
键在培养大鼠心肌细胞上抗氧化损伤作用

王洪占江 岩 苗智 慧

(河北省医学科学院病理生理室)

刘京生

(河北省医学科学院微生物室 )

t孟是超氧化物收化酶、 精氨酸酶、 脯氮酸

酶、 丙耐酸竣化酶 等多种酶的 组成成分， 并

能激活硝酸甜 r'JtJili变位 l'itJ 、 m~军[核糖核酸酶等

上百种酶， 在机体代谢中起着重要 |乍 月j ， J主涉

及到多种快病以及哀老、 癌症等生命攸关的重

大问题[1 -飞

鉴于饭的作用十分广泛， 它在具体疾病中

的作用机制至今难以闸明。近年来， . 自由基在

痕病发生发展中的 作用引起人们极大关注。为

此，本文拟在单纯的体外培养的心室Jl凡细胞上 ，

在排除神经体液因 素 影响的条 件下， 用 1IT 嘿

岭、 黄 l理 u令氧化酶系统诱发心肌细胞的自由基

损伤， 集巾如讨 饰的抗自 由 主t损伤作用。

方 在
品

一、 心肌细胞培养及分组

自生后 2 ，) -48 小时的 Sprague-Dawley 大鼠取心

尖部的心肌， 用 0.1 %腕蛋白酶 (DIFCO ) 消化分离细

胞。将获得的心主运肌细胞置于 聚苯 乙 烯培养jffL ( Lab '

Tek Divis ion , Mi les Labora tories ‘ Inc. ) 内 ， 在台

5 %C02 与 95%空气、 pH 7 . 2 、 36.5 'C的二 氧化以孵

箱内进行培养。根据培养基的成份分三组:

对照组 80%MEM (美国 Life Technologies lnc ) 

+ 2 0 %小牛血清(浙江金华市清湖棋牛利用研究站 )。

jJll酶组 80 %MEM + 2 0 %小牛血清+ 0 . 42 mM 

黄i原岭(美院I Sigma C hemicaI Compa ny) + 5.3 11M 

黄咳!哈氧化酶 c Sigma Chemica I Company) (X

XOD ) 。

H每诞生El 80 % MEM + 2 0 %小牛血清+ X-XOD + 

0 .1 ppm MnCI 2 (上海金山县兴培化工厂)。

二、心肌细胞动作电位记录

j占开J吕养j伍之上壁 ， 用 5 %C01 + 95% 01 的 气 帘

保存培养基为 pH 7 . 2 、 3 6.5 'C 。 用 3 M K CI 充滋的

玻硝微电极 (尖揣口径< 0 . 5 微米、 阿均 F包 阻 20-40

兆欧)胞内引导心肌细胞动作电 位及其时间号数， 并

联输至 VC-g 示波器与 APPLE Il . 微机，进 行照相

i己录与联机分析 ι( -F 7 个 电 参数: 动作也位议幅

(APA ) 、 超射 ( OS) 、 最大舒张电位 CMDP ) 、 |凋~b!.位

( T町、 最大除极速度 (Vm .. ) 、 复极 50 % 水平 的动作

电位波宽 CAPDlO) 以及动作电位的发放频率 ( F) 。 数据

处理工采用 t 检验。

三、心肌细胞群落搏动记录

将培养)饵迫于↑亘混 36 . 5 "C的倒置显内 饶我物台

上， 经显微镜 !现路也视系统J巴心肌细胞nr落的博动情

况显示于监视器荧光肝， 扫lj经光 I I:!. J矢能 Lj ))j 二千〈放大后

推动二导生理记录 l义的 to\笔 ， 记录收缩曲线。同时经

m吕京仪 ì ~数每分~liJ焊动次数， 用 、l'改J 记录 tì( jl!i ì 己 l改缩

频率曲线。

结 果

心肌细胞的跨膜电活动

在培养 4 -8 天过程中， 白对Jlf:!组 、 加酶

组与酶锚组随机引导 9~j 个心肌细胞的功作电

位， 加酶组心IJJL细胞 动作也位的 APA 、 OS 、

MDP、 TP、 Vm." APD5 0 均比对照组显著 减

小， 呈典型膜损 伤性 I:I:!，位表现。酶锦组除

V m.x 外，其他各电参数均恢复至对照水平。各

组电参数及典型电位见表 1 、 图 1 。

三组动作电位的发放频率无明显差别 ， 证

明电参数的变化不是动作电位频率不同所致。

所以， 上述结果表明 X-XOD 系统显著 地损伤

心肌细胞膜，而话有效地对抗 X-XOD所致的

膜损伤。

二、搏动心肌细胞群落的银停跳阐

于培养 4-8 天时， 自 三个实 验红[共|随

机抽样了 1 6 个呈现自发性搏功的 .C_' 肌细胞群
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表 1 X-XOD、 Mn 对培养心肌细胞电参数的影响

APA 
( mV ) 

OS 
(m V ) 

MDP 
(mV ) 

TP 
(mV) 

Y血M

( V /s) 
APDso 
( ms ) 

F 

( bpm ) 
--一 - 一二→一-‘ →→一一一…二十一一- --_ ._ -二一_. . .-二一一一一一一一-一一一一一

C 7 0 . 6 土 1. 6 25 . 6 土 1. 0 14 .9 土 1. 2 28 . 5 ::1:: 0 . 9 1 1. 2 土 0. 5 8 0 . 7 土 3 . 7 199 . 4 ::1:: 7 .6 
( 13) (tj 3) (43) (43) (43) (43 ) (43 ) 

E 5 1. 0 上 儿 ，] 19 ， 8 土 1. 6 31.2 ::1:: 1.4 1G . 9 ::1:: 1. 5 6 . 8 土 0 . 6 6 3 . 0 土 4. 2 198 .4 士 1 1. 7

O S)@@@ (8)@ @ (l 8 ) @@@ (8)@ @@ (8)@@ @ (18 )@ @ (1 8 ) 

E + Mn 65.9 ::1:: 2 . J 23 . 8 ::1:: 1. 2 42 . 1 士 1. 5 2 5 . 9 土 1. J 8 . 7 土 0 . 6 84 . 6 土 4 . 8 205 .4 土 8 .9

(33)' 警. (33) ‘ (33 ) " (33)" (33)"@ (33) " ( 33) 

MEAN + SE @ :P皂、 0 .05 ; @@ P < O. Ol;@@ @: P < O. OOl vs C 
(N): 记录也位的心肌细胞数费 :P< 0 . 0 5; •• P < O. Ol ; · 噜 咖 :P< O .OO l vs E 

C : 对 !!(i组 ; E:X-XOD组 ; E + Mn :X-XOD + Mn组

E 

E+ Mn 

因 i 各组心肌细胞动作电位的典型记录

C: ;.(，J.~(Ull 

E: JXI酶组
E + M门:尚昆组

Î j( 'I" f，J; J辽 : ~~~ r包(}ì.线 ; 200 ms 

!ilili l~JU飞 : 2ü m V; 10 V/ s 

?苔 ， 记录Jt liÝi: t宿 曲线与收g!il频率 1111线。在记录

过程 rll 分次加入 ß o. CI 2 ( ~n 庆北阳化学试剂

厂 ) ， 使 Jt;- )/:. j/ 巾 (í(J tlj! 浓度 I~I 0 . 1 mM 起 l衣次

倍增。立J Jdi :山 :Þßi 字|植 i岁!浓 j立增高至一定程度|时 ，

群蓓的白 友 'it州功突然 [斗止 ， 如|图二所示。

i夕1 ('E 1"/ l J) f.' ;';止 。(J i以低有效 11'，z J!:r H!l i'.!J! "1甘伴跳

闷。此闷的 l;平低点 二」飞心 WL:li I JJ包 )1~ t' 1(J完整性差。

4日 3 m川

υ .1 0. 2 0. 4 O. M 1. 6 3. 2 6. .12. 8 
mM 

图 2 各组f贝停跳闭的典型记录

纵郎才示 : 心肌细胞H丰落的搏动主ýj率
1员比如 : J肖养基仁jl BaCl，的浓 j互

水斗F J示j 过 : 3 .lJJ' 争1 ' ，仨纸距离
C: 对照组的收缩~ýl率 lU I 线

E: 加酶组的收缩频率曲线

E 斗 Mn: r嗨也组的收缩%1率曲线

各组i1ï! ，'I~ 停跳闷汇于图 3 0 

可以看 出 ， 加酶组比对 ml组的帜停跳阐显

著降低， 而酶 'r~，组比力1I酶组则显著增高， 与心

肌细胞的防膜也活动一致地表明 X-XOD 系统

使心肌细胞膜受损， 而t孟可又、j 抗这一损伤。

讨论

本实验用 X-XOD 系统造成培 养心肌细胞

的 自由基损伤[5] ， 表现为心肌细胞动作电位的
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12 

11 

10 

~ 
E E # 

( 5 ) 

国 3 i涌动心肌细胞在:i.l苦的织伴跻阔

纵tl~i ，j; : 培养基 I-I~ 的 BaC1 2 浓度 ( mM)

(卜;) : 倒放
C. '\.;- 1/;: ~~' I J飞 'j !~ \ ~?L!. 

E: l'l l~fJ 绍:

E + Mn : 口与 Ir& ::!1.

寸卡 : 与 Jr .;'.I:'1 纽 l t l; i;, , P< O .0:; 
f.: : .!...j )JLi ~际生li 比泣 ， p . 0 . 03 

APA 、 OS ， MDP、 TP、 Vmu ， APD50 减小，

:}UJ功 ;C. ilJl细 H包在'~ {/~ (10 Y!J1 Î'平 ~Jh I~ ;~j I j :í:低。 MnCl z 可

斗 抗 X-X:OD 对拮养心WL细胞的; [; ) 伤作用 ， 使

;!号股 i 已 ;4 均与 自立址 l'Y-YJ_: :l与 I句正 iii 方 l ílJ 转忧。

上过~ Ç--:~ i ~j;七 lJ 赵年.( I;j-j ~L2.~ 子自 由 主 (0 ; )的 )院

成 、 }占除机flE正 l'~i 吻合。黄 i~{ll/{ 氧化晦 fit 比黄

i出~ ~i令工jI气反应生以 0; ， 启功 自 由基地锁反应 ，

导致止;如!快的脂民降解、iØr裂 ， ili成心 J]JL细 ;i包

JV'的损仿 [ G ] ， 请除 0 ; . 的第一步走超氧化物歧

化码( SOD) í::ë. 0; . 歧化 ，在 HzÜz o SOD 有三种 z

Cu-Zn--SOD 、 Mn-SOD 与 日一SOD o Mn 无 Mn

SOD 的活性中心 [ 7 J 。 因此 ， I白j培养基中加入 X

XOD i~~ O~ )~ ;&)出多 ，而 i句培养基中加陆则促

进石i 的洁 l凉。所以， 摇能对抗 X-XOD 所致

的培养心}ULf旧 Ij也归自由基损伤。

心 )In>J !tU的膜的先辈性受损使fZ种民.子的边

注 1宅普选j白高。 k主内外 ;21子分习:Iî的紊乱， 特别

是细胞内御的丢失造成膜的|按 极化( MDP 减

小)与细胞内创增高抑制 'f'5通道开放， 使î;)j 作

电位议宽(APDso ) 变 牢。这 又到1、 发地导致

V max 、 OS 、 APA 、 TP 的减小。

坝可阻塞 'i:l] 1通道使膜除极化[ 8]，又可与肌

♀'5 ~量白结合而始动 l位知 [9 J 。 两种(乍川均促使收

tt;' l频率加快，而当膜除极化至快、 f旦通道均失

沽 iH ， Il，! 动 作 f1i.位停止发放而心;15 骤ιv 在心

肌细胞岳飞损伤的条件下， tJ吃边透j生力iJ大 ， 所以

[自l培养基中 }Jn íi;[时内功J~î 率增加142、 )1: 1] ， 识的陀

~)b i;动 降低。

摘 要

本文以'心肌细胞动作电位与自发性拌均为

J i ;标看到 ， [I:-I}培养基中加入 0 . 1 ppm MnClz 

对抗 0 . 12 mMOL/L 黄 l累岭与 5 . 3 nMOL/L 黄

iE lG氧化酶(X-XOD)对培养的心 肌细 胞的损

伤 i 'iJ IL 这可能是辑通过含憧:ill氧化物歧化晦
(Mn-SOD)清除 X-XOD 话发的超氧阴 离子自

由 基(Oi) 所致。
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