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急性运动心肌缺氧对大鼠心肌纤维
和线粒体膜结构及功能的影响
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摘要　采用递增负荷耗竭运动模型为急性缺氧应激源,观察了 SD 大鼠急性运动至

力竭后心肌组织和线粒体膜过氧化脂质含量,线粒体内膜NADH - CoQ 还原酶活性

变化和心肌纤维和线粒体超微结构。结果表明,心肌能量需求过高性缺氧应激后大鼠

心肌组织匀浆和线粒体膜过氧化脂含量分别增高 140. 9%和 39. 4% (P < 0. 01和 P

< 0. 05) , 线粒体内膜NADH - CoQ 还原酶活性降低 61. 6% (P < 0. 05) , 心肌纤维

和线粒体超微结构呈缺氧损伤性改变。研究提示,急性运动缺氧应激后心肌组织和心

肌线粒体膜结构变化与脂质过氧化作用增强有关。
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Abstract　T he p resen t study investigates lip id perox ide con ten ts of m yocardia l t issue

and m itochondria l m em brane, the NADH 2CoQ reductase activity of inner m itochon2

dria l m em brane and the u ltrastructu re of m yocardia l fibers and m itochondria in SD

rat after acu te exercises to exhaustion adop ting an increm ental exhaustied exercise

model as acu te hypox ia stress source. R esu lts show that lip id perox ide con ten ts of

m yocardium and m yocardia l m itochondria l m em brane increase by 140. 9% and 39.

4% respectively (P< 0. 01 and P< 0. 05) , the NADH 2CoQ reductase activity of inner

m itochondria l m em brane decreases by 61. 1% (P< 0. 05) and u ltrastructu res of m y2

ocardia l fibers and m itochondria p resen t hypox ic patho logical changes in rat w ith

h igh energy dem and m yocardium after the hypoxia stress. T he research suggests

that the lip id perox idation m ay be responsib le fo r structu ral changes of m yocardium

and m yocardia l m itochondria l m em brane during acu te exercise2induced hypoxia

stress.
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　　长时间耗竭运动可引起心肌能量需求过高性缺氧损伤[1 ]。但是, 在运动性心肌缺血ö缺氧

应激时心肌和线粒体结构损伤和功能的变化与脂质过氧化作用的关系还不十分清楚。为此,我

们以递增负荷耗竭运动为急性缺氧模型,观察了急性长时间耗竭运动心肌缺氧时过氧化反应

对心肌及线粒体膜结构和功能的影响。

1　材料和方法

1. 1　实验动物和运动方式

　　雄性 Sp rague- D aw ley大鼠 12只,体重 230～ 260g。随机分为运动组 6只,对照组 6只。

实验采用文献[2 ]递增负荷运动模型, 按以下程序, É : 0°, 8. 2m öm in, 15m in (相当于 53%

VO 2m ax)→Ê : 5°, 15m öm in, 15m in ( 相当于 64%VO 2m ax)→Ë : 10°, 19. 3m öm in (相当于 76%

VO 2m ax) ,跑台运动至力竭。总运动时间为 66±24m in。运动过程中未使用电刺激。力竭标准

以第Ë 级负荷运动时动物未能坚持本级负荷跑速,先后滞跑道后 1ö3 处达 3 次以上,体征衰

竭,驱赶无效。

1. 2　心肌组织匀浆和线粒体提取及线粒体内膜制备

　　运动组动物运动至力竭后立即断头处死,迅速取出完整心脏,于事先予冷的缓冲液中匀

浆,依文献[3 ]方法, 差速离心提取线粒体。缓冲液含 70mmo löL 蔗糖, 220mmo löL 甘露醇,　

0. 5mmo löL ED TA , 5mmo löL M O PS, pH 7. 4。所提取之线粒体悬液再用 0. 7m g 毛地黄皂苷ö

m g 线粒体膜蛋白处理,离心制备线粒体内膜制剂[4 ] ,以上所有操作步骤均在 0°～ 4°条件下进

行。所制备组织匀浆和线粒体及线粒体内膜均按紫外法于 280nm ö205nm 测定膜蛋白含量,于

0°～ 4°贮存备用。

1. 3　心肌组织透射电镜样本制备及超微结构观察

　　各组随机抽取 2例定位取心室肌组织, 2. 5%戊二醛固定,脱水,环氧树脂 812包埋,L KB

超薄切片机切片,醋酸铀—柠檬酸铅复染,日立H—500 透射电镜观察心肌和线粒体超微结

构。加速电压 75KV。

1. 4　心肌组织和线粒体过氧化脂质测定

　　脂质过氧化代谢产物丙二醛 (M DA )测定采用硫代巴比妥酸 (TBA )荧光法[5 ]。样本均按

0. 2m g 膜蛋白定量,于 Sh im atzu R F- 540荧光分光光度计 Ex515nm , Em 535nm 测定样本荧

光强度,以 T EP (1, 1, 3, 3—四乙氧基丙烷)为标准计算M DA 含量。

1. 5　心肌线粒体内膜NADH—CoQ 还原酶活力测定

　　按文献[6 ]紫外动力学法,稍加修改。测定介质为 40mmo löL 磷酸钾缓冲液pH 7. 4, 1mmo lö

L KCN , 0. 1mmo löL CoQ o, 0. 2mmo löL NADHN a2。内膜蛋白含量 0. 5m g, 总反应体积 3m l,

恒温 30℃,于 Sh im atzu- 365红外、紫外、可见光分光光度计测定 340nm 光吸收下降,以摩尔

消光系数 6620计算。
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1. 6　统计学处理

　　常规方法计算各指标平均数、标准差,以 xθ±s表示。

2　 结　果

2. 1　急性耗竭运动后心肌和心肌线粒体超微结构变化

　　对照组显示正常心肌电镜超微结构,见清晰 I带、A 带、Z线、H 区和M 线。细胞间闰盘呈

桥粒连接。肌原纤维间有大量线粒体,其界膜完整,脊明显、排列清晰。

　　运动后组心肌超微结构局灶性病理变化,部分肌节内肌原纤维断裂甚至溶解,肌纤维排列

紊乱,闰盘变形、张裂。部分线粒体呈絮状,基质电子密度下降,内膜脊变性、断裂、排裂紊乱,个

别线粒体甚至出现空泡样变化。

2. 2　急性耗竭运动后心肌匀浆和心肌线粒体脂质过氧化变化

　　运动后即刻心肌组织和线粒体M DA 含量分别较安静时增高 140. 9%和 39. 4% (P < 0. 01

和 P < 0. 05)。表明心肌组织和线粒体脂质过氧化作用增强 (表 1)。

2. 3　急性耗竭运动对线粒体内膜NADH—CoQ 还原酶活性的影响

　　由表 2可见,大鼠运动至力竭后,心肌线粒体内膜NADH—CoQ 还原酶活性均较安静时

显著降低 (P < 0. 05)。表明力竭运动所致线粒体内膜关键酶活性改变。

表 1　急性耗竭运动后过氧化脂质 (MDA )含量变化 (nmolömg Pr)

安静时 运动后 (% )

xθ±s (n= 6) xθ±s (n= 6)

心肌匀浆　 0. 83±0. 31 2. 00±0. 393 3 + 140. 9

心肌线粒体 1. 27±0. 16 1. 77±0. 423 + 39. 4

　　3 较安静时, P < 0. 05; 3 3 较安静时, P < 0. 01。

表 2　急性耗竭运动对线粒体内膜 NAD H- CoQ还原酶活性的影响 (mU öm g ·P r·m in)

对照组 运动后 (% )

xθ±s (n= 6) xθ±s (n= 6)

NADH - CoQ 还原酶 3. 72±2. 25 1. 43±0. 763 - 61. 1%

　　3 较安静时, P < 0. 05

3　讨　论

　　尽管长时间剧烈运动是否造成机体缺氧一直存有争议,但不同强度、不同持续时间运动时

心肌对氧的依赖程度应该是不同的。急性运动应激,尤其是长时间耗竭性运动时由于心肌需氧

量增加,冠脉供血量相对不足可引起心肌能量需求过高性缺氧损伤。有研究表明,运动应激时

由于血管紧张度增加引起的血管切应力增高和湍流可能导致冠脉内皮细胞损伤[1 ] , 受损的内

皮细胞产生的和释放的内皮舒张因子 (ED GF)减少[7 ] , 又可能反过来增加冠脉血管痉挛使供

血不足而形成长时间耐力性运动时缺血的恶性循环[8 ]。内皮细胞损伤和血栓生成时的缺血可
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引起纤维变性样局部心肌坏死[9 ] ,实验中我们观察到, 耗竭运动大鼠心肌组织呈一定程度的

缺血性超微结构损伤,心肌线粒体出现类似于急性缺血实验时缺血ö缺氧病理性改变[10 ] ,表明

耗竭运动造成心肌和心肌线粒体结构缺氧损伤。这些与以往研究报道相似[11 ]。

　　线粒体是心肌细胞内三羧酸循环、呼吸及合成高能磷酸化合物最旺盛部位,对缺血、缺氧

也最敏感。D avies等[12 ]首次用 ESR 技术记录到大鼠急性运动后肝脏和骨骼肌的自由基信号,

提示运动内源性自由基生成增多及脂质过氧化反应增强可能与线粒体膜结构的损伤有关。这

一结果也被其他的研究所证实。我们的实验结果表明,急性耗竭运动后心肌组织匀浆和线粒体

膜过氧化脂质含量显著增高。根据本实验的运动模式,心肌线粒体膜脂质过氧化反应可能具有

运动强度依赖性。运动初期,心肌氧供应相对充足,有氧代谢过程加强。随负荷强度递增,心肌

耗氧量增加线粒体A T P 生成与组织对能量的需求逐渐呈失衡状态。那么, 心肌能量需求过高

性缺血ö缺氧可能是次最大运动强度 (如本实验第Ë级运动负荷)的主要代谢特征。心肌缺血加

速了A T P 向AM P 的转化。A T P 生成的缺乏尚需通过线粒体CK 和A K 激活达到平衡[13 ]。随

A K 激活增加了由AD P 生成A T P, 而导致心肌次黄嘌呤增高。如果此时Ca2+ 跨膜梯度因

A T P 依赖性Ca2+ 泵功能不足而不能维持时,胞浆Ca2+ 浓度增加则激活黄嘌呤氧化酶作用于

次黄嘌呤的反应,分子氧单电子还原为超氧自由基O
-
·
2 ,引发线粒体膜过氧化反应,而损害线

粒体氧化磷酸化使A T P 生成不足。

　　研究还发现, 耗竭运动后线粒体膜脂质过氧化水平增高的同时, 线粒体内膜NADH -

CoQ 还原酶 (呼吸链复合体 I)活性并行性显著降低。Chandw aney等[14 ]发现, 运动训练可缓解

由外源性自由基引发脂质过氧化反应所致NADH 呼吸链呼吸控制比 (RCR )下降程度,未发

现过氧化脂质对以琥珀酸为底物的线粒体呼吸功能的损害。提示运动性线粒体呼吸链损伤与

复合体 I活性改变有关。我们的研究证实,急性力竭运动后线粒体内膜NADH - CoQ 还原酶

活性显著降低。表明呼吸链起始端复合体 I存在一定程度的损害。缺血对线粒体呼吸链影响的

实验证实呼吸链复合体 I为脆弱易损部位[15 ]。我们认为,耗竭运动所致线粒体内膜NADH -

CoQ 还原酶活性的降低可能与以下有关: (1)递增负荷力竭性运动时心肌缺血可能是一个重

要因素; (2)过氧化脂质对膜蛋白组分的损害。

　　线粒体氧利用最为敏感的指标是NAD 氧化还原状态。呼吸链起始端复合体 I活性的降

低,将阻断由三羧酸循环NADH 进入线粒体呼吸链的电子传递过程。推测,由于复合体 I损

伤,使线粒体氧利用率下降, 可能会造成线粒体内未有效地被还原氧增多,又反过来为膜脂质

过氧化提供了潜在条件,加剧膜过氧化而成为一种恶性循环。但这一可能的机制还有待于从膜

酶活性改变和膜脂质过氧化的时相关系角度加以证实。

　　心肌缺血时最早发生的变化是代谢性的,继发机能的变化一定程度时才出现形态学改变。

结合实验的超微结构变化结果,我们认为急性耗竭运动心肌能量需求过高性缺氧时内源性自

由基的产生和脂质过氧化反应,对包括线粒体膜在内的心肌损伤可能是一个早期触发、后期加

剧的因素。

　　已有研究表明,黄嘌呤氧化酶生成自由基与心肌缺血性损伤有关。我们推测,本实验模型

中心肌过氧化反应主要由黄嘌呤氧化酶作用介导,而非由于线粒体呼吸作用增强。然而,运动

终止后随心肌能量需求过高性缺氧的解除,是否也会因复氧 (类似与再灌注氧合期)而产生心

肌氧矛盾而持续过氧化反应进一步造成心肌或心肌线粒体损伤? 这还有待于进一步研究。
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