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甘氨酸对 SD乳鼠心肌细胞缺氧损伤的保护作用

周军利 ,黄跃生 ,党永明　　(第三军医大学西南医院全军烧伤研究所 , 创伤 、烧伤与复合伤国家重点实验室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨甘氨酸对缺氧心肌细胞的保护作用。方法　台盼蓝排斥实验检测细胞的存活率;生化分析仪检测

培养液中心肌细胞乳酸脱氢酶(LDH)的释放量;激光共聚焦显微镜技术检测缺氧后心肌细胞内游离钙的变化。结果　甘氨

酸可以明显提高缺氧后心肌细胞的存活率;减少缺氧后心肌细胞 LDH 的释放且作用随其浓度的升高而增强;减轻缺氧后心

肌细胞的钙超载。结论　甘氨酸提高缺氧后心肌细胞的存活率 ,减少 LDH 释放 ,减轻钙超载 ,对心肌细胞有保护作用。

　　关键词:甘氨酸;乳酸脱氢酶;钙离子;激光共聚焦显微镜

　　中图法分类号:R322.11;R364.4;R977.4　　　 文献标识码:A

Protective effect of glycine on hypoxic injury to murine cardiomyocytes
ZHOU Jun-li , HUANG Yue-sheng , DANG Yong-ming(State Key Laboratory of Trauma , Burns and Combined Injury , Institute of Burns ,
Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the protective effect of glycine (Gly)on hypoxic injury to murine cardio-

myocytes and the mechanisms.Methods　The survival rate of cardiomyocyte survival was detected by trypan blue ex-

clusion and lactate dehydrogenase (LDH)with an ultraviolet spectrophotometer.Ca
2+
changes in the cardiomyocytes

were detected by laser confocal microscopy.Results　Glycine markedly improved the survival rate of cardiomyocytes

and decreased the release of LDH in cardiomyocytes after hypoxia.The protective effect was in a dose-dependent

manner.Glycine could also block calcium overload after hypoxia.Conclusion　Glycine has the protective effect on

cardiomyocytes through the improvement of survival rate , decrease of LDH release , and blockage of calcium overload

after hypoxia.
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　　有证据表明游离的甘氨酸具有显著的细胞保护作

用 ,可以明显改善由内毒素血症所致的血清转氨酶

的升高 、肝脏和肺的损伤 ,降低了大鼠的死亡率
[ 1]
。同

时也有资料表明甘氨酸可以明显减轻缺血 、再灌注所

致的骨骼肌损伤 ,减轻肌肉的水肿和减少肌肉的坏死 ,

保存了骨骼肌的能量储备(ATP 、磷酸肌酸含量明显升

高)
[ 2]
。然而甘氨酸对烧伤后心肌细胞是否具有保护

作用尚少见报道 , 本研究在此基础上研究心肌细胞
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在缺氧条件下甘氨酸对它的保护作用及其可能作用

机制 。

1　材料与方法

1.1　材料来源
　　出生 1～ 2 d SD乳鼠 32 只(由第三军医大学实验动物中心

提供)。 Fluo-4-AM 、F-127(美国 Molecular Probes)、LDH(南京建

成)、DU-7 紫外分光光度计(美国 Beckman)、激光共聚焦显微镜

(美国 Leica TCS-NT)。

1.2　实验分组
　　心肌细胞存活率检测分为正常组 、正常+甘氨酸组 、缺氧

组 、甘氨酸+缺氧组;LDH 实验分为单纯缺氧组 , 0.1 、0.5、1.0

mmol L甘氨酸处理组 ,缺氧 1、3、6、12、24 h 取上清 , 用紫外分光

光度计检测其 D440值;钙离子测定分为正常组 、正常+1.0

mmol L甘氨酸处理组 、单纯缺氧组 、缺氧+1.0 mmol L 甘氨酸

处理组 4组。

1.3　实验方法
1.3.1　心肌细胞原代分离与培养　　按文献[ 3] 方法 , 取出生

1～ 2 d 的 SD 乳鼠 32 只 ,无菌条件下取出乳鼠心脏 ,去除心房

后剪碎心室组织 , 并用 0.125%胰蛋白酶消化成单细胞悬液。
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细胞经离心 、洗涤后加入含 10%胎牛血清的 DMEM F12培养基

中 , 37 ℃、体积分数 5%CO2 孵育 1 h。去除间质细胞将未贴壁

的心肌细胞按1×106 ml接种于 6 孔培养板中 , 24 h 后换液 1

次。此后每隔 2 d 换液 , 培养 4 d 加干预因素。 加干预因素时

将培养液换为 RPMI 1640(不含甘氨酸)。

1.3.2　细胞的模拟缺氧培养模型　　缺氧依靠在密闭容器中

充入预先配制好的混合气体进行 , 密闭容器作为缺氧培养装

置。混合气体配方为:95%N2 、5%CO2 , 由重庆朝阳气体有限公

司配制。将混合气体以 10 L min 流量充入密闭容器 , 持续 10

min ,同时关闭进气口和出气口 ,容器内氧终浓度为 1%。

1.3.3　台盼蓝排斥法检测心肌细胞存活率　　细胞损伤或死

亡时 ,某些染料可穿透变性的细胞膜 , 与解体的 DNA 结合 , 使

其着色 , 而活细胞能阻止这类染料进入细胞内 , 借此可以鉴别

死细胞与活细胞。镜下观察 , 死细胞被染成淡蓝色 , 而活细胞

拒染。细胞存活率(%)=[ 蓝染细胞 (蓝染细胞+未蓝染细

胞)] ×100%。

1.3.4　培养液中 LDH 测定　　施加刺激因素后收集培养上

清 ,按南京建成检测试剂盒说明书加下列样品:丙酮酸 、标准品

(样品)、双蒸水 、基质缓冲液辅酶 Ⅰ 溶液 , 混匀 , 37 ℃水浴 15

min ,再加入 2 、4-二硝基苯肼溶液 ,混匀 , 37 ℃水浴 15 min ,最后

加入 0.4 ml氢氧化钠溶液 , 混匀 , 室温放置 3 min , 440 nm ,蒸馏

水调零 , 测各管吸光度。 LDH 活力=(测定管-测定空白管) 

(标准管-标准空白管)×2 000(U L)。

1.3.5　心肌细胞游离钙的测定　　按文献[ 4] 方法 , Fluo-4 AM

(终浓度为 2 μmol L), 37 ℃孵育 30 min。在激光共聚焦显微镜

下连续动态扫描细胞内荧光强度变化 , 与钙离子结合的 Fluo-4

在波长 488 nm处激发 , 发射波长 510 nm , 采样频率为 488 Hz , 共

聚焦系统在 Physiology software 软件控制下 , 每皿选 4 ～ 5 个视

野 ,取 20个细胞计算其荧光强度 , 并取其均值 , 以平均荧光强

度变化反映内游离钙浓度的相对水平。

1.4　统计学处理
　　所有数据以 x±s表示。采用SPSS10.0统计学软件进行单

因素方差分析 t检验。

2　结果

2.1　心肌细胞存活率
　　有证据表明 ,在烧伤后 6 h 心肌就已经发生明显的损伤 , 包

括心功能的降低以及心肌细胞的凋亡[5] 。本实验取伤后 6 h 观

察心肌细胞存活率的变化。未经处理的正常心肌细胞存活率

为(92.85±2.22)%,正常+1.0 mmol L 甘氨酸组细胞存活率为

(93.85±2.07)%, 两组间无显著性差异(P >0.05);缺氧 6 h 后

其存活率为(37.47±4.74)%, 甘氨酸处理后心肌细胞存活率为

(68.26±5.77)%, 较缺氧组增高(P<0.01)。

2.2　心肌细胞 LDH 的释放量

　　见表 1 ,缺氧 1 、3、6、12、24 h 后心肌细胞损伤逐渐加重 , 即

其释放的LDH 逐渐增高。而甘氨酸明显具有保护作用 , 在缺氧

后1 h 开始 0.5 mmol L和 1 mmol L甘氨酸就明显的减少了 LDH

的释放(P<0.01);在 3 种不同浓度的甘氨酸处理后 , 缺氧心肌

细胞释放 LDH 明显减少;并且甘氨酸浓度越高 , 心肌细胞释放

LDH 越少 ,即呈现浓度依赖性。

表 1　不同浓度的甘氨酸对心肌细胞 LDH的影响 [ n=4 , ( x±s)U L]

Tab 1　Effects of different concentrations of glycine on changes of

LDH activity in cardiomyocytes [ n=4, ( x±s)U L]

Anoxic time(LDH)(h)
Group

1 h 3 h 6 h 12 h 24 h

　Control 358.52±14.91 813.68±16.81 1 564.05±40.52　1 928.55±17.41　　2 680.37±14.68　　

　Gly0.1 253.66±16.28 649.57±7.80 1 169.42±28.10＊1 521.65±59.19　　2 385.19±12.28＊＊

　Gly0.5 173.08±8.12＊＊ 523.93±14.87＊＊　885.67±8.34＊＊1 193.31±35.22＊＊2 006.67±11.44＊＊

　Gly1 117.21±8.59＊＊ 440.60±5.10＊＊　716.60±18.39＊＊　759.06±24.90＊＊1 667.04±8.67＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs cont rol

2.3　心肌细胞游离钙的测定
　　正常心肌细胞钙离子荧光探针 Fluo-4 的平均荧光强度

26.84±8.26(图 1):正常+甘氨酸组心肌细胞 Fluo-4 平均荧光

强度为 26.24±7.52 (图 2), 两组间无显著性差异(P>0.05)。

心肌细胞缺氧 6 h 后 , Fluo-4 平均荧光强度为 139.60±28.83

(图 3);缺氧组加入 1 mmol L Gly 后钙离子平均荧光强度为

72.40±52.15(图 4)。缺氧组与正常组相比 , 具有显著性差异

(P<0.01);甘氨酸处理组与缺氧组相比 , 具有显著性差异(P

<0.01)。故缺氧后心肌细胞发生明显的钙超载 , 而加入

1 mmol L甘氨酸后心肌细胞钙超载明显减轻。

图 1　正常心肌细胞钙离子变化　(荧光探针×400)

Fig 1　Changes of Ca2+ in normal cardiomyocytes　(Fluo-4 ×400)

图 2　甘氨酸对正常心肌细胞钙离子的影响　(荧光探针×400)

Fig 2　Effects of glycine on Ca2+ of normal cardiomyocytes　(Fluo-4×400)
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图 3　缺氧对心肌细胞钙离子的影响　(荧光探针×400)

Fig 3　Effects of hypoxia on Ca2+ of cardiomyocytes　(Fluo-4 ×400)

图 4　甘氨酸对缺氧心肌细胞钙离子的影响　(荧光探针×400)

Fig 4　Effects of glycine on Ca2+ of cardiomyocytes after hypoxia

　(Fluo-4 ×400)

3　讨论

　　研究表明烧伤早期就存在心肌缺血缺氧损害 ,严
重烧伤后很早即发生心肌损害 ,由干心脏的特殊重要

性 ,其损害不仅可引起心功能不全 ,还可诱发或加重休
克 ,导致或加重全身其他组织器官的缺血缺氧损害和

炎症反应 ,这一现象被称为“休克心”
[ 6]
。因而在烧伤

早期实施有效的心肌保护措施是治疗成功的关键 。
甘氨酸是化学结构最简单的天然氨基酸 ,也是人

体内的一种非必需氨基酸 。它除了参与蛋白质代谢基
本功能外 ,已被证明是中枢神经系统中惟一一种抑制

性神经递质 ,通过激活突触后膜上的甘氨酸受体来发
挥作用

[ 7]
。近来的研究表明 ,游离的甘氨酸具有显著

的细胞保护作用。甘氨酸对Kuffer细胞 、中性粒细胞 、
血管内皮细胞 、精子细胞 、肝实质细胞等都具有保护作
用 ,其保护作用主要体现在对抗缺氧 、缺血再灌注损

伤 、LPS攻击形成的二次打击和脓毒症等损伤方面
[ 8]
。

甘氨酸对缺血心肌有明显的保护作用 ,降低了心肌组

织脂质过氧化物 MDA 的产生 ,超氧化物歧化酶 SOD

明显增加 ,同时也改善了心肌的缺血
[ 9]
。

本实验台盼蓝排斥法检测心肌细胞存活率中证

实 ,甘氨酸对正常心肌细胞无损害 ,但明显降低缺氧
6 h 后心肌细胞的死亡率;同时证实缺氧6 h后部分心

肌细胞已经发生不可逆性损伤 。心肌细胞缺氧后释放
LDH 明显增加 ,说明心肌细胞受到了不同程度的损
伤 ,并且随缺氧时间的延长其损伤逐渐加重;而加入甘

氨酸后 ,其各个时相点释放 LDH 都明显减少 ,而说明
甘氨酸具有显著的保护作用;并且其保护作用与甘氨

酸的浓度呈依赖性。
心肌细胞内钙离子的增加会导致钙超载 ,损伤细

胞膜 ,激活磷脂酶 , 促进膜磷脂的降解 ,损伤心肌细
胞
[ 10]
。本研究运用激光共聚焦技术结合钙离子荧光

染料 Fluo-4AM显示细胞内游离钙 ,对甘氨酸在心肌细
胞的钙离子调节中作用进行了初步研究 。根据本研究

的实验结果表明 ,缺氧后心肌细胞发生明显的钙超载 ,
加入甘氨酸后钙超载明显减轻 。

本实验结果表明 ,甘氨酸对心肌细胞有明显的保
护作用 ,提高了缺氧后心肌细胞的存活率 ,减少了 LDH

的释放 ,减轻了心肌细胞的钙超载 ,从而发挥了它的保

护作用。然而其具体的作用机制还有待进一步探讨。
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