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维拉帕米对烧伤后大鼠心肌肌球蛋白异构体转换的影响

黑　砚 ,郭乔楠 ,陈意生　　(第三军医大学附属西南医院病理学研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨烧伤后心肌细胞肌球蛋白异构体转换及维拉帕米对其影响。方法　110 只大鼠随机分为 4 组:

单烧组(30%总体表面积Ⅲ度烧伤);维拉帕米组(维拉帕米溶液 4 mg·kg-1);补液组(乳酸林格氏液 4 ml·kg-1·1%烧伤面

积-1)和对照组。通过聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)观察肌球蛋白异构体的改变。 结果　烧伤后 12 h(维拉帕米组 24

h)开始肌球蛋白由 V1 向V3 转换 ,与对照组比较 , 3个实验组存在显著性差异(P<0.05), 维拉帕米组(24、72 h)与单烧组

和补液组之间存在显著性差异(P<0.05), 而单烧组和补液组之间无显著性差异(P>0.05)。结论　烧伤引起心肌收缩蛋

白-肌球蛋白异构体 V1 向 V3转换 , 维拉帕米部分阻止肌球蛋白异构体的转换。
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Effect of verapamil on the transformation of myosin isoforms in rat myocardial cells af-
ter burn
HEI Yan , GUO Qiao-nan , CHEN Yi-sheng (Institute of Pathology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing

400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the transformation of myosin isoforms and the effect of verapamil on the trans-

formation after burn.Methods　Wistar rats were randomly divided in four groups:the burn group(BG , inflicted

with 30% TBS third degree burn), the verapamil group(VG), the fluid replacement group(RG)and the control

group(CG).The transformation of myosin was observed by SDS-PAGE.Results　The transformation of myosin from

V1 to V3 in three experimental groups was found at the 12 th hour(at 24 th hour in verapamil group)after burn ,

which was significantly different from that in the control group(P <0.05).Verapamil could evidently reduce the my-

osin transformation from V1 to V3(P<0.05).There was no significant difference from the burn group and the fluid

replacement group(P >0.05).Conclusion　Burn can induce the transformation of myocardial contractile protein-

myosin isoforms from V1 to V3 , which can be partially prevented by verapamil.

　　Key words:burn;myosin;verapamil

　　肌球蛋白是心肌重要的收缩蛋白 ,具有 3种异构

体形式 ,即 V1 、V2 、V3。它们拥有不同的ATP 酶活性 ,

直接影响心肌的收缩功能 。研究表明在缺血 、缺氧 ,机

械牵张等诸多病理状态下心肌肌球蛋白异构体由 V1

向V3转化 ,心肌的耗氧量 、收缩功能随之而发生改

变 ,被认为是心肌对外界刺激的适应性反应
[ 1]
。本实

验通过观察烧伤及不同干预 ,了解烧伤后心肌肌球蛋

白异构体的转换及探讨转换的可能途径 。
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1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器
　　大分子蛋白Marker , 购自 Promega公司;丙烯酰胺 、N , N' -亚

甲基双丙烯酰胺 、SDS 、考马氏亮蓝G-250 , 均购自 Sigma公司;高

速冷冻离心机:BECKMAN J2-MC;电泳仪及垂直电泳槽:RGo-

RAO U.S.A;组织内切式匀浆器:浙江机器厂;紫外可见光分光

光度计:上海第三分析仪器厂。

1.2　实验动物与分组
[ 2]

　　健康 Wistar 大鼠 110 只(第三军医大学实验动物中心提

供), 体质量 150～ 250 g , 雌雄不拘 ,分为烧伤组 、烧伤后补液组 、

维拉帕米组及对照组。前 3组各设 7 个时相点 ,于致伤后 0.5、

1 、3、6 、12 、24、72 h 活杀动物取材。各时相点 5 只动物 , 另取 5

只作总体对照。

1.3　动物致伤
　　参照文献[ 3] 造成大鼠 30%总体表面积Ⅲ度烧伤。烧伤后
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单烧组(BG)不做特殊处理;维拉帕米组(VG)伤后立即经腹腔

注射维拉帕米溶液(4 mg kg);补液组(RG)立即经腹腔注射乳

酸林格氏液(4 ml·kg-1·1%烧伤面积-1);对照组(CG)只行背部

脱毛。在预设的时相点分别麻醉(10%乌拉坦腹腔注射

1 ml 100 g)动物 ,迅速开胸取出心脏 , 置液氮保存。

1.4　肌球蛋白提取及检测
1.4.1　肌球蛋白提取　　参照文献[ 4] 进行。液氮中的心肌

标本 , 迅速置入 0.9%NaCl溶液(4 ℃)中 , 分离左 、右心室。 取

左心室心尖部肌组织约 80 ～ 100 mg 加 5 ml新鲜配制改良的

Cuba溶液(4 ℃),剪碎;用组织内切式匀浆器匀浆(10 s 次×3),

每次间隔 10 min , 4 ℃冰箱反应 1 h 后高速离心(17 000 r min ;

4℃;20 min), 收集上清液备用。

1.4.2　蛋白定量　　Broadford 法[ 5] 制作标准曲线。依据标准

曲线得出换算公式:y=0.001 708+0.112 676 1x ;其中 x 为蛋白

浓度(mg ml), y 表示 A 值。用预冷甘油分装样本(2 mg ml),

-20 ℃保存。

1.5　SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳
[ 6]

　　配制凝胶溶液总容量 23 ml(Acr 3.88%, Bis 1.02%),经制

胶 、上样(肌球蛋白粗提物 20 μl加 0.1%溴酚蓝作指示剂)、电

泳(衡压 14 V cm;28 h;0～ 4 ℃;pH 8.5)、固定 、染色 、脱色后分

析。

1.6　统计学分析
　　采用 Tiger 920图像分析仪及其分析软件。 将所得统计样

本条带面积积分吸光度值(Integral absorbance , IA)换算成百分

率 ,以 x±s表示 ,进行 t检验。

2　结果

　　随时间推移 , V3逐渐增加 , 但在 12 h 前其增加差异无显著

性(P>0.05), 12 h 开始 , 各实验组 V3 含量逐渐增多 , 见表 1。

表 1　不同实验组心肌 V3含量(IA , %, n=5 , x±s)

Tab 1　Contents of V3 in myocardial cell s in each group

(IA , %, n=5 , x±s)

Time(h) BG RG VG CG

0.5 3.91±0.79 3.86±0.51 3.87±0.40 4.15±0.27

1 3.97±0.15 3.89±0.25 3.86±0.17

3 4.03±0.31 3.99±0.08 3.90±0.33

6 4.90±0.11 4.05±0.15 4.01±0.21

12 9.61±0.17＊ 9.38±0.21＊ 5.08±0.16

24 15.51±0.09＊ 14.87±0.23＊Δ 9.98±0.10＊★

72 18.01±0.03＊ 16.89±0.09＊Δ 12.70±0.08＊★

＊:P<0.05 vs CG;Δ:P<0.05 vs BG ;★:P<0.05 vs RG

　　经统计学处理 ,与对照组相比 , 3 个实验组 0.5、1 、3 、6 h 及

维拉帕米治疗组 12 h 时相点 V3 转换率差异均无显著性(P >

0.05),单烧组与补液组12 、24、72 h ,维拉帕米治疗组 24 、72 h V3

转换率均有显著性差异(BG、RG 12 h 及 VG 24 h P <0.05 ,其余

P<0.01)。单烧组与补液组相比较V3 转换率各时相点差异均

无显著性意义(P>0.05)。维拉帕米组与单烧组及补液组相比

较V3 转换率 24、72 h存在显著性差异(P<0.05)。

3　讨论

　　肌球蛋白是心脏的收缩蛋白之一 ,是构成心肌粗肌

丝的主要成分 ,肌球蛋白分子由两条重链(MHC)和两对

轻链(MLC)构成 。研究表明心脏的MHC 是由两种基因

编码 ,即α-MHC和 β-MHC基因 ,这些基因产物在肌球蛋

白分子中形成二聚体 ,所以相应的有3种分子异构体可

能存在 ,即V1(α、α同源体)、V2(α、β异源体)、V3(β、β同

源体)。由于α、β-MHC ATP 酶活性不同 ,所以肌球蛋白

ATP 酶活性主要由所含 V1或V3的量多少而定 ,以 V1

占优势的心肌ATP 酶活性最高 ,肌肉收缩速率最快 ,耗

能也最多。而以V3占优势的心肌情况正相反 ,以V2占

优势的心肌表现介于两者之间
[ 7]
。

　　心肌肌球蛋白异构体之间的转换是心肌的适应性

改变 ,是心脏本身负荷和能量供应两方面调节适应的

结果 。V1通过增加心肌收缩速度来增加供能达到能

量供需平衡 ,V3通过减少耗能而适应压力超负荷。当

能量供不应求时 ,为了利用有限的能源维持低水平收

缩功能 ,心肌以减慢最大收缩速度(Vmax)来节省能量。

这一适应过程是通过改变心肌基因组的表达而实

现的 。

　　国外研究者在自发性高血压(SHRs)动物模型
[ 8]
、

限制饮食的大鼠心肌
[ 9]
、慢性低氧(CHH)大鼠模型

[ 10]
、

糖尿病心功能障碍等实验研究中
[ 11]
,均看到肌球蛋白

由V1向V3的转化 。也有报道冠状动脉短暂结扎引

起的心肌缺血再灌注模型中 , β-MHC mRNA 表达无明

显改变。这一现象被认为可能是肌球蛋白分子在缺血

再灌注时没有受到损伤 ,或类似压力超负荷时的情况 ,

此基因晚些时候被上调
[ 12]
。

　　正常哺乳动物和人的心室肌球蛋白异构体存在着

年龄 、种属等差异。正常时大鼠左心室心肌肌球蛋白以

V1为主 ,占 60%～ 90%,而人以 V3为主。我们以大鼠

为实验对象 ,结果显示各实验组伤后 12 h开始 ,心肌肌

球蛋白V1向V3的转化趋于明显 ,与国内张瑞莲等
[ 13]

报道结果相类似 ,维拉帕米组更晚一些 ,24 h明显。Ru-

dolf等
[ 14]
在大鼠心肌梗死及压力超负荷模型研究中报

道在梗塞后 1 d , β-MHC表达明显增高 ,持续6周或更长

时间。本实验看到烧伤后 V3转换出现较早。

　　导致 β-MHC基因表达的机制目前仍不清楚 。Ru-

dolf报道与肾素-血管紧张素系统的激活有关。烧伤后

心肌细胞由于钙超载 ,酸中毒 ,能量匮乏 ,部分细胞因

子的激活和释放 ,肾素-血管紧张素系统的激活 ,血流

动力学的改变等因素导致心肌细胞损伤 。这些因素作

为刺激信号 ,可能通过磷酸肌醇途径 ,使 β-MHC表达增

加。磷酸肌醇系统是细胞膜上的一个重要信号传导通
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路 ,其中关键酶-磷脂酶 C(PLC)的催化反应被认为是钙

动员细胞反应的关键步骤。PLC 分解磷酸肌醇二磷酸

(PIP2),产生二酰脂甘油(DG)和三磷酸肌醇(IP3)。IP3

进入胞浆促进 Ca
2+
库释放并促进 Ca

2+
通道开放 ,引起

细胞内Ca
2+
增多 ,从而激活钙调素(CaM)依赖的激酶 、

磷脂酶 A2 、环氧化酶等。而 DG 则激活蛋白激酶 C

(PKC)。有人认为钙离子与激活的 CaM 依赖蛋白激酶Ⅱ

结合并与 PKC协同作用促进一些基因表达。

　　维拉帕米是电压依赖性钙通道(VDC)阻滞剂 ,主

要阻滞L型VDC ,从而阻滞钙离子内流 。本实验显示 ,

烧伤后 12 h开始 ,V3蛋白水平表达增高 ,而维拉帕米

组24 h才开始升高 ,升高幅度明显低于单烧组与补液

组 ,差异存在显著性(P <0.05)。提示维拉帕米可能

通过其 Ca
2+
拮抗作用 ,阻止 Ca

2+
过度内流 ,部分阻止

肌球蛋白转换。这一作用是否也是通过磷酸肌醇途径

则有待于进一步工作证实 。近年来 ,关于细胞钙超载 ,

钙阻滞剂方面的研究涉及面越来越广泛 ,越来越受到

重视 。从文献及我们关于维拉帕米保护烧伤后心肌的

实验中推测 ,维拉帕米通过降低心肌细胞钙超载 ,而减

少了钙超载对细胞的直接损害(主要是内质网和线粒

体);减少心肌收缩带形成并使烧伤后心肌细胞的病理

改变减轻
[ 15]
;另外通过降低细胞钙离子浓度 ,部分阻

止一些基因的表达(如 c-fos 、c-myc 等早期反应性基因

及 β-MHC 、α-肌动蛋白等晚期反应性基因),尽管烧伤

后上述基因表达的确切意义尚不十分清楚。另外从我

们的实验观察到 ,烧伤后 V3转换时间与心肌梗死 、压

力超负荷等不同病理状态时 V3转换时间不尽相同 ,

原因何在也需进一步工作 。
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　　(上接 662页)
凝 、电凝 ,甚至电凝穿刺[ 4 , 5] 。我们收治 9 例 , 2 例行巩膜环扎术

失败 , 1例玻璃体切除术后囊肿复发 , 3 例均做玻璃体视网膜手

术而成功。表明视网膜囊肿并非都预后良好 , 一旦合并有

PVR, 仅做巩膜外手术 , 失败率高。 而且 , 由于视网膜囊肿的遮

挡 ,术前往往较难发现视网膜裂孔 , 为制定手术方案带来困难。

本组病例中 ,术前仅 2 眼找到视网膜裂孔 , 7 眼在术中找到视网

膜裂孔 ,即是例证。因此我们认为玻璃体视网膜手术 , 能在术

中切除病变玻璃体 、眼内处理视网膜囊肿及视网膜 , 是治疗这

种复杂病例的有效手段。

　　关键词:视网膜囊肿;玻璃体切除术

　　中图法分类号:R774.1　　　文献标识码:B
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