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线粒体不但是细胞反应过程重要的能量供应 

者 ，而且能通过其膜上的通透性转换孔 (MPTP)直 

接参与启动细胞 的坏死和凋亡⋯ 。以往 的研究 表 

明，MPTP的开放引起线粒体通透性转换(MPT)，导 

致线粒体基质膨胀、外膜破裂，凋亡信号分子例如细 

胞色素 c从内外膜间释放，引起细胞的坏死和凋亡； 

线粒体的不可逆损伤是缺氧性心肌细胞损害的关键 

环节 】。微管是真核细胞骨架的主要组成部分，它 

参与胞内物质运输及有丝分裂过程中染色体的分 

离，并对细胞 的命运具有决 定性作用 。Vandroux 

等 的研究表明，微管损伤是细胞缺氧性损害的早 

期特征。细胞骨架除了对线粒体胞内定位及分布起 

一 定作用外 ，还可能参与线粒体呼吸功能的调节 

过程。但微管结构稳定性变化与 MPT之间的关系 

尚不清楚 。本研究运用微管干预剂模拟及干预并观 

察心肌细胞缺氧状态下微管结 构的变化 ，以期探讨 

其与 MPT、线粒体呼吸功能变化问的关系。 

材料与方法 

1．主要试剂与仪器：噻唑蓝 (M1Yr)、四甲基罗 

丹明乙酯 (TMRE)、紫杉醇 、秋水仙素 、酯化钙黄绿 

素、氯化钴(美国 Sigma公司)，小鼠抗大鼠 B微管 

蛋白一抗 、山羊抗小鼠荧光二抗 (美国 Santa Cruz公 

司)。图像 分析 软 件 Imag J(美 国 国立 卫 生研 究 

院)；荧光显微镜(Ix一7O型 ，日本 Olympus公司)；激 

光共聚焦显微镜 (TCSSP2型，德国 Leica公 司)；自 

动酶标仪(680型，美国 Bio-Rad公司)。 

2．乳 鼠心肌细胞原代培养 ：选用出生后 1～2 d 

的 SD大鼠乳 鼠(第三军医大学大坪医院野战外科 

研究所实验动物中心)，按文献[6]采用胰蛋白酶组 

织消化法分离 、培养乳鼠心肌细胞。 

3．实验分组 ：将同批培养 的心肌细胞随机分为 

对照组、缺氧组、常氧 +解聚剂组和缺氧 +稳定剂 

组。常氧 +解聚剂组细胞加入 8 ixmol／L秋水仙 素 

室温平衡 30 rain后，与对照组一起行常氧培养。缺 

氧 +稳定剂组细胞加入 10 ixmol／L紫杉醇室温平衡 

30 rain后 ，和缺氧组一起行缺氧 培养 。 

4．检测项 目：对照组与处理 0．5、1．0、3．0、6．0、 

12．0 h的其他组细胞 ，分别进行如下检测 ：(1)微管 

免疫荧光检测：参照文献[4]方法操作，对聚合态 B 

微管蛋白进行荧光染色，在荧光显微镜下观察。 

(2)MPTP开放情况检测 ：用酯化钙黄绿素检测活细 

胞的 MPT 。将心肌细胞滴在20 mm x20 mm的盖 

玻片上，滴加4 mmol／L氯化钴和2 i~mol／L酯化钙 

黄绿素，37℃避光孵育 15 min后 ，激光共聚焦显微 

镜下进行观察 ，激发光波长 为 488 nm、检测光波 长 

500～540 nm。随机选择细胞内几个线粒体组成兴 

趣区域(region of interests，ROIs)，通过 Imag J软件 

分析 ROIs中线粒体荧光强度进而量化 MPTP开放 

情况。(3)线粒体内膜电位检测：参照文献[9]的方 

法用 TMRE检测线粒体内膜电位。加入 TMRE至 

终浓度为50 nmol／L，37℃避光孵育 15 min后，于激 

光共聚焦显微镜下进行观察，激发光波长为 543 

nm、检测光波长 560～610 nm。(4)采用 M rr法检 

测线粒体呼吸功能：将心肌细胞按 2 000个／孔接种 

于96孔板，对其施加刺激因素后吸弃培养基，每孔 

加入 5 mg／L M rr 2O l，37℃继续培养 4 h后 ，弃 

M rr液 ，每孔加入二 甲亚砜 100 Izl，振荡 20 min至 

紫色结 晶 充分 溶解 后 ，于 490 nm 下 检测 吸 光度 

(A)值。上述指标检测结果均以其他组检测值 ÷ 

对照组检测值 X 100％表示 。 

5．统计 学处理 ：数据 以 ±s表示 ，采用 SPSS 

10．0统计软件进行 t检验。 

结 果 

1．对照组心肌细胞微管围绕核周呈放射状排 

列 ，管状结构非常清晰。处理 0．5 h，缺氧组细胞微 

管结构遭受破坏 ，免疫荧光较弱 ，其连续 性开始丧 

失 ，变得粗糙 、不清晰 ；常氧 +解聚剂组微管免疫荧 

光也较弱，被明显破坏 ，连续性丧失呈卷 曲状结构。 

两组与对 照组 比较 ，差异 均有 统计 学 意 义 (P < 

0．05)。随着缺氧时间的延长，微管破坏程度不断 

加重。缺氧 +稳定剂组处理 1．0～12．0 h细胞结构 

基本正常 ，微管免疫荧光强于缺氧组(P <0．05或 

0．01)。见表 1。 

2．对照组心肌细胞线粒体荧光强度强，呈颗粒 

状 (图 1a)。处理 0．5 h，缺氧组及常氧 +解聚剂组 

MPTP明显开放，荧光强度减弱(图1b，C)；随着缺氧 

时间的延长，ROIs荧光强度与对照组的比值越来越 

小 ，MPTP开放 的程度 越来越大。缺 氧 +稳定剂组 

MPTP开放程度较缺 氧组明显减轻 (图 1d)。见表 

2。 

3．对照组心肌细胞线粒体内膜电位较高，其线 

粒体荧光强度较强(图 2a)。处理 0．5 h。缺氧组及 

常氧 +解聚剂组线粒体内膜电位明显降低，荧光强 

度减弱 (图2b，C)；随着缺氧时间的延长 ，内膜 电位 

损耗的程度不断加重。 缺氧+稳定剂组内膜电位的 

损耗程度较缺氧组 明显改善(图 2d)。见表 3。 
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讨 论 

细胞骨架的破坏尤其是微管稳定性的变化 ，可 

能在心肌 缺氧 性 损伤 的发病 机制 中 占有重 要 地 

位 J。本研究结果表 明，缺氧组 、常氧 +解 聚剂组 

心肌细胞在处理 0．5 h时微管结构即发生变化 ，1．0 

h时变化更为明显 ，并且在 12．0 h内微管 的缺氧性 

损害程度呈时间相关性 。微管解聚剂能较好地模拟 

缺氧情况下微管稳定性变化的规律 ，而微 管稳定剂 

能有效减轻缺氧对微管稳定性的破坏作用。 

Rhonna等  ̈的研究 表明 ，细胞 缺氧性损 伤导 

致其发生 MPT，内膜 电位下降是细胞发生凋亡 的重 

要原 因。本文结果显示 ，缺氧组细胞在处理 0．5 h 

时即发生 MPTP开放和内膜电位下降 ，1．0～12．0 h 

变化更为明显 。Bernier．Valentin等⋯ 的研究表 明， 

线粒体和微管在空间结构上是结合在一起 的，微管 

能通过其相关蛋白与线粒体膜相互作用，但有关其 

稳定性被破坏能否影响线粒体 的功能却鲜 见报道。 

本研究中常氧 +解聚剂组在处理 0．5 h时也能检测 

到 MPTP开放和内膜电位下降；1．0～12．0 h缺氧 + 

稳定剂组 MPTP开放和内膜电位下降的程度较缺氧 

组 、常氧 +解聚剂组 明显减轻 ，这说明微管稳定性下 

降能导致 MPTP的开放，而减轻其下降程度则可有 

效减轻 MPTP开放的程度。Appaix等  ̈已证实，加 

入胰蛋白酶破坏细胞微管等细胞骨架后 ，可导致线 

粒体呼吸功能下降，提示微管稳定性与线粒体呼吸 

功能密切相关 。本研究中细胞线粒体呼吸功能的检 

测结果也支持这一观点。 

由此 可以推测，细胞缺氧以后引起正常 的微管 

聚合·解聚平衡被破坏和稳定性下降，导致线粒体呼 

吸功能进一步降低，后者使已被破坏的微管平衡状 

态更加紊乱，进而形成“恶性循环”，当其达到一定 

程度 ，细胞就可能发生凋亡甚至坏死。 
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