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阻断肠淋巴液回流提高休克大鼠血管钙敏感性的作用与蛋白

激酶C有关
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河北北方学院微循环研究所，基础医学院病理生理学教研室，张家口 075000

摘  要：本研究旨在观察蛋白激酶C (protein kinase C, PKC)是否参与了肠淋巴管结扎或肠淋巴液引流对失血性休克大鼠血管

钙敏感性的调节作用。Wistar雄性大鼠分为假手术组(Sham)、失血性休克组(Shock)、休克+肠淋巴管结扎组(Shock+Ligation，
休克手术前行肠淋巴管结扎)、休克+肠淋巴液引流组(Shock+Drainage，休克手术前行肠淋巴液引流)，在休克3 h时间点，分

离出肠系膜上动脉(superior mesenteric artery, SMA)组织，检测PKC蛋白水平与磷酸化PKC (p-PKC)活性；制备SMA血管环，

检测各组SMA血管环对梯度[Ca2+]的敏感性，其指标包括收缩性、最大收缩力(Emax)和50%最大反应时的[Ca2+]负对数(pD2)，
另取Shock+Ligation与Shock+Drainage组SMA血管环分别与PKC调节剂PMA和Staurosporine孵育后，观察钙敏感性变化。结

果显示，Shock组SMA的PKC水平、p-PKC活性、对梯度[Ca2+]的收缩性均显著低于Sham组，而Shock+Ligation组与

Shock+Drainage组的以上指标均显著高于Shock组。PKC激动剂PMA提高了Shock+Ligation和Shock+Drainage组大鼠SMA血管

环对梯度[Ca2+]的收缩性与Emax值；而PKC抑制剂Staurosporine则显著降低了Shock+Ligation和Shock+Drainage组大鼠SMA血管

环对梯度[Ca2+]的收缩性和Emax值。以上结果提示，PKC参与了阻断肠淋巴液回流对休克大鼠血管钙敏感性的增强作用。
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Abstract: The aim of the present study was to investigate whether protein kinase C (PKC) was involved in the effect of mesenteric 
lymph duct ligation or mesenteric lymph drainage on vascular calcium sensitivity in hemorrhagic shock rats. Male Wistar rats were 
randomly divided into Sham, Shock (hemorrhagic shock), Shock+Ligation (mesenteric lymph duct ligation plus shock) and  
Shock+Drainage (mesenteric lymph drainage plus shock) groups. After being in shock (hypotension 40 mmHg) for 3 h, the tissue of 
superior mesenteric artery (SMA) was taken out for detecting the PKC expression and phospho-PKC (p-PKC) activity, and the vascu-
lar rings of SMA were prepared and used to measure the response to gradient calcium concentration for assaying the calcium sensitiv-
ity, the parameters of which including tension, maximum tension (Emax) and negative logarithm of EC50, called the pD2. Other vascular 
rings from Shock+Ligation and Shock+Drainage groups were incubated with PKC regulator PMA or Staurosporine before the mea-
surement of calcium sensitivity. The results showed that, PKC expression, p-PKC activity and calcium sensitivity of SMA in Shock 
group was significantly lower than that of Sham group, whereas the above-mentioned indexes were significantly elevated in 
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Shock+Ligation and Shock+Drainage groups compared with those in Shock group. PKC agonist PMA enhanced the contractile activity 
of vascular rings to gradient calcium ions, and increased Emax of SMA in Shock+Ligation and Shock+Drainage groups. On the con-
trary, PKC inhibitor Staurosporine significantly decreased the response to gradient calcium ions and Emax of SMA in Shock+Ligation 
and Shock+Drainage groups. These results suggest that PKC plays a role in the improvement of vascular calcium sensitivity by block-
ade of mesenteric lymph return in hemorrhagic shock rats. 

Key words: hemorrhagic shock; calcium sensitivity; protein kinase C; mesenteric lymph duct; ligation; mesenteric lymph; drainage

血管低反应性是休克难治的重要因素 [1, 2]，血

管平滑肌细胞钙敏感性下降是导致血管低反应性的

原因之一 [3–5]，蛋白激酶 C (protein kinase C, PKC)
是丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶家族的成员 [6, 7]，可提高

休克大鼠血管钙敏感性，参与休克后血管反应性的

调控 [5, 8, 9]。休克时肠淋巴液回流是加重器官损伤的

重要因素 [10, 11]，以肠淋巴管结扎或肠淋巴液引流阻

断休克时肠淋巴液回流，均可提高失血性休克大鼠

的血管反应性，其机制与提高血管钙敏感性有关 [12]。

鉴于 PKC 在血管钙敏感性中的调节作用，本研究

旨在观察 PKC 在阻断肠淋巴液回流提高休克大鼠

血管钙敏感性中的作用。

1  材料和方法

1.1  实验动物及分组　　SPF 级 Wistar 雄性大鼠 90
只，体重 260~320 g ( 中国医学科学院实验动物繁

殖中心 提供 )。所有大鼠实验前 12 h禁食、自由饮水，

随机分为假手术组 (Sham, n = 21)、失血性休克组

(Shock, n = 21)、休克+肠淋巴管结扎组 (Shock+Ligation, 
n = 24)、休克 + 肠淋巴液引流组 (Shock+Drainage, 
n = 24)。
1.2  动物实验方法　　大鼠肌肉注射 1% 戊巴比妥

钠 (50 mg/kg) 全身麻醉后，分离右侧股动脉和股静

脉，股动脉插三通管，一端连接 RM6240BD 型生

物信号采集系统 ( 成都仪器厂 )，用于监测平均动

脉血压 (mean artery pressure, MAP)，另一端用于放

血，股静脉插管用于肝素化抗凝 (500 U/kg) ；行腹

部手术，仔细分离肠淋巴管 (mesentery lymph duct, 
MLD) 与肠系膜上动脉 (superior mesenteric artery, 
SMA) ；术后稳定 30 min，10 min 内放血使 MAP 降
至 40 mmHg，维持 3 h，复制大鼠重症休克模型 [13]。

Shock + Ligation 组与 Shock+Drainage 组分别于放

血前常规方法行肠淋巴管结扎术和肠淋巴液引流

术，Sham 组和 Shock 组只在 MLD 下穿线不结扎 [12]。

1.3  SMA 组织留取与蛋白检测　　Shock 组、Shock + 
Ligation 组与 Shock+Drainage 组动物在维持低血压

3 h 后、Sham 组动物在相应时间点 ( 每组 15 只 )，
迅速留取 SMA，长约 5~8 mm，清除血管周围脂肪

结缔组织，留取血管组织，置 −70 °C 冰箱保存。

每组取 9 条 SMA 用于蛋白质检测，应用蛋白

提取试剂盒 ( 北京康为世纪 ) 提取蛋白，每 3 条血

管中提取出的蛋白合并为 1 个样品，采用 BCA 方

法进行蛋白定量；总蛋白经 SDS-PAGE 分离后，转

移至 PVDF 膜上，用 5% 脱脂奶粉封闭 1.5 h，随后

加入抗 PKC 抗体 (1:2 000，Abcam，美国 )、室温

孵育 30 min 后 4 °C 过夜，用 TBST 漂洗 5 次，加

入相应二抗，室温孵育 40 min，漂洗 5 次，ECL 显

影后，进行灰度分析。

将保存的每组 6 条 SMA，用液氮将组织研碎呈

粉末状后移入 EP 管中，加入组织细胞裂解液，应

用超声波细胞破碎仪破碎组织 15 min 后，应用

Labofuge 400R 型低温高速离心机 ( 德国科峻 ) 在
4 °C、14 000 g 离心 5 min，保存上清。应用磷酸化

PKC (p-PKC) ELISA 检测试剂盒 ( 美国 BD) 测定

SMA 组织 p-PKC 活性。SMA 组织匀浆蛋白以考马

斯亮蓝法定量 ( 南京建成 )。
1.4  离体血管环制备与钙敏感性观察　　各组大鼠

在休克 3 h 后，迅速留取 SMA、清除血管周围脂肪

结缔组织后，制备 SMA 血管环，每根长约 2~3 
mm ；Sham 与 Shock 组每只动物制备 1 根血管环，

进行钙敏感性测定，方法：将 SMA 血管环挂于四

腔离体血管器官灌流系统 ( 成都仪器厂 ) 的浴槽中，

一端固定于槽底部，另一端通过张力换能器与生物

信号采集系统相连，浴槽内液体为 5 mL 37 °C 的

K-H 液 (NaCl 118 mmol/L、KCl 4.7 mmol/L、
MgSO4 1.2 mmol/L、NaHCO3 25 mmol/L、KH2PO4 1.2 
mmol/L、CaCl2 2.5 mmol/L、葡萄糖 11 mmol/L、pH 
7.3~7.4)，持续充入 95% O2 和 5% CO2 混合气体；

孵育 1.5 h 后换高钾液 (NaCl 2.7 mmol/L、KCl 120 
mmol/L、MgSO4 1.2 mmol/L、NaHCO3 25 mmol/L、
KH2PO4 1.2 mmol/L、葡萄糖 11 mmol/L、pH 7.3~7.4)
孵育 15 min ；待张力曲线稳定后，以浓度累积法依
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次加入不同浓度的 Ca2+，使浴槽内 Ca2+ 终浓度依次

为 3 × 10−5、1 × 10−4、3 × 10−4、1 × 10−3、3 × 10−3、

1 × 10−2、3 × 10−2  mol/L，记录同一 Ca2+ 浓度下血

管环的最大收缩力变化 (g)。实验结束后，称取血

管环重量 (mg)，以 g/mg 为量化标准，制作量效曲线，

用曲线拟合法求 Ca2+ 的半数有效浓度 (EC50)，用达

到 50% 最大反应时的 [Ca2+] 负对数 pD2 (−lg[EC50])
和不同 Ca2+ 浓度下血管环产生的最大收缩力 (Emax)
以及量效曲线评价血管的钙敏感性 [12, 14]。

Shock+Ligation 组与 Shock+Drainage 组的每只

动物制备 2 根 SMA 血管环，每组共 18 根血管环。

其中：来源于不同动物的 6 根 SMA 血管环不做预

处理，按前述方法观察钙敏感性；其余每组各 12
根 SMA 血管环与高钾液孵育 15 min、待张力曲线

稳定后，其中 6 根与 PKC 激动剂佛波醇 12- 豆蔻酸

13- 乙酸酯 (phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA，

瑞士 Alexis，终浓度为 0.1 μmol/L) 孵育 10 min，作

为 Shock+Ligation+PMA 组或 Shock+Drainage+PMA
组；余下的 6 根血管与 PKC 抑制剂星状孢子素

(Staurosporine，瑞士 Alexis，终浓度为 100 nmol/L)
孵育 10 min，作为 Shock+Ligation+Staurosporine 组

或 Shock+Drainage+Staurosporine 组，按前述方法，

观察钙敏感性。

1.5  统计学分析　　数据以 mean ± SD 表示，采用

SPSS 16.0 统计软件包进行方差齐性检验，方差齐 (P > 
0.10) 的资料多组间比较采用单因素方差分析，方

差不齐 (P ≤ 0.10) 的资料采用 Kruskal Wallis 检验，

P < 0.05 时认为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  肠淋巴管结扎或肠淋巴液引流对血管组织PKC
蛋白表达与p-PKC活性的影响

Shock组SMA血管组织PKC蛋白表达与 p-PKC
活性显著低于 Sham 组 (P < 0.01) ；Shock + Ligation
组和 Shock+Drainage 组血管组织 PKC 蛋白表达与

p-PKC活性显著高于 Shock组 (P < 0.05或P < 0.01)，
但两组的 PKC 蛋白表达仍低于 Sham 组 (P < 0.05)
( 图 1、2)。
2.2  PKC在肠淋巴管结扎提高失血性休克大鼠血管

钙敏感性中的作用

Shock 组 SMA 血管环在各梯度 [Ca2+] 条件下的

收缩性、Emax 值、pD2 显著低于 Sham 组 (P < 0.01)；
Shock+Ligation 组 SMA 血管环对各梯度 [Ca2+] 的收

图   1. 肠淋巴管结扎或肠淋巴液引流对失血性休克大鼠肠系

膜上动脉组织PKC的影响

Fig. 1. Effects of mesenteric lymph duct ligation or mesenteric 
lymph drainage on PKC protein expression in superior mesen-
teric artery (SMA) tissue in hemorrhagic shock rats detected 
by Western blot. 1, Sham; 2, Shock; 3, Shock+Ligation; 4, 
Shock+Drainage. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01 vs 
Sham; #P < 0.05 vs Shock.

图   2. 肠淋巴管结扎或肠淋巴液引流对失血性休克大鼠肠系

膜上动脉组织p-PKC活性的影响

Fig. 2. Effects of mesenteric lymph duct ligation or mesenteric 
lymph drainage on p-PKC activity in superior mesenteric artery 
(SMA) tissue in hemorrhagic shock rats detected by ELISA as-
say. Mean ± SD, n = 6. **P < 0.01 vs Sham; ##P < 0.01 vs Shock.



生理学报 Acta Physiologica Sinica, April 25, 2012, 64(2): 213–219 216

缩性、Emax 值显著高于 Shock 组 (P < 0.01)，但对梯

度 [Ca2+] ( 自 1 × 10−4 mol/L 起 ) 的收缩性、Emax 值

仍低于 Sham 组 (P < 0.01)。Shock+Ligation 组 SMA
血管环与 PKC 激动剂 PMA 孵育后，其对梯度 [Ca2+]
的收缩性 ( 除 [Ca2+] 为 3 × 10−5 mol/L 外 )、Emax 值

均显著高于 Shock 组；对 Ca2+ ( 除浓度为 3 × 10−5、

1 × 10−4 mol/L 外 ) 的收缩性、Emax 值显著高于 Shock + 
Ligation 组；且对 Ca2+ ( 除浓度为 3 × 10−3、1 × 10−2、

3 × 10−2 mol/L 外 ) 的收缩性及 pD2 显著低于 Sham
组 (P < 0.05 或 P < 0.01)。Shock+Ligation 组 SMA
血管环经 PKC 抑制剂 Staurosporine 孵育后，其对

梯度 [Ca2+] 的收缩性、Emax 值均显著低于 Sham 组、

Shock+Ligation 组 ( 除 [Ca2+] 为 3 × 10−5 mol/L 外 )、
Shock+Ligation+PMA 组 (P < 0.01)，与 Shock 组无

统计学差异 (P > 0.05)( 图 3、表 1)。
2.3  PKC在肠淋巴液引流提高失血性休克大鼠血管

钙敏感性中的作用

如图 4、表 2 所示，Shock+Drainage 组 SMA 血

管环对梯度 [Ca2+] ( 自 1 × 10−4 mol/L 起 ) 的收缩性、

Emax 值显著高于 Shock 组 (P < 0.05 或 P < 0.01)，但

对各浓度 Ca2+ 的收缩性、Emax 值、pD2 仍显著低于

Sham 组 (P < 0.01) ；Shock+Drainage 组 SMA 血 管

环与 PKC 激动剂 PMA 孵育后，其对梯度 [Ca2+] 的
收缩性、Emax 值显著高于 Shock 组 (P < 0.05 或 P < 
0.01)，对 Ca2+ ( 浓度为 3 × 10−4、1 × 10−3、3 × 10−3、

1 × 10−2  mol/L 时 ) 的收缩性、Emax 值显著高于 Shock + 
Drainage 组 (P < 0.01)，对 Ca2+ ( 浓度为 3 × 10−5、1 × 
10−4、3 × 10−4 mol/L 时 ) 的收缩性、pD2 低于 Sham

表 1. 梯度[Ca2+]所引起的各组大鼠肠系膜上动脉血管环Emax和pD2 
Table 1. Emax and pD2 of superior mesenteric artery (SMA) rings from different groups in response to different concentrations of Ca2+

Group Emax (g/mg) pD2

Sham 0.87 ± 0.12 3.59 ± 0.11
Shock 0.44 ± 0.09** 3.30 ± 0.22**

Shock+Ligation 0.66 ± 0.10**## 3.43 ± 0.15
Shock+Ligation+PMA	 0.82 ± 0.06##△△	 3.33 ± 0.05**

Shock+Ligation+Staurosporine	 0.37 ± 0.06**△△▲▲	 3.27 ± 0.14**

Mean ± SD, n = 6. **P < 0.01 vs Sham; ##P < 0.01 vs Shock; △△P < 0.01 vs Shock+Ligation; ▲▲P < 0.01 vs Shock+Ligation+PMA.

图   3. PKC参与肠淋巴管结扎对失血性休克大鼠血管钙敏感性的调节作用

Fig. 3. Involvement of PKC in the regulation of mesenteric lymph duct ligation on vascular calcium sensitivity in hemorrhagic shock 
rats. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01 vs Sham; ##P < 0.01 vs Shock; △P < 0.05, △△P < 0.01 vs Shock+Ligation; ▲▲P < 0.01 vs 
Shock+Ligation+PMA.
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组 (P < 0.05 或 P < 0.01) ；Shock+Drainage 组 SMA
血管环与 PKC 抑制剂 Staurosporine 孵育后，其对

梯度 [Ca2+] 的敏感性、Emax 值均显著低于 Sham 组、

Shock+Drainage组 (除Ca2+ 浓度为 3 × 10−5 mol/L外 )、
Shock+Drainage+PMA 组 ( 除 Ca2+ 浓度为 3 × 10−5 mol/L
外 )，pD2 显著低于 Sham 组 (P < 0.05, P < 0.01)，在

Ca2+ 浓度为 3 × 10−3、1 × 10−2 mol/L 时的收缩性、

Emax 值低于 Shock 组 (P < 0.05)。

3  讨论

针对重症休克时血管低反应性发生机制的研究

显示，血管收缩性的高低不仅取决于血管平滑肌细

胞内 [Ca2+]，而且与钙的有效利用有着密切的关系；

休克晚期血管平滑肌细胞内存在钙超载，并非低钙，

说明钙敏感性降低参与了血管低反应性的形成 [3, 4]。

本文在已证实肠淋巴液回流参与了失血性休克时血

管低反应性与钙失敏 [12] 的基础上，观察到失血性

休克大鼠 SMA 组织 PKC 蛋白表达及 p-PKC 活性

降低，而肠淋巴管结扎或肠淋巴液引流均可提高

SMA 组织 PKC 的蛋白表达与 p-PKC 活性，提示阻

断肠淋巴液回流提高失血性休克大鼠血管钙敏感性

的机制可能与 PKC 有关。

本实验结果显示，肠淋巴管结扎或肠淋巴液引

流阻断肠淋巴液回流均提高了休克大鼠血管的钙敏

感性，PKC 激动剂 PMA 不同程度地增强该作用，

提高了两组大鼠 SMA 血管环对梯度 [Ca2+]( 尤其是

较高浓度 ) 的收缩力与 Emax 值；而 PKC 拮抗剂

Staurosporine 则抑制了这种作用，使 SMA 血管环

表 2. 梯度[Ca2+]所引起的各组大鼠肠系膜上动脉血管环Emax和pD2

Table 2. Emax and pD2 of superior mesenteric artery (SMA) rings from different groups in response to different concentrations of Ca2+

Group	 Emax (g/mg)	 pD2

Sham	 0.87 ± 0.12	 3.59 ± 0.11
Shock 0.44 ± 0.09**	 3.30 ± 0.22**

Shock+Drainage 0.66 ± 0.05**##	 3.28 ± 0.08**

Shock+Drainage+PMA 0.80 ± 0.01##△△	 3.39 ± 0.07*

Shock+Drainage+Staurosporine 0.35 ± 0.05**#△△▲▲	 3.26 ± 0.16**

Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01 vs Sham; # P < 0.05, ## P < 0.01 vs Shock; △△ P < 0.01 vs Shock+Drainage; ▲▲P < 0.01 vs 
Shock+Drainage+PMA.

图    4. PKC参与肠淋巴液引流对失血性休克大鼠血管钙敏感性的调节作用

Fig. 4. Involvement of PKC in the regulation of mesenteric lymph drainage on vascular calcium sensitivity in hemorrhagic shock 
rats. Mean ± SD, n = 6. **P < 0.01 vs Sham; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs Shock; △△P < 0.01 vs Shock+Drainage; ▲▲P < 0.01 vs 
Shock+Drainage+PMA.
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对梯度 [Ca2+]的收缩力、Emax值降低至Shock组水平，

甚至更低；这表明 PKC 在阻断肠淋巴液回流提高

失血性休克大鼠血管钙敏感性中发挥一定的作用。

当然，在体应用 PKC 激动剂能否改善失血性休克

动物的整体状况以及血流状态，还有待进一步观察。

对于 PKC 提高血管反应性的机制，有研究显示，

PKC 可通过抑制肌球蛋白轻链磷酸酶 (myosin light 
chain phosphatase, MLCP) 活性，提高肌球蛋白轻链

(20-kD myosin light chain, MLC20) 磷酸化水平，进

而提高血管钙敏感性，该作用与整联蛋白连接激

酶相关，且参与血管升压素提高血管反应性的作

用 [15–17]，而 PKC 在阻断肠淋巴液回流提高休克大鼠

血管钙敏感性中具体的作用机制还有待进一步探讨。

本实验结果亦显示，PKC 特异性激动剂与拮抗

剂均未显著影响肠淋巴管结扎或肠淋巴液引流组大

鼠的 pD2，提示在阻断肠淋巴液回流提高休克大鼠

血管钙敏感性的过程中，还存在除 PKC 以外的因

素在发挥作用。有研究表明，Rho 激酶、PKC 在血

管舒缩调节中存在交互作用 [18] ；本实验中 PMA 提

高 SMA 血管环对梯度 [Ca2+] 的收缩反应性体现在

几个较高的 [Ca2+] 上，这与我们前期研究发现 Rho
激酶激动剂血管紧张素Ⅱ提高 SMA 血管环对梯度

[Ca2+] 的收缩反应性体现在较低 [Ca2+] 上的结果 [19]

不同，表明 Rho 激酶、PKC 可能在阻断肠淋巴液

回流提高休克大鼠血管钙敏感性中的作用有所不

同，还需要进一步观察。

同时，本研究显示，肠淋巴管结扎对休克大鼠

SMA 血管环 pD2 提高作用不明显，而肠淋巴液引

流组 pD2 仍低于 Sham 组，表明肠淋巴管结扎提高

血管钙敏感性的作用要强于肠淋巴液引流，其机制

是否与肠淋巴液引流减少部分容量有关，还是有其

它原因，目前还不清楚；这也提示除了肠淋巴液外，

休克后血管钙敏感性降低还存在其它因素的作用。

应当指出，PKC 属于丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激

酶家族 [20]，PMA 是甘油二酯类似物，其进入细胞

后首先激活 PKC，有研究显示，PMA 作用于体外

培养的肝癌 CRBH7919 细胞 10 min 后即可发挥激

活磷脂酶 D 的作用 [21] ；Staurosporine 是一种从链霉

菌属分离出来的化合物，可在纳摩尔浓度范围特异

性抑制 PKC 的活性，研究显示，Staurosporine 增强

体外培养的肺动脉平滑肌细胞外信号调节激酶

(ERK1/2) 的磷酸化水平的最大激活作用出现在孵

育 10 min 时 [22]，故本研究结合文献 [15, 16] 报道的方

法，在 SMA 与 PMA 或 Staurosporine 分别孵育 10 
min 后，证实了 PKC 参与阻断肠淋巴液回流对失血

性休克大鼠血管钙敏感性的增强作用。
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