
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.3 JAN.2014

低硒心肌损伤与钾离子通道蛋白的关系研究 *
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摘要 目的：心肌上的离子通道蛋白与心肌损伤有很大的关系，本研究通过低硒喂养对 C57BL/6小鼠心肌组织损伤的影响及其对
钾通道蛋白的改变。方法：将实验小鼠分为 4组：对照组，低硒 30天组，低硒 90天组和低硒 180天组。采用低硒饲料（硒含量
0.0045 滋g/g）喂养的方法建立低硒小鼠模型，对照组给予正常饲料(硒含量 0.256 滋g/g)，与低硒组同时喂养；硒含量的测定和 HE
染色方法观察心肌损伤情况，Western Blotting方法检测其钾通道蛋白的表达。结果：低硒饲料喂养小鼠的心脏硒含量与正常饲料
喂养的硒含量相比明显降低（P＜ 0.01）；并出现轻微的心肌损伤，钾通道蛋白的表达量在低硒 30天组，低硒 90天组和低硒 180天
组下调（P＜0.01）。结论：成功建立低硒小鼠模型，低硒能引起小鼠心肌损伤，这种改变可能有心脏的钾通道蛋白的表达水平有关。
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Study of Relationship between Cardiomyocytes Injury Induced by
Selenium-deficiency and Potassium Channel Protein*

Many studies showed that ardiomyocytes injury had related to ion channel, to study the effects of melatonin
on heart tissue in C57BL/6 mice caused by low selenium diet and discuss the possible mechanism. The mice were divided into
four group, with three treatment groups fed with selenium-deficient diet (0.0045 滋g/g) for control group, 30 day low-selenium, 90 day
low-selenium, 180 day low-selenium. Then selenium and heart tissues were examined in mice. Western Blotting was employed to
identify the down-stream protein of potassium channel protein expression level. Compared with the control group, the selenium
levels of the 30 days, 90 days and 180 days selenium deficiency mice were reduce (P<0.01) and there was cardiomyocytes injury. And the
expression of potassium channel protein in 30 days, 90 days and 180 days selenium deficiency mice was also down-regulated (P<0.05).

We established a selenium-deficient mice model successful. Low selenium can caused cardiomyocytes injury and these
changes might be caused by the level of potassium channel protein.
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前言

硒（Se）最早由是由瑞典的化学家 Brezelius于 1817 年发
现的是人体中一种重要的微量营养元素和抗氧化剂[1]。其中硒

作为一种重要的因子参与构成这些酶的活性中心从而以活性

硒蛋白发挥生理功能[2]。大量的流行病学的资料证明，心血管疾

病的发病率与饮食中的含量及人体硒水平呈负相关[3]，硒在体

内通过合成含硒酶例如 GPx[4]、TR[5]或者硒蛋白 P[6]清除体内的

脂质过氧化物来维持系统的完整性，从而保护心肌免受损伤，

维持正常代谢[7]。我国科学工作者根据大量的研究确定了克

山病是由于当地饮食中的硒元素缺乏引起的 [8]，缺硒是导致

克山病的一个必要条件[9]，至此便有了硒与人类疾病关系的

报道 [10]，对于硒与人类肿瘤的关系也越来越受到大家的关

注[11]。

硒对心肌损伤的保护作用主要是通过增加抗氧化功能，保

护受损伤心肌，维持正常电生理活动，有报道称人体血硒含量

低于正常值即低硒时可引起心肌损伤等各种疾病，心肌细胞

K+通道数量多且种类不同[12]。钾离子通道作为一种蛋白质，有

几个亚基构成，这些亚基由不同的基因编码，离子通道与低硒

导致的心脏病变有一定的关系[13]，本研究从建立低硒小鼠模型

开始，在各个时间点取小鼠的心肌组织，硒含量测定小鼠的心

脏硒含量，检测心肌组织是否被损伤，检测钾离子通道蛋白的

变化情况，为心肌损伤与钾离子通道的研究提供重要的基础依

据。

1 材料与方法
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1.1 低硒饲料的配制
低硒酵母（硒含量为 0.0045 滋g/g）46.84%，猪油 4%，色拉

油 1%，常量元素 5.37%，微量元素 0.06%，混合微量元素 0.5%，
无 VE 的混合维生素 0.1%，氯化胆碱 0.2 %，DL 甲硫氨酸
0.4%，VE36.6%，砂糖 4.93%。
1.2 实验动物
实验动物 C57BL/6小鼠 80只，雌雄各半，体重为 18-25 g，

均购自北京维通利华实验动物技术有限公司。C57BL/6小鼠随
机分为 4组：对照组（control），低硒 1个月（LD-30d），低硒 3个
月（LD-90d），低硒 6个月（LD-180d）。本实验通过低硒饲料喂
养小鼠来建立低硒模型，低硒组的小鼠饮用水为高压灭菌后的

去离子水，正常对照组给予正常饮用水。对照组给予正常硒含

量饲料，其中酵母的硒含量为 0.219 滋g/g，其他成分均相同。
1.3 实验方法
1.3.1 实验动物心脏硒含量的测定 各实验点取小鼠的心脏称

重，消化后加消化液甲（3 mL）和消化液已（10 mL），将三角瓶
放置于电炉上逐渐加热，约 10 min后即可见激烈反应，片刻后
溶液变为无色液体并伴随白烟，此时继续加热至液体变为淡黄

色液体微带着绿色即可认为反应达到终点，立即去下，直至消

化液冷却后变为无色，此时加入 20 mL的水，摇匀后再加入 2 mL
的 0.2 mol EDTA，然后混匀。

将上述溶液用氨水及盐酸调 pH至 1.5-2.0，加盐酸羟胺溶
液 2 mL后放置 5 min，避光加入 DNA试剂 4 mL，混匀后至于
沸水浴中，5 min后冷水浴冷却，然后加 6 mL环己烷，在振荡器上
震荡 5 min，将全部溶液移至分液漏斗中，分层后弃下层，将上层溶
液 1500 rpm离心 2 min，将环己烷在荧光光度计上测定苤硒脑的
荧光强度，每批测定的同时都要做试剂空白组，硒标准（0.1 滋g）。

计算公式：每克组织样品中硒含量 =[标准硒含量÷（标准
荧光读数 -空白荧光读数）]× [（样品荧光读数 -空白荧光读
数）÷ 样本重量]
1.3.2 实验动物心肌 HE染色 取出心脏组织，D-Hank，s液冲
洗 3 min，放入 10%的甲醛中固定，石蜡包埋切片。切片脱蜡，浸
入苏木素染色液中 5-10 min，流水冲洗 10 min，蒸馏水冲洗
5-10 s，浸入 95%乙醇片刻，伊红染色液染色 5 min，二甲苯透
明，中性树硅封片。光学显微镜下观察，蓝紫色为细胞核，粉红

色为细胞浆，拍照。

1.3.3 Western blot检测钾通道蛋白的表达 取小鼠的肝、脑、

肾组织分别放入与匀浆器中，裂解，匀浆，紫外分光光度计检测

蛋白浓度。取 10 滋L蛋白样品，用 10%的 SDS-PAGE电泳，转
膜，封闭，加入 Sel P和 SBP1抗体（1：1000）,4℃过夜。1× TBST
洗三次，二抗室温孵育 2 h，膜用 1× TBST洗三次，洗涤后加入
ECL发光剂，曝光，显影。
1.4 统计学处理

采用 SPSS 16.0统计学软件进行统计学分析，对符合正态
分布的计量资料以均数± 标准差表示，偏态分布的计量资料以
中位数± 四分位数间距表示，正态分布资料采用 t检验，偏态
分布资料采用Mann-Whiteny检验，P＜ 0.05有统计学差异，P＜
0.01有显著性差异。

2 结果

2.1 心脏硒含量的测定结果
利用荧光法检测微量元素硒在各组动物实验中的含量变

化，图 1的结果显示，与对照组相比，低硒 30天、90 天、180天
随着时间的延长，心脏的硒含量称降低趋势，并在低硒 180天

时最为明显（P<0.01）。说明小鼠的心脏处于低硒水平状态。

2.2 心肌组织损伤程度的鉴定
将各组的心肌组织进行包埋固定，在显微镜下观察病理形

态学的变化，图 2结果显示正常的心肌组织细胞紧密呈长梭
形，结构完整，细胞核明显，心肌间质无异常变化，而低硒组的

心肌组织细胞疏松并排列紊乱，失去正常心肌细胞的形态，在

低硒 180天组有明显的细胞核溶解，细胞间质间隙加宽，说明
有轻微心肌损伤的趋势。

2.3 Western blot检测钾通道蛋白的表达情况
为了进一步确定低硒与钾通道的关系，我们又检测了钾通

道蛋白的情况，如图 3所示的结果，对照组相比，钾通道蛋白随
着低硒时间的延长，表达量降低。

图 1 小鼠心脏硒含量

Fig. 1 The selenium levels in heart

图 2 HE染色检测心肌组织情况（× 400）

Fig. 2 HE staining in mouse myocardial（× 400）

图 3 Western blot钾通道蛋白蛋白表达结果 *P＜0.01,vs空白

Fig. 3 The expression of KCN by Western blot *P＜0.01, vs control
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3 讨论

硒作为一种机体生理活动所必需的微量元素，其在物质合

成过程所起到的重要性不言而喻[14]，低硒可引起机体免疫力下

降，同时硒缺乏与多种疾病有关[15]，如克山病、大骨节病[16]、心血

管疾病，近年来，有很多的研究报道称硒与很多的肿瘤疾病也

有应得相关性[17]。钾离子通道基因结构改变或表达异常均会导

致钾离子通道的功能异常，心肌肥厚可导致钾通道的改变[18]，

钾离子通道基因的正常表达，对于心肌动作电位的产生和房颤

也有一定的关系[19]。很早就有报道称补硒可以激活钾通道，但

具体的机制不明[20]，低硒对心血管疾病的临床治疗起到了重要

的作用[21]，而研究一直是近年来困扰我们的难题，对于低硒与

钙离子通道的关系本课题组已研究多年，那么关于钾离子通道

与低硒的关系上不是很清楚。

本实验对低硒小鼠的心肌损伤进行了初步分析。与对照组

相比，低硒时间越长，在小鼠心脏内的硒含量就随着时间的延

长降低（图 1），并呈现显著性的差异（P＜ 0.05），由 HE染色的
结果显示，在低硒 30天时几乎在显微镜下看不到心肌组织的
损伤情况，在低硒 90天知道低硒 180时，能看到细胞松弛话，
细胞与细胞之间有疏松的间隙出现，说明心肌组织出现了一定

程度的损伤情况（图 2）。同时，图 3的结果显示，在随着低硒时
间越长延长，钾通道蛋白的表达量降低，分析数据可知，当心肌

细胞处于损伤状态时，有钾离子的外流导致了细胞内的，而此

时的钾通道蛋白表达量却减少，可能是由于心急的损伤造成了

钾通道蛋白的破坏或者失活。

离子通道与很多疾病例如心房纤颤、心肌肥大、心力衰竭

等有一定的关系，对于心肌动作电位的产生和兴奋性的维持都

有关键性的意义，本研究在低硒模型的基础上发现低硒时，小

鼠的心脏组织有损伤出现，伴随着的是小鼠低硒时引起的心肌

损伤可以一定程度的引起钾通道蛋白的表达量降低，但是具体

的机制尚未明确，但为低硒病因学说提供分子水平的实验佐

证，为低硒与钾离子通道的进一步研究提供了参考依据。
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