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摘要 目的 观察褪黑素( MLT) 对 2 型糖尿病大鼠心肌损
伤的保护作用及其抗凋亡机制。方法 24 只雄性 SD 大鼠
随机分为对照组、模型组、治疗组。采用链脲佐菌素( STZ)
25 mg /kg 腹腔注射诱导糖尿病大鼠模型，造模成功后开始
给予 MLT 治疗 24 周。24 周后，取心脏组织，HE 染色检测
心肌组织的形态变化，Masson 染色检测心肌组织的胶原纤
维的变化，原位末端标记法( TUNEL) 检测心肌组织细胞凋
亡的变化，Western blot 检测其相关凋亡蛋白和丝裂原活化
蛋白激酶( MAPK) 通路相关蛋白的表达水平。结果 HE 染
色显示 MLT能改善心肌组织形态的紊乱情况，Masson 染色
显示 MLT能缓解心肌组织胶原纤维的堆积。与糖尿病大鼠
比较，MLT 能明显改善糖尿病大鼠心肌组织的细胞凋亡情
况。Western blot显示 MLT能下调凋亡蛋白 Bax 和 caspase3
的表达( P ＜ 0. 05 ) ，上调抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达( P ＜
0. 05) ; 此外，MLT 也能明显下调 p-JNK 蛋白的表达( P ＜
0. 05) 。结论 MLT 可能通过下调血糖、MAPK 通路中 p-
JNK信号通路表达，改善糖尿病大鼠心肌组织的凋亡。
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糖尿病性心肌病 ( diabetic cardiomyopathy，
DCM) 是糖尿病的主要并发症之一，也是 2 型糖尿
病患者最主要的死亡原因之一。氧化应激，心肌能
量代谢，心肌细胞的凋亡等在 DCM的发生和发展过
程中起着重要作用［1 － 2］，但其发病机制复杂，有待于

进一步研究。褪黑素( melatonin，MLT) 是一种内源
性分泌吲哚内物质，主要由哺乳类动物和人类松果

体分泌，具有抗炎和抗凋亡的作用［3］。该研究通过
观察 MLT对 2 型糖尿病大鼠心肌细胞凋亡及丝裂
原活化蛋白激酶( mitogen-activated protein kinase，

MAPK) 通路蛋白的影响，探讨 MLT 对糖尿病性心
肌损伤的保护作用。

1 材料与方法

1． 1 材料 24 只健康雄性 SPF 级 SD 大鼠，150 ～
180 g，购于安徽医科大学实验动物中心; MLT 溶于
无水乙醇，避光保存、链脲佐菌素( streptozotocin，
STZ) 溶于柠檬酸盐溶液，现配现用，均购于美国 Sig-
ma公司; HE 染色液、Masson 染色试剂盒和二抗均
购于北京中杉金桥生物技术有限公司; 一步法原位

末端标记法 ( terminal-deoxynucleoitidyl transferase
mediated nick end labeling，TUNEL) 细胞凋亡检测试
剂盒购于上海碧云天生物技术有限公司; 抗体

caspase 3、Bax、Bcl-2、EＲK、p-EＲK、JNK、p-JNK、p38
和 p-p38 购于美国 Santa Cruz 公司; BCA 试剂盒和
ECL显色试剂盒均购于美国 pierce公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 糖尿病模型复制及分组 选用 24 只 6 周龄
雄性 SD大鼠，160 ～ 200 g。适应性喂养 1 周后，随
机分为 3 组:① 对照组 8 只，以基础饲料喂养，腹腔
注射与 STZ注射液相同体积的柠檬酸钠缓冲液; ②
模型组 8 只，以高脂饲料( 包含 2%胆固醇，10%猪
油和 88%基础饲料) 喂养，一次性腹腔注射 25 mg /
kg的 STZ，1 周后取尾静脉血检测血糖，以血糖浓度
≥ 11. 1 mmol /L为 2 型糖尿病大鼠造模成功;③ 治
疗组 8 只，按模型组喂养和造模，造模成功后给予
MLT［10 mg / ( kg·d) 溶于 2%乙醇生理盐水］灌胃，
其余两组用相同体积的生理盐水灌胃。共 24 周。
1． 2． 2 标本采集及处理 连续灌胃 24 周后，前一
晚禁食，第 2 天测空腹血糖( fasting blood-glucose，
FBG) 。腹腔注射 10%水合氯醛予以麻醉，开胸，迅
速取出心脏。每组各取 6 只大鼠左心室，10%福尔
马林固定，石蜡包埋，每个大鼠心脏标本制成 3 张 6
μm的切片备用; 其余大鼠心肌组织放于 － 80 ℃备
用。
1． 2． 3 HE 染色 石蜡切片脱蜡至水，苏木精染
色，1%盐酸乙醇分化，伊红染色，脱水透明，中性树
胶封片。
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1． 2． 4 Masson染色 按 Masson染色试剂盒说明书
处理。切片脱蜡至水，按试剂 A、磷钼酸、试剂 D、试
剂 B先后顺序染色，脱水透明封片。
1． 2． 5 大鼠心肌细胞凋亡检测 采用 TUNEL标记
凋亡的心肌细胞，按一步法 TUNEL细胞凋亡检测试
剂盒说明书处理。使用荧光显微镜观察，呈现为绿
色荧光的为凋亡细胞。高倍镜下每张切片随机取 5
个视野观察，计数每个视野凋亡细胞和细胞总数，并

计算平均凋亡细胞所占的百分比作为凋亡细胞阳性

指数。
1． 2． 6 Western blot 法检测 取出大鼠左心室，称
50 mg，加入 1 ml 裂解液，于冰上充分研磨成匀浆，
移入 1. 5 ml的 EP管中，－ 80 ℃、4 ℃中反复冻融 3
次，14 000 r /min离心 30 min，吸取上清液( 蛋白) 入
另一个 1. 5 ml 的 EP 管中。用 BCA 法测蛋白浓度
并将所有样本调成相同浓度，加入蛋白上样缓冲液，

混匀煮沸变性，于 － 80 ℃保存。配制 SDS-PAGE
胶，各组等量上样电泳，电泳后转入 PVDF 膜。5%
脱脂牛奶室温封闭 2 h，一抗( β-actin、Bcl-2、Bax、
caspase3、EＲK、p-EＲK、JNK、p-JNK、p38、p-p38 ) 4 ℃
孵育过夜，二抗室温孵育 2 h，于暗室滴加 ECL，覆盖
X线片显影，定影。胶片扫描后用 Quantity One 分
析灰度值。
1． 3 统计学处理 数据均用 珋x ± s 表示，采用 SPSS

16. 0 软件进行单因素方差分析，两两比较用 q 检
验，P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MLT 对糖尿病大鼠体重( body weight，BW)
和 FBG含量影响 注射 STZ 后: 模型组大鼠血糖
明显升高，且表现出多饮、多食、多尿，伴消瘦; 治疗
组大鼠状态良好，较模型组症状有所改善。与对照
组相比，模型组和治疗组血糖均显著升高，提示大鼠

糖尿病模型复制成功。与模型组相比，治疗组血糖
明显降低。见表 1。
2． 2 HE染色结果 对照组心肌纤维为粉红色，排
列整齐，胞质胞核组织结构清晰; 而模型组心肌纤维

染色不均匀且排列紊乱。与模型组相比，治疗组心
肌纤维排列较整齐。见图 1。
2． 3 Masson 染色结果 与对照组相比，模型组心
肌胶原纤维显著增多。而与模型组相比，治疗组心
肌胶原纤维明显降低。见图 2。
2． 4 MLT对糖尿病大鼠心肌凋亡的影响 对照组
大鼠心肌内偶尔可见凋亡细胞，属生理性死亡。模
型组和治疗组中凋亡细胞明显增多，但是经过 MLT
治疗后，凋亡细胞明显减少，心肌细胞凋亡率差异有

统计学意义( F = 485. 177，P ＜ 0. 01) 。见图 3。
2． 5 心肌组织 Bax、Bcl-2 和 caspase3 的蛋白表达

表 1 MLT对各组大鼠 BW和 FBG的影响( n = 6，珋x ± s)

组别 项目 1 2 3 4 5
对照 BW( g) 168． 83 ± 6． 49 350． 17 ± 15． 84 446． 50 ± 25． 22 511． 33 ± 23． 24 557． 33 ± 18． 74

FBG( mmol /L) 4． 90 ± 0． 34 4． 73 ± 0． 30 4． 87 ± 0． 42 4． 77 ± 0． 26 4． 82 ± 0． 49
模型 BW( g) 167． 33 ± 9． 16 352． 00 ± 10． 49 352． 50 ± 11． 15* 362． 00 ± 18． 36* 369． 17 ± 31． 51*

FBG( mmol /L) 4． 82 ± 0． 49 4． 75 ± 0． 44 22． 03 ± 2． 83* 21． 42 ± 2． 98* 19． 71 ± 1． 51*

治疗 BW( g) 162． 57 ± 7． 81 359． 26 ± 32． 08 411． 38 ± 38． 22* # 463． 62 ± 53． 50* # 507． 00 ± 64． 96* #

FBG( mmol /L) 4． 58 ± 0． 41 4． 73 ± 0． 46 18． 76 ± 2． 69* # 16． 46 ± 2． 66* # 15． 84 ± 1． 94* #

1: 购买时; 2: 高脂喂养 2 个月后; 3: 造模后 2 个月; 4: 造模后 4 个月; 5: 造模后 6 个月; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与模型组比较: #P ＜ 0. 05

图 1 各组大鼠心肌形态的变化 × 400

A: 对照组; B: 模型组; C: 治疗组
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图 2 各组大鼠心肌胶原纤维的变化 × 200

A: 对照组; B: 模型组; C: 治疗组

图 3 各组大鼠心肌凋亡的变化 × 400

A: 对照组; B: 模型组; C: 治疗组; 与对照组比较: * P ＜

0. 01; 与模型组比较: #P ＜ 0. 01

Western blot 结果显示，各组心肌中 Bax、Bcl-2 和
caspase3 的表达差异有统计学意义( F = 52. 087、
25. 306、60. 92，P ＜ 0. 05 ) 。与对照组比较，模型组
中 Bax和 caspase3 的表达水平均明显增强，Bcl-2 的
表达上调不明显，Bax /Bcl-2 比值上调明显。与模
型组比较，治疗组 Bax 和 caspase3 表达水平显著降
低，Bcl-2 表达明显升高，Bax /Bcl-2 比值明显下降。
见图 4。
2． 6 MLT 对心肌组织 MAPK 通路相关蛋白的影
响 与对照组相比，模型心肌组织中 p-JNK 和 p-
EＲK的表达水平明显升高( P ＜ 0. 05 ) ，而 p-p38 的
变化不明显。与模型组相比，治疗组心肌组织中 p-
JNK的表达水平明显下降( P ＜ 0. 05) ，p-p38 的表达
水平略升高，而 p-EＲK的表达无明显变化。见图 5。

3 讨论

DCM是糖尿病患者致死的主要原因之一，其发
病机制很复杂，传统的治疗方法对 DCM 有一定疗

效，但目前尚无有效的治疗方法。因此需要努力寻
找新型的治疗 DCM的特效药。

MLT 是由哺乳动物的松果体分泌的一种胺类
激素，已有研究［4 － 6］表明 MLT 对阿霉素心脏毒性、
心血管疾病、糖尿病视网膜病变均有保护作用。本
研究结果表明，模型组大鼠心肌严重损害，HE 染色
显示其心肌纤维排列紊乱，间隙变大，且染色不均，

与以往研究［7 － 8］结果一致，Masson 染色显示胶原纤
维含量明显增多。MLT 给药治疗组心肌损害好转，
表明 MLT对糖尿病大鼠心肌损害有一定的保护作
用。但是其保护机制不明，需进一步研究。
心肌细胞的凋亡在糖尿病心肌症的发生和进展

中都起着重要的作用［2，9］。Bojunga et al［10］的研究
指出高血糖能促进心肌中促凋亡蛋白 Bax 的表达，
本实验也表明，糖尿病大鼠心肌中促凋亡蛋白 Bax
明显上调，且 Bax /Bcl-2 上升，此外，TUNEL 检测出
糖尿病大鼠心肌组织中细胞凋亡明显增加。但是，
经过MLT治疗后，Bax明显下调，而Bcl-2明显上
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图 4 MLT对糖尿病大鼠心肌组织凋亡相关蛋白的影响

1: 对照组; 2: 模型组; 3: 治疗组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与模

型组比较: #P ＜ 0. 05

调，且凋亡阳性细胞明显减少。大多数 caspase家族
成员都是细胞凋亡的启动子，在细胞凋亡的发生、发
展中发挥着至关重要的作用［11］，其中 caspase3 是细
胞凋亡中最重要的执行者，因此被称为“死亡蛋白
酶”。本研究表明高血糖能够促进心肌细胞中
caspase3 的表达，经过 MLT 治疗后，其表达量明显
下降。这些结果均表明高血糖能引起心肌细胞凋
亡，MLT能抑制心肌细胞凋亡。

MAPK信号转导通路是一条关键的调节细胞凋
亡的通路，主要包括 JNK、EＲK 和 p38MAPK 三条途
径。近年来，很多研究［11 － 14］都表明 JNK 信号通路
能介导细胞凋亡，参与了多种细胞( 如肿瘤细胞、肝
细胞、神经细胞等) 凋亡的发生发展，在细胞凋亡的
过程中发挥着重要作用。本研究用 Western blot 检
测了糖尿病大鼠心肌细胞中 MAPK 通路有关蛋白
的表达水平，其结果显示，与对照组相比，模型组心

肌组织中 p-JNK和 p-EＲK表达显著升高，经过 MLT
治疗后，p-JNK的表达明显下降。因此，本研究推测

图 5 MLT对糖尿病大鼠心肌MAPK通路相关蛋白的影响

1: 对照组; 2: 模型组; 3: 治疗组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与模

型组比较: #P ＜ 0. 05

高血糖诱导的心肌细胞凋亡可能与 MAPK 通路的
激活有关，MLT可能通过调控 MAPK 通路改善心肌
细胞凋亡。
综上所述，MLT对糖尿病心肌的保护作用可能

与降低血糖、调控 MAPK 通路、下调 Bax /Bcl-2 比值
有关。然而其具体途径仍不明确，需要进一步的探
讨与研究。
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Effects of melotonin on myocardial
apoptosis and MAPK pathway in diabetic rats

Xiong Fangyuan1，Tang Songtao1，2，Su Huan1，et al
( 1Dept of Biochemistry and Laboratory of Molecular Biology，Anhui Medical University;

Dept of Key Laboratory，Gene Ｒesource Utilization for Severe Disease of Anhui Province，Hefei 230032;
2Dept of Endocrinology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore protective effects of melatonin( MLT) on myocardial in rats with type 2 diabetes
and its potential mechanism． Methods 24 male SD rats were divided into control group，model group and treatment
group randomly． In order to induce diabetes，rats were intraperitoneally injected with streptozocin． Then rats in
treatment group were given MLT by gavage for 24 weeks． Finaly，hearts were collected． Haematoxylin-eosin( HE)
staining and Masson staining were performed to observe the myocardial morphology change． TUNEL was used to ob-
serve myocardial apoptosis． Apoptosis-related protein and MAPK pathways related proteins were detected by West-
ern blot． Ｒesults HE staining showed that MLT reversed the disarrangement of myocardial fibers． Masson staining
displayed that MLT decreased the collagen deposition in cardiac tissue． Compared with model group，MLT could al-
leviate myocardial apoptosis in diabetic rats． Western blot showed that MLT decreased the expression of pro-apop-
totic protein Bax and caspase3 ( P ＜ 0. 05 ) ，and increased the expression of anti-apoptotic protein Bcl-2 ( P ＜
0. 05) ． Besides，MLT remarkably decreased the expression of p-JNK( P ＜ 0. 05) ． Conclusion MLT maybe amel-
iorate apoptosis of myocardial cell through decreasing blood glucose and suppressing p-JNK /MAPK overexpression
in diabetic rats．
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