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［摘要］　目的：研究阻塞性黄疸大鼠离体胸主动脉收缩及舒张功能的变化规律，探讨高胆红素血症导致阻塞性黄疸大鼠离体胸

主动脉收缩及舒张功能变化的可能机制。方法：６０只雄性ＳＤ大鼠随机分为胆总管结扎（ＢＤＬ）组和假手术（ＳＯ）组，每组３０只，

术后３、７、１４ｄ，取大鼠离体胸主动脉环，分别测定大鼠胸主动脉对高浓度钾离子（Ｋ＋）诱发的最大收缩幅度、梯度浓度去甲肾上腺

素（ＮＥ）和去氧肾上腺素（ＰＥ）引起的收缩反应以及硝普钠（ＳＮＰ）引起的舒张反应。另取４０只雄性ＳＤ大鼠，随机分为ＳＯ组、ＢＤＬ

３ｄ组、ＢＤＬ７ｄ组、ＢＤＬ１４ｄ组，每组１０只。取大鼠的胸主动脉组织，利用Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测大鼠胸主动脉肾上腺素α１Ｄ受体

亚型（α１ＤＡＲ）蛋白表达情况。结果：高钾离子、ＮＥ、ＰＥ在ＢＤＬ大鼠离体胸主动脉引起的收缩反应弱于ＳＯ组，而硝普钠引起的

舒张反应强于ＳＯ组；ＢＤＬ组大鼠α１ＤＡＲ蛋白表达较ＳＯ组减弱，并且随阻塞时间的延长，减弱更加明显。结论：ＢＤＬ大鼠离体

胸主动脉的收缩与舒张功能在高胆红素血症时发生改变，α１ＤＡＲ蛋白表达下降可能是收缩功能减弱的原因之一。
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　　阻塞性黄疸时患者胃肠道因胆汁缺乏而刺激细
菌增殖和易位［１２］，引发革兰阴性细菌感染，导致内
毒素进入门脉系统和体循环从而发生内毒素血

症［３］。同时总胆红素、胆汁酸、内毒素和 ＴＮＦα水
平增高，也可以使体内产生大量超氧自由基，造成组
织和细胞的损害，影响器官的功能，导致患者心率减

慢、心肌收缩功能减退、体循环压力降低等血流动力
学的变化。既往对血管功能的变化研究较少，本实
验旨在通过建立阻塞性黄疸大鼠模型，观察阻塞性
黄疸大鼠离体胸主动脉对血管活性药物反应性的变

化，并初步探讨其改变的可能机制。
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１　材料和方法

１．１　仪器、试剂和动物　电泳仪（ＢｉｏＲａｄ公司）；

ＭｅｄＬａｂＵ／４ｃ５０１生物信号采集处理系统（南京美
易科技有限公司）等。一抗ａｎｔｉα１ＤＡＲ、二抗ｄｏｎ
ｋｅｙａｎｔｉｇｏａｔＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；去甲肾上腺素
（ＮＥ）、去氧肾上腺素（ＰＥ），上海禾丰制药有限公司；
硝普钠（ＳＮＰ），武汉人福药业有限责任公司。成年
雄性ＳＤ大鼠１００只，体质量１８０～２２０ｇ，由上海中
国医学科学研究院实验动物中心提供，ＳＰＦ级饲养，
室温２２～２５℃，湿度４０％～６０％，自由进水和食物，
由第二军医大学实验动物中心饲养。

１．２　ＢＤＬ大鼠的制备　雄性ＳＤ大鼠随机分为假手
术组和胆总管结扎组，称质量后进行麻醉（戊巴比妥
钠，４０～６０ｍｇ／ｋｇ，腹腔内注射）。消毒、铺巾后，打开
腹腔，游离胆总管，近肝门处用１０号丝线结扎两道，
近十二指肠处结扎一道，于结扎点中间剪断胆总管，
逐层关闭腹腔。假手术组大鼠在开腹后同样方法游
离胆总管，但不进行结扎和剪断胆总管。手术完毕
后，各只动物均肌肉注射青霉素８万Ｕ预防感染。

１．３　一般情况观察　观察大鼠活动度、饮食情况、
毛发及其皮肤的颜色，计算各相应时间点大鼠的死
亡率。取标本时肉眼观察胸腹腔脏器的一般情况，
并于下腔静脉取血３ｍｌ测定血中胆红素含量。

１．４　胸主动脉收缩和舒张功能测定　迅速打开胸
腔，取位置相对固定的胸主动脉条上段，移入含９５％
Ｏ２、５％ＣＯ２ 饱和的ＫｒｅｂｓＨｅｎｓｅｌｅｉｔ营养液［ＫＨ液，
组成（ｍｏｌ／Ｌ）：ＫＣｌ４．７，ＮａＣｌ１１８．３，ＣａＣｌ２２．５，ＭｇＳＯ４
１．２，ＫＨ２ＰＯ４１．２，ＮａＨＣＯ３２５．０，无水葡萄糖５．６］的
培养皿内（３７℃），仔细剔除黏附于胸主动脉周围的脂
肪组织，截取３～５ｍｍ长的胸主动脉环。随后用自制
金属钩将动脉环悬置于含 ＫＨ液、９５％Ｏ２、５％ＣＯ２
的３７℃水浴槽中，另一端连接张力换能器和台式平衡
记录仪，调节静息张力２ｇ，稳定６０ｍｉｎ，每隔１５ｍｉｎ
换液１次。分３次加入高钾离子溶液（６０ｍｏｌ／Ｌ），每
次间隔５ｍｉｎ，记录最大收缩幅度值为ｋ１、ｋ２、ｋ３。用

ＫＨ液冲洗血管条至零点，稳定３０ｍｉｎ，分别加入不
同浓度梯度ＰＥ（１０－９～１０－５ｍｏｌ／Ｌ）、ＮＥ（１０－１０～１０－５

ｍｏｌ／Ｌ）制作动脉环收缩反应的量效曲线。用１０－６

ｍｏｌ／Ｌ的ＮＥ溶液诱发血管条到最大收缩幅度，此值
计为１００％。稳定５ｍｉｎ后，逐渐加入ＳＮＰ溶液，使浴
槽中ＳＮＰ溶液浓度为（１０－９～１０－５）ｍｏｌ／Ｌ，记录加入

ＳＮＰ后血管的舒张百分比。每次更换不同溶液后均
需用ＫＨ液冲洗血管条至零点，稳定３０ｍｉｎ调零后
方可继续测量。

１．５　检测大鼠胸主动脉α１ＤＡＲ蛋白　另取雄性

ＳＤ 大 鼠 ４０ 只，随 机 分 为 ＳＯ 组、ＢＤＬ３ｄ 组
（ＢＤＬ３）、ＢＤＬ７ｄ组（ＢＤＬ７）、ＢＤＬ１４ｄ组（ＢＤＬ
１４），每组１０只。取位置相对固定的胸主动脉条上
段置于－８０℃液氮罐中保存，ＳＯ组大鼠可在术后３、

７、１４ｄ分别处死３、３、４只，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检
测血管平滑肌细胞中α１ＤＡＲ蛋白的表达情况，

１．６　统计学处理　实验数据用珚ｘ±ｓ表示，用非配
对资料ｔ检验进行差异显著性分析。

２　结　果

２．１　一般情况　黄疸７ｄ组和１４ｄ组的大鼠各有

１只死于胆瘘而退出实验。胆总管结扎２４ｈ后，大
鼠尿液颜色开始变黄；３～４ｄ时全身肤色开始变黄，
食欲逐渐下降；术后１～２周近肝脏胆总管残端呈囊
状扩张，直径可达０．９～１．４ｃｍ。二次手术可见：黄
疸３ｄ组开始有明显的腥臭味，腹腔有少许液体渗
出。肝脏弥漫性肿大，质地变硬呈深黄褐色。

２．２　血清胆红素含量　ＢＤＬ组血清总胆红素含量与
假手术组比较明显升高（Ｐ＜０．０１），ＢＤＬ３组（１４３．３６±
４３．２２，ｎ＝１０）明显高于ＢＤＬ７组（８８．６９±２０．１７，ｎ＝９）
和ＢＤＬ１４组（８７．５６±１９．３２，ｎ＝９，Ｐ＜０．０１）。ＳＯ组３、７、

１４ｄ血清总胆红素含量分别为（７．６９９±１．２３３）、
（６．９３２±１．３０４）、（７．３９６±１．１９５）μｍｏｌ／Ｌ。ＢＤＬ７组和

ＢＤＬ１４组无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。假手术组各时间点
间比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。

２．３　胸主动脉收缩和舒张功能

２．３．１　高Ｋ＋诱发最大收缩幅度　ＢＤＬ组较ＳＯ组
的收缩幅度明显减弱（Ｐ＜０．０１），ＢＤＬ组和ＳＯ组组
内各时间点比较无统计学意义（Ｐ＞０．０５），连续３次
刺激间比较无统计学意义（Ｐ＞０．０５），结果见表１。

表１　高Ｋ＋在不同时间点诱发胸主动脉最大收缩幅度

Ｔａｂ１　Ｍａｘｉｍｕｍｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｅｘｔｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｏｔａｓｓｉｕｍａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ，ｍ／ｇ）

Ｔｉｍｅｔ／ｄ ＢＤＬ ＳＯ

３　 ｋ１ １．１８９９±０．３００８ １．６１７７±０．５０７３
　ｋ２ １．２２０７±０．３１３７ １．７６０８±０．４３２１
　ｋ３ １．１１８１±０．３８８０ １．７３４８±０．４６７８

７　 ｋ１ １．０５４６±０．３６１４ １．６７２３±０．４１１７
　ｋ２ １．１５９８±０．３５９７ １．６３６２±０．３９８７
　ｋ３ １．１２６５±０．３４０４ １．６６５６±０．３２９０

１４　ｋ１ １．０７０１±０．１９６０ １．７０２１±０．４１９９
　ｋ２ １．１４２１±０．１８４２ １．８４１３±０．４２４２
　ｋ３ １．１４２８±０．１８１６ １．８８６９±０．３４０３

　Ｐ＜０．０１ｖｓＳＯｇｒｏｕｐ．ＢＤＬ：Ｂｉｌｅｄｕｃｔｌｉｇａｔｉｏｎ；ＳＯ：Ｓｈａｍ

ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
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２．３．２　ＰＥ收缩血管反应　ＢＤＬ组较ＳＯ组在同一
时间点上的收缩反应明显减弱（Ｐ＜０．０１），在低浓度
时ＢＤＬ组间在不同时间点上比较没有统计学意义
（Ｐ＞０．０５），在ＰＥ浓度大于１０－６ ｍｏｌ／Ｌ时，ＢＤＬ３
组收缩反应较 ＢＤＬ７ 组和 ＢＤＬ１４ 组增强 （Ｐ＜
０．０５）。ＳＯ组在不同时间点上比较无统计学差异
（Ｐ＞０．０５）。结果见图１。

图１　大鼠胸主动脉环对去氧肾上腺素的反应

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙｐｈｅｎｙｌｅｐｈｒｉｎｅ

ｉｎｒａｔｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔｉｃｒｉｎｇｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＢＤＬ３，ＢＤＬ７，ｏｒＢＤＬ１４ｇｒｏｕｐｏｆｓａｍｅ

ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＢＤＬ３ｇｒｏｕｐ．ＢＤＬ７ａｎｄＢＤＬ１４

ｇｒｏｕｐ：ｎ＝９，珚ｘ±ｓ；ｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ：ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．３．３　ＮＥ收缩血管反应　ＢＤＬ组较ＳＯ组在同一
时间点上的收缩反应明显减弱（Ｐ＜０．０１），在低浓度
时ＢＤＬ组间在不同时间点上比较没有统计学意义
（Ｐ＞０．０５），在ＮＥ浓度大于１０－６ｍｏｌ／ＬＢＤＬ３组收
缩反应较ＢＤＬ７、ＢＤＬ１４组增强（Ｐ＜０．０５）。ＮＥ浓
度在１０－６ｍｏｌ／Ｌ时收缩到最大幅度，增加浓度收缩
幅度下降。ＳＯ组在不同时间点上比较无统计学差
异（Ｐ＞０．０５，图２）。

图２　大鼠胸主动脉环对去甲肾上腺素的反应

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ

ｉｎｒａｔｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔｉｃｒｉｎｇｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＢＤＬ３，ＢＤＬ７，ｏｒＢＤＬ１４ｇｒｏｕｐｏｆｓａｍｅ

ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＢＬＤ３ｇｒｏｕｐ．ＢＤＬ７ａｎｄＢＤＬ１４ｇｒｏｕｐ：ｎ＝９，

珚ｘ±ｓ；ｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ：ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．３．４　硝普钠舒张血管反应　阻塞性黄疸大鼠离体

胸主动脉对硝普钠的舒张反应较ＳＯ组明显增强，但是

ＢＤＬ组和ＳＯ组的组内比较没有统计学差异（图３）。

图３　大鼠胸主动脉环对硝普钠的反应

Ｆｉｇ３　ＲｅｓｐｏｎｓｅｓｅｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙｎｉｔｒｏｐｒｕｓｓｉｄｅＮａ
ｉｎｒａｔｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔｉｃｒｉｎｇｓ

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＳＯｇｒｏｕｐ．ＢＤＬ７ａｎｄＢＤＬ１４ｇｒｏｕｐ：ｎ＝９，

珚ｘ±ｓ；ｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ：ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．４　细胞中α１ＤＡＲ蛋白的表达　α１ＤＡＲ蛋白的
表达情况比较 ＢＤＬ 组较 ＳＯ 组明显减弱（Ｐ＜
０．０１）。ＢＤＬ３ 组的蛋白表达情况较 ＢＤＬ７ 组和

ＢＤＬ１４组强（Ｐ＜０．０１）。ＢＤＬ７组和ＢＤＬ１４组比较
没有统计学差异（图４）。

图４　α１ＤＡＲ蛋白的表达情况

Ｆｉｇ４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆα１ＤＡＲｐｒｏｔｅｉｎ
１：ＳＯｇｒｏｕｐ；２：ＢＤＬ３ｇｒｏｕｐ；３：ＢＤＬ７ｇｒｏｕｐ；４：ＢＤＬ１４ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　在本实验中，通过结扎大鼠胆总管建立阻塞性
黄疸大鼠模型，在不同时间点取大鼠离体胸主动脉，
检测ＮＥ、ＰＥ和ＳＮＰ引起的收缩和舒张反应。实验
结果显示阻塞性黄疸大鼠离体胸主动脉对 ＮＥ、ＰＥ
所引起的收缩反应明显减弱，而对ＳＮＰ的舒张功能
增强。在以往的研究中，Ｂｏｍｚｏｎ等［４］通过对慢性胆

总管结扎犬动脉内灌注 ＮＥ、血管紧张素Ｅ（ＡＥ）检
测血管的反应性，在术后第１周和第３周，动脉对

ＮＥ、ＡＥ反应也是明显降低的，这与本实验的结果是
一致的。血管功能的改变可能与阻塞性黄疸时血管
内皮的损伤造成缩血管因子（ＥＤＣＦｓ）和扩血管因子
（ＥＤＲＦｓ）比例的失调有关。血管内皮细胞是血管壁
和血液之间的分界细胞，能合成和分泌释放重要的
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血管活性物质，其中最主要的是内皮素１（ＥＴ１）和
一氧化氮（ＮＯ）。ＥＴ１通过作用于平滑肌细胞上的

Ａ型受体（ＥＴＡ），经偶联的Ｇ蛋白激活磷脂酶Ｃ而
产生２个第二信使，ＤＧ和ＩＰ３。ＩＰ３使肌质网（ＳＲ）
释放Ｃａ２＋增加而发挥收缩平滑肌的作用，ＤＧ则通
过ＰＫＣ发挥刺激平滑肌增殖的作用。ＮＯ则通过激
活可溶性鸟苷酸环化酶，使ｃＧＭＰ增多，ｃＧＭＰ使胞
质内［Ｃａ２＋］降低而引起平滑肌的舒张。但是，阻塞
性黄疸时，由于内毒素和细胞因子如ＴＮＦα、ＩＬ１等
的增加直接损害了血管内皮，从而导致了ＥＤＣＦｓ和

ＥＤＲＦｓ比例的失调，导致动脉血管收缩功能的变
化。Ｃｈｉｓａｋｉ等［５］研究证实肝胆疾病患者血浆中升

高的鹅脱氧胆酸可以诱导内皮细胞源性的ＮＯ的产
生，Ｕｋｔａｎ等［６］发现增加内源性 ＮＯ的产生或释放
与实验性阻黄所致的血管对血管收缩物质反应性降

低有关，此效应与梗阻时间的长短有关。除胆盐及
内源的ＮＯ对血管平滑肌产生影响外，阻黄时内毒
素及一些细胞因子如白细胞介素、ＴＮＦ都直接或间
接影响血管平滑肌功能。内毒素的有效成分———细
菌脂多糖可刺激ｉＮＯＳ的表达，使ＮＯ合成和释放增
加［７］。刘祥德等［８］研究发现胆总管结扎后血浆 ＮＯ
含量明显升高，可达假手术组的２５５％，而ＥＴ含量
随时间的延长呈逐渐下降趋势，至第１０日、１４日，分
别下降３２％和４３％，与假手术组相比相差显著。因
此，阻塞性黄疸导致的内毒素血症和高胆红素血症
对动脉血管内皮细胞和平滑肌细胞功能的影响可能

是血流动力学变化的原因之一。

　　另外，本实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测到阻
塞性黄疸大鼠胸主动脉平滑肌细胞中α１ＤＡＲ蛋白
的表达减弱，这也可能是阻塞性黄疸大鼠离体胸主
动脉对血管活性药物反应性减低的原因之一。研究
发现不同组织细胞上的α１ＡＲ的药理学特性并不均
一，存在多种亚型，目前已克隆的有α１ＡＡＲ、α１Ｂ
ＡＲ、α１ＤＡＲ共３种亚型（按照国际药理联合会受体
命名与药物分类委员会规定）。其中α１ＤＡＲ亚型则
主要表达在大鼠主动脉和输精管及人的主动脉、大
脑皮层组织［９］。Ｓａｕｓｓｙ等［１０］根据α１Ｄ的药理特性，
首先提出去甲肾上腺引起的大鼠主动脉的收缩是由

α１Ｄ受体亚型所介导的。研究［１１１２］发现大鼠主动脉

α１Ｄ受体亚型主要作用是通过调节血管平滑肌的收缩
影响循环阻力和动脉血压。许开明等［１３］通过采用定

量液相杂交进一步分析了３种亚型在主动脉中的分
布，结果显示在大鼠主动脉４０μｇ总ＲＮＡ的α１Ａ、α１Ｂ
和α１Ｄ的ｍＲＮＡ含量中，α１Ｄ的ｍＲＮＡ所占的比例最
高，约５７％，而α１Ａ和α１Ｂ ｍＲＮＡ 所占比例分别为

１９％和２４％。进一步证实大鼠主动脉以α１Ｄ亚型为
主。本实验通过检测阻塞性黄疸大鼠α１ＤＡＲ蛋白
的表达证实，随着阻塞性黄疸时间的延长，大鼠α１Ｄ
ＡＲ蛋白表达减弱，这与动脉的最大收缩功能随着梗
阻时间的延长而相对减弱基本一致，进一步说明

α１ＤＡＲ蛋白表达下降可能是阻塞性黄疸大鼠离体
胸主动脉收缩功能减弱的原因之一。
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