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[摘　 要] 　 目的　 研究曲美他嗪对缺氧诱导的心肌细胞凋亡及线粒体能量代谢改变的影响ꎮ 方法　 采用胰酶和胶

原酶联合消化的方法ꎬ提取大鼠原代心肌细胞ꎬ三气培养箱模拟缺氧损伤ꎮ ＭＴＴ 和 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色检测细胞活性和凋

亡ꎬＴＭＲＥ 染色检测线粒体膜电位ꎬＯｘｙｇｒａｐｈ￣２ｋ 细胞呼吸测量仪检测态 ３、态 ４ 呼吸和呼吸控制率ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ｃａｓｐａｓｅ￣３、细胞色素 Ｃ 以及线粒体呼吸链复合酶体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ蛋白表达水平的变化ꎮ 结果　 缺氧能够诱导心肌细胞

凋亡、引起线粒体膜电位下降和促进细胞色素 Ｃ 的释放ꎮ 此外ꎬ缺氧能够显著下调态 ３ 呼吸和上调态 ４ 呼吸ꎬ引起呼

吸控制率的下降ꎬ同时缺氧能够不同程度地下调线粒体呼吸链复合酶体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ的蛋白表达水平ꎮ 曲美他嗪能够

显著降低缺氧诱导的心肌细胞凋亡、稳定线粒体膜电位和减少细胞色素 Ｃ 释放ꎮ 此外ꎬ曲美他嗪还能减轻缺氧对线

粒体呼吸链复合酶体的损伤ꎬ维持线粒体有氧呼吸ꎮ 结论　 曲美他嗪具有抵抗缺氧致心肌细胞凋亡的作用ꎬ可能与

其稳定线粒体膜和呼吸链复合酶体有关ꎬ继而减少细胞色素 Ｃ 的释放和维持线粒体有氧呼吸ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ５４１.４ [文献标识码] 　 Ａ

Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ
ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓ
ＦＵ Ｙａｏꎬ ＨＡＮ Ｗｅｎꎬ ＢＡＩ Ｘｉａｏ￣Ｊｕａｎ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｒｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ Ｓｈｅｎｇｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ １１０００１ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｈｙｐｏｘｉａꎻ　 Ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅꎻ　 Ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓꎻ　 Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ (ＴＭＺ) ｏｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｊｕｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏ￣
ｃｙｔｅｓ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ ａｔ ３７℃ ｗｉｔｈ ９４％Ｎ２ ＋５％ＣＯ２ ＋１％Ｏ２ . 　
Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ. 　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ. 　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
(ＭＭＰ) ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＴＭＲＥ. 　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｏｘｙｇｒａｐｈ￣２ｋ. 　 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｅｎｚｙｍｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. 　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｈｙｐｏｘｉａ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＭＭＰꎬ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ ｒｅｌｅａｓｅ ｔｏ ｃｙｔｏｓｏｌ.　 Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｈｙｐｏｘｉａ ｃｏｕｌｄ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅ ｓｔａｔｅ ３ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｅꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｓｔａｔｅ ４ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｃｈａｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｅｎｚｙｍｅｓ.　 Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ＴＭＺ ｃｏｕｌｄ ｐｌａｙ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ
ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓ.　 Ｉｔ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｎ ＭＭＰ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｅｎｚｙｍｅｓ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　 ＴＭＺ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 近年来ꎬ诸多研究表明心肌细胞能量代谢障碍

在缺血再灌注损伤[１] 和左心室肥大致心力衰竭[２]

的发展过程中发挥着重要作用ꎮ 目前普遍认为ꎬ维
持心肌细胞正常能量代谢所需的氧气主要由冠状

动脉提供ꎬ在病理状态下如冠心病ꎬ冠状动脉血流

减少致氧气供应不足ꎬ心肌细胞有氧呼吸降低ꎬ三

磷酸腺苷 ( ＡＴＰ ) 合成减少ꎬ最终导致心功能下

降[２]ꎮ 在慢性缺血缺氧状态下ꎬ心肌细胞对外界损

伤刺激的抵御能力下降ꎬ在应激情况下如交感神经

兴奋、后负荷增加及血压升高等ꎬ冠状动脉发生痉

挛或闭塞ꎬ导致心肌细胞缺血缺氧进一步加重ꎬ生
成 ＡＴＰ 急剧减少ꎬ导致心绞痛和心肌梗死等心血管
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急症的发生ꎮ 因此研究缺氧引起心肌细胞损伤的

机制以及寻找保护心肌细胞的药物成为临床研究

热点ꎮ 目前普遍认为ꎬ凋亡在缺氧诱导心肌细胞损

伤的过程中发挥重要作用[３￣４]ꎮ 哺乳动物凋亡主要

由外源性和内源性两种途径介导ꎬ其中内源性途径

主要依赖线粒体完成[４￣５]ꎮ 线粒体是心肌细胞产生

能量的主要场所ꎬ通过有氧呼吸生成大量 ＡＴＰ 以维

持心肌细胞正常生理功能和代谢ꎮ 当线粒体功能

紊乱ꎬ合成 ＡＴＰ 减少ꎬ促进心肌细胞凋亡ꎮ 因此ꎬ维
持线粒体功能有助于减轻心肌损伤ꎮ 曲美他嗪因

其能够显著改善心肌细胞代谢ꎬ在临床上广泛用于

治疗心绞痛ꎮ 其保护心肌细胞的机制主要为改变

心肌细胞能量代谢方式ꎬ促进能量代谢从脂肪酸代

谢向葡萄糖氧化转变ꎬ以生成更多 ＡＴＰ 来维持心肌

功能[６￣７]ꎮ 但是其对缺氧条件下心肌细胞线粒体能

量代谢紊乱有无保护作用尚有待于进一步研究ꎮ
本研究通过缺氧建立心肌细胞凋亡模型ꎬ观察曲美

他嗪对心肌细胞的保护作用以及对线粒体能量代

谢的作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

ＤＭＥＭ 培养基和胎牛血清蛋白(Ｓｉｇｍａꎬ ＵＳＡ)ꎻ
０.２５％胰蛋白酶和 ０.０５％胶原酶、Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２( Ｉｎ￣
ｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ ＵＳＡ)ꎻ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 兔单抗 ( Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ＵＳＡ)ꎻＧＡＰＤＨ 兔单抗( Ｓｉｇｍａꎬ ＵＳＡ)ꎻ
线粒体复合酶体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、细胞色素 Ｃ 和

ＣＯＸＩＶ 兔单抗及生物素标记的羊抗兔二抗( Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚꎬ ＵＳＡ )ꎻ 二 氧 化 碳 培 养 箱 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒꎬ
ＵＳＡ)ꎻ免疫荧光显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ Ｊａｐａｎ)ꎻ蛋白凝

胶电泳及转膜系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ ＵＳＡ)ꎻ增强型化学发

光试剂盒(Ａｍｅｒｓｈａｍꎬ ＵＳＡ)ꎻＭＴＴ 细胞增殖检测试

剂盒(南京凯基ꎬ中国)ꎻＯｘｙｇｒａｐｈ￣２ｋ 细胞呼吸测量

仪(Ｏｒｏｂｏｒｏｓꎬ Ａｕｓｔｒｉａ)ꎻ曲美他嗪(施维雅ꎬ天津制药

有限公司)ꎮ
１.２　 原代大鼠心肌细胞提取

２４ 只雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠购自中国医科大学实验

动物中心ꎬ１１ ~ １３ 周龄ꎬ体重 ２００±２０ ｇꎮ 适应性喂

养 ７ 天后ꎬ麻醉断头处死ꎮ 将整只大鼠置于 ７５％酒

精中消毒约 １５ ｍｉｎꎬ转移至超净台内ꎮ 用剪刀剪开

胸腔ꎬ镊子钝性分离心脏周围脂肪及结缔组织等ꎬ
将心脏游离出来后剪断血管ꎮ 剥离心外膜ꎬ截取心

室肌ꎬ在预冷的 ＰＢＳ 中充分漂洗ꎬ去除血细胞ꎮ 移

至 ＤＭＥＭ 溶液中ꎬ将心室肌剪成 １ ｍｍ３ 大小的碎

块ꎮ 将心室肌碎块用酶(０.１％胰酶＋０.０５％胶原酶)
消化 ８ ｍｉｎꎬ然后 ４℃条件下以 １０００ ｒ / ｍｉｎ 速度离心

１０ ｍｉｎꎬ收集细胞沉淀ꎬ置于含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 溶液中ꎬ轻轻吹打制成细胞悬液ꎮ 重复上述

步骤ꎬ直至将所有心室肌细胞收集于 １０ ｃｍ 培养皿

中ꎮ 将细胞悬液置于 ３７℃含 ５％ＣＯ２ 的孵箱中培养

９０ ｍｉｎꎮ 差速贴壁法分离纯化心肌细胞ꎬ轻轻弃掉

培养液去除死细胞及漂浮细胞ꎬ更换新鲜培养液ꎮ
重新悬浮细胞ꎬ以 ３×１０８ / Ｌ 的密度种植于 ６ 孔板内ꎬ
待细胞贴壁后ꎬ加入 ５￣ＢｒｄＵ(终末浓度０.１ ｍｏｌ / Ｌ)抑
制非心肌细胞生长ꎮ ２４ ｈ 后换液ꎬ取生长状态良好

的细胞ꎬ用于后续实验ꎮ
１.３　 分组及给药

心肌细胞置于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 中培

养 ２ 天后ꎬ分成四组ꎮ 对照组:正常培养ꎻ缺氧组:给
与缺氧处理ꎻ曲美他嗪组:给予 １×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ 曲美

他嗪ꎻ曲美他嗪 ＋ 缺氧组:同时给予缺氧及 １ ×
１０－４ ｍｏｌ / Ｌ曲美他嗪处理ꎮ
１.４　 缺氧模型的建立

参照以往文献[８]ꎬ将缺氧组和曲美他嗪＋缺氧

组细胞放入三气培养箱(９４％ Ｎ２＋５％ ＣＯ２＋１％ Ｏ２)
中培养 ２４ ｈꎬ然后检测各指标变化ꎮ
１.５　 细胞活性检测

外源性 ＭＴＴ 可被活细胞线粒体中的琥珀酸脱

氢酶还原成甲瓒沉淀在细胞中ꎬ而死细胞没有这种

功能ꎮ 利用酶标仪测定吸光光度值(ＯＤ 值)ꎬ能够

间接反映活细胞数量ꎮ 按照南京“凯基 ＭＴＴ 细胞增

殖及细胞毒性检测试剂盒”进行如下实验ꎮ 按说明

书:(１)将 ５×ＭＴＴ 用 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 稀释成 １×ＭＴＴꎻ
(２)每孔加入 ５０ μＬ 的 １×ＭＴＴꎬ置于 ３７℃、５％ＣＯ２

孵箱中继续培养 ４ ｈꎬ使 ＭＴＴ 还原为甲臜ꎻ(３)弃去

上清液ꎬ每孔加入二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)１５０ μＬꎬ使甲

臜溶解ꎬ用振荡仪振荡 １ ｍｉｎꎻ使用多功能酶标仪在

４９０ ｎｍ 处检测每孔的 ＯＤ 值ꎮ
１.６　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色观察细胞凋亡

细胞凋亡时细胞核发生核固缩及核碎裂等典

型形态学改变ꎮ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 能够与 ＤＮＡ 特异结

合ꎬ紫外光激发后发出明亮的光ꎮ 弃去旧培养基ꎬ
ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎮ 加入 １ ｍＬ 终浓度 为 ８ ｍｇ / Ｌ 的

Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 溶液ꎬ置于 ３７℃孵箱中孵育 １５ ｍｉｎꎮ
弃去培养液ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ在荧光显微镜下用紫外光

激发ꎬ观察细胞形态ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达

收集细胞ꎬ加入细胞蛋白裂解液ꎬ冰点孵育
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３０ ｍｉｎꎻ涡 旋 振 荡 ３ ｍｉｎꎬ 重 复 操 作 ３ 次ꎻ ４℃
１２０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎻ吸取上清ꎬ即为细胞总蛋白ꎮ
使用 ＢＣＡ 法蛋白定量试剂盒进行蛋白定量ꎮ 加入 ５×
ｂｕｆｆｅｒꎬ混匀后 ９５℃变性 ５ ｍｉｎꎮ 制备 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
分离胶ꎬ用微量加样器每孔加入 １０ μｇ 蛋白质样品ꎮ
经电泳、转膜后用 ５％脱脂奶粉封闭２ ｈꎻ充分漂洗后

加入一抗稀释液(１ ∶ １０００ 稀释)ꎬ４℃冰箱中过夜孵

育ꎮ 充分漂洗后加入二抗稀释液(１ ∶ ５０００ 稀释)ꎬ室
温下摇床振荡 ２ ｈꎮ 再次洗脱 ３ 次后ꎬ使用美国Ａｍｅｒ￣
ｓｈａｍ 增强型化学发光试剂盒发光显影ꎬ用化学发光

凝胶成像系统对其进行曝光及图像分析软件进行分

析ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对条带进行量化ꎮ
１.８　 线粒体膜电位检测

四甲基罗丹明乙酯( ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅ ｅｔｈｙｌ
ｅｓｔｅｒꎬＴＭＲＥ)可以特异性地被活线粒体摄取ꎬ摄取率

和线粒体膜电位(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬ
ＭＭＰ)正相关ꎬ通过被动的线粒体跨膜电势驱动而

聚集在线粒体ꎬ线粒体内 ＴＭＲＥ 的荧光强度能反映

ＭＭＰ 的高低ꎮ ＴＭＲＥ 染色步骤:(１)取对数生长期

细胞ꎬ接种于 ２４ 孔板中ꎬ培养 ２４ ｈꎻ(２)弃旧培养

液ꎬ换成无血清培养基ꎬ继续培养 ２４ ｈꎻ(３)每孔滴

加 １ ｍＬ ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＭＲＥꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中孵育

１５ ｍｉｎꎻ(４)荧光显微镜下进行观察ꎬ拍照ꎮ
１.９　 线粒体呼吸功能测定

使用 Ｏｘｙｇｒａｐｈ￣２ｋ 细胞呼吸测量仪测定线粒体呼

吸功能[９]ꎮ 收集至少 ３×１０６ 个细胞ꎬ重悬于 ３ ｍＬ 呼

吸介质中(含有 ８０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ
３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４ꎬｐＨ ７.４)ꎮ 按照 ３ μｇ / １０６ 细胞的剂量ꎬ使用

洋地黄皂苷进行细胞膜透化ꎮ 向 ３ ｍＬ 呼吸介质中加

入 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 的洋地黄皂苷 ３０ μＬꎬ透化３ ｍｉｎꎮ 为保

证线粒体膜的稳定性以及氧耗不受影响ꎬ加入适量外

源性细胞色素 Ｃꎮ 加入 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 苹果酸和１ ｍｍｏｌ / Ｌ
谷氨酸ꎬ启动复合酶体Ⅰ相关的呼吸ꎮ 加入 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＡＤＰ 启动态 ３ 和态 ４ 呼吸ꎮ 加入１０ ｍｍｏｌ / Ｌ琥珀酸和

１ μｍｏｌ / Ｌ 鱼藤酮检测态 ３ 呼吸ꎮ
１.１０　 统计学处理方法

各组数据均以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ１７.０ 软件分

析ꎬ组间比较采用单因素方差分析进行统计检验ꎬ
以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 曲美他嗪对缺氧诱导的心肌细胞凋亡的影响

ＭＴＴ 结果(图 １Ａ)表明ꎬ与对照组相比ꎬ缺氧

２４ ｈ后ꎬ心肌细胞活性明显下降(Ｐ<０.０５)ꎻ加入曲

美他嗪干预后ꎬ与缺氧组相比ꎬ心肌细胞活力显著

恢复(Ｐ<０.０５)ꎮ 由于 ＭＴＴ 主要由线粒体代谢ꎬ故
细胞活性下降主要是由于线粒体功能受损所致ꎮ
Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色结果发现ꎬ与对照组相比ꎬ缺氧 ２４ ｈ
后ꎬ心肌细胞凋亡增加(Ｐ<０.０５)ꎬ出现明显的核固

缩、核碎裂及染色质边集等凋亡典型的形态学改

变ꎻ加入曲美他嗪干预后ꎬ与缺氧组相比ꎬ心肌细胞

凋亡数目减少(Ｐ<０.０５)ꎬ形态学异常改变减轻(图
１Ｂ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表明ꎬ与对照组相比ꎬ缺
氧 ２４ ｈ 后ꎬ促凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ￣３(前体和活性体)
表达增加(Ｐ<０.０５)ꎻ曲美他嗪干预后ꎬ与缺氧组相

比ꎬ促凋亡蛋白表达减少(Ｐ<０.０５)(图 １Ｃ、１Ｄ)ꎮ
２.２　 曲美他嗪对缺氧诱导的心肌细胞线粒体膜电

位及膜通透性的影响

ＴＭＲＥ 结果表明ꎬ与对照组相比ꎬ缺氧 ２４ ｈ 后ꎬ
心肌细胞线粒体膜电位显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ加入曲

美他嗪干预后ꎬ与缺氧组相比ꎬ心肌细胞线粒体膜

电位显著恢复(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２Ａ 和 ２Ｂ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果发现ꎬ与对照组相比ꎬ缺氧 ２４ ｈ 后ꎬ细胞质内细

胞色素 Ｃ 含量显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 由于细胞色素

Ｃ 定位于线粒体内膜ꎬ在细胞质内检测出细胞色素

Ｃꎬ说明线粒体膜稳定性下降ꎬ细胞色素 Ｃ 从线粒体

内释放到细胞质中ꎮ 加入曲美他嗪干预后ꎬ与缺氧

组相比ꎬ细胞质内细胞色素 Ｃ 明显减少(Ｐ<０.０５)ꎬ
说明线粒体膜稳定性得到显著恢复(图 ２Ｃ 和 ２Ｄ)ꎮ
２.３　 曲美他嗪对缺氧诱导的心肌细胞线粒体能量

代谢的影响

细胞呼吸测量仪结果表明ꎬ与对照组相比ꎬ缺
氧 ２４ ｈ 后ꎬ心肌细胞线粒体呼吸功能明显受抑制ꎬ
态 ３ 呼吸和呼吸控制率显著低于对照组ꎬ而态 ４ 呼

吸显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 加入曲美他嗪干预

后ꎬ与缺氧组相比ꎬ心肌细胞线粒体呼吸功能得到

显著恢复(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
２.４　 曲美他嗪对缺氧诱导的心肌细胞线粒体呼吸

链复合酶体的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ与对照组相比ꎬ缺氧

２４ ｈ后ꎬ心肌细胞线粒体呼吸链复合酶体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、
Ⅳ、Ⅴ表达均有不同程度的下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 加入曲

美他嗪干预后ꎬ与缺氧组相比ꎬ心肌细胞线粒体链

复合酶体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ表达得到显著恢复(Ｐ<
０􀆰 ０５ꎻ图 ４)ꎮ
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图 １. 曲美他嗪对缺氧诱导的心肌细胞凋亡的影响(ｎ≥３)　 　 Ａ 为ＭＴＴ 法检测细胞活力ꎻＢ 为Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色检测细胞凋亡ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 Ｃａｓｐａｓｅ￣３蛋白表达水平ꎻＤ 为 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带量化ꎬ以对照组为参考值ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与缺氧组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ(ｎ≥３)

图 ２. 曲美他嗪对缺氧诱导的心肌细胞线粒体膜电位及膜通透性的影响(ｎ≥３)　 　 Ａ 为 ＴＭＲＥ 染色ꎬ荧光显微镜下观察细胞线粒体

膜电位ꎻＢ 为 ＴＭＲＥ 染色ꎬ酶标仪读数ꎬ对线粒体膜电位进行量化ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞质内细胞色素 Ｃ 蛋白表达水平ꎻＤ 为 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带量化ꎬ以对照组为参考值ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与缺氧组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ(ｎ≥３)
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图 ３. 曲美他嗪对缺氧诱导的心肌细胞线粒体能量代谢的影响(ｎ≥３)　 　 ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与缺氧组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ(ｎ≥３)

图 ４. 曲美他嗪对缺氧诱导的心肌细胞线粒体呼吸链复合酶体的影响(ｎ≥３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与缺氧组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｃｅｌｌｓ(ｎ≥３)

３　 讨　 论

线粒体能量代谢目前已成为基础研究和寻求

临床新药物治疗靶点的热点ꎮ 本研究发现ꎬ缺氧能

够通过损伤线粒体呼吸链复合酶体ꎬ促进态 ３ 呼吸

向态 ４ 呼吸转化ꎬ使线粒体氧化磷酸化功能降低ꎬ减
少 ＡＴＰ 的合成ꎮ 同时能够引起线粒体膜电位降低ꎬ
线粒体膜稳定性下降ꎬ上调促凋亡蛋白ꎬ促进心肌

细胞凋亡ꎮ 与此同时ꎬ曲美他嗪能够保护线粒体呼

吸链复合酶体ꎬ恢复有氧呼吸ꎬ维持 ＡＴＰ 合成ꎬ稳定

线粒体膜稳定ꎬ从而减少心肌细胞凋亡ꎮ
许多因素能够引起凋亡ꎬ研究表明引起心肌细

胞凋亡的因素主要有缺氧、持续缺血和缺血后再灌

注[１０]ꎮ 周舟等[１１] 人研究发现ꎬ缺氧可致心肌细胞

线粒体细胞色素 Ｃ 释放至胞浆ꎬ导致 Ｃａｓｐａｓｅ 途径

激活ꎬ从而导致细胞凋亡ꎮ 本实验结果与其完全一

致ꎮ 在此基础上ꎬ我们进一步研究发现ꎬ缺氧除引

起线粒体膜不稳定之外ꎬ还能够损伤呼吸链复合酶

体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴꎬ下调态 ３ 呼吸ꎬ上调态 ４ 呼吸ꎬ
最终使线粒体氧化磷酸化功能受损ꎬＡＴＰ 合成减

少ꎮ 态 ３ 呼吸是指作为底物的 ＡＤＰ 充分时ꎬ电子能

够沿着线粒体呼吸链顺畅传递ꎬ氧气快速消耗同时

伴有大量 ＡＴＰ 生成ꎬ是底物对线粒体有氧呼吸刺激

效应的指标ꎻ态 ４ 呼吸表示 ＡＤＰ 耗竭时的基础氧

耗ꎬ此时有氧耗但是没有 ＡＴＰ 合成ꎬ态 ４ 呼吸增加

进一步说明线粒体呼吸链传递电子速率受影响ꎬ不
能将氧化与磷酸化偶联ꎻ呼吸控制率又叫呼吸调节

比ꎬ是指态 ３ 呼吸与态 ４ 呼吸的比值ꎬ其下降表明线

粒体有氧呼吸能力下降ꎬ代谢速度减慢[１２]ꎮ 我们的

结果表明缺氧处理心肌细胞 ２４ ｈ 后ꎬ态 ３ 呼吸和呼

吸控制率均下降ꎬ表明 ＡＤＰ 对线粒体呼吸链电子传

递的刺激作用下降ꎮ 同时 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ缺
氧处理心肌细胞后ꎬ线粒体呼吸链的五个复合酶体

表达量均有不同程度的下调ꎬ进一步表明电子传递

受阻ꎬ氧化与磷酸化不能偶联ꎬ使无效氧耗增加ꎬ
ＡＴＰ 合成减少ꎮ

近年来ꎬ曲美他嗪作为新型抗心肌缺血药被广

泛应用于临床ꎮ 曲美他嗪通过抑制线粒体内的 ３￣
酮酰辅酶 Ａ 硫解酶ꎬ促进心肌细胞的能量代谢方式

从脂肪酸氧化向葡萄糖氧化转变ꎬ在相同氧耗条件

６００１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １０ꎬ２０１７



下ꎬ葡萄糖氧化能够生成更多的 ＡＴＰꎬ进而发挥保

护心肌细胞和抗心肌缺血的作用[６￣７]ꎮ 曲美他嗪除

直接参与调节心肌细胞能量代谢外ꎬ还能够间接维

持细胞内环境稳定、抑制细胞溶解进而发挥抗凋亡

的作用ꎬ这些均归因于对能量代谢的保护作用[１３]ꎮ
我们研究结果显示ꎬ曲美他嗪干预后ꎬ能够显著降

低缺氧诱导的心肌细胞凋亡ꎬ其抗凋亡作用与其能

够稳定线粒体膜、保护线粒体呼吸链复合酶体有

关ꎮ 当然ꎬ曲美他嗪具体的抗凋亡机制有待于进一

步研究ꎮ
综上所述ꎬ曲美他嗪具有抵抗缺氧致心肌细胞

凋亡的作用ꎬ可能与其稳定线粒体膜和呼吸链复合

酶体有关ꎬ继而减少细胞色素 Ｃ 的释放和维持线粒

体有氧呼吸ꎮ 综合文献报道和本研究结果ꎬ曲美他

嗪作为一种抗心肌缺血的药物ꎬ具有广阔的研发

前景ꎮ
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