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2型糖尿病心肌病变模型建立方法的实验研究 

黄昶荃，肖 谦，赵柯湘，牛桂芬，李龙英 

(重庆医科大学附属第一医院老年科内分泌组，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察 2型糖尿病(T2DM)大鼠J 肌细胞和间质的改变，探讨大鼠2型糖尿病心肌病变(Diabetic Cardiomyopathy， 

DC)模型的建立方法。方法：6月龄 wistar大鼠16只，分为正常对照组(N组)、糖尿病组(D组)，正常血糖胰岛素钳夹技术 

(Euglycemic insulin clamp technique，EICT)测定各组大鼠胰岛素抵抗(Insulin Resistance，R)，葡萄糖输注速率(glycose infusion 

mte。CIR)表示m 情况；测量大鼠心脏重量(Hw)和体重(BW)并计算心脏重量与体重之比(HWmW)；原位末端酶标记法 

(TUNEL)检测各组大鼠心肌细胞凋亡情况；观察心肌细胞超微结构和心脏组织结构；免疫组化(SABC法)检测心脏间质 I、Ⅲ 

型胶原水平。结果：D组GIR明显低于 N组(P<0．01)；D组大鼠J 脏重量及心脏重量与体重之比高于N组，心肌细胞凋亡增多 

(P<O．O1)；光镜可见D组大鼠J 肌细胞排列紊乱，间质基质积聚和纤维化改变；电镜可见 D组大鼠J 肌细胞核轻度肿胀，染色 

质分散分布与核膜下，线粒体肿胀，肌丝溶解；D组大鼠J 脏 I、Ⅲ型胶原蛋白水平明显增加(P<0．01)。结论：2型糖尿病wistar 

大鼠成模8周后心脏发生DC的病理改变，可用于2型糖尿病心肌病变的研究。 
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Study on construction method of diabetic cardiomyopathy models 

in wistar rats with type 2 diabetes mellitus 

HUANG Changquan，et al 

(Endocrinology Group，Department of Gerontolgy，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To ohsei~e the change of myocardial cell and matrix in the mrs with type 2 diabetes and to approach the 

construction method of diabetic cardiomyopathy models in wistar rats with type 2 diabetes mellitus．Method：Sixteen wistar rats of 

6 months were randomly divided into normal group(N)and diabetic group(D)，with eight rats in each group．Euglycemic insulin 

clamp technique(EICT)was used to determine insulin resistance(IR)．Heart weight(HW)and body weight(BW)of each rat were 

measured to ratio HW and BW ，The apoptosis of myocardial cell Was evaluated by TUNEL ，an d the ultramicmstmcture of．my— 

ocardial cell and construction of heart were observed．And immunohistochemistry(SABC method)Was used to measure the level 

of I and 11I types of collagen protein．Results：compared with group(N)，GIR of group(D)Was remarkably lower(P<0．01)。the 

ratio of HW and BW Was higher，and the apoptosis of myocardial cell increased(P<0．01)．For Group D，optical microscopy ob— 

served the disorder of rat myocardial cells，and the assembling and fibrosis change of interstitial matrix
．And electromicmseopy 

observed slight swelling of myocardial cell nucleus，tlle scattered distribution of chmmatin under nuclear membrane．swelling of 

mitocliondrion and dissolution of myofilament，And levels of I and m types of collagen protein in group D increased remarkably 

(p<o．01)．Conclusion：Wistar rats with type 2 diabetes mellitos presented pecthological change of DC 8 weeks after modeling． 

which Can be used to study diabetic cardiomyopathy． 

【Key words]Insulin resistance；Type 2 diabetes mellitus；Myocardial cell；Apoptosis 

糖尿病心肌病变作为糖尿病的一种独特的心 

脏并发症已得到公认 ，与糖尿病病人心血管疾病 

的高发生率和高病死率密切相关。DC早期无明显 
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的临床表现，彩色多谱勒超声心动图可发现心室的 

舒张功能障碍，随病情的进展逐渐出现心室收缩功 

能异常，直至心力衰竭。临床9o％以上糖尿病患者 

为 T2DM，新近的研究显示，血糖控制良好的 2型 

糖尿病患者中，仍有60％的个体存在心脏舒张功 

能障碍，因此对 T2DM所致 DC研究有重要的现实 
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意义【I】。但 目前 DC研究多采用 1型糖尿病动物模 

型，对 T2DM所致 DC研究很少 ，且所用动物模型是 

否存在DC的心肌细胞和间质的特异型病理改变无 

明确报道。本研究通过对成模 8周后的 T2DM大鼠 

的心脏肥大情况、心肌细胞凋亡和 I、Ⅲ型胶原蛋 

白水平进行检测，观察心脏组织结构和超微结构改 

变，探讨2型糖尿病大鼠DC模型的建立方法。 

1 材料和方法 

1．1 动物模型制备 

6月龄的雄性 wistar大鼠l6只，质量300g左右，随机分 

成糖尿病组(D组)和对照组(N组)，每组8只。N组：基础饲 

料喂养4周，3ml 0．1mmol／L柠檬酸缓冲液腹腔注射，再基础 

饲料喂养8周；D组：高脂饲料喂养4周，30mg／kg链脲菌素 

(STZ)腹腔注射，高脂饲料喂养 4周后测血糖，随机血糖 

16．7mmol／L判断为2型糖尿病四，再高脂饲料喂养4周。wistar 

大鼠从第三军医大学动物实验中心购得，基础饲料(总热量 

13．35kI／g)和高脂饲料(总热量 18．71kJ／g)d~重庆医科大学动 

物实验中心配制和提供。 

1．2 IR检测 

l2周时用DeFrono创立的EICT技术检测大鼠m情况四。 

3．5％水合氯醛0．1ml／kg腹腔注射麻醉大鼠，分离出左颈总动 

脉和右颈静脉分别左颈总动脉和右颈静脉插管，从静脉中以 

恒定的速度从静脉输注胰岛素(10mU／kg／min)，从动脉取血 

测血糖，5min1次，当血糖在6±0．5mmol／L时开始同时输入 

lo％葡萄糖，并使血糖恒定在6±0．5mmol／L，在血糖恒定后 

持续 lh，计算这 lh葡萄糖输注速率 (GIR)，单位为 

mg／k$／min，用GIR作为胰岛素敏感指数。 

1．3 心脏摘取，BW、FIW检测 

普通天平称每只大鼠BW．摘取大鼠心脏、电子天平检测 

HW 、i-I-~ HW／BW。 

1．4 石蜡切片和 HE染色切片制备 

4％甲醛固定，石蜡包埋，制成4 m厚切片，每只大鼠心 

脏制作 l0张切片，取 1张制作HE染色切片，其余备用。 

LEICA RM2135病理切片机(德国RM公司生产) 

HE染色方法及步骤：苏木素染色，自来水冲洗，l％盐酸 

洒精分化，自来水中洗涤，l％氨水中浸泡，蒸馏水冲洗，l％伊 

红复染。 

1．5 细胞凋亡检测 

TUN-EL技术测定心肌细胞情况，按试剂盒说明书进行 

操作；Olymlms-BH2光学显微镜(日本Olympus公司)下观察 

结果，计算凋亡指数。心肌细胞核(圆形或椭圆形位于J 肌细 

胞中央)，每个标本随机选取 1O个高倍视野(X 4OO倍)，分 

别计数凋亡细胞核(黄色)和正常细胞核(蓝色)，以凋亡细胞 

核与正常细胞核的比值平均值作为凋亡指数。试剂盒购于南 

京凯基生物科技发展有限公司。 

1．6 I、Ⅲ型胶原检测 

SABC法检测I、Ⅲ型胶原蛋白水平。应用CM一2000B型 

生物医学图像分析系统，对免疫组化染色结果进行图像分 

析。每个标本随机选取1O个高倍视野(X4OO倍)，阳性染色 

面积与灰度乘积表示蛋白含量。小鼠抗大鼠I、Ⅲ型胶原多 

克隆抗体及免疫组化试剂盒由武汉博士德生物工程有限公 

司提供。 

1．7 心肌超微结构观察 

戊二醛固定液和锇酸固定心肌组织，氧化丙烯透明，E— 

pon812工作液包埋，切成 1 m半薄切片，醋酸铀初染，枸橼 

酸铅复染 ，电子显微镜(日立 H7500电镜 )下观察超薄切片 

(X 8000倍)。日立 H7500电镜：日本日立公司 

1．8 统计学处理 

所有数据用 SAS8．2统计软件包分析处理，进行t检验。 

2 结 果 

2．1 胰岛素抵抗和心脏肥大情况比较 

D组大鼠GIR明显降低于 N组 (P<0．01)，D 

组Hw高于N组 (P<0．05)，D组 HW／BW高于N 

组，差异无统计学意义。 

2．2 心肌细胞比较 

D组大鼠心肌细胞凋亡指数明高于 N组(P< 

0．01)；电镜可见对照大鼠心肌细胞细胞核椭圆形、 

染色质集中分布与细胞核中央、肌丝致密、横纹对 

合整齐、胞内可见大量形态结构正常的线粒体，D 

组大鼠心肌细胞核轻度肿胀，染色质分散分布与核 

膜下，线粒体肿胀，肌丝溶解。 

2．3 心脏阃质比较 

光镜下对照大鼠心肌细胞排列整齐致密、细胞 

间质较少 D组大鼠心肌细胞外基质积聚和胶原成 

分增多；D组大鼠心脏 I、Ⅲ胶原水平高于N组， 

(P<0．01)。D组大鼠GIR明显降低于N组 (P< 

0．01)；D组大鼠心脏重量高于N组(P<0．01)，心脏 

重量与体重之比高于N组，但差异无统计学意义 

(P>0．05)；电镜可见对照大鼠心肌细胞细胞核椭圆 

形、染色质集中分布与细胞核中央、肌丝致密、横纹 

对合整齐、胞内可见大量形态结构正常的线粒体， 

糖尿病大鼠心肌细胞核轻度肿胀，染色质分散分布 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 20o7年第32卷第 1期 (Journal 0f Chongqing Medical Univem~2007．Vo1．32 No．1) 

与核膜下，线粒体肿胀，肌丝溶解；光镜下对照大鼠 

心肌细胞排列整齐致密、细胞间质较少 ，糖尿病大 

鼠心肌细胞排列紊乱、间质及间质中胶原较多、间 

质纤维化明显；与 N组比较 ，D组大鼠心脏 I、Ⅲ型 

胶原蛋白水平明显增加( 0．01)。 

数据见表 l。 

表 1 各组大鼠各项指标测定(；蜘。n=8) 

Vs N 0up f 0．05， P<0．0l； 

3 讨 论 

IR是 rI’2DM发病的重要始因，机体出现 IR后， 

胰岛 B细胞分泌功能增强以满足机体需要，如胰 

岛 B细胞受损或功能不足，将发展为rI’2DM川。目前 

国内外所进行的 2型糖尿病实验研究多采用有糖 

尿病遗传倾向的近交系纯种动物，如 Zuker、wistar 

肥胖大鼠、C57BU6J肥胖(o~oh)和 C57BL／l(s糖尿 

病(ob／ob)~鼠等。但是这些动物的来源少，饲养条 

件苛刻，并且其特点是遗传因素在发病过程中占主 

导地位，与临床上的发病特征不完全吻合。高脂喂 

养的诱导的IR大鼠模型，更符合临床由于肥胖所 

致的IR状态。高脂食物喂养、继以小剂量链脲菌素 

所诱导的大鼠既存在由高脂饮食引起肥胖所形成 

的IR状态，又能达到因小剂量链脲菌素破坏部分 

胰岛 B细胞所引起的胰岛素缺乏，更符合 rI’2DM 

的实际情况。EICT由DeFmno等建立和发展，是目 

前公认的检测 IR的方法，并认为是评价其它检测 

手段的金标准 ，该检测手段用 GIR表示 IR情况， 

GIR降低表明胰岛素敏感度下降翻。本实验中高脂 

食物喂养 Wistar大鼠4周后 30mg／kg链脲菌素腹 

腔注射 ，测得大鼠血糖达到 Wistar大鼠糖尿病标准 

(大于或等于 16．7mmo~)，证实该方法可诱导Wis— 

tar大鼠糖尿病模型，本试验中用 EICT测得糖尿病 

大鼠GIR明显低于对照大鼠，表明糖尿病大鼠存在 

IR，DM大鼠同时存在IR和高血糖，其病理生理改 

变更倾向于 2型糖尿病，显示本模型可用于 2型糖 

尿病研究。 

糖尿病心肌病变于 1972年由Hmby等首先提 

出，其作为糖尿病的一种独特的心脏并发症目前已 

得到公认 ，其主要病理改变为心肌细胞肥大、凋亡 

和心脏间质纤维化。Kang YJ等报道 l型糖尿病大 

鼠 l2周后有明显心脏肥大心脏间质纤维化的发生 

翻；张芳林等研究发现 2型糖尿病 SD大鼠成模 8周 

后心肌细胞凋亡改变和心脏舒张功能受损，认为 2 

型糖尿病 SD大鼠成模 8周后可发生糖尿病心肌病 

变网，且已有研究证实 2型糖尿病患者存在心室肥 

厚和舒张功能受损同。以上研究提示 l型和 2型糖 

尿病动物模型及糖尿病患者可发生糖尿病心肌病 

变。本研究测量 2型糖尿病大鼠心脏重量 ，并计算 

心脏重量与体重之比，发现糖尿病大鼠心脏重量及 

心脏重量与体重之比显著高于对照组，提示糖尿病 

大鼠存在心脏肥大。利用TUNEL技术测得糖尿病 

大鼠心肌细胞凋亡指数较对照组高；电镜可见对照 

组大鼠心肌细胞排列整齐 ，密集，细胞连接清晰，细 

胞核呈卵圆形，胞浆内可见大量的结构正常的线粒 

体和糖原 ，而糖尿病大鼠心肌细胞线粒体肿胀、扩 

张，肌丝溶解、断裂，闰盘间歇显著扩大，核肿胀、染 

色质边集 ，从 DNA结构和细胞超微结构两方面说 

明糖尿病大鼠心肌细胞受到损伤。光镜可见对照组 

大鼠心肌细胞排列整齐，致密，结构清晰，细胞核呈 

卵圆形，而糖尿病大鼠心肌细胞排列紊乱 ，扭曲，细 

胞外基质和胶原成分增多；通过免疫组化方法测得 

糖尿病大鼠 I、Ⅲ型胶原蛋白含量增加，表明糖尿 

病大鼠心脏发生了细胞和细胞外基质重构，细胞外 

基质重构主要表现为细胞外基质积聚和 I、Ⅲ型胶 

原增多。 

本研究中，高脂喂养、小剂量链脲菌素诱导 

wistar大鼠2型糖尿病模型，成模 8周后检测发现 

该模型有心脏肥大 ；心肌细胞凋亡增多，心肌细胞 

超微结构发生损伤性变化等病理改变改变；心脏细 

胞外基质积聚，心脏间质纤维化明显，表明本试验 

方法可以成功诱导2型糖尿病的糖尿病心肌病变 

动物模型。 

(下转第 36页) 
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差异无显著性。可能是因为：①免疫荧光细胞化学 

方法对病毒检测的敏感度较低 ，多是定性而非定 

量；(~)ATRA对 H8细胞的诱导分化作用可能不是 

通过抑制 HPV病毒的转录和复制来实现的。 

端粒是真核细胞染色体末端的特殊保护结构 ， 

对染色体的稳定、DNA的完整和修复起重要作用。 

端粒酶是使端粒延伸的反转录DNA合成酶，对维 

持端粒长度起重要作用。在恶性肿瘤中，端粒酶活 

性增高。乔玉环等I q研究发现，端粒酶活性高低与 

宫颈癌分化程度成负相关，可以作为宫颈癌早期诊 

断及预后的指标。部分文献报道 HPV感染有关的 

CIN时发现，CIN II级和 CIN III级标本中的端粒酶 

水平高于 CIN I级。阻断端粒酶作用可以抑制宫颈 

癌细胞的生长⋯2】。ATRA对永生化细胞端粒酶活 

性影响极少有文献报道 ，Ding等n3报道经 ATRA处 

理后的 HPV永生化的 HEN一16—2细胞株端粒酶活 

性下降，hTERT mRNAs的表达也下调。本实验结果 

表明，ATRA作用后 H8细胞端粒酶活性显著下降 

(P<0．05)，呈时间依赖关系，综合 MTY结果、形态 

学变化、Ki67表达、细胞周期等相关实验结果，提示 

ATRA对宫颈永生化细胞(癌前状态)具有明显诱导 

分化作用，其中降低端粒酶活性是 ATRA抑制 H8 

细胞增殖、逆转其恶性表型的重要机制之一。ATRA 

用于临床宫颈 CIN病变的治疗和预防其发展为宫 

颈癌有一定应用前景。 
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