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慢性缺氧对幼鼠心肌 ＣａＭＣａＭＫＩＩ
及细胞内 Ｃａ２＋活动的影响

赵鹏军，潘骏，李奋，孙锟

（上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心，上海　２００１２７）

　　［摘　要］　目的　急性缺血缺氧可致心功能受损和心律失常，钙离子在其中起重要作用，慢性缺氧对心功能
及心肌细胞内钙离子活动同样产生影响，但机制不同。该研究拟通过慢性缺氧动物模型，研究慢性缺氧对心肌细

胞内钙调素（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，ＣａＭ）、钙／钙调素依赖性蛋白激酶 ＩＩ（ｃａｌｃｉｕｍ／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＩＩ，
ＣａＭＫＩＩ）的表达及其对细胞内Ｃａ２＋活动的影响，深入了解慢性缺氧对心脏功能及电活动的影响机制。方法　通过
吸入低浓度含氧气体（ＦｉＯ２：１０％）建立慢性缺氧大鼠动物模型。在实验１周和３周时，应用 ＲＴＰＣＲ，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
方法分别检测对照组和慢性缺氧组动物心肌细胞内 ＣａＭ和 ＣａＭＫＩＩγ、ＣａＭＫＩＩδｍＲＮＡ和蛋白表达；分离并培养正
常心肌细胞和缺氧３周细胞，应用激光共聚焦法分别检测两种心肌细胞内Ｃａ２＋活动，同时应用ＣａＭＫＩＩ特异性抑制
剂ＫＮ６２，观察ＣａＭＫＩＩ在慢性缺氧下对心肌细胞内Ｃａ２＋活动的影响。结果　实验１周和３周时，慢性缺氧大鼠心
肌细胞内ＣａＭ和ＣａＭＫＩＩγ、ＣａＭＫＩＩδ的ｍＲＮＡ和蛋白表达均较正常动物高（Ｐ＜０．０１）；在缺氧１周和３周组动物间
ＣａＭ和ＣａＭＫＩＩδ也存在差异（Ｐ＜０．０１），但ＣａＭＫＩＩγ无差异（Ｐ＞０．０５）。激光共聚焦研究发现，慢性缺氧心肌细胞
内Ｃａ２＋活动其钙波振幅虽和正常心肌细胞无差异（Ｐ＞０．０５），但钙波时程延长（Ｐ＜０．０１）；应用ＫＮ６２后，慢性缺
氧动物钙波振幅和时程改变较明显（Ｐ＜０．０１）。结论　 慢性缺氧可使大鼠心肌细胞内ＣａＭ和ＣａＭＫＩＩ合成代偿性
增加，保持大鼠心肌细胞内钙稳态，从而在一定时期内维持心功能稳定。但随缺氧时间延长，心功能可受损并可致
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　　慢性缺氧对心、肺的损伤是许多疾病发展过程
中重要的病理改变，在成人主要见于冠心病、慢性阻

塞性肺病和高原病［１］；儿童则主要见于先天性支气

管肺发育不良、严重的哮喘、睡眠呼吸暂停和某些青

紫型先天性心脏病如法洛四联症、单心室等［２，３］。

慢性缺氧可通过直接和间接作用影响心脏功能。缺

氧可直接作用于血管平滑肌细胞，使其收缩造成肺

血管阻力增加；其次，缺氧使一些介质如血管紧张

素、白介素和内皮素（ＥＴ）等表达增高，作用肺实质
和肺血管，使血管内皮增厚、平滑肌增生，最终形成

肺高压和肺心病，从而影响心脏功能。

慢性缺氧对心脏的影响表现多样，机制复杂，缺

氧后心脏形态和功能改变及其生物学机制尚不明

了。心脏维持正常的功能与心肌细胞内 Ｃａ２＋循环
以及细胞内外的钙稳态有直接关系。心肌细胞内

Ｃａ２＋循环主要由 ＣａＭ和 ＣａＭＫＩＩ调节。有研究表
明［４］，通过环缩肺动脉，增加心脏后负荷可使心肌

细胞ＣａＭＫＩＩ的量增加和活性增强。同样，慢性缺
氧可造成心肌细胞内 ＣａＭＫＩＩ的活性增加，但慢性
缺氧导致ＣａＭＫＩＩ活性增加的机制尚不清楚。目前
国内对ＣａＭＫＩＩ的研究仅局限于神经系统，对心脏
组织中ＣａＭＫＩＩ功能的研究尚缺乏［５］。

本研究通过吸入低氧浓度气体建立缺氧大鼠动

物模型，模拟临床低张性慢性缺氧疾病的病理改变，

应用ＲＴＰＣＲ、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ等方法分别研究慢性缺氧
情况心肌细胞ＣａＭ和ＣａＭＫＩＩ改变，并通过激光共聚
焦法检测心肌细胞内 Ｃａ２＋活动，以观察慢性缺氧对
心功能造成的影响并进一步探讨其影响机制。

１　材料和方法

１．１　实验材料
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠（上海西普尔 －必凯动物

实验中心提供）２１只，雄性，出生２０ｄ。随机分为３
组，分别为正常对照组，缺氧１周和３周组。
１．２　实验方法
１．２．１　慢性缺氧动物模型的建立　　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗ
ｌｅｙ大鼠，生长在自制缺氧箱中，吸入气体ＦｉＯ２：１０％，
１０～１２ｈ／ｄ，持续１周及３周。箱内放钠石灰和氯化
钙以吸收ＣＯ２和水；对照组动物吸入正常气体，其余
喂养条件相同。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测心肌细胞 ＣａＭ、ＣａＭＫＩＩｍＲＮＡ
的表达　　利用 ＴＲＩｚｏｌ（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ，ＣａｌｉｆｏｒｎｉａＵＳＡ）法提取组织总 ＲＮＡ，然后通过
常规反转录－扩增法检测目的基因的 ｍＲＮＡ表达。
ＣａＭＩ上游引物 ５′ＧＴＣＡＧＡＡＣＣＣＡＡＣＡＧＡＧＧＣＴ３′
下游引物 ５′ＧＣＡＧＧＡＣＣＡＣＣＡＡＣＣＡＡＴＡＣ３′其 ＰＣＲ
产物为５１９ｂｐ；ＣａＭＫＩＩγ上游引物５′ＴＴＴＴＣＡＧＴＴＧ
ＧＣＡＧＧＣＡＧＡＧ３′下游引物 ５′ＧＧＴＴＴＧＴＧＧＣＴＣ
ＣＡＴＴＡＧＧＴＧ３′其ＰＣＲ产物为１５９ｂｐ；ＣａＭＫＩＩδ上
游引物 ５′ＡＡＣＴＧＧＣＡＧＡＣＴＴＣＧＧＣＴＴＡＧ３′下游引
物 ５′ＧＴＴＣＧＧＴＧＧＧＡＣＡＴＡＡＧＧＴＴ３′其 ＰＣＲ产物为
１０９３ｂｐ。内参基因均为βａｃｔｉｎ上游引物５′ＣＣＴＧ
ＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣ３′下游引物５′ＡＴＡＣＴＣＣＴ
ＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣ３′其 ＰＣＲ产物为 ２１１ｂｐ。用
ＭＭＬＶ逆转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）在３７℃ １ｈ逆转录合成
ｃＤＮＡ。ＣａＭＫＩＩδ的ＰＣＲ扩增顺序为９５℃，５ｍｉｎ预
变性，９４℃，１ｍｉｎ；５６℃，１ｍｉｎ；７２℃，１ｍｉｎ，循环３０
次，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＣａＭＩ、ＣａＮＫＩＩγ和βａｃｔｉｎ
的退火温度分别为５７℃，５４℃和５５℃，其余均相同。
ＰＣＲ产物与 １００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ（华美生物工程公
司）在２％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，紫外光
度仪观察结果，电泳结果保存系统保存。并用定量

分析软件（ＴａｎｏｎＧＩＳ１Ｄ图像分析软件 Ｖｅｒ．３．７３上
海天能科技有限公司）进行分析，两条带强度比（目

的基因／βａｃｔｉｎ）为基因表达的相对值。
１．２．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测心肌细胞ＣａＭ、ＣａＭＫＩＩ的
蛋白合成　　刀片将组织切小块，加入冰浴的ＲＩＰＡ
缓冲液（１×ＰＢＳ，１％ ＮｏｎｉｄｅｔＰ４０，０．５％ ｓｏｄｉｕｍ
ｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ，０．１％ ＳＤＳ），并加入１０ｍｇ／ｍＬＰＭＳＦ
（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｏｎｏｌｏｇｙ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ），研 磨
裂 解，冰浴３０ｍｉｎ，放离心管中４℃下１００００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，所得上清液为细胞裂解液。ＢＣＡ法进
行蛋白质浓度测定（ＰｉｅｒｃｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．ＩＬ，
ＵＳＡ），每个样品取 ５０μｇ加等体积的 ２×ＳＤＳ
（１２５ｍＭＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６．８，２５℃），４％ Ｗ／ＶＳＤＳ，
２０％ 甘油，１００ｍＭＤＴＴ，０．０２％ Ｗ／Ｖ溴酚蓝）上样
缓冲液并煮沸４ｍｉｎ。然后，每个样品以及生物素结
合的蛋白质标准（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｎｏｌｏｇｙ，ＭＡ，
ＵＳＡ）各取１０μＬ点样。以１２％非连续Ｔｒｉｓ２ＳＤＳ聚
丙烯酰胺凝胶垂直平板电泳系统（ＳＥ２５０，美国
Ｈｏｅｆｅｒ公司）电泳３～５ｈ后取下凝胶，将胶及硝酸
·２８３·
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纤维素膜（美国 Ｓｉｇｍａ公司）夹于滤纸之间放入电
转移槽中，电转印８～１２ｈ；将硝酸纤维素膜漂洗后
分别羊抗大鼠 ＣａＭＩｇＧ、羊抗大鼠 ＣａＭＫⅡγＩｇＧ或
羊抗大鼠ＣａＭＫＩＩδＩｇＧ（１∶１０００，美国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）室温反应１ｈ，漂洗后再在辣根过氧化物
酶标记的兔抗山羊二抗（１∶１５００）中各反应１ｈ，在
ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＰｉｃｏ化学发光试剂盒（ＰｉｅｒｃｅＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．ＩＬ，ＵＳＡ）中反应５ｍｉｎ，Ｘ线胶片曝
光、显影、定影。将 Ｘ线胶片置于凝胶扫描成像分
析系统（ＴａｎｏｎＧＩＳ１Ｄ图像分析软件 Ｖｅｒ．３．７３上海
天能科技有限公司）测定目标带单位密度，和内参

蛋白ＧＡＰＤＨ条带比较后统计分析。
１．２．４　激光共聚焦检测心肌细胞内 Ｃａ２＋活动　　
加入混合酶解液（０．２５％胰酶 ＋０．１％胶原酶等体
积混合）１０ｍＬ，３７．０℃水浴恒温振荡器（１００ｒ／ｍｉｎ）
中消化１５ｍｉｎ，自然沉淀，弃上清。采用分次消化法
进行组织消化，直至组织完全消化完，收集细胞并逐

步复钙，放入培养皿中培养２４ｈ，细胞鉴定后做激光
共聚焦实验。取出细胞贴壁较好的玻片，放入孵育

皿中，加入１ｍＬＤＭＥＭ培养液和１０μＬＦｕｒｏ３ＡＭ
荧光探针，３７．０℃恒温箱中孵育３０ｍｉｎ。弃去上清
液，用ＤＭＥＭ液洗涤３次，然后加入１ｍＬ培养液。
将标本放在激光共聚焦细胞分析仪的载物台上，每

个视野下取１０～１５个细胞同时进行图像扫描，扫描
设置：３ｓ一帧，连续扫描１００帧。在扫描１０帧图像
时加入５μＬ去甲肾上腺素，使终浓度达１０－５。实验
组，取出细胞贴壁较好的玻片，放入孵育皿中，加入

１ｍＬＤＭＥＭ培养液和１０μＬＦｕｒｏ３ＡＭ荧光探针，
３７．０℃恒温箱中孵育３０ｍｉｎ，然后加入ＫＮ６２，使浓
度达到０．０１ｕＭ／ｍＬ，恒温箱中孵育２０ｍｉｎ，进行扫
描测定，其余设定同对照组。用ＣａｒｌＺｅｉｓｓＬＳＭ５Ｉｍ
ａｇｅｂｒｏｗｓｅｒ软件对扫描图像进行量化分析。
１．３　统计学处理

用ＳＰＳＳｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ１１．５进行数据处理，数据
由均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组内差异比较采用 ｔ
检验，组间差异性比较采用方差分析。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ结果
慢性缺氧对大鼠心肌细胞ＣａＭＩ及ＣａＭＫＩＩｍＲ

ＮＡ表达的影响（表１）。ＣａＭＩ，ＣａＭＫＩＩδｍＲＮＡ在
正常组和缺氧１周组，缺氧３周组之间，以及缺氧１

周和３周之间比较：差异均有显著性（Ｐ＜０．０１）；
ＣａＭＫＩＩγ的ｍＲＮＡ表达却不同，正常组和缺氧１周
组、缺氧３周组比较，差异有显著性（Ｐ＜０．０１）；但
缺氧１周组与缺氧３周组之间差异无显著性。
２．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果

慢性缺氧对大鼠心肌细胞ＣａＭ、ＣａＭＫＩＩ蛋白合
成的影响（表２）。ＣＡＭＩ和ＣａＭＫＩＩδ正常组和缺氧
１，３周组以及缺氧１，３周组之间差异有显著性（均
Ｐ＜０．０１），而ＣａＭＫＩＩγ则只是正常组和缺氧组有差
异，缺氧组之间差异无显著性。

２．３　激光共聚焦实验结果
正常组和慢性缺氧组心肌细胞内［Ｃａ２＋］ｉ的变

化趋势见表３，图１，２。实验发现，在去甲肾上腺素
（ＮＡ）作用下两组心肌细胞钙波幅度无明显差异；但
缺氧组钙波变化时程较正常大鼠明显延长

（Ｐ＜０．０５）。用ＫＮ６２处理的正常组和慢性缺氧组
心肌细胞在ＮＡ作用下，慢性缺氧心肌细胞钙波振
幅下降较明显，两组细胞钙波幅度差异有显著性（Ｐ
＜０．０５）；但慢性缺氧组钙波变化时程较正常大鼠
延长，两者差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。

　　表１　正常组和慢性缺氧组心肌细胞ＣａＭ、ＣａＭＫＩＩ基
因扩增相对值

分组 ＣａＭＩ ＣａＭＫＩＩδ ＣａＭＫＩＩγ

实验１周
正常组　　
慢性缺氧组

０．１１±０．０１
０．１９２±０．０３ａ

０．５０１±０．０７
０．８１４±０．０４ａ

０．３９１±０．０４
０．５９４±０．０５ａ

实验３周
正常组　　
慢性缺氧组

０．１２５±０．０２
０．３１２±０．０６ａ

０．５３２±０．１２
１．５２５±０．２８ａ

０．３８７±０．０２
０．５６３±０．０６

　　ａ：与同期正常组、实验１周组与实验３组比较，均Ｐ＜０．０１

　　表 ２　正常和慢性缺氧大鼠心肌细胞中 ＣａＭ 和
ＣａＭＫＩＩ蛋白含量相对值

分组 ＣａＭＩ ＣａＭＫＩＩδ ＣａＭＫＩＩγ

实验１周
正常组　　
慢性缺氧组

０．０７４±０．０２
０．１２１±０．０２ａ

０．３１６±０．０３
０．６０１±０．０７ａ

０．２８９±０．０５
０．７２６±０．１０ａ

实验３周
正常组　　
慢性缺氧组

０．０８２±０．０２
０．１７４±０．０１ａ

０．３７６±０．０２
０．７６０±０．１１ａ

０．３４１±０．０４
０．８０７±０．０７

　　ａ：慢性缺氧１周组和正常组，缺氧１周组和缺氧３周组两者比
较，均Ｐ＜０．０１

　　表３　对照组和实验组中正常和慢性缺氧心肌细胞内
Ｃａ２＋变化参数

分组
未用ＫＮ６处理
振幅 时程（ｓ）

用ＫＮ６２处理
振幅 时程（ｓ）

正常组　　３３．６３±１．５８７５．８５±７．２２ ３４．０６±２．３４ ７４．４±４．７４
慢性缺氧组３２．９１±２．４１８９．５６±１２．４５ａ ２９．８２±３．４１ａ９３．８６±１２．７ａ

　　ａ：正常组和慢性缺氧组之间比较，Ｐ＜０．０５

·３８３·
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　　图１　两组心肌细胞在 ＮＡ作用下，细胞内［Ｃａ２＋］ｉ的
变化趋势　　实验发现，缺氧组钙波变化时程较正常大鼠明显延
长。黑色代表正常组，灰色代表慢性缺氧组。
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　　图２　用ＫＮ６２处理的正常组和慢性缺氧组心肌细胞
在ＮＡ作用下，细胞内［Ｃａ２＋］ｉ变化趋势　　实验发现，用
ＫＮ６２处理后，慢性缺氧心肌细胞钙波振幅下降较明显，两组细胞钙

波幅度有显著差异；慢性缺氧组钙波变化时程较正常大鼠延长，两者

差异有显著性。黑色代表正常组，灰色代表缺氧组。

３　讨论

心脏正常的收缩和舒张功能依赖于心肌细胞内

Ｃａ２＋及时增加和减少而得以实现。心肌细胞除极
后，Ｃａ２＋通过胞膜上 Ｌ型钙通道进入细胞，激活肌
浆网（ＳＲ）上钙释放通道 Ｒｙａｎｏｄｉｎｅ受体（ＲｙＲ），使
储存的钙大量释放入胞浆引起细胞收缩［６］；复极

时，通过ＳＲ上ＡＴＰ酶将 Ｃａ２＋被重新摄入 ＳＲ，使胞
浆浓度减少，导致细胞舒张。这一过程进出细胞的

Ｃａ２＋量均较少，细胞内Ｃａ２＋浓度的改变主要是由于
ＳＲ对Ｃａ２＋释放和重吸收所致，而细胞内 Ｃａ２＋循环
主要由ＣａＭ和ＣａＭＫＩＩ调节。

ＣａＭ由１４８个氨基酸组成，是心肌细胞内主要
的钙结合蛋白，平时无活性。当心肌细胞内 Ｃａ２＋增
多时，ＣａＭ和 Ｃａ２＋结合形成复合物而被激活，然后
作用于腺苷环化酶等，起到调节细胞钙转运、离子通

道活性和基因表达、细胞增殖等作用。其对 Ｃａ２＋的
调节主要通过两者途径：①作用于胞膜上的 Ｌ型钙

通道，起易化作用，使其开放能力增加，大量 Ｃａ２＋得
以进入细胞［７］，②通过作用于底物蛋白 ＣａＭＫＩＩ，调
节Ｃａ２＋在细胞内的循环。

ＣａＭＫＩＩ是一种色氨酸／丝氨酸激酶，有四个同
工酶分别是：α、β、γ和 δ，心脏主要为 δ［８］，它可将
底物的丝氨酸／苏氨酸磷酸化而改变其活性。
ＣａＭＫＩＩ主要通过作用于心肌细胞 ＳＲ上的 ＲｙＲ、受
磷蛋白（Ｐｈｏｓｐｈｏｌａｍｂａｎ，ＰＬＢ）和浆膜上Ｌ型钙通道
来调 节 钙 活 动［９，１０］。Ｃａ２＋／ＣａＭ 复 合 物 激 活
ＣａＭＫＩＩ，作用于 ＲｙＲ，延长其开放时间，导致 ＳＲ内
Ｃａ２＋释放增加；ＰＬＢ和ＳＲ上Ｃａ２＋／ＡＴＰ酶结合并抑
制其功能，减少钙重摄取，当 ＰＬＢ磷酸化后，这种抑
制作用被解除，细胞内增高的Ｃａ２＋迅速恢复到正常
水平，使心肌细胞得以及时舒张［１１，１２］。心脏快速收

缩和及时舒张就依赖于这种酶对 Ｃａ２＋调节［１３，１４］。

此次研究发现，大鼠心肌细胞内 ＣａＭ、ＣａＭＫＩＩｍＲ
ＮＡ的表达随缺氧时间处长而逐渐升高，实验末期
和实验初期其表达的差异有显著性。蛋白合成的表

达也有相同趋势。表明在机体缺氧时，为应对缺氧

和酸中毒对细胞内Ｃａ２＋循环的影响，主要通过代偿
性增加ＣａＭ和 ＣａＭＫＩＩ合成，从而稳定细胞内 Ｃａ２＋

循环，维持细胞功能稳定。

既往有研究表明缺氧和酸中毒使ＳＲ上的ＲＹＲ
和Ｃａ２＋／ＡＴＰ酶受影响，导致Ｃａ２＋在细胞内蓄积，此
时，ＣａＭＫＩＩ活性增加，可加速 Ｃａ２＋循环，维持心肌
细胞功能稳定［１５］。本实验采用 Ｆｕｒｏ３ＡＭ作为
Ｃａ２＋敏感荧光指示剂来标测心肌细胞内游离 Ｃａ２＋，
研究慢性缺氧下细胞内 Ｃａ２＋循环，并选用 ＮＡ作为
刺激因子［１６］，以模拟缺氧对心肌细胞的影响。为进

一步探讨ＣａＭＫＩＩ对心肌细胞内Ｃａ２＋循环的影响情
况，我们用ＫＮ６２（ＣａＭＫＩＩ特异性抑制剂）来处理细
胞，观察处理组和对照组之间 Ｃａ２＋循环的异同。实
验结果发现，正常心肌细胞和缺氧细胞未用 ＫＮ６２
处理时，用ＮＡ刺激后，其钙波的振幅变化值无明显
差异；但缺氧细胞钙波时程延长，两者有差异。用

ＫＮ６２处理后，缺氧心肌细胞钙波振幅下降明显，和
正常细胞比较两者有差异；其钙波时程更加延长，和

正常细胞比较差异更显著。慢性缺氧时，组织内无

氧代谢增加，造成乳酸堆积。细胞内酸中毒可使ＳＲ
上ＲｙＲ开放减少，使 Ｃａ２＋释放降低［１７］。本次实验

发现，用ＮＡ刺激缺氧的心肌细胞后，其细胞内Ｃａ２＋

振幅和正常细胞比较无明显差异，与以前研究有所

不同。应用ＫＮ６２后，慢性缺氧心肌细胞Ｃａ２＋振幅
才降低，和正常组有差异。原因可能是当外界刺激

因素作用于心肌细胞后，Ｃａ２＋通过胞膜上 Ｌ型通道
·４８３·
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进入细胞，使细胞内 Ｃａ２＋浓度增高，随后激活
ＣａＭＫＩＩ，ＣａＭＫＩＩ作用于ＳＲ上ＲｙＲ，使ＳＲ内Ｃａ２＋释
放。慢性缺氧使ＣａＭＫＩＩ合成增加，Ｃａ２＋增多后，激
活的ＣａＭＫＩＩ也相应增加，这可使 ＳＲ上更多的 ＲｙＲ
激活，解除酸中毒对 ＳＲ上 ＲｙＲ的抑制，使 Ｃａ２＋释
放增加。但由于慢性缺氧时心肌细胞ＳＲ内Ｃａ２＋含
量减少，所以即使较多的ＲｙＲ激活，ＳＲ释放的Ｃａ２＋

量和正常相比亦无太大差异。应用 ＫＮ６２后，
ＣａＭＫＩＩ活性受抑制，代偿作用消失，从而使缺氧细
胞钙波振幅明显减小。

ＮＡ刺激心肌细胞后，慢性缺氧心肌细胞钙波
时程延长，和正常细胞比较有差异；应用 ＫＮ６２后，
时程延长更明显。钙波时程主要反映细胞内升高的

Ｃａ２＋恢复到正常水平的时间，其时程延长表明细胞
内Ｃａ２＋浓度恢复时间延长。细胞内 Ｃａ２＋浓度降低
主要由ＳＲ重摄取所致，钙波时程延长说明 ＳＲ重摄
取Ｃａ２＋速度减慢。Ｐｅｉ等［１８］研究发现，体外培养的

缺氧心肌细胞，虽然 ＳＲ通过 ＲｙＲ释放 Ｃａ２＋减少，
由于ＳＲ重摄取减少，所以细胞内 Ｃａ２＋仍能维持在
正常水平。原因是慢性缺氧时，ＳＲ上 ＳＣＥＲＡ表达
下调，从而使 ＳＲ对 Ｃａ２＋重摄取速度减慢，导致
Ｃａ２＋在细胞内蓄积。本次研究发现，缺氧心肌细胞
在ＮＡ作用下，其钙波时程延长，较正常细胞有明显
差异；应用 ＫＮ６２后，延长更明显可能与此有关。
慢性缺氧时，虽然心肌细胞内 ＣａＭＫＩＩ量增加、活性
增强，作用于ＰＬＢ后，使 ＳＲ重摄取 Ｃａ２＋增多，但由
于缺氧时 ＳＣＥＲＡ的减少，这种代偿作用有限，从而
使缺氧心肌细胞钙波时程延长，应用 ＫＮ６２抑制
ＣａＭＫＩＩ活性后，时程延长更加明显则充分说明这
点。

慢性缺氧造成心肌细胞内 ＣａＭ、ＣａＭＫＩＩ增加，
可稳定细胞内Ｃａ２＋循环，有利于维持病理条件下心
脏正常的收缩－舒张活动；但长期慢性缺氧导致心
肌肥厚，易诱发心律失常应引起足够的重视。
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