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in PKCc~agonist and PKC agonist groups(P <0．05 or P <0．01)． Conclusions PKCa and PKCe may 

regulate vascular calcium sensitivity through change in protein expression and activity of CPI一17 in HS rats． 

【Key words】 Shock，hemorrhagic； Protein kinase C-alpha； Protein kinase C-epsilon； Calcium 

sensitivity； CPI一17 

严重创伤或休克患者失代偿期常出现血管低反 

应性 ，主要表现为全身血管对缩血管物质和舒血管 

物质的反应降低或不反应”。 。本实验室前期 的研 

究表 明，血管 平 滑肌 细胞 (vascular smooth muscle 

cell，VSMC)肌肉收缩蛋白对钙的敏感性降低即钙失 

敏 ，是休克血管低反应性 的重要 发生机制之一 。 

蛋 白激酶(protein kinase，PK)CeL、PKCe通过调节血 

管钙敏感性 ，参与了失血性休克血管低反应性 的调 

节 ，但其调节机制尚不清楚。为此 ，笔者 以失血性 

休克大鼠为模型，运用离体微血管环张力测定等方 

法 ，观察 CPI一17(potentiated inhibitory protein for pro- 

tein phosphatase 1 of 17×10 )对 PKCcL、PKCe调节 

休克血管钙敏感性作用 的影响 ，以及 PKCoL与激动 

剂对 CPI一17蛋白表达和活性 的影响，以进一步了解 

休克血管低反应性 的发生机制 ，为寻找有效 的休克 

血管反应性调节靶点和防治药物提供实验依据 。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂和仪器 

PKCa激动剂 thymelea toxin、B肌动蛋白抗体、 

B七叶皂甙、A-2318购 自美 国 Sigma公 司，PKCa激 

动剂碳酰胆碱购自德国 Merck公司，CPI一17抗体 、磷 

酸化 CPI一17抗体购 自美 国 Upstate公司，二辛丁酸 

(BCA)蛋 白定量试剂盒、辣根过氧化物酶 (HRP)结 

合的二抗 、发光底物反应试剂盒、洗膜液均购 自美 国 

Pierce公 司。微 血管肌动描计 系统购 自美 国 DMT 

公司。 

1．2 动物分组及处理 

清洁级 Wistar大 鼠(第三军医大学大坪医院实 

验动物中心)16只，雌雄各半 ，体质量 (230±28)g。 

将其中8只大鼠参照文献[5]方法制作失血性休克 

2 h模型后，取大鼠肠系膜上动脉(SMA)微血管环 ， 

按随机化方法分为休克 2 h组 、PKCc~激动剂组 (在 

培养液中加人 1×10。mol／L thymelea toxin)、CPI一17 

抗体 +PKCo~激 动剂 组 (在培 养液 中加入 1：800 

CPI．17抗体孵育 10 min后，再加入同前浓度 的 

thymelea toxin孵育 10 min)、PKCe激动剂组(在培养 

液中加入 4×10 mol／L碳酰胆碱)、CPI．17抗体 + 

PKCe激动剂组 (在培养液中加入 1：800 CPI．17抗 

体孵育 10 min后 ，再加入 同前浓度的碳酰胆碱孵育 

10 min)。所有血管环均先褪膜。取另外 8只正常 

大鼠的微血管环作为对照组 。 

1．3 血管环钙敏感性测定 

将所取大鼠的微血管环固定在微血管肌动描计 

系统 的张力传感器和刻度螺旋 之间，浸入 K—H液 

中，经旋转螺旋 ，依次给予 3次张力，记 录螺旋读数 ， 

根据肌动描计系统计算结果给予初始张力。在 K-H 

液 中平衡微血管环 15 min至张力 曲线水平。将 K-H 

液换成褪膜液 ，作用 30 min后再换成高钾液 (不含 

B七叶皂甙、A一2318的褪膜 液)。然 后采用累积浓 

度法检测微血管环对梯度浓度 Ca“的收缩力，构建 

Ca“的量效曲线，根据 曲线求得最大收缩力(Emax) 

和半数有效浓度的负对数值(pD2)。 

1．4 CPI一17蛋白表达和磷酸化检测 

取失血性休克大 鼠血管环 ，贴块法培养原代血 

管平滑肌细胞 (VSMC)，取第 4～6代细胞用于实验。 

细胞行缺氧处理 ，将缺氧培养 的 VSMC 按随机化 

方法分为缺氧2 h组 、PKCe~激动剂组(培养液中加入 

1×10 mol／L thymelea toxin孵育 10 rain)、PKCe激 

动剂组(培养液 中加入 4×10 mol／L碳酰胆碱孵 

育 10 min)。另取正常大鼠血管环 的 VSMC作为对 

照组。提取 VSMC总蛋 白，定量后按 150 p,g／~L上 

样 ，以十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶 电泳分离蛋 

白，转膜，分别用 cPI一17抗体 、磷酸化 cPI一17抗体 4 

℃孵育过夜 ，HRP结合的二抗室温孵育 1 h，化学发 

光法胶片成像 。再用洗膜液洗膜 10 min，加入 B肌 

动蛋 白抗体 ，4℃孵育过夜，加入 HRP结合的二抗 ， 

室温孵育 1 h，同上述步骤显影。扫描胶片条带用 

Quantity one软件分析 ，以目的蛋 白与 B肌动蛋白吸 

光度值之比来反映蛋白表达和磷酸化水平。 

1．5 统计学处理 

数据以 x±S表示 ，采用 SPSS 10．0统计软件处 

理 ，组内自身对照和配对实验数据行 t检验。 

2 结果 

2．1 血管环钙敏感性 

休克 2 h后 SMA血管环钙敏感性明显降低， 

Emax值均低于对照组 (P <0．01)。但 PKCot激动 

剂组、PKCe激动剂组 Emax却高于休克 2 h组(P< 

0．01)。见表 1。 
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表 l 各 组 大 鼠肠 系 膜 上 动 脉 微 血 管 环 钙 敏 感 性 比 较 ( x ± S )

组 别 样 本 数 最 大 收 缩 力 ( m N ) 负 对 数 值

注 ：P K 为 蛋 白 激 酶 ；与 对 照 组 比 较 ，

“

P < 0 ． 0 1 ；与 休 克 2 h 组 比

较 ，

“
P < 0 ． O l

2 ． 2 C P I ． 1 7 蛋 白表 达 和 磷 酸 化

缺 氧 2 h 组 C P I ． 1 7 的 蛋 白表 达 及 磷 酸 化 吸 光 度

值 均 明 显 低 于 对 照 组 ( P < 0 ． 0 5 ) ， 而 P K C c ~ 激 动 剂

组 、
P K C e 激 动 剂 组 却 明 显 高 于 缺 氧 2 h 组 ( P <

O． 0 5 或 P < 0 ． 0 1 ) 。 见 图 1 。

1 2 3 4 1 2 3 4

卟 t ， ∥ e嘲 圉■ 一 番黔 警 ? 棒 斓黼 纛
B 肌 动 蛋 自 一 - _ 0 13 肌 动 蚩 白 — __ ，_ _

埘 照 组 缺 氧 2 h fl ％ P KC d 激 动 荆组 P KC e 激 动 剂组

图 1 各 组 血 管 平 滑 肌 细 胞 C P I ． 1 7 蛋 白表 达 和 磷 酸 化 情 况 。 上

图 为 电 泳 图 ，
1 — 4 分 别 为 对 照 组 、 缺 氧 2 h 组 、 蛋 白激 酶 ( P K ) c “

激 动 剂 组 、
P K C e 激 动 剂 组 ；下 图 为 半 定 量 分 析 罔 ， 与 对 照 组 比

较 ，

“

P < 0 ． 0 5
，

“
P < 0 ． 0 1 ；与 缺 氧 2 h 组 比 较 ，

。

P < 0 ． 0 5
，

。

P <

0 ． 0 1

3 讨 论

研 究 表 明 ， 严 重 创 伤 或 休 克 后 血 管 低 反 应 性 的

发 生 主 要 有 受 体 失 敏 和 V S M C 膜 超 极 化 2 种 机

制
¨ 0

。 本 实 验 室 前 期 研 究 提 出 了 休 克 后 血 管 低 反 应

性 发 生 的 钙 失 敏 机 制
¨ 0

。 P K C 对 失 血 性 休 克 后 血 管

反 应 性 和 钙 敏 感 性 有 重 要 的 调 节 作 用 。 且 在 众 多

P K C 亚 型 中 ，
P K C o t 、

P K C e 可 通 过 调 节 V S M C 钙 敏 感

性 ， 调 节 失 血 性 休 克 大 鼠血 管 反 应 性 。

C P I 一 1 7 是 一 种 平 滑 肌 特 异 的 磷 蛋 白 ， 在 猪 主 动

脉 中 它 可 经 P K C 磷 酸 化 苏 氨 酸 ( T h r ) 3 8 位 点 而 活

化 ， 活 化 后 的 C P I 一 1 7 发 生 构 象 变 化 ， 结 合 到 肌 球 蛋

白轻 链 磷 酸 酶 ( M L C P ) 的 催 化 亚 基 上 而 抑 制 M L C P
，

活 化 后 的 C P I 一 1 7 对 M L C P 的 抑 制 作 用 增 强 ， 如 同 一

个 分 子 开 关 ， 启 动 C a
“

浓 度 不 变 情 况 下 的 M L C P 抑

制 、 钙 敏 感 性 增 高 和 血 管 收 缩
" 。

。 在 失 血 性 休 克 的

血 管 平 滑 肌 中 ，
C P I 一 1 7 是 否 经 P K C o L 、

P K C s 磷 酸 化

而 活 化 ， 从 而 介 导 P K C 对 休 克 钙 失 敏 的 调 节 ， 尚 鲜

见 文 献 报 道 。 本 实 验 结 果 观 察 到 ， 抑 制 C P I 。 1 7 后 ，

P K C a 、
P K C s 激 动 剂 促 进 休 克 S M A 对 C a

“

收 缩 反 应

性 的 作 用 显 著 降 低 ， 说 明 P K C o L
、

P K C s 可 能 通 过

C P I 一 1 7 调 节 失 血 性 休 克 血 管 的 钙 敏 感 性 。 C P I 一 1 7 的

T h r 3 8 位 点 是 决 定 C P I 一 1 7 活 性 的 重 要 位 点 ， 可 在

P K C 等 激 酶 分 子 的 作 用 下 磷 酸 化 ， 并 引 起 C P I 一 1 7 的

活 性 显 著 增 高 和 平 滑 肌 的 收 缩
¨ 。

。 本 实 验 结 果 表

明 ， 缺 氧 2 h 的 V S M C 中 C P I 一 1 7 蛋 白 和 T h r 3 8 位 点

磷 酸 化 水 平 均 降 低 ，
P K C o ~ 、

P K C s 激 动 剂 可 促 进 缺 氧

后 的 C P I ． 1 7 蛋 白 表 达 ， 增 高 T h r 3 8 位 点 磷 酸 化 水 平 ，

说 明 P K C c ~
、

P K C e 可 能 通 过 调 节 C P I 一 1 7 的 蛋 白 表 达

和 活 性 来 调 节 失 血 性 休 克 后 的 血 管 钙 敏 感 性 。

由 于 缺 乏 C P I 一 1 7 的 选 择 性 抑 制 剂 ， 我 们 将 S M A

的 一 级 分 支 微 血 管 环 褪 膜 ， 使 其 对 大 分 子 物 质 的 通

透 性 增 高 ， 再 加 入 C P I 一 1 7 的 封 闭 抗 体 以 抑 制 其 活

性 。 有 研 究 观 察 到 ， 在 常 用 的 几 种 褪 膜 剂 中 ， 用

T r i t o n X — 1 0 0 褪 膜 的 平 滑 肌 对 C a
“

失 去 了 收 缩 反 应 ，

而 未 褪 膜 的 和 用 仅 毒 素 、 B 七 叶 皂 甙 褪 膜 的 平 滑 肌

依 然 具 有 对 C a
“

的 收 缩 反 应 性 。 蛋 白 质 印 迹 法 检

测 可 见 ， 在 用 T r i t o n X — 1 0 0 褪 膜 的 平 滑 肌 中 ， 几 乎 不

能 检 测 到 C P I ． 1 7 蛋 白 表 达 ， 而 用 d 毒 素 、 B 七 叶 皂

甙 褪 膜 对 C P I 一 1 7 蛋 白 表 达 的 检 测 影 响 较 小
¨ 。

。 所

以 我 们 选 用 了 B 七 叶 皂 甙 进 行 褪 膜 。
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严重烧伤致周围神经损伤 14例 

粱钢 孙建平 孟朝晖 娄玉兰 张庆洋 

l 临床 资料 

2003年 1月一2008年 9月 ，笔者单位 收治烧伤致周 围神 

经受损患者 14例 ，其中男 9例 、女 5例 ，年龄 19～54岁。致 

伤原 因：电烧 伤 7例 、热 压 伤 7例。烧 伤 总 面积 0．1％ ～ 

0．4％TBSA，均为Ⅳ度 。单纯肘部尺神经损伤 3例 、腕部尺神 

经损伤 5例 、腕部正 中神经损伤 4例 ，腕部 尺神经与正 中神 

经均受损 2例。本组患者初诊 时确诊 8例 ；初诊时漏诊 或误 

诊 6例 ，其 中 2例于 2～3 d后复诊时确诊 、4例 于 2～3周后 

因创面感染再次就诊时确诊。术前 神经功能情况 ：早期 确诊 

的 1O例患者运动功 能为 M，一M 级 ，感觉功 能为 S。一S 级 ， 

肌 电图显示静息 时 自发 电位增多 、收缩时 出现运动单 位电位 

时限与波幅异常等，且神经传导速度均减慢。晚期确诊的 4 

例患者运动功能为 M。～M 级 ，感觉功能为 s。～s 级 ，肌电图 

检查结果较早期确诊患者明显异常，神经传导速度减慢甚至 

传导消失。术中见早期确诊的 lO例患者均存 在不 同程度 的 

神经变性 ，但无 明显坏死改变 ；晚期确诊 的 4例患者 因创面 

感染导致神经不同程度坏死 。 

2 治疗方法及结果 

(1)早期扩创 I期修复组：对 10例早期确诊患者中的 7 

例 ，确诊 1～2 d后行扩创 、保 留变性神经并切开外膜 ，行 I期 

组织瓣修复。(2)多次扩创延迟修 复组 ：对余 下 3例早 期确 

诊患者 ，行多次扩创 、保 留变性神经并切 开外膜 ，延迟行 I期 

组织瓣修复。(3)留待 Ⅱ期修复组：对4例晚期确诊患者，I 

期扩创 、组织瓣修复后 ，受损神经留待 Ⅱ期修复 (神经游离移 

植或功能重建)。 

Ⅱ期功能重建 ：多次扩创延迟修复组 中 l例患者行拇外 

展 、对指功能重建 ，留待 Ⅱ期 修复组 中 1例患者行爪形 手畸 

形功能重建。 

表 1 14例患者术后神经功能恢复情况 

· 经 验 交 流 · 

本组患者术后随访 6个月 ～3年。按英国医学研究会感 

觉、运动评价标准，结合临床所划分的优(M s 级以上)、良 

(M s 级 )、可(M s 级 )、差 (M S．级 )4个等级 ⋯来 评价疗 

效 。术后随访 ，患者 肌 电图表 现为 自发 电位逐 渐减 少至 消 

失 ，并逐渐出现新生 电位 、复型 电位及再生 电位等 ，其恢 复时 

间较运动及感觉功能的临床表现恢复时间早 2～3个月 。多 

次扩创延迟修复组与留待Ⅱ期修复组共7例患者中，除 2例 

患者分别于术后 1年、13个月行功能重建并恢复了一定功能 

外，其余 5例患者因故未能行 Ⅱ期修复，以致遗留严重功能 

障碍甚至残疾。本组 患者术后神经功能恢复情况见表 1。 

3 讨 论 

热压伤是一种复合 伤，除皮 肤软组织 热力烧 伤外 ，往往 

合并 神经等组织的挤压 伤 、挫裂伤 ，可继发 坏死及进行 性坏 

死 ，其损伤范围较 电烧伤局限且程度略轻 。尽管神经 电烧伤 

与热压伤的致伤机制、损伤范围及程度不同，但两者的相似 

之处 在于：对虽 已烧 损变性 但仍存在解 剖连续 性的神经 ，早 

期扩创后立即应用血供丰富的组织瓣修复 ，将有利于其再生 

修复 ；若处理不当则将使烧损变性的神经发生坏死。从本 

组资料可以看出，行早期扩创 I期修复的患者功能恢复最满 

意，而行多次扩创延迟修复与留待Ⅱ期修复的患者功能恢复 

较差 ，后者若能行 Ⅱ期处理也有望恢复一定功能。遗憾的 

是，本组应行 Ⅱ期修复的患者大多因故未能接受该治疗。 

对本组患者的诊治 ，笔者体会如下 ：(1)如果接诊 医师提 

高警惕，掌握常见周围神经损伤的诊断要点，可避免漏诊、误 

诊 。(2)应充分发挥神经 电生 理检查 的独特优 势 ，为周 围神 

经损伤 的诊治提供客观依据” 。(3)早期 扩创 I期修 复，是 

保留并恢复神经功能的较佳方法 。(4)对 I期修复后功能恢 

复较差或 留待 Ⅱ期修复 患者 ，应告知其 Ⅱ期 处理 的重 要性、 

注：“ ”表示该例患者行Ⅱ期功能重建 
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时间及方法等，以使患者能如期来院接受治疗，不致 

失去救治机会。 
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