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缺血缺氧是严重烧伤后最基本的病理生理改变 

之一，可导致心肌细胞结构、功能及能量生成障碍， 

进而引发 “休克心”川 。缺氧后心肌细胞 内的能量 

生成由氧化磷酸化为主逐渐转变为以糖 酵解为主， 

有效改善了缺氧状态下的能量供应。缺氧心肌细胞 

细胞骨架会发生 明显变化 。研究显示 ，常氧培养 

的心肌细胞线粒体锚定在微管上并沿微管分布；加 

入微管解 聚剂可导致心肌细胞线粒体 呼吸功 能下 

降，其中微管结构重排致使线粒体游离 、结构发生改 

变进而影响氧化供能 ’ 。但这一结论有待进一步 

证实。笔者观察微管解聚剂秋水仙碱和微管稳定剂 

紫杉醇对缺氧心肌细胞能量生成 的影响，旨在为严 

重烧伤后“休克心”的防治提供新思路 。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂与仪器 

紫 杉 醇 、秋 水 仙 碱 购 自美 国 Sigma公 司， 

DMEM／F12培养液购 自美 国 Gibco公司，肌酸激酶 

(CK)检测试剂盒为南京建成生物工程研究所产品。 

DU27型紫外一可见分光光度计为美国 Beckman公司 

产品，高效液相色谱仪购自法国Gilson公司。 

1．2 心肌细胞的分离 、培养 

选用出生后 1～2 d的 SD大鼠(第三军 医大学 

实验动物中心)，参照文献[6]方法分离心肌细胞， 

常规接种 、培养于 6孔培养板 中待用。 

1．3 实验分组 

将心肌细胞分为单纯缺氧组、缺氧 +秋水仙碱 

组及缺氧 +5、10、15 mmol／L紫杉醇组。细胞缺 氧 

条件为 ：37℃下，使用含糖 DMEM／F12培养液，于 

含体积分数 94％N 、5％CO 、1％O 环境中培养 。 

单纯缺氧组细胞设缺氧培养 0．5、1．0、3．0、6．0、 

12．0、24．0 h 6个时相点，每时相点 5孔。后 4组细 

胞先于常氧条件下培养，第 3天更换培养液时分别 

加入终浓度为 10 mmol／L的秋 水仙碱 及终浓度为 

5、10、15 mmol／L的紫杉醇 ，并进行缺氧培养 ，所设 

时相点及样本数同单纯缺氧组 ’ 。 

1．4 细胞活性检测 

分别于缺氧培养 1．0、6．0、12．0、24．0 h时对各 

组细胞进行锥虫蓝染色，计数蓝染的死亡心肌细胞 

数 ，并计算百分率 ，以此判断细胞活性。 

1．5 能量生成相关指标测定 

1．5．1 CK活性 取各组细胞缺氧培养 0．5～ 

12．0 h时的上清液，采用常规 比色法测定 CK活性 ， 

按试剂盒说明书操作。 

1．5．2 腺苷三磷酸(ATP)、腺苷二磷酸(ADP)含量 

用高氯酸提取缺氧培养 0．5～12．0 h的各组心 

肌细胞，采用高效液相色谱法测定细胞中ATP、ADP 

的含量。 

1．6 统计学处理 

数据以 x±S表示 ，采用 SPSS 12．0统计软件进 

行单因素方差分析和 t检验。 

2 结 果 

2．1 细胞活性 

各组细胞死亡率随培养时间的延长均呈逐步上 

升趋势。其中单纯缺氧组培养 24．0 h时近半数细 

胞死亡 ；缺氧 +秋水仙碱组及缺 氧 +15 mmol／L紫 

杉醇组各时相点死亡率均高于单纯缺氧组(P < 

0．01)，12．0 h时即出现半数以上细胞死亡 ；缺氧 + 

5、10 mmol／L紫杉醇组培养 1．0 h时死亡率与单纯缺 

氧组接近(P >0．05)，随后低于单纯缺 氧组 (P < 

0．05)。见表 1。 

2．2 CK活性 

各组细胞 CK活性随培养时间的延长均呈逐步 

上升趋势 ，缺氧 +秋水仙碱组及缺氧 +15 mmol／L 

紫杉醇组升高尤为明显。缺氧 +秋水仙碱组 1．0～ 

12．0 h时均显著高于单纯缺氧组(P<0．01)，但缺 

氧培养 3．0、6．0 h时低 于缺氧 +15 mmol／L紫杉醇 

组 (P <0．05)。各时相点下 ，缺氧 +15 mmol／L紫 

杉醇组 CK活性均高于单 纯缺氧组(P <0．01)；缺 

氧 +5、10 mmol／L紫杉醇组均低于单纯缺氧组(P < 

0．05或 P <0．01)。见表 2。 

表 l 各组心肌细胞死亡率的比较(％， ±s) 

注：与单纯缺氧组比较，a：P<0．05，b：P<0．O1；与组内缺氧培养 1．0 h比较，c：P<0．O1 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



中华烧伤杂志2007年 6月第23卷第3期 Chin J Bums，June 2007，Vo1．23，No．3 

表 2 各组心肌细胞肌酸激酶活性的 比较 (U／g蛋白 ， ± ) 

注：与单纯缺氧组比较，a：P<0．05，b：P<0．01；与缺氧+10 mmo~L紫杉醇组比较，c：P<0．01；与缺氧 +秋水仙碱组比较，d：P<0．05 

表 3 各组 心肌细胞腺苷三磷酸含量的 比较 (~g／10 个细胞 ， ± ) 

注：与单纯缺氧组比较，a：P<0．01；与缺氧 +10 mmol／L紫杉醇组比较，b：P<0．01 

2．3 ATP含量 

各组心肌细胞 ATP含量 均呈逐 渐减少趋 势。 

缺氧 +5 mmol／L紫杉醇组 0．5～6．0 h均显著高于单 

纯缺氧组(P <0．05或 P <0．01)；缺氧 +秋水仙碱 

组各时相点均低于单纯缺氧组(P<0．01)；缺氧 +15 

mmol／L紫杉醇组各时相点显著低于单纯缺氧组及缺 

氧 +10 mmol／L紫杉醇组(P <0．O1)。见表 3。 

2．4 ADP含量 

各组心肌细胞 ADP含量均呈逐 渐升高趋 势。 

缺氧 +秋水仙碱组和缺氧 +15 mmol／L紫杉醇组各 

时相点均显著高于单纯缺氧组 (P <0．01)，此 2组 

之间比较，差异无统计学意义(P>0．05)；缺氧 + 

5、10 mmol／L紫杉醇组 3．0 h以前增 幅较缓 ，3．0～ 

6．0 h陡然升高。见表 4。 

3 讨论 

常氧情况下，心肌细胞 由有氧氧化和氧化磷酸 

化供能。严重烧伤后早期，心肌细胞糖酵解显著增 

强，成为主要的能量供应形式 ，这一改变是 由缺氧诱 

发的。近来的研究显示，严重烧伤后早期心肌细胞 

骨架发生破坏性重构 ，网络结构和支架作用消失，其 

中微管损伤较为严重，由解 聚和聚合过程 的动态平 

衡转变为过解聚状态 ，且随着缺氧时间的延长愈发 

严重，进而出现不可逆损伤 。由于细胞骨架被破 

坏 、各种细胞器解离 ，锚定在细胞骨架上的心肌细胞 

亚单位供能势必严重受损，作为心肌细胞能量供应 

中心的线粒体也从微管上游离。有研究显示 ，常氧 

下体外培养的心肌细胞加入微管解聚剂，可导致线 

粒体呼吸功能下降及线粒体通透性转换孔开放增 

强 “ 。由此推测 ：细胞骨架 (微管)的完整性对维 

持线粒体的结构和功能具有重要作用 ；在缺氧条件 

下 ，微管变化必将进一步影响线粒体功能，这可能是 

缺氧导致心肌细胞线粒体能量生成障碍 的重要环 

节 。近来有研究显示 ，在肿瘤细胞 中，微管 的形 

态学改变可以通过缺氧诱导因子途径影响细胞缺氧 

时的糖酵解供能，从而影响其能量代谢 。该研究 

进一步证实了笔者的推测 ，这将有助于从新的角度 

揭示缺氧细胞能量生成障碍的发生机制与调控环 

节，对防止严重烧伤后“休克心”具有重要的理论意 

义与临床指导价值。 
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本研究中心肌细胞锥虫蓝染色和 CK活性检测 

结果显示 ，应用微管解聚剂和高浓度微管稳定剂 ，可 

通过改变微管的生理结构而加速缺氧细胞的损伤 ， 

12．0 h时死亡率达 50．0％以上，24．0 h时达 80．0％ 

左右。故我们将观察能量生成相关指标的时相点控 

制在 12．0 h内。相比之下 ，低浓度微管稳定剂能显 

著缓解心肌细胞的损伤和死亡 ，从施加干预因素开 

始 ，其对微管的适度稳定作用显著减缓 了 CK的产 

生 ，24．0 h时死亡细胞仅占 35．0％左右。 

从能量生 成 的相 关 指标来 看，加入适 宜浓 度 

(5、10 mmol／L)微管稳定剂早期缺氧心肌细胞 ATP 

含量即显著高于单纯缺氧组 ；虽然随着缺氧时间的 

延长，ATP含量迅速减少，但 12．0 h内各时相点均 

高于单纯缺氧组。就单纯缺氧而言，此时微管的过 

解聚或过稳定均显著影 响了 ATP释放，从而阻碍了 

能量产生。ADP含量 的检测结果进一步说明，缺氧 

状态下施加外源性因素保持微管的正常生理状态 ， 

能促进心肌细胞的能量生成，使之产生更多 ATP；而 

破坏或固定微管结构 ，则产生相反作用。 

总之 ，缺氧状态下心肌细胞 的活性和能量生成 

与微管的结构密切相关。通过施加一定剂量的微管 

稳定剂，能显著减轻细胞损伤、延缓其死亡 ，但是这 
一 作用呈时间依赖性 ，即发生在缺氧后早期。同时， 

保持心肌细胞微管正常生理结构，能够为缺氧后心 

肌代谢提供更多能量 ；反之 ，破坏这一正常的生理结 

构，无论是过解聚或过稳定均会显著加速细胞的损 

伤甚至导致其死亡 ，同时阻止 心肌细胞氧化供 能。 

因此我们推测 ，对心肌细胞微管的适度稳定不失为 

早期保护心肌缺氧细胞 的一种方式 ，可 以为后期展 

开救治赢得时间。但是 目前还缺乏有力的体内实验 

证明这一保护作用。同时 ，作为抗肿瘤药物的微管 

干预剂，尤其是低浓度的微管稳定剂 ，对缺氧时心肌 

细胞及其亚单位是否有其他损伤作用 ，还有待进一 

步研究。 
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