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"基础研究#

异丙酚对 E 型糖尿病大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用及机制

曹军涛!

! 王秀岩!

! 郭宜姣!

! 刘C超,

"!#洛阳东方医院麻醉科&河南C洛阳C/$!""'$,#天津市胸科医院心血管病研究所&天津C'"",,,#

摘要!C目的C探讨异丙酚缓解 , 型糖尿病大鼠心肌缺血再灌注"BE#损伤的作用机制% 方法C选取成年雄性

a6[\5M大鼠&腹腔注射链脲佐菌素"'" 4;*R;

.!

#制备 , 型糖尿病模型% 采用随机数字表法将 S/ 只 , 型糖尿病大鼠

分为假手术组)BE组和异丙酚组&每组 !& 只% BE组和异丙酚组大鼠采用结扎左冠状动脉前降支 '" 46:&再灌注 , P

的方式制备BE损伤模型$假手术组大鼠仅进行穿线&不结扎冠状动脉左前降支% 异丙酚组大鼠在缺血前 !" 46:静脉

泵注异丙酚"% 4;*R;

.!

*P

.!

#至再灌注 , P% BE损伤模型建立后断头处死大鼠&取心肌组织&观察大鼠心肌组织病

理学变化并计算心肌梗死范围$采用速率法检测各组大鼠血清肌酸激酶"Ĥ #和乳酸脱氢酶"Q@̀ #活性&采用比色法

检测各组大鼠血清丙二醛"J@I#和超氧化物歧化酶"GA@#含量$aN[\NM: +7>\法检测各组大鼠心肌组织中 h=73,)h5)

和H5[L5[N3' 蛋白表达量% 结果C假手术组大鼠心肌细胞未见明显坏死和出血&无中性粒细胞浸润$BE组大鼠心肌细

胞可见灶状坏死及出血&有明显的收缩带&并存在大量中性粒细胞浸润$异丙酚组大鼠心肌组织可见少量出血及中性

粒细胞浸润&有少量固缩细胞% BE组和异丙酚组大鼠心肌梗死范围大于假手术组"!T"#"S#$异丙酚组大鼠心肌梗死

范围小于BE组"!T"#"S#% BE前 ' 组大鼠血清 Q@̀ )Ĥ )J@I及 GA@水平比较差异无统计学意义"!U"#"S#% BE

后BE组和异丙酚组大鼠血清Q@̀ )Ĥ 及J@I水平高于BE前&GA@水平低于BE前"!T"#"S#$假手术组大鼠 BE前

后血清Q@̀ )Ĥ )J@I及 GA@水平比较差异无统计学意义"!U"#"S#% BE后&BE组和异丙酚组大鼠血清Q@̀ )Ĥ 及

J@I水平高于假手术组&GA@水平低于假手术组"!T"#"S#$异丙酚组大鼠血清 Q@̀ )Ĥ 及 J@I水平低于 BE组&

GA@水平高于BE组"!T"#"S#% BE组和异丙酚组大鼠心肌组织中 h=73,)h5)和 H5[L5[N3' 蛋白相对表达量高于假手

术组"!T"#"S#$异丙酚组大鼠心肌组织中 h5)和 H5[L5[N3' 蛋白相对表达量低于 BE组&h=73, 蛋白相对表达量高于

BE组"!T"#"S#% 结论C异丙酚能够有效缓解 , 型糖尿病大鼠心肌 BE损伤&其机制与上调 h=73, 表达)下调 h5)和

H5[L5[N3' 的表达及抑制细胞凋亡有关%

关键词!C异丙酚$, 型糖尿病$心肌缺血再灌注损伤$细胞凋亡
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h=73,&h5)5:X H5[L5[N3' LM>\N6: 6: 4*>=5MX694\6[[9N>VM5\[6: N5=P ;M>9L ONMNXN\N=\NX +*aN[\NM: +7>\#?&/63(/CKPNMN

O5[:>>+Z6>9[:N=M>[6[5:X PN4>MMP5;N>V4*>=5MX657=N77[5:X :>:N9\M>LP676:V67\M5\6>: 6: 4*>=5MX694\6[[9N>VM5\[6: \PN

[P54>LNM5\6>: ;M>9L#B: \PNBE;M>9L&\PN4*>=5MX657=N77[>VM5\[[P>ONX V>=57:N=M>[6[5:X PN4>MMP5;N&O6\P >+Z6>9[

=>:\M5=\67N+5:X[5:X 575M;N:94+NM>V:N9\M>LP676:V67\M5\6>:$ 5[457754>9:\>VPN4>MMP5;N5:X :N9\M>LP67[6:V67\M5\6>: 5:X 5

[457754>9:\>V[>76X [PM6:R5;N=N77[ONMN>+[NMZNX 6: 4*>=5MX657\6[[9N>VM5\[6: \PNLM>L>V>7;M>9L#KPN4*>=5MX6576:V5M=\6>:

[6cN[>VM5\[6: \PNBE;M>9L 5:X \PNLM>L>V>7;M>9L ONMN75M;NM\P5: \P>[N6: \PN[P54>LNM5\6>: ;M>9L "!T"#"S#$\PN

4*>=5MX6576:V5M=\6>: [6cN>VM5\[6: \PNLM>L>V>7;M>9L O5[[4577NM\P5: \P5\6: \PNBE;M>9L "!T"#"S##KPNMNO5[:>

[6;:6V6=5:\X6VVNMN:=N6: \PN[NM947NZN7[>VQ@̀ &Ĥ &J@I5:X GA@54>:;\PN\PMNN;M>9L[+NV>MNBE"!U"#"S##KPN[NM94

7NZN7[>VQ@̀ &Ĥ 5:X J@I5V\NMBEONMNP6;PNM\P5: \P>[N+NV>MNBE&5:X \PN[NM947NZN7>VGA@5V\NMBEO5[7>ONM\P5: \P5\

+NV>MNBE6: \PNBE;M>9L 5:X \PNLM>L>V>7;M>9L "!T"#"S#$ \PNMNO5[:>[6;:6V6=5:\X6VVNMN:=N6: \PN[NM947NZN7[>VQ@̀ &

Ĥ &J@I5:X GA@+NV>MN5:X 5V\NMBE6: \PN[P54>LNM5\6>: ;M>9L "!U"#"S##IV\NMBE&\PN[NM947NZN7[>VQ@̀ &Ĥ 5:X

J@I>VM5\[6: \PNBE;M>9L 5:X \PNLM>L>V>7;M>9L ONMNP6;PNM\P5: \P>[N6: \PN[P54>LNM5\6>: ;M>9L&5:X \PN[NM947NZN7>V

GA@O5[7>ONM\P5: \P5\6: \PN[P54>LNM5\6>: ;M>9L "!T"#"S#$ \PN[NM947NZN7[>VQ@̀ &Ĥ 5:X J@I>VM5\[6: \PN

LM>L>V>7;M>9L ONMN7>ONM\P5: \P>[N6: \PNBE;M>9L&5:X \PN[NM947NZN7>VGA@O5[P6;PNM\P5: \P5\6: \PNBE;M>9L

"!T"#"S##KPNMN75\6ZNN)LMN[[6>:[>Vh=73,&h5)5:X H5[L5[N3' LM>\N6: 6: \PN4*>=5MX657\6[[9N[>VM5\[6: \PNBE;M>9L 5:X

LM>L>V>7;M>9L ONMNP6;PNM\P5: \P>[N6: \PN[P54;M>9L "!T"#"S##KPNMN75\6ZNN)LMN[[6>:[>Vh5)5:X H5[L5[N3' LM>\N6: 6:

\PN4*>=5MX657\6[[9N>VM5\[6: \PNLM>L>V>7;M>9L O5[7>ONM\P5: \P>[N6: \PNBE;M>9L&5:X \PNMN75\6ZNN)LMN[[6>: >Vh=73,

LM>\N6: O5[P6;PNM\P5: \P5\6: \PNBE;M>9L "!T"#"S##@)*'36/0)*/CB[>V75Z>:N=5: NVVN=\6ZN7*577NZ65\NBEX545;N>V

4*>=5MX6946: \*LN, X65+N\6=4N776\9[M5\[#B\[4N=P5:6[445*+NMN75\NX \>\PN9L3MN;975\6>: >Vh=73, N)LMN[[6>:& X>O:3

MN;975\6>: >V\PNh5)5:X H5[L5[N3' N)LMN[[6>:&5:X \PN6:P6+6\6>: >V5L>L\>[6[#

A&4 8).7/!CLM>L>V>7$ \*LN, X65+N\N[4N776\9[$ 4*>=5MX6576[=PN465MNLNMV9[6>: 6:89M*$ 5L>L\>[6[

CC糖尿病是导致心血管疾病的危险因素之一&,

型糖尿病患者发生缺血性心脏病 "6[=PN46=PN5M\

X6[N5[N&B̀@#的风险是非糖尿病人群的 , e/ 倍&且

糖尿病患者心肌梗死后的病死率更高'!3,(

% 研究发

现&在 19=RNM肥胖大鼠中&缺血(再灌注 "6[=PN465

MNLNMV9[6>:&BE#组大鼠的心肌细胞凋亡显著高于对

照组&说明糖尿病会提高缺血心肌的易损性''3S(

% 如

何在高血糖的情况下进行缺血预处理及后处理来保

护心肌一直是学者关注的焦点% 异丙酚是临床上常

用的静脉麻醉药&研究发现&异丙酚能够缓解糖尿病

大鼠心肌 BE损伤'%(

&但其作用机制尚不明确% 有

研究发现&异丙酚可通过抑制细胞凋亡来缓解非糖

尿病大鼠心肌BE损伤'$3&(

% 本研究旨在探讨异丙酚

对 , 型糖尿病大鼠 BE损伤心肌的保护作用及作用

机制&以期为临床诊治提供治疗靶点和研究思路%

BC材料与方法

BDBC实验动物C健康雄性清洁级 a6[\5M大鼠 &"

只&体质量 !&" e,," ;&购于中国科学院上海实验动

物中心%

BDEC主要试剂与仪器C链脲佐菌素购天津亚宝药

业科技有限公司 "国药准定 !̀,",",!, # 公司&

!"" ;*Q

.!水合氯醛购自北京雷根生物技术有限公

司&异丙酚购自意大利I[\M51N:N=5公司"国药准字

,̀""'"!--#$肌酸激酶"=MN5\6:NR6:5[N&Ĥ #检测试

剂盒)乳酸脱氢酶"75=\5\NXNP*XM>;N:5[N&Q@̀ #检测

试剂盒)超氧化物歧化酶 "[9LNM>)6XNX6[49\5[N&

GA@#检测试剂盒)丙二醛"457>:X657XNP*XN&J@I#

检测试剂盒)辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 B;0)

山羊抗小鼠 B;0)电化学发光化学发光液均购自上

海碧云天生物技术有限公司&人 h=73,)H5[L5[N3' 单

克隆抗体购自美国 G6;45公司&兔抗鼠 h5)多克隆

抗体购自德国默克公司$%&' 小动物呼吸机购自北

京友诚嘉业生物科技有限公司&IG(' 麻醉监测仪购

自广州美伦安迪电子科技有限公司&a1G3S"_% 微量

输液泵购自上海致衡医疗器械有限公司&GH3K!" 数

码相机购自日本 G>:*公司&B45;N?软件购自美国

a5*:NE5[+5:X D5\6>:57B:[\6\9\N[>V̀ N57\P公司%

BDFC实验方法

BDFDBC模型建立$实验分组及各组干预措施CC参

照文献'-(的方法制备大鼠 , 型糖尿病模型% 大鼠

给予高脂高糖喂养 S 周后&经腹腔注射链脲佐菌素

'" 4;*R;

.!

&每日 ! 次&连续给药 , X&' X后经尾静

脉采血测大鼠空腹血糖&, 型糖尿病模型制备成功

的标准为大鼠出现多尿) 多饮& 且血糖值
%

!%#$ 44>7*Q

.!

%

选取 , 型糖尿病模型制备成功的大鼠 S/ 只&按

照随机数字表法分为假手术组)BE组和异丙酚组&

每组 !& 只% BE组和异丙酚组大鼠采用 >̂6c946线

栓法制备缺血再灌注模型&, 组大鼠采用!"" ;*Q

.!

水合氯醛麻醉后给予气管插管&连接 %&' 小动物呼

吸机进行机械通气% 采取股动脉及静脉穿刺置管&

将穿刺置管连接到麻醉监测仪和输液泵&监测大鼠

的血压和给药情况% 待大鼠血压和心率稳定后&取

*&!-* 新乡医学院学报CCCCCCCP\\L!((OOO#))*)*)+#=>4CCCCCCCCC,"!- 年C第 '% 卷



右侧卧位&在第 ' eS 肋间进行开胸&剪开大鼠心包&

在冠状动脉左前降支下方穿 S3" 丝线&在大鼠心肌

和结扎线间垫聚乙烯硬管&收紧结扎线后能够看见

结扎部位以下心肌颜色显著变暗&心电图主要表现

为 GK段抬高&即为缺血成功% 大鼠缺血 '" 46:后

剪开结扎线恢复血流进行再灌注 , P&心脏表面颜色

变为红色)抬高的 GK段下降在 !(, 以上即判定为再

灌注成功% 异丙酚组大鼠缺血前 !" 46: 静脉泵注

异丙酚 % 4;*R;

.!至术后 , P&假手术组大鼠仅进

行穿线&不结扎冠状动脉左前降支%

BDFDEC各组大鼠血清@A$I!P活性及J"!$>!;

水平测定CBE损伤模型建立前 ! P和BE损伤模型建

立 ! P后通过股动脉采集大鼠外周血% 采用速率法

检测大鼠血清 Ĥ )Q@̀ 活性&采用比色法检测血清中

GA@)J@I含量$严格按照试剂盒说明书进行操作%

BDFDFC各组大鼠心肌组织病理学变化及心肌梗死

范围CBE损伤模型建立后断头处死大鼠&取心肌组

织&一半置于液氮冻存心肌组织&另一半置光学显微

镜下观察大鼠心肌组织的病理学变化&然后将大鼠

心脏横断面切成 , 44切片&分别称切片质量&然后

置于 !" ;*Q

.!伊文蓝染液中染色 ," 46:"'$ f#&

用数码相机拍照&以B45;N?"!#'!Z#软件计算心肌

梗死范围大小%

BDFDGCZ&/(&.*<3)(法检测各组大鼠心肌组织中

['39E$[2,和@2/-2/&9F 蛋白的表达C取液氮冻存

的大鼠心肌组织&研磨成粉末&充分裂解 '" 46: 后&

在 / f下 !, """ n4离心 '" 46:&取上清液&采用蛋

白活性测定试剂盒对 h=73,)h5)和 H5[L5[N3' 蛋白

进行定量分析% 取 '"

!

;h=73,)h5)和H5[L5[N3' 蛋

白进行电泳&电泳后转移到硝酸纤维素膜上&室温下

在体积分数 Sg脱脂牛奶中反应 ! P&充分洗涤后分

别 加 入 一 抗 小 鼠 抗 人 h=73, 单 克 隆 抗

体"!+! """#&兔抗鼠h5)多克隆抗体"!+! """ #

及兔抗人H5[L5[N3' 单克隆抗体" !+! """ #&/ f

下反应过夜&充分洗涤后加入二抗辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔B;0"!+! """#或者辣根过氧化物

酶标记的山羊抗小鼠B;0"!+!" """#&室温条件下

反应 '" 46:&充分洗涤后&电化学发光"N7N=\M>=PN463

7946:N[=N:=N&2HQ#反应 ! 46:&采用全自动数码凝

胶图像分析系统进行拍照观察和定量分析&结果用

光密度值来代表蛋白的相对表达量%

BDGC统计学处理C应用 GFGG,"#" 软件进行统计学

分析&计量资料以均数l标准差"

#

Al7#表示&多组间

比较采用单因素方差分析&组间两两比较采用 QG@3

(检验&!T"#"S 为差异有统计学意义%

EC结果

EDBCF 组大鼠心肌组织病理学变化C结果见图

!% 假手术组大鼠心肌细胞未见明显坏死和出

血&无中性粒细胞浸润$BE组大鼠心肌细胞可见

灶状坏死及出血&有明显的收缩带&并存在大量

中性粒细胞浸润$异丙酚组大鼠心肌组织病理学

改变较 BE组明显减轻&可见少量出血及中性粒

细胞浸润&有少量固缩细胞%

I!假手术组$h!BE组$H!异丙酚组%

图 BCF 组大鼠心肌组织病理学变化%伊文蓝染色& QBRR'

S05DBCP0/()-2(+)3)50'23'+2*5&/)%14)'2.7061(0//6&)%.2(/0*(+&(+.&&5.)6-/%$8&*<36&/(20*0*5& QBRR'

EDECF 组大鼠心肌梗死范围比较C假手术组)BE

组)异丙酚组大鼠心肌梗死范围分别为 ""#"S l

"#"!#)"S%#'- l'#"&#)"/S#&! l'#/!# 44

'

$ BE

组)异丙酚组大鼠心肌梗死范围大于假手术组&差异

有统计学意义"!T"#"S#$异丙酚组大鼠心肌梗死

范围小于BE组&差异有统计学意义"!T"#"S#%

EDFCF 组大鼠血清 I!P$@A$>!;及 J"!水平

比较C结果见表 !% BE前 ' 组大鼠血清 Q@̀ )Ĥ )

J@I及 GA@水平比较差异无统计学意义 "!U

"#"S#% BE后&BE组)异丙酚组大鼠血清 Q@̀ )Ĥ

及J@I水平高于BE前&GA@水平低于 BE前&差异

均有统计学意义"!T"#"S#$假手术组大鼠BE前后

血清Q@̀ )Ĥ )J@I及 GA@水平比较差异无统计学

意义"!U"#"S#% BE后&BE组和异丙酚组大鼠血清

Q@̀ )Ĥ 及 J@I水平高于假手术组&GA@水平低

于假手术组&差异有统计学意义"!T"#"S#$异丙酚

组大鼠血清Q@̀ )Ĥ 及 J@I水平低于 BE组&GA@

水平高于BE组&差异有统计学意义"!T"#"S#%
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表 BCF 组大鼠血清I!P$@A$>!;及J"!水平比较

N2<DBC@)1-2.0/)*)%/&.61I!P&@A&>!;2*7J"!3&:&3/)%.2(/21)*5 (+&(+.&&5.)6-/ %

$

, V-'

组别 3

Q@̀ ("4;*Q

.!

# Ĥ ("4;*Q

.!

# J@I("4;*Q

.!

# GA@("4;*Q

.!

#

假手术组 !&

CCBE前 %&,#!' l%!#!/ %--#-' l%,#,$ $#/% l"#%$ ,'S#/- l-#'!

CCBE后 $&-#'! l!$S#'$ $$!#,S l!&,#/! &#!S l"#S% ,,-#%S l$#,S

BE组 !&

CCBE前 $!S#/! l%S#,$ $&S#%, l%-#&- -#"& l"#$S ,!$#,! l/#!%

CCBE后
' S/&#%, l!-'#,S

5+

/ !,S#'! l,"!#S"

5+

,S#'& l"#$&

5+

$"#,$ l%#S&

5+

异丙酚组 !&

CCBE前 %-/#,' l%"#'! $,!#/S l%%#/, &#S% l"#S% ,,S#SS l'#S!

CCBE后
, -/%#'$ l!&/#/,

5+=

' /'!#S, l!--#'S

5+=

!-#SS l"#&/

5+=

&&#S$ l$#/!

5+=

CC注!与BE前比较5

!T"#"S $与假手术组比较+

!T"#"S $与BE组比较=

!T"#"S%

EDGCF 组大鼠心肌组织中 ['39E$[2, 和 @2/-2/&9F

蛋白表达比较C结果见图 , 和表 ,% BE组和异丙酚

组大鼠心肌组织中 h=73,)h5)和 H5[L5[N3' 蛋白的

相对表达量高于假手术组&差异有统计学意义"!T

"#"S#$异丙酚组大鼠心肌组织中 h5)和 H5[L5[N3'

蛋白相对表达量低于 BE组&h=73, 蛋白相对表达量

高于BE组&差异有统计学意义"FT"#"S#%

图 ECF 组大鼠心肌组织中 ['39E$[2, 和 @2/-2/&9F 蛋白的

表达%Z&/(&.*<3)('

S05DE C$,-.&//0)*)%['39E&[2, 2*7@2/-2/&9F -.)(&0*0*

14)'2.7061(0//6&)%.2(/0*(+&(+.&&5.)6-/%Z&/(&.*

<3)('

表 ECF 组大鼠心肌组织中 ['39E$[2, 和 @2/-2/&9F 蛋白相

对表达量比较

N2<DE @)1-2.0/)*)%.&32(0:&&,-.&//0)*)%['39E&[2, 2*7

@2/-2/&9F -.)(&0*0*14)'2.7061 (0//6&)%.2(/21)*5 (+&

(+.&&5.)6- %

$

, V-'

组别 3 h=73, h5) H5[L5[N3'

假手术组 !& %-&#'% l'"#-& ! ,%'#S& l,,#-- ! S"-#", l/%#,%

BE组 !&

! ,%"#-S l',#,S

5

, ,S"#!S l'%#S-

5

! -,!#'S l'%#&"

5

异丙酚组 !&

! %$S#!, l/S#,%

5+

! &,,#/- l'"#SS

5+

! $%"#S, l/"#--

5+

J /#'%" S#-%& ,S#,%-

! "#!,S "#"&' "#""!

CC注!与假手术组比较5

!T"#"S$与BE组比较+

!T"#"S%

FC讨论

CC目前文献报道的糖尿病大鼠心肌 BE损伤模型

多数为 ! 型糖尿病'!"3!!(

&而临床上 , 型糖尿病的发

病率显著高于 ! 型糖尿病&因此&本研究在 , 型糖尿

病模型的基础上制备大鼠心肌BE损伤模型&并探讨

异丙酚对其的影响%

CC有研究发现&异丙酚可抑制大鼠脂质过氧化&改

善线粒体功能&保护心肌&降低心肌 BE损伤 '!,(

&即

异丙酚对大鼠离体心脏 BE损伤有一定的保护作

用&其可能作用机制为减少 BE所致的氧化应激&抑

制线粒体途径的凋亡 '!'(

% 有研究发现&异丙酚能

够缓解糖尿病大鼠心肌 BE诱导的心肌损伤并促进

大鼠心功能的恢复'!/3!S(

% 心肌缺血可导致细胞凋

亡&而再灌注可使细胞凋亡大幅增加'!%3!&(

% 本研究

发现&异丙酚能够缓解 , 型糖尿病大鼠BE诱导的心

肌损伤%

CC心肌BE损伤是由多种因素导致的&其中氧化应

激是关键环节% J@I是不饱和脂肪酸在自由基作

用下产生脂质过氧化反应时出现的代谢产物&GA@

则能够清除自由基&保护细胞免受自由基的损

伤'!-3,"(

% 本研究结果显示&与假手术组比较&BE后

BE组)异丙酚组大鼠心肌梗死范围变大&血清Q@̀ )

Ĥ )J@I水平升高&GA@水平降低$异丙酚组大鼠

心肌梗死范围小于BE组&血清 Q@̀ )Ĥ )J@I水平

低于BE组&GA@水平高于BE组$提示通过阻断糖尿

病过程中的氧化应激反应可能对心肌 BE损伤有一

定的保护作用%

CC 细胞凋亡在糖尿病心肌 BE中起关键作用% 在

糖尿病心肌 BE动物模型的心脏中&h=73, 和 h5),

种调节蛋白的表达发生了改变% h=73, 属于抑凋亡

基因&h5)属于促凋亡基因&二者能够形成 h=73,(

h5)同源二聚体',!(

% H5[L5[N3' 是一种参与调节和

执行凋亡的蛋白酶% h=73, 表达下调和 h5)表达上

*",-* 新乡医学院学报CCCCCCCP\\L!((OOO#))*)*)+#=>4CCCCCCCCC,"!- 年C第 '% 卷



调能够激活 H5[L5[N3'&进而导致细胞凋亡',,(

% 本

研究发现&与假手术组比较&BE组和异丙酚组大鼠

心肌组织中 h=73,)h5)和 H5[L5[N3' 蛋白的表达上

调$与BE组比较&异丙酚组大鼠心肌组织中 h5)和

H5[L5[N3' 的表达下调&h=73, 表达上调% 提示异丙

酚减轻 , 型糖尿病大鼠心肌 BE损伤的机制与上调

h=73,&下调h5)和H5[L5[N3' 的表达有关%

CC综上所述&异丙酚能够有效缓解 , 型糖尿病大

鼠心肌 BE损伤&其作用机制可能与上调 h=73, 表

达&下调 h5)和 H5[L5[N3' 的表达&抑制细胞凋亡

有关%
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