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贝科能对心肺复苏后大鼠心、脑、肾的保护作用

王学斌, 杨兴易3 , 林兆奋, 赵　良, 周乃胜
(第二军医大学长征医院急救科, 解放军急救医学中心, 上海 200003)

[摘要 ]　目的: 研究贝科能 (复合辅酶)对心肺复苏大鼠心、脑、肾的保护作用。方法: SD 大鼠 24 只, 采用窒息合并冰氯化钾

停跳液致大鼠心跳骤停 5 m in 后开始心肺复苏的动物模型, 随机分为对照组 (仅行假手术)、常规复苏组和贝科能治疗组, 每组

8 只。复苏后 24 h 采取组织标本, 采用比色法测定心、脑、肾组织中丙二醛 (M DA ) 含量及超氧化物歧化酶 (SOD )、N a+ 2K+ 2
A T Pase活力, 采用透射电镜观察心、脑、肾细胞超微结构。结果: 常规复苏组与对照组相比, 心、脑、肾组织中M DA 含量明显

增高, SOD 及N a+ 2K+ 2A T Pase 活力显著降低 (P < 0. 05) ; 贝科能治疗组各项指标检测均比常规复苏组好 (P < 0. 05)。透射电

镜下可见对照组大鼠心、脑、肾细胞超微结构形态正常, 常规复苏组各器官细胞线粒体肿胀、嵴断裂、空泡变性, 贝科能治疗组

细胞超微结构改变较轻。结论: 贝科能对心肺复苏大鼠的心、脑、肾细胞具有保护作用。
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Protective effects of B iocoen on cellular ultra structure of heart, bra in and k idney af ter card iopulm onary

resusc ita tion in ra ts

WAN G Xue2B in, YAN G X ing2Y i3 , L IN Zhao2Fen, ZHAO L iang, ZHOU N ai2Sheng (D epartm en t of Em ergency, Changzheng

Ho sp ita l, Second M ilitary M edical U n iversity, C rit ical Care M edicine Cen ter of PLA , Shanghai 200003, Ch ina)

[ABSTRACT ]　Objective: To observe the p ro tect ive effects of B iocoen on cellu lar u ltrastructu re of heart, b rain and k idney af2
ter cardiopu lmonary resuscita t ion (CPR ) in rats. M ethods: Cardiac arrest w as induced by asphyx iat ion and ice2co ld 0. 5 mo löL

KC l; resuscita t ion w as started 5 m in after arrest. Tw en ty2fou r Sp rague2D aw ley rats w ere random ly divided in to 3 group s:

sham con tro l group , conven tional treatm en t group and B iocoen in terven tion group (n= 8). U sing the co lo rim etry,w e analyzed

the quan tity of m aleic dialdehyde (M DA ) and enzym e activity of superox ide dism u tase (SOD ) and N a+ 2K+ 2A T Pase in the

heart, b rain and k idney tissues in all group s. T he m yocardial cell, cereb ral neu ron and renal tubu le ep ithelium w ere observed

by transm ission electron m icro scope (T EM ). Results: Compared w ith con tro l group , quan tity of M DA increased great ly (P <

0. 05) , w h ile act ivity of SOD and N a+ 2K+ 2A T Pase in heart, b rain and k idney declined m arkedly in conven tional treatm en t

group (P < 0. 05). T he in ju ry of m yocardial cell u lt rastructu re, cereb ral neu ron and renal tubu le ep ithelium , such as m itochon2
dria sw elling, cristae rup tu re, vacuo le denatu rat ion, w as observed in conven tional treatm en t group and B iocoen in terven tion

group , bu t the in ju ry of the B iocoen group w as great ly alleviated. Conclusion: B iocoen p lays an impo rtan t ro le in the p ro tec2
t ion of cellu lar u ltrastructu re of heart, b rain and k idney in rats after CPR.

[KEY WORD S]　cardiopu lmonary resuscita t ion; u ltrastructu re; ischem ia2reperfu sion in ju ry; B iocoen

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (11) : 117721181 ]

Ξ 　 心跳骤停 (card iac arrest, CA ) 和心肺复苏 (car2
diopu lm onary resu scita t ion, CPR )过程中, 机体经历

严重缺血缺氧、酸中毒、电解质紊乱、缺血再灌注和

应激等一系列病理过程, 大量神经内分泌因子参与

这一过程, 使得多器官组织细胞形态、功能发生变

化。近年国外对心肺复苏后心脏、大脑单个器官研究

发现[ 1, 2 ] , 心肺复苏后引起器官急性损伤的原因很

多, 但主要为心跳骤停期间组织严重缺血缺氧以及

复苏后组织再灌注所致, 也称再灌注损伤。缺血再灌

注可导致全身炎症反应综合征, 过度炎症反应可导

致多器官功能障碍综合征 (M OD S) , 进而发展成为

多器官功能衰竭 (M O F) , 最终导致死亡。M O F 是危

重病患者主要死亡原因。目前对心肺复苏后多器官

损伤的研究甚少, 本实验采用 SD 大鼠心跳骤停2心
肺复苏模型, 了解复苏后主要器官组织细胞 (心肌细

胞、脑神经细胞、肾小管上皮细胞) 超微结构损伤和

脂质过氧化损伤情况, 并用改善线粒体能量代谢的

药物贝科能 (复合辅酶) 进行干预, 评价贝科能防治

复苏后多器官组织细胞急性损伤的效果, 为临床防

治M OD SöM O F 寻找新的有效药物。
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1　材料和方法

1. 1 　主要试剂　贝科能 (注射用复合辅酶,

B iocoen ) , 批准文号: 国药准字 H 11020001, 北京双

鹭药业股份有限公司生产; 考马斯亮蓝蛋白、丙二醛

(M DA )、超氧化物歧化酶 (SOD ) 及 N a+ 2K+ 2A T 2
Pase 测定试剂盒购于南京建成生物工程研究所。

1. 2　实验动物及分组　雄性健康 SD 大鼠 24 只,

体质量 (274. 96±29. 59) g, 49～ 60 d 龄, 由中国科

学院上海分院实验动物中心提供。将 SD 大鼠随机

分为对照组、常规复苏组、贝科能治疗组, 每组各 8

只。

1. 3　CPR 模型的制备　术前禁食 12 h, 颈部正中

切口, 行气管插管, 分别于左侧颈外静脉、右侧颈总

动脉置管, 监测动脉血压, 监测心电图及直肠温度。

操作完成并稳定 30 m in 后经颈静脉注射肌松剂 (琥

珀酰胆碱, 0. 15 m gö100 g) 抑制呼吸, 合并使用 0. 5

m o löL 冰氯化钾 (4℃, 0. 12 m lö100 g) 停跳液致大

鼠心跳骤停, 持续 5 m in 后行心肺复苏, 出现自主心

律、脉搏波、收缩压≥60 mm H g (1 mm H g = 0. 133

kPa) , 持续 10 m in 以上判定为自主循环恢复

(RO SC) , 自主循环恢复 2 h 后逐步撤除呼吸机, 拔

除气管插管和动静脉导管并缝合伤口。贝科能治疗

组于心跳恢复时给予贝科能 (按 1 支ö10 kg 生理盐

水稀释) 0. 3 m l 腹腔注入, 复苏后 12 h 再给同等剂

量。常规复苏组腹腔注射生理盐水 0. 3 m l。对照组

仅进行插管等手术操作, 不进行心跳骤停和心肺复

苏。所有实验参数设计和记录均参照实验研究的

U tstein 模式[ 3 ]。

1. 4　标本采集　术后 24 h 取左心室心肌、左侧颞

叶皮质区脑皮质、左肾上极髓质组织, 用锐利刀片切

成 1 mm 3 大小 3 块, 放入 2. 5% 戊二醛液中固定冷

藏, 用于透射电镜观察组织细胞超微结构的变化; 并

留取心、脑、肾组织液氮冷藏, 用于检测M DA 含量

及 SOD、N a+ 2K+ 2A T Pase 活力。

1. 5　标本检测

1. 5. 1　心、脑、肾组织蛋白质含量测定　将考马斯

亮蓝蛋白测定试剂盒所附标准蛋白以生理盐水稀释

成 1. 0 m göm l 的标准蛋白质溶液。取蒸馏水、标准

蛋白质溶液和待测的组织匀浆液各 50 Λl, 分别加考

马斯亮蓝染色液 3. 0 m l, 混匀, 静置 10 m in, 于 595

nm 处, 1 cm 光径, 空白管调零, 测各管光密度:

蛋白浓度=
测定管光密度×标准管浓度

标准管光密度

1. 5. 2　M DA 含量测定　以四己氧基丙烷为M DA

标准品, 用硫代巴比妥酸法测定荧光强度, 绘制标准

曲线。分别取 100 göL 心、脑、肾组织匀浆液 100 Λl,

在与标准曲线相同条件下反应, 以空白管调零, 测定

样品荧光强度, 并根据标准曲线计算心、脑、肾组织

M DA 含量。

1. 5. 3　SOD 活力测定　采用改良的黄嘌呤氧化酶

法, 分别取 10 göL 心、脑、肾组织匀浆 10 Λl, 按试剂

盒说明书操作, 在 550 nm 处比色。按下列公式计算

SOD 活力:

SOD 活力 (U öm g) =

(对照管光密度- 测定管光密度)×2×反应液总体积
对照管光密度×取样量×组织中蛋白量 (m g)

1. 5. 4　N a+ 2K+ 2A T Pase 活力测定　采用定磷法,

严格按试剂盒说明操作, 规定每小时每毫克组织蛋

白的组织中A T Pase 分解A T P 产生 1 Λm o l 无机磷

的量为一个A T Pase 活力单位[Λm o lö(m g·h) ]。

1. 5. 5　电镜标本观察　2. 5% 戊二醛预固定, 0. 1

m o löL PBS 液漂洗, 2% 锇酸后固定 2 h, 乙醇丙酮

梯度脱水, Epon812 环氧树脂包埋, 制备半薄切片定

位后, 超薄切片用醋双氧铀和柠檬酸染色, 日立H E2
800 透射电镜下观察。

1. 6　统计学处理　计量资料数据用 xθ±s 表示, 采

用两组间比较的 t 检验, 采用 SPSS 11. 0 统计软件

完成。

2　结　果

2. 1　各组心跳骤停和心肺复苏的参数比较　对照

组、常规复苏组和贝科能组大鼠体质量分别为

(273±42)、(279±29) 和 (272±12) g, 3 组间无显

著差异; 常规复苏组和贝科能组开始窒息+ 注射停

跳药物至心跳停止的时间分别为 (3. 20±1. 54) 和

(3. 36±1. 29) m in, 心跳停止2心肺复苏到恢复自主

循环的时间分别为 ( 14. 12 ± 1. 73) 和 (13. 86±

2. 15) m in, 两组间均无显著差异。

2. 2 　组织中 M DA 含量、SOD 活力、N a+ 2K+ 2

A T Pase活力的变化　常规复苏组及贝科能组大鼠

心、脑、肾组织中M DA 含量较对照组显著增高

(P < 0. 05, P < 0. 01) , 而 SOD 活力、N a+ 2K+ 2A T 2
Pase 活力明显低于对照组 (P < 0. 05, P < 0. 01) , 且

常规复苏组心、脑、肾组织中M DA 含量显著高于贝

科能组 (P < 0. 05) , 而 SOD 活力、N a+ 2K+ 2A T Pase

活力显著低于贝科能组 (P < 0. 05, 表 1)。
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表 1　各组心、脑、肾组织中MDA 含量、SOD 活力及 Na+ -K+ -ATPase 活力

Tab 1　MDA con ten t, SOD activ ity and Na+ -K+ -ATPase activ ity in heart, bra in and k idney tissues
(n= 8, xθ±s)

T issue Group M DA
(m B önmo l·m g- 1)

SOD
(zB öU ·m g- 1)

N a+ 2K+ 2A T Pase
(zB öΛmo l·m g- 1·h - 1)

H eart Contro l 1. 61±0. 42 27. 35±3. 25 1. 06±0. 15

Conventional treatm ent 2. 48±0. 643 3 20. 43±3. 503 3 0. 82±0. 083 3

B iocoen in terven tion 2. 01±0. 703 △△ 24. 02±2. 353 △△ 0. 92±0. 093 △△

B rain Contro l 4. 92±1. 14 32. 41±4. 28 5. 18±0. 71

Conventional treatm ent 7. 38±1. 153 3 26. 30±5. 033 3 3. 57±0. 783 3

B iocoen in terven tion 6. 18±0. 613 △△ 29. 34±3. 813 △△ 4. 42±0. 623 △△

Kidney Contro l 5. 10±0. 67 11. 47±1. 81 0. 47±0. 06

Conventional treatm ent 6. 33±0. 663 3 9. 05±1. 033 3 0. 31±0. 063 3

B iocoen in terven tion 5. 71±0. 293 △△ 9. 94±0. 393 △△ 0. 40±0. 083 △△

　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs contro l group; △△P < 0. 01 vs conventional treatm ent group

2. 3　心、脑、肾细胞超微结构的改变　对照组心肌

细胞 (图 1A )结构正常: 线粒体无肿胀, 嵴排列整齐,

心肌纤维排列规则; 而常规复苏组 (图 1B ) 可见明显

心肌细胞损伤, 细胞正常形态消失, 核变形、溶解, 线

粒体肿胀、嵴断裂, 甚至空泡化, 心肌纤维断裂, 排列

紊乱, 部分肌丝溶解; 贝科能治疗组 (图 1C) 少数细

胞线粒体肿胀、部分心肌纤维断裂, 排列尚规则有

序。对照组脑神经细胞 (图 2A )结构正常: 染色质分

布均匀, 线粒体嵴排列整齐; 而常规复苏组 (图 2B )

可见明显神经细胞损伤, 正常形态消失, 核变形、固

缩, 线粒体肿胀、嵴断裂, 甚至空泡化, 胞质空泡化,

神经元脱髓鞘; 贝科能治疗组 (图 2C) 神经细胞形态

基本正常, 少数线粒体肿胀。对照组肾小管上皮细胞

(图 3A )排列整齐, 细胞核椭圆形, 染色质分布均匀,

线粒体嵴排列整齐, 无断裂, 胞质中可见粗面内质网

及核糖体; 而常规复苏组 (图 3B ) 可见肾小管细胞损

伤明显, 正常形态消失, 可见凋亡小体, 线粒体肿胀、

嵴断裂, 部分线粒体空泡化, 内质网扩张; 贝科能治

疗组 (图 3C)肾小管细胞基本完整, 少数细胞线粒体

肿胀、空泡化。

图 1　对照组 (A)、常规复苏组 (B)和贝科能组 (C)心肌组织超微结构的改变

F ig 1　Ultrastructure changes of heart tissues in con trol (A) ,

conven tiona l trea tm en t(B) and B iocoen in terven tion group (C) (TEM , ×10 000)

图 2　对照组 (A)、常规复苏组 (B)和贝科能组 (C)脑组织超微结构的改变

F ig 2　Ultrastructure changes of bra in tissues in con trol (A) ,

conven tiona l trea tm en t(B) and B iocoen in terven tion group (C) (TEM , ×8 000)
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图 3　对照组 (A)、常规复苏组 (B)和贝科能组 (C)肾组织超微结构的改变

F ig 3　Ultrastructure changes of k idney tissues in con trol (A) ,

conven tiona l trea tm en t(B) and B iocoen in terven tion group (C) (TEM , ×3 500)

3　讨　论

缺血再灌注的概念首先由 Jenn ings 于 1960 年

提出, 但缺血再灌注损伤的发生机制至今尚未完全

阐明。目前认为能量代谢障碍是其发病的基础, 自由

基的作用和细胞内钙超载是其重要发病环节[ 4 ]。目

前国内外对缺血再灌注的研究大部分局限于单个器

官, 且以器官动脉夹闭、再通制备缺血再灌注模型。

本研究采用窒息合并冰氯化钾停跳液致大鼠心跳骤

停 5 m in 后开始心肺复苏的动物模型, 应用透射电

镜观察全身缺血再灌注后的器官超微结构变化, 发

现对照组心、脑、肾细胞形态正常, 核完整, 染色质分

布均匀, 线粒体嵴排列整齐。而常规复苏后 24 h 可

见明显细胞损伤, 细胞正常形态消失, 核变形、溶解,

线粒体肿胀、嵴断裂、甚至空泡化, 粗面内质网肿胀

扩张, 部分可见凋亡小体。有学者分别对心、脑、肾在

缺血再灌注后细胞超微结构的变化进行研究, 发现

缺血再灌注后心肌细胞、脑神经细胞、肾小管上皮细

胞均发生了明显的超微结构改变, 再灌注可产生快

速的线粒体损伤, 包括线粒体肿胀、嵴断裂, 膜渗漏

等改变, 认为再灌注时组织细胞暴露于氧自由基、炎

性介质中, 氧化应激反应使得线粒体受到极度损伤,

此改变可诱导细胞凋亡和坏死[ 5～ 8 ]。本实验同时观

察了心、脑、肾多个器官超微结构变化, 结果与以上

研究结果相一致, 而且发现在心肺复苏后 24 h, 这

些器官线粒体几乎发生了同样的超微结构病理改

变。本实验还对心、脑、肾组织中M DA 含量、SOD、

N a+ 2K+ 2A T Pase 活力进行了检测, 结果显示, 复苏

后心、脑、肾组织中M DA 含量与对照组相比均显著

增高, 同时 SOD、N a+ 2K+ 2A T Pase 活力显著降低。

说明氧自由基 (O FR ) 介导的脂质过氧化损伤、细胞

能量代谢障碍参与了复苏后心、脑、肾细胞急性损

伤[ 9～ 13 ]。

同时, 我们对另一组复苏动物应用贝科能进行

了治疗, 复苏后 24 h 采用透射电镜观察心、脑、肾超

微结构变化, 细胞形态基本正常, 核尚完整, 少数细

胞线粒体肿胀, 空泡变性, 损伤较常规复苏组为轻,

同时对M DA 含量、SOD、N a+ 2K+ 2A T Pase 活力进

行了检测, 发现贝科能治疗组心、脑、肾组织中

M DA 含量较常规复苏组明显下降, 而作为体内主

要自由基清除系统的 SOD 活力较常规复苏组显著

增高, N a+ 2K+ 2A T Pase 活力较常规复苏组明显增

强。但贝科能治疗组与对照组相比, 仍有显著差异。

提示贝科能可减轻心肺复苏后心、脑、肾细胞急性损

伤。贝科能是由新鲜酵母中提取的含有辅酶É
(NAD )、A T P、辅酶A (CoA )、黄素核苷酸 (FAD )、

还原型谷胱甘肽 (GSH )、腺苷蛋氨酸 (A de2SD 4)、核

苷酸、126 二磷酸果糖 (FD P) 等多种辅酶及生命活

性物质组成的复合制剂, 这些辅酶均为细胞物质代

谢和能量代谢所必需。Yam azak i 等[ 14 ]在研究聚乙

烯一磷酸酰苷核糖合成酶预防心肌再灌注损伤时发

现, 此酶可消耗细胞NAD + 和A T P, 导致细胞能量

耗竭, 而聚乙烯一磷酸酰苷核糖合成酶抑制剂可阻

止NAD + 消耗, 在氧化应激情况下保护心肌细胞并

防止其凋亡。缺血缺氧时, 糖酵解加强, 出现酸中毒,

抑制磷酸果糖激酶活性, FD P 可通过与细胞膜作

用, 增强磷酸果糖激酶活性, 也可直接进入细胞内作

为代谢底物, 使A T P 生成增多, 保护正常细胞功

能。同时 FD P 可稳定细胞膜和溶酶体膜, 有利于防

治缺血缺氧的加重, FD P 还可抑制中性粒细胞释放

自由基和组胺等对组织有直接损害作用和加重微循

环障碍的物质[ 15 ]。而 GSH 与A de2SD 4 可以相互转

换从而保持GSH 的抗氧化活性, 并可中和机体病理

状态下产生的游离自由基, 对抗自由基对组织产生

的继发性病理损害[ 16 ]; 辅酶É 除了是产生能量必需

的辅酶外, 还是强大的抗氧化剂; 辅酶A 则参与机
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体多种生化反应, 是机体器官组织细胞能量代谢必

需的辅酶。辅酶É 与辅酶A 两者互相转化补充, 共

同参与细胞的能量合成, 改善细胞低能状态。故贝科

能具有减轻心肺复苏后多器官组织细胞急性损伤的

作用, 从而保护多器官组织细胞超微结构完整。
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16 例次, 2 种联用者 29 例次, 3 种以上联用者 51 例次。常用

抗生素前 4 位为: 头孢类 103 例次, 广谱青霉素 91 例次, 喹

诺酮类 83 例次, 氨基糖苷类 62 例次; 使用时间 3～ 31 d, 平

均 13 d。

2. 6　医院内泌尿系感染与病原菌的分布及药敏结果　取中

段尿送检, 培养出各种病原菌共 66 株, 占前 3 位的是革兰阴

性杆菌 43 株 (65. 15% ) , 革兰阳性球菌 19 株 (28. 79% ) , 真

菌 4 株 (6. 06% )。分离出的前 3 位优势菌为大肠埃希菌、表

皮葡萄球菌、铜绿假单胞菌。

3　讨　论

我院为二级综合性医院, 医院内泌尿系感染发生率为

0. 41% , 占医院感染的 18. 08% , 居第 3 位。本组资料显示, 院

内泌尿系感染与导尿管的介入、留置导尿管时间、患者年龄

有明显关系。留置导尿管是医院内泌尿系感染的直接因素,

且医院内泌尿系感染与留置尿管的时间有直接关系[1 ]。另

外, 年龄增高和慢性疾病可直接导致老年患者的免疫防御功

能下降, 使之成为高度易感者。在导尿时, 尿道前端或前列腺

内本身就可能存在细菌, 可随导管进入膀胱, 细菌也可从尿

道旁、尿道黏膜分泌的黏液间隙中逆行进入[2 ]。

我院插管 7 d 以内发生泌尿系感染者低于国内有关报

道, 可能与插管方法和护理方法有关。我院在插导尿管时, 采

用石蜡油加丁卡因润滑导尿管, 以扩张尿道扩约肌, 减少尿道

内皮的机械损伤; 同时在留置尿管后, 每日 2 次苯扎溴铵清洁

尿道口并滴入氯霉素眼药水, 预防尿道感染。此法对于插管 7

d 内患者预防泌尿系感染效果较好。预防院内泌尿系感染的积

极措施是: 严格掌握导尿指征和无菌操作规程, 插管后注意会

阴部护理, 尽量避免膀胱冲洗[3 ], 缩短留置导尿时间, 合理使

用抗生素[4 ], 积极治疗原发疾病, 提高患者的机体免疫防御功

能, 以降低医院内泌尿系感染的发生率。
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