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!基础研究!

黄芪多糖干预糖尿病心肌氧化应激的实验研究

孙奇林7

"鞠"婧7

"王"浩!

"杨叶虹9

"陈雯洁7

"赵雪兰7

"张"玉7

"陈"蔚7

摘要"目的"研究黄芪多糖对糖尿病心肌氧化应激的影响" 方法"

7!

只
#

周龄的雄性健康转基因

JFE!

K G

#

LF

小鼠#

$;8MNG:%

背景$随机分为转基因组及黄芪多糖转基因组%每组
:

只&

76

只正常对照小

鼠随机分为对照组'糖尿病组及黄芪多糖糖尿病组%每组
:

只" 糖尿病组和黄芪多糖糖尿病组采用链脲佐菌

素腹腔注射法制作糖尿病动物模型%给予黄芪多糖转基因组和黄芪多糖糖尿病组小鼠黄芪多糖灌胃口服治

疗
7"

周%其余组给予等量生理盐水灌胃" 检测小鼠体重'血糖'糖化血红蛋白%超声心动图检测心脏功能和

血液动力学(左心室短轴缩短率 #

N1*J

$'左心室收缩压#

N1JO

$'左心室舒张末期压 #

N1<EO

$'左室内压

最大上升速率#

K N1 POGPQ

=/R

$'左室内压最大下降速率# #

N1POGPQ

=>A

$)%透视电镜观察心肌超微结构%免

疫组化法检测心肌细胞凋亡程度%荧光定量法检测心肌活性氧水平%免疫组化法检测心肌氧化损伤产物水

平%

(+SQ+-A M32Q

法检测心肌
JFE

蛋白表达水平%

JFE

试剂盒检测心肌
JFE

酶活性" 结果"与对照组比

较%糖尿病组小鼠体重'心脏
G

体重比值'

N1JO

'

N1*J

' %

N1 PTGPQ

'

JFE!

蛋白表达水平和酶活性下降%血糖'

糖化血红蛋白'

N1<EO

水平'细胞凋亡程度'

UFJ

及氧化应激损伤产物水平升高%心肌超微结构存在严重损

伤#

O V"

!

";

$" 与糖尿病组比较%黄芪多糖糖尿病组小鼠体重'心脏
G

体重比值'

N1JO

'

N1*J

' %

N1 PTGPQ

'

JFE!

蛋白表达水平和酶活性升高%血糖'糖化血红蛋白水平'

N1<EO

'细胞凋亡程度'

UFJ

和氧化应激损伤

产物水平降低%心肌超微结构损伤改善 #

O V"

!

";

$"与转基因组比较%黄芪多糖转基因组小鼠体重'心脏
G

体

重比值'

N1JO

'

N1*J

' %

N1 PTGPQ

'

JFE!

蛋白表达水平和酶活性升高%血糖和糖化血红蛋白水平'

N1<EO

'

细胞凋亡程度'

UFJ

'氧化应激损伤产物水平降低%心肌超微结构损伤改善#

O V"

!

";

$" 结论"黄芪多糖能

抑制糖尿病心肌的氧化应激损伤%从而对糖尿病心脏起到保护作用"

关键词"黄芪多糖& 糖尿病心肌病& 氧化应激& 过氧化物歧化酶
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=02?/-P>.=4

L<_(FUEJ
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&
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&

2R>P/Q>Z+ SQ-+SS

&

S.T+-2R>P+ P>S

$

=.Q/S+

""糖尿病心肌病$

P>/,+Q>? ?/-P>2=02T/Q@0

"

E$)

%

是指发生于糖尿病$

P>/,+Q+S =+3>Q.S

"

E)

%患者但不

能用高血压性心脏病)冠状动脉粥样硬化性心脏病及其

他心脏疾病来解释的特异性心肌病变'

7

(

* 氧化还原失

平衡是
E$)

的主要发病机制之一'

!

"

9

(

"活性氧$

-+/?

$

Q>Z+ 2R0Y+A ST+?>+S

"

UFJ

%过量生成能够造成心肌细

胞氧化应激损伤'

#

(

* 过氧化物岐化酶$

S.T+-2R>P+

P>S=.Q/S+

"

JFE

%是生物体内重要的抗氧化酶"其中

JFE!

是抑制心肌线粒体生成
UFJ

的主要抗氧化

酶'

;

(

* 研究表明"

E)

鼠心肌的氧化还原失衡)过度凋

亡与心肌内
JFE!

表达降低显著相关"调控
JFE!

表

达是阻断
E)

心肌氧化还原失衡的一个重要靶点'

:

"

8

(

*

黄芪是一种传统中药"黄芪多糖$

XSQ-/Y/3.S T230S/?

$

?@/->P+S

"

XOJ

%是黄芪的均一多糖部分"是其主要活

性成分之一'

6

"

I

(

* 笔者前期研究发现
XOJ

口服治疗

$剂量为'

7

!

"YG

$

bY

!

P

%(或'

!

!

" YG

$

bY

!

P

%(%对
E)

小鼠心脏均有保护作用"不同剂量
XOJ

对
E)

小鼠的

作用无显著性差异'

7"

(

* 本研究以链脲佐菌素$

SQ-+T

$

Q2c2Q2?>A

"

J'`

%诱导的
E)

小鼠和部分敲除
JFE!

基

因的转基因小鼠为模型"探讨
XOJ

通过调控
JFE!

表

达抑制
E$)

氧化应激损伤的可能机制"为
XOJ

治疗

E$)

提供进一步的理论依据和实验基础*

材料和方法

7

"动物"

JO*

级雄性
JFE!

基因敲除小鼠

$

JFE!

K G

#

%小鼠
7!

只"

#

周龄"体重$

76

%

!

%

Y

"购自

上海南方模式生物科技股份有限公司&同时购入与上

述小鼠同品系的同龄)同性别的
$;8MNG :%

小鼠

76

只"体重 $

76

%

!

%

Y

* 动物许可证#

J$aL

$沪%

!"7#

#

"""!

* 以上小鼠饲养于复旦大学上海医学院

实验动物科学部"使用许可证号#

J_aL

$沪%

!"7#

#

""!I

* 饲养条件为恒温$

!9

%

!

%&"相对湿度$

;"

%

;

%

e

"每日光照
7! @

"普通饲料适应性喂养
7

周"饲养

期间所有小鼠自由摄食)饮水* 动物常规管理由专人

负责* 该项目获得复旦大学动物科学部动物福利和伦

理小组批准$

524 !"7I

华山医院
%J

#

!:9

%*

!

"试剂及仪器"

XOJ

购自上海中科院生理所*

J'`

$

J6";"

%" 美国
J>Y=/

公司&

)<)

培养基

$

77"I;

#

"6"

%"美国
]>,?2

公司&

JFE

活性检测试

剂盒试剂盒$

J"7"I

%"中国碧云天公司&

UFJ

检测试

剂盒$

J"":9

%"中国碧云天公司&

M$X

蛋白定量试剂

盒$

\*!78I9:

%"美国
'@+-=2 *>S@+-

公司&

<$N

显



!!")$$! 中国中西医结合杂志
!"!"

年
!

月第
#"

卷第
!

期
$%&'()

"

*+,-./-0 !"!"

"

1234 #"

"

52

!

!

影试剂盒$

U^!96I9#

%"美国
'@+-=2 *>S@+-

公司&
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公
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)>3>T23+-
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$

E;9"X

%"日本
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公司& 胶原酶
!

$
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^/>-T>A

#

7

寡
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L>:8
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$
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%"美国
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公司&

硝基酪氨酸抗体$

#]7"
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[TSQ/Q+

公司&

6

$

F^

$

P]
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`_

#

;I79U
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\<E M>2S?>+A?+

公

司&

JFE7
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/,79#I6

%"英国
X,?/=

公司&
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抗体$

/,79;99
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公司&

]XOE^

抗体$

/,767:"!
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X,?/=

公司&辣根过氧化物

酶$

^UO
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X,

$
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1+Z2 !7""
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大
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^

#
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'J

#
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$
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$
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公司&半干转膜仪 $

'-/AS

$

M32Q

JE $+33

%"美国
M>2

$

U/P

公司&凝胶成像系统 $

]+3

E2? aU

%"美国
M>2

$

-/P

公司&台式冷冻高速离心机

$

;#!8U

%"德国
<TT+AP2-W

公司*

9

"动物分组及给药"将
7!

只
;

周龄的雄性健

康转基因
JFE!

K G

#

LF

小鼠按照随机数字表法分为转

基因组及
XOJ

转基因组$

A f:

%&将
76

只正常对照小

鼠按照随机数字表法分为对照组)

E)

组及
XOJ

$

E)

组 $

A f :

%*

E)

组 和
XOJ

$

E)

组 给 予
J'`

$

:" =YGbY

%单次腹腔注射"其余组采用相同剂量的生

理盐水进行腹腔注射'

77

"

7!

(

*

J'`

给药
9

天后"血糖水

平至少为
7; ==23 G N

的小鼠被认为是
E)

鼠"并纳

入本研究* 造模成功率为
8;e

"失败模型予以替补*

小鼠造模成功后开始给药干预"

XOJ

转基因组和

XOJ

$

E)

组小鼠
XOJ

'

!

!

" YG

$

bY

!

P

%(胃管给药治

疗
7"

周"其余组给予等量生理盐水灌胃"同样为期

7"

周*其中
XOJ

的剂量在课题组前期研究的基础上

确定'

79

(

*

#

"检测指标及方法

#

!

7

"体重)血糖及糖化血红蛋白检测"治疗期

间每周监测小鼠血糖)体重"并在
7:

周时使用亲和色

谱微柱法测量糖化血红蛋白*

#

!

!

"心脏功能及血液动力学参数检测"

XOJ

治

疗
7"

周后"使用氯胺酮$

7" =Y G 7""Y

%腹腔注射进

行麻醉"采用
1+Z2 !7""

型小动物彩色超声诊断仪"

探头频率
9" =^c

"采集小鼠心脏超声图像"并记录心

率$

@+/-Q -/Q+

"

^U

%"左心室短轴缩短率 $

3+WQ Z+A

$

Q- >?.3/- W-/?Q>2A/3 S@2-Q+A>AY

"

N1*J

%等数据* 麻醉

状态下由右侧颈总动脉插管至左心室"连接压力换能

器采集生物信号"运用
)+PN/,

数据采集系统"依次

记录左心室收缩压$

3+WQ Z+AQ->?.3/- S0SQ23>? T-+S

$

S.-+

"

N1JO

%"左心室舒张末期压 $

3+WQ Z+AQ->?.3/-

+AP P>/SQ23>? T-+SS.-+

"

N1<EO

%"左室内压最大上

升速率$

=/R>=/3 -/Q+ 2W Q@+ >A?-+/S+ 2W 3+WQ Z+A

$

Q- >?.3/- T-+SS.-+

"

K N1PTGPQ

=/R

%"左室内压最大下

降速率$

=/R>=/3 -/Q+ 2W Q@+ P+?-+/S+ 2W 3+WQ Z+A

$

Q- >?.3/- T-+SS.-+

"$

N1PTGPQ

=>A

"+ #,代表方向%*

#

!

9

"心肌超微结构观察"

XOJ

治疗
7"

周后小

鼠颈椎脱臼致死"留取血)心脏组织* 全心称重后"

计算各组小鼠的心脏重量和体重之比* 将一部分心

肌组织制成半薄切片"心肌组织戊二醛固定)脱水)

包埋)切片$厚度
;" g:" A=

%)

9 e

醋酸铀 #枸橼酸

铅双重染色"置于电子显微镜下观察心肌超微结构*

#

!

#

"心肌细胞的分离"处死小鼠后"用
</Y3+

$

%2b3>b

培养液给予小鼠主动脉插管逆向灌注小鼠心脏

去除心脏内循环血液细胞"留取心脏组织* 将部分心

室组织切成小块"用
"

!

"!e

胶原酶
!

消化后粗头吸管

反复吹打"并经
!""

目筛网过滤至新的
7

!

; =N

离心

管中"制备成单细胞悬液"用于流式细胞术检测*

#

!

;

"凋亡水平检测"应用免疫组织化学法测定

心肌组织的凋亡细胞含量* 使用
^/>-T>A

#

7

寡核苷

酸探针标记凋亡细胞"用流式细胞术分离并检测
^/>-

$

T>A

#

7

阳性的细胞含量"使用
J?@B/-Qc

$

J/3Q0b2Z

方

法计算每单位体积心肌的凋亡细胞的数量* 该实验使

用
M>2

$

U/P U/P>/A?+ !7"" )O

多光子显微镜和
&=

$

/Y+ O-2

分析软件进行*

#

!

:

"增殖水平检测"应用免疫组织化学法测定

心肌组织的增殖细胞含量* 使用
L>:8

抗体标记增殖

细胞"用流式细胞术分离并检测
L>:8

抗体阳性的细胞

含量"使用
J?@B/-Qc

$

J/3Q0b2Z

方法计算每单位体积

心肌的增殖细胞的数量* 该实验使用
M>2

$

U/P U/P>

$

/A?+ !7"" )O

多光子显微镜和
&=/Y+ O-2

分析软

件进行*

#

!

8

"

UFJ

检测"利用
E^<G<'

荧光探针定量法

检测
UFJ

含量* 二氢乙锭可自由透过活细胞膜进入
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细胞内"并被细胞内的
UFJ

氧化"形成氧化乙锭渗入

染色体
E5X

中"产生红色荧光* 根据活细胞中红色

荧光的产生"可以判断细胞
UFJ

含量的多少和变化*

使用
M>2

$

U/P U/P>/A?+ !7"" )O

多光子显微镜和

&=/Y+ O-2

分析软件对细胞内
E^<

荧光强度进行分

析"测量
UFJ

形成*

#

!

6

"氧化应激损伤产物检测"应用免疫组织

化学法测定心肌氧化应激损伤水平* 使用硝基酪氨

酸$

5>Q-2Q0-2S>A+

%抗体检测细胞中蛋白的氧化损

伤&使用
6

#羟基脱氧鸟苷$

6

$

F^

$

P]

%抗体测定细

胞中
E5X

的氧化损伤* 使用
M>2

$

U/P U/P>/A?+

!7"" )O

多光子显微镜和
&=/Y+ O-2

分析软件进

行测量*

#

!

I

"

JFE!

蛋白表达水平和酶活性检测"使用

(+SQ+-A M32Q

法检测
JFE!

蛋白表达水平* 简而言

之"用
OMJ

洗涤细胞"加入
7"" "N

裂解缓冲液

$

7;" ==23GN 5/$3

"

!" ==23GN '->S

$

^$3

"

7e '->

$

Q2Aa

$

7""

"

7 ==23GN <E'X

"蛋白酶抑制剂混合物"

7" ==23GN 5/*

"和
! ==23GN 5/

9

1F

#

"

T^8

!

;

%"使

用
M$X

蛋白定量试剂盒测量蛋白质浓度"加载各组

等量蛋白到每条泳道中"用
7!e JEJ

$

OX]<

电泳分

离法"将蛋白质转移至
O1E*

膜上"用
;e

脱脂乳封闭

膜* 将封闭后的
O1E*

膜与一抗
#

&孵育过夜"

'M'J

溶液漂洗
9

次"每次
; =>A

* 然后在室温条件

下与二抗孵育
7 @

"漂洗
9

次"每次
; =>A

* 加入
<$N

显色液后"在暗室中进行曝光显色* 使用兔抗鼠针对

JFE7

和
JFE!

的抗体做为一抗"使用
^UO

标记的

羊抗兔
&Y]

作为二抗"

]XOE^

作为上样对照* 通过

扫描对应于靶向抗体的蛋白质条带测定蛋白质表达水

平"计算各组样品条带密度与正常对照条带密度的

比值*

使用
M$X

蛋白定量试剂盒测量蛋白质浓度"使

用
JFE

试剂盒检测
JFE!

酶活性*

;

"统计学方法"采用
]-/T@O/P O->S= ;

软件

进行统计分析"数据以
R

%

S

表示"组间比较采用
Q

检

验"

O V"

!

";

为差异有统计学意义*

结""果

7

"各组体重及血糖)糖化血红蛋白水平比较$表

7

%"与对照组比较"转基因组和
XOJ

转基因组小鼠

体重)血糖和糖化血红蛋白水平差异无统计学意义

$

O h"

!

";

%*与对照组比较"

E)

组小鼠
:

)

7:

周血糖

和
7:

周糖化血红蛋白水平升高$

O V"

!

";

%"

7:

周体

重降低$

O V "

!

";

%&与
E)

组比较"

XOJ

$

E)

组小鼠

:

)

7:

周血糖和
7:

周糖化血红蛋白水平降低$

O V

"

!

";

%"

7:

周体重升高$

O V"

!

";

%*

!

"各组心脏功能和血液动力学比较$表
!

%"与

对照组比较"

E)

组和转基因组小鼠的心脏
G

体重比值

降低"血液动力学明显紊乱"

N1JO

)

N1*J

和 %

N1 PTG

PQ

降低"

N1<EO

升高 $

O V "

!

";

%&与
E)

组比较"

XOJ

$

E)

组小鼠心脏
G

体重比值升高"

N1JO

)

N1*J

和

%

N1PTGPQ

升高"

N1<EO

降低$

O V "

!

";

%&与转基因

组比较"

XOJ

转基因组心脏
G

体重比值升高"

N1JO

)

N1*J

和%

N1PTGPQ

升高"

N1<EO

降低$

O V"

!

";

%*

表
7

$各组小鼠体重)血糖)糖化血红蛋白比较"$

R

%

S

%

组别
A

:

周

体重$

Y

% 空腹血糖$

==23GN

%

7:

周

体重$

Y

% 随机血糖$

==23GN

% 糖化血红蛋白$

e

%

对照
: !8

'

6"

%

"

'

8! ;

'

8"

%

"

'

7" 9!

'

8"

%

"

'

:6 :

'

7"

%

"

'

!8 #

'

;"

%

"

'

!"

E) : !:

'

7"

%

"

'

86

7:

'

;"

%

"

'

#"

!

!!

'

#"

%

"

'

8#

!

!9

'

:"

%

"

'

87

!

6

'

6"

%

"

'

:"

!

XOJ

$

E) : !6

'

7"

%

"

'

:!

;

'

6"

%

"

'

76

"

9!

'

!"

%

"

'

#!

"

:

'

!"

%

"

'

7!

"

#

'

:"

%

"

'

!;

"

转基因
: !8

'

!"

%

"

'

86 ;

'

!"

%

"

'

7" 99

'

;"

%

"

'

8: :

'

!"

%

"

'

!" #

'

:!

%

"

'

!"

XOJ

转基因
: !8

'

6"

%

"

'

67 ;

'

8"

%

"

'

7" 9#

'

;"

%

"

'

9# :

'

7"

%

"

'

!" #

'

:"

%

"

'

7;

""注#与对照组比较"

i

O V"

!

";

&与
E)

组比较"

"

O V"

!

";

表
!

$各组小鼠心脏功能和血液动力学各指标比较$$

R

%

S

%

组别
A

心脏重量
G

体重

比值$

=YGY

%

^U

$次
G=>A

%

N1JO

$

==^Y

%

N1*J

$

e

%

N1<EO

$

==^Y

%

K N1 PTGPQ

=/R

$

==^YGS

%

#

N1 PTGPQ

=>A

$

==^YGS

%

对照
: ;

'

:"

%

"

'

!" ;"6

'

""

%

7;

'

"" I8

'

7"

%

!

'

#" :7

'

"

%

!

'

;" 8

'

#"

%

7

'

7" 6 99;

'

""

%

#8!

'

"" : 69:

'

""

%

;8"

'

""

E) :

#

'

;"

%

"

'

7"

!

;7#

'

""

%

79

'

""

67

'

:"

%

9

'

""

!

9;

'

""

%

7

'

#"

!

7!

'

7"

%

9

'

""

!

; 7";

'

""

%

;I6

'

""

!

# #9I

'

""

%

9!!

'

""

!

XOJ j E) :

;

'

:"

%

"

'

!"

"

;"#

'

""

%

77

'

""

I:

'

#"

%

!

'

7"

"

;8

'

""

%

!

'

7"

"

8

'

;"

%

7

'

#"

"

6 !;7

'

""

%

9#6

'

""

"

: :I6

'

""

%

#8I

'

""

"

转基因
:

#

'

7"

%

"

'

#7

!

;7"

'

""

%

76

'

""

6!

'

:"

%

!

'

#7

!

99

'

""

%

7

'

!7

!

7!

'

;"

%

!

'

77

!

; 76"

'

""

%

#!!7

'

""

!

# :";

'

""

%

! 8:7

'

""

!

XOJ

转基因
:

;

'

6"

%

"

'

!;

#

;"!

'

""

%

7!

'

""

I6

'

:"

%

7

'

6!

#

;;

'

""

%

!

'

9!

#

8

'

9"

%

7

'

"!

#

6 !!#

'

""

%

! #;!

'

""

#

: #:"

'

""

%

# I6!

'

""

#

""注#与对照组比较"

i

O V"

!

";

&与
E)

组比较"

"

O V"

!

";

&与转基因组比较"

#

O V"

!

";
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9

"各组心肌超微结构比较$图
7

%"与对照组比

较"

E)

组和转基因组心肌超微结构明显损害"线粒

体嵴溶解且明显肿胀"呈不规则形状"糖原颗粒)脂

滴含量增加&

XOJ

治疗后"各组小鼠的心肌超微结构

出现了明显好转"线粒体形态正常"线粒体嵴明显

增多*

#

"各组凋亡和增殖情况的比较$图
!

)

9

"表
9

%"

与对照组比较"

E)

组和转基因组凋亡程度升高$

O V

"

!

";

%&与
E)

组比较"

XOJ

$

E)

组凋亡程度降低

$

O V"

!

";

%&与转基因组比较"

XOJ

转基因组凋亡程

度降低$

O V"

!

";

%* 与对照组比较"

E)

组和转基因

组增殖程度降低$

O V"

!

";

%&与
E)

组比较"

XOJ

$

E)

组增殖程度升高$

O V "

!

";

%&与转基因组比较"

XOJ

转基因组增殖程度升高$

O V"

!

";

%*

;

"各组
UFJ

水平的比较$图
#

%"与对照组比较"

""注#

X

为对照组&

M

为
E)

组&

$

为
XOJ

$

E)

组&

E

为转基

因组&

<

为
XOJ

转基因组&箭头所指为典型变化处

图
7

$各组透视电镜下心肌超微结构变化$$ (

!9 9""

%

E)

组和转基因组
UFJ

水平升高$

O V"

!

";

%&与
E)

组比较"

XOJ

$

E)

组
UFJ

水平降低$

O V"

!

";

%&与转

基因组比较"

XOJ

转基因组
UFJ

水平降低 $

O V

"

!

";

%*

""注#

X

为流式结果图&

M

为免疫组织化学法检测凋亡细胞图像结果"蓝色为心肌细胞"红色为凋亡阳性

图
!

$各组心肌凋亡结果比较$$ (

6""

万%

""注#

X

为流式结果图&

M

为免疫组织化学法检测增殖细胞图像结果"蓝色为心肌细胞"红色为增殖阳性

图
9

$各组心肌增殖结果比较$$ (

6""

万%
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水平比较&

M

为免疫荧光法检测
UFJ

水平图像结果&与对照组比较"

!

O V"

!

";

&与
E)

组比较"

"

O V"

!

";

&与转基因组

比较"

#

O V"

!

";

图
#

$各组
UFJ

水平的比较

表
9

$各组心肌凋亡与增殖结果比较

$细胞数量
G7"

:

"

R

%

S

%

组别
A ^/>-T>A

$

7

阳性
L>:8

阳性

对照
: ! I7!

'

I!

%

:9:

'

9I :7 !:"

'

7I

%

I 98#

'

!"

E) :

!6 689

'

!7

%

9 ;77

'

9!

!

9" ::7

'

!:

%

# :9;

'

!;

!

XOJ

$

E) :

9 !:8

'

68

%

;"#

'

69

"

;6 "":

'

87

%

# 8:#

'

7!

"

转基因
:

!: 7"9

'

9:

%

! I!:

'

9I

!

!: I68

'

8;

%

# 8#9

'

7;

!

XOJ

转基因
:

! 6I8

'

6I

%

6:I

'

9#

#

;I "66

'

6

%

; 887

'

9!

#

""注#与对照组比较"

i

O V "

!

";

&与
E)

组比较"

"

O V "

!

";

&与转基因组比

较"

#

O V"

!

";

:

"各组氧化应激损伤产物水平比较$图
;

%"与

对照组比较"

E)

组和转基因组氧化应激损伤产物
5>

$

Q-2Q0-2S>A+

)

6

$

F^

$

P]

水平均升高 $

O V "

!

";

%&与

E)

组比较"

XOJ

$

E)

组氧化损伤产物
5>Q-2Q0

$

-2S>A+

)

6

$

F^

$

P]

水平均降低$

O V "

!

";

%&与转基因

组比较"

XOJ

转基因组氧化损伤产物
5>Q-2Q0-2S>A+

)

6

$

F^

$

P]

水平均降低$

O V"

!

";

%*

""注#

X

为
5>Q-2Q0-2S>A+

水平比较&

M

为
6

$

F^

$

P]

水平比

较&与对照组比较"

i

O V "

!

";

&与
E)

组比较"

"

O V "

!

";

&与转

基因组比较"

#

O V"

!

";

图
;

$各组氧化应激损伤产物水平比较

8

"各组
JFE!

蛋白表达水平和酶活性的比较

$图
:

%"与对照组比较"

E)

组和转基因组
JFE!

蛋

白表达水平和酶活性降低$

O V"

!

";

%&与
E)

组比较"

XOJ

$

E)

组
JFE!

蛋白表达水平和酶活性升高$

O V

"

!

";

%&与转基因组比较"

XOJ

转基因组
JFE!

蛋白

表达水平和酶活性升高$

O V"

!

";

%*

""注#

X

为
JFE7

和
JFE!

蛋白表达水平检测结果&

M

为

JFE7

和
JFE!

酶活性检测结果&

$

为
JFE7

)

JFE!

蛋白电泳

图&与对照组比较"

i

O V"

!

";

&与
E)

组比较"

"

O V"

!

";

&与转

基因组比较"

#

O V"

!

";

图
:

$各组
JFE!

蛋白表达和酶活性比较

讨""论

E)

是影响人类健康的三大主要慢性病之一"

E$)

是一种独立于高血压病和动脉粥样硬化之外的

特异性心肌病变"与
E)

患者心血管疾病的高发病率

和高死亡率密切相关"作为
E)

一种独特的心脏并发

症已经得到公认'

7#

(

* 然而"目前国内外尚无特效药物

用于治疗
E)

及其并发症* 因此"寻找安全有效的药

物治疗以阻断或延缓
E$)

的发生)发展具有重要的

意义*

有研究已证实"持续的高血糖诱导心肌细胞的氧

化应激损伤是
E$)

的重要发病机制之一'

7;

"

7:

(

* 氧

化应激发生时"

UFJ

生成过多"抗氧化酶水平相对不

足"体内氧化
G

抗氧化作用失衡"进一步损伤线粒体呼

吸链酶和线粒体内三羧酸循环"由此不断恶性循环"引

起细胞凋亡"改变心脏的稳态"最终促进了
E$)

的发

生及其向心力衰竭的发展* 其中"

UFJ

是需氧细胞在

代谢过程中产生的一系列活性氧簇"包括#

F

!

#

$超氧
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自由基%)

^

!

F

!

$过氧化氢%)!

F^

$羟基自由基%

等'

78

(

*

JFE

依据体内分布不同分为三个亚型#

JFE7

位于胞浆内"

JFE!

位于线粒体内"

JFE9

位于

细胞外* 线粒体是细胞产生
UFJ

的主要场所"而
F

!

#

无法穿透线粒体膜"

JFE!

是以
F

!

#为唯一底物的酶

类清除剂"构成抗
UFJ

的第一道防线"其含量可以间

接反映心肌的氧化应激损伤程度以及抗氧化应激损伤

的能力"因此
JFE!

是抑制细胞线粒体生成
UFJ

的

最重要的抗氧化酶之一'

76

#

!"

(

* 研究表明"

E)

鼠心肌

的氧化应激损伤和凋亡与心肌内
JFE!

表达降低关

系密切"而给予
JFE!

类似物干预治疗后或利用转基

因技术在其体内过表达
JFE!

基因后"

E)

鼠心肌的

氧化应激损伤减少"心肌的病理和功能得到改善"提示

调控
JFE!

是抑制
E)

心肌氧化应激损伤的一个重

要靶点'

!7

(

*

黄芪是传统药用草本植物"其用药始载于-神农

本草经."药用迄今已有
! """

多年的历史* 黄芪被

列为上品"性微温味甘"归肺脾二经"具有补气升阳)固

表止汗)利尿脱毒的作用"主治+气虚证,

'

6

"

!!

"

!9

(

* 据

中国传统医药理论记载"黄芪是古代治疗消渴的高频

用药之一"在消渴病$

E)

属于中医学+消渴,范畴%的

治疗中发挥重要作用* 黄芪临床应用广泛"我国药典

规定药用黄芪有两种#豆科植物蒙古黄芪或膜荚黄芪

的干燥根*

XOJ

是经黄芪的根部提取)纯化而得到的

均一多糖部分"是黄芪的主要活性成分之一对于
E)

及其并发症有确切的治疗效果'

!#

"

!;

(

*

XOJ

作为天然

中药"来源广泛"造价低"制备方便"不良反应小"有望

成为预防或延缓
E)

的新型药物* 这将为
E$)

的防

治提供新的中医药治疗思路"便于理解中药性味的本

质及其治疗药物的筛选*

此前笔者研究表明"

XOJ

口服治疗 '剂量为

7

!

" YG

$

bY

!

P

%或
!

!

" Y G

$

bY

!

P

%(可显著纠正
J'`

诱导的
E)

小鼠和
P, G P,

肥胖型
E)

鼠的高血糖症

$包括降低血糖水平和糖化血红蛋白水平%

'

7"

"

79

(

"同时

显著改善
J'`

诱导的
E)

和
P, G P,

小鼠心功能不

全"抑制心肌纤维化和保护心肌超微结构'

I

"

!:

(

*

本研究结果显示"

XOJ

治疗对
E$)

的氧化应激

损伤具有积极作用* 第一"

XOJ

治疗矫正糖尿病组和

转基因组小鼠的心脏功能障碍和血液动力学紊乱"改

善其心肌组织结构异常和超微结构异常"提示
XOJ

可

以保护
E)

心肌和氧化应激心肌的组织结构和心脏功

能* 第二"

XOJ

治疗抑制糖尿病组和转基因组小鼠凋

亡程度"表明
XOJ

治疗可以抑制
E)

心肌和氧化应激

心肌的细胞凋亡和坏死* 第三"

XOJ

治疗降低糖尿病

组和转基因组心肌
UFJ

水平和氧化损伤产物的水

平"增加心肌
JFE!

酶活性和蛋白表达水平"提示

XOJ

可以抑制
E)

心肌和氧化应激心肌的
UFJ

生

成"减少细胞中
E5X

和蛋白的氧化应激损伤"而这可

能与
XOJ

对心肌
JFE!

酶的调控作用有关*

此外"

JFE!

K G

#组是氧化应激模型"有心肌氧化

应激损伤的表现"但血糖正常"

XOJ

治疗后心功能有

显著性改善"说明
XOJ

可以直接阻断心肌的氧化应

激"从而起到保护心脏的作用*

E)

组有高血糖和心

肌氧化应激损伤的表现"

XOJ

治疗后血糖显著降低)

心肌氧化应激显著抑制)心功能显著改善"提示
XOJ

治疗可以改善血糖和阻断心肌氧化应激* 因此"

XOJ

可以保护小鼠
E)

心肌)抑制小鼠
E$)

"其作用可能

是通过调控心肌
JFE!

酶表达水平"抑制
UFJ

生成"

抑制高血糖引发的心肌氧化应激损伤"该效果独立于

其对高血糖的作用效果*

综上所述"

XOJ

通过调控
JFE!

表达"提高细胞

的抗氧化能力"抑制
E)

心肌的氧化应激损伤"实现对

E$)

小鼠的心肌保护作用*

XOJ

抑制
E)

心肌氧化

应激的分子机制仍有待进一步深入研究*

利益冲突!无*
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