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　　摘要:目的　探讨线粒体钙浓度(MCC)和能量代谢变化之间的相互关系以及细胞内钙浓度升高的来源。方法　建立不

同Ca2+浓度 (3 mmol/L、 1.5 mmol/L)及不同培养时间(2 h、 4 h)条件下大鼠离体骨骼肌被动牵拉培养的模型 , 测定线粒体

钙浓度(MCC)、 ATP 酶活性和乳酸 (LA)含量。结果　MCC 在各实验中实验组与对照组相比均有显著性增加 (P<0.05);

LA含量在 3 mmol/L Ca2+培养液中培养 2 h条件下有显著增加 (P <0.05), 在其他实验中均无显著性变化 , Na+-K+-ATPase 、

Ca2+-ATPase 亦无显著性变化。结论　MCC在牵拉负荷条件下有显著增加;胞内钙平衡紊乱可能发生在能量代谢障碍之前 ,

并成为肌肉损伤的初始因素。
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Effect of static load on energy metabolism of rats isolated skeletal muscles
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Abstract:Objective　The purpose of the study is to explore the correlation between mitochondrial calcium concentration (MCC) and

cellular energy metabolism.Method　40 rats were divided into 5 groups according to the calcium concentrations and the incubation times , the

isolated soleuses in vitro incubated in 3 mmol/ L Ca2+buffer for 2 hours (groupⅠ)and 4 hours (groupⅡ), in 1.5 mmol/ L Ca2+buffer for 2

hours (group Ⅲ), and 4 hours (group Ⅳ);the soleuses incubated in Ca2+-free buffer for 2 hours were the controls , all muscles were under

stretch conditions.After incubation , measure the levels of mitochondrial calcium (MCC), lactic acid (LA) and the activities of ATPase in

the muscles.Result　The results showed that the MCC level was elevated significantly in all experimental groups (P <0.05 compared with

control group), LA level only showed some increase in groupⅠ(P<0.05), while Na+-K+-ATPase and Ca2+-ATPase activities had no any

significant change in all experimental groups.Conclusion　Stretch load could elevate the MCC of skeletal muscles , and the failure of

intracellular calcium homeostasis might occur before the malfunction of energy metabolism , that should be the initiating factor of muscle injury

according to this study.
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　　静态作业在流水线和坐位工作等生产方式中占有很

高的比重。因此 ,静态负荷引起骨骼肌疲劳和损伤成为

一个有现实意义的研究课题。研究表明 ,骨骼肌损伤可

能是由于胞浆钙浓度升高和异常Ca
2+
内流所致

[1 ,2]
。本

文通过建立大鼠离体骨骼肌被动牵拉培养模型 ,测定线

粒体钙浓度(the concentration of mitochondrial calcium ,

MCC)、ATP 酶活性(ATPase)和乳酸(lactic acid ,LA)含量 ,

探讨MCC和能量代谢变化间的相互关系 ,以便进一步了

解骨骼肌损伤的机制 ,为防治此类损伤提供依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

收稿日期:2004-05-24;修回日期:2004-07-02

作者简介:徐雷(1972—), 男, 硕士 , 讲师, 从事劳动卫生与卫生

毒理学教学和科研工作。

　　健康成年SD大鼠 40只 , 雌雄各半 , 由同济医科大

学实验动物中心提供 , 体重 150 ～ 200 g 。自由饮食 , 室

温 (22±1)℃。实验前均无剧烈运动史。

1.2　实验方法

1.2.1　实验1　将10只动物处死 , 分离比目鱼肌。实验

组将每只大鼠的1条比目鱼肌以最大牵拉长度固定 , 以此

造成牵拉负荷;对照组将另一条比目鱼肌以自然长度固

定 , 无牵拉负荷。然后置于任氏培养液 (Ringersolution ,

其成分为 CaCl2 3 mmol/L、 NaCl 137 mmol/L、KCl 5 mmol/

L 、MgCl2 1 mmol/L、 NaH2PO4 1 mmol/L 、 NaHCO3 1 g/L、

Glucose 2 g/L),在恒温CO2培养箱中 ,CO2∶O2为5∶95 ,37 ℃

培养2 h。取出测定肌肉匀浆ATP 酶(ATPase)活性 、线粒

体钙浓度 (MCC)及乳酸 (LA)含量。

1.2.2　实验 2　培养液Ca2+浓度为3mmol/L , 培养时间
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为4 h , 其余同 1.2.1。

1.2.3　实验3　培养液Ca2+浓度为1.5mmol/L , 培养时

间为 2 h , 其余同 1.2.1。

1.2.4　实验4　将 10只动物的 10对肌肉 , 分别置于 3

mmol/L Ca2+培养液和无Ca2+培养液中均牵拉培养 2 h ,

其余同 1.2.1。

1.3　测定指标

1.3.1　匀浆制备　取出肌肉 , 小心去除两端肌腱 , 将

其剪成数块 , 加入 10%的介质 (蔗糖 0.25 mol/L、 Tris-

HCl 0.005mol/L、 EDTA 0.000 1 mol/L)匀浆。考马斯亮

蓝法测定匀浆蛋白含量。

1.3.2　线粒体钙浓度 (MCC)测定　取肌肉匀浆用差速

离心方法在低温高速离心机 (RS-20Ⅲ型)分离线粒体。

考马斯亮蓝法测定线粒体蛋白含量 , 采用原子吸收分光

光度计 (SpectrAA-40型)测定钙离子浓度 , 线粒体钙浓

度以 nmol/mg prot表示。

1.3.3　肌肉匀浆 ATP 酶活力测定　采用南京建成生物

工程研究所的 ATP 酶测试盒。ATP 酶活力单位以μmol

Pi/ (mg prot·h)表示。

1.3.4　乳酸含量测定　采用南京建成生物工程研究所

的乳酸测试盒 , 以nmol/mg prot表示。

1.4　统计方法

计算指标的均值 、标准差 ,并进行配对资料 t检验。

2　结果

2.1　3mmol/L Ca2+培养液中 2 h培养后 , 实验组与对照

组相比MCC 增加了 81.9%, LA增加了 33.3%, 差异均

有显著性(P<0.05);而Na
+
-K
+
-ATPase 及 Ca

2+
-ATPase

在两组间差异均无显著性 (P >0.05)。3 mmol/L Ca2+培

养液中 4 h牵拉负荷培养后 , 实验组MCC与对照组相比

增加了 38.5%, 差异有显著性 (P <0.05), 而 LA 、

Na+-K+-ATPase 和 Ca2+-ATPase 差异均无显著性 (P >

0.05), 见表1。
表 1　比目鱼肌在3 mmol/ L Ca2+培养液中培养2 h、 4 h后MCC、 LA及 ATPase 的变化 (x±s , n=10)

组别
2h 4 h

MCC LA Na +-K+-ATPase Ca2+-ATPase MCC LA Na+-K+-ATPase Ca2+-ATPase

实验组 55.08±5.23＊ 0.76±0.50＊ 1.30±0.29 1.12±0.47 35.70±7.50＊ 0.90±0.40 1.35±0.35 1.27±0.25

对照组 30.28±3.03　 0.57±0.51　 1.21±0.35 1.16±0.55 25.77±7.35　 0.93±0.53 1.25±0.34 1.25±0.17

　　与对照组比＊P<0.05, 下表同。

2.2　1.5mmol/L Ca2+培养液中培养2 h后 , 实验组MCC

与对照组相比增加了 71.4%, 差异有显著性 (P <

0.05), 见表2。
表2　比目鱼肌在1.5 mmol/ L Ca2+培养液中培养

2 h 后MCC、 LA 及ATPase 的变化 (x±s , n=10)

组别 MCC LA Na +-K+-ATPase Ca2+-ATPase

实验组 45.12±7.46＊ 0.79±0.25 1.36±0.24 1.27±0.38

对照组 26.32±8.52　 0.63±0.13 1.23±0.18 1.23±0.13

2.3　3 mmol/L Ca2+培养液 (S3 组)牵拉培养和无 Ca2+

培养液 (S0组)牵拉培养相比 , MCC增加了84.4%, 差

异有显著性 (P<0.05), 见表3。
表 3　比目鱼肌在Ca2+和无Ca2+培养液中牵拉负荷

2 h 后MCC、 LA及 ATPase 的变化 (x±s , n=10)

组别 MCC LA Na +-K+-ATPase Ca2+-ATPase

S3 组 54.46±8.41＊ 0.50±0.21 1.57±0.74 1.34±0.73

S0 组 29.54±5.72　 0.48±0.23 1.85±0.60 1.63±0.64

3　讨论

目前许多学者认为 , 肌细胞内Ca
2+
浓度增高是肌纤

维损伤的关键机制 , 它可通过激发一系列过程 , 导致细

胞自身稳定的衰退 , 引起肌肉损伤。本研究结果显示 ,

离体骨骼肌牵拉负荷引起骨骼肌线粒体钙浓度 (MCC)

显著增高。Armstrong 将离体比目鱼肌培养牵拉 2 h后 ,

MCC增加56%[ 1] 。活体实验也证实 , 运动后大鼠比目鱼

肌MCC较运动前有明显增加[2 ,3] 。线粒体Ca2+浓度正常

情况下保持稳定 , 只有在胞浆Ca
2+
浓度异常增加时线粒

体才大量摄取Ca2+ , MCC 可作为肌细胞胞浆 Ca2+浓度

的指标[ 2] 。因此 , 牵拉负荷能导致肌细胞胞浆Ca2+浓度

显著增加。在我们以前的研究中 , 对肌细胞胞浆Ca2+浓

度增高的可能机制进行了探讨 , 认为胞外 Ca2+是胞内

Ca
2+
浓度增高的主要来源

[4]
。

Na+-K+-ATP 酶和Ca2+-ATP 酶是存在于生物膜上的

一种蛋白质 , 其活力的大小是细胞能量代谢及功能有无

损伤的重要指标。二者均参与调节细胞内Ca
2+
平衡 , 当

胞浆内Ca2+浓度升高时 , Na+-K+-ATP 酶通过Na+-Ca2+

交换来调节 , Ca
2+
-ATP 酶则直接将 Ca

2+
泵出细胞或转

移至亚细胞器 , 如线粒体 、肌浆网等。在本研究中 ,

Na+-K+-ATP 酶和Ca2+-ATP 酶均未发生显著性变化。但

田野等的实验证实 , 令大鼠下坡跑运动至力竭 , 发现运

动后即刻比目鱼肌Na+-K+-ATP 酶活性显著下降;运动

后24 h , 酶活性已基本恢复 , 而线粒体钙含量却保持在

峰值水平。研究认为力竭运动使能量代谢发生障碍 ,

Na+-K+-ATP 酶活性显著下降 , 但 Na+-K+-ATP 酶活性

恢复快 , 而线粒体钙释放是一缓慢过程 , 即使酶活性恢

复 , 通过Na
+
-Ca

2+
交换增加Ca

2+
外 (下转至第 18页)
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低剂量脉冲超声波刺激达到一定时间 (60min)后 ,

可以引起皮肤成纤维细胞和肿瘤细胞的凋亡 , 其凋亡数

量和程度与超声波的刺激时间有关 , 刺激时间越长 , 凋

亡细胞数越多 , 其凋亡程度也越严重。见表2。
表 2　低剂量脉冲超声波不同刺激时间组

成纤维细胞、 肿瘤细胞凋亡情况

US刺激

时间

(min)

平
行
孔

细胞总数

(个)

成纤维细胞 肿瘤细胞

凋亡细胞
总数(个)

凋亡细胞百

分率(x±s)
凋亡细胞
总数(个)

凋亡细胞百

分率(x±s)

0 3 1 000×3 26 8.7±5.69 19 6.3±4.93

45 3 1 000×3 33 11.0±2.65 21 7.0±2.65

60 3 1 000×3 51＊ 17.0±4.58＊ 54＊ 18.0±2.65＊

80 3 1 000×3 197＊ 82.3±5.86＊ 132＊ 44.0±8.00＊

100 3 1 000×3 322＊ 107.3±8.14＊ 276＊ 92.0±6.24＊

　　注:凋亡细胞百分率为三平行孔的凋亡细胞均值所占总细胞数的百

分率。

3　讨论

低剂量脉冲超声波是一种使用频率为1 ～ 3MHz 、剂

量为 30mW/cm2左右的超声波。尽管这种波传递给组织

的能量不大 , 但研究提示 , 其有利的非致热性细胞生物

学效应却不可忽视
[3]
。Xavier和 Duarte 等最早于1983年

研究了低剂量脉冲超声波在骨不连合中的临床治疗作

用 , 报道治愈率可达 68%。1994年 Heckman等[ 2]采用双

盲试验法 , 对67位闭合式或一级开放性胫骨体骨折的病

人应用低剂量脉冲超声波 (1.5 MHz , 30 mW/cm
2
)治

疗。结果表明 , 与对照组比较 , 骨折的临床恢复时间显

著性缩减。上述研究结果说明 , 一旦低剂量脉冲超声波

的生物学效应得以确证 , 将为临床创口的加速愈合及难

愈性骨不连合等诸多疾病的治疗带来极大的帮助。

本文研究结果显示 , 低剂量脉冲超声波刺激在一定

时间内能促进细胞增殖 , 细胞增殖随刺激时间延长而增

加 , 在刺激15min时细胞增殖达到高峰;而刺激时间超

过60 min后 , 细胞生长反而受到抑制 , 甚至出现了细胞

凋亡率的增多 , 刺激时间越长 , 凋亡细胞数越多 , 凋亡

程度也越严重。这种发现可以给临床治疗肿瘤提供一定

的参考。

本研究测定细胞增殖所采用的MTT 法的原理是活

细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶作用于MTT , 使之变成深

紫色产物。该方法不需要染色 、洗板 、固定、 干燥 、裂

解细胞等 , 操作步骤简便 , 操作时间短 , 方法易掌握 ,

检测试剂费用低[4] 。而应用 Annexin Ⅴ法测细胞凋亡的

机制则是检测凋亡细胞的 “膜外化” , 此 “膜外化” 是

细胞膜上的磷脂酰丝氨酸 (PS)由胞膜内侧转移到胞膜

外侧引起 , 是细胞凋亡的早期表现。Annexin Ⅴ法是目前

检测细胞凋亡的最敏感可靠的方法
[ 5]
。本实验所用的低

剂量脉冲超声波发生仪所发射的是固定频率和剂量的超

声波 , 但对于我国外科将来应用低剂量脉冲超声波治疗

骨折及难愈性骨不连合等诸多疾病时 , 建议应同时考虑

剂量和刺激时间等因素。
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(上接第15页)流时 , 线粒体钙含量也不能立即恢复[ 5] 。

本研究在离体骨骼肌培养条件下 , 在 3 mmol/L

Ca
2+
培养液培养2 h乳酸含量牵拉组较对照组有显著增

加 , 说明线粒体供能有所减少 , 糖酵解增加以迅速提供

能量;而在其他实验中未见乳酸有显著变化。Armstrong

在相似条件下离体培养比目鱼肌2 h , 发现ATP 、肌酐及

乳酸含量均未发生显著变化 , 认为肌细胞内Ca2+浓度增

加不是由于能量代谢障碍所致[ 1] 。我们认为能量代谢障

碍可能发生在钙平衡紊乱之后。在本实验条件下 , 细胞

能量供应可能尚能满足需要 , 线粒体聚钙尚未到引起能

量代谢障碍的程度 , 因此Na
+
-K
+
-ATP 酶和 Ca

2+
-ATP

酶活性未发生明显变化 , 提示钙泵功能正常 , 胞浆 Ca2+

泵出障碍在胞内钙平衡紊乱发生过程中 (至少在早期)

不起主要作用。
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