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激活补体引起离体豚鼠工作心脏的损伤

及 CD59的保护作用
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摘　要:【目的】探讨激活补体是否会引起心肌缺血损伤 , 以及膜结合型补体调节蛋白 CD59对补体引起的心肌缺血损伤有

无保护作用。【方法】18 只豚鼠离体工作心脏随机分为:A 组(对照组),在灌注液中加入体积分数为 3%灭活人血浆+酵母多

糖;B 组 ,在灌注液中加入 3%人血浆+酵母多糖;C 组:在灌注液中加入 CD59(450 μg)+3%人血浆+酵母多糖。记录各组处

理前及处理后15 、30、45 和 60 min的心外膜心电图 ST段变化 、冠脉流量(CF)、心输出量(CO)、左心室最大内压(LVPmax)、左心室

内压最大上升速率(dp/ dtmax)和心率(HR)。【结果】A组处理前后各项观察指标无明显变化;B 组在接受处理后心外膜心电图

出现ST段抬高 、HR增加 , CF、CO 、LVPmax和 dp/ dtmax均下降 , 这些变化以处理后 45 min最明显;C 组除处理后 45～ 60 min 时心率

稍增快外 ,其余指标处理前后无明显变化。【结论】　激活补体可直接引起豚鼠工作心脏心肌缺血损伤 , CD59对补体介导的心

肌缺血损伤有保护作用。
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Abstract:【Objective】To observe that activated human complements directly injure isolated quinea-pig working

hearts and CD59 prevents it.【Methods】Isolated guinea-pig working hearts perfused with 3% denatured human plasma

and zymosan in group A(control), 3%normal human plasma and zymosan in group B and 3%normal human plasma

and CD59(450 μg)and zymosan in group C , respectively.Of these 3 groups , epicardial electrocardiogram (ECG)and

coronary flow(CF), cardiac output(CO), maximum left ventricular developed pressure(LVPmax),maximum left ventricu-

lar pressure rise rate(dp/dtmax)and heart rate(HR)were recorded before and after 15 , 30 , 45 and 60min perfusion.

【Results】No apparent change in all above parameters was seen in group A before and after perfusion ;elevation of ST

segment , faster HR and decrease in CF , CO , LVPmax and dp/dtmaxwere observed in group B , most prominent at 45 min

after perfusion;only slight increase in HR in all observed parameters was observed in group C at 45 ～ 60min after perfu-

sion.【Conclusion】Activated human complements directly injured isolated guinea-pig working hearts and CD59 prevents

it.

Key words:complement activation;myocardial ischemia;heart function tests;antigens , CD59

　　整体动物实验表明 ,补体活化参与心肌缺血损 伤过程[ 1～ 3] 。由于整体动物存在复杂的神经体液
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调节 ,补体活化后还可趋化中性粒细胞和血小板聚

集 ,间接引起心肌缺血损伤[ 4 ,5] ,因此尚不清楚补体

活化引起心肌缺血损伤是补体激活产物的直接作

用 ,还是补体激活后通过神经体液调节或中性粒细

胞和血小板聚集而间接引起心肌缺血损伤。为此 ,

我们用离体豚鼠工作心脏模型 ,在排除神经体液因

素以及血细胞影响下 ,探讨激活补体是否会引起心

肌缺血损伤 ,以及膜结合型补体调节蛋白 CD59对心

肌缺血损伤有无保护作用 。

1　材料与方法

1.1　材　料

低渗破膜超滤所得的人红细胞基质用木瓜蛋

白酶消化 , 以去除无抗木瓜蛋白酶作用的杂蛋白 ,

正丁醇抽提的饱和液相过 DEAE-Sephadex A25阴离

子交换柱(2.6 cm ×30 cm)层析 ,含 0 ～ 0.5 mol/L

NaCl的缓冲液洗脱 ,取 CD59活性组分用 Sephadex

G75凝胶过滤柱(3.5 cm ×90 cm)层析纯化脱盐。

纯化的 CD59经还原性 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)呈单一区带 ,相对分子质量为 19 ku。

酵母多糖(zymosan)购自Sigma公司 。

1.2　实验装置

灌注装置包括 Langerdorff逆行灌注系统 ,左心

房顺灌注系统和恒温系统。记录部分用于记录左

室内压(LVP)、左室内压上升速率(dp/dt)、心率

(HR)、主动脉流量(AF)、冠脉流量(CF)、心外膜心

电图等[ 6] 。

1.3　动物准备

18只雄性豚鼠 ,体质量(450±24)g 。击豚鼠头

部致昏 ,开胸 ,迅速取出心脏 ,置于预先准备好的 0

℃灌注液中 ,使心跳迅速停止。经主动脉逆行插

管 ,用注射器注入 0 ℃的灌注液冲洗干净冠脉血

液 ,迅速与灌注装置相连 ,用 Langendorff 法在灌注

压70 cmH2O下逆向灌注 37 ℃的改良Krebs液(Na-

Cl 11.2 mol/L , KCl 5.7 mol/L , MgCl2.H2O 1.2mol/

L , CaCl2 2.5 mol/L , NaHCO3 26.2 mol/L , Na2-EDTA

0.5 mol/L , Na-Pyruvate 2.0 mol/L , Glucose 11 mol/

L)使心脏复跳 。在左心房上部剪一小口插管 ,关

闭逆流改逆灌为顺灌 。左心室输出液通过直径 4

mm套管式电磁流量计探头及缓冲瓶后至 70 cm 高

处。接着在心尖部插管 ,并与压力换能器(statham ,

U.S.A)连接 ,记录 LVP 、dp/dt。在右心房表面和心

尖部放置滤纸电极 ,记录心外膜心电图 。

1.4　实验分组

18只豚鼠随机分为 3 组 ,每组 6只 。A组(对

照组):用体积分数为 3%56 ℃30 min灭活人血浆

+酵母多糖(补体激活物)。实验时用于循环的灌

注液约 300 mL ,先按每 100 mL 灌注液中加入 1 mg

酵母多糖 ,待灌注液循环 5 min 后再加入灭活血浆

(血浆中补体已被灭活)约 9 mL(300 mL 灌注液加

入9 mL 灭活血浆 ,即 3%灭活血浆)。B组:用 3%

人血浆+酵母多糖。加血浆和酵母多糖的方法与

A组一样。C 组:用膜结合型补体调节蛋白 CD59+

3%人血浆+酵母多糖 。把 CD59 450 μg 加入 9 mL

人血浆中(即每 mL血浆加入 50 μg CD59),在 37 ℃

条件下孵育 30 min。按 A组方法在灌注液中加入

酵母多糖并循环 5 min后 ,加入已孵育 30 min的血

浆和 CD59混合液 。

1.5　心外膜心电图描记

把两个浸泡生理盐水的滤纸电极分别贴在右

心房和心尖部 ,通过多导电生理记录仪(LMS-2B)记

录心外膜心电图 。在各组处理前及处理后 15 、30 、

45和 60 min 分别描记心外膜心电图 ,描记纸速为

25 mm/ s ,记录ST 段移位情况。

1.6　血流动力学指标描记

主动脉流量(AF)通过套管式电磁流量计

(MFV-1200 , Japan)读出 ,每分钟右心房收集液的毫

升数为 CF(mL/min)。心输出量(CO)=CF +AF。

多导电生理记录仪可直接描记 dp/dtmax , LVPmax和

HR。

1.7　统计学处理

计量资料用  x ±s表示 ,显著性检验用 t 检验

和方差分析。

2　结　果

2.1　豚鼠工作心脏的稳定性

对照组(A组)工作心脏 2 h内心脏做功恒定 ,

心外膜心电图无明显缺血改变 ,未见严重心律失常

出现 ,冠脉收集液中肌酸磷酸激酶(CK)在 2 h内亦

稳定在较低水平 20 U/L±4 U/L。

2.2　激活补体对心肌的影响及 CD59的保护作用

心外膜心电图 结果见表 1和图 1。3组处理前

ST 段移位无统计学差异(P >0.05)。B组在处理

后15 min出现ST 段压低 ,30 min时 ST段变为明显
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抬高 ,似急性心肌梗死的心电图改变 ,这种变化以

45 min最为明显。在 45 ～ 60 min期间出现频发室

早 ,房室传导阻滞 ,60 min后见心脏前壁呈紫色 ,收

缩明显减弱 ,触摸时有明显的僵硬感。A组无类似

变化 。C 组在处理前后各时间点 ST 段无明显变

化 ,与 A组比较 P >0.05。C 组在实验开始至 60

min内未出现频发室早 、房室传导阻滞等心律失常。

血流动力学改变 见表 2。B 组在处理后 15 min 即

可见 HR增快 , dp/dtmax 、LVPmax下降 , CF 、CO 减少 ,

这些变化在45 min时最为明显 。A组无类似变化。

C组在处理前后各时间点 dp/dtmax 、LVPmax 、CO 、CF

无明显变化 ,与对照组比较无显著性差异 ,但在 45

～ 60 min期间心率稍加快 。60 min后 C 组豚鼠心

脏前壁呈正常颜色 ,无明显收缩运动减弱 ,触摸弹

性良好。

表 1　豚鼠工作心脏处理前后心外膜心电图 ST段的变化

Table 1　The ST segment changes of epicardial ECG of guinea-pig isolated hearts before and after different treatmen　(V/mV)

Group

(n =6)
Before treatment

After treatment

15 min 30 min 45 min 60 min

A -0.07±0.02 　 -0.05±0.02 　 -0.03±0.01 　 -0.04±0.01 　 -0.03±0.01

B -0.05±0.01 -0.20±0.041) +0.41±0.102) +0.60±0.162) +0.52±0.132)

C -0.04±0.01 -0.11±0.03 -0.04±0.01 -0.07±0.02 -0.08±0.02

　　A:3% denatured human plasma and zymosan , B:3% normal human plasma and zymosan , C:3% normal human plasma and CD59;

Compared wi th group A:1)P <0.05, 2)P <0.01

表 2　3 组处理前后离体心脏功能指标

Table 2　Isolated hearts functional parameters before and after treatment in three groups

Before treatment
After treatment(t /min)

15 30 48 60

CF(mL/min)

　A 　　9.0±2.1 　　9.1±2.0 　　8.7±2.3 　　8.5±2.1 　　8.6±1.9

　 B 9.1±2.1 6.0±1.32) 4.3±1.12) 3.6±0.92) 3.8±1.22)

　C 8.8±2.0 8.9±1.7 8.0±1.9 8.2±2.1 8.3±1.9

CO(mL/min)

　A 26.7±4.5 26.1±5.1 25.8±4.9 25.2±5.3 25.1±4.8

　 B 26.5±4.3 20.0±3.81) 14.8±3.02) 11.3±2.12) 12.3±2.22)

　C 26.1±4.0 25.4±3.6 24.6±3.9 23.2±3.8 24.0±4.1

dp/dtmax(kpa/ s)

　A 　　245±45 　　241±44 　　238±43 　　236±39 　　237±42

　 B 240±44 202±322) 176±272) 151±242) 157±262)

　C 242±47 236±43 230±40 226±38 232±45

LVPmax(kpa)

　A 　　9.4±1.7 　　9.3±1.5 　　9.7±1.9 　　9.1±1.2 　　9.2±1.3

　 B 9.6±1.9 7.5±1.21) 6.8±1.12) 6.0±0.92) 6.1±0.72)

　C 9.3±1.4 9.1±1.5 8.8±1.9 9.1±1.7 9.2±1.3

HR(bpm)

　A 　　135±24 　　140±26 　　137±21 　　135±23 　　138±24

　 B 136±24 146±29 154±312) 158±342) 156±352)

　C 133±27 138±24 142±26 149±281) 147±271)

　　　　 Compared with group A:1)P <0.05 , 2)P <0.01
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图 1　3%人血浆+酵母多糖处理后豚鼠工作心脏

心外膜心电图的变化

Fig.1　The changes on epicardial ECG of isolated

guinea-pig hearts treated with 3% normal

human plasma and zymosan

A:normal ST segment before treatment;B:ST segment elevated and

amplitude of QRS wave decreased after 45 min treated with 3% normal hu-

man plasma and zymosan

3　讨　论

结扎冠脉致心肌缺血损伤模型中 ,在缺血区心

脏可见补体激活产物沉积。整体动物存在复杂的

神经体液调节 ,而且补体激活又可能通过引起中性

粒细胞聚集加重心肌缺血损伤[ 4 , 5 ,7] 。目前尚不清

楚激活补体在心肌缺血损伤的作用及具体机制。

离体工作心脏可较好地研究激活补体引起心肌缺

血损伤的机制。

本研究在灌注液中加入人血浆和补体激活物

酵母多糖后 ,15 min后心外膜心电图出现缺血性ST

段移位(先 ST 段压低 ,后 ST 段抬高),同时 HR加

快 ,LVPmax 、dp/dtmax下降 , CO 减少。上述变化以 45

min时最为明显。给予已灭活补体的血浆和酵母多

糖时不出现上述变化。这些结果说明激活补体可

直接导致心肌缺血 ,并继发心肌收缩力下降 、心脏

做功减少 。

补体激活后可形成补体 C3和C5转化酶 ,通过

一系列酶促反应最终形成巩膜复合物 C5b-9 ,直接损

伤血管内皮和心肌细胞的完整性。CD59是 80年代

末首先从红细胞膜上分离出来的一种膜结合型补

体调节蛋白 ,是一种由103个氨基酸组成的单链酸

性糖蛋白。研究证实 , CD59可阻碍攻膜复合物

C5b-9在细胞膜上组装 。本研究发现 ,在血浆和酵

母多糖中加 CD59后没有出现明显的心肌损伤 ,在各

时间点心外膜心电图无明显 ST 段移位 , dp/dtmax 、

LVPmax 、CF 、CO无明显下降 。这 说明 CD59对补体活

化引起的心肌缺血损伤具有保护作用 ,提示在离体

动物补体活化引起心肌缺血损伤的主要机制可能

是巩膜复合物 C5b-9对心脏的直接损伤作用。由于

人急性心肌梗塞时存在补体激活现象 ,在急性心肌

梗塞时使用补体调节蛋白(如 CD59)也许能减轻心

肌缺血损伤 ,限制梗塞范围 ,值得进一步研究 。

离体工作心脏保留了 Langendorff标本的优点 ,

并改逆行灌注为顺行灌注 ,即左心房插管灌注 ,记

录左心室输出 ,能计算心输出量和心脏做功的大

小;能方便地控制心脏前负荷和后负荷;并能排除

神经体液的影响 。因此离体工作心脏适宜研究在

没有神经体液因素影响下 ,激活补体引起心脏损伤

的机制以及某些生物活性物质(如 CD59)对心脏缺

血损伤的保护作用。本研究对照组 2 h内心脏作功

可保持正常 ,心脏收缩性稳定 ,心电稳定 ,灌注液中

酶活性低 ,心外膜心电图 ST段相对较恒定 ,能满足

本实验要求。
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