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SEA0400对大鼠心肌细胞缺血再灌注损伤的保护作用 

汪 飞 ．杨双强 

(1．重庆医科大学附属第一医院急诊科；2．重庆医科大学附属第一医院胸心外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨SEA0400对离体大鼠心肌细胞缺血再灌注损伤的保护作用及其机制。方法：利用酶解法分离成年Wistar大 

鼠心脏获得心肌细胞悬液，随机分成 3组进行研究：(1)对照组 ：心肌细胞用再灌注液培养 60min，未经历缺血再灌注过程；(2) 

缺血再灌注损伤组 ：心肌细胞缺血 30min，再灌注 30rain，经历缺血再灌注损伤过程 ；(3)SEA0400干预组：在心肌细胞缺血再 

灌注过程中，予以终浓度 1~mol／L的SEA0400进行干预。实验结束后测定以上各组心肌细胞内ca2+浓度和心肌细胞活力。结 

果：缺血再灌注可导致心肌细胞活力降低和细胞内ca 荧光强度显著升高(P<O．01)；SEA0400能够明显增加心肌细胞活力和 

减轻细胞内 Ca 荧光强度升高(JP<0．01)。结论：SEA0400可明显减轻缺血再灌注所致心肌细胞内钙超载，维持心肌细胞活力， 

从而达到心肌保护的作用。 
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Protective effects of SEA0400 on ischemia-reperfusion injury in rat myocytes 
W ANGFei．et 

(Department ofEmergency，f砘First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To study cardioprotective effects and mechanisms of SEA0400(2-[4一[(2，5一dinuompheny1)meth0xy卜5一ethoxy 

aniline)on ischemia-reperfusion injury in rat myocytes．Methods：Rat myocyte suspension were obtained from adult rat heads by 

Langendorff peffusion and enzymatic dissociation，and randomly divided into three groups including the control group， 

ischemia-reperfusion injury group and SEA0400 intervention group．The control group was incubated in normal condition for 60 minutes． 

The ischemia—reperfusion injury group underwent ischemia for 30 minutes and reperfusion for 30 minutes respectively．SEA0400 

intervention group underwent the same as ischemia—reperfusion injury group in the presence of 1 mol／L SEA0400．MTF was applied for 

the measurement of the cardiomyocyte viability at the end of reperfusion period．The intracellular Ca“concentration was measured by laser 

scanning confocal microscope(LSCM)and expressed as fluorescence intensity of Fluo-3．Results：Ischemia-reperfusion resulted in the 

decrease of the cardiomyocyte viability and the increase of the fluorescence intensity of Fluo一3 in rat myocyte．SEA0400 could significantly 

increase the cardiomyocyte viability and decrease the fluorescence intensity of Fluo-3 in rat myocyte．Conclusion：SEA0400 could 

attenuate Ca2~overload in cardiomyocytes and improve significantly the cardiomyocyte viability during ischemia and reperfusion periods． 

【Key words】SEA0400；Na+／Ca“exchanger；Cardiomyocytes，myocardial protection；Ischemia—reperfusion injury 

缺血再灌注损伤存在于心、脑 、肾等多种组织器官，是临 

床上缺血性心血管疾病的防治和器官移植领域亟待解决的 

问题。现已明确心肌细胞内钙超载是心肌缺血再灌注损伤的 

关键环节。NaqCa 交换蛋白(Na+／Ca“exchanger，NCX)是缺 

血再灌注损伤和钙反常时ca“进人细胞的主要途径，它成为 

人们研究细胞保护的新靶点【II。 

2001年，Matsuda~1报道了一种新研制的 Na+／Ca“交换蛋 

白抑制剂 SEA0400，研究表明它可以减轻不同动物心脏、脑 、 

肾脏等器官的缺血再灌注损伤，其作用效能高、特异性高，并 
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且几乎不抑制其它受体、通道和转运蛋白，对心脏负性作用 

非常小的特点 。本实验从细胞水平观察 SEA0400对大鼠 

心肌细胞缺血再灌注损伤钙超载和细胞活性的影响，进一步 

探讨其心肌保护作用。 

1 材料和方法 

1．1 主要材料和试剂 

DMSO(二甲亚砜)、M，rr(噻唑兰)、Fluo一3／AM、F一127、层 

粘素均购 自美国 Sigma公司；SEA0400购 自美 国 Merck公 

司；其他试剂均为市售分析纯。Lagendorff灌注装置为南京 

美易科技有限公司；LsCM(激光扫描共聚焦显微镜)为德国 
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Leica公司；缺血溶液(缺糖、缺氧、pH=6．6的 1．0 mmol／LCa2+K—H 

液 )：NaC1 1 19，NaHCO3 25，KCI 5．9，MgSO4 1．2，NaH2PO4·2H2O 

1．2，CaCI2 1．0，HEPES 12，37％，pH=6．6，PO2≤3．0 kPa；再灌注溶 

液(含糖、含氧、pH=7．4的 1．0mmol／LCa“K—H液)：NaCI 119， 

NaHCO3 25，KC1 5．9，MgSO4 1．2，NaH2PO4‘2H2O 12．，Glucosel 1， 

CaCI21．0，HEPES 12，37℃ ，pH=7．4。 

1．2 动物分组和处理 

成年 Wistar大鼠30只，雌雄不拘，体重 250～300 g，购 

至重庆医科大学动物实验中心。30只大鼠随机分成对照组、 

缺血再灌注组、SEA0400组(n=lO)，分别经酶消化分解后制 

成左心室心肌细胞悬液备用l 7lq。心肌细胞悬液分为 3组：(1) 

对照组：在 37℃的二氧化碳孵箱内用再灌注液培养 60 min， 

未经历缺血再灌注过程；(2)缺血再灌注损伤组：在 37％、 

95％N +5％CO 混合气中用缺血液培养 30 min后，再在 37℃ 

的二氧化碳孵箱内用再灌注液培养30 min，经历缺血再灌注 

损伤过程 ；(3)SEA0400干预组：处理同缺血再灌注组，但事 

先在缺血液和再灌注液中加入终浓度为1 Ixmol／LSEA0400。 

(实验f3,6,9】表明 1 p~mol／L SEA0400可以抑制 80％以上 的 

Na~／Caz+交换电流，对心肌细胞上离子通道、受体和转运蛋白 

没有影响。) 

1．3 实验检测方法 

1．3．1 MTY法检测心肌细胞活力 将实验后的各组心肌细 

胞悬液加入到 96孑L培养板中，加人 M町 后 37℃下继续孵育 

3 h；离心后加入 DMSO，振荡后选择 490 nm波长，在酶联检 

测仪上测定各孔光吸收值(OD值)，以此结果表示心肌细胞 

的活力【1ol。 

1．3．2 心肌细胞内ca“荧光强度的检测【11,12]将酶解法分离 

的心肌细胞悬液进行细胞贴壁，用 Fluo一3／AM使用液常温下 

避光孵育 60 rain，然后用不含荧光探针的培养液洗两次，在 

37℃下避光保持 30 rain，以促使进入心肌细胞内的酯化探针 

充分水解 ，选取细胞膜完整，呈杆状，横纹清晰，细胞内没有 

空泡的心肌细胞用于实验。分别在缺血前、缺血 30 min、再灌 

注 30 min时取出在激光扫描共聚焦显微镜下扫描细胞内荧 

光强度，激发波长 488 nm，在 525 nm处探测到荧光发射 ，经 

软件处理换算得到细胞内平均荧光强度，以此来衡量心肌细 

胞内游离 ca“浓度。每组每次测量 4个心肌细胞。 

1．4 统计学分析 

所有数据以均数 ±标准差(；±s)表示，数据采用spssl1．0 

统计软件进行统计学分析，采用单因素方差分析、配对 t检 

验和 检验处理，以 Jp≤O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 SEA0400对心肌细胞活力的影响 

经历缺血再灌注过程后，缺血再灌注损伤组和 SEA0400 

组心肌细胞活力均较对照组明显减低(P<0．01)；但是SEA0400 

组细胞活力较缺血再灌注组明显增高(P<0．01)。 

2．2 SEA0400对心肌细胞内游离Ca2~浓度的影响 

实验各组在缺血前的 Ca“荧光强度没有明显的统计学 

差异(P>0．05)；对照组心肌细胞内 ca“荧光强度在再灌注 

30 min和缺血前无明显改变(P>0．05)；缺血再灌注损伤组 

在再灌注30rain时较缺血前 ca 荧光强度明显升高(欠 0．O1)； 

SEA0400组在再灌注 30 min时较缺血前 C 荧光强度明显 

升高(P<0．o1)，在再灌注30 min时较缺血再灌注损伤组明 

显减低(P<0．01)。 

表 1 缺血／再灌注后各组大鼠心肌细胞 OD值的比较 =10，x±S) 

分组 OD值 

对照组 

缺血再灌注组 

SEA0400组 

0．65±O．05 

0．2l±O．03 

0．48±0．04 

：组间比较，P<0．01 

表 2 缺an／再灌注期间各组心肌细胞内钙荧光强度(，l=1O,x±s) 

：3组组间比较，P>0．05；·：3组组问比较，P<0．05；。：与组内缺血前时间点比较，P>0．05； ：与组内缺血前时间点比较，P<0．05 

3 讨 论 

Na~／Ca2+交换蛋白是存在于细胞膜上的跨膜蛋白，它是 

一 个高容量的转运蛋白，对维持细胞内ca： 稳态起着重要作 

用，其活性的改变是重要病理生理因素；它有2种工作模式： 

钙外流模式(Na+运入细胞伴随着ca“运出细胞)和钙内流模 

式(Ca2~运人细胞伴随着Na+运出细胞)，其交换比例是 3个 

Na 交换 1个 Ca2 ，其工作模式主要与细胞膜电位及细胞内 

外Na+和ca 浓度有关，即总的跨膜电化学势能所决定_l1。心 

肌缺血再灌注时，通过 Na+／Ca>交换蛋白进入细胞内的 Ca 

是导致钙超载最主要机制。钙超载导致线粒体功能障碍、细 

胞膜性成分损伤和氧自由基生成增加等，使心肌细胞发生严 

重损伤甚至死亡。 

本研究以Fluo一3为指示剂，采用激光扫描共聚焦显微 

镜法测定细胞内游ca“，结合MTY法测定心肌细胞活力的研 

究表明：对照组在培养的60 min内其 ca2+荧光强度变化不 

明显(P>0．05)，说明在 60 rain内荧光探针的荧光无明显的 
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光褪色作用，荧光探针的荧光强度变化能有效地反映细胞内 

Ca2~浓度的变化；缺血再灌注损伤组在缺血 30 min时心肌细 

胞内 Ca“荧光强度即有升高(P<0．01)，在再灌注 30min时 

心肌细胞内ca 荧光强度较缺血 30 min时发生了显著升高 

(P<0．01)，说明缺血和再灌注期间离体心肌细胞内均发生 

了钙超载，但是再灌注期间心肌细胞内钙超载程度更严重， 

同时在再灌注 30 min时较对照组心肌细胞活力明显减弱，说 

明心肌细胞损伤严重，这与大量实验研究相符合。其原因可 

能为：在心肌缺血时，由于无氧代谢和ATP耗竭，酸性代谢 

产物增加，使细胞内 Na 排出减少，细胞 内Na+堆积，激活 

Na+／Ca2 交换蛋白，Ca2+进入细胞内，使细胞内钙超载；再灌 

注时缺血细胞重新获得氧、营养物质供应以及细胞外酸中毒 

的纠正，激活了Na+／H 交换蛋白，导致 Na+／Ca“交换蛋白的 

活力进一步激活，细胞内 Na+浓度进一步增加 ，大量的 Ca2 

转运人细胞浆，进一步加重细胞钙超载 ]。Wang，Satoh和 

Shigematsu等实验也证实在再灌注期间 Na+／Ca 交换蛋白活 

性被过度激活[21。 

本研究发现，SEA0400组心肌细胞内ca“荧光强度在缺 

血30 min时和再灌注30 min时均明显低于缺血再灌注损伤 

组(P<0．01)，同时在再灌注 30 min时心肌细胞活力明显高 

于缺血再灌注损伤组(P<O．O1)，说明在缺血再灌注期间给 

予 SEA0400干预因素，能明显减轻心肌细胞内钙超载，特别 

是再灌注期间心肌细胞内ca2+浓度的升高，同时最大限度的保 

护心肌细胞活力。Matsuda，Nagano等l2-I61研究发现SEA0400 

可以明显减轻神经细胞膜上Na+／Ca 交换蛋白的Na+依赖性 

Ca2+内流，降低细胞内Ca 浓度，同时减少氧 自由基生成和 

神经细胞凋亡，增强神经细胞活力并减轻细胞内DNA降解。 

Motegi等[- 研究表明在 20 min缺血和 20 min再灌注模型中， 

SEA0400能够提高缺血后心肌收缩力的恢复。其机制可能是 

SEA0400与 NaffCa 交换蛋白相结合 ，减轻细胞内高 Na十对 

Na+／Ca2+交换蛋白的直接激活，减轻缺血期间心肌细胞线粒 

体内的Na+超载、ca“超载，同时使氧自由基生成减少、心肌 

细胞内高能磷酸盐消耗减少、细胞凋亡减轻、心律失常减少 

等，从而达到良好的心肌保护作用[5,15,17,181。 

总之，NaTCa 交换蛋白对于维持细胞内 Na 稳态和 Ca“ 

稳态起着极其重要的作用，Na+／Ca 交换蛋白抑制剂 SEA0400 

能明显减轻缺血再灌注损伤大鼠心肌细胞内钙超载，提供良 

好的心肌保护作用。NafCa“交换蛋白有可能成为新的心肌 

细胞保护靶点 ，SEA0400有着良好的应用前景，其心肌保护 

机制还需要进一步探讨。 
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