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　　提　要:目的　验证机械牵张加重模拟缺血缺氧对心肌细胞的损伤效应。方法　利用所建立的心肌细胞体外牵张

模型 ,模拟施加缺血缺氧因素 , 观察心肌细胞形态 、培养液中乳酸脱氢酶(LDH)含量及碘化丙啶(PI)染色阳性细胞比例的

变化。结果　10%牵张后 ,心肌细胞形态完整 , LDH 及 PI染色阳性细胞比例无明显变化。模拟缺血缺氧后形态明显破坏 ,

LDH 及 PI 染色阳性细胞比例显著增加。牵张复合模拟缺血缺氧后 ,细胞形态破坏加剧 , LDH 含量急剧上升 , PI 染色阳性

细胞比例进一步显著增加(P<0.01)。结论　机械牵张加剧了模拟缺血缺氧对心肌细胞的损伤效应 ,提示严重烧伤早期

过多过快补液导致心脏前负荷的迅速增加对心肌组织产生牵拉可能会加剧业已存在的心肌细胞损伤 , 从而进一步促进了

心肌损害的发生。
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　　Abstract:Objective　To clarify if mechanical stretch aggravates cardiomyocyte injury caused by ischemia hy-

poxia.Methods　Cardiomyocytes were cultured in vitro and a uniaxial static mechanical stretch device was success-

fully manufactured.Lactate dehydrogenase (LDH)leaking , ratio of propidium iodide (PI)staining positive cells ,

and cardiomyocyte morphology were observed to test the effects of mechanical stretch cardiomyocytes exposed to simu-

lated ischemia hypoxia.Results　Mechanical stretch (10%)resulted in no obvious changes of morphology of car-

diomyocytes , LDH leakage and ratio of PI staining positive cells(P>0.05).When mechanical stretch and simulat-

ed ischemia hypoxia were imposed on cardiomyocytes simultaneously , LDH leakage and ratio of PI staining positive

cells increased greatly and cell morphology changed obviously (P <0.01).Conclusion　Mechanical stretch may

aggravate cardiomyocyte injury caused by ischemia hypoxia , which may be another pathological cause of shock heart.

　　Key words:cardiomyocyte;mechanical stretch;ischemia hypoxia
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部也保持着一种静态或动态的力学相互作用 。研究表

明 ,外在物理力和内部应力对于细胞生长 、形态维持和

分化起到了重要的作用。正常情况下 ,心脏内血流使

心肌充盈 ,心腔扩张 ,对心肌产生一定的机械牵张刺

激。严重烧伤早期由于缺血缺氧与炎症反应失控即发

生了器质性心肌损害
[ 1]
。此时血容量的减少以及过多

过快补液所造成的血容量迅速增加等血液动力学的急

剧变化使心肌细胞所受到的牵张刺激发生变化。这种

变化对于业已存在的心肌损害有何影响尚不清楚 。我

们推测 ,严重烧伤后早期缺血缺氧损害对心肌细胞造

成损伤的基础上 ,血液动力学的变化(机械刺激)可能
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会加重这种损伤。为了验证这一设想 ,本研究建立了

体外培养的心肌细胞机械牵张模型 ,并施加缺血缺氧损

伤因素 ,模拟严重烧伤早期过多过快补液导致心脏前负

荷的迅速增加对心肌组织产生牵拉这一临床现象 ,明确

机械因素对缺血缺氧损害心肌细胞的作用 ,从而进一步

明确阐明烧伤早期心肌损害发生发展的机制。

1　材料与方法

1.1　实验材料与试剂
　　SD乳鼠(本校实验动物中心), DMEM F12 培养基(Gibco 公

司), 标准胎牛血清(Hyclone 公司), FITC 标记的 Phalloidin(Sigma

公司),荧光显微镜(Olympus 公司), 5-溴-2-尿嘧啶脱氧核苷(Br-

du)(Sigma 公司)。

1.2　心肌细胞原代分离与培养
　　按文献[ 2]方法 , 取出生 1 ～ 2 d 的 SD乳鼠 30 只(本校实验

动物中心),无菌条件下取出乳鼠心脏 , 去除心房后剪碎心室组

织, 并用质量浓度 0.125%胰蛋白酶消化成单细胞悬液。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接种于预先以胎牛血清表衬的硅酮膜上, 置于培

养皿中, 24 h 后换液1次。此后每隔2 d 及实验干预前换液。

1.3　细胞的牵张刺激与模拟缺血缺氧培养
　　参照 Sadoshima 等[ 3] 介绍的方法 , 对培养心肌细胞施加固

定牵张刺激 ,牵张刺激强度以拉长硅酮膜 10%作为标准。实验

分3 组 , 分别 10%牵张组(Sketch , S)、模拟缺血缺氧培养组

(Ischemia hypoxia , I)、10%牵张+模拟缺血缺氧培养组(Isch-

emia hypoxia+sketch , IS)。未刺激前作为对照组。

　　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%。缺血为缺氧刺激前更换培养液时将培养

液换成无糖的 DMEM F12培养液 ,模拟缺血环境[ 4] 。

1.4　免疫荧光染色
　　刺激因素去除后 , 进行免疫荧光染色。 -20 ℃甲醇固定

3 min 后 TBS 清洗 , 以含 0.5% Triton X-100 的 TBS 液温育打孔

10 min , TBS 漂洗后 2%牛血清白蛋白封闭 10 min。以含有 phal-

loidin-FITC 的封闭液 37 ℃水浴中闭光(以下同)孵育 30 min 对

F-actin 进行荧光标记。TBS 漂洗后封片行激光共聚焦检测。

1.5　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 m 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)。

1.6　心肌细胞 PI 染色阳性率检测

　　取爬片贴壁的心肌细胞 , 实验前 PBS 洗 2 遍 , 更换培养液。

施加实验刺激因素 , PBS 洗两遍。以 PI 荧光染液于 37 ℃染色

20 min ,荧光显微镜下见部分心肌细胞核红染明显后及时以

PBS 漂洗 3次 , 彻底去除 PI 残余后于荧光显微镜下观察照相。

1.7　统计学处理
　　采用 SPSS10.0 统计学软件进行重复测量的方差分析 、多重

比较及独立样本的 t检验 , 所有数据以 x±s表示。

2　结果

2.1　不同刺激因素对心肌细胞形态的影响
　　在激光共聚焦显微镜下 ,正常心肌细胞呈梭形或不规则形

(图 1A)。牵张 3 h 后细胞形态完好 , 与周边分界清楚 , 细胞铺

展面积增加 ,局部呈增强趋势(图 1B);模拟缺血缺氧 3 h 细胞

完整性即出现破坏 ,周边毛糙不规则 , 细胞膜完整性受损 ,细胞

内出现空泡(图 1C);10%牵张+缺血缺氧 3 h细胞外形破坏明

显 ,细胞形态不规则 , 胞浆内见空泡 , 微丝结构几乎完全破坏

(图 1D)。

A:Normal control group;B:Group S at 3 h;C:Group I at 3 h;D:Group IS at 3 h

图 1　心肌细胞形态

Fig 1　Morphology of cardiomyocyte

2.2　不同刺激因素对心肌细胞铺展面积及长度的影响
　　正常心肌细胞牵张后细胞面积增加 , 10%牵张 3 、12 h 后细
胞面积明显增大(P<0.05)。模拟缺血缺氧培养下 , 细胞出现

收缩 ,面积变小。模拟缺血缺氧牵张12 h 后细胞面积明显变小

(P<0.01)。细胞长度在牵拉后也呈增加趋势 , 其中以牵张 12

h 增加最为明显(P <0.05)。 10%牵张+模拟缺血缺氧后细胞

长度缩短 ,但统计学意义不明显。细胞面积长度比总体上呈牵

张后增加 , 10%牵张+缺血缺氧后变小趋势(表 1)。
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表 1　不同刺激对心肌细胞面积 、长度的影响

Tab 1　Effects of different stimuli on cell area and length

Area( x±s) Length( x±s) Area∶length

Normal 11 249.1±1 704.2 208.7±21.2 53.71

S 3 13 532.3±1 429.7＊# 227.3±16.1＊ 59.15

S 12 13 776.8±2 944.2＊## 249.6±24.9＊ 56.01

I 3 10 989.5±2 381.4 206.4±24.8 53.26

I 12 10 007.9±2 034.8 204.8±20.7 48.69

IS 3 10 462.4±1 880.1 198.7±12.7 52.58

IS 12 8 763.4±1 537.6＊＊ 202.1±16.0 43.56

The value of area and length were the number of pixels.F =11.364;

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01, vs normal;#:P<0.05;##:P<

0.01 , vs group IS

2.3　不同刺激因素对细胞培养液 LDH 含量的影响

　　正常离体培养的心肌细胞培养液中 LDH 含量低 , 其含量变

化随时间约成线性关系。10%牵张后 LDH升高不明显 ,与正常

组无明显差异(P>0.05)。缺血缺氧后 LDH 升高趋势明显 , 1、3

h 高于正常对照组 , 6 、12 h 升高更加明显(P<0.01)。 10%牵张

+缺血缺氧组 LDH 急剧升高 , 各个时相点均显著高于正常组

(P<0.01),且与其它各组比较均明显增高(P<0.01),见表 2。

2.4　不同刺激对 PI染色阳性心肌细胞比例的影响

正常情况下离体培养的心肌细胞 PI 染色阳性数目极少。

10%牵张 12 h 后 PI 染色阳性心肌细胞比例无明显变化 , 与正

常相比无显著差异(P >0.05)。模拟缺血缺氧组 PI 染色阳性

心肌细胞比例明显增加 , 3 、12 h均显著高于正常组(P<0.01)。

10%牵张+模拟缺血缺氧组 PI 染色阳性心肌细胞比例明显增

加 , 3、12 h均高于正常 , 且明显高于其它各组(P<0.01)(表 3)。

图 2为同一视野光镜 、荧光显微镜图像合成。

表 2　不同刺激因素对细胞培养液 LDH含量的影响(单位:IU L)

Tab 2　Effects of different stimuli on LDH concentration

Time of stimulation(h)
Group

0 1 3 6 12

Normal 0 157.4±40.5 376.0±38.4 615.9±62.1 710.6±59.5

S 0 171.2±28.6# 394.0±45.5# 580.7±50.8# 744.4±66.7#

I 0 280.1±38.8＊# 474.3±50.5＊# 1054.7±61.2＊＊# 1877.2±173.0＊＊#

IS 0 5496.6±478.8＊＊ 6078.5±359.7＊＊ 6903.5±421.3＊＊ 8142.9±562.7＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs normal;#:P<0.05 , vs group IS

表 3　不同刺激因素对 PI染色阳性心肌细胞比例的影响(%)

Tab 3　Effects of different stimuli on the ratio of PI staining

positive cells(%)

Time of stimulation(h)
Group Before stimulation

3 12

S 0.55# 0.54#

I 0.53 3.2＊# 12.7＊#

IS 10.2＊ 28.9＊

＊:P<0.01 , vs before stimulation;#:P<0.01 , vs group IS

A:Normal control group;B:Group S at 12 h;C:Group I at 12 h;D:Group IS at 12 h

图 2　PI染色阳性心肌细胞　(×200)

Fig 2　PI staining of cardiomyocyte　(×200)

3　讨论

3.1　模拟缺血缺氧条件的选择

　　在本研究中 ,我们选择以缺血缺氧模拟烧伤后心

肌损害的主要致病因素 ,主要基于以下考虑:缺血缺氧

损伤是严重烧伤后脏器功能受损的根本原因 ,心脏亦

不例外 。烧伤后 30 min可使心肌营养性血流量减少

15%,12 h后减少 60%, 24 h仍低于正常水平 ,表明严

重烧伤早期心脏血供已有明显减少 。同时 ,低灌流及

红细胞破坏所造成的缺氧亦同时并存 。然而 ,严重烧

伤后心肌细胞外周的确切氧浓度或氧分压并不清楚 ,

选用何种程度的氧浓度作为烧伤后心肌缺氧的参数国

内外亦无相应的资料可供借鉴 。正常情况下 ,组织液

的氧分压一般为 20 mmHg 。而目前国内外学者在心肌

细胞低氧性损害研究中大多采用正常大气压下 1%的

氧浓度作为缺氧的具体参数
[ 5 , 6]
,依此计算 心肌细胞

培养液中氧分压约为 7.6 mmHg 。因此 ,我们参照文献

[ 7] ,利用缺氧装置进行置换充气后 ,采取密闭容器中

的细胞培养液进行分析 ,证实了培养液中氧分压约为

7 ～ 8 mmHg(培养液中 pH 值也在缺氧期间无明显变

化)。所以 ,本研究同样采用了 1%的氧浓度作为心肌

细胞缺血缺氧损伤研究的氧浓度标准。
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3.2　机械牵张加重缺血缺氧对心肌细胞形态的破坏

在本研究的细胞模型中 ,10%牵张组细胞表现出

铺展面积的增加 ,微丝发生与受力方向相关的重排 ,局

部呈增强趋势 ,细胞形态完整无破坏 ,随时间延长 ,此

趋势更加明显 ,与文献[ 8]报道相一致 ,提示了机械牵

张促进细胞合成代谢 ,导致细胞肥大的作用 。模拟缺

血缺氧 3 h细胞内出现空泡 ,微丝部分破坏 ,细胞完整

性受损;随时间延长 ,空泡明显增多变大 ,微丝结构几

乎完全破坏 ,表明损伤随时间延长而加重 。10%牵张

+模拟缺血缺氧 3 h时细胞形态变化即非常明显 ,细

胞完整性破坏 ,边缘毛糙不规则。上述研究结果表明 ,

机械牵张明显加剧了模拟缺血缺氧心肌细胞形态的破

坏作用明显 。相应地 ,形态的显著变化必然伴随着细

胞生理功能的异常。

3.3　机械牵张加重模拟缺血缺氧对心肌细胞(膜)的

损伤

　　研究结果显示 , 10%牵张+模拟缺血缺氧时培养

液中 LDH 含量爆发性上升 ,远远超过缺血缺氧造成心

肌细胞损伤时 LDH 的释放。虽然 ,胞浆内酶的释放可

能与漏出 、胞吐(exocytosis)及膜泡脱落(shedding of

membrane blebs)几种方式有关
[ 9]
,与细胞(膜)的可逆性

损伤及不可逆性损伤都有密切的关系 ,但大量的爆发

性的酶释放则几乎完全与细胞膜的严重破坏有关(这

也与我们实验中 PI 染色阳性细胞数目的明显增多相

一致)。发生这种现象可能与缺血缺氧造成心肌细胞

广泛的膜受损或脆性增强 ,对机械牵张的耐受下降有

关;也可能与在缺血缺氧情况下机械牵张造成的细胞

大量死亡 ,胞内物质大量释放有关 。而且 ,上述两种也

可能同时存在
[ 10]
。10%牵张刺激时 PI染色阳性心肌

细胞比例与正常无明显差别;缺血缺氧后阳性率才明

显上升;10%牵张+模拟缺血缺氧时 PI染色阳性心肌

细胞比例更加显著的上升表明复合刺激对细胞的破坏

极其严重 ,这与模拟缺血缺氧组存在显著差异 。由于

PI只能进入细胞膜有严重损伤的细胞内 ,因此对发生

不可逆损伤的细胞可以标记 ,而活细胞基本不着色。

所以 PI 染色阳性心肌细胞比例的显著增加则明确提

示了机械牵张加剧了模拟缺血缺氧造成的不可逆性细

胞损伤。

以上研究结果初步表明 ,机械牵张加重了模拟缺

血缺氧对离体培养心肌细胞的损伤 ,证实了我们的设

想。在模型较好的模拟了严重烧伤后体内情况的基础

上 ,我们进一步推测 ,严重烧伤早期过多过快补液导致

心脏前负荷的迅速增加对心肌组织产生牵拉 ,这种机

械因素可能会加剧业已存在的由低血容量所造成缺血

缺氧性心肌细胞损伤 ,从而进一步促进了心肌损害的

发生 。这对于阐明严重烧伤早期心肌损害的发生发展

机制及其防治具有重要意义。
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