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(57)摘要

本发明一种体外检测血管收缩功能的方法，

包括如下步骤：(1)相同条件下离体培养大鼠肠

系膜动脉后，使用蛋白免疫印迹法测量受体蛋白

的含量；(2)对两组样本的受体蛋白含量进行计

算，若p≤0.05，则用步骤1中药物浓度和抑制剂

培养血管，培养后利用离体微血管张力测试仪测

量大鼠肠系膜动脉在受体激动剂刺激下收缩力

变化；(3)使用Graph Pad Prism软件对步骤2中

数据进行分析。本发明的有益效果是：利用药物

培养大鼠肠系膜动脉，确定受体蛋白的种类，然

后加入抑制剂和受体蛋白对应的受体激动剂，快

速检测出药物使血管收缩可能的通道，进而可以

探讨药物如何引起血管收缩的机制，从而为临床

提供依据。
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1.一种体外检测血管收缩功能的方法，其特征在于，具体按照以下步骤实施：

步骤1、相同条件下离体培养实验样本组、对比样本组中大鼠肠系膜动脉，其中，对比样

本组不加所需验证的药物，实验样本组中加入所需验证的药物；培养结束后，使用蛋白免疫

印迹法测量对比样本组和实验样本组中大鼠肠系膜动脉受体蛋白的含量；

步骤2、对步骤1中对比样本组和实验样本组的大鼠肠系膜动脉受体蛋白含量进行统计

学计算概率P，若P≤0.05，则在相同条件下培养三组加药组和一组对比组大鼠肠系膜动脉，

其中加药组用所需验证的药物和抑制剂共同离体培养大鼠肠系膜动脉，所需验证的药物浓

度与步骤1中实验样本组所需验证的药物浓度相同，对比组只加入与加药组相同浓度的所

需验证的药物，培养结束后利用离体微血管张力测试仪测量加药物组和对比组血管在受体

激动剂刺激下大鼠肠系膜动脉收缩力发生的变化；

步骤3、使用Graph  Pad  Prism软件对步骤2中大鼠肠系膜动脉收缩力变化进行分析。

2.根据权利要求1所述的一种体外检测血管收缩功能的方法，其特征在于，所述步骤1

中大鼠肠系膜动脉为大鼠肠系膜一级动脉。

3.根据权利要求1所述的一种体外检测血管收缩功能的方法，其特征在于，所述步骤1

中大鼠肠系膜动脉受体蛋白为血管平滑肌上内皮素A或内皮素B。

4.根据权利要求3所述的一种体外检测血管收缩功能的方法，其特征在于，所述步骤2

三组加药组中抑制剂为U0126、SP600125、SB203580中的一种。

5.根据权利要求1所述的一种体外检测血管收缩功能的方法，其特征在于，所述步骤2

中抑制剂浓度为10-5mol/L。

6.根据权利要求3所述的一种体外检测血管收缩功能的方法，其特征在于，所述步骤2

中受体激动剂为角蝰毒素或内皮素1。

7.根据权利要求1所述的一种体外检测血管收缩功能的方法，其特征在于，所述步骤1

和2中的培养条件：温度为37℃，空气中二氧化碳的体积分数为5％，时间为24h。
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一种体外检测血管收缩功能的方法

技术领域

[0001] 本发明属于血管收缩检测技术领域，具体涉及一种体外检测血管收缩功能的方

法。

背景技术

[0002] 血管收缩指血管管腔收窄，这会造成血压上升，与血管收缩相反的过程称为血管

舒张。

[0003] 目前有许多药物会引起血管收缩，但大多数作用机制尚不清楚，也无法快速检测

出药物使血管收缩的机制，因此无法对临床用药有指导作用。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种体外检测血管收缩功能的方法，解决了现有技术无法快

速检测出药物使血管收缩的机制的问题。

[0005] 本发明所采用的技术方案，一种体外检测血管收缩功能的方法，包括如下步骤：

[0006] 步骤1、相同条件下离体培养实验样本组、对比样本组大鼠肠系膜动脉，其中，对比

样本组不加药物，实验样本组中加入所需验证的药物；培养结束后，使用蛋白免疫印迹法测

量对比样本组和实验样本组中大鼠肠系膜动脉受体蛋白的含量；

[0007] 步骤2、对步骤1中对比样本组和实验样本组的大鼠肠系膜动脉受体蛋白含量进行

统计学计算概率P，若P≤0.05，则在相同条件下培养三组加药组和一组对比组大鼠肠系膜

动脉，其中加药组用所需验证的药物和抑制剂共同离体培养大鼠肠系膜动脉，所需验证的

药物浓度与步骤1中实验样本组所需验证的药物浓度相同，对比组只加入与加药组相同浓

度的所需验证的药物，培养结束后利用离体微血管张力测试仪测量加药物组和对比组血管

在受体激动剂刺激下大鼠肠系膜动脉收缩力发生的变化；

[0008] 步骤3、使用Graph  Pad  Prism软件对步骤2中血管收缩力变化进行分析。

[0009] 本发明的特点还在于：

[0010] 步骤1中大鼠肠系膜动脉为大鼠肠系膜一级动脉。

[0011] 步骤1中大鼠肠系膜动脉受体蛋白为血管平滑肌上内皮素A或内皮素B。

[0012] 步骤2中三组加药组中抑制剂为U0126、SP600125、SB203580中一种。

[0013] 步骤2中抑制剂浓度为10-5mol/L。

[0014] 步骤2中受体激动剂为角蝰毒素或内皮素1。

[0015] 步骤1和2中的培养条件：温度为37℃，空气中二氧化碳的体积分数为5％，时间为

24h。

[0016] 本发明的有益效果是：利用药物培养大鼠肠系膜动脉，确定受体蛋白的种类，然后

加入抑制剂和受体蛋白对应的受体激动剂，快速检测出药物使血管收缩可能的通道，进而

可以探讨药物如何引起血管收缩的机制，从而为临床提供依据。
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附图说明

[0017] 图1是本发明一种体外检测血管收缩功能的方法中实施例1的离体微血管张力图；

[0018] 图2是本发明一种体外检测血管收缩功能的方法中实施例1的离体微血管张力图；

[0019] 图3是本发明一种体外检测血管收缩功能的方法中实施例1的离体微血管张力图。

具体实施方式

[0020] 下面结合附图和具体实施方式对本发明进行详细说明。

[0021] 本发明一种体外检测血管收缩功能的方法，具体按照以下步骤实施：

[0022] 步骤1、温度为37℃，空气中含5％二氧化碳条件下离体培养大鼠肠系膜一级动脉

24h，其中，对比样本组不加药物，实验样本组中加入所需验证的药物；培养结束后，使用蛋

白免疫印迹法测量对比样本组和实验样本组中大鼠肠系膜一级动脉血管平滑肌上受体蛋

白内皮素A或内皮素B的含量；

[0023] 其中，大鼠肠系膜一级动脉的处理方法如下：

[0024] 将大鼠小肠大肠部分放入盛放血管保存液(PSS+1％双抗)的培养皿中,在解剖显

微镜下轻轻移除肠系膜上动脉并从粘附组织中除去。通过用0.1％TritonX-100灌注血管10

秒,然后用生理缓冲溶液再灌注10秒来剥离内皮。然后将大鼠肠系膜动脉切成1mm长的圆柱

形段整个分离过程在无菌操作间完成。

[0025] 其中，肠系膜一级动脉中蛋白质的提取及含量测定方法如下：

[0026] 将肠系膜一级动脉置于5mL匀浆器中球状部位,用液氮将其冷冻；按0.1g膜动脉加

500uL  RIPA解液裂(含PMSF)于匀浆器中,进行匀浆,然后置于冰上；每隔5min进行研磨再置

于冰上，30min后用移液器将裂解液移至1.5mL离心管中，然后在4℃、12000rpm条件下离心

10min，吸取上清液转移到另一个1.5mL离心管中；利用免疫印迹法测受体蛋白的含量，即使

用聚丙烯酰胺凝胶电泳法进行测量，所得结果使用Image  j进行图像光密度分析。

[0027] 步骤1的目的是确定大鼠肠系膜一级动脉血管平滑肌上受体蛋白。

[0028] 步骤2、对对比样本组和实验样本组的大鼠肠系膜一级动脉血管平滑肌上受体蛋

白内皮素A或内皮素B含量进行统计学计算p，若p≤0.05，即有显著性差异；则培养三组加药

组和一组对比组大鼠肠系膜一级动脉，其中加药组用步骤1中实验样本组所需验证的药物

浓度和10-5mol/L抑制剂共同离体培养，三组加药组中，抑制剂分别为U0126、SB203580、

SP600125，对比组只加入与加药组相同浓度的所需验证的药物，培养结束后利用离体微血

管张力测试仪在温度为37℃且通入氧气的情况下测量加药组和对比组在受体激动剂角蝰

毒素(s6c)或内皮素1(ET-1)刺激下大鼠肠系膜一级动脉收缩力发生的变化，其中大鼠肠系

膜一级动脉收缩力变化表示为60mol/L高钾缓冲液中K+诱导的收缩反应的百分比；

[0029] 其中，P值即概率，反映某一事件发生的可能性大小。统计学根据显著性检验方法

所得到的P值，一般以P<0.05为显著，P<0.01为非常显著，其含义是样本间的差异由抽样误

差所致的概率小于0.05或0.01。

[0030] 其中，受体激动剂亦称完全受体激动剂，对受体蛋白有较强亲和力和内在活性，能

通过受体兴奋发挥最大效应的药物。

[0031] 加抑制剂是确认受体蛋白增加的可能通道。

[0032] 步骤3、使用Graph  Pad  Prism软件计算步骤2的血管收缩力变化进行分析。
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[0033] 实施例1

[0034] 步骤1、温度为37℃，空气中二氧化碳的体积分数为5％的条件下离体培养大鼠肠

系膜一级动脉24h，其中，对比样本组不加所需验证的药物，实验样本组中加入3mg/L所需验

证的药物索拉非尼；培养结束后，使用蛋白免疫印迹法测量对比样本组和实验样本组中大

鼠肠系膜一级动脉血管平滑肌上受体蛋白内皮素B，即etb，含量；

[0035] 步骤2、对对比样本组和实验样本组的受体蛋白etb含量进行统计学计算后，对比

样本组和实验样本组中受体蛋白etb的含量分别为0.83、1.48，p≤0.05，即对比样本组和实

验样本组有显著性差异；则培养三组加药组和一组对比组大鼠肠系膜一级动脉，其中加药

组培养液中包括3mg/L索拉非尼和10-5mol/L抑制剂，三组加药组中，抑制剂分别为U0126、

SB203580、SP600125，对比组培养液中索拉非尼浓度为3mg/L，培养结束后加入受体激动剂

角蝰毒素，即s6c，利用离体微血管张力测试仪在温度为37℃且通入氧气的情况下测量加药

组和对比组大鼠肠系膜一级动脉收缩力变化，其中大鼠肠系膜一级动脉收缩力变化表示为

60mol/L高钾缓冲液K+诱导的收缩反应的百分比；

[0036] 步骤3、使用Graph  Pad  Prism软件计算步骤2中大鼠肠系膜一级动脉收缩力变化

进行分析。

[0037] 在3mg/L索拉非尼和10-5mol/L的抑制剂U0126、SB203580或SP600125分别存在下培

养24小时后，受体激动剂诱导的大鼠肠系膜一级动脉的收缩反应曲线，收缩反应表示为

60mM  K+诱导的收缩反应的百分比，由图1可知，受体蛋白内皮素B增加的通道按照可能性大

小依次为U0126、SP600125、SB203580。

[0038] 实施例2

[0039] 步骤1、温度为37℃，空气中二氧化碳的体积分数为5％条件下离体培养大鼠肠系

膜一级动脉24h，其中，对比样本组不加所需验证的药物，实验样本组中加入所需验证的药

物双酚A，其浓度为1.15*10-2mg/L；培养结束后，使用蛋白免疫印迹法测量对比样本组和实

验样本组中大鼠肠系膜一级动脉血管平滑肌上受体蛋白eta的含量；

[0040] 步骤2、对对比样本组和实验样本组的受体蛋白eta含量进行统计学计算后，其含

量分别为0.016、0.038，p≤0.05，即对比样本组和实验样本组有显著性差异；则培养三组加

药组和一组对比组大鼠肠系膜一级动脉，其中加药组培养液中包括1.15*10-2mg/L双酚A和

10-5mol/L抑制剂，三组加药组中，抑制剂分别为U0126、SB203580、SP600125，对比组培养液

中双酚A浓度为3mg/L，培养结束后加入受体激动剂内皮素1，即et1，利用离体微血管张力测

试仪在温度为37℃且通入氧气的情况下测量加药组和对比组大鼠肠系膜一级动脉收缩力

变化，其中大鼠肠系膜一级动脉收缩力变化表示为60mol/L高钾缓冲液K+诱导的收缩反应

的百分比；

[0041] 步骤3、使用Graph  Pad  Prism软件计算步骤2中大鼠肠系膜一级动脉收缩力变化

进行分析。

[0042] 在1.15*10-2mg/L双酚A和10-5mol/L的抑制剂U0126、SB203580或SP600125分别存

在下培养24小时后，受体激动剂诱导的大鼠肠系膜一级动脉的收缩反应曲线，收缩反应表

示为60mM  K+诱导的收缩反应的百分比，由图2可知，受体蛋白内皮素a增加的通道按照可能

性大小依次为U0126、SB203580、SP600125。

[0043] 实施例3
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[0044] 步骤1、温度为37℃，空气中二氧化碳的体积分数为5％条件下离体培养大鼠肠系

膜一级动脉24h，，其中，对比样本组不加所需验证的药物，实验样本组中加入所需验证的药

物马兜铃酸，其浓度为40mg/L；培养结束后，使用蛋白免疫印迹法测量对比样本组和实验样

本组中大鼠肠系膜一级动脉血管平滑肌上受体蛋白etb，即内皮素b的含量；

[0045] 步骤2、对对比样本组和实验样本组的受体蛋白含量进行统计学计算后，其受体蛋

白etb的含量分别为0.05、0.13，p≤0.05，对比样本组和实验样本组有显著性差异；则培养

三组加药组和一组对比组大鼠肠系膜一级动脉，其中加药组培养液中包括40mg/L马兜铃酸

和10-5mol/L抑制剂，三组加药组中，抑制剂分别为U0126、SB203580、SP600125，对比组培养

液中马兜铃酸浓度为40mg/L，培养结束后加入受体激动剂角蝰毒素，即s6c，，利用离体微血

管张力测试仪在温度为37℃且通入氧气的情况下测量加药组和对比组大鼠肠系膜一级动

脉收缩力变化，其中大鼠肠系膜一级动脉收缩力变化表示为60mol/L高钾缓冲液K+诱导的

收缩反应的百分比；

[0046] 步骤3、使用Graph  Pad  Prism软件计算步骤2中大鼠肠系膜一级动脉收缩力变化

进行分析。

[0047] 在40mg/L马兜铃酸和10-5mol/L的抑制剂U0126、SB203580或SP600125分别存在下

培养24小时后，受体激动剂诱导的大鼠肠系膜一级动脉的收缩反应曲线，收缩反应表示为

60mM  K+诱导的收缩反应的百分比，由图2可知，受体蛋白内皮素b增加的通道按照可能性大

小依次为SP600125、SB203580、U0126。
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图1

图2
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图3
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摘要(译)

本发明一种体外检测血管收缩功能的方法，包括如下步骤：(1)相同条件
下离体培养大鼠肠系膜动脉后，使用蛋白免疫印迹法测量受体蛋白的含
量；(2)对两组样本的受体蛋白含量进行计算，若p≤0.05，则用步骤1中
药物浓度和抑制剂培养血管，培养后利用离体微血管张力测试仪测量大
鼠肠系膜动脉在受体激动剂刺激下收缩力变化；(3)使用Graph Pad 
Prism软件对步骤2中数据进行分析。本发明的有益效果是：利用药物培
养大鼠肠系膜动脉，确定受体蛋白的种类，然后加入抑制剂和受体蛋白
对应的受体激动剂，快速检测出药物使血管收缩可能的通道，进而可以
探讨药物如何引起血管收缩的机制，从而为临床提供依据。
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