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不同频率电刺激隔神经导致隔肌肌浆网Ca2+_

和Ca 2+释放。摄取动力学改变
张唯扬‘，刘 刚，王东林，郭先健，钱桂生
  (第兰军医大学新桥医院全军呼吸内科研究所，，庆《幻旧7)

摘 要: 研究不同颇率慢性电刺激((FS)后兔肠肌肌浆网(SR)口' -A1Ysse活性以及SR口今摄取一释放动力学

对不同频率CES的适应性变化。建立不同频率CFS组;用定磷法侧定SR W' -ATP.活性;用F- 2荧光法侧定

SR Ca'摄取一释放动力学。与对赚组比较，怪性低频电祠激10 Hz和20 Hz组的SR口十-ATP-活性明显降低(P<

0.01),汾于释放一摄取动力学也显著降低(P<0.0D;慢性高狈电刺徽50 Ha和100 Hz组的SR口'-A1Pex活性则

显著升高(P<0.01), C.2+释放一摄取动力学亦明显升高(P<0.01),实脸提示，CES后不同翔率CES导致肠肌SR

Car'-ATP-,C." 摄取一释放动力学产生不同的适应性变化;对不同功能状态的肠肌应用不同频谱的俊性电刺激可

能具有重要的临床意义。
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To study adaptation of rabbit diaphragm muscle after different-frequency chronic electrical A=-

I -ATPase activity and Ca?' release-uptake kinetics of samoplasmic
tively measured切detecting inorganic phosphorus ion and Furo-2 fluorescence.

reticulum (SR)。 respee-

SR Ca?'-ATPase activity of
the low-frequency stimulation group was significantly lower then that‘the control group ( P < 0.01) , but it

wasCat
significantly higher in the high-frequency stimulation group against control (P < 0.01) . The kinetics‘
+ release and Ca2+ uptake was significantly lower in low-frequency group than that of the
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but the kinetics of Ca2+ release and Ca? + uptake
It is thou沙t that different frequency electrical

. significantly higher than that of the

control
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e】忱tri侧』ar:��,larinninduced different adaptative changes

Ca' +一‘Cease activity, and Ca2+ release and uptake kinetics of rabbit diaphragm muscle.
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    肠肌授性电刺激(chronic electrical stimulation,

CFS)在商位截瘫引起的肠肌麻痹、中枢性通气不足、
长期机械通气引起的肠肌废用性姜缩的治疗和在便
性阻塞性肺病的服肌康复中起重要作用。已发现不

同频率 CFS后隔肌肌纤维各亚型间比例发生变

化。,21，但对不同孩率肠肌C ES后肌浆网(sucaPIa-
mic reticulum, SR) Cs? +-ATPase活性和Ca2+撅取一释

放动力学的适应性变化未见报道。为此，本文研究

了不同颇率CES后肠肌SR Cat+-ATPase和Cat十摄
取一释放动力学的适应性变化，旨在探讨不同功能状
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态的隔肌使用不同频率CFS的可能性。

1 材料和方法

1.1仪器及试剂 国泰TM冷电刺激仪和恒温水

浴箱购自上海，高速低温离心机购自湖南湘仪厂，

luminescence spectmmeyer IS 50B购自美国PE公司。

ATP-Naz,HEPS, Fuia-2, EGTA, NaN3等购自Sigma公
司;其它化学试剂均为国产分析纯。

1. 2方法

1.2.1动物及CES模型的建立 采用日本大白兔

30只(1.5一1.75吨)，雌雄不拘。常规麻醉消毒后，
在肩脚举肌和胸头肌下1/3与斜方肌的交接处和胸

骨旁二、三肋间的胸大肌处，分别切开皮肤1-1.5

cm，钝性分离皮下组织;将铂金刺激电极置于肩脾

举肌和胸头肌下1/3与斜方肌交接处的颈部肠神经

上，无关电极置于胸部皮下;电极导线从皮下潜行

至颈后皮肤切口处引出、固定。电极呈回型，约

0.56 cm'。术后1周，随机分为正常对照组、10 Hz,

20 Hz,50 Hz和100 Hz组，每组6只;以正常服神经

发放的冲动频率30一40 Hz为准，10 Hz和20 Hz为

低频电刺激组(chronic low-frequency electrical stimula-

don, CUES), 50 Hz和100 Hz为高频电刺激组

(chronic high-fnequency electrical stimulation, CHM ),
CES参数为主频0.75:，串长0.25 rns,波宽0.2 ms,

3一6 strains/次，45 beats/min，电压10一20 V，以调

节到胸腹最佳运动为准。对照组不刺激。刺激时间

2x2h/日，每周刺激6d，休息1d，连续刺激5周。

1.2.2 SR标本的提取 基本参照Carl法[[31，并有
所改进。将20 mg/吨戊巴比妥钠兔耳静脉注人麻醉
后，取肋隔肌标本。标本用预冷的标准Hank's液冲

洗3次，再置于预冷的5倍体积(重量比容f)SR蛋

白囊(protein capsule)提取缓冲液中。SR蛋白续缓冲
液含蔗糖0.25 mol/L, Tris HCl 10 numl/L, pH 7,

EDTA-Na2 0.1 rnnrloVL,肠肌剪碎，高速匀浆30sx2

次，间隔30 a。组织匀浆经四层纱布过滤，离心

10009, 20二，保留上清液。沉淀肌丸再加5倍体
积SR蛋白袭提取级冲液，重复前述匀浆离心过程，

收集混合2次上清液，弃沉淀肌丸。离心400009,

90 min，弃上清，沉淀用0.6 mol/L KCl混惫，冰上静

T 15 min;离心40000 g, 90 min。最后沉淀的SR蛋
白菠用不含EL1TA的上述SR蛋白班提取缓冲液混

悬，Lorry法蛋白定f,调蛋白浓度至2 mg/ml，用液
氮速冻后，置于一70℃冰箱保存备用。
1 1 1 SR ('.w2' -ATP~ 活性测定 用定磷法测定。

反应液含(=mVL) Tris-RQ 20, pH 6.8, KCl 100,

M邪眨5, ATP-Naz 4, CaC12 0.1, NaN3 5和SR蛋白囊

0.5 mg，反应终体积为1 nil。加人A7，后将反应液
置37℃水浴30 min，用1 nil巧%三抓醋酸中止反

应。离心20000 9, 15 min，取1 ml上清液分别加2
ml显色剂和1 ml水于7印， 比色测定ATP水解后

的无机磷含1R o显色剂含4% FeSO4和1 %n钥酸按。

酶活性以拱即VL pi/n唱p以ein " h-‘表示口
1.2.4 SR Cat'橄取一释放功能浏定 Cat十摄取按

Kangacin等法[(4, 51测定。反应液含(rnmoUL) : Tri6-
HC120, pH 6.8, KCI 100, MgCl, 5，草酸钾5, CaC1a

0.1, ATP-Naz 4, Fura-2 2 Iuml/L和SR蛋白囊5 pg/
ml，反应总体积为2 mlo 22一24 ̀1C孵育3 min,置反
应液于荧光分光计石英杯中。样品用杯中旋转的磁

力搅拌捧棍均，待其基线平衡后，用CaC12 10 mmol/

L10川触发反应，测定340/380 run比率表示口十摄

取绝对值。Ca2+释放按Ritucci等法测定[[61。反应液
含(nmiol/L) : KCI 150, MOPS 20,声6.8, MgCI20.5,

Fura-2 2 pmol/L和SR蛋白囊10 pg/nil，反应体积为
2 nil。反应液37 ̀r孵化5 min，倒人荧光分光光度计

石英杯中，加CaC12 25 nml/L，待其摄取平衡后，用

咖啡因4 mmol/L 20讨触发释放反应，测定340/380
nn 比率表示Car+释放绝对值。

1.3统计分析 用‘检验和方差分析进行相应处

理，数据以二 t SD表示。

2 结果

2.1各组SR Car' ATPase活性变化(表1)

    从表1可见，同对照组比较，CUES 10 Hz和20

表1. 不同组率慢性电刺激后肠肌SR Car'-AT-

        Pase的活性变化
Table 1. Changes in the SR Car' -ATPase activity of di-

        aphragm muscle after different frequency clumuc
        electrical stimulation (mean t SD)

Gm即 P. d C.'-A7Peee

(pm(d/L恻m8 Pr-h-')

C.山d

  10比

  20 Hz

  50 Ha

100 Hz

70.131 13-25**

53.盯土8左，一

59.07士4.85"-

83.15 x 10.89"

94.62 x 12.92'"

'"P < 0.01 compmed with aomml goup;二 <0.01, tom-
pemd with CHFES geupe, n二氏
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Hz组的汾+ ATPase活性明显降低(P < 0.01)，而

CHFES 50 Hz和100 Hz组的CaZ+ATPase活性显著升

高(P < 0.01).

2.2各组SR Ca2+释放·摄取动力学变化
    同对照组比较，CUES组SR Ca2+释放a明显减

少(P < 0.01)，波幅降低，口+摄取速度明显减慢
(P< 0.01),摄取时间明显延长;而'uFa组SR

Cz+释放It明显增加(P < 0.01),波幅升高;Ca2+摄
取速度明显加快(P < 0.01),摄取时间明显缩短(表
2,3和图1,2).

                  表2.不同频率慢性电刺激后肠肌SR Ca2+释放的变化

Table 2.     Changes in Ca2+ release of diap}as.m musde SR after different-fiequency chronic electrical stinula-
        tion (mean t SD) (340/380， rate)

ram(.)
C刚p

油由ol 10 11. 20HZ 10011.

伪

10

2.26土0.19

3.49 t 0.11

3.63士0.13

3.卯 士。，的

4.砧 全。.仍

4.87 x 0.05

1.89 t 0.08'...

2.37 t 0.06""

2.71 t 0.伪⋯

3.16士。06,#a

3.1610.05"

3.16x 0.05"sa

2.17 t 0.伪二

2.印:0.11二，.

3.20出。.伪..“

3.3310.10**"

4.1210.05二‘

4.提士0.05'",a

  匆 Hz

2.36士。.

3.35 t 0.

4.4910.12**

52430.17""

5.63士0.15"

6.11 t 0.09"

3.13 t 0.20' ̀

4.1830.27"*

5.3810.25**

6.69:0 .09-

6.83:0 .04-

6.幻 土。.仍“.

5

10

15

加

25

30

* P < 0.01, compared with coraxd; "P < 0.01; oompered with CHFES gonps, n = 6.
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图 1‘不同孩率俊性电刺激后肠肌SR口，释放的变化曲跳

吨.1.口+ relesx， of rabbit di喇.，muscle SR a&er dfurnt-fieTrncy duonic electrical otimaladon. A. Cathol;
B. 10 Ha; C. 20 Ha; D. 50 Hz; E. 100 Ha. Scabs d x and y~ in珑AB一E are the~ as dot in凡AA.

                  表3.不同频率慢性电刺激后肠肌SR汾十级取变化

Table 3.  Changes in Ca' uptake of disphrVn muscle SR after diffemt-fiequency chrunic electrical stim-
          uLrtion (mean tSD) (340/380二 rate)

Tune(.)
C刚甲

r} d   10 Ha

9.40:L 0.

8.85士0

20 Hz 50 Hz 100 Hz

9.37 t 0.10

7.401 0.19

4.30 t 0.13

2.35 1 0.40

1.8710.21

1.兑 土0.08

1.9110.佣

1.盯士。.璐

1.7710.10

.璐口‘

8.3610.21 """

7.1910.11""'"

5.6610.13""""

3.7410.14"""'

3.3710.17"""'

3.2210.09"""

2.46士。.伪，:.

9.72:0.13

9.01士。.璐份:.

6万10.12-

5璐10.17"""

4.仍含。.的.，’，

3.65 10.15"""

3.的10.13""a'

3.砧10.巧““

3刀土0.14⋯ ‘

8.2710.12"

5.砧 10.12**

1.4910.11二

0.81:0.07-

0.40土。.伪”

0.301 0.以“

0.2110.03""

0.1210.位二

。的 10.01**

8势t 0.11'

5沙 x 0.11二

I肠:0.12二

0.男 土。.皿”

0.毖:0.10"'

0.28:0 .04-

0.1410.04**

0.10:0.04"

0.10:0.04一
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翔
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*P<0.05, **P<0.01, compered with cmtml grove; 'P< 0.05, "P < 0.01, cumpe2d with CHEFS groups;
推二6.
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2.不同预率怪性电翩徽后肠肌SR口十摄取变化曲线
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3 讨论

3.1兔肠肌SR W '-ATPase活性的适应性改变
    本研究发现，兔隔肌SR Cat*-ATP. 活性在不

同频谱CES后产生不同的适应性变化。CUES组表

现为SR Cat*-ATP. 活性的明显降低(P < 0.05),

以10 Hz组最为明显;而 CHFES组则表现为SR

ca?十、ATP.活性的显著升高(尸< 0.05)，以100 Hz
组最为显著。结合不同频率对二氢啥陡受体(dihy-

dropridine receptor, DHPR)和Ryanodine受体(RyR)表
达的影响，提示不同频率电脉冲可能影响了CaZ *信

号基本单位依赖的不同刺激释放浓度的等级体系，

建立了一个频率兴奋性刺激敏感的CaZ十振荡，表现

出CaZ十信号的频率调节性[hl
    兔隔肌由大约22.9%的工型肌纤维、48.1%的

HA肌纤维和27.9%的IIB肌纤维构成，有两种

CaZ * -ATP.亚型，即SERCA,.和SERCAy1s'97。工型
肌纤维是慢收缩纤维，nB肌纤维是快收缩纤维，

IIA肌纤维介于I型和IIB肌纤维之间。Lmde等发

现(161，相同重量下，快肌纤维RyR的含A是慢肌纤

维的3一4倍;快肌纤维RyR与Q?'-ATP.分子的
比例是1:400，而慢肌纤维RyR与C.?'-ATP.的比
值为1:200;同时快肌纤维中IIB肌纤维的RyR和
Cat+-ATP.含量又高于IIA肌纤维，SERCA,。的活

’性高于SERCA,。在不同颇率CES后，肠肌肌纤维
亚型的比例发生改变，表现为CUES时兔肠肌氧化

代谢工型肌纤维明显增加，nB肌纤维明显减少;

CHFES时则IIB肌纤维明显增加，I型肌纤维明显

减少;不同频率引起Q?'-ATP. 的变化同肌纤维
的变化相一致，提示Cat'调节蛋白和收缩蛋白变化

的一致性，也进一步支持了对不同功能状态肠肌的

训练和康复应采用不同颇率CES的设想【10)
3.2 Ca2+释放·摄取动力学的适应性改变

    m肌钙释放单位中DHPR,RyR和Cat+-ATP.

活性决定了SR Cat十释放一摄取动力学[13,141。本研究
中CLFES组C2+释放一摄取速度均明显降低，CHFES

组则明显升高。这种改变无疑与钙释放单位中DH-

PR, RyR和Cat十一ATPase活性改变密切相关〔9-121
在CLFFS组，由于RyR,表达下调，RyR2出现表达，
同时骨骼肌DHPR表达下降和可能的心肌型DHPR

表达升高，SR萎缩变小，钙释放单位由骨骼肌型向

心肌型转化，E-C藕联时Cat+主要由细胞外进人细

胞内，C,2瞬时变慢，出现SR C.2* 释放减少、波幅

降低，表现为慢肌型C.2* 释放特征。CUES使

Cat' -ATP. 的SERCAI,亚型表达下调和SERCA2.亚

型可能表达上调〔151，而且慢肌中SERCAy的数f又

明显低于快肌中的SERCAI� SERCA2.摄取Cat.的速

率又明显慢于SERCA,. [161，导致SR Cat十一ATPase活
性降低，Ca2十摄取明显减慢。CHFES组则恰好相友，

RyR;和骨骼肌型DHPR表达升高，Cat十一ATP.活性

增加，表现为快肌型钙释放单位特征和撅取速率，
Cat十释放一摄取加速，同时对细胞外Cat十变化的敏感
性降低〔171. CUES组和CHFES组肌条力学特征同
Cat十释放一摄取动力学特征相一致的现象支持这些推
断〔171，其适应性变化的差异性可能在临床应用中起
重要作用。
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