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低温联合右美托咪啶对兔心肌细胞缝隙连接蛋白 ４３
分布的影响
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［摘　要］目的：探讨低温条件下使用右美托咪啶对兔离体心脏心肌细胞缝隙连接蛋白４３（Ｃｘ４３）分布的影
响。方法：１８只健康成年新西兰家兔，建立Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体心脏灌注模型，造模后随机分为对照组（Ｃ组）、低温
组（Ｌ组）和低温及右美托咪啶组（ＬＤ组），Ｃ、Ｌ组将离体心脏分别置于３７℃及３２℃ ＫＨ液持续灌注６０ｍｉｎ，
ＬＤ组将离体心脏置于含２５μｇ／Ｌ右美托咪啶的ＫＨ液中持续灌注６０ｍｉｎ；取各组左心室的前壁心肌组织采用
免疫组织化学检测Ｃｘ４３蛋白分布情况。结果：与Ｃ组比较，Ｌ组及ＬＤ组Ｃｘ４３蛋白阳性着色颗粒减少，并有端
端链接转向侧侧链接的现象，排列紊乱；Ｃｘ４３蛋白平均光密度值下调（Ｐ＜００１）；Ｌ组和ＬＤ组心肌细胞Ｃｘ４３蛋
白平均光密度值比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：右美托咪啶不加重低温条件下心肌细胞Ｃｘ４３蛋白
的分布改变。
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　　前期研究发现，低温可致心脏电生理不稳定、
心室复极时程延长，可能增加心律失常的风险，而

右美托咪啶不会延长低温条件下心室复极时程［１］。

心肌细胞间存在的电偶联的结构基础是缝隙连接，

心肌细胞间缝隙连接异常是诱发心律失常的重要因

素之一［２－３］。有文献报道，构成心肌细胞间信号转

导的主要成分是缝隙连接蛋白４３（Ｃｘ４３）［４］。前期
研究中运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法定量观察了 Ｃｘ４３的表
达水平，但未对Ｃｘ４３进行组织定位和定性观察，故
本实验通过取低温下右美托咪啶处理的家兔左心

室前壁组织，观察Ｃｘ４３蛋白分布情况，以明确低温
联合右美托咪啶对心脏电生理稳定性的影响，为临

床药物应用提供参考。

１　材料与方法

１１　动物、试剂及仪器
健康成年新西兰家兔（贵州医科大学实验动

物中心提供）１８只，体质量 ２０～２５ｋｇ，雌雄不
限。右美托咪啶（江苏恒瑞医药股份有限公司，批

号１４０７０２３２）、肝素钠（江苏万邦生化医药股份有
限公司，批号Ｈ１３０２０９７１）、戊巴比妥钠（美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司批号，Ｐ１１０１１）、羊抗兔Ｃｘ４３ＩｇＧ（美国Ａｂ
ｃａｍ公司）、兔抗羊二抗 （北京博奥森生物技术有
限公司），光学显微镜（奥林巴斯有限公司）、Ｌａｎｇｅ
ｎｄｏｒｆｆ装置（上海奥尔科特生物科技有限公司）。
１２　离体心脏的制备

经兔耳缘静脉推注３００Ｕ／ｋｇ肝素钠、戊巴比
妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ），迅速开胸后取出心脏并置于４℃
ＫＨ液中修剪，显露心脏主动脉后插管，与Ｌａｎｇｅｎ
ｄｏｒｆｆ装置链接，将混合气体（９５％Ｏ２及５％ＣＯ２）置
于３７℃下 ＫＨ液中，进行非循环式的逆行灌注，
灌注压设为８８２ｋＰａ。心脏灌注数秒内恢复跳动，

模型制备成功的标准为灌注约１０ｍｉｎ内心跳恢复
跳动。

１３　实验分组
成功建立 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体心脏的灌注模型

后，将制备成功的１８个离体心脏随机分为对照组
（Ｃ组）、低温组（Ｌ组）和低温及右美托咪啶组（ＬＤ
组），每组６个。采用恒温槽和热交换器控制 ＫＨ
液的温度，Ｃ组将离体心脏置于３７℃ ＫＨ液持续
灌注６０ｍｉｎ，Ｌ组将离体心脏置于３２℃ ＫＨ液持
续灌注 ６０ｍｉｎ，ＬＤ组将离体心脏置于 ３２℃含
２５μｇ／Ｌ右美托咪啶的ＫＨ液中持续灌注６０ｍｉｎ。
１４　左心室Ｃｘ４３蛋白分布检测

采用免疫组织化学法检测左心室肌Ｃｘ４３蛋白
分布。灌注结束后，取左心室前壁心肌组织用

１０ｇ／Ｌ多聚甲醛溶液固定，用 ＥＤＴＡ脱钙，常规乙
醇脱水，使用石蜡包埋，然后切片，将切片置于室

温、含２０％ Ｈ２Ｏ２蒸馏水中５～１０ｍｉｎ灭活内源性
酶，蒸馏水洗 ３次，每次洗 ５ｍｉｎ；将切片浸泡在
００１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液中修复抗原，通过高压
锅加热沸腾后采用 ＰＢＳ洗涤２次；之后将切片置
于５％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）中，置于 ３７℃温箱
１５ｍｉｎ；滴加羊抗兔Ｃｘ４３ＩｇＧ（１∶５００），置于４℃温
箱过夜，经ＰＢＳ洗３次；之后滴加二抗（１∶１００００），
并置于 ３７℃温箱 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；最后滴加
ＳＡＢＣ，置于３７℃温箱１５ｍｉｎ，随后 ＰＢＳ洗３次；
ＤＡＢ显色，通过苏木精复染后、脱水、透明和封存。
置于光学显微镜下观察，以棕黄色染色为阳性，不

着色者为阴性。选择５个视野拍照，所有图片用
Ｉｍａｇｅｊｖ１８０图片分析软件定量分析心肌组织中
Ｃｘ４３的表达情况，计算平均光密度值（心肌组织截
面总的积分光密度值／心肌组织截面的面积）。
１５　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１９０统计学软件进行数据分析，计
０９２
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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，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　左心室心肌细胞Ｃｘ４３蛋白分布

Ｃ组心肌细胞间的闰盘处见 Ｃｘ４３阳性表达，
Ｃｘ４３阳性细胞的计数较多，且分布规律；Ｌ组和
ＬＤ组Ｃｘ４３蛋白着色颗粒分布减少，两组有端端链

接转向侧侧链接的现象，排列凌乱。见图１。
２２　Ｃｘ４３蛋白平均光密度值

Ｃ、Ｌ、ＬＤ组家兔左心室心肌细胞 Ｃｘ４３蛋白平
均光密度值分别为０３４８±００４、０１５４±００２及
０１５９±００１；与Ｃ组比较，Ｌ组和 ＬＤ组心肌细胞
Ｃｘ４３蛋白平均光密度值下调（Ｐ＜００１）；Ｌ组和
ＬＤ组心肌细胞Ｃｘ４３蛋白平均光密度值比较，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

注：箭头为Ｃｘ４３蛋白表达阳性

图１　各组家兔左心室肌Ｃｘ４３蛋白分布（ＤＡＢ，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｂｌａｃｋａｒｒｏｗｐｏｉｎｔｓｔｏｓｈｏｗｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣｘ４３ｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

低温为临床上最常用的保护器官的手段之一，

其机制可能为降低组织器官的耗氧量、减慢新陈代

谢，从而保护线粒体功能、减少心肌细胞的损伤和

凋亡、抑制氧化和应激水平［５］。但也有研究表明，

低温后可出现心率减慢，心电图的 ＰＲ间期，ＱＲＳ
间期和ＱＴｃ均延长，部分患者出现 Ｊ波，心脏电生
理稳定性降低，增加了心律失常发生率［６－７］。右美

托咪啶为全身麻醉的辅助药，具有镇静、镇痛、稳定

血流动力学的作用，无呼吸抑制，并且可减少其他

麻醉药物的用量，因此目前被广泛运用于临

床［８－９］。但２００７－２０１０年美国医学会对多中心需
长期在ＩＣＵ行镇静的患者进行随机双盲实验，发
现使用右美托咪啶后低血压和心动过缓的发生率

分别为２１％和１４％［１０］。近年来也有不少使用右

美托咪啶后诱发ＱＴ间期显著延长，甚至心脏骤停
的报道［１１］。在围术期麻醉管理过程中，需实施低

温器官保护时，为减少其他麻醉药物的用量常使用

右美托咪啶。

由十几种缝隙连接蛋白形成的缝隙连接通道

为心肌细胞间电偶联和交流化学信息的结构基础，

Ｃｘ４３表达在哺乳动物的心室肌分布较多，尤其在

心室肌细胞之间的闰盘处，在心肌细胞之间起到传

导电化学信号的作用，对心室肌细胞的电生理活动

的稳定性起到非常重要的作用［１２］。如果 Ｃｘ４３的
表达及分布改变，将引起心脏的电活动发生异常，

从而诱发心律失常［１３］。在正常情况下，心肌细胞

端与端之间的连接处Ｃｘ４３的含量约是心肌细胞侧
与侧之间连接处的３倍，电冲动的传导常常通过心
肌细胞间的端与端的连接处，而侧与侧连接主要是

平衡相连侧面的心肌细胞之间的电冲动，在电脉冲

传导中起到协调作用［１４］。

前期研究显示，低温可致心脏电生理的稳定性

发生改变，可延长心室肌复极时程，Ｃｘ４３蛋白表达
下降，增加了心律失常诱发的风险，而在低温条件

下，右美托咪啶的联合应用并不会加重延长心室肌

复极时程和下降 Ｃｘ４３蛋白的表达，推测低温条件
下应用右美托咪啶并不增加心律失常诱发的风

险［１５］。上述研究仅是通过 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对 Ｃｘ４３蛋
白进行定量测定，Ｃｘ４３蛋白含量的多少虽能反映
心肌动作电位的传导速度［１６］，但不能直观的了解

细胞间Ｃｘ４３蛋白分布情况，为进一步了解低温组
和低温联合右美托咪啶组之间是否存在Ｃｘ４３蛋白
分布差异，本研究通过取左心室肌免疫组织化学检

测Ｃｘ４３蛋白分布。结果显示，对照组分布于心肌
闰盘处的Ｃｘ４３棕黄色颗粒状阳性着色分布规律并

１９２
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表达较多，低温组 Ｃｘ４３蛋白在心肌闰盘处表达较
少，有端端连接转向侧侧连接的现象，排列凌乱，说

明低温影响心肌细胞的缝隙连接，由于心肌去极及

复极过程均与离子通道的功能紧密相关，说明低温

通过降低Ｃｘ４３蛋白表达及分布从而影响离子通道
功能，进而造成延长了心肌复极化时程，心律失常

易于发生。相对于低温组，低温联合右美托咪啶组

Ｃｘ４３蛋白着色颗粒分布无明显差异，故进一步证
实在低温条件下合用右美托咪啶并不增加心律失

常风险。

综上所述，在３２℃低温条件下，Ｃｘ４３蛋白在
兔心肌细胞的分布改变是心律失常诱发的可能机

制之一；但３２℃低温条件下，联合应用右美托咪啶
并不加重心肌细胞 Ｃｘ４３蛋白的分布情况，即进一
步推测在低温条件下使用右美托咪啶不会增加心

律失常风险。
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