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[摘摇 要] 摇 目的摇 建立食源性高脂血症大鼠心肌缺血 / 再灌注模型,观察吡格列酮对高脂血症并发缺血 / 再灌注大

鼠心肌细胞膜流动性的影响。 方法摇 Wistar 大鼠随机分为对照组(基础饲料喂养)、高脂组(高脂饲料喂养)。 4 周

后,高脂组大鼠再随机分为高脂组和高脂 + 吡格列酮干预组,8 周末实施心肌缺血 / 再灌注,通过 Langendorff 灌流装

置酶液灌流分离单个心肌细胞,利用荧光标记物 DPH 插入其细胞膜脂质双层,测定荧光偏振值(籽),并计算膜脂微

黏度(浊)。 4 周和 8 周(实验期末)末分别采血,检测血清中总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白胆固醇

(HDLC)含量。 实验期末测定谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)、超氧化物歧化酶(SOD)和丙二醛(MDA)的含量。 结果

摇 与对照组比较,高脂组血清中 TG、TC、HDLC 含量显著升高(P < 0郾 05);吡格列酮组与高脂组比较可显著降低血

清中 TG、TC 含量(P < 0郾 01);吡格列酮使血清中 MDA 含量下降(P < 0郾 05),GPX 和 SOD 活性上升(P < 0郾 05);吡
格列酮组荧光偏振度 籽 值和膜脂微黏度 浊 值均小于高脂组(P < 0郾 05)。 结论摇 吡格列酮保护心肌细胞膜的正常流

动性,可能与其降脂、抗氧化保护细胞膜的结构相关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 Using hyperlipemia rats induced by diets with myocardial ischemia / reperfusion, to observe the
effects of pioglitazone ( PI) on myocardial cell membrane fluidity. 摇 摇 Methods 摇 Wistar rats were randomized into 2
groups: control group (C) was fed with normal diets and the hyperlipemia group (HL) was fed with high cholesterol diets.
After 4 weeks, The HL group was divided into HL and HL + PI groups. 摇 At the end of the 8 weeks, ischemic / reperfusion
in vivo was carried out and single myocardial cell was separated by the enzyme perfusion with the apparatus of Langendorff.
The cardiomyocyte membrane fluidity was determined by DPH marking method and the value of fluorescence polarization
(籽) and the microviscosity of membrane lipid (浊) was calculated. 摇 The levels of serum triglycerides (TG), total choles鄄
terol (TC) and high density lipoprotein cholesterol (HDLC) were tested by kits at the end of 4 weeks and 8 weeks. 摇 The
content of malondialdehyde (MDA) in the serum, the activities of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GPX) were respectively determined. 摇 摇 Results摇 The levels of serum TG, TC and HDLC in the high cholesterol diets
rats increased subjected to normal diets rats (P < 0郾 05);Treatment with pioglitazone in HL rats decreased the levels of ser鄄
um TG and TC, compared with HL group (P <0郾 01);HL + PI decreased the levels of MDA and increased the activities of
SOD and GPX (P <0郾 05);(4)The 籽 and 浊 in HL + PI group were less than HL group (P <0郾 05).
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Conclusion摇 Pioglitazone protected myocardial cell membrane fluidity, which may be related to hypolipidemic and antioxi鄄
dant to maintain the structural function of cell membrane

摇 摇 高脂血症(hyperlipemia, HL)是动脉粥样硬化

病变发生的常见危险因素之一,而动脉粥样硬化病

变又是诱发缺血性心脏病的重要原因。 缺血再灌

注时产生的自由基对细胞有一系列的损伤作用,包
括膜脂质过氧化及破坏细胞膜胆固醇 /磷脂的正常

比值等作用,进而改变细胞膜的流动性,致使心肌

细胞膜的正常结构与功能发生改变[1]。 吡格列酮

(piohlitazone,PI)是过氧化体增殖物激活型受体 酌
(peroxisome proliferator actived receptor鄄酌,PPAR酌)的
特异性激动剂,PPAR酌 的活化可调节控制葡萄糖及

脂类代谢的胰岛素相关基因的转录,因此广泛应用

于域型糖尿病的治疗。 近来研究发现吡格列酮还

具有降脂、抗氧化、阻止高脂饮食小鼠早期动脉粥

样硬化等作用[2, 3],其作用机制也有很多相关报

道[4鄄6],但对于高脂血症并发心肌缺血 /再灌注大鼠

心肌细胞膜损伤是否具有保护作用尚不清楚。 本

实验通过建立高脂血症并发心肌缺血 /再灌注大鼠

模型,观察吡格列酮对模型大鼠血脂、自由基相关

指标的变化以及对心肌细胞膜流动性的影响,为研

究病理和相关药物治疗情况下心肌细胞膜的结构

与功能奠定基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 试剂

摇 摇 吡格列酮:购自连云港德源药业有限责任公司

(利用色拉油将其配制为混悬液);猪胆盐:购自北

京奥博星生物技术责任有限公司,含胆酸钠逸65% ,
批号:20070118;TG、TC、HDLC 测定试剂盒:均购自

北京中生生物工程高技术公司;黄嘌呤氧化酶法试

剂盒:购自南京建成生物工程研究所;TGL鄄16 高速

台式冷冻离心机:湖南湘仪实验室仪器开发有限公

司;荧光分光光度计:日本 RF鄄5000 SHIMAPZU;
Langendorff 灌流装置。
1郾 2摇 动物模型建立

健康雄性 Wistar 大鼠 34 只,4 周龄,体重 120 依
10 g,山西医科大学实验动物中心提供(合格证号:
scxk(冀)2004鄄0025),随机分为两组:对照组( n =
11)、高脂组(HL, n = 23)。 对照组饲喂基础饲料

(配方:面粉 35% 、玉米粉 36% 、豆粉 10% 、麦麸

15% 、鱼肝油 1% 、骨粉 1% 、盐 1% 、酵母粉 1% ),其
余均饲喂高脂饲料 (配方:蛋黄粉 10% 、胆酸钠

0郾 5% 、猪油 5% 、基础饲料 85% )。 4 周后尾静脉采

血,检测血清中总胆固醇( total cholesterol,TC)、甘
油三酯( triglycerides,TG)和高密度脂蛋白胆固醇

(high density lipoprotein cholesterol,HDLC)的含量,
验证高脂模型的建立。

高脂模型建立后,给予吡格列酮干预。 高脂组

分为高脂组(HL)和高脂 + 吡格列酮组(HL + PI),
各组每天定时灌胃,分别为:对照组 0郾 5 mL 蒸馏水、
高脂组 0郾 5 mL 玉米色拉油、高脂 + 吡格列酮组 0郾 5
mL[10 mg / (kg·d)]溶有吡格列酮的玉米色拉油,
剂量选择参见文献[9]。 干预 4 周后,实施心肌缺

血 / 再灌注,并于心脏采血,检测血脂及自由基相关

指标。 用酶消化法分离单个心肌细胞,利用荧光标

记物 1,6鄄二苯基鄄1,3,5鄄己三烯(1,6鄄diphenyl鄄1,3,
5鄄hexatriene, DPH)插入心肌细胞膜脂质双层,测定

荧光偏振度(籽),并计算膜脂微黏度(浊)。
1郾 3摇 血脂的检测

分别于实验前、4 周、8 周测定大鼠血脂,包括

TG、TC 和 HDLC 含量。 采血前大鼠禁食 12 h。 全

血 3000 kr / min 离心 10 min,分离血清。 TG、TC 和

HDLC 分别按照北京中生生物工程高技术公司产品

试剂盒要求测定。
1郾 4摇 自由基相关指标的检测

实验期末,心脏采血,分为三部分:淤用 DTNB
(二硫代双硝基苯甲酸)显色法测定全血谷胱甘肽

过氧化物酶(glutathione peroxidase,GPX)活性;于全

血 3 k rpm 离心 10 min,分离血清, - 70益冻存备用。
用黄嘌呤氧化酶试剂盒测定超氧化物歧化酶( su鄄
peroxide dismutase, SOD) 活性;盂抗凝采血,全血

3000 r / min 离心 10 min,分离血浆,用 TBA(硫代巴

比妥 酸 ) 显 色 法 测 定 丙 二 醛 ( malondialdehyde,
MDA)含量;
1郾 5摇 单个心室肌细胞的分离

取模型 Wistar 大鼠心脏,置于预冷的充氧无钙

的台氏液中。 修剪后将心脏悬挂于 Langelldorff 灌

流装置上,从主动脉逆行灌流(灌注压 70 cmH2O,恒
温 37益,100% 的纯氧)。 首先灌流脱钙 7 ~ 8 min,
再用酶液灌流约 8 ~ 14 min,待心脏变大变软后,剪
下心室肌组织,置于 KB 液中吹打,用 150 目不锈钢

筛网过滤,室温放置 1 h。 1000 kr / min 离心 10 min,
弃上清,沉淀即为心肌细胞,然后加含钙的台氏液

吹打使其成细胞悬液,室温下静置 30 min 复钙后
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备用。
1郾 6摇 细胞膜流动性的测定

调整细胞数为每升 2 伊 108 个细胞,高速低温离

心,沉淀中加入 DPH 荧光探剂负载液,吹打使成细胞

悬液,然后 37益避光孵育 30 min。 清洗后,取待测细

胞,用荧光分光光度计分别测定检偏器和起偏器光轴

方向的荧光强度,激发光谱峰值 姿 为 362 nm,发射光

谱峰值 姿 为 432 nm,狭缝 10 nm。 按公式计算荧光偏

振值(籽)、膜脂微黏度(浊)。 其中 籽 值 = Ivv - GIvh /
Ivv + GIvh,Ivv:起偏器及检偏器均垂直时的荧光强

度;Ivh:起偏器光轴垂直,检偏器光轴水平时的荧光

强度;G = Ihv / Ihh,Ihv 与 Ihh 为起偏器光轴水平,检偏

器光轴分别为垂直和水平时的荧光强度。 由 籽 值根

据公式推算膜的流动性 LFU = [籽 max / (籽r - 1)] /
籽r,籽 max 为 0郾 5,籽r 为 籽 的实测值。 则 籽 值越大,膜
的流动性越小;籽 值越小,膜的流动性越大。 微粘度 浊
= 2籽 / (0郾 46 - 籽),浊 与 籽 有等值关系。
1郾 7摇 统计处理

数据采用x 依 s 表示,数据处理采用 SPSS 16郾 0
软件进行配对 t 检验、单因素方差分析。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 高脂大鼠模型的成功建立

摇 摇 建模前和饲喂高脂饮食 4 周,分别测定血清中

TG、TC、HDLC 的含量。 结果显示建模前对照组与高

脂饮食大鼠血清中 TG、TC、HDLC 含量差异无显著

性,建模后高脂饮食大鼠血清中 TG、TC、HDLC 含量

明显升高(P <0郾 05),表明高脂模型建立成功(表 1)。

表 1.对照组和高脂饮食组 0 周、4 周血脂水平(mmol / L,x 依 s)
Table 1. Variety of serum TG, TC and HDLC in two groups

分摇 组 TG(mmol / L) TC(mmol / L) HDLC(mmol / L)

对照组
(n = 11)

0 周 0郾 36 依 0郾 21 1郾 04 依 0郾 21 0郾 37 依 0郾 14

4 周 0郾 55 依 0郾 25 1郾 39 依 0郾 56 0郾 44 依 0郾 18

高脂饮食组
(n = 24)

0 周 0郾 31 依 0郾 33 1郾 12 依 0郾 32 0郾 36 依 0郾 27

4 周 0郾 89 依 0郾 20a 3郾 12 依 1郾 03a 0郾 52 依 0郾 54a

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

2郾 2摇 血脂水平变化

建模 4 周后开始给予吡格列酮干预,实验期末,
分别测定对照组、高脂组(HL)、高脂 + 吡格列酮组

(HL + PI)大鼠血清中 TG、TC 和 HDLC 含量。 结果

显示,HL + PI 组大鼠血清中 TG、TC 含量较高脂组显

著降低,有统计学意义(P < 0郾 01);而对照组和高脂

组 HDLC 水平均高于 HL + PI 组(P <0郾 05;表 2)。

表 2. 实验期末各处理组血脂水平(mol / L,x 依 s)
Table 2. Variety of serum TG, TC and HDLC in three groups

分摇 组 n TG(mmol / L) TC(mmol / L) HDLC(mmol / L)

对照组(C) 11 0郾 52 依 0郾 25 1郾 48 依 0郾 35 0郾 37 依 0郾 14

高脂组(HL) 12 1郾 66 依 0郾 31 3郾 61 依 1郾 25 0郾 38 依 0郾 21

高脂 + 吡格列
酮组(HL + PI) 11 0郾 64 依 0郾 19b 1郾 75 依 0郾 89b 0郾 28 依 0郾 14a

a 为 P < 0郾 05,与对照组和高脂组比较,b 为 P < 0郾 01,与高脂组

比较。

2郾 3摇 自由基相关指标的变化

HL + PI 组血清中 MDA 含量高于对照组,而显

著低于高脂组,组间比较均有统计学差异 ( P <
0郾 05)。 高脂组血清 SOD 活性最高,显著高于 HL +
PI 组和对照组(P < 0郾 01),且 HL + PI 组与对照组

有统计学意义(P < 0郾 05)。 全血 GPX 活性 HL + PI
组和对照组组均高于高脂组(P < 0郾 05;表 3)。

表 3. 血清MDA含量、SOD活性及全血GPX活性的改变(x 依 s)
Table 3. Variety of serum MDA, SOD and GPX in three g鄄
roups

分摇 组 n MDA(滋mol / L) SOD(kU / L) GPX(kU / L)

对照组 11 3郾 64 依 0郾 36 216郾 99 依 55郾 18 30郾 51 依 3郾 75

高脂组 12 5郾 69 依 0郾 62a 339郾 39 依 39郾 38b 25郾 76 依 1郾 94a

高脂 + 吡格列
酮组(HL + PI) 11 4郾 76 依 0郾 71ce 279郾 77 依 30郾 02de 29郾 60 依 2郾 61c

a 为 P < 0郾 05, b 为 P < 0郾 01,对照组比较;c 为 P < 0郾 05,d 为 P <
0郾 01,与高脂组比较;e 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

2郾 4摇 心肌细胞膜荧光偏振度和膜脂微黏度的变化

高脂组荧光偏振度值明显大于对照组和 HL +
PI 组(P < 0郾 05)。 对照组和 HL + PI 组膜脂微黏度

均小于高脂组(表 4)。

表 4. 心肌细胞膜荧光偏振度和膜脂微黏度的改变(x 依 s)
Table 4. The changes of fluorescence polarization and lipid
microviscosity og myocardial cell membrane

分组 n 荧光偏振度(籽) 膜脂微黏度(浊)

对照组 9 0郾 24 依 0郾 05 2郾 41 依 1郾 09

高脂组 8 0郾 34 依 0郾 07a 7郾 99 依 6郾 37a

高脂 +吡格列
酮组(HL + PI) 7 0郾 26 依 0郾 06b 3郾 29 依 2郾 63b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较,b 为 P < 0郾 05,与高脂组比较。
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3摇 讨摇 论

过多的摄入高脂饮食不仅可引起高脂血症,而
且可诱发多种疾病,如:动脉粥样硬化、高血压、冠
心病等。 当血压升高时,血管的张力和剪切力发生

改变,使得血管内膜增厚,内皮损伤,导致通透性增

加,加速了胆固醇沉积于血管内膜,并激活炎性细

胞吞噬胆固醇,从而激活血小板,释放促凝血和促

生长因子,最终导致纤维组织增生、平滑肌细胞增

生并迁移,加速了动脉粥样硬化的形成[2,7,8]。 另

外,长期的高脂饮食还会使脂代谢发生紊乱,从而

血液中的脂质沉着在动脉内膜上,逐渐堆积成斑

块,在心脏中继而发生心肌梗塞。
吡格列酮是高度选择性、且作用很强的 PPAR酌

激动剂, 属于噻唑烷二酮类胰岛素增敏剂[7]。
PPAR酌 是核受体转录因子超家族成员,可以抑制

NF鄄资B、信号转录子、激活蛋白 1 介导的信号通路等

途径,抑制靶基因启动子的激活和转录。 本研究中

给予吡格列酮干预后,与高脂组相比较,血清 TG、
TC 含量显著降低。 其降脂作用可能有一下的原

因[2, 7鄄9]:降低主动脉低密度脂蛋白受体 1 蛋白的表

达[10];抑制脂肪组织释放游离脂肪酸;调节血清中

脂联素受体 1 的表达[11];增加脂蛋白脂肪酶的活

性,脂蛋白脂肪酶是脂肪分解的关键酶,可以使 TG
水平下降[12];增加极低密度脂蛋白的清除率等。 临

床研究也发现,PPAR酌 还可以降低 2 型糖尿病患者

TG、TC 水平,升高 HDLC 水平[13]。 然而我们的研究

结果显示 HDLC 水平显著低于高脂组和对照组,有
待进一步研究证明。

心肌缺血再灌注损伤发生的机制主要包括:自
由基、钙超载、白细胞、高能磷脂化合物的缺乏、内
皮素、血管紧张素域等。 其中自由基、钙超载是其

重要环节。 缺血再灌注时,黄嘌呤氧化酶形成增

多,中性粒细胞氧爆发,线粒体功能受损,儿茶酚胺

自身氧化增加,从而产生了大量的自由基。 大量的

自由基对细胞可以产生一系列的损伤:淤破坏细胞

膜的成分,使得膜胆固醇和胆固醇 /磷脂比值增加,
膜成分的改变使细胞膜的流动性降低;于氧化膜结

合的酶的巯基,使其活性下降,从而形成了新的离

子通道;盂促进了“脂质三联体冶的形成:膜脂质过

氧化、磷脂酶活化即脂肪酸和溶血磷脂的“去污剂冶
作用(破坏膜的结构与功能) [14];榆减少 ATP 的生

成,线粒体功能被抑制,细胞能量代谢障碍加重。
人体内多余的自由基主要是靠内源性的自由基清

除系统,主要包括 SOD、GPX、过氧化氢酶等。 研究

证明,吡格列酮激活 PPAR酌 后可以诱导机体上调

mitoK鄄ATP,达到抗氧自由基,起到保护缺血再灌注

心肌的作用[14]。 Chaudhry 等[15] 研究发现,吡格列

酮可以增强 SOD 和 GPX 活性,还可以通过 PPAR酌
的激活还可以消除疾病发展过程中所引起的氧化

应激[16]。 我们的研究也证实了这一点,高脂 + 吡格

列酮干预组 GPX 活性增加,MDA 含量降低,但 SOD
活性高脂组最高,可能是高脂并发缺血再灌注时应

激性所致 SOD 活性增加。
生物膜内含有丰富的脂类物质,磷脂和胆固醇

是细胞膜脂质双层最主要的两种成分,它们在质膜

中的比例可直接对膜流动性产生影响。 通常说的

细胞膜的流动性,既包括脂质双分子层的运动,又
包括镶嵌在其中的蛋白质的运动。 缺血再灌注时,
自由基增高促使溶酶体释放磷脂酶[17]。 其中,磷脂

酶 A2(phospholipase A2,PLA2) 是甘油磷脂二位酰

酯键特异性的水解酶,可能通过以下环节对膜流动

性产生影响:PLA2 增高,细胞膜成分改变,胆固醇与

磷脂之比增高;PLA2 还可介导氧自由基产生;脂质

过氧化使细胞内钙含量增加,促进磷脂酶活化,水
解膜磷脂,溶血磷脂及游离脂肪酸聚积,从而引起

细胞膜损伤;膜表面酶的巯基被氧化,酶的活性降

低。 同时,过多的自由基使膜脂质和蛋白质之间、
蛋白质和蛋白质之间交联或聚合。 这些都是细胞

膜流动性降低的根本原因[18],然而这些影响都是通

过细胞损伤途径实现的。 因此,细胞膜脂的流动

性,除了要维持细胞的形态结构,对于细胞内环境

的维持及正常细胞功能的发挥也是至关重要的。
细胞膜流动性的大小可用荧光偏振度(籽)或微黏度

(浊)表示。 籽 和 浊 存在等值关系:浊 值越小,表示膜

流动性越大;反之亦然。 研究结果显示,高脂 + 吡

格列酮组 籽 和 浊 值均小于高脂组,说明吡格列酮可

明显改善高脂血症并发心肌缺血 /再灌注大鼠心肌

细胞膜的流动性,从而维持内环境的稳定及细胞功

能的发挥。
综上所述,吡格列酮可能通过降脂维持心肌细胞

膜胆固醇 /磷脂的比值,通过抗氧化作用增强 SOD 和

GPX 活性清除脂质过氧化物,保护心肌细胞膜正常的

脂质双层结构,从而维持心肌细胞膜的正常流动性。
有关心肌细胞膜胆固醇和磷脂的测定及比值、心肌细

胞膜 MDA 的变化我们将在另文中报道。
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