
辅酶 Ql0 对缺血心肌线粒体功能和形态的影晌
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辅酶 Q IO (COQ IO ) 参与呼吸链及电子传递，

在氧化还原系统中作为可逆的受氢体行使着催

化功能。 文献报道 COQI0 能保护或改善缺lÚJ 心

肌的功能 、 代谢和形态[门， 临床用于油疗冠心

病 、 充血性心哀 、 心肌炎 、 心律失常等心血管

疾病[2-4]。本文通过观察 COQI 0 对缺血心肌线

粒体功能和形态的影响 ， 以探讨其保护缺血心

肌的作用机制。

材料和方法

本实312所用 COQI0 系山西大同生化制药厂从猪心

中提取出的一种带有 10 个j戈烯链的眼衍生物， 为黄色

粉末， 难溶于水。实验前用特制溶剂 (100 毫升蒸馆水

合 2 . 5 克吐混-80 ， 5 克葡萄糖)配成 0 . 25 % COQI0 溶

液，避光保存备用 。

1 、心肌缺血模型的和j备

实验用家兔 34 只 ， 体重为 2.3 土 0 . 3(平均数土标

准差 )公斤 ， I雌雄不拘， 配对分组， 每对动物在同一

天内进行实验。 乌拉i旦 1 克/ 公斤静脉注射 麻醉后 ，

气管插管 ， 人工呼吸。经左侧 3-4 肋间开胸， 打开

心包 ，暴露左心室 ，于冠状动脉左室支上 1/ 3 处穿二恨

丝线 ， 以备结扎。自颈动脉插管连水银检压计监测动脉

血压 ， 记录 E 导，程心电图以监测 S-T 段和心率变化。

给药组于结扎冠脉前 60 和 15 分钟各静脉注射

COQI0( 10 毫克/公斤)一次 ， 对照组则于相同时间静脉

注射等在:积 COQI0 溶剂 (4 毫升/公斤〉。记录心电图和

血压后 ，结扎冠脉并立即记录心电图和血压 ，随后每隔

10 分钟记录-一次 ，直至结扎后 60 或 90 分钟结束实验。

选择纺扎冠脉后 10 分钟内 ，心电图 S-T 段抬高 0.2 毫

伏以上的动物， 迅速摘出心脏， 在 4 "C以下用乐氏液

从主动脉j住流心脏 ， 以 j位流后心脏的颜色区分缺血区

(暗红色 〉 和~ 1: ffi)(: 血，区 (浅红色 ) ， 并分别从缺JIIl区和 非

缺 l(rL厌 l仅 1. 5 x 1. 5 x 1. 5 立方毫米的心肌组织， 置于

2.5 %;戈二自主 i在浪内国定 ， 用于超薄切片 ， 以备电镜观

察。剩余心肌仍浸在冰冻乐氏液巾 ， 置冰箱过夜以备

分离线粒体 。

2、线粒体的分离=

从冰冻心肌的缺 l也区和 l 二|忙缺血区各取 等量(1→2

3主D组织 ，剪碎 ， 置于玻璃匀浆器内 ，加入 10 t音量 (容积/

重量 )SET 提取液 (含 0 . 2 5 克分子底粉 ， 1 毫 克分

子 EDTA ， l 毫克分子 Tris-HCl 缓冲液 ， pH 7 .4) 制

备勾浆， 每对标本用同样方法制备四份匀浆， 然后同

时置于日立 20-P 型高 速离心机中 ， 以 1300 转/分

(200 x g)离心 10 分钟 ，纱布过i虑 ，滤液再以 6500转/分

(5000 x g)离心 10 分钟 。 弃去上清液 ， 将线粒体部分通

过匀浆器重新悬浮空 SET 溶液中(10毫升/每克组织 ) , 

再 6500 转/分离心 10 分钟 ， 如此洗涤两次 [ sJ。从最终

的线粒体沉积物取一小块(]. 5 x 1. 5 X 1. 5 立方毫米 ) , 

置于 2 . 5% 戊二睦溶液中固定 ， 用于超薄切片， 以备

电镜观察。将其余线粒休沉 积物悬浮在 KEA 溶液〈含

0.18 克分子 KCl ， 10 毫克分子 EDTA ， 0 . 5% 牛血清

白蛋白 ， 以 Tri s 调 pH 7.的 中 (2 毫升/ 1克组织 ) ， 用

于测定线粒体氧化磷酸化功能 ， 并于负染后进行 电镜

观察。 线粒体蛋白浓度用双 缩l版方法测定 [6 J 。 以上步

骤均在 4 0C下进行。

3、线拉体氧化磷酸化功能测定

用瓦勃呼吸器测定以上凹份线粒体悬浮液的氧化

磷酸化功能[7J : 将 12 个反应瓶置冰盒中 ，依次在 每个

反应瓶中央小槽中1m入 0 . 1 毫升 20 %KOH 溶液及→

块约 2 平方厘米的圆形滤纸， 并加 0 . 2 毫升冷侧管液

(24 mM 葡萄糖、 5 毫克己糖激酶〉至侧'旨 ， 加 2 毫升

冷反应液 (70 mM 煎糖、 50 mM KCl 、 12 mM NaF 、

0. 15 mM NAD + 、 5p1M MgC12 、 0 . 3 mM EDTA 、 0 . 01 5

mM 细胞色素 C 、 2. 5 mM ATP 、 l 毫克无机j涛 、 15mM

拧橡酸纳)至反应瓶底部 ， 其中 4 个反应瓶底 部加入

2 毫升无底物反应液(习、台 15 mM 拧核酸制 ， 其余 成

· 河北l安学院基础医学研究所也镜窍。
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分l讨_/)。最盯在反应j旺底邵力1 1入 0 . 5 毫升线粒休悬 结果见表1 。

浮j夜 (每份线t豆休川 l入二个反应瓶，7才 ， 两个合 j成物瓶 表 1 COQ 10 对家兔冠脉结~L前后血压和心率

及一个不合J(!巳物瓶 儿 兑取两个反应 瓶加入 2 . 8 毫升 的影晌( 宝 + 5D )

蒸'，1îi 7]\及 一块约 2 中-方厘米的滤 纸作为 ìilil.压计。以上 一
实验组别结扎时间 动物数 Ifll 压 ，心 率

操作时 ， 反[\ìij低均不离开冰余。

加入线粒休总?孚液后 ， 迅速把反应瓶固定在检压

计上，然后将俭压计装3;iJ水槽架 l二 ， 30 "c 恒 温并通骂骂

5 分钟。训节螺旋使检j王计液面下降至 5 0 毫米处，关

闭检压计活~和反应瓶活塞 ， 往复震摇 2 分钟(100次/

分钟 ) ， 然后调节右管液面至 15 0 毫米处， 读取左管液

面读数作为检压计反应前读数。这时关闭震摇开关，

小心而迅速将反应瓶侧管液倾入反应瓶中 ， 记录反应

开始时问 ( To ) ， 重新固定检压计， 继续震摇， 于 10 、

20 、 3 0分钟后 ， 按上述步骤读取左管读数。 最后迅速

在各反应瓶中加入 3 毫升10 % 冷三氯醋酸溶液中止反

应 ， 分别记录各反应瓶反应~II-止的时间 ( T川 ， T，， -To 即
为磷酸化时间。

将以上反应混合液以 3 5 00 转/分离心 15 分钟 ，

吸取 0 . 1 宅升上清液， 加 2 .9 毫升重蒸馆水 和 3 毫升

定磷试剂 [6N H250， : 重蒸馆水 : 2 . 5%铝酸绞 : 1 0 %抗

坏血酸 = 1:2: 1 :1 (体积比 ) ， 用时新鲜配制 ， 按上

述JI阪序加试齐/f ，摇匀 ，于 45 "c保温 25 分钟 ， 再冷至室

温(1 5 分钟 ) ， 在: 660 nm 处测定光密度。用含底物溶液

光密度与无底物溶液光密度之差 ， 从标准曲线七查出

1湃的微克数， 再乘以稀释倍数， 即得每毫 升样品中的

无机磷含量 [8]。计算线粒体 P : O 比值[7 ] 。用每份线粒

体的两个 P : O 比值的平均值进行配对资料 t一检验。

4 、 电镜观察

(1) 赵主导切n

取上边 2 . 5 %戊二楼溶液固定的心肌组织和线粒

休沉积物 ，脱水后 ，用环氧树脂 815 包埋 ， 经用 LKB­

W型超薄切Jt机切片。

( 2) 线粒休悬浮液负染材料制备:

用玻璃毛细管吸取线粒休悬浮液， 滴子带膜铜网

上， 放置 5 分钟 ， 以 2%磷鸽酸负染 1. 5 分钟 ， 干燥

后进行电镜观察。

(3) I也镜观察 :

超薄切片和负染材料用日 立 H-500 型透射电镜

观察， 加速电压 7 5 千伏。

结果

1 、 CoQ J O 对家兔结扎冠脉前后血压和心率

的影响

〈分 ) ( mmHg ) ( 次/分 〉
一一二

对!!司组 。 10 8 9 十 16 232 i: 18 
60 10 77 + 23 1 8 9 士 12 "

COQ， O 组 。 10 8 7 士 19 23 0 士 20

60 10 80 + 21 197 + 17 ' 

::H m'l组 。 7 8 0 土 14 2 46 士 1 4

90 7 6 9 土 1 0 "" 207 + 18 " 

COQIO 组 。 7 80 土 1 2 234 i: 14 

90 7 55 士 1 5 . 孔 1 95 i: 23 "

' P< 0. 05 ; "P<0 . 01; 与结扎前相比较。

"p< 0 . 05; 与川相比较σ

冠脉结扎后 6 0 分钟与结扎前相比， 无论

CoQ J O 组或对照细 ， 血 压均无显著变化， 而心

率 则明显减 慢 ( P 分另 IJ< 0 . 05 及 0 . 0 1) ， 但

COQiO 组与对照组比较， 则无显著差异。

冠脉结扎后 9 0 分钟 ， CoQ l o 组动 物 结 扎

后血压较结扎前显著降低 ( p< O . O l ) ， 而对照组

则无明显差异。在结tL后 ， CoQ l o 组血，压较对

照组明显为低 ( p< 0 . 0 5) 。心卒变化与结扎 6 0

分钟的动物相似。

2 、 CoQ J O 对线粒体氧化磷酸化功能的影晌

线粒体氧化磷酸化功能用 P/O 比值大小表

刁飞 ， 结果见表 2 。

缺 Jtll 区线粒体 P/O 比他 ，无论缺且1 60 或90

分钟 ， CoQlo 组均显著高于对照组 ( P< 0 .0 5 ) 。

而非缺血区线粒体 P/O 比值 ， 在缺血 9 0 分钟

时两组间则无显著差异。 比较缺血区与非缺血

区线粒体 P/O 比值， 对照组存在显著差异

(p<O.O日，而 CoQJO 组无显著性。

缺血区与非 缺血区 P/O 比值的 比率 代表

线粒体氧化磷酸化效率， COQ lo 细比率显著高

于对照组( p< 0 . 0 5 ) 。 此外 ， 缺血区 P/O 比值

随着缺血时间延长， 似 El~时间依赖性降低。

3 . CoQ J O 对线粒体超微结构的影晌

无论缺血ω 或 9 0 分钟 ， 二|七缺血区线粒体

形态在 COQ I O 组和对照组大致相似， 即线粒体
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表 2 COQlo 对线校体氟化哥哥哥量化功能的影响( 窒 + SD )

缺业l时 间

〈分 )

60 

90 

号i~n守组别 动物数

对照织!Jii;: J (n)互 10 
COQIO 组缺血区 10 

对W~组缺血区 i 

对~?组"缺JÍIl区
COQIO 组缺凶L区 7 

COQI O 纽-w缺血口: n d 

线粒休:!R I~ I 
( 毫克/瓶)

1. 9 之 0 . 3

2.1 士 0 . 2

1 .9士 0 . 2

2 .5 士 0 . 2

2 . 2+ 0.2 

2. 7 二七 0 . 3

• P< 0 . 05 ; ' 'P< O . Ol; 与对!Ilì il3.相比较 e

唱<0. 0 5 与川相比较 。

扣 1: 歹Ij 紧?有 . 肢:完导弹 ， 哨规则， 去质清楚。而缺

血 1:8:线粒体形态 ， 无论超薄切片'观察 :r~，1飞负染材

料观察， 在 汇~OQ IC {:ê.均比对照古íl为完好。 在对

照绍， 约和:休 :l-11:7i陪刊L ' 尽;TV1肿胀或空;包化，

峭紊乱或断裂 ， 膜周围突出许多小泡， 甚烹整

个组u主件:旦大空;'EJ.状，出背部分消失(图飞 ， Bz ，

B3 ) 。 在 CoQ ! O ff:[ , 线粒体与心肌纤维排列规

则， 钱;j主体完艳，膜、晴、 基质均清晰， 虽然

基质部分肿胀，峭稍有分离， 但内部结构仍保

持较良好 ， III青 扫l句歹Ij也较规贝IJ ( 因 人， A z ， A 3 ) 。

讨论

线位体功能是决定暂时ûV~血心肌能否存活

的关键问。Nayler 报告 ， COQ IO 保护缺血心肌的

作用与它能防止心JilL线拉体损害有关(! 0 )。本实

验il!i!定的各细线校体 PjO 比值变 化与相应的

超微结构变化l~l -- 致的结果也支持这种论点，

ElP COQ io 不仅具有维持线拉体氧化磷酸化功能

的能力 ， 且 能明J市减轻结 tU辽脉后线粒体膜和

峭的受损程度。 这表明 COQ l。可能是通过保护

线舵手i二脱和咐， 保 J击'线粒体站构完整 fflj维持其

氧化磷酸化功能的。据文献i"IK:ì茧 ， CoQi 。 这种

作用与它们": ):.; -_ . ;忡抗氧开1)而 inl fl)IJ 引起细胞和亚

l细胞膜损伤的脂肪过氧化有夭P l ) 。此外， COQ IO 

进入线j↑立体内 lPd节 H乎以提各种阴过程，从而改

善缺血心肌的 f-~i射 . 促 i主i: ATP 合成 也是原因

之一 r 1,12 ,1 3 J 
。

一般研究缺血心肌线拉体超微结构 ， 大多

采用心肌组织起薄切 片 ， 可观察到整个心肌细

民 氧 量 花 磷 景

(微壳;原子 ) (攸克分子 )
P / O :吠 l归 [; <. P / O 

'11 缺血区 P/O

3.1 土 0 . 5 5 .9 斗 2 . 1 1. 9 + 0 .4 
3 .9 土 0.3 8 .7土 2 . 0 2 . 3 士 0 . 6 '

3 .0 十 0.6 4 . 7 二i:: 1.6 1. 6 士 0 . 4川

4. 3:t 0 . 7 1 1. 5 土 2 .3 2 . 7 士 0 . 4" 0 . 5g 土 o . lJ 

3 .5 土 0.5 7 . 3 士 1. 6 2. J 士 0. 3 '

4 .2 士 0 . 9 [1. 4 土 :L ;~ 2 .7 - 1- 0.4 0 . 75 _L O. OS" 
中一一… _c '.，_ ___~一

胞结构和局部心肌线粒体群的变化。才王实验|垛

采用此种方法外，尚观察了经高迷离心分离的

线粒体超薄切片和负染材料， 得以更精细地观

察心肌线粒体的细微变化， 从而为 COQI O 维持

线粒体氧化磷酸化功能提供了可能的超微结构

证据。

另外， 本实验结果还表明 ， CoQ l。在结扎

冠脉 90 分钟后使动脉血 压显著降低， 与文献

报道相符 [3 ] 。 但结扎后 60 分钟 l(LL [[ 无显著变

化 ， 原因未明。COQI O 组在结扎 90 分钟后 有降

低心率倾向 ， 但无显著意义。比较各组心率变

化，结扎冠脉后均比结扎前觅著降低， 这似与

结扎冠脉手术本身有关。

致谢 : 河北医学院基础 医 王 研究 所屯镜室李文

镇、 富建章教授指导电镜观察并提出宝贵
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动物淋巴细胞体外转化反应稳定性因素的探讨

(一)影响家兔T淋巴细胞转化反应因素的研究

王文 ;}Jj' 赵 月 梅

〈兰州 í~ '~;句:系Jf号1生理学教研主)

淋巴细胞转化反应( 简称;\f~转)是机体细胞

免疫机能状态的 司主要指标之一， 在临床方丽已

被广泛应用 [1-3 J 。 为了能在实验功物中建立常

规的测定方法， 获得较好的可复性和稳定性，

并能客观地反映机体细胞免疫功能状态，我们

对 家兔淋转休外培养诸影响因素的条件进行了

较系统的观察研究 ， 切步 '!~l! 明 Jt影响因素。 实

验结果 总结如下。

材料与方法

-、血样

从健康宋先 问:综 i挣咏 Jì'.(巾 ， 勾嚷:到全 IliL}j! 1入 ] 5~

20 单位肝素。

二、淋巴细胞转化反应的方法

采用微 ~p :Î': I !IU川作方山[ I J。将肝京化~í~ .i iß. 0 . 1 ;毛

升 . 置于合植物1(11 凝京 ( PHA ) 133 ;f贝 克/ ;:~;)+户;乔波

( !'- 川、 [ r~~药工业 出口、υIW~l)'< ， J比号 8 1066 υ 配制成 0 . ] %

浓J}i ， 即 0 . 1 毫升含有 100 微克 )相传 20 %小 1:):: [I!L洁

的 RPMI 164 0 液 3 毫到小瓶中 ， 每毫安| 营养液加入

-甫一 - 链霉 京谷 100 单位 ， 用 5 . 6 % NaHC03 lj.~j王'. pH

7 .4 ， 置于 3í 'C讯地育(为后述方便， 将此种营养液称

为基础营养液 ) 68~72 小时。 终k J古养 后 ， 将:I{~ 养

伤先移至高心管内 ， 经 ] 0 00 转/分 离心 1 0 分钟后齐

去 2/3 上清液 ， 力11入 fß:渗盐水弃原;夜 筐 ，再置于 3í 'C ì1Ífl

育 ， 使大部分红细胞 溶解， 经 1000 转/分离心 10 分

钟 仑7予 i: ?育;夜 c 然后用冻得I~生一叩同~[混合液悬浮， 经

Li O O 转/分离心 10 分钟 ， 全弃上清液。上述步骤再重

复一次。弃上洁液留ln :量将细胞悬浮 ， 用滴管移至破

j于止，使之自 然散开， 待干后用 Wri ght-Giemsa 染色。

将每一标本在irtl镜下 :十数 2 00 个淋巴细胞 ， 并第 tJi i-林

l:~ I:J 细胞( 包衍染臼体组lZ过渡贺 1) ) !'r'>j 肖分比 ， iljJ为淋

巴细抱转化率。

豆、动物编组

24 日li;]j'H. t-:~ 洛因素的条付 ， .8 tJ;'小';二 í[1J清含景和

PHA 合 留的变化， 营养浓习飞;1 p H (I'Il!，及不同 jhi IH 等;

四个方闯进行观察研元。 为此 ， '即功'物分为四大绍，

勾结 i选他胶东兔 JO 抖。刘·科是.H(r可因 索， 每次实验

j~l 一川东三巴布!、 !古j lnJ 进门!t.校 ， iíiA、 1;_jJ 民 j变 他设复管 3

瓶 ， Il ~ 卢Jj在J{}'!)j' ' i~、~:Y:!Y~放JFe

结果

不同小牛血清含量对淋转的影响

:博基础营养液中小牛血清合适 分另I J 改为

5 % ， 1 0 % . 15 % ， 20%和 25%等五种， 各加入

O. ] 毫升同一只家兔外周 IID， 进行培育。 从图 1

可以看 出， 含 5%及 10 %其转化率只有 2 0 . 2 土

3 . 96% :SX 20 . 0 土 4.16 %, 1币 fT 最 为 15 %和

20 %时，则转化层:分 别 增 至 1; 3 . 6 士 3. ，j 8 %及

52.0 士 1. 84 % ， 但当含量增加到 25%时， 其转

化率反而仅为 2 9 ， 9 土 5 ， 2 8 % 9 分别经统计学生主
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