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对新生大鼠心肌细胞存活率的影响'在离

体豚鼠心脏
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灌流条件下!检测不同浓度
SVTY

对心率和左心室功能的影响%结果
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SVTY

浓度依

赖性地降低乳鼠心肌细胞的存活率'

SVTY

浓度依赖性地降低心率&左心室发展压"

FeS=

#和左心室内压最大

上升速率"
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#!而对左心室内压最大下降速率"
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#没有明显影响%结论
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浓度
'&%%W

以上的
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溶剂对心肌细胞的活力和心肌功能有影响!且具有浓度依赖性%
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$是一种高

极性的双亲性分子%是应用最广泛和最有效的化学溶

剂或载体%被称为,万能溶剂-*

SVTY

还广泛作为渗

透性保护剂%能降低细胞冰点%减少冰晶的形成%减少

自由基对细胞的损伤%改变生物膜对电解质)药物和

代谢产物的通透性*另外%

SVTY

对心血管和神经系

统还具有一定的治疗作用%有研究报道在冠状动脉左

前降支结扎导致的心肌缺血大鼠模型上%低剂量的

SVTY

可降低血管阻力和增加心排血量&

$
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*而在作

为广谱溶剂时%其不良反应常被忽略*早在
$((2

年
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'研究发现%

SVTY

浓度依赖性地延长豚

鼠乳头肌动作电位时程%降低动作电位
%

期最大上升

速度#

e

9:O

$*也有研究显示%眼内注射
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浓度大于
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的
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可明显导致大鼠视网膜神经节细胞发
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生凋亡%且呈剂量依赖性&
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*在视网膜神经节细胞株

细胞上也同样发现
SVTY

浓度在
1W

#

N
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$及以上可

浓度依赖性地降低细胞的存活率%其半数抑制浓度为

1&$0W

#
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$*另有研究也证实%实验室常用的
SV.
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可在体内低温条件下间接增加
H:P

蛋白的磷酸化

或直接在体外明显增加
H:P

蛋白的磷酸化&

0

'

*

SV.
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作为一种溶剂%通常还被用作骨髓和器官移植的

冷冻保护剂*
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'研究发现%

SVTY

可

导致不同年龄的小鼠大脑神经细胞发生凋亡*在体

外大鼠海马神经元细胞培养条件下%

%&2W

和
$&%W

的

SVTY

可导致神经元的减少%这表明
SVTY

可导致

细胞毒作用*

SVTY

在神经系统具有一定的毒性%但

在心血管系统实验研究中需经常应用
SVTY

作为药

物的溶剂%因此%针对心脏及心肌细胞%明确其最小的

安全浓度具有重要的意义*因此%本研究以新生大鼠

的心肌细胞和离体灌流的豚鼠心脏为研究对象%探究

不同浓度的
SVTY

对心肌活力和心脏功能的影响%

寻找
SVTY

溶剂的安全有效的浓度范围%为心血管

疾病的基础与临床研究提供有效的保障*
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材料与方法
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材料
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实验动物
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无特殊病原体#

T=h

$级健康成年

豚鼠
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只%体质量
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(乳大鼠#出生
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主要试剂
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购于美国
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试剂盒购于碧云天试剂公司*
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方法
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不同浓度
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对心肌细胞存活率的测

定
!

新生
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的乳大鼠
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只分
2

次进行培养*新

生大鼠置于
-2W

乙醇中消毒%仰卧位固定%开胸迅速

取出心脏%将心脏剪成
'

)

0

块后%用磷酸盐缓冲液

#

=AT

$清洗心肌组织内的淤血
1

)

'

次%再将心肌组织

置于
%&12W

胰酶中
0X

过夜(将过夜后的心肌组织用

=AT

清洗后置于
'- X

恒温的酶液#

#

型胶原酶
$
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牛血清清蛋白
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$中消化约
$29#,

%

离心后接种于
$%79

培养盘于培养箱内培养
13

%此

时成纤维细胞已贴壁%再将心肌细胞悬液接种于
()

孔板内培养
103

%每个处理因素设
0

个复孔*
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按体积比
%

#对照$)
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加入%再培养
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后终止培养%每孔加入
$%

'

FDD?./

%

'-X

孵育
13

%用酶标仪在
02%,9

处检测

每孔的吸光度值#

0

值$%每组
0

孔取平均值%按公式

计算细胞存活率!细胞存活率
c

#实验组
0

值
U

空白组

0

值$"#对照组
0

值
U

空白组
0

值$%每组重复
2

次*
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灌流豚鼠心脏检测
SVTY

对心

率)心电图和室内压的影响
!

豚鼠雌雄不限%肝素
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"

6

J

腹腔注射
1%9#,

后%用
$W

戊巴比妥钠

#

'%9
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J

$麻醉后快速取出心脏%分离主动脉后迅速

将主动脉固定于
F:,

J
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灌流装置上#注意插管

不宜过深%

%&2

)

$&%79

$%再用氧饱和的含钙#

D:D;

1

$&/99";
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$台式液恒流)恒温#

'-X

$灌流心脏%整

个灌流过程中尽量不要有气泡%灌流
1%

)

'%9#,

待心

脏灌流液清亮%心脏收缩平稳后于左心耳根部剪一小

切口将制备好的球囊经左心房)房室瓣固定于左心室

内%球囊远端与
@S#,+4MP98,4+

电生理仪相连的压力

传感器相连*通过连接于三通管上的注射器向心室

内球囊缓慢注射适量的台式液%以调整左心室的舒张

末期压力%且灌流速度控制在
)9F

"

9#,

左右*左心

室球囊固定好后%于心尖处和主动脉根部分别固定心

电记录电极的正负极%电极远端连于电生理仪的心电

导联接口%通过电生理记录软件同步记录不同浓度

SVTY
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%每个浓度给药时间为
$%9#,

'对豚

鼠心室内压)心电图和心率的影响*通过
@S#,+4MP.

98,4+

电生理记录软件分析
SVTY

对左心室发展压

#

FeS=

%

FeS=c

左心室收缩压
U

左心室舒张压$)左

心室内压最大上升速率#

!
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"
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$和左心室内压最大

下降速率#

!

5

"

!4

9#,

$的影响*通过记录的心电图分析

心率)

=<

段)

\<T

波)

\H7

和
TH

段的变化*
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!

统计学处理
!

采用
T=TT$0&%

统计软件进行统

计分析%计量资料采用
2 :̂

表示%自身给药前后比较

采用配对
6

检验%组间比较采用单因素方差分析%以

!

$

%&%2

为差异有统计学意义*
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结
!!

果

D&C

!

SVTY

对乳鼠心肌细胞活性的影响
!

乳大鼠心

肌细胞培养
103

后%给予不同浓度
SVTY

#
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%&$%W
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$&%%W

)

'&%%W

)
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$培

养
103

后%镜下可观察到随着
SVTY

浓度的增加心

肌细胞的数量逐渐减少%见图
$@

*

DD?./

结果显示
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)

$%&%%W

的
SVTY

均明显减少心肌细胞的存

活率%见图
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对
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灌流豚鼠心率和心电图

的影响
!

F:,

J

8,!"KK

灌流豚鼠心脏上固定好检测室

内压的球囊和心电检测电极后%待室内压力稳定%可

同步记录室内压)心率和心电图*给予不同浓度的

SVTY

#

%

)

%&%'W

)

%&$%W
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)

$&%%W
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%每个浓度按
)9F

"

9#,

速度持续给药
$%

9#,

%

(c$1

$%给药过程持续记录*结果显示%

SVTY

浓度依赖性地抑制心率%对照组的心率为#

1$2&1'^

2&'0

$次"分钟%

%&'%W SVTY

作用后的心率为

#

1$0&01̂ '&$)

$次"分钟(

'&%%W SVTY

作用后的心

率为#

1%0&)-̂ '&-2

$次"分钟%与对照组比较%差异有

统计学意义#

!

$

%&%2

$%而
$%&%%W SVTY

作用后的

心率降至#

$($&0$̂ 1&(/

$次"分钟%与对照组比较%差

异有统计学意义#

!

$

%&%$

$%见图
1

*

心电图分析结果显示%不同浓度的
SVTY

对

\<T

波宽和
\H7

间期没有明显的作用*

$%&%%W

SVTY

可导致
TH

段形态的改变%

TH

段的抬高或压

低(

$%&%%W SVTY

还可导致
TH

段明显延长%与对照

组相 比%

TH

段 时 长 由 #

%&00̂ %&$'

$

9+

增 加 到
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$*

$%&%%W SVTY

还可使
H

波形态发生明显的改变%由原来的钝圆形变

为高尖的
H

波%见图
'

*
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!不同浓度
SVTY

作用
103

后的细胞形态学变化(

A

!不同浓度

SVTY

处理细胞
103

后
DD?./

检测的细胞存活率(

"

!
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%与对照组比较(

$

!对照组(
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SVTY%&%'W
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SVTY%&'%W
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2
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SVTY$&%%W

(

)

!
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对
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灌流豚鼠心脏功能的影

响
!
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8,!"MKK

恒流恒温灌流豚鼠心脏后%固定好

心电电极和左心室内球囊电极%待心室内压力和心电

稳定
'%9#,

后给予不同浓度的
SVTY

#

%

)

%&'%W

)

'&%%W

)

$%&%%W

%每个浓度
)9F

"

9#,

%持续给药
$%

9#,

后浓度梯度连续给药%

(c$1

$%观察
SVTY

对心

脏功能的影响%结果显示%对照组的
FeS=

为#

'/&'0̂

$&1-

$

99 a

J

%

%&'%W SVTY

作 用 后 的
FeS=

为

#

'/&1$̂ $&$)

$

99a

J

%

'&%%W SVTY

作用后的
FeS=

为#

''&20̂ $&20

$

99 a

J

%

$%&%%W SVTY

作用后的

FeS=

为#

'$&/$̂ $&'1

$

99 a

J

%

SVTY

浓度依赖性

地抑制
FeS=

%见图
0

*

SVTY

浓度超过
'&%%W

可明

显抑制豚鼠
FeS=

%同时
SVTY

浓度大于
'&%%W

可

明显抑制
!

5

"

!4

9:O

%而对
!

5

"

!4

9#,
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用%见图
2
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!

讨
!!

论

!!

SVTY

因具有特殊溶媒效应且易于溶解多种不

易溶于水的物质%故被称为,万能溶剂-*

SVTY

应用

极为广泛%是最为常见的溶剂之一%然而也有研究发

现
SVTY

具有一定的细胞毒性*有研究显示%浓度

大于
%&12W

的
SVTY

对
V#,)

胰岛细胞的活力具有

抑制作用&

)

'

(

SVTY

对体外培养的眼组织也有一定的

毒性&

-

'

(

SVTY

浓度大于
%&)W

可显著影响胚胎的发

育&

/.(

'

(

SVTY

剂量依赖性地对耳蜗毛细胞具有毒性

作用&

$%

'

*

SVTY

大于
%&/W

可明显抑制骨髓瘤细胞

增殖%促进细胞凋亡&

$$

'

*也有研究发现%

SVTY

对

F:,

J

8,!"MKK

灌流的心肌具有正性或负性肌力作用%

可抑制神经传导速度%抑制钠钾泵的活性&

$1

'

*在

D2-AF

"

)

小鼠的体内 #

%&' 9F

"

6

J

$和体外实验

#

%&2W

和
$&%W

$中均证实
SVTY

可导致海马神经元

的细胞凋亡*

SVTY

具有对海马脑片的抗谷氨酸神

经毒性作用&

$'.$0

'

*抗心律失常药物多数不溶于水%以

SVTY

作为溶剂%因此研究
SVTY

对心肌功能的影

响尤为重要%有利于正确评价心血管药物及其他药物

的有效性和细胞毒性*

本研究证实%浓度大于
'&%%W

的
SVTY

作用

103

后可明显抑制体外心肌细胞培养条件下的心肌

细胞存活率%且具有明显的浓度依赖性*随着
SVTY

浓度的增高不仅心肌细胞的存活率降低%而且心肌细

胞的数量也明显减少%死亡细胞逐渐增多*这些结果

表明%浓度超过
'W

的
SVTY

对心肌细胞有一定的毒

副作用%在使用
SVTY

的过程中浓度应尽量低于

'W

%

$

$W

相对安全*而在作为溶剂用于心血管系统

的研究中也需要特别注意
SVTY

的浓度%在溶质能

溶解的条件下%尽量减少
SVTY

的量%

SVTY

不仅本

身会影响心肌细胞的活性%减少心肌细胞的数量%而

且可导致渗透压的变化%也会影响心肌细胞的活性*

已有研究证实%

SVTY

确实能改变灌流心脏台式液的

渗透压%

$W SVTY

可导致渗透压升高
$&2

倍&

1

'

*也

有研究表明%在视网膜神经元细胞系细胞上发现
SV.

TY

浓度大于
$W

明确具有细胞毒性%可导致神经细胞

的损伤&

'

'

*

在
F:,

J

8,!"MKK

灌流的豚鼠心脏上%本研究发现

'&%%W

和
$%&%%W

的
SVTY

均能明显降低豚鼠心率)

FeS=

和
!

5

"

!4

9:O

*

FeS=

和
!

5

"

!4

9:O

主要反映左心

室的收缩功能%

!

5

"

!4

9#,

主要反映左心室舒张功能*

本研究结果表明%浓度超过
'W

的
SVTY

可通过减慢

心率%降低室内压来明显降低心脏的收缩功能*而

且%早在
$((2

年就有研究发现
2W SVTY

可延长豚

鼠乳突心室肌动作电位时程#

@=S

$%

$2W

)

$%W SV.

TY

可延长
@=S

达
''W

*相反%

V@C

等&

$2

'发现

SVTY

#

%&1W

)

%&/W

$预处理可降低过氧化氢诱导

的心肌细胞的损伤%降低心肌细胞的存活率%减少心

肌细胞的凋亡和降低半胱氨酸蛋白酶
.'

#

D:+

5

:+8.'

$

的表达*本研究还发现
SVTY

浓度在高达
$%&%%W

时可致
TH

段延长%

TH

段和
H

波形态发生改变%这表

明
SVTY

可能会导致心肌损伤或心肌缺血*

有关
SVTY

对心肌的损伤影响的研究较少%本

研究结果与
V@C

等&

$2

'的结果不一致可能是由于

SVTY

浓度范围的差异*低浓度的
SVTY

#一般情况

小于
$&%%W

$可能具有一定的降低损伤心肌凋亡的作

用%但超过
$&%%W

%特别是高于
'&%%W

可明显降低心

肌的存活率)减慢心率和降低室内压%增加心肌的损

伤*因此
SVTY

作为溶剂时需严格控制其浓度%以

减少
SVTY

对心脏功能的影响*
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创面外用
VBAY

后%其创面新生肉芽组织中
D?.1%

阳性的
V8M68;

细胞数量增加%

D?.1%

蛋白水平上调%

创面触觉阈值降低*有研究提示%

V8M68;

细胞不表达

细胞周期蛋白%因此%

V8M68;

细胞可能分化来源于周

围未分化的多能基底角质细胞#

5

;PM#

5

"48,4#:;Q:+:;

68M:4#,"7

L

48+

$

&

$/

'

%因此%外用
VBAY

可能通过促进多

能基底角质细胞分化为
V8M68;

细胞%进而促进创面

触觉功能的重建%本设想还需进一步研究证实*

综上所述%采用皮肤创面外用
VBAY

能够有效

促进创面新生肉芽组织触觉功能重建*
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