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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察 Intermedin 对糖尿病大鼠心肌缺血再灌注后炎性细胞因子的影响,从而进一步探讨 Inter鄄
medin 对糖尿病心肌缺血再灌注损伤保护作用的机制。 方法摇 健康雄性 SD 大鼠 74 只,给予适应性饲养一周后,将
74 只雄性 SD 大鼠随机分为糖尿病组(50 只)和非糖尿病组(24 只)。 非糖尿病组给予枸橼酸缓冲液腹腔注射,糖
尿病组建立糖尿病大鼠模型,通过腹腔注射链脲佐菌素复制 I 型糖尿病大鼠模型。 然后阻断大鼠冠状动脉左前降

支 30 min 制备心肌缺血再灌注损伤模型。 将成功造模的大鼠随机分为 5 个实验组:对照组(NS)、缺血再灌注组

(NIR)、糖尿病组(DS)、糖尿病缺血再灌注组(DIR)和应用 Intermedin 干预的治疗组( IMD)。 应用 ELISA 法测定血

清中炎性细胞因子 TNF鄄琢、IL鄄6 和 IL鄄1茁 的含量。 应用 RT鄄PCR 法检测心肌组织中 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 的 mRNA
的表达。 免疫组织化学 S鄄P 法和 Western鄄blot 检测心肌组织 NF鄄资B 的表达。 结果摇 与各自对照组和糖尿病组比

较,NIR 组与 DIR 组大鼠血清中 TNF鄄琢、IL鄄6、IL鄄1茁 含量升高(P < 0. 05)。 但是同 DIR 组比较,IMD 组大鼠血清中

TNF鄄琢、IL鄄6、IL鄄1茁 含量则明显降低。 (P < 0. 05)。 NIR 组和 DIR 组大鼠心肌组织中 TNF鄄琢、IL鄄6、IL鄄1茁 mRNA 表达

与各自对照组和糖尿病组比较均明显增强(P < 0. 05)。 IMD 组 TNF鄄琢、IL鄄6、IL鄄1茁 mRNA 表达比 DIR 组明显减弱

(P < 0. 05)。 免疫组织化学结果显示,当心肌缺血再灌注后其心肌组织中可观察到核移位的现象,即在 NIR 组和

DIR 组中 NF鄄资B 活化增强,阳性颗粒出现在胞浆和胞核。 而在对照组和糖尿病组大鼠心肌组织中观察到 NF鄄资B 呈

低表达状态,并且阳性表达出现在胞浆中。 同 DIR 组相比较,IMD 组 NF鄄资B 的表达活性将低,阳性表达的细胞数明

显减少(P < 0. 05)。 Western blot 结果显示:分别与对照组和糖尿病组相比较,NIR 组和 DIR 组 NF鄄资B 表达量均显

著增加(P < 0. 05),而 IMD 组 NF鄄资B 表达显著低于 DIR 组(P < 0. 05)。 结论摇 Intermedin 对糖尿病大鼠心肌缺血

再灌注具有保护作用,其部分保护作用机制可能与 intermedin 可以抑制 NF鄄资B 活化,从而减少炎性因子如 TNF鄄琢、
IL鄄1茁 和 IL鄄6 的表达,减轻炎症反应有关。
[中图分类号] 摇 R5 [文献标识码] 摇 A

The Effects of Intermedin on Inflammatory Response Induced by Myocardium Ische鄄
mia Reperfusion in Diabetic Rats
LI Hong, GAO Fen ,BIAN Yun鄄Fei, LI Jin ,BAI Rui , and XIAO Chuan鄄Shi
(Cardiovascular Department, the Seccond Hospital of Shanxi Medical University,Taiyuan, Shanxi 030001,China)
[KEY WORDS] 摇 Intermedin;摇 Diabetic Rats;摇 Myocardium Ischemia Reperfusion;摇 Inflammatory Factors
[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the change of activation of myocardial NF鄄资B and its downstream inflammatory factors
such as tumor necrosisfactor鄄alpha(TNF鄄琢), whiteinterleukin鄄1茁(IL鄄1茁)and whiteinterleukin鄄6(IL鄄6) after myocardium is鄄
chemia reperfusion in diabetic rat and its mechanism. 摇 摇 Methods摇 74 healthy male Sprague鄄Dawley rats were randomly di鄄
vided into diabetics group(n =50) and non鄄diabetics group(n =24). 摇 Experimental diabetes was induced in the animals by
a single intraperitoneal administration of STZ dissolved in 0郾 1 mol / L citrate buffer (pH 4郾 5) at a dose of 55 mg / kg. 摇 Nor鄄
mal rats received an equal volume of citrate buffer. 摇 Three days post鄄STZ injection, tail vein blood glucose samples were col鄄
lected and measured with Onetouchglucometer (Johnson & Johnson, USA). 摇 The rats were considered diabetic and used for
the study only if their glucose levels were greater than 15 mmol / L. 摇 Rats were housed 8 weeks after vehicle or STZ injection.
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Animals were anesthetized intraperitoneally with pento鄄barbital sodium (50 mg / kg) followed by a tracheotomy and an artifi鄄
cial ventilation. 摇 The left femoral vein was cann鄄ulated for administration of drugs. 摇 A fourth鄄intercostal spacethoracotomy
was performed, and the pericardium was excised to expose the heart. 摇 The artery was occluded for 30 min by tightening the
ligature. 摇 The rats in non鄄diabetic group were randomly reassigned into sham鄄operated group(NS), I / R group(NIR), the
rats in diabetic group were randomly reassigned into sham鄄operated group(DS), I / R group(DIR) and intermedin groups(n =
12). 摇 Determinate the content of tumor necrosis factor alpha in (TNF鄄琢), interleukin 6 (IL鄄6) and interleukin 1 beta (IL鄄
1茁) in serum with ELISA method. 摇 Determinate mRNA expression of TNF鄄琢, IL鄄6 and IL鄄1茁 in myocardial tissue with real
time fluorescent quantitative PCR. 摇 The translocation of NF鄄资B in the cardiomyocytes was detected by immunohistochemistry
and the protein expression of NF鄄资B was determined with westernblot. 摇 摇 Results摇 In NIR and DIR group, the content of
TNF鄄琢, IL鄄1茁 and IL鄄6 in serum was significantly higher than that in their respective control groups(P <0郾 05). 摇 In DS and
DIR group, the above indexes were significantly higher than those in NS and NIR group (P <0郾 05). 摇 The content of TNF鄄
琢, IL鄄6 and IL鄄1茁 in serum of the rats in group IMD is lower than that of DIR group (P <0郾 05). 摇 After ischemia and reper鄄
fusion, the mRNA expression of TNF鄄琢, IL鄄6,and IL鄄1茁 in myocardial tissues in NIR group and DIR were significantly en鄄
hanced than that of their respective control groups , NS group and DS group(P <0郾 05). 摇 In IMD group, the expression of
mRNA of IL鄄6, TNF鄄琢 and IL鄄1茁 decreased obviously than that of DIR group (P < 0郾 05). 摇 Immunohistochemical results
show: NF鄄资B in myocardial tissues showed low expression state in NS group and DS group, and the positive expression ap鄄
peared in the cytoplasm. 摇 In NIR and DIR group,the NF鄄资B activated, enhanced expression, positive granules appeared in
cytoplasm and nucleus, that is the nuclear translocation. 摇 NF鄄资B activity of IMD group is lower than that of the DI / R group.
The positive number of nuclei expression is significantly less (P <0郾 05). 摇 After ischemia reperfusion,the NF鄄资B cell shift
from the plasma to the nucleus is limited. 摇 The Western blot results show: the NF鄄资B expression of the NIR and the DIR
group were significantly increased after ischemia and reperfusion compared with NS and DS group (P <0郾 05). 摇 The protein
expression of NF鄄资B in IMD group was significantly lower than that in DIR group (P <0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 Intermedin
on diabetic rats plays a protective role in myocardial ischemia reperfusion, some of its protection mechanism may be related to
Intermedin which can inhibit the nf鄄kappa B activation, thus decrease the inflammatory factors such as: TNF alpha, beta IL鄄
1, and the expression of IL鄄6, to reduce inflammation reactions.

摇 摇 心肌缺血再灌注(ischemic reperfusion,I / R)损伤

是目前围手术期的最为常见的一种病理生理变化,它
是冠脉溶栓术、经皮冠状动脉腔内成形术和冠状动脉

旁路移植术等术后早期并发症的重要原因。 因此,近
年来探讨如何减轻或避免心肌缺血再灌注损伤已成

为基础和临床研究的热点。 其中有一类患者尤其受

到临床医师的特别关注,即合并糖尿病的患者。 糖尿

病目前被公认为是心血管疾病的主要危险因素之一,
许多流行病学和临床研究均表明,糖尿病患者中缺血

性心脏病发病率是非糖尿病患者的 2 倍之多[1鄄2]。 而

且还有些研究表明:相比非糖尿病患者,糖尿病患者

对心肌缺血再灌注损伤具有更高的敏感性,更容易出

现严重和致命的心肌梗死 [3鄄5]。 因此从糖尿病大鼠

心肌缺血再灌注的模型入手,进一步探索合并糖尿病

患者发生急性心肌梗死(AMI)后的干预措施成为当

前急待解决的问题。
自从 2004 年美国学者 Roh 等[6] 发现了 Interme鄄

din(IMD),大量的研究已经表明 IMD 是较肾上腺素

(ADM)作用更强、更广泛的超家族的新成员。 由于

IMD 在结构和功能上与 ADM 有许多相似性,因此又

被称为 ADM2。 IMD 在人体分布较为广泛,在下丘

脑、肾脏和心脏均呈高表达[6鄄7]。 心血管系统生理状

态下,IMD 具有舒张血管、降低血压等生物学效应[7],
同时在心衰、心肌缺血再灌注损伤和高血压等情况下

IMD 均具有重要的生物学作用[8鄄9]。
但是由于糖尿病患者机体往往存在有心肌组

织代谢紊乱,心肌肥大和纤维化,钙平衡调节异常

等病理生理改变,从而改变了心肌对缺血再灌注损

伤的反应性,导致某些对正常机体具有保护作用的

措施在对糖尿病机体时出现作用减弱或消失的情

况。 因此 Intermedin 对糖尿病患者缺血再灌注心肌

是否具有保护作用有待于探讨。
本实验通过观察 IMD 对糖尿病患者心肌缺血

再灌注损伤炎性因子方面的影响,探讨其保护作用

及其机制是否和炎症反应有关,从而为 IMD 在临床

的广泛应用提供理论基础和实验依据。

1摇 材料和方法

1. 1摇 实验动物

摇 摇 健康雄性 SD 大鼠,220 ~ 250 g,购买于山西医

科大学实验动物中心。 室温控制在 18 ~ 20益,湿度
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60% ~70% ,自由进食饮水。 所有实验动物均符合

《实验动物中国医学科学院管理和使用指南》。
1郾 2摇 建立糖尿病大鼠模型

糖尿病动物模型采用化学诱导法建立[10]。 将

74 只 SD 大鼠随机分为 2 组,分别为糖尿病组(DS)
50 只和非糖尿病组(NS)24 只。 适应性饲养一周

后,所有大鼠禁食 12 h。 然后糖尿病组给予腹腔注

射 0郾 1 mmol / L 枸橼酸钠鄄枸橼酸缓冲液(pH = 4. 2)
溶解的链脲佐菌素(STZ,美国 Sigma 公司)55 mg / kg
复制糖尿病大鼠模型,72 h 后剪尾尖采血测定血

糖,以后每周采血监测血糖,若血糖持续逸16. 7
mmol / L 则视为糖尿病大鼠,表明造模成功。 非糖尿

病组只注射等量的枸橼酸缓冲液。 所有大鼠适应

性饲养三周后进行下一步试验。
1郾 3摇 建立心肌缺血再灌注模型

建模参照 Filippo 的方法[11鄄12]。 首先以 1. 5%戊

巴比妥钠将实验动物进行麻醉,以腹腔注射的方法

按照 45 mg / kg 麻醉。 之后仰卧位固定实验动物。
然后将针式电极固定在大鼠四肢皮下以监测肢体

导联心电图变化。 随后进行气管插管,小心地剪开

大鼠气管,连接小动物呼吸机,用手术线固定连接

处,并调整小动物呼吸机设置为:EXP / INSP = 1颐 2,
呼吸频率 55 次 / min,潮气量 14 ~ 16 mL。 然后以剑

突为体表标志,经胸骨左缘第 2 ~ 3 肋间用剪刀打开

胸腔,暴露出心脏后,将心包膜剪开,于左心耳根部

下方处进针,并通过左心耳和肺动脉圆锥交界处的

右侧出针,使丝线两端均穿过一根的聚乙烯小管

(长约 2 cm、直径 3 mm),拉紧丝线的两端后,应用

小止血钳夹住聚乙烯小管;这样就达到了结扎冠状

动脉前降支的目的,这时在监测的心电图上会发现

R 波明显增大并伴有 ST 段即刻抬高,几分钟后可见

到结扎线以下的心肌组织颜色逐渐变暗,产生了心

肌缺血;心肌缺血 30 min 后将止血钳松开,拔去聚

乙烯小管,前降支血流即刻再通,实现了心肌的再

灌注,这时应以心电图相关导联 ST 段明显回落为

判断标准,持续再灌注 2h 后,即成功复制了心肌缺

血再灌注损伤模型。
1. 4摇 实验分组

将 74 只 SD 大鼠随机分为两组:糖尿病组(D)
50 只和非糖尿病组(N)24 只。 非糖尿病大鼠随机

分为对照组(NS)和缺血再灌注(NIR);50 只大鼠成

功建立糖尿病模型 36 只,造模成功后,将其随机分

为 3 组:即糖尿病对照组(DS)、糖尿病 + 缺血再灌

注组(DIR)、糖尿病 + 缺血再灌注 + IMD 组( IMD),

且每组各 12 只。
实验分为以下 5 组:淤对照组(NS 组):即只进

行左冠状动脉的分离并穿线但不结扎,旷置 180
min;于缺血再灌注组(NIR 组):即结扎左冠状动脉

30 min 后,再灌注 2 h,并在缺血前 30 min 经股静脉

给予生理盐水;盂糖尿病对照组(DS 组):建立糖尿

病模型后操作同淤;榆糖尿病缺血再灌注组(DIR
组):建立糖尿病模型后操作同于;虞糖尿病缺血再

灌注 + IMD 组( IMD 组):建立糖尿病模型后操作同

于,缺 血 前 30 min 经 股 静 脉 给 予 IMD 0. 1
nmol / kg[12]。
1. 5摇 血清中 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 含量的测定

心脏再灌注后,可由心尖部取血 2 mL,然后立

即于低温 4益,3 000 r / min 离心 15 min,取其上清

液,并保存于 - 20益冰箱。 血清中肿瘤坏死因子 琢
(TNF鄄琢)、白细胞介素 1茁( IL鄄1茁)和白细胞介素 6
( IL鄄6)的含量采用 ELISA 法测定。 按照检测试剂盒

说明书操作具体步骤,应用酶标仪测定 OD450
的值。
1郾 6摇 实时荧光定量 PCR 法检测心肌组织中 TNF鄄
琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 的 mRNA 的表达

按照提取 RNA 试剂盒说明书进行操作。 当提

取 RNA 结束后,要根据大概产量稀释 RNA 溶液到

浓度范围,再通过紫外分光光度计测定 OD260。 最

后按照以下公式计算 RNA 浓度:RNA 浓度(mg / L)
= OD260 伊 40 伊稀释倍数 / 1000。

40 个循环后,72益延伸 5 min。 应用 SDS 软件

分析处理数据。 每个标本重复 3 次。 荧光信号强度

达到设置的阈值时所经历的循环数即为 Ct 值。
mRNA 的相对表达量即为各组 PCR 产物与 GAPDH
的 Ct 值之差。 结果按下列公式计算,mRNA 的相对

表达量用 2 -吟吟Ct 方法来表示,实验组 / 对照组 =
2 -吟吟Ct,吟吟Ct = (Ct 目的基因 - 吟Ct 内参基因)实
验组 - (Ct 目的基因 -吟Ct 内参基因)对照组,得到

目的基因相对内参基因的量。 因为考虑到结果是

按指数级计算出来的,故对吟Ct = Ct 目的基因 -
Ct 内参基因进行统计分析。
1郾 7摇 免疫组织化学 S鄄P 法测定心肌组织中 NF鄄资B
的表达

剪取大鼠心脏心尖部组织,冰生理盐水进行冲

洗后,将组织放入 4% 多聚甲醛过夜固定 寅0. 1
MPBS 中孵育 30 min寅70%乙醇 1 h寅 80%乙醇 1 h
寅90%乙醇 1 h 寅95% 乙醇 1 h寅100% 乙醇 1 h寅
100%乙醇 1 h 寅100% 乙醇 1 h 寅 二甲苯透明 30
min寅二甲苯透明 30 min寅放入热熔的石蜡中包埋
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寅 待石蜡凝固,取出包埋块备用。 SABC 法进行免

疫组化染色,然后应用 HPIAS鄄1000 高清晰度彩色病

理图文分析系统采集免疫组化结果图像,并进行统

计分析。
1郾 8摇 Western blot 检测心肌组织 NF鄄资B 蛋白的表达

取心尖部心肌组织 200 mg 加入 2 mL PBS 液,
然后将 1 mL RIPA 裂解液(含有 1% SDS,1% NP鄄
40, 50 mmol / L Tris鄄Cl, 10% 甘 油, 150 mmol / L
NaCl, pH 7. 5,1 mmol / L PMSF,1 mmol / L 钒酸钠)
加入并在冰浴中进行匀浆,为充分裂解细胞,在冰

上放置 20 min。 离心 15 min(12000 转 / 分),取上清

即为胞浆蛋白。 取胞浆蛋白样品,加入电泳样品缓

冲液,进行加热后,每泳道蛋白上样量为 20 滋g,进
行凝胶电泳。 考马斯亮兰染色、脱色后,蛋白条带

清晰可见。 在转印槽中进行蛋白转印。 用 TTBS 洗

膜,用封闭液室温封闭 2 h。 再加入一抗(稀释浓度

1颐 1000),4益过夜。 用 TTBS 洗膜 5 min 伊 3 次。 然

后将稀释的链菌素抗生物素蛋白鄄辣根过氧化酶复

合物加入,37益孵育 1 h。 ECL 显色液显色 10 ~ 20
min,并通过凝胶成像系统扫描,以平均光密度 OD
伊面积表示蛋白含量。
1郾 9摇 统计学方法

每组实验均设三个重复,应用 SPSS17. 0 统计软

件对实验结果进行统计分析,计量资料以x 依 s 表

示,采用单因素方差分析各组均数之间的比较,P <
0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 血清中 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 含量

摇 摇 NIR 组和 DIR 组与各自对照组和 DS 组相比,
大鼠血清中 TNF鄄琢、IL鄄1茁、和 IL鄄6 含量分别显著升

高(P < 0. 05),且糖尿病组上述指标分别明显高于

非糖尿病组(P < 0. 05)。 IMD 组与 DIR 组比较,大
鼠血清中 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 含量明显减少(P <
0. 05;表 1)。

表 1. 各组 TNF鄄琢、IL鄄1茁和 IL鄄6 含量的比较

Table 1. Comparison of TNF鄄琢,IL鄄1茁 and IL鄄6 in different groups

指摇 标 NS 组 NIR 组 DS 组 DIR 组 IMD 组

TNF鄄琢(ng / L) 65. 34 依 1. 49 111. 7 依 3. 48 91. 26 依 2. 36 197. 9 依 4. 87a 111. 9 依 8. 85b

IL鄄6(ng / L) 152. 2 依 4. 43 287. 4 依 12. 44 183. 0 依 6. 23 368. 8 依 12. 92a 266. 8 依 20. 83b

IL鄄1(ng / L) 29. 74 依 1. 62 70. 09 依 3. 12 42. 86 依 2. 02 97. 23 依 6. 14a 60. 59 依 3. 87b

a 为 P < 0. 05,与 NS 组和 DS 组比较;b 为 P < 0郾 05,与 DIR 组比较。

2郾 2摇 心肌组织中 TNF鄄琢、 IL鄄1茁 和 IL鄄6 mRNA 的

表达

各基因的熔解曲线呈单峰分布,提示引物特异

性良好。 各组心肌组织中 TNF鄄琢、 IL鄄1茁 和 IL鄄
6mRNA 基因扩增曲线的 驻CT 值及 RQ 值如下。 实

时荧光定量 PCR 结果显示:NIR 组和 DIR 组与各自

对照组和 DS 组比较心肌组织中 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和

IL鄄6mRNA 的相对表达量升高,且差异具有统计学

意义(P < 0. 01),IMD 组上述指标的 mRNA 的相对

表达水平则较 DIR 组明显减少(P < 0. 01;表 2)。

表 2. 各组心肌组织中 TNF鄄琢、IL鄄1茁和 IL鄄6 mRNA 的表达

Table 2. mRNA expression of TNF鄄琢、IL鄄1茁 and IL鄄6 in myocardium of different groups

指摇 标 NS 组 NIR 组 DS 组 DIR 组 IMD 组

TNF鄄琢(吟Ct) 2. 65 依 0. 14 4. 35 依 0. 39 2. 88 依 0. 22 5. 22 依 0. 33a 3. 64 依 0. 49b

IL鄄6(吟Ct) 1. 78 依 0. 81 4. 08 依 0. 25 3. 13 依 0. 10 4. 47 依 0. 20a 3. 18 依 0. 28b

IL鄄1(吟Ct) 1. 71 依 0. 17 3. 71 依 0. 29 2. 72 依 0. 26 5. 25 依 0. 26a 3. 97 依 0. 41b

a 为 P < 0郾 05,与 NS 组和 DS 组比较;b 为 P < 0郾 05,与 DIR 组比较。

2郾 3摇 心肌组织中 NF鄄资B 表达的变化

免疫组织化学结果显示,NS 组和 DS 组大鼠心

肌组织中 NF鄄资B 的阳性表达少且均在胞浆中出现;

缺血再灌注组(NIR 组和 DIR 组)中 NF鄄资B 表达多,
阳性颗粒不仅出现在胞浆,而且胞核中也可见到阳

性颗粒,即出现了核移位。 IMD 组较 DIR 组 NF鄄资B
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表达活性明显降低,特别在细胞核中阳性表达数明

显减少,即缺血再灌注后限制了 NF鄄资B 从细胞浆向

细胞核的移位(图 1)。

图 1. 各组心肌组织中 NF鄄资B 表达的变化( 伊 400)
Figure 1. The expression of NF鄄资B of each group in the myocardium by immunohistochemitry( 伊 400)

2郾 4摇 Western blot 检测心肌组织 NF鄄资B 蛋白的表达

与对照组和糖尿病组相比,心肌缺血再灌注后

的 NIR 组和 DIR 组 NF鄄资B 表达量均显著增加(P <
0. 05), IMD 组的 NF鄄资B 蛋白的表达则明显低于

DIR 组(P < 0. 05;图 2)。

图 2. 各组心肌组织 NF鄄资B 蛋白的表达摇 摇 a 为 P < 0. 05。

Figure 2. Western blot showed the expression of NF鄄资B a鄄
mong various groups

3摇 讨摇 论

再灌注损伤是多种因素相互作用的结果。 而

由于损伤引起的炎性反应加剧是其中一种主要的

病理生理途径。 炎性细胞因子参与了心肌缺血再

灌注损伤的发生和发展已被大量研究结果所证

实[13]。 并且也有许多的研究表明糖尿病可以明显

增强缺血再灌注心肌的炎性反应[14],糖尿病和各种

炎性因子之间必然存在着联系。

在生理状态下,血管内皮粘附着大量的中性粒

细胞,这样使得微循环障碍更易于发生,产生无复

流现象。 当缺血再灌注时,一方面激活血管内皮细

胞,使其产生大量的 ROS,ROS 会使脂质过氧化;同
时激活的粘附分子和释放的炎性因子等,使得中性

粒细胞与之粘附并被激活,因此会释放弹力蛋白酶

和胶原酶等破坏性蛋白酶和大量的毒性产物,从而

导致血管通透性发生改变并损伤周围的组织细胞。
由于缺氧及 ROS 的损伤最终会导致内皮细胞破坏、
水肿并发生功能障碍,造成毛细血管阻塞,出现局

部缺血区无复流现象。 另一方面,再灌注期激活的

血管内皮细胞分泌血管收缩物质增加,而分泌内皮

源性舒张因子发生障碍,最终导致冠状动脉收缩、
血小板聚集,从而加重心肌缺血和损伤。

目前研究发现相对于非糖尿病状态,糖尿病状

态下炎性细胞的激活明显增多。 全身或局部的炎

性反应势必会使血管通透性增加,尽而形成血栓以

及血管收缩。 另外有文献报道在应激性高血糖状

态下,加剧的炎性反应产生大量炎性因子,这些炎

性因子可以激活炎性应答分子,导致血液中肿瘤坏

死因子、白细胞介素 1茁 和白细胞介素 6 等炎性因

子增加,从而加重心肌细胞损伤。 本实验中 DS 组

较 NS 组 TNF鄄琢、IL鄄6 和 IL鄄1茁 均增高,说明血糖升

高即可激活炎性细胞。
肿瘤坏死因子( tumor necrosis factor,TNF)主要

由活化的单核 /巨噬细胞产生,能杀伤和抑制肿瘤

细胞的细胞因子。 促进中性粒细胞吞噬,抗感染,
引起发热,诱导肝细胞急性期蛋白合成,促进髓样

白血病细胞向巨噬细胞分化,促进细胞增殖和分

化,是重要的炎症介质,并参与某些自身免疫病的

病理损伤。 目前研究发现 TNF 有两种形式:TNF鄄琢
与 TNF鄄茁。 TNF鄄琢 主要由单核鄄巨噬细胞分泌,TNF鄄
茁 主要由活化的 T 淋巴细胞分泌,两者有相似致热
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性。 由于 TNF鄄琢 与缺血再灌注损伤的相关性更为

密切。 因此,本研究中 TNF 指的是 TNF鄄琢。 TNF鄄琢
不但本身具有心肌损伤的作用,而且它还可以诱导

其他炎性介质的释放并增加 VCAM鄄1 的表达。 白细

胞介素 1(interleukin鄄1 IL鄄1)是由单核细胞、内皮细

胞、成纤维细胞和其他类型细胞在应答感染时产生

的细胞因子。 有 IL鄄1琢 和 IL鄄1茁 两种类型,都与免

疫球蛋白超家族的同一受体结合。 白细胞介素 6
(interleukin鄄6IL鄄6 )是活化的 T 细胞和成纤维细胞

产生的淋巴因子。 能促使 B 细胞前体成为产生抗

体的细胞,同集落刺激因子协同作用时能增强体内

自然杀伤细胞的裂解功能。
本研究结果显示心肌缺血再灌注后,NIR 组和

DIR 组大鼠血清及心肌 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 较对

照组(NS 组和 DS 组)水平明显升高,说明缺血再灌

注能过促使心肌生成炎性因子的重要刺激因素。
并且 DIR 组与 NIR 组比较,各种炎性细胞因子升高

的水平更加显著,表明糖尿病情况下确实加重了心

肌缺血再灌注时的炎症反应,同文献报道结果是一

致的[15鄄17]。 IMD 组的大鼠血清及心组织中的炎性

因子如:TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 水平较 DIR 组明显降

低,表明 Intermedin 能够降低血清及心肌组织中

TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 的水平,通过抑制糖尿病大鼠

心肌缺血再灌注后的炎性反应,从而发挥对糖尿病

大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用。 有研究表

明大鼠缺血再灌注后血清中的炎性因子 IL鄄1茁 和

IL鄄6 显著升高,活化的单核巨噬细胞分泌 IL鄄1茁 和

IL鄄6,心肌自身也可在缺血缺氧的条件下自行分泌

IL鄄1茁 和 IL鄄6[18]。 ICAM鄄1 和内皮鄄白细胞粘附分子

1( endothelia鄄l leucocyte adhe鄄sionmole cule, ELAM鄄
1)的表达可通过 IL鄄1茁 和 IL鄄6 直接上调。 并且心

肌由于各种炎性因子的刺激,在缺血再灌注后导致

大量中性粒细胞聚集,这些炎性因子和中性粒细胞

均会导致心肌直接受到损伤,使得心肌对缺血缺氧

损伤的耐受性大幅度下降;另外心肌缺血再灌注后

其微循环损伤也会加重,这又会扩展梗死区域,并
出现无复流现象等。

NF鄄资B 是一个转录因子蛋白家族,包括 5 个亚

单位:Rel ( cRel)、 p65 ( RelA, NF鄄资B3)、 RelB 和

p50(NF鄄资B1)、p52(NF鄄资B2)。 机体对不同基因的

表达所进行精细调节是通过不同的 NF鄄资B 二聚体

的形式而进行的。 最常见的 NF鄄资B 二聚体是 p65
与 p50 组成的异二聚体。 游离的 NF鄄资B 能够迅速

移位到细胞核,并与特异性 资B 序列结合,从而诱导

相关基因转录。 在哺乳动物细胞中广泛存的 NF鄄资B

是一个转录因子,它可以参与机体的许多生理病理

过程,例如:免疫反应、炎性反应、细胞分化与凋亡

及其他应激反应[19]。 并且 NF鄄资B 也参与了心肌缺

血再灌注损伤,并在这一病理生理过程中扮演者重

要角色。 研究表明机体的氧自由基、缺血、再灌注、
白细胞介素等刺激因子一旦被激活,即可迅速经过

细胞信号转导途径引起 NF鄄资B 活化,然后活化的

NF鄄资B 从胞质转移入细胞核,并与靶基因的 资B 位

点结合从而促进炎性细胞因子增加[20鄄22],最终导致

炎性反应和细胞凋亡。 同时也有研究显示,无论糖

尿病病程的长短,NF鄄资B 在糖尿病患者机体内的多

种组织均有异常表达[23],说明糖尿病与 NF鄄资B 的

异常表达必然具有某种联系。 机体在高血糖状态

下会增加反应性氧中间物(reactive oxygen intermedi鄄
ate,ROI)的表达、活化 NF鄄资B,使 NO 失活增强,并
损伤心脏内皮细胞[24]。 本研究结果发现糖尿病大

鼠心肌组织在缺血再灌注后,NF鄄资B 明显从胞质移

位到细胞核内,明显增加了细胞核 NF鄄资B 的表达,
并同 western blot 结果相同,证实了心肌缺血再灌注

过程中确实存在有炎性反应,并且在给予 intermedin
处理后,明显抑制了 NF鄄资B 的活化,降低了炎性细

胞因子的表达,从而减轻心脏缺血再灌注的损伤。
本研究结果显示,intermedin 对糖尿病大鼠心肌

缺血再灌注具有保护作用,其部分保护作用机制可

能与 intermedin 可以抑制 NF鄄资B 活化,从而减少炎

性因子如:TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 的表达,减轻炎症反

应有关。
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