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#摘要$
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目的
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$对糖尿病大鼠心肌纤维化和基质金属蛋白酶
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$'基质金属蛋白酶抑制剂
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FIJT13

$表达的影响%方法
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将
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只
U@

成年雄性大鼠随机分为
2

组"每组
!'

只$*正常对照组"
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组$&糖尿病模型组

"

UFb

组$&硫化氢处理糖尿病组"

UFbiY

3

U

组$&硫化氢处理正常组"

Y
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U

组$%以链脲佐菌素"

UFb

$腹腔注射诱导糖尿病大鼠模

型#苏木素
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伊红"

Y[

$染色观察心肌纤维病理形态学变化#
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检测大鼠心肌组织
(

型胶原&

JJT13

和
FIJT13

的表

达水平%结果
!

与对照组相比!

UFb

组心肌细胞排列紊乱!
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型胶原及
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表达水平显著升高"
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$!而
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表达明

显降低"
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的比值下降#与
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组相比!
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组
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及
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型胶原表达明显下调"
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JJT13

表达明显升高"
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JJT13
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FIJT13

的比值明显增加%结论
!

硫化氢可改善糖尿病大鼠的心肌纤维化程度!其机

制可能与其上调
JJT13

表达&下调
FIJT13

表达有关%
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随着糖尿病发病率的逐年上升#其并发症也日益受到重

视$在其诸多慢性并发症中#糖尿病心肌病!

(*?;7C*==?:(*)1
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9

)

E

?CD

9
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@HJ

"的危害性最大#其以心肌肥厚及心肌纤维化

为主要病理改变特征$糖尿病心肌纤维化发病机制较为复杂#

目前已发现与基质金属蛋白酶
13

!

JJT13

"&基质金属蛋白酶

抑制剂
13

!

FIJT13

"的调控紊乱有关'

!1-
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$

已知硫化氢!

Y

3

U

"作为气体信号分子#在心血管等多系统

疾病中具有生物学效应'

&1$

(

$但硫化氢与糖尿病心肌纤维化的

发生*发展的关系及其可能调控机制#目前尚不十分清楚$

本实验以腹腔注射链脲佐菌素!

/C:7

E

C)̂)=*0

#

UFb

"诱导糖

尿病大鼠模型#观察硫化氢对糖尿病大鼠心肌组织中
JJT13

&

FIJT13

的表达及心肌纤维化的影响#以探讨硫化氢对糖尿病

心肌纤维化的影响及可能机制$

!

!

材料与方法

!+!

!

实验动物
!

2'

只
$

周
U@

大鼠#由南华大学动物实验中

心提供$大鼠在清洁级实验室中分笼饲养#人工照明#

!3D

昼

夜交替
!

次#大鼠均自由饮水*进食$

!+"

!

药物及试剂
!

兔源
JJT13

*

FIJT13

*

(

型胶原一抗等购

自中国博士德公司)抗兔二抗购于美国
T:)C7*0C7=D

公司)

UFb

购于美国
JT

生物公司)

MH5

蛋白定量试剂盒*细胞裂解液均

购于碧云天公司)硫氢化钠!

Y
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U

供体"购自美国
U*

K

B?

公司$

!+#

!

模型建立及分组
!

将
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只大鼠随机均分为
2

组!每组

!'

只"#即正常对照组!

H)0C:)>

组"*糖尿病组!

UFb

组"*硫化

氢处理糖尿病组!

UFbiY

3

U

组"*硫化氢处理正常组!

Y

3

U

组"$

UFb

组和
UFbiY
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U

组大鼠按同等剂量!
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K

"单

次腹腔注射
UFb

#

&3D

后测血糖!尾静脉采血"#若血糖浓度大
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要从事心肌病方向的研究$
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于
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则造模成功$建模成功后
UFbiY
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组及

Y
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组大鼠每天腹腔注射
A?YU

溶液!
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B)>
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Z

K

#以
TMU

为溶剂")

H)0C:)>

组和
UFb

组每天腹腔注射等量的生理盐水#

实验持续
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苏木素
1

伊红!
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"染色
!

为观察各组心肌纤维病理形态

学变化#分别取
2

组大鼠左心室心肌组织#多聚甲醛固定
32D

#

石蜡包埋*切片后#

Y[

染色观察$
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法
!

为检测各组大鼠心肌组织中
(

型胶

原的表达#分别取
2

组大鼠新鲜左心室心肌组织#提取蛋白后以

U@U1

聚丙烯酰胺凝胶电泳*湿转法将其转至聚偏二氟乙烯!

E

)>1

9

X*0

9

>*(707G><):*(7

#

TS@Q

"膜$用
FMUF

配制的
#RMU5

封闭

3D

后#

(

型胶原一抗!稀释度为
!k2''

"和
L5T@Y

一抗!稀释

度为
!k$'''

"孵育
!D

后
2j

过夜#洗膜后用
Y4T

标记的二

抗!

!k2'''

"孵育
!D

#洗膜后以
[H\

显色#曝光后扫描#用
IB1

?

K

7_

图像分析软件进行光密度分析$

L5T@Y

为内参$
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!
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检测心肌
JJT13

和
FIJT13

的表达
!

取
2

组左心室心肌组织#

U@U1

聚丙烯酰胺凝胶电泳后#湿转法

蛋白转膜#室温封闭
3D

后以
JJT13

和
FIJT13

!稀释度均为

!k2''

"及
L5T@Y

一抗!稀释度为
!k$'''

"

2j

孵育过夜#

二抗室温孵
!D

$洗涤和显影后行灰度扫描$同时测定
JJT1

3

&

FIJT13

比值$

!+N

!

统计学处理
!

采用
UTUU!!+'

软件对数据进行分析处

理#计量资料用
PW7

表示#各组间比较采用单因素方差分析#

以
#

#

'+'#

为差异有统计学意义$
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结
!!

果
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各组大鼠心肌组织超微结构
!
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染色%对照组心肌细

胞排列致密整齐#细胞间隙正常#心肌细胞间少有胶原纤维)

UFb

组心肌细胞排列松散紊乱#细胞间隙增宽#心肌细胞间可

见呈堆积状分布的胶原纤维#间质可见纤维化#可见散在淋巴

细胞及单核细胞浸润)

UFbiY

3

U

组心肌重构有明显改善#心

肌细胞排列趋于整齐#结构清晰#大部分心肌纤维呈平行排列#

间质有少量疏松结缔组织#散在淋巴细胞和单核细胞浸润#且

胶原纤维成分较
UFb

组明显减少$

Y

3

U

组大鼠心肌组织结构

和纤维排列与对照组类似#见图
!

$

图
!

!!

各组大鼠心肌组织
Y[

染色&

e3''

'
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!

各组大鼠心肌组织
(

型胶原的表含量
!

]7/C7:0;>)CC*0

K

发现%与对照组相比#

UFb

组心肌组织中
(

型胶原含量明显上

调!

#

#

'+'#

")与
UFb

组比较#

UFbiY

3

U

组心肌
(

型胶原含

量明显减少!

#

#

'+'#

")

Y

3

U

组与对照组相比#心肌组织
(

型

胶原含量无明显改变!

#

&

'+'#

"#见图
3

$

!!

$

%

#

#

'+'#

#与对照组比较)

,

%

#

#

'+'#

#与
UFb

组比较$

图
3

!!

各组大鼠心肌组织
(

型胶原的表达

"+#

!

各组大鼠心肌组织
JJT13

和
FIJT13

的表达
!
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发现%与对照组相比#

UFb

组心肌组织中
JJT13

蛋白

表达水平下调!

#

#

'+'#

"#

FIJT13

蛋白表达水平明显上调

!

#

#

'+'#

"#

JJT13

&

FIJT13

二者比值减小)与
UFb

组相比#

UFbiY

3

U

组心肌组织中
JJT13

水平显著升高!

#

#

'+'#

"#

FIJT13

表达水平明显下降!

#

#

'+'#

"#

JJT13

&

FIJT13

二者

比值增大)

Y

3

U

组与对照组相比#心肌组织中
JJT3

和
FIJT

的表达水平差异无统计学意义!

#

&

'+'#

"#见图
,

$
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#

#

'+'#

#与对照组比较)

,

%

#

#

'+'#

#与
UFb

组比较$

图
,
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各组大鼠心肌组织
JJT13

和
FIJT13

的表达水平

#

!

讨
!!

论

@HJ

是糖尿病的重要慢性并发症#其主要病理改变是细

胞外基质堆积*心肌肥厚及心肌间质纤维化'

"

(

$其中#心肌间

质纤维化是
@HJ

心肌重构的主要标志#其通过降低心脏顺应

性而导致心脏收缩及舒张功能障碍$糖尿病心肌间质纤维化

的发病机制较为复杂#具体机制仍不很清楚#但有研究发现其

发生*发展与
JJT/

&

FIJT/

的调控紊乱有关'

!

(

$

基质金属蛋白酶家族!

JJT/

"是一大类锌依赖性内肽酶

家族#在结构上具有很大同源性#并能有效降解心肌细胞外基

--&2
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3'!#

年
!3

月第
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质#

JJT/

家族中
JJT13

在心肌组织中表达水平较高#是心

肌内抗纤维化的重要成分'

!'

(

$基质金属蛋白酶抑制剂

!

FIJT/

"能通过
A1

末端功能区的半胱氨酸残基与
JJT/

催

化活性中心的锌离子结合#封闭其催化活性#使有活性的

JJT/

失活#或避免无活性的
JJT/

激活'

!!

(

$在
FIJT/

家

族中#

FIJT13

对
JJT/

的抑制作用最强$

JJT13

的天然抑

制物
FIJT13

也存在于心肌组织中#并可通过与相应的
JJT1

3

结合从而影响其活性#

JJT13

&

FIJT13

的平衡对维持心肌

正常的胶原代谢具有重要意义'

21-

(

$已有研究发现#

JJT13

表

达水平的降低及
FIJT13

表达水平的升高参与了糖尿病大鼠

心肌纤维化的进程'

!

#

,

#

!31!,

(

$本研究发现#与正常大鼠比较#糖

尿病大鼠心
m

肌组织中
(

型胶原降解减少#出现胶原沉积#且间

质纤维化程度高#此结果表明#糖尿病大鼠存在明显的心肌重

构和心肌纤维化)而
JJT13

表达水平显著降低#

FIJT13

表达

水平显著升高#

JJT13

&

FIJT13

的比值明显下降#提示
JJT1

3

&

FIJT13

的失衡参与糖尿病心肌纤维化的过程$

Y

3

U

是继一氧化氮和一氧化碳之后的又一新型内源性气

体信号分子'

&

(

$有研究表明#内源性
Y

3

U

在心血管系统疾病

具有多种生物学效应#包括舒张血管平滑肌*降低血压*抑制心

肌细胞凋亡*抑制血管平滑肌细胞增殖等'

&

(

$本实验表明#糖

尿病大鼠存在明显的心肌重构和广泛的心肌细胞纤维化#而经

过硫化氢处理后#糖尿病大鼠心肌纤维化程度明显减轻#且
(

型胶原表达明显减少#提示硫化氢作为内源性气体信号分子可

能通过分子机制参与糖尿病心肌病的发生及发展过程#而硫化

氢的干预可减轻糖尿病大鼠的心肌纤维化#进而延缓或阻止糖

尿病心肌病的发生*发展#改善糖尿病并发症的预后$实验同

时发现#硫化氢干预后糖尿病大鼠心肌组织
JJT13

表达上

调#

FIJT13

表达出现下调#而
JJT13

&

FIJT13

的比值明显增

加)且
(

型胶原表达*间质纤维化程度均较
UFb

组明显下降#

与
UFbiY

3

U

组
JJT13

&

FIJT13

比值的升高变化相一致#这

些结果均表明硫化氢改善糖尿病心肌纤维化的作用机理可能

是通过上调
JJT13

#下调
FIJT13

的表达#增加
JJT13

&

FIJT13

的比值实现的$但其中的具体调控机制仍有待进一

步的研究$
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