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心肌缺血再灌注损伤时细胞核被膜钙泵活性特征的研究

张乐之 ,付爱玲 ,何华美　　(第三军医大学基础医学部药理学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　研究心肌缺血再灌注损伤时 Ca2+ 、ATP、ADP和 AMP对细胞核被膜钙泵(Ca2+-ATPase)活性的调节。

方法　采用大鼠心肌缺血再灌注模型 , 密度梯度分离纯化细胞核 , 定磷法测定 Ca2+-ATPase活性。结果　与正常大鼠相

比 ,缺血再灌注损伤动物血浆 MDA和 FFA显著升高(P<0.01);细胞核 Ca2+-ATPase 活性下降 ,对 Ca2+亲和力降低;ADP、

AMP对核 Ca2+-ATPase活性的影响明显减弱;ATP对 Ca2+-ATPase的作用在[ ATP] 小于 1.0 mmol L时 , 与正常细胞 Ca2+-AT-

Pase 活性无显著差异 ,浓度增至 2.0 mmol L时 ,活性低于正常细胞 , ATP 浓度继续增加 ,核 Ca2+-ATPase活性快速增加。 结

论　心肌缺血再灌注损伤时 Ca2+ 、ATP、ADP、AMP对心肌细胞核 Ca2+-ATPase活性的影响发生了明显改变 , 其病理生理意

义值得进一步探讨。
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Characteristics of myocardial nuclear Ca
2+-ATPase after ischemia-reperfusion injury in rats

ZHANG Le-zhi , FU Ai-ling , HE Hua-mei(Department of Pharmacology , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the regulatory effects of Ca
2+
, ATP , ADP and AMP on myocardial nuclear

Ca
2+
-ATPase activity after ischemia-reperfusion injury.Methods　The model of myocardial ischemia-reperfusion in-

jury was established in rats.Myocardial nuclei were purified using sucrose density gradient centrifugation.The activi-

ty of Ca
2+
-ATPase was measured with ascertaining phosphate.Results　Compared with the control , plasma levels of

MDA and FFA after myocardial ischemia-reperfusion injury increased significantly (P <0.01).The effects of ATP

and ADP on activity of myocardial nuclear Ca
2+
-ATPase decreased markedly (P<0.01).There was no difference in

Ca
2+
-ATPase activity when ATP concentration was lower than 1.0 mmol L.However , when ATP concentration

reached 2.0 mmol L , Ca
2+
-ATPase activity was lower than that of the control.Ca

2+
-ATPase activity rose dramatical-

ly when ATP concentration kept on increasing.Conclusion　The effects of Ca
2+
, ATP , ADP and AMP on nuclear

Ca
2+
-ATPase activity have altered markedly after myocardial ischemia-reperfusion injury.

　　Key words:myocardial ischemia-reperfusion injury;nuclear Ca
2+
-ATPase;Ca

2+
;ATP;ADP;AMP

　　长时间心肌缺血可造成心肌损伤和细胞死亡 ,改

善心肌缺血理想的方法是恢复灌注 ,但恢复灌注仍能

造成细胞继续损伤。目前 ,由于冠心病的介入治疗 、早

期溶栓术以及体外循环手术等的广泛开展 ,心肌缺血

再灌注损伤已成为临床上最为常见的病理过程之一。

心肌缺血再灌注损伤时 ,细胞内 Ca
2+
超载。现已知细

胞核被膜存在一个独立于胞浆钙的钙主动转运系

统
[ 1]
,缺血再灌注损伤时核被膜 Ca

2+
-ATPase活性的变

化及其病理意义 ,目前还不清楚。本实验旨在研究心

肌缺血再灌注损伤时[ Ca
2+
] 、ATP 、ADP 、AMP 对细胞
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核被膜 Ca
2+
-ATPase 活性影响的改变 ,以探讨心肌缺

血再灌注损伤时细胞核功能紊乱的可能机制 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　健康雄性Wistar大鼠 64只 , 体质量(200±20)g , 由本校实

验动物中心提供。 ATP-Na2 , ADP-Na , AMP, PMSF , DTT 均为

Sigma公司产品;L-histidine为上海生物化工公司 BBI分装。

1.2　心肌缺血再灌注模型的建立
大鼠 1.5%戊巴比妥钠(45 mg kg)腹腔麻醉 , 行气管切开

术 ,并予人工机械通气(动物人工呼吸机:浙江医科大学医疗设

备厂 , DH-140 型 ,潮气量为 55 ml , 呼吸频率为 60 次 min)。 于

胸骨左沿切开肋骨后暴露心脏。用穿有缝合线的 3 8c3×6 无

损伤圆针于左心耳下缘水平进针 , 在冠状动脉左前降支下穿

线 ,阻断 30 min后 , 再灌注 2 h 后结束。取动物血和心脏备用。
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1.3　血液生化指标的测定和心肌形态学观察
于 4 ℃分离血浆 ,采用硫代巴比妥酸比色法测定脂质过氧

化物 MDA含量 , 采用二次提取比色法测定游离脂肪酸 FFA 含

量。取心脏心尖处组织用 10%福尔马林固定 , 常规脱水 , 石蜡

包埋 ,行 HE 染色。

1.4　心肌细胞核的分离
参照文献[ 2] 方法改进:取心尖端的左室前壁心肌 , 称质

量。用冷 TKM液洗去血液(TKM 液 mmol L:Tris HCl 50.0 , KCl

25.0 , MgCl2 5.0 , EGTA 1.0 , DTT 1.0 , PMSF 1.0 , pH 7.4)。 剪

碎后按1∶5(W V)加入等渗匀浆介质(TKM 含0.25 mol L蔗糖),

内切式匀浆器匀浆(1 000 r min)5 次 , 每次 5 min(间隔 30 s), 再

经玻璃匀浆器匀浆 , 四层纱布过滤后离心(500×g , 5 min), 弃

上清 ,将沉淀再匀浆和离心 1 次 , 加入 1 倍体积的含 1.0 mol L

蔗糖-TKM液混匀 , 再缓慢加入 3 倍体积的 2.2 mol L蔗糖-TKM

液 ,使其置于离心管底部 , 于 100 000×g 离心 30 min , 收集沉淀

即为心肌细胞核。以上操作均在 0～ 4 ℃进行。 分离的细胞核

置于储备液中(0.25 mol L蔗糖 , 50.0 mmol L Tris HCl)4 ℃保存。

采用 Lowry 法行蛋白质定量。按文献[ 3～ 5] 方法测定 5′-核苷

酸酶(胞浆膜)、葡萄糖-6-磷酸酶(肌浆网)和琥珀酸脱氢酶(线

粒体)等标志酶含量。 用分离纯化的心肌细胞核进行以下

实验。

1.5　[Ca
2+
]对核被膜 Ca

2+
-ATPase活性的影响

将分离的细胞核加入反应液中(mmol L:KCl 100.0 , Histi-

dine 50.0 , MgCl2 5.0)。调节 Ca2+浓度为 0.19 ～ 800 μmol L , 加

入2.0 mmol L ATP始动反应。终反应体积为 1.0 ml。双复管测

定。37 ℃孵育20 min。冰浴 , 10 %三氯乙酸终止反应。定磷法

测定无机磷含量。 Ca2+-ATPase活性为总 ATPase 活性与 Mg2+-

ATPase活性之差。酶单位为nmol·min-1·mg-1 。

1.6　ATP 、ADP 、AMP对 Ca
2+
-ATPase的影响

反应液除 1.5基本成分外 , [ Ca2+]为 25.0 μmol L, 另分别加

入浓度为 0.125 ～ 8.0 mmol L的 ATP、ADP或 AMP进行以上反应。

1.7　统计学处理
数据均以 x±s表示 , 组间差异比较采用 t检验。

2　结果

2.1　心肌缺血再灌注损伤特征和血浆MDA和 FFA的

测定
　　缺血再灌注损伤后 ,心肌组织 HE 染色淡 , 肌原纤维结构紊

乱 ,心肌细胞水肿伴空泡形成 , 并有炎性细胞浸润 , 部分组织见

点状坏死 , 细胞核固缩 ,见图 1。动物血浆 MDA 和 FFA 水平显

著升高(P<0.01),见表 1。

表 1　大鼠心肌缺血再灌注损伤时血浆 MDA 和 FFA 含量的

变化(n=8 ,  x±s)

Tab 1　Changes in plasma MDAand FFA levels after myocardial

ischemia-reperfusion injury in rats(n=8,  x±s)

MDA(nmo l ml) FFA(Eq L)

Control 2.24±0.71 355.5±103.6

IR 3.93±0.51＊ 880.2±150.8＊

＊:P<0.01 vs control;IR:myocardial ischemia-reperfusion injury

图 1　正常大鼠心肌(A)和缺血再灌注心肌(B)的比较　(HE×40)

Fig 1　Comparison of normal rat myocardial cells(A)and ischemia-reperfusion injury myocardial cells　(HE×40)

2.2　细胞核的制备
本实验制备的心肌细胞核在显微镜下观察细胞碎片少 , 胞

浆膜标志酶活性<5%, 肌浆网标志酶活性<3%, 线粒体标志

酶活性<3%。

2.3　心肌缺血再灌注损伤时[ Ca
2+
]对细胞 Ca

2+
-AT-

Pase活性的影响
　　正常心肌细胞核 Ca2+-ATPase 活性在[ Ca2+] 小于 3.12

μmol L时 ,随[ Ca2+] 升高而增强;3.12～ 12.5μmol L时 ,曲线基

本持平;但当[ Ca2+] 继续增加 , Ca2+-ATPase活性迅速下降。 心

肌缺血再灌注损伤时细胞核 Ca2+-ATPase活性在[ Ca2+] 小于 50

μmol L时 ,随[ Ca2+] 升高而增强 , [ Ca2+] 继续提高 , Ca2+-ATPase

活性快速下降;当[ Ca2+] 小于 12.5 μmol L时 , 酶活力明显低于

正常细胞 , 而在[ Ca2+] 较高浓度 50μmol L时 , 酶活力高于正常

细胞。缺血再灌注损伤心肌细胞核反应曲线总体表现为最大

值降低且右移 , 提示核 Ca2+-ATPase 对 Ca2+的亲和力下降 ,

见表 2。
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表 2　大鼠心肌缺血再灌注损伤时 Ca2+-ATPase 活性对[ Ca2+] 反

应的变化(n=8 , x±s)

Tab 2　Concentration-response of nuclear Ca2+-ATPase to [ Ca2+] after

myocardial ischemia-reperfusion injury in rats(n=8 , x±s)

Ca2+-ATPase activity(nmol·min-1·mg-1)
[ Ca2+] (μmol L)

Control IR

0.19 2.74±8.2 24.1±3.0

0.78 37.7±10.3 33.3±7.8

3.12 70.3±11.8 35.1±7.2＊＊

12.5 68.1±3.9 44.4±5.9＊＊

50 43.0±12.2 57.3±1.3＊＊

200 39.1±5.9 48.0±2.6

800 38.8±7.8 12.5±4.1＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs cont rol

2.4　心肌缺血再灌注损伤时ATP 对细胞核被膜Ca
2+
-

ATPase活性的影响

　　正常细胞 Ca2+-ATPase对 ATP 的反应呈浓度依赖性:即随

ATP浓度增加 , Ca2+-ATPase 活性相应增高。缺血再灌注损伤

后 ,核被膜 Ca2+-ATPase活性在 ATP浓度小于 1.0 mmol L时 , 与

正常细胞 Ca2+-ATPase活性无显著差异(P>0.05);当ATP 浓度

增至2.0 mmol L 时 , 核 Ca2+-ATPase对 ATP的反应明显低于正

常细胞(P <0.01);但当 ATP 浓度继续增加时 , 核 Ca2+-ATPase

活性快速增加 , 在 ATP浓度 4.0 mmol L 时 , 与正常相比有差异

(P <0.05), 8.0 mmol L时, 有非常显著差异(P<0.01),见图 2。

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs control

图 2　大鼠心肌缺血再灌注损伤时 Ca2+-ATPase活性对[ ATP]

反应的变化(n=8 , x±s)

Fig 2　Concentration-response curve of nuclear Ca2+-ATPase to [ ATP]

after myocardial ischemia-reperfusion injury in rats(n=8 ,  x±s)

2.5　缺血再灌注损伤时 ADP 对细胞 Ca
2+
-ATPase 活

性的影响

　　正常细胞核被膜Ca2+-ATPase 对ADP的反应呈浓度依赖性

增高。而缺血再灌注损伤时细胞核被膜 Ca2+-ATPase对ADP 的

反应则明显下降 , ADP 几乎在各个浓度与正常对照相比均有

非常显著差异(P<0.01);并且在 ADP浓度达到 4.0 mmol L时 ,

反应即达到坪值。说明缺血再灌注损伤时细胞 Ca2+-ATPase 对

ADP的反应显著下降 ,见图 3。

＊＊:P<0.01 vs control

图 3　心肌缺血再灌注损伤时 Ca2+-ATPase 活性

对[ ADP] 反应的变化(n=8 ,  x±s)

Fig 3　Concentration-response curve of nuclear Ca2+-ATPase to [ ADP]

after myocardial ischemia-reperfusion injury in rats(n=8 ,  x±s)

2.6　缺血再灌注损伤时 AMP 对细胞 Ca
2+
-ATPase 活

性的影响
　　正常对照细胞核被膜 Ca2+-ATPase对 AMP的反应呈现浓

度依赖性增高。 缺血再灌注损伤时 , AMP 浓度在小于 0.25

mmol L时 , 对 Ca2+-ATPase不发生反应(数值为 0);并且当 AMP

浓度大于 2.0 mmol L 时 ,反应达到坪值 , 均与正常对照组有非

常显著差异(P <0.01 )。说明缺血在灌注损伤时细胞 Ca2+-

ATPase对 AMP的反应明显下降 ,见图 4。

＊＊:P<0.01 vs control

图 4　大鼠心肌缺血再灌注损伤时 Ca2+-ATPase 活性

对[ AMP] 反应的变化(n=8,  x±s)

Fig 4　Concentration-response curve of nuclear Ca2+-ATPase to [ AMP]

after myocardial ischemia-reperfusion injury in rats(n=8,  x±s)

3　讨论

　　心肌缺血再灌注损伤时 ,细胞内产生大量的氧自

由基 ,引起生物膜强烈的脂质过氧化反应 ,MDA 生成

显著升高。此时能量来源不再由游离脂肪酸(FFA)供

应 ,而主要来源于葡萄糖酵解 ,血浆 FFA增高。
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　　钙作为细胞内关键的第二信使之一 ,在细胞的多

种活动中起着非常重要的作用 。细胞核内也存在钙信

号 ,并且细胞核钙在一定浓度范围内 ,调节细胞有丝分

裂 、基因转录 、DNA 修复等重要的生命活动 。但核钙

稳态的失衡可能参与多种病理生理过程 。研究显示 ,

细胞核钙浓度持续升高是导致细胞凋亡的主要原因。

另外 ,胞浆 Ca
2+
是通过核外膜上的钙泵和 IP4 受体 ,将

Ca
2+
摄入核周隙 ,经内核被膜上的 IP3 和利若丁受体 ,

将Ca
2+
释放入核内

[ 6]
。

　　本研究采用分离纯化的心肌细胞核观察显示 ,正

常心肌细胞核周围[Ca
2+
]小于 3.12 μmol L 时 ,细胞核

Ca
2+
-ATPase活力逐渐升高 ,并逐渐达一稳态 ,但超过

12.5μmol L 后 , 其活性快速下降 , 似乎存在着 “高

[Ca
2+
]抑制钙泵活性”的现象 。其意义可能是当胞浆

[Ca
2+
]升高时 ,细胞为避免过多的 Ca

2+
进入细胞核而

采取的保护性机制 。另外 ,这种现象也证明了核内钙

浓度可受外界[ Ca
2+
]的影响 ,但核本身具有独粒调节

钙浓度的能力
[ 7]
。

　　保持[ Ca
2+
]不变 ,分别研究 ATP 、ADP 、AMP 对核

被膜 Ca
2+
-ATPase 的作用 。结果显示 ,在正常心肌细

胞 ,它们对核被膜 Ca
2+
-ATPase 的活性影响均呈浓度

依赖性:随 ATP 、ADP 、AMP 浓度上升 , Ca
2+
-ATPase 活

性相应增高 。但 Ca
2+
-ATPase 对ATP 的敏感性远高于

ADP , AMP 敏感性最低。

　　缺血再灌注损伤时 ,心肌细胞核被膜 Ca
2+
-ATPase

活性最大值下降且右移 ,说明其活力下降 ,对 Ca
2+
的

亲和力降低 。并且 Ca
2+
-ATPase 对 ADP 、AMP 的反应

非常显著性降低(P <0.01)。此时 ,对 ATP 的反应随

浓度不同:小于 1.0 mmol L 时 ,与正常细胞 Ca
2+
-AT-

Pase 活性无显著差异;浓度增至 2.0 mmol L 时 ,缺血再

灌注损伤细胞 Ca
2+
-ATPase对 ATP 的反应明显低于正

常细胞;但当 ATP 浓度继续增加时 ,缺血再灌注细胞

Ca
2+
-ATPase活性快速增加 。缺血再灌注损伤时 , 细

胞内钙超载 ,并且ADP 、AMP增加 ,ATP 大量减少 ,细胞

可能通过核被膜 Ca
2+
-ATPase活性下降 ,对Ca

2+
,ADP ,

AMP 敏感性降低 ,从而使进入核内的 Ca
2+
减少 ,避免

核内高钙产生不可逆损伤 ,这对于再灌注损伤的心肌

细胞具有保护作用。

　　综上所述 ,心肌缺血再灌注损伤时 , Ca
2+
-ATPase

活性降低 ,对Ca
2+
的亲和力减弱;对 ADP 、AMP 的反应

明显降低 ,对ATP 的反应随浓度而异 。其生化机制和

病理生理意义值得进一步探讨 。
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