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"摘要#
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目的
!

观察胰岛素抵抗"

N<

#和单硝酸异山梨酯"

N7KY

#对自发性高血压大鼠"

7V<

#心肌细胞凋亡的影响$

方法
!

$0

周龄雄性
a#+?A6

大鼠"

a

#和
7V<

"

7

#各
0%

只!分别或联合喂饲普通饲料"普#%高脂高糖"

V̀ VO

#饲料及生理盐水"

Y7

#

和
N7KY

灌胃$将其分为普
lY7

组"

a

普和
7

普#!

V̀ VO lY7

组"

a

高和
7

高#!普
lN7KY

组"

a

单和
7

单#!

V̀ VOlN7KY

组"

a

高单和
7

高单#!每组各
$%

只$喂养
$1

周!取颈动脉血检测血糖及血清胰岛素水平并计算
N<

指数"

V]K;.N<

#&取心肌组

织
0

份!分别观察光镜下形态%组织中一氧化氮"

Y]

#水平!

H5C.1

%

HAI

基因及其蛋白的表达情况$结果
!

心肌
Y]

水平%

HAI

基因

4<Y;

及相关蛋白表达水平!在给予
V̀ VO

和
N7KY

干预的各组均高于普通组!

H5C.1

基因
4<Y;

及相关蛋白表达反之&

7

组大

鼠心肌组织
Y]

水平%

HAI

基因
4<Y;

及相关蛋白表达均较相应的
a

组增多!

H5C.1

基因
4<Y;

及相关蛋白表达反之&

a

高组大

鼠心肌组织
Y]

水平与
V]K;.N<

呈显著正相关!

a

单组大鼠
V]K;.N<

与心肌组织
Y]

水平与呈正相关$结论
!

7V<

心肌细

胞凋亡较
a#+?A6

大鼠增多!

N7KY

%

N<

均能加重
7V<

心肌细胞凋亡!且
N7KY

与
N<

互相诱导%互为因果$
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代谢综合征$

4>?AH"C#5+
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,!6"4>

#

K7

&是多种代谢异常发

生在同一个体的临床状态#以胰岛素抵抗胰岛素抵抗$

#,+DC#,

<>+#+?A,5>

#

N<

&为基础及中心环节'

$

(

#以高血压)糖尿病)脂代

谢紊乱等为组分#这些组分之间互有协同作用#可直接促进动

脉粥样硬化性心血管疾病$

A?B>6"+5C>6"+#+5A6!#"=A+5DCA6!#+.

>A+>

#

;79Ẑ

&的发生和发展#如心肌缺血)心肌细胞凋亡等*

但具体作用机制#如
N<

是否可直接导致和$或&加重由高血压

直接引起的心肌凋亡等#尚未完全明确*目前
;79Ẑ

的治疗

多依赖药物#其中常用药物为硝酸酯类如单硝酸异山梨酯

$

#+"+"6H#!>4",",#?6A?>

#

N7KY

&#后者通过提供外源性一氧化

氮$

Y]

&发挥作用*但有研究发现#

Y]

有诱导细胞凋亡的作

用#而
N7KY

会否通过提供
Y]

加剧高血压大鼠心肌细胞凋

亡#目前研究较少*本文分别通过诱导自发性高血压大鼠

$
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GF

>6?>,+#=>6A?+

#

7V<

&

N<

状态和饲喂
N7KY

#

来探究
N<

)

N7KY

对
7V<

心肌细胞凋亡的影响#以期从
N<

的

角度解释高血压心肌细胞凋亡#并质疑高血压患者长期应用

N7KY

的安全性*
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材料与方法

D&D

!

材料
!

动物!选择
$0

周龄雄性
a#+?A6

大鼠$河南省实验

动物中心&和
7V<

$北京联合利华实验动物有限公司&各
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只#体质量$

'('&-Mb$$&%(

&

@

%普通饲料配方为!蛋白质!脂肪!

碳水化合物比值为!

(m1m10

#购自河南省实验动物中心%高脂

高糖$

V̀ VO

&配方为!普通饲料
-(U

#蔗糖
$%U

#猪油
MU

#胆

固醇
MU

#石胆酸
$U

*

N7KY

片#购自鲁南贝特制药有限公

司#规格为!片剂
1%4

@

[0/

片*

D&E

!

方法

D&E&D

!

动物分组及干预措施
!

将
/%

只大鼠随机分为
a

普)

a

高)

a

单)

a

高单组和
7

普)

7

高)

7

单)

7

高单组#每组
$%

只*

a

普和
7

普组饲喂普通饲料和
Y7

#

a

高和
7

高组饲喂

V̀ VO

和
Y7

#

a

单和
7

单组饲喂普通饲料和
N7KY

#

a

高单

和
7

高单组饲喂
V̀ VO

和
N7KY

*其中#

N7KY

按
0&1%4

@

"

W

@

剂量灌胃*

D&E&E

!

动脉血葡萄糖)胰岛素水平测定及
N<

指数$

V]K;.

N<

&的计算
!

上述方法喂养
$1

周*禁食不禁水
$1B

后麻醉大

鼠#取颈动脉血
$43

#离心后取上层血清#置于
R1%X

冰箱#

用于检测空腹血糖$

P̀2

#葡萄糖氧化酶法&及空腹胰岛素

$

ǸY7

#放射免疫法&水平*取自然对数表示#使其成正态分

布#其中
P̀O

的单位是
44"C

"

3

#

ǸY7

的单位是
4Nk

"

3

*

V]K;.N<

的计算公式如下!

V]K;.N<c P̀O[ ǸY7

"

11&M

D&E&F

!

测定心肌组织中
Y]

水平和
H5C.1

)

HAI

基因及蛋白表

达
!

取血结束后#在冰面工作台上处死大鼠#开胸取出心脏#冰

水冲洗后在心底部各取约
$%%4

@

全层心肌组织共
0

份*其

中#

$

份放入
0U

甲醛溶液中#原位缺口末端标记法$

:!:.4>.

!#A?>!!k:2Y#5W.8,!3AH>C#,

@

#

:kY83

&观察心肌形态#另外

'

份均迅速放入液氮冷冻#置于
R/%X

冰箱中保存#分别各自

采用硝酸还原酶法测定
Y]

#

<:.29<

法测定
H5C.1

与
HAI4<.

Y;

表达水平#

a>+?>6,HC"?

法测定
H5C.1

与
HAI

蛋白表达量*

D&F

!

统计学处理
!

采用
72771%&%

统计软件进行分析#计量

资料用
Lb@

表示#组间比较采用独立样本
:

检验#以
B

$

%&%M

为差异有统计学意义*

E

!

结
!!

果

E&D

!

各组大鼠
V]K;.N<

比较
!

a

高)

a

单)

a

高单组
V].

K;.N<

均较
a

普组高#差异有统计学意义$

B

$

%&%M

&*

7

高)

7

单)

7

高单组
V]K;.N<

均较
7

普组高#差异有统计学意义

$

B

$

%&%M

&*

7

组大鼠
V]K;.N<

高于相应
a

组大鼠#差异有

统计学意义$

B

$

%&%M

&#见表
$

*

表
$

!!

各组大鼠
V]K;.N<

比较$

Lb@

'

大鼠分类 普组 高组 单组 高单组

a

组
1&)%b%&1/ 0&'/b%&'(

A

0&M'b%&$%

A

$%&%(b%&M(

A

7

组
0&$$b$&%%

H

-&$1b%&M/

AH

)&/(b%&10

AH

$/&-/b$&/1

AH

!!

A

!

B

$

%&%M

#与同种大鼠普组比较%

H

!

B

$

%&%M

#与相应
a

组比较*

E&E

!

各组大鼠心肌组织中
Y]

水平比较
!

a

高)

a

单)

a

高

单组大鼠较
a

普组高#差异有统计学意义$

B

$

%&%M

&*

7

高)

7

单)

7

高单组大鼠较
7

普组高#差异有统计学意义$

B

$

%&%M

&*

7

组大鼠心肌组织
Y]

水平均高于相应
a

组大鼠#差异有统

计学意义$

B

$

%&%M

&*

7

高单组大鼠心肌组织
Y]

水平高于
7

高)

7

单组大鼠#差异有统计学意义$

B

$

%&%M

&#见表
1

*

表
1

!!

各组大鼠心肌组织中
Y]

水平

!!!!

比较$

Lb@

%

#

4"C

&

@F

6"?

'

大鼠分类 普组 高组 单组 高单组

a

组
$&)$b%&$0 1&$)b%&$M

A

1&-/b%&$-

A

-&M0b%&10

A

7

组
1&$%b%&$M

H

'&$)b%&1$

AH

0&%$b%&'$

AH

$0&(1b%&0/

AH

!!

A

!

B

$

%&%M

#与同种大鼠普组比较%

H

!

B

$

%&%M

#与相应
a

组比较*

E&F

!

a

高)

a

单组大鼠
V]K;.N<

与心肌组织
Y]

水平的相

关性分析
!

a

高)

a

单组心肌组织
Y]

水平与
V]K;.N<

呈

正相关$

9c%&(%

)

B

$

%&%$

#

9c%&-0

#

B

$

%&%M

&#见图
$

*

图
$

!!

a

高(

a

单组大鼠
V]K;.N<

与心肌组织
Y]

水平的相关性分析散点图

图
1

!!

各组大鼠凋亡心肌细胞
:kY83

染色切片光镜下图像$
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E&G

!

各组大鼠心肌形态学观察
!

a

高)

a

单)

a

高单组大鼠

每高倍视野心肌细胞凋亡多于
a

普组大鼠$

B

$

%&%M

&*

7

高)

7

单)

7

高单组大鼠每高倍视野心肌细胞凋亡多于
7

普组大鼠

$

B

$

%&%M

&*

7

组大鼠每高倍视野心肌细胞凋亡多于相应
a

组大鼠$

B

$

%&%M

&#见表
'

*各组大鼠
:kY83

染色切片在光

镜下可以观察到凋亡心肌细胞的细胞核被染成棕黄色#正常细

胞核不染色*各组大鼠心肌组织中均存在一定数量的凋亡细

胞$箭头所示&*经
V̀ VO

饮食和$或&

N7KY

药物干预的大鼠

凋亡增多#

7V<

凋亡总体多于
a#+?A6

大鼠#见图
1

*

表
'

!!

各组大鼠心肌凋亡细胞数比较$

Lb@

%每高倍视野'

大鼠分类 普组 高组 单组 高单组

a

组
0&'1b%&M- (&'-b$&$0

A

$0&%/b$&)M

A

1(&)0b1&M$

A

7

组
/&0Mb$&%$

H

$$&-)b$&M/

AH

$/&%0b1&)'

AH

0(&'(b'&-$

AH

!!

A

!

B

$

%&%M

#与同种大鼠普组比较%

H

!

B

$

%&%M

#与相应
a

组比较*

E&K

!

各组大鼠心肌组织
H5C.1

与
HAI4<Y;

表达比较
!

心肌

组织
H5C.14<Y;

表达水平#

a

高)

a

单)

a

高单组大鼠均低

于
a

普组$

B

$

%&%M

&%

7

高)

7

单)

7

高单组大鼠均低于
7

普组

$

B

$

%&%M

&%

7

组大鼠心肌组织
H5C.14<Y;

表达水平均低于

相应
a

组大鼠$

B

$

%&%M

&*心肌组织
HAI4<Y;

表达水平#

a

高)

a

单)

a

高单组大鼠均较
a

普组高$

B

$

%&%M

&%

7

高)

7

单)

7

高单组大鼠均较
7

普组高$

B

$

%&%M

&*

7

组大鼠心肌组

织
H5C.14<Y;

表达水平均高于相应
a

组大鼠$

B

$

%&%M

&#见

表
0

及图
'

*

表
0

!!

各组大鼠心肌组织中
H5C.1

与
HAI4<Y;

表达

!!!!!

水平比较$

Lb@

'

组别
H5C.1

$

1

pR

,,

9:

&

HAI

$

1

pR

,,

9:

&

a

普组
%&0(b%&%' %&1(b%&%1

a

高组
%&'Mb%&%'

A

%&01b%&%0

A

a

单组
%&1Mb%&%1

A

%&0$b%&%0

A

a

高单组
%&%)b%&%$

A

%&($b%&%M

A

7

普组
%&01b%&%0

H

%&'Mb%&%'

H

7

高组
%&''b%&%'

AH

%&0(b%&%0

AH

7

单组
%&11b%&%1

AH

%&M%b%&%M

AH

7

高单组
%&$%b%&%$

AH

%&(-b%&%1

AH

!!

A

!

B

$

%&%M

#与同种大鼠普组比较%

H

!

B

$

%&%M

#与相应
a

组比较#

B

$

%&%M

*

图
'

!!

各组大鼠
H5C.1

(

HAI

基因
29<

分析结果

E&L

!

各组大鼠心肌组织
H5C.1

与
HAI

蛋白表达水平
!

心肌组

织
H5C.1

蛋白表达水平#

a

高)

a

单)

a

高单组大鼠均低于
a

普组$

B

$

%&%M

&%

7

高)

7

单)

7

高单组大鼠均低于
7

普组$

B

$

%&%M

&*

7

组大鼠心肌组织
H5C.1

蛋白表达水平均低于相应
a

组大鼠$

B

$

%&%M

&*大鼠心肌组织
HAI

蛋白表达水平#

a

高)

a

单)

a

高单组大鼠均较
a

普组高$

B

$

%&%M

&%

7

高)

7

单)

7

高单组大鼠均较
7

普组高$

B

$

%&%M

&*

7

组大鼠心肌组织
P5C.

1

蛋白表达水平均高于相应
a

组大鼠$

B

$

%&%M

&#见表
M

及

图
0

*

表
M

!!

各组大鼠心肌组织中
H5C.1

与
HAI

蛋白表达

!!!!!

水平比较$

Lb@

'

组别
H5C.1

$

1

pR

,,

9:

&

HAI

$

1

pR

,,

9:

&

a

普组
%&-0b%&%) %&$$b%&%$

a

高组
%&M$b%&%0

A

%&$(b%&%$

A

a

单组
%&0(b%&%0

A

%&'1b%&%'

A

a

高单组
%&$%b%&%1

A

%&)/b%&%'

A

7

普组
%&)'b%&%M

H

%&1'b%&%1

H

7

高组
%&0/b%&%0

AH

%&1-b%&%1

AH

7

单组
%&'0b%&%'

AH

%&0-b%&%0

AH

7

高单组
%&%-b%&%$

AH

%&(1b%&%0

AH

!!

A

!

B

$

%&%M

#与同种大鼠普组比较%

H

!

B

$

%&%M

#与相应
a

组比较*

图
0

!!

各组大鼠
H5C.1

(

HAI

蛋白表达

F

!

讨
!!

论

Y]

是近年来的研究热点之一#它在舒张血管)氧化应激)

炎症反应等过程中发挥着重要作用*在本研究中#

7V<

心肌

组织中
Y]

水平高于普通大鼠#这与目前所认为的高血压时血

液中
Y]

减少的结果不一致#或许是机体为保持血压处于较低

水平而做出的代偿反应'

1

(

*为拮抗高血压状态#

7V<

体内蛋

白偶联亚硝铁复合物$

ŶN9

&合成会增多#其或许可通过与非

血红素铁反应#来提高血中
Y]

水平'

'

(

*另外#也有研究观察

到
7V<

心脏内皮细胞中一氧化氮合酶$

Y]7

&

)

作用增强'

0

(

#

及主动脉中
Y]7

'

的基础表达增多'

M.)

(

*

本研究数据显示#应用
N7KY

后#

7V<

心肌细胞凋亡增

多*可能的原因是!$

$

&饲喂
$1

周后#

7V<

大鼠合成
Y]

能力

或许尚能代偿#但释放
Y]

入血液的能力减弱#从而使较多的

Y]

积聚于组织细胞中%$

1

&长期应用
N7KY

可增加氧自由基

生成'

-

(

#后者造成心肌细胞损伤%$

'

&体内过多的
Y]

通过环磷

酸鸟苷$

5OK2

&通路介导心肌细胞凋亡#同时可与超氧阴离子
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年
)

月第
0M
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反应生成过氧亚硝基#造成心肌损害'

/.(

(

*

作为
K7

的基础#

N<

可直接促进动脉粥样硬化#但其是否

可直接引起心肌细胞凋亡尚未知*本研究发现#经
V̀ VO

干

预的
a#+?A6

大鼠和
7V<

心肌细胞凋亡分别多于普通饮食的

同种大鼠#且心肌凋亡明显增多的饮食和$或&药物干预组大鼠

均伴有较严重的
N<

#这说明
N<

或许是引起细胞凋亡的因素之

一*有研究发现#

N<

引起的氧化应激)炎症)内皮细胞功能紊

乱)代谢失衡)离子内环境异常和间质纤维化等可直接导致心

肌损伤#如梗死)凋亡等'

$%.$'

(

*而在损害血管方面#

N<

状态下

许多炎性因子如
9

反应蛋白$

9<2

&)肿瘤坏死因子$

:Ỳ.

&

&)

白介素
)

$

N3.)

&等增多#同时#

N<

及其伴随的高胰岛素血症促

进动脉壁脂质摄取#防止胆固醇清除#以上因素均可促进动脉

壁平滑肌细胞增殖#诱发并加剧动脉粥样硬化#从而导致心肌

缺血)凋亡*另外#

N<

可直接引起高血压#从而加剧
N<

大鼠心

肌细胞凋亡*但目前尚无
N<

导致高血压的具体解释#多数认

为
N<

继发性高胰岛素血症能使肾脏水钠重吸收增强#交感神

经系统活性亢进#动脉弹性减退#从而使血压升高*

在
K7

患者#

N<

与高血压常合并存在#二者具有协同作

用*如本研究所见#

K7

患者常用药物
N7KY

可引起
N<

#如
N7.

KY

灌胃的
a

单组大鼠#其
V]K;.N<

与心肌组织
Y]

水平

呈正相关*也有研究证实#胰岛素抵抗状态与骨骼肌中诱导型

Y]7

$

#Y]7

&表达增多有关'

$0.$M

(

*以上均提示#体内
Y]

的增

多会诱导
N<

的发生*另外#应用
V̀ VO

干预的
a

高组大鼠

心肌组织中
Y]

与其
V]K;.N<

呈显著正相关#说明
N<

状态

下#大鼠心肌组织内
Y]

增多*这或许与
N<

继发的高胰岛素

血症有关#因为胰岛素在糖代谢失调时#可反应性增加内源性

Y]

的生成*以上发现均提示
Y]

增多与
N<

之间存在关联#

二者互相诱导)互为因果*

总之#

N<

)

Y]

均可导致并加重雄性
7V<

心肌细胞凋亡#

且
N<

)

Y]

之间互相诱导*值得注意的是#本次实验对象全部

采用雄性大鼠#其所得数据不能代表整体大鼠*另外有研究认

为#患者长期应用
N7KY

后#血管内皮功能将受到损害'

$)

(

#但

本实验大鼠饲养时间较短$仅
$1

周&#未能反映
N7KY

对心肌

的长期作用*

7V<

心肌细胞凋亡较普通大鼠增多*短期饲喂

N7KY

可加重
7V<

心肌细胞凋亡#且
N<

亦加重其凋亡*

N<

与心肌组织中
Y]

互相诱导#原因未明*
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