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调节自噬对创伤性失血休克后血管功能障碍的影响
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［摘 要］　目的　研究自噬对创伤性失血休克（THS）后血管功能障碍的影响。方法　80只 SD大鼠随机分为对照组、休克组、

休克+自噬抑制剂 3-甲基腺嘌呤（3-MA）1、2、4 mmol/L 组、休克+自噬激动剂雷帕霉素（RAPA）0. 1、1、2、10 μmol/L 组、休克+RAPA
（1 μmol/L）+3-MA（2 mmol/L）组，建立THS大鼠模型，观察上调或抑制自噬对THS大鼠血管反应性的影响。24只大鼠随机分为正常

组、休克+乳酸林格氏液（LR）组、休克+LR+RAPA组，在体观察诱导自噬对休克大鼠平均动脉血压（MAP）及血流灌注的影响，同时检

测血管组织中自噬标志物相关蛋白的表达。结果　离体血管功能检测结果显示，THS大鼠的血管反应性明显降低，RAPA处理可提

高THS大鼠的血管反应性，而 3-MA处理可使THS大鼠血管反应性进一步降低，并且可拮抗RAPA提高THS大鼠血管反应性的作用。

在整体动物水平，THS大鼠在给予2倍失血量的LR复苏后，MAP和肝、肾血流灌注有所恢复，但仍显著低于正常大鼠；预先给予RAPA
的THS大鼠在经LR复苏后，MAP和肝、肾血流灌注均得到了明显恢复，其效果明显优于单纯LR治疗。Western blot检测结果显示，休

克+LR组大鼠血管组织中自噬标志物LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ和Beclin-1/β-actin水平低于正常组大鼠，而RAPA处理升高了休克后以上标志

物的水平。结论　自噬与THS后血管功能障碍的发生密切相关，上调自噬可提高休克血管反应性和血流灌注，从而改善创伤休克血管

功能。
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Effect of autophagy regulation on vascular dysfunction after traumatic hemorrhagic shock
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Abstract: Objective　 To investigate the effect of autophagy on vascular dysfunction after traumatic hemorrhagic shock （THS）.
Methods　A total of 80 SD rats were randomly divided into the control group，shock group，shock+the autophagy inhibitor 3-methyladenine 
（3-MA） of 1，2，4 mmol/L groups，shock+the autophagy inducer rapamycin （RAPA） of 0. 1，1，2，10 μmol/L groups，and shock+RAPA（1 μmol/L）
+3-MA（2 mmol/L） group. The rat model of THS was established to observe the effect of upregulation or inhibition of autophagy on the 
vascular reactivity of THS rats. A total of 24 rats were randomly divided into the normal group，shock+lactated Ringer´s solution （LR） group，
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and shock+LR+RAPA group，and the effects of induced autophagy on mean arterial pressure （MAP） and organ blood perfusion of THS rats 
were observed in vivo，and the expression of autophagy marker-related proteins in vascular tissues were detected. Results　The results of the 
vascular function experiment in vitro showed that the vascular reactivity of THS rats was significantly decreased，and RAPA treatment could 
improve the vascular reactivity of THS rats,while 3-MA treatment could further reduce the vascular reactivity of THS rats,which could also 
antagonize the effect of RAPA on improving vascular reactivity in THS rats. At the overall animal level,the MAP and blood perfusion of liver 
and kidney of THS rats were restored after giving LR resuscitation with the amount of twice as much as blood loss,while which were still 
significantly lower than those of the normal rats. After LR resuscitation,the MAP and blood perfusion of liver and kidney were significantly 
restored of THS rats with pretreated with RAPA,whose effect was significantly better than that with single LR treatment.Western blot revealed 
that the levels of LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ and Beclin-1/β-actin in vessel tissue from THS rats in the shock+LR group were lower than those of rats in 
the normal group,while RAPA treatment increased the levels of the above markers after shock. Conclusion　Autophagy is closely related to the 
occurrence of vascular dysfunction after THS,and upregulation of autophagy can improve the reactivity and blood perfusion of shock vessel,
thereby improving the function of traumatic shock vessel.

Keywords: autophagy；traumatic hemorrhagic shock；vascular reactivity；rapamycin；3-methyladenine；blood perfusion

创伤是当前威胁人类健康的重大疾患之一。创

伤后失血休克是其最常见的并发症之一，在战伤和平

时各类事故伤中的发生率和病死率均较高[1]。因此，

深 入 研 究 创 伤 性 失 血 休 克（traumatic hemorrhagic 
shock,THS）的发病机制、寻找有效的治疗靶点对提高

创伤救治水平非常重要。血管低反应性是严重创伤

休克及多种临床重症均存在的一种血管舒缩功能障

碍，是导致患者发生顽固性低血压和重要器官组织灌

注不足、甚至死亡的重要原因[2]。关于血管低反应性

的发生机制，近年来提出了血管平滑肌细胞膜受体失

敏、细胞膜超极化及钙失敏等机制，并且针对性地发

现了一些有一定血管反应性恢复作用的药物[3-4]，但目

前这些药物的效果不太理想，需要进一步探寻其发病

机制并寻找更有效的治疗靶点。

自噬是细胞对自身组分进行降解和循环再利用

的重要生物学过程，是细胞维持内环境稳态的一种自

我保护机制[5]。饥饿、缺血、应激等都可能诱发自噬。

研究表明，自噬与肿瘤、糖尿病、病毒感染、神经退行

性疾病及心肌病等多种疾病密切相关，调控自噬有可

能为疾病的治疗提供新的方向[6-7]。本研究小组近期

发现，在 THS后实验动物血管组织及缺氧处理血管平

滑肌细胞中自噬标志物的蛋白水平发生了显著变

化[8]。但目前自噬在 THS后血管功能障碍中的具体作

用尚不清楚。故本研究建立 THS大鼠模型，观察自噬

激动剂雷帕霉素（rapamycin,RAPA）和其抑制剂 3-甲基

腺嘌呤（3-methyladenine,3-MA）对 THS 后血管反应性

的影响，并在整体动物水平观察给予 RAPA 对休克

动物血压水平和重要器官血流灌注的影响，同时检

测了血管组织中自噬标志物微管相关蛋白轻链 3
（microtubule-associated protein 1 light chain 3, LC3）和

Beclin-1 蛋白表达水平，以期为临床 THS 的治疗提供

参考。

1　材料与方法

1. 1　动物、主要试剂及仪器

清洁级 SD 大鼠 104 只，体质量 180～220 g，由陆

军特色医学中心实验动物中心提供，动物使用许可证

号：SYXK（军）2017-0058。
RAPA（纯度≥95%，批号：WXBC7891V）、3-MA（纯

度≥99%，批号：0000084747）购自美国 Sigma公司。乳

酸林格氏液（lactated Ringer´s,LR）购自四川科伦药业

股份有限公司。兔源性 LC3抗体和Beclin-1抗体购自

美国 Cell Signaling Technology 公司。小鼠源性 β-actin
抗体购自美国 Invitrogen 公司。山羊抗兔和抗小鼠荧

光二抗购自美国 Jackson 公司。蛋白酶抑制剂片购自

美国Thermo公司。其他试剂为国产分析纯。

PeriCam PSI ZR 激 光 散 斑 血 流 测 定 仪（瑞 典

Perimed 公司）；Power Lab 离体器官灌流系统-八通道

数据采集分析仪（瑞典AD Instrument公司）；双色红外

激光成像系统（德国LI-COR公司）。

1. 2　THS建模和分组

80只大鼠随机分为 10组（n=8）：对照组、休克组、

休克+3-MA（1、2、4 mmol/L）组、休克+RAPA（0. 1、1、2、
10 μmol/L）组、休克+RAPA（1 μmol/L）+3-MA（2 mmol/L）
组。采用本实验室常规方法制备大鼠 THS 模型[3]：实
验前 12 h禁食、自由饮水。实验当日，用 30 mg/kg的戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠，予以大鼠右侧股骨骨

折，左侧股动脉插管并连接水银血压计，通过放血使

血压降至 30 mmHg，并维持 2 h。模型完成后，开腹取

肠系膜上动脉并制备血管环，采用离体血管张力测定

技术检测血管反应性[8]。将血管环悬挂于注有K-H液

的离体器官浴槽中，平衡 2 h 后加入 124 mmol/L 的高

钾液诱导血管预收缩，然后更换K-H液再平衡 30 min，
再按照实验分组加药孵育：3-MA 组和 RAPA 组分别
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加入不同剂量的 3-MA 或 RAPA 孵育 30 min；RAPA+
3-MA 组先用 3-MA 预孵育 30 min，再用 RAPA 孵育

30 min。然后加入梯度浓度的去甲肾上腺素（norepi⁃
nephrine,NE）1×10-9~1×10-5 mmol/L，记录不同 NE 浓度

下血管环产生的收缩张力（∆NE），以各血管环对高钾诱

导的预收缩张力（∆K+）为量化标准，用量-效曲线和最

大收缩张力（Emax=∆NE/∆K+）评价血管反应性。

1. 3　RAPA对THS大鼠血压和器官血流灌注的影响

24 只大鼠随机分为 3 组（n=8）：正常组、休克+LR
组、休克+LR+RAPA 组。休克+LR+RAPA 组大鼠以

1 mg·kg-1·d-1的 RAPA 灌胃给药，预给药 3 d；按照 1. 2
中的方法制备 THS大鼠模型，然后给予 2倍失血量的

LR进行复苏。休克+LR组大鼠未进行RAPA灌胃，其

余操作与休克+LR+RAPA 组相同。正常组大鼠正常

饲养。分别在休克前、休克末及复苏后 0. 5、1、2 h，通
过股动脉插管连接血压计观察平均动脉血压（mean 
arterial pressure,MAP）。在复苏后 2 h，开腹暴露大鼠

肝和肾，采用激光散斑血流测定仪测定血流灌注量。

1. 4　Western blot 法检测血管组织中自噬标志物相关

蛋白表达

各组大鼠完成器官血流量检测后处死，取肠系膜

上动脉血管组织。常规方法提取组织蛋白，取等量的

各组样本，SDS-PAGE 电泳后转至 PVDF 膜，封闭后分

别加入 LC3抗体（1∶1 000）、Beclin-1抗体（1∶1 000）或

β-actin 抗体（1∶2 000）孵育。然后加入山羊抗兔或抗

小鼠荧光二抗（1∶20 000）孵育，用双色红外成像激光

系统检测蛋白条带。

1. 5　统计学方法

采用 SPSS 18. 0 软件进行统计学分析，数据以均

数±标准误（x-±sx̄）表示，多组间比较采用方差分析，进

一步两两比较采用 post-hoc Tukey 检验。P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2　结果

2. 1　3-MA对THS大鼠血管反应性的影响

与对照组相比，休克组大鼠肠系膜上动脉对 NE
诱导的血管反应性明显降低（P<0. 01）；不同剂量的

3-MA处理后，休克血管对NE的血管反应性降低，且随

3-MA 剂量升高血管反应性逐渐降低；2 mmol/L、
4 mmol/L 的 3-MA 处理后血管反应性显著低于休克组

（P<0. 01），见图1。
2. 2　RAPA 对 THS 大鼠血管反应性的影响及 3-MA 的

作用

给予不同剂量的 RAPA 处理后，THS 大鼠血管对

NE 诱导的收缩反应性呈剂量依赖性升高。 1、2、
10 μmol/L RAPA 可显著提高 THS 大鼠血管反应性

（P<0. 01）。3-MA 预处理明显抑制了 RAPA 诱导 THS
大鼠血管反应性升高（P<0. 01），见图2。

2. 3　RAPA对THS大鼠血压和器官血流灌注的影响

休克+LR组大鼠建模时MAP为 30 mmHg，模型完

成后给予 2 倍失血量的 LR 复苏，大鼠 MAP 有一定升

高，随着时间推移逐渐降低。而休克+LR+RAPA 组大

鼠提前予以 RAPA 治疗，LR复苏后 MAP升高，且在实

验期间维持在相对稳定水平，在复苏后 2 h MAP 水平

明显高于休克+LR组（P<0. 01），见图3a。
休克+LR组大鼠给予LR复苏后肝、肾血流灌注量

显著低于正常组（P<0. 01）；而休克+LR+RAPA组大鼠

的肝、肾血流灌注量显著高于休克+LR 组（P<0. 01），

见图3b。
2. 4　血管组织中自噬标志物相关蛋白表达

与正常组比较，休克+LR 组大鼠的血管组织中

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ及Beclin-1/β-actin降低（P<0. 01）。而休

克+LR+RAPA 组大鼠血管组织中 LC3- Ⅱ/LC3- Ⅰ及

Beclin-1/β-actin明显高于休克+LR组（P<0. 01），见图4。

a：量-效曲线；b：最大收缩张力   *：与对照组比较，P<0.01；#：与休克组比较，P<0.01
图1　抑制自噬对THS大鼠血管反应性的影响
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3　讨论

自噬是普遍存在于真核细胞中的一种生命过程，

其主要依赖于溶酶体系统，对细胞内长寿蛋白、异常

蛋白或者受损细胞器进行消化降解，是调节细胞内组

分循环再利用的重要机制之一。在正常生理状态下，

自噬是维持细胞内环境稳态的重要机制；而在病理状

态下，自噬的异常改变可引起细胞损伤、甚至自噬性

细胞死亡，参与多种疾病的发生过程。研究表明，自

噬还参与了许多心血管疾病的发生发展过程，包括心

肌梗死、心力衰竭、心肌病、高血压和动脉粥样硬化

等[9-10]。深入研究自噬的分子机制及调控机制对相关

疾病的防治具有重要意义[5-7]。但自噬在严重 THS 后

血管功能障碍，特别是血管低反应性中的作用机制目

前尚不清楚。

本研究结果发现，自噬激动剂 RAPA 对 THS 后降

低的血管反应性有明显的恢复作用，而自噬抑制剂

3-MA对休克血管反应性具有明显的抑制作用，并且可

拮抗RAPA升高休克血管反应性的作用。本研究在给

予 LR 的基础上在体给予 1 mg·kg-1·d-1 RAPA，使接受

a：量-效曲线；b：最大收缩张力   *：与对照组比较，P<0.01；#：与休克组比较，P<0.01；△：与休克+RAPA 1 μmol/L组比较，P<0.01
图2　RAPA对THS大鼠血管反应性的影响及3-MA的作用

a：血压；b：肝、肾血流灌注量统计 *：与正常组比较，P<0.01；#：与休克+LR组比较，P<0.01
图3　RAPA对THS大鼠血压和血流灌注的影响

a：免疫印迹条带；b：LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ；c：Beclin-1/β-actin *：与正常组比较，P<0.01；#：与休克+LR组比较，P<0.01
图4　血管组织中自噬标志物相关蛋白表达
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常规 LR 复苏的 THS 大鼠的 MAP 和肝、肾血流灌注量

升高，其作用明显优于单纯给予 LR；对血管组织样本

的检测发现，休克后血管组织的自噬标志分子LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ及 Beclin-1/β-actin 水平显著降低，RAPA 处理

可使休克后自噬水平升高。以上结果提示，自噬在

THS血管反应性调节中具有重要作用，通过调节自噬

能有效改善休克血管功能障碍。

尽管自噬在机体生理调节和病理过程中的重要

性已经得到证实，但是如何有效调控自噬仍是一个难

题。当前的实验研究结果互相矛盾，即使在同一疾病

模型和相似的病理过程中亦是如此。在小鼠心肌缺

血再灌注模型中，使用一种心脏自噬抑制因子（car⁃
diac autophagy inhibitory factor, CAIF）的长链非编码

RNA 能够抑制自噬，减少心肌细胞死亡，减轻心肌梗

死程度[11]。然而，Sala-Mercado 等[12]认为，诱导自噬对

急性心肌缺血再灌注损伤具有保护作用，该研究建立

了大动物猪的急性心肌缺血再灌注模型，在缺血前和

缺血后均给予琥珀酸氯霉素诱导了自噬标志物

Beclin-1 和 LC3-Ⅱ的表达快速上调，减少了心肌梗死

面积。类似的自噬在相似病理过程出现相反变化或

作用的现象也出现于其他疾病的研究中，这些情况与

自噬既有保护也可能引起损伤的双重作用有关[13-14]。
Cai等[15]的研究也显示，上调自噬可对失血休克导致的

血管通透性损伤发挥保护作用；然而，Wang 等[16]在对

失血休克大鼠的研究中发现，通过抑制血管平滑肌细

胞过度自噬可以改善肠系膜淋巴介导的血管反应性

降低。本研究结果显示，THS引起了大鼠血管组织自

噬水平的降低，给予自噬诱导剂RAPA可上调自噬，改

善血管收缩功能。这些研究差异可能与不同病理阶

段自噬水平的改变情况不同有关，也证实了自噬是一

把双刃剑，不恰当的激活或抑制自噬可能加重损伤。

虽然目前对自噬的类型、关键调控分子、与疾病的关

联等方面都有了较深入的认识，但是自噬在疾病不同

病理过程中的作用和调控机制，还需要进一步探索和

研究。

综上所述，自噬在 THS后血管功能障碍的发生中

具有重要作用，休克后血管自噬水平降低，给予自噬

诱导剂可改善血管低反应性和器官血流灌注，这可能

为临床重症的治疗提供一种新的思路。但是，自噬是

否在创伤休克后复杂的病理过程中有不同的作用及

具体调节机制，仍需更深入的研究。
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