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[摘　 要] 　 目的　 观察中叶素( ＩＭＤ)对糖尿病大鼠缺血再灌注心肌细胞凋亡的影响ꎬ并探讨其可能的作用机制ꎮ
方法　 健康雄性 ＳＤ 大鼠 ７４ 只ꎬ给予适应性饲养一周后ꎬ随机分为糖尿病组(５０ 只)和非糖尿病组(２４ 只)ꎬ非糖尿

病组给予枸橼酸缓冲液腹腔注射ꎬ糖尿病组通过腹腔注射链脲佐菌素建立糖尿病模型ꎮ 阻断大鼠左冠状动脉前降

支制备心肌缺血再灌注损伤模型ꎮ 非糖尿病组 ２４ 只大鼠随机分为对照组和缺血再灌注组(ＮＩＲ 组)ꎬ糖尿病组 ５０
只大鼠成功建立糖尿病模型为 ３６ 只ꎬ随后随机分为糖尿病对照组、糖尿病缺血再灌注组(ＤＩＲ 组)、ＩＭＤ 组ꎬ每组 １２
只ꎮ 光镜观察心肌细胞的形态变化ꎬ电镜观察心脏超微结构ꎬＴＵＮＥＬ 法检测心肌细胞凋亡率ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋

亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 的蛋白表达量ꎮ 结果　 光镜下可观察到 ＮＩＲ 组、ＤＩＲ 组心肌细胞损伤变化比相

应对照组更趋于严重ꎬＩＭＤ 组心肌细胞变性坏死的程度较糖尿病缺血再灌注组明显减轻ꎮ 电镜下 ＮＩＲ 组和 ＤＩＲ 组

心肌细胞损伤较相应对照组严重ꎬＩＭＤ 组心肌组织的超微结构特别是线粒体损伤与 ＤＩＲ 组比较明显减轻ꎮ ＮＩＲ 组

和 ＤＩＲ 组心肌细胞凋亡率明显高于相应的对照组(Ｐ<０.０５)ꎬＩＭＤ 组心肌细胞凋亡率则较 ＮＩＲ 组明显减少(Ｐ<
０.０５)ꎮ ＮＩＲ 组和 ＤＩＲ 组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 的蛋白表达量均与相应对照组比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ
ＩＭＤ 组心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 的蛋白表达量与 ＤＩＲ 组相比差异也具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论 　
ＩＭＤ 对糖尿病大鼠心肌缺血再灌注损伤具有保护作用ꎬ其保护作用可能与 ＩＭＤ 减少心肌细胞凋亡有关ꎮ
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　 　 最近几年来糖尿病的发病率每年均呈现上升ꎬ
而且是心血管疾病的等位征ꎮ 许多研究表明ꎬ与非

糖尿病患者相比ꎬ糖尿病患者对心肌缺血再灌注损

伤具有更高的敏感性ꎬ更容易导致严重而致命的心

肌梗死和心脏功能衰竭ꎮ 中叶素( ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｎꎬＩＭＤ)
是 ２００４ 年发现的一种新的降钙素基因相关肽(ｃａｌ￣
ｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅꎬＣＧＲＰ)ꎬ其结构类似于

ＣＧＲＰ 和肾上腺髓质素ꎬ属小分子活性多肽ꎬ是超家

族成员之一ꎬ它主要是通过 ＣＧＲＰ 家族共同受体系

统￣降钙素样受体 /受体活性修饰蛋白复合物发挥其

效应ꎮ 并且ꎬ许多研究也表明 ＩＭＤ 对心血管疾病具

有明显的保护作用ꎮ 但是至今 ＩＭＤ 对于心肌缺血

再灌注损伤的作用及其机制ꎬ尤其是在合并有糖尿

病的患者心肌缺血再灌注损伤中的作用仍不清楚ꎮ
因此ꎬ深入研究 ＩＭＤ 对糖尿病大鼠心肌缺血再灌注

损伤的作用和机制具有较大的理论和实用价值ꎮ
细胞凋亡是一种由基因控制的细胞自主性死

亡ꎬ是一种程序性的细胞死亡[１]ꎮ 截止目前为止ꎬ
许多研究显示ꎬ细胞凋亡参与了糖尿病心血管并发

症及心肌缺血再灌注损伤[２￣４]ꎮ 本研究将从细胞凋

亡方面探讨 ＩＭＤ 对糖尿病大鼠心肌缺血再灌注的

影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物和材料

健康雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ２２０ ~ ２５０ ｇꎬ饲养于山西医

科大学实验动物中心ꎮ 室温控制在 １８℃ ~ ２０℃ꎬ湿
度 ６０％~７０％ꎬ自由饮水进食ꎮ 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»ꎬ并
通过山西医科大学伦理委员会论证ꎮ 大鼠 ＩＭＤ 肽

(美国 Ｐｈｏｅｎｉｘ 公司)ꎬ链脲佐菌素干粉(美国 Ｓｉｇｍａ
公司)ꎬＴＵＮＥＬ 检测试剂盒和抗体(南京建成生物工

程研究所)ꎮ
１.２　 糖尿病大鼠模型的建立

采用化学诱导法建立糖尿病动物模型[５]ꎮ 适

应性饲养大鼠 １ 周ꎬ造模前所有大鼠禁食 １２ ｈꎬ然后

给予腹腔注射链脲佐菌素(５５ ｍｇ / ｋｇ)建立糖尿病

大鼠模型ꎬ７２ ｈ 后通过剪尾尖采血测定血糖ꎬ每周

采血监测血糖ꎬ血糖持续≥１６.７ ｍｍｏｌ / Ｌ 视为造模

成功ꎮ 非糖尿病大鼠注射等量的枸橼酸缓冲液ꎮ
所有大鼠适应性饲养 ３ 周后进行下一步实验ꎮ
１.３　 心肌缺血再灌注模型的建立

参照文献[６] 建立心肌缺血再灌注模型ꎮ 首先

以 １.５％戊巴比妥钠将实验动物进行麻醉ꎬ仰卧位固

定ꎬ皮下针式电极固定在大鼠四肢用以监测肢体导

联心电图变化ꎮ 小动物呼吸机与大鼠气管连接ꎬ设
置为:ＥＸＰ / ＩＮＳＰ ＝ １ ∶ ２ꎬ呼吸频率 ５５ 次 / 分ꎬ潮气量

１４~１６ ｍＬꎮ 经胸骨左缘第 ２ ~ ３ 肋间用剪刀打开胸

腔ꎬ暴露心脏ꎬ剪开心包膜ꎬ从左心耳根部下方进

针ꎬ通过左心耳和肺动脉圆锥交界处的右侧出针ꎬ
并使丝线两端均穿过一根聚乙烯小管(长约 ２ ｃｍ、
直径 ３ ｍｍ)ꎬ然后拉紧丝线的两端ꎬ用止血钳夹住聚

乙烯小管ꎬ起到结扎冠状动脉前降支的作用ꎬ这时

会在监测的心电图上发现 Ｒ 波明显增大同时伴有

ＳＴ 段抬高ꎬ随后几分钟可以见到结扎线以下的心肌

组织颜色逐渐变暗ꎬ发生心肌缺血ꎬ３０ ｍｉｎ 后将止

血钳松开ꎬ拔去聚乙烯小管ꎬ再通前降支血流ꎬ即实

现了心肌的再灌注ꎬ这时心电图相关导联 ＳＴ 段明

显回落ꎬ持续再灌注 ２ ｈ 后ꎬ即成功复制心肌缺血再

灌注损伤模型ꎮ
１.４　 实验分组

将 ７４ 只 ＳＤ 大鼠随机分为两组:糖尿病组 ５０ 只

和非糖尿病组 ２４ 只ꎬ非糖尿病组 ２４ 只大鼠随机分

为对照组(ＮＳ 组)和缺血再灌注组(ＮＩＲ 组)ꎻ糖尿

病组 ５０ 只大鼠成功建立糖尿病模型为 ３６ 只ꎬ随后

随机分为糖尿病对照组(ＤＳ 组)、糖尿病缺血再灌

注组 (ＤＩＲ 组) 和糖尿病缺血再灌注 ＋中叶素组

( ＩＭＤ 组)ꎬ每组 １２ 只ꎮ 具体处理:①对照组:行左

冠状动脉分离并穿线但不结扎ꎬ旷置 １２０ ｍｉｎꎻ②
ＮＩＲ 组:结扎左冠状动脉 ３０ ｍｉｎꎬ并在再灌注前经股

静脉给予生理盐水ꎻ③ＤＳ 组:成功建立糖尿病模型

后操作同①ꎻ④ＤＩＲ 组:成功建立糖尿病模型后操作

同②ꎻ⑤ＩＭＤ 组:成功建立糖尿病模型后操作同②ꎬ
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并在再灌注前经股静脉给予 ＩＭＤ ０.１ ｎｍｏｌ / ｋｇ[７]ꎮ
１.５　 ＨＥ 染色观察心肌组织形态学变化

再灌注后首先迅速摘取心脏ꎬ用冰生理盐水反

复冲洗干净ꎬ然后剪取心尖部组织ꎬ以 ４％多聚甲醛

固定ꎬ经常规酒精梯度脱水ꎬ透明 ２ 次ꎬ最后石蜡包

埋ꎬ蜡块保存备用ꎮ 蜡块应用石蜡切片机固定并切

片ꎬ切片厚度为 ４ μｍꎬ在清洁载玻片上贴附完全展

开的蜡片ꎬ并进行常规 ＨＥ 染色ꎮ
１.６　 透射电子显微镜观察心脏超微结构

取 １ ｍｍ３ 的心尖部组织ꎬ然后按照电子显微镜

对标本的要求ꎬ依次对标本进行固定、浸洗、块染、
浸透、包埋ꎬ切为 １~ ２ μｍ 超薄切片ꎬ美兰染色后经

光学显微镜下定位ꎬ再切片成 ５０ ~ ７０ ｍｍ (瑞典

ＬＫＢＶ 型超薄切片机)ꎬ柠檬酸铅、醋酸铀染色后ꎬ在
透射电子显微镜(日立 Ｈ６００)下观察并拍照ꎮ
１.７　 ＴＵＮＥＬ 法检测心肌细胞凋亡率

再灌注后迅速摘取心脏ꎬ并用冰生理盐水冲洗

干净ꎬ然后取心尖部分组织ꎬ置于 ＥＰ 管中ꎬ－８０℃保

存备用ꎮ 冰冻组织切成 ６ μｍ 的切片后ꎬ先用 ＤＡＰＩ
染色 １０ ｍｉｎ 后ꎬ再按细胞凋亡检测试剂盒说明书操

作进行 ＴＵＮＥＬ 染色ꎮ 绿染的细胞核为 ＴＵＮＥＬ 染色

阳性心肌细胞核ꎬ即凋亡心肌细胞ꎮ 应用激光扫描

共聚焦显微镜(奥林巴斯 ＦＶ１０００)进行观察ꎬ每组

选取心脏缺血再灌注区的 ５ 个视野观察并记录ꎬ最
后应用图像 分 析 软 件 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ ｐｌｕｓ ５. ０ 计 数

ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数ꎬ取其平均值ꎬ用 ＴＵＮＥＬ 阳性细

胞数 / 视野表示ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂｃｌ￣２和 Ｂａｘ 的表达

从心尖部取 ２００ ｍｇ 心肌组织ꎬ然后加入 ２ ｍＬ
ＰＢＳ 液ꎬ并加入 １ ｍＬ ＲＩＰＡ 裂解液(含有 １％ＳＤＳꎬ
１％ＮＰ￣４０ꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣Ｃｌꎬ１０％甘油ꎬ１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ

ＮａＣｌꎬｐＨ ７.５ꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＭＳＦꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ 钒酸钠)ꎬ
为充分裂解细胞ꎬ在冰浴中进行匀浆ꎬ冰上放置

２０ ｍｉｎꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清即为胞浆

蛋白ꎮ 取胞浆蛋白样品ꎬ加入电泳样品缓冲液ꎬ并
进行加热ꎬ每个泳道蛋白上样量为 ２０ μｇꎬ进行凝胶

电泳ꎮ 考马斯亮兰染色、脱色后ꎬ即清晰可见蛋白

条带ꎮ 通过转印槽进行蛋白转印ꎮ 应用 ＴＴＢＳ 洗

膜ꎬ用封闭液室温封闭 ２ ｈꎬ再加入一抗(稀释浓度

１ ∶ １０００)ꎬ４℃过夜ꎮ 用 ＴＴＢＳ 洗膜 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎮ 然

后加入稀释的链菌素抗生物素蛋白￣辣根过氧化酶

复合物ꎬ ３７℃ 孵育 １ ｈꎮ ＥＣＬ 显色液显色 １０ ~
２０ ｍｉｎꎬ并通过凝胶成像系统扫描ꎬ以平均光密度

ＯＤ 值×面积表示蛋白含量ꎮ
１.９　 统计学分析

每组实验均重复 ３ 次ꎬ采用 ＳＰＳＳ １７.０ Ｆｏｒ Ｗｉｎ￣
ｄｏｗｓ 软件对所有实验数据进行统计分析ꎬ实验数据

以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬＰ<
０.０５为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＨＥ 染色情况

ＨＥ 染色显示ꎬ对照组心肌细胞形态规则ꎬ致密

整齐ꎬ心肌纤维完整ꎬ排列成束状ꎻＮＩＲ 组心肌纤维

排列不规则ꎬ结构紊乱ꎬ局部横纹不清或消失ꎬ可见

中性粒细胞浸润ꎬ并有部分心肌细胞坏死ꎻＤＩＲ 组上

述形态学改变更为显著ꎬ心肌纤维排列紊乱ꎬ炎性

细胞浸润更多ꎻＩＭＤ 组较 ＤＩＲ 组心肌细胞排列整

齐ꎬ部分心肌呈现凝集改变ꎬ有少量中性粒细胞浸

润(图 １)ꎮ

图 １. 光镜下心肌细胞形态学变化(ＨＥ 染色ꎬ ４００×)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ(ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ４００×)
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２.２　 透射电子显微镜观察情况

对照组心肌细胞膜完整ꎬ线粒体膜完整ꎬ嵴致

密ꎬ基质颗粒均匀ꎻＤＳ 组心肌细胞轻度肿胀ꎬ肌原纤

维排列基本整齐ꎬＺ 线清晰可见ꎬ线粒体明显增生ꎬ
嵴结构清晰ꎬ电子密度增加ꎬ体积增大ꎻＮＩＲ 组心肌

纤维排列紊乱ꎬ心肌细胞间及核周高度水肿ꎬ线粒

体增生ꎬ明显肿胀ꎬ大小不一ꎬ部分线粒体肿胀成空

泡样ꎻＤＩＲ 组心肌细胞结构不清晰ꎬ肌原纤维排列紊

乱、稀疏ꎬ部分肌原纤维断裂、溶解ꎬ形成溶解灶ꎬ线
粒体增生ꎬ明显肿胀ꎬ大小不一ꎬ部分线粒体肿胀成

空泡样ꎻＩＭＤ 组心肌细胞肿胀ꎬ肌原纤维结构疏松ꎬ
排列基本整齐ꎬ肌节结构清晰ꎬ线粒体增生ꎬ体积增

大ꎬ电子密度增加ꎬ未见明显肿胀(图 ２)ꎮ

图 ２. 电镜下心肌细胞结构的变化(１５０００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｕｎｄｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ(１５０００×)

２.３　 ＴＵＮＥＬ 法染色情况

对照组偶见 ＴＵＮＥＬ 染色阳性的心肌细胞ꎻＮＩＲ
组可见较多 ＴＵＮＥＬ 染色阳性的心肌细胞ꎻＤＳ 组

ＴＵＮＥＬ 染色阳性的心肌细胞明显增多ꎻ ＤＩＲ 组

ＴＵＮＥＬ 染色阳性的心肌细胞较其它各组明显增多ꎬ
为凋亡细胞最多的一组ꎻＩＭＤ 组 ＴＵＮＥＬ 染色阳性的

心肌细胞较 ＤＩＲ 组明显减少ꎮ 对照组和 ＤＳ 组心肌

细胞凋亡率分别是 ５.５１％±０.２１％、８.２７％±０.０６％ꎬ
ＮＩＲ 组和 ＤＩＲ 组心肌细胞凋亡率分别是 １７.１８％±
０.９２％、２８.０１％±１.０６％ꎬ明显高于相应对照组(Ｐ<
０.０５)ꎻＩＭＤ 组心肌细胞凋亡率为 １３.６７％±０.１９％ꎬ
较 ＮＩＲ 组明显减少(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
２.４　 心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达

对照组心肌组织仅有少量的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎻＮＩＲ

组和 ＤＩＲ 组心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣３表达量与对照组和 ＤＳ
组相比显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬＤＩＲ 组较 ＮＩＲ 组增加更显

著(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＤＩＲ 组相比ꎬＩＭＤ 组心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣
３的表达量则明显减少(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ
２.５　 心肌组织 Ｂｃｌ￣２ 的表达

ＮＩＲ 组和 ＤＩＲ 组心肌组织 Ｂｃｌ￣２ 的蛋白表达量

与对照组和 ＤＳ 组相比明显减少(Ｐ<０.０５)ꎬＩＭＤ 组

心肌组织 Ｂｃｌ￣２ 的蛋白表达量与 ＤＩＲ 组相比明显增

加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ
２.６　 心肌组织 Ｂａｘ 的表达

ＮＩＲ 组和 ＤＩＲ 组心肌组织 Ｂａｘ 的蛋白表达量与

对照组和 ＤＳ 组相比明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬＩＭＤ 组心

肌组织 Ｂａｘ 的蛋白表达量与 ＤＩＲ 组相比明显降低

(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ
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图 ３. ＴＵＮＥＬ 法观察心肌细胞凋亡(ｎ＝ １２)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＴＵＮＥＬ(ｎ＝ １２)

图 ４. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂｃｌ￣２和 Ｂａｘ 的蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ Ｂｃｌ￣２ ａｎｄ Ｂａｘ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨　 论

糖尿病是由遗传因素、免疫功能紊乱、微生物

感染及其毒素、自由基毒素、精神因素等各种致病

因子共同作用于机体导致胰岛功能减退、胰岛素抵

抗等而引发的糖、蛋白质、脂肪、水和电解质等一系

列代谢紊乱综合征ꎬ以血糖升高为临床特点的疾

病ꎬ许多研究表明ꎬ糖尿病能够加重心肌缺血再灌
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注损伤ꎬ但是其作用机制至今尚未完全清楚ꎮ 凋亡

是机体程序性死亡ꎬ一些内源性和外源性信号诱导

激活细胞的死亡途径ꎮ 近年来ꎬ有关细胞凋亡与糖

尿病心肌病关系的报道日益增多[８￣１０]ꎬ且细胞凋亡

也是缺血再灌注损伤的特征之一ꎮ 本研究首次从

细胞凋亡方面观察预先给予 ＩＭＤ 对糖尿病大鼠心

肌缺血再灌注损伤的影响ꎮ
本研究中ꎬ电镜下可见缺血再灌注大鼠心肌细

胞超微结构损伤明显ꎬ糖尿病缺血再灌注还可见肌

纤维收缩带和线粒体髓样变ꎬ说明成功制备了心肌

缺血再灌注损伤模型ꎮ Ｆｌｉｓｓ 等[１１]采用 ＴＵＮＥＬ 法检

测缺血再灌注后大鼠心肌细胞凋亡ꎬ发现细胞凋亡

率明显增加ꎬ即有典型的凋亡形态改变及特征性

ＤＮＡ 片段ꎮ 糖尿病能够加重缺血再灌注后心肌细

胞凋亡ꎬ主要表现为糖尿病组心肌细胞凋亡率、凋
亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 Ｂａｘ 蛋白表达较非糖尿病

组高ꎬ并且糖尿病大鼠在缺血再灌注后上述指标升

高更明显ꎬ验证了 Ｘｉａｏ 等[１２]和 Ｄｉ Ｆｉｌｌｐｐｏ 等[１３]的研

究结果ꎬ即合并糖尿病时心肌缺血再灌注心肌损伤

更为严重ꎮ
本研究结果发现ꎬ与非糖尿病大鼠相比ꎬ糖尿

病大鼠心肌细胞凋亡率明显增高ꎬ提示糖尿病可能

导致心肌细胞凋亡增加ꎻ同时ꎬ大鼠在心肌缺血再

灌注后心肌细胞凋亡率显著高于相应对照组ꎬ说明

心肌缺血再灌注诱导了心肌细胞凋亡ꎬ而糖尿病使

心肌缺血再灌注损伤后心肌细胞凋亡更为严重ꎮ
至今ꎬ尚未完全弄清糖尿病加重心肌缺血再灌

注损伤的机制ꎮ 根据文献[１４￣１５] 报道及本研究结果

所示ꎬ糖尿病会加重心肌的氧化应激反应ꎬ也即过

量的活性氧簇(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)是引起

缺血再灌注后心肌损伤的重要原因ꎮ 在大量 ＲＯＳ
的作用下ꎬ机体生物膜的脂质双分子层会发生过氧

化反应ꎬ从而改变生物膜上的受体、膜蛋白酶和离

子通道等膜蛋白的脂质微环境ꎬ主要是使这些膜蛋

白的活性降低甚至丧失ꎬ其中以线粒体膜最为显

著ꎮ 当线粒体膜受损后ꎬ线粒体内的细胞色素 Ｃ 从

线粒体中释放出来ꎬ继而激活启动凋亡程序的调控

蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 是调控细胞凋亡的关键

蛋白酶ꎬ属于白细胞介素 １β 转换酶家族ꎮ 机体内

细胞凋亡的最后通路均依赖于 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 活化ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 是凋亡的效应分子和执行者ꎬ是凋亡途径

下游底物进行酶解的关键蛋白酶ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 诱发

细胞凋亡主要是由于活化的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 可进一步激

活核酸内切酶、降解 ＤＮＡ 修复酶及细胞骨架蛋白

等ꎮ Ｃａｉ 等[１６]研究显示ꎬ在链脲佐菌素诱导的糖尿

病小鼠模型中ꎬ心肌细胞凋亡明显增加ꎬ且线粒体

细胞色素 Ｃ 的释放和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的活性也明显增

加ꎮ 在高糖环境下培养的心肌细胞实验也显示ꎬ高
血糖通过增加线粒体细胞色素 Ｃ 释放和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３
活性使心肌细胞凋亡显著增加ꎬ这说明高糖诱导的

心肌细胞凋亡可通过线粒体细胞色素 Ｃ 调节

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的激活这一途径ꎮ 本研究中ꎬ凋亡相关蛋

白 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达量在 ＮＩＲ 组明显增多ꎬ且 ＩＭＤ
组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的蛋白表达量与 ＤＩＲ 组相比明显减

少ꎬ提示 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白参与了缺血再灌注后心肌细

胞凋亡的发生ꎬ糖尿病加重了缺血再灌注时心肌细

胞凋亡ꎬＩＭＤ 可通过抑制 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 活化而发挥减少

细胞凋亡的作用ꎮ
目前已知参与细胞凋亡的过程有许多相关的

基因ꎬ通常分为两大类ꎬ即抑制凋亡基因和诱导凋

亡基因ꎮ 其中较为公认的与凋亡密切相关的基因

是 Ｂｃｌ￣２ 基因家族ꎬＢｃｌ￣２ 基因产物在机体广泛表

达ꎬ主要定位于线粒体膜、核膜及内质网上ꎮ 而 Ｂｃｌ￣
２ 的同源体 Ｂａｘ 也在组织中广泛表达ꎬ它的作用是

抑制 Ｂｃｌ￣２ 的表达及活性ꎮ 有研究表明ꎬ细胞是否

发生凋亡主要取决于 Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ￣２ 在细胞中的比

例ꎮ Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 组成一个平衡体系ꎬＢｃｌ￣２ 过表达

则细胞凋亡减少ꎬＢａｘ 过表达则细胞凋亡增加ꎬ细胞

凋亡是否发生取决于 Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 的比率ꎮ 有研究

表明ꎬＢｃｌ￣２ 抑制凋亡的机制可能与减少氧自由基的

产生、细胞内蛋白酶的变化及钙超载有关[１７]ꎮ 也有

研究者认为 Ｂｃｌ￣２ 抑制凋亡是由于它能维持线粒体

膜的稳定性ꎬ 同时减少凋亡诱导因子和细胞色素 Ｃ
的释放有关ꎮ Ｂｏｊｕｎｇａ 等[１８] 研究结果显示ꎬ在链脲

佐菌素诱导的糖尿病大鼠模型中ꎬＢａｘ 蛋白的表达

增加ꎬ表明高血糖促进心肌细胞凋亡ꎮ 本研究采用

ＳＴＺ 诱导糖尿病大鼠心肌缺血再灌注模型ꎬ观察

ＩＭＤ 对糖尿病大鼠心肌 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 的影响ꎬ以阐述

其保护心肌损伤的作用机制ꎮ 结果显示ꎬ缺血再灌

注大鼠心肌组织 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达明显减少ꎬＢａｘ 蛋白

表达则明显增加ꎬ其中 ＤＩＲ 组较 ＮＩＲ 组变化更为显

著ꎮ ＩＭＤ 组与 ＤＩＲ 组比较ꎬ心肌组织 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表

达增加ꎬＢａｘ 蛋白表达减少ꎮ ＩＭＤ 明显升高 Ｂｃｌ￣２ /
Ｂａｘ 的比率ꎬ表明 ＩＭＤ 可通过抑制心肌细胞凋亡发

挥改善心肌缺血再灌注损伤的作用ꎮ
本研究证实糖尿病确实会加重缺血再灌注心

肌细胞凋亡ꎬＩＭＤ 通过抑制细胞凋亡对糖尿病大鼠

心肌缺血再灌注损伤起到保护作用ꎮ

８５２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８
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