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透射电镜观察大鼠心肌结构的改变I应用逆转录%聚合酶反应技术以肌动蛋白为内参.测定钙离子调控蛋白基因表

达的改变I结果!$周LC周大鼠的心脏@体重比显著大于正常对照组I电镜下糖尿病组大鼠心肌细胞的亚细胞器出

现重构.表现为肌原纤维含量明显减少.排列紊乱.内质网扩张.线粒体变性等改变IC周的糖尿病组大鼠心肌肌浆
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糖尿病性心肌病是一种独立于糖尿病性

动脉粥样硬化性心血管病的心脏病!以往国际
上对糖尿病性心肌病的研究主要集中在心脏的

微小血管病变"自主神经功能紊乱"代谢失衡和
间质纤维化等方面#这些研究主要从心肌细胞
以外的因素考虑#难以很好地理解糖尿病性心
肌病的心肌细胞舒张及收缩功能障碍等现象!
已知细胞内 $%&’浓度的周期性变化是心肌细
胞收缩"舒张的主要原因#本研究以糖尿病大鼠
为模型#研究糖尿病心肌病心肌细胞结构改变
和 钙 离 子 调 控 蛋 白 肌 浆 网 $%&’()*+酶

,-%./01234056%-78/.298/:6:7$%&’()*+%-2#
;<=$)>"受磷蛋白,5?0-5?06%7@%3#+AB>"
肌浆网钙离子释放通道 C#D#E三磷酸肌醇受体

&型 ,C#D#E(9.8-5?0-5?%92830-8906.2/2590.
9F52&#G+H=&>"兰尼碱受体 &型,.F%304832
.2/2590.9F52&#=F=&>基因表达的改变#以探
讨糖尿病心肌病变的病理生理机制!

I 材料和方法

IJI 糖尿病大鼠模型的复制 KD只 D周雄性

;5.%L:2(M%N62F大鼠#体重 COPQ&&PL#随机
分为糖尿病大鼠实验组和对照组!禁食 C4后#
实验组经尾静脉注射四氧嘧啶,DP7L1RL>制
备糖尿病大鼠模型SCT#对照组大鼠的尾静脉注
射相同体积的生理盐水!分别于 &"D"K周大鼠
处死前测血糖#如血糖UCKJV77061A者确认
为糖尿病大鼠!因实验失败"糖尿病大鼠死亡"
高血糖的自发缓解等因素最终参加实验组和对

照组动物各为 C&只!
IJW 心肌标本的处理及观察 取心尖部组织用

DPL1A多聚甲醛固定#经脱水#透明#石蜡包埋#
制成 DX7切片#然后行 Y<常规染色!取少许
心肌组织用 &JEZ戊二醛固定#制备电镜标本#
透射电镜观察大鼠心肌超微结构的改变!去除心
房#用浸在液氮罐中的不锈钢夹子将心脏夹扁后
打碎速冻#在[VP\低温冰箱中保存备用!
IJ] 引物设计与合成 检索基因文库中大鼠
肌动蛋白,%/983>"-2./%"+AB"=F=&"G+H=&全长
序列#设计上下游引物并由上海生工生物工程
公司合成!
IĴ 逆转录(聚合酶链反应

IĴJI 总 =_)提取‘CPP7L心肌组织加 CJ
P76的 *.8a06#采用一步法提取细胞总 =_)#
经紫外分光光度仪测定 &KP37和 &OP37处
的吸光度 bM值#要求全部样本的 bM&KP1
bM&OP比值在 CJOQ&JP之间!
IĴJW =_)的逆转录与基因扩增‘取 EXL
总 =_)行逆转录!/M_)产物作 cdefg"hijdc"
klm"non&"pkHn&的浓度和循环梯度周期曲
线#确定各反应体系!non&"pkHn&的总反应体
系 &EX6#包括 CPq+$= @:rr2.&JEX6#&E
7706176sL$6&CJEX6#CP77061A4_*+C
X6#*%t酶 PJ&u#/M_)&X6#引物量 CP5706!
反应条件‘vD\ H783#然后进入 +$=循环#
vD\预变性 C783#EE\退火 C783#V&\延伸

HP-#循环 HP次后再延伸 E783!cdefg"hijdc"
klm的总反应体系 &EX6#包括 CPq+$=
@:rr2.&JEX6#&E7706176sL$6&CJEX6#CP
77061A4_*+PJDX6#*%t酶 PJ&u#/M_)&
X6#引物量 CP5706!反应条件‘vD\ H783#然
后进入+$=循环#vD\预变性C783#KP\退火

C783#V&\延伸 C783#循环 &E次后再延伸 E
783!
IĴJ] 电泳及图像扫描‘取 +$=产物 EX6于

CJEZ琼脂糖凝胶电泳#然后在凝胶成像系统

,B80(=%4公司>上扫描#测定各目的基因和

%/983扩增产物的光密度值#分别计算其比值表
示 7=_)水平!
IJw +$=产物测序分析 +$=产物采用

;%3L2.的双脱氧链终止法测序!
IJx 统计学分析 各参数以均数y标准差表
示#不同组间参数比较用 e检验#以 kzPJPE为
统计学上差异有显著性!

W 结 果

WJI 两组大鼠体重和心脏重量的变化 &周"
D周"K周糖尿病组大鼠的体重和心脏重量均低
于正常对照组,kzPJPC>#但 D周"K周大鼠的
心脏1体重比大于正常对照组,kzPJPC>#见
表 C!
WJW 电镜下两组大鼠的心肌超微结构 对照
组大鼠心室肌细胞中肌原纤维是胞浆的主要成

分#肌丝整齐排列#明暗带清晰可见#含大量肌
丝#线粒体正常#圆形或椭圆形#嵴发达明显#排
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表 ! 糖尿病组大鼠心脏重量和体重及心脏"体重比
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列密集3可见闰盘连接3排列整齐X但糖尿病组
大鼠心室肌细胞内肌原纤维含量明显减少3排
列紊乱Y稀疏3有的肌丝断裂扭曲3局部溶解Y丧
失3肌节长短不一3肌节周期性结构丧失3明暗
带不明显3内质网扩张3线粒体排列紊乱3有的
肿胀3嵴变宽断裂Y消失3基质密度下降3其内形
成空泡3有的线粒体变暗3其内结构不清3在心
肌闰盘处3有的区域间隙变宽3连接紊乱或断
裂3见图 PX
ZM[ 两组大鼠钙离子调控蛋白基因的表达
以 \E8]/̂K为 :*0_-03分别在 OOIYPO>YP>PY
>ONY>IP4\处可见扩增产物3电泳带位置与理
论值相符3并经测序证实X与对照组相比3I周
和>周糖尿病组大鼠B‘abcYVdeYfgfIYhVOfI

图 ! 大鼠心肌细胞的超微结构
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的 !"#$表达无显著差异%&周糖尿病组大鼠
心肌 ’()*+的 !"#$表达无显著差异,但 -./

的 !"#$ 表 达 显 著 增 加,0-12342523的

!"#$表达显著下降,见表 36

表 7 糖尿病大鼠心肌钙离子调控蛋白 !"#$转录水平变化8与 9:;<=的比值>

?@ABC7 DE9=FGH<=!"#$HIGJGIKLM":9I:<N!OE9=PI<=FFG=GH<=P<9QG;<:R9;EG9R;

SNR9;<K=KLP<9QG;GH T ’()*+ -./ 2523 0-123

3U

DK=;RKI V WXYZ[WX3Z WX11[WXW\ WX&Y[WX\& WXZ][WX3V

S<9QG;<: V WXV3[WXWZ WX1̂[WX\W WX&\[WX\1 WX]][WX1̂

VU

DK=;RKI V \XY1[WX̂\ WXZ&[WX\Z WXV][WX\& WXYV[WX\W

S<9QG;<: V \X\Z[WX1\ WX&][WX3& WXY][WX\V WXYY[WX\3

&U

DK=;RKI V WXVY[WXŴ WX3&[WXWV WXZ\[WX\W WXYY[WXWZ

S<9QG;<: V WXV][WX\1 WX1][WXW&_ WXV̂[WX\\_ WX1Z[WXW]_

‘’:K=;RKI,_-aWXWY

b 讨 论

糖尿病性心肌病由于病因复杂,又具有独
立的病理生理改变,故临床研究和治疗具有一
定困难,现大多采用糖尿病动物模型进行研究6
然而,从严格意义上说,每一个糖尿病心肌病的
模型都应有心肌收缩力下降和冠状动脉无明显

粥样病变的证据,但目前绝大多数研究者c3dVe

对糖尿病心肌病模型不常规进行冠状动脉的检

查6本课题组成员曾对四氧嘧啶糖尿病大鼠右
心室乳头肌的收缩功能进行了研究cYe,发现糖
尿病大鼠右心室乳头肌收缩功能从第 V周开始
下降,至第 Z周最明显6
本实验结果显示 3周4V周4&周糖尿病组

大鼠的体重和心脏重量均低于正常对照组8-
aWXW\>,V周4&周大鼠的心脏f体重比大于正
常对照组8-aWXW\>,提示此时糖尿病大鼠的
心脏已发生肥厚性改变6
本实验对糖尿病大鼠心肌进行了透射电镜

观察,研究表明糖尿病大鼠心肌功能的改变与
心肌细胞的亚结构异常密切相关6糖尿病大鼠
心肌细胞超微结构改变的一个显著特征是肌原

纤维含量明显减少,肌丝的大量丢失必然导致
心肌收缩功能的降低,这种心肌结构异常与功
能改变之间存在明显的联系6心肌的内质网发
生特化形成了肌浆网8H9R:KI9H!<:RG;<:NIN!,

M">,糖尿病大鼠心肌细胞 M"明显扩张,其改
变可能影响心肌细胞内 D93g的动力学,因而对
心肌收缩和舒张功能发生影响6M"的这种结
构异常可能是本病 M"功能损害的形态基础6
线粒体是心肌细胞的重要产能部位,糖尿病大
鼠心肌线粒体的异常必将导致三羧酸循环障

碍,影响心肌的能量供应6闰盘结构的异常影响
心肌收缩的电兴奋的传递,影响心肌收缩的同
步性6可见,糖尿病大鼠早期心肌超微结构的改
变在糖尿病大鼠合并心脏病变的发病机制中具

有重要作用6
心力衰竭的病理生理包括心脏前后负荷的

改变4心腔的重塑4神经体液因子的激活及心肌
细胞水平的功能改变等因素6在心肌细胞水平,
心肌的收缩和舒张受胞浆 D93g浓度控制,而

M"对 D93g的释放和摄取则是决定胞浆内 D93g

浓度变化的主要因素,M"功能的紊乱是心肌收
缩4舒张功能改变的中心环节6
当心肌细胞兴奋时,细胞膜上 h型钙通道

开放,D93g顺浓度差从胞外通过细胞膜钙通道
进入胞内,导致胞浆内局部 D93g浓度升高,但
不足以引起肌肉收缩,可这种局部 D93g浓度的
升高却使邻近的 M"钙释放通道开放c&e,大量
的 D93g从 M"进入胞浆,使胞浆内的 D93g浓度
迅速升高,触发心肌收缩过程6这就是心肌细胞
的兴奋收缩耦联6心肌细胞的舒张主要与HGR:9
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有关!"#对 $%&’的摄取和释放是调控细胞钙
稳态的关键环节!在心肌细胞的兴奋(收缩耦联
中)*+,-%负责细胞内钙池对 $%&’的摄取)./0
是 *+,-%活性的抑制蛋白)而 #1#&23.4#&是 "#
贮存钙的释放通道!
本研究发现)虽然 5周时糖尿病组大鼠心

肌 "#钙泵的基因表达与对照组相比无明显下
降)但 6789#:;的表达却显著增加)说明糖
尿病时心肌功能的下降可能与 678基因表达
增加2钙泵功能下降有密切的关系!5周时糖尿
病组大鼠心肌 "#的钙释放通道基因表达与对
照组相比显著减少)提示糖尿病时心肌细胞钙
调控的异常还与钙释放通道的改变有关!

<+*=>9%?@A等发现)用链脲霉素制备的糖
尿病大鼠 4周时 BCDEF的 9#:;转录水平下
降)G&周时 HIH&9#:;转录水平下降)678
9#:;的表达无明显改变!J>9?KA等的研究发
现)链脲霉素大鼠 BCDEF的 9#:;转录及蛋白
水平下降)6789#:;的表达及蛋白水平增
加!:+LL>-%M%N?4A等发现 5周的糖尿病大鼠

#1#2*+,-%及 ./0蛋白均明显下降!我们?OA曾
用蛋白印迹法研究糖尿病大鼠心肌 *+,-%及

./0蛋白含量的变化)发现 *+,-%水平无明显
改变)./0蛋白水平上升)./0P*+,-%比值明显
上升)与本研究一致!
糖尿病心力衰竭的病理生理机制与心肌细

胞 $%&’的调控密切相关)但是 $%&’调控蛋白如
何改变在不同的研究之间存在着一定差异)这
可能与以下因素有关!首先)在不同的糖尿病模
型中心力衰竭的病理生理机制存在差异Q其次)
同一模型不同的结果可能与研究时所采用的时

间点不一)试剂的剂量及制备)以及心肌标本提
取物的性质2方法2纯化程度)心脏的部位等有
关!譬如)糖尿病病程 5周时虽然 BCDEF的基因
表达水平无明显改变)但这并不能排除 K周甚
至以后 BCDEF表达的变化!
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