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摘 要 :【目的】测定不同周期 STZ 诱导糖尿病生存信号改变对心肌缺血/再灌注 ( I/R)损伤及心肌细胞凋

亡的影响。【方法】阻断和开放左冠状动脉前降支建立大鼠急性心肌 I/R 模型 , 用 TTC 染色 , 测定大鼠心肌 I/

R 后梗死面积 , 用免疫印迹法定量分析代表心肌凋亡水平的 caspase- 3 及代表细胞生存信号的磷酸化蛋白激酶

B(P- Akt)的表达 , 用槽式电泳法测定硝基酪氨酸。【结果】在 STZ 处理后 2 周 , 糖尿病组(2WD)心肌梗死面积比

相应周期对照组(2WC)明显缩小 , STZ 处理后 16 周(16WD), 梗死面积比相应对照组(16WC)增加 ; P- Akt, 在心肌

的表达在 2WD 比 2WC 组增加 35%, 在 16WD 比 16WC 明显减少 ;超氧亚硝酸根离子 ( ONOO- )生成的标志性

产物硝基酪氨酸 (NT) 在 2WD 组中较 2WC 组低约 49%, 但在 16WD 组中较 16WC 组显著增加 ; 在缺血再灌

注后 , Caspase- 3, 在 2WD 组较 2WC 组中减少 , 而 16WD 组 caspase- 3 较 16WC 组增加。【结论】STZ 诱导糖

尿病早期、晚期对心肌 I/R 损伤和细胞凋亡呈现相反的作用 , 这可能是由于早、晚期糖尿病相反的细胞生存信

号改变而引起的。
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Abstract:【Objective】 To determine the effects of different - term STZ - induced diabetes on ischemia/

reperfusion (I/R) injury and cell apoptosis of rats myocardial via alterations in myocardial cell survival signaling.

【Methods】The models of I/R injury were induced by occlusion and reperfusion of the left descending coronary artery

(LDCA) of rats. Size of I/R- induced infarct was determined using triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining.

Apoptosis-determined by caspase - 3 expression, cell survival signaling determined by phosphorylation of protein

kinase B (P- AKT) expression, and quantified by Western blot analysis. Nitrotyrosine was quantified by slot blot

analysis. 【Result】 Two weeks after STZ treatment, the infarct size was decreased in the 2 weeks diabetic hearts

(2WD) as compared with time- matched control group (2WC); Whereas after 16 weeks of diabetes (16WD), the infarct

size was increased in the diabetic hearts-as compared with the 16WC group. P- AKT expression, was increased in

2WD group by 35% over 2WC values, whereas there was decreased in P - Akt expression in 16WD and 16WC

groups. Peroxynitrite formation as indicated by nitrotyrosine was 49% lower in 2WD hearts, but was increased in

16WD group compared with controls. After I/R, Caspase- 3 expression, was decreased in 2WD group compared with

2WC group, while caspase- 3 increased in the 16WD group compared with the 16WC group.【Conclusion】Short-
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临床研究显示合并糖尿病的心肌梗塞病人死

亡率远高于单纯心肌梗塞病人[1]。与临床研究所不

同的是 : 糖尿病对心肌缺血/再灌注 ( ischemia/

reperfusion, I/R) 损伤的实验研究呈现出矛盾的结

果,包括减轻或增加心肌 I/R 损伤[2,3]。让人感兴趣

的是 :链脲佐菌素(streptozotocin, STZ) 诱导的糖尿

病动物模型在 I/R 实验时具有心肌保护作用 , 类

似于缺血预适应 (ischemic preconditioning, IPC)反

应[2]。遗憾的是其保护机理未完全明了。有报道蛋

白激酶 B (protein kinase B, Akt ) 直接通过磷酸化

( phosphorylation)失活细胞凋亡 ( apoptosis)前体的

方法来促进细胞生存 [4], 蛋白激酶 B的激活可使具

有细胞保护作用的磷酸化蛋白激酶 B ( phospho-

Akt, P- Akt)的水平显著升高 ,从而抑制细胞凋亡 ,

保护心肌免受 I/R 损伤[5]。目前 , 糖尿病动物心肌

P- Akt 的变化及其对心肌 I/R 损伤的影响有待进

一步阐明。我们测定了不同时期 STZ 诱导糖尿病

大鼠心肌生存信号 ( survival signaling)改变及其对

I/R 损伤和细胞凋亡的影响。

1 对象和方法

1.1 实验动物与分组

健康雄性 Sprague- Dawley 大鼠 (美国 Harlan

公司) 平均体质量约 250 g 随机分为 8 组 : 2 周和

16 周的 STZ 处理组 (2WD和 16WD); 2 周和 16 周

的 STZ + I/R(2WD+I/R 和 16WD+I/R)组 , 及时间相

对应的对照组 (2WC, 16 WC, 2WC+I/R 和 16 WC+

I/R)。糖尿病是通过尾静脉注射含 STZ (美国Sigma

公司 , 55 mg/kg)的柠檬酸缓冲液 (0.01 mol/L, pH

4.5) 诱导而成。对照组单独注射等量柠檬酸缓冲

液。STZ 注射后 3 d 及 I/R 实验前收集尿样、血样

测试尿糖和血糖。血糖超过22 mmol/L, 尿糖阳性

者 , 归为糖尿病组。为避免酮症酸中毒 , 糖尿病组

STZ处理后1周大鼠开始皮下注射胰岛素 2 U/d [6]。

该剂量胰岛素仅为预防酮症酸中毒, 注射胰岛素

后糖尿病组血糖仍保持在 22 mmol/L以上。

1.2 急性心肌局部缺血和再灌注的模型

ketamine HCl (100 mg/kg) 和 xylazine (10 mg/

kg) 混合腹腔注射麻醉。右颈静脉插管补充体液 ,

左颈动脉插管监测血压和心率。气管插管与犬齿

动物呼吸机相连。体温用电热垫维持在 37 ℃。待

心率和血压稳定后,施左胸切开术。暴露左冠状动

脉 左 前 降 支 ( left descending coronary artery ,

LDCA),用丝线(6- 0)缝合形成活的闭环。用止血钳

子夹紧闭环造成左心室局部缺血 , 心肌缺血的标

志是心包膜表面苍白且血压下降。松开止血钳再

灌注。再灌注时血压略微上升。实验均为缺血 30

min 再灌注 2 h。

1.3 心肌梗死面积大小的确定

左心室(left ventricle , LV)大小 ,梗死面积大小

( infarct size, IS) , 缺血区域 ( area at risk , AAR)均

如先前文献描述方法测定 [7]。简言之 , 在 2 h 再灌

注后, LDCA再次被封闭。埃文斯蓝颜料(2%)被注

入 LV 腔 , AAR 为非蓝染色 , 蓝染者为正常灌注

区。摘除心脏 , 冲洗多余的蓝颜料 , 将左心室横切

为 2 mm厚切片。切片在 1% 2,3,5-三苯基氯化四

氮唑 ( 2, 3, 5- triphenyltetrazolium chloride, TTC)

PBS 缓冲液染色 12 min,梗死区为非 TTC 染色,砖

红色染色区为可逆活性组织。每层切片的上下两

面均拍摄照片 , 使用 Metamorph 图像软件分析照

片不同区域面积大小。每层切片两边的区域平均

计算。AAR 表示为总 LV 的百分比 , IS 表示为

AAR 的百分比。

1.4 免疫印迹分析

来自每组 LV 的 AAR 与心脏组织其它部分

分离 ,使用包含 PMSF 1 mmol/L, Na2VO3 2 mmol/L,

10 g/L protease inhibitors cocktail (Sigma) 的 RIPA

缓冲液冰上匀浆后以 10 000×g, 4 ℃离心 30 min。

上清液贮于- 80 ℃冰箱待测。总蛋白质浓度测定使

用 Bio- Rad 蛋白测定包,根据说明书测定。蛋白样

品 (100 μg) 加样于 40~100 g/L 聚丙烯酰胺胶体

中 , 用电泳动方法将蛋白样品按分子量大小分离 ,

被分开的蛋白质被转移在硝化纤维薄膜上。薄膜

用 50 mL/L低脂牛奶封闭过夜。然后用特定抗 P-

Akt , Cleaved Caspase- 3 的抗体标记。特定抗体被

对 X线敏感的化学发光物 (ECL RPN2106, 美国

Amersham Pharmacia 公司)标记 , 并暴光于 X线片

and long- term STZ induced diabetes exert opposite influences on myocardial I/R injury and cell apoptosis, and

these contradictory influences may depend on different alteration in cell survival signaling.

Key words: diabetes; myocardial; ischemia/reperfusion; apoptosis; survival signaling

[J SUN Yat- sen Univ(Med Sci), 2006, 27(5):510- 514]
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上。蛋白量的测定用抗 !- actin 抗体 (Clone AC-
15; Sigma)来标记。

1.4.1 P - Akt 水平测定 使用抗 Phospho- AKT

(ser 473) 抗体(美国 Cell Signaling Technologies 公

司)来标记。

1.4.2 半胱天冬酸- 3( Caspase- 3)水平测定 使用

抗 Cleaved caspase- 3 抗体 (Asp175, 美国 Cell

Signaling Technologies公司)来标记。

1.5 槽式印迹法测定硝基酪氨酸

将 25 μg蛋白质样品用 20 mmol/L的 Tris 缓

冲液 ( pH 7.4)稀释至 200 μL, 加样于固定在槽式

电泳仪上 , 用 TBS缓冲液预浸过的纯净硝化纤维

薄膜上 , 负压吸引并用 Tris 缓冲液冲洗 2 次 , 用

50 mL/L低脂牛奶封闭过夜。然后用特定抗硝基酪

氨 酸 ( nitrotyrosine, NT) 抗 体 (Cayman Chemical

Company)标记,并暴光于 X线片上。

1.6 统计学处理

实验数据用均数±标准差表示 , 用 Statview 统

计软件 ANOVA 影响因素分析。检验水准α=0.05。

2 结 果

2.1 血糖水平、心脏质量及梗死面积

在 2 周和 16 周糖尿病组中 , 血糖显著升高 ;

心脏质量在 2WD 和 2WC 组之间无显著性差异 ,

糖尿病 16 周时 , 心脏体质量在 16WD 组中比在

16WC 组显著减轻 ; 缺血再灌注后 , 梗死面积在

2WD 组比对照组 2WC 减少 , 在 16WD 组比对照

组 16WC 组增加。详见表 1。

表 1 大鼠血糖 , 心脏质量、梗死面积

Table 1 Blood glucose, body weight, and infarct size of the rats

Time (week)

2

16

Group

Control

Diabetic

Control

Diabetic

n

11

11

8

8

Blood glucose (mmol/L)

6.10±0.30

29.00±1.90 1)

6.30±0.20

27.60±1.80 1)

Heart weight (g)

0.71±0.03

0.66±0.02

1.07±0.04

0.59±0.05 2)

Infarct size (%)

51±3.3

35±3.0 3)

50±2.0

61±3.0 3)

2.2 P- Akt 在心肌中的表达

心肌细胞生存信号通过免疫印迹分析具有细

胞保护作用的磷酸化蛋白激酶 B(P- Akt)的生成来

评估。在 2WD 组 P- Akt 的生成比 2WC 组增加了

35%。然而,在 16WD 组 P- Akt 水平比 16WC 组减

少了 60%(图 1)。

2.3 硝基酪氨酸测定

超氧亚硝酸根离子 ( Peroxynitrite, ONOO- )水

平由其标志性产物硝基酪氨酸( NT)来代表。槽式

印迹法显示缺血前 NT 在 2WD 组较 2WC 组低

49%(图 2), 在缺血再灌注后 , NT 水平无显著差异。

在 16WD 组 , 缺血前及再灌注后 NT 水平分别较

16WC 大鼠升高 25%和 22%。

2.4 心肌细胞凋亡测定

心肌细胞凋亡通过免疫印迹法测定 Cleaved

caspase - 3 的表达来评估。在糖尿病 2 周时 ,

caspase- 3 在 2WD 和 2WC 组之间无显著性差异;

然而 , 在缺血和再灌注后 Cleaved caspase- 3 表达

在 2WD+I/R 组 中 比 在 2WC + I/R 组 的 更 低

(53%)。在糖尿病 16 周时 , Cleaved caspase- 3 表达

在 16WD 组中比在 16WC 组增加 43%; 缺血再灌

1) Blood glucose levels in diabetic group vs. the time matched control group, F=2098.90, P< 0.001; 2) Diabetic heart weight vs. the time

matched control group, F=177.5, P< 0.001; 3) Diabetic infarct size vs. the time matched control group, F=16.4, P < 0.05

图 1 STZ 诱导糖尿病对心肌 P- Akt 生成的影响

Fig.1 Effects of STZ - induced diabetes on P - Akt

formation in the myocardium

All values are the mean ±S.E.M, n=6; * Diabetes vs

time matched control groups; # 16 weeks diabetes vs 2 weeks

diabetic group, F=24.80, P< 0.01

(x±sx)
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注后 Cleaved caspase- 3 表达在 16WD+I/R 组中比

在 16WC+I/R 组增加 22%(图 3)。

3 讨 论

我们测定了 STZ 诱导糖尿病对心肌 I/R 损伤

及心肌细胞凋亡的影响。结果显示在糖尿病早期,

大鼠心脏在 I/R 后梗死面积和心肌细胞凋亡数量

均比对照组减少 , 而在糖尿病晚期 , 梗死面积和心

肌细胞凋亡数量均比对照组增加。这一结果显示

糖尿病早期对心肌 I/R 损伤具有保护作用 , 然而 ,

至晚期时这种保护作用不但消失 , 而且糖尿病更

加重 I/R 的损伤。

传统观念认为心肌 I/R 损伤主要指心肌坏

死 , 是氧自由基介导的脂质过氧化、钙超载、无复

流等因素的病理生理过程。研究表明[8], I/R 时, 在

冠状动脉血流复通的开始几分钟 , 超氧阴离子

( superoxide, O2- ) 快速形成 , 并与一氧化氮 (nitric

oxide, NO)反应形成 ONOO- , ONOO- 是导致再灌注

损伤的主要物质 , ONOO- 作为高活性氧化剂 , 能硝

基化酪胺酸蛋白质残基产生 NT, NT具细胞毒性 ,

可致细胞死亡。本研究结果也显示,无论糖尿病组

或对照组 , 再灌注期 ONOO- 含量明显增加。一般

认为 , 糖尿病时体内氧自由基生成增多 , 并与 NO

反应形成 ONOO- , 也有报告认为自由基清除酶(如

superoxide dismutase, SOD) 如 SOD 在糖尿病早期

增加从而减少超氧化物的含量 [9], 形成 ONOO- 数

量下降。但在糖尿病慢性期时超氧化物含量升高,

与 NO 反应形成 ONOO- ,促使心肌细胞死亡。这与

本研究结果相符合, 即代表 ONOO- 水平的 NT 心

肌含量在糖尿病早期比对照组低, 而在晚期比对

照组明显升高。

目前多数学者认为 , I/R 过程中除心肌的坏死

外还有细胞凋亡的参与 [ 6] , 细胞凋亡的具体机制

非常复杂且涉及许多因素 , 是国内外学者研究的

热门课题。I/R 过程中产生的大量氧自由基及其氧

化产物是促进细胞凋亡的诱因 , 不直接引起细胞

凋亡 , 而是通过一定的信号转导通路激活相关的

基因 ,调控细胞凋亡。Bcl- 2 是目前公认的抑制细

胞凋亡的基因 , 目前认为 , Bcl- 2 在此过程中可能

是通过调节线粒体膜的通透性 , 作用于调节凋亡

必不可少的关键酶—半胱氨酸蛋白酶 ( Caspase-

3) , 来调节细胞凋亡的发生 [ 10] , Caspase- 3 可直接

导致凋亡细胞解体 , 酶解细胞结构蛋白 , 切断凋亡

细胞与周围细胞的联系 , 关闭 DNA 的复制与修

复 ,降解 DNA,最后将细胞解体并包裹形成凋亡小

体。因此 , Caspase- 3 是研究细胞凋亡的常用指标。

有研究[12]认为糖尿病高糖血症可诱导细胞凋亡 ,且

该诱导作用与线粒体的细胞色素 C 释放及

caspase- 3 的激活有关。 Ho 等 [11]也论证了内皮细

胞在高糖环境中可诱导活性氧族 ( Reactive oxygen

species, ROS)产生从而激活 caspase- 3 诱导细胞凋

亡。糖尿病心脏,包括 STZ 诱导糖尿病动物模型心

脏体积随时间延长而缩小 , 心肌细胞凋亡数量随

时间延长而增多 [6,10,11]。这与我们的实验结果相符

合。即糖尿病时 I/R 过程中心肌细胞凋亡数量的

图 2 STZ 诱导糖尿病对心脏硝基酪氨酸水平的影响

Fig.2 Effects of STZ– induced diabetes on nitrotyrosine

formation in the myocardium

All values are the mean ±S.E.M, n=6- 10; *Diabetes vs. time

matched control group; # Reperfusion group vs pre- ischemia group,

F=19.23, P< 0.05

图 3 STZ 诱导糖尿病对心肌 Caspase- 3 表达的影响

Fig.3 Effects of STZ - induced diabetes on Caspase - 3

expression in the myocardium

All values are the mean ±S.E.M, n=6; * Diabetes vs

time matched control group; ♀ I/R group vs time matched

pre- ischemia group, F=16.52, P< 0.05.

*

*
* #

# #

*

*

*

#
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[1]

[2]

[3]

[4]

变化是一个随病程改变的过程 , 即早期减少晚期

则增加。

已有活体及离体研究显示 [12] Akt 的激活与保

护心肌 I/R 损伤和抑制心肌细胞凋亡有关 , 我们

的研究结果支持这一观点。P- Akt, 在心肌的表达

在糖尿病早期增加 , I/R 后心肌细胞凋亡数量减

少; P- Akt, 在糖尿病晚期明显减少 , I/R 后心肌细

胞凋亡数量增加。在细胞生存信号传递通路中 ,

Akt 相关通路促进细胞生存及抑制细胞凋亡的机

制是非常复杂的。上皮细胞培养及离体研究表明[13,

14],蛋白质激酶 B(Akt) 作用于信号传递通路下游的

VEGF, 促进内皮细胞的生存 , 并通过直接磷酸化

内皮一氧化氮合酶 ( endothelial NO synthesize,

eNOS)促进 NO 的释放 [4]。有研究 [15]表明 NO 的信

号内转导途径可以与细胞凋亡的信号传递通路相

互联系 , NO 对 Caspase- 3 裂解 Bcl- 2 具有抑制作

用,从而减少细胞凋亡。而本实验为在体实验是否

通过该传导途径尚待证实。

综上所述, STZ 诱导糖尿病早期、晚期对心肌

I/R 损伤和细胞凋亡呈现相反的作用 , 这可能是由

于早、晚期糖尿病相反的细胞生存信号改变而引

起的。促细胞生存因子 P- Akt 在糖尿病早期时增

加 , 糖尿病晚期时减少 , I/R 后心肌细胞凋亡数量

在糖尿病早期比对照组减少 , 而在糖尿病晚期增

加。
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