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大鼠急性一氧化碳中毒后心脏缝隙连接的重构"

王学惠$
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!刘慧兵$

!张永春$

#

"新乡医学院第一附属医院*

$&

心血管内科(

1&

急诊科!河南卫辉
0;'$%%

#

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨大鼠急性一氧化碳中毒"

H@P?

#后心脏缝隙连接的重构及心脏受损的机制$

方法
!

将
0%

只青年雄性
J#+39K

大鼠分成
H@P?

组&对照组!每组
1%

只$采用腹腔内注射纯一氧化碳气体制备

H@P?

动物模型$

12

以后做心电图&采血及取材!分别检测血中碳氧血红蛋白"

AL@P

#水平(免疫组织化学

"

GA@

#检测心肌组织缝隙连接蛋白
0'

"

@W0'

#的分布(

J7+37K,L:"3

检测分析心肌组织总
@W0'

"

I.@W0'

#&磷酸

化
@W0'

"

?.@W0'

#的水平(透射电镜观察心肌组织的超微结构$结果
!

与对照组比较!

H@P?

组大鼠尾血中

AL@P

水平明显增高"

!

$

%&%;

#(心率明显减慢!心电图出现多种心律失常及心肌缺血改变"

!

$

%&%;

#$

GA@

检测显示!

H@P?

组大鼠左心室心肌
@W0'

分布排列紊乱!端
.

端连接处表达减少!侧
.

侧连接处及细胞表面表达

增加(

J7+37K,L:"3

检测显示
H@P?

组大鼠左心室心肌
?.@W0'

水平明显降低"

!

$

%&%;

#!而
I.@W0'

水平两组

大鼠比较差异无统计学意义"

!

%

%&%;

#(电镜下显示
H@P?

组大鼠左心室心肌肌原纤维水肿!排列紊乱!闰盘

显示结构模糊不清!部分闰盘融合消失$结论
!

H@P?

后大鼠心脏
@W0'

分布紊乱&磷酸化程度降低&缝隙连接

超微结构受损!可能是
H@P?

后心律失常发生的解剖学基础$
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急性一氧化碳中毒#
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$是我国北方冬季最常见的急性中毒性

)//1

重庆医学
1%$(

年
(
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卷第
$-

期

"
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疾病%也是病死率最高的职业中毒&

$.1

'

(在许多国家

是家庭事故和自杀的主要原因%主要是由于对心脏和

中枢神经系统的损害&

'.;

'

(国内外屡见报道
H@P?

引

起的神经系统损害%而对心脏损害关注不够(

H@P?

引起心肌损伤表现为心律失常*心力衰竭等%早期表

现以心律失常为主%其确切发病机制不清(而关于

H@P?

条件下心肌缝隙连接的改变%国内外鲜见报

道(本研究采用大鼠为实验动物%应用腹腔内注射纯

一氧化碳气体%制备
H@P?

动物模型%观察心肌缝隙

连接的改变%拟探讨
H@P?

导致心肌损害的发病

机制(

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

动物!健康雄性青年
J#+39K

大鼠
0%

只%

'

"

;

月龄%体质量#

'%%c1;

$

R

%购于新乡医学院实验

动物中心(试剂!小鼠缝隙连接蛋白#

6",,7W#,

%

@W

$

0'

多克隆抗体购自美国
f

T

87!

%山羊抗小鼠
G

R

B

购

自北京中山生物公司(二氨基联苯胺#

OH]

$试剂盒%

两步免疫组织化学#

GA@

$检测试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术有限公司(

B&C

!

方法

B&C&B

!

动物分组
!

将
0%

只健康雄性青年
J#+39K

大

鼠分为
H@P?

组和对照组%每组
1%

只(

B&C&C

!

一氧化碳气体的制备
!

制备一氧化碳气体采

用甲酸加浓硫酸%浓硫酸用作脱水剂%可得纯净的一

氧化碳气体%将一氧化碳气体收集在负压引流袋中备

用%于应用前新鲜制备(

B&C&D

!

H@P?

动物模型的建立
!

参照
?DZZD\

&

)

'

报道方法并改进(

H@P?

组大鼠腹腔内注射一氧化

碳气体
$-%8F

"

5

R

%对照组大鼠腹腔内注射空气
$-%

8F

"

5

R

(

B&C&E

!

大鼠心电图的描记
!

腹腔注射
12

后%通过腹

膜内注射水合氯醛#

'%%8

R

"

5

R

$麻醉动物(将大鼠固

定在手术台上%用普通的单通道心电图机%将输出肢

体导线的
0

个电极转换成鳄鱼夹(走纸速度为
1;

88

"

+

%电压为
$%8Q

"

88

(选择抗干扰%记录
$

导联

'%+

(

B&C&F

!

测定尾血碳氧血红蛋白#

AL@P

$水平
!

中毒

后
12

%通过尾切法采集大鼠的尾血%并通过改进的

<"!57

T

CF

微量定量法测量血液
AL@P

水平(

B&C&G

!

H@P?

评价标准
!

观察大鼠反应和检测尾血

AL@P

的水平来确定中毒程度(重度
H@P?

大鼠表

现为精神萎靡%四肢瘫软%运动少%呼吸急促%有便溺(

B&C&I

!

心肌组织
@W0'GA@

染色
!

取左心室心肌组

织%脱水后冰冻切片%厚度
-

#

8

(采用
GA@

染色方

法%操作步骤如下!玻片复温后磷酸盐缓冲液#

?]=

$漂

洗
'8#,

%

%&'N IK#3",.$%%

室温孵育
$%8#,

%

?]=

漂

洗
'

次
['8#,

%再
%&'N

过氧化氢室温孵育
$%8#,

%

?]=

漂洗
'

次
['8#,

%用
;N

驴血清室温封闭
$2

%滴

加
$h$%%

稀释的
@W0'

多克隆抗体%

0`

孵育过夜%

?]=

漂洗
'

次
[8#,

%滴加二抗%室温孵育
'%8#,

%

?]=

漂洗
'

次
['8#,

%应用
OH]

溶液显色%用蒸馏

水冲洗%用苏木精复染%用乙醇梯度脱水%用二甲苯透

明%并用中性胶封片(以抗体稀释液代替一抗作为阴

性对照(阳性结果判断!

@W0'

表达阳性是深棕色颗

粒%苏木精复染的细胞核是淡蓝色的(

B&C&J

!

左心室心肌组织
@W0'

定量检测
!

取约
'%

8

R

的心肌组织置于研钵内%用液氮研磨%并加入裂解

液%离心后取上清液%应用二喹啉甲酸#

]@H

$法检测

蛋白浓度(加入
;[

上样缓冲液后%每孔上样蛋白
;%

#

R

%行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

=O=.

?HBD

$分离后%采用
J7+37K,L:"3

将蛋白质转至氯二

氟乙烯#

?aOC

$膜%用
;N

脱脂牛奶室温封闭
$2

%然

后分别加入抗
@W0'

和
BH?OA

的抗体%

0`

摇床孵

育过夜(用
I]=I

漂洗
'

次
[$%8#,

%洗膜后加入二

抗%室温孵育
$2

%用
I]=I

漂洗
'

次
[$%8#,

%加入

电化学发光#

D@F

$显色%凝胶成像仪扫描拍照%用
G8.

9

R

7d

软件进行条带灰度分析%以
@W0'

与
BH?OA

条带的比值来评定
@W0'

表达水平(

B&C&K

!

透射电镜观察心肌超微结构
!

麻醉后立即开

胸取出心脏%将左心室心肌组织切成
$88

' 的大小块

状%快速置于
0N

戊二醛溶液中固定%固定
102

后%将

标本送至西安交通大学电镜实验中心进行检测(先

将组织块冲洗%应用
$N

锇酸固定
$2

%再梯度丙酮脱

水%应用环氧树脂浸透%然后包埋%聚合%切片%片厚约

;%,8

(应用醋酸铀和柠檬酸铅双重染色%日立
A.

-);%

型透射电子显微镜下观察心肌组织的超微结构(

B&D

!

统计学处理
!

采用
=?==$'&%

软件统计分析%计

量资料以
Ec4

表示%组间比较采用
9

检验)计数资料

以率表示%组间比较采用
!

1 检验%检验水准
%

b%&%;

%

以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义(

C

!

结
!!

果

C&B

!

两组大鼠血液
AL@P

水平比较
!

H@P?

组大鼠

中毒后%

;

"

$%8#,

出现烦躁*撞笼%

$;

"

1;8#,

出现

活动减少*抽搐和昏迷(嘴唇的黏膜*肢端的皮肤颜

色转为樱桃红色%部分大鼠出现角弓反张(对照组大

鼠无上述表现(

12

后采大鼠尾血检测
AL@P

水平%

H@P?

组为#

);&$'c0&%1

$

N

%对照组为#

;&11c

%&/(

$

N

%两组比较差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$(

C&C

!

两组大鼠心电图比较
!

H@P?

组大鼠出现心率

减慢%窦性心动过缓*心房纤颤及
=.I

段压低或抬高

的改变(心电图异常总发生率为
/%&%%N

%与对照组

比较差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$%见图
$

(

C&D

!

两组大鼠心肌组织
@W0'GA@

染色比较
!

对照

组光镜下观察%

@W0'

表达阳性的棕色颗粒%呈高度规

律性排列*分布密集(在心肌纤维纵切面%棕色颗粒

呈簇状%多数分布在垂直于心肌细胞长轴的端
.

端连接

处%而少数分布于与长轴平行的侧
.

侧连接处(

H@P?

组光镜下观察%

@W0'

表达阳性的棕色颗粒%呈无序*

-//1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期



紊乱分布%端
.

端处棕色颗粒分布减少%侧
.

侧处及细胞

表面分布增加%见图
1

(

!!

9

!

!

$

%&%;

%与对照组比较

图
$

!!

两组大鼠心电图相关指标比较

!!

H

!对照组)

]

!

H@P?

组

图
1

!!

大鼠心肌组织
@W0'GA@

染色$

[0%%

&

C&E

!

两组大鼠左心室心肌组织
@W0'

水平比较
!

H@P?

组与对照组大鼠总
@W0'

#
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电子显微镜

观察显示%对照组大鼠心肌细胞肌丝排列整齐%结构

清晰%肌节规则%线粒体水平丰富%脊呈板层状横向排

列且致密)闰盘结构清晰%糖原水平丰富(

H@P?

组

大鼠肌原纤维水肿%排列紊乱%电子密度降低%部分肌

原纤维溶解%部分肌节断裂)线粒体肿胀%基质密度

淡%线粒体脊排列紊乱)闰盘结构模糊%部分闰盘融合

消失%见图
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两组大鼠左心室心肌组织的超微结构$
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一氧化碳中毒对机体的损害主要是缺氧(一氧

化碳中毒可引起心肌缺氧%加上一氧化碳对心肌细胞

的直接毒性作用%更容易引起心肌损伤&

-
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H@P?

引

起心肌缺血或梗死的机制有&

/

'
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$

$由于一氧化碳和

AL

结合形成
AL@P

%血液的携氧能力降低%

P

1

.AL

解

离曲线向左移%使氧气不能释放到组织%导致组织缺

氧)#

1

$一氧化碳和肌红蛋白结合使心肌线粒体受损%

它与线粒体中的细胞色素氧化酶相结合%可抑制细胞

呼吸链%可以引起细胞呼吸抑制%造成组织进一步缺

氧%血管内皮细胞肿胀%血液循环发生障碍%血栓形

成%可阻断冠状动脉血管%导致心肌梗死(
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引

起各种心律失常的机制&

/
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!当
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引起心肌细胞急

性缺氧时%会导致心肌细胞缺乏能量%局部酸性代谢

产物增加%导致细胞膜的离子转运功能受损%细胞内

钾丢失%而钠潴留(特殊传导系统的潜在起搏膜电位

降低%去激化速度减慢%自律性增高%而传导性降低(

引起电兴奋传导产生单向阻滞*折返%也可产生异位

节律%发生各种心律失常(
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后出现心肌损伤%临床特征以心电图异常

为主%
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后心电图无特异性改变(常见心电图异

常为
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波低平*倒置*
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段压低或抬高*
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间期延

长%可出现早搏*心房颤动*房室和室内传导阻滞*低

电压等&
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(本研究在
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组大鼠的心电图中观

察到心肌受损和多种心律失常%与文献一致(

缝隙连接主要存在于闰盘处%是心肌细胞间连接

的主要方式(缝隙连接使心脏成为功能上的整体%使

各部位协调运动(在成年心脏%缝隙连接主要位于细

胞两端闰盘处%由连接蛋白组成的两个连接子对接而

成%而连接子又由
)

个亚单位
.

连接蛋白组成&
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(多

种心血管疾病的发生*发展与缝隙连接通道功能的受

损有关%也与
@W

表达改变有关%尤其在心律失常发生

中的作用&
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(哺乳类动物心室肌主要表达连接蛋白

是
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对缝隙连接通道
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缝隙连接的分布和功能状态与心肌细胞的传导

方向和速度密切相关(在心房肌%电兴奋通过缝隙连

接纵向传导速度较横向传导速度快
$%

"

1%

倍%而在

心室肌中传导速度快
'

倍%与
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主要分布在心肌细

胞两端特点相一致)利用
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基因的定标突变技术

发 现%杂 合 子 小 鼠 #
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$心室肌外膜的电传导速度下降
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波的复极时间明显延长)体外培养的大鼠

心肌细胞%随着细胞缝隙连接增加%细胞间的不规则

收缩趋于同步)研究发现%心肌梗死*缺血"再灌注*心

肌炎与心肌病等心肌中均出现与心律失常相关
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表达的降低与分布紊乱&
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发现%这种改变可伴随纵向传导速度下降
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李玉光等&
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'研究发现%
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在急性心肌缺血时

迅速降解%端
.

端连接处的降解比侧
.

侧连接处明显%中

层心肌细胞间的
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比心内膜和心外膜更易降解(
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在端
.

端处分布减少引起心肌细胞纵向传导的速

度明显下降%传导各向异性发生明显改变(这些改变

会引起细胞间传导阻滞和折返%而导致发生心律

失常(

本研究
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染色结果显示%
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组心肌
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表达的分布发生了明显变化(细胞间端
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减少%细胞侧面及细胞质内分布增加%且由纵轴向横

轴重新分布%分布散乱*无序(与急性缺血时心肌

@W0'

分布特点相同(急性缺血时心肌的
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表达

下降%而本文
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组大鼠
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分布密度不均匀%

有些部位稀疏%有些部位密集%可能与
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后血管

内皮细胞发生肿胀%血循环发生障碍%形成血栓%阻塞

冠状动脉血管%引起心肌梗死%使
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在局部心肌降

解有关(
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表达密度不均%提示
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在心肌细胞

中各部位分布不均一%会导致心肌细胞间电偶联不均

一性增大%导致兴奋传导速度和扩布路径发生复杂的

变化%会诱导各种心律失常(
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$水平升高%这使细

胞间脱偶联%导致传导异常而出现心律失常&
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'在研究扩张型心肌病心律失常机制时认为%
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水平*分布改变与疾病发生明显相关(
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磷酸化也参与心肌缺血的病理过程(
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'研究发现%正常情况下心肌中的
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是磷酸化

状态(当进行缺血预处理时%
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出现去磷酸化%而
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的比例随着缺血时间的增加而增加(再灌

注时%
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表达增加%心肌细胞功能逐渐恢复(因

此%缺血诱导的解偶联与
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的去磷酸化%缝隙连接

内的
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的累积及
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从缝隙连接向细胞内

的转移相关(

本研究对
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和
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水平均进行检测%发

现
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时心肌组织的
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的比值明显

降低%说明
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的磷酸化程度明显降低%与急性缺血

心肌组织表现相似(

赵立明等&

$(

'研究发现一氧化碳中毒后大鼠心肌

细胞出现弥漫性心肌细胞线粒体肿胀%线粒体嵴减

少%有些嵴溶解消失而变空(而本研究中观察到
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组 大 鼠 心 肌 的 超 微 结 构 病 理 变 化 类 似

I<GIH?D?D

等&
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'的报道(可见心肌肌原纤维水肿%

肌节断裂%糖原颗粒减少(闰盘结构模糊不清%部分

闰盘融合消失(与本课题组近期研究的容量超负荷

心力衰竭大鼠左心室心肌缝隙连接"
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的重构相

似!心力衰竭时心肌的缝隙连接受损%连续性中断%部

分缝隙连接溶解消失%电子密度降低)
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分布模式

发生明显改变%不是集中于细胞闰盘处%而散在分布

在细胞侧面和细胞质内)
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表达总量明显下降&
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闰盘及缝隙连接结构的改变与
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显示的
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分

布变化相符%与文献&
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'报道一致(
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组大鼠心

肌细胞部分闰盘消失%提示
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可导致细胞间连接

结构出现改变%导致脱偶联%且其改变呈非均匀性*非

均质性%这种非均质性的缝隙连接改变较均质性明显

增加折返性心律失常发生的可能性(

心脏是
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后最易受到损伤的器官%心肌组织

中
@W0'

无序*紊乱分布%在
H@P?

后发生心律失常

的机制中起着非常重要的作用%而心肌细胞和缝隙连

接超微结构的变化是其发病的解剖学基础(缝隙连

接"
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将成为
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后心肌损害的防控靶点(
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