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脓毒症)脓毒性休克是重症监护室最常见的并发症之一#

尽管对其研究投入了大量的人力)物力#但其病死率始终居高
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*血管低反应性$即血管对血管活性药物的反应性下降

甚至不反应&是导致其高病死率的重要原因'
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*目前认为血管

低反应性的发生机制主要有!$
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&受体失敏#血管舒)缩相关受

体如血管肾上腺素能受体'
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&膜超极化#钾通道的过度激活使得血管平滑肌细胞
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相关蛋白对钙的敏感性降低#引起力"钙比下降'
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等的瀑布式释放#体内)外研究均证实
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是否通过
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激酶介导脓毒症大鼠血管的钙失敏发生+ 如果是#它又是通过
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脓毒症模型的复制及标本获取
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缓冲液$

9\6

&洗
1

次#加入
7:>:

"

?$1

每瓶
1K3

饥饿细胞

$15

后#加入等体积生理盐水$对照组&或使终浓度为上述浓

度的
23.$

!

溶液孵育
105

*用
429;

裂解液提取各组细胞的总

蛋白*

C&E&E

!

脓毒症大鼠血管钙敏感性)血浆
23.$

!

水平变化及相

关性分析
!

取
$&'&$

制备的血管环#分别测定各组血管环对

8J

1D的敏感性#方法同文献'

@

(*以张力$收缩力"血管环重量&

为量化标准#用最大张力$

>KJV

&来评价血管钙敏感性*将

$&'&$

所得的血浆从
W/%d

冰箱中取出#按大鼠
23.$

!

>326;

试剂盒操作说明#测量各组在
0@%,K

处吸光度$

<

&值*用

8PNFG>V

C

GNH$&'

软件进行曲线拟合#得出标准曲线和公式#求

出各组血浆的
23.$

!

浓度*用各组的
>KJV

值和
23.$

!

浓度进

行相关性分析#得出二者之间是否存在相关性*

C&E&F

!

23.$

!

对大鼠
<6:8+:38

1%

磷酸化水平及
45"

激酶

活性的影响
!

取
$&'&1

处理好的总蛋白$每组
%e'

&#用蛋白质

印迹法$

fG+HGN,SO"H

&检测#以磷酸化
:38

1%

$

:38

1%

.

C

&"非磷

酸化
:38

1%

$

:38

1%

&表示
:38

1%

磷酸化水平#以磷酸化

:]9E$

$

45"

激 酶 底 物#

:]9E$.

C

&"非 磷 酸 化
:]9E$

$

:]9E$

&表示
45"

激酶活性*

C&E&G

!

23.$

!

对大鼠
<6:8+

的
=

"

$$

)

=

"A

)

=

"

$1

)

=

"

$'

的表

达影响
!

取
$&'&1

处理好的总蛋白$每组
%e'

&#用
fG+HGN,

SO"H

检测各组的
=

"

$$

)

=

"A

)

=

"

$1

)

=

"

$'

表达*

C&E&H

!

23.$

!

对大鼠
<6:8+

的
45"=>?

)

97B.45"=>?

和

C

)'45"=>?

活性的影响
!

取
$&'&1

处理好的总蛋白$每组

%e'

&#应用
45"=>?GVL5J,

I

GJ++J

T

S#"L5GKQ#H

检测各组的

45"=>?

)

97B.45"=>?

和
C

)'.45"=>?

活性*

45"=>?

活性

用总蛋白直接检测*

C

)'45"=>?

和
97B.45"=>?

活性检测

如下!$

$

&免疫沉淀#联合总蛋白)

9N"HG#,;

"

=1%

%

3

)

97B.

45"=>?

或
C

)'45"=>?

一抗
$

%

I

#在
0 d

孵育
105

#离心

$

'%%%

I

b@K#,

#

0d

&#去上清液得沉淀#用
$K3429;

裂解

液洗沉淀#离心$

'%%%

I

b@K#,

#

0d

&#去上清液#重复
1

次#

得到的沉淀即为与磁珠结合的抗原抗体复合物%$

1

&洗脱#沉淀

中加入
'%

$

@%

%

3

洗脱缓冲液$

%&1K"O

"

3

甘氨酸#

C

_1&@

&#

轻轻地盖上盖子并混匀#立即离心$

'%%%

I

b'K#,

#

0d

&#小

心的转移上清液 $避免转移任何免疫介质&#立即在每
1%

%

3

%(/'

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
1/
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上清液中加入
$

%

3$&@K"O

"

3EN#+

#

C

_(&%

以中和洗脱液%

$

'

&按照试剂盒操作步骤进行活性检测#以测得的荧光值
W

基

底荧光值代表
45"=>?

的活性*

C&F

!

统计学处理
!

采用
6966$(&%

统计软件进行处理#计量

资料以
J[C

表示#多组间数据采用单因素
!

1 分析#采用
9GJN.

+",

进行相关性分析*以
!

$

%&%@

为差异有统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

脓毒症大鼠血管钙敏感性及血浆
23.$

!

浓度变化
!

在

839

后
'

)

)

和
$15

#大鼠
6:;+

对
8J

1D敏感性的量
.

效曲线均

出现右移#

>KJV

均降低$

!

$

%&%@

&#见图
$;

*血浆
23.$

!

水平

在
839

后
)5

和
$15

均明显升高$

!

$

%&%@

&#见图
$\

*血浆

23.$

!

水 平 与 同 时 期
6:;+

的 钙 敏 感 性 呈 明 显 负 相 关

$

1eW%&/1$

#

!

$

%&%@

&*

!!

J

!

!

$

%&%@

#与假手术组比较

图
$

!!

脓毒症大鼠血管钙敏感性及血浆
23.$

!

浓度变化

D&D

!

23.$

!

对大鼠
<6:8+:38

1%

磷酸化水平及
45"

激酶活

性的影响
!

与对照组相比#

23.$

!

能明显降低大鼠
<6:8+

:38

1%

.

C

"

:38

1%

及
:]9E$.

C

"

:]9E$

$

!

$

%&%@

&*见图
1

*

!!

J

!

!

$

%&%@

#与对照组比较

图
1

!!

23.$

!

对大鼠
<6:8+:38

1%

磷酸化水平及

45"

激酶活性的影响

D&E

!

23.$

!

对大鼠
<6:8+

的
=

"A

)

=

"

$$

)

=

"

$1

)

=

"

$'

表达水

平的影响
!

以
=

蛋白"内参
!

.JLH#,

表示各
=

蛋白的表达水平*

与对照组相比#

<6:8+

的
=

"

$$

表达水平在各浓度
23.$

!

孵育

后明显升高$

!

$

%&%@

&#

=

"

$1

表达水平明显降低$

!

$

%&%@

&#

=

"

$'

和
=

"A

表达水平无明显改变$

!

%

%&%@

&*见图
'

*

!!

"

!

!

$

%&%@

#与对照组比较

图
'

!!

23.$

!

对大鼠
<6:8+

的
=

"A

$

=

"

$$

$

=

"

$1

$

=

"

$'

表达水平的影响

D&F

!

23.$

!

对大鼠
<6:8+

的
45"=>?

)

C

)'45"=>?

和
97B.

45"=>?

活性的影响
!

与对照组相比#

<6:8+

的
45"=>?

和

97B.45"=>?

活性在各浓度
23.$

!

组明显降低$

!

$

%&%@

&#

C

)'

45"=>?

活性却明显升高$

!

$

%&%@

&*见图
0

*

!!

J

!

!

$

%&%@

#与对照组比较

图
0

!!

23.$

!

对大鼠
<6:8+

的
45"=>?

及
C

)'45"=>?

和
97B.45"=>?

活性的影响

E

!

讨
!!

论

研究显示#

45"

激酶是调节血管钙敏感性的重要作用分

子#

45"

激酶是一种丝氨酸"苏氨酸激酶#其调节机制为!$

$

&直

接磷酸化
:38

1%

%$

1

&磷酸化
892.$-

从而抑制
:389

进而抑

制
:38

1%

去磷酸化%$

'

&直接抑制
:389

#最终使
:38

1%

的
6GN.

$(

位点磷酸化#增加肌球蛋白与肌动蛋白结合#使粗肌丝横桥

上的
;E9

酶活性得到提高#启动横桥摆动#增强肌丝滑行能力

使血管平滑肌收缩'

$0

(

*

笔者前期研究结果提示#

23.$

!

能通过下调
45"

激酶活性

介导内毒素休克家兔血管钙失敏的发生#为进一步探索其调节

机制#结合实际#本研究利用脓毒症大鼠模型及大鼠
6:;+

来

源的
<6:8+

重点研究了
23.$

!

是如何下调
45"

激酶活性从

而介导脓毒症血管钙失敏发生的*尽管前期实验提示
23.$

!

能通过下调
45"

激酶活性介导内毒素休克家兔血管钙失敏发

生#但首先还是要验证
23.$

!

是否通过下调
45"

激酶活性介导

$(/'

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
1/

期



脓毒症大鼠血管钙失敏的发生#结果得到了验证*值得注意的

是#

839'5

后血管钙敏感性开始下降#而血浆
23.$

!

却在
839

)5

后开始升高#这是因为脓毒症后血浆
23.$

!

升高晚于
EX?.

"

等其他细胞因子升高#而
EX?.

"

等其他细胞因子对血管钙

敏感性也可能有调节作用*结果显示在血浆
23.$

!

水平升高

后血管钙敏感性进一步降低#相关性分析显示二者呈明显负相

关#在整体水平提示
23.$

!

可能介导脓毒症大鼠血管钙敏感性

下降*为排除脓毒症时其他细胞因子的影响#进一步确认其介

导作用#笔者在离体水平培养
6:;+

来源的
<6:8+

#并利用

23.$

!

单独作用于它们#结果显示
23.$

!

能明显降低
<6:8+

的

:38

1%

磷酸化水平及
45"

激酶活性#而
:38

1%

磷酸化水平及

45"

激酶活性是反映钙敏感性的重要指标#从而在离体水平验

证了
23.$

!

能通过下调
45"

激酶活性介导脓毒症大鼠血管钙

失敏发生*

那么
23.$

!

是如何调节
45"

激酶活性而介导脓毒症大鼠

血管钙失敏发生的呢+ 本研究检测了
<6:8+

上调节
45".

=>?

活性的
=

蛋白的表达水平#并通过检测其下游的相应

45"=>?

活性来反映其自身的活性水平*结果显示#

23.$

!

对

=

蛋白的表达调控存在差异性!下调
=

"

$1

的表达#上调
=

"

$$

的表达#对
=

"

$'

和
=

"A

表达却无明显作用*不难理解的是下

调
=

"

$1

的表达#因为
23.$

!

能介导脓毒症血管钙失敏发生#而

=

蛋白表达水平与钙敏感性是正相关的*对于上调
=

"

$$

的

表达就不好解释了#有报道
EX?.

"

能上调
<6:8+=

"A

家族表

达'

$@

(

#

=

"

$$

是
=

"A

家族成员#

EX?.

"

与
23.$

!

在功能上存在

相似性#故
23.$

!

上调
=

"

$$

的表达是有可能的*检测了
=

蛋

白表达水平#但不知其活性状态#目前对于
=

蛋白活性状态的

检测较困难#为此笔者检测了其下游相应
45"=>?

$

97B.45".

=>?

)

C

)'45"=>?

活性&和总
45"=>?

活性以反映
=

蛋白活

性状态#结果其活性水平与其相应的上游
=

蛋白表达变化方

向一致#且总
45"=>?

活性下降#提示
23.$

!

通过
=

"

$1

"

97B.

45"=>?

"

45";

"

45"

激酶介导血管钙失敏的发生#另外通过

=

"

$$

"

C

)'45"=>?

"

45";

"

45"

激酶上调血管钙敏感性*

综上所述#

23.$

!

可通过下调
45"

激酶的活性介导脓毒症

大鼠血管钙敏感性降低#进一步研究发现#

23.$

!

一方面通过下

调
=

"

$1

表达#下调
97B.45"=>?

活性而下调
45"

激酶活性%

另一方面通过上调
=

"

$$

表达#上调
C

)'45"=>?

活性而上调

45"

激酶活性#但两方面途径的总效用使总
45"=>?

活性下

降#进而使
45"

激酶活性下降而介导脓毒症血管钙失敏的

发生*
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