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二氮嗪预处理对大鼠缺血性损伤心肌线粒体功能的保护作用

黄+ 河!，肖颖彬!，杨天德&，李+ 洪&，李永旺& + + （第三军医大学新桥医院：!全军心血管外科中心，&麻醉科，重庆 %"""*)）

+ + 摘+ 要：目的+ 探讨线粒体 ,-.敏感性钾通道开放剂二氮嗪预处理对大鼠心肌细胞线粒体功能保护作用。方法+
采用大鼠异丙肾上腺素心肌损伤模型，*" 只大鼠分成对照组、异丙肾上腺素（ /01）损伤组、二氮嗪（23）预处理组；以氧电
极法测线粒体呼吸，罗丹明 !&* 为荧光探针测定线粒体膜电位，采用定磷法检测 45 6 #7 6 #,-.酶和 85& 6 #,-.酶活性。比
较各组心肌细胞线粒体!态呼吸速率、线粒体"态呼吸速率、线粒体呼吸控制率和线粒体膜电位以及线粒体 ,-.酶的活
性。结果+ /01组线粒体!态呼吸速率呼吸控制率、线粒体膜电位以及 45 6 #7 6 #,-. 酶和 85& 6 #,-. 酶活性与对照组比
较显著下降（! 9 ": "!）；23预处理组!态呼吸速率、呼吸控制率和线粒体膜电位（! 9 ": "$）以及 45 6 #7 6 #,-.酶和 85& 6 #
,-.酶活性较对照组低（! 9 ": "!），但与 /01 组比较明显恢复。各组对"态呼吸速率没有明显影响。结论+ 线粒体 ,-.
敏感性钾通道开放剂二氮嗪能增强心肌细胞线粒体酶活性，产生预处理心肌细胞线粒体保护效应。

+ + 关键词：二氮嗪；线粒体；,-.酶；呼吸控制率；膜电位
+ + 中图法分类号：;*<%: !&；;<$%: &"&；;()&+ + + 文献标识码：,

!"#$%&’()(%&(&* +(), -()%$,%&’"(./ 01!23#&3()(4# 5%).33(6- $,.&&#/ %5#&#"，
’(.7%8(’#，5"%)#$)3 ),# -9%$."’(./ -()%$,%&’(./ :6&$)(%&3 .:)#" (3$,#-($ (&;6"9 (& ".)3
=>,4? =@!，A/,1 BCDE#FCD!，B,4? -C5D#G@&，H/ =IDE&，H/ BIDE#J5DE&（ !2@K5LMN@DM IO 85LGCIP5QRST5L 0SLE@LU，
&2@K5LMN@DM IO ,D@QMV@QCITIEU，ACDWC5I =IQKCM5T，-VCLG XCTCM5LU X@GCR5T >DCP@LQCMU，8VIDEWCDE %"""*)，8VCD5）

+ + 0<3)".$)：!"#$%&’($+ -I CDP@QMCE5M@ MV@ @OO@RM IO KL@RIDGCMCIDCDE JCMV NCMIRVIDGLC5T ,-.#Q@DQCMCP@ KIM5Q#
QCSN RV5DD@T IK@D@L ID MV@ NCMIRVIDGLC5T OSDRMCIDQ: )$&*+,- + -VCLMU 02 L5MQ J@L@ SQ@G: /QIKLIM@L@DIT J5Q
SQ@G MI CDGSR@ NUIR5LGC5T CQRV@NCR CDYSLU CD &" L5MQ，M@D IO JVCRV J@L@ KL@ML@5M@G JCMV GC5ZI[CG@: ;VIG5#
NCD@!&*（;V!&*）J5Q SQ@G 5Q OTSIL@QR@DM KLIF@L MI N@5QSL@ NCMIRVIDGLC5T N@NFL5D@ KIM@DMC5T: -V@ 5RMCPCMC@Q
IO NCMIRVIDGLC5T 45 6 #7 6 #,-.5Q@ 5DG 85& 6 #,-.5Q@ J@L@ G@M@RM@G: -V@ NCMIRVIDGLC5T L@QKCL5MILU K5L5N@M@LQ
J@L@ L@RILG@G JCMV 5 8T5L\ @T@RMLIG@: -V@ @OO@RM IO GC5ZI[CG@ ID NCMIRVIDGLC5T N@NFL5D@ KIM@DMC5T 5DG NCMI#
RVIDGLC5T L@QKCL5MCID J5Q CDP@QMCE5M@G: .$-/0&-+ 8INK5L@G JCMV MV@ RIDMLITQ，MV@ T@P@TQ IO QM5M@ *（0-*），L@#
QKCL5MILU RIDMLIT L5M@（;8;），NCMIRVIDGLC5T N@NFL5D@ KIM@DMC5T RIDM@DM 5DG MV@ 5RMCPCMC@Q IO NCMIRVIDGLC5T ,-#
.5Q@ J@L@ G@RL@5Q@G CD MV@ L5MQ MV5M L@R@CP@G CQIKLIM@L@DIT，JVCT@ GC5ZI[CG@ KL@ML@5MN@DM 5TT@PC5M@G MV@ RV5DE@Q
IO 0-*，;8;，NCMIRVIDGLC5T N@NFL5D@ KIM@DMC5T 5DG MV@ 5RMCPCMC@Q IO NCMIRVIDGLC5T ,-.5Q@: 1+2%0/-’+2+ .L@#
RIDGCMCIDCDE JCMV GC5ZI[CG@ @DV5DR@Q MV@ 5RMCPCMC@Q IO NCMIRVIDGLC5T ,-.5Q@ 5DG KLIM@RMQ MV@ NUIR5LGC5T NCMI#
RVIDGLC5T OSDRMCID 5OM@L CQIKLIM@L@DIT CDGSR@G NUIR5LGC5T CQRV@NCR CDYSLU:
+ + =#9 +%"’3：GC5ZI[CG@；NCMIRVIDGLCID；,-.5Q@；L@QKCL5MCID RIDMLIT L5M@；N@NFL5D@ KIM@DMC5T

+ + 二氮嗪（ GC5ZI[CG@，23）是目前最常用的线粒体
,-.敏感性钾通道（XCMI7,-.）的特异性开放剂。近年

研究显示，23可激活内源性心肌保护机制，具有抗心

+ + 基金项目：国家自然科学基金（*"$""&!!）

+ + + + + + 0SKKILM@G FU MV@ 45MCID5T 45MSL@ 0RC@DR@ ]ISDG5MCID IO 8VCD5（*"$""&!!）

+ + 作者简介：黄+ 河，男，贵州省贵阳市人，博士研究生，主治医师，讲师，主要从

事心肌缺血保护方面的研究。电话：（"&*）<$&&)$&*，̂ #N5CT：

G@@K$$$(_ VIMN5CT: RIN

+ + 通信作者：肖颖彬，电话：（"&*）<’)$$<")

+ + 收稿日期：&"")#!!#&!；修回日期：&""’#"!#*!

肌缺血缺氧损伤作用，且无心律失常及负性肌力等副

作用［!］。目前普遍认为 23 的作用靶点在线粒体，它
对 XCMI7,-.的开放作用是细胞膜 ,-. 敏感性钾通道
（05LR7,-.）的 & """ 倍，但有关 23 预处理的研究多采
用离体灌注心肌和培养心肌细胞模型，而在体实验很

少，脱离了心脏原来的环境，其结果很难延伸到同样条

件的在体心脏。本研究采用大鼠异丙肾上腺素心肌损

伤模型，在体观察二氮嗪预处理对心肌细胞损伤后的

线粒体功能与结构以及线粒体 ,-. 酶活性的影响，以
进一步探讨 23的药理学特点。
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!" 材料与方法

!" !# 主要仪器及试剂
# # $%、罗丹明 !&’（()*!&’）购自 +,-./ 公司，异丙肾上腺素
（ 0+1）购自上海禾丰制药公司，2/ 3 *4 3 *567 酶试剂盒、8/& 3 *
567酶试剂盒购自南京建成生物工程研究所，低温离心机购自
德国 9:;<<=>公司，8?/@A 氧电极由解放军 ’BC 医院提供。

!" &# 动物及分组与给药
# # 雄性健康清洁级 +$大鼠共 ’B 只，D E F 月龄，体质量 !FB E
&&B -，由第三军医大学实验动物中心提供。将大鼠分为对照
组、0+1组和 $%预处理组。对照组腹腔注射等体积相应溶媒
（2/1G B" BC .=? H I）；0+1组：皮下注射 0+1 J .- H A-，&C ) 后重
复注射 ! 次，第 & 次注射后 ! )处死动物；$%预处理组：腹腔注
射 $% &B .- H A-，每日 ! 次，共 ’ <，第 ’ 天开始皮下注射 0+1，方
法同 0+1组。每组 !B 只。

!" ’# 线粒体制备
# # 根据李兵等［&］的方法制备。大鼠断头处死，迅速取出心
脏，按 !K !B（质量体积比）加入 B E C L的线粒体分离介质，组
织剪碎后匀浆。! JBB M !离心 ’ .,N，去掉上面白色脂质层，取
上清 !& BBB M !离心 !B .,N。清洗 ! 次（上清 !& BBB M ! 离心
!B .,N），最后将沉淀用适量分离介质悬浮，调整蛋白浓度在
!B E &B .- H .?。线粒体蛋白浓度测定用 I=O@P 法，以牛血清白
蛋白为标准蛋白。取新鲜的线粒体悬液测量呼吸活性和膜电

位。以上操作均在 B E C L下完成。

!" C# 线粒体呼吸功能测定
# # 参照 9QQ=: 等［’］的方法测定。反应总体积 !" D .?，温度
&F L。将 !" J .? 反应介质加入反应池中孵育 & .,N，以空气饱
和，然后加入线粒体悬液 B" ! .?，预温 ! E & .,N后，依次加入反
应底物（B" J .=? H I 苹果酸钠和 B" J .=? H I谷胺酸钠的混合物）
!B !?、5$7（B" ! .=? H I）J !?，观察线粒体呼吸态的变化，记录氧耗
曲线，计算在 5$7加入后"态呼吸（QR/R; ’，+6’）和 5$7耗尽后
#态呼吸（QR/R; C，+6C）的氧耗量。线粒体呼吸活性（(）以每毫克
线粒体蛋白每分钟氧消耗量消耗表示（N.=?·.,N S!·.- S!），

呼吸控制率（(8(）以"态、#态耗氧之比（+6’ H +6C）表示。

!" J# 线粒体膜电位测定
# # 参照 T/@/UU/等［C］的方法。吸取 & .? 线粒体膜电位测定
反应介质于试管中，加入 ! !? 罗丹明 !&’（B" J ..=? H I），混匀，
荧光分光光度计上设定激发波长 JBB N.、发射波长 J&J N.，检
测基础荧光值 V!，测定后将液体吸入原试管中，加入 !BB !? 线
粒体悬液，&J L孵育 !J .,N；J BBB M !离心 !B .,N，取上清，测
定荧光值 V&，计算每毫克线粒体引起荧光值的变化（!V）W
（V! S V&）H线粒体蛋白（.-），!V代表罗丹明 !&’ 结合到线粒
体基质的多少，反应了线粒体平均膜电位的高低。

!" D# 线粒体 567酶活性检测
# # 将分离的线粒体用冰冷匀浆介质制成混悬液，用超声粉碎
机使线粒体破碎，然后用超微量 567 酶试剂盒检测。T85 蛋
白定量试剂盒进行蛋白质定量。按照试剂盒（南京建成生物工

程研究所）说明书测定 2/ 3 *4 3 *567酶和 8/& 3 *567酶的活性，

567酶的活性以每小时每毫克蛋白分解 567产生 ! !.=?无机
磷的量为一活力单位（!.=?· .- S!·) S!）。

!" X# 统计学方法
# # 数据以 "" Y #表示，采用 +7++ !’" B 统计软件，多组间比较
采用方差分析，两两比较采用 $ZNN;R $检验。

#" 结果

&" !# $%预处理对心肌线粒体呼吸功能的影响
# # 0+1组以琥珀酸为底物的线粒体"态呼吸速率明显降低，
与对照组比较显著下降（% [ B" B!）。虽然 $%预处理组"态呼
吸速率较对照组低，但与 0+1 组比较明显恢复（% [ B\ BJ，% [
B" B!）。各组对#态呼吸速率没有影响。$% 预处理组 (8( 虽
与对照组比较明显下降（% [ B" BJ），但比 0+1组显著恢复（% [
B" B!，表 !）。

表 !" $%对 &’(损伤心肌线粒体呼吸功能的影响（& W !B，"" Y #）

组别
+6’

（N.=?·.,N S !·.- S!）

+6C

（N.=?·.,N S !·.- S!）
(8(

对照组 !C" DD Y ’" ’] !" CD Y B" XC !&" B! Y ’" !B
0+1组 ]" !C Y &" BD^ !" D! Y B" XJ F" &! Y &" JJ^

$%预处理组 !’" DD Y C" !]/U !" J& Y B" CC !!" ’J Y ’" XF/U

/：% [ B" BJ，̂ ：% [ B" B!，与对照组比较；U：% [ B" B!，与 0+1组比较

&" &# $%预处理对心肌线粒体膜电位的影响
# # 0+1组心肌线粒体膜电位与对照组相比显著下降［分别为
（!X" ’C Y ’" X!）、（&C" CX Y C" !J），% [ B\ B!］，$% 预处理组心肌
线粒体膜电位（&&" B! Y C" B’）较 0+1组显著恢复（% [ B" B!），但
仍较对照组低（% [ B" BJ）。

&" ’# 二氮嗪预处理对心肌细胞线粒体酶活性的影响
# # 0+1损伤后心肌细胞的 2/ 3 *4 3 *567 酶与 8/& 3 *567 酶活
性显著降低（% [B" B!），但 $%预处理组细胞 2/ 3 *4 3 *567酶与

8/& 3 *567酶活性较高，与 0+1组相比相差显著（% [B" B!，表 &）。

表 #" $%对 &’(损伤心肌线粒体酶活性的影响

（!.=?·.- S!·) S!，& W !B，"" Y #）

组别 2/ 3 *4 3 *567酶 8/& 3 *567酶
对照组 ]" JC Y B" DX X" && Y B" F!
0+1组 J" !’ Y B" XF/ C" &B Y B" DD/

$%预处理组 X" ’’ Y B" JB/^ D" ’’ Y B" C]/^

/：% [ B" B!，与对照组比较；̂：% [ B" B!，与 0+1组比较

)" 讨论

# # 0+1诱导心肌坏死的大鼠模型是一经典的用于评
价药物心肌保护效应和研究缺血后心肌损伤的动物模

型［J］。0+1 是 $*肾上腺素能激动药的一种，通过它的
正性肌力作用可引起心肌缺血坏死，其损伤的改变与

人心肌梗死非常相似。本实验采用了 & 次皮下注射
J .- H A-的 0+1来建立大鼠心肌损伤模型，发现皮下注
射 0+1造成心肌细胞线粒体"态呼吸速率、呼吸控制
率和线粒体膜电位的下降，抑制线粒体 567 酶的活
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性，损伤心肌线粒体的呼吸功能。结果表明，该模型能

很好地反映 $%&的心肌损伤作用和 ’( 预处理的心肌
线粒体保护效应。

" " 二氮嗪开放)*+,-./0保护作用的机制目前倾向于线

粒体内 123 4水平的变化和 ./0合成的变化等假说。35
世纪 !5 年代 6,789:28;<,= 等［>］第 ? 次提出 )*+,-./0

通道开放引起缺血预处理过程中 123 4蓄积的减弱，二

氮嗪和吡那地尔可以减少 123 4的摄取，此作用可被

@A羟基葵酸盐（@A6’）阻断。B2CD 等［E］发现心脏的缺
血过程中 )*+,-./0开放引起线粒体 123 4蓄积的减弱。

但是二氮嗪如何引起线粒体内 123 4水平的变化仍未

定论。本研究表明，123 4 A./0酶和 F2 4 A- 4 A./0 酶活
性在 $%&损伤后明显下降，二氮嗪预处理组 ./0 酶活
性较 $%&组明显升高，说明二氮嗪的预处理可以保护
F2 4 A- 4 A./0酶及 123 4 A./0酶的活性。F2 4 A- 4 A./0
酶及 123 4 A./0酶的活性与能量代谢密切相关。心肌
缺血后由于线粒体能量代谢障碍，引起 ./0 生成不
足，水平下降，依赖 ./0 的 F2 4 A- 4 A./0 酶及 123 4 A
./0酶活性下降，一方面导致细胞内 F2 4增高，使线粒

体发生肿胀［G］，另一方面，线粒体细胞质内 123 4的重

摄取能力下降，导致线粒体内发生 123 4超载，触发了

一系列病理反应包括自由基反应，引起线粒体呼吸功

能障碍，加重损伤［!］。本研究表明：二氮嗪对线粒体

的保护作用可能与通过增强线粒体 ./0 酶活性，从而
防止线粒体内钙超载、维持基质体积稳定有关。

" " 二氮嗪是否能增加心肌线粒体 ./0 的合成，目前
有很大争议［?5］。1,HH2I*JJ2［??］从心肌细胞中游离出线
粒体进行观察，发现缺血再灌注能抑制 ./0 的合成，
缺血预处理能逆转这一效应，二氮嗪虽有保护作用，但

不能增加 ./0 的合成。另一研究从慢性缺氧的兔心
肌细胞中游离出线粒体进行观察发现，二氮嗪增加

./0的基础合成率，@A6’ 和格列本脲能逆转该效
应［?3］。本研究的在体观察表明，二氮嗪预处理能有效

逆转 $%&引起的心肌细胞线粒体!态呼吸速率、呼吸
控制率和线粒体膜电位的下降。线粒体!态呼吸速率
为加入 .’0时氧耗速率，代表 .’0 对氧化磷酸化刺
激效应，与电子传递链、线粒体基质的氧化底物、./0
合成酶活性等有关；K1K 则反映氧化磷酸化偶联程
度。线粒体膜电位的大小直接反映线粒体功能的变

化，膜电位的维持可保证 ./0 的顺利合成，一旦膜完
整性遭到破坏，将致使跨膜电位下降直至崩溃，线粒体

氧化磷酸化失常，呼吸链解偶联，细胞无法得到正常能

量供给，以致发生凋亡或者坏死。本研究表明，二氮嗪

预处理逆转 $%& 引起的心肌细胞线粒体!态呼吸速

率、呼吸控制率和线粒体膜电位的下降，可以增加线粒

体 ./0的合成，从而起到保护心肌细胞线粒体功能的
作用。

" " 二氮嗪作为 )*+,-./0开放剂，对心肌能起到良好

的保护作用，但 )*+,-./0的组成仍是未知，二氮嗪心肌

保护的具体机制还有争论，因此对二氮嗪作用机制和

)*+,-./0的研究具有重要的意义和良好的应用前景。
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