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河豚毒素停搏液对大鼠离体缺血再灌注损伤心肌功能及其桥粒蛋白表

达的影响
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［摘要］　目的：观察Ｎａ＋通道阻滞剂河豚毒素（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ）停搏液对离体大鼠缺血再灌注损伤心肌桥粒蛋白（ｄｅｓｍｏ

ｐｌａｋｉｎ）表达及心功能的影响，探讨其对缺血再灌注损伤心肌的可能保护机制。方法：２０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为Ｓｔ．Ｔｈｏｍａｓ

２停搏液灌注组（ＳＴＨ２组，ｎ＝１０）和ＴＴＸ停搏液灌注组（ＴＴＸ组，ｎ＝１０），分别应用相应的停搏液停搏，建立大鼠离体心脏

ＬａｎｇｅｎｄｏｒｆｆＮｅｅｌｙ灌注模型；待搏动稳定，灌注３０ｍｉｎ后停搏６０ｍｉｎ，再灌注６０ｍｉｎ，观察各组心脏停搏前后的心率（ＨＲ）、冠

状动脉流量（ＣＡＦ）、左心室收缩末期压力（ＬＶＥＳＰ）和压力变化速率（±ｄｐ／ｄｔ）的恢复率，采用免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测

心肌桥粒蛋白的分布及量的变化。结果：恢复灌注后，与ＴＴＸ组比较，ＳＴＨ２组心肌桥粒蛋白分布紊乱，表达明显减少（Ｐ＜

０．０１），心功能指标（ＨＲ、ＣＡＦ、ＬＶＥＳＰ和±ｄｐ／ｄｔ）的恢复率也明显降低（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。结论：河豚毒素停搏液有利

于缺血再灌注损伤心肌功能的恢复，效果优于经典的ＳＴＨ２停搏液，其保护作用可能与其保护心肌桥粒蛋白表达有关。
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　　心肌缺血再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｉｎｊｕｒｙ）是制约体外循环心脏直视手术等治疗效果的关键因

素之一，因此，心肌缺血再灌注损伤的预防和处理是目前相

关研究的热点。不少研究［１３］发现包含Ｎａ＋通道阻滞剂河豚

毒素（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ）的心脏停搏液能够减轻心肌缺血再

灌注损伤。我们的前期研究［４７］也证实ＴＴＸ心脏停搏液对

心肌缺血再灌注损伤的保护作用效果强于经典的Ｓｔ．Ｔｈｏｍ

ａｓ２（ＳＴＨ２）停搏液，可能与其保护心肌粘合连接及保护结

蛋白表达有关，但确切机制仍不清楚。

　　桥粒蛋白（ｄｅｓｍｏｐｌａｋｉｎ）是细胞间连接的重要结构之一，

使单个的心肌细胞连接成一个合胞体，是心脏收缩射血的基

础［８］。Ｙａｎｇ等［９］研究发现桥粒蛋白的正常表达对维持心肌

组织的完整性及发挥良好的心肌功能至关重要。为探讨

ＴＴＸ心脏停搏液心肌保护作用的可能机制，本研究进一步

观察ＴＴＸ停搏液对离体大鼠缺血再灌注损伤心肌的桥粒蛋

白表达及心功能的影响，并与ＳＴＨ２停搏液进行对比。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ＴＴＸ购自泰州市康特生物工程公

司；桥粒蛋白一抗购自美国ＡＲＰ公司；免疫组化试剂盒及生

物素标记的二抗购自武汉博士德公司；辣根过氧化物酶标记

的二抗购自北京中杉公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹相关产品购自江苏

碧云天公司。灌流系统为澳大利亚ＬＥ１２３０６离体心脏灌流

系统。ＫＨ 液（ＫｒｅｂｓＨｅｎｓｅｌｅｉｔｂｕｆｆｅｒ）组成如下（ｍｍｏｌ·

Ｌ－１）：ＮａＣｌ１１９，ＮａＨＣＯ３２５，ＫＣｌ４．７５，ＭｇＳＯ４１．２，ＫＨ２
ＰＯ４１．１８，ＣａＣｌ２１．４，Ｇｌｕｃｏｓｅ１１，９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２混合气持

续氧合，维持 ｐＨ７．８；ＳＴＨ２心脏停搏液组成（ｍｍｏｌ·

Ｌ－１）：ＮａＣｌ１１０，ＫＣｌ１６，ＭｇＣｌ２１６，ＣａＣｌ２２．０，Ｇｌｕｃｏｓｅ１１，维

持ｐＨ７．８；ＴＴＸ停搏液成分：ＴＴＸ用ＫＨ液稀释成质量浓

度为２０．００μｍｏｌ·Ｌ
－１。

１．２　动物分组及处理　成年 Ｗｉｓｔａｒ大鼠２０只，雌雄不拘，

体质量２００～２５０ｇ，购自第三军医大学大坪医院实验动物中

心。２０只大鼠随机分为ＳＴＨ２组和ＴＴＸ组（ｎ＝１０），分别

用ＳＴＨ２、ＴＴＸ停搏液停搏。离体鼠心ＬａｎｇｅｎｄｏｒｆｆＮｅｅｌｙ
灌注模型的建立：腹腔注射肝素盐水２００Ｕ，２０ｍｉｎ后脱颈

处死大鼠，迅速取下心脏，用３７℃、９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２混合气

持续氧合的ＫＨ液经主动脉根部逆行灌注，压力６０ｍｍＨｇ
（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ），稳定１５ｍｉｎ，左心房插管，左心室置

入测压管，灌注液转流，转为工作心脏灌注模型，灌注压１５

ｍｍＨｇ，后负荷５２～６０ｍｍＨｇ，稳定５ｍｉｎ，测定心率（ＨＲ）、

冠状动脉流量（ＣＡＦ）、左心室收缩末期压力（ＬＶＥＳＰ）和压力

变化速率（±ｄｐ／ｄｔ），工作１５ｍｉｎ后，主动脉根部按２ｍｌ／１００

ｇ体质量注入４℃冷心脏停搏液使心脏停搏，并观察心脏停

搏时间，停搏３０ｍｉｎ后再经主动脉根部按２ｍｌ／１００ｇ体质

量注入心脏停搏液停搏，停搏过程中同时给予冰盐水纱布冷

敷，停搏６０ｍｉｎ后给予３７℃、９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２混合气持续
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氧合的ＫＨ液经主动脉根部逆行复灌，观察心脏复搏时间，

１５ｍｉｎ后转为工作心脏灌注模型，共复灌６０ｍｉｎ，并在工作

心灌注稳定后４０ｍｉｎ测定上述各项心功能指标，计算心功

能的恢复率。２０ｍｉｎ后停止实验，取部分左心室肌５０ｍｇ，

－８０℃保存，用于心肌桥粒蛋白的检测。

１．３　免疫组化检测心肌组织桥粒蛋白　取３ｍｍ×３ｍｍ×

３ｍｍ大小心肌组织行冰冻切片，ＳＡＢＣ法行免疫组化染色，

染色步骤完全按照说明书进行，光学显微镜观察桥粒蛋白的

分布情况并采集图像，采用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析系

统进行半定量检测，用平均光密度（Ｄ）值表示桥粒蛋白的相

对含量。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测心肌组织桥粒蛋白　取５０ｍｇ心肌

组织，提取总蛋白，ＢＣＡ法定量，蛋白电泳分离、转膜，封闭，

抗原抗体反应及ＥＣＬ显色，整个过程完全按照说明书进行，

采用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ图像分析系统采集图像并行半定量分析。

１．５　统计学处理　采用多功能生理记录仪（ＡＤＩｎｓｔｒｕ

ｍｅｎｔｓ／８ｓＰ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）测定血流动力学参数，Ｃｈａｒｔ４图形、数

据处理软件进行信号采集和统计。血流动力学参数的恢复

率用复搏后的参数除以停跳前的相应参数。数据以珚ｘ±ｓ表

示，组间比较采用两独立样本的ｔ检验，用ＳＰＳＳ１２软件进行

统计学分析。

２　结　果

２．１　停搏时间和复搏时间　与ＳＴＨ２组相比，ＴＴＸ组的停

搏时间（ｓ）和复搏时间（ｓ）均明显缩短，差异有统计学意义

［（９．４９±０．４９）ｖｓ（８．５５±０．６８），Ｐ＜０．０１；（１０．８８±０．６１）

ｖｓ（１０．１２±０．６６），Ｐ＜０．０５］。

２．２　心功能指标恢复率的比较　心脏停搏前，两组心功能

指标（ＨＲ、ＣＡＦ、ＬＶＥＳＰ和±ｄｐ／ｄｔ）无统计学差异；心脏复

搏后４０ｍｉｎ，ＴＴＸ组上述各项心功能指标的恢复率均明显

优于ＳＴＨ２组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５，

表１）。

表１　再灌注期间两组心功能指标恢复率比较
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

指标
停搏前

ＴＴＸ组 ＳＴＨ２组
复搏后

ＴＴＸ组 ＳＴＨ２组
恢复率（％）

ＴＴＸ组 ＳＴＨ２组

ＨＲｆ／ｍｉｎ－１ ２５６．７±５．１ ２５６±５．４ ２１９．９±７．８ １９８．８±５．７ ８５．７±２．０ ７７．７±１．６

ＣＡＦ（ｍｌ·ｍｉｎ－１） １５．５±０．６ １５．５±０．５ １４．２±０．６ １３．７±０．５ ９１．８±２．３ ８８．３±１．８

ＬＶＥＳＰｐ／ｍｍＨｇ ９５．６±０．６ ９５．５±０．７ ８１．３±０．６ ７８．５±０．６ ８５．０±０．９ ８２．２±０．８

＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ·ｓ－１） １９６．１±４．７ １９５．５±４．７ １８３．５±４．７ １７６．３±３．５ ９３．６±２．２ ９０．３±３．３

－ｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ·ｓ－１） １６６．１±４．７ １６５．２±４．６ １５４．２±３．９ １４５．８±４．２ ９２．９±２．６ ８８．４±４．７

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＳＴＨ２组．ＴＴＸ：河豚毒素；ＳＴＨ２：Ｓｔ．Ｔｈｏｍａｓ２；ＨＲ：心率；ＣＡＦ：冠状动脉流量；ＬＶＥＳＰ：左心室收缩末期压力；

±ｄｐ／ｄｔ：压力变化速率．１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ

２．３　心肌组织桥粒蛋白表达的比较　免疫组化结果（图１）

显示ＳＴＨ２组心肌组织中桥粒蛋白分布紊乱，表达较ＴＴＸ
组明显减少；半定量分析结果也表明ＳＴＨ２组心肌组织中桥

粒蛋白表达量明显减少（０．０４５１１±０．００８４０ｖｓ０．０５４６７±

０．００５７０，Ｐ＜０．０１），差别具有统计学意义。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检

测结果（图２）也显示ＳＴＨ２组桥粒蛋白表达量明显少于

ＴＴＸ组（６５０．８±１２．９９ｖｓ９２８．９±１２．８４，Ｐ＜０．０１），差异有

统计学意义。

图１　心肌组织桥粒蛋白表达的免疫组化染色结果

Ａ：ＳＴＨ２组；Ｂ：ＴＴＸ组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　心肌组织桥粒蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果

ＴＴＸ：河豚毒素；ＳＴＨ２：Ｓｔ．Ｔｈｏｍａｓ２

３　讨　论

　　桥粒呈斑点状，其质膜内叶层的胞质面有致密而深染的

附着斑附着。桥粒蛋白是附着斑的主要蛋白之一，表达于细

胞间连接处，又称为桥粒相关转膜糖蛋白［１０］。附着斑的胞质

面有许多结蛋白丝附着。相邻细胞内的结蛋白等中间纤维

即通过桥粒蛋白相互连接形成整体细胞骨架网络，起支持和

抵抗外界压力与张力的作用，是心脏进行收缩的基础；而且

与细胞分裂、增殖、分化等功能密切相关。心脏要正常射血
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必须靠细胞间连接将单个的细胞连接成有机整体，而桥粒蛋

白是连接心肌细胞的重要结构之一。可见，对心肌桥粒的深

入研究将对心肌保护及其技术产生深远影响。

　　膜片钳实验证实缺血缺氧时心肌细胞的持续钠离子内

流显著增加，ＴＴＸ可通过阻断持续的钠离子流对心肌产生保

护作用［２］。ＴＴＸ 停搏液的主要成分 ＴＴＸ 具有直接阻断

Ｎａ＋通道的作用，且过程可逆［１１］，因此ＴＴＸ对Ｎａ＋通道阻断

更迅速，再灌注后 Ｎａ＋通道功能恢复更快，停搏和复搏时间

均明显短于ＳＴＨ２组，减少了能量的消耗。心肌缺血时能量

代谢发生障碍，ＴＴＸ停搏液能迅速阻断 Ｎａ＋通道，停搏后细

胞内外离子浓度接近静息时水平，从而使维持细胞离子内稳

态的离子泵耗能降到最低限度，节省能量。前期研究［５，１２］业

已证实ＴＴＸ停搏液可明显减少心肌能量的消耗。离子泵转

运功能障碍，Ｃａ２＋进入细胞激活Ｃａ２＋依赖性蛋白酶，再灌注

时，经一系列反应产生大量的超氧阴离子和过氧化氢；同时

ＡＴＰ减少使Ｃａ２＋进入线粒体增多，线粒体功能受损，氧自由

基生成增多，清除减少，最终导致心肌损伤。ＴＴＸ能选择性

阻断失活缓慢的Ｎａ＋电流，衰减 Ｎａ＋窗口电流，减轻 Ｎａ＋超

载和Ｃａ２＋超载，从而避免了对线粒体的损伤，增加了能量的

供应；减轻了对自由基生成的促进作用；避免了对各种酶类

的激活，其中由Ｃａ２＋超载引起的钙蛋白酶（ｃａｌｐａｉｎ）激活可能

具有重要作用［１３］。Ｐｏｓｔ等［１４］研究证实心肌细胞缺血再灌注

损伤可引起细胞内游离钙离子浓度升高，引起ｃａｌｐａｉｎ表达活

性显著增加，最终导致细胞结构破坏和功能障碍［１４１５］。

　　本研究结果再次证实ＴＴＸ停搏液对缺血再灌注损伤心

肌的保护作用优于经典的ＳＴＨ２停搏液，有利于心肌功能的

恢复，其保护作用可能与保护心肌桥粒蛋白表达有关，具体

机制仍有待进一步的研究探讨。

　　（志谢　本研究统计学处理部分得到重庆医科大学统计

学教研室的大力支持和帮助，在此表示衷心感谢！）
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