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· 早 期 脏 器 损 害 · 

吡那地尔对烫伤大鼠心肌线粒体结构及 

呼吸功能的影响 

彭念寅 周红 司良毅 

【摘要】 目的 观察吡那地尔预处理后对烫伤大鼠心肌线粒体结构及呼吸功能的影响。方法 

将75只健康Wistar大鼠随机分为对照组(9只，腹腔注射50~g／kg等渗盐水)、单烫组(33只，仅作烫 

伤)及预处理组(33只，腹腔注射吡那地尔50~g／kg后再作烫伤)。透射电镜观察3组大鼠心肌线粒 

体结构的变化，用生物氧特性微机测量分析系统检测大鼠线粒体的呼吸控制率 ，并检测大鼠心肌线粒 

体中丙二醛(MDA)和超氧阴离子的含量。 结果 伤后3 h预处理组大鼠心肌线粒体病理损害程度 

较单烫组轻；伤后 l一6 h其呼吸控制率显著高于单烫组(P<0．05或 0．01)；MDA和超氧阴离子含 

量分别于伤后 3、6 h和伤后 l、3、6 h低于单烫组(P<0．05或0．01)。伤后 3 h预处理组 MDA、超氧 

阴离子含量各为(0．60±0．09)~mol／g、0．127±0．020，明显低于单烫组(0．83±0．07)~mol／g、 

0．169±0．015(P<0．01)。 结论 吡那地尔预处理对烫伤大鼠心肌产生了明显的保护作用，其机 

制可能与线粒体中对腺苷三磷酸敏感的钾离子通道提前开放有关。 
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【Abstract】 Objective To investigate the influence of pinacidil preconditioning on the protection of 

the structure and respiratory function of injured myocardial mitochondria in scalded rats． Methods Seven— 

ty—five healthy Wistar rats，weighed 250—300 g，were randomly divided into three groups：i．e．control(n= 

9，with intraperitoneal injection of 50 g／kg isotonic saline)，scald(n：33，with 30％ TBSA full thickness 

scald)and pre—conditioning(n：33，with same extent of scald injury after intraperitoneal injection of 50 

kg pinacidil)groups．Mitochondrial ultrastructure was observed by transmission electron microscope． 

The mitochondrial respiratory function．the MDA content and the superoxide anion level were determined 

with co~esponding methods． Results The degree of injury to rat myocardial mitochondria in pre—condi— 

tioning group was less intensive than that in scald group(P <0．05 or 0．01)．The respiratory control rate in 

pre—conditioning group was obviously higher than that in scald group(P<0．05)，and the contents of MDA 

and superoxide anion in pre—conditioning group were markedly lower than those in scald group(P <0．05 or 

0．01)，as evidenced by their contents at 3 post scalding hours(0．60±0．09 t．~mol／g and 0．127±0．020) 

were obviously lower than those in scald group(0．83±0．07 t．~mol／g and 0．169±0．O15)(P <0．O1)． 

Conelusion Pinacidil prec0nditi0ning was beneficial in the protection of myocardial mitochondria in scalded 

rats，and it might be related to the pre—opening of potassium channel which was sensitive to mitochondrial 

ATP． 
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线粒体中对腺苷三磷酸(ATP)敏感的钾离子 

[mitoK(ATP)]通道开放剂可以模拟缺血预适应样 

效应，保护心肌收缩功能 ，使心肌梗死范围明显 

缩小 。mitoK(ATP)通道的开放是预处理保护作 

用的靶点之一 ，但其保护作用机制尚未阐明。 
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本研究在大鼠Ⅲ度烫伤前给予适量 mitoK(ATP)开 

放剂吡那地尔，观察吡那地尔对烫伤大鼠心肌线粒 

体的结构、呼吸功能的影响并探讨其作用机制，为心 

肌损伤的预防和治疗提供实验依据。 

材 料 与 方 法 

1．主要材料和试剂：吡那地尔(美国 Sigma公 

司)，生物氧特性微机测量分析系统(北京明华鑫世 

纪科技发展有限公司)，uV．751紫外及可见光分光 

光度计(日本岛津公司)，JY92．2D超声波细胞粉碎 

机(宁波新芝生物科技股份有限公 司)，透射电镜 
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(菏兰飞利浦公司)，超氧阴离子榆洲试剂盒 ．丙_二 

醛(MI)A)椅删试剂盒(南京建成生物工程研究所) 

2．动物模型及分组：健康雄性 Wistar大鼠f第 

三军医大学实验动物中心)75只．体重 250～300 g 、 

将大鼠随机分成对照组f 9只) 烫组(33只)和预 

处理蛆(33只)．对照组走鼠不lf1 烫伤．仪腹腔注剁 

50 Ixg／kg等渗盐水．单烫组大鼠作30％TB A_Jl鹰 

烫伤 (痫理啊片证变)，预处理组大鼠腹腔注射毗 

那地尔50 g／kg后再作30％TBSAIlI鹰烫fjj 

3．心肌线粒体的提取 ：其过程在冰浴巾进行．容 

器提前预冷．．分圳取对照细大鼠fⅡ两烫伤组大鼠伤 

后即时f0) 1 3 6 h的心脏，每时相点 8，、IJ大鼠． 

将大鼠心脏组织州等渗盐水洗涤．滤纸吸去表面的 

液体，称重一在、水浴条件下剪碎，用筒冷的，C 丑几匀浆 

介质(甘露孵19 l27 8 g、蔗糖 I I．980 5 g．已_I胺四 

乙酸 0 l46 I g、Dis 0 302 7 E，pH 7 4，加双蒸水定 

容至5O0 rn1)洗涤3次，加^9倍俸积的心叭匀浆介 

质 将剪碎f1．{j心肌组织倒人匀浆营中．使 浆器下 

端浸入盛 冰块的器皿中，将匀浆捣杆乖直插人管 

中上下转动坩f磨 3～5次 用200 Hq-：锈锕刚过滤 

浆于试管中 除去组织碎渣 将 llil．匀浆液1 5 ml 

吸人塑料离心管中，于4℃600 g离心10 illii1，使 

细咆及细胞碎 片沉降 取 上清．8 000 g离心 10 

Illin、去 E清、})C淀r十i加入 I．5 m】匀浆fr质，用吸符 

吹打成悬液 重复 8 000 g离心 10 n n．其沉淀 

为纯化的心肌线粒体 用 L ,rwy洼检测线粒体蛋白 

含量 

4．检测指标：rI 透射电镜观察大鼠心肌线粒 

体结构：伤后 3 h两烫伤组取 1只大鼠．月取 1只对 

照组大鼠，处死后将心脏放人0 等渗盐水中清洗， 

用体 1分毂2 5％戊二醛浸渍后，用双面刀切取心 

尖组织，修成 I～2 I]LITI瓤牡并固定，4 保存 按常 

规制作超薄剀片后在透射电镜下进行观察 (2)生 

物氧特’陀微机测量分析系统检删大飘绂牲体呼吸功 

能：线粒体采样周期为500 m 采样时削>500 取 

J互应介质(tl‘露醇 225 m r,]ob／L、蔗糖 75 I]]HIO[／"L、磷 

酸二氯钾 5 1llmi)1 L、Tris l0 rnnl一 l L ￡二睃四乙陵 

四钾 0 05 lnlrlO J／L、氰化钾5 nllll(II ll pH 7．4)2 

i'llf，加人线粒傩至绂牲体蛋白终澈I筻为l g／。12，．待内 

源竹 底物耗尽． 示『{=}『线旗本平 甑时加入脊氯陵，苹 

果酸及琥珀暖．5⋯in异再加八腺苷__．磷酸(ADP)． 

在3 tnl反应存哥 的熔氧删定仪r i温度 25～30℃) 

删定密闭的连续搅拌的反直体系rqf线粒体为1 04 

g／i ，谷氯酸钠．苹粜酸钠、琥Jn酸钠【=l勺终昧睦均为 

4 2 mm．L／L，ADI 终浓度为 0 I in[i][}L／L，30℃时空 

气饱干̈蕉馏水走标洲氧为 l()0％ 线粒体牦氧活 ． 

呼吸控制率(R{2R) f 3)心肌线粒体 MDA和超 

氧 离 含疃的洲定按试剂禽蜕I]IJ}5进行 

5统讣学处 ：数据以 ± 表示．采用 橙验 

结 果 

I线粒体结构变化：对照组心肌战糙悻结构清 

晰 嵴 平 r排列 伤后 3 It，单烫组线粒伴明幢肿 

胀．嵴问隙增竞．嵴排列紊乱、模l觎 电子密度叫 降 

假 ．伤后3 h．预处理望lI大鼠虽然线粒体轻度肿胀， 

嵴间隙增宽，电子密度降低，们与 烫组比较，其病 

理形态改变列显减轻 见图 1 

2线牲体呼吸功能的变化：顾处理蛆大鼠伤后 

1 6 h心肌线粒体 RcR显著高于单烫绀 (，’< 

0．05成0 011 她表 l 

表 I 3 [【太鼠心 戳 粒津RCR约 二̈较c啊． ± 
Tab 1 Cornparis’}11 lI1 Ih mil1whendrial RI H 

ofl1]ytJ{~rtJia in『l_ 3 gr,Jups c％ ． ± 1 

连：对照蛆8 K太 ， 心H『I蠕犄1阜R 却-3 993：1 2 L9、*；i 

时 塑比螗． ，，(0 05．#f】<0 01；。j 烫维比蛙．△P(fl 05， 

Crt <0 01 

： 对册娜心肌终拉体结构浦晰．嵴排硎整齐， 后3 h 穗 蛙越件 }̈ 肿胜．崤削麒增 ．蟒排到紊乱．碟铜．啦 密厦HH 措低 

c伤 3 1、 处理蛆^鼠峤问晾增宽．线 悻轻_堑 胀 

固 I 3-'Ii太 肌挫粒件结拘碰北 透射电镜 x1 4flO{I 
Fig I rh chan~,,i rl mvo,zanllal miluch~ndv,al tru r|u rP in 3 gr· “l lIf mI 『FM x 1 4 I：lOCI 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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3．线粒体 MDA和超氧阴离子含量的变化 ：与 

单烫组比较，预处理组大鼠伤后心肌线粒体 MDA 

含量增加的幅度较小，且升高时间明显延后；伤后 

3、6 h明显低于单烫组(P <0．05或 0．01)(表 2)。 

预处理组超氧阴离子含量增加缓慢，较单烫组明显 

下降(P <0．05或 0．01)(表3)。 

表 2 3组大鼠心肌线粒体 MDA含量的 

比较(I~moL／g，x±s) 

Tab 2 Comparison of MDA contents in mitochondria 

of myocardia in the 3 groups(ixmol／g， ±s) 

注：对照组 8只大鼠，其心肌线粒体 MDA含量为(0．44±0．13) 

Izmol／g；与对照组比较， P<0．05．#P<0．Ol；与单烫组比较，△P < 

0．05．’☆ P <0．O1 

表 3 3组大鼠心肌线粒体超氧阴离子 

含量的比较(x±s) 

Tab 3 Comparison of the puperoxide anion contents 

in mitochondria of myocardia in the 3 groups(x±s) 

注：对照组 8只大鼠，其心肌线粒体超氧阴离子含量为0．073± 

0．012；与对照组比较， P<0．O1；与单烫组比较，#P<0．05，△P < 

0．0l 

讨 论 

严重烧伤后早期 即存在器质性心脏损害⋯。 

烧伤性心功能障碍损害可能和缺血、缺氧、炎性因子 

以及活性氧(ROS)生成增加等致病因素有关 。 

RCR是体现线粒体结构完整性及功能状态的一个 

指标，其大小反映线粒体氧化磷酸化的偶联程度。 

本研究中单烫组大鼠心肌线粒体的能量产生和利用 

过程受到严重损害，线粒体膜结构的完整性受到影 

响；预处理组大鼠采用吡那地尔使mitoK(ATP)通道 

提前开放后，大鼠心肌线粒体病理结构的损害减轻， 

RCR下降幅度明显减轻，线粒体自由基的产生量明 

显减少。由此说明，吡那地尔对严重烫伤大鼠的心 

肌可产生明显的保护作用。 

严重的应激性刺激如烧(创)伤后产生过量氧 

自由基，引起继发性 mitoK(ATP)通道开放，可以导 

致线粒体ATP生成减少；当自由基的产生量超出了 

线粒体清除能力时，引起线粒体结构和功能障碍，心 

肌细胞发生不可逆的损伤⋯ 。在缺血预适应中， 

mitoK(ATP)通道开放引起的少量 ROS产生可能是 

细胞内的信号转导通路之一  ̈，其作用可能与触发 

了机体的应激反应产生少量ROS、刺激mitoK(ATP) 

通道提前开放有关。 

综上所述，吡那地尔对烫伤大鼠产生保护作用 

的机制可能和mitoK(ATP)通道提前开放有关，其启 

动了线粒体内源性保护机制，增加了心肌线粒体对 

氧化应激损伤的耐受。mitoK(ATP)通道提前开放 

是预处理对心肌缺血产生保护效应的机制，可能也 

是预处理对烧(创)伤产生保护作用的机制，但仍需 

进一步研究证实。 
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