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　　提　要　目的 :了解外源性钙离子对放烧复合伤心肌线粒呼吸功能的影响。 方法: W ista r大鼠分为正常

对照组 , 6Gy照射复合 30% TBSAⅢ度烧伤组、放烧复合伤预防用药组和放烧复合伤治疗用药组。 于伤后 1、

12、 24和 48 h测定不同浓度钙对各组线粒体呼吸功能的影响。结果:低浓度外源性钙 ( 10μmo l /L )对正常对照

组心肌线粒体呼吸有刺激作用 ,但对放烧复合伤组、放烧复合伤预防用药组和治疗用药组线粒体呼吸无显著

刺激作用 ;高浓度外源性钙 ( 50μmol / L)对正常组、放烧复合伤预防用药组和治疗用药组心肌线粒体呼吸功

能有显著抑制作用 ,但使复合伤组心肌线粒体呼吸完全脱偶联。 187. 5μmol / L维拉帕米可显著减轻 50μmol /

L钙离子对呼吸的抑制。结论: 放烧复合伤心肌线粒体对外源性钙的耐受性降低 ,维拉帕米预防或治疗用药均

能提高复合伤后线粒体对外源性钙的耐受性。
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　　放烧复合伤早期心肌线粒体呼吸功能严重受损 ,

维拉帕米 ( Verapamil )及抗休克补液可以减轻损害
[1 ]。

Ca2+与心肌功能有密切关系 ,正常心功能有赖于心肌

细胞内的钙稳态。 正常心肌细胞中钙大部分储于线粒

体 ,肌浆网及肌纤维膜上。胞浆游离钙浓度异常增高可
导致细胞钙超载 ( Calcium overload)。线粒体是维持细

胞内钙稳态的重要细胞器 ,细胞内钙超载实质上是线

粒体的钙超载 [2 ]。 因为细胞内钙的变化会引起线粒体

钙运转体系对其调控 ,从而导致线粒体钙浓度变化 [3 ]。
本实验的目的是了解外源性钙对放烧复合伤早期心肌

线粒体呼吸的作用 ,并联系前文所述补液抗休克或钙

通道阻滞剂的应用对线粒体呼吸功能的影响
[1 ]
,探讨

放烧复合伤早期心肌线粒体呼吸功能障碍的可能机制。

1　材料与方法

1. 1　实验动物及致伤方法
　　Wistar成年大鼠 ,体重 ( 220± 20) g。雌雄不拘。背部剃毛。
60Coγ射线全身照射 ,总剂量 6 Gy;在 30 min内用溴钨灯照射产

生背部皮肤占体表面积 30%的全层烧伤 [1 ]。

1. 2　动物分组
　　动物分正常对照组 ( N )、 6 Gy照射合并 30%Ⅲ度烧伤的放

烧组 ( C30% )、放烧复合伤预防用药组 ( V er+ C30% )、放烧复

合伤治疗用药组 ( C30% + Ver )。 Ver+ C30% 组:腹腔注射维拉

帕米共 5 d( 4 mg /kg , 1次 /日 ,无菌生理盐水配制 ) ,照射前 1 h

追加一次注射。 C30% + Ver组: 烧伤后立即腹腔注射一次维拉

帕米 ( 4 mg /kg )

1. 3　观察指标
　　按文献 [1 ]所述方法检测肝线粒体呼吸指标。 取心脏剪碎

置冰冷的分离介质中 ( 0. 25 mo l /L蔗糖 , 0. 01 mo l /L T ris-

HCl, pH 7. 4) ,充分洗去血液 ,以内切式匀浆机打碎后 , 600× g

离心 6. 5 min( 2℃ )。上清液经 11000× g离心 11 min。弃去上

清 ,以分离介质悬浮沉淀物。重复高速离心一次。以分离介质悬

浮沉淀。 Low ry法测蛋白。 以上操作均于 2℃～ 4℃下进行。

　　线粒体呼吸功能测定: 反应体积为 2. 20 ml。 反应介质为

0. 25 mol /L蔗糖 , 3 mmol /L KH2 PO4 , 0. 4 mmo l /L EDT A,

p H7. 4。反应底物为谷胺酸钠及苹果酸钠 (各 1. 25 mo l / L)。在

30℃下保温 5 min后 ,加入 352 nmol /L ADP,用氧电极测定线

粒体呼吸第 3态 ( ST3) ,第 4态 ( ST4)耗氧率 ,计算呼吸控制率

( RCR) ,磷氧比值 ( ADP /O )和氧化磷酸化速率。

1. 4　统计处理
　　实验数据经 SPLM医学统计软件作统计处理 ,作 t检验及

方差分析。

2　结果

2. 1　维拉帕米对放烧复合伤后心肌线粒体呼吸功能

的影响

　　放烧复合伤 ( C30% )后 ,线粒体呼吸控制率明显下降。用维

拉帕米伤前预防或作伤后治疗均能使呼吸控制率上升或恢复

正常 ,见表 1。

表 1　维拉帕米对复合伤后心肌线粒体 RCR的影响
( n= 4,x-± s )

Tab 1　 Effects of verapamil on RCR of myocardial mitochondria
after combined radiation-burn in jury (n= 4, x-± s )

Time pos t-in jury ( t /h)
Grou ps

1 12 24 48

C30% 2. 13± 0. 03*　 2. 45± 0. 11* 2.40± 0.18* 2.36± 0. 43*

Ver+ C30% 3. 43± 0. 23*△ 3. 95± 0. 22△ 2.91± 0.91△ 4.40± 0. 69△

C30% + Ver 3. 71± 0. 48*△ 4. 09+ 1. 07△ 4.66± 0.26△ 5.08± 1. 25△

Normal v alue: 4.89± 1.06 ( n = 10); * : P < 0.05 vs

normal v alue; △: P < 0.05 vs C30% group
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2. 2　外源性钙对正常心肌线粒体呼吸功能的作用
　　低浓度外源性钙对正常心肌线粒体呼吸功能有刺激作用 ,

而高浓度外源性钙则抑制呼吸 ,维拉帕米可减轻高浓度钙对心

肌线粒体呼吸的抑制作用 ,见表 2。但 100μmo l /L钙可使线粒

体呼吸完全脱偶联 ,且维拉帕米无保护作用。

表 2　外源性钙对正常心肌线粒体呼吸功能的影响及维拉帕米的作用 (n= 5, x-± s )

Tab 2　 Ef fect of exogenous Ca2+ on mitochondr ial respiratory function of normal myocardium

and action of verapamil ( n= 5,x-± s )

ST3 ( natoms

C {O} /· min- 1· mg- 1 pro)

ST4 ( natoms

C { O} /· min- 1· mg- 1 pro)
RCR ADP /O

ATP production rate

(CB /nm ol· min- 1· mg- 1 pro)

　 N 241. 33± 41. 74　 75. 03± 8. 97 3. 19± 0. 45　 2. 23± 0. 32　 552. 36± 185. 35　　

　 Ca10 314. 29± 46. 56* 75. 14± 6. 87 4. 18± 0. 45* 2. 81± 0. 19* 888. 77± 178. 20*　

　 Ca50 103. 81± 27. 13* 76. 58± 14. 35 1. 36± 0. 29* 1. 06± 0. 23* 110. 04± 13. 01*　

　 Ver+ Ca50 216. 90± 47. 50△ 81. 55± 9. 29 2. 62± 0. 27△ 1. 62± 0. 26△ 363. 04± 139. 03*△

Ca10, Ca50: M itochondria incubated with 10 μmo l o r 50 μmol Ca2+ fo r 2 min ( 30℃ ) ; * : P < 0.

05 v s no rmal v alue; △: P < 0. 05 vs Ca10

2. 3　外源性钙对放烧复合伤心肌线粒体呼吸功能的作用

　　复合伤时 , 10μmol / L外源性钙对呼吸无显著刺激作用 ,见表 3。 但 50μmol / L钙则使呼吸完全脱偶联。

表 3　外源性钙对放烧复合伤 C30%心肌线粒体呼吸功能的影响 (n= 4,x-± s)

Tab 3　 Effects of exogenous Ca2+ on myocardial mitochondrial respiratory function in group C30% of

combined radiation-burn injury (n= 4, x-± s)

Time post-inju ry ( t /h )

C{ Ca2+ } /μmol· L- 1

1 12 24 48

　　 ST3 0 166. 57± 15. 50 184. 86± 38. 98 184. 47± 36. 98 228. 69± 11. 25

10 219. 36± 16. 99 185. 41± 23. 96 204. 79± 64. 50 223. 71± 40. 55

　　 ST4 0 78. 08± 0. 34 75. 45± 15. 91 76. 86± 15. 41 96. 90± 4. 77

10 98. 33± 3. 69 81. 32± 10. 51 90. 22± 28. 22 90. 21± 16. 35

　　 RCR 0 2. 13± 0. 03 2. 45± 0. 11 2. 40±　 0. 18 2. 36± 0. 43

10 2. 37± 0. 33 2. 28± 0. 13 2. 27±　 0. 32 2. 48± 0. 23

　　 ADP /O 0 1. 93± 0. 06 2. 06± 0. 07 1. 82±　 0. 13 1. 42± 0. 29

10 1. 96± 0. 18 2. 05± 0. 05 1. 78±　 0. 13 1. 53± 0. 11

　　 ATP production 0 320. 96± 11. 18 380. 82± 80. 30 335. 73± 67. 31 324. 14± 59. 79

　　 Rate 10 442. 17± 70. 85 381. 94± 49. 39 372. 72± 116. 57 317. 67± 57. 58

2. 4　用维拉帕米预防组中外源性钙对复合伤线粒体

呼吸功能的作用

　　在用维拉帕米预防的放烧复合伤组中 ,低浓度外源性钙所

起的作用已不再是刺激性的 ;相反 ,对呼吸的各项指标均有抑

制作用 ,高浓度钙则完全起抑制作用 ,见表 4。 200μmol / L钙则

使线粒体呼吸完全脱偶联。

2. 5　伤后用维拉帕米治疗组中外源性钙对复合伤心

肌线粒体呼吸功能的作用

　　在伤后用维拉帕米治疗的复合伤组中 ,外源性钙抑制线粒

体呼吸。 剂量越大 ,抑制性越强 ,见表 5。
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表 4　外源性钙对 Ver+ C30%组心肌线粒体呼吸功能的影响 ( n= 4,x-± s )

Tab 4　 Ef fects of exogenous Ca2+ on myocardial mitochondrial respiratory function in Ver+ C30% group of

combined radiation-burn injury (n= 4, x-± s)

Time pos t-b urn ( t /h )
C{ Ca2+ } /μmol· L- 1

1 12 24 48

　　 ST3 0 103. 39± 16. 70 140. 48± 22. 46 132. 21± 34. 90 202. 05± 6. 30

10 87. 48± 13. 76 123. 51± 30. 13 109. 66± 19. 21 152. 18± 48. 88

50 64. 44± 9. 10△ 106. 22± 30. 85 102. 28± 24. 34 123. 57± 11. 49△

100 73. 40± 8. 88△ 93. 65± 16. 37△ 92. 19± 14. 61△ 105. 25± 19. 85△

　　 ST4 0 30. 14± 2. 72 35. 88±　 8. 09 46. 55±　 9. 49 46. 62±　 6. 66

10 33. 76± 2. 52 36. 30±　 5. 34 41. 95±　 6. 34 42. 24± 10. 51

50 34. 50± 6. 81 46. 51±　 9. 39 36. 36±　 6. 90 39. 09±　 9. 36

100 32. 73± 6. 11 41. 05±　 7. 33 37. 89±　 7. 69 31. 94±　 7. 11

　　 RCR 0 3. 43± 0. 18 3. 95±　 0. 22 2. 91±　 0. 91 4. 40±　 0. 69

10 2. 59± 0. 21 3. 56±　 0. 51 2. 68±　 0. 24 3. 63±　 0. 77

50 1. 87± 0. 25△ 2. 93±　 0. 27△ 2. 84±　 0. 34 3. 26±　 0. 67△

100 2. 23± 0. 16△ 2. 58±　 0. 23△ 2. 40±　 0. 53 3. 38±　 0. 78△

　　 ADP /O 0 2. 22± 0. 25 2. 72±　 0. 12 2. 07±　 0. 67 2. 86±　 0. 07

10 2. 44± 0. 23 2. 53±　 0. 31 1. 92±　 0. 09 2. 46±　 0. 49

50 2. 22± 0. 20 2. 21±　 0. 19△ 1. 83±　 0. 48 2. 33±　 0. 52

100 2. 23± 0. 43 1. 84±　 0. 09△ 2. 33±　 0. 38 2. 34±　 0. 57

　　 ATP production 0 248. 19± 48. 24 382. 17± 66. 16 286. 84± 157. 83 578. 42± 17. 72

　　 Rate 10 209. 03± 43. 29 317. 96± 108. 96 210. 82± 40. 90 381. 46± 179. 58

50 157. 81± 26. 75△ 228. 81± 81. 55△ 205. 79± 62. 55 288. 32± 72. 81△

100 126. 23± 27. 90△ 173. 19± 36. 12△ 212. 08± 20. 94△ 250. 09± 95. 90△

△: P < 0. 05 vs without Ca2+

表 5　外源性钙对 C30%+ Ver组心肌线粒体呼吸功能的影响 (n= 4,x-± s )

Tab 5　 Ef fects of exogenous Ca2+ on myocardial mitochondrial respiratory function in C30%+ Ver group of

combined radiat ion-burn injury (n= 4, x-± s )

Time post-bu rn ( t /h )
C{ Ca2+ } /μmol· L- 1

1 12 24 48

　　 ST3 0 139. 48± 29. 37 147. 76± 34. 60 209. 54± 25. 80 198. 83± 53. 29

10 115. 81± 17. 17 122. 71± 10. 15 164. 35± 19. 88 145. 76± 33. 56

50 88. 04±　 8. 22△ 99. 76± 27. 78 130. 92± 23. 44△ 129. 61± 40. 67

100 75. 32±　 7. 24 85. 03± 15. 57△ 113. 86± 36. 13△ 99. 32± 33. 10△

　　 ST4 0 37. 60±　 6. 54 52. 51± 34. 54 45. 08± 5. 76 39. 97± 10. 16

10 30. 44±　 2. 31 33. 93±　 5. 83 36. 48± 5. 46 36. 22±　 9. 60

50 28. 96±　 2. 51 31. 83±　 5. 16 41. 52± 8. 21 35. 89±　 9. 60

100 26. 03±　 2. 51△ 28. 14±　 2. 49 39. 63± 9. 57 29. 06±　 9. 25

　　 PCR 0 3. 71±　 0. 48 4. 09±　 1. 07 4. 66± 0. 26 5. 08±　 1. 25

10 3. 83±　 0. 71 3. 74±　 1. 00 4. 53± 0. 33 4. 15±　 0. 90

50 3. 05±　 0. 31 3. 12±　 0. 20 3. 17± 0. 19△ 3. 59±　 0. 33

100 2. 93±　 0. 50 3. 03±　 0. 57 2. 84± 0. 30△ 3. 44±　 0. 25△

　　 ADP /O 0 2. 62±　 0. 25 2. 58±　 0. 54 2. 90± 0. 05 2. 93±　 0. 23

10 2. 61±　 0. 30 2. 43±　 0. 50 2. 89± 0. 10 2. 71±　 0. 29

50 2. 71±　 0. 29 2. 12±　 0. 17 2. 21± 0. 19△ 2. 55±　 0. 31

100 2. 03±　 0. 41 2. 14±　 0. 29 1. 86± 0. 25△ 2. 46±　 0. 31
　　 ATP production

　　 Rate
0 267. 96± 103. 44 551. 53± 204. 37 606. 63± 81. 55 575. 84± 211. 95

10 304. 83± 79. 95 284. 78± 89. 51 474. 57± 50. 91 398. 36± 105. 70

50 195. 25± 43. 52△ 212. 97± 62. 33 289. 73± 53. 22△ 335. 16± 127. 53

100 154. 93± 46. 01△ 184. 65± 57. 02△ 241. 72± 97. 33△ 245. 99± 96. 68△
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3　讨论

　　维拉帕米可防止复合伤后心肌线粒体呼吸功能下

降。结合前文所述复合伤时心肌线粒体游离钙增高 ,提

示维拉帕米的保护作用可能与阻止钙的增高有关。 本

实验发现外源性钙对正常心肌线粒体呼吸有双向作

用:低浓度外源性钙有刺激作用 ;高浓度时 ,外源性钙

抑制线粒体呼吸。在放烧复合伤时 ,这种双向作用已不

复可见 ,无论浓度高低 ,对线粒体呼吸都呈抑制作用 ,

说明在复合伤时 ,钙对线粒体呼吸的毒性增高 ,或者

说 ,在复合伤时线粒体对钙的耐受力下降。

　　本实验已证明根据外源性钙加入量多少 ,对正常

线粒体功能的影响有所不同。 低浓度的钙 ( 10μmol /

L )刺激正常心肌线粒体呼吸功能 ,这可能是钙离子进

入线粒体激活了钙敏感的脱氢活力引起 [4 ]。 较高浓度

的钙 ( 50μmol /L)抑制正常心肌线粒体呼吸功能。 更

大浓度钙就完全使线粒体氧化磷酸化脱偶联。 钙通道

阻滞剂维拉帕米可能显著减轻 50μmo l /L钙对呼吸功

能的抑制 ,这说明维拉帕米减少了钙进入线粒体 ,可能

是抑制单向运输体的活性所致。 文献报道维拉帕米抑

制大鼠心肌线粒体钙摄取 50%时浓度 ( IC50 )为 763

μmo l /L( 134μmo l /L～ 4268μmol /L)
[6 ]。

　　钙含量升高抑制线粒体呼吸功能的机制仍不完全

清楚。 钙可能与其它因素协同作用造成线粒体功能损

害。文献资料证明单纯 Ca
2+
或 O2对线粒体 NADH辅

酶 Q还原酶无抑制作用 ,而两者同时作用则可使该酶

活力下降 65%
[6 ]
。我室以前工作表明放烧复合伤心肌

线粒体丙二醛含量升高而抗氧化酶活力下降 ,提示氧

自由基产生增加
[7 ]
。前文证实伤后线粒体游离钙含量

升高 ,这两种因素可能是造成线粒体功能损害的重要

原因。另有文献报道离体正常线粒体与 Ca
2+单独孵育

时 , ST3为对照值的 89%、 ST4为对照值的 141% ,加

入 Na+后使 ST3降为对照值的 55%、 S T4升高为对照

值的 202% [ 8 ]。严重烧伤后早期心肌细胞能量代谢障

碍 [9 ]。 AT P不足 ,细胞膜上钠泵活性下降 ,导致细胞内

钠潴留及水肿。另外 ,心肌细胞内 pH很低 , 30%烧伤

时伤后 6 h可达 pH= 6. 56
[9 ]
。由于细胞内 H

+
增多 ,刺

激了心肌细胞膜上 Na
+

/H
+
交换从而使细胞内 Na

+
升

高 , Na
+
升高又激活 Na

2+
/Ca

2+
交换体系

[ 10]
,引起细胞

内 Ca
2+
升高。前文已证明放烧复合伤心肌线粒体 Na

+

依赖的钙释放和基础钙释放明显加速 ,提示线粒体钙

保留能力下降也可能与细胞内 Na
+增高有关。
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Effects of exogenous calcium on myocardial mitochondrial respiratory

function at the early stage after combined radiation- burn injury in

rats*
Xiong Ye, Cheng Tianmin, Chen Zong rong ( Depar tment o f Radiation Medicine , Third Milita ry Medica l Univ er sity ,

Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: T o study the effects o f ex ogenous ca lcium on myoca rdial mitochondrial respira tor y
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function at the ea rly stage after combined radia tion- burn injury . Methods: Adult male Wistar r ats wer e ran-

domized into four g roups: 1) No rmal contro l g roup ( NCG ); 2) Combined radia tion- burn injur y g r oup ( CR-

BIG) ; 3) Prevention g roup ( PG) ; 4) treatm ent g roup ( TG ) . The effec ts of exogenous ca lcium of v arious

concentra tion on myocardia l mito chondrial respira tor y function w ere determined a t the 1st, 12th, 24th and

48th hour afte r the injury in all the g roups. Results: Exogenous calcium o f low concentra tion ( 10μmo l /L )

ex erted significant stimulativ e effects on myoca rdial mitochondria l r espi rato ry function of the ra ts in NCG but

did no t do the same on that in CRBIG, PG and TG. How eve r, ex ogenous calcium o f high concentr ation ( 50

μmol /L ) inhibited th e myocardia l mito chondrial respira tor y function o f rats in CG, PG and TG and com-

pletely uncoupled th e oxida tiv e pho spho rylation of myocardia l mitochondria in CRBIG, which could be

markedly relea sed w ith 187. 5μmol / L Verapamil. Conclusion: The reduced myocardial mitochondrial to ler-

ance in th e rats inflicted with combined radiation- burn injur y can be enhanced by th e pr ophylactic o r ther a-

peutic administration of v erapamil.

　　 Key words: mito chondrion; hear t; combined radia tion- burn injur y; calcium; mitochondrial respira tor y

function; rat

　* 　 Suppor ted b y National Natural Science Foundat ion of China, No. 39370692; Su pported by Mi lit ary“ 8. 5” Foundation

放烧复合伤对小鼠骨髓基质细胞动力学及其 博士生论文摘要

粘附功能

The effects of combined radiation-burn injury on the dynamics and

adhesion capacity of bone marrow stromal cel ls in mice

陈幸华　 罗成基　　 (第三军医大学预防医学系防原医学教研室 )重庆 , 630038

　　关于放烧复合伤致造血功能障碍的研究 ,以往主要侧重于

造血实质细胞损伤的观察 ,而对造血实质细胞赖以生存的造血

微环境在放烧复合伤致造血功能障碍中的作用及其机理的研

究很少。为此 ,本课题从以下 3方面进行研究。第一部分:通过

检测 5 Gy放射损伤、 15%Ⅲ度体表面积烧伤和放烧复合伤小

鼠在伤后不同时间和不同培养时间的骨髓基质细胞集落形成

能力、光镜和电镜下的形态学、细胞周期和骨髓基质细胞内

DN A含量等指标的变化 ,探讨放烧复合伤后骨髓基质细胞从

量变到质变的特点和规律 ;第二部分 :分别应用斑点杂交和原

位杂交技术检测伤后骨髓基质细胞 V CAM-1 m RN A的表达并

结合流式细胞仪测定各损伤组骨髓基质细胞 V CAM-1、 Fn、 Lm

和 Co l IV的表达情况 ,探讨放烧复合伤造血微环境损伤的分

子基础 ;第三部分: 检测骨髓基质细胞贴壁层对骨髓有核细胞

的粘附率 ;分别或联合应用 V CAM-1、 Fn、 Lm和 Co l IV等单

抗 ,观察其对骨髓有核细胞粘附的阻断作用和对骨髓基质细胞

支持粒单系造血祖细胞 ( C FU-GM)形成能力的影响 ,探讨放烧

复合伤造血微环境的造血调控机理。 主要实验结果: ①放烧复

合伤对骨髓基质细胞损伤具有以伤后 3 d～ 7 d最重的时效特

征和放射损伤> 放烧复合伤> 烧伤的特点 ;②放烧复合伤对造

血微环境的损伤具有持续较久和恢复缓慢的特点 ;③放烧复合

伤导致骨髓基质细胞的形态学发生了病理性改变。④放烧复合

伤后 ,反映基质细胞增殖状态的 G2+ M期细胞比例和骨髓基

质细胞 DN A含量发生改变 ,表明放烧复合伤导致骨髓基质细

胞的损伤是具有其物质基础的 ;⑤骨髓基质细胞层对正常骨髓

有核细胞粘附能力和支持粒单系造血祖细胞生长的粘附实验

和粘附阻断的实验结果表明 ,放烧复合伤后骨髓基质细胞的粘

附结构发生了量和质的改变 ,提示放烧复合伤对骨髓基质细胞

粘附功能的损伤可能是放烧复合伤造血功能障碍发生的重要

机理之一 ;骨髓基质细胞表达的 VCAM-1和纤维连接蛋白对

造血干、祖细胞的粘附具有重要作用 ,进一步深化了放烧复合

伤骨髓基质细胞在复合伤造血调控障碍中的作用及其机理的

认识。

　　关键词　辐射损伤 ;灼伤 ;放烧复合伤 ;骨髓 ;造血微环境 ;

基质细胞 ;细胞粘附分子 ;造血调控 ;小鼠
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