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缺血缺氧预处理中的细胞信号传递

Cellular signal transduction in ischemic/anoxic preconditioning

祝建勇 综述 ,柳君泽 审校　　(第三军医大学高原军事医学系病理生理学与高原生理学教研室 , 全军高原医学重点实验室 ,
重庆 400038)

　　预先反复短暂缺血可以减轻随后持续 、严重缺血所造成的

心肌损伤 ,称之为缺血预处理(ischemic preconditioning , IPC)。不

仅如此 ,小白鼠经短暂缺氧后 , 其致死性缺氧耐受力显著提高。

随后人们对预处理机制的深入研究 ,人们发现预处理的保护效

应不仅局限于心 、脑 , 在肝脏 、肾脏 、肺脏 、胃肠以及骨骼肌 、视

网膜等组织器官的缺血/缺氧预处理(ischemic/ anoxic precondi-

tioning , IPC/APC)也起到了明显的保护作用 , 并观察到其发生

机制与腺苷等内源性介质释放增多 、自由基产生 、ATP 敏感的

K+通道开放等多种因素有关[ 1 ～ 4] 。然而 , 细胞外的预处理信

号如何传至胞内引起胞浆乃至胞核内的反应尚未完全阐明。

大量研究表明 , 蛋白激酶 C(protein kinase C , PKC)依赖的细胞

信号传导在 IPC/APC 中发挥着重要作用[ 5 , 6] , 现就 PKC 依赖的

IPC/APC 细胞信号传导机制加以综述。

1　缺血/缺氧预处理信号的跨膜传递与第二信使生成

　　IPC/APC 可以引起许多内源性物质 , 如腺苷 、儿茶酚胺 、缓

激肽 、血管紧张素 Ⅱ 、前列腺素等释放增多 , 它们与相应的受

体 ,如腺苷 A1、A3受体 , α1-肾上腺素能受体 、缓激肽 B2 受体 、血

管紧张素 Ⅱ受体 、M2-胆碱能受体 、阿片受体等结合并激活

之[ 7 , 8] 。这些受体均属于 G 蛋白偶联受体 ,活化的受体由不同

的G 蛋白转导预处理信号 ,而腺苷 A1 受体和M2-胆碱能受体可

能与同一种百日咳毒素敏感的 G蛋白相偶联[ 7] 。

　　G蛋白转导的预处理信号通过增加磷脂酶 C(phospholipase

C , PLC)的活性 ,促使胞膜中 4 , 5-二磷酸磷脂酰肌醇(PIP2)分解

为三磷酸肌醇(IP3)和甘油二酯(DAG)。 IP3 使细胞内钙离子浓

度升高 , DAG 活化蛋白激酶 C , 由钙离子和 PKC 诱发一系列预

处理效应。

　　但是腺苷激活A1 受体进而偶联 PLC 不足以解释 PIP2裂解

产物的显著增多 ,因为 PLC 降解 PIP2 仅能产生少量的 DAG , 维

持时间也很短;而磷脂酶 D(phospholipase D, PLD)水解磷脂酰胆

碱可以产生大量的 DAG , 持续时间也较长。 在家兔心脏缺血/

再灌注(I/R)模型中应用 PLC 特异性抑制剂 U-73122 发现 , U-

73122对未经预处理的心脏有明显的保护作用 , 但对预处理的

心脏却没有累积的保护效果 , 心肌梗死面积反而有所增加 , 提

示 PLC 降解 PIP2 的信号转导通路可能在缺血预处理中受到抑
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制 ,同时也提示了生成 DAG的其他途径[ 9] 。

　　PLD是另一种重要的信号转导物质 , 激活后可促使细胞膜

中磷脂酰胆碱水解为胆碱和磷脂酸 ,后者经磷脂酸酯酶催化生

成 DAG , 进而激活 PKC。 研究表明 , PLD 激活剂-油酸钠可显

著缩小心梗面积 ,细胞存活率也明显提高 , 而磷脂酸酯酶抑制

剂-普萘洛尔则能完全消除这种预处理的保护作用[ 10] ;在离

体灌流的大鼠心肌模型上 , I/ R可以降低心室心律失常的发生

率 ,同时 PLD被激活 ,而特异的抗 PLD抗体阻断了 PLD的活化 ,

进而消除了 IPC降低室性心律失常发生率的作用 , 表明 PLD 在

IPC 中起到重要作用。进一步研究表明 ,选择性 A1 腺苷类似物

(R)-PIA能显著增强 PLD的活性 , 其它与 PKC 偶联的受体激动

剂 ,如 NA、ET-1 和卡巴胆碱等也能激活 PLD, 模拟出 IPC 的保护

作用[ 11] , 提示腺苷受体与 PLD在 IPC的信号转导中相偶联。因

此 , PLD诱发的代谢通路可能是预处理中信号转导的一个重要

旁路途径。

　　第二信使 IP3 通过存在于内质网膜外侧的特异性 IP3 受体

(IP3R)起作用 , 而后者正是与 IP3 敏感性钙通道相偶联。 IP3R

被激活后 ,迅速开启钙通道 , Ca2+从内质网进入胞浆。另外 , IP3

还能直接或间接介导胞外 Ca
2+
内流 , 但机制较为复杂 , 尚无统

一认识。另一种第二信使 DAG 可以增加 PKC对 Ca2+和磷脂酰

丝氨酸(PS)的亲和力和敏感性 , 并刺激 PKC 的转位和活化 , 是

PKC激活的主要物质[ 12] 。 在家兔 IPC 模型中测定磷脂酸和

DAG的含量 , 发现磷脂酸无明显改变 , 而 DAG则在 IPC 后再次

缺血时显著增多 ,为 IPC 中 PKC 通路激活提供了直接证据[ 13] 。

2　蛋白激酶 C与缺血/缺氧预处理中的信号传导

　　PKC 是一类依赖于 Ca2+、DAG 或PS 的蛋白激酶 ,催化蛋白

质中丝/苏氨酸残基磷酸化 , 是细胞肌醇磷脂信号传递通路中

的关键环节。Ytrehus和Webester等分别首次在家兔的 IPC/APC

模型中证实了 PKC 的作用。近年研究表明 , PKC 的激活 、转位

介导了预处理效应 , 而其抑制剂则能消除此种保护效果 , 故而

有人提出 PKC介导的预处理中蛋白磷酸化可能是预处理细胞

保护作用的重要环节 ,早期的 PKC 活化即在整个预处理中起点

键作用[ 5] 。

2.1　参与缺血/缺氧预处理的 PKC 亚型及其激活与

转位
　　一般认为 ,胞浆中的 PKC 呈无活性形式 , [ Ca2+] i升高可使

PKC 转移到胞膜上成“待激活态” 。预处理中 PLC/PLD介导 IP3
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和DAG的胞浆浓度升高 , 前者使胞浆中钙库释放 Ca2+和胞外

Ca2+内流致[ Ca2+] i升高 , 为蛋白激酶 C 活化提供了良好的条

件;后者与 PKC 结合可增加 PKC 与磷脂和 Ca2+的亲和力而促

使其活化。 PKC 的激活伴随着相关亚型从胞浆至胞膜或从溶

解型向颗粒型的转位。

　　目前已发现 11种 PKC 亚型 , 分别为α、β 、γ、δ、ε、ζ、η、θ、ι、μ、

λ, 根据其对 Ca2+、DAG和 PS3 种激动剂的反应 , 可分为传统型

PKC:α、β(β1/β2)和γ;新型 PKC:δ、ε、ζ和η;不典型 PKC:ι、μ、λ和

θ。 Ping 等[ 14]用免疫印迹技术测定了 PKC同工酶在预处理中的

转位 , 发现缺血预处理并没有改变 PKCβ 、μ、δ在胞浆和胞膜中

的比例;在冠脉阻断/再灌注(O/ R)后 , PKCα、γ、ι、λ、ζ在胞膜中

的比例稍有升高 ,但不具有统计学显著性 , 而 PKCε在胞膜比例

呈剂量依赖性增加 ,即随 O/ R重复次数的增多ε的转位也随之

增多。与 PKCε呈剂量依赖性不同的是 , PKCη的转位则不依赖

O/ R的次数。研究还表明 , 在 IPC 中 , 各 PKC 亚型的含量均保

持恒定[ 15] 。因此推测 , O/ R可选择性地诱导 PKCε和η的移位 ,

对24 h后的心肌顿抑具有抵抗作用。Wang 等[ 16] 也发现 PKCε

的活化和转位是心肌“延迟保护窗”效应的启动剂。在将小鼠

的PKCε等位基因敲除后 , IPC 减小心梗面积的保护效应即消

失 ,表明在 IPC 中 PKCε的作用至关重要[ 17] 。

　　而关于缺氧预处理 , Carini等[ 18]将分离的肝细胞经低氧/

复氧(H/ R)处理后 , 发现 H/ R可以降低肝细胞死亡率达 35%,

这与PKCε和η的选择性活化密切相关。以 1%O2诱导乳鼠心

室肌细胞 PKCα、δ、ε和λ四种亚型从溶解型向颗粒型转化的同

时 ,仅前 3 种亚型有显著胞膜转位。 PKCα、ε的转位能被 PLC 阻

断剂 D609 阻断 , Ca2+螯合剂-BAPTA 能消除 PKCα在胞浆和胞

膜中的重分布 ,但对ε亚型无影响 , 同时发现 PLC 和 Ca2+均参

与了 APC 时 PKC 的活化 , 与乳鼠心室肌细胞对缺氧的耐受性

有关[ 19] 。

　　以上研究表明 ,虽然 PKC 有多种亚型 , 但并非所有都参与

了预处理时的信号传导 , PKCε在缺血与缺氧预处理中均起着

重要作用 ,而 PKCη、α和δ也参与预处理时的信号传导。

2.2　蛋白激酶 C的磷酸化反应及底物蛋白

　　蛋白激酶 C的底物相当广泛 , 预处理提高了 PKC 的活性 ,

进而通过催化靶蛋白中丝/苏氨酸残基的磷酸化发挥广泛而复

杂的生物学效应。

2.2.1　丝裂素活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinases ,

MAPKs)　　MAPKs家族是一组分布于细胞浆内具有丝氨酸和

酪氨酸双重磷酸化能力的蛋白激酶 , p38-MAPK 是近来发现的

家族成员之一 ,分子质量为 38×103 , 在缺血/缺氧预处理中可

被强烈激活 , 其第 182 位酪氨酸磷酸化水平比未经 IPC 的兔心

肌高出数倍 ,这一效应能被腺苷 A1受体阻滞剂 8-SPT所阻断。

进一步研究表明 ,特异性 p38拮抗剂 SB-203580 可完全阻断 IPC

对心肌的保护作用 ,而激活剂-茴香霉素(anisomycin)则能模拟

IPC 的心肌保护效应 , 提示 182 位酪氨酸磷酸化与 IPC 相关 , 它

的激活可能是预处理信号传导中的重要一步[ 20] 。 p38-MAPK 活

化可磷酸化下游物质 MAPKAPK2 (MAPK activated protein kinase

2), 最终刺激热休克蛋白 27(heat shock protein 27 , HSP27)磷酸

化 ,促使 F-肌动蛋白丝聚合 , 阻止缺血时肌动蛋白丝断裂 ,起到

保护心脏正常收缩功能的作用[ 21] 。

　　近来研究还表明 , IPC 可快速激活 p44 和 p42-MAPKs。 I/ R

家兔心肌细胞胞核中 MAPKs 活性明显增强 , 同时伴有 p44-

MAPKP和 p42-MAPKs从胞浆向胞核的移位。进一步研究表明 ,

PKC抑制剂-白屈菜赤碱(chelerythrine)可完全阻断 IPC 中

MAPKs 的活化;而人为选择性地过度表达 PKCε, 则可诱导 p44

和 p42-MAPKs 的活化 ,这一诱导活化作用可被MEK 抑制剂 PD-

98059所阻断[ 14] 。因此 , 可以认为 PKCε的激活促进了 p44/

p42-MAPKs活化 , 后者在提高心肌缺血耐受力中起重要作用。

2.2.2　其它　　ATP 敏感的 K
+
通道(K

+
ATP 通道)广泛存在

于动物心肌细胞中 ,预处理能通过 PKC 的活化引起该通道的开

启 ,从而缩短单相动作电位时程 , 减少缺血后期 Ca
2+
内流 , 降低

Ca
2+
介导的细胞损伤 ,因而对心肌细胞有保护作用

[ 4 ～ 6]
。心脏

经 I/ R 24 h 后的第二保护窗效应(second window of protection), 可

使再缺血时心梗面积缩小 71%, 但 K+ATP通道阻断剂-优降糖

(glibenclamide)或 5-Hydroxydecanoate(5-HD)则具有消除这种保

护效应的作用[ 22] , 提示这种效应很可能是由肌膜上K+ATP通道介

导的 ,同时 K
+
ATP通道阻滞剂也可以阻断预处理降低心律失常发

生率的作用[ 23] , 提示K+ATP通道介导了该保护作用。故认为心脏

经短暂的缺氧灌流可能会敏化心肌细胞膜 K
+
ATP通道 , 使后者在

随后长期缺血中可迅速开放 ,因此 K+ATP通道可能是预处理的最

终效应器之一。

　　5′-核苷酸酶催化 AMP生成腺苷 , 起到保护缺血心肌的作

用。实验发现 PKC 活化剂 PMA可限制心梗范围 , 同时胞外 5′-

核苷酸酶活性明显增强 ,而 PKC 抑制剂 GF109203X 则消除该保

护作用 ,提示 PMA诱发的预处理效应与 PKC 介导 5′-核苷酸酶

磷酸化以及腺苷水平升高有关[ 24] 。

3　结语

　　综上所述 ,缺血/缺氧预处理引起许多种内源性物质释放

增多 ,它们分别与相应的 G蛋白偶联受体结合并通过G 蛋白转

导预处理信号 , 激活 PLC/ PLD , 后者通过 DAG 和 IP3 介导的

[ Ca2+] i升高促使 PKC 活化 , 进而激活 K +ATP通道 、MAPKs 家族

等 ,实现胞外预处理信号向胞核的传递。预处理中其它信号传

递系统的作用以及与 PKC 依赖的传导通路的相互影响则将预

处理信号传递构成一个复杂的立体网络 , 而核内信号的传递 、

转录因子的激活以及被诱导基因的表达则是预处理信号中另

一重要环节 ,尚需更深入研究。
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　　(上接 343页)
患者左眼接受第 1 次白内障手术时 ,通过人工检查法检测角膜

表面曲率 ,并预计 IOL度数为 13.26 D , 考虑到患者白内障术前

有-3 D的近视 ,这与 13.26 D的 IOL比较相符合 ,即植入 13 D

的 IOL。令人惊奇的是术后出现了+5 D难以忍受的远视 , 随后

置换了增加 8D的 IOL ,患者获得了满意的裸眼视力。该患者接

受右眼白内障手术时 , 检查发现右眼角膜表面曲率比左眼大

1.38 D, 眼轴长比左眼小 0.37 mm ,根据上公式右眼预计 IOL 比

左眼小 0.77 D ,数值都比较接近 , 结合患者意愿尽可能保留术

后轻度近视 ,即植入同样为 21 D 的 IOL, 术后短期内暂时存在

-2.5 D的近视。根据以上结果 , 患者左眼假设适合于计算公

式的角膜表面曲率应该是 30 D 左右 , 而右眼 33.3 D 左右。 由

于公式预计的 IOL度数偏小错误 , 将会给患者带来难以承受的

远视状态 ,修正代入公式的角膜表面曲率或修正代入测得角膜

表面曲率的公式显得尤为重要。在国外有研究表明多种方法

修正预计 IOL ,如综合 LASIK术前屈光状态 , 角膜接触镜法测量

角膜曲率等[ 2] ,在国内 , 对于 LASIK 术后的白内障手术 , 我们仍

需要大量的数据才能得出用于比较准确预计 IOL的方法。

　　关键词:LASIK;白内障/手术;人工晶体/计算
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