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　 　 【摘要】 　 目的　 观察七氟醚对低温缺氧－复氧心脏成纤维细胞（ＣＦｓ）培养液中心肌细胞搏动及

缝隙连接蛋白 ４３（Ｃｘ４３）表达的影响。 方法 　 培养 ４ ｄ 的正常原代 ＣＦｓ 随机分为三组：对照组（Ｃ
组）、缺氧－复氧损伤组（ＩＲ 组）和七氟醚组（Ｓｅｖ 组），每组约 ５×１０５个细胞。 Ｃ 组 ＣＦｓ 持续培养 ５ ｈ；
ＩＲ 组和 Ｓｅｖ 组 ＣＦｓ 低温缺氧 １ ｈ（４ ℃，９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２），复氧（３７ ℃，５％ＣＯ２＋９５％空气）４ ｈ，Ｓｅｖ 组

复氧过程中加入含 ２ ５％七氟醚的培养液培养。 培养结束时分别收集各组培养液，加入正常心肌细

胞培养 １６ ｈ。 免疫细胞化学 ＳＰ 染色法鉴定 ＣＦｓ 与心肌细胞；ＨＥ 染色观察 ＣＦｓ 与心肌细胞形态；磁
带式录像机观察并记录心肌细胞搏动频率；台盼蓝染色法测心肌细胞死亡率；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定

Ｃｘ４３ 蛋白及 ｐ⁃Ｃｘ４３ 蛋白相对含量。 结果　 与 Ｃ 组比较，ＩＲ 组心肌细胞搏动频率明显减慢，ＩＲ 组和

Ｓｅｖ 组心肌细胞死亡率明显升高，Ｃｘ４３ 蛋白和 ｐ⁃Ｃｘ４３ 蛋白相对含量明显降低 （Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组

比较，Ｓｅｖ 组心肌细胞搏动频率明显加快，心肌细胞死亡率明显降低，Ｃｘ４３ 蛋白和 ｐ⁃Ｃｘ４３ 蛋白相对含

量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 七氟醚可加快低温缺氧－复氧 ＣＦｓ 培养液中心肌细胞搏动频率，上调

Ｃｘ４３ 和 ｐ⁃Ｃｘ４３ 蛋白表达，降低心肌细胞死亡率，增强心肌细胞活性。
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　 　 再灌注心律失常（ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ， ＲＡ）
是心肌缺血－再灌注损伤的特征性表现，其中以室

性心律失常最为常见［１］。 本课题组前期研究表明，
七氟醚可改善低温、全心缺血－再灌注引起的大鼠

离体心脏电生理的不稳定性，且这一影响与心肌缝

隙连接蛋白 ４３（ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３， Ｃｘ４３）表达下调和分布

紊乱有关［２－３］。 心脏成纤维细胞（ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，
ＣＦｓ）在心律失常、心脏纤维化等病理变化中的重要

作用日益显现，Ｄｏｓｔａｌ 等［４］ 研究表明，ＣＦｓ 可通过多

种机制影响心脏电生理。 七氟醚改善低温、全心缺

血－再灌注心脏电生理不稳定性的作用是否与 ＣＦｓ
有关尚不明确。 本研究采用缺氧－复氧 ＣＦｓ 培养液

培养正常心肌细胞，探讨七氟醚对低温缺氧－复氧

ＣＦｓ 培养液中心肌细胞的影响。

材料与方法

实验动物 　 健康 ＳＤ 乳鼠 １８ 只，雌雄不限，新
生 ２～３ ｄ，体重 １０～１５ ｇ，由贵州医科大学动物实验

中心提供，实验动物生产许可证号 ［ ＳＹＸＫ （黔）
２０１８⁃０００１］。

原代 ＣＦｓ 和心肌细胞的获取　 乳鼠颈椎脱臼法

处死后酒精浸泡消毒，胸部向上固定，剪开胸腔暴

露并挤出心脏，剪下左心室放入干净烧杯中，磷酸

盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ）冲洗 ３ 次，
青霉素－链霉素溶液（ＰＳ 液）清洗 １ 次，继续用 ＰＢＳ
冲洗干净，剪碎心脏组织，加入适量 ０ １２５％胰蛋白

酶，４ ℃冰箱中过夜。 次日用适量 ０ ０８％胰蛋白酶

消化 ３～５ 次。 每次消化后取上清液（含有细胞），加
入与上清液等量的含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养

基充分混合终止消化。 消化结束后用细胞过滤筛

过滤含细胞的混合液，过滤后的细胞悬液离心（半
径 １５ ｃｍ，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ）、收集沉淀后将沉淀用

培养液重新悬浮，接种于培养皿中放入培养箱（３７
℃，５％ＣＯ２）培养。 １ ５ ｈ 后，ＣＦｓ 已贴于培养皿壁，
吸出细胞悬液。 取新的培养皿将细胞悬液（含心肌

细胞）放入继续培养，每天观察心肌细胞生长情况。
２４ ｈ 后第一次换液。 调整细胞浓度，以 １×１０５个 ／ ｍｌ
的密度接种到细胞培养瓶中。

免疫细胞化学 ＳＰ 染色法鉴定 ＣＦｓ 与心肌细胞

（１）标本的制备：取培养 ｄ４ 的细胞用于鉴定。 ＰＢＳ
洗涤细胞 ２ 遍后用 ４％多聚甲醛固定，将细胞液浸

于 ０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ７ ４ 的 ＰＢＳ 中洗涤 ３ 次，每次 ３
ｍｉｎ；０ １％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ １ ｍｌ 浸润破膜，０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ
ｐＨ ７ ４ 的 ＰＢＳ 洗涤 ２ ～ ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ。 （２）免疫

细胞化学 ＳＰ 法染色，按照兔 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＨＲＰ 试剂

盒说明书操作，心肌细胞鉴定所用一抗为兔抗鼠 α⁃
ａｃｔｉｎ 抗体及 ｃＴｎＴ 抗体（稀释度 １ ∶２００）；ＣＦｓ 鉴定所

用抗体为波形蛋白 （Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体；所用二抗均为

羊抗兔 ＩｇＧ⁃Ｂｉｏｔｉｎ（稀释度 １ ∶２００）。 （３）ＤＡＢ 显色。
（４）苏木素复染。 （５）脱水透明。 （６）中性树胶封

片，晾干后拍照并保存。
ＨＥ 染色观察 ＣＦｓ 与心肌细胞形态　 （１）取出

正常培养至 ｄ４ 的细胞 ６ 孔板（含细胞爬片）。 （２）
弃上清，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ。 （３）４ ％多聚甲

醛固定 １５ ｍｉｎ。 （ ４） ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。
（５）滴加苏木素染液，染色 ５ ～ １５ ｍｉｎ，自来水冲洗。
（６）浸入 １％盐酸酒精分色，３ ｓ 后自来水冲洗。 （７）
滴加 ０ ５％水溶性伊红染液，染色 ５ ｍｉｎ，自来水冲

洗。 （８）自然晾干，倒置显微镜下观察结果并拍照。
（９）中性树胶封片并保存拍片记录。

实验分组与方法　 取正常培养 ４ ｄ 的 ＣＦｓ 随机

分为三组：对照组（Ｃ 组）、缺氧－复氧组（ ＩＲ 组）和

七氟醚组（Ｓｅｖ 组），每组约 ５×１０５个细胞。 Ｃ 组 ＣＦｓ
更换新培养液后继续正常培养 ５ ｈ；ＩＲ 组及 Ｓｅｖ 组

参照 Ｌｏｕｃｈ 等［５］ 研究中的方法使用含 ９５％Ｎ２ ＋ ５％
ＣＯ２混合气体的培养液替换原培养液，置于缺氧装

置中，以 ５ Ｌ ／ ｍｉｎ 的速度持续吹入 ９５％Ｎ２ ＋ ５％ＣＯ２

的混合气体 １５ ｍｉｎ，关闭进出气口，放入 ４ ℃冰箱中

低温缺氧培养 １ ｈ，缺氧完成后从缺氧装置中取出细

胞培养瓶放入 ３７ ℃培养箱中复氧（５％ＣＯ２ ＋ ９５％空

气）４ ｈ；Ｓｅｖ 组在复氧即刻培养瓶连接 Ｖａｐｏｒ ２０００
（麻醉气体挥发器）持续充入 ２ ５％七氟醚 １０ ｍｉｎ。
培养结束后收集各组培养液，随机取 ３ 瓶正常心肌

细胞分别加入上述处理后的 ＣＦｓ 培养液培养 １６ ｈ。
磁带式录像机观察并记录心肌细胞搏动频率

连接相差显微镜与磁带式录像机在高倍镜下随机

选取 １０ 个有自发搏动的心肌细胞观察并记录搏动

频率，重复 ３ 次。
台盼蓝染色法测心肌细胞死亡率 　 取生长良

好的细胞悬液与 ４ ｇ ／ Ｌ 的台盼蓝溶液（按体积比 ９ ∶
１）混合均匀，滴加细胞悬液使计数板和盖玻片之间

无气泡。 随机选取 ３ 个视野观察，死亡细胞染为蓝

色，计算死亡细胞和存活细胞数量，按计算公式计

算细胞死亡率，细胞死亡率（％）＝ 死细胞数÷死细胞

数＋活细胞数）×１００％。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定 Ｃｘ４３、ｐ⁃Ｃｘ４３ 相对含量　 按

总蛋白提取试剂盒说明书对三组蛋白相对含量进

行测定，用细胞刮刮取心肌细胞，在 ４ ℃条件下，半
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径 １５ ｃｍ、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 获取总蛋白。 每

组细胞分别按说明加入适量细胞裂解液及蛋白酶

抑制剂，冰上混匀，采用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒

定量。 根据蛋白分子量大小制备分离胶和浓缩胶，
上层电压 ８０ Ｖ，下层电压 １２０ Ｖ 电泳，２００ ｍＡ 恒定

电流进行 ２ ｈ 转膜，封闭液封闭 ２ ｈ 后，在 ４ ℃条件

下分别孵兔抗大鼠 Ｃｘ４３ 一抗（１ ∶８００）或 ｐ⁃Ｃｘ４３ 一

抗（１ ∶１ ０００）过夜，加入羊抗兔二抗（１ ∶１０ ０００，已用

辣根过氧化物酶标记）室温下孵育 １ ｈ。 ＥＣＬ 显色

后曝光、显影。 以内参 ＧＡＰＤＨ 蛋白条带灰度值作

为标准，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算相应蛋白的相对含量。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２２ ０ 统计学软件进行统

计分析。 正态分布计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）
表示，组间比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用 ＬＳＤ、 ＳＮＫ 法。 Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有统计学

意义。

结　 　 果

免疫细胞化学染色鉴定及 ＨＥ 染色形态 　 ４００
倍光镜下观察，ＣＦｓ 在离心后培养 １ ５ ｈ 时基本贴

壁，细胞似梭形，均匀散在分布，３ ｄ 时呈融合状态，
无自发性的搏动。 心肌细胞为圆形或椭圆形，未贴

壁；４８ ｈ 后心肌细胞基本贴壁，形态不一，似梭形、三
角形或不规则形，有自发性的规律搏动（图 １—２）。

　 　 注：Ａ，波形蛋白；Ｂ，肌动蛋白；Ｃ，肌钙蛋白

图 １　 ＣＦｓ 与心肌细胞特异性蛋白免疫细胞化学

染色镜图（×４００）

图 ２　 ＣＦｓ 与心肌细胞 ＨＥ 染色镜图（×４００）

心肌细胞搏动频率和死亡率　 与 Ｃ 组比较，ＩＲ
组心肌细胞的搏动频率明显减慢，ＩＲ 组和 Ｓｅｖ 组心

肌细胞死亡率明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，
Ｓｅｖ 组心肌细胞搏动频率明显加快，心肌细胞死亡

率明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 Ｓｅｖ 组与 Ｃ 组心肌细胞搏

动频率差异无统计学意义（表 １）。

表 １　 三组心肌细胞搏动频率和死亡率的比较

组别
搏动频率

（次 ／分）
心肌细胞死亡率

（１００％）

Ｃ 组 １１８ ３±３ ２ ０ ０９７±０ ０１１

ＩＲ 组 ９７ ０±３ ６ａ ０ ５２６±０ ０２０ａ

Ｓｅｖ 组 １１６ ３±３ ２ｂ ０ ３５６±０ ０８５ａｂ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

心肌细胞 Ｃｘ４３ 相对含量 　 与 Ｃ 组比较，ＩＲ 组

和 Ｓｅｖ 组 Ｃｘ４３ 相对含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ
组比较，Ｓｅｖ 组心肌细胞 Ｃｘ４３ 蛋白相对含量明显升

高（Ｐ＜０ ０５）（图 ３）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ３　 三组心肌细胞 Ｃｘ４３ 蛋白相对含量的比较

心肌细胞 ｐ⁃Ｃｘ４３ 相对含量 　 与 Ｃ 组比较，ＩＲ
组和 Ｓｅｖ 组 ｐ⁃Ｃｘ４３ 蛋白相对含量明显降低 （Ｐ ＜
０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，Ｓｅｖ 组 ｐ⁃Ｃｘ４３ 蛋白相对含量

明显升高（Ｐ＜０ ０５）（图 ４）。

讨　 　 论

ＣＦｓ 在心律失常、心肌肥大、心脏纤维化中的重

要作用日益显现，研究表明 ＣＦｓ 可通过多种机制影

响心脏电生理，包括旁分泌、细胞外基质沉积以及

与心肌细胞的直接电偶联，其中与心律失常相关的

旁分泌介质主要有 ＴＧＦ⁃β１、血管紧张素 ＩＩ、白细胞

介素和 Ｗｎｔ 信号通路，而电偶联则主要为缝隙

连接［４，６－７］。
本研究建立 ＣＦｓ 缺氧－复氧模型，排除了缺氧－

复氧损伤对心肌细胞的直接影响，验证缺血－再灌
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　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ４　 三组心肌细胞 ｐ⁃Ｃｘ４３ 蛋白相对含量的比较

注损伤过程中 ＣＦｓ 对心肌细胞的间接影响。 本研究

结果显示，低温缺氧－复氧 ＣＦｓ 培养液可减慢心肌

细胞搏动频率，提示缺氧－复氧的 ＣＦｓ 可能释放化

学介质到培养液中，对心肌细胞产生影响。
缝隙连接是 ＣＦｓ 与心肌细胞以及相邻心肌细胞

间发挥电传导作用的重要结构，组成心室肌细胞缝

隙连接的通道蛋白主要是 Ｃｘ４３，主要以磷酸化的形

式［８⁃９］发挥作用。 Ｃｘ４３ 的磷酸化水平升高可以减少

心律失常的发生［１０］。 本课题组前期研究表明七氟

醚可抑制低温诱导的心室肌细胞 Ｃｘ４３ 表达下调及

分布紊乱，含七氟醚的组氨酸－色氨酸－酮戊二酸盐

液对抗低温缺血－再灌注性心律失常的作用与 Ｃｘ４３
丝氨酸 ３６８ 磷酸化有关。 本研究结果显示，经七氟

醚处理的缺氧－复氧 ＣＦｓ 培养液培养的心肌细胞，
其 Ｃｘ４３ 和 ｐ⁃Ｃｘ４３ 相对表达量均升高，证明 ＣＦｓ 在

七氟醚调控 Ｃｘ４３、ｐ⁃Ｃｘ４３ 蛋白表达从而抑制再灌注

心律失常的机制中发挥着作用。
ＣＦｓ 可被炎症激活，Ｓａｎｄｓｔｅｄｔ 等［１１］ 研究表明，

心脏衰竭时缺氧 ＣＦｓ 脂氧合酶花生四烯酸 １５ 的表

达升高，而七氟醚具有抗炎、减轻氧化应激和减轻

线粒体损伤的作用［１２］，故推断七氟醚对 ＣＦｓ 的影响

与抑制低温缺氧－复氧损伤后 ＣＦｓ 的炎症反应有

关。 目前尚无相关研究证明 ＳＤ 乳鼠性别可能对心

肌细胞活性及功能产生影响，因此本实验所用乳鼠

雌雄不限，乳鼠性别对实验结果的影响有待进一步

研究。
　 　 本研究不足之处在于：因实验室条件有限，未
能对处理后的 ３ 组心肌细胞进行电镜观察。 此外，

尚需对培养液中具体介质进行进一步提取验证。
综上所述，七氟醚可加快低温缺氧－复氧 ＣＦｓ

培养液中心肌细胞搏动频率，升高 Ｃｘ４３ 和 ｐ⁃Ｃｘ４３
相对含量，降低心肌细胞死亡率，增强心肌细胞

活性。
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ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓ： ｍｅｃａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｓｙｓ⁃
ｔｅｍｓ． Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０１６， ９４： ２２⁃３１．

［８］ 　 Ｘｕｅ Ｊ， Ｙａｎ Ｘ， Ｙａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓ ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｉｓｃｈｅ⁃
ｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｈｅａｒｔｓ． Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０１９， １１４（５）： ４０．

［９］ 　 张凯强， 高鸿， 刘军， 等． 缝隙连接 Ｃｘ４３ 在右美托咪定预防

缺血－再灌注离体兔心复灌性心律失常中的作用． 临床麻醉

学杂志， ２０１７， ３３（４）： ３６９⁃３７３．
［１０］ 　 Ｖéｇｈ Ａ， Ｇöｎｃｚｉ Ｍ， Ｍｉｓｋｏｌｃｚｉ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｐ ｊｕｎｃ⁃

ｔｉｏｎｓ ｂｙ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓ ｒｅ⁃
ｓｕｌｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ａｃｕｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｎｄ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒ⁃
ｍａｃｏｌ， ２０１３， ４： ７６．

［１１］ 　 Ｓａｎｄｓｔｅｄｔ Ｍ， Ｒｏｔｔｅｒ Ｓｏｐａｓａｋｉｓ Ｖ， Ｌｕｎｄｑｖｉｓｔ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｏｘｉｃ
ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｆｒｏｍ ｆａｉｌｉｎｇ ｈｕｍａｎ ｈｅａｒｔｓ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏ⁃
ｃｙｔｅ ｂｅａｔｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎ ａｎ ＡＬＯＸ１５ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ． ＰＬｏＳ
Ｏｎｅ， ２０１８， １３（８）： ｅ０２０２６９３．

［１２］ 　 万子琳， 李亚雄， 王小燕， 等． 全程吸入不同浓度七氟烷对

冠状动脉旁路移植术患者心肌保护作用及炎症细胞因子的

影响． 实用医学杂志， ２０２０， ３６（８）： １０９６⁃１１０１．
（收稿日期：２０２０ ０３ １７）
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