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中文摘要 

目的：通过检测螺内酯对 2 型糖尿病大鼠心肌组织第 10 号染色体缺失的磷酸酶和张力蛋白同源基因

（PTEN）mRNA、蛋白表达水平的影响，进一步探讨非选择性醛固酮受体拮抗剂螺内酯治疗糖尿病

心肌病变的作用及机制。 

方法：80 只健康雄性 SD 大鼠随机分为 2 组，正常对照组（NC 组，n=12）给予普通饲料喂养；糖

尿病模型组（n=68）给予高脂高糖饲料喂养 8 周后，一次性腹腔注射链脲佐菌素（STZ）30mg/kg

破坏部分胰岛 β 细胞，建立 2 型糖尿病大鼠模型。一周后测血糖，造模成功的糖尿病大鼠随机分为

两组，糖尿病对照组（DM 组，n=11）和糖尿病螺内酯干预组（DS 组，n=12），DS 组给予螺内酯

40mg/（kg·d）灌胃，NC 组和 DM 组分别灌胃等量蒸馏水。DM 组和 DS 组继续高脂高糖饲料喂养。

每两周监测体重、末梢血糖。螺内酯干预 8 周后实验结束，空腹麻醉采血检测总胆固醇（TC）、甘

油三酯（TG）、空腹血糖（FBG）、糖化血红蛋白（GHbA1c）、血钾（K
+）。石蜡包埋及液氮冻存心

肌组织，采用免疫组织化学染色检测心肌组织 PTEN、p-Akt（Ser473）蛋白的表达，采用 RT-qPCR

检测心肌组织 PTEN mRNA 的表达。 

结果：DM 组和 DS 组 TC、TG、FBG、GHbA1c 水平均高于 NC 组（P＜0.01），而在两组间差异无

统计学意义，三组之间血钾水平差异无统计学意义（P＞0.05）；DM 组大鼠出现心肌肥大而 DS 组心

肌病变明显减轻；DM 组 PTEN mRNA 和蛋白的表达明显低于 NC 组（P＜0.01），DS 组则高于 DM

组（P＜0.05）；DM 组 p-Akt（Ser473）蛋白表达明显高于 NC 组（P＜0.01），DS 组则低于 DM 组（P

＜0.05）。 

结论：螺内酯能通过上调心肌组织 PTEN 表达，抑制 Akt 磷酸化，减轻 2 型糖尿病大鼠心肌病变。 

关键词：糖尿病心肌病变，PTEN，磷酸化 Akt，螺内酯 
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Abstract 

Objective: To explore the mechanisms of spironolactone on diabetic cardiomyopathy by observing the 

effects of spironolactone on the PTEN expression in myocardial tissues of type 2 diabetic rats.  

Methods: Eighty healthy male Sprague-Dawley (SD) rats were divided randomly into 2 groups: The 

normal control rats (group NC, n=12) were fed with routin animal feeds and the model of T2DM rats 

(n=68) were fed with high-sucrose-high-fat diet for 8 weeks and then injected low dose Streptozotocin 

(STZ) by 30 mg/kg. The diabetic rats were divided randomly into two subgroups: diabetes mellitus control 

group (group DM, n=11) and diabetic rats treated with Spironolactone (group DS, n=12). The group DM 

and DS rats were fed with the high-fat-high-sucrose diet. The DS rats were treated with spironolactone 

40mg/(kg.d)
 

via intragastric administration while group DM and group NC were treated with 

corresponding distilled water for 8 weeks. Body weight and peripheral blood glucose of each group were 

tested every two weeks. The levels of total cholesterol (TC), triglyceride (TG), fasting blood glucose 

(FBG), glycosylated hemoglobin (GHbA1c), Kalium（K
+）were tested at the end of the experiment. Body 

weight and serum markers were collected 8 weeks later, in which immunohistochemistry method was 

adopted to detect the protein expression of PTEN, p-Akt（Ser473）, real-time quantitative PCR was used to 

detect the mRNA expression of PTEN in myocardial tissue.  

Results: TC, TG, FBG, GHbA1c levels in group DM and group DS were higher than those in group NC 

(P<0.01) and there was no significant difference between group DM and group DS, Kalium levels in the 

three groups showed no significant difference（P>0.05）; the diabetic cardiomyopathy of group DS were 

significantly improved compared with group DM; the PTEN mRNA and protein expression, compared 

with group NC, were significantly lower in group DM (P<0.01) and the one in group DS is higher than 

that in group DM (P<0.05); compared with group NC, the p-Akt (Ser473) protein expression was 

significantly higher in group DM (P<0.01) and the one in group DS is lower than that in group DM 

(P<0.05). 

Conclusion: Spironolactone may prevent diabetic cardiomyopathy by increasing PTEN and decreasing 

phosphorylated Akt levels in type 2 diabetic rats. 

Key words: Diabetic cardiomyopathy, PTEN, Phosphorylated Akt, Spironolactone 
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英文缩略语表 

 

 

 

 

 

英文全称 英文缩写 中文名称 

Diabetes mellitus DM 糖尿病 

Type 2 diabetes mellitus T2DM 2 型糖尿病 

Diabetic cardiomyopathy DCM 糖尿病心肌病 

Aldosterone Ald 醛固酮 

Spironolactone Spi 螺内酯 

Streptozotincin STZ 链脲佐菌素 

Renin-angiotensin-aldosterone system              RAAS      肾素-血管紧张素-醛固酮系统 

Mineralcorticoid recptor MR   盐皮质激素受体 

Phosphatase and tensin homology deleted 

on chromosome ten 

PTEN 人第 10号染色体缺失的磷酸酶

及张力蛋白同源的基因 

Phosphatidylinositol 3 kinase PI3K 磷脂酰肌醇 3 激酶 

Serine-threonine kinase Akt 丝/苏氨酸激酶 

Angiotensin converting enzyme inhibitors ACEI  血管紧张素转换酶抑制剂 

Angiotensin receptor blockers ARB 血管紧张素Ⅱ受体阻滞剂 

Total cholesterin TC 总胆固醇 

Triglyceride TG    甘油三酯 

Fasting blood glucose FBG 空腹血糖 

Glycosylated hemoglobin A1c GHbA1c  糖化血红蛋白 

Real-time quantitative PCR RT-qPCR 实时荧光定量聚合酶链反应 

   

 

http://baike.baidu.com/view/1381236.htm
http://baike.baidu.com/view/1381236.htm
http://baike.baidu.com/view/3850983.htm
http://baike.baidu.com/view/569133.htm
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引言 

(Introduction) 

糖尿病（diabetes mellitus, DM）是以血糖升高为特征的慢性营养代谢性疾病，可引

起人体多个组织器官慢性病变，严重者还会导致死亡。由于肥胖和久坐等生活方式的改

变，国际糖尿病联合会（IDF）预计到 2030 年全世界将有超过 5.52 亿人罹患糖尿病[1]。

我国作为世界第一人口大国，随着人口老龄化以及糖尿病发病年轻化的发展，糖尿病患

者总数已达 9240 万以上，患病率超过 9.7%，并呈逐年上升趋势，其中 2 型糖尿病（type 

2 diabetes mellitus, T2DM）所占比例高达 95%以上[2]，成为糖尿病世界第一大国。所以，

行之有效地预防和治疗糖尿病及其并发症受到广泛重视。 

与非糖尿病患者相比，糖尿病患者患微血管和大血管疾病的风险更高，并同非糖尿

病心脏病患者相比有更高的死亡率，即使在糖尿病得到控制的情况下，其患诸如冠状动

脉疾病、高血压或心衰等心脏疾病的风险亦会提高 [3]。糖尿病性心肌病（diabetic 

cardiomyopathy，DCM）这一概念，首次于 1972 年由 Rubler 等人提出[4]，作为独立的糖

尿病并发症逐渐被人们重视。糖尿病心肌病诱发充血性心力衰竭主要有三个过程，分别

为隐匿性亚临床期、心肌结构损伤致收缩和舒张功能不全的发展期以及心力衰竭期。小

血管病变、心脏自主神经病变、细胞外基质变化、氧化应激、细胞凋亡、左室肥厚、胰

岛素抵抗、代谢异常等均属糖尿病心肌病变的致病因素[5]。 

PTEN（phosphatase and tensin homology deleted on chromosome ten）基因是定位在

10q23 染色体上的抑癌基因，与细胞的生长、分化及凋亡等关系密切，关于 PTEN 基因

的研究多集中在肿瘤领域。PTEN 的编码蛋白产物是第一个被发现的具有双特异性磷酸

酯酶活性的蛋白，其主要作用是负性调控 PI3K/Akt 信号通路[6]。PTEN 是一种能从 PIP3

上转移特异的磷酸基团，去磷酸化使 PIP2 向 PIP3 的转化发生逆转，因此可以阻断 PI3K

的磷酸化过程，抑制 Akt 及其下游激酶的活性，Akt 的活化在胚胎发育、细胞生长、分

化、凋亡和迁移的调控中发挥重要的作用[7]，还有研究表明长期激活 Akt 使其磷酸化为

有活性的 p-Akt 可诱发心肌肥厚[8]。2001 年，Schwartzbauer 等[9]首次报导 PTEN 能调节

心肌细胞的肥大及凋亡，在新生鼠心肌细胞原代培养中通过重组腺病毒转染增加 PTEN

表达而诱导心肌细胞凋亡甚至死亡，其中一种 PTEN 突变体，H123Y，能显著抑制心肌

细胞活动，从而增加了心肌细胞肥大，证实了 PTEN 与心肌肥厚之间存在着密切关系。

目前已经证实 PTEN 广泛存在于心肌细胞、心肌成纤维细胞、血管内皮细胞、平滑肌细

胞中[10]。进一步研究，PTEN 的减少促进了心肌肥大和心力衰竭的进程[11]。但 PTEN 在

糖尿病性心肌病变方面的研究，尚未见报导。 

肾素-血管紧张素-醛固酮系统（renin-angiotensin-aldosteronesystem, RAAS）是同心

肌病变过程有着密切关系的内分泌系统之一，RAAS 本身释放能够致糖尿病心肌病变的

激素，而其作用同血流动力学因素关系并不大[12]。目前研究发现，心肌组织自身能够合
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成醛固酮，拥有独立的 RAAS，且大量存在亲和力高的、特异性强的盐皮质激素受体

（mineralocorticoid receptor, MR）[13]。醛固酮是以自分泌及旁分泌的形式对心脏产生诸

如心肌肥厚、细胞凋亡、纤维化等息息相关的特异性表现 [14]。此外，醛固酮能够引起

水钠潴留，导致机体容量性高血压，它还介导了肾脏的纤维化、蛋白尿的形成、血管内

皮功能失调等多种靶器官损伤的发生与发展，并参与了血管紧张素Ⅱ靶器官的损伤[15]。 

尽管糖尿病心肌病变的具体发病机制尚不十分明确，但糖尿病患者的胰岛素抵抗状

态能够激活肾素-血管紧张素-醛固酮系统，RAAS 的激活与糖尿病心肌病变有着直接关

系[16]。泰基尼等[17]提出糖尿病所导致的复合性代谢功能异常能够激活局部 RAAS 系统

并导致糖尿病心肌病变。局部心肌组织中升高的血管紧张素Ⅱ水平，不仅促进醛固酮分

泌增多引起水钠储留，还可增强氧化损伤，引起心肌细胞和内皮细胞的凋亡坏死、心肌

细胞肥大、心肌细胞及间质纤维化，最终影响心脏舒缩功能，导致心力衰竭的发生[18]。

血管紧张素转化酶抑制剂（ACEI）及血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂（ARB）有关的流行病

学调查表明其具有改善胰岛素敏感性、保护靶器官、促进胰岛素分泌的作用，可作为一

线药物适用于糖尿病心肌病变的患者。自从这两类药物在临床中被引进，传统醛固酮拮

抗剂螺内酯逐渐被忽略。以前普遍认为，血管紧张素转换酶抑制剂在慢性病治疗中阻止

醛固酮的形成从而大大降低醛固酮分泌，然而醛固酮“逃逸”现象的出现使血管紧张素

转换酶抑制剂在慢性病治疗中的醛固酮分泌水平再次上升。所谓“醛固酮逃逸现象”是

指应用 ACEI 或 ARB 药物后通过降低血管紧张素酶Ⅱ保护心肌的作用，其机制主要是

能够在短时间能降低醛固酮的分泌，然而这类药物在使用一段时间后，醛固酮又会大量

分泌，并不能很好的阻断醛固酮。已有研究证实，醛固酮是独立于血管紧张素Ⅱ的心血

管疾病危险因素，可直接导致心肌病变。螺内酯能够通过拮抗醛固酮调整血压、血流，

阻断其对循环、泌尿等系统靶器官产生的有害反应，并通过抑制醛固酮的分泌直接保护

心肌细胞，还能够增加血管内皮一氧化氮的生成，保护心衰病人的血管内皮功能[19]。因

此，螺内酯作为经典的醛固酮受体竞争性抑制剂这类之前被淘汰的、老式的治疗策略正

在重新兴起[20,21]。研究发现，醛固酮可以激活 PI3K/Akt 信号通路，能够增加 PI3K、Akt

磷酸化，使用 Akt 抑制剂，可以使醛固酮诱导的心肌细胞病变明显减轻[22]。但是，这种

临床最常用的非选择性醛固酮受体竞争性抑制剂螺内酯（安体舒通）能否防治 2 型糖尿

心肌病变的发生与发展有待于进一步研究。 

故本实验以链脲佐菌素（STZ）诱导的 2 型糖尿病大鼠给予螺内酯治疗，观察螺内

酯对糖尿病大鼠的生化指标、心肌组织病理变化、PTEN mRNA 和蛋白以及 p-Akt 

( Ser473 ) 蛋白的表达变化，从而明确螺内酯可能通过上调糖尿病心肌病变大鼠心肌

PTEN 表达，抑制 p-Akt ( Ser473 ) 表达而发挥其减轻和延缓糖尿病心肌病变发生发展的

作用，为临床治疗糖尿病心肌病变提供重要的理论依据。同时带给我们一个重要提示：

提高内源性 PTEN 的表达可能是治疗糖尿病心肌病变的重要靶点。 
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技术路线 

 

 

 

 

 

80 只实验 SD 大鼠，适应性喂养 2 周 

正常对照组 12 只，普通饲料喂养 8

周，等体积枸橼酸缓冲液腹腔注射 

造模组 68 只，高脂高糖喂养 8 周，

链脲佐菌素 30mg/kg 一次性腹腔注

射 

DM 组 11 只，高脂

高糖饲养，蒸馏水

1ml/d 灌胃 8 周 

DS 组 12 只，高脂高糖

饲养，螺内酯 40mg/

（kg·d）灌胃 8 周 

一般状况观察：体

重，饮食等 

血液样本行血

生 化 检 测 ：

TC、TG、FBG 

GHbA1c、K
+  

 

冰冻心肌组织

行 实 时 定 量

PCR 测 PTEN 

mRNA 

资料、数据整理及统计学分析处理 

麻醉后采血，处死动物，分离心肌组织，一

部分甲醛固定后石蜡包埋，余液氮冰冻保存 

普通饲料饲养，

每日 1ml 蒸馏

水灌胃 8 周 

HE 切片

染色，观

察 心 肌
的结构 

石蜡包埋心肌组织

行免疫组织化学染

色 测 PTEN 、

p-Akt(Ser473)蛋白 
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材料与方法 

(Materials and Methods) 

1 实验材料 

1.1 实验动物 

健康雄性 Sprague-Dawley（SD）大鼠 80 只（清洁级），体重 180±20g，8 周龄。购

于新疆医科大学实验动物中心，实验动物许可证号：SCXK（新）2011-0001。大鼠均于

新疆医科大学动物实验室饲养，饲养条件为每笼 3-5 只，温度：18-22℃，湿度：60%-70%，

12/12 小时昼夜交替，自由进水进食。 

1.2 主要仪器设备 

1) 血糖仪（拜安捷）：德国拜耳公司 

2) γ 放射免疫计数器（GC-2016）：科大创新股份有限公司 

3) 全自动生化仪（7020）：日本日立公司 

4) -80℃冰箱：美国 IMP 公司 

5) 切片机（RM2135）：德国徕卡公司 

6) 鼓风干燥箱（GZX-9070MBE）：上海博讯实业有限公司； 

7) 摊片机（HI1210）：德国徕卡公司 

8) 显微镜（CH20）：日本奥林巴斯公司 

9) 显微镜图像采集系统（DM3000）：德国徕卡公司 

10) 微波炉：顺德格兰仕电器厂 

11) 隔水式恒温培养箱（SLI-700）：上海爱朗仪器有限公司 

12) -4℃和-20℃冰箱（SC-329GA）：青岛海尔集团 

13) 纯水仪：美国密理博公司 

14) 自动双重纯水蒸馏器（SZ-93）：常州荣冠实验分析仪器厂 

15) 微量加样器：德国艾本德公司 

16) 台式离心机（TGL-16G）：上海医用分析仪器厂 

17) 高速低温离心机：德国艾本德公司 

18) 手掌型离心机(LX-100)：广州宏康经济发展公司 

19) 制冰机（AF-100）：意大利斯科茨曼公司 

20) 振荡器（KJ-201A 型）：姜堰康健医疗器具公司 

21) 电子分析天平(AY-120)：日本岛津电子有限公司 

22) PCR 仪（PTC-200）：美国 MJ Research 公司 

23) 稳压稳流电泳仪（DYY-5）：北京六一仪器厂 

24) 电热恒温水槽（DK-8D 型）：上海精宏实验设备公司  

25) 752 分光光度计：北京六一仪器厂 
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26) 紫外分析仪（LM-26E）：美国 UVP 公司 

27) 实时荧光定量 PCR 仪：美国 Bio-Rad 公司 

28) 酶标仪：广州市宏康经济发展公司 

29) 电热恒温干燥箱（101-AS-3 型）：上海润东荣丰科学仪器有限公司 

30) 蒸汽压力灭菌器（YXQ-LS-30S1）：上海博迅医疗设备厂生产 

1.3 主要试剂及药品 

1) 胆盐：北京奥博星生物技术有限公司 

2) 胆固醇：上海试剂一厂 

3) 猪油、鸡蛋、蔗糖均购于超市  

4) 饲料：新疆医科大学的实验动物中心 

5) 血糖试纸（拜安捷）：德国拜耳公司 

6) 链脲佐菌素（STZ）：美国 Sigma 公司 

7) 1% STZ 溶液：0.1g STZ 溶于 PH=4.0 的柠檬酸缓冲液 10ml 

8) 螺内酯片：上海信谊药厂（批号：国药准字 H31021273，规格 20mg 100 片） 

9) 氯胺酮：安徽万和制药有限公司 

10) RNA 提取试剂（Trizol）：美国 invitrogen 公司 

11) 反转录试剂盒：美国 Thermo 公司 

12) RT-PCR 试剂盒：美国 Thermo 公司 

13) 切胶回收试剂盒：美国 Axygen 公司 

14) SYBR Green 荧光定量 PCR 试剂盒：日本 TaKaRa 公司 

15) PCR 引物：上海英潍捷基贸易有限公司合成 

16) PCR Master Mix：美国 Thermo 公司 

17) DNA Marker：美国 Thermo 公司 

18) 核酸染料：美国 Thermo 公司 

19) 琼脂糖：美国 invitrogen 公司 

20) 二乙基焦炭酸酯（DEPC)：美国 Sigma 公司 

21) 0.1% DEPC 水：DEPC 液与双蒸水按 1/1000 配比，室温静置 8 小时，高压灭菌。 

22) 兔抗大鼠 PTEN 抗体：美国 CST 公司 

23) 兔抗大鼠 p-Akt（Ser473）抗体：美国 CST 公司 

24) 二步法免疫组化检测试剂盒（PV-6001）：北京中杉金桥生物技术公司 

25) 0.01M PBS 磷酸缓冲液：北京中杉金桥生物技术公司 

26) DAB 显色试剂盒：北京中杉金桥生物技术公司 

27) 0.01M 枸橼酸盐酸缓冲液：北京中杉金桥生物技术公司 

28) 粘片剂 APES：北京鼎国生物公司 

29) 二甲苯、无水酒精、95%酒精、85%酒精、75%酒精、HE 染液、伊红染色液、盐酸

乙醇分化液、中性树胶均由新疆医科大学第一附属医院免疫组化实验室提供。 
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2 实验方法 

2.1 T2DM 动物模型的制作 

参照随机数字表法，80 只健康清洁级雄性 SD 大鼠适应性喂养 2 周后分成两组：正

常对照组（n=12），以标准型颗粒饲料喂养。待造模组（n=68），以高脂高糖饲料（由标

准型颗粒饲料为原料加入 0.3%猪胆盐、5%胆固醇、10%猪油、3%鸡蛋黄、15%蔗糖配

制而成）喂养，不限制饮水，期间观察大鼠饮食情况与精神状态，并每隔 1 周称量体重

1 次。8 周后再次测空腹血糖及体重，造模前大鼠禁食 12h。 

一次性 STZ 腹腔注射建立 2 型糖尿病大鼠模型：待造模组 68 只大鼠的以 1% STZ

按照 30mg/kg 的计量一次性腹腔注射，为避免 STZ 分解，配置过程需在避光条件下进

行。正常对照组大鼠按照等量柠檬酸缓冲液腹腔注射。3 天后尾尖静脉采血检测随机血

糖和空腹血糖，2 型糖尿病模型造模成功标准为随机血糖≥16.7mmol/L 或空腹血糖

≥11.1mmol/L
[23]，未成模大鼠退出实验。 

2.2 动物分组与给药方法 

待造模组（n=68）中有 49 只造模成功，2 型糖尿病成模率约 70.6%。成模的大鼠随

机分为糖尿病对照组（DM 组，n=25）和糖尿病螺内酯干预组（DS 组，n=24）。DS 组

大鼠给予螺内酯 40mg/（kg·d）灌胃[24]；DM 组和 NC 组大鼠每日以等量蒸馏水灌胃作

为对照。各组大鼠均自由饮水，DM 组同 DS 组继续高脂高糖饲料喂养，NC 组喂以常规

饲料喂养，共灌胃 8 周。喂养期间，观察各组大鼠饮食情况以及精神状态，同时每隔 1

周监测并记录各组大鼠的体重、血糖 1 次。随着干预喂养的进展，DM 组和 DS 组大鼠

出现多饮、多食、多尿、懒动及易激惹现象，体重明显减轻，DM 组消瘦程度略高于

DS 组。在干预喂养过程中，DM 组大鼠死亡 14 只，DS 组大鼠死亡 12 只。灌胃干预结

束时，DM 组大鼠为 11 只、DS 组大鼠为 12 只、NC 组大鼠为 12 只。为使实验进行更

加顺利，将无法耐受实验的死亡大鼠标本进行预实验。 

2.3 标本采集及保存 

采集与保存血液标本：各组大鼠于第 18 周末禁食 12h，自由饮水，记录最后一次体

重及尾尖采血空腹血糖值。配置麻醉大鼠药品：地西泮、氯胺酮和阿托品各一支，加入

等量生理盐水稀释。以 0.5ml/100g 腹腔注射麻醉，大鼠在 2min 左右表现麻醉状态，以

真空负压采血管（不抗凝和抗凝）进行腹主动脉采血，离心机常温下分离血清，检测总

胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、空腹血糖（FBG）和血钾（K
+）；糖化血红蛋白（GHbA1c）

采用免疫乳胶凝集抑制法检测全血。 

采集与保存心肌组织标本：大鼠采血完成后立即处死，迅速取出心脏，剪取心尖部

分约 200mg，DEPC 水冲洗两遍，装入已标记好的无 RNA 酶冻存管放入液氮保存，待

用做实时荧光定量 PCR（real-time quantitative PCR, RT-qPCR）实验；余下心脏组织切厚

度 5mm 左右小块，于 10％的中性甲醛溶液中固定，石蜡包埋，心肌组织蜡块切片至 2μm、

5μm，常温保存，待用于苏木素-伊红（HE）染色和免疫组织化学染色实验。 
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2.4 苏木素-伊红((hematoxylin and eosion，HE)染色法 

2.4.1 HE 染色实验原理 

去氧核糖核酸（DNA）两条链上的磷酸基向外，带负电荷，呈酸性，很容易与带正

电荷的苏木精碱性染料以离子键结合而被染色，苏木精在碱性溶液中呈蓝色，所以细胞

核被染成蓝色，伊红 Y 是一种化学合成的酸性染料，在水中解离成带负电荷的阴离子，

与正电荷的蛋白质氨基阳离子结合使胞浆染色，细胞浆、红细胞、肌肉、结缔组织、嗜

伊红颗粒等被染成不同程度的红色或粉红色，与蓝色的细胞核形成鲜明对比，从而在光

镜下能清晰地呈现出细胞图像。 

2.4.2 HE 染色的实验步骤 

1)  切片入 50℃烘烤箱预热 15 分钟左右； 

2)  切片入二甲苯Ⅰ中 5 分钟； 

3)  切片入二甲苯Ⅱ中 5 分钟； 

4)  切片入二甲苯Ⅲ中 5 分钟； 

以上步骤为脱蜡。 

5)  切片入无水酒精 5 分钟； 

6)  切片入 95％酒精 5 分钟； 

7)  切片入 85％酒精 5 分钟； 

8)  切片入 75％酒精 5 分钟，泡入蒸馏水缸； 

以上步骤为水化。 

9)  切片入苏木素溶液 5 分钟； 

10) 切片自来水冲洗 3 次，每次 15 秒左右； 

11) 切片入过酸酒精（浓 HCI 与 75％酒精按 1：9 配制）浸洗 3 次，每次 15 秒左右； 

12) 自来水缓慢冲洗约 5 分钟，“蓝化”苏木精； 

13) 切片入伊红溶液 1 分钟； 

14) 自来水冲洗 3 次，每次 15 秒左右； 

以上部分为染色。 

15) 切片入 75％酒精 5 分钟； 

16) 切片入 85％酒精 5 分钟； 

17) 切片入 95％酒精溶 5 分钟； 

18) 切片入无水酒精Ⅰ5 分钟； 

19) 切片入无水酒精Ⅱ5 分钟； 

20) 切片入二甲苯Ⅰ中 5 分钟； 

21) 切片入二甲苯Ⅱ中 5 分钟； 

22) 中性树胶封片固定，显微镜下观察。 
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2.5 免疫组织化学检测心肌组织 PTEN 和 p-Akt 的表达 

2.5.1 免疫组织化学实验原理 

免疫组织化学是组织化学的重要分支，通过抗体与抗原特异性结合，并以抗体作为

化学显色的载体，使显色物质与抗体分子结合产生显微镜下能够直接观察到的抗原抗体

复合物，来实现对组织相应抗原的表达强度和表达部位的直观体现。 

2.5.2 具体步骤 

载玻片的处理步骤： 

1) 载玻片洗涤，将载玻片放于 10％的稀硝酸中过夜，隔天捞出后用自来水流水冲洗

1-2h，再用蒸馏水冲洗 5 遍，将其晾干后置入无水酒精中浸泡 5min，捞出后晾干备

用。 

2) 载玻片防脱处理，APES 与丙酮按 1：50 比例配制工作液，将备用载玻片浸入工作

液 1min，取出后置于常温 10s 左右，放入纯丙酮中洗脱未结合的 APES，烘干载玻

片后备用。 

切片和烤片： 

将蜡块切片至厚度 2μm 放入捞片机，用制备好的载玻片捞取标本切片，置于 50℃

恒温鼓风干燥箱中烘烤过夜。 

免疫组化步骤： 

严格按照新疆医科大学一附院免疫组化实验室优化后的免疫组织化学链霉菌抗生

物素蛋白-过氧化物酶染色法(PV 二步法)进行操作。 

1) 石蜡切片脱蜡至水：将切片置于 50℃干燥箱中烘烤 20min，依次置于二甲苯(Ⅰ，Ⅱ)

各 10min、无水酒精(Ⅰ，Ⅱ)各 5s、95％酒精(Ⅰ，Ⅱ)各 5s、85％酒精 5s，完毕后

用自来水冲洗 2min，再用蒸馏水洗三次，每次约 3min。 

2) 洗涤：0.1％的 PBS 溶液冲洗切片三次，每次约 3min。 

3) 酶灭活：室温下，用 1ml 加样器将 3％过氧化氢（H2O2）滴于切片标本处，过氧化

氢需完全覆盖切片标本，室温下孵育约 12min，灭活内源性过氧化物活性。 

4) 洗涤：蒸馏水洗涤切片三次，每次约 3min，0.1％的 PBS 溶液振荡洗涤切片三次，

每次约 3min。 

5) 预处理（抗原修复）：切片浸入 0.01M 枸橼酸抗原修复液（PH=6.0）中，微波炉解

冻模式加热 20min，再以 96℃加热 10 min，自然冷却至室温。 

6) 洗涤：蒸馏水洗涤切片三次，每次约 3min，0.1％的 PBS 溶液振荡洗涤切片三次，

每次约 3min。 

7) 封闭：为了阻断非特异性吸附，切片轻甩除去残留 PBS 溶液，加样器滴加正常山羊

血清工作液，放入孵育盒室温孵育约 30min，甩去多余液体。 

8) 滴加一抗：用滤纸小心吸去标本山羊血清工作液，分别滴加稀释的兔抗大鼠 PTEN
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抗体（稀释浓度为 1：100）及兔抗大鼠 p-Akt（Ser473）抗体(稀释浓度为 1：100)，

切片置于孵育盒内 4°C 冰箱过夜。 

9) 洗涤：从 4°C 冰箱中将切片取出放置室温 30min，0.1％PBS 溶液振荡洗涤切片，三

次，每次约 5min。 

10) 滴加二抗：每张切片滴加山羊抗兔 IgG 抗体-HRP 多聚体，放入孵育箱 37°C 孵育

25min。 

11) 洗涤：0.1％PBS 溶液将切片振荡洗涤 3 次，每次 5min 左右，放置室温下 10min。 

12) 二氨基联苯胺（DAB）显色液显色：将新鲜配制的 DAB 显色液滴加切片，室温下

显色，显微镜下控制反应时间，发现组织显色，立即将切片放入水中终止显色，显

色时间约 1min。自来水冲洗 3 次，每次 3min。 

13) 苏木素染色：苏木素轻度染色 3min 左右，自来水冲洗 3 次，每次 3min。 

14) 返蓝：切片快速放入盐酸乙醇约 3s 立即取出，再放入 0.1％PBS 溶液中返蓝 3min。 

15) 脱水透明：切片放入 85％酒精 5s、95％酒精(Ⅰ，Ⅱ)各 5s、无水酒精(Ⅰ，Ⅱ)各 5s、

二甲苯(Ⅰ，Ⅱ)各 5s。 

16) 封片：采用中性树胶（Neutral balsam）封片，盖玻片从一侧覆盖载玻片，避免产生

气泡，影响观察。 

2.5.3 免疫组织化学染色结果判断方法 

免疫组织化学染色后呈棕黄色颗粒状物质为阳性表达，细胞质、细胞核染成浅黄色、

棕黄色或棕褐色均为不同程度的阳性表达。心肌组织 PTEN 蛋白阳性表达呈深染的棕色

颗粒，表现为絮状或云雾状，主要在心肌细胞胞质，部分纤维细胞呈阳性表达。心肌组

织 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白呈棕黄色颗粒表达，表现为斑块或絮状，表达部位在心肌细胞

胞质中。在 Image Pro Plus 6.0 图像分析系统上，每张标本按顺序选取 5 个视野，测定其

平均光密度值 Mean Density = (IOD SUM)/ Area 作为蛋白相对表达量。通过平均光密度

值来比较每组蛋白相对表达量的差异。 

2.6 实时定量荧光 PCR检测心肌组织 PTEN mRNA 的表达 

2.6.1 RT-qPCR 实验原理 

通过循环产物的荧光信号对聚合酶链反应的每一个循环行检测，通过实时监测循环

产物荧光信号强度来反映整个聚合酶链反应过程中产物的变化，通过制备标准品和绘制

标准曲线，得出聚合酶链反应中每个循环的产物变化，进而推算出 PCR 模板的起始量。

实时荧光定量 PCR 是目前最敏感、最准确的确定样品中 cDNA（或 DNA）拷贝数量的

方法。相比传统 PCR，实时定量荧光 PCR 能够使实验消耗更少的样本量，实验过程更

简单，具有强大的软件管理系统，能够自行对数据进行分析处理，并生成包括标准曲线、

溶解曲线、扩增曲线等在内的详细数据报告，特异性、灵敏性更高，具有先进的控温系

统、升降温快速稳定等特点，反应过程能完全避免人为因素造成的污染。 
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2.6.2 实验试剂 

主要有 Trizol 试剂、氯仿、无水酒精及 75%酒精、异丙醇、DEPC 水、反转录试剂

盒、PTEN 和 β-actin 的上下游引物、SYBR Green 荧光定量 PCR 试剂盒、Loading buffer、

核酸染料、5×TBE、琼脂糖、DNA Maker、灭菌蒸馏水等。 

2.6.3 RNA 的提取（执行 Trizol Reagent 说明书步骤) 

1) 清洗容器：将提取 RNA 需要的研钵容器除污后用以 1：1000 比例配制的 DEPC 水

浸泡过夜，第二天入高压蒸汽灭菌箱中灭菌，完毕后入烘干机烘干，放至室温后置

于-20℃冰箱备用。 

2) 研磨组织：取保存于液氮桶中的心肌组织标本，电子天平称量约 100mg 置于研钵中

研磨，为防止组织冻融后 RNA 降解，研磨过程中不断加入液氮，使液氮始终包裹

组织直至研磨成奶粉状。加入 1.0ml Trizol 试剂继续研磨，待组织 Trizol 充分混合呈

粉红色，室温下静置至液态，使细胞充分裂解。 

3) RNA 分离：使用 1ml 移液器将心肌组织与 Trizol 混合液转移至 1.5ml EP 管，室温

静置 5 分钟，设置 12000 rpm，4℃下高速离心 15min，移液器抽取上层油脂弃去，

加入 200μl 氯仿，高速涡旋震荡器震荡 30s，室温静置 5min，继续 12000 rpm，4℃

高速离心 15min。 

4) RNA 沉淀：吸取上层透明水相 500μl 左右，切勿吸到白色沉淀，置于一支新的 1.5ml 

EP 管中，加入 500μl 异丙醇，轻轻摇晃混合，混匀后室温静置 10min，12000 rpm，

4℃高速离心 10min，取出 EP 管可在其底部或边缘发现白色胶片状 RNA 沉淀，吸

取上层水相弃去。 

5) RNA 洗脱：尽量吸取上层水相，保证白色沉淀始终湿润的情况下，打开 EP 管封盖

干燥 5-10min，加入 1ml DEPC 同 75％的乙醇按 3:1 比例配制的混合液，振荡洗涤

RNA 沉淀，7500 rpm，4℃高速离心 5min，吸净水相弃去，室温下在超净工作台风

干 RNA 沉淀，仍要避免 RNA 沉淀完全干燥，提高其可溶性。 

6) RNA 二次溶解：将 60μl（1：1000）DEPC 水加入到风干的 RNA 沉淀中，60℃水育

10min，使 RNA 完全溶解，置入-80℃超低温冰箱保存备用。 

2.6.4 RNA 纯度检测 

加样器取 5μl RNA 溶液加入 95μl 去离子水，稀释 20 倍至 100μl，设置核酸蛋白分

析仪的相应参数，用 DEPC 去离子水校正调零，显示 RNA 纯度数据，检测所有 RNA

样品的 A260/A280 比值并记录，提取成功的 RNA 比值均在 1.8-2.0 之间。 

2.6.5 RNA 的完整性检测 

1) 使用琼脂糖 0.75g（2.2%）、TBE 36ml、37%甲醛 9ml 配制成浓度为 1.5％的琼脂糖

溶液 45ml，在微波炉内加热 1min 左右至琼脂糖完全熔解，放置于室温下 1min 左右，

待胶冷却加入 3.0 μl 核酸染料使其浓度为 0.5μg/ml，充分摇晃混匀，倒入制胶模型
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中，插入槽尺。 

2) 琼脂糖在约 30min 后完全凝结，完整取出胶块，放入事先注入电泳缓冲液的水平电

泳仪中。 

3) 用加样器将 2μl RNA 溶液缓加至凝胶样孔内，通 120 伏电压进行电泳。 

4) 电泳时间不宜过长，避免 RNA 分解，凝胶中完整的 RNA 在紫外灯下观察会有 28S、

18S 条带，否则说明 RNA 有降解。 

2.6.6 RNA 的反转录反应 

采用 Thermo 公司逆转录试剂盒并按照其说明书操作，反转录应用随机引物（Random 

primer）合成 cDNA。无 RNA 酶 EP 管中分别加入 Enzyme Mix、Buffer、ddH2O、Random 

primer 和总 RNA，反应体系总体积 20μl，轻微震荡混匀后离心 15s，PCR 仪设定 37℃

孵育 15min，80℃孵育 5s，-20℃冰箱保存反转录 cDNA 产物备用。 

逆转录反应体系如下： 

 

试剂 体积 

5×Prime Script TM Buffer 

Prime Script TM RT Enzyme Mix 1 

Oligo dT Primer (50μM) 

Random 6 mers（100μM） 

Total RNA 

Nuclease-Free Water 

4.0μl 

1.0μl 

1.0μl 

4.0μl 

根据浓度 

补充至 20μl 

 

Total 20 μl 

 

2.6.7 SYBR Green 实时荧光定量 PCR 检测 

1) 引物设计与合成 

PTEN 和 β-actin 引物英潍捷基（上海）贸易有限公司设计合成，按照说明书采用灭

菌超纯水稀释至浓度为 10μM，-20℃冰箱分装保存。引物序列、扩增片段长度及退火温

度见表 1： 

表 1 引物序列及扩增跨度 

名称 引物序列 扩增片段长度 退火温度 

PTEN 

  

β-actin 

上游 5′-ATACCAGGACCAGAGGAAACC -3′ 

下游 5′-TTGTCATTATCCGCACGCTC -3′ 

上游 5′-TACTGCCCTGGCTCCTAGCA -3′ 

下游 5′-GCCAGGATAGAGCCACCAATC -3 

101bp 

 

90 bp 

 

60℃ 

 

60℃ 

 

 



螺内酯对 2型糖尿病大鼠心肌 PTEN表达的影响 

12 
 

2) 将每个样本的反转录产物 cDNA 各稀释五倍，RT-qPCR 取稀释后的每个样本取 2μl。 

PCR 反应体系如下： 

 

试剂 体积 

SYBR Premix Ex Taq (2×) 

Forward Primer 

Reverse Primer 

ddH2O 

cDNA 

10μl 

0.5μl 

0.5μl 

7μl 

2μl 

 

Total 20 μl 

 

3) 因 PTEN 与 β-actin 退火温度均为 60℃，将反应条件在程序中均设为为 95℃ 3min，

95℃ 10s，60℃ 30s（循环 40 次），65℃起每隔 0.5℃ 10s（循环 61 次）。 

4) 将加入溴酚蓝 RT-qPCR 产物（4μl）混匀，加样于 3.5％琼脂糖凝胶，120V 稳定电

流电泳 30min，若扩增成功，紫外检测仪下可见明显目的条带。 

5) 将扩增成功的胶块转移至紫外灯下，对含目的基因最多的片段（最亮处）进行切胶

回收，装入洁净 EP 管。 

6) 通过称量，计算出含目的基因凝胶块的重量，按照说明书中公式加入相应的 Binding 

Buffer （XP2），放入 65℃水育箱中振荡加热至胶块融化（红色混合物溶解成黄色

液体）。 

7) 将 2ml EP 管与切胶回收试剂盒中的 Hi Bind DNA Mini 柱连接备用。将获得的 DNA

熔胶液装入 Mini 柱，10000 rpm 室温下离心 1min，EP 管中滤液弃去，将 Mini 柱重

新放回 EP 管。多次重复至 DNA 胶溶液完全离心，此时 DNA 均粘附于 Mini 柱底部

滤纸内。 

8) 移液器向 Mini 柱注入 300μl Binding Buffer，10000 rpm 室温下离心 1min。 

9) 弃去 EP 管中滤液，Mini 柱放回其中，向 Mini 柱加入 700μl SPW Wash buffer(无水

酒精稀释)，10000 rpm 室温下离心 1min。重复一次该步骤。 

10) EP 管中滤液弃去，Mini 柱放回其中，13000 rpm 室温下离心 2min，将 Mini 柱底部

滤纸上残留的液体甩除。 

11) Mini 柱置装入新 EP 管中，移液器将约 20μl 预热的 Elution Buffer 加入到 Mini 柱，

室温放置 5min，13000 rpm 室温下离心 1min 脱下 DNA。离心管中 DNA 为纯化的

DNA。 

12) 将纯化 DNA 以每个阶梯相差 10 倍的方法稀释成 8 个浓度阶梯，使用 PCR 仪扩增

建立标准曲线。 
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13) 建立好目的基因及内参的标准曲线，分别对所有样本进行扩增，使用 Bio-Rad IQ5 

System 记录样本扩增曲线和溶解曲线。 

14) 使用 Bio-Rad IQ5 System 分析得出各组 PTEN 和 β-actin 的初始模板量（SQ mean），

以 PTEN（SQ mean）/β-actin（SQ mean）作为 PTEN mRNA 的相对表达量。 

2.6.8 凝胶电泳成像 

为确定目的条带是否为目的基因、有无二聚体、以及有无其他条带干扰等因素，需

对 PCR 产物进行凝胶电泳成像。 

1) 使用蒸馏水将 5×TBE 缓冲液稀释成 1×TBE 工作液备用。 

2) 天平称取 0.36g 琼脂糖同 45ml 1×TBE 工作液放入锥形瓶中混匀，微波炉中火加热

2min 左右，加热过程中需要不时摇晃锥形瓶，使琼脂糖完全融解于 1×TBE 工作液，

为保持琼脂糖凝胶液原浓度，减少水分蒸发，锥形瓶处于封口状态。待琼脂糖全部

熔化后室温下静置 1min 左右，1.5％的琼脂糖凝胶液制备完成。 

3) 将胶板模具置于水平工作台上，用透明胶条紧密封住两端，插入与之配套的样品槽

尺，为防止将胶板被槽尺穿透，需注意胶板底面与槽尺最下缘留有 1mm 左右间隙。

待琼脂糖胶液冷却至 60℃左右后加入 2.0μl 核酸染料，震荡混匀时需避免起泡产生，

使其浓度稀释至 0.5pg/ml，将配制好的琼脂糖凝胶液缓慢倒入胶板模具槽，室温下

避光冷却 30min，待凝固成型后拨出槽尺，放入已加好 1×TBE 缓冲工作液电泳槽中，

使胶板被缓冲液完全覆盖。 

4) 第一孔与最后一孔加 DNA Marker 作为标准对照，取 2μl loading buffer 与 10μl DNA

扩增产物均匀混合，微量移液枪将样本依次加入样品胶孔中。加样时避免刺穿凝胶

底部损坏凝胶。 

5) 加样完毕后，连接好线路、覆盖电泳槽盖后接通电源，正负极间保持 110V 电压。

约 20min 后胶板蓝色条带移至整个胶板中间处，关闭电源。 

2.7 统计学处理 

应用 SPSS 19.0 对所有数据进行统计分析，实验结果中计量数据采用均数±标准差

(x±s)来表示，两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，方差不齐者，

用秩和检验，PTEN 蛋白与 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白相关性采用 Pearson 相关分析，检验水

准 α＝0.05。 
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结果 

(Results) 

1 2 型糖尿病大鼠模型制备 

入选 8 周龄清洁级健康雄性 SD 大鼠，体重 180±20g，每组大鼠体重差异无统计学

意义（P＞0.05）。各组大鼠空腹血糖（FBG）的差异无统计学意义（P＞0.05）。68 只待

造模组大鼠一次性腹腔注射浓度 30mg/kg 的链脲佐菌素（STZ），49 只造模成功，2 型

糖尿病成模率约 72.1%，分成 DM 组 25 只、DS 组 24 只。经过 8 周干预喂养，正常对

照组大鼠体重均低于待造模组，差异具有统计学意义（P＜0.05）。实验结束时，NC 组

为 12 只、DM 组为 11 只、DS 组为 12 只。DM 组和 DS 组大鼠出现多饮、多食、多尿、

易激惹及懒动现象，体重明显减轻，DM 组与 DS 组消瘦程度接近。在干预喂养过程中，

DM 组大鼠死亡 14 只，DS 组大鼠死亡 12 只。灌胃干预结束时，NC 组大鼠为 12 只、

DM 组大鼠为 11 只、DS 组大鼠为 12 只。2 型糖尿病大鼠造模成功。 

2 各组体重及血清学指标结果 

2.1 体重水平 

DM 组和 DS 组大鼠体重均低于 NC 组（P＜0.05），DM 组和 DS 组两者之间差异

无统计学意义（P＞0.05） 

2.2 总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、空腹血糖（FBG)、糖化血红蛋白（GHbA1c）水平 

DM 组和 DS 组大鼠 TC、TG、FBG、GHbA1c 水平较 NC 组均明显升高（P＜0.01），

但 DM 组和 DS 组两者之间差异无统计学意义（P＞0.05）。 

2.43 血钾（K
＋
）水平 

三组之间血钾水平差异无统计学意义（P＞0.05）。各项指标值见表 1： 

表 1.各组大鼠体重及血清学指标比较 

 体重(g) TC (mmol/L) TG (mmol/L) FBG (mmol/L) GHbA1c (%) K
＋

(mmol/L) 

NC 组 （12 只） 

DM 组（11 只） 

DS 组 （12 只） 

456.2±16.2 

354.7±24.6
*
 

346.2±28.3
*
 

4.78±0.36 

12.27±2.46
#
 

11.43±1.43
#
 

0.81±0.08 

3.80±0.16
#
 

3.86±0.20
#
 

5.02±0.53 

29.91±2.41
# 

28.44±2.32
#
 

4.45±0.20 

11.26±0.49
# 

10.97±0.42
#
 

4.15±0.23 

4.18±0.25 

4.32±0.36 

注：*与 NC 组相比：P＜0.05；#与 NC 组相比 P＜0.01 

 

3 各组心肌组织 HE 染色结果 

  HE 染色显示，NC 组心肌细胞排列规则整齐，心肌间质少，有少量成纤维细胞；DM

组大鼠心肌细胞肥大、水肿，排列紊乱，心肌间质增多，不规则分隔心肌细胞，成纤维

细胞增多，可见炎性细胞侵润。DS 组介于两者之间，较 DM 组明显减轻，局部心肌细

胞轻度肥大，间质纤维组织无明显增生，病变程度较 DM 组有所改善，见图 1。 
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NC 组                    DM 组                   DS 组 

图 1.心肌组织 HE 染色（200×） 

 

4 各组心肌组织 PTEN、p-Akt 免疫组织化学结果 

心肌组织 PTEN 蛋白阳性表达呈深染的棕色颗粒，表现为絮状或云雾状，阳性表达

主要分布在心肌细胞胞质、部分心肌纤维细胞中，见图 2。与 NC 组相比，DM 组大鼠

心肌组织PTEN蛋白的表达明显减少（P＜0.01），DS组较DM组表达显著增多（P＜0.05），

见图 4。 

心肌组织 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白阳性表达呈棕黄色颗粒，表现为斑块或絮状，阳性

表达主要分布在心肌细胞胞质中，见图 3。心肌组织 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白的表达同 PTEN

蛋白表达情况相反。与 NC 组相比，DM 组大鼠心肌组织 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白的表达明

显增多（P＜0.01），DS 组较 DM 组表达显著减少（P＜0.05），见图 4。 

对 2 型糖尿病大鼠心肌 PTEN 和 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白表达量进行相关性分析。结

果显示，r =-0.83（P＜0.05），PTEN 和 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白表达量呈显著负相关。 

 
NC 组                      DM 组                       DS 组 

图 2.心肌组织 PTEN 蛋白免疫组织化学染色方法的表达(400×) 

  

 NC 组                      DM 组                       DS 组 

图 3.心肌组织 p-Akt ( Ser473 )蛋白免疫组织化学染色方法的表达(400×) 
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 PTEN p-Akt ( Ser473 ) 

NC 组 （12 只） 

DM 组（11 只） 

DS 组 （12 只） 

0.0837±0.0071 

0.0302±0.0044
*
 

0.0403±0.0056
# 

0.0098±0.0018 

0.0450±0.0036
*
 

0.0200±0.0025
# 

 

 

与正常组比较，*
P＜0.01，与糖尿病组比较，#

P＜0.05 

图 4.心肌组织 PTEN 蛋白和 p-Akt ( Ser473 )蛋白的表达 

 

5 各组心肌组织 PTEN RT-qPCR 结果 

5.1 心肌组织总 RNA提取结果 

从心肌组织中提取的总 RNA 样品经紫外分光光度计测定其 OD260/OD280 值，所有

样品均在 1.9-2.0 之间，表明总 RNA 没有残留 DNA 或蛋白质污染，纯度较高。 

心肌组织总 RNA 样品经 1.5%甲醛琼脂糖凝胶电泳显示出清晰的 28S、18S 条带，

28S 与 18S 处 RNA 条带亮度之比约为 2：1。表明 RNA 无明显降解，见图 5。 

 

图 5  心肌组织总 RNA 提取结果 

 

5.2 PTEN 和 β-actin PCR 结果 

经 1.5%琼脂糖凝胶电泳扩增产物：目的基因引物的扩增产物长度为 101bp，内参
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β-actin 引物的扩增产物为 90bp，扩增片断长度和理论长度一致，且扩增条带单一、无杂

带出现，说明 PTEN 与 β-actin 引物具有高度特异性，见图 6。 

 

                                PTEN             β-actin 

图 6. PTEN 和 β-actin 基因扩增产物电泳图 

 

5.3 PTEN 和 β-actin 基因 RT-qPCR 产物特异性分析结果 

 PCR 扩增产物熔解曲线呈尖锐单峰状，形状没有出现主峰异常增宽，也未出现杂峰，

表明溶解温度波动范围小，实验中未出现污染、非特异性扩增或引物二聚体，见图 7。 

PTEN 和 β-actin 扩增曲线呈平滑 S 型，提示平行孔间误差较小，见图 8。 

PTEN 基因实时荧光定量 PCR 标准曲线同扩增曲线有良好的相关性，r = 0.991，扩

增效率为 100.3%，斜率为-3.338，β-actin 基因实时荧光定量 PCR 标准曲线同扩增曲线

有良好的相关性，r = 0.992，扩增效率为 101.1%，斜率为-3.343，见图 9。 

 

                    PTEN                                     β-actin 

图 7. 心肌组织 PTEN 及 β-actin 荧光定量 PCR 溶解曲线 

 

PTEN                                      β-actin 

图 8. 心肌组织 PTEN 及 β-actin 荧光定量 PCR 扩增曲线 
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PTEN                                   β-actin 

图 9. 心肌组织 PTEN 及 β-actin 荧光定量 PCR 标准曲线 

 

5.4 PTEN mRNA 的表达结果 

PTEN mRNA 的表达同其蛋白表达趋势一致，DM 组与 DS 组 PTEN mRNA 表达均

较 NC 组明显减少（P＜0.01），而 DS 组较 DM 组 PTEN mRNA 表达明显上调（P＜0.05），

见图 10。 

 PTEN 

NC 组 （12 只） 

DM 组（11 只） 

DS 组 （12 只） 

0.2867±0.0242 

0.0991±0.0181
*
 

0.1892±0.0232
# 

 

 

与 NC 组比较，*
P＜0.01，与 DM 组比较，#

P＜0.05 

图 10.心肌组织 PTEN mRNA 的表达 
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讨论 

(Discussions) 

1 2 型糖尿病大鼠模型的建立与评价  

目前建立糖尿病动物模型的方法较多[25]，主要有自发性糖尿病动物模型、单纯饮食

糖尿病动物模型、转基因糖尿病动物模型、单纯应用链脲佐菌素（STZ）所致糖尿病模

型和链脲佐菌素与饮食协同作用所致糖尿病动物模型五类。其中以链脲佐菌素与饮食协

同作用所致糖尿病动物模型操作简单、价格低廉、可行性高，是目前获得实验性 T2DM

动物模型的首选方法[26]。链脲佐菌素与饮食协同作用所致糖尿病动物模型主要采用小剂

量 STZ 一次性腹腔注射配合高脂高糖饮食，STZ 是一种含亚硝基的化合物，进入体内

可特异性地破坏胰岛 β 细胞，诱发 DM。STZ 致胰岛 β 细胞损伤的程度也跟剂量密切相

关，注射大剂量 STZ 可直接破坏大量胰岛 β 细胞，建立 1 型糖尿病动物模型。注射小剂

量 STZ 可先破坏少量胰岛 β 细胞，死亡的胰岛 β 细胞可作为抗原被巨噬细胞吞噬，在

胰岛局部促使炎性细胞浸润，并释放多种细胞因子杀伤 β 细胞。死亡细胞又可作为自身

抗原，再次呈递给抗原呈递细胞进行处理，释放细胞因子，放大细胞损伤效应，最终诱

发 2 型糖尿病。使用小剂量 STZ 配合高脂高糖饲料喂养造成胰岛素抵抗（IR），可诱导

出病理生理改变接近于 T2DM 的动物模型。 

目前最为常用且使用历史最长的实验类大鼠品种之一为 SD 大鼠，其被广泛应用于

营养代谢性疾病、心血管疾病、肿瘤疾病和药物等领域的研究，并且是研究心血管疾病

的首选动物。因此本研究釆用健康清洁级雄性 SD 大鼠作为实验动物。根据国外研究
[27-28]，一般认为大鼠出现糖尿病 6 至 12 周后即可出现心肌损害。国内有研究在以高脂

高糖饲料持续喂养 SD 大鼠并注射小剂量 STZ，在造模成功后 4 周即检测到心脏功能异

常[29]。因此本研究在 T2DM 造模成功后继续饲养 8 周，造模符合报导要求。 

本实验中 SD 大鼠经高脂高糖饲料喂养 8 周后，待造模组大鼠体重较正常组明显增

加，证明高脂高糖喂养可致大鼠胰岛素抵抗，随后一次性腹腔注射 STZ 30mg/kg，72 小

时后有 7 只大鼠血糖未达标、9 只大鼠死亡，死亡原因可能为糖尿病酮症酸中毒或低血

糖，亦或是大鼠 STZ 中毒死亡。监测血糖一周，有 3 只大鼠血糖处于正常范围，退出实

验。之后每隔一周检测空腹血糖一次，剩余全部维持在 11.1mmol/L 以上。整个实验期

间糖尿病对照组和糖尿病螺内酯干预组大鼠血糖均显著高于正常对照组（P＜0.01），而

两组之间血糖水平差异无统计学意义（P＞0.05）。另外，糖尿病模型组大鼠在一次性腹

腔注射 STZ 后逐渐出现多饮、多食、多尿、消瘦、精神萎靡及腹部毛发干黄无光等典型

的 2 型糖尿病临床表现，说明 2 型糖尿病大鼠造模成功。由于缺乏经验，灌胃致使胃出

血以及呛咳窒息的大鼠较多，本试验后期大鼠因感染等原因死亡率较高，且体型消瘦明

显。故此模型不能耐受过长周期的动物实验。 
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2 糖尿病心肌病变 

根据国际糖尿病联合会（IDF）在 2013 年世界糖尿病大会（WDC）公布的最新数

据[30]，目前全世界糖尿病患病人数约为 3.82 亿，其中近 50%的患者未被诊断，预计到

2035 年全球糖尿病患者数将超过 5.92 亿。每年糖尿病导致约 500 万人死亡，相当于每

分钟就有 10 例患者死于糖尿病。其中包括中国在内的西亚太区，约占成年人口的 8.6%

达到 1.38 亿人患有糖尿病患。预计在未来 20 年内，糖尿病患者数将占成年人口的 11.1%

达到 2 亿。早在 2001 年就有报导，最终死于心血管疾病的糖尿病患者比率高达 75%。

作为一种特异性心肌病变独立于糖尿病心血管疾病并发症之外，糖尿病心肌病（diabetic 

cardiomyopathy, DCM）成为导致糖尿病患者死亡的主要病因[31]。流行病学调查证实，

糖耐量正常者心血管疾病发病率和死亡率仅为糖尿病患者的 25%-50%。 

Rubier 等于 1972 年在 4 例尸检报告中首次观察到一种特异心肌病，患者均无高血

压、先天性心脏病、瓣膜病变及明显冠状动脉粥样硬化，Hamby 等于 1974 年通过进一

步病理研究，首先提出糖尿病心肌病的概念。DCM 是一种除心脏结构改变、心室舒张

或收缩功能障碍、高血压及冠心病主要表现，特发于糖尿病患者且最终可导致心力衰竭

的疾病。其组织病理表现为心肌细胞肥厚、变性，微血管病变伴血管再生障碍及血管周

围和（或）心肌间质纤维化[32]。在早期阶段患者可无明显症状，后期可出现心律失常、

心功能不全等表现。由于该病缺乏特异性的表现且目前尚无明确的诊断标准，临床工作

中被诊断为 DCM 的患者仍然较少。近些年不断发展的心脏超声与磁共振成像技术，可

发现 DCM 的早期心脏舒缩功能异常及心肌结构改变，有助于该病的早期筛查。

Kajstura
[33]等在动物模型实验中发现，链脲佐菌素（streptozotocin, STZ）诱导的糖尿病

大鼠早期存在着细胞凋亡，并认为心肌细胞凋亡与糖尿病心肌肥厚及心力衰竭有关。 

3 RASS 与糖尿病心肌病变 

肾素-血管紧张素-醛固酮系统（RAAS）是与糖尿病心肌病变直接相关的内分泌系

统，其作用与血流动力学因素的关系不大，而与激素本身的作用有关[12]。尽管糖尿病心

肌病变的具体发病机制尚不明确，但糖尿病患者的高血糖状态使 RAAS 被激活，RAAS

的激活与糖尿病心肌病变有着直接关系[34]。糖尿病患者心肌活检的结果显示血管紧张素

Ⅱ的表达为正常人的 3 倍[35]，不仅促进醛固酮分泌增多引起水钠储留，还与醛固酮共同

增强氧化损伤，引起心肌细胞和内皮细胞的凋亡坏死，出现心肌细胞肥大、心肌细胞及

间质纤维化，最终影响心脏舒缩功能，导致心力衰竭的发生[5]。自从血管紧张素转换酶

抑制剂（ACEI）和血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂（ARB）在临床中被引进，传统醛固酮拮

抗剂螺内酯逐渐被忽略。以前普遍认为，血管紧张素转换酶抑制剂在慢性病治疗中阻止

醛固酮的形成从而大大降低醛固酮分泌。然而在采用 ACEI 或 ARB 类药物治疗高血压、

慢性心衰等心血管疾病的过程中，血浆醛固酮在短期内下降，但长期治疗（3 个月以上）
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后，即使使用高剂量 ACEI 或 ARB，也不能抑制血浆醛固酮水平[36]，这被称作醛固酮“逃

逸”现象（aldosterone breakthrough）。醛固酮“逃逸”现象的出现使血管紧张素转换酶

抑制剂在慢性病治疗中的醛固酮水平再次上升。已有研究证实，醛固酮是独立于血管紧

张素Ⅱ的心血管病危险因素，可直接导致心肌细胞肥大。因此醛固酮受体拮抗剂这类之

前被淘汰的、老式的治疗策略正在重新兴起。 

另外，高糖处理心肌细胞后，可引起非醛固酮依赖的醛固酮受体活化，继而促使心

肌病变或功能障碍。近年来的研究证实除了全身性的 RAAS 外，在大脑、心脏、肾脏、

血管壁等其他一些组织器官上也存在 RAAS 的各个成分[37]，称为局部RAAS。局部RAAS

激活在很多研究都已被证明是心肌病变的重要环节。现已证实糖尿病大鼠心肌局部血管

紧张素Ⅱ和醛固酮水平增加，导致糖尿病性心肌肥大、加重心肌氧化损伤、加速心肌细

胞坏死和凋亡[38]。Silvestre 等通过色谱柱及放射免疫法证实离体心脏产生醛固酮，首次

明确提出心脏合成醛固酮，心脏中醛固酮水平的增高可以刺激心肌组织中胶原纤维合

成、胶原蛋白沉积增加及心肌纤维化形成[39]。血管紧张素Ⅱ及醛固酮分泌使心肌、血管

平滑肌、血管内皮等发生一系列变化，称之为细胞和组织的重塑。由此可见，大量的研

究已经证明在糖尿病心肌病变的形成过程中有局部 RAAS 活化现象。 

本实验 HE 染色显示，正常对照组心肌细胞排列规则整齐，心肌间质少，有少量成

纤维细胞；糖尿病对照组大鼠心肌细胞肥大、水肿，排列紊乱，心肌间质增多，不规则

分隔心肌细胞，成纤维细胞增多，可见炎性细胞侵润。糖尿病螺内酯干预组介于两者之

间，较糖尿病对照组明显减轻，局部心肌细胞轻度肥大，间质纤维组织无明显增生，病

变程度较糖尿病对照组有所改善。 

4 PTEN-PI3K/Akt 与糖尿病心肌病变 

与张力蛋白同源 10 号染色体缺失的磷酸酶基因 PTEN 是上世纪 90 年代末被发现的

定位在 10q23 染色体上的抑癌基因，是第一个能够编码具有双重特异性磷酸酶活性蛋白

产物的基因[40]。其主要作用是通过将三磷酸磷脂酰肌醇（PIP3）转变成二磷酸磷脂酰肌

醇（PIP2）来负性调控 PI3K/Akt 信号通路[41]。在细胞信号通路中，磷酸化和去磷酸化

是一种常见的调节方式，蛋白激酶在此过程中起了关键作用。每种导致 PTEN 蛋白功能

丧失的突变，会同时伴有其脂质磷酸酶活性的丧失，但其蛋白磷酸酶活性仍可保留，表

明 PTEN 的脂质磷酸酶活性对于其抑制细胞生长的功能是必不可少的。脂质 PIP3 是

PTEN 磷酸酶作用的靶分子，位于细胞膜上，主要是刺激细胞生长、抑制细胞凋亡。PIP3

是胰岛素和上皮生长因子等一些细胞生长因子在细胞内的第二信使。一般情况下 PIP3

在细胞水平上很低，但当这些生长因子与细胞膜上的受体结合后，激活磷脂肌醇激酶

（PI3K），使 PIP2 再获得一个磷酸基团生成 PIP3，PIP3 的水平会迅速上升，并迁移至

细胞膜，当 PI3K 激活时，PIP3 的水平升高，磷酸化 Akt 苏氨酸-308、丝氨酸-473 位点，



螺内酯对 2型糖尿病大鼠心肌 PTEN表达的影响 

22 
 

使 Akt 活化[42]。PTEN 能从 PIP3 上转移特异的磷酸基团，使 PIP2 向 PIP3 的转化发生逆

转，从而抑制了 PI3K 的磷酸化作用，阻断了 Akt 及其下游激酶的活性。Akt 作为 PI3K

信号通路的主要下游分子，是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，其三维结构由 3 个不同的功

能域组成：N 端的 PH 结构域起到调节蛋白质-蛋白质和蛋白质-脂质的相互作用；位于

中部的激酶催化区域，其与蛋白激酶 A 和蛋白激酶 C 的酶活性区域有高度的同源性，

位于该区域的苏氨酸-308 位点是 Akt 活化所必需的；C 端的调节域上含有 Akt 完全活化

所必需的丝氨酸-473 位点[43]。所以，首先磷酸化位于 Akt 激酶催化区的苏氨酸-308 位点，

之后磷酸化位于调节域的丝氨-473 位点，丝氨酸-473 位点的磷酸化是 Akt 完全激活的标

志。因此本实验选择最终完全活化的 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白进行检测。 

关于 PTEN 基因的研究多集中在肿瘤领域，一种 PTEN 突变体，H123Y，能显著抑

制心肌细胞活动，从而促使心肌细胞病变[44]，证实了 PTEN 与心肌病变之间存在着密切

关系。目前已经证实 PTEN 广泛存在于心肌细胞、心肌成纤维细胞、血管内皮细胞、平

滑肌细胞中。进一步研究，PTEN 的减少促进了心肌肥大和心力衰竭的进程，在这一过

程中 PTEN 表达减少，且该现象在 Akt 过表达的转基因小鼠中更为明显[45]。PTEN 蛋白

通过抑制 Akt 的活性在胚胎发育、细胞生长、分化、凋亡和迁移的调控中发挥重要的作

用。研究表明，当在小鼠体内导入 Akt 基因使其过表达时，小鼠呈现出巨大心脏，表明

Akt 及其相关通路参与了诱导心肌细胞肥大的信号传递过程[46]。在结缔组织生长因子过

度表达的小鼠心肌中发现激活了 PI3K/AKT 通路，促进了心肌肥厚和纤维化的发生[47]。

已有研究证明长期激活 Akt 使其磷酸化为有活性的 p-Akt 可诱发心肌肥厚[9]。 

本研究结果显示，同正常大鼠相比，糖尿病对照组大鼠心肌组织中 p-Akt ( Ser473 )

表达显著增加，而 PTEN 蛋白的表达明显减少，仅为正常时的 36%，进一步检测 PTEN 

mRNA，显示其表达也显著减少。由于 PTEN 在 T2DM 大鼠心肌的表达减少，负调节

PI3K/Akt 通路的作用减弱，可导致 PI3K/Akt 通路激活，使 p-Akt ( Ser473 ) 表达增加，

提示糖尿病心肌 PTEN 可能是一种重要的负性调节因子，低表达的 PTEN 可能通过上调

PI3K/Akt 通路活性介导糖尿病心肌病变的发生。 

5 PTEN-PI3K/Akt 与醛固酮 

有研究表明，醛固酮可通过 MR 介导的基因组通路降低 PTEN 表达发挥其致心肌纤

维化作用[48]。黄松明等研究发现醛固酮可以激活 PI3K/Akt 信号通路，进而诱导人肾小

球间质细胞增殖，进一步研究其信号转导通路发现醛固酮可以增加 PI3K、Akt 磷酸化，

使用 PI3K 抑制剂 LY294002，Akt 抑制剂，可以使醛固酮诱导的细胞增殖减少 51%。提

示 PI3K/Akt 通路在醛固酮诱导的间质细胞增殖中占主导地位，并且有研究证明醛固酮

可以激活 PI3K/Akt 信号通路，使用抑制剂可以使醛固酮诱导的细胞肥大明显减轻[22]。

但醛固酮受体拮抗剂对糖尿病大鼠心肌 PTEN-PI3K/Akt 信号通路的影响并无报导。 
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本研究表明心肌组织PTEN蛋白阳性表达呈深染的棕色颗粒，表现为絮状或云雾状，

主要在心肌细胞胞质，部分纤维细胞呈阳性表达。与正常对照组相比，糖尿病对照组大

鼠心肌组织 PTEN 蛋白的表达明显下调；而糖尿病螺内酯干预组 PTEN 蛋白表达明显高

于糖尿病对照组。心肌组织 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白呈棕黄色颗粒表达，表现为斑块或絮

状，表达部位在心肌细胞胞质中。心肌组织 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白的表达同 PTEN 蛋白

表达情况相反，糖尿病对照组较正常对照组表达明显增多，而糖尿病螺内酯干预组表达

较糖尿病对照组显著减少。给予 T2DM 大鼠非选择性醛固酮受体竞争性抑制剂螺内酯治

疗后，心肌细胞肥大减轻，心脏病变明显减轻，同时 PTEN 表达增多而 p-Akt ( Ser473 ) 

表达显著减少。对大鼠心肌 PTEN 和 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白表达量进行相关性分析。结

果显示，r =-0.83，P＜0.05，PTEN 和 p-Akt ( Ser473 ) 的蛋白表达量呈显著负相关，提

示糖尿病心肌 PTEN 可能抑制 p-Akt ( Ser473 ) 表达。这表明螺内酯治疗后使 p-Akt 

( Ser473 ) 蛋白的表达下调，可能是通过上调 PTEN 的表达，增强对 Akt 磷酸化的抑制

作用，从而发挥其减轻心肌肥大的作用。 

综上所述，螺内酯可能通过上调糖尿病大鼠心肌 PTEN 表达，抑制 p-Akt ( Ser473 ) 

表达而发挥其减轻和延缓糖尿病心肌病变发生发展的作用，为临床治疗糖尿病心肌病变

提供重要的理论依据。同时带给我们一个重要提示：提高内源性 PTEN 的表达可能是治

疗糖尿病心肌病变的重要靶点。 
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结论 

（Conclusion） 

1．2 型糖尿病大鼠可以引起心肌病变，使用醛固酮受体拮抗剂螺内酯可明显减轻心肌病

变的发生发展； 

2．螺内酯可能通过抑制 2 型糖尿病大鼠心肌组织中 PTEN mRNA 及蛋白的表达降低，

抑制 p-Akt ( Ser473 ) 蛋白表达升高，从而抑制 PI3K/Akt 信号通路活性，发挥其对 2 型

糖尿病大鼠心肌病变的保护作用。 
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综述 

(Review) 

醛固酮与糖尿病心肌病的研究进展 

 

摘要：糖尿病心肌病（DCM）是指发生在糖尿病中，不能用高血压病、冠心病、心脏瓣膜病

及其他心脏病来解释的心肌疾病。心肌壁内微血管病变、血管周边间质纤维化可能是产生糖

尿病心肌病的原因。肾素-血管紧张素-醛固酮系统（RAAS）是与糖尿病密切相关的内分泌系统，

糖尿病患者 RAAS 系统被激活，能够导致心肌肥大、心肌纤维化、心肌凋亡的发生发展。糖尿病患

者的降压方案首选 ACEI 或 ARB 已成为专家的共识，但随着 ACEI 和 ARB 在糖尿病合并原发性高

血压及早期糖尿病肾病患者中广泛应用及深入研究，越来越多的临床证据发现，随着治疗时间的延

长“醛固酮逃逸”导致其降压外的器官保护效应逐渐消失，因此醛固酮受体及其拮抗剂逐渐受到关

注。 

关键词：醛固酮，糖尿病，糖尿病心肌病，综述 

 

Recent progress on the aldosterone and diabetic cardiomyopathy 

 

Abstract: Diabetic cardiomyopathy (DCM) is the occurrence of diabetes, and can not be used hypertension, 

coronary heart disease, valvular heart disease and other cardiac disease to explain. Wall myocardial 

microvascular disease, peripheral vascular fibrosis may be the cause of diabetic cardiomyopathy. Renin - 

angiotensin - aldosterone system (RAAS) is closely related to diabetes, endocrine system, RAAS system is 

activated in patients with diabetes, can lead to cardiac hypertrophy, myocardial fibrosis, myocardial 

apoptosis and development. Diabetes buck solutions preferred ACEI or ARB has become the consensus of 

experts, but with ACEI and ARB with primary hypertension and in-depth research and extensive 

application of early diabetic nephropathy in patients with diabetes, more and more clinical evidence found 

with the extension of treatment time, "aldosterone breakthrough" lead to organ protective effects of 

antihypertensive outside its disappearing, so aldosterone receptor antagonists and gradually attention.  

Key words: aldosterone, diabetic mellitus, diabetic cardiomyopathy, review 

醛固酮是人体内主要的盐皮质激素，通过与盐皮质激素受体（MR）结合发挥作用。

传统观点认为肾上腺皮质球状带是醛固酮合成和分泌的唯一场所，20 世纪 80 年代，人

们发现醛固酮能在肾上腺以外的组织（心，脑，肾，血管）中合成和分泌。随着非选择

性醛固酮受体拮抗剂螺内酯随机对照试验（RALES 研究[1]和 EPHESUS 研究 [2]）的公布，

引起了人们对醛固酮及其拮抗剂新的认识。研究表明 [3]，代谢综合征患者的醛固酮水平

增高，血浆中醛固酮与腰臀比、甘油三脂、胆固醇、胰岛素及胰岛素抵抗指数密切相关。

这一结果证明醛固酮与心血管危险因素密切相关，可能增加糖尿病心血管并发症的风

险。糖尿病时局部的醛固酮系统激活，除了传统的水钠潴留导致容量性血压升高，醛固

酮作为血管紧张素Ⅱ的重要下游因子还介导了血管紧张素Ⅱ的部分靶器官损伤作用[4]。



螺内酯对 2型糖尿病大鼠心肌 PTEN表达的影响 

30 
 

还直接参与了血管顺应性下降、内皮细胞功能失调、左心室肥厚、室性心律失常、心肌

纤维化及重塑、进展性肾病、蛋白尿形成等靶器官损伤的发生与发展。因此，醛固酮逐

渐成为一个新的研究热点。现就醛固酮与糖尿病心肌病的关系做一综述。 

1.醛固酮的生物性作用及其影响因素。 

醛固酮是人体内最重要，作用最强的盐皮质激素。传统观点认为肾上腺皮质球状带

是合成和分泌醛固酮的唯一场所，主要作用于肾脏和心脏，这是醛固酮的经典效应。具

体机制有两条途径：一是非基因调控，即通过作用于远曲小管上皮细胞膜上的钠通道，

调节钠的再吸收；二是基因调控，即直接进入细胞内，与存在于细胞膜内的盐皮质激素

受体（mineralocorticoid receptor, MR）结合，形成激素-受体复合物，后者通过核膜与相

应的 DNA 调控原件结合，启动基因转录过程，最后合成一系列醛固酮诱导蛋白，调节

水、电解质和血容量平衡。但最近的研究发现，除肾上腺外的组织如肾脏、心脏、血管

和大脑等也合成醛固酮，与醛固酮结合发挥作用的 MR 也广泛存在于肾脏、心脏、血管、

大脑、结肠等器官[5] 。醛固酮位于心脏、血管等部位与非上皮组织受体结合直接参与了

靶器官损伤的发生发展，这是醛固酮拮抗剂在心血管疾病如心衰、原发心高血压中发挥

降压以保护器官的作用。 

最近的研究发现，醛固酮水平除受血管紧张素Ⅱ、促肾上腺皮质激素、血钾、体位、

生物节律等影响外，更与醛固酮合成酶的的活性相关。在体内没胆固醇经碳链裂解酶，

3B-羟固醇类脱氢酶，21-羟化酶及醛固酮合成酶逐级催化，由孕烯醇酮、黄体酮最后生

成醛固酮。在此过程中醛固酮合成酶是最主要的限速酶。醛固酮合成酶属于线粒体细胞

色素 P450 酶超家族，具有 11B-羟化酶，18-羟化酶和 18-氧化酶的生物活性，由 CYP 11B2

基因编码[6]
 ，CYP 11B2 基因上某些位点的多态性导致醛固酮合成酶的活性不同，影响

到循环醛固酮水平。 

2.醛固酮与糖尿病的关系 

原发性醛固酮患者（primary hyperaldosteroism, PA）易并发糖耐量异常和糖尿病的

发生[7]，2000 年的糖尿病诊断和分类指南已把 PA 定义为一种特殊类型的糖尿病[8]，但

醛固酮与糖尿病的关系并不十分清楚。现有资料分析认为，除了低钾血症导致的胰岛素

分泌受损和胰岛素敏感性降低外，过高的醛固酮血症对胰岛素作用所产生的直接效应可

能是最主要的。Campion 等[9]报导，在一例 PA 患者的皮下脂肪组织中发现其胰岛素受

体数量下降 34%，胰岛素受体基因表达率下降 54%。进一步基础研究认为，盐皮质激素

和胰岛素之间可能存在交叉影响。醛固酮通过下调其自身受体，抑制 U937 人类前单核

细胞胰岛素受体 mRNA 的表达[10]。醛固酮以剂量依赖方式下调葡萄糖转运体的表达，

使胰岛素介导的葡萄糖摄取下降[11]，醛固酮可使胰岛素信号转导通路的重要组成部分即

丝裂原活化蛋白激酶（mitogen activated protein kinase, MAPK）和丝 /苏氨酸激酶

（serine/threonine kinase, Akt）失活，从而诱导胰岛素抵抗（insulin resistance, IR）发生
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[12]。此外，醛固酮能诱导单核细胞趋化蛋白 -1（monocyte chemoattractant protein-1, 

MCP-1）的表达，后者已被证实与 IR 相关[13]，而胰岛素抵抗转折中上调的胰岛素又可

以浓度依赖方式刺激肾上腺皮质球状带分泌醛固酮，进一步加重组织炎症和纤维化[13]
 。 

3.醛固酮与糖尿病心肌病的关系 

3.1 糖尿病心肌微血管病变 

微循环障碍、微血管瘤形成和微血管基底膜增厚是 DCM 微血管病变的典型改变。

已有证据显示：高血糖毒性、RAAS 系统激活、氧化应激及血流动力学改变等，都可能

与 DCM 微血管病变的发生发展有关，引起血管结构和功能异常，导致心肌细胞损伤，

最终发展为 DCM
[14]

 。进一步研究发现，醛固酮能直接激活核因子-KB（nuclear factor 

kappa B, NF-KB）的活性，从而刺激 MCP-1 和巨噬细胞移动抑制因子（macrophage 

migration inhibitory factor, MIF）的转录表达及蛋白质合成，而加入螺内酯或 NF-KB 抑

制剂二硫化氨基甲酸吡咯烷后能明显抑制上述效应的发生[15]。因此认为醛固酮受体拮抗

剂可能通过抗氧化应激和纤维化机制，延缓糖尿病心肌病的进展。 

3.2 醛固酮与心肌细胞病变 

肾素-血管紧张素-醛固酮系统（renin angiotensin aldosterone system, RAAS）的激活

在心肌病变的发生发展中起着非常重要的作用，这已是共识。醛固酮是一种重要的盐皮

质激素，是 RAAS 中的一个重要成分，在人体心脑血管系统的调节中具有重要作用，并

且对心肌有直接作用[16]，可导致心肌电不稳定和心律失常的发生[17]。由于心血管系统自

分泌和旁分泌醛固酮及其相应受体的发现，组织 RAAS 的研究和干预，醛固酮在心肌的

作用研究比较深入。醛固酮和心肌非上皮组织受体结合，通过非基因调控的方式，包括

氧化应激及随后诱导的炎症因子和趋化因子等参与了心血管疾病的发生发展，这也是醛

固酮受体拮抗发挥降压以外器官保护作用的基础[18]。对于 PA 患者的临床荟萃分析发现，

尽管有极低水平的血管紧张素Ⅱ的存在，对于原发性高血压患者来说，PA 的左心室肥

厚，蛋白尿及脑卒中的发生率明显升高[19]
 。 

3.2.1 醛固酮对心肌细胞肥大的影响 

相关动物试验显示，链脲菌素注射 2 周后糖尿病大鼠心脏血管紧张素Ⅰ和Ⅱ的水平

就明显升高[20]。糖尿病时心肌局部交感神经兴奋，RAAS 激活，导致心肌细胞、平滑肌

细胞生长，促进内皮素生成，加速心肌损害[21]。诱导具有生长刺激性的原癌基因 c-myc、

c-jun 等，刺激心肌细胞和微血管的特异性生长。醛固酮增加氧化应激，引起血管周围

炎症、损伤内皮功能，醛固酮促进血管平滑肌增生与转录因子的激活有关。Rizzoni 等[22]

研究的病人中表明，皮下小动脉中膜/管腔（M/C）和左室质量指数间存在明显正相关， 

M/C 和颈动脉中膜厚度亦明显正相关，这种现象在原发性高血压病人的醛固酮浓度是明

显增高的。 
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3.2.2 醛固酮对心肌纤维化的影响 

心肌纤维化（MF）与多种调节机制有关，肾素-血管紧张素-醛固酮系统( RAAS) 一

直被认为是 MF 发展过程中最重要的调节机制，血管紧张素Ⅱ及醛固酮是该系统最主要

的致MF效应因子[23]。研究证明醛固酮具有独立于 RAAS中其他效应分子致 MF作用[24]。

并且心脏局部组织中的 RASS 较循环中的 RAAS 在 MF 发生过程中具备更重要的意义，

即致 MF 的醛固酮主要来自心脏局部组织的 RAAS，较少部分来自于对循环中醛固酮的

摄取。在人类高血压病患者及实验性高血压动物模型心肌组织内均可观察到 MF 病理改

变，但高血压导致 MF 的相关机制仍不清楚，可能与心脏后负荷增加激活心脏内源性

RAAS，致使心肌局部组织中醛固酮含量增多有关。醛固酮介导的炎症反应、氧化应激

被认为是其致 MF 发生的主要机制[25]。体循环中醛固酮含量的过分增加（如原发性/继

发性醛固酮增多症），一方面会通过其保钠潴水机制导致循环高负荷，表现为血压升高、

心脏后负荷增加；另一方面继发的体液多种阳离子浓度失衡（低钙血症、低镁血症、低

锌血症等）会进一步诱发甲状旁腺功能亢进，体内甲状旁腺激素含量骤增。心脏后负荷

增加可激活心脏 RAAS，增加心肌局部组织醛固酮含量，诱发 MF；并且后负荷增加还

可刺激心肌间质成纤维细胞增殖、大量合成胶原蛋白，进一步加重 MF。高负荷量甲状

旁腺激素可改变心肌细胞及胞内线粒体表面钙离子通道的通透性使心肌细胞胞浆内

Ca
2+大量增加。心肌细胞钙超载将激发氧化应激机制，胞内氧自由基产生增加致心肌细

胞坏死[26]。除此之外，心肌局部组织中醛固酮还可通过增加还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸氧化酶激活核因子 kB，上调心肌细胞内氧自由基含量，致心肌细胞凋亡坏死[27]。

细胞坏死后纤维性修复、瘢痕形成则表现为 MF。研究表明，应用 Ca
2 +通道阻断剂减轻

心肌细胞内钙超载或直接应用抗氧化剂均可有效抑制醛固酮致 MF 作用[28]。例如锌离子

( Zn
2 +

)是一种抗氧化剂，通过增加心肌细胞内 Zn
2 +含量可减弱氧化应激作用，从而抑制

MF 及心室重构发生[29]。除氧化应激机制外，炎症反应致 MF 作用正逐步受到关注。参

与 MF 过程的炎症因子形成了一个复杂的调节网络，多种炎症细胞及炎症因子的定量、

定性改变在醛固酮致 MF 研究中得以体现，提示炎症机制在醛固酮致 MF 机制中占有重

要地位。组织损伤后炎症反应主要包括抗损伤（血管内炎症细胞及纤维蛋白原等渗出） 

及损伤后修复。心肌细胞无再生能力，其修复过程主要为成纤维细胞等心肌间质细胞的

增殖，伴胶原组织的过量合成，即纤维性修复。在醛固酮诱导的大鼠高血压心脏模型中

发现，心肌间质中各类炎症细胞的渗出成为促发 MF 的关键环节。曲尼司特是一种可抑

制炎症反应过程中炎症细胞渗出的药物，临床上主要用于过敏性疾病的治疗，研究证实

其可抑制炎症细胞渗出减轻醛固酮诱导的大鼠 MF 程度[30]。因此，醛固酮诱导的 MF 过

程与炎症反应及其后续损伤后修复机制相关。炎症细胞分泌的多种炎症因子是炎症反应

过程中的主要促发因子。近年研究提示，PDGFs 可能作为一个重要的炎症因子参与了醛

固酮致 MF 的炎症反应过程[31]。血管紧张素Ⅱ和高血糖刺激 TGF-β 活化，加速胶原基因
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的表达，导致心肌纤维化的发生发展。 

3.2.3 醛固酮对心肌细胞凋亡的影响 

醛固酮能明显促进心肌细胞的凋亡，且具有浓度依赖性，其机制可能与 Bcl-2/Bax

蛋白表达下调有关。醛固酮的增多导致钠水储留、K
+流失、加重心脏负担。此外，有报

导血管紧张素Ⅱ受体在糖尿病大鼠中产生高表达，其抑制凋亡蛋白(Bcl-2)，促进心肌细

胞调亡。细胞凋亡的调控基因十分复杂，受多个环节、多个因素的影响，而醛固酮是通

过何种方式诱导心肌细胞的凋亡呢？通过 bcl-2 和 bax 相关基因表达的研究，试图初步

阐明醛固酮诱导心肌细胞凋亡的可能机制。bcl-2 家族是目前最受重视的调控细胞凋亡

的基因家族，主要包括两类基因：抗凋亡相关蛋白如 Bcl-2 和促凋亡相关蛋白如 Bax
[32]。

两类基因的相互作用决定了细胞是凋亡还是存活的命运[33]。bcl-2 基因是一个非常重要

的细胞凋亡调节基因，通过影响凋亡信号在细胞内的传导而起抑制细胞凋亡的作用，

Bcl-2 蛋白表达的多少与细胞凋亡直接相关。另一方面 Bcl-2 的功能受其他因子如 Bax

的调节，Bax 蛋白可于 Bcl-2 蛋白结合形成异二聚体并使之失活，抑制 Bcl-2 的功能而

使细胞凋亡增多，因此细胞凋亡与 Bcl-2/Bax 的比值有关[34]。研究发现醛固酮可以诱导

心肌细胞 Bax 表达增多，Bcl-2 的表达下降，Bcl-2/Bax 比值降低，进一步证实了 Bcl-2

蛋白家族在醛固酮介导的心肌细胞凋亡中起重要作用。 

综上所述，醛固酮与糖尿病血管病并发症关系密切，过多的醛固酮可以通过炎症、

氧化应激等多种途径导致心血管损伤，而醛固酮受体拮抗剂有望逆转这一病理过程。 
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曾经关心、帮助和支持过我的所有领导、老师、同事、同学、亲人和朋友。 

最后，向论文评阅和答辩委员会的各位教授表示衷心的感谢！ 

谢谢您们! 
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作者简介 

付兴根，男，汉族，生于1988年10月，籍贯山东滕州。2011年毕业于济宁医学院临

床医学专业。2011年9月起在新疆石河子大学医学院内科学专业攻读硕士学位。 

 

 

 

在校期间主要参与的研究项目： 

参与《螺内酯对 2 型糖尿病大鼠心肌 PTEN 表达的影响》的研究 

 

 

 

在校期间发表文章： 

1   付兴根,韩刚, 《螺内酯对糖尿病大鼠心肌 PTEN 表达的影响》[J].中国现代医学杂

志，（待排版）。 
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石河子大学硕士研究生学位论文 

导师评阅表 

研究生姓名 付兴根 学制 三年 

专业 内科学 研究方向 糖尿病及其并发症 

学术评语: 

糖尿病病是一种对人体危害很大的慢性非传染性代谢性疾病。据 2011 年

不完全统计我国成人糖尿病患病率为 9.7%，患病人数约为 9240 万，其中 2 型

糖尿病占到 95%以上。各种急慢性心血管并发症是糖尿病患者致死致残的主因

之一。RAAS 是与糖尿病血管病变密切相关的酶分泌系统。随着研究的深入，

人们逐渐认识到，局部 RAAS 的激活参与糖尿病心肌病变的发生发展，而其非

选择性受体拮抗剂螺内酯可延缓该病变的进展，具体机制目前仍未阐明。本实

验采用 SD 大鼠建立 2 型糖尿病动物模型，基本符合人类 2 型糖尿病的病理生

理特征。另外，查阅了大量的与本课题相关的国内外相关文献，本课题研究目

的明确，设计合理，研究方法科学。 该生对本学科前沿知识掌握比较全面深

刻，论文撰写规范、结构清晰、结果可靠、结论明确。该论文达到硕士学位研

究生培养目标的要求，同意参加毕业论文答辩。 
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