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２型糖尿病大鼠心肌血红素氧合酶１表达水平与氧化应激水平的关系

安　敏，鲍百丽，赵　猛，韩　蕾

（辽宁省锦州市中心医院心内科　１２１０００）

　　摘　要：目的　探讨２型糖尿病大鼠心肌血红素氧合酶１（ＨＯ１）不同表达水平与心肌氧化应激水平的关系。方法　健康

ＳＤ大鼠６４只随机分为８组：空白６周（ＮＣ１）组、糖尿病６周（ＤＭ１）组、糖尿病加血红素６周（ＨＥ１）组、糖尿病加原卟啉锌（ＺｎＰＰ）

６周（ＺＮ１）组；空白９周（ＮＣ２）组、糖尿病９周（ＤＭ２）组、糖尿病加血红素９周（ＨＥ２）组、糖尿病加原卟啉锌９周（ＺＮ２）组，每组８

只；分别在第６、９周处死大鼠，免疫组织化学法检测心肌 ＨＯ１表达水平，比色法检测心肌氧化应激水平，电子显微镜显示心脏超

微结构改变。结果　（１）ＨＥ１、ＨＥ２组心肌 ＨＯ１的表达水平分别高于ＤＭ１、ＤＭ２组（犘＜０．０５、犘＜０．０５），显著高于 ＮＣ１、ＮＣ２

组（犘＜０．０１、犘＜０．０１）和ＺＮ１、ＺＮ２组（犘＜０．０１、犘＜０．０１）。（２）ＺＮ１、ＺＮ２心肌 ＨＯ１的表达水平低于ＮＣ１、ＮＣ２组（犘＜０．０５、

犘＜０．０５）；（３）ＨＥ１、ＨＥ２心肌纤维化程度和心肌线粒体超微结构损害明显低于ＤＭ１、ＤＭ２组和ＺＮ１、ＺＮ２组；（４）ＨＥ１、ＨＥ２组

血清ＳＯＤ和ＧＳＨＰＸ水平高于ＤＭ１、ＤＭ２组和ＺＮ１、ＺＮ２组（犘＜０．０５，犘＜０．０５；犘＜０．０５，犘＜０．０１）和（犘＜０．０５，犘＜０．０５；犘＜

０．０１，犘＜０．０１），ＭＤＡ水平低于ＤＭ１、ＤＭ２组和ＺＮ１、ＺＮ２组（犘＜０．０１）而与ＮＣ１、ＮＣ２组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论

　（１）血红素可以提高心肌ＨＯ１表达水平；（２）提高ＨＯ１表达水平可增强２型糖尿病大鼠心肌抗氧化应激能力，减轻心肌损害。
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　　糖尿病心肌病（ｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣ）是糖尿病（ｄｉ

ａｂｅｔｅｓｍｅｉｌｉｔｕｓ，ＤＭ）常见的并发症。据不完全统计，ＤＣ临床

发生率约７５％
［１］。有资料显示，ＤＭ患者心力衰竭的发生率是

非ＤＭ患者的２倍
［２］。近来，有学者提出“氧化应激学说”，即

氧化应激启动并促进ＤＭ 并发症发生、发展。已有研究
［３］提

出，氧化应激参与ＤＣ发生、发展的各个环节。正常情况下机

体氧化与抗氧化防御系统之间维持动态平衡，但过高浓度的葡

萄糖导致细胞ＲＯＳ产量明显升高，抗氧化防御功能代偿不足。

血红素氧合酶（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＯ）是一种广泛存在的抗氧

化防御酶，血红素氧合酶１（ＨＯ１），即诱导型
［４］的血红素加氧

酶，其酶促反应及产物具有重要的生理意义。作为可诱导应激

蛋白，ＨＯ１已被广泛认为是氧化应激中一种高度敏感和可靠

的指标［５］，其产物胆绿素和其还原产物胆红素能清除活性氧，

ＣＯ依靠减轻氧化应激和炎症反应保护细胞内质网免受应

激［６］，亚铁离子可诱导铁蛋白的合成，后者可减少活性氧的产

生，是一种天然的抗氧化酶。ＨＯ１作为一种应激反应蛋白，

参与了对抗高糖诱导的氧化损伤的防御机制。研究其在高糖

引起的氧化应激造成的ＤＭ心肌病变中的作用是防治ＤＭ 心

肌病变的重要领域。

１　材料与方法

１．１　动物分组及模型制备　健康ＳＤ大鼠６４只，雌雄各半，

体质量（２５０±２０）ｇ（辽宁医学院实验动物中心提供），标准饲

料，分笼专人喂养，大鼠自由饮水、进食，垫料干燥，所有大鼠置

于光照周期１２ｈ，２５℃恒温，湿度４０％～７０％适应性喂养１周

后开始实验。随机分为８组：空白６周（ＮＣ１）组、糖尿病６周

（ＤＭ１）组、糖尿病加血红素６周（ＨＥ１）组、糖尿病加原卟啉锌

（ＺｎＰＰ）６周（ＺＮ１）组；空白９周（ＮＣ２）组、糖尿病９周（ＤＭ２）

组、糖尿病加血红素９周（ＨＥ２）组、糖尿病加原卟啉锌９周

（ＺＮ２）组，每组 ８只。ＮＣ１、ＮＣ２ 组正常饲料喂养；ＤＭ１、

ＨＥ１、ＺＮ１、ＤＭ２、ＨＥ２、ＺＮ２组给予高糖、高脂、高胆固醇饮食

４周（２０％蔗糖、１０％炼猪油、５％胆固醇、２．５％胆酸钠、６２．５％

基础饲料，辽宁医学院实验动物中心提供）。然后ＤＭ１、ＨＥ１、
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表１　　各组大鼠体质量及血糖统计表（狓±狊）

组别
体质量（ｇ）

０周 ６周 ９周

血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ）

０周 ６周 ９周

ＮＣ１ ２６３．３３±５．５６ ３１９．５０±２３．０８ － ４．４１±０．４３ ４．８８±０．６２ －

ＤＭ１ ２４８．７１±２６．１６ ２６８．５７±２９．６５ － ５．２０±５０．６９ ３１．９１±５．９５＃ －

ＨＥ１ ２４１．１４±１３．００ ２７９．８５±８．１９ － ５．２０±３０．６５ ２７．１８±６．０６＃ －

ＺＮ１ ２５３．９９±２７．４９ ２４７．５０±６．８３＃ － ５．０７±０．５１ ３５．６７±２．５８４＃ －

ＮＣ２ ２５１．５０±１９．６４ ３６０．６７±１９．６９ ４５２．３０±２３．６３ ４．８０±３０．５５ ５．０８±０．４５ ５．１２±０．５８

ＤＭ２ ２５４．４３±２３．４２ ２６０．４３±１６．３４＃ ２７８．４０±２９．６６＃ ５．０３±０．８６ ３１．７３±３．８５＃ ３３．１０±２．６７＃

ＨＥ２ ２４４．００±１９．７３ ２６９．６７±１７．９９＃ ２９２．８８±９．０６＃ ５．０７±０．９６ ２７．９４±５．７７＃ ２８．６１±５．９６＃

ＺＮ２ ２４３．６７±１０．５４ ２５２．１７±１５．５２＃ ２６８．８３±１４．０４ ５．５５±０．８７ ３２．０９±２．９９＃ ３３．２１±６．０４＃

　　：犘＜０．０５，＃：犘＜０．０１，与ＮＣ组比较；－：表示无数据。

ＺＮ１、ＤＭ２、ＨＥ２、ＺＮ２给予小剂量腹腔注射ＳＴＺ３０ｍｇ／ｋｇ（溶

于０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液，ｐＨ４．４），７２ｈ后，３次血糖测定

均值大于或等于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ者纳入实验组；ＮＣ１、ＮＣ２组仅

注射等量柠檬酸缓冲液。

１．２　主要试剂及仪器　氯高铁血红素（ｈｅｍｉｎ，Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ，

５１２８０），原卟啉锌（ＺｎＰＰ）（ＡＬＦＡＡｓｉａ，３２０６８），连脲佐菌素

（ＳＴＺ）（Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ，ｓ０１３０），兔抗大鼠 ＨＯ１一抗（Ｓｔｒｅｓｓ

ｇｅｎ，ＳＰＡ８９５Ｄ），二抗试剂盒（北京中杉金桥，ＳＰ９０００），胆固

醇、胆酸钠（河南平顶山市东珠生物制品有限公司），ＤＡＢ显色

试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）。

１．３　处理方法　成模２ｄ后给药，ＨＥ１、ＨＥ２组和ＺＮ１、ＺＮ２

组分别腹腔注射 Ｈｅｍｉｎ（１５ｍｇ／ｋｇ）、ＺｎＰＰ（１０μｍｏｌ／ｋｇ）６、９

周，每周２次。ＮＣ１、ＤＭ１组和ＮＣ２、ＤＭ２组注射生理盐水（１０

ｍＬ／ｋｇ）６、９周，每周２次。每周称体质量２次，根据体质量注

射药量；每周测血糖，剔除未成模大鼠。

１．４　氧化应激指标检测　应用硫代巴比妥酸法测定 ＭＤＡ含

量，黄嘌呤氧化酶法测定ＳＯＤ活力，二硫代二硝基苯甲酸法测

定ＧＳＨＰｘ含量，具体操作步骤参照试剂盒说明书。

１．５　心肌形态学观察　实验室处死大鼠后，分离心脏，取左心

室部分制作石蜡切片，切片经１０％甲醛浸泡固定，常规脱水、

透明、包埋、切片，留作免疫组织化学法检测应用。１ｍｍ３ 心肌

左心室标本置于预冷载玻片上，２．５％戊二醛、锇酸双重固定，

乙醇脱水，环氧树脂包埋，制备超薄切片，铅铀双重染色，电子

显微镜下观察超微结构。

１．６　大鼠心肌 ＨＯ１的表达情况检测　免疫组化：石蜡切片

脱蜡至水→梯度乙醇水化→抗原高压修复→山羊血清封闭→

兔抗大鼠一抗４℃过夜→ＰＢＳ冲洗→生物素化二抗→ＰＢＳ冲

洗→辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素→ＤＡＢ显色→复染→

封片。胞浆褐色颗粒为阳性细胞，ＰＢＳ代替一抗做阴性对照，

每个标本在４００倍下随机选取５个不重叠阳性视野经图像采

集系统采集图片后计算累计光密度值。

１．７　统计学处理　数据分析采用ＳＰＳＳ１６．０软件分析，计量

资料以狓±狊表示，多组间比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠体质量及血糖监测　大鼠在造模过程及以后的饲养

过程中因为感染及血糖过高ＤＭ１、ＤＭ２、ＨＥ１组各死亡１只，

ＨＥ２、ＺＮ１、ＺＮ２组各死亡２只。ＳＴＺ处理大鼠各组之间体质

量及血糖比较，差异无统计学意义，但ＺＮ、ＤＭ 组体质量要低

于 ＨＥ治疗组，血糖高于 ＨＥ治疗组。ＳＴＺ处理大鼠血糖和体

质量与空白组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

２．２　心肌氧化应激指标检测　在第６、９周，心肌氧化应激指

标检测结果，ＤＭ、Ｚｎ组心肌ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ与ＮＣ比较均明显

降低，ＭＤＡ 明显升高（犘＜０．０５或＜０．０１）；而 ＨＥ组心肌

ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ均值低于 ＮＣ组；ＭＤＡ高于 ＮＣ组，但差异无

统计学意义（犘＞０．０５）；ＨＥ组心肌ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ水平均高于

ＤＭ、Ｚｎ组；ＭＤＡ低于ＤＭ、Ｚｎ组（犘＜０．０５或＜０．０１）；而９周

与６周各组两两相比，氧化应激水平均高于后者，但差异无统

计学意义（犘＞０．０５），见表２、３。

表２　　第６周不同组心肌氧化应激检测指标比较（狓±狊）

组别 ＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ） ＧＳＨＰＸ（Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／Ｌ）

ＮＣ１ １３８１．８３±３９０．９５ １２４１．６７±３６２．６４ ８．７３±１．１９

ＤＭ１ ４２２．１４±７９．０２ａ ４５１．２９±６６．１２ａ ３０．４０±７．９９＃ｂ

ＨＥ１ １１１３．１４±２６１．８９ １０８７．７１±６２．３２ １２．０９±２．７８

Ｚｎ１ ２６３．５０±５１．１４ａ ２７２．１７±４１．３２ａ ４７．１１±６．２４＃ｂ

　　：犘＜０．０５，＃：犘＜０．０１，与ＮＣ１组比较；ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，

与 ＨＥ１组比较。

表３　　第９周不同组心肌氧化应激检测指标比较（狓±狊）

组别 ＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ） ＧＳＨＰＸ（Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／Ｌ）

ＮＣ２ １２９６．６６±２２．１６ １５０１．８３±２９４．７４ ８．４６±４．７１

ＤＭ２ ３９８．００±８２．６７ａ ３８７．８６±７８．５０＃ｂ ４７．４９±８．７８＃ｂ

ＨＥ２ ９２４．８３±１９５．７９ １０２０．００±７７．２８ １３．００±３．２３

Ｚｎ２ ２０８．３３±４２．４０＃ｂ １９３．８３±３７．１６＃ｂ ５６．０１±６．９５＃ｂ

　　：犘＜０．０５，＃：犘＜０．０１，与ＮＣ２组比较；ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，

与 ＨＥ２组比较。

２．３　大鼠心肌电子显微镜观察　第６、９周ＮＣ组大鼠心肌超

微结构可见肌原纤维丰富，纵向平行排列，肌丝排列紧密整齐；

Ｚ线和 Ｍ线清晰可见：线粒体圆形或椭圆形；ＺＮ２组可见心肌

细胞排列紊乱，质膜模糊、断裂；肌原纤维呈灶性溶解，肌丝成

分减少，扭曲、断裂，肌节对位不齐；线粒体有断嵴、空泡样变性

现象；ＨＥ２组仅见心肌细胞内线粒体数目增加、体积减小，线

粒体有断嵴，未见空泡样变性，心肌肌原纤维尚完整；ＤＭ２组

超微结构改变介于 ＮＣ２、ＺＮ２组之间。第６周组心肌超微结

构改变介于空白组与９周各组之间，见图１。

２．４　心肌组织 ＨＯ１免疫组化结果　本研究显示，ＨＯ１蛋白

表达于心肌细胞质，各组表达差异明显，ＤＭ、ＨＥ组心肌细胞

ＨＯ１阳性染色颗粒明显增多，且 ＨＥ组比ＤＭ 组增加更明显

（犘＜０．０５）；而ＺＮ组心肌细胞 ＨＯ１阳性染色颗粒表达最少，

与ＤＭ 组、ＨＥ组、ＮＣ组比较差异均有统计学意义，分别为

（犘＜０．０５）、（犘＜０．０１）和（犘＜０．０５）。９周组比６周组表达减

少，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）；将显色结果输入ＩＭＳ细

胞图像分析系统，分析结果见表４。
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　　Ａ～Ｈ：分别代表 ＮＣ１、ＤＭ１、ＨＥ１、ＺＮ１、ＮＣ２、ＤＭ２、ＨＥ２、ＺＮ２

组。

图１　　各组心肌电子显微镜超微结构比较（×１５０００）

表４　　免疫组化照片密度结果（狓±狊）

组别
时间

６周 ９周

ＮＣ组 ０．０５９５±０．００９１○ ０．０６３３±０．００６５ｄ

ＤＭ组 ０．１２６１±０．０３３１△ ０．１１３９±０．０２００ａｃ

ＨＥ组 ０．２７８７±０．０６０５＃ ０．２４１５±０．０５６０ｂ

ＺＮ组 ０．０３３５±０．００６３○ ０．０３４５±０．００８９ｂｄ

　　：犘＜０．０５，＃：犘＜０．０１，６周组与 ＮＣ组比较；△：犘＜０．０５，○：

犘＜０．０１，与 ＨＥ组比较；ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，９周组与 ＮＣ组比

较；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜０．０１，与 ＨＥ组比较。

３　讨　　论

ＨＯ１是目前发现的受最多因素诱导的应激蛋白，可被血

红素、金属元素、紫外线照射、化学物质、高血糖、某些药物、

ＧＳＨ 耗竭等因素诱导激活。有研究证实糖尿病患者淋巴细胞

ＨＯ１水平高于正常组
［６］。本实验结果表明，高血糖及血红素

可诱导大鼠心肌 ＨＯ１蛋白高表达，抑制剂ＺｎＰＰ可抑制 ＨＯ

１表达。ＤＭ大鼠各组体质量及血糖比较差异无统计学意义，

但ＺＮ、ＤＭ组体质量均值低于 ＨＥ组，血糖高于 ＨＥ组，与文

献［７］经过２个月血红素治疗和未经血红素治疗的ＳＴＺ诱导的

ＤＭ大鼠体质量没有显著性差异，但是仅在经过血红素处理的

大鼠出现抗ＤＭ效应相符。说明 ＨＯ１在胰岛素释放和糖代

谢方面起重要作用［８］。

越来越多的证据表明，氧化应激参与了ＤＭ 引起的各种

血管病变［９］。诱导 ＨＯ１高表达是氧化应激的一种普遍标志，

是对氧化应激的一种有益的适应性反应［１０］。基因转染使细胞

高表达 ＨＯ１可防止高糖诱导的８ｅｐｉＰＧＦ２ａ水平升高，提示

ＨＯ１在对抗高糖诱导的氧化损伤中发挥了十分重要的作用，

高糖和ＡＧＥｓ对ＴＨＰ．１细胞造成氧化损伤，表现为细胞ＲＯＳ

产量、氧化损伤指标 ＭＤＡ 水平和炎症因子 ＴＮＦａ分泌增

加［１１］。本实验ＤＭ、ＺＮ组心肌抗氧化应激指标ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ

与 ＨＥ组比较均明显降低，ＭＤＡ明显升高且差异有统计学意

义；通过对 ＨＯ１免疫组化密度和氧化应激指标ＳＯＤ、ＧＳＨ

ＰＸ、ＭＤＡ的分析可以看出，ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ水平与 ＨＯ１免疫

组化密度成正比，ＭＤＡ水平与其成反比。说明虽然 ＤＭ 组

ＨＯ１表达增加，可能是细胞为拮抗氧化损伤所做出的适应性

和代偿性反应，但生理性代偿并不足以拮抗细胞氧化应激，氧

化应激水平反而升高。ＨＥ组通过血红素诱导 ＨＯ１表达增

加，提高了大鼠抗氧化应激水平，应用血红素提高２型ＤＭ 大

鼠心肌 ＨＯ１表达水平可降低心肌氧化应激。

文献报道，ＳＴＺ诱导ＤＭ 大鼠心肌细胞超微结构的改变

在８～１２周
［１２］，尤其是线粒体损伤。本研究通过在电子显微

镜下观察第６、９周不同时间段大鼠心肌线粒体及心肌纤维超

微结构的改变及与心肌 ＨＯ１水平的关系，发现２型糖尿病大

鼠心肌线粒体及心肌纤维损伤在第６周时已经出现，并且随时

间变化而严重；但是心肌超微结构在第６周时变化并不明显，

第９周损伤才表现得更加明显。超微结构损害以ＺＮ组最为

明显，ＤＭ组次之，而血红素治疗组心肌超微结构损害与前述

组相比明显减轻，这与上述报道相一致。说明诱导２型糖尿病

大鼠心肌 ＨＯ１高表达对心肌氧化应激导致的超微结构损伤

具有保护作用。

本研究还发现，随时间推移，在第６、９周，２型ＤＭ大鼠心

肌 ＨＯ１表达量呈逐渐下降趋势，心肌氧化应激水平有逐渐上

升趋势，心肌超微结构损伤也更加明显，但在两个时间段之间

ＨＯ１表达量及心肌氧化应激水平并无显著性差异，可能与观

察时间比较短有关，因此，需要更进一步研究。通过其他途径

进一步诱导ＤＭ状态下 ＨＯ１的表达增高可能有助于拮抗心

肌细胞氧化损伤，这为ＤＭ心肌病防治提供了一条新的思路。
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多方面的。主要包括：对血流动力学的影响、对外周神经递质

释放的影响、对性激素的影响。已有研究表明吸烟对交感神经

的影响是通过尼古丁的作用实现的。ＮＯ在体内是通过 ＮＯＳ

催化Ｌ精氨酸产生的，ＮＯ非常活跃，半衰期仅为数秒钟，很难

对其进行精确的研究，而ＮＯＳ是ＮＯ合成过程的限速酶，可作

为研究ＮＯ的替代，ＮＯＳ活性降低是导致ＥＤ的主要原因
［９］。

Ｘｉｅ等
［１０］将成年大鼠（５月龄）和老年大鼠（２０月龄）分别暴露

在香烟的烟雾中被动吸烟８周，结果成年大鼠和老龄大鼠阴茎

组织总ＮＯＳ活性分别下降７３％、６２％。国内杜国顺和胡礼

泉［１１］将４、１０、１６月龄的 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠放于密闭容器内被动

吸烟２个月，发现吸烟组大鼠与对照组相比，ＮＯＳ活性分别下

降４１％（４月龄）、６９％（１０月龄）和５８％（１６月龄），差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。然而有关香烟烟雾的主要成分———尼

古丁对大鼠阴茎海绵体ＮＯ类血管舒张因子影响的研究，目前

报道较少。本实验通过检测尼古丁给药各组大鼠阴茎海绵体

ＮＯＳ活性，发现尼古丁给药各组大鼠 ＮＯＳ活性显著下降，与

对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），尼古丁剂量越大，

ＮＯＳ活性越低，尼古丁给药各组两两比较差异有统计学意义，

说明尼古丁可通过抑制ＮＯＳ活性，从而致ＮＯ合成不足，导致

阴茎舒张能力减弱而致ＥＤ。

内源性ＣＯ是近十几年来研究证实的重要的细胞信使分

子之一。研究表明，内源性ＣＯ的作用方式类似于 ＮＯ
［１２１３］，

二者在生理功能上有许多共同点。内源性ＣＯ主要由血红素

氧合酶（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＯ）催化分解血红素而产生。ＨＯ

有 ＨＯ１、ＨＯ２和 ＨＯ３共３种同工酶。研究发现，ＣＯ可以

减弱大鼠阴茎海绵体的张力，ＨＯ的抑制剂能抑制海绵体的舒

张效应［１４］。研究发现，阴茎海绵体上的 ＨＯ２和内皮型 ＮＯＳ

参与调节阴茎的勃起［１５］。可见，ＣＯ／ＨＯ在阴茎勃起中起重要

作用。本实验通过测定实验各组大鼠阴茎海绵体内源性ＣＯ

含量，发现尼古丁给药的各组大鼠阴茎海绵体内源性ＣＯ含量

显著降低，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），尼古

丁剂量越大，ＣＯ含量越低，尼古丁给药各组两两比较差异有

统计学意义，说明尼古丁对大鼠勃起功能的影响有内源性ＣＯ

的参与，从而说明内源性ＣＯ是吸烟引起ＥＤ的一种新型神经

递质，为探讨吸烟致ＥＤ的发生机制及临床治疗提供新的途

径。有关其确切机制和临床意义的研究极有价值，有待深入

研究。
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