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摘要 目的：研究 Ca2+转运通路对金雀异黄酮舒张大鼠脑血管作用的影响。方法：75只大鼠被随机分为 3组，分别经由二甲亚砜、

金雀异黄酮和酪氨酸磷酸化抑制剂 A47处理基底动脉及Willis环血管。每组大鼠进一步划分成 5个亚组，每个亚组用不同浓度

的细胞外 Ca2+处理，分为:0、0.6、1.2、1.8和 3.6 mM Ca2+组。5-羟色胺诱导血管收缩。测定大鼠基底动脉管壁厚度与官腔周长的比

值；荧光成像分析法测定血管平滑肌细胞细胞内 Ca2+浓度；免疫印迹分析检测肌球蛋白轻链激酶(MLCK)，蛋白质磷酸酶催化亚

基 1(PP1)，肌凝蛋白磷酸酶目标亚基 1(MYPT1)的表达来测定血管平滑肌细胞 Ca2+敏感性。结果：金雀异黄酮和酪氨酸磷酸化抑

制剂 A47显著降低大鼠基底动脉管壁厚度与官腔周长的比值（P＜ 0.01），Ca2+内流（P＜ 0.01，P＜ 0.05）及 MLCK的表达（P＜
0.01）；增加 PP1和 MYPT1的表达（P＜ 0.01）。细胞外 Ca2+与金雀异黄酮及酪氨酸磷酸化抑制剂 A47有协同效应。硝苯地平和毒

胡萝卜素可废除该效应。结论：低细胞外 Ca2+水平增强了金雀异黄酮和酪氨酸磷酸化抑制剂 A47的血管舒张作用。L型电压门控
Ca2+通道(L-VGCC)和肌浆网 Ca2+库(SR)参与交互效应。
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Role of Ca2+ Transport Pathways in the Effects of Genistein on
Serotonin-Activated Cerebrovascular Contraction*

To study the role of Ca2+ transport pathways in the effects of genistein on serotonin  activated

cerebrovascular contraction. Seventy five rats were randomly divided into 3 groups. Basilar artery (BA) and Willis ring in

different groups were incubated with dimethyl sulfoxide, genistein and tyrphostin A47 (Tyr A47).Each group was further divided into
subgroups of 5 rats that were treated with different concentrations of 0, 0.6, 1.2, 1.8 and 3.6 mM Ca2+. Serotonin induced

vasoconstriction. The effects of genistein Tyr A47 on serotonin-activated contraction were examined by measuring the ratio of tube wall

thickness and the lumen perimeter of the BA. Intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) of vascular smooth muscle cells was determined by

ratiometric fluorescence imaging analysis. The Ca2+ sensitivity was determined by measuring the expression of myosin light chain kinase

(MLCK), protein phosphatase catalytic submit 1 (PP1) and myosin phosphatase target submit 1 (MYPT1) by Western blot analysis.
Genistein and Tyr A47 significantly reduced the ratio of tube wall thickness and the lumen perimeter of BA（P＜ 0.01）, [Ca2+]i

（P＜ 0.01，P＜ 0.05）and the expression of MLCK （P＜ 0.01）. Opposite results were observed for PP1 and MYPT1 （P＜ 0.01）.

Extracellular Ca2+ had a synergistic effect on genistein and Tyr A47. The effect was abolished by nifedipine and thapsigargin.

Low extracellular Ca2+ enhanced the vasodilatation that was stimulated by genistein and Tyr A47. L-type voltage-gated Ca2+

channel (L-VGCC) and sarcoplasmic reticulum (SR) Ca2+ were involved in the interaction.
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前言

蛛网膜下腔出血(SAH)是一种常见的神经系统疾病，发病

率高，约 4-28/10,000[1]。SAH患者极易发生 SAH后脑血管痉挛
(CVS)，后者造成较高的伤残率和死亡率[2]。SAH后 CVS仍较
为难治[3]。CVS的分子机制，包括血管平滑肌收缩、血液成分如

血红蛋白 [3],一氧化氮 (NO)，endothelin-1 (ET-1) [4]和 5- 羟色胺

（5-HT）[5]被广泛研究。平滑肌的收缩主要由增加 Ca2+内流和肌

球蛋白轻链磷酸化（Ca2+敏感性）来调节。5-HT参与平滑肌的

收缩调节[6]，但其介导平滑肌钙敏感性的作用尚不确定[7]。许多

蛋白激酶参与 5-HT诱发的脑血管收缩复杂的通路。近年来，酪

氨酸激酶(TK)，因为其在不同的信号通路中的作用而受到极大

的关注。TK通过酪氨酸磷酸化 L型 Ca2+通道(L-VGCC) [8]能够

增加平滑肌细胞的细胞内 Ca2+。TK也从三磷酸肌醇(IP3)依赖

的肌浆网(SR)钙库释放增加 Ca2+以及肌纤维钙敏感性[9]。

金雀异黄酮是丰富的大豆产物，是一种 TK抑制剂[10]。由于

其血管扩张作用 [11]，金雀异黄酮显示出治疗和预防 SAH 后
CVS的潜质。然而，Ca2+转运通路在金雀异黄酮对 5-HT介导

的脑血管收缩的影响中发挥的作用还有待确定。

本研究的目的是研究 Ca2+转运通路在 TK抑制剂（金雀异

黄酮和酪氨酸磷酸化抑制剂 A47（Tyr A47）)影响 5-HT介导的

脑血管平滑肌细胞收缩中的 Ca2+内流，Ca2+释放，肌纤维 Ca2+

敏感性中发挥的作用。

1 材料与方法

1.1 动物与试剂
健康男性 SD大鼠，75只，体重 200-250 g由北京维通利华

实验动物技术有限公司提供。所有实验步骤均由哈尔滨医科大

学动物使用和保护委员会批准。除特殊标记的试剂，其余试剂

全部购自美国 Sigma公司。
1.2 药物处理与实验分组

75只大鼠被随机分为 3 组：二甲亚砜(DMSO)+5-HT 组，

金雀异黄酮 +5-HT组和 Tyr A47+5-HT组。每组大鼠进一步划

分成 5个亚组，每个亚组用不同浓度的 Ca2+处理，分为:0、0.6、
1.2、1.8和 3.6 mM Ca2+组(0 mM Ca2+加 0.5 mM乙二醇四乙酸
(EGTA)。水合氯醛麻醉大鼠，断头取脑。从基底动脉(BA)分出

小脑上动脉分支近心端侧 200 滋m的位置前后，分别取两个 1

mm厚冠状脑组织切片。先移除软脑膜，然后小心地移除Willis

环相关血管及基底动脉的残端。在 37 ℃有氧状态下，将脑组织

切片和血管放置到相应含有不同浓度的 Ca2+的 4-羟乙基哌嗪

乙磺酸(HEPES)缓冲液中，并润洗三次。在 DMSO+5-HT组中，

组织先在 100 滋M DMSO 中孵育 30 分钟。然后加入 1 滋M

5-HT，再孵育 5分钟。金雀异黄酮 +5-HT组的组织先用 100

滋M金雀异黄酮 30分钟。然后加入 1 滋M 5-HT，再孵育 5分

钟。Tyr A47+5-HT 组的组织先用 10 滋M Tyr A47 孵育 30 分

钟。然后加入 1 滋M 5-HT，再孵育 5分钟。无钙的 HEPES缓冲
液包含 142 mM氯化钠，1.13 mM氯化镁，4.7 mM氯化钾，7.5

mM葡萄糖和 10 mMHEPES (用氢氧化钠 pH值调整到 7.4)。
1.3 血管收缩的测定
按上述方法处理的其中一个脑组织切片在添加 5-HT之前

取出，将其固定于含 4%多聚甲醛(PFA)的 0.1 M的磷酸盐缓液
(PBS，pH值 7.4)中 20小时。另一片脑组织切片于 5-HT处理
后固定。组织然后经梯度乙醇(70%，80%，80%，70%)脱水，二甲

苯处理后石蜡包埋。用切片机(HM355S MICROM)切 4 滋m厚
切片，切片黏贴于清洁玻璃载玻片上。在染色之前，置烤箱中加

热至 60 ℃，并用二甲苯脱蜡。此后切片经过梯度乙醇 /蒸馏水

混合溶液(100%、95%、70%乙醇)，并用蒸馏水润洗 10分钟。切

片用苏木精染色 1-5分钟，后用蒸馏水润洗 10分钟。浸入 1%

盐酸酒精 20秒之后，用蒸馏水润洗 1分钟。此后用切片用伊红

染色 20秒至 2分钟，用自来水润洗 10分钟，紧随其后的是蒸

馏水润洗 5分钟。切片经脱水、透明后盖盖玻片。显微镜下
(DM4000B莱卡)观察并摄取图像。BA的管壁厚度和管腔周长

的比值使用图像分析系统 Image-Pro Plus 5.0（Media Cybernet-

ics, USA)计算确定。
1.4 血管平滑肌细胞内 Ca2+测定

1.4.1 不同的细胞外 Ca2+水平下细胞内 Ca2+测定 大鼠脑血

管用 1% triton-100 处理 5 秒钟去除内皮。然后 10 滋M Fu-
ra-2/AM孵育 45分钟，后置于不同的 Ca2+浓度的 HEPES缓冲

液中，并用 DMSO，genistein或 Tyr A47处理 30分钟。以上程

序均在 37 ℃有氧条件下进行。用多标记微孔板计数仪
(2104-0010，Perkin Elmer)放射性荧光成像分析来确定 5-HT引

起的细胞内 Ca2+变化的。激发波长是 340和 380纳米，发射波

长为 510纳米。以 3.33赫兹的频率连续记录从 5-HT干预之前
0.5分钟到干预后 5.5分钟之后的 Fura-2荧光信号。340和 380

纳米荧光比率来指示细胞内 Ca2+。测定 5-HT干预前的平均基
线比率，及 5-HT干预后的平均峰值比率。
1.4.2 阻断 L-VGCC后的细胞内 Ca2+测定 去内皮的大鼠脑

血管，先用 10 滋M硝苯地平孵育 30分钟，然后如 1.4.1中描述

的用相同的药物处理和仪器设备，测定 340/380荧光比率(不包

括 0 mM Ca2+组)。
1.4.3 SR Ca2+库耗竭后的细胞内 Ca2+测定 去内皮的大鼠脑

血管，先用 2 滋M毒胡萝卜素孵育 30 分钟，然后如 1.4.1中描

述的用相同的药物处理和仪器设备，测定 340/380荧光比率(不

包括 0 mMCa2+组)。
1.5 血管平滑肌 Ca2+敏感性测定（免疫印迹法）

用上述方法处理脑血管，并分别于添加 5-HT之前或之后

取出。用 1% triton-100处理血管 5秒去除血管内皮,迅速液态

氮冷冻后 -80 ℃储存。将冷冻组织称重和裂解。首先，置于缓冲

液 A 中，含 50 mMTris-HCl，pH 值 7.5，2 mM 乙二胺四乙酸
(EDTA)，150 mM氯化钠和 0.5 mM二硫苏糖醇(DTT)，用剪刀
切成 1毫米大小的块状。然后，组织被放置在体积三倍于缓冲

液 A的的缓冲 B中，含 Tris-Cl 50 mM，pH值 7.5，2 mM乙二
胺四乙酸（EDTA），0.5 mM二硫苏糖醇(DTT)，5 mM醋酸镁，1

mM 苯甲基磺酰氟化物(PMSF)、10%甘油，然后转移到的匀浆

器中匀浆 30分钟。匀浆物在 4℃离心机 13200 rpm(16100× g)，

离心 10分钟,留取上清。蛋白质浓度使用二喹啉甲酸(BCA)方

法测定。每个样本包含 50 滋g蛋白质，并与五分之一体积的 5×

缓冲液混合，煮 3分钟。蛋白质样本用十二烷基硫酸钠 -聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离 (SDS-PAGE)(10%)转移至聚偏二氟乙烯
(PVDF)膜上。这印迹被牛乳封闭 1.5小时后用以下一抗:MLCK
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(兔抗鼠单克隆抗体，1:5000；Abcam)，PP1 (小鼠抗大鼠单克隆

抗体，1:200；Santa Cruz)，MYPT1(兔抗大鼠多克隆抗体，1:200；
Santa Cruz)和 3-磷酸甘油醛脱氢酶 (GAPDH)(兔抗大鼠单克隆

抗体，1:8000，Sigma)4 ℃孵育过夜。然后，印迹在室温下，用辣

根过氧化物酶（HRP）聚合的山羊抗兔或抗小鼠二级抗体免疫

球蛋白 g(1:20 00，Santa Cruz)孵育 2小时。使用化学发光试剂

显影(增强化学发光底物，Perkin Elmer)1分钟，拍摄 X线胶片。

图像分析系统 (Labwork4.0，Gene Company Limited) 测量 PP1

MLCK，MYPT1和 GAPDH条带的灰度。最后计算 PP1 MLCK

和MYPT1相对于 GAPDH的免疫反应条带相对灰度值。

1.6 统计分析

数据用均值± 标准差表示，使用析因分析进行统计学处
理。两组比较用学生 t检验。P < 0.05被认为具有统计学意义。

统计分析是由 SPSS 12.0版完成。

2 结果

2.1 血管收缩测定
5-HT刺激后 BA管壁厚度和管腔周长比值明显增加（P＜

0.01，析因分析）。金雀异黄酮，Tyr A47和 DMSO组的比值有

显著差异（P＜ 0.01，**P＜ 0.01，*P＜ 0.05，t检验）。金雀异黄酮

组的比例最低，DMSO组的比例是最高的。随细胞外 Ca2+浓度

增加，比值逐步增加。不同 Ca2+水平间差异显著（P＜ 0.01，析因

分析）。0和 0.6 mM Ca2+水平组较 1.8 mM明显降低 (**P＜

0.01，t检验)。5-HT刺激前，0 mM Ca2+水平组的比值明显低于

0.6 mM Ca2+水平组 (*P＜ 0.05, t检验)。细胞外 Ca2+与金雀异黄

酮，Tyr A47和 DMSO有协同作用（P＜ 0.01，析因分析）。在金

雀异黄酮组 0 mM Ca2+水平的比值是最低的，而 DMSO 组
5-HT刺激后 3.6 mM Ca2+水平的比值是最高的。

2.2 血管平滑肌细胞内 Ca2+测定

5-HT刺激后，340/380纳米荧光比率显著增加（P＜ 0.01，

析因分析），包括 L-VGCCs被阻滞后的比率以及 SR Ca2+储备

被耗竭后的比率，但 L-VGCC被阻滞后及肌浆网 Ca2+储备被

耗竭后的钙峰值较没有硝苯地平和毒胡萝卜素干预时低。金雀

异黄酮，Tyr A47和 DMSO组比率明显不同 (P＜ 0.01，P＜ 0.05

析因分析)。
Tyr A47和金雀异黄酮组比率显著低于 DMSO组，除了

5-HT刺激前 1.8 mMCa2+水平（**P＜ 0.01，t检验）。比率随细胞

外 Ca2+浓度逐渐的增加而逐渐增加。不同 Ca2+水平组比率有

显著的差异（P＜ 0.01，析因分析）。0和 0.6 mMCa2+水平的比率

明显低于 1.8 mM Ca2+水平的 (** P＜ 0.01, t检验)。5-HT刺激

后，1.2 mMCa2+水平的比率显著低于 1.8 mM Ca2+水平的 (*P＜

0.05，t检验)。5-HT刺激前 3.6 mMCa2+水平的比率显著高于

1.8 mMCa2+水平的 (*P＜ 0.05，t检验）。0.6 mMCa2+水平的比率

明显高于 0 mMCa2+的水平，明显低于 1.2 mMCa2+的水平

（**P＜ 0.01，*P＜ 0.05，t检验）。细胞外 Ca2+与金雀异黄酮，Tyr
A47和 DMSO有协同作用（P＜ 0.01,析因分析）。金雀异黄酮组

中 0 mMCa2+水平的比值最低，而 5-HT刺激后 DMSO组 3.6

mMCa2+水平的比值是最高的。

L-VGCC被阻断后，5-HT刺激后 3.6 mMCa2+水平，金雀异

黄酮组比率显著低于 DMSO组 (*P＜ 0.05，t检验)。0.6和 1.2

mMCa2+水平的比率明显低于 1.8 mM的 Ca2+水平(**P＜ 0.01，
*P＜ 0.05，t检验)。0.6 mMCa2+水平的比率显著低于 1.2 mM的
Ca2+水平(** P＜ 0.01，t检验)。5-HT刺激后，3.6 mMCa2+水平比

率显著高于 1.8 mM的 Ca2+水平 (** P＜ 0.01，t检验)。细胞外
Ca2+与金雀异黄酮，Tyr A47 和 DMSO 没有协同作用 (P＞
0.05，析因分析)。

SR Ca2+储备被耗竭后,金雀异黄酮组比率显著低于 DM-

SO组（** P＜ 0.01，P＜ 0.05，t检验）。5-HT刺激后，1.2 mMCa2+

水平 TyrA47组的比率显著低于 DMSO组 (*P＜ 0.05，t检验)。
0,0.6和 1.2 mMCa2+水平的比率明显低于 1.8 mM的 Ca2+级别

（**P＜ 0.01，t检验）。0.6 mMCa2+水平的比率显著高于 0 mM-
Ca2+水平而低于 1.2 mM的 Ca2+水平（**P＜ 0.01，t检验）。3.6

mMCa2+水平的比率显著高于 1.8 mMCa2+水平 (** P＜ 0.01，t

检验)。细胞外 Ca2+与金雀异黄酮，Tyr A47和 DMSO没有协同
作用（P＞ 0.05，析因分析）。
2.3 血管平滑肌细胞 Ca2+敏感性测定

2.3.1 MLCK的表达 免疫印迹条带的相对灰度（图 A-B）表

明，5-HT刺激后MLCK表达显著增加（P＜ 0.01,析因分析）。金

雀异黄酮，Tyr A47和 DMSO组 MLCK的表达明显不同（P＜

0.01,析因分析），金雀异黄酮和 Tyr A47组数值显著低于 DM-

SO组 (**P＜ 0.01, t检验)。随胞外 Ca2+浓度逐渐增加，数值逐

步增加。不同 Ca2+水平间比较有显著差异（P＜ 0.01,析因分析）。
0和 0.6 mMCa2+水平组的 MLCK表达显著降低于 1.8 mM 的
Ca2+水平组（** P＜ 0.01, *P＜ 0.05, t检验）。5-HT刺激前 0.6

mMCa2+水平组数值明显低于 1.2 mM的 Ca2+水平(*P＜ 0.05, t

检验)。细胞外 Ca2+与金雀异黄酮, Tyr A47和 DMSO有协同作

用（P＜ 0.01,析因分析）。金雀异黄酮组中 0 mMCa2+水平的比

值最低，而 5-HT刺激后 DMSO组 3.6 mMCa2+水平的比值是

最高的。

2.3.2 PP1的表达 免疫印迹条带的相对灰度（图 C-D)表明，
5-HT刺激后 PP1表达显著降低（P＜ 0.01，析因分析）。金雀异

黄酮，Tyr A47和 DMSO组 PP1的表达明显不同（P＜ 0.01，析

因分析），金雀异黄酮和 Tyr A47 组数值显著高于 DMSO 组

（**P＜ 0.01，*P＜ 0.05，t检验）。随胞外 Ca2+浓度逐渐增加，数

值逐步下降。不同 Ca2+水平间比较有显著差异（P < 0.01，析因
分析）。0 和 0.6 mM Ca2+水平组的 MLCK 表达显著高于 1.8

mM的 Ca2+水平组（**P＜ 0.01，*P＜ 0.05，t检验）。5-HT刺激前
0 mM Ca2+水平组数值明显高于 0.6 mMCa2+水平组（**P＜

0.01，*P＜ 0.05，t检验，图 C）；1.2 mMCa2+水平组数值明显高于

1.8 mMCa2+水平组（**P＜ 0.01，t检验，图 3C）。5-HT刺激后，
3.6 mMCa2+水平组数值明显低于 1.8 mMCa2+水平组（*P＜

0.05，t检验，图 3D）。细胞外 Ca2+与金雀异黄酮, Tyr A47 和
DMSO有协同作用（P＜ 0.01,析因分析）。金雀异黄酮组中 0

mMCa2+水平的比值最高，而 5-HT刺激后 DMSO 组 3.6 mM-
Ca2+水平的比值是最低的。

2.3.3 MYPT1的表达 免疫印迹条带的相对灰度（图 E-F)表

明，5-HT刺激后MYPT1表达显著降低（P<0.01，析因分析）。在

金雀异黄酮，Tyr A47 和 DMSO 组 MYPT1 的表达明显不同

（P＜ 0.01，析因分析）。5-HT刺激后，金雀异黄酮组 MYPT1的

表达显著高于 DMSO 组（**P＜ 0.01，*P＜ 0.05，t 检验，图 F）。

3647· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.19 JUL.2015

数值随细胞外 Ca2+浓度增加逐渐下降。不同 Ca2+水平组的数

值有显著差异（P ＜ 0.05，析因分析）。0和 0.6 mM Ca2+组的

MYPT1 表达显著高于 1.8 mM Ca2+水平组（**P＜ 0.01, *P＜

0.05，t检验）。5-HT刺激前，0.6 mMCa2+水平的数值明显高于

1.2 mMCa2+水平，低于 0 mMCa2+水平（*P＜ 0.05，t 检验，图
E）。5-HT刺激后，1.2 mMCa2+水平数值明显高于的 1.8 mMCa2+

水平；3.6 mMCa2+水平的数值明显低于 1.8 mMCa2+水平（*P＜

0.05，t 检验，图 F）。细胞外 Ca2+与金雀异黄酮 , Tyr A47 和
DMSO有协同作用（P＜ 0.05，析因分析）。金雀异黄酮组中 0

mMCa2+水平的比值最高，而 5-HT刺激后 DMSO 组 3.6 mM-

Ca2+水平的比值是最低的。

3 讨论

图 MLCK, PP1和 MYPT1免疫印迹条带的相对灰度

Fig. 1 The relative density for MLCK, PP1 and MYPT1 by Western Blot detection

Note: D, DMSO; G, genistein; T, Tyr A47; S, serotonin.*,P<0.05, **, P<0.01.
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3.1 SAH和血管平滑肌收缩
SAH诱发的 CVS的发生主要通过血管平滑肌的收缩(Ca2+

的依赖性和非依赖性)以及收缩性和细胞骨架蛋白的变化[12]。平

滑肌的收缩是由胞质钙离子浓度的变化和 MLC磷酸化的 Ca2+

敏感性调节。MLCK只有 1个底物，就是 MLC。被MLCK磷酸

化后，MLC被肌球蛋白轻链脱磷酸酶(MLCP)去磷酸化。这就

是所谓的 Ca2+敏感性。兴奋性受体激动剂激活 Gq[13],后者进一

步激活磷脂酶 Cβ (PLCβ )，产生 IP3和二酰甘油(DAG)。IP3诱

发 Ca2+从 SR释放，增加 MLC磷酸化以及增加通过激活 Ca2+-

钙调蛋白依赖MLCK的收缩[14]。当细胞内 Ca2+较低时，MLCK

的调节域和催化域结合，抑制激酶活性。相反，当细胞内 Ca2+较

高时，Ca2+诱发调节域从催化域释放及调节域与 Ca2+-钙调蛋

白复合物结合，激活 MLCK。DAG激活 Ca2+依赖的 PKC，使其

磷酸化 CPI-17的 Thr38位点，然后磷酸化的 CPI-17抑制ML-

CP活性[15]。Ca2+内流主要通过 L-VGCC和部分激活 MLCK[12]。

另外，兴奋性受体激动剂激活 G12/13，序贯激活 Rho A/Rho相

关蛋白激酶(ROCK)，通过磷酸化 MLCP的肌球蛋白目标亚基
MYPT1[16],以及 CPI-17抑制MLCP[15]。据报道，其他激酶，如 p21

相关激酶（PAK），蛋白激酶 C(PKC)，p38有丝分裂原蛋白激酶
(MAPK)和钙调蛋白激酶 II亦磷酸化 MLC及调节肌肉收缩[17]。

3.2 5-HT诱导的血管平滑肌收缩
5-HT是一种生物单胺。在哺乳动物中，5-HT主要存在于

血小板、肠嗜铬细胞和脑血管中。5-HT被认为在脑微血管系统

的调节和 SAH 诱发的 CVS中发挥作用 [18]。几项研究表明，

5-HT能引起平滑肌：(1)通过 L-VGCC的 Ca2+内流引起膜电位

去极化(Em)s；(2)从 SR释放 Ca2+[19]；(3)改变 MLCK与 MLCP活

性间的平衡(Ca2+敏感性)。血管收缩剂受体激动剂已知与 ML-

CP抑制有关[20],但具体机制并不明了。Watanabe 等[21]在 5-HT

激动的动脉中未能找到 MYPT1磷酸化的增加，但发现在实验

性 SAH模型 MYPT1磷酸化的增加[22]。而血管壁内压 60毫米
汞柱时，5-HT 诱导阻力动脉的血管收缩，MYPT1-T697 和
MYPT1-T855磷酸化均有增加[7]。在本研究中，我们做了脑血管

收缩测定及 Ca2+内流的变化。受陈的研究的启发[23]，我们用基

底动脉管壁厚度和管腔周长的比值作为测定血管收缩指标，得

出 5-HT诱导 BA收缩，增加血管平滑肌细胞通过 L-VGCCs的
Ca2+内流及 SR的 Ca2+释放，这与其他研究结果一致[6]。我们还

发现，5-HT 干扰 MLCK 和 MLCP 的活性之间的平衡，上调
MLCK而下调 MYPT1及 PP1。此外，不同浓度细胞外钙离子

通过与其他受体激动剂相同的 Ca2+转运通路影响脑血管收缩
[24]。因为不同的细胞外钙离子的影响血管平滑肌细胞 Ca2+内

流，而后者激活 Ca2+- 钙调蛋白依赖性 MLCK [14] 和通过

G12/13/RhoA/ROCK/CPI-17 和 G12/13/RhoA /ROCK/MYPT1

(Thr853)途径抑制MLCP活性[15]。

3.3 酪氨酸激酶
TK参与血管平滑肌收缩中的多个信号通路，通过酪氨酸

磷酸化 L-VGCC增加 Ca2+内流[8],从 IP3依赖的 SRCa2+库释放

Ca2+，和诱导肌丝 Ca2+敏感性[9]。TK还在平滑肌肌动蛋白细胞
骨架的聚合中发挥作用[25]。

数项试验研究开展了对 TK 抑制剂在血管平滑肌钙离子

信号转导通路中发挥作用的探讨。一些研究表明，金雀异黄酮

(一种一般酪氨酸激酶抑制剂) 在有和无细胞外钙离子的情况
下，降低 5-HT诱发的 Ca2+峰值变化[26]。有研究报道 TK 诱导
MLC20 和 / 或 MYPT1 磷酸化[9]，但尚无直接观察 MYPT1 和
PP1研究。此外，没有研究表明细胞外 Ca2+浓度与 TK在 5-HT

介导的 BA收缩中作用之间的关系。研究表明，ROCK是一种

经典的 5-HT介导的血管收缩激酶通路[27]。然而，Lu [28]等发现

5-HT 诱发的 TK 活性不受 ROCK 抑制的影响，表明 TK 较
ROCK位于更上游的位置。

我们的研究结果表明，Tyr A47和金雀异黄酮均抑制 BA

收缩，抑制血管平滑肌细胞通过 L-VGCCs和 SR的 Ca2+释放

途径的 Ca2+内流增加。我们还发现 Tyr A47和金雀异黄酮可以

通过上调MYPT1、PP1的表达，和下调 MLCK的表达调节血管

平滑肌细胞由 5-HT介导 Ca2+的敏感性。我们的研究表明，不

同的细胞外钙离子水平影响金雀异黄酮和 Tyr A47的作用，低

细胞外 Ca2+环境增强 TK抑制剂的血管舒张作用。此外，这种

交互作用可以被硝苯地平和毒胡萝卜素废除。总之，这些结果

表明，L-VGCC 和 SR 的 Ca2+释放在交互作用中起到重要作

用。我们推测，细胞外 Ca2+对 5-HT介导的脑血管收缩中 TK活
性的影响与 L-VGCC和 IP3介导 SR的 Ca2+释放耦联。我们的

结果不同于 Ding和 Murray[24]，二人研究结果显示，Tyr A47造

成 u-46619介导的 Ca2+内流 -张力曲线左移。可能的解释是，

用于肺静脉带的 u-46619浓度(0.1 滋M)不在 TK抑制作用减弱

收缩的范围内。

3.4 金雀异黄酮及其应用前景
金雀异黄酮是异黄酮类的化合物，后者是大豆中含量最丰

富的植物雌激素。其结构类似于 17 滋雌二醇。金雀异黄酮是
TK抑制剂[10]，其在治疗和预防癌症[29]，骨质疏松症[30]，糖尿病[31]

和血管疾病[11]方面有优势。本研究中，金雀异黄酮显示治疗和

预防 SAH诱发的 CVS的潜能。低 Ca2+液可能可以作为一种佐

剂来增强局部注射的金雀异黄酮的作用。可行性和实际效果尚

待进一步检测验证。
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