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　　提　要　目的: 探讨缺氧与梭曼中毒单一或复合作用对培养大鼠心肌细胞的损伤特点和可能机制。 方

法: 培养的大鼠心肌细胞在缺氧条件下暴露于含不同浓度梭曼的培养液中 ,观察细胞存活率和培养液肌酸磷

酸激酶 ( CPK )、乳酸脱氢酶 ( LD H)及谷草转氨酶 ( GO T )等心肌酶含量变化 ,同时用 Fur a-2 /AM荧光负载测

定心肌细胞内游离钙浓度 ( [ Ca2+ ]i)变化。结果:缺氧与梭曼中毒均可导致培养的大鼠心肌细胞存活率下降 ,

培养液中心肌酶含量升高 ,同时心肌细胞内游离钙浓度也明显增加 ;缺氧和梭曼中毒两种致伤因素同时作用

对培养的大鼠心肌细胞所产生的复合效应显著大于单一因素的致伤结果。结论: 缺氧可以加重梭曼对心肌细

胞的毒性 ;缺氧或梭曼中毒所致心肌细胞的损伤可能与心肌细胞内钙超载有关。

　　关键词　缺氧 ;梭曼中毒 ;心肌细胞 ;大鼠

　　中图法分类号　 R827. 171

　　在梭曼中毒死亡的原因中 ,循环衰竭占有重要地

位 ,梭曼中毒动物心功能将受到严重抑制 [ 1] ,其机制除

了与胆碱能神经系统的异常活动有关外 ,部分非胆碱

能机制如心肌细胞微环境的改变也起了重要作用。 缺

氧和梭曼中毒对心脏或心肌细胞的复合作用效应未见

文献报道 ,而高原地区有机磷中毒的病例却时有发

生 [2 ]。

1　材料与方法

1. 1　药品与试剂
　　梭曼 ,纯度 94. 6% ,军事医学科学院六所提供 ,用丙二醇 -

生理盐水稀释后备用。用于心肌细胞培养的培养基和培养液购

自 Sig ma公司 (美国 )。 Frua-2 /AM及相关试剂购自宝灵曼公

司 (德国 )。

1. 2　大鼠心肌细胞培养
　　W ista r大鼠 ,体重 230± 24 g ,雌雄不限 ,由本校实验动物

中心提供。参照文献 [3 ]方法分离培养心肌细胞 ,在显微镜下观

察可见细胞呈典型杆状 ,具有横纹并有搏动 ,对台盼蓝排斥。将

细胞放置在培养瓶内 ,室温下保存 1 h后进行实验。

1. 3　致伤及生化测定
　　培养的心肌细胞分别置于 96孔培养板 ,暴露于常氧及缺

氧 ( 13% O2+ 87% N2 )环境中 ,在培养液中分别加入生理盐水、

0. 60μmol和 0. 75μmo l梭曼应用液。 于加入生理盐水或梭曼

前 ( 0 min)及加入后 30、 60、 120 min分别取培养液用生化自动

分析仪 (美国制造 )检测 CPK、 LD H和 GO T含量 ,同时观察培

养细胞的活存情况。

1. 4　心肌细胞内游离钙浓度测定
　　根据文献 [ 4]方法进行。

1. 5　统计分析
　　采用双因素方差分析及 F LSD检验 ,分析各实验组内及组

间的显著性差异和交互作用。

2　结果

2. 1　心肌细胞存活状况及培养液生化指标变化
　　缺氧条件下梭曼中毒对培养的大鼠心肌细胞有明显的抑

制作用 ,并表现出明显的时效性和量效性。 和常氧条件下各实

验组结果相比较 ,缺氧条件下各实验组培养细胞的活存率均显

著降低 ,缺氧复合梭曼中毒实验组大鼠心肌细胞活存率不仅低

于单纯缺氧组而且也低于单纯梭曼中毒组 ,提示两种致伤因素

的复合效应强于单一因素对大鼠心肌细胞的抑制作用 ,见表 1。

　　不论在常氧或缺氧条件下 ,梭曼均可诱使大鼠心肌细胞培

养液中心肌酶含量不同程度升高。 常氧时 ,梭曼使细胞培养液

中 CPK含量升高 ,并具有时效性 ,即随时间的延长 C PK含量

逐渐升高 ,而加大梭曼剂量 ,可使 CPK含量升高的时间提前 ;

缺氧也可导致培养液中 CPK含量缓慢升高 ,缺氧复合梭曼中

毒后大鼠心肌细胞培养液中 CP K含量迅速升高 ,而且具有时

效和量效性 ,大剂量梭曼所致心肌细胞培养液中 CP K含量升

高效应明显强于单纯缺氧或梭曼中毒的作用结果 ,再度证实缺

氧加重了梭曼对心肌细胞的损伤作用。

　　大鼠心肌细胞培养液中 L DH含量在梭曼中毒后也有明显

变化 ,与 CPK含量变化不同的是缺氧条件下大剂量梭曼所诱

导的 L D H含量升高仅在 60 min时表现为既高于单纯中毒又

高于单纯缺氧所致效应 ,其余各时相点测定值则只高于单纯缺

氧组值 ,提示梭曼中毒亦可加重缺氧对心肌细胞的损伤。
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　　 GO T的变化与 L D H变化相似 ,但其复合效应发生在缺氧

复合低剂量梭曼中毒后 120 min,此时 GO T含量高于单纯梭曼

中毒组和单纯缺氧组 ,其它各时相点观测值均高于单纯缺氧组

值 ,同 CPK含量变化相比 ,仅表现出良好的时效性 ,量效关系

不明显 ,但同样可以说明缺氧和梭曼中毒两种致伤因素的致伤

效应可以互相加重。

表 1　缺氧条件下梭曼中毒对培养大鼠心肌细胞存活率的影响 (% ) (n= 6,x-± s)

Tab 1　 Effects of soman intoxication on the survival rate of cultured myocytes of rats

under the condit ion of hypoxia (% ) (n= 6, x-± s)

Time af ter treatment ( min)
Condit ion Group Pretreated( min)

0 30 60 120

Cont rol 89. 8± 4. 0 85. 8± 4. 9 84. 0± 3. 7 87. 8± 4. 9

Normal GD-1 83. 9± 4. 7 60. 9± 3. 8*△ 48. 0± 3. 1*△ 37. 3± 3. 2*△

GD-2 85. 9± 3. 7 40. 1± 3. 3* #△ 27. 1± 4. 3* #△ 17. 3± 6. 9* #△

Anoxia 88. 1± 3. 3 77. 8± 4. 3*□ 59. 5± 6. 3*□ 57. 0± 4. 1*□

Hypoxia Soman-1 87. 9± 4. 3 37. 4± 6. 4*□△ 20. 8± 3. 3*□△ 11. 9± 5. 0*□△

Soman-2 88. 5± 6. 3 20. 8± 4. 0* #□△ 13. 7± 4. 9* #□△ 7. 6± 3. 8* #□△

Cont rol: cultured myo cytes tr ea ted with sa line; GD-1: myo cytes intox icated by 0. 60μmo l soman; GD-2: th e cells ex posed to

0. 75μmo l so ma n; Anoxia: cultur ed cells treated with saline under the co ndition o f hypox ia; So man-1: cultured myo cytes

ex po sed to 0. 60μmol so man in hy po xia; So man-2: m yocy tes tr ea ted with 0. 75μmo l so ma n in hypo xia; * : P < 0. 01 vs

pre treatme nt;△: P < 0. 01 vs cont rol o r anox ia;# : P < 0. 01 vs GD-1 or soman-1; □: P < 0. 01 vs no rmal

2. 2　心肌细胞内游离钙浓度变化
　　从表 2可以发现 ,梭曼中毒和缺氧都可导致培养心肌细胞

内游离钙浓度明显升高 ,而且具有良好的时效性和量效性 ,缺

氧和梭曼中毒共同作用于培养的大鼠心肌细胞产生复合效应

使细胞内游离钙浓度迅速升高 ,这种复合效应在中毒早期 ( 30

min)表现为相加 (即 1+ 1≈ 2)损伤 ,后期则是相互加重 ,提示

其机制的复杂性。

表 2　缺氧条件下梭曼中毒对培养大鼠心肌细胞内游离钙浓度的影响 (CB /nmol· L- 1 ,n= 6,x-± s )

Tab 2　 Ef fects of soman intoxication on [Ca2+ ]i of cultured rats myocytes

under the condit ion of hypoxia (CB /nmol· L- 1 ,n= 6,x-± s)

Time af ter treatment ( min)

Condit ion Group Pret reated ( 0 min )

30 60 120

Cont rol 100± 4 104± 5 105± 5 108± 5

Normal GD-1 107± 5 143± 6*△ 173± 5*△ 204± 5*△

GD-2 105± 6 170± 5* #△ 202± 9* #△ 219± 8* #△

Anoxia 102± 5 135± 5*△ 160± 5*△□ 193± 5*△

Hypoxia Soman-1 98± 5 173± 5*△□ 209± 5*△□ 279± 4*△□

Soman-2 94± 5 199± 4* #△□ 284± 5* #△□ 346± 5* #△□

* : P < 0. 01 v s pretr eatment;△: P < 0. 01 v s co ntro l or ano xia;

# : P < 0. 01v s G D-1 o r so man-1;□: P < 0. 01 v s no r mal

3　讨论

　　缺氧条件下梭曼中毒是一种特殊的化学战剂伤 ,

由于缺氧和梭曼中毒本身就是两种有害因素 ,任何一

种单独作用于机体 ,均可造成受害者不同程度的损伤。

当这两种致伤因素同时作用于机体时 ,极有可能导致

更为严重的伤害。 本研究即从一个侧面来探讨缺氧和

梭曼中毒复合作用于心肌细胞而引起的细胞损伤特点

和可能机制。

　　将培养的大鼠心肌细胞置于缺氧条件下给予不同

浓度的梭曼中毒 ,通过观察心肌细胞生长状况、培养液

中心肌酶的改变以及心肌细胞内游离钙浓度的变化 ,
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可以发现 ,两种有害因素单独或同时作用于心肌细胞 ,

都可导致细胞成活率明显下降 ,培养液中心肌酶含量

增多 ,心肌细胞 [Ca2+ ] i显著升高 ,而且通常情况下 ,两

种致伤因素的复合效应要强于单一致伤效应 ,复合效

应在部分时相点表现为相加性 ,其它则为相互协同。

　　缺氧对心肌细胞的损伤可由多个环节引起 ,自由

基损伤和 Ca
2+
超载损伤是其中的两个重要因素 ,自由

基可能导致细胞膜脂质流动性下降 ,而 Ca
2+
超载则诱

发细胞不可逆性损伤及细胞信息传递的紊乱 [ 5, 6] ;梭曼

中毒后也可引起脂质过氧化 [7 ]和细胞微环境改变 [8 ] ,

进而导致细胞损伤。可见就损伤机制而言 ,两种致伤因

素有相似或相近之处 ,缺氧和梭曼中毒两种因素共同

作用所产生的复合效应更为严重 ,正如本结果所见。此

外 ,我们也发现部分时相点复合效应表现为相加作用 ,

即复合效应为两种单一损伤效应之和 ,进而揭示两种

致伤因素的损伤机制存在不同之处。

　　 (赵吉青、王仕丽同志协助部分工作 ;承蒙余争平博士启

式讨论 ,一并致谢! )
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Effects of soman intoxication on cultured rat myocardial cells during hy-

poxia
 

Liu Yong , Cheng Tianmin, Li Yunpeng ( Depar tment of T ox icity, Faculty o f Pr ev entiv e M edicine, Third M ilita ry M edica l

Univ ersity, Cho ng qing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o inv estig ate the effects o f soma n intox ica tio n or hy po xia alo ne and the tw o in

combination o n cultured rat m yoca rdial cells and the possible mecha nism of myo ca rdio cy tic injur y by soman

into xica tio n unde r the conditio n of hy po xia. Methods: The cultur ed rat my ocar dia l cells w ere ex posed to so -

man so lutio n a t differ ent concentra tio ns under the co nditio n of hypox ia. The cha ng es in contents o f CPK ,

LD H and GO T in the cultur e so lution w ere determined. M eanwhile, the co nce nt ration of f ree ca lcium in the

cells ( [ Ca2+ ]i) w ere measur ed by using Fura -2 as the fluo rescent pro be fo r int racellula r Ca2+ . Results: Both

soman intox ication a nd hypox ia mar kedly reduce the surviva l ra te o f the cultured r at myoca rdial cells. The

contents of CPK , L D H a nd GO T in the culture solutio n w er e remar ka bly incr eased afte r the ex po sur e of the

cells to soma n o r hy poxia a lo ne o r the tw o in com bina tio n. The inc rease o f [ Ca2+ ]i due to the combina tion

wa s much highe r tha n tha t pro duced by soman intox ication o r hypox ia alone. Conclusion: Hypox ia can en-

ha nce the cy toto xic effects o f so man o n the myo cardial cells. The injur y of the myoca rdial cells caused by hy -

po xia o r soma n into xicatio n migh t be related to calcium ov erload in the cells.

　　 Key words　 hy po xia; so man intox ica tion; myoca rdial cell; ra t

83第 2期　　　　　　　　　　　刘　勇 ,等 .缺氧条件下梭曼中毒对培养大鼠心肌细胞的影响　　　　　　　　　　　　

 This pro ject wa s suppo rted by the "Ninth fiv e" obliga to ry budg et o f P L A, N o. 96L063


