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去铁胺对糖尿病大鼠心肌细胞铁死亡通路的影响
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摘　要　目的　探究去铁胺对糖尿病大鼠心肌细胞铁死亡通路的影响。方法　雄性 ＳＤ大鼠 ２４只，采用数字表法随机分为

３组，即正常组（Ｎ组）、糖尿病组（Ｄ组）和去铁胺处理组（Ｃ组），每组各 ８只。采用腹腔注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）５５ｍｇ／ｋｇ建立糖

尿病模型，０．２ｍｇ／ｇ去铁胺（ＤＦＯ）连续腹腔注射 １周。观察各组在实验第 １天、３天、１０天、１７天、２４天、３１天血糖值和体质量的

变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定心肌细胞微管相关蛋白 ３Ⅱ（ＬＣ３Ⅱ）、铁蛋白重链（ＦＴＨ）和核受体共同激活因子 ４（ＮＣＯＡ４）的表达，血

液生化仪测血浆 ｃＴｎＩ浓度，普鲁士蓝染色和 ＨＥ染色观察心肌的病理学改变。结果　与 Ｎ组比较，Ｄ组和 Ｃ组血糖值升高，体质

量减轻，Ｄ组 ｃＴｎＩ、心肌细胞 ＦＴＨ、ＮＣＯＡ４、ＬＣ３Ⅱ含量升高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｄ组比较，Ｃ组 ｃＴｎＩ、血糖值、铁蛋白自噬相关蛋白均下

降（Ｐ＜０．０５），细胞内含铁小粒数目明显减少。结论　去铁胺处理 １周可降低糖尿病大鼠血糖水平，降低 ｃＴｎＩ浓度，抑制心肌细

胞内 ＮＣＯＡ４的表达，抑制铁死亡通路，改善心肌细胞损伤。
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　　糖尿病患者往往伴随多器官功能的下降，高血糖
造成的血管内皮细胞和心肌细胞的损伤增加了糖尿

病患者心血管疾病的风险
［１］
。有研究发现，铁过载

激活的铁死亡通路与糖尿病心肌细胞损伤密切相

关
［２］
。去铁胺是一种铁螯合剂，结合游离 Ｆｅ３＋形成

络合物随尿液排出体外，去铁胺可以降低糖尿病大鼠

体内铁含量，改善胰岛素抵抗，减轻糖尿病心肌损伤，

但具体机制尚未完全清楚
［３，４］
。核受体共同激活因

子４（ＮＣＯＡ４）在铁死亡通路中介导细胞内铁蛋白自
噬，导致铁离子增多，引发细胞损伤

［５］
。本研究推测

去铁胺可能通过抑制 ＮＣＯＡ４的表达，起到心肌保护的
作用，通过观察去铁胺对糖尿病大鼠心肌细胞铁死亡

通路的影响，探讨去铁胺改善糖尿病心肌损伤的机制。

材料与方法

１．实验材料：体质量２４０～２９０ｇ的健康成年雄性
ＳＤ大鼠２４只，由山西医科大学实验动物中心提供；
链脲佐菌素（ＳＴＺ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；注射用甲磺酸
去铁胺（诺华制药有限公司）；铁蛋白重链（ＦＴＨ）、核
受体共同激活因子４（ＮＣＯＡ４）、微管相关蛋白 ３（ＬＣ３
Ⅱ）、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）抗体购自美
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国 ＡＢｃｌｏｎａｌ公司。
２．实验分组：大鼠适应 １周后，采用数字表法随

机将其分为３组（ｎ＝８）：正常组（Ｎ组）：Ｎ组大鼠在
禁食８ｈ后经腹腔注射１０ｍｌ／ｋｇ枸橼酸钠缓冲液。普
通饲料喂养，饮水饲料供应充足，保持垫料干燥；糖尿

病组（Ｄ组）：大鼠在禁食 ８ｈ后，采用头低位腹腔注
射 ＳＴＺ５５ｍｇ／ｋｇ，浓度１０ｍｇ／ｍｌ，其他条件同 Ｎ组；去
铁胺处理组（Ｃ组）：采用与 Ｄ组相同的方法制备糖
尿病模型，于第 ２４天开始每日腹腔注射去铁胺
０２ｍｇ／ｇ，浓度５０ｍｇ／ｍｌ，持续 １周。３组大鼠于注射
当天、第３天、１０天、１７天、２４天、３１天监测日间随机
血糖和体质量。

３．血浆 ｃＴｎＩ测定：于建模后第 ３１天，采用断尾
法采血 ２５ｍｌ，收集于抗凝采血管中，４℃离心机
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取约 １ｍｌ血浆，使用全自动
动物血液生化仪测血浆 ｃＴｎＩ浓度。

４．病理学染色：采血后采用脊椎脱臼法处死大
鼠，取心脏组织，０．９％氯化钠溶液冲洗后置于 －８０℃
度冰箱冷冻 ５ｍｉｎ。垂直于心脏长轴切成厚 ４ｍｍ的
标本，经过固定、脱水、透明、石蜡包埋、切片，制成

４μｍ厚标本切片。ＨＥ染色采用苏木精染液染色
５ｍｉｎ，伊红染液染色１ｍｉｎ制备；普鲁士蓝染色采用普
鲁士蓝染液染色３０ｍｉｎ，核固红染液染色 １０ｍｉｎ，之后
透明、封片。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：每只大鼠的心肌取 ５００ｇ
组织，加入 ＲＩＰＡ裂解液 １０μｌ／ｍｇ和 ＰＭＳＦ蛋白酶抑
制剂０１μｌ／ｍｇ，提取总蛋白。每份样品取 ５０μｇ，选
择１２％ ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），
进行湿法转膜。３７℃脱脂牛奶封闭 ２ｈ，分别加入铁
蛋白重链单克隆抗体（ＦＴＨ，１∶１０００）；核受体共同激
活因子４单克隆抗体（ＮＣＯＡ４，１∶１０００）；微管相关蛋
白３单克隆抗体（ＬＣ３Ⅱ，１∶１０００）和内参抗 －甘油
醛 －３－磷酸脱氢酶单克隆抗体（ＧＡＰＤＨ，１∶１０００）孵
育过夜。洗膜后加入 ＨＲＰ二抗山羊抗兔（１∶１０００）孵
育２ｈ，自动曝光仪曝光显影。采用 ＩｍａｇｅＪ软件测定
条带灰度值，以目的条带灰度值与 ＧＡＰＤＨ灰度值的
比值反映表达。

６．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数
据进行统计分析，正态分布的计量资料以均数 ±标准
差（ｘ±ｓ）表示，组间数据比较采用单因素方差分析，
以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．大鼠基本情况的变化：３组大鼠基础体质量、

基础血糖值比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与
Ｎ组比较，Ｄ组、Ｃ组在注射 ＳＴＺ第 ３天、１０天、１７
天、２４天、３１天监测日间随机血糖明显升高（Ｐ＜
００５），Ｄ组、Ｃ组体质量在第 １７天、２４天、３１天明显
降低（Ｐ＜００５，表１、表２）。

表 １　３组大鼠随机血糖值比较（ｘ±ｓ，ｍｍｏｌ／Ｌ，ｎ＝８）

组别 第１天 第３天 第１０天 第１７天 第２４天 第３１天
Ｎ组 ８．１±０．６ ８．５±０．７ ８．７±０．４ ７．４±０．６ ７．９±０．７ ８．２±０．４
Ｄ组 ７．９±０．５ ２１．５±０．８ ２７．９±１．１ ３０．２±０．９ ２９．５±１．７ ３１．３±１．５

Ｃ组 ８．５±０．４ ２２．１±０．９ ２８．５±１．２ ２９．４±１．５ ３０．２±１．８ ２５．５±１．３＃

　　与 Ｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｄ组比较，＃Ｐ＜０．０５

表 ２　３组大鼠体质量变化比较（ｘ±ｓ，ｇ，ｎ＝８）

组别 第１天 第３天 第１０天 第１７天 第２４天 第３１天
Ｎ组 ２４８．１±１０．６ ２６６．５±１１．６ ２６９．４±１０．４ ２７１．５±１２．１ ２７５．３±１１．３ ２８２．２±１３．４
Ｄ组 ２５２．９±１１．５ ２６１．３±１０．８ ２６２．１±１４．１ ２５３．２±１２．９ ２４９．５±１．７ ２３７．６±１１．３

Ｃ组 ２５５．５±９．４ ２６２．１±１１．５ ２５９．５±１１．７ ２５２．６±１４．３ ２４３．７±１２．８ ２４１．５±１１．２

　　与 Ｎ组比较，Ｐ＜０．０５

　　２．大鼠心肌细胞铁蛋白自噬相关蛋白变化：与 Ｎ
组比较，Ｄ组和 Ｃ组大鼠血清 ｃＴｎＩ含量增加，Ｄ组心
肌细胞 ＬＣ３Ⅱ、ＦＴＨ、ＮＣＯＡ４表达增多，Ｃ组心肌细胞
ＦＴＨ、ＬＣ３Ⅱ、ＮＣＯＡ４含量降低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｄ组比
较，Ｃ组大鼠血清 ｃＴｎＩ含量降低，心肌细胞 ＦＴＨ、ＬＣ３
Ⅱ、ＮＣＯＡ４含量降低（Ｐ＜０．０５，表３）。

表 ３　３组大鼠 ｃＴｎＩ浓度、ＬＣ３Ⅱ、ＦＴＨ、
ＮＣＯＡ４比较（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ｃＴｎＩ ＬＣ３Ⅱ ＦＴＨ ＮＣＯＡ４
Ｎ组 １０．７±２．３ ０．４２±０．１２ ０．９５±０．１７ ０．５１±０．０９
Ｄ组 ３５．７±４．２ ０．９３±０．２１ １．５１±０．２５ ０．９１±０．２４

Ｃ组 ２０．２±４．１＃ ０．６６±０．１５＃ ０．７８±０．１３＃ ０．２０±０．１２＃

　　与 Ｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｄ组比较，＃Ｐ＜０．０５
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　　３．大鼠心肌病理学改变：光镜下可见 Ｎ组心肌细
胞形态正常，普鲁士蓝染色显示细胞内有少量含铁小

粒；Ｄ组心肌纤维排列松散，细胞肿胀，胞质染色加深，

细胞内有较多含铁小粒；Ｃ组心肌细胞结构较完整，胞
质染色较均匀，但细胞间连接不紧密，出现少量空泡，

与 Ｄ组比较，Ｃ组含铁小粒明显减少（图１、图２）。

图 １　心肌组织 ＨＥ染色（×２００）

　

图 ２　心肌组织普鲁士蓝染色（×４００）
为含铁小粒

　

讨　　论
ＳＴＺ通过破坏大鼠胰岛 β细胞，造成胰岛素分泌

不足，制备糖尿病大鼠模型。本研究选择单次腹腔注

射 ＳＴＺ５５ｍｇ／ｋｇ，注射 ＳＴＺ３天后，Ｄ组和Ｃ组静脉血
糖值均 ＞１６７ｍｍｏｌ／Ｌ，且出现多饮、多食、多尿、体质
量减轻的表现，表明成功制备糖尿病大鼠模型。参照

文献［６］，Ｃ组采用腹腔注射去铁胺 ０．２ｍｇ／ｇ连续 １
周的方法处理糖尿病大鼠，Ｃ组 ｃＴｎＩ浓度、随机血糖
值下降，心肌细胞损伤减轻，说明去铁胺对糖尿病大

鼠有一定的器官保护作用。

研究表明，铁蛋白自噬增强是促进糖尿病发生的

重要途径之一
［７］
。有６．６％的２型糖尿病患者中伴随

高铁蛋白血症，升高的铁蛋白与胰岛素抵抗相关，而不

是与胰岛素产生相关
［８］
。铁蛋白自噬增强，释放出游

离的铁离子，加速细胞内氧化应激的发生
［９］
。ＮＣＯＡ４

介导的铁蛋白自噬是铁死亡通路的重要组成部分，它

可以特异性识别铁蛋白重链，并连接自噬体上的 ＬＣ３，
在溶酶体完成铁蛋白自噬，游离的铁离子释放到胞质

中，通过芬顿反应促进细胞内氧自由基损伤，特别是细

胞器膜脂质分子受到氧自由基攻击后形成脂质过氧化

物，影响细胞器功能、激活凋亡通路等
［１０，１１］

。本研究中

Ｄ组大鼠 ＮＣＯＡ４、ＦＴＨ、ＬＣ３Ⅱ表达增加，ｃＴｎＩ浓度升
高，心肌细胞含铁小粒数量增加，提示糖尿病组心肌细

胞内铁蛋白自噬增加，细胞损伤加重。

去铁胺作为一种铁螯合剂，临床上主要用于治疗

地中海贫血，输血引起的铁负荷过重，可以结合 Ｆｅ３＋

形成水溶性络合物，并随尿液排出体外
［１２］
。有研究

显示，去铁胺在改善糖尿病胰岛素抵抗、减轻心肌细

胞损伤中发挥重要作用，但其中的机制仍不明

确
［１３，１４］

。本研究中 Ｃ组大鼠在注射去铁胺 １周后，
心肌细胞 ＮＣＯＡ４、ＦＴＨ、ＬＣ３Ⅱ表达降低，血糖水平也
比 Ｄ组降低，说明去铁胺的作用可能与抑制细胞内

·８１１·
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铁蛋白自噬通路有关。虽然去铁胺处理后血糖水平

未恢复正常，但是大鼠心肌细胞损伤明显减轻。张东

等
［１５］
研究发现，采用去铁胺２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）干预糖尿

病大鼠２个月，血糖水平仍高于正常，但是可以在一
定程度上减轻糖尿病大鼠骨质疏松的形成。

综上所述，去铁胺可以抑制糖尿病大鼠心肌细胞

内 ＮＣＯＡ４的表达，抑制铁蛋白自噬，减轻铁死亡，降
低血糖水平和 ｃＴｎＩ浓度，起到心肌保护的作用。本
研究为糖尿病的临床治疗提供了新思路。
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加贝酯对脑缺血再灌注大鼠神经细胞

凋亡的影响及机制研究

乔建新　刘熙鹏　刘　明　曹　兵

摘　要　目的　研究加贝酯（ｇａｂｅｘａｔｅｍｅｓｉｌａｔｅ，ＧＭ）对脑缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）大鼠神经细胞凋亡的影响并

初探其机制。方法　取 １２０只雄性 ＳＤ大鼠随机分为假手术组（Ｓｈａｍ组）、Ｉ／Ｒ组、尼莫地平（ＮＭＰ）２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）组和 ＧＭ５、１０、

２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）组，每组 ２０只；采用线栓阻断大脑中动脉 ２ｈ的方法制备脑 Ｉ／Ｒ大鼠模型，造模完成后尾静脉注射给药，１次／天连

续７天。通过 ＨＥ、ＴＵＮＥＬ染色法行脑组织病理学检查和细胞凋亡观察；生化分析法测定抗氧化酶（ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ）活性和 ＭＤＡ

含量；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３、ＮＦ－κＢ、内质网应激凋亡通路相关蛋白（ｐ－ＪＮＫ、ＣＨＯＰ）表达。结果　与 Ｉ／Ｒ组比

较，经 ＧＭ１０、２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）或 ＮＭＰ２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）治疗 ７天明显改善脑组织形态结构病变和细胞损伤，改善细胞凋亡状况、降低

凋亡指数（ＡＩ），提高 ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ活性并降低 ＭＤＡ含量，下调 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３、ＮＦ－κＢ、ｐ－ＪＮＫ、ＣＨＯＰ蛋白表达，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ＮＭＰ２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）组比较，ＧＭ２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）组脑组织病变和细胞凋亡状况改善效果较优、ＡＩ降低，
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