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二氮嗪预处理对糖尿病大鼠

心肌保护作用减弱机制的初步研究
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［摘要］：目的　探讨二氮嗪预处理（ＤＰＣ）对糖尿病大鼠心肌保护作用减弱的机制。方法　取糖尿病ＳＤ大鼠及非糖尿病
ＳＤ大鼠４８只，建立离体心脏Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌注模型，各分为４组（每组６只）：对照组（ＣＯＮ组）：全心灌流１２０ｍｉｎ。缺血再灌
注组（Ｉ／Ｒ组）：在心脏平衡灌流３０ｍｉｎ后，缺血３０ｍｉｎ再灌注ＫＨ液１ｈ。ＤＰＣ组：在心脏平衡灌流１０ｍｉｎ后，给予含二氮嗪
（１００μｍｏｌ／Ｌ）的ＫＨ液灌注５ｍｉｎ，再复灌不含二氮嗪的ＫＨ液５ｍｉｎ后，再给予含二氮嗪的ＫＨ液灌注５ｍｉｎ，再复灌不含二
氮嗪的ＫＨ液５ｍｉｎ，然后缺血３０ｍｉｎ，再灌注ＫＨ液１ｈ。二甲基亚砜组（ＤＭＳＯ组）：用 ＤＭＳＯ代替二氮嗪，过程同 ＤＰＣ组。
比较各组冠脉流出液中肌酸激酶（ＣＫ）、心肌组织丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物岐化酶（ＳＯＤ）、心肌组织一氧化氮（ＮＯ）、环磷酸鸟
苷（ｃＧＭＰ）、一氧化氮合酶（ＮＯＳ）的变化。结果　① ＣＫ活性：非糖尿病大鼠中，再灌注后ＤＰＣ组ＣＫ活性与Ｉ／Ｒ组比较明显
降低（Ｐ＜０．０１），ＤＭＳＯ组与Ｉ／Ｒ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而糖尿病大鼠中，再灌注后ＤＰＣ组与 Ｉ／Ｒ组比较，
差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。② ＭＤＡ、ＳＯＤ含量：非糖尿病大鼠中，ＤＰＣ组ＭＤＡ含量明显低于Ｉ／Ｒ组（Ｐ＜０．０１）、ＳＯＤ
含量明显高于Ｉ／Ｒ组（Ｐ＜０．０１）。而在糖尿病大鼠中，ＤＰＣ组与 Ｉ／Ｒ组比较，ＭＤＡ和 ＳＯＤ的含量差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。③ 心肌组织ＮＯ、ｃＧＭＰ及ＮＯＳ含量：非糖尿病大鼠中，ＤＰＣ组ＮＯ、ｃＧＭＰ及ＮＯＳ含量与Ｉ／Ｒ组比较明显增加（Ｐ＜
０．０１），ＤＭＳＯ组与Ｉ／Ｒ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而糖尿病大鼠中，ＤＰＣ组与Ｉ／Ｒ组、ＤＭＳＯ组比较，差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＤＰＣ对糖尿病大鼠心肌的保护作用减弱，其机制可能与糖尿病大鼠心肌 ＮＯ－ｃＧＭＰ信号通路表
达受抑制有关。
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　　我们前期对健康大鼠的研究表明［１］，二氮嗪预

处理（ＤＰＣ）可以产生与缺血预处理近似的心肌保护
作用。研究表明［２］，一氧化氮（ＮＯ）介导的 ＮＯ－环
磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）信号通路可能参与ＤＰＣ心肌保护
机制的触发过程。而糖尿病是缺血性心脏病的危险

因素之一，糖尿患者群比非糖尿患者群更易患心肌

梗死或梗死后并发症，有关糖尿病对ＤＰＣ的影响及
机制研究报道甚少。本文应用糖尿病大鼠离体缺血

再灌注模型，探讨糖尿病心肌经 ＤＰＣ后 ＮＯ、ｃＧＭＰ
及一氧化氮合酶（ＮＯＳ）的变化，以探讨糖尿病对
ＤＰＣ作用的影响及机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及材料　ＳＤ系雄性大鼠４８只：糖尿
病大鼠及血糖正常大鼠各２４只（沈阳军区总医院
实验中心提供），体重２６０～３３０ｇ。经腹腔注射链佐
星（ＳＴＺＳｉｇｍａ公司，对心肌无毒副作用６０ｍｇ／ｋｇ，２
ｄ后血糖≥１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠为糖尿病大鼠。所
有大鼠均自由饮水、自由摄食，由专人饲养。饲养２
周后，进入实验研究。肌酸激酶（ＣＫ）、ＮＯ、ＮＯＳ试
剂盒、超氧化物岐化酶（ＳＯＤ）试剂盒，丙二醛
（ＭＤＡ）试剂盒，均为南京建成生物工程研究所提
供；ｃＧＭＰ放免分析试剂盒（上海中医药大学同位素
室），国产分析纯（中国医药公司）。血糖仪及测试

条由强生（中国）医疗器材公司提供。

１．２　方法　
１．２．１　Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体心脏灌流模型制备　麻醉
采用腹腔内注射戊巴比妥（５ｍｇ／ｋｇ），开胸前５ｍｉｎ
腹腔注射肝素５００Ｕ／ｋｇ，开胸后迅速取出心脏，置
于４℃改良Ｋｒｅｂｓ－Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ（ＫＨ）液中洗净血液，迅
速转移、固定于 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌流装置。结扎双侧肺
静脉，以改良 ＫＨ液行常规恒压（８０ｍｍＨｇ）灌流。
改良ＫＨ液成分（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ１１８．０、ＫＣｌ４．７、
Ｋ２ＰＯ４１．２、ＭｇＳＯ４１．２、ＮａＨＣＯ３２５．０、ＣａＣｌ２１．２５、葡
萄糖１０．０，ｐＨ７．３～７．４，以９５％Ｏ２、５％ＣＯ２饱和，
维持灌流液温度３７℃。缺血期间关闭气体。
１．２．２　实验动物分组　将非糖尿病大鼠（２４只）及
糖尿病大鼠（２４只）各分为４组（每组６只）：对照组
（ＣＯＮ组）：全心灌流１２０ｍｉｎ，不做任何处理。缺血

再灌注组（Ｉ／Ｒ组）：在心脏平衡灌流３０ｍｉｎ后，缺
血３０ｍｉｎ再灌注 ＫＨ液１ｈ。ＤＰＣ组：在心脏平衡
灌流１０ｍｉｎ后，给予含二氮嗪（１００μｍｏｌ／Ｌ）的 ＫＨ
液灌注５ｍｉｎ，再复灌不含二氮嗪的ＫＨ液５ｍｉｎ后，
再给予含二氮嗪的ＫＨ液灌注５ｍｉｎ，再复灌不含二
氮嗪的ＫＨ液５ｍｉｎ，然后缺血３０ｍｉｎ，再灌注 ＫＨ
液１ｈ。二甲基亚砜组（ＤＭＳＯ组）：用 ＤＭＳＯ代替
二氮嗪，过程同ＤＰＣ组。实验完毕，取心肌组织，液
氮保存。

１．３　指标测定　
１．３．１　血糖浓度测定　血糖仪测定各组大鼠血糖
浓度。

１．３．２　冠脉流出液 ＣＫ活性 取缺氧前和复灌 ３０
ｍｉｎ后的冠脉流出液，１２ｈ内用全自动生化分析仪
测定ＣＫ活性，按试剂盒说明书操作。
１．３．３　心肌 ＭＤＡ含量和 ＳＯＤ活性　取近心尖左
室心肌０．５ｇ，用内切式匀浆器匀浆制成１０％组织
匀浆。取上清胞浆按福林 －酚法（Ｌｏｗｒｒｙ法）进行
蛋白定量，取少量匀浆按硫代巴比妥酸（ＴＢＡ法）测
ＭＤＡ，用邻苯三酚自氧化法测ＳＯＤ活性。
１．３．４　ＮＯ含量测定　采用硝酸还原酶法，利用硝
酸还原酶特异性将 ＮＯ－３ 还原 ＮＯ

－
２，通过显色深浅

测定其浓度高低。上清应用７２１型分光光度计于波
长５３０ｎｍ处测量吸光度，据吸光度大小计算 ＮＯ含
量，结果用每克匀浆蛋白中μｍｏｌ数（μｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ）表
示。

１．３．５　心肌组织 ｃＧＭＰ含量的测定　取出液氮保
存的心脏进行制备，冷生理盐水洗去血迹于冰浴下

剪碎心肌，置于６ｍｌ０．２５ｍｏｌ／Ｌ冷蔗糖缓冲液中，
冰浴下用内切式匀浆器匀浆（６０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｓ×
３），所得匀浆先以５０００×ｇ低温离心１０ｍｉｎ，上清
液再以４００００×ｇ低温离心２０ｍｉｎ。取上清液按一
定比例稀释后按照放免法说明书步骤进行测定，所

有样品均做双管，结果取均值，ｃＧＭＰ结果以ｐｍｏｌ／ｇ
表示。

１．３．６　ＮＯＳ含量　取上清胞浆行 ＮＯＳ测定。应用
７２１型分光光度计于波长５３０ｎｍ处测量吸光度，据
吸光度大小计算ＮＯＳ活性。
１．４　统计学分析　应用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行
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统计分析，各组参数以平均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，单因素方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）和 Ｓｔｕｄｅｎｔ
－Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓｐｏｓｔｈｏｃ检验进行组间比较，Ｐ＜
０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　血糖浓度　糖尿病大鼠血糖浓度为（１６．６±
５．５２）ｍｍｏｌ／Ｌ，非糖尿病大鼠血糖浓度为（４．２５±
０．３５）ｍｍｏｌ／Ｌ。两组大鼠血糖浓度差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．２　ＣＫ活性的变化　各组缺血前基础值经方差分
析无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。再灌注后，ＤＰＣ组及
Ｉ／Ｒ组与ＣＯＮ组比较均明显增加（Ｐ＜０．０１）。非
糖尿病大鼠中，再灌注后 ＤＰＣ组 ＣＫ活性与 Ｉ／Ｒ组
比较明显降低（Ｐ＜０．０１），ＤＭＳＯ组与 Ｉ／Ｒ组比较

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而糖尿病大鼠中，
再灌注后ＤＰＣ组及ＤＭＳＯ组与Ｉ／Ｒ组比较，差异均
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。
２．３　心肌组织中 ＭＤＡ、ＳＯＤ含量的变化　非糖尿
病大鼠中，ＤＰＣ组ＭＤＡ含量明显低于Ｉ／Ｒ组（Ｐ＜
０．０１）、ＳＯＤ含量明显高于 Ｉ／Ｒ组（Ｐ＜０．０１）。而
在糖尿病大鼠中，ＤＰＣ组与Ｉ／Ｒ组比较，ＭＤＡ和ＳＯＤ
的含量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。
２．４　心肌组织 ＮＯ、ｃＧＭＰ及 ＮＯＳ含量的变化　非
糖尿病大鼠中，ＤＰＣ组 ＮＯ、ｃＧＭＰ及 ＮＯＳ含量与 Ｉ／
Ｒ组比较明显增加（Ｐ＜０．０１），ＤＭＳＯ组与 Ｉ／Ｒ组
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而糖尿病大鼠
中，ＤＰＣ组ＮＯ、ｃＧＭＰ及 ＮＯＳ含量与 Ｉ／Ｒ组、ＤＭＳＯ
组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表２。

表１　 各组ＣＫ活性、心肌中ＭＤＡ、ＳＯＤ含量的变化（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

分组
ＣＫ（Ｕ／Ｌ）

缺血前 复灌１ｈ后
ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ）

非糖尿病大鼠

ＣＯＮ组 ８２．３０±７．６８ ８３．３６±０．５７ ８．２７±０．２９ ６８４．４７±０．６７

Ｉ／Ｒ组 ８３．１１±６．３２ １１７．８１±３．０５＃＃ １６．０２±１．６９＃＃ ４１７．８３±３．１０＃＃

ＤＰＣ组 ８４．３５±４．２４ ８９．０６±０．７６＃＃ ９．８０±０．３９＃ ５８６．９０±２．７６＃＃

ＤＭＳＯ组 ８４．４５±４．９１ １１６．９４±３．９０＃＃ １６．７３±１．８９＃＃ ４１８．１１±３．３９＃＃

糖尿病大鼠

ＣＯＮ组 ８３．７６±９．６４ ８４．６５±０．８２ ８．３６±０．１９ ６７８．７９±５．４３

Ｉ／Ｒ组 ８３．２８±２．２３ １１９．０９±３．４７＃＃ １５．６４±０．６４＃＃ ４３１．８２±１０．８０＃＃

ＤＰＣ组 ８４．３６±４．６７ １１８．２０±０．９６＃＃ １４．９１±１．０８＃＃ ４４１．４１±１１．７８＃＃

ＤＭＳＯ组 ８３．９６±４．６２ １１７．３１±２．８８＃＃ １４．９５±０．９２＃＃ ４３６．９９±５．９３＃＃

　　　　　　　　　　　注：与ＣＯＮ组比较＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与Ｉ／Ｒ组比较Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。

表２　各组大鼠心肌组织ＮＯ、ｃＧＭＰ及ＮＯＳ含量的变化（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

分组 ＮＯ（μｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ） ｃＧＭＰ（ｐｍｏｌ／ｇ） ＮＯＳ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

非糖尿病大鼠

ＣＯＮ组 ３．０２±０．２６ ０．２２±０．０４ ０．１５±０．０１

Ｉ／Ｒ组 ３．８９±０．３２＃＃ ０．４２±０．０４＃＃ ０．２０±０．０３＃＃

ＤＰＣ组 ５．７７±０．１７＃＃ ０．６９±０．０９＃＃ ０．３０±０．０２＃＃

ＤＭＳＯ组 ３．７８±０．１５＃＃ ０．４５±０．０４＃＃ ０．２２±０．０３＃＃

糖尿病大鼠

ＣＯＮ组 ３．１７±０．０５ ０．２１±０．０４ ０．１６±０．０２

Ｉ／Ｒ组 ４．７８±０．２２＃＃ ０．３９±０．０５＃＃ ０．２３±０．０３＃＃

ＤＰＣ组 ４．７７±０．１８＃＃ ０．４２±０．０６＃＃ ０．２１±０．０１＃＃

ＤＭＳＯ组 ４．７５±０．２１＃＃ ０．４５±０．０６＃＃ ０．２０±０．０２＃＃

　　　　　　　　　　　注：与ＣＯＮ组比较＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与Ｉ／Ｒ组比较Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。
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３　讨　论

心肌Ｉ／Ｒ可使氧自由基产生与抗氧化系统失去
动态平衡，心肌组织中 ＭＤＡ升高、ＳＯＤ活性下降常
用来衡量细胞损伤的程度［３］。心肌酶的漏出也是常

用的评价心肌损伤程度的指标。本研究结果表明：

ＤＰＣ对离体血糖正常大鼠心肌有保护作用，表现为
心肌酶的漏出明显减少、ＭＤＡ明显减少、ＳＯＤ明显
增加。而对糖尿病大鼠，ＤＰＣ均未使上述指标得到
明显改善。可见，ＤＰＣ对糖尿病大鼠的心肌保护作
用明显减弱。同时还观察到：在非糖尿病大鼠中，

ＤＰＣ使缺血再灌注后的心肌中 ＮＯ、ｃＧＭＰ及 ＮＯＳ含
量明显增加；而在糖尿病大鼠 ＮＯ、ｃＧＭＰ及 ＮＯＳ含
量未见明显增加。研究表明［４］，ＮＯ可能间接地通过
ｃＧＭＰ依赖的通路影响线粒体呼吸链功能，ＮＯ－
ｃＧＭＰ信号可激活线粒体ＡＴＰ敏感性钾通道（ＫＡＴＰ通
道）的保护作用［５］，ＮＯ通过激活可溶性鸟苷酸环化
酶使 ｃＧＭＰ升高，ｃＧＭＰ能激活 ｃＧＭＰ依赖蛋白激
酶，后者使ＫＡＴＰ通道磷酸化而开放。因此，我们推测
ＤＰＣ对糖尿病心肌保护减弱的机制可能与糖尿病大
鼠心肌ＮＯ－ｃＧＭＰ表达受抑制有关，ＤＰＣ可能要达
到一定的刺激“阈值”才能模拟出对糖尿病心脏的保

护效应。

高血糖可通过增加线粒体超氧化物的产生而加

剧氧化应激，而高浓度的超氧化物依次会与 ＮＯ反
应形成过氧化氮，减少“有益”的 ＮＯ水平［６］。高血

糖还能抑制内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）直接减少
ＮＯ的产生［７－８］。长期持续的高血糖引起血管内皮

细胞完整性改变，使内皮细胞合成 ＮＯ减少［９］。高

血糖状态下机体Ｌ－精氨酸水平降低，使ＮＯ合成底
物不足而致ＮＯ合成减少［１０］。此外，体内广泛糖基

化形成的不可逆糖基化反应终末产物（ＡＧＥｓ）也可
与ＮＯ进行快速化学反应，直接灭活 ＮＯ［１１］。另外，
糖尿病时代谢发生改变：蛋白质合成明显减少，心肌

肌丝蛋白含量明显降低；糖异生作用加强，细胞内葡

萄糖摄取和氧化功能障碍，心肌对脂质氧化功能依

赖程度明显增加，使脂质摄取增加，甘油三酯和游离

脂肪酸等脂滴颗粒在细胞内积聚增多，脂肪酸氧化

增加引起的代谢产物积聚，使细胞内 ｐＨ值下降，可
导致ＫＡＴＰ通道活性降低。同时，ＡＧＥｓ有多种受体，
最重要的是晚期糖基化产物受体 （ＲＡＧＥ），细胞表
面的ＲＡＧＥ与 ＡＧＥｓ等配体相互作用后，可使细胞
内产生氧化应激，从而使活性氧簇（ＲＯＳ）增加。而
糖尿病时ＲＯＳ生成的调节能力往往降低，以致 ＲＯＳ
生成过多也是ＫＡＴＰ通道活性降低的原因。因为氧自

由基可与各种硫蛋白反应，包括还原型或氧化型的

通道蛋白。ＫＡＴＰ通道是由含有硫化合物的 Ｋｉｒ６．１和
ＳＵＲ亚单位组成，糖尿病相关的氧化剂造成的损伤，
尤其在心肌缺血等应激条件下，对于 ＫＡＴＰ通道的开
放大为不利。

总之，ＤＰＣ对糖尿病心肌的保护作用减弱，其机
制可能与糖尿病大鼠心肌ＮＯ－ｃＧＭＰ表达受抑制有
关，直接或间接地影响信号转导中的相关激酶以及

ＫＡＴＰ通道的活性，至于 ＮＯ－ｃＧＭＰ信号系统在糖尿
病心肌ＤＰＣ发生机制中的具体地位及作用仍有待
于进一步证实。
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ＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＰｈａｒｍａｃｏｌ，１９９６，２７（２）：１８７－１９４．

　［１０］　ＫｏｈｌｉＲ，ＭｅｉｎｉｎｇｅｒＣＪ，ＨａｙｎｅｓＴＥ，ｅｔａｌ．ＤｉｅｔａｒｙＬ－ａｒｇｉ

ｎｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｉｎｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｅｉｎ．Ｉｎｄｕｃｅｄｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＮｕｔｒ，２００４，１３４

（３）：６００－６０８．

　［１１］　ＣｈａｋｒａｖａｒｔｈｙＵ，ＨａｙｅｓＲＧ，ＳｔｉｔｔＡＷ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｎｉ

ｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｎｒｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｉｓｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｂｙｈｉｓｈｕｃ０ｓｅａｎｄａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，１９９８，４７９（６）：９４５－９５２．

（收稿日期：２０１２０１０４）　　
（修订日期：２０１２０４１７）　　

６４２ 中国体外循环杂志２０１２年１２月１５日第１０卷第４期 ＣｈｉｎＪＥＣＣＶｏｌ．１０Ｎｏ．４Ｄｅｃｅｍｂｅｒ１５，２０１２


