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烧伤血清加缺氧条件下高牵张对心肌细胞的影响
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　　提　要:目的　研究烧伤血清加缺氧条件下 , 高牵张对心肌细胞的影响 , 探讨高负荷在严重烧伤后对心肌细胞的作

用。方法　采用原代培养的乳鼠心肌细胞 ,给予正常血清(SN组)、烧伤血清+缺氧(1%O2)(SH 组)、烧伤血清+缺氧(1%

O2)+10%轴向静态牵张(SHS 组)3种刺激 , MTT 法检测心肌细胞活力 、并测定培养上清中乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸激酶

(CK)的活力来反映心肌细胞受损程度。结果　和正常血清比较 ,烧伤血清+缺氧刺激在 1 、3 h 对心肌细胞活力无明显影

响 , 6 h 明显降低心肌细胞活力(P<0.01), LDH 和 CK 活力在 1 h 已经明显升高(P <0.01);和前两者比较 ,烧伤血清+缺

氧+牵张刺激对细胞活力影响在 1 h 就已经明显(P<0.01), LDH 和 CK 活力呈现出爆发式的增高 , 最高可为正常组的 50

倍 ,同时相点烧伤 SH 组的 5～ 6 倍。结论　在烧伤血清合并缺氧条件下 ,高负荷加剧了心肌细胞的损伤。
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of high stretch on cardiomyocytes under burn sera and hypoxia

in order to explore the effects of high load on cardiomyocytes after severe burn.Methods　Cardiac ventricular myo-

cytes isolated from neonatal rats were employed as the target cells.The cells were respectively stimulated by sera from

normal rat , burn sera plus hypoxia and burn sera plus hypoxia and 10% axial static stretch.The viability of cardio-

myocytes was determined using MTT assay , and the degree of damages on cardiomyocytes by detection of the activities

of lactate dehydrogenase (LDH)and creatine phosphokinase (CK).Results　Compared with that in normal group ,

the cell viability decreased mildly at 1 and 3 h after cells were stimulated by burn sera plus hypoxia and decreased

markedly at 6 h after stimulation(P<0.01).The activities of LDH and CK increased significantly at 1 h after stim-

ulation(P <0.01).Compared with that in the former two groups , the cell decreased significantly by burn sera plus

hypoxia and 10% axial static stretch at 1 h , and the activities of LDH and CK increased at a very high level which

reached 70-80 times as much as those in the normal group and 5-6 times as much as those in burn sera plus hy-

poxia group at the same time point.Conclusion　High stretch can aggravate the damage to cardiomyocytes uner burn

sera combined with hypoxia.
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　　严重烧伤后 ,机体失去正常皮肤保护 ,创面大量蒸

发水分 ,组织反应性水肿 ,致有效循环血量锐减 ,直至

发生低血容量性休克 ,机体各脏器处于缺血缺氧状态 ,

合并呼吸道烧伤后 ,机体缺氧将更加严重;再者 ,应激

反应 、缺血再灌注损伤 、失控性炎症反应等致血管内皮

细胞和中性粒细胞结构和功能改变 ,进一步引起微循

环障碍 ,可加重烧伤早期脏器的缺氧缺氧损害 。实验

证实:即使正常及时补液 ,严重烧伤后心肌局部血流量

1 h即显著低于正常水平 ,致伤后 24 h仍显著低于对
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照水平
[ 1]
。现代烧伤治疗强调早期大量补液对于纠正

休克状态具有重要意义 ,但过量补液尤合并吸入性损

伤却会增加心脏负荷 ,本研究目的在于探讨在缺氧烧

伤血清背景下 ,高负荷对心肌细胞的作用。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器
　　DMEM/F12 培养基 、硅酮膜(由重庆大学生物工程学院黄

启平博士提供), 分光光度计(Beckman 美国)、乳酸脱氢酶试剂

盒(南京建成生物工程研究所)、肌酸激酶试剂盒(南京建成生

物工程研究所)。

1.2　方法
1.2.1　乳鼠原代心肌细胞培养及纯化　　心肌细胞来源于正

常SD大鼠之乳鼠心室肌 ,心肌细胞分离采用胰酶组织消化法 ,

纯化采用差速贴壁法和 Brdu 化学抑制法。具体方法参见文献

[ 2] ;将消化后细胞接种至 FBS衬底的硅酮膜上(将 FBS 加入硅

酮膜上 , 37 ℃静置 4 h 后弃去 FBS ,并以 PBS冲洗两次即完成衬

底)。置入细胞培养箱 , 隔日换液 , 改用不含 Brdu 的培养基。 4

～ 5 d后施加刺激因素。

1.2.2　细胞牵张装置的制备及牵张方法　　裁取 3.6 cm×6.4

cm大小的硅酮膜 ,硅酮膜两端各使用硅胶粘着固定 3.6 cm 长

硅胶管(内径 1.5 mm ,外径 3 mm), 选直径 12 cm 的培养皿内选

取7.2 cm×3.6 cm 区域 , 四角分别粘着固定一段 5 mm 长硅胶

管。牵张时 , 7 cm 长的钢针穿过硅酮膜两端的硅胶管 , 向两端

牵拉硅酮膜将其固定于支架上 , 此时硅酮膜牵张延长约 10%

(误差 0.3 mm 内)。根据实验要求牵张相应时间。

1.2.3　正常大鼠及烧伤大鼠血清制备　　正常及 40%、Ⅲ度

烧伤6 h后 SD 大鼠 ,无菌操作抽取腹主动脉血。 4 ℃过夜待血

块凝缩 , 仔细吸出血清 , 4 ℃离心(3 000 r min)15 min , 取上清 ,

56 ℃加热 30 min 灭活补体。分装 , -20 ℃冻存备用。

1.2.4　损伤实验 、分组及时相点设置　　正常组(SN组):正常

培养的心肌细胞。烧伤血清+缺氧组(SH 组):于正常培养的

心肌细胞中加入体积分数 10%的烧伤血清进行缺氧培养(37

℃, O2 、N2 、CO2 的体积分数分别为 1%、94%、5%);制作烧伤缺

氧模型。烧伤血清+缺氧+10%牵张组(SHS 组):在缺氧复合

烧伤血清条件下 ,牵张硅酮膜 。每组取 3 个标本 , 刺激 1、3、6、

12 h后收集相应标本进行检测 。

1.3　观察指标
1.3.1　MTT 法检测细胞活力　　细胞培养 4～ 5 d , 刺激 ,按培

养基的 1/10 比例加入MTT(5 mg/ml), 继续孵育 4 h ,终止培养 ,

吸弃上清。加入定量二甲亚砜 , 振荡 10 min , 使结晶充分溶解。

490 nm 波长分光光度计测定各时相点 D490值(空白对照为不加

细胞只加培养液 ,空白孔调零)。

1.3.2　乳酸脱氢酶检测　　收集培养上清 , 200 ×g 离心 2

min ,取上清 , 另取试管 ,将烧伤血清加入双蒸水中调至 10%, 培

养上清及含 10%烧伤血清的双蒸水按南京建成生物工程研究

所LDH 检测试剂盒说明书检测 LDH。除正常组外 , 其余各组乳

酸脱氢酶的活力等于实测的乳酸脱氢酶活力减去含 10%烧伤

血清的双蒸水所测的 LDH 活力。

1.3.3　肌酸激酶的测定　　培养上清按测 LDH 活力方法同样

处理 , 肌酸激酶采用南京建成生物工程研究所的“肌酸激酶

(CK)测试盒” ,并按提供商使用说明使用。烧伤血清+缺氧组

及烧伤血清+缺氧+10%牵张组的结果为实测结果减去含

10%烧伤血清双蒸水的测定值。

1.4　统计学处理
　　所有数据以 x±s的表示 ,采用 office2000 中 excel进行方差

分析和 t检验。

2　结果

2.1　细胞活力
　　SH 组 , 细胞活力缺氧 3 h 少量下降 , 20 h 活力下将较为显

著 , SHS 组 ,细胞活力 1 h 有较明显下降 , 见表 1。

表 1　心肌细胞活力变化(MTT法)( x±s)

Tab 1　Changes of the viability of cardiomyocytes(MTT)( x±s)

Stimulating time(h)
Group

1　 3　 6　 12　

SN 0.141±0.014

SH 0.136±0.011 0.134±0.014 0.123±0.012## 0.104±0.01##

SHS 0.127±0.012## 0.115±0.007## 0.104±0.006## 0.094±0.005##

##:P<0.01, vs SN

2.2　乳酸脱氢酶活力
　　SH 组和 SHS 各时相点和 SN比较都有明显升高 , SHS 组和

SH 组比较 , 前者增高较后者更加明显 ,见表 2。

表 2　LDH活力测定(U L ,  x±s)

Tab 2　Determination of viability of LDH(U L ,  x±s)

Stimulating time(h)
Group

1　 3　 6　 12　

SN 79.42±15.64

SH 　211.23±36.54＊＊　404.04±30.34##680.7 ±40.85##1 144.4 ±32.81##

SHS 3 477.09±36.78##4 078.52±26.8##5 903.51±41.82##6 142.88±44.57##

##:P<0.01 , vs SN

2.3　肌酸激酶
　　各时相点 CK 活力都较正常有所增高 , 缺氧较牵张增高更

明显 ,缺氧牵张较单纯缺氧或牵张增高更加显著 ,见表 3。

表 3　CK活力测定值(U L ,  x±s)

Tab 3　Determination of viability of CK(U L ,  x±s)

Stimulating time(h)
Group

1　 3　 6　 12　

SN 0.558 6±0.038

SH 1.146 5±0.082## 1.188 2±0.053## 2.037 4±0.25## 2.872 14±0.28##

SHS 2.117 4±0.190## 2.745 5±0.309## 3.706 5±0.298##　 5.010±0.26##

##:P<0.01 , vs SN

3　讨论

　　先前研究示:严重烧伤后 ,可致“休克心” ,并认为

缺血缺氧和细胞因子是“休克心”发生的两大重要原
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因
[ 3]
。现代烧伤治疗强调早期大量补液对于纠正休克

的重要作用 ,但过量补液会增加心脏负担 ,严重烧伤后

加重心脏负担对心肌细胞影响如何少见报道 。本实验

通过施加烧伤血清和缺氧 ,模拟严重烧伤后机体的缺

血缺氧环境 ,并牵拉硅酮膜上的乳鼠心肌细胞 ,构建严

重烧伤背景下心肌细胞高负荷模型 。

实验结果显示:烧伤血清+缺氧情况下 ,心肌细胞

活力下降 , LDH 和 CK增高 。其损伤机制为严重烧伤

时 ,缺血缺氧和机体反应性分泌的多种激素 、炎性因子

互为因果 ,细胞损伤信号表达增强 ,心肌细胞发生

Ca
2+
超载 ,能量代谢障碍

[ 4 , 5]
,产生大量的 ROS相关产

物 ,最终导致心肌细胞变性坏死和凋亡 。

张力刺激对心肌细胞的正常的形态及生理功能的

维持有重要作用 ,张力对心肌细胞的作用是通过所谓

的机械感受和机械传导而发生作用 ,干扰心肌细胞正

常的机械感受和传导功能会导致心肌细胞形态及生理

功能畸变
[ 6]
,许多临床及实验研究支持高机械刺激能

够导致心肌细胞肥大 ,并出现 3个特征性的变化 ,即:

早期即时基因的表达 、蛋白合成增强 、心肌细胞体积增

大
[ 7]
,心肌细胞反应性肥大是对高张力的适应性反应 ,

一定程度上对机体有利 ,但长久持续机械刺激最终导

致心力衰竭 ,高血压心脏病就是典型例子。本实验中 ,

烧伤血清+缺氧条件下 ,牵张心肌细胞早期(1 h)就有

细胞明显受损 ,有研究认为:机械牵张可导致膜的紧张

性增大
[ 8]
,机械刺激可直接导致膜局部出现破损 ,并认

为是机械传导由胞外到胞内的必要条件
[ 9]
;其次 ,缺血

缺氧条件下 ,大量 ROS及其相关产物可氧化细胞膜成

分 ,致膜顺应性降低 ,细胞膜更容易为机械刺激损伤 ,

这可能是缺氧牵张情况下 ,细胞活力下降 ,LDH、Ck爆

发性增高的重要原因;再者 ,机械张力通过整合素可影

响细胞骨架
[ 10]
,严重烧伤时 ,心肌细胞骨架破坏

[ 11]
,细

胞缺少内在骨架支撑也可能是心肌细胞坏死加重 ,活

力下降的重要原因 。此外 ,机械牵张激活MAPK信号

通路可能也参与了心肌细胞的损伤 。

　　综上所述 ,在烧伤血清+缺氧背景下 ,高牵张加重

心肌细胞损害 ,为“休克心”提供另一佐证 。但本实验

仅是观察到一种现象 ,其确切机制仍须继续探讨。
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