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心肺复苏后大鼠脑线粒体通透性转换孔开放对

线粒体呼吸功能的影响

马宇洁 杨兴易 林兆奋 缪明永 张雷 宁波

【摘要】 目的 研究大鼠心肺复苏(CPR)后神经细胞线粒体通透性转换孔(MPTP)开放对线粒体呼吸

功能的影响。片探讨其可能机制。方法建立窒息加冰KCI致大鼠心搏骤停(CA)／CPR动物模型．在自主循

环恢复(ROSC)后3、6、】2、24．48和72 h断头处死大鼠制备大脑皮质内线耗体匀浆。采用分光光度法测定线

粒体MPTP的开放程度。用Clark氧电极法分析线粒体呼吸功能，并电镜下观察线粒体超微结构。结果CA／

CPR后大鼠神经细胞线粒体功能明显受损，线粒体呼吸Ⅲ态(R3)速率下降；ROSC后神经细胞MPTP持续

处于开放状态，开放程度并不是瞬『日J增至最大．而足具有时问依赖性。具体表现为：R()SC后6 h内神经细胞

MPTP开放程度保持低水平．6 h以后开始迅速大量开放，12 h开放程度达到最大，24 h开放程度略有缩小，

表明线粒体开始收缩．至48 h开放程度再次加大。72 h又明显缩小，但未达到正常水平(P均<o．05)。虽然线

粒体R3速率下降．但线粒体呼吸Jv态(R4)速率升高，呼吸控制率(RCR)和磷／氧(P／O)比值明显下降；随着

ROSc时间延长，RCR和P／O比值持续在低水平状态(P<0．05或P<O．01)。透射电镜下观察细胞有明显损

伤。相关分析表明，MPTP开放与RCR呈明显正相关(r=0．025，P<0．05)。结论CPR后MPTP开放是加

重神经细胞能量代谢障碍的主要原因．在ROSC后早期即12 h以内如能及时应用抑制MPTP开放的策略，

可能会使神经细胞的线粒体功能朝着良性方向发展。为神经功能的恢复赢得机会。

【关键词】大鼠；心肺复苏；线粒体}线粒体通透性转换孔；线粒体呼吸功能
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【Abstract 1 Objective To investigate the effect of opening of neuronal mitoehondrial permeability

transition pore(MPTP)on respiratory function after eardiopulmonary resuscitation(CPR)in rats and its

possible mechanism．Methods Cardiac arrest(CA)／CPR rat model was reproduced by asphyxiation and

ice—cold KCl followed resuscitation and restoration of spontaneous circulation(R()SC)．The rats were

sacrificed by decapitation at 3，6，1 2。24，48 and 72 hours．Isolation of brain cortex neuronal mitochondria

was processed．MPTP opening degree was examined by spectrophotometer．Clark oxygen electrode was used

to measure mitochondrial respiratory function；the mitoehondrial ultra structure was examined with

transmission electron microscope(TEM)．Results MitochondriaI respiratory function was severely injured

after CA／CPR．Mitochondrial respiratory state II (R3)was decreased．Neural eell MPTP opened

persistently after ROSC．The opening degree of MPTP did not reach the peak instantly，and its change

depended on time．It remained at a low level within 6 hours after ROSC，then rapidly opened，reaching the

maximal degree At 12 hours，but it became smaller at 24 hours．At 48 hours the degree of opening became

larger again．but shrank once more at 72 hours．However，it did not reach the normallevel(all P<O．05)．

A1though R3 was decreased．mitochondrial respiratory stateⅣ(R4)was increased，meanwhile the

respiratory control rate(RCR)and P／O ratio descended markedIY．They maintained at Jow levels along with

the elapse of time(P<0．05 or P<0．01)．TEM revealed obvious iniury to neurons．Correlation analysis

showed that the M11TP opening degree and RCR was obviously positively correlated(r=0．025，P<0．05)．

Conclusion The opening of MI’TP is the main cause of aggravation of energy metabolism disturbence of

neural cells alter CPR．To take measures to inhibit the opening of MPTP within 12 hours after ROSC may

promote improvement of neuronal mitochondrial function．and it might help win the chances for neural

function to recover．
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transition pore} mitochondrial respiratory function
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裤经缨瓤攒伤是影璃心赫笺苏(CPR)后患者存

活率的最重受因素之一，而CPR后患者的最终治疗

目标是使神经功能完全恢复并最终出院[“。线粒体

通透性转换孔(MPTP)的开放照神经细胞缺m／樽

灌注岳由可邋经损魏转变为不霹遂损伤豹关键嚣

索，捧裁MPTP的开放已蔽秀缳护神经功能豹掰繁

略[z]。保持线粒体自身稳定和嫩物能量转换的聪常

进行在神经缃胞显得尤为重器。它们几乎完全依赖

线粒体产生ATP，线粒体的呼吸功能正常与否常代

表线蕴薅鹃功能，呼吸控制搴(RCR)是表达线黢体

功能最敏感瓣攒标口】。奉研究簿在探薅，玉搏骤侉

(CA)／CPR聪神经细胞能量代谢障碍中MPTP歼

放发挥的作用，MPTP开放的时间变化及对线敉体

呼吸功能的影响，为临床CPR盾脑损伤以MPTp

为治疗靶位挺{；li理论依据。

1耱糕与方法

1．1动物分组及模型制备：健康成年雄性SD大鼠

56只，由第二颦医大学实验动物中心提供。按随机

数字表法分为假手术组及自主循环恢复(ROSC)膀

3、6、12、24、48、72 h缓，每缀8必。缓手术组坟迸衡

毅羲、静脉及气管撬管，不送行CA／CPR。采舔塞塞

加冰KCI停蹴液制备大鼠CA模型。停跳5 rain聪

开始CPR，所有实验参数设计和记录均参照复苏实

验研究的Utstein模式[4]。

1。2检测攒搽及方法：各组在麴波时闽点舞头处死

动物，采集标本待检。

1．2．1脑线糍体的分离：将称爨后的脑组织迅遵放

入玻璃匀浆器中，采用差速离心法分离线粒体[5]。按

8 mltg脑组织加分离介质匀浆8～10次，使神缀细

胞破坏，将匀浆嘲入离心管申，聚焉Lowry方法测

定线蕴俸蛋巍浓凌，整个遘翟褒4 C珠浴孛避愆。

1．2．2 神经细胞线粒体通遗性转换(MPT)的溅

定：参照文献[63方法改良，用分光光度法测定反应

体系的吸光魔(A)值，即可获得线粒体渗透转换能

力变化，间接爱映MPT豹能力。凝鲜裁备未经冻融

4 7C瑟涤缫存酶线粒倭悫滚(1．5 g／L)，热夭测定奔

质[205 mmol／L蔗糖，10 mmol／L三羟甲基氨基甲

烷一3一N一吗啡啉丙璜酸(Tris—M()PS)，l mmol／L三

羟甲基氨基甲烷一磷酸盐(Tris—Pi)]中，25。C孵宵

2 min，混匀翳紫外分光光度仪纛测定波长540 nm

楚A篷，测定避程绦持25 C蠖澈。

1．2．3线粒体呼吸I态(R3)、I＼f态(R4)、RCR，磷／

氧(P／O)比值测定：采用Clark氧电极法原理。取

1 mg线粒体加入2．5 ml反应体系中，反应介臌为

225 mmol／L芎露酵，75 mmol／L蔗糖，10 mmol／L

KC[，20 mmol／L三羟甲基氨基甲烷一盐酸盐(Tris—

HCi)，3 mmol／L磷酸钠，0．1 mmol／L乙二胺四乙

酸(EDTA)。pH 7．4，温度30℃。孵育1 min腾加入

底物20弘l(矮酰黢腺嘌岭：孩萤酸(NAD)键必

5 mmol／I。貉氨酸+5 mmol／L苹采酸；黄素噤呤二

核苷酸(FAD)链为5 mmol／L琥珀酸]，辫加入

10脚二磷酸腺苷(ADP，42 mmol／L)，测得的氧消

耗率为R3。ADP完全磷酸化后，此时测得的械消耗

率为R4。

RCR—R3／R4

P／O比值=ADP量／R3耗瓶璧

1．2．4脑皮质电镜检查；各组随机选取1只犬鼠。

处死取脑，常规进行电镜标零制备，超薄切片，铀一铅

双染，透射懑镜下褒察。

1．3统计学处理：采焉SPSS ll。5统计软件分辨，

计量资料以均数±标准差(j±s)表示。两组间比较

采用t检验，多组样本均数间比较采用方麓分析

(Oneway AN()VA)、LSD o梭验，不同指标阎相关

性分辑采瓣Spearman等级耀关检验，P<0，05秀

差异有统计举意义。

2结 粜

2．1 各纽犬鼠CA／CPR溅本参数比较(寝1)：各

组大鼠体激、CA时间(TcA)、ROSC时间(T娜s【=)比

较差异元统计掌意义(P筠>0。05)，舂霹毙慷。

表1各组大鼠体重及笈苏参数比较(j土s)

注：空自代表无此项

2。2各缀犬藏襻经纲蕤MPTP舜放懿跑较(凌2)：

ROSC各时间组神经细胞MPTP A值均低予假手

术组；ROSC 3 h和6 h A值下降极其缓慢，12、24、

48和7Z h下降速度加快．12 h降至最低，随时问延

长，奠值缓慢势高，至48 h髯次下降，出瑷一个小酌

渡谷，浚器逐渐上秀，72 h达爨离峰，毽仍显落低子

假手术缀(P均<O．05)。

2．3各缀犬鼠线粒体呼吸功能比较(表2)：ROSC

各时间组神经细胞线粒体呼吸功能均较假手术组下
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表2各组大鼠神经细胞MPTP开放和线粒体呼吸功能比较(；±5)

注：与假手术组比较，1P<0．05，6P<0．01

降，表现为线粒体R3和RCR显著降低(P<0．05

或P<o．01)，以ROSC后6 h最低，至72 h逐渐上

升，并于12 h和48 h有一小波峰，但仍显著低于假

手术组。R4于ROSC后开始上升，至24 h又降至最

低点，此后继续上升，至72 h仍显著高于假手术组。

虽然R3于ROSC后6 h开始升高，但R4于24 h后

也开始上升，表明R3的无效耗氧增加，因而P／o比

值仍低于假手术组(P<o．05或P<0．01)。

2．4各组大鼠ROSC后不同时间神经细胞MPTP

开放与RCR的相关性分析：MPTP开放程度与

RCR呈明显正相关(r一0．025，P<o．05)。

2．5脑皮质电镜标本检查(彩色插页图1～6)：假

手术组颞叶皮质区神经无超微结构基本正常，为圆

形或椭圆形核。位于中央，核膜完整。染色质分布均

匀，胞质内有丰富的粗面内质网和高尔基体，线粒体

呈椭圆形。嵴排列规整；而ROSC后部分细胞出现

线粒体嵴断裂、核染色质边集化、胞质空泡化、内质

网扩张、血管内皮细胞肿胀与周围组织连接疏松等

表现，说明神经细胞有坏死，有的仅剩下细胞核。

3讨论

线粒体在中枢神经系统(CNS)损伤后神经细胞

存活或死亡过程中起关键作用，因为它调控着能量

代谢和凋亡通路口]。随着对线粒体研究的不断深入，

“线粒体医学”作为生物医学研究的全新领域应运而

生，主要指以线粒体为靶位的药物治疗，调节线粒体

功能。选择性保护、修复或去除受损细胞，从而达到

治疗目的[8]。目前研究认为MPT的形成是细胞凋

亡或坏死的共同通路，位于线粒体内膜MPTP的开

放将导致MPT的形成L91⋯。

关于MPT在单个器官或器官局部缺血／再灌

注中的作用已在众多文献中被阐述．但其中MPTP

的作用及对线粒体呼吸功能的影响尚未见研究报

道。本研究结果表明：ROSC后神经细胞MPTP持续

处于开放状态，开放程度并不是瞬间增至最大。而是

一个渐变的过程。有研究表明，与肝线粒体比较，分

离的正常脑MPTP不容易被Ca2+诱导I-“]，但当神

经细胞线粒体被部分去极化后，MPTP被激活，且

能被环孢素A所阻断¨“。少量的Ca2+负载能为神

经细胞线粒体所缓冲，被线粒体隔离的Ca”能通过

MPTP释放¨3]。另外，不同脑区域能量代谢障碍的

线粒体对通透性转换的敏感性也是不同的，海马区

线粒体对Ca2+诱导的通透性转换更敏感，而小脑区

域的线粒体则不敏感，而海马区也是缺血和低血糖

后最容易受损的脑区域之一。由于神经细胞的高代

谢率，自由基很容易在神经细胞线粒体内产生，因此

在病理情况下，MPTP会持续存在。

ROSC后神经细胞线粒体出现钙超载，自由基

产生骤增，出现再灌注损伤，从而诱导MPTP的开

放。本实验显示，RoSC后神经细胞MPTP开放较

早，但直至12 h开放到最大，这可能提示MPTP在

早期神经细胞坏死中已开始发挥作用，如果此刻能

应用有效抑制MPTP开放的药物，必将避免神经细

胞进一步坏死。而对线粒体呼吸功能的检测也提示，

ROSC后大鼠脑线粒体以琥珀酸为底物的R4显著

升高，6 h即已达到高峰，同时RCR降至最低点。

RCR下降说明ADP对呼吸链电子传递速率的控制

程度降低，反映氧化磷酸化过程在一定程度上脱耦

联；而R4升高可能与线粒体内外Ca”循环加速、

ATP／ADP转运载体受抑而导致R4耗氧显著升高

有关。这说明大鼠发生CA经CPR R()SC后呼吸功

能在较短时间内迅速被破坏，而且程度较严重，经历

了ROSC后6 h脑水肿最严重的阶段后，细胞功能

开始恢复，而此刻MPTP逐渐开放，释放超载的

Ca”、细胞色素C等诱导细胞的凋亡。

同时我们也发现，在缺血后线粒体FAD呼吸

链R3明显下降，这是由于缺血时氧的缺乏，电子无

法传递给其最终受体氧分子，造成R3效能降低；R4

增高依赖于内膜通透性，内膜通透性增高，R4可明

显增高。R4的增加代表线粒体自身耗氧增加，膜通

透性升高，此时氧的消耗是用于维持膜两侧质子浓
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度梯度差，瑟幂楚淹电子接受络筏分子所渍耗。嚣簏

ATP产生并不会增加。说明再灌注期虽然氧的供应

恢复，但线粒体功能在多种损伤凶素如自由基病理、

细胞内酸中毒、钙稳态破坏和游离脂肪酸等攻击下

投友得到恢复簿关。

综上掰述，本研究表蘸，缨藏缝量代溪障碍免予

MPTP的开放，但MPTP的开放会加剧能量代谢障

碍，表现为线粒体R3值在ROSC后24 h再次”F

降，如果在ROSC后早期及时应用抑制MPTP开放

静药物，可形成援循强，使弹经纲魏凄裁朝着赛蠼方

彝发展，秀神经秘麓的恢复赢褥撬会。
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小分子选择豢抑制剂在大脑举球缺血和可控徽斑性休克中的应用
■

美国科学家研究了小分子选择索抑制荆(TBC—1269)对大脑半球缺血(GCl)和可控失血性休克(CHS)的影响。实验用

48只雄性SD太鼠，体重275～300 g，趟扼分为3组．每缳16只。第l组为对照组+生理盐水组，第2缀为GCI／CHS+嗽穗盐

瘩缰，第3缀宠(≥0l+CHS+TBC—1269缝。双熬臻囊辣爽潮20 min，失瞧接孚携旗敦瑾(MAP)爨麓50 mm Hg(1 mm lig一

0．133 kPa)裁螽(≥(：l旭Hs囊秘蠖黧，狯爽瑶塔生瑗盐承笈苏使MAP舞至80 mm Hg。第l维、繁2垩l{复苏治疗采用黧理盐

水．第3组采用TBC—1269(25mg／kg)。以脑组织髓过氧化物酶(Mt’())、缺呶神经元数量、7 d生存率作为评价指标，结聚驻示，

与对照组比较TBC～1269治疗组脑埘织MPO减少，但燕异元统计学意义；缺J】IL神经元数量明显减少；7 d生存率由40％提高

到80％(有统计学意义)。研究人员认为，TBC—1269能减少缺血神经元数量，掇粥7 d生存率。对OCI和CHS大鼠具有～定保

护作用。 白慧颖，编译自《j Tral．1n'la》，2008，65(3)；678—784；胡淼。审技

Bcl一2蕊闲滚簇调节簸毒疲孳l起的树突凝缀耱幂羹董噬缨蕤凋亡

美国研究人员研究了小鼠脓毒瘾横犁树突状细胞(Dc)和巨噬细胞(Mm)的变化。他们采用野生搿、基因敲除、转纂因小鼠

用以评估Bcl一2撼凶家族对脾IX：和Mm的影响。筛选B熬因敲除(Bim)小鼠和过度表达Bcl一2艇嘲家族小鼠的造血干细胞．

采用Vav启动予技术使所有造血千绷胞过度表达Bel一2纂盥家族(Vav一8el一2)小鼠；采用主要组织槲撵性复合物(MHC)f类

抗琢细胞过度裘遮Bcl-2摹羁家媛《H-2K一&l一2)小簸割造避度表达Bcl一2摹瓣墩族小鼠攘型，分别测定了强手术对照袋骞耪

绪藐薅照缀夺鬣瓣转C秘M垂。络莱疆零，分纯戚熬懿M零裔努纯不成熬嚣M蛋翔稠亡基霹的壤臻谯苓弱。在野生型夺藏模型

中，脓毒症可诱譬(64±7)％的DC和(77士3)％的M由发嫩凋亡《n=7，P<O．05)。脓毒症小鼠束照到成熟的M圣。Vav—Bel一2、

H一2K-Bcl一2及Bim小鼠无特殊细胞增生。研究人员认为．脓毒症诱导DC、M辔凋亡是导致脓毒瘫篼痰抑制的重要机制。

白慧颖，编译由gShoek》，2008—10～06(电子版)；胡淼，审棱
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心肺复苏后大鼠脑线粒体通透性转换毳开放对线粒体呼毅_功襞的影响

《正文冕6隼s页)

瓣{ 电镜F戎懿强f-米壤度矮区律籀翩艴越獭
结母摹奉ll：常，热彘璜分布均匀，胞磷内冉串
富的粗面内蛾州柏1高尔甚体，线牲体融椭
圆彤．晴排酬规格(铀．铅双婆．×8 000)

蛋￡亳镜下麓黎ROSC 3 h雏钝静继瓤
部分辕瓶也艟边墼亿。胞质空抱他．
毖聩饶漱(铀一铅双染，×8 000)

垂3电链下甓寨ROSC 6 h短肆釜懿耱线牧俸
搿现肿胀。蝌摊列不脱整，部分出聪断期．
内质网扩张镩寝现(铀-铅双肇。×20 000)

豳4电镜F观嫩ROSC 24 h组神经细胞栈牧体 圈5 电镜r眦螭ROSC 48 it,缝t种绦垂IIi胞 田6电镜下燃臻ROSC 72 h组种辍绷胞内
肿胀加荆，lf}排列不规整． 出现核浓缩，熟也脯凝聚成芈月形}j|16}脯舟离+ 出蜕徘梭，与胞葫分离

部分出现空瀹f“铀·铅飙染，×20 000) 基质稀薄，线枝体蟥排列意乱(铀．铅双染，×20 000) (铀u锻双豢，x8 000)

体羚反搏对赢胆露醇蛊蘸猪颈动脉离膜形态帮功蘸的影响

◇：正莒秘葬嚣}◇：蒜嚣蘩养掘；@；嚣Ecl≈皱
嚣{捣捺氇蘧下麓寨各壤前物璎谤转森骥翦嚣态瓣蕊蕊氧镶，xs∞；
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