
论著·基础研究

ＵＱＣＲＣ１对Ｈ９ｃ２心肌细胞耐受缺氧／复氧损伤的影响
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　　摘　要：目的　构建泛醌细胞色素Ｃ还原酶核心蛋白１（ＵＱＣＲＣ１）重组腺病毒载体，探讨ＵＱＣＲＣ１对 Ｈ９ｃ２心肌细胞缺氧／

复氧损伤的保护作用。方法　采用ＰＣＲ法从ｃＤＮＡ文库钓取 ＵＱＣＲＣ１基因，经ＳａｌⅠ和 ＸｂａⅠ双酶切，插入腺病毒穿梭质粒

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ，将鉴定后的ｐＡｄＴｒａｃｋＵＱＣＲＣ１转化ＢＪ５１８３菌，筛选阳性克隆后用脂质体介导转染２９３Ｔ细胞，整合包装成重

组腺病毒并转染 Ｈ９ｃ２心肌细胞，观察绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的表达和 ＵＱＣＲＣ１基因与蛋白表达；并检测细胞活性和乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）的释放。结果　成功构建了ＵＱＣＲＣ１重组腺病毒；ＵＱＣＲＣ１过表达能显著增加缺氧／复氧后 Ｈ９ｃ２心肌细胞的活性（犘＜

０．０５），减少ＬＤＨ的释放（犘＜０．０５）。结论　ＵＱＣＲＣ１对Ｈ９ｃ２心肌细胞缺氧／复氧损伤有保护作用，其重组腺病毒的构建为进一

步研究ＵＱＣＲＣ１在心肌保护中的作用及机制奠定了基础。
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　　随着人口老龄化和外科手术的发展，心脏手术患者和心脏

病行非心脏手术的患者比例逐年上升，围术期心肌缺血／再灌

注损伤仍是困扰临床医生的一大难题。其中，对心肌线粒体功

能的保护越来越受到重视，它已成为心肌保护的重要靶点［１２］。

泛醌细胞色素Ｃ还原酶核心蛋白１ （ｕｂｉｑｕｉｎｏｌｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ

ｒｅｄｕｃｔａｓｅｃｏｒｅｐｒｏｔｅｉｎ１，ＵＱＣＲＣ１），也称细胞色素ｂｃ１复合

体亚单位１，是线粒体ｂｃ１复合体的重要功能亚单位之一，

参与线粒体功能的调节［２５］。ＵＱＣＲＣ１的过表达会增加线粒

体ｂｃ１复合体呼吸率
［４］，而线粒体功能障碍时伴有 ＵＱＣＲＣ１

的表达下调［２］。由此，推测ＵＱＣＲＣ１可能通过调节线粒体功

能从而产生心肌保护效应［５］。本研究构建ＵＱＣＲＣ１重组腺病

毒，并转染 Ｈ９ｃ２心肌细胞建立 ＵＱＣＲＣ１过表达模型，通过

模拟缺血／再灌注损伤探讨 ＵＱＣＲＣ１对 Ｈ９ｃ２心肌细胞的保

护作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株与细胞株、腺病毒载体　Ｈ９ｃ２大鼠心肌细胞株、

腺病毒穿梭质粒 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ、大肠埃希菌 ＢＪ５１８３ 和

ＤＨ１０Ｂ购自重庆金麦生物公司，２９３Ｔ细胞由第三军医大学新

桥医院中心实验室惠赠。

１．１．２　主要试剂　噻唑蓝（ＭＴＴ）购自北京鼎国生物技术公

司；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）检测试剂盒购自碧云天生物技术研究

所；脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；各

种限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ聚合酶、ＫＯＤｐｌｕｓ高保真酶分别购

自ＮＥＢ、Ｐｒｏｍｅｇａ和ＴＯＹＯＢＯ公司；小量质粒提取试剂盒、琼

脂糖凝胶回收试剂盒购自上海生物工程有限公司。ＰＣＲ引物

由上海申友生物工程有限公司合成。高糖ＤＭＥＭ 培养基及

胎牛血清、０．２５％胰蛋白酶购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。ＵＱＣＲＣ１一

４４３１ 重庆医学２０１４年４月第４３卷第１１期
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抗、二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　实验所用 Ｈ９ｃ２、２９３Ｔ细胞株于３７℃、

９５％空气＋５％ＣＯ２ 的混合气体培养箱中培养，用含１００ｍＬ／Ｌ

胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素的高糖ＤＭＥＭ

培养基常规培养，０．０２％ＥＤＴＡ＋０．２５％胰酶消化传代，取对数

生长期细胞进行实验。

１．２．２　 目的基因扩增 　 参 照 已 在 ＧｅｎＢａｎｋ 上 公 布 的

ＵＱＣＲＣ１序列设计引物，上游引物：５′ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴ

ＧＧＣＧＧＣＧＴＣＣＧＣＡＧＴＣ３′，下游引物：５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＣ

ＴＡＧＡＡＧＣＧＣＡＧＣＣＡＧＡＡＣＡＴＧＣ３′。采用如下反应

体系扩增目的基因：ｃＤＮＡ２．００μＬ，上、下游引物各０．５０μＬ，

１０×ＫＯＤｐｌｕｓＢｕｆｆｅｒ２．５０μＬ，ＭｇＳＯ４１．００μＬ，ｄＮＴＰｓ２．５０

μＬ，ＫＯＤｐｌｕｓ０．５０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１５．５０μＬ。热循环程序为：

９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸

９０ｓ，３５个循环后，７２℃再延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物进行琼脂糖

凝胶电泳，按照胶回收试剂盒操作步骤纯化回收ＤＮＡ片段。

１．２．３　ｐＡｄＴｒａｃｋＵＱＣＲＣ１穿梭质粒构建及鉴定　ＰＣＲ产物

回收后，用ＳａｌⅠ和ＸｂａⅠ双酶切，获得１４５０ｂｐ的 ＵＱＣＲＣ１

基因片段（图１）。腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ亦用ＳａｌⅠ

和ＸｂａⅠ双酶切，琼脂糖凝胶电泳胶回收。目的基因与载体

ＤＮＡ在１６℃保温下经Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接６ｈ，连接产物转

化新鲜感受态大肠埃希菌ＤＨ１０Ｂ，接种卡那霉素平板培养过

夜，挑取阳性克隆扩增培养，碱裂解法提取并纯化质粒，获得重

组穿梭质粒 ｐＡｄＴｒａｃｋＵＱＣＲＣ１。酶切鉴定：分别对重组

ｐＡｄＴｒａｃｋＵＱＣＲＣ１穿梭质粒和空载体ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ进行

ＳａｌⅠ和ＸｂａⅠ双酶切，琼脂糖凝胶电泳鉴定。ＰＣＲ鉴定：分别

以重组质粒和空载体为模板，用前面合成的上、下游引物进行

ＰＣＲ扩 增，产 物 行 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳。为 确 保 重 组 质 粒

ｐＡｄＴｒａｃｋＵＱＣＲＣ１中插入序列及读码框架的正确性，送交重

庆金麦生物公司进行测序鉴定。

１．２．４　ｐＡｄＴｒａｃｋｐＡｄｅａｓｙ１ＵＱＣＲＣ１同源重组及鉴定　将

正确重组的ｐＡｄＴｒａｃｋＵＱＣＲＣ１穿梭质粒用ＰｍｅⅠ酶切线性

化，转化包含腺病毒骨架质粒ｐＡｄｅａｓｙ１的感受态ＢＪ５１８３菌。

卡那霉素选择性培养基筛选阳性克隆，扩增培养，提纯质粒。

鉴定成功的重组子再次转化超级感受态ＤＨ１０Ｂ，筛选阳性克

隆并提取纯化，得到 ＵＱＣＲＣ１的重组腺病毒质粒。设置阴性

对照 组 为 空 载 体 ｐＡｄＴｒａｃｋ 用 ＰｍｅⅠ 酶 切 线 性 化 后 与

ｐＡｄｅａｓｙ１同源重组。酶切鉴定：用ＰａｃⅠ分别酶切腺病毒骨

架质粒ｐＡｄｅａｓｙ１及ｐＡｄＵＱＣＲＣ１，琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．２．５　重组ＵＱＣＲＣ１腺病毒的包装及滴度测定　取对数生

长期２９３Ｔ 细胞，接种至６孔板培养２４ｈ，重组质粒 ｐＡｄ

ＵＱＣＲＣ１用ＰａｃⅠ酶切线性化后，经Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００介

导转染６孔培养板中的２９３Ｔ 细胞（融合度７０％～８０％），

３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育，２４ｈ后换为新鲜培养基。７～

１２ｄ后可观察到细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），并可在

荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的表达。采用微量全

细胞病变法测定病毒滴度，接种２９３Ｔ细胞于６孔板（１００００

个／孔），将倍比稀释后的腺病毒液（１０－３～１０－１１）感染２９３Ｔ

细胞，同时设培养基对照（不含腺病毒），放入培养箱培养３６～

４８ｈ观察细胞病变情况，并对ＣＰＥ孔进行计数。

１．２．６　Ｈ９ｃ２细胞ＵＱＣＲＣ１过表达模型建立及鉴定　取对数

生长期 Ｈ９ｃ２细胞，接种至９６孔板或６孔板，培养２４ｈ后按感

染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）３０、５０、８０加入重组腺病

毒ＡｄＵＱＣＲＣ１和重组空病毒对照，２ｈ后更换新鲜培养基继

续培养。２４ｈ后观察ＧＦＰ的表达和细胞生长状况，以 ＭＯＩ５０

最佳，按此感染 Ｈ９ｃ２细胞，２４ｈ后观察 ＧＦＰ的表达，提取总

ＲＮＡ进行ＲＴＰＣＲ、琼脂糖凝胶电泳检测 ＵＱＣＲＣ１基因表达

水平和提取总蛋白行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＵＱＣＲＣ１蛋白表达水

平，４８ｈ后进行免疫荧光验证ＵＱＣＲＣ１蛋白表达和后续实验。

１．２．７　实验分组　按每孔含１５００个细胞的细胞悬液

１００μＬ，每组１０个复孔接种细胞至９６孔板，分组：空病毒常氧

对照组（常氧对照组）、ＵＱＣＲＣ１过表达缺氧／复氧组（过表达

Ｉ／Ｒ组）、空病毒缺氧／复氧组（空病毒Ｉ／Ｒ组），同时设空白孔

调零，放入孵箱常规培养２４ｈ后按分组加入相应重组腺病毒，

培养３６ｈ后换为无血清培养基，再培养１２ｈ后进行缺氧／复氧

实验，常氧对照组常氧培养相应时间。

１．２．８　缺氧／复氧模型的建立　取对数生长期的细胞，缺氧前

用无血清培养基培养１２ｈ，将缺氧各组换为无糖台氏液（含１０

ｍｍｏｌ／Ｌ２脱氧Ｄ葡萄糖和１０ｍｍｏｌ／Ｌ连二亚硫酸钠）后放

入缺氧气室（Ｃｈａｍｂｅｒ，为缺氧装置），通入９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２

混合气至出气口氧浓度降至０时夹闭进、出气口，放置Ｃｈａｍ

ｂｅｒ于３７℃恒温箱中缺氧培养１ｈ。常氧对照组换为含糖的标

准台氏液（含１４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，６ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２，１ ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＨＥＰＥＳ，５．８０ ｍｍｏｌ／Ｌ

ｇｌｕｃｏｓｅ，ｐＨ７．４０），在９５％空气＋５％ＣＯ２ 培养箱中培养相应

时间。复氧时，取出培养板，更换为无血清的 ＤＭＥＭ 高糖培

养基，放入９５％空气＋５％ＣＯ２ 培养箱中培养２ｈ。

１．２．９　细胞活性检测　按照试剂盒说明书进行操作。复氧结

束时换为按体积１∶９混合的 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）与无血清培养基

混合液继续放入细胞培养箱孵育４ｈ，终止培养，小心吸弃孔内

细胞培养上清液，每孔再加１００μＬ二甲亚砜（ＤＭＳＯ），振荡１０

ｍｉｎ以使结晶物充分溶解，选择５７０ｎｍ波长，在酶标仪上测定

各孔光吸收（犗犇）值并记录结果，减去各孔调零值后计算细胞存

活率（各孔存活率＝ 各孔犗犇值／对照组平均犗犇值×１００％）。

１．２．１０　ＬＤＨ释放测定　按照试剂盒说明书进行。分别于缺

氧和复氧结束时吸取每孔上清液各５０μＬ混匀后，加入ＬＤＨ

检测工作液６０μＬ，混匀，避光孵育３０ｍｉｎ后，选择４９０ｎｍ 波

长，在酶标仪上测定各孔犗犇值并记录结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析，计量资料

以狓±狊表示，组间均数比较运用单因素方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｐＡｄＴｒａｃｋＵＱＣＲＣ１穿梭质粒及ｐＡｄＵＱＣＲＣ１的鉴定

　酶切鉴定：分别对重组ｐＡｄＴｒａｃｋＵＱＣＲＣ１穿梭质粒和空载

体ｐＡｄＴｒａｃｋ进行ＳａｌⅠ和 ＸｂａⅠ双酶切，前者得到约１４５０

ｂｐ和９２６０ｂｐ的两个片段（图２），与插入的目的片段大小一

致；ＰＣＲ鉴定：分别以重组质粒和空载体为模板，用合成的上、

下游引物进行ＰＣＲ扩增，得到约１４５０ｂｐ的目的片段，产物用

琼脂糖凝胶电泳鉴定。测序鉴定：为确保重组质粒ｐＡｄＴｒａｃｋ

ＵＱＣＲＣ１中插入序列及读码框架的正确性，送交重庆金麦生

物公司进行测序鉴定。所得测序结果与基因库ＧｅｎＢａｎｋ文献

报道一致。用ＰａｃⅠ分别酶切腺病毒骨架质粒ｐＡｄｅａｓｙ１及

ｐＡｄＵＱＣＲＣ１，后者得到３００００、４５００ｂｐ两个片段，见图３。
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　　１、２：ＰＣＲ产物；Ｍ：标记物。

图１　　ＰＣＲ钓取ＵＱＣＲＣ１基因

　　１：ｐＡｄＴｒａｃｋＵＱＣＲＣ１；Ｍ：标记物。

图２　　穿梭质粒ｐＡｄＵＱＣＲＣ１

　　１、２：ｐＡｄＵＱＣＲＣ１；Ｍ：标记物。

图３　　重组质粒ｐＡｄＵＱＣＲＣ１

２．２　重组ＵＱＣＲＣ１腺病毒的包装及滴度测定　ＰａｃⅠ酶切

ｐＡｄＵＱＣＲＣ１产物用脂质体转染２９３Ｔ细胞，培养１周后出现

细胞呈空泡样病变，并逐渐呈悬浮生长，且可见ＧＦＰ的表达。

将重组腺病毒在２９３Ｔ细胞中大量扩增后，收集细胞，反复冻

融、离心后收集含病毒的上清分装，贮存于－８０℃备用。滴度

测定计算公式：病毒滴度（ＰＦＵ／ｍＬ）＝ＧＦＰ阳性细胞数（感染

后２４ｈ）×稀释倍数／感染用体积数（ｍＬ）
［６］。本次实验计算病

毒滴度为４×１０９ＰＦＵ／ｍＬ。

　　Ａ：空病毒Ｉ／Ｒ组；Ｂ：过表达Ｉ／Ｒ组。

图４　　Ｈ９ｃ２细胞感染重组腺病毒２４ｈ观察绿色荧光情况

　　Ａ：ＵＱＣＲＣ１；Ｂ：ＧＡＰＤＨ；１：常氧对照组；２：空病毒Ｉ／Ｒ组；３：过

表达Ｉ／Ｒ组。

图５　　ＲＴＰＣＲ检测ＵＱＣＲＣ１ｍＲＮＡ表达

２．３　转染重组腺病毒后 ＵＱＣＲＣ１在 Ｈ９ｃ２细胞中的不同表

达水平　Ｈ９ｃ２细胞转染重组腺病毒２４ｈ后（图４），分别行

ＲＴＰＣＲ检测 ＵＱＣＲＣ１ｍＲＮＡ 水平和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

ＵＱＣＲＣ１蛋白表达水平，与常氧对照组和空病毒Ｉ／Ｒ组比较，

过表达Ｉ／Ｒ组 ＵＱＣＲＣ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显升高（图

５、６）；转染４８ｈ后，进行免疫荧光实验，观察 ＵＱＣＲＣ１表达情

况，也同样发现过表达Ｉ／Ｒ组 ＵＱＣＲＣ１荧光强度明显强于空

病毒Ｉ／Ｒ组，见图７。

　　１、２：空病毒Ｉ／Ｒ组；３、４：过表达Ｉ／Ｒ组。

图６　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＵＱＣＲＣ１蛋白表达

　　Ａ：空病毒Ｉ／Ｒ组；Ｂ：过表达Ｉ／Ｒ组。

图７　　免疫荧光观察ＵＱＣＲＣ１表达情况

２．４　ＵＱＣＲＣ１过表达对 Ｈ９ｃ２心肌细胞缺氧／复氧损伤后活

性的影响　Ｈ９ｃ２心肌细胞缺氧１～２ｈ后，心肌细胞存活率明

显降低。与常氧对照组比较，空病毒Ｉ／Ｒ组心肌细胞存活率明

显降低（犘＜０．０５），而过表达Ｉ／Ｒ组心肌细胞存活率明显高于

空病毒Ｉ／Ｒ组［（９０．７４±１８．９３）％ｖｓ．（６５．８２±１７．２６）％，犘＜

０．０５］，见图８。

２．５　ＵＱＣＲＣ１过表达对 Ｈ９ｃ２细胞缺氧／复氧后ＬＤＨ 释放

的影响　缺氧／复氧损伤后，心肌细胞释放大量的ＬＤＨ 到培

养基中。与常氧对照组比较，空病毒Ｉ／Ｒ组和过表达Ｉ／Ｒ组

ＬＤＨ释放明显升高，分别为常氧对照组的（１１．１７±０．９４）倍

和 （９．８７±０．７６）倍，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。与空病毒

Ｉ／Ｒ组相比，过表达Ｉ／Ｒ组ＬＤＨ释放明显降低（犘＜０．０５），见

图９。
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　　ａ：犘＜０．０５，与常氧对照组比较。

图８　　缺氧／复氧后 Ｈ９ｃ２心肌细胞的活性变化

　　ａ：犘＜０．０５，与常氧对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与空病毒Ｉ／Ｒ组比较。

图９　　３组 Ｈ９ｃ２心肌细胞ＬＤＨ释放比较

３　讨　　论

基因治疗中目的基因的转移工具以逆转录病毒载体和腺

病毒载体最为常用。腺病毒针对大多数细胞约有１００％的感

染效率，包括分裂和不分裂细胞及原代细胞，不整合到宿主细

胞，整合突变致癌可能性小，基因毒性低，但是构建和包装操作

相对复杂［７］。实验所使用腺病毒ＡｄＥａｓｙＸＬＴＭ系统，其骨架

质粒ｐＡｄＥａｓｙ１（氨苄西林抗性）带有病毒的大部分基因组，已

经被转化到ＢＪ５１８３细胞即ＢＪ５１８３ＡＤ１中，该特性显著降低

了由于非重组穿梭质粒所引起的背景，使其更容易获得含有重

组腺病毒质粒的克隆［８］。另外，穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋ（卡那霉

素抗性）具有左右臂同源区，借助Ｅ．ｃｏｌｉＢＪ５１８３细菌内高效

的同源重组机制并进行抗生素筛选，可以在很短的时间内得到

重组腺病毒质粒。再用人工创建的ＰａｃⅠ酶切去此质粒上的

复制起始序列ｏｒｉ和卡那霉素抗性基因，暴露其反省末端重复

ＩＴＲｓ序列，即可用来转染适当的包装细胞如２９３或９１１细胞，

得到表达外源基因的重组腺病毒，该方法简化了实验步骤，缩

短了载体构建周期［８］。本实验成功构建了携带ＵＱＣＲＣ１基因

的重组腺病毒载体，并获得了较高的病毒滴度，为进一步研究

ＵＱＣＲＣ１对 Ｈ９ｃ２细胞耐受缺氧／复氧损伤的作用及其机制奠

定了基础。

防治围术期心肌缺血／再灌注损伤、为心肌缺血患者提供

完善的心肌保护一直是医学上力求攻克的难题。越来越多的

研究表明，ＵＱＣＲＣ１可能通过调节线粒体功能而产生心肌保

护效 应。Ｋｒｉａｕｃｉｏｎｉｓ 等
［４］ 使 神 经 细 胞 瘤 细 胞 过 表 达

ＵＱＣＲＣ１，引起了线粒体ｂｃ１复合体呼吸率显著增加；Ｓｈｉ

ｂａｎｕｍａ等
［２］发现，氧化应激所引起的线粒体功能障碍时伴有

ＵＱＣＲＣ１的特异性减少；ＡｇｕｉｌｅｒａＡｇｕｉｒｒｅ等
［９］使用豚草花粉

提取物（ｒａｇｗｅｅｄｐｏｌｌｅｎｅｘｔｒａｃｔ，ＲＷＥ）作用于气道上皮细胞引

起线粒体功能障碍的同时，也导致了 ＵＱＣＲＣ１的表达下调。

这些研究都表明，ＵＱＣＲＣ１表达变化可直接影响线粒体功能，

然而线粒体功能的保护在心肌保护中非常重要，是多条心肌保

护信号通路如缺血预处理、缺血后处理等信号通路的共同作用

靶点［１０］。ＵＱＣＲＣ１表达变化可直接影响线粒体功能，提示

ＵＱＣＲＣ１可能通过调节线粒体功能来参与心肌保护作用。此

外，一些与心肌保护相关的蛋白质组学研究发现，ＵＱＣＲＣ１的

表达上调或下调参与了心肌保护效应，如采用具有心肌保护效

应的葡萄子原花青素（ｇｒａｐｅｓｅｅｄｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｅｘｔｒａｃｔｓ，

ＧＳＰＥ）喂养大鼠以及腺苷预处理、缺血预处理，以及ＧＳＫ３抑

制剂预处理都会引起ＵＱＣＲＣ１发生表达变化
［１１１４］。

本研究通过重组腺病毒 ＡｄＵＱＣＲＣ１转染 Ｈ９ｃ２心肌细

胞，成功建立了 ＵＱＣＲＣ１过表达模型。研究表明，缺氧／复氧

损伤后，缺氧／复氧各组较对照组细胞活性均明显降低、ＬＤＨ

释放均明显增加，说明本实验体系能客观地反映缺氧／复氧损

伤，可作为评价 ＵＱＣＲＣ１在缺氧／复氧损伤中作用的实验手

段。通过缺氧／复氧损伤，发现了 ＵＱＣＲＣ１的过表达能提高

Ｈ９ｃ２心肌细胞存活率，减少缺氧／复氧损伤引起的 ＬＤＨ 释

放，使 Ｈ９ｃ２ 细 胞 对 缺 氧／复 氧 损 伤 耐 受 力 提 高，证 实 了

ＵＱＣＲＣ１在 Ｈ９ｃ２细胞缺氧／复氧损伤中起保护作用，而其具

体作用机制尚不清楚，有待于进一步研究。总之，本研究成功

构建了ＵＱＣＲＣ１过表达载体，为进一步研究ＵＱＣＲＣ１在心肌

保护中的作用及其机制奠定了基础；并首次证实了 ＵＱＣＲＣ１

在 Ｈ９ｃ２细胞缺氧／复氧损伤中起保护作用，为开发心肌保护

药物提供了新靶点。
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用，甚至出现血压下降、心动过缓等情况［１４］。而氯胺酮具有镇

痛作用强、意识消失迅速及对吸和心脏影响小等特点，联合应

用速眠新Ⅱ与氯胺酮可减少两种药物总用量，麻醉效果理想。

但氯氨酮偶有引起谵妄、苏醒期精神错乱、血压升高、心率增

快、颅内压升高及呼吸道分泌物增多等不良反应［１５］。使用氯

胺酮与速眠新Ⅱ前，可适量应用具有镇静催眠、肌肉松弛、抗惊

厥、抗焦虑和顺行性遗忘等作用的咪达唑仑，以减少麻醉药物

的不良反应。咪达唑仑不但能加强中枢抑制作用，减少氯胺酮

的精神症状及其引起的血压升高、心率增快等不良反应，而且

不增加速眠新Ⅱ的呼吸抑制作用
［１６］，使得本组麻醉方案安全

可控。

家兔股骨髁骨缺损修复手术过程约３０～４０ｍｉｎ，本实验中

咪达唑仑与氯胺酮／速眠新Ⅱ复合起效明显快于戊巴比妥钠与

乌拉坦，麻醉持续时间适中，苏醒时间短，满足手术需要的同时

大大提高了实验的效率。

综上所述，本研究认为在兔股骨髁骨缺损手术中，联合应

用咪达唑仑、氯胺酮与速眠新Ⅱ行肌肉注射的麻醉方法安全有

效，麻醉持续时间适宜，苏醒时间短，利于术后恢复。该麻醉方

法不仅降低实验动物在术中躁动和挣扎的发生率，同时降低了

实验动物术后远期病死率，有利于实验相关数据采集和实验的

顺利进行，值得推广。
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ｓｐｏｎｓｅｓｔｏｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙａｎｄｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１１，８（２）：２４１

２６１．

（收稿日期：２０１３１０１６　修回日期：２０１３１２２９）

０５３１ 重庆医学２０１４年４月第４３卷第１１期




