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缺血再灌注对在体兔窦房结细胞形态结构影响的研究

李永华 , 宋治远　　(第三军医大学附属西南医院心血管内科 , 重庆400038)

　　提　要:目的　探讨缺血再灌注对在体兔窦房结细胞形态结构的影响。方法　取家兔 90只分为对照组 、单纯缺血组

(又分为缺血 10 、30、60 及 120 min 4个亚组)及缺血再灌注组(又分为 4 个亚组 , 分别缺血 10、30 、60 及 120 min 后均再灌注

4h), 每组 10 只。当达各预定时间点后 ,迅速取窦房结组织固定 , 供光镜及电镜观察。结果　①与对照组比较 , 缺血 10 min

组光镜观察窦房结细胞未见异常 ,电镜观察则显示胞质及线粒体轻度肿胀 , 而缺血 10 min 再灌注组窦房结细胞的光镜及

电镜观察均未见异常。 ②缺血 30、60 及 120 min组中分别有 7 、6及 8 只兔子的窦房结细胞发现形态结构改变 , 其中光镜下

主要表现为细胞肿胀 、核固缩及灶性坏死;电镜下可见线粒体肿胀 , 嵴紊乱或断裂 , 并以缺血 120 min 组细胞损伤最为严

重。 ③缺血 30、60 及 120 min 再灌注组中分别有 6 、8及 7 只兔子的窦房结细胞发现形态结构异常 , 其光镜及电镜观察见窦

房结细胞形态结构改变与缺血组相似 ,但其损伤程度则较相同缺血时间的缺血组重。结论　缺血及缺血再灌注均可引起

在体兔窦房结细胞形态结构改变 ,且随着缺血时间的延长 ,细胞损伤进一步加重;相同缺血时间的缺血再灌注组细胞损伤

较单纯缺血组重 ,表明有缺血再灌注损伤的存在。
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Effects of ischemia-reperfusion on the morphological changes of sinoatrial node cells in

rabbits in vivo
LI Yong-hua , SONG Zhi-yuan(Department of Cardiology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of ischemia-reperfusion on the morphological changes of sinoat-

rial node(SAN)cells in rabbits in vivo.Methods　Ninety healthy adult rabbits were randomly divided into 3 groups

with 10 rabbits in control and every subgroup:control group [ a suture passed under the root section of right coronary

artery(RCA)without ligation] , ischemia group(occluding the root section of RCA for 10 , 30 , 60 and 120 min re-

spectively), ischemia-reperfusion group(10 , 30 , 60 and 120 min ischemia after respectively followed by 4 hours′

reperfusion).Results　①Compared with control group , abnormal structure of SAN cells was not seen in 10 min

ischemia group and 10 min ischemia-reperfusion group with light microscopy , except slight mitochondrial swelling of

SAN cells in former group with electron microscopy.②There were morphological changes of SAN cells in 7 , 6 and

8 rabbits in 30 , 60 and 120min ischemia group , presenting mainly as cellular swelling , karyopyknosis , and focal ne-

crosis under a light microscope , and mitochodrial swelling , cristae disorganization or break under an electron micro-

scope.The most severe cellular damages were found in 120 min ischemia group.③ In ischemia-reperfusion group ,

there were morphological abnormalities of SAN cells in 6 , 8 and 7 rabbits in 30 , 60 and 120 min ischemia-reperfusion

groups.The morphologic changes were similar to those in ischemia group , but injury degree was more severe than that

in ischemia group with the same ischemic time.Conclusion　Ischemia and ischemia-reperfusion can induce morpho-

logical changes of SAN cells in a time-dependent manner in rabbits in vivo , and the injury degree is more severe in

ischemia-reperfusion group than that in ischemia group with the same ischemic time.
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对人类健康危害较大 ,但其发病原因目前尚不十分清

楚 ,而窦房结细胞缺血性损伤可能是病窦综合征形成

的原因之一 ,但在体窦房结细胞在缺血及缺血再灌注

后其形态结构改变如何? 尚未见文献报道。本研究通

过结扎或放松兔右冠状动脉 ,致窦房结细胞缺血及缺
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血再灌注后 ,通过光镜和电镜观察其形态结构的改变 ,

以了解缺血再灌注对在体兔窦房结细胞形态结构的影

响 ,旨在为临床防治病窦综合征提供实验依据 。

1　材料和方法

1.1　实验动物及分组
　　健康大白兔 90 只(由第三军医大学实验动物中心提供),

雌雄不拘 , 体质量 2.0 ～ 3.5 kg , 分为以下 3 组。 ① 缺血组:根

据缺血时间不同又分为 4 个亚组 , 分别缺血 10、30 、60 及 120

min ,每组 10 只兔;② 缺血再灌注组:又分为缺血 10、30 、60 及

120 min后再灌注 4 h 4 个亚组 , 每组 10 只兔;③正常对照组:

取 10只兔子于右冠状动脉下穿线而不结扎。

1.2　在体兔窦房结细胞缺血再灌注模型的制备
　　先用 3%戊巴比妥钠(1 ml kg)对兔进行静脉麻醉 , 而后将

兔固定于兔台上 , 于胸前及颈部剪毛 、消毒。用针形电极刺入

四肢皮下 ,与示波器和心电描计议相连 ,进行心电监护 , 并常规

记录Ⅱ导联心电图。切开颈部 ,分离出气管 , 放置气管插管 , 行

人工正压呼吸;沿胸正中线稍偏右开胸暴露心脏 , 从主动脉根

部分离出右冠状动脉 , 在右冠状动脉起始部套一丝线 , 丝线穿

过一细塑料管 ,通过塑料管钳夹或放松两端丝线以造成缺血或

再灌注;当达各预定时间点时 , 迅速取出心脏 ,于上腔静脉入口

以下至从腔耳角向外下沿界嵴到下腔静脉口这一区域切取窦

房结组织 , 并将切下的窦房结组织横向切开分为两部分 , 分别

用于光镜及电镜制样 、观察。

1.3　光镜标本的制备与观察
　　将切取的窦房结组织标本迅速用 4%的多聚甲醛固定 ,

48 h 后行脱水 、透明及石蜡包埋 ,而后行连续横切或纵切 ,厚度

4 μm ,HE 染色后进行光镜观察 , 并用 Olympus BH-2型显微照相

设备进行拍照。

1.4　电镜标本的制备与观察
　　迅速将切取的窦房结组织标本约 1 mm×1 mm×1 mm3 于

3%的戊二醛溶液中固定 24 h , 先用PBS 冲洗 30 min , 再用1%锇

酸溶液固定 2 h , 并再次用 PBS 冲洗 15 min , 逐级乙醇脱水 , 用

Epon812包埋 , 超薄切片作醋酸铀和枸橼酸铅双重染色 , 而后用

电子显微镜观察窦房结细胞的超微结构变化。

2　结果

2.1　正常对照组兔窦房结细胞的形态学观察
2.1.1　光镜观察　　光镜下见窦房结区域内细胞小而密 , 胞

质淡染 ,其中主要为 P细胞(起搏细胞)及 T细胞(过渡细胞)。

P细胞主要位于窦房结中央 , 呈圆形 、椭圆形或不规则形 , 核大

而呈圆形或椭圆形 、位于细胞中央或一侧;T 细胞主要位于窦

房结的周边 ,大小介于 P细胞和心房肌细胞之间 , 呈长形或梭

形 ,核呈椭圆形 , 胞内可见横纹;此外尚可见丰富的胶原纤维 、

成纤维细胞及数量不等的脂肪组织。

2.1.2　电镜观察　　电镜观察见 P 细胞膜光滑 , 细胞器少 , 电

子密度低 , 核大 、呈圆形或椭圆形 , 约占细胞横径一半 , 近核膜

有染色质凝聚;线粒体少 , 大小形状不一 , 排列散乱无序 , 嵴少

而不规则;高尔基体发达 , 位于核旁 , 附近有多泡小体。 T细胞

胞核呈长圆形 ,表面凹凸不平 , 与细胞长轴一致;线粒体较多 ,

存在于肌原纤维之间 ,并散布于核周或核膜下 , 嵴稀疏 , 基质透

明 ,核周可见高尔基复合体及多泡小体;细胞内肌微丝含量不

一 ,排列成束 , 可见较完善的肌节。

2.2　缺血对在体兔窦房结细胞形态结构的影响
2.2.1　光镜观察　　通过对不同缺血时间各组兔窦房结细胞

的观察发现 ,缺血 10 min组兔窦房结 P 细胞及T 细胞的形态结

构与正常对照组无差别;但缺血 30 min组中发现 7 只兔窦房结

细胞有轻度肿胀;缺血 60 min组中有 6 只兔窦房结细胞肿胀明

显 ,部分胞质可见空泡及散在的细胞核固缩 , 并可见粒细胞浸

润 ,其中 2 只兔窦房结细胞胞质内可见强嗜酸性颗粒;缺血 120

min组中有 8 只兔窦房结细胞明显肿胀 , 其中 5 只兔窦房结细

胞胞质嗜酸性增强 ,胞核固缩 , 并可见局灶性坏死 ,见图 1。

图 1　光镜下缺血 120 min兔窦房结细胞　细胞明显肿胀 ,胞质嗜

酸性变 ,部分核固缩及局灶性坏死　(HE×400)

Fig 1　Light microgram of SAN cells in rabbits of 120 min ischemia

group　Acidophi lic cytoplasm , partial karyopyknosis , and focal

necrosis in obvious swollen cells were observed　(HE×400)

2.2.2　电镜观察　　电镜观察结果显示 ,缺血 10、30 、60 及 120

min各组中分别有 6 、7、6及 8只兔子的窦房结 P 细胞及 T细胞

出现超微结构的变化 ,其中缺血 10 min组主要表现为胞质及线

粒体基质轻度水肿 ,缺血 30 min组则表现为线粒体肿胀及嵴断

裂 ,并有鼓泡现象 , 胞质及胞核呈局灶性水肿 , 见图 2;缺血 60

min组 , 窦房结细胞线粒体肿胀更加明显 , 个别线粒体嵴溶解;

缺血120 min 组 ,则表现为窦房结细胞线粒体明显肿胀 、嵴紊乱

或断裂成空泡 , 部分线粒体膜破裂 , 另有少数线粒体致密 、固

缩 ,处于退变状态。以上结果表明 , 随着缺血时间的延长 ,窦房

结细胞的损伤则进一步加重。

2.3　缺血再灌注对在体兔窦房结细胞形态结构的影响
2.3.1　光镜观察　　通过对缺血再灌注 4 个亚组观察发现 ,

缺血 10 min再灌注 4 h 组 ,窦房结 P细胞及 T细胞形态均正常;

缺血 30 min 再灌注 4 h 组有 6 只兔子窦房结细胞显示轻度肿

胀;缺血 60 min 再灌注 4 h组有 8 只兔子窦房结细胞肿胀明显 ,

胞质内有空泡 ,部分核固缩 , 并可见片状的细胞溶解及坏死;缺

677第 8 期　　　　　　　　　　李永华 , 等.缺血再灌注对在体兔窦房结细胞形态结构影响的研究　　　　　　　　　　　　



血 120 min 再灌注 4 h 组有 7 只兔子窦房结细胞呈现大片灶性

坏死及肌原纤维断裂 ,坏死灶内有粒细胞浸润 , 见图 3。而缺血

60 min及 120 min再灌注组窦房结细胞病理改变较相同缺血时

间的单纯缺血组明显 ,表明有缺血再灌注损伤存在。

图 2　电镜下缺血 30 min兔窦房结细胞　见线粒体肿胀 、嵴断裂及

基质局灶性水肿　(TEM×3 000)

Fig 2　Electron microgram of SAN cells in rabbits of 30 min ischemia

group　Swollen mitochondria , broken cristae and focally edemous

cytoplasmertie matrix　(TEM×3 000)

图 3　缺血 120 min再灌注 4 h兔窦房结细胞光镜观察 ,可见大片

灶性坏死(N)及粒细胞浸润(G)　(HE×400)

Fig 3　Light microgram of SAN cells in rabbits in 120 min ischemia-

reperfusien group　Focal necrosis(N)and granulocyte infi lt ration(G)

　(HE×400)

2.3.2　电镜观察　　电镜观察显示:缺血 10 min 再灌注4 h 组,

窦房结细胞的超微结构正常;而缺血 30 min 再灌注 4 h 组 ,有 6

只兔子窦房结细胞胞质水肿, 线粒体肿胀 , 嵴断裂 , 部分线粒体

膜不完整 ,胞核有局限性水肿;缺血 60 min再灌注 4 h组 ,有 8 只

兔子窦房结细胞滑面内质网高度扩张, 肌质网扩张明显 , 肌丝或

胞质有灶性溶解, 胞质内有自噬小体 ,线粒体高度肿胀 、嵴断裂、

成空泡 ,核膜极不规整 , 染色质边集 ,见图 4;缺血 120 min 再灌注

4 h 组 ,有 7只兔子窦房结细胞线粒体呈高度肿胀 、嵴断裂及基

质电子密度减低 , 少数溶解成空泡, 可见扩大的肌质网;T 细胞显

示肌丝模糊 、片状溶解或坏死 ,肌原纤维断裂及核仁裂解。

图 4　缺血 60 min再灌注 4 h兔窦房结细胞电镜观察 ,见线粒体

(M)高度肿胀,嵴断裂 , 胞质内有自噬小体 A及核染色质边

集( )现象　(TEM×3 000)

Fig 4　Electron microgram of SAN cell s in rabbits in 60 min ischemia-

reperfusion group　Significantly swollen mitochondria(M), broken

cristae , autophagosomes(A)in the cytoplasm , and chromatin gather-

ing( )at the edge of the nuclear membrane　(TEM×3 000)

3　讨论

3.1　在体兔窦房结细胞缺血再灌注损伤模型的评价

　　研究在体兔窦房结细胞缺血再灌注损伤时的关键

问题之一是动物模型的建立 ,但由于窦房结血供的特

殊性 ,目前尚无成熟的在体兔窦房结细胞缺血再灌注

损伤模型供研究应用 ,同时也制约了缺血再灌注对在

体窦房结细胞形态结构及功能改变影响的研究;因此 ,

探索建立在体兔窦房结细胞缺血再灌注损伤模型的可

行性 ,对于深入研究缺血再灌注对在体窦房结细胞形

态结构及功能改变的影响 ,将具有重要意义。

　　众多研究表明 ,窦房结血供主要由窦房结动脉支

配 ,而人及大部分哺乳动物的窦房结动脉约 2 3起源

于右冠状动脉 ,另约 1 3起源于左冠状动脉旋支
[ 1, 2]
。

对于同一动物而言 ,其窦房结动脉可能起源于右冠状

动脉或左冠状动脉旋支 ,因此在制作窦房结细胞缺血

再灌注模型时 ,最好同时结扎右冠状动脉与左冠状动

脉旋支起始部 ,以确保造成该动物窦房结细胞完全缺

血 ,但若同时阻断右冠状动脉与左冠状动脉旋支的血

供 ,必将引起大面积心肌细胞缺血性损伤 ,并可因致命

性心律失常而死亡。由于兔窦房结动脉有 66.7%起

源于右冠状动脉
[ 3]
,且窦房结多由单支动脉供血

[ 2, 4]
,

在实验中结扎或放松右冠状动脉起始部 ,即可使约2 3

的兔子窦房结细胞出现缺血及再灌注损伤。本实验研

究结果显示 ,在发现病理性改变的各组中 ,有约 70%

的兔子窦房结细胞出现相应的病理变化 ,表明这部分

兔子的窦房结动脉系起源于右冠状动脉 ,而少数窦房

结细胞未发生病理性改变的兔子其窦房结动脉可能起
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源于左冠状动脉旋支。以上结果表明 ,单纯结扎或放

松右冠状动脉起始部 ,制作在体兔窦房结细胞缺血再

灌注模型 ,虽然不能使所有兔子的窦房结细胞造成缺

血再灌注损伤 ,但有约 2 3的兔子被成功地制作了在

体窦房结细胞缺血再灌注模型 ,可以满足实验需要 ,故

认为该方法可行 ,是目前研究缺血再灌注对在体兔窦

房结细胞形态结构及电生理功能影响的理想模型 。

3.2　缺血再灌注对在体兔窦房结细胞形态结构的影

响及意义

　　目前 ,有关缺血再灌注对在体心肌细胞形态结构
影响的研究较多

[ 5, 6]
,但缺血再灌注对在体窦房结细胞

形态结构的影响如何 ?尚未见文献报道 。窦房结细胞

作为一种特殊分化的心肌细胞 ,其具有与心肌细胞相
似的生物学特性 ,故认为缺血再灌注同样可致窦房结

细胞损伤。钟理等
[ 7]
在对原代培养乳鼠窦房结细胞的

研究中发现 ,模拟缺血及缺血再灌注损伤均可诱导窦

房结细胞凋亡 ,但缺血再灌注对在体兔窦房结细胞形
态结构的影响及其变化规律尚不清楚 ,这也正是本研

究的目的所在。
　　本研究在成功制作在体兔窦房结细胞缺血再灌注

模型的基础上 ,用普通光镜及电子显微镜观察了不同
缺血时间的缺血及缺血再灌注对窦房结细胞形态结构

的影响 ,结果发现 ,缺血时间在 30 min 以上的缺血组

及缺血再灌注组均可见窦房结细胞呈现病理性改变 ,
且随缺血时间的延长 ,窦房结细胞损伤进一步加重;此

外 ,缺血再灌注组较相同时间缺血组窦房结细胞的病
理改变重 ,表明有缺血再灌注损伤存在 。心肌缺血再

灌注损伤机制的研究认为 ,细胞缺血致细胞膜受损及
钙离子进入细胞内是造成心肌细胞形态结构改变的主

要机制 ,而钙离子及氧自由基与心肌细胞缺血再灌注
损伤密切相关

[ 8]
;由于窦房结细胞与心肌细胞具有相

似的生物学特性 ,故认为缺血再灌注致窦房结细胞损

伤的机制也与心肌细胞相似 ,即当缺血后再灌注时 ,细

胞内钙超负荷和氧自由基生成增加 ,将导致细胞代谢

异常 ,进而引起窦房结细胞线粒体肿胀 、嵴断裂等 ,甚

可致细胞坏死 ,本研究电镜观察结果也符合上述特点。

但本研究发现缺血 10 min 组光镜观察未见细胞形态

结构改变 ,电镜观察则见有线粒体轻度肿胀;而缺血

10 min再灌注组 4 h组窦房结细胞的光镜及电镜观察

均未见形态结构的改变 ,表明及时的再灌注可使轻度

受损的窦房结细胞结构得以恢复。

　　综上所述 ,在体窦房结细胞的急性缺血及缺血再

灌注均可引起窦房结细胞形态结构的改变 ,而在窦房

结细胞缺血时及早给予再灌注 ,并于再灌注时采取一

些抗氧化 、清除自由基的措施 ,对于减轻窦房结细胞损

伤 、保护窦房结细胞的生理功能及防治病窦综合征的

发生 ,都具有非常重要的意义 。
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