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常业飞"胡
!

滔"洪
!

颖"钟
!

勇"王宏刚"高
!

迪"郑
!

盛

!云南省第三人民医院检验科"云南昆明
,+""&&

#

!!

摘
!

要!目的
!

探讨高血糖对非酒精性脂肪性肝炎!
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#大鼠肝脏超微结构及细胞凋亡的影响$

方法
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将
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级雄性大鼠采用随机数字表法分为正常组!

'b&"

#'高血糖模型组!

'b&!

#'复合模型组!高

血糖合并
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#'氨基胍组!
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#'格列美脲组!
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#"检测各组血糖值"在电镜下观察肝脏超微结

构"应用
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染色法观察肝细胞凋亡情况"以酶联免疫吸附试验测定血浆基质金属蛋白酶抑制因子
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#

&

!

8KL*

#

&

#'晚期糖基化终产物!
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#水平$结果
!

氨基胍组'格列美脲组大鼠血

糖值低于高血糖模型组'复合模型组!
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#"且氨基胍组血糖值高于正常组!
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#"格列美脲组血糖值

与正常组比较"差异无统计学意义!
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#$与正常组比较"高血糖模型组'复合模型组肝组织出现细胞超微

结构改变"核周围存在脂滴"且肝细胞浆中线粒体'内质网变形(而与复合模型组比较"格列美脲组肝细胞超微

结构较正常"可观察到核周围脂滴分布明显改善"线粒体及内质网形态趋于正常"而氨基胍组核周围脂滴分布'

线粒体与内质网形态有所改善$肝细胞凋亡率大小1复合模型组
&

高血糖模型组
&

正常组"复合模型组'高血

糖模型组
&

格列美脲组!
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#$各组血浆
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水平排序均为1复合模型组
&

高血糖模

型组
&

正常组"复合模型组
&

氨基胍组'格列美脲组!
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#$结论
!

高血糖可能会促进
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大鼠肝纤

维化'肝脏超微结构改变及肝细胞凋亡"降低血糖或减少
86=7*&

'

8KL*

#

&

'

3KN/

"有助于减轻或抑制肝脏超微

结构改变及肝细胞凋亡$
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非酒精性脂肪肝"
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#是除酒精$病毒$细菌

以外因素引起的肝损伤性临床代谢综合征!其病理特

征为肝细胞脂肪贮积及变性!包括单纯性脂肪肝及由

其演变的脂肪性肝炎$肝硬化!该病发病率较高!是目

前重要的公共卫生问题&

&*!

'

%虽然对于
53L:Q

病理

机制尚不明确!但考虑与胰岛素抵抗"

62

#$氧化应激$

脂质代谢紊乱及相关细胞因子等密切相关!尤其是糖

尿病!研究认为
53L:Q

与糖尿病之间存在强烈相互

作用%有研究显示!在
!

型糖尿病中
53L:Q

流行比

例达
(#4

"

1#4

!而在合并肥胖症的
!

型糖尿病患者

中
53L:Q

普遍存在!在
53L:Q

患者中!若存在
62

则会使三酰甘油在肝脏积聚而导致胰岛素抑制肝糖

输出作用减弱!进一步引起高胰岛素血症及血糖升

高&

(*+

'

%学者
Z35K

等&

,

'的动物实验研究结果发现!

肥胖状态下的肝
5LN!

)

B.2*#!(*+

A

轴激活在
!

型糖

尿病及
53L:Q

进展中起着重要作用!其机制可能为

抑制
3̂ 8

信号通路的
H;B(;387

!但目前国内外关

于高血糖对
53L:Q

肝脏超微及细胞凋亡的研究较

少%因此!本实验探讨了高血糖对
53L:Q

大鼠肝脏

超微结构$细胞凋亡的影响及采用降糖药物处理后的

效果与机制!现将结果报道如下%

$

!

材料与方法

$$$

!

材料

$$$$$

!

实验动物
!

选取饲养于湖北中医药大学实验

动物中心
@7L

环境下的
@7L

级雄性
@Q

大鼠
+'

只!

均达
'

周龄!体质量"

!"&c!"

#

X

!均购自上海斯莱克

实验动物有限公司!许可证号(

@J\̂

"泸#

!"&!*"""!

%

$$$$%

!

实验主要材料
!

血糖试纸$血糖测试仪购自

强生中国医疗器械有限公司-柠檬酸三钠$柠檬酸!购

自无锡晶科化工有限公司-链脲佐菌素"

@8g

#"

@.B

X

;*

@"&("

#$盐酸氨基胍购自美国
@.

X

B;

公司-格列美脲

片购自北京赛诺菲安万特制药有限公司-

%@=*,+&"

扫描电子显微镜购自怡星公司-血浆基质金属蛋白酶

抑制 因 子
*&

"

86=7&

#检 测 试 剂 盒 "

;<S;B

!批 号

K2&!1!11

#!转化生长因子
#

&

"

8KL*

#

&

#测试盒"

;<*

S;B

!批号
K2&!!','

#!
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细胞凋亡原位检测试

剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司-大鼠晚期

糖基化终产物"

3KN/

#试剂盒购自武汉
_/S0V

公司!

批号
:&("+!&1(

%

$$%

!

实验方法

$$%$$

!

实验动物分组
!

将
+'

只
@7L

大鼠采用随机

数字表法分为正常组"

'b&"

#$高血糖模型组"

'b

&!

#$复合模型组"高血糖合并
53L:Q

!

'b&!

#$氨基

胍组"

'b&!

#$格列美脲组"

'b&!

#%

$$%$%

!

实验动物模型制备
!

正常组入组后给予蒸馏

水
"$"!B:

)

X

!其余
#

组大鼠造模前
&?

禁食禁水
&!

I

!经一次性腹腔注射
@8g

"

,+B

X

)

V

X

#建立高血糖模

型!注射后
(

周内每周检测空腹血糖!血糖值
&

&,$1

BBEF

)

:

时即造模成功%氨基胍组$格列美脲组$复合

模型组大鼠给予高脂饮食"胆固醇
!$"4

$胆酸钠

"$+4

$丙硫氧嘧啶
"$!4

$蔗糖
+$"4

$三酰甘油

&"$"4

$基础饲料
'!$(4

#喂养
)

周%氨基胍组给予

氨基胍
&"B

X

)

B:

灌胃!剂量
&B:

)

&""

X

-格列美脲

组予以格列美脲
&B

X

)

B:

灌胃!剂量
&B:

)

&""

X

-复

合模型组给予等量
"$)4

氯化钠溶液灌胃%

(

组均每

日灌胃
&

次!共
)

周%实验总周期为
&!

周%

$$&

!

指标检测

$$&$$

!

空腹血糖测定
!

应用血糖仪测定各组大鼠空

腹血糖!前
(

周每周测
!

次!第
#

"

&!

周每周测
&

次!

共
&+

次!取
&+

次测定所得平均值进行统计学分析%

$$&$%

!

电镜下观察大鼠肝脏超微结构
!

取肝组织切

片!以
!$+4

预冷的戊二醛及
&4

饿酸双固定!后修块

成
&BB

( 大小!以
"$&BEF

)

:

磷酸缓冲液漂洗
(

次!

应用
+"4

$

1"4

$

'"4

$

)+4

$

&""4

乙醇梯度脱水
!

次!每次
&+B.0

!采用环氧树脂包埋!纯包埋液浸透
&

I

!后在
(1a

$

,"a

下分别固化
!#I

$

#'I

!按
,"0B

厚度切片!硝酸铅及醋酸双氧铀染色!透射电镜"电压

'"VD

#观察肝脏超微结构%

$$&$&

!
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法检测大鼠肝组织细胞凋亡率
!

制

作切片!对石蜡切片脱蜡脱苯!漂洗后封闭-浸入
&`

7[@(

次!滴加
&""

*

:7CE9>.0;/>^

工作液%制作阳

性片(滴加
&""

*

:Q5;/>6

反应液!浸入
&`7[@(

次!加
+"

*

:8?8

酶!漂洗$标记$显色$复染后脱水!

透明$封片$观察并拍照!根据阳性细胞分布情况!在

*

+(!!

*
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各组别每张切片
#""

倍镜下选择
(

个阳性视野!计数

!""

个细胞中阳性细胞数作为阳性细胞数!凋亡率

"

4

#

b

阳性细胞数)总细胞数
&̀""4

!取平均值%

$$&$'

!

血浆
86=7&

$

8KL*

#

&

$

3KN/

检测
!

以普朗

Q5=*),",

酶标分析仪测定血浆
86=7&

$

8KL*

#

&

$

3KN/

!设置标准品孔$样本孔及空白孔!在标准品中

加入
&""

*

:

梯度标准品!样本孔中加等量样本!在各

孔中加入
&""

*

:

标记的检测抗体!洗涤!甩干后!每

孔加入
&""

*

:O27*

链霉亲和素!加入
&""

*

:8=[

显色液及
+"

*

:

终止液!即刻检测在
#+"0B

波长下

的吸光度"

)

#值!测定
86=7&

$

8KL*

#

&

$

3KN/

水平%

$$'

!

统计学处理
!

采用
@7@@&)$"

软件处理数据!计

量资料以
Jc=

表示!多组间比较采用方差分析!进一

步两两比较采用
@5̂ *

D

检验!

9

%

"$"+

为差异有统计

学意义%

%

!

结
!!

果

%$$

!

各组血糖值测定结果比较
!

与正常组比较!高

血糖模型组$复合模型组血糖值较高"

9

%

"$"+

#-氨基

胍组$格列美脲组血糖值低于高血糖模型组$复合模

型组"

9

%

"$"+

#!但氨基胍组血糖值仍高于正常组

"

9

%

"$"+

#!而格列美脲组血糖值与正常组比较!差异

无统计学意义"

9

&

"$"+

#%氨基胍组血糖值高于格列

美脲组!差异有统计学意义"

9

%

"$"+

#%见表
&

%

表
&

!!

各组血糖值测定结果比较$

BBEF

&

:

'

Jc=

%

组别
'

血糖值

正常组
&" +$&,c"$+(

高血糖模型组
&!

!!$!"c!$1!

"

复合模型组
&! !!$&'c($,)

"

氨基胍组
&!

&($')c&$#+

"(

i

格列美脲组
&!

+$!)c"$+'

(

i

#

G &+$'1!

9 "$"""

!!

注(与正常组比较!

"

9

%

"$"+

-与高血糖模型组比较!

(

9

%

"$"+

-

与复合模型组比较!

i

9

%

"$"+

-与氨基胍组比较!

#

9

%

"$"+

%$%

!

肝脏超微结构改变情况比较
!

电镜下可观察到

正常组大鼠肝脏组织结构完整$清晰!呈卵圆或圆形!

可见结构正常而含有量丰富的线粒体$粗面内质网$

核仁$清晰连续的核膜及分布均匀的染色质!胞浆中

未见脂滴-复合模型组可见肝细胞排列紊乱!部分肝

组织结构破坏!为早期凋亡样改变!核周围可见大量

脂滴及散在的糖原颗粒!肝细胞浆中线粒体变形肿

胀!呈多种不规则形状!甚至有崩解破裂情况!大量内

质网出现肿胀与脱颗粒!粗面内质网数量减少而滑面

内质网数量增多-高血糖模型组部分肝细胞排列紊

乱!未见脂肪变性!肝细胞浆中线粒体变形$内质网肿

胀等程度小于复合模型组-氨基胍组大鼠肝组织形态

较复合模型组未见明显改善!仍可见肝细胞坏死及炎

细胞浸润!但核周围脂滴分布及线粒体与内质网变形

程度有所减轻-与复合模型比较!格列美脲组肝细胞

超微较正常!可观察到核周围脂滴分布明显改善!线

粒体及内质网形态趋于正常%见图
&

%

!!

注(

3

为正常组!

[

为高血糖模型组!

J

为复合模型组!

Q

为氨基胍

组!

N

为格列美脲组

图
&

!!

电镜下各组肝脏超微结构观察结果$

#̀"""

%

%$&

!

各组肝细胞凋亡率比较
!

高血糖模型组$复合

模型组$氨基胍组$格列美脲组肝细胞凋亡率明显高

于正常组!且高血糖模型组$复合模型组$氨基胍组肝

细胞凋亡率均高于格列美脲组"

9

%

"$"+

#%见表
!

%

表
!

!!

各组肝细胞凋亡率比较$

4

'

Jc=

%

组别
'

肝细胞凋亡率

正常组
&" !+$)'c!$1+

高血糖模型组
&!

+"$,!c+$&#

"(

复合模型组
&! +($&'c+$#!

"(

氨基胍组
&!

#)$#,c+$"+

"(

格列美脲组
&! (+$&!c($1'

"

G )$1'&

9 "$"""

!!

注(与正常组比较!

"

9

%

"$"+

-与格列美脲组比较!

(

9

%

"$"+

表
(

!!

各组血浆
86=7*&

#

8KL*

#

&

#

3KN/

水平比较$

0

X

&

B:

'

Jc=

%

组别
' 86=7*& 8KL*

#

& 3KN/

正常组
&" ($#&c"$(, &&($!"c&!$&" !'$#+c!$+)

高血糖模型组
&!

($)!c"$#&

"

&#+$&,c&#$+'

"

+#$+'c+$+'

"

复合模型组
&!

#$")c"$#!

"

&,($!#c&,$++

"(

&&,$!'c&&$1+

"(

氨基胍组
&!

($+,c"$(1

(

i

&('$)+c&($)"

"

i

1+$&'c1$,!

"(

i

格列美脲组
&!

($#1c"$(,

(

i

&!+$()c&!$,&

"

(

i

#

1+$'&c1$,(

"(

i

G '$"+) 1$)'# &($+'1

9 "$""" "$""! "$"""

!!

注(与正常组比较!

"

9

%

"$"+

-与高血糖模型组比较!

(

9

%

"$"+

-与复合模型组比较!

i

9

%

"$"+

-与氨基胍组比较!

#

9

%

"$"+

*

,(!!

*
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%$'

!

各组血浆
86=7*&

$

8KL*

#

&

$

3KN/

水平比较
!

+

组血浆
86=7*&

$

8KL*

#

&

$

3KN/

水平排序均为(复

合模型组
&

高血糖模型组
&

正常组!且复合模型组
&

氨基胍组$格列美脲组"

9

%

"$"+

#!氨基胍组$格列美

脲组的
8KL*

#

&

比较!差异有统计学意义"

9

%

"$"+

#%

见表
(

%

&

!

讨
!!

论

!!

肝细胞弥散性大泡性脂肪病变为
53L:Q

的主

要特征!近年来
53L:Q

发病率呈上升趋势!该病可

导致肝纤维化及肝硬化&

1

'

%内质网应激"

N2@

#引起

的肝脏超微结构改变在
53L:Q

发生发展中起着重

要作用!当内质网功能失衡时会引发
N2@

!造成肝脂

质代谢紊乱及肝细胞凋亡!因此!探寻引起
53L:Q

中肝细胞超微结构改变及细胞凋亡的机制有重要意

义&

'*)

'

%糖尿病$

53L:Q

在发病时多会出现
62

及

3KN/

过度蓄积现象!因此!两者可能有相同发病基础

并相互促进!糖尿病患者体内
3KN/

过度累积!可在

肝组织引起氧化应激及炎症!继而损伤肝细胞!肝脏

受损伤时会分泌大量
86=7*&

$

8KL*

#

&

!促进肝组织

纤维化!同时!血糖升高也会增加机体代谢功能障碍!

加重肝组织损伤&

&"*&&

'

%国外有学者的研究显示!

53L:Q

小鼠在喂食
(

"

#!?

时!肝脏出现脂肪堆积!

炎症细胞浸润增加!且由
@8g

诱导的高血糖状态加

剧!而给予胰岛素则逆转了这些现象&

&!

'

!因此!得出高

血糖可能加重炎性反应而促进
53L:Q

早期进展的

结论!国内学者在分析波动高血糖对糖尿病大鼠肾脏

及肝脏损伤机制时发现!糖尿病大鼠
&!

周时肾脏$肝

脏出现明显损伤!且血糖波动可能加重其损伤程

度&

&(

'

!但目前关于高血糖对
53L:Q

大鼠肝脏超微结

构与细胞凋亡影响的研究甚少%

杜卫东等&

&#

'的研究结果显示!氨基胍组$格列美

脲组大鼠血糖值均低于高血糖模型组与复合模型组!

本研究结果显示!高血糖模型组$复合模型组血糖值

较正常组高"

9

%

"$"+

#!而氨基胍组$格列美脲组血糖

值较高血糖模型组$复合模型组低"

9

%

"$"+

#!且格列

美脲组血糖值与正常组差异无统计学意义"

9

&

"$"+

#!这与上述报道结果基本相似!因而高血糖对

53L:Q

发生发展有一定影响!而采用降糖药物如格

列美脲!较氨基胍有明显降血糖作用!可延缓
53L:Q

进展%

:_JJON@6

等&

&+

'的研究显示!诱导后糖尿病

大鼠表现为持续高血糖!肝脏肝窦扩张$肝细胞脂肪

变性$进展性肝脏结构损伤!同时汇管区纤维化!胞浆

内胞器数目减少!线粒体$内质网及细胞核发生变形!

本研究在电镜下观察五组肝脏超微结构!结果显示高

血糖模型组$复合模型组肝组织出现细胞超微结构改

变!核周围存在脂滴!且肝细胞浆中线粒体$内质网变

形!而与复合模型比较!格列美脲组肝细胞超微结构

较正常!可观察到核周围脂滴分布明显改善!线粒体

及内质网形态趋于正常!氨基胍组核周围脂滴分布$

线粒体与内质网形态有所改善!这与上述观察结果基

本一致!考虑是因为高血糖可通过+第一次打击,$+第

二次打击,损伤肝脏超微结构中线粒体而引发肝细胞

凋亡!通过机体细胞表面死亡受体介导途径"外源性#

及线粒体介导途径"内源性#加速细胞凋亡!线粒体途

径中活性氧"

2dJ

#增加会导致线粒体通透性转换孔

开放!线粒体膜电位改变!继而诱发细胞凋亡&

&,

'

%此

外本研究结果也显示!高血糖模型组$复合模型组$氨

基胍组$格列美脲组肝细胞凋亡率较正常组高!格列

美脲组肝细胞凋亡率则明显降低!且复合模型组$高

血糖模型组血浆
86=7*&

$

8KL*

#

&

$

3KN/

水平较正

常组高!而氨基胍组$格列美脲组
86=7*&

$

8KL*

#

&

$

3KN/

水平低于复合模型组!这与项标等&

&1

'的研究结

果相近%因此!高血糖会加速
53L:Q

大鼠肝脏超微

结构改变$肝纤维化!促进肝细胞凋亡!可能是因为在

高血糖环境下!发生蛋白质非酶糖化!形成
3KN/

!而

3KN/

与细胞膜表面受体交联!激活
8KL*

#

&

等细胞

因子!促进肝组织发生纤维化!同时!

53L:Q

大鼠大

量肝星状细胞被激活!

86=7*&

活性也增加!加速肝纤

维化进展!而采用氨基胍$格列美脲等降糖药物干预

后!可下调
86=7*&

$

8KL*

#

&

$

3KN/

水平!继而增强

对胶原的降解能力!达到抗纤维化目的!尤其是采用

格列美脲干预效果更明显%

'

!

结
!!

论

高血糖在
53L:Q

大鼠肝脏超微结构改变$肝纤维

化$肝细胞凋亡中有一定促进作用!采用格列美脲等

降糖药物干预!可降低血糖及
86=7*&

$

8KL*

#

&

$

3KN/

水平!改善肝脏超微结构!延缓肝纤维化%
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