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·基础研究

不同周龄大鼠心肌细胞收缩／舒张功能的研究

朱肖星牛小麟徐琳李高中 陈定章朱萧玲陈绍洋魏瑾王文清

【摘要】 目的研究不同周龄对大鼠心肌细胞收缩／舒张功能的影响。方法SD大鼠分为三个周龄组：A组

(12～1 5周)、B组(36～41周)和C组(51～55周)，并以常规酶解法分离成年大鼠心肌细胞，观察分离即刻(D时间

点)、复钙1h后(E时间点)和电刺激10rain后(F时间点)心肌细胞成活率，采用IonOptix单细胞动缘探测系统同步

检测心肌细胞的收缩幅度、收缩／舒张速度和钙瞬变等，这些指标均由计算机自动实时采集并记录。结果复钙1h

后和电刺激10min后心肌细胞成活率降低均有统计学意义(P<o．05或P<O，01)，周龄越大越明显，随着周龄的增

大，心肌细胞收缩幅度(峰值高度，pb)、心肌细胞收缩幅度／单个心肌细胞的长度百分比(ph／b1％)、最大收缩速率

(maximal velocity of contraction，+dL／dt)、最大舒张速率(maximal velocity of relaxation，一dL／dt)和钙瞬变幅度

(dFFI)降低，ph在A组、B组和C组分别为(0．14±0 06)，(0 12士0．05)，(o．11士0．05)pm；ph／hi％分别为(9，17土

3．54)％、(7．14士2．58)％和(6 56±2．36)％；+dL／dt分别为(2 01±0．74)，(1．82土0．51)，(1．51土0．56)pm／8；

一dL／dt分别为(2．10±0．75)，(1．70士0．62)，(1．41±0．52)pm／s}』FFl分别为(0 38±0．05)，(o_35士0．04)，

(o．25±0．05)。其中C组ph／bl％、+dL／dt、一dL／dt和』FFI均较A组显著降低(P<0．05)，降低幅度分别为

27蹦，26％，33％和31％。结论随着周龄的增大，分离大鼠心肌细胞的成活率下降，大鼠心肌细胞的收缩／舒张功

能降低，钙瞬变幅度减小。

【关键词】心肌细胞；年龄；心肌收缩；心肌舒张；大鼠

The contraction and relaxation functions of cardiac

myocytes in rats of different ages
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[Abstract]Objective To investigate the changes of contraction and relaxatioll functions of cardiac myocytes in

rats of differeIlt ages and the possible mechanism involved．Methods SD rats were divided into three groups：group

A(12 15weeks)。group B(36—41weeks)and group C(5l一55weaks)Cardiac myocytes were separated by enzyme and

observed after seDa㈣tio，after loading calcium for 1 h and after electric stimulation for 10 min The contraction anl

plitudeⅧmeasured with video edge tracker method．The following indexes including contraction amplitude(ph)，

contraction ampl|tude／slngIe cardiac myocyte length percentage(ph／bl％)，maximal velocity of contraction(+dL／dt)’

maⅪmal velockv of relaxation(dL／dt)and calcium transients(ZlFFI)were analysed by the computer．Results

With increasing age of the rats．the survival rates of myocytes declined after loading calcium for 1 h and electric stimu—

lation for 10 min．with significant difference(P<0 05 or P<0 01)．ph Of groups A，B and C were(O．14土0．06)，

(0．12：cO．05)and(O．11土o．05)pm respeetively；ph／bl％ofthethree groupswere(9．17=3．54)％·(7 14±2 581％

and(6，56土2 36)％respectively；+dL／dt ofthethree groupswere(2．0l±0．74)，(1．82土0．51)mid(1．51±O．56)9m／sr㈣peeti ely：一dL／dt ofthethree groups were(2．1土0 75)，(1．70士0．62)and(1 4l士0．52)弘m／s respectively}

』FFI ofthethree groups vgere(O 38±0．05)，(O．35土0．04)and(0．25士0．05)respectively．ph／b1％，+dL／dt，dL／dt

and zJFFI of group C were lower than those of group A with significant difference．These indexes were lower by
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27％，26“，33％and 3l％respectively．Conclusion With increasing rat age，the survival rates of myocytes decrea

ses，and contraction function，relaxation function and calcium transients ol cardiac myocytes decline．

[Key words]cardiac myocyte；age；contraction，myocardial；relaxation，myocardial；rats

我们研发新的药物，常用的实验动物为大鼠，它

的价格便宜，体积小，便于实验操作和观察。考虑整

体动物的实验受神经、体液因素的影响，心肌细胞是

心脏的基本功能单位，在特定的病理状态和药物干

预下，我们采用动缘检测系统测定单个心肌细胞缩

舒功能，可及时提供心脏收缩、舒张功能的直接信

息。随着年龄的变化，心肌细胞的收缩／舒张功能会

有改变。目前，未见应用该技术进行此类研究的报

道，因此，观察鼠龄增大对心肌细胞收缩／舒张功能

的影响及其机制。

1材料和方法

1．1材料成年Sprague—Dawley(SD)大鼠(由第

四军医大学实验动物中心提供)，240～5009，雌雄不

拘，正常饮食。胶原酶H(美国Worthington Bio—

chemical．公司)，IonOptix单细胞检测系统(美国

IonO阱ix公司)，微量双道程控灌流泵(美国World

Precision Instruments公司)。

1．2 SD大鼠年龄的分组及依据A组(12～15

周)、B组(36～41周)和c组(51～55周)，分别与人

类的青年、中年和中老年近似或相当。

1．3 大鼠m肌细胞分离 以常规酶解法分离成年

大鼠心肌细胞“oJ。断头法处死大鼠，迅速开胸取

出心脏并固定于Langendorff灌流系统，经主动脉

灌流(37。C)含0。无钙台氏液。心脏停跳后，换以

含0．39／L胶原酶H(299 kU／g)和0．8 g／L牛血清白

蛋白(bovine serum albumin，BSA)的无钙台氏液灌流

10～30min，待心脏变松软、灌流液流出速度明显加快

后，再以无钙台氏液灌流冲洗残留酶液约5 min，去除

心房及主动脉，并将心室肌组织置于含20 g／L BSA

的含氧KB液中，将心室肌组织剪碎，以粗头吸管轻

轻反复吹打并经200目筛网过滤细胞悬液，室温静置

10 min，沉降分离心室肌细胞，保留沉淀并换人新鲜

KB液+20 g／L BSA，静置40 min后，换以无钙台氏

液并逐步复钙至终浓度1．8 mmol／L，得到分离的钙

耐受(calcium tolerant)心室肌细胞，保存在含

1．8 mmol／L Cack的台氏液中。此法分离，常规可得

到60％～80％呈杆状的成活心肌细胞。

1．4不同时间点细胞存活率的检测 分三个时间

点检测分离的细胞存活率，在光镜下观察旱杆状的

成活心肌细胞的比率，D时问点(分离即刻)、E时间

点(复钙1h后)和F时间点(电刺激10min后)的细

胞成活率。时间点选择的依据如下：分离即刻的心

肌细胞，目的是观察分离后的质量；复钙1h后观察

心肌细胞的成活率，此时复钙已经完成，得到的是钙

耐受的心室肌细胞，此种细胞可以用于单细胞收缩

功能的检测；因为电刺激5min后，细胞状态稳定才

可以用于实验，而且记录时间选为5min，所以电刺

激lOmin后观察成活心肌细胞的比率。

1-5 单细胞收缩的检测Ea～5] 心室肌细胞采用

IonOptix单细胞动缘检测系统检测心肌细胞收缩。

将心肌细胞置于倒置显微镜(Olympus)载物台上的

细胞灌流小室内，以含O。台氏液灌流(1ml／min，

25。c)。给予0．5Hz，5ms波宽的电场刺激，场刺激

由灌流小室底部两侧镶嵌的铂电极产生，细胞收缩

影像通过40×物镜传输到IonOptix的MyoCam照

相系统并呈现在监视器上。心肌细胞收缩幅度和收

缩／舒张速度等指标由计算机自动实时采集并记录。

选取形态，功能良好的心室肌细胞进行观察。心室

肌细胞选取标准：(1)细胞呈长杆状，长约宽的5～7

倍；(2)细胞边缘折光性好，横纹清晰，细胞膜上无空

泡}(3)无自发收缩，能随电刺激稳定地收缩；(4)给

药前细胞收缩幅度恒定，至少5min以上。

1．6 o肌细胞钙瞬变(calcium transient)检测 将

Fura一2／AM(O．5 gmol／L)与心室肌细胞避光孵育

30 rain(25℃)，采用双激发荧光光电倍增系统(Ion

Optix，美国)检测荧光信号。75 w紫外氙光灯发射

的光通过360 l'lm或380 nm的滤光片到达0．5 Hz

刺激下收缩的心肌细胞，细胞内与游离Ca2一结合的

荧光物质被激发，其发射光在510 Ylm处被检测并

通过光电倍增管记录。细胞相继迅速被360 nm和

380 nm激发光照射并交替扫描，细胞内游离Ca”

浓度的改变(钙瞬变)可通过两种波长荧光强度的比

率(么FFI)来反映”J。

1．7 统计学处理 实验数据以平均值±标准差

(z土s)表示，两组间差异采用组间￡检验，率的比较

用卡方检验，用Origin统计软件进行统计学检验，

以P％0．05为差异具有统计学意义。

2结果

2．1不同周龄组分离。室肌细胞成活率 三个不
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同的周龄组心肌细胞分离即刻(D时间点)的存活率

没有差异，但复钙lh后(E时间点)，存活率较分离

即刻显著降低(P<O．05，表1)，且随鼠龄的增加存

活率降低，三组问差异显著。电刺激10min后(F时

间点)，存活率进一步明显降低，鼠龄越大，降低越明

显。

2．2 不同周龄组对。肌细胞收缩、舒张功能和钙瞬

变的影响 台氏液灌流心肌细胞约5 min，待细胞

收缩幅度稳定后，记录心肌细胞的ph、+dL／dt、

一dL／dt和』FFI，并计算ph／bl蹦。随着鼠龄的增

长，发现心肌细胞收缩功能(ph、ph／bl％和+dL／

dt)、舒张功能(dL／dt)和钙瞬变幅度(』FFI)逐步

降低，其中c组的中老年大鼠较A组明显降低

(P<0．05，表2)。

3讨论

三个不同的周龄组心肌细胞分离即刻的存活率

没有差异，但复钙后1h存活率较分离即刻显著降

低，随鼠龄的增大，存活率降低，三组问差异显著。

电刺激10hlin后，存活率进一步明显降低，随着鼠

龄越大，降低越明显。随着鼠龄的增大，心肌细胞的

功能也下降。由于酶解分离心肌细胞，对细胞总有

一定的损伤，而且心肌细胞经历从无钙恢复到正常

钙浓度，钙浓度的升高对细胞本身也会有损伤，对钙

的耐受能力降低，鼠龄大者，复钙就不容易耐受，随

鼠龄的增大，心肌细胞对外界环境变化的适应能力

下降。

采用单细胞收缩的方法检测心肌细胞的收缩／

舒张功能，大周龄组的心肌细胞对电刺激反应显著

减弱(P<o．08)，说明成年大鼠随着年龄增大，细胞

的机械功能有所降低。为了更准确反映心肌细胞功

能的改变程度，笔者采用单细胞动缘检测技术，用

ph、ph／bl％、+dL／dt、一dL／dt和翻FFI等指标：其

中ph代表心肌细胞的收缩幅度，凶为细胞大小有

差异，收缩幅度也不同，为排除细胞大小造成收缩力

的差异，笔者采取心肌细胞收缩幅度／单个心肌细胞

长度的百分比(ph／bl％)，经过校正的ph／bl％可更

好地反映心肌细胞的收缩能力。+dl√df表示细胞

收缩时长度变化的速率，反映心肌细胞的收缩功能。

在一定的范围内，ph、ph／bl％、+dL／dt大，心肌的

收缩功能好；一dL／dt代表心肌细胞舒张时，细胞

长度恢复的速率，在一定的范围内，一dL／dt大，反

映心肌舒张功能好o’“，从i个不同周龄组的ph、

ph／b1％、+dL／dt和一dL／dt变化看，随着鼠龄的增

大，发现心肌细胞收缩、舒张功能有降低的趋势，以

中老龄大鼠组(C组)降低明显，这与正常人的临床

心脏超声检查的结果相符”“。控制心肌兴奋一收缩

偶联的各种机制可随年龄而发牛变化，心脏的老年

性改变主要表现为心肌蛋白质合成和利用降低，脂

褐素(老化色素)沉积可引起细胞内蛋白质合成障

碍，减少了收缩蛋白的补充，是老年人心肌收缩力下

降的原因之一，表现在左室射血期缩短，射血前期延

长，反映了左心窒收缩功能和速度降低。随着年龄

的增大，心肌细胞问质易发生胶原纤维增生，心肌间

质纤维化，胶原蛋白的可溶性下降，引起顺应性和舒

张功能下降。心肌ATP酶活性随年龄增大而降

低，因此心脏收缩和舒张时由肌浆网释放和摄取钙

离子的速度减慢”“⋯，心室舒张早期的充盈速率降

低，单个细胞的收缩功能变化町以排除神经反射和

体液因素的影响，较好地反映心脏收缩／舒张功能的

变化，因此，有较大的意义。么FFI反映钙瞬变的幅

度，随着鼠龄的增加，发现么FFI降低，提示心肌细

表1三个周龄组不同时间点分离心宣肌细胞成活率(H=10

组别(周)D时间点(％) E时间点(％) F时间点(％)

A组(12～16)

B组(86～41)

90士9

89===_10

82±11‘

73±15+‘

51士12☆4

43±23 9Ad

!望里二婴 !!三!! !!主!!：兰 !!圭!!：：：：
注：与A组比较，‘P<0．05，。尸<o．01}与B组比较，6 P<0 05，o P<0．01；与D时间点比较．1 P<O．05，‘P<0．01；与

E时间点比较，8 P<O 05

表2不同周龄组对心肌细胞收缩、舒张功能和钙瞬变的影响(n=10

注：与A组比较，+P<o．05

(下接第426页)
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胞内的钙浓度不能及时升高或降低，反映心肌细胞

收缩或舒张功能降低；反之，心肌细胞内钙浓度的快

速升高和降低，即钙瞬变加快，反映心肌细胞收缩和

舒张功能增强。

研究表明，检测单细胞收缩对心脏生理和药理

研究也有较大价值，在细胞水平提供心肌缩、舒功能

变化最直接的信息，钙瞬变的同时测定为了解胞浆钙

浓度的变化和肌浆网功能研究提供了理想的工具。
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