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2型糖尿病大鼠心肌间质胶原代谢的变化及罗格列酮的干预研究

王绵 张力辉 赵占胜 邓永贵 周红 郝咏梅 苏胜偶 崔炜 3
河北医科大学第二医院 内分泌科 心血管内科

石家庄

摘要 目的  观察糖尿病 ⁄ 大鼠心肌间质胶原含量的变化及心肌组织基质金属蛋白酶 2 °2 !基质金属蛋白酶 2

°2 !组织抑制物 2 × °2 的表达变化及罗格列酮 ≥ 对上述指标的影响 ∀方法  高脂高糖饮食加小剂量链尿佐

菌素腹腔注射制备 型 ⁄ 大鼠模型 将大鼠分为 周对照组和 ⁄ 组 周对照组 !⁄ 组和 ≥ 组 分别检测各组大鼠心

肌组织胶原含量 ! °2 °2 × °2 表达变化及 °2 °2 × °2 蛋白水平的变化 ∀结果  ⁄ 大鼠心肌间

质胶原含量明显增加 °2 的表达明显减低 °2 × °2 的表达均明显增加 但 °2 × °2 的比值下降 ∀ ≥ 治疗

组胶原含量明显减少 °2 表达明显上调 °2 下调 × °2 明显下调 °2 × °2 增加 ∀结论  °2 °2 及

其组织抑制物 2 的调节失衡参与了 ⁄ 心肌间质纤维化的发生与发展 ≥ 治疗可以通过调节基质金属蛋白酶 2 ! 及其组

织抑制物 2 的表达变化 抑制心肌纤维化 减轻心肌损伤 ∀

关键词 糖尿病 心肌间质纤维化 基质金属蛋白酶及其组织抑制物 噻唑烷二酮
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∏ ¬ √ °2 °2 × °2

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ∏ ° × °

  近年研究证实心肌间质纤维化参与了糖尿病心肌病变

的发生发展 如能抑制间质胶原过度聚集 就会减轻心肌损

害 ∀噻唑烷二酮类 × ⁄ 药物不仅降低

血糖 改善胰岛素抵抗和脂代谢紊乱 还对多种组织有直接

效应 具有潜在的器官保护作用 ≈ 2 但其对糖尿病心肌间质

的作用未见报道 ∀因此 我们选择噻唑烷二酮类药物 ) ) ) 罗

格列酮 ≥ 对 型糖尿病大鼠进行干预治疗

探讨其对糖尿病心肌病变的作用及可能机制 ∀

1  材料与方法

1 1  对象

型 ⁄ 大鼠模型的建立 按照文献介绍的方法 ≈ 稍加

修改建立 型 ⁄ 大鼠模型 ∀ 月龄雌性 ≥⁄大鼠 体重

∗ 购自河北医科大学动物室 ∀随机选取 只为对照

喂以普通饲料 ∀其余大鼠为实验组给予高脂肪饮食 周后

腹腔注射小剂量链脲佐菌素 周时将空腹血糖

者视为 ⁄ 大鼠 ∀对照大鼠腹腔注射等体积

的缓冲液 ∀ 周时将 ⁄ 大鼠随机分为 ⁄ 组和 ≥ 组 ∀

≥ 组 每日给予 ≥ 商品名文迪雅 葛兰素史克公司产

品 # 灌胃 每周称量体重 次 根据体重改

变药物量 ∀ ⁄ 组 未治疗组 每日给予同 ≥ 组等体积

的高压消毒水灌胃 ∀

1 2  主要试剂

链脲佐菌素 ≥ 公司 × °2 兔抗大鼠多克隆抗体 !

°2 和 °2 羊抗大鼠多克隆抗体购自 ≥ ≤ ∏公司

逆转录酶 !随机六聚引物 !× 和 ×°购自 ° 公司

× 酶和引物北京华美生物工程公司提供 ∀

1 3  方法

1 3 1  标本的收集  ⁄ 模型建成后 分别于 周 ! 周

禁食 ∗ 测定血糖后 盐酸氯氨酮 腹腔注射

麻醉大鼠 腹主静脉取血备用 ∀然后打开胸腔 迅速取出心

脏 冰盐水冲洗 剪除包膜 !血管及心房组织 取部分左心室

组织置于 中性甲醛固定 ∀部分置于液氮冷冻 ∀

1 3 2  血生化和血浆 !心肌血管紧张素 和醛固酮

的测定  血糖采用强生 ≥∏ 血糖仪测定 胰岛素

采用放免法测定 血脂采用拜耳 全自动生化分析仪测

定 和 的测定采用均相竞争放免法 北京福瑞生

物工程公司 ∀

1 3 3  三色染色  心肌组织做 Λ 连续切片 按常

规程序进行染色 ∀

1 3 4  心肌羟脯氨酸水平的检测  试剂盒购自南京建成公

司 ∀

1 3 5  心肌组织总 抽提及 ×2°≤ 反应 ≈  取约

心肌组织 采用 × 一步法提取心肌组织总 ∀取

Λ 总 进行 ×反应 ×体系 Λ 含 Λ 总 随

机引物 Λ Λ ∏ ∂逆转录

酶 Λ ∏ Λ ×° Λ 反应条件

ε ε ∀

取 Λ ×产物进行 °2 °2 × °2 和内参照

Β2 的 °≤ 反应 ∀ °≤ 反应体系为 Λ 其中上下游引

物各 Λ × 酶 ∀引物序列为 °2 正义 .

.反义 . .扩增产

物 ∀ × °2 正义 . .反义 .

.扩增产物 ∀ °2 正义

. . 反义 .

.扩增产物 ∀ Β2 正义 .

.反义 .扩增产物 ∀

反应条件 ε ε ε 个循环

ε ∀取 °≤ 产物 Λ 经 琼脂糖凝胶电泳 采

用 × ∞凝胶图象分析仪进行吸光度扫描 观察条

带的灰度强弱 结果以目的基因与 Β2 的积分吸光度的

比值表示 ∀

1 3 6  免疫组化  心肌组织切片厚 Λ 常规脱蜡水化

微波抗原修复 兔血清封闭 滴加 Β 稀释的 °2

°2 × °2 一抗 ε 冰箱过夜 阴性对照用 ° ≥替代一

抗 ⁄ 显色 ∀实验结果判定 在细胞浆内表达 阳性反应呈

棕黄色或黄色 ∀

1 3 7  •  提取心肌组织总蛋白后 取样品

Λ 用 ≥⁄≥2° ∞电泳后半干式转膜至 °∂ ⁄ƒ膜 脱

脂奶粉室温封闭 ∀ °2 °2 一抗 Β 稀释 室

温过夜 加辣根过氧化物酶标记的马抗山羊 抗体 Β

稀释 室温反应 ⁄ 显色 膜置滤纸上干燥 扫描 以

Β2 为对照 进行半定量分析 ∀

1 4  统计分析

应用 ≥°≥≥ 统计软件分析 ∀数据均采用 ξ ? σ表示

两组间比较采用 τ检验 多组间均数比较首先采用方差分

析 若方差分析有显著性则进一步行均数间的两两比较 ∀

2  结果

2 1  大鼠心肌组织的病理改变

∞染色可见对照大鼠心肌细胞排列整齐 致密 结构清

晰 细胞外间质较少 可见少量成纤维细胞 ∀ ⁄ 大鼠心肌细

胞排列紊乱 心肌细胞肥大 扭曲 细胞间隙增大 间质和血

管周围细胞外基质增多 成纤维细胞增多 并有炎症细胞浸

润 肌细胞间也可见成纤维细胞浸润 ∀

2 2  血生化指标的改变

周时 ⁄ 大鼠空腹血糖 !胰岛素 三酰甘油明显高于

对照组 胆固醇变化不明显 周 ⁄ 大鼠的空腹血糖 !胰岛

素 三酰甘油 !胆固醇较同期对照组均显著升高 Π ∀

≥ 组空腹血糖 !三酰甘油水平与 ⁄ 组相似 但胰岛素和

胆固醇水平则明显下降 Π 见表 ∀

2 3  大鼠心肌组织胶原代谢的改变
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表 1  不同时期各组大鼠生化指标 ξ ? σ

Ταβ 1  × ξ ? σ

组  别 ν 只
空腹血糖

ƒ

空腹胰岛素

∏ ∏

三酰甘油

×

胆固醇

×≤

周 ≤ ? ? ? ?

周 ⁄ ? ? ϖ ? ?

周 ≤ ? ? ? ?

周 ⁄ ? ? ? 3 ? 3

≥ ? ? 3 3 ? ?

注 与同期对照比较 Π ϖ Π 与同期糖尿病比较 3 3 Π 与 周糖尿病比较 3 Π

√ ∏ ≤ Π ϖ Π √ ∏ ⁄ 3 3 Π √ ∏ ⁄ 3 Π

  染色结果 对照大鼠心肌细胞之间 !血管周围有

少量胶原纤维 ⁄ 大鼠间质胶原纤维明显增多 排列紊乱

毛细血管周围物质增多 ∀ ≥ 组胶原积聚明显减轻 排列也

趋于规则 ∀经病理图象分析进行胶原面密度积分 对照组 !

同期 ⁄ 组和 ≥ 组差异显著 Π ∀ 周 ! 周 ⁄

大鼠心肌组织羟脯氨酸明显高于同期对照组 Π

≥ 组羟脯氨酸含量虽高于对照组 但明显低于同期 ⁄ 组

Π 见表 ∀

表 2  各组大鼠胶原含量的变化 ξ ? σ

Ταβ 2  × ∏ ∏ ∏

ξ ? σ

组  别 ν 只
染色

面密度积分

羟脯氨酸含量

Λ 蛋白

≤ ? ?

⁄ ? 3 3 ? 3

≤ ? ?

⁄ ? 3 3 ? 3

≥ ? 3 3 ? 3 ϖ

注 与同期对照比较 3 3 Π 3 Π 与同期 ⁄ 比较 Π

ϖ Π

√ ∏ ≤ 3 3 Π 3 Π √ ∏

⁄ Π ϖ Π

2 4  ≥ 对 ° 及其抑制物的影响

免疫组化结果显示 ⁄ 大鼠 °2 阳性染色细胞主要

分布于血管内皮和成纤维细胞 心肌细胞有少量表达 周 !

周 ⁄ 大鼠阳性染色积分低于同期对照大鼠 Π

≥ 组 °2 在上述细胞的表达增强 尤其在血管内皮细

胞更明显 阳性染色积分明显高于同期 ⁄ 大鼠 Π

见表 ∀

与 °2 相反 对照大鼠有大量心肌细胞 °2 染色

阳性 成纤维细胞有少量表达 血管内皮细胞无表达 ∀ ⁄ 大

鼠 °2 阳性染色面积增大 主要为心肌细胞和成纤维细

胞 血管内皮细胞少量表达 ∀ ≥ 组 °2 阳性染色细胞

数减少 ∀定量分析显示 ⁄ 大鼠阳性染色积分均高于同期

对照组 周时明显高于 周时水平 ∀ ≥ 组阳性染色积

分明显低于同期 ⁄ 和同期对照 三组间差异显著 Π

见表 ∀

× °2 在对照大鼠心肌细胞 !成纤维细胞非常微量表

达 ∀ ⁄ 大鼠 × °2 阳性染色细胞明显增多 分布于心肌细

胞 !成纤维细胞和血管内皮细胞 ∀定量分析显示 周 ! 周

⁄ 组阳性染色积分均高于同期对照大鼠 差异显著 Π

∀ ≥ 组 × °2 阳性细胞数目非常少 阳性染色积分

明显低于同期 ⁄ 组 Π ∀ ≥ 组与同期对照组之间

亦有差异 Π 见表 ∀

表 3  各组大鼠 °2 °2 × °2 的吸光度积分 ξ ?

σ

Ταβ 3  × °2 °2 × °2 ξ

? σ

组别 ν 只 °2 °2 × °2

≤ ? ? ?

⁄ ? 3 ? 3 ? 3

≤ ? ? ?

⁄ ? 3 ? 3 ? 3

≥ ? ? ?

注 与同期对照比较 3 Π 与同期 ⁄ 比较 Π

√ ∏ ≤ 3 Π √ ∏ ⁄

Π

×2°≤ 结果显示 ⁄ 大鼠 °2 表达下调 但

周 ⁄ 大鼠 °2 吸光度扫描强度 ?

与同期对照大鼠 ? 无显著差异 周 ⁄ 大鼠

°2 吸光度扫描强度 ? 明显低于同期

对照 ? Π ⁄ 大鼠 °2 × °2 2

表达则明显上调 周 ⁄ 大鼠的 °2 × °2 吸光

度扫描强度 ? ? 分别比同期对照

? ? 上调了 Π

周 ⁄ 大鼠 °2 × °2 吸光度扫描强度 ?

? 分别比同期对照 ? ?

上调了 Π ≥ 组 °2

? 表达上调 °2 ? × °2

? 表达均下调 与同期 ⁄ 比较有统计学差异

Π ∀

• 结果显示 周 ! 周 ⁄ 大鼠 °2 的

蛋白水平 ? ? 与同期对照大鼠

? ? 比较明显减低 Π ≥ 组

°2 的蛋白水平 ? 与 ⁄ 大鼠比较明显升高

Π ∀ ⁄ 大鼠 °2 的蛋白水平 周 ?

周 ? 与同期对照大鼠 ?

? 比较明显升高 有统计学差异 Π ≥
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组 °2 的蛋白水平 ? 降低 与 ⁄ 组比较差

异显著 Π 与对照组无统计学差异 ∀

2 5  ⁄ 大鼠血浆 !心肌 和 的含量均明显高于对

照组大鼠 ≥ 组血浆 !心肌 和 的含量较同期 ⁄

大鼠有所下降 但无统计学差异 ≈ ∀

3  讨论

动物及人体实验的结果表明 在啮齿动物和人体的左心

室组织 !血管的内皮细胞 !单核 巨噬细胞以及平滑肌细胞均

有 °° Χ的表达 ≈ 2 ∀其中 左心室组织呈高表达 提示

°° Χ可能参与心肌组织许多基因表达及功能的调控 ∀

≥ ∏ ∏ 等 ≈ 研究了曲格列酮对 ≥× 糖尿病大鼠心脏的

作用 结果发现曲格列酮治疗组糖尿病大鼠血糖 !总胆固醇

和胰岛素水平无变化 但三酰甘油下降 心肌细胞的病理改

变明显减轻 受损的心功能得到改善 ∀另有学者研究证实

× ⁄ 类药物对缺血再灌注的心肌细胞损伤有保护作用 ≈

对 和机械拉力引起的心肌细胞肥大有抑制作用 ≈ 并

可改善心肌梗死导致的左室重构 ≈ ∀

我们采用高脂高糖饮食加小剂量 ≥× 模拟人类 型 ⁄

的发病过程 造成 型 ⁄ 大鼠模型 应用临床上最常用的

× ⁄ 药物 ) ) ) ≥ 观察其对 ⁄ 心肌病变的作用 ∀结果证

实 ≥ 对 ⁄ 大鼠心肌病变有保护作用 ∀ ≥ 治疗组大鼠

空腹血糖和三酰甘油没有降低 但胰岛素和胆固醇水平明显

低于 ⁄ 大鼠 ∀ °2 表达上调 蛋白水平升高 而

°2 !× °2 表达下调 °2 和 × °2 的蛋白水

平下降 °2 × °2 比值升高 染色可见心肌胶

原纤维含量减少 心肌纤维排列趋于整齐 ∀

≥ 治疗组血糖水平无明显下降 但心肌纤维化程度明

显减轻 心肌病变得到明显改善 说明 ≥减轻胶原积聚的

作用并不单纯依赖于血糖的降低 确切的机制不清 可能与

以下因素有关 ≠ 可能与增加胰岛素敏感性 减轻胰岛素抵

抗 改善心肌能量代谢有关 ∀ ≥
≈ 等对肥胖大鼠的研究

发现 该大鼠出现了胰岛素抵抗 心脏 ∏× 蛋白表达下降

心肌缺血时糖摄入减少 ×°消耗增加 ≥ 治疗可使胰岛

素抵抗减轻 ∏× 蛋白水平恢复正常 ×°消耗减少 使心

肌对缺血的耐受性增加 ∀本研究中 ≥ 组胰岛素水平较

低 支持这一观点 ∀ 调控 ° × ° 的基因转录 ¬

等对人类血管平滑肌细胞及单核巨噬细胞的研究证实

°° Χ配基 2° 和匹格列酮抑制了 °2 的

表达 !蛋白水平以及活性 进一步的研究发现 °° Χ配基可

能是在转录水平通过 °° Χ途径 影响了核转录因子 °2

和 ƒ2 的激活 ≈ 2 ∀但 ≥ 等 ≈ 的研究结果认为

匹格列酮对心肌组织 °2 ! °2 的蛋白表达及酶活性

无影响 ∀本研究结果从基因 !蛋白及形态学水平均证明 ≥

的保护作用与 °及其抑制物有关 支持 ≥ 是通过抑制

心肌间质纤维化完成其对 ⁄ 的心肌保护作用的 ∀ ≥

等 ≈ 的研究发现 结扎雄性 ≤⁄2 小鼠的左冠脉 造成心梗

模型 应用匹格列酮 # 治疗四周 血糖水平无降

低 但受损的心功能得到改善 左室
¬

× ƒ2Β的基因表达受抑 ∀说明 × ⁄ 对心肌功能的改善与抑

制 × ƒ2Β的基因表达有关 ∀此亦支持 × ⁄ 类药物抑制心

肌纤维化的作用机制 ∀

本研究未发现血浆及心肌组织中血管紧张素 及醛固

酮水平有差异 提示 ≥ 的心脏保护作用可能与 ≥系统

无关 ∀
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