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失血性休克大鼠血管平滑肌钙敏感性变化 

及其在休克双相血管反应性变化中的作用 

李涛 刘良明 杨光明 徐竞 明佳 

【摘要】 目的 观察失血性休克后血管平滑肌钙敏感性是否存在双相变化，以及钙敏感性的双相变化与 

血管反应性双相变化的关系。方法 取失血性休克大鼠肠系膜上动脉(SMA)，采用离体血管环张力测定技 

术，观察在失血性休克后不同时间点(休克即刻、休克 30 min、休克 1 h、休克 2 h)大鼠SMA血管环对梯度浓 

度去甲肾上腺素(NE)的收缩反应性，以及在去极化状态下(120 mmol／L K )血管环对梯度浓度钙的收缩反 

应性变化(钙敏感性)，分析血管反应性变化与钙敏感性变化的关系；同时观察钙敏感性增强剂血管紧张素 I 

(Ang 1)和钙敏感性抑制剂胰岛素对血管反应性 的影响。结果 休克早期(即休克即刻和休克 30 min时) 

SMA对 NE和钙的反应性明显升高，量一效曲线明显左移，最大收缩力(Emax)明显升高(P均<O．05)；随着 

休克时间的延长，血管环对 NE和钙的反应性均逐渐下降，到休克 2 h均已明显降低，其量一效曲线明显右移， 

Emax明显降低(P<O．05或 P<O．01)；休克后不同时间点血管反应性变化与钙敏感性变化呈显著正相关 

(r一0．962 4，P<O．05)。具有钙敏感性增强作用的 Ang I(1×10 mol／L)可明显升高休克 2 h血管环对 NE 

和钙的反应性(P<O．05或 P<O．O1)，而有钙敏感性抑制作用的胰岛素则可降低休克早期(休克即刻)血管环 

对 NE和钙的反应性(P<O．05或 P<O．01)。结论 失血性休克血管平滑肌细胞存在钙敏感性的双相变化， 

血管平滑肌细胞钙敏感性双相变化在失血性休克血管反应性的双相变化中起重要作用。 

【关键词】 休克，失血性； 血管低反应性 ； 钙敏感性； 双相血管反应性 

Changes in sensitivity of vascular smooth muscle to calcium and its role in the biphasic change in vascular 

reactivity following hemorrhagic shock in rats LI Tno，LIU Liang—ming，YANG Guang —ming，XU 

Jing．MI NG Jia．State Key Laboratory of Trauma，Burns and Combined Injury，Department Two，Research 

Institute of Surgery，Daping Hospital·7 T  ̂rd Military Medical University，Chongqing 400042,China 

Corresponding author：LIU Liang—ming (Email：liuliangming200g@yahoo．com) 

[Abstract] Objective To observe the change in sensitivity of vascular smooth muscle to calcium and 
its role in biphasic vascular reactivity following hemorrhagic shock (HS)in rats．M ethods The superior 

mesenteric artery (SM A)obtained from rats with HS was used to assay the vascular reactivity and sensitivity 

to calcium by observing the contraction initiated by norepinephrine (NE) and Ca + under depolarizing 

conditions(12O mmol／L K )with isolated organ perfusion system．At different time points after shock，the 

relationship between vascular reactivity and sensitivity to calcium was analyzed．Meanwhile the effects of the 

angiotensinⅡ (Ang I)and insulin，the calcium sensitivity regulating agents，on vascular reactivity were also 

observed．Results As compared with the controI group，the cumulative dose—response curves of SM A to 

NE and Ca at early shock stages，i．e．immediately and 30 minutes after shock，shifted to the left，the 

maximal contractions(Emax)of NE and Ca were increased significantly (P< O．O5 or P< O．O1)．But the 

cumulative dose—response curves of SMA to NE and Ca at late shock stage shifted to the right，and Emax 

of NE and Ca“ were significantly decreased (|P< O．O5 oY P < O．O1)． Ang Ⅱ increased the contractile 

response of SM A to NE and Ca when shock persisted for 2 hours。rendering the cumulative dose—response 

curves of NE and Ca shifted to the Jeft(P< 0．05 or P < 0．01)．But insulin decreased the contractile 

response of SMA to NE and Ca at early stage of shock，rendering the cumulative dose—response curves of 

NE and Ca shifted to the right(P< O．05 or P< O．01)．Conclusion Sensitivity of vascular smooth muscle 

to calcium following hemorrhagia displays a biphasic change．It playes important roles in biphasic vascular 

reactivity． 
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· 论 著 · 

严重创伤／休克失代偿期常出现血管低反应性， 

它表现为全身血管对缩血管物质和舒血管物质的反 

应降低或不反应，目前研究发现它可能与一氧化氮 

(NO)水平增高、血管平滑肌细胞(VSMC)钾、钙通 

道功能失常及细胞膜超极化有关，但抑制 N0，恢复 

钾、钙通道功能及细胞膜极化状态并不能完全逆转 
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血管低反应性 。本实验室前期研究发现，休克后 

血管反应性存在双相变化，即休克早期血管反应性 

明显升高，休克晚期血管反应性明显降低；在失血性 

休克 2 h后 VSMC存在钙失敏，且钙失敏在休克血 

管低反应性发生中起重要作用 。为进一步探讨钙 

失敏在失血性休克血管低反应发生中的作用，休克 

后钙敏感性变化是否与血管反应性一样也存在双相 

变化及其之间的关系，本实验中采用大鼠失血性休 

克模型，研究失血性休克后不同时间肠系膜上动脉 

(SMA)血管钙敏感性变化及其与血管反应性变化 

的关系，以及钙敏感性调节剂对失血性休克血管钙 

敏感性及血管反应性的调节作用。 

1 材料与方法 

1．1 动物分组及模型制备：Wistar大鼠 56只，雌 

雄各半，体重(208．0±23．1)g。随机取 8只作为正常 

对照组；其余 48只制备休克模型，分为休克即刻组、 

休克即刻+胰岛素组、休克 30 min组、休克 1 h组、 

休克 2 h组、休克 2 h+血管紧张素 1I(AngⅡ)组。 

大鼠实验前 12 h禁食、自由饮水，实验当 日用戊巴 

比妥钠(30 mg／kg)腹腔注射麻醉后，右侧股动脉插 

管并连接血压计，肝素钠 500 U／kg抗凝，术毕稳定 

10 min后开始放血，10 min内使平均动脉压(MAP) 

降至 40 mm Hg(1 mm Hg一0．133 kPa)，在此水平 

上分别维持 0 h(16只)、30 min(8只)、1 h(8只)和 

2 h(16只)，活杀大鼠，每只动物取 SMA，清除周围 

结缔组织，制作成 2～3 mm长的血管环 2根，其中 
一 根用于血管反应性测定，另一根用于钙敏感性测 

定。正常大鼠直接活杀取SMA，制作血管环。 

1．2 血管反应性测定：SMA血管环挂于注有K—H 

液(Krebs—Henseleit液，组成：NaC1 118 mmol／i— 

KC1 4．7 mmol／L、NaHCO3 25 mmol／L、KH2Po4 

1．03 mmol／L、MgSO4·7H2O 0．45 mmol／L、葡萄 

糖 11．1 mmol／L、CaC12 2．5 mmol／L、pH 7．4)离体 

器官灌流槽的浴槽中，持续充入体积分数为 95 的 

o 和 5 的CO 混合气体，给预初张力 0．5 g，25 C 

恒温孵育 2 h，每 2O min换液 1次，待张力曲线平稳 

后，测定血管环对去 甲肾上腺素(NE)的反应性。 

Ang 11处理组用 Ang 11(1×10 mol／L)预孵育休 

克2 h的 SMA血管环10 min；休克即刻+胰岛素组 

用胰岛素(1×10 mol／L)预孵育休克即刻血管环 

10 min；分别观察血管环对 NE的收缩反应，通过张 

力传感器连接至8道生理记录仪记录。 

血管环对 NE的反应性采用浓度累计法测定， 

使所用 NE的终浓度分别为 1×10～、1×10～、 

1×10一 、1×10一 、1×10一 和 1×10一 mol／L，记录 

不同浓度下各血管环产生的最大收缩力(Emax)，以 

张力／血管环重量(g／mg)为量化标准，制作量一效曲 

线，曲线拟合法求 NE半数有效浓度(EC 。)，用 NE 

pD (一log EC 。)和 Emax以及量一效曲线评价血管 

反应性 。 

1．3 钙敏感性的测定：取 SMA血管环挂于注有 

K—H液的离体器官灌流槽浴槽中孵育 2 h，待张力 

曲线平稳后换高钾液 (组成：NaC1 2．7 mmol／L、 

KCl 12O mmol／L、NaHCO3 25 mmol／L、KH2Po4 

1．03 mmol／L、MgSO4·7H2O 0．45 mmol／L、葡萄 

糖11．1 mmol／L、pH 7．4)孵育 10～2O min，待张力 

曲线平稳后测定血管环对钙的反应性。休克2 h+ 

AngⅡ组用AngⅡ(1×10 mol／L)预孵育休克2 h 

SMA血管环10 min；休克即刻+胰岛素组用胰岛素 

(1×10 mol／L)预孵育休克即刻血管环10 min，观 

察血管环对钙的收缩反应，通过张力传感器连接至 

8道 生理记录仪记录。 

血管环的钙敏感性测定用浓度累计法，钙终浓 

度 分别 为 3×10一 、1×10一 、3×10一 、1×10一。、 

2×10一。、6×10一。、1×10一 、3×10一 mol／L，记录不 

同钙浓度下血管环产生的Emax，以张力／血管环重 

量(g／rag)为量化标准，制作量一效曲线，用曲线拟合 

法求钙的EC 用钙的pD 和Emax以及量一效曲线 

评价血管的钙敏感性。 

1．4 统计学处理：所有数据以均数±标准差( ±s) 

表示，两组间采用 t检验进行统计学处理，P<0．05 

为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 失血性休克不同时间点 SMA对 NE和钙反 

应性的变化(表 1，图 1，图 2)：与正常对照组相比， 

休克即刻及 30 min时，SMA对 NE和钙的量一效曲 

线明显左移，两点 Emax均显著性增加 (P<0．01 

或 P<0．05)，且休克即刻在 NE浓度为 1×10一、 

1×10 mol／L水平差异均有显著性 (P<0．05或 

P<0．01)，休克30 min在 NE浓度 1×10 mol／L 

水平差异具有显著性 (P<0．05)；休克即刻在钙 

浓度为 1×10一、2×10一、6× 10_’、1×10 和 

3×10 mol／L水平差异均有显著性(P均<0．05)； 

休克 30 min在钙浓度 3×10 mol／L水平差异有显 

著性(P<0．05)。随休克时间延长，血管环对 NE和 

钙的反应性逐渐下降，休克后 2 h，NE和钙的量一效 

曲线明显右移，Emax降低(P<0．01或P<0．05)。 

休克即刻对 NE的 pD 明显降低，休克后 2 h明显 
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升高(P均<0．05)。休克后 2 h，钙的pD 明显降低 

(P<0．05)，其余各组 pD 差异均无显著性。 

表 1 失血性休克不同时间点大鼠 SMA对 NE和 

钙反应性变化( 土s，n一8) 

Table 1 Response of SM A to NE and Ca at different 

time after HS in rats(x+s，n一8) g／mg 

注：与正常对照组比较： P<O．05．～ P<O．O1 
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Jog NE浓 度(tool／I ) 

注：与同浓度 NE刺激下的正常对照组比较： P<O．05，一 P<O．O1 

图 1 失血性休克大鼠 SMA的 NE收缩反应性变化 

Figure 1 Contractile response of SM A to NE 

at different time after HS in rats 

吕 1 

0 

0 

— 0 

1og 【Ca 】 

注：与同浓度钙刺激下的正常对照组比较 ： P<O．05，一 P<O．O1 

图 2 失血性休克大鼠SMA的钙敏感性变化 

Figure 2 Change of calcium sensitivity of SM A to Ca2+ 

at differe nt time after HS in rats 

2．2 钙敏感性增强剂 AngⅡ及钙敏感性抑制剂胰 

岛素对失血性休克大鼠血管环 NE和钙收缩反应性 

的影响(表 2，图 3，图 4)：AngⅡ可使休克 2 h SMA 

对 NE和钙的量一效曲线明显左移，与休克 2 h组相 

比，Emax均显著增高(P<0．05或 P<0．01)，在 

NE浓度 1×10 和 1×10 mol／L水平差异均有 
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显著性 (P<0．05或 P<0．01)，在钙浓度6×10～、 

1×10_。、3×10 mol／L水平 差异 均 有显 著性 

(P<0．05或 P<0．01)；AngⅡ预孵育休克2 h SMA 

后，SMA对 NE和钙的反应性与相同水平下正常对 

照组相比差异均无显著性。 

表 2 AngⅡ和胰岛素对 NE和钙 Emax 

和 pD：的影响( 土 ，n一8) 

Table 2 Effect of AngⅡ and insulin on vascular reactivity 

of SMA to NE and Ca ( 土 ，n一8) g／mg 

正常对照组 1．052~0．007 

休克即刻组 1．6265：0．101 

休克即刻+胰岛素组1．205~0．11 9 

休克2 h组 0．453~0．021 

休克2 h+AngI组 0．985+O．112 

7．136+0．044 

6．883~0．015 

7．083~0．044 

7．768+0．035 

6．878+0．1l7 

1．477~0．031 

2．773~0．014 

1．543~0．123 

0．669±0．042 

1．265±0．132 

2．797~0．027 

2．771士0．065 

2．765+0．089 

2．557~0．034 

2．752~0．012 

注：与休克即刻组比较 ： P<O．05，一P<O．O1；与休克 2 h组 

比较 ： P<O．05． p<o．Ol 

1．8 

1．6 

1．4 

1．2 

1．0 

bO 

0·0 

0．6 

0．4 

0．2 

0 

— 0．2 

+ 正常时照组 + 休克即刻组 + 休克2 h组 

0 

log NE浓度(mol／L) 

注：与休克即刻组比较： P<O．05，一P<O．O1； 

与休克2 h组比较： P<O．05， P<O．O1 

图 3 钙敏感性调节剂 AngⅡ和胰岛素对 SMA NE反应性的影响 

Figure 3 Effect of Ang I and ins ulin on 

vascular reactivity of SM A to NE 

bO 

吕 
＼  

0 

注：与休克即刻组比较： P<O．05，一P<O．O1； 

与休克 2 h组比较： P<O．05， P<O．O1 

图4 钙敏感性调节剂 AngⅡ和胰岛素对 SMA钙反应性的影响 

Figure 4 Effect of AngⅡ and ins ulin on 

vascular reactivity of SMA to Ca 
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胰岛素可使休克即刻 SMA对 NE和钙的量-效 

曲线明显右移，与休克即刻组相比，Emax均显著降 

低(P<O．05或P<O．01)，在 NE浓度为1×10 和 

1×10 mol／L水平差异均有显著性，在钙浓度为 

6×10_’、1×10 和3×10 mol／L水平差异均有显 

著性(P<O．05或P<O．01)；胰岛素预孵育休克即刻 

SMA后，SMA对 NE和钙的反应性与相同水平下 

正常对照组相比差异均无显著性。 

2．3 失血性休克不同时间点 SMA对 NE反应性 

的变化与钙敏感性变化的关系：在休克各时间点 

SMA对 NE反应性与钙敏感性变化之间呈直线正 

相关关系(r一0．962 4，P<0．05)。 

3 讨 论 

严重创伤、休克后心肌细胞存在钙超载和钙失 

敏。我们研究发现，在失血性休克晚期，VSMC也存 

在钙失敏，钙失敏在休克血管低反应发生中起重要 

作用 。休克后血管对 NE的反应存在双相变化，即 

在休克早期血管反应性明显升高，在休克晚期血管 

反应性明显降低，但在休克不同时期，钙敏感性是否 

存在双相变化，钙敏感性双相变化是否与血管反应 

性的双相变化之间密切相关，目前尚未见报道。 

本研究采用大鼠失血性休克模型，观察了休克 

后不同时间点 SMA血管环对 NE反应性和钙敏感 

性的变化及其之间的关系，同时观察了钙敏感性调 

节剂 AngⅡ和胰岛素对血管环 NE反应性和钙敏感 

性的影响。研究发现，大鼠失血性休克后，SMA对 

NE和钙的收缩反应性均呈现双相变化，休克早期 

(休克即刻和休克 30 min)血管环对NE和钙的收缩 

反应性明显升高，休克晚期(休克 2 h)血管环对 NE 

和钙的收缩反应性明显降低。血管环对 NE反应性 

变化与对钙的收缩反应性变化之间呈现明显的正相 

关关系。钙敏感性增强剂AngⅡ可通过增加VSMC 

的钙敏感性而恢复休克晚期(休克 2 h)降低的血管 

反应性，钙敏感性抑制剂胰岛素则可以通过降低 

VSMC的钙敏感性而降低休克早期血管的高反应 

性。结果提示，休克后血管平滑肌对钙的敏感性存在 

着双相变化，且钙敏感性的双相改变在失血性休克 

后血管反应性的双相变化中起重要作用。 

由于 AngⅡ是一种作用于心血管细胞的非特 

异多功能激素，可激活多条胞内信号转导通路调节 

血管舒缩，它并非特异的Rho一激酶激动剂，所以其 

恢复休克血管对 NE反应性除其增高钙敏感性 以 

外，还可能与其他因素(酪氨酸激酶的活化、胞内pH 

值的改变等)有关 。本实验室前期工作证实，实验 

中所采用的 AngⅡ浓度(1×10～mol／L)，主要通过 

激活Rho激酶，抑制肌球蛋白轻链磷酸酶(MLCP) 

发挥钙增敏作用 。胰岛素作为钙敏感性抑制剂，研 

究证实，胰岛素可抑制 Rho一激酶的活性 ，使 MLCP 

活性升高，从而导致钙敏感性降低 。 

本实验中明确了休克后血管对钙的敏感性也呈 

双相变化，并与血管反应性的双相变化密切相关。 

本实验室前期研究证实，失血性休克后 VSMC钙敏 

感性变化的调节机制与 Rho一激酶、蛋白激酶 C 

(PKC)、蛋白激酶 G(PKG)密切相关。 。但其具体的 

调节机制及哪种分子起主要作用，目前尚不清楚。文 

献 [93报道，在 a一毒素蜕膜的兔气道平滑肌，用 

Rho一激酶特异拮抗剂 Y一27632预处理可剂量依 

赖性地抑制 GTP水解类似物(GTP S)所致钙增 

敏，但在 Y一27632增至最大剂量(100 mmol／L)时， 

仍存在一部分对 Y一27632无反应的收缩，约 占 

Emax的 16 ，联合运用 Y一27632(1O0 mmol／L)和 

GF109203X(PKC拮抗剂)可完全解除GTPTS导致 

的钙增敏，提示 Rho一激酶在 G蛋白介导的钙增敏 

中发挥主要作用，而PKC作用可能要小些。究竟哪 

种分子有更重要的调节作用，尚待进一步研究。 
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