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bb!摘要"b目的b通过对深低温停循环大鼠海马线粒体通透性转换孔$N9(9%开闭情况的研究#从亚细胞

水平探讨深低温脑保护的机制( 方法b取成年 1R大鼠 FF 只#F 只作为供血动物#剩余 F" 只随机分为深低温

停循环组$! e!"%)常温停循环组$! e!"%)正常对照组$! e!"%( 采用闭胸式体外插管法建立大鼠体外循环

模型( 其后采用断头取脑法迅速取出大鼠双侧海马组织#提取线粒体后应用蛋白印记法测量线粒体内细胞色

素*$*T.*%研究N9(9的开闭情况( 结果b常温停循环组的N9(9较正常对照组)深低温停循环组的开放明

显增加$"f"g"W%'正常对照组的N9(9开放较深低温停循环组的开放少$"f"g"W%( 结论b缺血缺氧可导

致N9(9开放'深低温可抑制N9(9开放#保证了细胞的正常代谢活动从而起到脑保护的作用(

bb!关键词"b深低温'b脑保护'b线粒体通透性转换孔'b细胞色素*
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bb脑组织是人体代谢率最高的器官之一#其对血液

供应的依赖非常强#对缺血缺氧也是非常敏感#在常

温条件下脑组织血流完全中断数秒就会出现意识障

碍#完全中断 W iE 2%,就会产生不可逆的脑损伤!!"

(

低温的医学应用已有百余年的历史#低温的脑保护

作用也得到了广泛的认可#但低温脑保护的作用机

制尚未完全阐明( 研究!C"表明随着温度的降低#脑

保护作用也越明显( 不同神经细胞对缺血缺氧的敏

感性存在差异#海马区的神经元高度集中#对缺血缺

氧性刺激非常敏感#因此本研究选择海马组织作为

我们缺血缺氧研究的目标组织( 线粒体是真核细胞

中重要的细胞器#线粒体的功能障碍在脑缺血后神

经损伤中起着关键作用!F"

( 研究!H"表明#低温脑保

护作用的关键是通过线粒体实现的#线粒体的功能

障碍与线粒体通透性转换孔$2%.68;6,A5%$/4+52+$>

=%/%.T.5$,)%.%6, 465+#N9(9%密切相关( 本研究选取

海马线粒体N9(9作为研究对象探讨在不同温度条

件下缺血缺氧相同的时间时各实验组N9(9的开放

状态的差异#从 N9(9的角度阐明深低温脑保护的

机制(

>5材料与方法

>?>5实验动物b昆明医科大学动物实验中心提供健

康成年清洁级 1R大鼠 FF 只#雌 !X 只#雄 !D 只#F 只

作为体外循环$8$5A%64:/26,$5T=T4$))#*9P%供血动

物#F" 只按随机数字表法随机分为正常对照组)常

温停循环组和深低温停循环组#每组 !" 只(

>?@5主要仪器与试剂b蠕动泵$江苏常州普瑞流体

技术有限公司#P#>!"" 型%#大鼠膜式氧合器$东莞

科威医疗器械有限公司%#简便式心电监护仪)动物

肛温表)全自动变温水箱$昆明医科大学动物实验

中心%#各类手术器械$昆明医科大学第二附属医院

神经外科%#透射电镜$日本'UB#公司'UN>!""*J%)

细胞色素*$8T.68;562+*#*T.*%一抗$美国N%//%465+

公司%(

>?A5实验方法

!gFg!b*9P的建立b*9P沿用上海交通大学附属

仁济医院神经外科田鑫等!W"建立的大鼠深低温*9P

模型( 在建立*9P前)中)后都进行监测#记录实验

过程中大鼠的生理指标( 正常对照组&*9P建立成

功后#使大鼠肛温维持在 FXgE iFDg" j#不进行降

温和停循环#在正常体温水平下进行*9PC" 2%,( 常

温停循环组&在 FXgE iFDg" j进行*9P!" 2%,#停循

环 !" 2%,( 深低温停循环组&在
!

CD j#*9P!" 2%,#

维持在深低温水平停循环 !" 2%,(

!gFgCb海马组织提取与保存b*9P结束后#迅速用

断头取脑法提取大鼠双侧海马组织#作好标记放入

液氮罐中固定$ G!DE j%(

!gFgFb线粒体验证与分析b各实验组 *9P全部结

束后#分别提取各组海马组织线粒体( 选取提纯的

线粒体约 "g! -#送电镜室进行检测鉴定( 另取适量

线粒体用7V9M裂解液裂解#提取线粒体蛋白#用免

疫印迹$]+).+5, =/6.%法以
#

>$8.%, 作为内参蛋白测

定海马线粒体内 *T.*#结果通过 V2$-+#$= 软件分

析灰度值( *T.*含量越少#N9(9开放越多(

>?B5统计学方法5应用 1911!Ig" 软件进行数据分

析#计量资料以均数k标准差$

"

,k>%表示#多组间比

较采用单因素方差分析#两两比较采用#1R>:检验(

"f"g"W 为差异有统计学意义(

@5结果

@?>5线粒体电镜验证结果5提纯后的线粒体用电

*!E!*
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镜进行验证提示线粒体纯度非常高#非线粒体成分

很少( 正常对照组线粒体超微结构正常#呈椭圆形#

大小正常#电子密度一致#线粒体膜和嵴清晰可见'

深低温停循环组线粒体出现轻微肿胀#部分嵴断裂#

膜结构较为完整#少数线粒体呈空泡改变'常温停循

环组线粒体数目减少#明显肿胀#大量的嵴扭曲变形

断裂#内外膜可见到破损#少数线粒体的基质中出现

致密)边界不清的絮状物( 见图 !(

图 !b各组大鼠线粒体电镜扫描图!铅铀染色" lF" """#

@?@5]+).+5, =/6.法检测各组大鼠线粒体*T.*b正

常对照组*T.*灰度值较深低温停循环组和常温停

循环组高#深低温停循环组*T.*灰度值较常温停循

环组高#各组间灰度值差异明显( 见图 C(

图 Cb]+).+5, =/6.检测各组大鼠线粒体*T.*结果图

@?A5各组大鼠线粒体内*T.*检测结果灰度值比比

较b各组灰度值比$灰度值比e*T.*灰度值_

#

>$8.%,

灰度值%比较差异有统计学意义$"f"g"W%( 正常

对照组)深低温停循环组)常温停循环组之间两两比

较差异有统计学意义$"f"g"W%( 提示常温停循环

组的N9(9较正常对照组)深低温停循环组的开放

明显增加$"f"g"W%'正常对照组的 N9(9开放较

深低温停循环组的开放少$"f"g"W%( 见表 !(

表 !b各组大鼠线粒体内*T.*检测结果灰度值比比较!

"

,k>#

组b别 例数 灰度值比

正常对照组bb !" CFgC! k!gE"

深低温停循环组 !"

!XgDX k!gH"

#$

常温停循环组b !"

!!gEH k!gW"

#

b注&三组比较#Be!CIgFEW#"e"g"""'与正常对照组灰度值比比

较#

#

"f"g"W'与常温停循环组灰度值比比较#

$

"f"g"W

A5讨论

A?>5脑是人类最重要的器官#常温条件下人脑能耐

受的缺血缺氧时间为 W iE 2%,#超过耐受极限时间

将引起不可逆的神经功能损害( 脑部温度的降低将

降低脑组织的代谢率#提高脑对缺血缺氧的耐受性#

脑温下降 ! j#代谢率下降 Xm iDm

!X"

( 低温通过

抑制细胞内需氧酶的活性#降低组织代谢#减少组织

耗氧'抑制脑缺血诱导的兴奋性毒性作用#减少自由

基产生和过氧化物的合成#对维持血脑屏障和细胞

膜的稳定#起到良好的脑保护作用!D#E"

( 大量动物

实验及临床研究!I#!""均证实深低温能减轻脑损伤后

的病理损害程度#促进神经功能恢复#其保护作用的

机制研究也由生化)代谢水平深入至分子水平#学者

开始尝试从分子水平阐述深低温脑保护的作用机制(

A?@5线粒体是真核细胞重要的细胞器#有细胞的+能

量工厂,之称#线粒体在脑缺血缺氧后神经元损伤中

起关键作用#是缺血缺氧性损伤的主要目标细胞器#

线粒体的功能障碍和 N9(9有着密切的关系!!!#!C"

(

N9(9是位于线粒体膜上由多种蛋白组成的非选择

性复合孔道#N9(9功能的发挥是通过其不同的开

放状态来实现的!!F"

( 在生理状态下N9(9呈可逆性

的间断开放#这便于 *$

C n从线粒体基质中释放#从

而维持胞浆*$

C n的平衡( N9(9处于关闭状态是维

持线粒体内膜低通透性)合成三磷酸腺苷$$A+,6)%,+

.5%4;6)4;$.+#M(9%的必要条件( 在缺血)缺氧状态

下#N9(9高水平开放将直接导致线粒体质子电化学

梯度耗散)离子稳态打破)细胞质中分子量f!gW OR

的物质都可以通过内膜进入线粒体基质#而基质中

合成M(9底物流失到胞质#致使线粒体基质肿胀#

膜电位崩溃#呼吸链解耦联#M(9合成减少#外膜破

裂*T.*释放#最终导致细胞凋亡或者坏死!!H#!W"

(

A?A5本研究通过电子显微镜对提取的线粒体纯度

进行鉴定并观察各实验组线粒体#结果显示提取的

线粒体纯度很高#含少量杂质'线粒体大体结构显示

各组间存在明显差异( 采用间接法通过检测 *T.*

来间接证明N9(9的开闭情况( 在正常情况下*T.*

存在于线粒体内)外膜之间的腔隙中#N9(9开放时#

线粒体发生肿胀外膜破裂#*T.*将从线粒体内释放

入胞质中#所以N9(9开放的越多#线粒体内含的*T.*

就越少( 可应用原位免疫荧光技术或免疫组化技术检

测细胞质或线粒体内*T.*含量变化间接反映N9(9

开放情况( 通过对线粒体内*T.*半定量检测证明了

缺血缺氧可致使N9(9开放#而深低温可抑制N9(9

开放保持线粒体结构和功能的完整#保证了细胞的
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