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缺氧家兔组织钙调蛋白水平及

钙调蛋白拮抗剂对血流动力学的影响

陈江帆 孙秉庸 王任 军 彭鹰 (病理生理教研室 高原医学研究室 )

提 要 为观察钙调蛋白 (Ca M )在缺氧所致的肺动脉高压等血流动力学改变中的作用
,

我

们采用环核普酸磷酸二脂酶的方法测定了缺氧家兔肺动脉
、

肺和心肌组织 C a M水平
,

观察了脂质

体包裹的C a M拮抗剂三氟啦嗓 ( T F P ) 对缺氧动物血流动力学的影响
。

结果表明
: 1

.

缺氧 (模拟

4。。。m高原 10 一 n 天 ) 家兔肺动脉
、

肺和心肌组织 C a M活性量 水平 与平原对照值无显著差异
,

aC M在
一

h述实验条件下改变不甚显著 ; 2
·

在模拟 4。。。m 高原为缺氧家兔注入脂辱体包裹的 T F P

后
,

P p“ 无显著改变
,

P v R有增高趋势
,

而观察 45 分钟末动物肺动脉的C a M活性受到显著抑制
,

说

明缺氧性肺动脉压增高不一定依赖于 C a M , 3
.

家兔肺循环和体循环对缺氧反 应 不 同
,

在模拟

4 o o o m高原
,

脂质体包裹的T F P对缺氧动物的肺
、

体循环的血流动力学影响也不同
,

提示
:

肺循环

与体循环血管平滑肌收缩的调节机制不尽一致
。

关键词 缺氧 , 血流动力学 , 钙调蛋白乡 钙调蛋白拮抗剂 , 三氟啦嗓

高原缺氧
、

慢性阻塞性肺疾患等引起的 一 2
.

s k g
,

随机分为三组
。

I 组 (平原组
, 11 二 1 0)

:

肺泡性缺氧可导致肺动脉压增高等血流动力

学改变
,

其确切机制尚未彻底阐明
。

应用钙

拮抗剂的实验结果表明
:

缺氧时血管平滑肌

细胞外的C+a
+

跨膜 内流增加可能 是 缺 氧性

肺动脉和体动脉 增 压 反 应 发 生 的 重要环

节l() ( 3 )
。

但有关C+a
“

一

进入细胞后的具体作

用机制有待探讨
。

钙调蛋 白 ( C a l m o d u l i n ,

C a
M ) 是细胞 内

C a ` 十

的受体
,

C+a
+

对细胞一些功能的调节有

赖于C a
M的传递 (4)

。

血管平滑肌细胞收缩有

CaM或(和 )平滑肌张力素的 (双重 )调节 s() (1 “ )
。

在缺氧过程中
,

心
、

肺及血管组织 C a
M含量有

无变化 ; C a
M拮抗齐`l三氟啦嗓 ( T r i f l

u p e r a -

: i如
,

T F )P 对缺氧动物的血流动力学有何影

响等均未见报道
。

本实验选用家兔 1
.

测 定 缺 氧 (模 拟

4000 m高原 10 ~ n 天 ) 动物肺动脉
、

肺和心

肌组织 C a M 活性量的水平 ; 2
.

观察脂质体

i(1 pos om
。
) 包裹的 T F P对缺氧动物血流动

力学的影响; 以探讨缺氧动物血流动力学变

化的机制
。

材 料 与 方 法

一
、

动物分组 与实验 步骤

健康杂种白毛家兔2 9只
,

雌雄不拘
,

体重 1
.

8

在戊巴比妥钠麻醉下行股动
、

静脉插管
,

并开胸行

肺动脉插管
,

在主动脉上安置电磁血流量计探头
。

术后在平原每 15 分钟观测肺动脉平均压 ( P pa)
、

股动脉平均压 ( P fa )和心输出量 ( C O )各一次
,

历时

6 0分钟
。

I 组 (缺氧组
, n = 1 0 ) 和 I 组 ( T F P组

,

n 二 9)
:

先将动物置低压舱减压至模拟 4 0 0。士 5 00 m

高原
,

2 3小时 /天
,

持续 2 0一 2 1天
。

第 2 1或 2 2天也

行上述手术
。

术后
,

两组动物在平原稳定 15 分钟
,

测上述指标后
“
上升

”
至模拟4。。。m高原

,

此后 I

组动物在模拟 4 0 0 0 m 高原每 15 分钟测指标一次
,

历

时 6。分钟
。

I 组动物在模拟4 0 0 0 m 高原稳定 15 分钟
,

测值后
,

以 11
111 / m in 的速度向股静脉注入脂质休包

裹的 T F P ( 50 m M ) s m l
,

于开始注药后的 0
.

5
,

1
,

3
,

5
,

10
,

15
,

3。 和 ,l5 分钟末重复测各项指标
。

用连

卜生理记录仪 ( O E C 3 2 0 0 N i h o n k o h d e n ) 的压

力换能器 ( S t a t h a , , ; p s o
,

o x n a r d e
a l i f o r o i a )测

定肺动脉和股动脉压
,

用电磁血流量计 ( M F V 1 2 0 0

N i h o n k o h d e n )测定心输出量
,

并计算肺血管阻力

( P V R ) 和体循环阻力 ( S V R )
。

全部动物于实验结束后在相应实验高度放血活

杀
,

分离出直径为。
.

1 一 l m m的肺动脉组织
、

肺组

织 (不含直径> o
.

l m m的肺动脉 ) 和心肌组织
,

立

即置液氮中保存
。

二
、

钙调蛋 白活性测 定

1
.

参照W al l a c e方法 (7)
,

取新鲜猪大脑制成匀

浆
,

20
, 。00 x g离心 45 分钟

,

取上清液上 D E A E纤维
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仑 2

素柱
,

用。
.

OG
,

一 0
.

50 M N于lC 梯度洗脱
。

收集高比

活力部份浓缩
,

透析
,

得到相对纯的
,

依赖于 C a M

的磷酸二脂酶 (P D它)
。

此酶最大激活水解率> 100
n m o l / m i n / m g p r o t

,

激活活性 /基础活性 ” 4 ~
,

1 0
。

2
.

取肺动脉
、

肺和心肌组织制成匀浆
, 2。 ,

00 。

只 g离心 60 分钟
,

上清液在 9 2 ℃水浴中热处理 4
.

5分

钟
,

冷却后再次离心即得 C 扛M组织粗提液
。

3
.

采用W
a l l a e e改良法` , ) 测定 C扛M活性

。

分二

P D E 蛇毒
步

: 。 A M P一 , 51
一

A M P二子腺普 + iP
。 a H

一

腺普

用液体闪烁计数器 ( R a c k
一

B e t a 12 1 7 a o t o m a ti c ,

F i n l a n d W
a l l a e e ) 测定

。

未反应的 c A M P用7 1 7阴

离子交换树脂除去
,

腺 普可为 71 7阴离子交换树脂

非特异吸附
,

回收率为 61 %
。

根据下式计算 P D E活

性
:

为40 ~ 的%
,

电镜观察可见直径为队 1~ 1卜的脂质

体
。

实验数据均用 A p lP
e 一 I 计算机进行统计学处

理
,

结果以 又士S E表示
。

L I C A M p / 二 i n
/ m g p r o t

n m o l

= 实验管 D P M值 一 空白管D P M值

套{开蔽晋D P又值 ~ 空白管 D p M 值

x 2 0 0 义 m g
一 i P r o t 干 0

.

6 1

用双缩腺法测定 P D E 和 组 织 粗提液的蛋白含

量
。

4
.

为使计算标准化
,

根据C a
M标准反应曲线的

S形特性
,

采用本校数学教研室编制的
“

L O G T ”

程序
,

对双变量实测数据进行 log is t沈曲线拟合
,

根

据拟合方程

C a M活性量
。

y =

石合*
,

编制 程 序 计 算得组织

三
、

包裹T F P 的脂质体的制备

参照 C o n n e r
反 1句蒸发法 ( R E V ) ( . ) ,

取卵磷脂
:

胆固醇
:

硬脂酞酞胺 ( 7 , 2 , 1 ) 2
.

6m l
,

加入乙

醚和 T F P ( 50 m M ) s m翔昆匀
,

超声后减压蒸发
,

对磷酸缓冲液透析得到包裹 T F P的脂质体
。

包裹率

结 果

一
、

缺 氛时享 兔血流动 力学
、

组织钙调

蛋 白活 性量的影响

」
.

。

I 组动物经缺氧 (模拟 4 0 0 0 m高原 )

1 0 ~ 1 1天
,

在模拟吐o o o m高原
,

其 P p a
和 P V R

的各时点总均值分别为
: 3 1

.

06 士 0
.

5 4 m m H g

和 2 0 5
.

0士 3
.

4m m H g / L /m i n ,

非 常显著地

高于平原对照组的相应值 (P < 0
.

01 )
。

P f a

和 S V R分别为 7 2
.

3 7士 工
.

98 m m H g和 2 4 3
.

7士

6
.

4 m m H g / L/ m in
。

非常显著地低于平原对

照组的相应值 ( P < 0
.

01 )
。

C O 各时点总

均值为 2 9 0
.

2 士 6
.

2 7 m l / m i n ,

非常显著地高

于平原对照组的相应值 (P < 0
.

0 1)
。

2
.

亚组动物经缺氧 (模拟 4 0 0 0 m高原 )

2 0~ 1 2天后
,

在模拟 4 0 0 o m高原观测 1小时
,

放血处死
,

分离肺动脉
、

肺和心肌组织
,

测

定其组织 C
a M活性量

,

结果如表 1
。

与平原

对照组比较
,

缺氧组动物的肺动脉和心肌组

织 C a
M活性为低

,

肺组织 C a M为高
,

但其差

异在统计学上均无显著意义 (P > 0
.

0 5 )
。

二
、

在模拟 4 0 0 0 m 高原注 入脂质体 包裹

的T F P 甘缺氧动物血流动 力学和组 织 C a
M 活

性的影响

1
.

皿组动物在模拟 4 0 0 0 m 高原注入脂质

体包裹的 T F P后
,

P p a
在观察期间基本稳定

在 2 6
.

0 ~ 3 1
.

Om m H g间
,

与注药前相比无显

表 1 缺氧享兔组 织 C尽M 活性量水平 ( 件g / m g 组织粗提液 )

肺动脉 肺 心肌

平原对照组
,

1 2 9士 0
.

0 1 7

( 。 二 7 )

0
。

1 4 3土 0
.

01 9

( n = 6 )

0
.

0 9 9士0
。

0 1 3

( n = 6 )

缺 氧 组
.

1 0 4土 0
。

0 1 4

( 朴 = 10 )

.

15 6士0
。

0 2 1

( n 二 8 )

0
.

0 7 7士0
。

0 1 0

( n 二 8 )

值P 值 > 0
.

0 5 > 0
.

0 5 > 0
.

0 5
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二从咧

著差异 P (> 0
.

5 0)
。

V PR在开始注药后 即出

现上升趋势并持续至观察 5 4分钟末
。

但与注

药前相比无显著 差 异 (P > 0
.

5 0)
。

Pa f在

注药后 0 3秒即显著下降
,

至 3 分钟末
,

从注

药前的 7 6
.

6 3士 2
.

5 6 m m H g降为 5 4
.

2 9士 2
.

6 1

m m H g ,

此后有回升
,

但至观察 45 分钟末
,

各时点值比注药前有显著下降 (P < 0
.

0 1 )
。

SV R注药前为 3 0 0
.

5 士 Z s
.

g m m H g / L /m i n ,

注

药后 5 分 钟 末降为 2 4 8
.

3士 17
.

3m m H g / L /

m 初
,

此后有回升
,

并持续至观察 4 5分钟末
,

但各时点值与注药前无显著差异 ( P > 0 ,

0 5)
。

C O于注药后即有下降趋势
,

至 3分钟末下降

显著并持续至观察 45 分钟末 (P < 。
.

肠 )
。

随着

CO 下 降
,

p f a
进一步下降

,
P V R 增加 (图

1
、

表 2 )
。

2
.

在模拟 4 0 0 0 m 高原为缺氧动物注入

脂质体包裹的 T F P 后观察 45 分钟末放血处

死
, 分离肺动脉

、

肺和心肌组织
,

测定其 C a M

活性
。

C a
M 活 性受到显著抑制

。

C a M 激活

反应曲线不呈 S型
,

P D E 最大激活水解率下

一半瓦扛礴三拿减
时 阅 ( 分今

图 1 脂质体包裹的 T F P对缺氧家兔血流

动力学的影响

表 2 脂 质 包裹的 T F P对缺氧家兔血流动 力学的影响

4 60 o m 4 00 0拟 + T F P

时间 (m i。 ) 0 0 15 0
.

5 1 3 6 1 0 1 5 5 0 4 5

2 5 2 8
。

5 6 2 7
。

89 30
。

8 8
。

9 1 士 3
.

0 0 士 3
.

建3 士 2
.

7 3

.0曰份口29士13PPa

(也 m H g )

PV R

(鱼也 H g / L / m i n )

P f a

( m m Hg )

SV R

《. 川 Hg / L / m i n )
.

CO

(二 1/m i n )

。

6 6 2 8
。

6 7

1
.

6 2 士 1
.

6 2

37 31
。

2 5 2 9
。

67 29
。

4 3 2 6
。

78
.

15 士 2
。

6 8 士 3
。

5 1 士 3
。

1 0 士 2
.

80
-

2
ē乙28一十11

。
7

1 1

1 0 8
。

6

士 1 4
.

吐

。

1 12 5
。

5 0 14 6
。

0
`

士 1 6
.

9 士 16
。

4

1 31
。

3

士 10
。

0

2 ,

zz
。

6 土1 9 ; 0 土 1 6
,

8

1 4 0
。

4 1 41
。

1 141
。

6

士 1 9
。

2 士 1仑
.

7 士 1 7
。

8

23士88士

.珍自八甘尸口.毖.
.乎曰64+一.4

njt̀勺9.

,d能+一
7 6

.

1 1 7 5
.

5 0 7 6
.

6 3 “
.

25 . 色5
.

11 .

士 2
。

6 6 士 2
。

4 8 士 2
.

5 6 士 2
。

8 5 土 3
。

2 1

.

2 9今 5 2
.

11 .

2
。

6 1

2 8 0
。

9 2 5 5
。

0

士2 4
。

1 士 2 6
。

3

3 0 0
。

5 2 7 2
。

8

士 2 8
。

9 士 2 3
。

2

2 62
。

0 2 6 4
.

日

士 3
。

1 8

2 4 8
。

3

5吕
。

75 . 5 9
.

56 .

士 3
.

0 3 士 4
。

1 8

2 5 1
。

1 2 87
。

6

14一十以+一

30 0
。

5 2 9 2
。

8

士1 5
.

1 士 2 7
。

2 土 17
。

3
_

士 1 2
.

8 上 14
.

8 士1日
.

石 士 1
一

3
.

石

2 86
。

2

士 2 1
。

6

2 55
.

7 2 7 9
.

6 Z e g
.

o 25 5
.

7 2 1 2
.

7. 韶矛
.

1户 2 3 1
.

9 . a大7
.

7 . 22 5
、

3 . Za 6
.

i .

士 2 3
。

5 士 2了
.

7 士 2 6
.

2 士 1 6
.

6 士 1 8
。

6 士 2 4
.

5 士 1 4
。

6 士 1 6
.

0 士 1 5
.

5 士 1 3
.

2

. 与注药前相比有显著差异 ( P < 。 。

05 )

爵 阮 激活活性 /基础活性 < 2
.

5 (图 2 )
。

、
_ :

讨 论

血管平滑肌收缩调节的特征是
:
不存在

舰掬蛋白对肌动蛋
.

白的抑制和去抑制过程
。

aH巾如
r en ( 1 9B 2) 提出血管平滑肌收缩调节

的肌球蛋白磷酸化学说 , 认为 ; 血管平滑敬

兴奋收缩偶联是通过依赖于食” 的C压M激活

肌球蛋白轻链激嘛授M LC K )而使肌球蛋白
:

轻

链
_

( M cL ) 磷威化
`

,

进而激活肛动球蛋白的

A T P o
e
而实现的枯也有人认为或是通过平滑

肌细胞内存在的平衡既张力素 ( le io 加蛇加 )

直接激活肌动球蛋自
`

人T P“ eS 所完成 ,故城



组织粗提液 ( m g)

P D E

活
力

( n m o l )

C。 州 ` P亏 )

图 2 C a M激活反应曲线
0

一一
0

C a M

▲ 一一 人 I 组一肺动脉
,

一一
,

I 组一肺组织

·

一一
·

I 组一心肌
今一一幽 I 组一肺动脉

管平滑肌细胞收缩有 C a M或 (和 ) 平滑肌张

力素的 (双重 ) 调节
。

C +a
+ 一 C a

M是血管平

滑肌收缩调节的最终共同机制之一
。

应用钙拮抗剂的实验结果表明
:
缺氧时

血管平滑肌细胞外的 C +a
十

跨膜内流增加可能

是缺氧时肺动脉和体动脉增压反应发生的重

要环节
。

但有关C+a
十

进入细胞后的具体作用

机制有待探讨
,

作为 C+a
+

的 细胞内受体的

C a M在缺氧动物血流动力学变化中的作用还

未见报道
。

1
.

缺氧家兔组织 C a M 水平

从本实验结果看
,

与对照组相比
,

缺氧家

兔的肺动脉和心肌组织C
a
M活性量为低犷肺

组织为高
,

但其差异在统计学上均无显著性

意义
。

这可能在一定程度上反映上述三种家

兔组织在模拟如00 m 高原缺氧 1 0 ~ ir 天的实

验条件下 C a M活性量改变不甚显著
。

在本实

验中采用 P D E为模板反应体系
,

所测值为组

织C a M活性量
。

所得结果不排除以下可能性
:

即单位组织中 C a
M总量的增加可以弥补C a M

活性量的下降
。

有人观察到自发性高血压大

鼠的脑
、

心脏
、

主动脉和肾组织 C a M 总量

(放射免疫法 ) 较对照组 W i s t ar 一 K y o ot 大

鼠显著为低
。

也有人在肾性高血压大鼠的主

动脉和肾组织中采用环核普酸磷酸二脂酶方

法测定组织 C a M活性量较对照组显著增高
。

M ea n s
等 ( ` )根据 C a

M对激素调节的实验结果

则认为
:
依赖于 C a M的酶活性调节关键在细

胞 C a 千 +

的净流量 (。 e t f l
u x )和 C a + +

分布的改

变
,

而不在细胞内C a
M活性量的改变

。

但缺

氧对 C a M活性量影响如何缺乏可资参考的文

献
。

2
.

钙调蛋白拮抗剂对缺衰动物血流动

力学和组 织 C a
M 活性的影响

。

T F P是一 C a M 拮抗剂
,

广泛用作研究

C孚M 的工具 (` 。 〕。 荧光波谱和核磁共振波谱

(
n u e

l
e a r m a g n e t i e r e s o n a n e e ) 的研究表明

T F P和 C a
M间可通过疏水作用

,

以离子键形

式结合
,

抑制靶酶的活性
。

然而 T F P结构的

疏水特性决定了它除抑制 C a
M外

,

还可作用

于 a ;
受体

、

多巴胺受体的位点
,

抑制细胞膜

N +a 一 K
+ 一 A T P as e , 阻断去甲肾上腺素摄

取等
。

因此
,

T F P对整体动物的血流动力学

效应比较复杂
。

有人在离体灌注的肺动脉
、

肾动脉及主动脉条和冠状动脉条观察到 T F P

可抑制到平滑肌收缩
。

但其结果均系得自离

体实验
,
在实验中既未排除 T F P对

a ;
受体阻

断等所致的血流动力学影响
,

而且又未同时



测定 C aM 活性
,

因而不能确定血管收缩的抑

制仅为T F P对 C a
M拮抗的结果 ` T F P对缺氧

动物的血流动力学影响尚未见报道
。

为尽可

能排除T F P对细胞膜
a ,受体阻断等作用所致

的血流动力学影响
,

我们以脂质体包裹 T F P

后再注入动物体内
。

脂质体可通过内吞
,

融

合等途经进入细胞
,

经溶酶体的作用裂解而

释出内含物
,

为一携带各类物质 (包括药物 )

进入细胞的良好手段
。

在大剂量注射脂质体

时
,

肺内吸取率较高 (达 9
.

。一 10
.

0 % )

在本实验中
,

为缺氧家兔在模拟 4。。。二

高原注入脂质体包裹的 T F P后 P p a 无显著改

变
,

P V R有增高趋势
。

观察 45 分钟末的肺动

脉
、

肺和心肌组织 C a
M活性受到显著抑制

。

说

明:
缺氧性肺动脉压增高不一定依赖于 C a

M
,

妹氧还可通过其它调节机制和途径影响肺血

管的收缩
。

E b a s ih 曾观察到某些血管平滑肌

收缩不由 C a M触发
,

而由平滑肌张力素系统

完成
。

,

注入脂质体包裹的 T F P后
,

体循环血流

动力学改变与肺循环相反
。

P fa 下降
,

SV R

有降低趋势
,

C O 降低
。

结果提示
:

心肌和

体循环血管平滑肌与肺循环血管平滑肌收缩

扒制不尽一致
,

心肌和体循环血管平滑肌收

缩对C
a
M的依赖性大于肺循环血管平滑肌

。

本实验结果也显示缺氧对肺循环和体循环血

饰动力学影响也不同
。

关于肺循环和体循环

反应性的差异目前还不能作出完满解释
。

根

据本实验结果
,

我们认为
:
肺

、

体循环血管

平滑肌收缩调节的分子不尽 一 致
, C a M 在

肺补体循环分布和作用的差异似为肺
、

体循

环血管反应性差异的分子基础
。

这有待进一

步实验证实
。

’

, 丈在本实验的 C a M测定技术中
,

蒙徐州医学院

组化室赵升皓教授悉心指导
,

并为提供测定用试剂
,

卿七致谢
: 也感谢本校免疫学教研室周凡同志的大

力支待
。

)
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m i e r o 一 a n a t o m y o f t h e A r t e r i a l N e t w o r k

a r 0 U n d t h e W r i s t J o i n t

L 1 Z h e n q i a n ( D e p a r t m e n t o f A n a t o m y
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T h i r d M i l i t a r y

M e d i e a
l C o

l l
e g e )

l了i f亡y p r o p a r e d s p e e i m e n s o f a d u
l七

u p p e r e x t o i m i亡y w o r e e m p l o y e d i n t h o s t o d y
.

T h e a r t e r i e s o f e a e }1 e x t r e m i t y w e r e P e r f u s e d w i t li r e d l a 七e x a n ( l 七h o d i s s e e t i o n

w a s e a r r i e d o u t u n d e r a n o P e r a t i n g m i e r o s e o P e .

T w e l v e a r t e r i e s P a r t i e i p a t e i n t h e f o r m a t i o n o f t h e a r t e r i a l n e t w o r k a r o u n d

t h e w r i s 士 j o i n t
.
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3

o n t h e d o r s a l a n d 2 o n t h e p a l m a r s id e o f t h e e x t r e m i t y
.

T h e 2 d i v i s i o n s s i t u -

a士e d o n 七h e d o r s a
l

a n d p a
l m a r s i d e o f t h e j o i n t e a p s u l e o f t h

e w r i s t r e s p e e t i v e ly

a r e t h e m o s t e o m p l e t e l y e o n s t r u e t e d a m o n g t h e s
, a n d t h e n l a i n r o u t e s f o r t h e

e o l l a t e r a
l

e i r e u
l
a t i o n a r o u n d t h e w r i s t

.

T h e d o r s a l d i v i s i o n o f t h e e a r p a l a r t e r i a l n e t w o r k 15 r zi a i n l y f o r nr e d b y t h e

(工o r s a l
e a r p a l b r a n e h o f t h o r a d i a

l
a r t e r y

, t h e d o r s a l b r a n c h o f t h。 。 n t e r i o r i朴
-


