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·论　　著·

Ｒｈｏ激酶和ＰＫＣ在环孢素Ａ改善休克血管反应性中的作用及与ＭＰＴＰ的关系

雷　艳１，杨新征２，董兆君３　（１．第三军医大学卫勤训练基地医学综合教研室，重庆 ４０００３８；２．解放军第２２２医院病理科，吉林
吉林 １３２０１１；３．第三军医大学军事预防医学院毒理学研究所，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　观察Ｒｈｏ激酶和ＰＫＣ在环孢素Ａ（ＣｓＡ）改善创伤失血性休克大鼠血管反应性中的作用及与线粒体通透性
转换孔（ＭＰＴＰ）开放的关系。方法　采用创伤失血性休克大鼠模型和缺氧培养的血管平滑肌细胞（ＶＭＳＣ），观察了 Ｒｈｏ激酶和
ＰＫＣ在ＣｓＡ调节休克血管反应性中的作用，以及对血管平滑肌细胞线粒体ＭＰＴＰ开放的影响，同时观察ＣｓＡ对休克动物炎症因子
ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６水平的影响。结果　ＣｓＡ明显改善了休克血管反应性，Ｒｈｏ激酶抑制剂Ｙ２７６３２可显著拮抗ＣｓＡ恢复休克血管
反应性的作用，但是ＰＫＣ抑制剂ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ对ＣｓＡ的作用无明显影响。ＣｓＡ和 Ｒｈｏ激酶激动剂 Ｕ４６６１９都可抑制缺氧后线粒体
ＭＰＴＰ的开放程度。休克后大鼠血液中ＴＮＦα和ＩＬ１β的浓度均显著增加，但ＣｓＡ处理仅使其轻微减少。结论　ＣｓＡ可以通过抑
制线粒体ＭＰＴＰ开放改善休克后血管的低反应性，发挥对创伤休克的治疗作用。Ｒｈｏ激酶参与了这其中的调节过程。
　　［关键词］线粒体通透性转换孔；环孢素Ａ；血管反应性；创伤失血性休克；Ｒｈｏ激酶
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ａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｌｌｏｗｉｎｇｓｈｏｃｋａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｔｏＭＰＴＰｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣｓＡｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｅｄｉａｔｏｒｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇＴＮＦα，
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ｒｈａｇｉｃｓｈｏｃｋ．ＲｈｏｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＹ２７６３２ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｎｔａｇｏｎｉｚｅｄＣｓＡｉｎｄｕｃｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｖａｓｃｕｌａｒｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｗｈｉｌｅＰＫＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｔａｕｒｏｓ
ｐｏｒｉｎｅｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣｓＡ．ＦｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｉｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＣｓＡａｎｄＲｈｏｋｉｎａｓｅａｇｏｎｉｓｔＵ４６６１９ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｏ
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ｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｉｒｌｅｖｅｌ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣｓＡｉｎｄｕｃｅｄｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｒａｕｍａｔｉｃｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｈｏｃｋｖｉａ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＭＰＴＰｏｐｅｎｉｎｇ，ａｎｄＲｈｏｋｉｎａｓｅｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｉｓｐｒｏｃｅｓｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ；ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ；ｖａｓｃｕｌａｒｈｙｐｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ；ｔｒａｕｍａｔｉｃｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｈｏｃｋ；Ｒｈｏａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ

　　环孢素Ａ（ＣｓＡ）是一种临床常见的强效免疫抑制
剂。我们前期的研究发现 ＣｓＡ对休克有一定的治疗
作用，其作用主要通过改善休克后血管反应性和器官

血流灌注来实现［１］。但是，ＣｓＡ调节血管反应性的具
体机制尚不清楚。Ｒｈｏ激酶（Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｒｉｎｅ／
ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ）和蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）
是重要的血管平滑肌细胞舒缩功能调节分子，在休克

后血管反应性调节中发挥着重要作用。近年来的研究

证实，ＣｓＡ可以通过抑制线粒体通透性转换孔（ｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）的开放，改
善心、脑等器官的缺血再灌注损伤［２３］。那么，ＣｓＡ调
节血管反应性是否与Ｒｈｏ激酶或ＰＫＣ有关，其作用是
通过免疫抑制或是抑制 ＭＰＴＰ开放而发挥，目前尚不
明确。本文采用了创伤失血性休克大鼠模型，观察

ＣｓＡ对休克后炎症介质水平的影响及Ｒｈｏ激酶和ＰＫＣ
在ＣｓＡ调节血管反应性中的作用，并利用细胞实验观
察其与ＭＰＴＰ开放的关系，进一步探讨 ＣｓＡ发挥抗休
克作用的具体机制。

·５５３·
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１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂
　　ＳＤ大鼠，体质量（２００±２０）ｇ，由第三军医大学野战外科研
究所实验动物中心提供。Ｕ４６６１９（Ｒｈｏ激酶激动剂）、Ｙ２７６３２
（Ｒｈｏ激酶抑制剂）、ＰＭＡ（ＰＫＣ激动剂）、Ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ（ＰＫＣ抑
制剂）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＣａｌｃｅｉｎＡＭ、ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒｄｅｅｐｒｅｄ购
自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６检测试剂盒购自欣
博盛生物科技有限公司。

１．２　炎症介质水平检测
　　３２只ＳＤ大鼠随机分为４组，每组８只，分别为：①正常对
照组（ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ）；②休克组（ｓｈｏｃｋ）；③乳酸林格氏液（ＬＲ）
组；④ＣｓＡ组（ＣｓＡ５ｍｇ／ｋｇ）。采用３％戊巴比妥钠腹腔注射麻
醉后，将大鼠单侧股骨折断，经股动脉插管放血，使血压维持在

４０ｍｍＨｇ，持续３ｈ，建立创伤失血性休克模型。休克３ｈ后，ＬＲ
组经股静脉输注２倍失血量的ＬＲ，ＣｓＡ组将５ｍｇ／ｋｇ的ＣｓＡ加
入ＬＲ中输注。复苏２ｈ后取２ｍＬ血液，采用检测试剂盒测定
ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６的含量。

１．３　血管反应性测定
　　ＳＤ大鼠６４只，随机分为８组，每组８只。实验分组为：①
Ｓｈａｍ组（正常对照组）；②Ｓｈｏｃｋ组（休克处理组）；③ＬＲ组（休
克 ＋ＬＲ）；④ＣｓＡ组（休克 ＋ＬＲ＋ＣｓＡ５ｍｇ／ｋｇ）；⑤ＣｓＡ＋
Ｕ４６６１９组（休克＋ＬＲ＋ＣｓＡ５ｍｇ／ｋｇ＋Ｒｈｏ激酶激动剂Ｕ４６６１９
１０－８ｍｏｌ／Ｌ）；⑥ＣｓＡ＋Ｙ２７６３２组（休克 ＋ＬＲ＋ＣｓＡ５ｍｇ／ｋｇ＋
Ｒｈｏ激酶抑制剂Ｙ２７６３２１０－６ｍｏｌ／Ｌ）；⑦ＣｓＡ＋ＰＭＡ组（休克＋
ＬＲ＋ＣｓＡ５ｍｇ／ｋｇ＋ＰＫＣ激动剂 ＰＭＡ１０－７ｍｏｌ／Ｌ）；⑧ＣｓＡ＋
Ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ组（休克 ＋ＬＲ＋ＣｓＡ５ｍｇ／ｋｇ＋ＰＫＣ抑制剂 Ｓｔａｕ
ｒｏｓｐｏｒｉｎｅ１０－７ｍｏｌ／Ｌ）。
　　以相同方法建立休克模型，休克处理 ３ｈ后给予 ＣｓＡ
５ｍｇ／ｋｇ复苏，随后取大鼠肠系膜上动脉，制备血管环。ＣｓＡ组
在ＣｓＡ５ｍｇ／ｋｇ复苏后，直接取血管环测定反应性；ＣｓＡ＋
Ｕ４６６１９组、ＣｓＡ＋Ｙ２７６３２组、ＣｓＡ＋ＰＭＡ组、ＣｓＡ＋Ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ
组在 ＣｓＡ５ｍｇ／ｋｇ复苏后，取血管环平衡后，分别用 Ｕ４６６１９、
Ｙ２７６３２、ＰＭＡ和 Ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ孵育３０ｍｉｎ，再观察血管环的反
应性。将血管环置于ＫＨ液中平衡２ｈ，待张力曲线平稳后，测
定血管环对去甲肾上腺素（ＮＥ）的收缩反应性。

１．４　线粒体ＭＰＴＰ开放情况检测
　　取ＳＤ大鼠的肠系膜上动脉进行血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）原代及传代培养，以缺氧处理的
ＶＳＭＣ模拟休克后缺血缺氧状态［４］。实验分为４组：①正常对
照组（Ｎｏｒｍａｌ）；②缺氧组（Ｈｙｐｏｘｉａ）；③缺氧 ＋ＣｓＡ组（缺氧 ＋
ＣｓＡ１μｍｏｌ／Ｌ）；④缺氧 ＋Ｒｈｏ激酶激动剂组（缺氧 ＋Ｕ４６６１９
１０－８ｍｏｌ／Ｌ）。
　　将大鼠肠系膜上动脉的 ＶＳＭＣ接种于共聚焦显微镜专用
的培养皿中，移入缺氧培养罐内，充入缺氧气体（９５％Ｎ２和５％
的ＣＯ２），达到完全缺氧后开始计时，缺氧处理３ｈ。缺氧＋ＣｓＡ
组在缺氧处理后以１μｍｏｌ／Ｌ的ＣｓＡ孵育２ｈ，Ｒｈｏ激酶激动剂
组以Ｕ４６６１９（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）孵育３０ｍｉｎ。采用 ｃａｌｃｅｉｎＣｏＣｌ２法，

以ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒｄｅｅｐｒｅｄ定位细胞线粒体，通过激光共聚焦显微
镜（Ｃａｌｃｅｉｎ４８８ｎｍ，ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ６４４ｎｍ）检测线粒体ＭＰＴＰ开放
情况。以线粒体中绿色荧光的强度变化反映 ＭＰＴＰ的开放程
度，荧光强度高反映ＭＰＴＰ开放水平低，荧光强度低反映ＭＰＴＰ
开放增加。

１．５　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，数据以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示。组间比较采用重复测量设计资料方差分析，以
Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣｓＡ对休克后ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６水平的影响
　　休克后大鼠血液中ＴＮＦα和ＩＬ１β的浓度均明显增加，显
著高于正常对照组（Ｐ＜０．０１），输注 ＬＲ可使 ＴＮＦα和 ＩＬ１β
浓度进一步增加。给予ＣｓＡ（５ｍｇ／ｋｇ）仅轻微降低了ＴＮＦα和
ＩＬ１β浓度，与ＬＲ组之间没有显著差异。各组的 ＩＬ６浓度在
休克处理和复苏治疗前后均未出现明显变化（图１）。

!"#$!"%&!'()%"

*+,"-./012./34

5

65

75

85

9:5

9;5

!
<
=
>
3
4
4
3
?
0
@
A
4
B
C
D
3
?
0
@
+
E
F
G
H
4
"
I

J

J

：与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１
图１　各组的ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６水平情况

２．２　ＣｓＡ调节休克血管反应性与Ｒｈｏ激酶及ＰＫＣ的关系
　　休克后大鼠的血管反应性显著降低，ＣｓＡ（５ｍｇ／ｋｇ）可明显
恢复休克后血管反应性，效果明显优于单纯 ＬＲ液复苏
（Ｐ＜０．０１）。Ｒｈｏ激酶抑制剂Ｙ２７６３２（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）可显著抑制
ＣｓＡ升高休克血管收缩反应的作用，最大收缩张力较ＣｓＡ组显
著降低（Ｐ＜０．０１）；Ｒｈｏ激酶激动剂 Ｕ４６６１９（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）可使
ＣｓＡ升高休克血管收缩功能的作用进一步增加（图２）。ＰＫＣ
激动剂ＰＭＡ（１０－７ｍｏｌ／Ｌ）和抑制剂 Ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ（１０－７ｍｏｌ／Ｌ）
对ＣｓＡ调节休克血管的反应性无显著影响。

２．３　ＣｓＡ和Ｒｈｏ激酶对缺氧ＶＳＭＣ线粒体的影响
　　缺氧处理后，ＶＳＭＣ的荧光强度较正常对照组明显减弱
（Ｐ＜０．０１），提示缺氧后线粒体 ＭＰＴＰ开放显著增加。ＣｓＡ
（１μｍｏｌ／Ｌ）和Ｒｈｏ激酶激动剂 Ｕ４６６１９（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）可抑制缺
氧后线粒体 ＭＰＴＰ的开放程度，其荧光强度明显高于缺氧组
（Ｐ＜０．０１），见图３。

３　讨论

　　ＣｓＡ是一种有效的免疫抑制剂，在临床上常用于
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图２　各组对去甲肾上腺素的收缩反应性变化
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图３　各组的荧光强度比较

器官移植术后和许多自身免疫疾病的治疗。相关研究

结果提示，ＣｓＡ可以通过改善休克后血管反应性和器
官血流灌注，对创伤失血性休克的治疗起到一定的积

极作用［５６］，但是其具体机制尚不清楚。有研究报道，

创伤失血性休克可以引起炎症应答反应，炎症因子水

平升高，导致组织器官损伤。那么，ＣｓＡ在创伤失血性
休克治疗中的作用是否也与抑制这种免疫应答相关，

目前尚无明确报道。为此，我们在实验中观察了 ＣｓＡ
治疗前后炎症介质ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的变化情况。
结果发现，ＴＮＦα、ＩＬ１β水平在休克后显著增高，输注
ＣｓＡ后仅能使其轻微降低，而 ＩＬ６水平在 ＣｓＡ治疗前
后没有明显改变。这一结果说明，在抗休克治疗中，短

时间给予适宜剂量的 ＣｓＡ不会对免疫因子产生明显
的抑制作用。ＣｓＡ在抗休克治疗中的有益作用主要通
过调节血管反应性而实现，而并非通过免疫抑制。

　　血管低反应性是影响休克治疗效果的重要因素之
一［７８］。血管低反应性导致微循环障碍，组织缺血缺氧

状态得不到很好地缓解，组织损伤将进一步加剧。所

以，改善血管低反应性是休克复苏治疗的重要措施之

一［９１１］。蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）和Ｒｈｏ激酶是Ｇ蛋白偶联
受体系统中的效应物。ＰＫＣ既可以通过激活细胞质

中的靶酶参与生化反应的调控，也能作用于细胞核中

的转录因子，参与基因表达的调控［１２１３］。ＰＫＣα和
ＰＫＣε可以通过调节肌球蛋白轻链磷酸酶活性，影响
肌球蛋白轻链磷酸化水平，对血管的反应性和钙敏感

性起到调节作用［１４］。Ｒｈｏ激酶是 Ｒｈｏ蛋白主要的下
游效应靶分子，是调节细胞运动的重要激酶之一［１５］。

Ｒｈｏ激酶激活后可以通过激活下游的肌球蛋白轻链激
酶，或抑制肌球蛋白轻链磷酸酶活性，增加肌球蛋白轻

链的磷酸化水平，调节血管平滑肌细胞收缩［１６］。通过

前期研究［１７］我们发现ＰＫＣ和Ｒｈｏ激酶在休克后血管
反应性的调节中具有重要作用。在本实验中，我们观

察了ＣｓＡ对休克血管反应性的调节作用及其与 Ｒｈｏ
激酶及ＰＫＣ的关系。实验结果显示，ＣｓＡ可以明显恢
复休克后的血管功能，Ｒｈｏ激酶的抑制剂可显著抑制
ＣｓＡ升高休克血管收缩反应的作用，Ｒｈｏ激酶激动剂
可进一步增加 ＣｓＡ升高休克血管收缩反应的作用。
提示Ｒｈｏ激酶可能参与了 ＣｓＡ调节休克后血管功能
的过程。

　　有研究［１８２０］发现，ＣｓＡ可以通过与ＣｙｐＤ相结合，
抑制线粒体 ＭＰＴＰ的开放，发挥对 ＭＰＴＰ开放所造成
的组织细胞缺血性损害等的保护和治疗作用。在本实

验中，我们以缺氧处理的 ＶＳＭＣ模拟休克后血管的缺
血缺氧状态，探讨ＣｓＡ调节休克血管的反应性是否与
抑制 ＭＰＴＰ开放有关。我们观察到，缺氧处理使
ＶＳＭＣ的ＭＰＴＰ开放显著增加，ＣｓＡ和 Ｒｈｏ激酶激动
剂可以抑制缺氧后ＭＰＴＰ的开放。实验结果提示，ＣｓＡ
可以通过抑制线粒体ＭＰＴＰ开放来改善休克后血管反
应性，从而发挥抗休克作用，Ｒｈｏ激酶可能参与了这一
过程的调节。

　　综上所述，在创伤失血性休克的治疗中，ＣｓＡ可通
过抑制线粒体 ＭＰＴＰ开放，改善休克后血管的低反应
性，改善组织血液灌注和器官功能而发挥有益作用，并

非通过免疫抑制途径。Ｒｈｏ激酶可能参与了这其中的
调节过程。但是，Ｒｈｏ激酶在这一过程中的具体作用
及其与线粒体 ＭＰＴＰ开放的关系如何，还需要更深入
的研究来证实。
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葛根素的提取及对小鼠解酒护肝功能的鉴定

王　晶１，李洪敏１，艾　芳１，曹　雄１，吴爱娟１，韩　琴２　（１．成都医学院预防医学专业，四川 成都 ６１５０００；２．成都医学院公
共卫生系，四川 成都 ６１５０００）

　　［摘　要］　目的　提取葛根中的葛根素，ＨＰＬＣ法检测提取的葛根素，并比较不同剂量的葛根素与解酒效果的相关性，评价不
同剂量葛根素解酒护肝效果。方法　在前期实验所得的最优条件下提取葛根素备用，ＨＰＬＣ法定性定量检测葛根醇提物（ＰＲＥ），将
雄性健康昆明小鼠随机分为空白组、阳性对照组、葛根素干预组（每组１０只）。先给小鼠灌胃葛根提取物，３０ｍｉｎ后灌胃白酒，观察
醉酒小鼠的醒酒时间及测定小鼠肝组织ＡＤＨ、ＧＯＴ、ＧＰＴ含量变化，以探讨葛根素对醉酒小鼠的影响。结果　ＨＰＬＣ测定８倍体积
分数的７０％乙醇，在６０℃恒温摇床水浴提取３０ｍｉｎ为葛根素提取的最优条件；与阳性对照组相比，低、中、高剂量的葛根醇提物能
显著缩短醉酒小鼠的醒酒时间，中剂量的ＰＲＥ能有效抑制酒精的吸收，降低肝组织中ＡＤＨ、ＧＯＴ、ＧＰＴ的浓度，而高剂量的 ＰＲＥ对
酒精的吸收影响较小。结论　ＨＰＬＣ法能对葛根素提取物进行定性定量测定；葛根素对急性酒精中毒导致的小鼠肝损伤有保护性
调控作用，葛根素剂量与解酒效果呈良好的正性相关。
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