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异丙肾上腺素通过诱导心肌线粒体氧化应激在
小鼠心律失常中的作用
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【摘 要】目的 探讨异丙肾上腺素（ISO）通过诱导心肌线粒体氧化应激诱发小鼠心律失常的机制。方法 小鼠腹腔注射异

丙肾上腺素前后分别记录心电图。提取小鼠心肌组织，检测线粒体呼吸链复合物 I、ATP、ROS的变化水平。光标测技术检测心

脏动作电位的变化情况。结果 注射 ISO后，小鼠的心率明显增加，起搏诱发心律失常的机率增加。ATP含量和线粒体呼吸链复

合物 I浓度降低，ROS含量增加。光标测结果显示心肌动作电位时程缩短。结论 异丙肾上腺素通过影响心肌线粒体氧化应激

诱导心律失常的发生。
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Isoproterenol triggers arrhythmia by inducing oxidative stress of myocardial
mitochondria in mice
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【Abstract】 Objective To study the mechanism of isoproterenol triggering arrhythmia through myocardial mi⁃
tochondrial oxidative stress in mice. Methods An electrocardiogram was recorded before and after intraperitoneal in⁃
jection of isoproterenol. Myocardial tissues were extracted from the mice to measure the changes in the levels of mito⁃
chondrial respiratory chain complex I, adenosine triphosphate (ATP), and reactive oxygen species (ROS). The cardi⁃
ac action potential was measured by optical mapping. Results After isoproterenol injection, the mice had a signifi⁃
cantly increased heart rate, significantly more frequent arrhythmia triggered by pacing, significantly decreased levels
of ATP and mitochondrial respiratory chain complex I, a significantly increased ROS level, and a significantly short⁃
ened cardiac action potential duration. Conclusion Isoproterenol induces oxidative stress in myocardial mitochon⁃
dria to trigger arrhythmia.
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心律失常是临床上常见且复杂的心血管疾病，

并随年龄增加发病率增高。心律失常容易合并或继

发心力衰竭、心肌肥大、心肌缺血等心血管疾病，最

终导致患者晕厥、心脏骤停，甚至心源性猝死[1]。临

床上按心律失常发作时心率的快慢分为快速性和缓

慢性心律失常两大类，前者常见于过早搏动、心动过

速、心房颤动和心室颤动等；后者常见于窦性缓慢性

心律失常和各种传导阻滞等。目前心律失常的治疗

仍然是临床上的一大难题，发生发展过程中存在复

杂的电生理与结构重构改变，这是因为对心律失常

疾病的发生发展机制认知还存在严重不足。研究证

明，心肌细胞的氧化应激与心律失常的发生密切相

关[2]。因此，探索心脏氧化应激的调控机制，有助于

探讨心律失常的发生机制及寻找新的干预靶点，对

于预防和治疗心律失常具有重要的理论基础和临床

意义。

氧化应激是指机体内氧化与抗氧化作用失衡，

产生大量氧化中间产物。氧化应激是自由基在体内

堆积的一种负面反应，被认为是导致疾病的一个重

要因素[3]。目前越来越多的证据显示，氧化应激参与

多种心血管疾病的发生和发展过程。

异丙肾上腺素（isoprenaline，ISO）是合成的儿茶

酚胺，属于非选择性的β受体激动剂，在心血管功能

的调控中发挥重要作用[4]。但是，ISO对心肌组织氧

化应激的研究不全面。本研究通过观察 ISO对线粒

体相关指标的影响，评估 ISO在线粒体通路中影响

氧化应激的调控，进一步探讨 ISO对小鼠心肌氧化

应激的作用机制，为临床应用提供一定的实验依据。

1 材料和方法

1.1 动物

C57 雄鼠由西南医科大学动物中心提供，20 ~

22 g，所有的动物操作符合西南医科大学动物实验

伦理要求（201903-259）。小鼠腹腔注射 ISO，剂量为

10 mg/kg。
1.2 心电图记录

将小鼠放进气体麻醉盒里，异氟烷麻醉后，小鼠

仰卧位固定。将电极一端插入小鼠四肢末端的皮下，

另一端与心电换能器相连接；右上肢为 I导联、左上

肢为Ⅱ导联、右下肢为 III导联、左下肢为AVF导联；

AcqKnowledge 4.4 软件采集小鼠心电数据，记录注

射 ISO前后的心电图。接下来对小鼠进行程序性电

刺激pacing起搏，对小鼠行气管插管，并接上小动物

呼吸机。开胸后暴露心脏，并在小鼠左心室位置安放

刺激电极，调整电子刺激器（Nihon Kohden Corpora-

tion），开始 Pacing并使用AcqKnowledge 4.4软件采

集数据和记录Pacing起搏后的心电图及诱发的室性

心律失常（ventricular tachycardia，VT）情况[5]。

1.3 光标测

将小鼠颈椎脱臼法处死后，取出心脏，将主动脉

固定在Langendorff灌流系统。先用PSS心脏灌流10

min 后，再用 10 μM 的停搏剂 Blebbistatin 灌流大约

10 min，观察到离体心脏停止舒缩活动。取 1 µM的

RH237电压敏感染料循环灌注染色 10 min后，继续

循环灌注停搏剂。

使用Spik2软件编辑所需刺激方案，电刺激调整

至5 V。刺激波宽2 ms，刺激频率为10 Hz。使用Meta

Morph 软件设置信号采集参数曝光时间为 0.9 ms，

像素面积为 32×32 μm。调整激发波长为 525 nm 的

LED灯，使其聚焦于心脏上。心尖部进行电刺激，同

时打开激发光源，开始信号采集。信号记录采集结束

后，给予1 μM ISO灌流1 min后，重复上述的刺激方

案和记录信号[6-7]。

1.4 取材

小鼠随机分为未注射组（CON 组）和腹腔注射

组（ISO组），快速解剖取心脏，用预冷的PBS液清洗

残留血液，滤纸拭干称重，将心肌组织剪碎，转移到

玻璃研磨器，按 1∶10比例加入预冷的 PBS液，用玻

璃研磨器进行匀浆。将匀浆后组织分成三份进行线

粒体指标的检测。

1.5 活性氧（reactive oxygen species，ROS）检测

按照试剂盒说明书（英潍捷基，C10444），将100

µL的匀浆液 4 ℃，5 000 rmp离心 5 min，弃上清。沉

淀中加入 240 µL PBS重悬混匀，再加入 60 µL ROS

荧光染料，混匀，37 ℃避光孵育 30 min。4 ℃，5 000

rmp离心5 min后，弃上清。用PBS洗涤三次，去除多

余的荧光染料。最终重悬于 300 µL的 PBS 中，将悬

液加入 96孔板中，每孔 100 µL，立即用酶标仪检测

荧光强度。

1.6 ATP(ade nosine triphosphate，ATP)检测

按照试剂盒说明书（英潍捷基，A22066），将200

µL的悬液超声波破碎 2 min，4 ℃，5 000 rmp离心 5

min，取上清进行ATP检测，在 96孔板中加入 90 µL

ATP检测工作液，10 µL匀浆离心后的上清液，用酶

标仪检测化学发光值。

1.7 线粒体呼吸链复合物 I检测

按照试剂盒说明书（南京建成，A089-1-1），在
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96 孔板中加入 156 µL 反应液 A，20 µL 反应液 B，4

µL反应液D，37 ℃孵育3 min后加入20 µL匀浆离心

后的上清液。用酶标仪检测 OD340 处的吸光值，分

别检测基础值和反应1 min后的值，根据说明书公式

换算复合物的活性单位。

1.8 统计学方法

采用 SPSS 19.0 软件进行分析，计量资料以均

数 ± 标准差（x ± s）表示，自身对照采用配对 t检验，

组间比较采用独立样本 t 检验，以 P ＜ 0.05 为有统

计学差异。

2 结果

2.1 ISO处理后小鼠的心率增快及VT发生率增加

C57小鼠腹腔注射 ISO前后相比，注射 ISO后的

C57小鼠的心率在短时间内明显增快，小鼠心率由

415.1 ± 28.54 次/min 升高到 532.8 ± 14.33 次/min，

P ＜ 0.05，有统计学差异，见图 1。在程序性电刺激

下，注射 ISO后的C57小鼠，室性快速性心律失常的

发生率明显增高，未注射组的VT发生率为 3/22，注

射 ISO 后小鼠的 VT 增加为 7/22，P ＜ 0.05，有统计

学差异，见图2。因此，注射 ISO后C57小鼠的心室电

稳定性减弱。

2.2 ISO 通过线粒体途径影响心肌的氧化应激

与对照组相比，ISO组ROS的荧光强度由2 509±

148.2（N = 3）升高到 3 514± 40.88（N = 3），P ＜

0.01，有统计学差异，表明 ISO组心脏氧化应激程度

加重，见图 3A。与对照组相比，ISO组ATP化学发光

值由 65.67±7.688（N = 3）降低至 22.67±2.728（N =

3），P < 0.01，有统计学差异，表明 ISO 组心肌组织

ATP产量降低，见图 3B。与对照组相比，ISO组线粒

体复合物 I 的活性由 0.09333± 0.005364（N = 3）降

低至 0.06367±0.004256（N = 3），P ＜ 0.05，有统计

学差异，表明线粒体呼吸链受到抑制，见图3C。

注：*表示P < 0.05
图1 小鼠腹腔注射 ISO后的心率变化

图2 小鼠心脏刺激后，诱发VT的情况

注：*表示P < 0.05，**P < 0.01
图3 CON组与 ISO组线粒体ROS浓度、ATP含量及呼吸链复合物 I的变化

A B C

2.3 ISO引起心脏的动作时程缩短

光标测检测结果显示 ISO灌流之后，APD80时

程由 30.85±1.880 ms（N = 3）缩短至 20.65±1.512

ms（N = 3），P ＜ 0.05，有统计学差异，如图4所示。
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注：*P < 0.05
图4 心脏在10Hz刺激下，ISO处理后心电活动的变化

3 讨论

异丙肾上腺素是合成的儿茶酚胺，结构上类似

于内源性肾上腺素和去甲肾上腺素，具有强烈的非

选择性激动β受体。激动心脏β1受体，可以使心肌收

缩力增强、心率加快，收缩期和舒张期缩短。激动β2

受体使骨骼肌血管舒张，也有舒张冠状血管和增加

组织血流量的作用。除了激动心脏的β2受体，还可

舒张支气管平滑肌，并具有抑制组胺等过敏性物质

释放的作用，增加肝糖原、肌糖原分解，增加组织耗

氧量。异丙肾上腺素还可以升高血中游离脂肪酸，作

用机制与肾上腺素相似，而升高血糖作用较弱。总

之，异丙肾上腺素在心血管功能的调控中发挥关键

作用[8-9]。本研究发现异丙肾上腺素处理之后，不仅小

鼠心率增加，还会导致小鼠快速起搏之后，VT的发

生率明显增加，这也说明小鼠注射异丙肾上腺素后，

小鼠的心室电稳定性减低。

急性异丙肾上腺素注射可以引起心肌细胞耗氧

量增加，产生大量的自由基，导致氧化应激增加。氧

化应激反应不仅可以直接损伤心肌细胞，也能影响

线粒体代谢功能，进一步加重心肌损伤[10-11]。线粒体

是真核生物重要的细胞器，其主要的功能是参与心

肌细胞能量代谢、氧化应激以及程序性细胞死亡过

程，其功能障碍与心肌肥厚、心力衰竭的发生和发展

密切相关。因此，线粒体对保障心肌细胞的生存和维

持心脏正常功能具有重要意义[12-13]。

在健康状态下，机体的生命活动所需的能量都

以ATP的形式来提供，因此ATP是机体直接的能量

供体。线粒体作为心肌细胞内部的能量工厂，是产生

和释放ATP的场所。活性氧包括超氧自由基、过氧化

氢及其下游产物过氧化物和羟化物等，参与细胞生

长增殖、发育分化、衰老和凋亡以及许多生理和病理

过程。线粒体的能量供应依赖于呼吸链复合酶产生

的，它们利用电子传输过程中释放的自由能将质子

从线粒体基质转移到间隙，可以促进能量的产生及

传递[14]。

线粒体氧化应激不仅参与多种生理和病理过

程，包括衰老、基因突变、炎症、糖尿病和神经退行性

疾病等，还参与了心脏发育和心脏疾病的发生[15-16]。

心脏是终末分化的器官，心肌细胞几乎没有复制和

再生的潜力。因此，细胞稳态的精确调节和充足的氧

供对于心肌细胞的存活和功能至关重要。由于心肌

细胞具有较差的再生能力和对氧供的依赖，因此特

别容易受到线粒体氧化应激反应的影响。心脏压力

超负荷或心肌缺血会导致心肌细胞氧化应激、能量

缺乏、钙超载和炎症反应，这些都会破坏线粒体功能

并诱发线粒体氧化应激反应。严重的线粒体氧化应

激反应会导致心脏疾病的发生，动脉粥样硬化、高血

压、缺血性心肌病、糖尿病性心脏病、心率失常及心

力衰竭等心脏疾病的发生发展都与线粒体氧化应激

反应密切相关[17-18]。因此，在一定程度上，通过对线粒

体氧化应激反应相关通路的干预可以产生对心肌细

胞的保护作用[19-22]。

心律失常的发生与氧化应激 ROS 产物表达增

加有关，降低 ROS产物表达的水平可降低心律失常

的发生率。其中心房颤动是最常见的快速型的心律

失常，有研究发现与正常窦性心律的相比，心房颤动

患者心房组织中 ROS 相关蛋白的表达上调 [23-24]。本

研究也证实线粒体氧化应激与心律不齐有关，ROS

表达增加可能加速快速心律失常的发展。

本实验室特聘教授、牛津大学雷鸣博士等最近

在《Circulation》上提出，将抗心律失常药物在原来分

类的基础上进行了补充和完善，未来离子通道上游

信号调控是心律失常治疗的重要策略之一[25]。本课

题关注线粒体功能障碍，从氧化应激反应角度研究

其心律失常中的作用，为快速性心律失常的发病机

制寻找治疗靶点提供新观点和新思路。

本研究发现，在 ISO诱导的氧化应激下，线粒体

膜通透性增加，从而导致ATP产生过程受到影响，线

粒体呼吸链复合物 I活性降低，ROS含量增加，这与

既往的研究结论是相符的。在本研究中，我们还观察

了 ISO 对心脏电活动的影响，发现 ISO 可以增加心

率，动作电位时程缩短，心脏快速起搏之后，VT的发
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生率明显增加。

4 结论

ISO是通过线粒体途径影响心肌的氧化应激反

应，进而增加室性快速性心律失常的发生率，其中具

体的分子机制还需要更深入的研究，为临床预防和

治疗心血管疾病提供理论依据。
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