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!!'摘要(!目的!探讨枕大池注入利多卡因对兔蛛网膜下腔出血!76D"后基底动脉血管(/2*(/2相关激酶

!(ZAd"信号传导的影响)方法!"X只新西兰大白兔随机分为#组#每组Y只#分别为假手术!3/-&"组+蛛网膜下

腔出血!76D"组+枕大池利多卡因!A:"组)76D组和A:组动物经枕大池注入非抗凝的自体动脉血!!&9*>="复

制76D模型#3/-&组经枕大池注入#*_的生理盐水!!&9*>="&#%&'<后#A:组经枕大池注入%L#&9"̂ 利

多卡因#76D组和3/-&组注入等量生理盐水)*"/后测定摄食量和神经功能损害分级#实时荧光定量GA(

!U(F)GA("和 H03.01<I52.检测基底动脉中(/2相关激酶"!(ZAd""+肌球蛋白轻链!K9A"及钙调蛋白!A-K"蛋

的基因和蛋白表达)结果!与3/-&组比较#76D组和A:组家兔摄食量减少#且出现不同程度的神经功能损害#

(ZAd"在基底动脉中的&(@6及蛋白表达量增高#K9A和A-K的&(@6和蛋白表达减少!*$%L%+"&与76D

组比较#A:组家兔摄食量及神经功能损害差异无统计学意义!*)%L%+"#(ZAd"在基底动脉中的 &(@6及蛋白

表达量减少#K9A和A-K 的 &(@6和蛋白表达增高!*$%L%+")结论!枕大池注入利多卡因能够抑制兔76D

后基底动脉血管(/2*(ZAd信号传导#减轻76D后基底动脉平滑肌的收缩)

'关键词(!枕大池!(/2*(ZAd信号传导!蛛网膜下腔出血!脑血管痉挛!利多卡因

.??,$@BA?<#-A$'#(,A(@%,8%A*8HJK"#Q('C>D'(B-&$@#A(A?@%,YAB@,D#ADV'B#C'DFD@,DL#(8'GG#@"FS!;4$,

N-%
!#(0,54>#

"#Q1K#%=.R->%
##34!,5D#%=.F#%=

##D406->%.V-%=
## ?!?57-S9#7G<E8->/1%-P<@F-AC#

aO'M-<=++%%%X#A/'<-&"?(<">@A2<%A#B0;1#:@A9#"<>E-84#F"-A>/#B57-S9#7*@#P-%8<#aO'M-<=++%%%X#

A/'<-&#?(<">@A2<%A#B0;1#57-S9#7*@#P-%8>/*<#"/<4#F"-A>/#aO'M-<=++%%%X#A/'<-

# A21103,2<N'<=-O./21#E)&-'5$3/'R'-<U'<="!"C$42&

'FGB@D'$@(!HGI,$@#*,! F22I301P0./00R,1033'2<2Q(/2*(/2)-3324'-.0N>'<-30!(ZAd"3'=<-5'<=,-./S-M

'<./0I-3'5-1-1.01M-<N./00QQ04.2Q5'N24-'<02<./'33'=<-5'<=,-./S-M-Q.013OI-1-4/<2'N/0&211/-=0!76D"'<

1-II'.3$+,@%A-B!"X@0Sh0-5-<NS/'.01-II'.3S0101-<N2&5MN'P'N0N'<.23/-&2,01-.'2<!3/-&"=12O,#76D

=12O,#-<N244','.-54'3.01<-5'N24-'<0!A:"=12O,$F/010S010Y1-II'.3'<0-4/=12O,$J<.1-4'3.01<-5'<T04.'2<2Q

<2<)-<.'42-=O5-<.-O.252=2O3-1.01'-5I522N !! &9*>="S010-,,5'0N.276D =12O,-<NA:=12O,-<'&-53.2

03.-I5'3/76D &2N05#3/-&<21&-53-5'<0=12O,S-3'<T04.0NS'./#* _ ,/M3'252='4-53-5'<0!!&9*>="&-Q.01

#%&'<#A:=12O,S-3'<T04.0NS'./%$#&9"̂ 5'N24-'<04'3.01<-#76D=12O,-<N3/-&=12O,S010'<T04.0NS'./

3-5'<0$6Q.01*"/#Q22N'<.->0-<N<0O1252='4QO<4.'2<N-&-=0S010&0-3O10N$F/00R,1033'2<32Q(/2-3324'-.0N

>'<-30"!(ZAd""-<N &M23'<5'=/.4/-'< !K9A"-<N4-5&2NO5'< !A-K",12.0'<'<./0I-3'5-1-1.01MS010

&0-3O10NIMH03.01<I52.$F/0):;O"-<NG';-<N;>G =0<00R,1033'2<3S010&0-3O10NIMO3'<=10-5).'&0

UO-<.'.-.'P0GA($8,B&C@B! A2&,-10NS'./3/-&=12O,#10NO40NQ22N'<.->0#P-1'2O3N0=10032Q<0O1252='4-5

'&,-'1&0<.#'<410-30N):;O" &(@6-<N,12.0'<0R,1033'2<3'<I-3-5-1.01M#-<NN0410-30N K9A-<NA-K

0R,1033'2<3S0102I301P0N'<76D=12O,-<NA:=12O,!*$%$%+"$A2&,-10NS'././076D=12O,#./010S-3<2

3.-.'3.'4-55M3'=<'Q'4-<.N'QQ010<40'<N'0.'<.->0-<N<0O1252='4-5N-&-=0'<./0A:=12O,!*)%$%+"&./0&(@6-<N

,12.0'<0R,1033'2<32Q(ZAd"'<./0I-3'5-1-1.01MN0410-30N#-<N./00R,1033'2<32QK9A-<NA-K'<410-30N!*$

%$%+"$JA($C&B#A(!J<.1-4'3.01<-5'<T04.'2<2Q5'N24-'<0&-M'</'I'../0.1-<3&'33'2<2Q(/2*(ZAd3'=<-5'<./0

I-3'5-1-1.01M-<N10NO40./0I-3'5-1-1.01M3&22./&O345042<.1-4.'2<-Q.0176D$

'K,LMAD-B(! !A'3.01<-&-=<-! !(/2*(ZAd3'=<-5.1-<3&'33'2<! !7OI-1-4/<2'N/0&211/-=0! !

A010I1-5P-323,-3&!!9'N24-'<0

" 贵州省科学技术基金计划!黔科合基础,"%!C-!%W+"和贵州省人民医院博士基金!@2$ah7\B,"%!C-%W"资助

# 通信作者#E)&-'5$3/'R'-<U'<="!"C$42&
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!!蛛网膜下腔出血!76D"是临床上常见的严重

的脑血管意外事件#占所有卒中类型的+̂
,!-#在中

国年发病率大约为"*!%万
,"-#致残率及死亡率高于

+%̂
,#-)脑血管痉挛!4010I1-5P-323,-3&#A87"是

76D 早期最严重的并发症#发生率达 !Ĉ !

CĈ
,X-#是导致76D 患者高病死率和致残率的主

要原因之一
,+-#因此#76D后A87发生机制的研究

对早期防治A87有重要意义)大量的实验证明#

A87关键环节是血管平滑肌持续性的病理性收缩#

近年 血 管 生 物 学 研 究 表 明#血 管 平 滑 肌 细 胞

!P-34O5-13&22./&O345040553#87KA3"收缩是多

因素+多环节共同参与的过程#其中相对分子质量为

"%%%%的肌球蛋白轻链!&M23'<5'=/.4/-'<#K9A"

的磷酸化水平是其主要的决定因素
,C *-)本实验将

从76D后基底动脉中(/2*(/2相关激酶!(ZAd"

信号传导变化进行相关机制研究#并探讨局部给药

对其的影响#为防治76D后A87提供理论依据)

1!对象和方法

1$1!实验分组

将贵州医科大学动物实验中心提供的"X只新

西兰大白兔!雌雄不限#体质量"$+!#$%>="#随机

分为#组#每组Y只#分别为假手术!3/-&"组+蛛网

膜下腔出血!76D"组+枕大池利多卡因治疗!A:"

组)实验操作+动物饲养及管理按相关规定进行)

1R/!"FS模型制作

兔称重后行耳缘静脉置管#予!&=*&9丙泊酚

!&9后#经口腔行气管插管术#动物呼吸机辅助通

气##̂ 戊巴比妥钠!!&9*>="麻醉后#枕部剃毛消

毒#触及枕骨下间隙!枕大池"#予+号头皮针刺入#

有突破感后见脑脊液流出#76D组和A:组动物经

枕大池注入非抗凝的自体动脉血!!&9*>="#3/-&

组注入等量的#*_的生理盐水!!&9*>="&行头低

脚高位#%&'<后#A:组经枕大池注入%L#&9"̂

利多卡因#76D 组和3/-&组注入等量生理盐水#

待动物完全苏醒后送回动物饲养室#术后正常饲养)

1$N!摄食量和神经生物学分级

!!参照E@:Z等
,Y-
标准#所有兔子在术后*"/

记录!次进食量#摄食量分级$!级为!%%̂ #"级

为)+%̂ 且$!%%̂ ##级为$+%̂ ^且)%̂ #X级

为%̂ &所有兔子在术后*"/行!次神经功能检查#

神经功能损害分级$!级为正常!无神经功能障碍"#

"级为轻度或可疑神经功能障碍!嗜睡+活动减少"#

#级为中度神经功能障碍!肢体无力+跛行"#X级为

重度神经功能障碍!划圈运动或行走困难")

1$3!取材和分离基底动脉

各组动物在造模注血*"/后#以!%̂ 水合氯醛

!"&9*>="麻醉后迅速断头取脑组织#放在培养皿

中用X_预冷GB7液快速冲洗#次#在冰上进行操

作#将脑干截下后#肉眼可见脑干腹侧面基底沟内附

着的动脉即为基底动脉#迅速剥离基底动脉后#用

X_预冷GB7冲洗血管内及表面残留血液#分装置

洁净离心管中#然后进行总 (@6及总蛋白提取)

1$5!分子生物学检测

1$5$1!实时荧光定量GA(!U(F)GA("检测兔基底

动脉组织中):;O"+G';及钙调蛋白!;>G"基因

的表达!用F1']25法提取兔基底动脉组织总(@6#

进行浓度及纯度测定合格后#将总(@6逆转录为

4:@6#根据逆转录试剂盒!F/01&2公司"说明书#

配制"%&9反应体系#反应条件为W+ _+!%3&

W+_+!+3#C% _+#%3#*" _+#%3#X%个循环&

W+_+!+3#C%_+!&'<#然后进行U(F)GA(检测#

引物设计及合成由上海生工生物有限公司完成!表

!"#以5!*(4 为内参&反应结束后#读取各样本的

A.值#应用国际通用的相对定量法!";$$A.
法"计算

目的基因的相对表达量)

表1!基因引物序列

>'GC,1\,(,:D#7,DB,]&,($,B

a0<0 V21S-1N!+̀)#̀" (0P0130!#̀)+̀" 90<=./*I,

):;O" Faa6Fa666A6aaA6FaaF6 6aFA6A6FFAAAaFAAaF6a "%

G'; Fa6A6a66A6aaFa6FFAA66a 6FaaaA6a666AFaFFA666AF ""

;>G a66aA6FFAAaFaFaFFFa6F FA6AA6FAa6F6FAFaAFFAA "%

5!*(4 aAAFaa6a666aAFaAF66aF AA6aa666Fa6aAFFA6A666 "!

1$5$/! H03.01<I52.检测兔基底动脉组织中

(ZAd"+K9A及A-K 蛋白的表达!用高效(JG6

组织裂解液提取兔基底动脉组织的总蛋白#用BA6

蛋白浓度测定试剂盒!725-1I'2公司"进行蛋白浓度

测定合格后#制作!+%=*9!分离 K9A+A-K"和

Y%=*9!分离(ZAd""7:7)G6aE凝胶#用电泳分

离蛋白#将其转移到G8:V膜后#用Ŷ 脱脂奶封闭

X/#一抗稀释液稀释比例$(ZAd"为!b+%%!博奥

森公司"#K9A 为!b"%%%+A-K 为!b!%%%

!6I4-&公司"#a6G:D 为!b+%%%!博奥森公

*++
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司")将稀释好的一抗加入密封袋中#将G8:V膜

放入密封袋中#封闭后X_过夜#次日按同样的方法

稀释二抗!北京中杉金桥公司"#(ZAd"+A-K+

a6G:D用辣根酶标记山羊抗兔#浓度为 !b

+%%%&K9A用辣根酶标记山羊抗小鼠#浓度为!b

+%%%)室温下轻摇孵育+%&'<#用凝胶成像分析系

统检测条带#J&-=0e软件测灰度值#以目的条带与

内参条带灰度值的比值为目的蛋白的相对表达量)

1$O!统计学方法

计量资料以%IcF表示#各组比较采用单因素方

差分析!6@Z86"#组间两两比较采用配对样本A

检验#等级资料采用秩和检验#*$%L%+为差异有统

计学意义)

/!结果

/$1!各组兔摄食量和神经功生物学分级的比较

与3/-&组比较#76D+A:组摄食量减少#出现

不同程度的神经功能损害!*$%L%+")与76D 组

比较#A:组摄食量+神经功生物学分级差异无统计

学意义)见表")

表/!各组"FS后摄食量及神经功能损害的比较!例数

>'GC,/!>%,$A7:'D#B#A(A??AA-#(@'U,'(-(,&DACAQ#$'C#7:'#D7,(@B

#(,'$%QDA&:!$'B,

a12O, %
V22N'<.->0=1-N0

! " # X

@0O1252='4-5
'&,-'1&0<.=1-N0

! " # X

7/-& Y Y % % % Y % % %

76D Y % % C " % ! + "

A: Y % " C % % C " %

4 !C$#X +C$X"#

* $%L%+ $%L%+

/R/!各组兔基底动脉组织 $/09/+("0+0:(

78WF表达

见表#)以3/-&组表达量为!#与3/-&组比

较#76D+A:组兔基底动脉组织):;O"&(@6表

达增加#G';+;>G &(@6表达降低!*$%L%+"&

与76D组比较#A:组兔基底动脉组织中):;O"

&(@6表达减少#G';+;>G &(@6 表达增加

!*$%L%+")

表N!兔基底动脉组织中$/09/+("0+0:( 78WF的表达!%X2"

>'GC,N!>%,78WFD,C'@#*,,E:D,BB#A(BA?$/09/#("0'(-0:(#(

G'B#C'D'D@,DL@#BB&,!%X2"

a12O, ):;O" G'; ;>G

7/-& ! ! !

76D "$X!!c%LXC+" %LC#%c%L#X#" %LX*Yc%L"XC"

A: !$%!!c%L"+C"## %LY+%c%L#%%"## %LY#%c%L"%*"##

Q +C$!CC X$%%C !C$XX"

* $%L%+ $%L%+ $%L%+

!!"*$%L%+#P3$3/-&=12O,&#*$%L%+#P3$76D=12O,

/RN!各组兔基底动脉组织8HJK/++<J+J'+ 蛋

白表达

与3/-&组比较#76D+A:组兔基底动脉组织

(ZAd"蛋白表达增加#K9A+A-K 蛋白表达降低

!*$%L%+"&与76D组比较#A:组兔基底动脉组织

(ZAd"蛋白表达减少#K9A+A-K 蛋白表达增加

!*$%L%+")见附图)
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附图![,B@,D(GCA@检测各组兔基底动脉组织中8HJK/++<J+J'+

蛋白的表达

P#Q!YDA@,#(,E:D,BB#A(BA?8HJK/#+<J'(-J'+#(G'B#C'D'D@,DL

"*$%L%+#P3$3/-&=12O,&#*$%L%+#P3$76D=12O,

N!讨论

A87是76D 早期最严重的并发症#常引起严

重的局部脑组织缺血+缺氧#是76D后迟发性脑梗

死的病理基础)近年来#随着研究的不断深入#许多

学者认识到76D后A87的发生机制十分复杂#是

一个多环节+多因素共同参与的过程,W !%-#但是具

体机制仍不够明确)

(/2*(ZAd信号通路在人体内普遍存在#它主

要是通过调节细胞内肌动蛋白骨架的聚合状态而扮

演着4分子开关5的角色#参与了许多生理活动#如细

胞形态维持+细胞黏附与迁移+细胞增殖与凋亡+平

滑肌收缩等多种生物学行为
,!!-)(/2*(ZAd信号

通路参与的经典途径是 K9A 的磷酸化调控)

(ZAd属于丝氨酸*苏氨酸蛋白激酶#是目前功能

研究得最为详细的(/2下游靶效应分子#在人体内

广泛表达)87KA3收缩的关键环节取决于 K9A

Y++
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磷酸化水平的高低)(ZAd通过作用于肌球蛋白

轻链 磷 酸 酶 !&M23'<5'=/.4/-'< ,/23,/-.-30#

K9AG"使其磷酸化#从而解除其对 K9A的脱磷酸

化作用#进而增强87KA3收缩&(ZAd也可直接以

K9A为底物#介导87KA3收缩)(ZAd包括两种

不同的异构体111(ZAd!和(ZAd"#在血管痉挛

中最主要的是(ZAd")基因沉默实验结果显示#

(ZAd!在应力纤维形成中起关键作用#而(ZAd"

在吞噬和细胞收缩中起重要作用
,!" !#-)

利多卡因的神经元麻醉作用#有效地抑制了由

神经缺血的刺激导致的血管一过性痉挛#阻断了痉

挛性缺血导致的神经元进一步兴奋#进而改善神经

功能紊乱+钙超载#减轻血管痉挛进一步加重的恶性

循环)有研究表明#局部脑缺血前予静脉小剂量利

多卡因能减少脑缺血面积#改善脑神经功能,!X-)动

物实验提示#在利多卡因治疗下#脑基底动脉的管腔

面积明显大于无利多卡因治疗组#即利多卡因能显

著降低脑基底动脉痉挛
,!+-)我们前期的实验也证

明利多卡因针对76D后A87的确有防治作用#但

是利多卡因降低脑基底动脉痉挛的具体机制仍在探

索阶段#在动物实验研究中发现,!C-#76D后血液中

大量的缩血管物质激活(/2*(ZAd信号通路)那

么利多卡因降低脑基底动脉痉挛是否通过影响

(/2*(ZAd信号通路降低脑基底动脉痉挛呢. 故

本次研究主要关注的是(ZAd"及 K9A在兔76D

后脑基底动脉收缩中的作用#并观察枕大池注入利

多卡因后对其在脑基底动脉组织表达的影响)本研

究的结果显示#76D 组兔脑基底动脉组织中

(ZAd"的 &(@6 和蛋白表达量增加#K9A的

&(@6和蛋白表达减少#与(ZAd"表达呈相反趋

势#可见 (/2*(ZAd信号通路介导76D 后A87

发生#此结果与文献报道,!*-
一致&A:组兔基底动

脉组织(ZAd"的&(@6和蛋白表达较76D组减

少+K9A的&(@6和蛋白表达较76D组增多#提

示枕大池注入利多卡因可以影响(ZAd"及 K9A

在兔76D后基底动脉组织中的表达#枕大池注入

利多卡因可能通过影响 (/2*(ZAd信号通路#减

轻基底动脉平滑肌的收缩#具体机制可能是下调

(ZAd"表达#从而抑制 K9A磷酸化#进而减轻

87KA3的收缩)但 (/2*(ZAd 信号通路介导

87KA3收缩的机制十分复杂#要具体明确其机制

还需进一步研究)

本研究的结果显示#A: 组兔基底动脉组织

(ZAd"的 &(@6 和蛋白表达较 76D 组减少#

A-K和 K9A的 &(@6和蛋白表达较76D 组增

多)平滑肌细胞内不含肌钙蛋白#但有A-K#故胞

质中A-"i
主要通过 A-"i)A-K 通路作用于粗肌丝

而收缩#A87时平滑肌收缩的关键环节之一#是

87KA3胞质中A-"i
浓度异常升高#导致K9A磷酸

化增强)最近研究表明,!Y-#在人和动物中 (ZAd

活性升高#可通过不依赖A-"i
的方式参与 87KA3

异常收缩#在 A87的发病机制中发挥重要作用)

(/2*(ZAd信号通路激活可以通过4钙敏机制5作

用#诱导组织对A-"i
敏感性增加#进而增强平滑肌

细胞的收缩)利多卡因可以抑制椎基底动脉供血不

足患者神经兴奋性氨基酸的释放#减轻钙超载#降低

脑血管发生一过性痉挛的概率#改善椎基底动脉的

血流供应#消除或明显减轻患者临床症状#具有潜在

的神经保护用#可以在临床推广使用,!W-)

通过本次研究我们发现#枕大池注入利多卡因

减轻76D后基底动脉平滑肌的收缩#这可能与下

调(ZAd"的 &(@6和蛋白表达#从而抑制 K9A

磷酸化的发生#影响(/2*(ZAd信号通路有关&另

一方面#(/2*(ZAd信号通路激活时#(ZAd"可以

直接抑制A-K与A-"i
结合#从而抑制K9A磷酸化

的发生#降低基底动脉平滑肌的收缩#减轻76D后

A87的发生#这为临床枕大池注入利多卡因治疗

76D后A87提供了新的实验依据#但其具体作用

机制#有待进一步研究)另外#本研究虽检测了

(/2*(ZAd信号通路的一些关键性指标#但对

(/2*(ZAd信号通路的一些其他指标#如 (/26+

K9AG等并未进行研究#这些指标在76D后(/2*

(ZAd信号通路中的作用如何#利多卡因是否通过

调控这些指标对76D 后 (/2*(ZAd信号通路产

生影响有待更进一步的研究)
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