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氢气对糖尿病大鼠心肌缺血／再灌注损伤心肌细胞凋亡及

相关蛋白表达的影响
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　　摘　要：目的　观察氢气对糖尿病大鼠心肌缺血／再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤心肌细胞凋亡及相关蛋白表达的影响。方法　以链脲佐

菌素复制糖尿病模型，造模成功后继续高糖喂养４周作心肌Ｉ／Ｒ损伤模型。选取成年雄性ＳＤ大鼠６０只，体质量３００～３５０ｇ，随

机数字表法分为非糖尿病假手术对照组（ＮＳ组），非糖尿病Ｉ／Ｒ组（ＮＩ／Ｒ组），非糖尿病氢气治疗组（ＮＨ组），糖尿病假手术对照

组（ＤＳ组），糖尿病Ｉ／Ｒ组（ＤＩ／Ｒ组），糖尿病氢气治疗组（ＤＨ组），每组１０只。假手术组只穿线包绕冠状动脉左前降支不结扎，

Ｉ／Ｒ组结扎冠状动脉左前降支３０ｍｉｎ后松开行再灌注１２０ｍｉｎ制备心肌Ｉ／Ｒ损伤模型。氢气治疗组于再灌注同时腹腔注射

９９．６％浓度５ｍＬ／ｋｇ的氢气。再灌注１２０ｍｉｎ后，采用免疫组织化学法测定各组心肌细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３表达水平。原位

末端标记（ＴＵＮＥＬ）法检测心肌凋亡细胞并计算凋亡指数。结果　糖尿病大鼠心肌Ｉ／Ｒ后心肌细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的

表达水平及凋亡细胞指数均明显增高（犘＜０．０１），与Ｉ／Ｒ组相比，氢气治疗各组凋亡细胞指数水平明显降低，Ｂｃｌ２蛋白表达的阳

性细胞百分率明显升高（犘＜０．０１），Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白阳性细胞百分率及凋亡细胞指数均明显降低（犘＜０．０１）。结论　氢气腹

腔注射对糖尿病大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用可能通过上调Ｂｃｌ２蛋白表达和下调Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达进而抑制心

肌细胞凋亡有关。
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　　随着近年来临床手术中冠脉溶栓术、经皮冠状动脉腔内成

形术等微创手术的发展，术后早期并发症的防治成为时下研究

的热点，而其中最常见、最严重的并发症———心肌缺血再灌注

（ｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤越来越受到人们的关注。糖尿

病（ｄｉａｂｅｔｉｃｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是一种临床常见的慢性疾病，流行病

学和临床研究显示，糖尿病人群中缺血性心脏病的发生率及严

重程度远高于非糖尿病人群［１２］。目前，人们更多地将目光放

在糖尿病对心肌缺血再灌注损伤的影响上。近年来，大量研究

表明，氢气是一种重要的生理性调节因子，在细胞和器官水平

上，具有明确的选择性抗氧化、抗炎症和抗细胞凋亡等脏器保

护作用［３］。本研究复制糖尿病大鼠模型，观察氢气腹腔注射对

糖尿病大鼠心肌缺血再灌注损伤心肌细胞凋亡及凋亡相关蛋

白表达的影响，为糖尿病患者围术期处理提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　成年健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠６７

只，体质量３００～３５０ｇ，桂林医学院ＳＰＦ级动物实验中心提供。

１．２　方法

１．２．１　实验分组与糖尿病大鼠模型的建立　将６７只成年ＳＤ

大鼠按随机数字表法分为糖尿病组３７只和非糖尿病组３０只。

适应性饲养１周后，所有大鼠禁食１２ｈ后，糖尿病组大鼠腹腔

１３０３重庆医学２０１４年８月第４３卷第２３期

 基金项目：广西医学科学实验中心开放课题（ＫＦＪＪ２０１１０７）；广西卫生厅课题（Ｚ２０１２４０２）。　作者简介：卫然（１９９０－），在读硕士研究生，

主要从事体外循环与心肌保护方面的研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３５９７３２４３３２；Ｅｍａｉｌ：ｔａｎｙｏｎｇｘｉｎｇ２４＠１６３．ｃｏｍ。



注射枸橼酸钠缓冲液（ｐＨ＝４．５）溶解的链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏ

ｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）５５ｍｇ／ｋｇ，７２ｈ后经尾尖采血测定血糖，以后每

周测血糖，１周血糖持续大于或等于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ为糖尿病大

鼠（３７只大鼠造模成功３０只，造模成功率约为８０％）；非糖尿

病大鼠经腹腔注射等量的枸橼酸钠缓冲液。糖尿病组与非糖

尿病组大鼠再分别随机分为非糖尿病假手术组（ＮＳ组）、非糖

尿病缺血再灌注组（ＮＩ／Ｒ组）、非糖尿病缺血再灌注氢气治疗

组（ＮＨ组）、糖尿病假手术组（ＤＳ组）、糖尿病缺血再灌注组

（ＤＩ／Ｒ组）、糖尿病缺血再灌注氢气治疗组（ＤＨ组），每组各１０

只。确诊为糖尿病的大鼠继续高糖喂养４周后进行心肌缺血

再灌注损伤的造模。

１．２．２　心肌缺血再灌注损伤模型建立　１０％的水合氯醛腹腔

注射，按３ｍＬ／ｋｇ计算注射量，麻醉后仰卧位固定在鼠板上，

连接电脑，记录ＩＩ导联下大鼠正常心电图。气管插管，连接小

动物呼吸机，调节潮气量为５ｍＬ／ｋｇ，呼吸频率为７０～８０次／

分。用大弯剪剪去手术区毛发，在大鼠左侧胸前第３、４肋间作

一横切口，切口长约２～３ｃｍ，打开胸腔，暴露心脏，用左手食

指、中指将心脏整体向左挤压，助手用生理盐水浸润的棉签将

心脏轻轻向右侧旋，这时可在左心耳与肺动脉之间发现白色细

小血管，即左冠状动脉前降支，与其伴行的是心大静脉。用４０

号带线针从左前降支一侧进针，连同心大静脉一起结扎，结扎

前将一静脉输液导管修剪成宽１ｍｍ，长２ｍｍ的空心圆柱体

纵切面沿冠状动脉左前降支走行放置于结扎心肌之上。松开

推挤心脏的左手，使心脏恢复其生理位置，观察心尖部心肌发

白，关闭胸腔，并记录心电图变化，以ＳＴ段明显抬高且心脏表

面变青紫为结扎成功的指标。结扎３０ｍｉｎ后，抽出导管纵切

面，使缺血的心肌恢复血供，记录此时心电图变化，ＳＴ段下低

１／２以上且心脏表面明显充血证明心肌灌注恢复。假手术组

仅穿线不结扎。

１．２．３　检测指标

１．２．３．１　ＨＥ染色行心肌组织病理学检测　大鼠心肌缺血再

灌注模型建造完成之后摘取大鼠心脏，随即用冰生理盐水冲

洗，尽量去除离体心脏上残留的血液，然后剪取左心室前壁部

分组织，用４％多聚甲醛固定，流水冲洗１０～２０ｍｉｎ，梯度乙醇

脱水，二甲苯透明，石蜡包埋并切片，厚度为３～５μｍ，随后进

行常规 ＨＥ染色，观察心肌组织病理学变化。

１．２．３．２　Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达检测　取石蜡标本

大鼠心尖部位的切片，脱蜡至水，采用枸橼酸缓冲液高压热修

复，３％过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）浸泡１０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗２

ｍｉｎ×３次，１０％山羊血清封片，室温下作用３０ｍｉｎ，然后分别

加入兔抗大鼠Ｂｃｌ２、Ｂａｘ（北京中杉金桥公司）、Ｃａｓｐａｓｅ３（Ｉｍ

ｍｕｎｏＷａｙ公司）单克隆抗体，４℃孵育过夜。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ

冲洗５ｍｉｎ×３次，加入 ＰｏｌｙｍｅｒＨｅｌｐｅｒ，室温孵育１０ｍｉｎ，

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗２ｍｉｎ×３次，再加入ｐｏｌｙＨＲＰａｎｔｉ

ＲａｂｂｉｔＩｇＧ，室温孵育１０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗２ｍｉｎ×３

次，最后应用ＤＡＢ溶液显色法显色。每张切片于阳性表达区

域选择５个无重叠视野，用图像分析仪进行分析，并计算其光

密度（ＯＤ）值的均值。

１．２．３．３　ＴＵＮＥＬ法检测心肌细胞凋亡　于再灌注结束后摘

取心脏，冰生理盐水冲净血液，取左心室前壁部分心室肌组织，

４％多聚甲醛固定，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，常规石蜡包埋，

切片。根据ＴＵＮＥＬ试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司）检测心肌细胞凋亡，

并置于光学显微镜下观察。正常心肌细胞核染成蓝色，而凋亡

阳性的细胞呈深褐色。每张切片随机选１０个高倍视野，每个

视野计数１００个心肌细胞中的阳性细胞数，以计算平均阳性细

胞数所占的百分比作为凋亡细胞阳性指数。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包对数据进行分

析处理，计量资料采用狓±狊进行描述。各组间计量资料的比

较采用单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ法，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　实验动物一般状况　糖尿病大鼠饮水量和尿量明显高于

正常大鼠，而进食量无明显增多，体质量相对减轻。

２．２　ＨＥ染色对缺血再灌注心肌组织形态学观察　ＮＳ组大

鼠心肌细胞排列整齐，着色均匀，胞膜完整，无变性坏死等改

变；ＤＳ组未见明显变化，ＮＩ／Ｒ组和ＤＩ／Ｒ组大鼠部分区域心

肌细胞浊肿，心肌纤维横纹不清或消失，核裂解消失；氢气治疗

组大鼠亦有心肌细胞变性改变，但程度较ＤＩ／Ｒ组轻。见图１。

２．３　氢气对缺血再灌注后Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的

影响　ＮＩ／Ｒ组和ＤＩ／Ｒ组大鼠心肌组织细胞胞浆Ｂａｘ蛋白阳

性表达的细胞数与胞核Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白阳性表达的细胞数明

显高于相应假手术组（犘＜０．０１）。而与Ｉ／Ｒ组比较，氢气治疗

组心肌细胞胞浆Ｂｃｌ２蛋白阳性表达的细胞数明显升高，Ｂａｘ

蛋白阳性表达的细胞数明显减低（犘＜０．０５或犘＜０．０１），见图

２、图３、图４和表１。

　　Ａ：ＮＳ组；Ｂ：ＮＩ／Ｒ组；Ｃ：ＮＩ／Ｒ＋Ｈ２ 组；Ｄ：ＤＳ组；Ｅ：ＤＩ／Ｒ组；Ｆ：

ＤＩ／Ｒ＋Ｈ２组。

图１　　电镜下各组大鼠心脏组织形态学（ＨＥ染色）

　　Ａ：ＮＳ组；Ｂ：ＮＩ／Ｒ组；Ｃ：ＮＩ／Ｒ＋Ｈ２ 组；Ｄ：ＤＳ组；Ｅ：ＤＩ／Ｒ组；Ｆ：

ＤＩ／Ｒ＋Ｈ２组。

图２　　Ｂａｘ蛋白表达免疫组织化学检测结果

　　Ａ：ＮＳ组；Ｂ：ＮＩ／Ｒ组；Ｃ：ＮＩ／Ｒ＋Ｈ２ 组；Ｄ：ＤＳ组；Ｅ：ＤＩ／Ｒ组；Ｆ：

ＤＩ／Ｒ＋Ｈ２组。

图３　　Ｂｃｌ２蛋白表达免疫组织化学检测结果

２．４　氢气对缺血再灌注后心肌细胞凋亡的影响　通过

ＴＵＮＥＬ染色与苏木素复染，正常心肌细胞胞核呈蓝色，凋亡

阳性细胞核呈深褐色；ＮＩ／Ｒ组和ＤＩ／Ｒ组的心肌细胞凋亡率
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表１　　各组大鼠心肌细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白ＯＤ值与凋亡指数的比较（狀＝１０，狓±狊）

组别 Ｂｃｌ２（ＯＤ） Ｂａｘ（ＯＤ） Ｂｃｌ２／Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ３（ＯＤ） 凋亡指数（％）

ＮＳ组 ０．１４±０．０３ ０．０８±０．０１ １．７２±０．２５ ０．０５９±０．００３ ２．１６±１．０２

ＮＩ／Ｒ组 ０．３１±０．０３ ０．９６±０．１５ ０．３１±０．０３ ０．１５７±０．００７ ２５．４０±２．０４

ＮＨ组 ０．３５±０．０２▲ ０．５０±０．０２▲ ０．６８±０．０３▲ ０．１１７±０．００９▲ １８．０８±２．１２▲

ＤＳ组 ０．１８±０．０２ ０．１８±０．０２ ０．９９±０．０６ ０．０８０±０．００８ １０．６４±１．６７

ＤＩ／Ｒ组 ０．４９±０．０３△ １．２０±０．１９△ ０．４２±０．０５△ ０．１８５±０．０１８△ ２８．０１±３．６４△

ＤＨ组 ０．５３±０．０２＃ ０．６３±０．０３＃ ０．８４±０．０２＃ ０．１４５±０．０１０＃ １７．５６±２．３７＃

　　：犘＜０．０１，与ＮＳ组比较；▲：犘＜０．０１，与ＮＩ／Ｒ组比较；△：犘＜０．０１，与ＤＳ组比较；＃：犘＜０．０１，与ＤＩ／Ｒ组比较。

（２５．４０±２．０４，２８．０１±３．６４）分别明显高于相应假手术组

（２．１６±１．０２，１０．６４±１．６７），犘＜０．０１，氢气治疗组的心肌细

胞凋亡率分别为（１８．０８±２．１２，１７．５６±２．３７）明显低于相应的

Ｉ／Ｒ组（犘＜０．０１），见图５和表１。

　　Ａ：ＮＳ组；Ｂ：ＮＩ／Ｒ组；Ｃ：ＮＩ／Ｒ＋Ｈ２ 组；Ｄ：ＤＳ组；Ｅ：ＤＩ／Ｒ组；Ｆ：

ＤＩ／Ｒ＋Ｈ２组。

图４　　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达免疫组织化学检测结果

　　Ａ：ＮＳ组；Ｂ：ＮＩ／Ｒ组；Ｃ：ＮＨ组；Ｄ：ＤＳ组；Ｅ：ＤＩ／Ｒ组；Ｆ：ＤＨ组。

图５　　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡结果

３　讨　　论

氢气是自然界中分子量最小的气体，无色、无味、无嗅，和

氧气反应可以产生水，说明氢是具有还原性的气体。之前对氢

气的研究一直停留在氢是生理惰性气体，溶解度较低，不能被

机体很好地吸收。２００７年，日本学者Ｏｈｓａｗａ等
［４］研究证实氢

气可以选择性地清除羟基自由基和大多数具有细胞毒性的活

性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），作为一种抗氧化

剂有效地保护细胞。

近年来研究显示，细胞凋亡与糖尿病心血管并发症及心肌

Ｉ／Ｒ损伤密切相关
［５］。Ｋｅｒｓｔｅｎ等

［６］通过对犬类急性糖尿病模

型的建立证实，糖尿病可以导致心肌细胞凋亡增加，同时 Ｗｕ

等［７８］研究表明糖尿病在增加细胞凋亡的同时也增加了凋亡相

关蛋白的表达水平。过去的观点认为缺血性心脏病过程中心

肌细胞死亡的惟一方式是心肌细胞的坏死，然而Ｅｅｆｔｉｎｇ等
［９］

研究证实在心肌梗死后再灌注损伤同样可引起心肌细胞发生

凋亡。

细胞凋亡即细胞程序性死亡，是促凋亡刺激与抗凋亡刺激

维持相对稳态平衡的作用结果［１０］。Ｂｃｌ２和Ｂａｘ属于Ｂｃｌ２家

族，它们的表达作用是相互拮抗的，而对细胞是否产生保护作

用，要根据Ｂｃｌ２和Ｂａｘ所形成的的同源二聚体或者异源二聚

体中二者所占比例决定的，当Ｂｃｌ２过量时，与Ｂａｘ所形成的

异源二聚体可以保护细胞免受凋亡损伤，而当Ｂａｘ过量时，其

自身可形成同源二聚体，作用于细胞，促进其发生凋亡。现已

有研究指出，通过上调Ｂｃｌ２的表达同时下调Ｂａｘ的表达能抑

制心肌缺血／再灌注损伤时心肌细胞凋亡的发生，保护心肌细

胞［１１］。因此，有人提出细胞在凋亡刺激因子作用下，Ｂｃｌ２与

Ｂａｘ的比率决定了细胞存亡
［１２１３］。Ｃａｉ等

［１４］研究表明，高血糖

诱导的心肌细胞凋亡是通过激活细胞色素Ｃ活化的Ｃａｓｐａｓｅ３

信号通路实现的，Ｂｃｌ２是通过干扰细胞色素Ｃ的释放而阻断

上游Ｃａｓｐａｓｅ蛋白酶的激活，抑制细胞的凋亡
［１５］。Ｂａｘ蛋白作

为线粒体膜上离子通道的组成成分，使细胞色素Ｃ得以穿过

线粒体膜，激活Ｃａｓｐａｓｅ９，并进一步激活Ｃａｓｐａｓｅ３，导致细胞

凋亡［１６］。

本实验通过ＴＵＮＥＬ法检测大鼠心肌细胞凋亡率显示，糖

尿病组大鼠心肌细胞凋亡率高于非糖尿病组大鼠，提示糖尿病

本身会引起机体产生细胞凋亡损伤；而心肌缺血再灌注后心肌

细胞凋亡率又显著高于相应假手术组，且ＤＩ／Ｒ组高于 ＮＩ／Ｒ

组，表明心肌缺血再灌注时心肌细胞也存在明显凋亡现象，在

心肌缺血再灌注损伤发生的过程中，心肌细胞的凋亡是显著增

加的，并且糖尿病的伴随同时加重了心肌缺血／再灌注损伤后

心肌细胞的凋亡。腹腔注射氢气明显降低了缺血再灌注后糖

尿病心肌组织的细胞凋亡率，这一结果表明腹腔注射氢气能够

抑制缺血再灌注后糖尿病心肌细胞的凋亡。本实验免疫组织

化学结果显示，假手术组大鼠心肌可见少量的Ｂｃｌ２和Ｂａｘ、

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白阳性细胞表达，Ｉ／Ｒ组可见少量Ｂｃｌ２的和大量

的Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞，其中ＤＩ／Ｒ组较 ＮＩ／Ｒ组更为显

著，而氢气治疗组与ＤＩ／Ｒ组比，Ｂｃｌ２阳性细胞数增加，Ｂａｘ与

Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数则减少。从这一结果可以看出氢气抑制

心肌细胞凋亡的机制可能与降低心肌细胞中Ｂａｘ、Ｃａｓｅｐａｓｅ３

蛋白的表达水平，同时增加Ｂｃｌ２蛋白的表达水平相关。

本实验结果可以证实糖尿病加重了大鼠心肌缺血／再灌注

损伤后的心肌细胞凋亡，腹腔注射氢气对糖尿病大鼠心肌缺

血／再灌注损伤具有保护效应；其作用机制可能与其抑制心肌

细胞凋亡有关；而其抗心肌调亡的作用机制可能与其上调Ｂｃｌ

２蛋白表达和下调Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达有关。
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细胞表达后，经过翻译后修饰和加工，具有天然病毒蛋白的结

构和生物学活性，可作为研究ＯＲＦ３蛋白与宿主细胞相互作用

的有效工具，为进一步探索ＯＲＦ３蛋白在戊型肝炎发病中的作

用奠定了基础。
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