
钙通道激动剂 !"#$%$&’(( 对重症失血性休克大鼠细动脉平滑肌细胞膜电

位的作用

赵 清，赵克森（南方医科大学病理生理教研室，广东 广州 )*+)*)）

摘要!目的 探讨平滑肌细胞外钙内流对正常膜电位和休克后期超极化膜电位状态的影响。方法 制作失血性休克大鼠

模型，分离血管平滑肌细胞（,-./0），用 12!,/(345标记细胞膜电位，共聚焦显微镜观察 !"#$%$&6(( 和 78, 对正常对

照组和休克组细胞膜电位的影响。结果 !"#9%$&6(( 使正常对照组的 ,-./0 膜电位超极化，而 !"#$%$&6(( 对休克组

,-./0 膜电位的作用是去极化，但这种作用可被 78, 逆转。结论 在正常情况下外钙大量内流会激活 !:/" 使细胞膜

电位超极化，而在休克后期外钙内流会直接导致 ,-./0 膜电位的去极化，对于休克后期低反应性的治疗有重要意义。
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重症休克的发生是众多创伤及感染性疾病发展

的共同归宿，是导致病人死亡率居高不下的直接原

由［X］。而微血管对升压药物反应性丧失致使休克病人

对所有的治疗措施均处于无反应状态［=E94］。我室的研

究发现，休克后期小动脉平滑肌细胞膜超极化是引起

血管反应性下降的主要原因［(a6］。细胞膜的超极化与钾

通道的开放增多和钙通道的抑制有关，实验证明［)E9&］，

失血性休克 =9N 后，,7M 敏感钾通道 3,7M90FC02I2TF9
GKI"002PJ9RN"CCFO0E 9:,7M\ 和大电导钙激活钾通道

（O"HDF9 RKCQPRI"CRF9 R"OR2PJ?"RI2T"IFQ9 GKI"002PJ9
RN"CCFO09E9!:/"）大量开放电流增加，钾通道阻断剂优

降糖和 78, 均对休克后期血管低反应性有一定的恢

复作用，但是细胞膜的超极化同时抑制钙离子的内

流，平滑肌细胞收缩时所需内钙升高的相对不足使血

管反应性不能完全恢复。; 型钙通道（;9I#GF9R"OR2PJ9
RN"CCFOE9;?/"）是外钙内流的主要通道，本实验采用 ;
型钙通道的特异性激动剂 !"#9%9&6((，旨在探讨钙的

内流对休克后期小动脉平滑肌细胞膜电位超极化的

作用。

X99材料与方法

X]X99实验动物、试剂、仪器

b20I"H 大鼠，雌雄不拘，体质量 X&+ac=+9D，由我

校实验动物中心提供。氯醛糖、木瓜酶、胶原酶d、

!"#9%9&6(( 购自美国 -2DJ" 公司；12!,/(34\购自美

国 .KOFRPO"H9MHK[F 公司。其它为国产分析纯试剂。激

光共聚焦显微镜为德国 ;F2R"97/-9-M=。

X]=99方法

X]=]X9失血性休克模型复制 用 X4]4e的乌拉坦f
+])e的氯醛糖（+]6)9JOg*++9D）肌肉麻醉大鼠，分离双

侧股动脉和一侧股静脉，分别用于测量血压h放血和

回输血液及药品。将收缩压维持在 (+9JJAD 以下，=9N
后回输总放血量的 *g= 且血压不超过 (+9JJAD，复制
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图 !""#$%"&"’()) 对正常和休克大鼠小动脉平滑肌细胞膜电位的作用
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失血性休克大鼠模型视为成功。正常对照组只做手术

不放血。

!CECE"肠系膜细动脉平滑肌细胞的分离 正常对照大

鼠和失血性休克模型成功后的大鼠断头处死，迅速剪

取肠系膜并置于 K"!的无钙 LMHH 液（!/K";;42JN"
O$-2，F" ;;42JN" P-2，!" ;;42JN" GB-2E，!K" ;;42JN"
LQMQH，!K";;42JN"葡萄糖，用 O$RL 调 AL"SC)）中，

小心剥去周围组织，分离出肠系膜 ,E!,/ 动脉（直径

’KT!FK!!;），用眼科剪将细动脉剪成 ET/";; 的血

管段，室温平衡 !KTEK";+9 后，置于含 KC/";BJ;2 木瓜

酶和 E";;42JN 二硫苏糖醇的无钙 LMHH 液中 /S"!
温浴消化 EF";+9 后，移入含 !";BJ;2 胶原酶和低钙

（含 KC!";;42JN"-$-2E）LMHH 液中 /S"!温浴消化 !K"
;+9。用热刨光的平头吸管轻轻吸出酶液，并沿壁加

入 K"!的低钙 LMHH 冲洗血管以终止消化。最后用自

制细头吸管沿壁小心机械吹打 /TF 次，即可得到大量

的长形U梭形和椭圆形的单个平滑肌细胞。分离好的

细胞悬液置于 )"!冰箱保存，(T’"? 内选用边缘清晰

的细胞进行荧光探针标记。

!CEC/"血管平滑肌细胞（,HG-7）的荧光标记 将 /KK"
!2 细胞悬液滴加在特制的 A6>5+"皿上，)"!静置 !K"
;+9，待细胞贴壁后移去剩余液体，加入 /"!;42JN 细

胞膜电位特异荧光探针 *+#,-)./0FKK!!2 标记细胞，

/S"!保持 /K";+9 后上机检测。

!CEC)""平滑肌细胞膜电位的测定 用 )’’"9; 激发光

照射细胞，于 F/K"9; 左右范围检测荧光。当 *+#,-)

./0进入细胞内增多，荧光增强时表明细胞膜电位负

值减小，出现去极化变化，反之为超极化。

!CECF""实验分组 实验分为正常对照组.-49>5420和休

克组（H?48&）。分别记录 #$%"&"’()).!"!;42JN0对细胞

膜电位的作用，#P-$ 通道特异性阻断剂 VQ,（对休克

组细胞膜电位的变化作为阳性对照。

!CEC(""统计学处理 所有数据采用均数"标准差表

示，用 HMHH"!KCK 软件处理，两个样本间比较采用 ! 检

测，以 "WKCKF 为差异有显著性。

E""结果

EC!""#$%"&"’()) 对正常组 ,HG-7 膜电位的影响

正常组 ,HG- 的 *+#,-)./0荧光染色图象（图

!,）。当加入 !"!;42JN"#$%"&"’()) 后，荧光强度明显

减弱，说明正常组 ,HG-7 膜电位发生超极化变化，

而当加入等浓度的荧光探针溶剂 *GHR 则不引起明

显的荧光强度变化（图 !#，箭头标示加入 #$%"&"’())
的时间，图中纵坐标为标准化荧光值）。

ECE #$%"&"’()) 对休克组 ,HG-7 膜电位的影响

当加入同浓度 #$%"&"’()) 后，荧光强度明显增

强，说明休克组 ,HG-7 膜电位发生去极化变化。这

与正常组有明显差异，"WKCK!，#X!)Y"!F（图 !-）。

EC/ #$%"&"’()) 和 VQ, 对正常和休克组 ,HG-7 膜

电位的影响

用 #P-$ 通道的特异性阻断剂 VQ,.!";;42JN0孵
育 E";+9 后，!"!;42JN"#$%"&"’()) 未使正常组细胞膜

电位发生超极化，而是弱的去极化作用.图 E,0，暗示

#$%"&"’()) 激活 N 型钙通道导致钙内流增加，钙内流

激活了 #P-$ 通道，使膜电位发生超极化，而用 VQ,
阻断 #P-$ 通道后，钙内流增加导致去极化发生。#$%"

&"’()) 和 VQ, 均可使休克组 ,HG-7 膜电位发生去

极化，但去极化结果有统计学差异，"WKCKFY"$X!E。提

示此变化通过不同机制.图 E#0。

/""讨论

电压依赖的钙通道（Z*--7）是钙进入多种细胞

的主要通道，它在调节钙依赖的细胞功能如平滑肌的

收缩中起着关键作用。 N[-$ 是在肌肉兴奋收缩耦联
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图 )33?@A3;3&’(( 和 567 对正常和休克组平滑肌细胞膜电位的作用
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中起至关重要角色的电压传感器，是钙进入心肌和平

滑肌组织的重要通道［VV[3V)］。\ 型钙通道调节大部分可

兴奋性和非兴奋性细胞的活动，是细胞膜外钙离子内

流的主要途径。?@A3;3&’(( 是一种特异的 \ 型钙通道

的激动剂，\ 型钙通道开放钙离子内流增加，导致血

管收缩和正性肌力作用。有文献报道［VX］，?@A3;3&’((
低于 VUK&3G#2]\ 时是血管收缩作用，高于此浓度时为

舒张作用。而在膜片钳实验中［V([3V>］，?@A3;3&’(( 在 VUK’3
G#2"\ 时明显增加外钙的内流。

有实验证实［V’］，在失血性休克后期，平滑肌细胞

钙超载和钙失敏是血管低反应发生的重要原因。我室

实验证明在重症休克后期，̂ 75_ 和 ?^.@ 通道大量开

放，血管平滑肌细胞处于超极化状态，此时平滑肌细

胞受升压药物影响，细胞内钙升高较正常组明显减

小，说明此状态下，平滑肌细胞收缩所需内钙不足。因

此，只是阻断钾通道不能使血管反应性完全恢复。由

于膜电位的超极化抑制了钙通道的开放，内钙升高相

对不足，这是导致微血管对升压药物反应丧失的重要

原因之一。本实验发现，在正常状态下加入钙通道的

激动剂 ?@A3;3&’(( 可使细胞膜电位超极化，而在应

用了 ?^.@ 的阻断剂 567 之后 ?@A3;3&’(( 引起膜电

位的去极化，这可能是因为 ?@A3;3&’(( 激活了 \ 型钙

通道使外钙内流，外钙内流使细胞内钙离子浓度明显

增加，从而激活了 ?^.@ 使钾离子外流形成 85‘.=，
85‘.= 电流使细胞膜出现超极化的变化。而在休克

后期，相同浓度 ?@A3;3&’(( 可使处于超极化状态的

平滑肌细胞膜出现去极化的变化，这说明在休克的状

态下，由于内钙的相对不足，增加外钙的内流不会使

已经激活的 ?^.@ 再次被激活而引起细胞膜更近一步

的超极化，细胞膜向去极化状态改变有助于钙离子的

持续内流，近而可以使休克后动物的小动脉平滑肌细

胞在受到升压药物的作用时正常收缩。因此，休克后

期外钙内流减弱 78H.= 膜电位的超极化程度，对于

治疗休克后期血管反应性下降有着重要的意义。

在休克后期给予 ?^.@ 的阻断剂 567 也有助于

细胞膜去极化，但此药物用量较大，而另一种 ?^.@ 的

阻断剂蝎毒（.95a）由于毒性大也不适宜直接用作治

疗休克动物的药物。因此，?@A3;3&’(( 不但可以增加

钙的内流，而且同时也引起细胞膜去极化，这对于纠

正休克动物平滑肌细胞的异常状态从而治疗休克后

期血管反应性下降有重要的意义。但其作为治疗休克

动物的药物还需进一步的实验证明。
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外，拉丁方试验结果的分析也比较简便。第二次拉丁

方试验是在第一次试验的基础上进一步细化培养条

件各因素的水平。拉丁方试验设计方法能够给出所检

测因素各水平之间的差异，但是其结果必须经过验

证。

我们在综合摸索培养条件的试验中采用拉丁方

进行试验设计，结果发现，三个培养条件因素中，诱导

温度的影响最大，!"!!诱导时 $%&’"’()*’+,- 蛋白

的相对表达量较 ./!!诱导明显提高。培养基种类对

蛋白的表达和全菌产量也有较大影响，高浓度肉汤的

培养效果优于 &0 和 ""12 培养基。较低的 %32) 浓

度诱导可以得到更高的表达量。通过验证试验，验证

了拉丁方试验所推导出的改良培养条件，并将之与常

规培养条件相比较，最终得到了最佳的培养条件，即

采用高浓度肉汤培养基培养，!"!!和 #4. ((567&8
%32) 诱导表达的条件下，目的蛋白的表达量可由常

规培养条件下的 !9:;提高到 "<4/.;（!=#4#>）。 在

扩大培养的条件下，产量进一步提高，相对表达量提

高了 > 倍。

本研究根据拉丁方试验设计方法摸索优化了工

程菌 0&"?7@A2’?? B7$%&’"’()*’+,- 的培养条件，

与常规培养条件下的结果进行比较，优化的培养条件

明显提高了目的蛋白的相对表达量，扩大培养的结果

也验证了拉丁方试验的结果是可靠的。这为我们下一

步纯化双功能蛋白和深入研究其生物学活性创造了

有利的条件。
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