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摘要　目的：探讨 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ１在糖尿病心肌病心室重构过程中的作用，以及糖心宁的心肌保护作用
及机制。方法：３６只ＳＤ大鼠，其中９只作为空白对照组，２７只腹腔注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）制备糖尿病心肌病大鼠模型，
随机分为模型组、糖心宁高剂量组、糖心宁等效剂量组３组，糖心宁组灌服中药，模型组及空白对照组灌服等量清洁饮用
水，给药８周后处死大鼠，计算左心室肥厚指数，检测血清ＴＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量；Ｍａｓｓｏｎ染色观察心肌组织中胶原，免
疫组化法检测心肌组织ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ１的蛋白表达。结果：糖尿病心肌病大鼠用药８周后，糖心宁高剂量
组、糖心宁等效剂量组均能降低左心室肥厚指数，减少ＭＤＡ含量，升高 ＴＳＯＤ水平，且同时升高 ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１和 ＭＭＰ
２／ＴＩＭＰ２比值，降低心肌胶原含量。结论：糖心宁具有通过改善氧化应激，重新调整ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１平衡、减弱ＴＩＭＰ１对
ＭＭＰ９抑制从而减轻ＤＣＭ心室重构的作用。
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　　糖尿病心肌病（ＤｉａｂｅｔｉｃＡｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）
是指糖尿病患者心肌细胞原发性损伤引起广泛的结

构异常，最终引起左心室肥厚、舒张和（或）收缩期

功能障碍的一种疾病状态。ＤＣＭ主要病理改变表
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现为心室重构，而心室重构的形成不仅取决于心肌

细胞本身，还包括心肌细胞外基质代谢失平衡导致

的心肌间质重构，最终诱发心力衰竭。基质金属蛋

白酶（ＭＭＰｓ）是降解细胞外基质的关键酶，心肌中的
ＭＭＰｓ能够降解除多糖以外的所有基质成分。糖尿
病时高血糖诱导的氧化应激可通过调节基质金属蛋

白激酶（ＭＭＰｓ）／基质金属蛋白酶组织抑制物
（ＴＩＭＰｓ）的平衡参与 ＤＣＭ心室重构［１３］。糖心宁是

我院国家级名老中医魏执真教授结合多年临床经

验，潜心组方形成的经验方，既往实验研究结果表

明：糖心宁对ＤＣＭ心肌超微结构病理改变具有改善
作用，可抑制血管平滑肌细胞的增值、血小板衍化生

长因子的生成和原癌基因Ｃｍｙｃ、Ｃｆｏｘ基因的表达，
从而起到对糖尿病心脏的保护作用［４５］。本研究采

用ＳＴＺ诱导的 ＳＤ雄性大鼠 ＤＣＭ模型，初步探讨糖
心宁对 ＤＣＭ心室重构的影响，ＤＣＭ大鼠心肌组织
中氧化应激反应及 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ１
表达情况以及糖心宁的干预作用。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　雄性 ＳＤ大鼠（由中国食品药品检定
研究院提供，ＳＣＸＫ（京）２０１４００１３）３６只，ＳＰＦ级，体
重１８０～２２０ｇ，于ＳＰＦ级动物房喂养，饲养条件为恒
温２０～２４℃，相对湿度４０～７０，明暗交替１２ｈ／１２
ｈ，普通饲料，自由进食水。
１１２　药物　糖心宁组成（太子参、麦冬、五味子、
丹参、川芎、香附、香橼、佛手、牡丹皮、赤芍、黄连），

由北京中医医院中药房提供。糖心宁制备成水煎

剂，等效剂量为成人正常剂量按体表面积系数折算

乘以７，高剂量为等效剂量的２倍。
１１３　试剂与仪器　链脲佐菌素（ＳＴＺ货号：
Ｓ０１３０，Ｓｉｇｍａ）、糖原染色试剂盒（ＰＡＳ货号：ＭＳＴ
８０３７，迈新生物技术开发有限公司）、Ｍａｓｓｏｎ染色试
剂盒（货号：Ｄ０２６，南京建成科技有限公司）、总超氧
化物歧化酶试剂盒（ＴＳＯＤ货号：Ａ００１１，南京建成
科技有限公司）、丙二醛试剂盒（ＭＤＡ货号：Ａ００３１，
南京建成科技有限公司）、兔抗大鼠 ＭＭＰ２单克隆
抗体（货号：ＢＡ０５６９，武汉博士德生物公司）、兔抗大
鼠ＭＭＰ９单克隆抗体（货号：ＰＢ０７１０，武汉博士德生
物公司）、兔抗大鼠 ＴＩＭＰ１多克隆抗体（货号：
ＢＡ０５７５，武汉博士德生物公司）、兔抗大鼠 ＴＩＭＰ２
多克隆抗体等（货号：ＢＡ０５７６，武汉博士德生物公
司）、脱水机、包埋机（Ｌｅｉｃａ，ＥＧ１１４０Ｃ）、石蜡切片机
（Ｌｅｉｃａ公司，ＲＭ２１３５）生物图像分析软件ＡＯＮＳＴＵ

ＤＩＯ２０１２等。
１２　方法
１２１　动物模型制备　采用链脲佐菌素（ＳＴＺ）腹
腔注射制作糖尿病大鼠模型［６７］。普通饲料适应性

喂养１周后，禁食１２ｈ，期间自由饮水，随机分为空
白对照组９只，造模组２７只，造模组按５５ｍｇ／ｋｇ剂
量单次腹腔内注射 ＳＴＺ，空白对照组腹腔内注射等
体积柠檬酸缓冲液，分别于７２ｈ、１周后，采用葡萄
糖氧化酶法尾静脉取血测定空腹血糖，两次空腹血

糖均≥１１１ｍｍｏｌ／Ｌ，定义为糖尿病大鼠造模成功。
第５周（ＳＴＺ注射后第４周），空白组随机抽取１只
大鼠，造模组随机抽取３只大鼠取材，光镜下观察空
白组及造模组的心肌组织，若造模组表现为心肌细

胞肥大、心肌间质纤维化，且心肌过碘酸雪夫染色呈

阳性，可认为ＤＣＭ造模成功。
１２２　实验分组及给药　大鼠３２只，分为４组，其
中包括空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）８只，将造模组２４只随
机平均分为３组，分别为模型组（Ｍｏｄｅｌ）、糖心宁高
剂量组（ＴＸＮＨ）、糖心宁等效剂量组（ＴＸＮＬ）。

糖心宁高剂量组和糖心宁等效剂量组每日中药

灌胃１次，空白对照组、模型组予等量清洁饮用水灌
胃，１次／ｄ，按１ｍＬ／１００ｇ计算，共给药８周。
１２３　一般情况　平时记录大鼠活动状态、毛色、
精神状态、饮食、二便情况。每周测血糖和称重。

１２４　标本采集　给药８周结束后，腹腔注射戊巴
比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）将大鼠麻醉，腹主动脉取血，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，分离血清，处死动物，迅速
取出心脏，称取动物心重、称取左心室游离壁湿重，

计算左室肥厚指数（ＬＶＨＩ左心室重量／全心湿重）。
心脏保存于１０％福尔马林溶液。
１２５　生化法测定氧化应激指标　采用硫代巴比
妥酸法测定 ＭＤＡ的含量。用可见分光光度计测量
其吸收度，通过公式计算ＭＤＡ含量。具体操作按试
剂盒说明书进行。采用黄嘌呤氧化酶法（羟胺法）

测定ＴＳＯＤ活力，通过比色法可以测定被测样品具
有的ＴＳＯＤ活力。具体操作按试剂盒说明书进行。
１２６　Ｍａｓｓｏｎ染色测定心肌胶原含量　心肌组织
常规脱水、包埋、切片，按照 Ｍａｓｓｏｎ染色说明说操
作，光镜下观察心肌细胞，在２００倍镜下拍片，每张
片选１０个视野，，采用生物图像分析软件ＡＯＮＳＴＵ
ＤＩＯ２０１２分析心肌组织胶原含量，测量胶原面积百
分比（Ｐｅｒｃｅｎｔ）和积分光密度（ＩＯＤ），结果用质量评
分公式Ｑ＝Ｐ／Ｉ（Ｑ：Ｑｕａｌｉｔｙ、Ｐ：Ｐｅｒｃｅｎｔ阳性物质表达
面积、Ｉ：ＩＯＤ值）来评价心肌胶原的含量。

·６２· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊａｎｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１



１２７　心肌 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ１蛋白
表达测定　采用免疫组化方法石蜡切片常规脱蜡至
水，过梯度乙醇，ＰＢＳ清洗后甩干，内源性过氧化物
酶封闭消除背景染色，ＰＢＳ清洗，浸入柠檬酸盐溶
液，水浴锅加热法修复抗原，冷却至常温，正常山羊

血清封闭非特异性抗原，ＰＢＳ清洗甩干，滴加一抗小
鼠一抗，４℃过夜。ＰＢＳ泡洗、甩干，加入羊抗小鼠
二抗，ＰＢＳ洗片，ＤＡＢ显色，封片，在 ４００倍镜下拍
片，每张片选 １０个视野。应用生物图像分析软件
ＡＯＮＳＴＵＤＩＯ ２０１２ 对 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ２、
ＴＩＭＰ１（细胞质中棕褐色颗粒为阳性）表达进行图
像分析，测量阳性物质的面积百分比（Ｐｅｒｃｅｎｔ）和积
分光密度（ＩＯＤ），结果用质量评分公式 Ｑ＝Ｐ×Ｉ（Ｑ：
Ｑｕａｌｉｔｙ、Ｐ：Ｐｅｒｃｅｎｔ阳性物质表达面积、Ｉ：ＩＯＤ值）来
评价蛋白表达情况。

１３　统计学方法　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６０１软件
进行数据分析，计算结果采用均数 ±标准差（ｍｅａｎ
±ＳＤ）表示，采用单因素 ＡＮＯＶＡ分析各组组间差
异，２组间采用配对 ｔ检验，以 Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果
２１　一般情况　对照组大鼠体重随时间明显增加，
精神状况良好，毛皮有光泽，反应灵敏。模型组大鼠

均出现多饮、多食、多尿及消瘦等症状，毛皮杂乱、失

去光泽，倦怠少动，反应迟钝，灌服中药组大鼠整体

状况虽不及正常组，但较模型组有所改善。

糖尿病心肌病大鼠成模后，空腹血糖比对照组

空腹血糖明显升高（Ｐ＜００１），差异有统计学意义；
给药期间，各组血糖数值无明显波动；用药后，糖心

宁组血糖与模型组血糖比较（Ｐ＞００５），差异无统
计学意义。见表１。

表１　各组大鼠空腹血糖的比较
（单位：ｍｍｏｌ／Ｌ，ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝８）

组别 灌胃第０周 灌胃第４周 灌胃第８周

对照组 ６３４±０５８ ５８９±０４９ ５６８±０５３
模型组 ２５１７±４６２２５０２±２３３ ２４７７±３２２

糖心宁高剂量组 ２７５８±２１５２７５８±３５７ ２５６９±２９２

糖心宁等效剂量组 ２５８５±３２７２６６８±３３３ ２６１８±５０３

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

２２　左心室肥厚指数　模型组大鼠 ＬＶＨＩ（０７３±
００８）明显高于对照组（０６１±００６）（Ｐ＜００１），糖
心宁高剂量组 ＬＶＨＩ（０６４±００６）和糖心宁等效剂
量组ＬＶＨＩ（０６４±００６）均低于模型组（Ｐ＜００５）。
２３　ＴＳＯＤ活力和ＭＤＡ含量　模型组较对照组Ｔ
ＳＯＤ活力显著下降，ＭＤＡ含量升高（Ｐ＜００１）；而

糖心宁高剂量和糖心宁等效剂量均可升高 ＴＳＯＤ
活力（Ｐ＜００１），降低 ＭＤＡ含量（Ｐ＜００５）。见
表２。

表２　糖心宁对糖尿病心肌病大鼠血清ＴＳＯＤ
　　及ＭＤＡ的影响（ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝８）

组别 ＴＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍＬ）

对照组 ２３２８０±１０３４ ４５６±０８２

模型组 １９９１８±９３４ １８７５±１０９０
糖心宁高剂量组 ２３９８３±５３２ ６８７±３１９

糖心宁等效剂量组 ２１４７０±９６９ ９０８±４８５

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

２４　Ｍａｓｓｏｎ染色结果胶原蛋白分析　模型组大鼠
心肌胶原较对照组显著增多（Ｑ：００６±００２比００２
±００１，Ｐ＜００１）。糖心宁高剂量组（Ｑ：００２±
００１比００６±００２，Ｐ＜００１）及糖心宁等效剂量组
（Ｑ：００３±０００３比００６±００２，Ｐ＜００５）均可降
低心肌胶原。所有数值均采用科学计数（１０－２）法表
示。见图１。
２５　大鼠心肌 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ１蛋白
表达　大鼠心肌 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ１蛋
白表达情况见表 ３，ＭＭＰ２见图 ２，ＭＭＰ９见图 ３，
ＴＩＭＰ２见图４，ＴＩＭＰ１见图５。

图１　各组胶原纤维表达水平（×４００）

图２　各组ＭＭＰ２蛋白表达水平（×４００）
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表３　各组大鼠心肌ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ１蛋白表达比较（ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝８）

组别 ＭＭＰ２ ＭＭＰ９ ＴＩＭＰ２ ＴＩＭＰ１

对照组 ０２９±００６ ５５４±２２２ ０４０±００６ ０２３±００７

模型组 ０６５±０１４ ８７９±３６４ １２３±０２５ ０７９±０４３
糖心宁高剂量 ０３５±０１５ ５５１±１９８ ０４１±０１１ ０２４±０２２

糖心宁等效剂量 ０３８±０２７ ４３７±２７４ ０５１±０２２ ０３４±０３３

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。所有数值均采用科学计数法（１０－２）表示。

图３　各组ＭＭＰ９蛋白表达水平（×４００）

图４　各组ＴＩＭＰ２蛋白表达水平（×４００）

图５　各组ＴＩＭＰ１蛋白表达水平（×４００）

２６　各组大鼠　ＭＭＰ２与 ＴＩＭＰ２、ＭＭＰ９与

ＴＩＭＰ１蛋白含量比值比较见表４。
表４　各组大鼠心肌ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２、ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１

蛋白含量比值比较（ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝８）

组别 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２ ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１

对照组 ０７８±０３４ ２５５８±１２３３

模型组 ０５０±０３４ １１８０±５６９
糖心宁高剂量 ０６７１±０１３ １９５７±７４６

糖心宁等效剂量 ０６４±０３５ ２２３７±８７６

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。所有数值均采用科

学计数法（１０－２）表示。

３　讨论
ＤＣＭ心室重构包括心肌细胞肥大、心肌间质纤

维化和心肌细胞凋亡，糖尿病时高血糖诱导的氧化

应激是心肌损伤的主要机制之一［８９］，氧化应激可通

过调节ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ的平衡参与ＤＣＭ心肌损伤，促
进心肌间质纤维化，而心肌间质纤维化是糖尿病心

肌病心室重构的病理特点之一。心肌细胞外基质最

主要的成分是胶原，其中Ⅰ型、Ⅲ型胶原占９０％以
上，ＭＭＰｓ是降解细胞外基质的关键酶，ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９是心肌组织Ｉ、ＩＩＩ型胶原完全降解的限速酶，
决定Ｉ、ＩＩＩ型胶原降解的速度［１０１１］。ＴＩＭＰｓ为ＭＭＰｓ
内源性的特异性抑制剂，与 ＭＭＰｓ共同构成体内调
节细胞外基质动态平衡的最重要的系统，目前发现

与ＭＭＰ２和ＭＭＰ９关系密切而且在心脏表达较多
的是 ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２；ＴＩＭＰ１主要抑制 ＭＭＰ９，
ＴＩＭＰ２主要抑制ＭＭＰ２［１２］。

现代医学目前尚无治疗ＤＣＭ的特异性药物，临
床主要以纠正糖、脂代谢紊乱，控制血压，保护心肌

细胞等对症综合治疗为主，尤其是纠正糖、脂代谢紊

乱是治疗ＤＣＭ的关键环节。高额的治疗费用和化
学药物所带来的不良反应使上述药物的临床获益受

限，因此，加强传统中医药学在相关领域的研究，具

有重要临床意义。

中医虽无ＤＣＭ的明确记载，但对其症状与病机
的描述可见于“消渴病”并发“心悸”“怔忡”“胸痹

心痛”“厥心痛”“真心痛”等证之中。“瘀血”在糖

尿病心肌病的发生、发展中起着至关重要的作用。

消渴病迁延日久，气阴两虚，气虚无力推动血行，阴
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虚脉道不充，则更易导致瘀血阻滞；瘀血一旦形成，

即成为新的致病因素，如血瘀气滞可影响水津的输

布和吸收，水液停蓄成痰，形成瘀痰互结，痹阻心脉，

故目前多以以益气养阴活血法为 ＤＣＭ基本治疗大
法［１３１４］。糖心宁由太子参、麦冬、五味子、丹参、川

芎、香附、香橼、佛手、牡丹皮、赤芍、黄连组成。方中

以太子参、麦冬、五味子益气养心，以香附、香橡、佛

手宽胸理气，配以丹参、川芎活血通脉，牡丹皮、赤芍

凉血清热，黄连厚肠理气，诸药相伍，共奏益气养心、

理气通脉、凉血清热之功，具有良好的临床疗效。

本研究发现，模型组大鼠左心室肥厚指数升高，

ＭＤＡ含量增多、ＴＳＯＤ活力下降，提示氧化应激参
与了糖尿病心肌病心室重构的发生和发展；而

ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ在模型组和对照组之间也存在差异，
模型组比值有下降趋势，尤其以 ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１比值
降低明显，提示 ＭＭＰｓ和 ＴＩＭＰｓ失衡可能是糖尿病
心肌病心室重构的发病机制之一，且氧化应激与

ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ平衡可能存在一定的联系。应用糖心
宁后，能够降低左心室肥厚指数，提高 ＴＳＯＤ活力，
减少 ＭＤＡ含量，升高 ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ比值，尤以
ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１比值升高明显，达到保护心肌的目的。

研究结果提示糖心宁可以降低左心室肥厚指

数，减轻ＤＣＭ心室重构，实现途径与改善氧化应激
反应，减弱 ＴＩＭＰ１对 ＭＭＰ９的抑制密切相关。至
于糖心宁其他减轻心肌细胞损伤具体作用环节及其

改善心室重构的分子通路机制尚有待进一步研究。
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世界中医药学会联合会声明：针灸科学性不可否认

　　日前，某境外网络百科全书开放平台（英文版）
将针灸归为“伪科学”，该事件引起了全球广大中医

师的强烈反对和抗议。对此，世界中医药学会联合

会高度关切，认为将针灸归为“伪科学”是不正确

的，针灸的科学性是不可否认的。

中医药是中华民族在长期生产生活实践和与疾

病作斗争中逐步形成并不断发展的医学科学，不仅

为中华民族的繁衍昌盛做出了卓越贡献，也对世界

文明进步产生了积极影响。几千年的临床实践证明

针灸疗效确切、应用广泛、操作简便、不良反应小。

近几十年来，针灸的临床效果通过科学研究已经得

到充分验证。世界卫生组织认为，针灸是一种有效

的治疗方法，已证明在近百种疾病治疗中安全有效。

目前１０３个会员国认可使用针灸，其中２９个设立了
传统医学的法律法规，１８个将针灸纳入医疗保险体
系。实践和研究证明针灸的科学性毋庸置疑。

据此，世界中医药学会联合会呼吁有关方面尊

重“针灸科学性不可否认”这一事实，用更加客观、

公正和科学的态度来对待针灸，使针灸为人类健康

做出更大的贡献。
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