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察缺氧心肌细胞 内线粒体的分布 、形态结构 、呼吸功 

能及能量代谢变化 ，以探讨 缺氧条件下秋水仙碱在 

心肌细胞线粒体损害中的作用 。 

1 材 料 与方 法 

1．1 主要试剂和仪器 

DMEM／F12培 养基 (美国 APLS公司 )，罗丹 明 

123(美国 Sigma公司)，体积分数 为 1％氧气 、5％二 

氧化碳 、94％氮气的混合气体 (重庆市朝 阳气体有 

限公司)。TCS．NT型激光共聚焦显微镜 (美 国 Leica 

公司)，TECNAI 10型透射 电镜 (荷兰 Philip公司)， 

782型生物耗氧呼吸仪(英 国 Strathkelvin公 司)，高 

效液相色谱仪 (美 国 Glison公司 )，CSF型超声波发 

生器 (上海超声波仪器厂)。 

1．2 心肌细胞培养 、分组与缺氧模型制作 

参照胰蛋 白酶消化法分 离清洁级 Wistar大 鼠 

(鼠龄≤出生后 3 d，第三军医大学实验 动物 中心 ) 

心肌细胞 ，于培养瓶、6孔培养板及置有盖玻 片的培 

养皿培养 。培养 5 d后将细胞分为正常组 、微管解 

聚组、缺氧组 、缺氧解聚组。前 2组细胞常规培养 ； 

后 2组细胞放入密闭容器 ，充入前述混合气体达平 

衡 ，建立缺氧模 型。微管解聚组与缺氧解 聚组均参 

照文献 [3]在培养 液 中加入 4 Ixmol／L秋水仙 碱。 

设缺氧后 10、20、30、60 min 4个观察时相点 ，用正常 

组和微管解聚组检测结果作参照。 

1．3 观察心肌细胞线粒体分布情况 

取盖玻片上生长的各组心肌细胞 ，加入 1 Ixg罗 

丹明 123作用 15 min，以37℃磷酸盐缓 冲液(PBS) 

漂洗。激光共聚焦显微镜 (激发光波长 488 nm、发 

射光波长 515 nm)下观察线粒体的分布情况 。 

1．4 观察心肌细胞线粒体形态变化 

常规消化培养瓶中的细胞并制成悬液 ，加入 10 

倍细胞体积的体积分数 2．5％戊二醛 (4℃ 预冷 )， 

常规漂洗 ，10 g／L锇酸固定 ，饱和醋酸铀过夜 ，系列 

丙酮脱水 ，环氧丙烷置换 ，环氧树脂 618包埋 ，超薄 

切片机切片，透射电镜下观察胞内线粒体的形态。 

1．5 检测心肌细胞呼吸调节比(RCR) 

1．5 ml反应介质 (250 mmol／L蔗糖 、3 mmol／L 

KH PO 、0．4 mmol／L乙二胺 四乙酸钾 ，pH 7．4)加 

入反应池，孵育 2 min，加入心肌细胞悬液 0．1 ml预 

温 2 min，依次加入 0．5 mmol／L苹果酸钠、0．5 mol／L 

丙酮酸钠的混合物(作为反应底物)共 10 l以及 0．5 

mol／L腺苷二磷酸 (ADP)5 l。采用生物耗氧呼吸 

仪记录氧耗曲线 ，并测定加入 ADP后的氧耗量(Ⅲ态 

呼吸，ST )和 ADP耗 尽 后 的 氧耗 量 (Ⅵ态 呼 吸 ， 

sT )，计算线粒体 RCR(ST ／ST )。 

1．6 高效液 相色谱 仪检测心 肌细胞 腺苷 三磷酸 

(ATP)含量 

将培养板置于冰上，每孔加入 100 g／L高氯酸 

500 Ixl裂解心肌细胞 ，收集裂解液。冰浴中应用超 

声波发生器破碎细胞 ，进行蛋 白浓度测 定。4℃下 

12 000 g离心 30 min，收集上清液于 1．5 ml EP管 

中，加入 2．5 mol／L K CO 调节 pH值至 6．5，取 20 

l上清 液上 柱检 测。根据 ATP的校正 曲线 计算 

ATP的含量(ng／mg)。 

1．7 统计学处理 

数据以 x-4-s表示 ，采用 SPSS 10．0统计学软件 

进行 t检验。 

2 结果 

2．1 心肌细胞线粒体分布及形态变化 

2．1．1 线粒体分布 正常组线粒体呈粒状 ，嵴清 

晰，直径 0．5～1．0 Ixm、长 2～10 m，以胞核为中心 

向四周呈放射状规律性排列。微管解聚组线粒体变 

化轻微 。缺氧组缺氧 30 min时线粒体发生融合 、肿 

大、基质变淡 ，分 布方式 与微管 基本一 致；缺 氧 60 

min时线粒体 出现小空泡状结 构 ，分布较紊 乱。缺 

氧解聚组缺氧 30 min时线粒体出现弥散 、空泡状结 

构 ，分布失 去规律性 ，基 质变淡 ，与缺 氧组缺 氧 60 

min时的改变相似 ；缺氧 60 min时线粒体分 布完全 

失去规律性 ，基质明显变淡 。见图 1。 

2．1．2 各组心肌细胞线粒体形态结构 缺氧组 

缺氧 20 min时线粒体有浓缩表现 ，个别线粒体 出现 

肿胀但不明显 ，嵴模糊 ；缺氧 30 min时部分线粒体 

有空泡化现象；缺氧 60 min时线粒体嵴模 糊 、出现 

溶解 ，微丝不整齐 ，z线不明显 。缺氧解聚组缺氧30 

min时细胞 、胞核形态 不规则 ，核膜有 凹陷皱褶 现 

象 ，微丝积聚 ，线粒体排列极性消失、堆积 ，少数线粒 

体肿胀、嵴模糊 ；缺氧 60 min时线粒体扩张 ，嵴完全 

溶解 ，空泡化 ，呈堆积状分布。缺氧解聚组缺氧后各 

时相点损害均较缺氧组加重。见图 2。 

2．2 线粒体呼吸功能及能量代谢 

缺氧 20、30、60 min时，缺 氧组心肌 细胞 RCR 

明显低于正常组 (P <0．05或 P<0．01)，缺氧解聚 

组明显低于缺氧组(P <0．01)。见表 1。缺氧 20、 

30、60 min时 ，缺氧组心肌细胞 ATP含量低 于正常 

组(P<0．05或 P<0．01)，缺氧解聚组明显低于缺 

氧组(P <0．01)。见表 2。 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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表 1 各组心肌细胞 RCR的比较(x±s) 

注 ：RCR为呼吸调 节比；正常组 RCR为 4．25±0．24，微 管解 聚组 

RCR为 3．54±0．19；与正常组 比较，a：P <0．05，b：P <0．O1；与缺 

氧组 比较 ，e：P <0．05，d：P <0．0l 

表 2 各组心 肌细胞 ATP含量的比较(rig／mg，x±S) 

注：ATP为腺苷 j磷酸 ；正常组 ATP为 (487±57)ng／mg，微 管解 

聚组 ATP为 (414±45)ng／mg；与正 常组 比较，a：P <0．05，b：P < 

0．Ol；与缺氧组 比较，c：P <0．05，d：P <0．Ol 

3 讨 论 

细胞缺氧是严重烧 (创)伤及其他多种疾病条 

件下常见的病理生理现象之一 ’ ，而能量代谢 障 

碍是缺氧导致细胞 和组织器官损害的根本原因。缺 

氧时细胞能量代谢 障碍 ，表现为有氧代谢抑 制 (线 

粒体途径 )和代偿性糖 酵解 启动。在 有氧代 谢方 

面，以往对缺氧或缺血缺氧条件下能量代谢障碍的 

研究 ，大多仅从线粒体人手 ，主要研究缺氧条件下线 

粒体结构变化 (如结构破坏 、线粒体通透性转换 及 

离子通道开放 异常等 )、有氧代谢 酶活性 、线粒 体 

DNA损伤导致相关代谢酶转录及合成下降 、线粒体 

能荷降低等 ；在代偿性糖酵解方面 ，主要研究缺血缺 

氧条件下 ，糖酵解关键酶活性 的变化与能量代谢 的 

关系 ，以及某些因子(如缺氧诱 导因子等)调理糖 酵 

解的作用等。长期以来 ，尽管从上述两个方面开 展 

了大量的工作 ，但对缺氧条件下能量代谢障碍 尤其 

是线粒体损害的确切机制 尚不清楚 ，临床上缺乏有 

效的调理措施。 

细胞骨架 除 了具有锚 定亚 细胞结 构 (如线粒 

体、高尔基体 、细胞核 、肌丝等 )而对细胞起稳定性 

的作用外 ，还参与调节信号转导 、核转录及蛋白质合 

成等 。研究表明，线粒体在胞质 中的分布和迁移 

往往与微管有关 ，故线粒体常常排列成长链状 ，并与 

微管的分布相对应E 6]。Saetersdal等 通过免疫 电 

镜方法证实 ，微管与线粒体外膜相连 。Capetanaki_8 

研究认为，微管与线粒体外膜蛋 白—— 电压依赖阴 

离子通道(VDAC)之间可能存在某种未知的桥梁分 

子 ，它通过与细胞外膜 VDAC相连接 ，可 以引起后 

者构象变化 。我们已有的研究结果显示 ，在缺氧 1O 

min时即出现微管损害 和解聚 ，且 随缺氧时间延长 

损害加重 。为 了解较早发 生的微管损 害是否参 

与了后续发生的线粒体损害，我们 应用微管解聚剂 

对此作了进一步探讨。结果表明，在常氧下使用微 

管解 聚剂 ，虽 然线 粒体形 态 、结构 变化不 明显 ，但 

RCR、ATP等线粒体功能指标均显著降低 。且缺氧 

情况下使用微管解聚剂处理 30 rain和 60 rain后 ，线 

粒体排列 、分布及形态的损害均较单纯缺氧组加重 ， 

而 RCR和 ATP含量显著低于单纯缺氧组 。这些结 

果均提示微管参与了缺氧早期线粒体的细胞内定位 

及线粒体呼吸功能和能量代谢 的调节。鉴于微管在 

细胞功能中的复杂性 ，笔者认为微管在线粒体损 害 

的机制中起到了关键作用 。这为研究线粒体损害机 

制提供 了新 的切人点 ，值得进一步研究。 
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