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重要作用。本实验中采用大鼠失血性休克模型，研究

PKC￡对失血性休克血管反应性和钙敏感性的调控

作用，以期为深入了解失血性休克血管低反应性的

发生机制、探寻有效防治药物提供实验依据。

l材料与方法

1．1 主要试剂：RNA抽提试剂Tripure(美国

Roche公司)，逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)

Ver 3．o试剂盒(大连宝生物公司)，PKC￡激动剂碳

酰胆碱(Carbachol，德国Merck公司)，PKC￡抑制剂

PKC￡转位抑制肽(Translocation Inhibitor Peptide，

德国Merck公司)，去甲肾上腺素(NE，上海禾丰制

药有限公司)。

1．2休克模型制备：清洁级wistar大鼠48只，雌

雄各半，体重(230．o±26．1)g。实验前12 h禁食，实

验时先用戊巴比妥(30 mg／kg)腹腔注射麻醉，右侧

股动脉插管并接血压计，肝素钠500 U／kg抗凝。正

常对照组不放血；休克即时组、休克o．5 h组、休克

1 h组、休克2 h组、休克4 h组动物在术毕稳定

10 min后开始放血，10 min内至平均动脉压(MAP)

30 mm Hg(1 mm Hg—o．133 kPa)。按各组要求维

持不同时间后活杀大鼠，无菌条件下取肠系膜上动

脉(SMA)主干及分支，清除周围结缔组织，将SMA

一级分支制成约2．5 mm长的血管环，用作血管反应

性和钙敏感性测定。其余SMA组织用于RT—PCR。

1．3 PKC￡mRNA表达检测：采用RT—PCR半定

量检测技术，采用Tripure提取血管组织总RNA，

经紫外分光光度计测定RNA纯度及浓度，筛选

A。。／A。。。为1．8～2．o的用于后续实验。将RNA统

一定量为1．o弘g进行逆转录，PKC￡引物(389 bp)

依据软件oligo 6．O设计，上游引物57一CGAGGA

CGACTTGTTTGAATCC一37，下游引物5 7一CAGT

TTCTCAGGGCATCAGGTC一3 7，由大连宝生物工

程公司合成；同时扩增上海闪晶分子生物技术研究

所合成的p一肌动蛋白(B咀ctin，207 bp)作为内参照，

上游引物5 7一CACCCGCGAGTACAACCTTC一3 7，

下游引物57一CCCATACCCACCATCACACC一3 7。经

94℃30 s、60 C 45 s、72℃1 min，35个循环后，取

4弘l PCR产物经质量分数为2％的琼脂糖凝胶电

泳，以PKC￡条带与B—actin条带的灰度值之比评价

PKC￡mRNA表达水平。

1．4血管反应性测定：采用离体血管环张力测定技

术，血管环对NE的反应性按累积浓度法测定，用

NE的量～效曲线、最大收缩张力(Emax)以及pD2

(一log[NE])评价血管反应性"3。
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1．5 血管钙敏感性测定：采用离体血管环张力测定

技术，按照累积浓度法测定血管环对Ca2+的反应

性，用Ca2+的量一效曲线、Emax以及pD2评价血管

钙敏感性。3。测定褪膜血管钙敏感性时，先将SMA

血管环在含50弘mol／L p七叶皂苷和1肛m01／I。

A～23187的褪膜高钾液(NaCl 32．7 mmol／L、KCl

90 mmol／I— NaHC03 25 mmol／I— KH2P04

1．03 mmol／L、MgS04·7H20 o．45 mmol／L、葡萄

糖11．1 mmol／L，pH值7．4±o．5)中孵育30 min

褪膜并耗竭胞内储存钙，即得褪膜血管环，然后在褪

膜高钾液中按累积浓度法测定褪膜血管钙敏感性。

1．6 统计学方法：数据以均数±标准差(z±5)表

示，采用SPSs 10．o统计软件，行f检验，P<o．05

为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 失血性休克SMA血管

万方数据



·146· 中国危重病急救医学2008年3月第20卷第3期Chin Crit Care Med，March 2008，V01．20，No．3

2．2 失血性休克PKC￡mRNA表达的变化(图2)：

正常对照组SMA血管组织PKC￡mRNA表达量较

低，失血性休克后PKC￡mRNA表达逐渐增高，

PKC￡相对灰度值(与8一actin相比)由正常的o．259

逐渐增至休克1 h的o．509(P<o．01)，休克4 h时

为0．503(P<0．01)。

正常对照休克即时休克0．5 h休克1 h 休克2 h 休克4 h

组别

注：与正常对照组比较：8P<O．Ol

图2各组失血性休克大鼠sMA血管组织

PKce mRNA表达变化的比较

2．3 PKc￡的激动剂和抑制剂对失血性休克2 h

SMA血管反应性和钙敏感性的影响(图3，图4)：

PKC￡激动剂碳酰胆碱(4×10“mol／L)可增高休克

2 h SMA一级分支血管对NE的反应性和钙敏感

性，表现为量一效曲线左移、Emax增大，血管对NE

(1×10_5 mol／L)的收缩力由4．821 mN增至

5．956 mN，血管对Ca2+(4×10_4 mol／L)的收缩力

由5．519 mN增至6．690 mN(P均<o．01)；pD2值

无明显变化。

由于PKC￡抑制剂PKCe转位抑制肽不能穿过

胞膜，故先将血管环褪膜，结果发现PKC￡抑制剂

PKC￡转位抑制肽(1×10_5 mol／L)可降低休克2 h

大鼠sMA一级分支褪膜血管对NE的反应性和钙

敏感性，表现为量一效曲线右移、Emax减小，褪膜血

管对NE(1×10_5 mol／L)的收缩力由休克2 h的

2．512 mN降低至o．750 mN(P<0．01)，褪膜血管

对Ca抖(4×10_4 mol／L)的收缩力由休克2 h的

4．072 mN降低至1．108 mN(P<o．01)；pD2值无明

显变化。

血管反应性 钙敏感性

注：与正常对照组比较，8P<o．01；与休克2 h组比较，“P<o．ol

图3 PKc￡激动剂对失血性休克2 h大鼠sMA一级分支

血管反应性和钙敏感性的影响

血管反应性 钙敏感性

注：与褪膜正常对照组比较，。P<o．()I；

与褪膜休克2 h组比较，。尸<o．01

图4 PKCe抑制剂对失血性休克2 h大鼠sMA一级分支

褪膜血管反应性和钙敏感性的影响

3讨 论

PKC￡属于属新型PKC(nPKC)，其活化不依赖

于钙，而由磷脂(PL)、二脂酰甘油(DAG)或佛波酯

激活，是在血管平滑肌细胞中表达的一种重要的

PKC亚型。有报道在大鼠SMA，苯肾上腺素通过活

化PKC￡诱导钙敏感性增高和血管收缩。1；在雪貂

主动脉，给予外源性活化的PKC￡可导致不被肌球

蛋白轻链激酶(MLCK)抑制剂ML一9削弱的血管收

缩¨3，说明PKC￡对血管平滑肌舒缩的调节不依赖

于Ca2+浓度，而是通过调节钙敏感性完成。为研究

失血性休克后PKc￡在血管反应性和钙敏感性调节

中的作用，我们以PKC￡激动剂和抑制剂为工具药，

观察对休克2 h血管NE和Ca2-诱发收缩反应的影

响，结果发现PKC￡激动剂可增高休克2 h血管对

NE和钙离子的收缩反应，使量一效曲线左移、Emax

增大。因为PKCe抑制剂不能穿过细胞膜，因此先将

血管环用13一七叶皂苷褪膜，用A一23187耗竭胞内

ca2十，结果发现PKC￡抑制剂可降低休克2 h血管

(褪膜后)对NE和Ca2+的收缩反应，使量一效曲线右
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移、Emax减小，说明PKC￡对失血性休克后血管反

应性和钙敏感性有重要调节作用。

目前研究认为，PKC￡在多种组织器官中有保

护性作用，在兔心肌，缺血预适应可诱导大量PKce

从胞质转位至胞膜，增强对心肌的保护作用u”。在

失血性休克后血管平滑肌PKC￡表达如何变化，有

怎样的作用，国内外文献报道较少。McKenna等n”

报告，脂多糖(LPS)100弘g／L作用于大鼠主动脉3 h

可使PKC￡蛋白表达增高2～3倍，其mRNA表达

比正常对照增高3．5～12．o倍，持续作用20 h后

PKC￡蛋白表达和mRNA表达均逐渐回降。在缺氧

小鼠脑组织，PKCe表达随缺氧次数增多(3次之内)

达持续增强(第4次缺氧时出现回降)¨∞。我们的研

究发现，与正常对照组比较，失血性休克后大鼠

SMA PKc￡mRNA表达持续增高，从休克即时开

始，在休克1 h时达到峰值，一直持续到休克4 h仍

然维持在较高水平，而失血性休克后大鼠SMA一

级分支血管对NE的反应性和钙敏感性却呈先增高

后降低的变化趋势(休克早期的血管反应性和钙敏

感性增高，休克中晚期的血管反应性和钙敏感性降

低)。即休克早期，PKC￡mRNA表达增高，血管反应

性和钙敏感性也增高，二者变化趋势一致；而休克中

晚期，PKC￡mRNA表达持续增高，而血管反应性和

钙敏感性却呈进行性下降。

结合前面PKC￡对失血性休克后血管反应性和

钙敏感性有重要调节作用的研究结果，我们认为

PKC￡可能是失血性休克后机体的内源性保护分

子，在休克早期表达增强，维持高水平的血管反应性

和钙敏感性，以发挥保护效应；在休克中晚期，由于

损伤因素作用强大，PKC￡表达增高已不足以维持

相当水平的血管反应性和钙敏感性，因而出现血管

反应性和钙敏感性的进行性下降。
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2008年全国大内科新进展学习班将举办

2008年全国大内科新进展学习班由中华医学会主办，拟于2008年5月下旬在北京举办，共6 d，培训费980元，食宿统一

安排，费用自理。学习期满授予学员国家级I类继续教育学分10分[项目编号：2008一03—10一117(国)]。

1 内容：代谢综合征；短暂性脑缺血发作；肺动脉血栓栓塞症；风湿性疾病；高血压；呼吸衰竭；急性冠脉综合征；急性缺血性脑

卒中；抗感染药物；抗栓和溶栓；类风湿关节炎；脑出血；如何选用调脂药；糖尿病急性并发症；糖尿病口服降糖药；糖尿病胰岛

素治疗；心房颤动；心律失常；心血管病常用药物等。

2主讲人：刘又宁、萧建中、马欣、程显声、王鸿懿等教授。

3报名办法：请将详细的通讯地址填写清楚后寄到：北京市东城区东四西大街42号，中华医学会网络信息部，丛风娟、包文婕

收，邮编：100710；信封请注明：“大内科班”。电话：010一85158694(08：30一17：oo)，手机：13811356867，传真：010一85158693，

Email：congfj@cma．。rg．cn或cmawlb@1 63．com。可电话报名索取正式通知。 (中华医学会信息网络部)
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