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纳他卡林对鼠脑线粒体 ATP敏感性钾通道的开放作用 
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【摘  要】 目的  探讨纳他卡林对脑线粒体 ATP敏感性钾通道的影响。方法  急性分离大鼠脑线粒体, 采用 Clark氧
电极法测定纳他卡林对线粒体耗氧速率的影响; 采用紫外分光光度法测定纳他卡林对线粒体悬液在 540 nm处的吸光值
的影响, 用以监测线粒体基质容积的变化。结果  纳他卡林可使脑线粒体的耗氧速率增加（7.58±2.76）%（P＜0.05）, 
此作用可被线粒体 ATP敏感性钾通道阻断剂 5-羟基癸酸（5-HD） 拮抗; 与空白对照组比较, 纳他卡林可使脑线粒体悬
液在 540 nm处的吸光值显著减小（P＜0.01）, 即增大线粒体基质容积, 此作用也可被 5-HD拮抗（P＜0.01）。结论  纳
他卡林可开放脑线粒体 ATP敏感性钾通道。 
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Effects of natakalim on mitochondrial ATP-sensitive potassium channel in rat brain 
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Academy of Medicine, Beijing 100039, China) 

【Abstract】 Objective  To investigate the effects of natakalim on mitochondrial ATP-sensitive potassium channel(mitoKATP) in rat 
brain. Methods  The Clark-type electrode was used to detect the oxygen consumption rate of brain mitochondria isolated from Wistar 
rats. Absorbance of the mitochondrial suspension at 540 nm was monitored by spectrophotometric method to assess the mitochondrial 
matrix volume change. Results  Natakalim accelerated the mitochondrial oxygen consumption rate by (7.58±2.76) % (P＜0.05), which 
was abolished by 5-hydroxydecanoate(5-HD), a specific mitoKATP channel blocker. In addition, absorbance of mitochondrial suspension 
at 540 nm was decreased by natakalim, suggesting enlargement of mitochondrial matrix volume(P＜0.01). This effect was also abo- 
lished by 5-HD(P＜0.01). Conclusion  Natakalim can activate the brain mitochondrial ATP-sensitive potassium channel in rat. 
【Key words】 brain mitochondria; natakalim; mitochondrial ATP-sensitive potassium channel  

This work was supported by grants from National New Drug Research and Development Key Project (2009ZX09301-002) 
 

脑血管病, 特别是缺血性脑血管疾病严重危害人
类健康, 具有发病率、死亡率和致残率高的特点。缺
血及再灌注损伤的机制可能涉及能量代谢障碍、自由

基损伤、细胞内及线粒体内钙离子超载、兴奋性氨基

酸毒性、炎症反应、线粒体损伤及细胞凋亡等。研究

表明, 线粒体是缺血及再灌注损伤的亚细胞目标, 对
线粒体功能变化的研究已成为当前心脑缺血性疾病研

究领域的热点。自1991年Inoue等[1]首次证实在线粒体

内膜存在ATP-敏感性钾通道（mitochondrial ATP-sensitive 
potassium channel, mitoKATP）  以来, mitoKATP通道在

缺血及再灌注损伤中的作用备受关注。已经证实 , 
mitoKATP通道开放后可通过多种机制保护缺血组织, 
减轻缺血缺氧及再灌注损伤[2-4]。纳他卡林是新结构类

型KATP通道开放剂, 具有较强的降血压作用[5], 选择
性激活Kir6.1/SUR2B通道亚型[6]。研究发现, 很多细胞
膜ATP-敏感性钾通道（plasma membrane KATP channel, 
sarcKATP） 开放剂亦能开放mitoKATP

[7]。本研究探讨了

纳他卡林对mitoKATP 通道的影响。 

1  材料与方法 

1.1  试剂和仪器 

纳他卡林、二氮嗪由北京赛德维康医药研究院

合成; 二磷酸腺苷（ADP）、牛血清白蛋白（BSA）、
抗霉素A及5-羟基癸酸（5-HD） 购于Sigma公司; 琥
珀酸、谷氨酸、苹果酸为国产分析纯试剂; Bradford
法蛋白定量试剂盒购自北京博迈德科技发展有限公 
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司; 主要仪器为Oxygraph氧电极（英国Hansatech公
司）、Stratos高速冷冻离心机（德国）、JEM1230透射
电镜（日本Olympus公司）、DY89-I型电动玻璃匀浆
机（宁波新芝科器研究所）、TU-1900双光束紫外可
见分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）。 

1.2  大鼠脑线粒体的提取 

差速离心法[2]提取大鼠脑皮层线粒体。体重 180～
220 g的雄性Wistar大鼠, 10%水合氯醛（350 mg/kg） 
腹腔注射麻醉, 迅速断头取脑, 立即置入冰冷的生
理盐水中, 洗净血污, 除去小脑、白质, 嗅球等。脑
皮层在 2 ml分离介质（150 mmol/L蔗糖、10 mmol/L 
HEPES、1g/L BSA、0.5 mmol/L EDTA; pH 7.4）  中
剪碎, 转移入玻璃匀浆管中（1min 之内完成）, 总
体积约 5 ml, 电动匀浆, 下上七次。所得匀浆液用分
离介质稀释到 10 ml。4℃离心: 2000 × g离心 8 min, 
小心地吸取上清液, 12 000×g离心 12 min, 沉淀用分
离介质重悬浮, 体积 10 ml, 12 000 × g 离心 12 min, 
沉淀用分离介质悬浮, 制成 1 ml 混悬液。装在塑料
离心管中, 插入碎冰中保存。全程冰上操作, 提取完
成后立即测定。用 Bradford法进行蛋白含量测定。 

1.3  脑线粒体超微结构观察 

将分离得到的脑线粒体沉淀用 3%戊二醛固定
液固定。经磷酸缓冲液冲洗, 1%锇酸固定, 丙酮脱水, 
环氧树脂 618包埋, 制超薄切片后用 JEM1230透射
电镜扫描观察线粒体的形态, 判断线粒体分离质量
及纯度，照像。 

1.4  脑线粒体呼吸功能的测定 

采用 Clark氧电极法[8]。所提线粒体悬液经过蛋 
白定量确定浓度, 以控制加样的体积。按照 Clark氧
电极法的操作说明安装好电极, 做好加样前工作（清
洁仪器, 校正, 测试灵敏度）。外接恒温水浴（30℃）。
取 0.5 mg线粒体加入 1 ml反应体系（225 mmol/L甘
露醇, 75 mmol/L蔗糖, 0.1 mmol/L EDTA, 10 mmol/L 
磷酸钾缓冲液 pH7.4） 中, 孵育 2 min, 再加入 20 μl
底物（NADH呼吸链为 5 mmol/L苹果酸+5 mmol/L谷

氨酸, FAD呼吸链为 5 mmol/L琥珀酸）, 连续描记呼
吸曲线, 1 min后加入 5 μl ADP（50 mmol/L）, 待 ADP
消耗完, 曲线斜率平稳后在固定时间点加入纳他卡林
（终浓度为 10 µmol/L）, 连续描记呼吸曲线。加入
ADP之前曲线的斜率称为 4态（R4） 呼吸, 加入 ADP
后的快速耗氧阶段称为 3态（R3）呼吸, R3和 R4的比

值称为呼吸控制率（respiratory control rate, RCR）。 

1.5  脑线粒体基质容积的测定[2] 

采用分光光度法。比色皿中线粒体蛋白浓度控

制在0.5 mg/ml, 测定用缓冲介质为: 225 mmol/L甘露
醇, 75 mmol/L蔗糖, 0.1 mmol/L EDTA, 10 mmol/L磷
酸钾缓冲液（pH7.4）, 反应体系温度25℃。于540 nm
波长处作时间扫描, 记录3min内吸光值变化。 

1.6 统计学处理 

计量资料以 x s± 表示, 组内比较采用配对t检验, 
P＜0.05表示差异有统计学意义。应用SPSS 13.0统计
软件进行数据统计分析。 

2  结  果 
2.1  脑线粒体超微结构观察 

由图 1 可见, 分离得到的脑皮层线粒体膜完整, 
嵴致密, 基质清楚。 

 

 
 

图 1  脑线粒体超微结构（TEM） 
 

2.2  脑线粒体活性检测 

用 Clark 氧电极法检测脑线粒体氧化磷酸化功
能。图 2A代表典型的氧化磷酸化曲线, 可见线粒体氧
化磷酸化偶联程度较好, 呼吸控制率为 4.50±0.25（n =  

 

 
图 2  典型的线粒体呼吸曲线 

A: 脑线粒体氧化磷酸化偶联程度较好, 对解偶联剂和呼吸链抑制反应敏感; B: R4′明显大于 R4(P＜0.05, n=6), 
呼吸链补偿线粒体内膜两侧 H+电化学梯度降低的能力较好 
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6） , 线粒体对解偶联剂 CCCP 和呼吸链抑制剂
antimycin A反应敏感。图 2B中, R4为加入 ADP前线
粒体的耗氧速率, R4′为ADP完全消耗以后的耗氧速率, 
可见 R4′[（31.44±4.33） nmol/（ml·min）]明显大于
R4[（25.56±3.38） nmol/（ml·min）], (P＜0.05, n = 6), 
表明呼吸链可通过加速电子传递, 补偿由于ADP磷酸
化生成 ATP而消耗的线粒体内膜两侧 H+电化学梯度。

可见, 我们所提的脑组织线粒体功能良好。 

2.3  纳他卡林对脑线粒体耗氧速率的影响 

纳他卡林（10 µmol/L）可使线粒体耗氧速率显
著加快（7.58±2.76 %）（P＜0.05; 图3A）。我们以加
入纳他卡林后耗氧曲线的斜率和加入之前曲线斜率

比值 R作为检测指标, 检测 5-HD（100 µmol/L） 对
纳他卡林的拮抗作用, 结果显示 5-HD（100 µmol/L） 
可拮抗纳他卡林加速线粒体耗氧速率的作用（P＜
0.05; 图 3B）。 

2.4  纳他卡林对脑线粒体基质容积的影响 

二氮嗪为高选择性mitoKATP通道开放剂, 本实
验以二氮嗪为对照 , 观察纳他卡林对脑线粒体基
质容积的影响。结果显示, 二氮嗪（10 µmol/L）和
纳他卡林（10 µmol/L）  均可增大脑线粒体基质容
积 , 表现为脑线粒体悬液在 540 nm 处的吸光值

（A540）减小, 此作用均可被 5-HD（100 µmol/L） 拮
抗（图 4, 图 5）。 

 

 
图 3  纳他卡林对脑线粒体耗氧速率的影响 

A: 加入纳他卡林前后耗氧曲线的斜率; 与加入纳他卡林前比较, *P＜0.05; B: R, 加入纳他卡林后前耗氧曲线斜率的比值。 
与对照组比较, *P＜0.05; 与纳他卡林处理组比较, #P＜0.05 

 

 
图4  纳他卡林对脑线粒体悬液A540的影响 

A: 纳他卡林对脑线粒体悬液 A540的影响; a: 对照组; b: 纳他卡林组; c: 5-HD+纳他卡林组; B: 300 s时纳他卡林对脑线粒体 
悬液 A540的影响; 与对照组比较, **P＜0.01; 与纳他卡林组比较, ##P＜0.01 

 

 
 

图 5  二氮嗪对脑线粒体悬液 A540 的影响 
A: 二氮嗪对脑线粒体悬液 A540的影响; a: 对照组; b: 二氮嗪组; c: DMSO组; d: 5-HD+二氮嗪组; B: 300 s时二氮嗪 

对脑线粒体悬液 A540的影响; 与对照组比较, *P＜0.05; 与二氮嗪组比较,  #P＜0.05 
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3  讨  论 

线粒体是一种结构和功能复杂而敏感的细胞器, 
拥有独立于细胞核的基因组, 是细胞能量产生的主
要部位, 许多疾病的病理生理过程与线粒体损伤密
切相关[9], 如帕金森病、阿尔茨海默病、缺血性脑损
伤、创伤性脑损伤、脊髓损伤及衰老。 

研究表明, 线粒体膜上存在多种通常表达于细
胞膜的离子通道, 如ATP-敏感性钾通道、Ca2+激活

钾通道等。目前人们对这些离子通道的三维分子结

构尚不完全清楚, 但已经认识到其在调节线粒体功
能、沟通线粒体内和细胞内信号转导及维持细胞正

常生理功能等方面发挥着重要作用。其中 , 对
mitoKATP通道在缺血性疾病及神经退行性疾病的发

生发展中的作用已有广泛深入的研究。mitoKATP通

道在缺血预适应过程中可能扮演启动子和效应子的

双重角色[10]。mitoKATP通道已成为神经保护和心脏

保护的新靶标[11]。mitoKATP通道开放后可调节N-甲
基-D-天门冬氨酸受体活性 [4]、调节氧化磷酸化功

能、抑制钙超载、抑制线粒体通透性转运、抑制细

胞凋亡。但这些保护作用都继发于mitoKATP通道开

放后的直接效应[12], 即线粒体基质容积增大、线粒
体耗氧加速（轻度解偶联）  和线粒体基质碱化。 

有研究表明 , 脑mitoKATP通道的分布比心脏和

肝线粒体高七倍[14], 内向整流钾通道Kir亚型Kir6.1
和磺酰脲类受体SUR亚型SUR2参与了mitoKATP通道

的组成 [13-15], 而且, Kir6.1和SUR2在脑线粒体的表
达比其他脑组织更高 [14], 这提示了mitoKATP通道对

脑线粒体功能调控的重要性。纳他卡林是新结构

类型KATP通道开放剂 , 选择性激动Kir6.1/SUR2B
亚型 [6], 为小分子脂肪胺类化合物 , 可通过血脑屏
障。由此, 我们设想纳他卡林对mitoKATP通道可能具

有开放作用, 并有发展成脑保护剂的潜力。 
MitoKATP开放后

[12], 钾离子内流入线粒体基质, 
细胞液流入引起线粒体基质容积增大, 表现为线粒
体悬液在540 nm波长处吸光值（A540）降低。组织缺

血时, 由于线粒体膜电位降低, 导致线粒体基质皱
缩, 膜间隙增大, 嵌于内外膜之间的重要蛋白功能
受损, 导致线粒体功能障碍, 最终导致组织损伤。因
此, 钾离子内流对组织缺血时基质容积和膜间隙的
维持至关重要。钾离子通过mitoKATP等钾离子通道及

钾离子转运体进入线粒体基质, 而位于线粒体内膜
上的H+/K+交换体则使钾离子离开基质, 而使氢离子
进入基质, 即发生解偶联效应, 这会导致线粒体耗
氧加速。 

本实验表明, 纳他卡林可加速脑线粒体耗氧。
由于 5-HD 可迅速被线粒体脂酰辅酶 A 合成酶催化
生成 5-HD-CoA, 5-HD-CoA可能作为呼吸链底物被
氧化[16]而加速耗氧（P＜0.01; 图 6）, 如果设立 5-HD
拮抗组, 会发现 5-HD 不但不能拮抗纳他卡林加速
耗氧的作用, 反而使之增强。为了克服这一问题, 我
们以加入纳他卡林后耗氧曲线的斜率和加入之前曲

线斜率的比值作为检测指标, 观察到了 5-HD 对纳
他卡林的拮抗作用（图 3B）。纳他卡林可增大脑线
粒体基质容积, 这一作用可被 mitoKATP通道阻断剂

5-HD拮抗。由此证明纳他卡林可开放脑通道, 这为
将纳他卡林开发为新型心脑保护药和神经保护剂提

供了实验依据。 

 

 
 

图6  5-HD加速线粒体耗氧速率 
与对照组比较, **P＜0.01 
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而开颅手术治疗多需在全麻下进行, 且开颅时间长, 清除血
肿的过程中又增加了脑损伤, 术后并发症及病死率增加。而

老年患者多合并慢性心肺疾病且体质弱, 内科保守及外科
手术治疗疗效差, 死亡率更高。微创颅内血肿清除术创伤小,

无年龄限制, 尤其适合难以耐受开颅的高龄患者。本组病例
平均年龄 72.6岁, 最高 85岁, 颅内血肿总清除率 91%。病

死率 12% , 低于国内立体定向治疗病死率 20.86%[2]。 
对适宜微创颅内血肿清除术、患者状态不能耐受手

术或患者家属不同意外科开颅手术者微创术时机越早越

好[3]。由于手术清除血肿降低颅内压, 尤其是降低血肿腔
压力, 使闭塞的血管再出血[4]。因此, 手术时间一般选择

发病 6～12 h较为合适。 

有研究显示[5], 人体 30～40 岁后, 肾脏的重量开始
逐渐减轻, 肾小球滤过率进行性下降。老年人高血压、糖
尿病等疾病多发 , 加快了肾小球硬化的进程 , 在应激或

一些药物作用下, 老年人极易发生肾功能不全。微创颅内
血肿清除术清除血肿并可持续引流减轻脑水肿降低颅内

压 , 术后一般不使用甘露醇等脱水剂 , 如出现脑水肿可
适量使用, 因此, 可减少老年患者肾功能不全的发生。 

总之, 微创颅内血肿清除术疗效高、创伤小、并发症 

少且操作简便 , 在治疗上突破了对患者年龄及身体状况

的限制, 是老年高血压脑出血的一种较有效的治疗方法。 
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