
糖尿病作为一种常见的慢性代谢性疾病，也是心血

管疾病的独立危险因子。2型糖尿病患者易并发缺血性

心脏病（IHD），心肌梗死后的病死率更高［1-2］。Lirk等［3］

利用Zucker肥胖大鼠实验证实，糖尿病状态下心肌缺

血/再灌注（MI/R）后损伤明显增加。目前对糖尿病加重

MI/R损伤的作用机制及防治方法尚有争议［4-6］。越来越

多的证据表明二磷酸腺苷核糖聚合酶（PARP-1）过度激

活在心肌缺血再灌注损伤、循环休克、糖尿病心血管并

发症和动脉粥样硬化中扮演了重要的角色［7］。PARP-1

作为一个DNA损伤的感应器，由自由基和氧化细胞损

伤引起的DNA断裂反应而激活。然而PARP-1的过度

激活耗尽其作用底物尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD）
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摘要：目的 研究摄食二磷酸腺苷核糖聚合酶抑制剂MRL-45696是否减轻2型糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注后DNA的损伤。方

法 大鼠高糖高脂饲料喂食8周后腹腔注射链脲佐菌素（STZ）（30 mg/kg），构建2型糖尿病大鼠模型，选取2型糖尿病大鼠40

只，随机分为糖尿病组（DM）、假手术组（S）、MRL-45696治疗+假手术组（NO）、缺血再灌注损伤模型组（MI/R）、MRL-45696治

疗+缺血再灌注损伤组（MRL），每组各8只。灌胃给予2型糖尿病大鼠MRL-45696 (50 mg/kg·d)，1周后以大鼠冠状动脉左前降

支结扎30 min再灌注120 min的方法制作心肌缺血再灌注损伤模型。检测大鼠血浆心肌肌钙蛋白Ⅰ（cTnI）、血清肌酸激酶

（CK）、血清乳酸脱氢酶（LDH）活性和心肌梗死范围、细胞凋亡比例、丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶活性（SOD）。Western blot

检测γ-H2AX、cleaved caspase-3、PARP-1、PAR；比色法检测大鼠心肌组织中烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD）水平（以NAD+/

NADH比例代表）。结果 MRL组心肌梗死面积显著小于MI/R组（P<0.05），MI/R组 cTnI、CK、LDH、MDA、γ-H2AX、cleaved

caspase-3表达水平及细胞凋亡较其它组显著升高（P<0.05），而SOD水平明显降低（P<0.05）；与MI/R组相比，MRL组大鼠cTnI、

CK、LDH、MDA、γ-H2AX、cleaved caspase-3、PARP-1、PAR表达水平及细胞凋亡明显降低，SOD及NAD表达水平明显升高，差

异有统计学意义（P<0.05）。结论 糖尿病加重大鼠心肌细胞缺血再灌注后DNA损伤，MRL-45696可能通过抑制糖尿病大鼠

PARP-1的过度激活，减轻心肌细胞缺血再灌注损伤，减少心肌梗死面积。
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Abstract: Objective To study the protective effect of MRL-45696, an inhibitor of poly(ADP- ribose) polymerase-1 (PARP-1),
against DNA damage after myocardial ischemia/reperfusion (I/R) in diabetic rats. Methods Rat models of type 2 diabetes
mellitus were established by high-fat feeding and a single peritoneal dose of streptozotocin. Forty diabetic rats were
randomized equally into diabetic group, sham-operated group, sham-operated group with MRL-45696 treatment, I/R injury
model group and I/R injury group with MRL-45696 treatment. The rats in MRL-45696-treated groups were subjected to daily
intragastric administration of MRL-45696 (50 mg/kg) for 7 consecutive days, after which sham operation was performed or
myocardial I/R injury was induced by ligation of the left anterior descending coronary artery for 30 min followed by
reperfusion for 120 min. The range of myocardial infarction, plasma cardiac troponin I (cTnI), serum creatine kinase (CK),
lactate dehydrogenase (LDH) activity, malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) activity, and cardiac myocyte
apoptosis were detected. The levels of γ-H2AX, cleaved caspase-3, PARP-1, and PAR were detected with Western blotting, and
the level of NAD was detected using colorimetry. Results The infarct size was significantly smaller in MRL-45696 treatment
group than in I/R injury group (P<0.05). In I/R model group, the levels of cTnI, CK, and LDH in the plasma or serum and
MDA, γ-H2AX, cleaved caspase-3 and apoptotic rate in the cardiac myocytes were significantly higher than those in the other
groups (P<0.05), and SOD activity was significantly decreased (P<0.05). Compared with I/R model group, the rats with MRL-
45696 treatment showed significantly decreased levels of cTnI, CK, LDH, MDA, γ-H2AX, cleaved caspase-3, PARP- 1, PAR
expression and cell apoptosis with significantly increased levels of SOD and NAD (P<0.05). Conclusion MRL-45696 can inhibit
excessive activation of PARP-1, increase intracellular level of NAD and inhibit cardiac myocyte apoptosis to alleviate
myocardial I/R-induced DNA damage and reduce myocardial infarct size in diabetic rats.
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导致细胞死亡。有报道PARP-1抑制剂能有效提高线

粒体的抗氧化功能，保护心肌细胞，而且PARP-1基因敲

除小鼠心肌细胞抗氧化能力明显增强［7-8］。MRL-45696

作为PARP-1特异性抑制剂，在糖尿病大鼠脑缺血再灌

注损伤中发挥了保护性作用［8］。目前尚未见 MRL-

45696对糖尿病MI/R损伤影响的研究报道。本研究旨

在探讨PARP-1新型特异性抑制剂MRL-45696对糖尿

病大鼠MI/R损伤中的保护作用。为减轻糖尿病患者心

肌缺血再灌注损伤提供有效的药物选择。

1 材料和方法

1.1 实验动物、主要试剂及仪器

1.1.1 实验动物 健康雄性SD大鼠，体质量150~180 g，

由南方医科大学实验动物中心提供，许可证号：SCXK

（粤）2016-0041。

1.1.2 主要试剂 高脂高糖饲料（D12492）购自广东省

医学动物实验中心；链脲佐菌素（STZ，Sigma-Aldrich）；

MRL-45696（默克）；脂质过氧化丙二醛（MDA）检测试

剂盒和超氧化物歧化酶（SOD）检测试剂（碧云天）；心肌

肌钙蛋白 I（cTnI）ELISIA试剂盒（ANDYGENE）；BCA

法蛋白含量检测试剂盒（KeyGEN）；TUNEL 试剂盒

（Roche）；cleaved caspase-3、γ-H2AX、PARP-1、PAR抗

体（CST）；β-actin抗体（Kang Chen Bio-tech）。

1.1.3 仪器 血糖仪（罗氏，卓越型）；胰岛素放射免疫分

析试剂盒（华英生物）；垂直电泳仪（Bio-Rad）。

1.2 方法

1.2.1 建立2型糖尿病大鼠模型 SD大鼠适应1周后喂

养高糖高脂饲料8周，糖尿病组（DM）大鼠单次腹腔注

射链脲佐菌素（STZ）30 mg/kg（柠檬酸和柠檬酸钠的缓

冲液溶解 STZ 粉，配置浓度为 10 mg/mL，pH 值 4.2~

4.5）。对照组（Con）注射相同剂量的生理盐水。STZ注

射1周后，全部大鼠断料不断水12 h，鼠尾动脉采血1 mL，

以2000 r/min离心20~30 min，取上层血清0.4 mL分别

检测血糖值和血清胰岛素值，随机血糖值≥16.7 mmol/L

同时表现为对胰岛素抵抗，符合2型糖尿病大鼠模型。

1.2.2 实验分组 选取2型糖尿病大鼠40只，随机分为

糖尿病组（DM）、假手术组(S)、MRL-45696治疗+假手

术组（NO）、缺血再灌注损伤模型组（MI/R）、MRL-

45696治疗+缺血再灌注损伤组（MRL），每组各8只。S

组暴露心脏不结扎，仅留线。NO组和MRL组分别参考

Eija等［8］对MRL-45696的使用方法，生理盐水将MRL-

45696溶解，配置浓度为 1%，持续 1周每天灌胃给予

MRL-45696（50 mg/kg）。

1.2.3 建立2型糖尿病心肌缺血再灌注损伤大鼠模型

采用冠状动脉左前降支结扎30 min再灌注120 min的

方法制作心肌缺血再灌注损伤模型。盐酸戊巴比妥钠

麻醉后大鼠被固定于操作台，胸部剃毛、消毒，气管切

开，机械辅助通气，胸骨左缘切开，暴露心脏，在左冠状

动脉前降支根部环绕穿线、结扎，30 min后剪开结扎线，

恢复血流使冠脉再灌注120 min。以心电图Ⅱ导联ST

段明显抬高、心肌颜色变暗为结扎成功标志。

1.2.4 心肌梗死面积的测量 用伊文蓝-TTC法检测心

肌梗死范围［9］。

1.2.5 血浆心肌肌钙蛋白Ⅰ（cTnI）、血清肌酸激酶

（CK）、乳酸脱氢酶（LDH）活性、丙二醛（MDA）、超氧化

物歧化酶活性（SOD）、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD）

水平（以NAD+/NADH比例代表）的检测 按照试剂盒

说明书指示操作。

1.2.6 缺血区心肌细胞凋亡检测 按照TUNEL试剂盒

说明书检测心肌TUNEL阳性细胞比例。

1.2.7 Western blot 常规行SDS-PAGE电泳，将蛋白转

移至PVDF膜。加入一抗4 ℃孵育过夜，洗膜后加入相

应二抗，37 ℃孵育1 h，用ECL法行化学发光。

1.3 统计学分析

采用SPSS 20.0统计软件分析，计量资料以均数±标

准差表示，多组间比较采用单因素方差分析（one-way

ANOVA），两两之间比较采用LSD法，P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况

高糖高脂喂食8周的SD大鼠在STZ腹腔注射1周

后，检测的血糖、血清胰岛素值符合2型糖尿病大鼠模

型，与文献报道的结果相符［10］（表1）。

表1 大鼠的体质量、血糖及血清胰岛素数值
Tab.1 Body weight, blood glucose and plasma insulin levels of the rats (Mean±SD, n=40)

Group

Con

DM

t

P

Body weight (g)

460.88±2.31

455.06±5.04

4.301

0.000

Blood glucose (mmol/L)

5.30±0.57

23.9±2.9

-42.493

0.000

Plasma insulin (mμL)

15.00±1.13

25.60±4.31

-9.788

0.000

Con: Control group; DM: Diabetes mellitus group.
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2.2 心肌梗死范围、血浆 cTnI、CK、LDH 活性、MDA、

SOD活性、NAD值和心肌细胞凋亡比例的测定

MRL组心肌梗死面积显著小于MI/R组（P<0.05），

与DM组相比，S组、NO组心肌梗死面积值相近，差异无

统计学意义（P>0.05）。与MI/R组相比，MRL组大鼠

cTnI、CK、LDH、MDA值及细胞凋亡比例显著降低（P<

0.05），而SOD活性和NAD值水平明显升高（P<0.05，图

1~2，表2）。
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图2 TUNEL法检测大鼠心肌细胞凋亡比例
Fig.2 Myocardial cell apoptotic rates in rats
detected by TUNEL assay. *P<0.05 vs S and
NO; #P<0.05 vs MI/R.
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图1 伊文蓝-TTC法检测心肌梗死范围
Fig.1 Myocardial infarct size measured using Evans blue. The data are presented as the percentage of the infarct area in the
ischemic area (Mean ± SD, n=8). DM: diabetes mellitus group. S: DM group with exposure but not ligation of the anterior
descending branch of the coronary artery. NO: Sham operation group with MRL-45696 treatment. MI/R: DM group with
myocardium ischemia-reperfusion injury. MRL: DM group with myocardium ischemia-reperfusion injury pretreated with MRL-
45696. *P<0.05 vs DM, S and NO;#P<0.05 vs MI/R.
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2.3 蛋白质印迹结果

与MI/R组相比，MRL组大鼠心肌细胞中γ-H2AX、

cleaved caspase-3、PARP-1、PAR表达水平明显降低，差

异有统计学意义（P<0.05，图3、4）。

表2 糖尿病大鼠的cTnI、CK、LDH、MDA、SOD活性及NAD值
Tab.2 Levels or activities of cTnI, CK, LDH, MDA, SOD and NAD in diabetic rats (Mean±SD, n=8)

GRP

DM

S

NO

MI/R

MRL

cTnI

(ng/L)

35.9±3.4

36.7±3.5

36.2±4.1

176.3±10.1a

115.1±8.7ab

CK

(U/L)

302±10.3

309±10.9

296±18.4

4528±130.5a

3067±118.7ab

LDH

(U/L)

142±13.6

176±12.5

119±16.3

3021±112.9a

2138±82.1ab

MDA

(nmol/mgprot)

50.3±3.3

49.1±2.9

51.1±3.6

187.8±7.2a

127.4±5.3ab

SOD

(un/mgprot)

120.2±6.1

122.6±7.0

118.5±5.2

43.0±2.3a

89.6±2.7ab

NAD

(nmol/gw.w)

105.6±10.8

102.0±11.0

108.3±12.5

71.8±9.2a

86.5±10.3ab

aP<0.05 vs DM, S and NO; bP<0.05 vs MI/R.
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图3 Western Blot法检测大鼠心肌细胞γ-H2AX、cleaved caspase-3蛋白表达
Fig.3 Western blotting for detecting γ-H2AX and cleaved caspase-3 protein expression in the cardiac myocytes in diabetic rats.
*P<0.05 vs S and NO; #P<0.05 vs MI/R.

3 讨论

糖尿病引起的以缺血性心脏病为代表的心血管并

发症是导致糖尿病患者死亡的主要因素［11］。为了更好

的模拟临床2型糖尿病模型，本研究以高糖高脂饲料喂

食结合小剂量STZ腹腔注射促进胰岛β细胞凋亡，结果

表现为血糖值升高，血清胰岛素水平不低，出现典型的

胰岛素抵抗等2型糖尿病特征。

MI/R损伤是围术期面临的一种常见病理生理变

化，如休克和心搏骤停后的心肺脑复苏、心肌梗死患者

的溶栓治疗、动脉搭桥术后以及体外循环心内直视手术

等均不可避免存在MI/R过程［12-13］。与非糖尿病患者相

比较，糖尿病患者不仅MI/R损伤发病率高，且损伤程度

更为严重［14］。目前，糖尿病加重MI/R损伤的机制尚不

明确。Schneider等［15］通过对自发糖尿病大鼠MI/R模

型的研究，表明与正常心肌的超微结构(肌节、空泡、线

粒体)相比，糖尿病大鼠心肌更容易受到缺血再灌注损

伤的影响。通过糖尿病大鼠MI/R损伤模型的建立，探

寻损伤加重的机制，为减轻或防治临床糖尿病加重MI/

R损伤提供思路。本研究对2型糖尿病大鼠冠状动脉左

前降支先结扎再灌注的方法建立心肌缺血再灌注模型，

检测作为诊断心肌损伤“金标准”的cTnI及其它血清标

志酶CK、LDH等，结果MI/R模型组cTnI、CK、LDH值

明显升高，心肌细胞凋亡比例增加，凋亡蛋白 cleaved

caspase-3表达显著，出现明显的心肌梗死灶。上述指

标符合糖尿病大鼠MI/R损伤的造模标准。

在急性MI/R状态中氧化应激发挥了显著的破坏作

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2018, 38(7): 830-835 ··833
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图4 Western blot法检测大鼠心肌细胞PARP-1、PAR蛋白表达
Fig.4 Western blotting for detecting PARP-1 and PAR protein expressions in the cardiac myocytes in diabetic rats. *P<0.05 vs
S; #P<0.05 vs MI/R.

用［16-18］。当糖尿病患者MI/R损伤时，ROS爆发性产

生［19］，超过了机体捕获清除的能力，它攻击生物膜上的

不饱和脂肪酸，发生脂质过氧化，从而造成膜流动性与

离子通透性增加，破坏膜结构完整性，导致细胞损伤或

死亡，最终造成MI/R损伤。亦有研究表明糖尿病患者

本身就存在氧化应激，再灌注后产生的过量ROS又进

一步加重了氧化应激，从而导致心肌损伤程度加重［20］。

PARP-1是细胞内应激反应的枢纽（包括炎症反应、氧化

应激、基因毒性反应、代谢等）［21］。PARP-1在多种生物

功能上都扮演重要角色：包括DNA修复、基因表达、基

因组稳态、细胞周期以及长期记忆［22-23］。PARP-1的活性

在DNA损伤时被提高，催化受体蛋白的聚ADP核糖基

化反应，参与DNA的修复。另一方面广泛的DNA损伤

导致PARP-1过度活化从而消耗细胞内的NAD储备，降

低NAD水平并通过氧化磷酸化抑制ATP的产生，造成

细胞功能失调和坏死［24-25］。大约有超过90%的NAD包

含在线粒体内，心肌组织中NAD的含量能用于评估

PARP-1的活化程度［26］。因此PARP-1可能在MI/R损伤

发病机制过程中发挥重要的作用。有研究表明抑制

PARP-1活性可以部分逆转休克、高血压、心衰及缺血再

灌注损伤的心肌内在功能［27］。MRL-45696作为新型的

PARP-1特异性抑制剂，依靠去乙酰化酶通过触发线粒

体展开蛋白反应提高线粒体呼吸链的功能，在糖尿病大

鼠脑缺血再灌注损伤中发挥了保护性作用[28]。

而同样由于PARP-1过渡激活导致了糖尿病大鼠

MI/R后损伤加重。本研究中使用MRL-45696对糖尿

病大鼠MI/R损伤前预先喂食一周进行干预，结果显示，

与MI/R组相比较，MRL组血清标志酶cTnI、CK、LDH

和心肌细胞凋亡比例明显降低，同时作为能反映心肌细

胞脂质过氧化程度与氧自由基活性的氧化代谢产物

MDA［29］显著降低，而作为可对抗与阻断氧自由基对细

胞损害的抗氧化酶SOD和NAD含量明显升高；作为检

测DNA双链断裂损伤最敏感的检测指标γ-H2AX［30］和

凋亡蛋白cleaved caspase3表达同时降低，PARP-1蛋白

和其活化产物PAR蛋白表达均受到明显抑制，心肌梗

死范围显著缩小。

综上所述，本研究表明糖尿病加重大鼠MI/R后

DNA损伤，PARP-1及其下游产物PAR表达增加，MRL-

45696喂食治疗有效减弱了糖尿病大鼠MI/R损伤后心

肌细胞PARP-1过度活化，从而避免细胞内NAD的消

耗，避免ATP产生障碍，减轻了心肌细胞DNA的损伤，

减少心肌细胞凋亡，缩小了心肌梗死灶。本研究不足之

处表现为：（1）本研究未对早期和晚期2型糖尿病大鼠

模型分别进行相关研究；（2）没有进一步阐明MRL-

45696的最低有效剂量。下一步在转基因小鼠上完善

上述研究，进一步明确上述作用机制，得出更加科学的

结论，为减轻糖尿病患者MI/R损伤提供思路。
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