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维拉帕米对放烧复合伤大鼠心肌线粒体功能的保护作用
’

熊 业 陈宗荣 程天 民 (第三军医大学预防医学系复合伤研究室 ) 6 3 0 0 3 8

灌论著

提 要 用钙通道阻滞剂维拉帕米治疗和预防放烧复合伤 (6 G y 放射损伤合并 30 % l 度烧伤 )大鼠
,

观

察其血压和心肌线粒体呼吸功能 的变化及的作用
。

预防或治疗给药对伤后动脉血压有一定影响
,

显著保护伤

后心肌线粒体呼吸功能
。

维拉帕米的保护作用可能与它减少了心肌线粒体钙浓度有关
。
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线粒体不仅是细胞的供能器
,

而且在细胞钙稳态

的调节中起重要作用
。

近年一些实验表明离体心脏缺

血再灌注过程中心肌线粒体结构和功能严重受损
,

钙

通道阻滞剂可减轻线粒体和心肌损害
「, 〕 。

这说明钙离

子在缺血再灌注心肌损害中起一定作用
。

我室以前的

工作证实放射损伤复合烧伤 (简称放烧复合伤 )后大 鼠

心肌功能下降
〔幻

,

其机理仍不清 楚
。

在本实验中用钙通

道阻滞剂维拉 帕米 ( V e r a p a m i l
,

V e r )预防或治疗放烧

复合伤以按时伤后大 鼠心肌线粒体功能变化
,

从能量

代谢角度为保护或改善伤后心肌功能提供实验依据
。

1 材料与方法

1
.

1 动物

雄性 Wist ar 大 鼠
,

体重 21 8士 15 9
,

四 川省中药研究所供

给
。

1
.

2 试荆

维拉帕米
、

谷氨酸钠
、

苹果酸钠为 iS g m a

公司产品
。

二磷酸

腺昔 ( A D P )为 lF
u k a
公司产品

。

依地酸 ( E D T A )
、

甘露醇
、

蔗糖

等为国产试剂
,

分析纯
.

1
.

3 动物分组

将动物随机分为 4 组
。

( 1) 正常对照组 (C )
:

不致伤
,

其余处理同致伤组
。

(2 )放烧复合伤组 ( R B ) :

动物背部剃毛
,

经 “ C
。 下射线一次

全身照射
,

剂量为 6 G y
,

剂量率为 0
.

35 G y / m in
,

照后经 25 %乌

拉坦腹腔麻醉 (4 ml 压 g )
,

再经 5 k w 澳钨灯光辐射
,

造成 30 %

体表面积 I 度烧伤 (病理切片证实 )
,

伤后不作任何处理
,

分笼

饲养
,

自由进食
。

( 3) 预防给药组 (P )
:

给动物腹腔注射维拉帕米一日一次
,

剂量 4 m g k/ g
,

连续 s d
,

照射前 l h 先行给药一次
。

致伤方法如

前述
。

(4 )治疗给药组 ( T )
:

动物致伤后立即腹腔注射维拉帕米 1

次
,

剂量 4 m g / k g
。

.1’ 4 血压 .ml 定田

经颈动脉插管直接测定伤后 1
、

12 和 48 h 的血压变化
。

1
.

5 心肌线拉体的制备和呼吸功能浏定叫

测完血压后
,

取动物心脏
,

放 在冷 的分离介质 中 ( 。
.

25

m o
l / L 蔗糖

、

0
.

0 1 m
o l / L T r i s 一H C I

,
p H 7

.

4 )
,

洗去血液
,

充分剪

碎心脏
,

内切式浆器匀浆 12
5
(3 只 4 5 )

,
6 0 0 火 g 离心 .6 5 m in

(2 ℃ )
,

上清经 10 0 0 o x g 离心 n m in
,

弃上清
,

用分离介质悬浮

沉淀
,

以同样高速离心 l 次
,

沉淀以分离介质悬浮
,
L o

w yr 法测

定线粒体蛋白含量
。

以上操作均在。 ~ 4 ℃进行
。

线粒体呼吸功能测定
:

反应体积为 2
.

20 m l
。

反应介质为

0
.

2 5 m o l / L 蔗糖
、

3 m m o l / L K H : P O
. ,

0
.

4 m m o l / L E D T A
,

p H 7
.

4
。

反应底物为 1
.

25 m ol / L 谷氨酸钠和苹果酸钠
。

反应介

质在 3 0℃恒温 s m in 后
,

加入 3 5 2 n m o l
e s

A D P
,

用氧 电极测定

心肌线粒体 3态 (加入 A D P 时 )和 4态 ( A D P 耗尽后 )的耗氧
,

计

算呼吸控制率 ( R C R )
,

磷氧比值 ( A D P / 0 )和氧化磷酸化速率

( O P R )
。

1
.

6 外源性钙 离子 对正常大 鼠心肌线拉体呼吸功能

的影响

线粒体分离介质为 2 25 m ol / L甘露醇
,

75 m m ol / L 蔗糖
,

0
.

05 m m ol / L E D T A
,

p H 7
.

4
。

分 离过程同上述
。

反应介质为

2 2 5 m m
o l / L 甘露醇

,
7 5 m m o

l / L 蔗糖
,
1 0 m m o l / L K H :

P O
` ,

pH 7
.

4
.

线粒体先与 1 0或 5 0 产m o
l /L 钙离子 ( C a

C 1
2 )在 0 ℃孵育

10 m in 后
,

测定线粒体呼吸功能 〔 5] 。

1
.

7 统计分析

数据均以 王 士 ,
表示

,

各组间差异经单因素方差分析检验
。

国家自然科学基金资助项目
,
N .o 3 9 3 7 0 6 9 2
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结果

放烧复合伤各 组大鼠血压变化 ( 见表 ) l

放烧复合伤后大 鼠心肌线粒体 C R R
、

A P D/ O 比值持续下

降
.

维拉帕米预防或治疗给药均可显著提高伤后 C R R和A DP / O

比值
。

2
.

3 外源性钙 离子对心肌线拉休呼吸功能的影响 ( 见

表3 )

20自

表 1 放烧复合伤各组血压变化

T曲 1 C h an g es i n b Io od P r e s s u r e o f r at s i n d i f f e r e nt

g r o u P s f o l lo袱 ng e o mb i ne d r aid at i o n一b u r n i n -

j
u r y(了士 s )

外源性钙离子对线粒体功能的影响
Gr o u P n

C o nt r o lg

R
a
d i at i o n一 b u r n c o r nb i ne d i nju

r y

B lo
闭 P r e s s u r e ( P ka)

Ef f e e t o f e xtr a mi t o e h o nd r i a le a le i u mi o ns o n r at

1 4
.

81士 0
.

2 9

9
.

84士 1
.

6 5 减 减

6
.

1 9士 0
.

4 7 狱 减

8
.

7 6 士 0
.

86 减减

cra
d i ae mi t o e h o nd r i a l

r e s P i r at o r yf u ne t io n

(了士 s )

A dd i t i o n C R RA P D/ 0

M i r o e h o nd r i a 3
.

4 1士 0
.

2 3 2
.

3 9士 0
.

2 5 6 4 6
.

0 8士 1 3 7
,

9 6

9
.

6 0士 1
.

1 4 汉减

9
.

8 9士 2
.

5 1 斌

1 0 产m o l / L C a Z+ 4
.

18土 0
.

4 5炭 2
.

8 1士 0
.

1 9汉 88 8
.

7 7 士 17 8
.

20 减

5 0 ” m o l / L C a Z + 2
.

30 士 0
.

2 9减 1
.

7 6士 0
.

2 3减 3 0 5
.

1 7土 71
.

6 1城

T
r

ea t m
e n t

1 0
.

3 3士 0
.

6 4

10
.

2 7士 1
.

2 6

a : n m o le s A T p
·

m in 一 ` ·

m g 一 ’ ,

炭
:

P < 0
.

0 5
, v :

M it o e
h

o n d r ia

奋L
e nm

山L

hhh砚h卜h
峨`̀n乙Q口lt112
00

,五4e,14

rP

5
.

4 1士 1
.

8 0减 试

13
.

1 7士 0
.

7 9

10 拜m ol L/ 外源性钙离子对正常线粒体呼吸功能有刺激

作用
;
而 50 拌m ol / L 钙离子则显著抑制线粒体功能

。

hhh
ù
10自ù吕

,且J任

淡
:

P < 0
.

0 5
,

袱叉
:

P < 0
.

0 1
, v s e o n t r o l

维拉帕 米对放烧复合伤组心肌线粒体 功能的影

响 ( 见表 2)

表 2 维拉帕米对伤后线粒体功能的影响

T a b 2 E f f ec t o f v e r a P a m i l o n r a t h e a rt 而 t o e h o n d r ial

r e s P i r a t o r y f u n e t i o n f o l l o
iw n g e o m b i n e d r a l--a

ti o n 一
b u

rn i n j
u r y (了士 s )

G r o u P n R C R

C o n t r o l 1 1 4
.

6 1士 0
.

5 5

R a d i a t i o n 一 b u r n e o m b i n e d i n j
u yr

1 h 5 2
.

8 9士 0
.

3 8 试找

A D P / 0

2
.

8 9士 0
.

1 7

12

4 8

2
.

8 5士 0
.

3 4 减减

2
.

8 5士 0
.

2 8斌斌

1
.

9 8士 0
.

2 3试 谈

2
.

0 1士 0
.

1 3 发

2
.

0 5士 0
.

1 2 袱

P
r e t r e a t m e n t

3
.

4 3士 0
.

1 8减

3
.

9 5士 0
.

1 9

4
.

3 9士 0
.

5 6

2
.

3 8士 0
.

16

2
.

7 2士 0
.

10

2
.

8 6士 0
.

06

3 讨论

本实验结果表 明放烧复合伤后大鼠心肌线粒体氧

化磷酸化能力明显受抑制
,

从而影响心肌细胞能量的

产生
,

可能会影响心肌功能
。

但线粒体呼吸功能下降的

机理仍不十分清楚
。

现已证实
,

钙离子在离体心肌缺血

再灌注线粒体损伤中起重要作用
〔̀ 」。

放烧复合伤时心

肌线粒体功能损伤与钙离子的关系 尚缺乏研究
。

本实

验表明预防或治疗给予钙通道阻滞剂维拉帕米可非常

显著地改善伤后心肌线粒体功能
,

说明钙离子可能参

与了伤后心肌线粒体功能的损害
。

心肌细胞钙超 负荷

时
,

线粒体为了缓冲的细胞 内多余钙
,

线粒体就摄钙
,

从而引起线粒体本身钙超 负荷
。

线粒体钙超负荷可引

起 以下后果
:
( l) 激活磷脂酶 A

: ,

溶解膜磷脂
,

破坏生

物膜
; ( 2) 线粒体钙超负荷抑制氧化磷酸化作用

; ( 3) 激

活 C a ’ 十

依赖的 A T P 酶
,

消耗能量
〔`〕 。

本实验结果表明

外源性钙离子在低 浓度可刺激线粒体呼吸功能
,

与它

激 活脱氢酶活力有关川
,

高浓度钙离子则抑制线粒体

功能
,

说明钙离子过多确有损害作用
。

文献报道
,

维拉帕米对血压的影响较小
〔. 〕 。

我们的

hh
Lll,上叮̀J任

,l口̀

T r e a t m e n t

3
.

7 1士 0
.

4 0

4
.

0 9士 0
.

9 3

5
.
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.

0 8

2
.

6 2士 0
.

2 1

2
.

5 8士 0
.

4 7

2
.

9 3士 0
.

2 0
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0 5
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0 1
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维拉帕米对放烧复合伤大鼠心肌线粒体功能的保护作用

实验表明
,

它对伤后动物的血压有一定影响
,

主要是提

高血压
.

是否与它们保护线粒体功能
,

继而改善心功能

有关
,

尚待探讨
。

对 心力衰竭治疗传统方法是用强心

剂
,

但有加重心肌氧耗和损害心肌舒张功能的危险
。

目

前对心力衰竭治疗有新的认识
,

认为应该以保护心肌

为主 8j[
。

钙通道阻滞剂有降低心肌氧耗
、

改善心肌舒张

功能图及减轻线粒体功能的作用
,

有希望在伤后心肌

损害治疗中发挥作用
。
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