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限制性体位对大鼠膈肌功能改变的影响

马丽。李桂军，方迎艳，关宿东
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·基础医学·

[摘要]目的：研究限制性体位大鼠膈肌功能的变化。方法：sD大鼠20只随机分成对照组和限制性体位组，每组10只。限制

性体位组大鼠双前肢固定悬挂12 h后，应用体外灌流大鼠膈肌条的方法，分别测量其单收缩力(Pt)、最大强直张力(Po)、峰值

收缩时间(CT)、半舒张时间(1／2RT)，并测量刺激频率在10、20、40、60、100 Hz的张力，绘制张力一频率曲线。同时测定膈肌

组织中超氧化物歧化酶(SOD)、琥珀酸脱氧酶(SDH)活性及丙二醛(MDA)含董，电镜观察膈肌组织超微结构的变化。结果：

限制性体位组大鼠Pt、P0均低于对照组(P<0．01)；CT、I／2RT均高于对照组(P<0．01)。给予lO、20、40、60、100 Hz的电压刺

激膈肌时，限制性体位组大鼠膈肌张力均低于对照组(P<0．05一P<0．01)。其组织SOD、SDH活性均明显低于对照组

(P<0．01)，而MDA含量显著高于对照组(P<O．01)。限制性体位大鼠膈肌肌丝紊乱、断裂，线粒体空泡化或囊泡化，有髓板

样物形成；肌浆网明显扩张。结论：限制性体位大鼠膈肌肌纤维结构受到破坏，收缩功能下降，可能与SOD、SDH活性降低，

MDA含精增高有关。
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Restrictive position affects the diaphragm function of rats

MA Li，LI Gui-jun，FANG Ying—yan，GUAN Su·dong ·

(Department of Physiology，Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China)

[Abstract]Objective：To study the changes of diaphragm function of rats when in restrictive position．Methods：Twenty SD rats were

randomly divided into two groups：control group and restrictive position group．ne rats in restrictive position group were hung with their

upper limbs bound for 12 hours．The maximal twitch torce(Pt)，maximal tetanic torce(Po)，contraction time(CT)，half-relaxtion time

(1／2 RT)，and the force frequency curve at 10，20，40，60 and 100Hz were recorded．The superoxide dismulase(SOD)，

malondialdehyde(MDA)，succinic dehydrogenase(SDH)in the diaphragm were detected．The uhrastructures of the diaphragm were

examined by electron microscope．Results：The Pt and Po in the restrictive position group were lower than those in the control group

(P<0．01)，but the CT and I／2RT were longer(P<0．01)；When 10，20，40，60 and 100 Hz square·wave voltage was given to

stimulate the diaphragm，the tension of the diaphragm in the restrictive position group WRS significantly lower than that of the control

group(P<0．05to P<0．01)．‰SOD and SDH in the restrictive position group were si舭cantly lower than those of control group
(尸<0．01)，and the MDA were higher(P<O．01)．The electron microscopic morphometry of the diaphragm in the restrictive position

group revealed that the diaphragm myoneme was confused and broken：the mitochondria was in a state of vacuolization and expanded；

Myelinfigures ctxdd be s嘲．and the sarcoplasnfic reticulum嘲s distended．Conclusions：The diaphragm systolic function of the rats in the
restrictive position group is damaged．which may be related to the decreased activity of SOD and SDH，as well 8．8 the increase of MDA eotletl．
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限制性体位窒息是指长时间被限制于能影响自

主呼吸的某种异常被动体位，导致呼吸功能发生障

碍而引起窒息；若致死亡，则称之为限制性体位窒息

死亡。Busuttil等¨o提出关于死亡机制的观点，认为

限制性体位改变呼吸动力学，造成呼吸肌疲劳引起

死亡。目前国内外学者主要从膈肌的形态学、酶学、

膈肌肌电变化的研究，证实膈肌在限制性体位下发

生功能衰竭，导致肺通气功能障碍，并最终发生呼吸

功能衰竭；但膈肌力学特性的变化尚未见有完整报
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道。本实验通过观察大鼠双前肢悬挂12 h后膈肌

力学、酶学和超微结构的变化，以期进一步探讨限制

性体位窒息死亡的机制。

l材料与方法

1．1 试剂和仪器 Kreb’s液，超氧化物歧化酶

(SOD)、琥珀酸脱氢酶(SDH)、丙二醛(MDA)测定

试剂盒(南京建成生物工程研究所)；95％O：+5％

CO：(合肥巨网工业气体有限公司)；生物信号采集

处理系统(Medlab．u／4c，南京美易科技有限公司)。

1．2动物分组及标本制备SD大鼠20只(蚌埠医

学院实验动物中心提供)，体重(300±20)g。分对

照组(n=10)和限制性体位组(n=10)。限制性体

位组大鼠双前肢固定悬12 h后麻醉、断头，开胸速
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取膈肌置于Kreb’s液(135 mmol／L NaCl，5 mmol／L

KCI，2．5 mmol／L CaCl2，1 mmol／L MgS04，1 mmol／L

NaH2P04，15 mmol／L NaHC01，l 1 mmol／L C6H1，06)

的玻璃平皿中，持续通入95％O，和5％CO，的混合

气体，每块膈肌沿中心腱分成两半，右半侧膈肌

一80℃冰箱保存，以备生化测定使用；左半侧膈肌

作力学检测。一块用2．5％戊二醛固定，制备电镜

标本。

1．3 离体膈肌张力测定将制备好的膈肌条垂直

悬挂于37℃Kreb 7 s液的麦氏浴槽中，通入

95％O：+5％CO：混合气体，膈肌条肋骨端用蛙心夹

固定在通气钩上，中心腱端用线结扎并接于张力换

能器，电子刺激器通过两根直接插入肌条两侧的铂

金电极刺激膈肌。张力换能器固定在微调节器上，

调节肌条至最适初长度(Lo)，静置平衡20 min，各

力学检测均在Lo下进行。测定参数：(1)收缩特

性：测定每个肌条在Lo时的单收缩力(Pt)、最大强

直张力(Po)、峰值收缩时间(CT)及半舒张时间(1／

2RT)。(2)最大强直张力：在单刺激后静置10 min

以超最大电压，串长400 ms，100 Hz刺激，获得一个

清晰的坪。(3)张力一频率曲线测定：刺激参数参

照最大强直收缩力的参数，以10、20、40、60、100 Hz

刺激绘出张力一频率曲线，以上各值均以横截面积

(CSA)标准化。(4)计算CSA：每次肌条张力实验

后用电子分析天平测量膈肌重量计算CSA。公式

为：CSA=肌条重量(g)／(肌条长度(cm)×膈肌肌

肉密度)。膈肌肌肉密度=1．056 g／cm3。

1．4生化指标检测 肌肉蛋白定量采用考马斯亮

蓝法。SOD、SDH活性检测采用化学比色法；MDA

含量检测采用比色法。

1．5膈肌超微结构观察将膈肌切成l mm3组织

块，置于2．5％戊二醛前固定。1％锇酸后固定，梯

度脱水包埋后，超薄切片，透射电镜观察。

1．6统计学方法采用t检验。

2结果

2．1 收缩特性的变化 限制性体位组Pt和Po均

低于对照组(P<0．01)，CT和1／2RT均高于对照组

(P<0．01)(见表1)。

表1限制性体位对大鼠离体膈肌力学特性的影响(n。=10；i±s)

分组 I t(s／era2) CT(ms) 1／2RT(ms)Po(s／em2)

对照组 192．73±48．66 39．30±11．13 32．50±4．8l 835．42±190．56

限制性体位组106．63±30．35 63．70±23．78 40．70±4．03 506．61±124．46

t 4．75 2．94 4．13 4．57

P <0．0l <0．01 <0．01 <0．01

2．2膈肌收缩的张力一频率关系 在给予大鼠膈

肌条10、20、40、60、100 Hz刺激时，限制性体位组的

大鼠膈肌各频率下的收缩张力均低于对照组(P<

0．05一P<O．01)(见表2)。

表2限制性体位对大鼠膈肌收缩张力一频率的影响(nj=lO；孑±$；g／em2)

2．3膈肌组织生化指标测定与对照组比较，限制

性体位组的大鼠膈肌组织的SOD、SDH活力均明显

降低(P<0．01)，MDA含量升高(P<0．01)(见表3)。

表3 限制性体位对大鼠膈肌组织生化指标的影响(n；：

10；i-i-s)

2．4膈肌细胞超微结构的变化正常大鼠膈肌肌

纤维密集，排列整齐，肌节清晰，线粒体呈圆形或椭

圆形整齐排列，数量密集，无肿胀(见图1)。限制性

体位大鼠膈肌细胞肌纤维肿胀，肌丝部分断裂，肌小

节消失；线粒体数量减少，水肿扩张，嵴模糊断裂，大

量线粒体空泡化或囊泡化，有髓板样物形成；肌浆网

明显扩张，肿胀；有的可见脂滴(见图2)。

3讨论

对于限制性体位窒息死亡的机制，国内研究者

倾向于呼吸肌疲劳导致呼吸衰竭而死亡，但也有学
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缩力与抗疲劳性下降。

有研究提示，自由基生成增多、能量代谢障碍、

电解质紊乱等可诱发膈肌疲劳【5．6】。本实验中限制

性体位大鼠膈肌中SOD含量显著下降，而MDA含

量显著上升，说明膈肌有明显的脂质过氧化作

用"J。膈肌缺血缺氧时生成的自由基可直接损伤

膈肌组织，干扰呼吸链，可造成细胞膜损伤，并可影

响肌浆网对钙的摄取和释放，从而进一步损伤细胞，

甚至可引起细胞死亡哺J。SDH为有氧代谢——三

羧酸循环的限速酶，其含量可反映三羧酸循环的强

弱归J，而膈肌抗疲劳能力主要取决于组织的氧化代

谢能力，本实验限制性体位组SDH含量显著下降，

说明有氧代谢能力下降，影响A11P的生成，当ATP

不足时，膈肌发生ATP耗竭，膈肌易疲劳。

电镜观察膈肌超微结构结果显示，限制性体位

导致大鼠膈肌肌纤维肿胀，肌丝部分断裂，肌小节消

失；线粒体数量减少，水肿扩张，嵴模糊断裂，大量线

粒体空泡化或囊泡化，有髓板样物形成；肌浆网明显

扩张，肿胀；有的可见脂滴。由此说明，限制性体位

造成膈肌超微结构的损伤，导致膈肌收缩能力下降。

本实验通过离体膈肌张力的测定证实，在限制

者提出悬挂体位可造成体位性神经中枢缺血而引起 性体位过程中膈肌功能受到限制，导致其收缩舒张

呼吸功能障碍；国外的研究者们除认同上述观点外， 功能下降，长时间的呼吸衰竭可以导致机体死亡。

也在药物、创伤、饥饿等死亡的因素上作了 本实验的结果有望为限制性体位窒息死亡的机制解

来I、存【z，3】 释和法医学鉴定提供实验依据。
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