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模拟缺血-再灌注诱导原代培养乳鼠窦房结细胞凋亡的研究

钟　理 ,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　模拟缺血-再灌注诱导培养窦房结细胞凋亡 , 为窦房结病变的病因研究与临床防治提供理论依据。 方法　取
Wistar乳鼠的窦房结组织进行原代细胞培养 ,随机分为 3 组:正常对照组;模拟单纯缺血组;模拟缺血-再灌注组。应用 TUNEL法对

凋亡细胞进行定性检测 ,并用流式细胞技术对凋亡细胞进行定量检测。结果　①单纯缺血 4、8 、16 h 以及缺血 2、4 、8、16 h 后再灌注
3 h 各组均可见 TUNEL阳性的窦房结细胞。 ②从单纯缺血 4 h 起 ,随缺血时间延长 ,窦房结细胞凋亡率显著增加;而缺血-再灌注组

也较相同时间单纯缺血时窦房结细胞凋亡率显著增加。结论　单纯缺血及缺血-再灌注均可诱导乳鼠窦房结细胞凋亡 , 且随缺血
时间延长 ,细胞凋亡率逐渐增加。
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Apoptosis of cultured sinoatrial node cells from neonatal rats induced by simulating

ischemia and reperfusion
ZHONG Li , SONG Zhi-yuan(Department of cardiology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To explore apoptosis of cultured neonatal rat sinoatrial node(SAN)cells induced by ischemia and reperfusion for the
theoretical basis of pathogenesis and prevention of SAN disorders.Methods　Primary culture of isolatedWistar neonatal rat SAN cells were prepared

and divided into 3 groups:control group , simulating ischemia group and ischemia-reperfusion group.Terminal deoxynucleotidyl-transferase mediated
biotin-dUTP nick-end labeling(TUNEL)and flow cytometry(FCM)were used respectively to determine the apoptotic SAN cells qualitatively and

quantitatively.Results　①TUNEL positive SAN cells were found after simulating ischemia for 4 , 8 , and 16 h or 2 , 4 , 8 , and 16 h ischemia fol-
lowed by 3 h of reperfusion.②For cells in ischemia for 4 h or more , the number of apoptotic cells increased significantly in a time-dependent man-

ner;and in ischmia reperfusion group , more cells were apoptosis than those in ischemia group for same ischemic time.Conclusion　Both ischemia
and ischemia-reperfusion can induce apoptosis of SAN cell in a time-dependent manner.
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　　近年来的离体 、在体研究均证实缺血-再灌注可诱
导心肌细胞凋亡

[ 1 ,2]
,但缺血-再灌注能否诱导窦房结

细胞凋亡目前尚未见文献报道 。我们成功培养了乳鼠
窦房结(Sinoatrial node ,SAN)细胞并进行形态学及电生
理学鉴定

[ 3]
,在此基础上进行窦房结细胞模拟缺血-再

灌注研究 ,旨在观察缺血-再灌注能否诱导培养窦房结
细胞凋亡 ,为窦房结病变的病因研究与临床防治提供
理论依据 。

1　材料与方法

1.1　试剂与配制
　　模拟缺血溶液 mmol L:NaCl 98.5 mmol L、KCl 10 mmol L、
NaH2PO4 0.9 mmol L、NaHCO3 6.0 mmol L、CaCl2 1.8 mmol L、

MgSO4 1.2 mmol L、乳酸钠 40 mmol L、HEPES 20 mmol L, pH6.8 ,

37 ℃,预先用混合气(95%N2-5%CO2)饱合(PO2<4 kpa);模拟

再灌注溶液:NaCl 129.5 mmol L、KCl 5.0 mmol L、NaH2PO4 0.9

mmol L、 NaHCO3 20 mmol L、 CaCl2 1.8 mmol L、 MgSO4 1.2

mmol L、葡萄糖 55 mmol L、HEPES 20 mmol L, pH7.4 37 ℃, 用
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时加10%胎牛血清。用模拟缺血溶液替换正常培养液即缺血 ,

再用模拟再灌注溶液替换模拟缺血溶液即为再灌注。

1.2　实验分组与缺血-再灌注损伤模型
1.2.1　分组　　新生 24 h Wistar乳鼠(由第三军医大学实验动

物中心提供),雌雄不拘 , 进行窦房结细胞纯化培养 , 以形态学

及电生理学方法鉴定后进行分组实验[ 3] :①正常对照组。 ②模

拟单纯缺血组:缺血 0.5、1 、2 、4、8、16 h。 ③模拟缺血-再灌注

组:缺血 0.5、1 、2、4 、8、16 h后再灌注 3 h。
1.2.2　模拟缺血-再灌注损伤模型的建立　　模拟缺血-再灌

注模型参照文献报道方法[1 ,3]进行 , 并加以改进 , 具体步骤如

下:①窦房结细胞消化分离后接种到预先置有消毒盖玻片的 24

孔板上 ,或 25 ml培养瓶中 ,进行窦房结细胞培养。 5 d 后倒置

显微镜下随机计数 100个细胞 , 选取梭形细胞占所有细胞 60%
以上的培养细胞进行实验。 ②模拟缺血:先将培养液吸弃 , 加

入模拟缺血溶液。再将培养容器放入缺氧培养装置中 , 充入混

合气(95%N2-5%CO2 ,由重庆三峡气体厂配制), 流量 10 L min。

用O2-CO2 浓度检测仪测得 O2 浓度<1%时 , 同时关闭进气口

与出气口 ,放入孵箱中培养。 ③模拟再灌注:从缺氧培养装置

中取出培养容器 ,吸出模拟缺血溶液 , 加入模拟再灌注溶液 , 放

回 5%CO2 孵箱中培养。

1.3　检测方法
1.3.1　细胞凋亡的定性检测　　应用原位末端标记(TUNEL)

法 ,观察细胞核是否着色。细胞核呈棕黄色为 TUNEL阳性细
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胞 ,根据染色强度分为 5 级:(—)阴性;(±)淡棕色 , 弱阳性;

(+)阳性;( )棕色 , 中度阳性;( )褐色 , 强阳性。正常培养
组(不模拟缺血)为阴性对照。

1.3.2　细胞凋亡的定量检测　　将细胞消化后加入荧光素标
记的Annexin-V与 PI ,用美国 BD公司的 FACS Calibuer 型流式细

胞仪分析检测。检测结果用 BD 公司 CELLQuest 程序分析

处理。

1.4　数据的处理与分析
　　文中数据以 x±s表示 ,采用医用统计程序包SPLM 软件进

行双因素方差分析。

2　结果

2.1　TUNEL染色
　　正常对照组 ,单纯缺血 0.5 、1 、2 h组 ,及缺血 0.5、1 h 后再

灌注3 h组均未见胞核阳性着色;而单纯缺血 4、8、16 h 以及缺
血2 、4、8 、16 h 后再灌注 3 h各组均可见胞核呈棕黄色阳性着色

的窦房结细胞 ,见图 1 、2。

图 1　培养窦房结细胞缺血 4 h后 TUNEL阳性细胞　(TUNEL×200)

Fig 1　TUNEL positve cells of cultured SAN cells after ischemia for 4 h　(TUNEL×200)

图 2　培养窦房结细胞缺血 4 h再灌注 3 h的 TUNEL阳性细胞　(TUNEL×200)

Fig 2　TUNEL positve cells of cul tured SAN cells after ischemia for 4 h followed by reperfusion for 3 h　(TUNEL×200)

2.2　流式细胞术检测窦房结细胞凋亡率
　　用流式细胞术(FCM)检测单纯缺血及缺血-再灌注时窦房

结细胞凋亡率的变化 ,见表 1。

表 1　FCM检测不同缺血时间及缺血-再灌注

后窦房结细胞凋亡率(%)

Tab 1　Percentage of SAN cells apoptosis induced by different

time of i schemia and reperfusion

Duration(h)　 Ischemia Reperfusion 3 h

　0(Control) 0.39±0.02

　　　0.5 0.37±0.03 0.38±0.01

　　　1 0.40±0.02 0.39±0.01

　　　2 0.39±0.01 3.42±0.69＊＊

　　　4 2.87±0.58■ 7.11±1.46＊＊

　　　8 5.19±0.70△ 13.44±3.27＊＊

　　 16 9.76±1.13△△☆ 20.89±3.98＊＊

＊＊:P<0.01 vs ischemia;■:P <0.01 vs control;△:P <0.05 ,

△△:P<0.01 vs ischemia 4 h;☆:P<0.05 vs ischemia 8 h

　　由表 1可知 , 与对照相比 , 缺血 2 h再灌注 3 h 及单纯缺血

4 h 均可见细胞凋亡率显著增加 , 且随缺血时间延长 , 窦房结细

胞凋亡率增加越显著(P<0.01);而且相同时间的缺血-再灌注

较单纯缺血时窦房结细胞凋亡率显著增加(P<0.01)。

3　讨论

3.1　窦房结细胞凋亡损伤模型的评价

　　本实验采用的模拟缺血-再灌注模型参照了
Tanaka

[ 1]
与 Bielawska

[ 2]
诱导心肌细胞凋亡的损伤模型 ,

并稍作改进 。Tanaka等的实验在用混合气体置换空气
时 ,没有用模拟缺血溶液置换正常培养液 ,因此他们的
实验仅能反映缺氧对心肌细胞凋亡的影响 ,不能做到
对缺血环境的模拟。毕竟缺血与缺氧对细胞生化与代
谢等方面的影响有所不同 ,这可能就是本实验诱导出
细胞凋亡的时间早于单纯缺氧诱导出细胞凋亡的原

因。Bielawska等的实验考虑了培养基中血清与葡萄糖
的因素 ,因此在模拟缺血时将培养基中的血清与葡萄
糖去除 。但是在组织缺血时 ,除了引起细胞内环境血
清与葡萄糖的缺乏 ,由于糖酵解引起的酸碱平衡紊乱 、
离子浓度改变等因素 ,对细胞凋亡的发生都有重要影
响。现已证实细胞凋亡的重要特征之一是细胞内酸
化 ,并可影响凋亡机制中的重要酶—核酸内切酶的活
性。心肌缺血-再灌注时细胞内酸化可引起 Na

+
 H

+
交

换蛋白(Natrium hydrogen exchange , NHE)活化 ,有证据
表明 NHE 的活化介导了缺血-再灌注损伤 , 而抑制
NHE则能减轻缺血区细胞凋亡

[ 4]
。本实验所用的模

拟缺血与再灌注溶液反映了缺血-再灌注时离子浓度
的变化与酸碱平衡的紊乱 ,正是考虑了以上几方面的
因素 。当然 ,培养细胞的内环境单一 、胞间联系少 、没
有神经内分泌等因素影响 ,故尚不能完全模拟在体损
伤情况。
3.2　缺血-再灌注诱导窦房结细胞凋亡的机制及意义

　　迄今为止 ,已有较多有关缺血-再灌注诱导心肌细
胞凋亡的报道

[ 1 ,2]
,而缺血-再灌注能否诱导窦房结细
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胞凋亡 ,尚未见报道 。本实验首次证实了模拟缺血-再
灌注可诱导培养窦房结细胞凋亡 ,且随缺血时间的延
长 ,窦房结细胞凋亡率逐渐增加。
　　窦房结细胞来源于原始未分化 、幼稚的“工作”心
肌细胞 ,其细胞结构与代谢均与普通心肌细胞相似 ,故
认为缺血-再灌注诱导窦房结细胞凋亡同诱导心肌细
胞凋亡可能有相同的机制。有报道

[ 5]
认为缺血-再灌

注时产生的 TNF-α通过神经鞘磷脂信号途径来诱导心
肌细胞凋亡 。缺血-再灌注时产生的活性氧分子在心
肌细胞凋亡中起了重要作用 ,活性氧除了通过促进
TNF-α生成增加这一途径来诱导心肌细胞凋亡外 ,还
能通过影响 bcl-2家族蛋白诱导心肌细胞凋亡 。Hars-
dorf等

[ 6]
发现不同的活性氧分子促进细胞凋亡的途径

不同。可见 ,有多种细胞因子 、信号途径参与了缺血-
再灌注心肌细胞凋亡的机制。究竟是缺血还是再灌注
启动细胞凋亡过程 ,目前尚不十分明确 。Maulik等

[ 7]

应用高表达薄层色谱法对此进行了研究 ,推测是缺血
启动了凋亡信号 。本研究结果显示 ,单纯缺血及缺血-
再灌注均可诱导窦房结细胞凋亡 ,且缺血-再灌注诱导
的窦房结细胞凋亡率较相同时间单纯缺血时诱导的窦

房结细胞凋亡率明显增加 ,表明缺血-再灌注加重了窦
房结细胞凋亡。
　　已有实验证实缺血性心脏病的细胞死亡形式在缺
血早期主要以细胞凋亡为主 ,因此可以推测细胞凋亡
是窦房结缺血早期细胞死亡的主要形式 ,尤其是缺血
程度较轻 、长期反复发作更易引起窦房结细胞凋亡的
发生。作为心脏电活动的起搏点 ,窦房结的病变定会
引起心脏电活动的改变。病窦综合征(病窦)是引起心
脏性晕厥和猝死的主要原因之一 ,而病窦发生的机制
尚不清楚 ,可能系窦房结细胞长期缺血诱导了窦房结
细胞凋亡 ,从而导致窦房结功能异常 。James等

[ 8, 9]
对 3

例完全性传导阻滞猝死患者的窦房结研究发现 ,窦房
结几乎完全毁损 ,呈非炎性退变 ,没有异常纤维化或浸
润 ,但有大量 TUNEL 阳性细胞;并用电镜观察了 5例

长QT间期综合征频发晕厥伴室性心律失常患者手术

切除的窦房结 ,均有典型的细胞凋亡超微结构改变。
这些文献报道则从临床角度为我们的推测提供了佐

证。
　　本实验从单细胞水平研究了缺血-再灌注对窦房
结细胞凋亡的影响 ,为进一步探讨窦房结细胞凋亡的
机制 ,研究参与窦房结细胞凋亡的各种因子与信号途
径奠定了实验基础。由本研究结果可推测采用抑制病
理性细胞凋亡的措施 ,可望为临床防治窦房结及心脏
传导系统病变提供新的方法。
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　　(上接 58页)
2.5　加强营养支持
　　Ⅲ度创面焦痂剥离和创面愈合时间较为迟缓 , 除积极手术

植皮 、尽早闭合创面外 , 加强营养支持护理尤为重要。必要时

营养的摄入采用口服 ,鼻饲和静脉三者同时补给的方法。应尽

可能鼓励老人多餐少食。应正确处理好病人的饮食习惯 、特殊

嗜好和营养价值的关系 ,不能仅迁就病人的饮食习惯而使营养

补充不足 ,在照顾病人习惯的基础上 , 合理配置肉蛋类 、蔬菜类

及米饭面粉比例 ,尽量作到饮食多样化 ,营养价值充足 , 易于消

化吸收。高龄烧伤病人一日三餐间应辅以 2-3 顿辅餐如服食

加营素 、各类水果等。治疗要集中进行 ,尽量减少饭前治疗 , 以

免影响病人的食欲。要定期疏通大便 , 但不宜用泻药 , 以免扰

乱胃肠功能。

2.6　其它
　　本组 13例高龄病人有 2 例因家属放弃治疗 , 自动出院 , 一

例Ⅲ度面积 8 %, 一例Ⅲ度面积 10%, 不积极治疗将凶多吉少 ,
因此 , 在做病人护理基础上还应协助医生 , 积极做家属思想工

作 ,提高病人及家属战胜疾病的信心 , 这一点对于提高高龄烧
伤的治愈率也非常重要。

　　关键词:烧伤护理;高龄病人
　　中图法分类号:R473.6　　　文献标识码:B
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