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中药红景天和血必净对心肺复苏后

大鼠脑线粒体功能的影响

郭涛芮庆林蔡蕊

(南京中医药大学附属江苏省中医院急诊科，江苏南京210029)

-论著-

【摘要】目的探讨红景天和血必净对心搏骤停(CA)大鼠自主循环恢复(ROSC)后脑细胞线粒体功能

的影响。方法 选择40只sD大鼠按随机数字表法分为假手术组、肾上腺素组、血必净组、红景天组，每组

10只。用改良窒息法复制大鼠CA心肺复苏(CPR)模型，复苏早期肾上腺素组静脉注射。肾上腺素0．0l mg／kg，
血必净组静脉泵人血必净注射液4 mL／kg，红景天组静脉泵人红景天注射液4 mL／kg。记录基础状态(动静脉置
管、气管切开稳定后10 min)、CA时、ROSC时及ROSC后l、2、3、4、5、6 h有创平均动脉压(MAP o ROSC后

6 h处死小鼠，分离提取各组海马脑组织线粒体，检测各组线粒体呼吸功能，线粒体内、外膜完整性，电镜下观

察各组脑组织线粒体超微结构，各组脑组织中丙二醛(MDA)含量和超氧化物歧化酶(SOD)活性。结果。肾

上腺素组、红景天组、血必净组cA时MAP均明显低于基础状态时[mmHg(1 mmHg=0．133 kPa)：38±10比

122±6，43±5比126±1l，44±6比127±9]，ROSC时明显高于CA时(63±11比38±10、75±6比43±5、

7l±9比44±6)，各组其余各时间点MAP水平比较差异均无统计学意义(均P>0．05 o与假手术组比较，肾上

腺素组、红景天组、血必净组在ROSC后6 h脑组织线粒体R3、R4、内膜电位、外膜完整率、SOD活性均明显降低

[R3(nmol·L～·ml’n～·mg-1)：28．49±2．96、46．15±3．49、44．87±2．18比64．20_+4．95；R4(nmol·L～·min～·mg一)：
12．54±1．37、11．90±1．06、11．38±0．97比13．80±1．13，线粒体呼吸控制率(RCR)：2．30±0．39、3．91±0．5l、

3．77±0．81比4．68±0．54，内膜电位(mV)：1．40±0．07、1．74±0．08、1．72±0．07比2．02±0．08，外膜完整率：

(31．38±4．03)％、(45．38±4．44)％、(45．40±3．87)％比(66．13±5．11)％：SOD活性(kU／L)：28．54±0．57、32．08±

0．66、30．88±0．57比34．9l±0．83，均P<0．05]，MDA的含量升高(mmol／L：10．14±0．18、7．45±0．49、6．87±0．98

比2．57±0．19，P<o．05)，但与肾上腺素组比较，血必净组、红景天组脑组织线粒体R3、R4、RCR、内膜电位、外

膜完整率、SOD活性明显升高，MDA含量明显降低(均P<0．05 o电镜下可见假手术组神经细胞超微结构基本

正常，染色质分布均匀，胞质内有丰富的粗面内质网和高尔基体，线粒体成椭圆形，嵴排列规整；肾上腺素组、血

必净组、红景天组线粒体结构均有不同程度的损伤，尤其是肾上腺素组损伤最重，血必净组、红景天组较肾上腺

素组线粒体结构损伤有所恢复。结论CA大鼠ROSC后脑细胞线粒体功能明显下降，应用血必净和红景天注
射液可减少线粒体损伤，部分恢复线粒体功能。
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[Abstract]0bjective To investigete the effects of Herba rhodiolae injection and Xuebijing injection
on brain cell mitochondrial function of rats with cardiac arrest(CAl after restoration of spontaneous circulation

(ROSC)．Methods Forty Sprague—Dawley(SD)rats were divided into sham operation group，epinephrine group，

Xuebijing group and Herba rhodiolae group by random number table，10 rats in each group．The animal model of CA

cardiopulmonary resuscitation fCPRl was replicated by improved suffocation method．Early in the resuscitation，in the

epinephrine group．epinephrine O．01 mg／kg was intravenously injected，and Xuebijing 4 mL／kg and Herba rhodiolae

4 mL／kg were respectively infused intravenously by a pump to the corresponding groups．The mean arterial pressure(MAP)

levels of the rats under trauma at the basic status f10 minutes after arteriovenous puncture and indwelling catheter and

trachcotomy being stabilized)，CA point，ROSC point and l，2，3，4，5，6 hours after ROSC were recorded．The rats were

sacrificed at the end of 6 hours after ROSC．and the hippocampal brain tissue mitochondria were isolated and extracted in

various groups．The mitochondrial respiratory function．the integrity of inner and outer membrane of mitochondrion was

examined．and the mitochondrial ultra structures of brain tissues were observed under a transmission electron microscope

in the four groups．The content of malonaldehyde(MDA)and superoxide dismutase(SOD)activity in brain tissue

were detected in the four groups． Results The MAP at CA point was obviously lower than that at the basic status

『mmHg(1 mmHg=0．133 kPa)：38±10 vs．122±6，43±5 vs．126±1l，44±6 vs．127±9]and the MAP at ROSC

point was obviously higherthan that at CA point(63±11 vs．38±10，75±6 vs．43±5，71±9 vs．44±6)in epinephrine

group，Herba rhodiolae group and Xuebijing group；the comparisons of MAP levels among other time points in each group
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had no statistically significant differences fall P>0．05)．Compared with sham operation group，the brain mitochondrial

R3．R4．inner membrane potential，the rate of integrity of mitochondrial outer membrane and SOD activity in epinephrine

group，Xuebijing injection group and Herba rhodiolae group were significantly decreased after 6 hours of ROSC

『R3(nmol·L．’·rain～·mg-‘)：28．49±2．96，46．15±3．49，44．87±2．18 vs．64．20±4．95；R4(nmol·L～‘min～’mg-1)：

12．54±1．37，1 1．90±1．06，l 1．38±0．97 vs．13．80±1．13，respiratory eontrol rate(RCR)：2．30±0．39，3．91士0．5l，
3．77±0．81 vs．4．68±0．54，innermembranepotential(mV)：1．40±0．07，1．74±0．08，1．72±0．07 vs．2．02±0．08，rate of

intf!：grity ofoutermembrane：(31．38±4．03)％，(45．38±4．44)％，(45．40±3．87)％vs．(66．13±5．11)％；SOD activity(kU，L)：

28．54±0．57，32．08±0．66，30．88±0．57 vs．34．9 1±0．83，all P<0．05]；the content of MDA was increased(mmol／L：
10．14±0．18．7．45±0．49。6．87±0．98 vs．2．57±0．19，P<0．05)．But the brain tissue mitochondrial R3，R4，RCR，inner

membrane potential．outer membrane integrity rate and SOD activity were significantly elevated and the level of MDA

was obviously decreased in Xuebijing injection group and Herba rhodiolae group compared with those in epinephrine

group(all P<0．05)．Under transmission electron microscope，in the sham operation group，the uhrastructure of nelwe

eell was basically normal，the chromatin was well～distributed，abundant rough endoplasmic reticulum and Golgi body

were present in cytoplasm．the mitochondrion was oval in shape and its cristae arranged in order；there were difierent

degrees of injury in the structure of mitochondrion in epinephrine group，Xuebijing injection group and Herba Rhodiolae

group，especially the damage in epinephrine group was the severest；in contrast to the epinephrine group，the damage of

mitochondrion was somewhat recovering in Xuebijing injection group and Herba rhodiolae group． Conclusion The

brain mitochondrial funotion is obviously impaired in rats with CA after ROSC．and application of Xuebijing injection or

Herba rhodiolae injection can alleviate mitochondrial injury and partly improve its function．

【Key words]Xuebijing injection；Herba rhodiolae； Adrenaline；Cardiopulmonary—cerebral resuscitation；
Mitochondrion function； Rat

心搏呼吸骤停是导致人类死亡的重要原因。心

搏骤停(CA)后神经系统会出现灌注不足、缺血、缺

氧等一系列复杂的理化改变，包括钙离子超载、氧化

应激、炎性损伤等⋯，因此，复苏后神经系统受损是

影响患者预后的主要原因【2]o近年来，线粒体损伤

机制及将恢复受损线粒体功能作为新的治疗方向已

被越来越多的学者重视¨J。线粒体作为体内能量

合成最重要的细胞器，一方面通过氧化磷酸化产生

三磷酸腺苷(ATP)为机体提供能量；而另一方面当

组织缺血、缺氧时，通过线粒体对损伤细胞的调控，

使线粒体居于细胞能量代谢的核心地位。本实验探

讨血必净和红景天注射液对CA大鼠自主循环恢复

(ROSC)后大脑线粒体结构和功能的影响，为心肺复

苏(CPR)后脑复苏提供可能的药物选择。

1材料与方法

1．1动物分组及模型制备：SD大鼠40只，雌雄各

半，体质量360～400 g，由南京中医药大学实验动物

中心提供，动物合格证号：SCXK(苏)2014—0003。

将大鼠按随机数字表法分为假手术组、肾上腺素组、

血必净组和红景天组，每组lO只。采用窒息法¨。51

复制大鼠CPR模型。假手术组仅行麻醉、气管插

管、动静脉置管，不诱导心搏呼吸骤停。CA判定标

准¨j：平均动脉压(MAP)<25 mmHg(1 mmHg=
0．133 kPa)，持续4 rain，心电监护显示心室颤动

(室颤)。心脏搏动消失后开始复苏，以食指和中指

进行胸外心脏按压；同时行机械通气，呼吸机频率

60次／min，吸人氧浓度1．00，复苏时持续静脉滴

注(静滴)生理盐水，10 s后经股静脉注射肾上腺

素(0．01 mg／kg)，收缩压(SBP)I>60 mmHg并持续

10min以上为ROSC∽。。

本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．2各组处理方法：制模后ROSC需维持6 h，复苏

30 min后自主循环未恢复为复苏失败；或自主循环

不能维持6 h者，结束观察并重新替补复制大鼠CPR

模型人组。。肾上腺素组给予肾上腺素0．0l mg／kg，

红景天组给予红景天注射液4 mL／kg、血必净组给予

血必净注射液4 mL／kg，假手术组给予10 mL生理盐

水持续静脉泵入，所有药物均按体质量计算出具体

用量并用生理盐水稀释到10 mL，从复苏开始即持

续静脉泵入持续1．0～1．5 h并持续观察6 h。

1．3检测指标及方法

1．3．1 MAP：记录基础状态(动静脉置管、气管切开

稳定后10rain)、CA时、ROSC时及ROSC后l、2、3、

4、5、6h的MAP、心率。

1．3．2线粒体提取：ROSC后6 h处死小鼠，分离脑

组织，称质量后放人预冷的匀浆器。按1：10体积比

加入线粒体分离介质，800×g低温离心4 min，取上

清液；再以16 000×g低温离心15 min，弃上清，沉

淀即为提取的线粒体。加入分离介质重悬线粒体，置

于冰槽保存待检。整个操作在0～4℃冰浴中进行。

1．3．2．1线粒体体呼吸功能测定：采用Clark氧

电极法⋯测定线粒体呼吸控制率(RCR)，RCR=

R3／R4，其中，R3为Ⅲ态呼吸，R4为Ⅳ态呼吸。

1．3．2．2线粒体膜完整性测定：取新鲜提取的线粒

体，按照上海杰美基因医药有限公司线粒体内、外膜

功能检测试剂盒说明书进行测定。
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1．3．3脑组织线粒体超微结构变化：大鼠处死后立

即用预冷的戊二醛和多聚甲醛水溶液混合固定液进

行灌注，摘取大脑，分离海马CAl区和皮质区，行铅

铀双染，置于透射电镜下观察超微结构变化。

1．3．4脑组织丙二醛(MDA)含量及SOD活性测定：

采用比色法检测各组脑组织中MDA含量和SOD活

性，试剂盒由南京建成生物医药公司提供，操作按照

说明书步骤进行。

1．4统计学分析：使用SPSS 20．0软件处理数据，

正态分布的计量资料以均数±标准差(孑±s)表示，

样本均数比较先进行方差齐性检验，方差齐采用单

因素方差分析，多组均数间两两比较采用q检验，组

间方差不齐时采用Kruskal—Wallis及Mann—Whitney

检验，两时间点间比较采用t检验。P<0．05为差异

有统计学意义。

2结果

2．1各组不同时间点MAP水平比较(表1)：肾上

腺素组、红景天组、血必净组CA时MAP均明显低

于基础状态，ROSC时明显高于CA时，其余各点

MAP比较差异均无统计学意义(均P>0．05 o

2．2各组CA大鼠线粒体呼吸功能比较(表2)：肾

上腺素组、红景天组和血必净组线粒体呼吸功能均

较假手术组明显下降，主要表现为R3、R4和RCR

显著降低，但红景天组和血必净组R3和RCR高于

肾上腺素组(均P<0．05)，3个用药组R4比较差异

无统计学意义(P>0．05)。提示血必净和红景天对

CPR后大鼠脑组织线粒体呼吸功能具有保护作用。

2．3各组CA大鼠线粒体膜完整性比较(表2)：肾

上腺素组、红景天组和血必净组神经元线粒体内膜

电位荧光比值、外膜完整率均显著低于假手术组，而

红景天组和血必净组内膜电位荧光比值、外膜完整

率均高于肾上腺素组(均P<0．05 o提示血必净和

红景天对于保护CPR后大鼠神经元线粒体结构完

整性、维持其功能均有积极意义。

2．4各组CA大鼠脑组织MDA含量和SOD活性比

较(表2)：肾上腺素组、红景天组和血必净组MDA

含量均较假手术组明显增高，SOD活性较假手术组

明显下降；而红景天组和血必净组MDA含量较肾

上腺素组明显下降，SOD的活性较肾上腺素组明显

升高(均P<0．05 o提示心搏呼吸骤停后大鼠脑细

胞缺血、缺氧产生脂质过氧化损伤，抗氧化损伤能力

减弱，而血必净和红景天可以不同程度减轻心搏呼

吸骤停后脂质过氧化损伤，并恢复抗氧化能力。

2．5各组CA大鼠脑组织超微结构变化(图1)：假

手术组大鼠脑组织神经元核呈圆形或椭圆形，粗面

内质网排列较整齐，呈板层状，线粒体结构大致正

常。肾上腺素组大鼠脑组织可见暗细胞样神经元，

线粒体空泡化、脊断裂，神经胶质细胞空泡化明显，

可见髓鞘样小体，溶酶体有退变。血必净组及红景

天组大鼠脑组织超微结构基本类似，细胞内粗面内

质网大致正常，线粒体轻度窄泡化．

主：A为假手术组；B为肾jj腺素组

(：为m必净组；D为红景天组

图1各组CA大鼠脑组织超微结构影响

表1各组CA—CPR大鼠ROSC前后MAP的变化比较(i±S)

表2各组CA大鼠线粒体呼吸功能．线粒体膜完整性及脑组织中MDA含量和SOD活性的影响(i±s)
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3讨论

文献报道CA患者ROSC后因神经系统功能受

损而致死的比例在院内和院外达22．9％和66．7％，

即使是后期存活患者中仍有40％～50％出现永久

性认知功能障碍旧J。调节大脑线粒体功能作为潜

在有希望的治疗靶点已引起更多学者关注∽-。

CPR后线粒体功能障碍是导致患者脑复苏效果

不佳的重要原因。线粒体是真核细胞氧化磷酸化产

生ATP的重要场所，是为生命活动提供能量的“细

胞动力工厂”【to]。线粒体的功能主要是调控细胞能

量代谢和凋亡通路。在CA后8 min，尚未进行再灌

注时即可观察到线粒体氧化磷酸化功能下降、细胞

色素C(CytC)缺失、活性氧(ROS)增多。可见线粒

体功能障碍在CA后CPR的病理变化机制中起关

键作用。本研究将中药血必净和红景天用于CPR

后大鼠，并观察其脑组织线粒体结构和功能变化，为

中药促进CPR后神经系统功能改善提供思路。

CA后线粒体呼吸链破坏及线粒体膜电位消失

是导致CPR后脑组织能量合成障碍的重要原因⋯1。

线粒体内膜由4个酶复合物I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ及电子载

体(辅酶Q和CytC)组成呼吸链，其中复合物I和
Ⅲ是产生ROS的主要部位。当CA缺血／再灌注(I／R)

时呼吸链上出现“电子漏”，形成超氧游离基，引起

复合物I、Ⅱ活性下降，同时引起其他关键酶活性降

低，导致氧化磷酸化效率降低，影响ATP生成，最终

导致呼吸链破坏，能量合成障碍。CA时缺血、缺氧

及钙超载等均可引起线粒体膜电位下降甚至消失，

也可造成呼吸链断裂，形成细胞凋亡。本研究也提

示，心搏呼吸骤停CPR后线粒体呼吸链破坏，神经

元线粒体内、外膜完整性破坏，损害膜电位，致RCR

和氧化磷酸化功能降低，提示CPR后大鼠神经元线

粒体功能受损，而CPR后在肾上腺素基础上给予血

必净和红景天治疗，线粒体膜电位水平、RCR明显

增高。提示血必净、红景天可以改善CA大鼠CPR

后神经元线粒体功能，减轻脑线粒体损伤。

脑组织中MDA含量及SOD活性是判断神经元

细胞受损后脂质过氧化反应和抗氧化酶合成能力的

重要指标。缺血、缺氧致使神经元细胞内释放大量

氧自由基，引起细胞结构上的不饱和脂肪酸发生脂

质过氧化、蛋白酶失活，表现为细胞内MDA含量增

加。SOD是存在于神经元细胞中的抗氧化酶，可清

除细胞代谢过程中产生的活性氧类，对氧化应激时

细胞具有一定保护作用。本研究提示，心搏呼吸骤

停后大鼠脑细胞缺血、缺氧产生脂质过氧化损伤，导

致细胞的抗氧化损伤能力减弱，与仅使用肾上腺素

相比，联合血必净和红景天可以不同程度减轻心搏

呼吸骤停后脂质过氧化损伤，恢复其抗氧化能力，对

缺血、缺氧时神经细胞具有一定保护作用。

中药血必净、红景天可以减少严重感染所致循

环血液中炎性因子，增加冠状动脉灌注和心肌收缩

力，有助于保护严重感染及冠心病所致的心肌细胞

受损，但对CPR后脑组织超微线粒体结构的影响却

未见有报道¨2—3|。本研究从超微线粒体结构损伤

的角度证实，单用肾上腺素ROSC大鼠脑组织超微

线粒体结构损伤较联合血必净和红景天组轻，说明

中药可以减轻脑线粒体结构损伤，其机制可能是通

过改善了组织器官灌注，减轻了循环血液中炎性介

质和细胞因子的释放，减轻了缺血、缺氧造成的脂质

过氧化，从而减轻了对脑组织的损伤。

综上，本研究结果显示，CA大鼠ROSC后脑细

胞线粒体功能明显下降，应用血必净和红景天可以

减少线粒体损伤，部分恢复线粒体功能。
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