴ１蛋白表达。结果
　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组和各Ｃｌａ干预组 ＶＳＭＣ细胞中 αＳＭＡ、ＳＭ２２α蛋白表达降低，ＭＧＰ、ＯＰＮ
蛋白表达升高，细胞ＥＴ１水平、不同时点细胞增殖活性和迁移能力则较高（Ｐ均＜０．０５）；与 Ｍｏｄｅｌ组比
较，各Ｃｌａ干预组 ＶＳＭＣ细胞中αＳＭＡ、ＳＭ２２α蛋白表达升高，ＭＧＰ、ＯＰＮ蛋白表达降低，细胞 ＥＴ１水
平、不同时间点细胞增殖活性和迁移能力较低（Ｐ均＜０．０５），且随着克拉生坦剂量的增加，各指标改变
更明显。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组大鼠比较，Ｍｏｄｅｌ组及各Ｃｌａ干预组大鼠 Ｇａｒｃｉａ评分升高，基底动脉直径较小，血
管壁厚度较厚，αＳＭＡ、ＳＭ２２α、ＭＧＰ、ＯＰＮ蛋白表达及ＥＴ１水平与体内研究结果一致（Ｐ均＜０．０５）；与
Ｍｏｄｅｌ组大鼠比较，各Ｃｌａ干预组大鼠Ｇａｒｃｉａ评分较高，基底动脉直径明显较大，血管壁厚度明显较小，
分子水平检测结果与体内研究结果一致，随着克拉生坦干预剂量的增加，各项观察指标进一步改善

（Ｐ均＜０．０５）。结论　克拉生坦可通过促进收缩型标记蛋白，抑制合成分泌型标记蛋白表达，影响细胞
增殖及迁移活性，抑制血红蛋白诱导的脑ＶＳＭＣ表型转化，同时可通过改善基底动脉病理性血管重塑，
抑制ＳＡＨ模型大鼠ＶＳＭＣ表型转化，促进神经功能损伤修复。
　　［关键词］　 克拉生坦；蛛网膜下腔出血；血管平滑肌细胞；表型转化
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　　蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）
是一种致残程度高、致死率高的神经外科急重症［１－２］。

既往研究已证实：脑血管痉挛导致的继发性脑损伤是

引起 ＳＡＨ后脑损伤的主要原因，但关于脑血管痉挛近
２０年的研究并未给治疗 ＳＡＨ后脑损伤带来明显的效
果［３］。近来大量研究表明：血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣ）表型转化可能在脑卒中后
血管功能紊乱中发挥着至关重要的作用，提示早期血

管改变可能是 ＳＡＨ后早期脑损伤中极其重要的病理
生理过程［４－５］。其中，ＥＴ１与血管平滑肌细胞表型转
化密切相关。而克拉生坦（ｃｌａｚｏｓｅｎｔａｎ，Ｃｌａ）是一种选
择性内皮素受体拮抗剂，预防 ＳＡＨ后缺血和梗死事件
的双盲随机临床试验表明其可降低严重血管痉挛的发

生率［６］。本研究探讨克拉生坦改变ＶＳＭＣ表型转化而
改善血管损伤的机制，可为临床治疗ＳＡＨ提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　５０只清洁级ＳＤ雄性大鼠（２３０～
２５０ｇ），饲养于湿度（５２±２）％、温度（２５±３）℃的 ＳＰＦ

级动物房动物房，采用标准的１２ｈ光／暗循环，自由饮
水，自由摄食，适应性培养１周。所有实验动物购于广
东省医学实验动物中心，动物批号：Ｃ３０５４［ＳＹＸＫ
（粤）２００９００１９］。
１．１．２　主要试剂　　包括：克拉生坦（豪夫迈·罗氏
有限公司，规格：５０ｍｇ／１５０ｍｇ）；ＲＩＰＳ裂解液（美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（美国
Ｓｉｇｍａ公司）；兔抗鼠 βａｃｔｉｎ单克隆抗体、兔抗鼠
αＳＭＡ单克隆抗体、兔抗鼠ＳＭ２２α单克隆抗体、兔抗
鼠ＭＧＰ单克隆抗体、兔抗鼠 ＯＰＮ单克隆抗体（美国
Ａｂｃａｍ公司）；ＥＣＬ显影试剂盒（上海碧云天生物科技
有限公司）；ＣＣＫ８试剂盒（日本同仁公司）；ＥＬＩＳＡ试
剂盒（荷兰Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；４％多聚甲醛（上海翊
圣生物科技有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＳＡＨ血管痉挛平滑肌细胞模型制备　　１０％水
合氯醛（４ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射，ＳＤ大鼠麻醉生效后，失
血法处死，生理盐水灌注致流出液清亮，无菌环境下剥

离出脑组织，小心剥离出基底动脉、Ｗｉｌｌｉｓ环与大脑中
动脉及其分支血管血管，剪成１～２ｍｍ长的小段以获

７４８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）



取ＶＳＭＣ细胞悬液。行原代细胞培养并传代，向细胞
培养基中加入自身全血使氧合血红蛋白终浓度达

１０－６ｍｏｌ／Ｌ以构建ＳＡＨ血管痉挛平滑肌细胞模型。
１．２．２　细胞分组及干预　　将 ＶＳＭＣ细胞分为空白
对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ）、克拉生坦低剂量组
（ＬＣｌａ）、克拉生坦中剂量组（ＭＣｌａ）及克拉生坦高剂
量组（ＨＣｌａ）。空白对照组采用普通培养液培养，模
型组采用ＳＡＨ细胞培养液培养，不同剂量克拉生坦组
在采用ＳＡＨ细胞培养液培养的基础上，分别加入 １、
５ｍｇ及１０ｍｇ克拉生坦进行培养。
１．２．３　ＳＡＨ大鼠模型制备　　１０％水合氯醛腹腔注
射，ＳＤ大鼠麻醉生效后，经口气管插管，并以动物专用
呼吸机维持呼吸，仰卧于操作台上，固定四肢，颈部备

皮，常规消毒后，于显微镜下沿颈部正中分离，暴露左

侧颈外动脉并离断，将一端尖锐的丝线由一侧的颈外

动脉残端进入，经颈总动脉导入同侧的颈内动脉，直至

颅内颈内动脉分叉处，至有阻力即到颈内动脉分叉处，

再置入２～３ｍｍ，即用丝线尖端刺破分叉处并留置２～
３ｓ，抽出丝线，颈外动脉残端结扎，构建ＳＡＨ模型。
１．２．４　动物分组及干预　　４０只 ＳＤ大鼠采用随机
数字表法分为 ５组，即空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型组
（Ｍｏｄｅｌ）、克拉生坦低剂量组（ＬＣｌａ）、克拉生坦中剂量
组（ＭＣｌａ）及克拉生坦高剂量组（ＨＣｌａ），每组 ８只。
空白对照组大鼠不刺破血管，其他操作同ＳＡＨ模型构
建，模型组及不同剂量克拉生坦组大鼠常规构建 ＳＡＨ
模型，且不同剂量克拉生坦组在ＳＡＨ建模成功后３ｈ，
经分别尾静脉注射１、５、１０ｍｇ克拉生坦。术后将大鼠
放入笼中，并注意保暖。

１．２．５　Ｗｅｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＶＳＭＣ表型转化标志蛋白表
达　　细胞弃去培养基，ＰＢＳ洗涤３次后，加入适量混
匀的细胞裂解液及蛋白酶抑制剂，冰上裂解３０ｍｉｎ，收
集细胞，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液。使
用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒对提取的蛋白进行定量，各组
以３０～６０μｇ相同的蛋白上样量，煮沸变性后进行
１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳。电泳完成后，使用半干转
仪转移至ＰＶＤＦ膜，然后用 ５％脱脂牛奶封闭 １ｈ，随
后用１％脱脂牛奶稀释一抗，４℃孵育过夜。次日使用
ＴＢＳＴ洗脱一抗，３７℃孵育二抗１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，采
用ＥＣＬ化学发光剂显影。
１．２．６　ＥＬＩＳＡ检测内皮素１（ＥＴ１）水平　　细胞弃
去培养基，ＰＢＳ洗涤３次后，加入适量混匀的细胞裂解

液及蛋白酶抑制剂，冰上裂解 ３０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ常
温离心 １０ｍｉｎ，取上清液。各组大鼠经胃静脉取血
２ｍＬ，室温静置 ３０ｍｉｎ后，３０００ｒ／ｍｉｎ常温离心
１０ｍｉｎ，分离上层血清。采用双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法，检
测细胞／血清中ＥＴ１水平。所有操作严格按说明书执
行，试剂盒批内变异＜２．５％，批间变异＜５％。
１．２．７　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　收集对数生长期细
胞，离心后重悬细胞，调整悬液细胞浓度至５０００／ｍＬ，
９６孔板每孔加入细胞悬液１００μＬ，每组３个复孔，常
规培养。分别于 ０、２４、４８、７２ｈ时每孔加入 １０μＬ
ＣＣＫ８试剂，继续置于培养箱中放置２ｈ，用酶标仪测
定其在４５０ｎｍ处的光密度值 Ｄ（４５０），表示细胞增殖
能力，绘制细胞生长曲线，观察各组细胞增殖能力变化

情况。

１．２．８　划痕实验检测细胞迁移情况　　各组细胞按
２×１０５／孔接种于６孔板中，常规培养，待细胞贴壁为单
层细胞状态时，于超净台中，采用无菌１０μＬ枪头垂直
于６孔板划线，各做３条横线与垂直的竖线，采用ＰＢＳ
缓慢冲洗 ６孔板，去除划线处理的细胞。常规培养
２４ｈ，于光学显微镜下观察划痕处细胞运动情况。细
胞运动率＝（初始划痕宽度－２４ｈ后划痕宽度）／初始
划痕宽度×１００％。
１．２．９　改良Ｇａｒｃｉａ评分评估神经功能缺损情况　　
各组大鼠于术后７２ｈ进行神经功能缺陷评分，采用改
良Ｇａｒｃｉａ量表评分：根据大鼠笼内５ｍｉｎ自主活动、四
肢对称运动、前肢伸展运动、攀爬能力、本体感觉、触碰

胡须反应等６个方面神经功能表现情况进行评分，根
据严重程度不同记为 ０～３分，总分为 １８分，得分越
低，说明神经功能缺损越严重。

１．２．１０　ＨＥ染色检测血管平滑肌直径及厚度　　显
微镜下采用镊子取各组大鼠大脑基底动脉及中动脉，

置于包埋盒内，浸于 ４％多聚甲醛中固定过夜。常规
乙醇梯度脱水，石蜡包埋。将切片置于二甲苯及梯度

酒精中依次浸泡脱蜡，苏木精染色 ４０ｓ，１％盐酸乙醇
冲洗后，置于伊红溶液中染色３ｓ，自来水冲洗后，将切
片置于梯度酒精及二甲苯溶液中进行脱水和透明处

理。随后使用中性树脂覆盖玻片进行封固。于光学显

微镜下观察并采集图片，观察不同组别血管平滑肌平

均直径及厚度情况。

１．３　统计学分析
　　应用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件。采用 ＳｈａｐｒｏＷｉｌｋ检

８４８１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



验数据是否符合正态分布，Ｂａｒｔｌｅｔｔ检验进行方差齐性
检验。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组数
据间比较采用单因素方差分析，两组间均数比较采用

ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　克拉生坦对ＶＳＭＣ表型转化标志蛋白表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
Ｍｏｄｅｌ组和各 Ｃｌａ干预组 ＶＳＭＣ细胞中 αＳＭＡ、
ＳＭ２２α蛋白表达较低（Ｐ＜０．０５），ＭＧＰ、ＯＰＮ蛋白表
达较高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｍｏｄｅｌ组比较，ＬＣｌａ、ＭＣｌａ、
ＨＣｌａ组 αＳＭＡ、ＳＭ２２α蛋白表达较高（Ｐ＜０．０５），
ＭＧＰ、ＯＰＮ蛋白表达较低（Ｐ＜０．０５）；ＨＣｌａ组αＳＭＡ、
ＳＭ２２α蛋白表达高于 ＬＣｌａ、ＭＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），其
ＭＧＰ、ＯＰＮ蛋白表达低于 ＬＣｌａ、ＭＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），
见图１。
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图１　克拉生坦对ＶＳＭＣ表型转化标志蛋白表达的影响

２．２　克拉生坦对ＶＳＭＣ细胞ＥＴ１表达的影响
　　ＥＬＩＳＡ检测结果显示：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组
和各 Ｃｌａ干预组 ＶＳＭＣ细胞中 ＥＴ１水平较高（Ｐ＜
０．０５）；ＬＣｌａ、ＭＣｌａ、ＨＣｌａ组低于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）；
ＭＣｌａ组、ＨＣｌａ组 ＥＴ１水平低于 ＬＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），
ＨＣｌａ组低于ＭＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），见图２。
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图２　ＥＬＩＳＡ检测克拉生坦对ＶＳＭＣ细胞ＥＴ１水平的影响

２．３　克拉生坦对ＶＳＭＣ细胞增殖能力的影响
　　ＣＣＫ８检测结果显示：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组
和各Ｃｌａ干预组ＶＳＭＣ细胞在２４、４８、７２ｈ的细胞增殖
活性较高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｍｏｄｅｌ组比较，ＬＣｌａ、ＭＣｌａ、
ＨＣｌａ各组不同时间点的细胞增殖活性较低（Ｐ＜
０．０５）；ＭＣｌａ组、ＨＣｌａ组不同时点增殖活性低于
ＬＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），ＨＣｌａ组不同时点增殖活性低于
ＭＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），见图３。
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图３　ＣＣＫ８检测克拉生坦对ＶＳＭＣ细胞增殖能力的影响

２．４　克拉生坦对ＶＳＭＣ细胞迁移能力的影响
　　细胞划痕实验结果显示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ
组和各 Ｃｌａ干预组 ＶＳＭＣ细胞迁移能力较高（Ｐ＜
０．０５）；ＬＣｌａ组、ＭＣｌａ组、ＨＣｌａ组低于 Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜
０．０５）；ＭＣｌａ组、ＨＣｌａ组低于 ＬＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），
ＨＣｌａ组低于ＭＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），见图４。
２．５　克拉生坦对ＳＡＨ大鼠神经功能的影响
　　改良 Ｇａｒｃｉａ神经功能缺陷评分结果显示：与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组及各 Ｃｌａ干预组大鼠 Ｇａｒｃｉａ
评分较低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｍｏｄｅｌ组比较，ＬＣｌａ、ＭＣｌａ、
ＨＣｌａ组大鼠Ｇａｒｃｉａ评分较高（Ｐ＜０．０５），且随着Ｃｌａ干
预剂量的增加，大鼠Ｇａｒｃｉａ评分增加（Ｐ＜０．０５），见图５。
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图４　克拉生坦对ＶＳＭＣ细胞迁移能力的影响
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图５　克拉生坦对ＳＡＨ大鼠神经功能的影响

２．６　克拉生坦对ＳＡＨ大鼠血管重塑的影响
　　ＨＥ染色结果显示：Ｍｏｄｅｌ组各 Ｃｌａ干预组大鼠基
底动脉直径小于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５），基底动脉厚度
则明显厚于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５）；与Ｍｏｄｅｌ组比较，

ＬＣｌａ、ＭＣｌａ、ＨＣｌａ组大鼠基底动脉直径较大（Ｐ＜
０．０５），其基底动脉厚度较小（Ｐ＜０．０５）；ＨＣｌａ组大鼠
基底动脉直径大于 ＬＣｌａ组和 ＭＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），其
基底动脉厚度则明显小于 ＬＣｌａ组和 ＭＣｌａ组（Ｐ＜
０．０５），见图６。
２．７　克拉生坦对ＳＡＨ大鼠ＶＳＭＣ表型转化标志蛋白

表达的影响

　　大鼠基底动脉组织蛋白检测结果显示：Ｍｏｄｅｌ组
和ＬＣｌａ、ＭＣｌａ、ＨＣｌａ组大鼠中 αＳＭＡ、ＳＭ２２α蛋白
表达低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５），ＭＧＰ、ＯＰＮ蛋白表达高
于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５）；与 Ｍｏｄｅｌ组比较，ＬＣｌａ、
ＭＣｌａ、ＨＣｌａ组 αＳＭＡ、ＳＭ２２α蛋白表达较高（Ｐ＜
０．０５），ＭＧＰ、ＯＰＮ蛋白表达较低（Ｐ＜０．０５）；ＨＣｌａ组
αＳＭＡ、ＳＭ２２α蛋白表达高于 ＬＣｌａ组和 ＭＣｌａ组
（Ｐ＜０．０５），其 ＭＧＰ、ＯＰＮ蛋白表达低于 ＬＣｌａ组和
ＭＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），见图７。
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图６　克拉生坦对ＳＡＨ大鼠血管重塑的影响
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图７　克拉生坦对ＳＡＨ大鼠ＶＳＭＣ表型转化标志蛋白
表达的影响

２．８　克拉生坦对ＳＡＨ大鼠血清ＥＴ１水平的影响
　　大鼠尾静脉血ＥＬＩＳＡ检测结果显示：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组
比较，Ｍｏｄｅｌ组和各 Ｃｌａ干预组大鼠血清 ＥＴ１水平明
显较高（Ｐ＜０．０５）；ＬＣｌａ、ＭＣｌａ、ＨＣｌａ组则明显低于
Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）；ＭＣｌａ组、ＨＣｌａ组低于 ＬＣｌａ组
（Ｐ＜０．０５），ＨＣｌａ组低于ＭＣｌａ组（Ｐ＜０．０５），见图８。
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图８　ＥＬＩＳＡ检测克拉生坦对ＳＡＨ大鼠血清ＥＴ１水平的影响

３　讨论

　　蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）死亡率可高达 ５０％，而且

超过 ５０％的幸存者长期遗留神经功能障碍，严重影响
患者的生活质量［７］。针对 ＳＡＨ后病理生理变化的研
究发现：脑血管痉挛是导致神经功能损害的主要原因

之一［８］。血管痉挛是指动脉在一段时间内的异常收

缩状态，由于血管壁平滑肌强烈收缩，管腔狭窄，从而

造成血液缓慢，局部组织灌注不足。ＳＡＨ后由于血管
平滑肌细胞的强烈收缩，可导致脑供血不足，严重者可

继发脑梗死，进而导致 ＳＡＨ患者遗留神经功能障碍，
大大降低患者预后质量［９－１０］。如何减轻 ＳＡＨ后血管
痉挛成为亟待解决的问题。

　　目前常用于神经外科预防或改善血管痉挛的药物
为尼莫地平，尼莫地平是一种选择性的脑血管平滑肌

钙拮抗剂，可通过改善平滑肌细胞内钙离子稳态，减轻

脑血管痉挛［１１］。目前，临床上应用尼莫地平预防或改

善脑血管痉挛，但仍有部分患者可出现脑缺血或脑梗

死的情况。因此，寻找新的药物，更好地减轻脑血管痉

挛迫在眉睫。脑血管痉挛的病理机制多样，目前文献

指出：血管平滑肌的强烈收缩是导致脑血管痉挛的主

要原因［１２］，由此推论，减轻血管平滑肌的强烈收缩可

能减轻血管痉挛。近年来研究发现，ＶＳＭＣ的表型转
化与血管平滑肌的强烈收缩密切相关［１３］。众所周知，

健康人动脉血管的 ＶＳＭＣ以收缩型为主，其主要功能
是维持血管的弹性和收缩血管，收缩型ＶＳＭＣ增殖、迁
移能力差，形态上胞体呈梭形或带状，含大量肌丝和结

构蛋白，合成细胞器如粗面内质网、高尔基复合体含量

较少，合成基质的能力差，体积小。分泌型ＶＳＭＣ也称
合成型ＶＳＭＣ，其主要存在于病理血管中，主要功能是
增殖、迁移入内膜及合成细胞外基质蛋白，形态上类似

成纤维细胞，肌丝和结构蛋白含量少，合成细胞器增

多，合成和分泌基质蛋白能力强，体积较收缩型大。当

ＶＳＭＣ以收缩型为主时，其主要收缩型标志蛋白为
αＳＭＡ，其在收缩型细胞中优势表达，而在分泌型平滑
肌细胞中表达甚微；骨桥蛋白（ＯＰＮ）则是分泌型平滑
肌细胞标志蛋白［１４－１５］。研究发现：当 ＶＳＭＣ发生表型
转化时，即ＶＳＭＣ由收缩型向分泌型转变，即出现收缩
型ＶＳＭＣαＳＭＡ表达降低，而分泌型ＶＳＭＣ的ＯＰＮ表
达增加［１６］。研究表明血管痉挛与 ＶＳＭＣ表型转化密
切相关，血管痉挛发生时，ＶＳＭＣ由收缩型向分泌型转
换时导致血管壁增厚、血管直径变小［１７］。因此，抑制

ＶＳＭＣ的表型转化可减轻血管痉挛。
　　克拉生坦是一种选择性内皮素受体拮抗剂，可用
于预防ＳＡＨ后缺血和梗死事件，能有效降低严重血管
痉挛的发生率［１８］。但目前克拉生坦在日本仍处于

３期临床试验阶段，尚未真正应用于临床［１９］。克拉生

１５８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）



坦缓解血管痉挛的机制尚未清楚。研究表明：克拉生

坦与 ＶＳＭＣ表型转化密切相关［２０］，但其如何导致

ＶＳＭＣ表型转化的机制尚未明确。传统意义上血管收
缩程度与内皮素１（ＥＴ１）与内皮素１受体（ＥＴ１Ｒ）的
结合度相关，ＥＴ１与其受体结合只是单纯地通过影响
Ｃａ２＋的稳态而影响血管直径变化，从而影响血管痉
挛［２１－２２］。早期研究表明：克拉生坦抑制血管痉挛的主

要机制为 ＥＴ１与 ＥＴ１Ｒ相结合，二者结合后引起
ＶＳＭＣ内 Ｃａ２＋稳态失衡进而影响血管直径的变
化［２３－２４］。近年来研究发现，克拉生坦可通过拮抗 ＥＴ
１Ｒ从而减轻血管痉挛［２５］。基于此，本研究拟通过体

内外实验，探究不同剂量克拉生坦对ＳＡＨ体内外模型
中ＶＳＭＣ表型转化的影响，进一步观察克拉生坦对
ＥＴ１Ｒ的拮抗作用是否参与ＶＳＭＣ表型转化及血管痉
挛的抑制调节。

　　本研究结果显示：克拉生坦干预能明显改善
ＶＳＭＣ中αＳＭＡ、ＳＭ２２α蛋白等收缩型标志蛋白相对
表达量，降低ＭＧＰ、ＯＰＮ等分泌型蛋白相对表达量，同
时改善 ＶＳＭＣ的增殖活性、迁移能力，降低 ＥＴ１分泌
水平。与此同时，随着克拉生坦干预剂量的增加，

ＶＳＭＣ中 αＳＭＡ、ＳＭ２２α蛋白相对表达量进一步升
高，ＭＧＰ、ＯＰＮ蛋白相对表达量则进一步降低，ＥＴ１水
平相对减少，ＶＳＭＣ的增殖活性和迁移能力也进一步
改善，提示克拉生坦可抑制ＶＳＭＣ表型转化，参与调节
ＶＳＭＣ的增殖和迁移能力，且作用效果呈剂量依赖性，
且该作用与克拉生坦对 ＥＴ１的拮抗作用有关。为了
进一步验证该实验结论，本研究采用 ＳＤ大鼠构建
ＳＡＨ模型，并在造模成功后经尾静脉进行克拉生坦干
预，利用体内实验中探究克拉生坦对 ＶＳＭＣ表型转化
的影响。结果显示：克拉生坦干预组大鼠 αＳＭＡ、ＳＭ
２２α蛋白等收缩型标志蛋白表达明显高于模型组，
ＭＧＰ、ＯＰＮ等分泌型蛋白表达则明显低于模型组，血
清ＥＴ１水平也明显较低，且随着克拉生坦干预剂量的
增加，蛋白相对表达量和血清 ＥＴ１水平改变明显，与
体外研究结果一致，进一步证实克拉生坦对 ＶＳＭＣ表
型转化具有剂量依赖性的抑制作用，其抑制作用可能

与克拉生坦自身对 ＥＴ１的拮抗有关。动物模型实验
结果还显示：克拉生坦干预组大鼠神经功能缺损缓解

情况具有明显优势，各干预组大鼠 Ｇａｒｃｉａ评分明显高
于模型组水平，且干预组大鼠基底动脉直径明显增大，

而血管壁厚度明显减小，提示克拉生坦对 ＶＳＭＣ表型
转化的抑制作用能有效改善ＳＡＨ后血管病理性重塑，
改善血管壁厚度和血管直径，从而发挥神经功能损伤

修复作用。

　　综上所述，克拉生坦对脑血管平滑肌细胞表型转
化具有一定的抑制作用，主要与其对收缩型标记蛋白

表达促进、合成分泌型标记蛋白表达抑制有关，其可通

过与ＥＴ１的拮抗作用，抑制 ＶＳＭＣ表型转化，改善细
胞增殖和迁移能力，从而参与 ＶＳＭＣ的病理性重塑和
神经功能损伤修复。
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［１９］ＭＡＣＤＯＮＡＬＤＲＬ．Ｃｌａｚｏｓｅｎｔａｎ：ａｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｖａｓｏｓｐａｓｍ ａｆｔｅｒｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＩｎｖｅｓｔｉｇＤｒｕｇｓ，２００８，１７
（１１）：１７６１－１７６７．ＤＯＩ：１０．１５１７／１３５４３７８４．１７．１１．１７６１．

［２０］ＢＥＣＫＪ，ＲＡＡＢＥＡ．Ｃｌａｚｏｓｅｎｔａｎ：ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｃｅｒｅｂｒａｌ
ｖａｓｏｓｐａｓｍａｎｄｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｏｏｖｅｒｃｏｍｅｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｃｔａ
ＮｅｕｒｏｃｈｉｒＳｕｐｐｌ，２０１１，１１０（Ｐｔ２）：１４７－１５０．ＤＯＩ：１０．
１００７／９７８３７０９１０３５６２＿２６．

［２１］Ｋ?ＳＴＮＥＲＳ，ＯＥＲＴＥＬＭ Ｆ，ＳＣＨＡＲＢＲＯＤＴＷ，ｅｔａｌ．
Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１ｉｎｐｌａｓｍａ，ｃｉｓｔｅｒｎａｌＣＳＦａｎｄｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓａｔｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇａｎｅｕｒｙｓｍａｌＳＡＨ［Ｊ］．ＡｃｔａＮｅｕｒｏｃｈｉｒ（Ｗｉｅｎ），
２００５，１４７（１２）：１２７１－１２７９；ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ１２７９．ＤＯＩ：１０．
１００７／ｓ００７０１００５０６３３０．

［２２］ＬＥＩＱ，ＬＩＳ，ＺＨＥＮＧＲＢ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｍｉｃｒｏｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎａｆｔｅｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｒａｄｉｏｌｏｇｙ，２０１５，５７
（１）：６３－７０．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００２３４０１４１４３５ｙ．

［２３］ＶＥＲＧＯＵＷＥＮＭＤ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔｓ
ｏｎｄｅｌａｙｅｄｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｆｔｅｒａｎｅｕｒｙｓｍａｌｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｒｅｍａｉｎｓｕｎｃｌｅａｒ［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，２００９，４０（１２）：
ｅ７１４．ＤＯＩ：１０．１１６１／ＳＴＲＯＫＥＡＨＡ．１０９．５６５８８７．

［２４］ＰＡＲＥＮＴＲ，ＬＡＶＡＬＬ?ＥＭ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｆｆｅｃｔｓ
ｌｉｍｉｔｆｌｏｗｉｎｄｕｃｅｄｄｉｌａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅｃｏｒｏｎａｒｙｖｅｓｓｅｌｓ
ａｆｔｅｒｂｌｏｃｋａｄｅｏｆｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｃｏｎｓｃｉｏｕｓｄｏｇｓ
［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，２０００，４５（２）：４７０－４７７．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｓ０００８６３６３（９９）００３６６１．

［２５］ＭＡＣＤＯＮＡＬＤＲＬ，ＨＩＧＡＳＨＩＤＡＲＴ，ＫＥＬＬＥＲＥ，ｅｔａｌ．
Ｃｌａｚｏｓｅｎｔａｎ，ａｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔ，ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ａｎｅｕｒｙｓｍａｌｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ
ｓｕｒｇｉｃａｌｃｌｉｐｐｉｎｇ：ａｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ，ｄｏｕｂｌｅｂｌｉｎｄ，ｐｌａｃｅｂｏ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｐｈａｓｅ３ｔｒｉａｌ（ＣＯＮＳＣＩＯＵＳ２）［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ
Ｎｅｕｒｏｌ，２０１１，１０（７）：６１８－６２５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｓ１４７４
４４２２（１１）７０１０８９．

（收稿：２０２１０３２９；修回：２０２１０５２０）

（编辑　吴培红）
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