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!!'摘要(!目的!研究芦丁对糖尿病小鼠心肌酶指标及心肌组织形态学的影响)方法!XY只雄性昆明小鼠每

日腹腔注射链脲佐菌素!7Fh"C"$+&=*>=#连续+N#建立!型糖尿病小鼠模型&另取正常组小鼠!"只#不造模)

成模小鼠随机分为模型组#厄贝沙坦组#芦丁低+高剂量组#每组!"只)各组按小鼠体质量每日!次灌胃给药#共Y

周#芦丁低+高剂量组分别按+%+!%%&=*>=给予芦丁灌胃#厄贝沙坦组按X+&=*>=给予厄贝沙坦灌胃#正常组与

模型组分别给予等量羧甲基纤维素钠溶液灌胃)给药Y周后检测血清中肌酸激酶!Ad"+肌酸激酶同工酶!Ad)

KB"+羟丁酸脱氢酶!DB:D"和乳酸脱氢酶!9:D"的含量&通过 DE染色+K-332<三色染色以及电镜观察#进行心

肌组织形态学的分析)结果!与正常组比较#模型组小鼠血清心肌酶水平升高!*$%L%!"&与模型组相比#芦丁低+

高剂量组可不同程度降低血清心肌酶水平#高剂量组作用更为明显!*$%L%+"&与低剂量组比较#芦丁高剂量组

DB:D和9:D值有下降!*$%L%+"#厄贝沙坦组差异无统计学意义&与高剂量组比较#厄贝沙坦组9:D值升高

!*$%L%+")形态学观察显示#与正常组心肌细胞比较#模型组心肌细胞形态异常并伴有纤维化)芦丁低+高剂量

组及厄贝沙坦组相比模型组#心肌组织形态及纤维化程度有不同程度改善)结论!芦丁可降低糖尿病心肌病小鼠

血清心肌酶含量#改善病变心肌细胞形态#降低纤维化程度#减轻心肌损伤)

'关键词(!芦丁!糖尿病!心肌酶!形态学
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./050P0532Q&M24-1N'-50<]M&0'<301O&'<N'-I0.'4&'40#'&,12P0./04-1N'-44055&21,/252=M-<N-550P'-.0

&M24-1N'-5'<TO1M$

'K,LMAD-B(!! (O.'<!!:'-I0.03!!KM24-1N'O&!!K21,/252=M

!!随着人们生活水平的提升#糖尿病发病率也不

断攀升)据世界卫生组织!HDZ"统计#到"%#%年

全球糖尿病人数将达到X亿
,!-#其中#将有多于

*+̂ 的糖尿病患者死于心血管疾病
,"-)与非糖尿病

患者相比#糖尿病患者心血管患病率高出约"!X

倍
,#-#已成为糖尿病患者死亡的主要原因之一,X-)

糖尿病心肌病是一种不能归因于高血压+冠状动脉

疾病和其他心血管疾病的特异性心肌病
,+-#其特点

是通过改变心脏的结构和功能#导致心肌纤维化和

心肌细胞坏死
,C-)近年越来越多的学者开始探索糖

尿病心肌病的发病机制及从事特效药物的研发工

作)

在心血管药物中#黄酮类药物具有举足轻重的

地位)芦丁属于黄酮类化合物,*-#被公认为有良好

舒张血管+拮抗血小板活化因子+抗炎+抗氧化+保护

胰腺的效果
,Y W-)在具有心血管疾病防治和胰腺保

护功效的同时#芦丁还可能有逆转糖尿病心肌损伤

的作用
,!%-)因此#芦丁也许可以成为一种潜在的治

疗心肌损伤的药物)本实验旨在通过观察芦丁对糖

尿病小鼠心肌酶指标和心肌形态学的影响#探索其

在糖尿病心肌病方面的作用)

1!材料与方法

1$1!实验动物+材料

雄性昆明小鼠*%只#体质量!#+c!%"=#7GV

级#军事医学科学院卫生学环境医学研究所购入!合

格证号%%%%#XW")

链脲佐菌素!7Fh"$8EFEA公司&柠檬酸钠溶

液$725-1I'2公司&羧甲基纤维素钠$国药集团化学

试剂有限公司&芦丁试剂$6I4-&公司&厄贝沙坦片

!批号 +6!W+"$赛诺菲 !杭州"制药有限公司&

X%&9*9多聚甲醛溶液$725-1I'2 公司&恩氟烷$

6BBZFF公司生产&K-332< 三色染色试剂盒$

725-1I'2公司)+:)"型血糖仪及配套试纸$北京怡

成生物电子技术股份有限公司&A/0&1-M"X%型全

自动生化分析仪$(-M.2公司&Bf)+#型光学显微

镜$Z9\KG[7(-M.2公司&低温高速离心机$德国

E,,0<N21Q公司&日立D)*C+%透射电子显微镜)

1$/!方法

1$/$1!糖尿病模型建立!雄性昆明小鼠进行适应

性饲养!周后#随机选取!"只作为正常组#不造模&

其它XY只小鼠每日腹腔注射!次C"$+ &=*>=

7Fh#连续给药+N)空腹*"/后对小鼠测随机血

糖#若小鼠血糖浓度'!C$C&&25*9则为造模成

功)

1$/$/!分组与给药!据乔爱春等
,!!-
研究#厄贝沙

坦可降低糖尿病患者早期心肌病患者血浆 @端前

脑钠肽!@F),12B@G"水平#对早期糖尿病心肌病患

者的病情发展有干预效果)本实验将选取厄贝沙坦

片作为阳性对照#以观察芦丁对糖尿病心肌病的治

疗效果)

将造模成功的小鼠随机分为模型组+芦丁低剂

量组+芦丁高剂量组+厄贝沙坦组#每组!"只)芦丁

低+高剂量组分别按+%+!%%&=*>=给予芦丁灌胃#

厄贝沙坦组按X+&=*>=给予厄贝沙坦灌胃#正常

组和模型组按!%&=*>=给予羧甲基纤维素钠溶液

!!=*9"灌胃#每日!次#连续Y周)

1$/$N!取样!各组小鼠在给药Y周后#禁食!"/#

对所有小鼠使用恩氟烷麻醉#进行眼内眦取血约

!L+&9#装EG管后立刻置于冰盒内)处死小鼠#迅

速取出心脏#在冰的生理盐水中洗净后去除筋膜#滤

纸吸干后称重)剪米粒大小浸入戊二醛!电镜专用#

"+&9*9"#X_保存#为电镜观察做固定&余下部分

浸入体积分数为X̂ 多聚甲醛X_保存#留作病理

切片)

1$/$3!血清心肌酶指标的检测!所取血液在X_

低温条件下进行!%&'<+#%%%1*&'<离心#取上清

进行血生化分析#分别测定肌酸激酶!Ad"+肌酸激

酶同工酶!Ad)KB"+羟丁酸脱氢酶!DB:D"和乳酸

脱氢酶!9:D")

1$/$5!病理染色和电镜观察!取于X_甲醛环境

下放置XY/的组织#置流水下冲洗C/后依次进行

梯度酒精脱水#二甲苯透明#浸蜡#硬蜡包埋后置于

X_充分凝固#随后制作+&&石蜡切片)对切片进

行DE染色及 K-332<染色#在光镜下观察组织形

态与纤维化程度)取"+&9*9戊二醛中的心肌组

织#切片后通过电镜观察心肌组织的超微结构)

1$/$O!统计学方法!数据均以%IcF表示)采用

6@Z86进行多组间差异比较#采用I2<Q0112<'法

进行两两间比较#*$%L%+为差异有统计学意义)

!*+
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/!结果

/$1!芦丁对各组小鼠心肌酶的影响

!!与正常组比较#模型小鼠血清中心肌酶学指标

Ad+Ad)KB+DB:D 和 9:D 水平均增加!*$

%L%!"&与模型组相比#芦丁低+高剂量组及厄贝沙坦

组的心肌酶学指标有不同程度下降#芦丁高剂量组

作用更明显!*$%L%+#*$%L%!"#其中Ad+DB:D

与正常水平相当&与低剂量组比较#芦丁高剂量组

DB:D和9:D 值下降!*$%L%+"#厄贝沙坦组差

异无统计学意义&与芦丁高剂量组比较#厄贝沙坦组

9:D值升高#差异有统计学意义!*$%L%+")见附

表)

/R/!S.染色观察心肌组织形态

附表!芦丁对各组小鼠血清心肌酶的影响!,*_+#%X1/"

>'GC,!.??,$@BA?D&@#(A(B,D&77LA$'D-#'C,(̂L7,B#(QDA&:BA?7#$,!,*_+#%X1/"

a12O, Ad*![*9" Ad)KB*![*9" DB:D*![*9" 9:D*![*9"

@21&-5 "W$Yc#$* #X$!cC$" C$""c%LC# !WX$!c#+$"

K2N05 XW$%c*$#"" Y!$Wc!C$C"" *$YCc%LX*"" ##C$+c!%+$#""

92S)N2301O.'< #X$Yc#$#%% *#$+c!"$Y"" *$"Cc%L*#"" #%*$+cW"$#""

D'=/)N2301O.'< ##$Cc"$Y%% *!$"c!!$X""#% C$WYc%LCW%## "CY$#c*Y$+""#%##

J1I03-1.-< #+$"c#$X"#%% *#$*c!#$%"" *$!#c%LY"" "W+$CcW!$X""#&

!!"*$%L%+#""*$%L%!#P3$<21&-5=12O,&%*$%L%+#%%*$%L%!#P3$&2N05=12O,&#*$%L%+#P3$52S)N2301O.'<=12O,&&

*$%L%+#P3$/'=/)N2301O.'<=12O,

!!DE染色结果如图!所示#可见正常组小鼠心

肌细胞排列有序#胞核为清晰蓝色#纹路清晰)模型

组细胞间隙增大#细胞大小不一并伴有部分细胞萎

缩#横纹排列无条理#胞核颜色较深)芦丁低剂量

组+厄贝沙坦组与模型组横纹排列整齐度稍改善#间

隙缩小&芦丁高剂量组相比模型组细胞形态趋于正

常#排列有序)芦丁低剂量组+厄贝沙坦组+芦丁高

剂量组细胞萎缩症状逐渐改善#胞核颜色逐渐清晰#

芦丁高剂量组改善尤为明显)

/RN!+'BBA(染色观察心肌纤维化程度

K-332<染色结果如图"所示#被染成红色的是

肌纤维胞浆和红细胞#蓝褐色的是细胞核#胶原纤维

被染成蓝色)从图中可以看出正常组心肌组织基本

无胶原纤维表达&模型组心肌组织间胶原纤维聚集

情况最为明显#表明心肌纤维化程度最为严重)与

模型组相比较#芦丁低剂量组+厄贝沙坦组+芦丁高

剂量组胶原纤维聚集程度依次减轻#即芦丁高剂量

组心肌纤维化情况好转最为明显)

1A 1B 1C 1D 1E

2A 2B 2C 2D 2E

图1!S.染色观察各组小鼠心肌细胞形态)T300!!!图/!+'BBA(染色观察各组小鼠心肌细胞形态)T300

P#Q1!>%,7LA$'D-#'C$,CC7AD:%ACAQLA?,'$%QDA&:A?7#$,#(S.B@'#(#(QRT300!!!P#Q/!>%,7LA$'D-#'C$,CC7AD:%ACAQLA?,'$%QDA&:A?

7#$,#(+'BBA(B@'#(#(QRT300

6$@21&-5=12O,&B$K2N05=12O,&A$92S)N2301O.'<=12O,&:$D'=/)N2301O.'<=12O,&E$J1I03-1.-<=12O,

"*+
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/$3!电镜观察心肌超微结构

电镜结果如图#所示#正常组具有排列紧密整

齐的心肌纤维以及明显的h线与 K线#椭圆形线粒

体内可见大量的基质和嵴)模型组心肌纤维以及线

粒体排列无序#形态不规则#嵴出现溶解情况甚至消

失#间隙含大量空泡&与模型组相比较#芦丁低+高剂

量组及厄贝沙坦组心肌纤维排列均有好转#线粒体

形态改善#嵴的消失溶解情况减轻#空泡明显减少#

A B C D E

图N!电镜观察各组小鼠心肌细胞形态)T10000

P#QN!>%,7LA$'D-#'C$,CC7AD:%ACAQLA?,'$%QDA&:A?7#$,&(-,D,C,$@DA(7#$DAB$A:,RT10000

6$@21&-5=12O,&B$K2N05=12O,&A$92S)N2301O.'<=12O,&:$D'=/)N2301O.'<=12O,&E$J1I03-1.-<=12O,

芦丁高剂量组的形态更加趋于正常)

N!讨论

本实验通过小剂量多次腹腔注射7Fh#建立!

型糖尿病小鼠模型)芦丁给药Y周后#血生化测定

小鼠心肌酶指标#并对心肌组织进行光学及电镜观

察#探讨芦丁对!型糖尿病小鼠心肌的保护作用)

在对小鼠的血生化分析中#着重观察 9:D+

Ad+Ad)KB+DB:D 等心肌酶的指标)有研究,!"-

显示#发生急性心肌梗死+冠心病等患者体内血液中

均存在血脂及心肌酶异常情况#因此#临床主要通过

对患者进行脂代谢及心肌酶检测#从而判断其发生

心血管疾病的概率
,!#-)心肌酶存在于心肌细胞内#

催化心肌细胞的代谢及调节其正常活动#当心肌受

到损伤时#心肌细胞破损导致心肌酶流入血液#使得

血液中含量增加)本实验中#与正常组相比#糖尿病

小鼠的心肌酶Ad+Ad)KB+DB:D与9:D显著增

高#在芦丁给药Y周后各项指标均降低#高剂量组降

低尤为明显#表明芦丁可以减轻心肌损伤#减少心肌

酶释放入血#对心肌具有一定的保护作用#效果优于

厄贝沙坦和低剂量芦丁)该结论与a[JK6(6E7

等
,!X-
报道的芦丁可改善糖尿病大鼠的心功能结果

相一致#但该研究仅从血清胰岛素浓度+心脏的超声

心动图以及心脏舒张功能角度来研究芦丁对糖尿病

大鼠心功能的治疗作用#并未就与心肌病诊断相关

的心肌酶方面进行分析)

目前#糖尿病心肌病的诊断主要还是通过心肌

纤维化程度结合病理切片观察)心脏的细胞外存在

胶原纤维#它能够联结心肌细胞和肌束#从而对心脏

起到支持和保护作用
,!+-#而心脏胶原纤维表达量提

升是心肌纤维化重要表现)据A(Z7FZ@等
,!C-
报

道#线粒体功能障碍与高血糖密切相关#高血糖是线

粒体能量与形态破坏的关键因素)本实验采用

DE+K-332<经典三色染色以及透射电镜来观察小

鼠心肌细胞形态#从而判断小鼠心肌损伤程度)结

果显示#芦丁低+高剂量组及厄贝沙坦组与模型组相

比#心肌损伤程度均有所改善#其中高剂量组与正常

形态最接近)可见芦丁对糖尿病心肌形态异常具有

明显的改善作用#且高剂量芦丁效果更为明显)

综上#芦丁可降低糖尿病心肌病小鼠血清心肌

酶含量#改善病变心肌细胞形态#降低纤维化程度#

减轻心肌损伤)本研究从血清心肌酶水平及心肌组

织形态学方面证实了芦丁对心肌的保护作用#从而

为芦丁开发成为防治糖尿病心肌病的新型药物提供

了科学的实验数据)虽说大多数心肌损伤可根据心

肌酶确诊#但不是唯一的诊断依据)9:D+Ad在人

体内分布较广泛#一种酶同时存在于许多器官组织

中#缺乏组织特异性)实验下一步会结合多普勒组

织成像技术+定量组织速度显像等临床新技术进一

步观察芦丁对心脏的保护作用#还将从分子生物学

角度结合 H03.01<I52.以及GA(来进一步研究芦

丁对心肌损伤的治疗作用)
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