
． 274． 重庆医科大学学报2002年第27卷第3期 ('Journal of Chongqing Medical University 2002．Vo1．27 No．3) 

文章编号：0253-3626(2002)03-0274-02 

缺血预处理时心肌细胞 一肾上腺素能受体的调节 

覃 数，陈运 贞 

(重庆医科大学临床学院心 内科 重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究缺血预处理对肾上腺素能受体(D AR)数量及亲和力(I(d)的影响。期望能为设计药物预处理提供基础资 

料。方法：本实验以大白鼠为模型，采用放射配基结合实验，测定反复短暂缺血再灌注时心肌细胞膜 p AR的数量与亲合力。 

结果：缺血预处理的反复短暂缺血再灌注阶段导致0 AR数量增加和亲合力下降。结论：缺血预处理导致 0 AR数目增加及亲 

和力的降低，涉及缺血预处理的保护机制。 
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Regulation of D—adrenergic receptor activity during ischemic preconditiOning 

QINShu,et al 

(Department ofCardiology,College ofClinical Medicine,Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：The aims of this study were to detect the regulations of adrenergic receptors during 

ischemic precOnditiOning to offer the basic material for designing pharmocological precOnditiOning． Methods： 

By using radioligand bind assay．membrane recptors of the heart muscle cells were quantited in Bmax and Kd 

value of D AR pre and post three cycles of 5 min ischemia．Results： The ischemic preconditioning increased 

Bmax and Kd value of D AR．Conclusion： The ischemic preconditioning increased Bmax and Kd value of D AR， 

which may be one of the main mechanisms of ischemic preconditioning． 
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急性心肌缺血与交感神经兴奋关系密切，后者 

对心肌的作用又依赖于儿茶酚胺递质的存在和受体 

的活性。因此，对缺血预处理阶段时肾上腺素能受 

体数 目与功能的研究有重要意义 。文献报道兔的缺 

血 预 处 理 ， 不 影 响 持 续 缺 血 期 (Sustained 

ischemia)D AR的下调 (Down-Regulation)，只是 

使细胞内腺苷酸环化酶降解 延迟 (Delaying)，从 

而发挥保护作用川；而大白鼠的急性心肌缺血 D AR 

则表现为上调 (Up-Regulation)[21o缺 血预 处理 阶 

段 D AR~I1何变化，其意义如何有待阐明。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪 器与材料 

液闪仪 (Beckman LS1801)，低温超速离心机，JY92． 

Ⅱ超声波细胞粉碎机，内切式匀浆器。 

I．2 主要药品 

H．双氢 得舒 ( H．Dihydroalprenolol H．DHA)， 比放 

作者介绍：草 数 (1957- )，男，副教授，博士。 

主要研究方向：心肌缺血 与保护机制 。 

45Ci／mmol，放化纯度>95％ (中国原子能研究院同位素研 

究所产品 )。 

1．3 缺血预处理模型 

参见文献【3】。 

1．4 动物分组 

Wistar~白鼠 (雌雄不分)，体重200—300g，54只，共 

分为3组：①对照组 (n=l8)假手术后lh，取心肌制膜；② 

短暂缺血再灌注组 I(n=l8) 阻断冠脉5rnin再灌注5min， 

重复3次，30min后，取心肌制膜 (反应缺血预处理后有效保 

护期间内受体状态)。⑦短暂缺血再灌注组 II(n=1 8) 阻 

断冠脉5min再灌注5min，重复3次，3h后取心肌制膜 (反应 

缺血预处理后已经脱离有效保护期间受体状态)。 

1．5 心肌细胞膜制备 

动物模型到实验的终点，迅速开胸取出心脏，冷生理盐 

水 (4"C)灌洗，冲去残血。剪碎后，每克组织~I4~C冷缓冲 

液20ml(Tris 5mmol／L、蔗糖0．25mol／L、EGTA lmmol／L、 

pH 7．5)。用内切式匀浆器粉碎 (10000dmin×30s×2，两次 

中间停60s)，再用超声波粉碎机处理3min(每20s~jC40s)， 

全部过程在冰浴中进行 匀浆离心，在4"C条件下，第1次用 

800g离心10min(去除细胞核等致密物质)，小心将上清 

液，移至另一离心管，用20000g离心i h，弃上清液，用4℃ 

冷Tris．Hcl缓冲液 (50mmol／L Tris．Hcl、25mmol／L MgCI2、 
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假手术组 

反复短暂缺血再灌注后30min组 

反复短暂缺血再灌注后3h组 

492±78 

l190±l82．5 

1410±1400 

1．03±0．24 

2．40±0．65★ 

5．60士1．30。 

反复短暂缺血再灌注后30min组与假手术组比较，Bmax和Kd均有显著增~tl(P<0．005，P<0．05)。 

。反复短暂缺血再灌注后3h组，Bmax和Kd继续增加，但是幅度较小，与30min组比较无明显差别(P=0．08，P=0．07)。 

pH 7．5)悬浮沉淀，重新离心，条件同上。蛋白定量沉淀再 

次悬浮后，用考马斯亮兰法进行蛋白定量，调其浓度为2m 

ml，分装保存于．20"(3，l周内使用。 

1．6 受体配基结合反应和结合 配基的分离 

D AR结合实验：取0．1 ml的细胞膜悬浊液，与不同浓度 

的 H．双氢心得舒 (终浓度为 1．25， 2．5， 5， l0， l5， 

25nmol／L)在 Tris．Hcl缓冲液中进行反应，总体积0．4ml，各 

浓度均作平行测定，非特异结合加入lmmol／L的心得安 (以 

上操作在冰浴 中进行 )，置于37℃温浴中10min，再移入 冰 

浴中，随后经玻璃纤维滤膜真空抽滤，15ml冰缓冲液，分3 

次冲洗 。滤膜经80"(3烘干，置于二甲苯闪烁液中 (5ml／液闪 

瓶)，暗处过夜，作放射计数。 

1．7 数据处理与统计分析 

本实验采用放射配基分析法测定受体的最大结合数目与 

受体亲合力。根据Scatchard作图，直线的横截距为受体的最 

大结合数目 (Bmax)，直线的斜率 (1／Kd)反应放射配基 

与受体的亲合力。数据结果都表示为均数±标准误，两组结 

果比较作 t检验。 

2 结 果 

反复短暂缺血再灌注30min后，大鼠心肌 p AR 

的Bmax和Kd值与假手术组比较明显增高 (492-1-78 

fmol／mg．P— l l9± 182．50fmol／mg．P，P<0．005， 1．O3 

±0．24—2．4±0．65，P<O．05)，反复短暂缺血再灌 

注3h后Bmax和Kd仍然继续有上升，但是与30min时 

比较无统计学意义 (1 190+l 82．50fmol／mg．P一1410 

± 140fmol／mg ·P，P=O．08， 2．40-1-0．65— 5．60-1- 

1．30，P=0．07)，见表l。 

3 讨 论 

本实验证明多次短暂缺血与再灌，可导致 p 

AR上调 。然而交感神经兴奋，血儿茶酚胺浓度 增 

高，p AR下调，已被广泛接受；如心力衰竭时伴 

有 交感神经兴奋，血儿茶酚胺浓度增高， p AR下 

调。不过已有证据表明，心力衰竭的 p AR下调可 

能有与儿茶酚胺水平增高无关的其它机制参与，例 

如心肌肥厚、心肌坏死和其它未知因素；理由是放 

射性自显影提示，心衰时 p AR下调，仅见于心内膜 

下区域[4 ；而衰竭心肌培养细胞 p ARK的mRNA表 

达是增强的 】。此外，急性心肌缺血时伴有交感神 

经兴奋性增高，血儿茶酚胺浓度增高，缺血心肌局 

部循环血儿茶酚胺聚集浓度高达lo0—1000倍，心 

肌有肾上腺素能受体过度激活的情况，已为实验所 

证实。因此， p AR的调节不能简单地归结于激动剂 

使之下调，拮抗剂使之上调。在急性缺血应激状态 

时，儿茶酚胺使 p AR上调可能系备用受体(Spare 

receptor)动员，对心肌细胞具有保护作用。因为大 

量动员出来的p AR是一种低亲合力受体，可以缓冲 

儿茶酚胺增加心肌耗氧量的不利作用。 

在缺血预处理有效保护期间内，Kd值增加 

(Kd，放射配基与受体的解离常数，其值与受体亲 

和力成反比)，表示迅速动员，数量增多的p AR亲 

和力是降低的；而反复短暂缺血再灌注后3h，超过 

缺血预处理的保护期间，p AR继续上调，提示缺血 

预处理的心肌保护与低亲合力的 p AR有关。 

反复短暂缺血再灌注后3h，心肌产生和维持 p 

AR的增数调节对左心功能具有一定的代偿意义，因 

左室大块心肌缺血缺氧，可导致左室功能减退， p 

AR上调有助于改善左室功能，在提高心排血量的效 

应 中，小动脉及静脉阻力下降，减轻左室前、后负 

荷也有利于提高心泵功能。此外，在缺血预处理的 

有效保护期外， p AR仍然进行增数调节，提示 p 

AR可能与缺血预处理的晚期保护【Second window 

ofprotection]有关，因为3h以后 p AR继续增多，可 

能已经涉及到蛋 白的合成与表达[Preconditioning— 

associated protein synthesis]，而缺血预处理相关蛋 白 

又被认为是缺血预处理晚期保护的重要物 。 

综上所述，反复短暂缺血再灌注所导致的p AR 

改变，有可能是缺血预处理的重要机制 】，但 是 否 

为缺血预处理的关键或启动机制仍然不清楚。 

f下转g279~) 
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intestinal polypeptide)基因表达增强，这种基因的表 

达 产 物可 通 过调 节 脑 源性 神 经营 养 因子(Brain— 

derived neural factor BDNF)的表达而调节神经元可 

塑 性 【9 ；耐药性癫痫 鼠DNA拓扑异构酶III表达增 

强，其可能的作用是增强DNA的复 制、转录 、重 

组、和修复功能，是突触可塑性增强的物质基础； 

此外，我们还发现许多功能类似的基因表达增强， 

如 转 录 因 子 HBF．1mRNA(HBF—l mRNA for 

transcription factor)、基本转录 因子62kD亚基(basic 

transcription factor 62kD subunit)、转录因子TFIIE—a 

(transcription factor TFIIE—alpha)、 转录因子WSTF 

(transcription factor WSTF)等基 因，这些基因从不同 

的环节参与了DNA的修复 、复制，是神经元突触可 

塑性重要的物质基础，这些基因的表达增强，支持 

难治性癫痫 中突触 可塑性 增强是其重要成因的假 

说。 

实验结果提示，难治性癫痫的耐药机制是复杂 

的，有多个系统 、多种基 因参与 了耐药机 制的形 

成，其中，突触可塑性增强是其重要的成因，如何 

逆转这些基 因的改变来防治难治性癫痫，尚有待进 
一

步研究。 
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