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钠 － 钙交换体抑制剂 SN － 6 挽救钙矛盾处理造成的
离体大鼠心功能障碍及细胞死亡

肖国胜，张建英，张 圆，刘亚莉，张淑苗，殷 玥，周京军

［摘要］: 目的 评价钠 － 钙交换体选择性抑制剂 SN － 6 对钙矛盾处理造成离体灌注大鼠心脏功能障碍和心肌细胞死亡

的影响。方法 离体心脏先后经历 3 min 无钙液、30 min 有钙液灌注即钙矛盾处理，实验同步监测左室功能，并检测复钙期冠

脉流出液乳酸脱氢酶( LDH) 含量与实验结束时存活心肌组织面积的大小。结果 钙矛盾处理使得左室功能丧失，表现为左

室舒张末压( LVEDP) 显著抬高，左心室发展压( LVDP) 、心室压力变化最大速率( ± dp /dt) 为 0; 心脏几乎不存在活性组织; 于

无钙液灌注前 2 min、无钙液灌注期和复钙后前 5 min 给予 10 μmol /L SN － 6 处理后，LVEDP 显著降低，LVDP 和 ± dp /dt 明显

恢复，心肌损伤面积缩小，LDH 释放减少; SN － 6 处理的对照心脏于灌流结束时左室功能没有显著改变。结论 SN － 6 具有减

轻钙矛盾处理造成的心功能损害，增加细胞存活的作用，提示钠 － 钙交换体是钙矛盾损伤的关键分子。
［关键词］: 心脏; 钠钙交换体; 钙离子

［中图分类号］: R654． 1 ［文献标识码］: A ［文章编号］: 1672 － 1403( 2012) 03 － 0167 － 04

Sodium /calcium exchanger inhibitor SN － 6 rescued heart dysfunction and cell
death in calcium paradox

Xiao Guo － Sheng，Zhang Jian － ying，Zhang Yuan，Liu Ya － li，Zhang Shu － miao，Yin Yue，Zhou Jing － jun
Xiamen Heart Centre，Cardiology of Zhongshan Hospital，Xiamen University，Xiamen 361004，China;

Department of Physiology，The Fourth Military Medical University，Xi＇an 710032，China
Corresponding author: Xiao Guo － Sheng，Email: xgs71@ 163． com

Zhou Jing － Jun，Email: jjzhou71@ yahoo． com

［Abstract］: Objective The present study was to observe the effect of sodium /calcium exchanger inhibitor SN － 6 on heart dys-
function and cell death induced by calcium paradox． Methods Calcium paradox in isolated heart was elicited by 3 － min calcium de-
pletion followed by 30 － min calcium repletion in the absence or presence of 10 μmol /L SN － 6，an inhibitor of sodium /calcium ex-
changer． Cardiac function was monitored，and lactate dehydrogenase ( LDH) release during calcium repletion and infarct size was
measured． Results Upon calcium repletion，the heart deteriorated，exhibiting a marked depression in cardiac function，an enlarged
infarct size and an increase in LDH release． These changes were significantly attenuated by SN － 6． SN － 6 had no effect on cardiac
performance at the end of perfusion under control conditions． Conclusion The results demonstrate that SN － 6 rescues heart dysfunc-
tion and cell death in calcium paradox． It also indicates that sodium /calcium exchanger is a key molecule in the injury．
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离体心脏给予短暂无钙液灌注，随即恢复为有

钙液灌注会导致心功能障碍，大量心肌细胞死亡，
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Zimmerman 将其命名为钙矛盾心肌损伤［1］，它是探

讨缺血 － 再灌注等不同条件下因 Ca2 + 稳态失衡所

致心肌损伤的重要模型［2］。但是钙稳态失衡、心功

能障碍与心肌细胞死亡的分子机制并不十分清楚。
钠 － 钙 交 换 体 ( sodium /calcium exchanger，

NCX) 是心肌重要的钙稳态调节蛋白。Chatamra［3］

观察到，复钙早期给予 Mn2 + 降低胞浆 Ca2 + ( Ca2 +

i) ，或用 Ni2 +
等非选择性抑制 NCX 活性可减少心肌

肌球蛋白丢失; 继合成 NCX 选择性抑制剂 SN －6 等

化合物后，Takahashi 和 Kojima 先后发现，抑制 NCX
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活性能拮抗急性分离细胞钙矛盾处理引起的细胞死

亡与长度缩短［4 － 5］。但是，关于 NCX 在钙矛盾处理

引起心功能障碍中的作用尚未评价。因此，本研究

以心功能和心肌细胞死亡 /损伤面积作为检测指标，

评价 NCX 抑制剂 SN －6 对离体心脏钙矛盾的影响。

1 材料和方法

1． 1 实验动物与试剂 清洁级 SD 雄性大鼠，体重

250 ～ 350 g，由第四军医大学实验动物中心提供。
NCX 抑制剂 SN －6 购于 Tocris 公司，氯化三苯基四

氮唑( TTC) 购于 Sigma 公司，乳酸脱氢酶( LDH) 检

测试剂盒购自 R ＆ D 公司。
1． 2 离体心脏灌注与心功能监测 SD 雄性大鼠在

腹腔注射肝素( 500 U /kg) 20 min 后脱颈处死，迅速

开胸剪取心脏，将主动脉根部固定于 Langendorff 灌

流装 置 ( Radnoti Glass Technology Inc． ，Monrovia，

CA，USA) ，灌注压保持在 80 mm Hg; 灌流液为正常

Krebs － Henseleit 液，KH 液 的 配 方 为 ( mmol /L ) :

NaCl 140，KCl 4． 7，MgSO4 1． 2，KH2PO4 1． 2，CaCl2 1．
25，NaHCO3 25，Glucose 11，灌流前 40 min 用 95%
O2 和 5% CO2 混合气体( v /v) 向 KH 液中持续通气

直至实验结束; 待心脏复跳后，于左心耳下方剪一小

口，将带有乳胶水囊的测压管经二尖瓣插入左心室，

测压管的另一 端 经 换 能 器 ( MP100，BIOPAC Sys-
tems，Inc． ) 与计算机相连，调节水囊使左心室舒张

末压( left ventricular end diastolic pressure，LVEDP)

维持在 5 ～ 10 mm Hg; KH 液灌注 10 min，待心功能

平稳后施行实验。
实验中采用 AcqKnowledge 3． 8． 1 软件全程记

录 LVEDP 和左室收缩峰压( left ventricular peak sys-
tolic pressure，LVPSP) 的变化，以 LVEDP、左心室发

展压 ( left ventricular developed pressure，LVDP，为

LVPSP 与 LVEDP 的差值) 、心室压力变化的最大速

率( + dp /dt) 和最小速率( － dp /dt) 评价心功能。实

验以无钙液灌注末 /复钙开始记为 0 min，分别于平

衡末( － 10 min) 、无钙液灌注开始( － 3 min) 、无钙

液灌注末( 0 min) 、有钙液灌注 5 min、实验结束( 30
min) 测量冠脉流量。
1． 3 实验分组 随机分为 4 组( n = 6) 。组 1( 单纯

对照组) : 正常 KH 液持续灌注 45 min; 组 2 ( SN － 6
对照组) : 依次用正常 KH 平衡灌注 10 min，含 10
μmol /L SN －6 的 KH 液灌注 10 min，正常 KH 液灌

注 25 min; 组 3( 钙矛盾组) : 依次用正常 KH 液灌注

12 min，无钙 KH 液( 在正常 KH 液成分的基础上去

除 CaCl2，添加 0． 2 mmol /L Na2EDTA 配制而成) 灌

注 3 min，正常 KH 液灌注 30 min; 组 4 ( SN － 6 处理

组) : 在钙矛盾处理过程( 同钙矛盾组) 中，于无钙液

灌注前 2 min、无钙液灌注期和复钙后前 5 min 给予

10 μmol /L SN －6 的处理。
1． 4 心肌损伤面积测定 灌流心脏于实验结束后，

置于 － 20℃冻存 30 min; 剔除心房组织，沿长轴由心

尖向心底方向，连续切成六片厚度约为 1 mm 的环

行切片; 于 37℃ 1% 2，3，5 － 氯化三苯基四氮唑溶

液( TTC 溶液) 中避光孵育 15 min; 4 % 多聚甲醛固

定过夜; 正常心肌组织被染为红色，白色区为坏死组

织，在数码相机采集图像后，用 OPTIMAS v 5． 2 软件

双盲法分析心肌损伤面积百分比 ( % ) ，其数值 =
( 坏死区面积 /总面积) × 100%。
1． 5 LDH检测 收集复钙开始后 30 min 冠脉流出

液，依照 R ＆ D 公司提供的 ELISA 试剂盒使用说明

检测心脏释放 LDH 的总活性单位，实验结果用 LDH
活性单位 /心脏重量( IU /g) 表示。
1． 6 统计分析 应用 GraphPad Prism 4． 0 统计软

件进行分析，数据用均数 ± 标准差( 珋x ± s ) 表示，多

组间差异显著性检验采用单因素方差分析 ( ANO-
VA) ，两组间比较用 Tukey 检验，以 P ＜ 0． 05 表示

差异有统计学意义。

2 结 果

2． 1 SN － 6 对各组冠脉流量的影响 实验开始前

各组间冠脉流量无统计学差异。实验结束时，与单

纯对照组相比，钙矛盾组的冠脉流量显著减少; SN
－6 不影响对照心脏冠脉流量，但显著增加钙矛盾

处理心脏的冠脉流量。各组实验前后的冠脉流量统

计结果详见表 1。
2． 2 SN － 6 对钙矛盾处理引起心功能障碍的影响

与单纯对照组相比，无钙灌注、30 min 含 1． 25
mmol /L Ca2 + 的 KH 液先后灌注使得心脏出现机械

功能障碍，表现为 LVEDP 显著增加，LVDP、+ dp /
dt、－ dp /dt 为 0。10 μmol /L SN － 6 可显著减轻钙

矛盾处 理 造 成 的 心 功 能 障 碍，LVEDP 显 著 降 低，

LVDP、+ dp /dt、－ dp /dt 部分恢复。10 μmol /L SN
－6 虽减慢正常灌注心脏的心率，增加 LVDP，但在

药物洗脱后这一作用随即消失。见图 1A，图 1B。
2． 3 SN － 6 对钙矛盾处理造成心肌细胞死亡和
LDH释放的影响 与单纯对照组相比钙矛盾组使

得心脏几乎没有存活组织; 10 μmol /L SN － 6 不影

响正常 KH 液灌注心肌组织的存活，但显著缩小钙

矛盾处理造成的心肌细胞死亡面积，见图 2。与心

肌细胞死亡结果相似，钙矛盾处理显著增加 LDH

861 中国体外循环杂志 2012 年 9 月 15 日第 10 卷第 3 期 Chin J ECC Vol． 10 No． 3 September 15，2012



表 1 各组离体大鼠心脏冠脉流量比较( ml /min，n = 6，珋x ± s)

组别 － 10 min － 3 min 0 min 5 min 15 min 30 min
单纯对照组 11． 4 ± 0． 5 12． 2 ± 0． 3 12． 4 ± 0． 6 12． 5 ± 0． 2 12． 4 ± 0． 1 12． 1 ± 0． 8
SN － 6 对照组 10． 8 ± 0． 3 9． 4 ± 0． 7 11． 3 ± 0． 4 11． 2 ± 0． 9 12． 2 ± 0． 2 12． 0 ± 0． 6
钙矛盾组 11． 3 ± 0． 2 11． 0 ± 0． 4 7． 4 ± 0． 9 6． 8 ± 0． 5 5． 9 ± 0． 1 5． 5 ± 0． 4##

SN － 6 处理组 12． 2 ± 0． 5 12． 1 ± 1． 3 7． 6 ± 0． 8 7． 3 ± 0． 5 7． 5 ± 0． 6 7． 5 ± 0． 7*

注: 与单纯对照组相比##P ＜ 0． 01; 与钙矛盾组相比* P ＜ 0． 05。

图 1( A)

图 1( B)

注: 与单纯对照组相比##P ＜ 0． 01;

与钙矛盾组相比＊＊P ＜ 0． 05
图 1 SN － 6 对钙矛盾处理造成的心功能障碍

注: 与单纯对照组相比##P ＜ 0． 01;

与钙矛盾组相比＊＊P ＜ 0． 05
图 2 SN － 6 对钙矛盾处理引起的心肌损伤

注: 与单纯对照组相比##P ＜ 0． 01;

与钙矛盾组相比＊＊P ＜ 0． 05
图 3 SN － 6 对钙矛盾处理引发心肌的 LDH 释放

释放，10 μmol /L SN － 6 拮抗这一作用，见图 3。SN
－6 对正常 KH 液灌注心脏的 LDH 释放没有显著影

响。结果表明: NCX 抑制剂 SN － 6 可显著减轻钙矛

盾处理引起的心功能障碍和心肌细胞死亡。

3 讨 论

已有研究发现抑制 NCX 活性可减少钙矛盾处

理造成的心肌肌球蛋白丢失［3］，增加细胞存活率［5］，

拮抗细胞长度缩短［4］。本实验观察到，NCX 抑制剂

SN －6 可减轻钙矛盾处理造成的心功能损害，缩小
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心肌损伤面积。该结果表明 SN －6 具有减轻钙矛盾

心肌损伤的作用，并进一步提示 NCX 活性增强是钙

矛盾心肌损伤的关键环节。
NCX 可实现对 Ca2 + 的内向或外向跨膜转运，即

存在正向和反向两种交换模式，转运方向取决于跨

膜 Na +、Ca2 + 的浓度梯度与膜电位的差值［6］。研究

发现，Na + 负载心脏在短暂无钙液灌注后的复钙期

Ca2 + 内流显著增加，提示存在 NCX 反向交换模式的

激活［7］。SN － 6、KB － R7943、SEA0400 是苯甲氧基

苯基 衍 生 物，是 目 前 研 究 NCX 功 能 的 常 用 抑 制

剂［8］，Kojima 在离体细胞发现 KB － R7943 可延缓无

钙灌注期末肌浆网钙库含量的减少［4］，提示无钙期

NCX 正向交换模式也参与钙矛盾处理造成的心肌损

害。我们在离体灌注心脏发现，SN －6 减轻钙矛盾处

理造成的心功能损害、缩小心肌损伤面积，减少 LDH
释放，表明 NCX 是钙矛盾处理造成心肌损害的关键分

子，因此，我们有必要在离体灌注心脏模型中探讨两

种交换模式在钙矛盾处理中的角色与分子机制。
实验发现，钙矛盾处理显著减少冠脉流量，SN －6

能减弱这一作用。我们认为，该变化可能与 LVEDP
水平密切相关，即钙矛盾处理后，LVEDP 升高，冠脉流

量减少; SN －6 下降 LVEDP 水平，冠脉流量增加。
有研究 发 现，L － 型 钙 通 道 阻 断 剂 硝 苯 地 平

( nifedipine) 可减少钙矛盾处理造成的 Ca2 + 内流增

加和心肌肌球蛋白的释放，然而 nifedipine 不能拮抗

1 min 无钙液、10 min 有钙液接替灌注造成的心功能

障碍［7］。我们的结果发现 NCX 抑制剂 SN － 6 能显

著保护左室功能。这些结果提示，NCX 活性增加是

钙矛盾造成心功能损害的重要原因。
总之，本研究发现 NCX 抑制剂 SN － 6 具有减轻

钙矛盾处理造成的心功能损害，保护心肌存活的作

用，其作用机制将是下一步的重要研究内容。
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