
根据世界卫生组织的最新数据统计，心血管疾

病仍是世界范围内最主要的疾病之一，而心肌缺血

再灌注损伤引起的心肌梗死，仍然是疾病治疗过程

心肌线粒体复合体在高脂模型小鼠心脏缺氧⁃复氧中的作用
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［摘 要］ 目的：研究高脂模型小鼠心肌线粒体复合体功能变化，并探讨其在心肌缺氧/复氧（模拟缺血再灌注）中的作用。方

法：将12只雄性2周龄C57B6小鼠随机分为高脂饮食组和对照组，进行20周高脂饮食和正常饮食喂养，并记录体重。实验结

束后，提取心脏线粒体，将其在密闭空间内耗尽氧气后，维持缺氧状态30 min再通入氧气以模拟心脏缺血再灌注过程。通过氧

气浓度检测探针测量并记录线粒体的耗氧率（oxygen consumption rate，OCR），荧光比色法检测线粒体复合体活性，荧光分光光

度计测量活性氧（reactive oxygen species，ROS）的产生速率。结果：高脂饮食组心肌线粒体的OCR明显高于对照组（P < 0.05），同
时线粒体复合体Ⅱ的活性在高脂饮食组中明显升高（P < 0.05）。OCR在两组中均升高，尤其是在高脂饮食组，且这种升高可以

被复合体Ⅱ抑制剂Malonate抑制。比较线粒体ROS的产生速率也发现相同倾向。结论：线粒体复合体Ⅱ的活性在高脂模型小

鼠中有较大变化，且这种变化可能是心肌缺氧/复氧（模拟缺血再灌注）损伤加剧的机制。
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［Abstract］ Objective：This study aims to detect the effect of mitochondria from high fat diet mice heart，and the effects of hypoxia⁃
reoxygenation. Methods：A total of 12 2⁃week⁃old mice（male，C57B6）were randomly divided into high⁃fat⁃diet（HFD，n=6）group and
control（CTR，n=6）group，and they were fed with high fat diet and normal diet respectively for 20 weeks. Hearts were used to isolate
pure mitochondria. After the oxygen used up in the chamber，the mitochondria were subjected to 30 minutes of hypoxia⁃reoxygenation
to simulate ischemia ⁃ reperfusion. Mitochondrial oxygen consumption rate（OCR）was measured using oxygen monitor system.
Mitochondrial complex enzyme activity was assessed using microplate colorimetric assay kit. Reactive oxygen species（ROS）was
measured by fluorimeter. Results：The mitochondrial OCR was greater in HFD group compared to that of CTR group（P < 0.05）.
Similarly，mito⁃complex Ⅱ activity was significantly increased in HFD group compared to that of CTR group（P < 0.05）. Furthermore，
reoxygenation of purified mitochondria following 30 min hypoxia transiently increased OCR，with significantly higher increase in HFD
group. Pre ⁃ treatment of mito ⁃ complex Ⅱ inhibitor，malonate diminished reoxygenation ⁃ induced OCR increase in both groups. The
similar tendency was also detected in ROS. Conclusion：Mito⁃complex Ⅱ activity was totally enhanced in the HFD model，which could
be involved in the injury of hypoxia⁃reoxygenation（which simulated ischemia⁃reperfusion）in heart.
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和治疗后最重要的死亡原因，其损伤受到多种机制

同时调控。越来越多的研究表明心肌线粒体的功

能改变与心肌损伤密切相关［1］。心肌线粒体功能异

常引起的呼吸链异常、细胞凋亡、活性氧（reactive
oxygen species，ROS）的产生均是引起损伤的途径。

有国外最新研究显示，线粒体复合体Ⅱ（也被称为

琥珀酸脱氢酶）的可逆性抑制剂——丙二酸盐的使

用，可以有效减少心肌线粒体的ROS产生，从而减

轻缺血再灌注引起的损伤［2-3］。另一方面，高脂血症

作为心血管疾病的重要诱因［4］，对于心肌线粒体的

影响也一直是研究的重点［5］，已知高脂环境会引起

线粒体的功能异常，对于线粒体参与调控的细胞

凋亡、ATP产生等都有重要影响［5-7］，但是对于复合

体Ⅱ和缺血再灌注损伤的具体影响和调控研究较

为少见。本研究拟测定心肌线粒体复合体Ⅱ在高

脂环境下的功能变化以及其在心脏缺氧/复氧损伤

（模拟缺血再灌注）中可能的作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料

12 只 SPF 级雄性 C57BL6 小鼠，2 周龄，体重

（8.5 ± 0.7）g，英国曼彻斯特大学动物研究中心提

供。动物高脂饮食饲料（D12492，60%脂肪，20%碳

水化合物，20%蛋白质，Research Diet公司，美国）。

线 粒 体 复 合 体 Ⅰ 和 Ⅱ 活 性 检 测 试 剂 盒

（Ab109908、Ab109721，Abcam公司，美国），氧浓度

检测探针（Instech 公司，美国），荧光分光光度计

（PTI公司，美国）。所有线粒体反应所需的基本代

谢底物和抑制剂等均购于美国Sigma公司。

1.2 方法

1.2.1 动物模型建立

12只 2周龄小鼠随机分为对照组（n=6）和高

脂饮食组（n=6），小鼠经适应性喂养 1周后，对照

组饲喂正常饮食，高脂饮食组饲喂高脂饮食。试

验期间小鼠自由饮水和进食，每周记录体重。喂养

20周后，断颈法处死小鼠，解剖取出心脏，用于提

取线粒体。

1.2.2 线粒体分离

使用差速离心法从组织中提取线粒体。将新

鲜分离的心脏组织用Wash⁃Buffer清洗干净后充分

研磨，溶于线粒体分离缓冲液（Isolation⁃Buffer），使用

高速离心机在4℃条件下按照1 000 g离心10 min取上

清，12 000 g离心15 min取沉淀，12 000 g离心15 min
取沉淀，最终得到纯净的线粒体。

1.2.3 线粒体缺氧/复氧模拟心脏缺血再灌注

在密闭容器内加入提纯线粒体和呼吸链所需

的底物（丙酮酸盐、苹果酸盐、谷氨酸盐、ADP、琥珀

酸盐），待线粒体耗尽氧气，即氧气浓度为 0后等待

30 min模拟心脏缺血，再通入足量氧气模拟心脏再

灌注。

1.2.4 线 粒 体 耗 氧 率（oxygen consumption rate，
OCR）测量

将 0.02 mg线粒体溶于OCR⁃Buffer（210 mmol/L
甘露醇、70 mmol/L 蔗糖、5 mmol/L 磷酸二氢钾、

10 mmol/L 3⁃吗啉丙磺酸，pH=7.4），并加入到密封的

反应机器内，依次加入线粒体呼吸链所需的底物，

氧气浓度探针检测并记录氧气浓度从19.6%（室温，

标准大气压下缓冲液内的氧气浓度）到0的全过程，

用于计算平均OCR。

1.2.5 线粒体复合体活性测量

采用荧光比色法，测量线粒体复合体Ⅰ和复合体

Ⅱ的酶活性。在小孔内分别加入适量的样本和特异

性的显色剂后，使用分光光度计测量吸光度（OD）值
并计算。

1.2.6 线粒体ROS产生速率的测量

采用荧光分光光度计（激发光 555 nm，发射光

581 nm）测量ROS产生速率。将0.01 mg的线粒体溶

于 Incubation⁃Buffer（125 mmol/L氯化钾、4 mmol/L磷

酸二氢钾、14 mmol/L 氯化钠、20 mmol/L HEPES，
1 mmol/L氯化镁、0.2%无脂肪酸BSA、0.02 mmol/L EG⁃
TA，pH=7.2），加入石英比色皿内，放入机器暗箱内

等待温度稳定至 37 ℃后，加入 4 U/mL的辣根过氧

化物酶和 10 μmol/L的显色剂Amplex Red。之后依

次加入线粒体呼吸链所需的底物，记录此时的反应

斜率，即为ROS产生速率。

1.3 统计学方法

采用 SPSS22.0软件进行统计分析。计量资料

以均数±标准差（x ± s）表示，组间比较采用单因素方

差分析。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 两组小鼠心肌线粒体复合体活性及OCR变化

分别用两组小鼠的心脏提取线粒体，进行线粒

体复合体Ⅰ和复合体Ⅱ的活性检测，发现高脂饮食

组的线粒体复合体Ⅰ活性略有下降，而复合体Ⅱ的

活性明显升高（P < 0.05）。与线粒体复合体Ⅱ活性

变化趋势相同，高脂饮食组的OCR与对照组比较明

显升高（P < 0.05，图1）。
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2.3 ROS产生速率变化

在正常生理情况下，线粒体呼吸链所需的底物

全部存在时，ROS产量很小。但是当线粒体经过模

拟缺血再灌注处理后，ROS产生速率明显增加，且

这种增加在加入线粒体复合体Ⅱ抑制剂Malonate后
被抑制。当使用左旋肉碱（可帮助线粒体外的游离

脂肪酸进入线粒体内）与线粒体反应后，再灌注后

的线粒体ROS产生速率进一步增加，且再次使用

Malonate时抑制效果更加明显（图3）。

3 讨 论

国内外众多研究表明，心肌线粒体ROS的产生

是心肌缺血再灌注损伤的重要机制［1-2，8-10］，而ROS
大量产生的原因仍未十分明确。线粒体的反向电

子传递（reverse electron transport）是目前最新的研

究理论［2，11］，其主要内容为在缺血状态下，大量游离

电子在线粒体复合体Ⅱ附近聚集，由于缺乏氧气而

无法由正常的氧化呼吸链方向，即向线粒体复合体

Ⅲ转移。当大量氧气突然出现时，游离的电子会瞬

间向线粒体复合体Ⅰ方向转移，并在复合体Ⅰ处产

生大量的ROS从而造成损伤。

本研究在使用高脂模型小鼠时发现，线粒体氧

化呼吸链的代谢活性明显增高（OCR增高），线粒体

复合体Ⅱ的活性也同时呈现明显增高，这表明高脂

肪酸代谢的环境刺激了复合体Ⅱ的活性从而提高

了线粒体呼吸链的氧化呼吸作用。而在线粒体水

平模拟缺血再灌注的病理过程时，发现线粒体的耗

氧率再次出现明显升高，且这种升高在高脂模型中
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Figure 2 OCR changes after ischemia⁃reperfusion without and with mito⁃complex inhibitors
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Figure 3 The effect of ischemia⁃reperfusion on mitochon⁃
drial ROS
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图1 两组小鼠心肌线粒体复合体Ⅰ、Ⅱ活性和OCR变化

Figure 1 Comparison of mito⁃complex Ⅰ activity，mito⁃complex Ⅱ activity and OCR

2.2 模拟缺血再灌注后两组小鼠心肌线粒体功能

变化

测量线粒体OCR时，当密闭反应室内的氧气耗

尽（即氧浓度达到 0）继续保持密封环境 30 min，之
后再次通入足量氧气模拟缺血再灌注时线粒体周

围的氧浓度变化。发现两组线粒体的OCR均明显

增高，且高脂饮食组增加更多（P < 0.05，图 2A），且

这样的OCR增加现象可以被线粒体复合体Ⅱ抑制

剂Malonate完全抑制，但不能被线粒体复合体Ⅰ抑

制剂Rotenone抑制（图2B）。
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更加明显。增加的OCR可以被线粒体复合体Ⅱ的

抑制剂完全抑制，却无法被复合体Ⅰ抑制剂抑制，

证明了这种增加来自于复合体Ⅱ的作用。已有研

究证明，线粒体复合体Ⅱ抑制剂可以减少ROS产

生，减轻缺血再灌注对心肌的损伤［2］。本研究进一

步发现，无论是正常线粒体还是在高游离脂肪酸环

境下的线粒体，ROS的产生均可被线粒体复合体Ⅱ
抑制剂抑制，且在高游离脂肪酸环境下抑制效果更

强。已有国外研究发现，缺血再灌注过程中会有大量

琥珀酸盐在线粒体复合体Ⅱ附近聚集，这也是心肌线

粒体在缺血再灌注时产生ROS的必要条件［3，12-13］。因

此，在高游离脂肪酸的环境下，线粒体复合体Ⅱ活

性的增加及过量琥珀酸盐积聚，ROS产生速率会进

一步增加，心肌缺血再灌注所受的损伤也会更大。

这也说明高脂模型小鼠的心脏缺血再灌注损伤受

线粒体复合体Ⅱ的活性调控。

综上所述，在高脂模型小鼠中，心肌线粒体复

合体Ⅱ的活性会增加，同时线粒体氧化呼吸链的效

率也会提升，导致心肌缺血再灌注时产生更多的

ROS，从而引起更大损伤，但也会使线粒体复合体Ⅱ
抑制剂减少损伤的作用更加有效。
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