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失血性休克大鼠心肌收缩功能障碍中整合素联接激酶的作用
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　　摘　要：目的　探讨整合素联接激酶（ＩＬＫ）在失血性休克大鼠心肌收缩功能中的调节作用。方法　采用离体乳头肌灌流和

心脏灌流技术，用不同方法预处理ＩＬＫ，测定失血性休克大鼠离体左心室乳头肌等长收缩张力的变化，以及大鼠离体心脏血流动

力学指标的变化。结果　休克大鼠心脏血流动力学指标随着休克时间延长而逐渐下降，休克１、２ｈ的血流动力学指标显著低于

对照组（犘＜０．０５）；离体左心室乳头肌收缩力呈现相同的变化趋势（犘＜０．０５）；休克０．５、１．０、２．０ｈＩＬＫ活性显著低于对照组

（犘＜０．０５）。以休克１．０ｈ的离体乳头肌和心脏为研究对象，ＩＬＫ激动剂预处理可显著改善乳头肌的收缩力和心脏血流动力学指

标（犘＜０．０５），而ＩＬＫ特异性抑制剂则明显拮抗这种改善作用（犘＜０．０５）。结论　ＩＬＫ在休克心肌收缩功能调节中发挥了重要作

用，增强ＩＬＫ的活性可增强心肌收缩功能。
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　　制约休克治疗的环节是休克后心脏收缩功能的障碍，虽然

对休克后心脏功能障碍机制已有深入了解，但仍未阐明。整合

素联接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）是一种丝氨酸／苏氨

酸蛋白激酶，可将胞外刺激传递到胞内［１］，它广泛参与细胞增

殖、分化、迁移以及血管再生，在肿瘤发生中有重要作用［１］。

Ｂｅｎｄｉｇ等
［２］发现ＩＬＫ基因突变可引起斑马鱼心力衰竭的发

生，敲除ＩＬＫ基因可引起大鼠原发性心肌病并导致心力衰竭，

提示ＩＬＫ参与了心脏收缩功能的调节。但失血性休克后心脏

收缩功能的变化是否有ＩＬＫ的参与目前尚未见报道，为此本

实验以失血性休克大鼠为模型，从离体心脏和离体乳头肌探讨

ＩＬＫ对休克心肌收缩功能的调节作用，以期为休克防治寻找新

的治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　动物与分组　６４只ＳＤ大鼠由第三军医大学大坪医院野

战外科研究所动物所提供，雌雄各半，体质量（２４３．５±１２．５）ｇ。

实验分组：对照组，休克１０ｍｉｎ组、０．５ｈ组、１ｈ组、２ｈ组，休

克１ｈ再分为ＩＬＫ激动剂（ＰＬＴＰ）组、ＩＬＫ特异性抑制剂（ＫＰ

３９２）组、ＫＰ３９２＋ＰＬＴＰ组，每组８只。实验前禁食、自由饮

水，以戊巴比妥钠麻醉，右侧股动脉插管并经三通管连接水银

血压计和玻璃注射器，供观察血压和放血；股静脉插管给药。

并经股动脉插管以肝素钠等渗盐水（５００Ｕ／ｋｇ）抗凝。所有实

验大鼠均经股动脉插管１０ｍｉｎ内放血至血压４０ｍｍＨｇ，根据

实验设计维持不同时间。对照组仅插管，不放血，不输液。

１．２　大鼠离体乳头肌收缩力的测定　参照文献［３］的方法，所

有大鼠断头活杀并取出心脏，置于氧合的ＫｒｅｂｓＨｅｎｓｅｌｅｉｔ（Ｈ

Ｋ）溶液中，游离左心室乳头肌，肌腱端（附有约２ｍｍ心室肌）

固定于等长张力传感器上，肌端固定于拉钩上，３０℃恒温的

ＨＫ液进行非循环灌流，其中 ＨＫ液以９５％Ｏ２ 和５％ＣＯ２ 的

混合气体充分氧合。各组分别用１０－８ｍｏｌ／ＬＰＬＴＰ或１０－５

ｍｏｌ／ＬＫＰ３９２预孵育离体乳头肌，测定其收缩反应性。乳头

肌力学参数的测定：在静息张力为１．０ｇ条件下，平衡６０ｍｉｎ，

通过千分卡尺移动灌流装置底座，拉伸乳头肌至最适初长

（Ｌｍａｘ），平衡３０ｍｉｎ。然后依次用含不同浓度异丙肾上腺素的

ＨＫ液灌流乳头肌，每一灌流浓度下须有１０次收缩的张力保
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持不变，才开始灌流下一浓度的液体。等长张力（Ｔ）信号经载

波放大器输入四道记录仪进行记录，并通过微分器对Ｔ信号

进行微分处理。

１．３　离体心脏血流动力学指标测定　参照文献［４］方法，麻醉

大鼠后经股动脉插管并肝素化，按实验设计制备休克模型，后

打开胸腔并经主动脉插管，成功后迅速剪下整个心脏，修去多

余组织后连接于心脏灌流系统，调节灌注压力，３７℃，持续充

氧。同进经左心耳将导管插入左心室，监测血流动力学参数：

左心室收缩压（ＬＶＳＰ）、左心室压力上升或下降的最大速率（±

ｄｐ／ｄｔｍａｘ）。ＰＬＴＰ、ＫＰ３９２、ＫＰ３９２＋ＰＬＴＰ组离体心脏在平

衡后，用含１０－８ｍｏｌ／ＬＰＬＴＰ或１０－５ｍｏｌ／ＬＫＰ３９２的ＫＨ液

继续灌流３０ｍｉｎ后，测定血流动力学参数。

１．４　ＩＬＫ活性测定　常规方法裂解组织，提取总蛋白，制备

ＩＬＫ抗原抗体免疫沉淀复合物，将免疫沉淀复合物加入１５μＬ

肌球蛋白（０．１ｍｇ／ｍＬ）、２５μＬ 酶反应液和终浓度为１００

ｎｍｏｌ／Ｌ的［γ３２Ｐ］ＡＴＰ，３０℃反应５ｈ，取反应液２５μＬ滴在

硝酸纤维素纸上，稍干燥，再用ＰＢＳ加入６ｍＬ闪烁液测定３２Ｐ

水平。无肌球蛋白底物组为对照，底物组减去对照组为实验结

果，以对照组为１００％，计算各组的变化情况。

１．５　统计学处理　研究结果以ＳＰＳＳ１７．０和 Ｏｒａｎｇｅ５．０处

理。所有数据均以狓±狊表示，两组间采用狋检验进行统计学

处理。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　失血性休克后不同时相点ＩＬＫ活性变化　如图１所示，

心肌组织ＩＬＫ总量（ＴｏｔａｌＩＬＫ）在各组无明显变化，但磷酸化

程度（ｐＩＬＫ，代表ＩＬＫ活性）发生显著变化。休克后１０ｍｉｎ时

ＩＬＫ活性部分增强，但与对照组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），休克０．５、１、２ｈ的ｐＩＬＫ显著低于对照组（犘＜０．０５），

休克１、２ｈ的ｐＩＬＫ仅为正常的５９％和４６％。

　　１：对照组；２：休克１０ｍｉｎ组；３：休克０．５ｈ组；４：休克１ｈ组；５：休克２ｈ组。

图１　　休克不同时相点心肌组织ＩＬＫ活性变化

２．２　失血性休克后离体左心室乳头肌收缩力的变化　休克后

１０ｍｉｎ、０．５ｈ、１ｈ和２ｈ，离体左心室乳头肌对１０－３ｍｏｌ／Ｌ和

１０－２ｍｏｌ／Ｌ苯肾上腺素的反应均显著低于对照组（犘＜０．０５）。

当苯肾上腺素为１０－２ｍｏｌ／Ｌ时，休克１０ｍｉｎ、０．５ｈ、１ｈ和２ｈ

离体左心室乳头肌收缩力分别为对照组的７２％、５１％、３２％和

２４％（犘＜０．０５）。见图２。

　　１：对照组；２：休克１０ｍｉｎ组；３：休克０．５ｈ组；４：休克１ｈ组；５：休

克２ｈ组。

图２　　休克不同时相点离体乳头肌收缩功能的变化

２．３　失血性休克后离体心脏血流动力学参数的变化　休克

１０ｍｉｎ、０．５ｈ，离体心脏ｄｐ／ｄｔｍａｘ、ＬＶＳＰ有轻度变化，但与对

照组比较差异无统计学意义；而在休克１、２ｈ时，ｄｐ／ｄｔｍａｘ、

ＬＶＳＰ值明显低于对照组，＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ、－ｄｐ／ｄｔｍａｘ、ＬＶＳＰ分别

从对照组的１３６ｍｍＨｇ／ｓ、－１８５８ｍｍＨｇ／ｓ、７３７ｍｍＨｇ降

至休克１ｈ的８５ｍｍＨｇ／ｓ、－９５８ｍｍＨｇ／ｓ、４７５ｍｍＨｇ和休

克２ｈ的５０ｍｍＨｇ／ｓ、－５０３ｍｍＨｇ／ｓ、２２６ｍｍＨｇ。

２．４　失血性休克后ＩＬＫ活性与心肌收缩力、血流动力学参数

间的相关性　根据失血性休克不同时相点ＩＬＫ活性变化，分

析其与心肌收缩力、血流动力学参数变化间的关系，结果发现

它们呈显著的正相关，其中ＩＬＫ活性与心肌收缩力的相关系

数为０．８８９（犘＜０．０５），ＩＬＫ 活性与＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ、－ｄｐ／ｄｔｍａｘ、

ＬＶＳＰ变化的相关系数分别为０．９９７、０．９４１、０．９８８（犘＜

０．０５）。

图３　　ＩＬＫ活性调节剂对失血性休克离体乳头肌

收缩功能的影响

２．５　活性调节剂对ＩＬＫ调节失血性休克大鼠离体乳头肌收

缩功能的影响　以失血性休克１ｈ离体乳头肌对苯肾上腺素

的反应为研究对象，结果如图３所示：失血性休克后离体心脏

乳头肌对苯肾上腺素的收缩力较对照组显著下降，仅为３２％

（犘＜０．０１）。给予ＰＬＴＰ预处理，乳头肌的收缩力从３２％上升
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至７６％（犘＜０．０１），这种作用在不同苯肾上腺素浓度（１０－４、

１０－３、１０－２ｍｏｌ／Ｌ）结果相似；而ＫＰ３９２预处理，离体乳头肌收

缩力与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），但ＰＬＴＰ与

ＫＰ３９２联合预处理，ＰＬＴＰ引起收缩力的增加被显著抑制

（犘＜０．０１）。

２．６　活性调节剂对ＩＬＫ调节失血性休克大鼠心脏收缩功能

的影响　同样以失血性休克１ｈ离体心脏为研究对象，发现失

血性休克后离体心脏＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ、－ｄｐ／ｄｔｍａｘ、ＬＶＳＰ明显降低

（犘＜０．０１）。ＰＬＴＰ预处理可显著升高离体心脏血流动力学参

数，＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ、－ｄｐ／ｄｔｍａｘ、ＬＶＳＰ分别从休克１ｈ的９５８ｍｍ

Ｈｇ／ｓ、－４７５ｍｍＨｇ／ｓ、８５ｍｍＨｇ升高至１６２１ｍｍＨｇ／ｓ、－

８２９ｍｍＨｇ／ｓ、１２２ｍｍＨｇ，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）；

而ＫＰ３９２对失血性休克离体心脏血流动力学参数无明显影

响（犘＞０．０５），但ＫＰ３９２与ＰＬＴＰ合用，可明显降低由ＰＬＴＰ

引起的心脏血流动力学参数的改善（犘＜０．０１）。

３　讨　　论

心脏功能障碍是休克后致死率和致残率过高的重要原因，

但其发生机制似未阐明［５］，药物治疗效果有待商榷［６７］。ＩＬＫ

是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，参与多种细胞生物学功能的

调节，在细胞增殖、分化、迁移以及血管再生的调节中起着重要

的作用，与肿瘤发病有显著关系［１］。研究也证实ＩＬＫ在心脏

疾病和功能调节中起着重要作用，如参与心肌细胞收缩功能的

调节、心肌肥大的发生、心力衰竭的病理生理［２，８１０］。ＩＬＫ是否

参与休克后心肌功能调节未见相关报道。

本研究发现心肌细胞ＩＬＫ活性随着休克时间延长而降

低，同时伴随有休克心肌收缩力下降和心脏血流动力学参数下

降。统计分析发现休克后心肌ＩＬＫ活性变化与心肌收缩力变

化呈明显正相关，相关系数为０．８８９（犘＜０．０５），ＩＬＫ活性与＋

ｄｐ／ｄｔｍａｘ、－ｄｐ／ｄｔｍａｘ、ＬＶＳＰ变化的相关系数分别为０．９９７、

０．９４１、０．９８８。结果提示休克后ＩＬＫ在休克心肌收缩功能变

化调节中发挥重要作用。

为进一步证实ＩＬＫ在休克心肌收缩功能调节中的作用，

本研究采用ＩＬＫ活性调节剂干预，发现ＰＬＴＰ可明显升高休

克后心肌的收缩力和离体心脏血流动力学参数，ＫＰ３９２无明

显影响，但 ＫＰ３９２与ＰＬＴＰ合用，可明显降低由ＰＬＴＰ的乳

头肌收缩力的增加和血流动力学参数改善。结果进一步证实

ＩＬＫ在休克心肌收缩功能调节中具有重要的调节作用。

有关ＩＬＫ调节休克心肌收缩功能的机制目前尚未见报

道。研究发现ＩＬＫ是调节心肌生长和修复的关键激酶
［８］，心

肌细胞在胞外刺激作用下，通过ｉｎｔｅｇｒｉｎＩＬＫβｐａｒｖｉｎ信号传

递，形成ＩＬＫ／ＰＩＮＣＨ１／βｐａｒｖｉｎ复合物，参与心肌细胞肌丝结

构和功能的调节，敲除ＩＬＫ基因的心肌细胞存在明显的肌丝

结构紊乱，细胞骨架完整性受到破坏；机械牵拉或血管紧张素

Ⅱ长期刺激可引起心肌明显肥大，而采用ＩＬＫ质粒转染心肌

细胞，可明显抑制这种肥大的发生［９］；Ｂｅｎｄｉｇ等
［２］在研究ＩＬＫ

在斑马鱼心肌细胞中的作用时发现，乙基亚硝基脲可引起斑马

鱼发生ｍｓｑ突变，并引起心力衰竭的发生，而 ｍｓｑ突变主要是

由于ＩＬＫ基因突变引起的；Ｗｈｉｔｅ等
［１０］发现敲除ＩＬＫ基因可

引起大鼠原发性心肌病和心力衰竭。进一步分析发现休克后

心肌收缩功能降低的机制是由于休克后虽然心肌细胞内钙离

子超载，但心肌细胞肌肉收缩蛋白对钙的敏感性降低，从而引

起收缩功能下降。ＩＬＫ可能通过调节心肌细胞的钙敏感性而

调节心肌收缩力，Ｂｅｎｄｉｇ等
［２］研究ＩＬＫ在心力衰竭心肌收缩

功能中的作用时发现，ＩＬＫ活性降低可通过调节蛋白激酶Ｂ

（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ）磷酸化水平而使血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）表达降低，致使 ＶＥＧＦＰＬＣγＩＰ３受体通路受损
［１１］，

细胞钙释放降低，从而引起心肌细胞收缩力降低。但进一步实

验却发现，增加 ＶＥＧＦ的表达心脏功能仅能恢复１０％，说明

ＩＬＫ通过ＰＫＢＶＥＧＦ的钙依赖调节通路并非ＩＬＫ调节心肌

细胞收缩功能的主要途径，非钙依赖性机制在ＩＬＫ调节心肌

细胞收缩功能中发挥着更重要的作用。其次，ＩＬＫ在结构上与

直接影响心肌细胞钙敏感性的心肌特异性激酶（ＴＮＮＩ３Ｋ）相

似［１２］，可能参与对心肌细胞钙敏感性调节。这些结果提示

ＩＬＫ可能通过调节心肌的钙敏感性调节心肌收缩功能，但具体

机制有待进一步研究。
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