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糖原合成酶激酶3β在糖尿病减弱七氟醚后处理
心肌保护中的作用

张一强 贺建东 韩冲芳 方爱莉 王晓鹏 杨文曲

  【摘要】 目的 通过糖原合成酶激酶3β(GSK-3β)的过表达,探讨其在糖尿病减弱七氟醚后处

理心肌保护中的作用。方法 2月龄健康清洁级雄性SD大鼠60只,体重200~300g,采用随机对

照法分为五组:假手术组(Sham组)、正常大鼠IR组(NI组)、正常大鼠IR+七氟醚后处理组(NS
组)、糖尿病大鼠缺血-再灌注(IR)+七氟醚后处理组(DS组)、正常大鼠GSK-3β过表达+IR+七氟

醚后处理组(GS组),每组12只。采用腹腔单次注射链脲佐菌素(STZ)60mg/kg的方法制备糖尿病

大鼠模型。采用左开胸心脏左前降支冠状动脉结扎30min后再灌注120min的方法制备IR模型。

采用在IR模型构建前2周经尾静脉注射包装有GSK-3β突变型基因的腺相关病毒(AAV9型)方法

处理构建GSK-3β过表达。观察大鼠IR模型制备过程中是否有心肌缺血的ECG表现(ST段抬高,

出现宽大Q波及心律失常等),120min后经腹主动脉取血,检测肌钙蛋白I(cTnI)浓度;处死大鼠取

心脏,计算心肌梗死体积;光镜下观察心肌病理学损伤;采用 Westernblot法测定心肌 GSK-3β和

caspase-3含量。结果 与Sham组比较,NI组、NS组、DS组、GS组cTnI浓度明显升高,梗死体积明

显增大,病理损伤加重,GSK-3β和caspase-3含量明显升高(P<0.05);与 NI组比较,NS组cTnI浓

度明显降低,梗死体积明显减小,病理损伤减轻,GSK-3β和caspase-3含量明显降低(P<0.05);与

NS组比较,DS组、GS组cTnI浓度明显升高,梗死体积明显增大,病理损伤加重,GSK-3β和caspase-
3含量明显升高(P<0.05);DS组和GS组cTnI浓度、心肌梗死体积、GSK-3β和caspase-3含量差异

无统计学意义。结论 GSK-3β过表达可加重大鼠心肌IR损伤,七氟醚后处理对糖尿病大鼠心肌IR
时的保护作用减弱可能是通过GSK途径导致的。

【关键词】  麻醉药,吸入;心肌再灌注损伤;腺相关病毒

Effectofglycogensynthesiskinanse3βinthediabeticattenuatesthemyocardialprotectionofsevoflurane
ZHANGYiqiang,HEJiandong,HANChongfang,FANGAili,WANGXiaopeng,YANG Wenqu,

PEIRuomeng,LUO Weihao.DepartmentofAnesthesiology,ShanxiMedicalUniversity,Taiyuan
030001,China
Correspondingauthor:HANChongfang,Email:hanchongfang2003@foxmail.com

  DOI:10.12089/jca.2018.10.016
基金项目:山西省科技厅自然基金委员会科研课题(201601D101121)
作者单位:030001 太原市,山西大医院麻醉科
通信作者:韩冲芳,Email:hanchongfang2003@foxmail.com

【Abstract】 Objective Toevaluatetheeffectofglycogensynthesiskinanse3β(GSK-3β)inthe
diabeticattenuatesthemyocardialprotectionofsevofluraneinrats.Methods Twomonthesold
healthycleanmaleSDrats,weighing210-300g,weregivensingleintraperitonealinjectionofstrep-
tozotocin(STZ)60mg/kgtoestablishdiabeticratmodel,12ratswereallocatedintogroupDS(dia-
beticratswithischemia-reperfusionandsevofluranepost-procession).Another48healthySDrats
simultaneouslyfedweredividedintofourgroups(n =12)accordingtotheprincipleofrandomcon-
trol:groupSham(shamoperation),groupNI(ischemia-reperfusion),groupNS(ischemia-reperfu-
sionandsevofluranepost-procession),andgroupGS(ischemia-reperfusionandGSK-3βoverexpres-
sion).Ischemia-reperfusionmodelwasinducedbyocclusionoftheleftcoronaryarteryfor30minfol-
lowedby120minreperfusion.Thepost-processionofsevofluranewasfollowedbyinhalationof2.5%
sevofluranefor5minfrom1minbeforereperfusion.GSK-3βoverexpressionwasperformedbytail-
veininjectionofGSKoverexpressingrecombinantadenovirus(AAV9)oneweekbeforetheischemia-
reperfusionmodelwasconstructed.TheECGperformanceofmyocardialischemiawasobservedinthe
preparationofischemia-reperfusionmodelineachgroup(sternelevation,largeQwaveandarrhyth-
mia).AbdominalaorticbloodwasextractedandtheconcentrationofcTnIwastestedafter120min.
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Andthentheratswereexecutedtoremovetheheart.Myocardialinfarctsizeandmyocardialpatholog-
icaldamageweremeasured.TheexpressionofGSK-3βandcaspase-3weredetectedbyWesternblot.
Results ComparedwithShamgroup,groupsNI,NS,DSandGSECGshowedSTsegmenteleva-
tion,wideQwave,increasednumberofarrhythmiaperminute,increasedcardiactroponinconcentra-
tion,increasedinfarctsize,increasedpathologicaldamage,andup-regulatedexpressionofcaspase-3
(P <0.05).ComparedwithgroupNI,thecardiactroponinconcentrationdecreasedingroupNS,in-
farctsizeandpathologicaldamage,caspase-3expression weredown-regulated (P < 0.05).
ComparedwithgroupNS,groupsDSandGSshowedSTsegmentelevationandwideQwaves,in-
creasedarrhythmiaperminute,increasedtroponinconcentration,increasedinfarctsize,increased
pathologicaldamageandup-regulatedexpressionofcaspase-3(P < 0.05).Comparedwithgroup
DS,thedifferencebetweentheaboveindicators wasnotstatisticallysignificantingroup GS.
Conclusion OverexpressionofGSK-3βrecombinantadenoviruscanincreasemyocardialIRinjuryin
diabeticratsandreducetheprotectiveeffectofsevofluraneonmyocardialIRindiabeticrats.Thepro-
tectivemechanismofsevofluraneondiabeticmyocardiumisthroughsignaltransductionpathofGSK.
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  七氟醚后处理可减轻心肌缺血-再灌注(IR)损
伤,而糖尿病因素可以削弱甚至抵消其保护作用[1]。

PI3K/Akt信号传导通路对细胞损伤及凋亡具有保

护作用[2]。糖原合成酶激酶3β(glycogensynthesis
kinanse3β,GSK-3β)是一种多功能的丝/苏氨酸蛋

白激酶,其活性增强可导致胰岛素抵抗和糖尿病发

病[3-5]。GSK-3β作为PI3K/Akt信号传导通路的下

游信号传导分子之一,通过负反馈磷酸化参与多种

细胞的保护机制[2,6]。本课题组前期研究表明,抑
制GSK-3β的表达可恢复七氟醚后处理对糖尿病大

鼠心肌IR损伤的保护作用[7]。为从正反两方面评

价GSK-3β通路对糖尿病因素减轻七氟醚后处理的

心肌损伤保护作用的影响,进一步确定传导通路,
本实验拟探讨GSK-3β过表达对糖尿病大鼠七氟醚

后处理心肌保护作用的影响。

材料与方法

实验动物与分组 2月龄健康成年雄性SD大

鼠60只,体重200~300g(北京市海淀兴旺动物养

殖场提供),采用随机数字表法分为五组:假手术组

(Sham组)、正常大鼠IR组(NI组)、正常大鼠IR+
七氟醚后处理组(NS组)、糖尿病大鼠IR+七氟醚

后处理组(DS组)、正常大鼠GSK-3β过表达+IR+
七氟醚后处理组(GS组),每组12只。

DS组给予普通饮食喂养2周,禁饮禁食12h
后,经腹腔注射1%链脲佐菌素60mg/kg[8],24h后

经尾静脉采血测定空腹血糖,以空腹血糖浓度>16.7
mmol/L并且出现多尿、多饮、多食、体重下降为标

准,后继续喂养8周,大鼠无死亡且每周测量血糖浓

度均>16.7mmol/L为糖尿病大鼠模型制备成功[8],
后淘汰死亡及建模失败大鼠并补充样本量;其余四组

大鼠同步适应性喂养。Sham组开胸后只穿线不结

扎;NI组行心肌IR处理;NS组和DS组于再灌注前

1min吸入2.0%七氟醚,持续5min;GS组于IR处

理前2周经尾静脉注射包装有GSK-3β突变型基因

的腺相关病毒AAV91×1011vg[9-10],并于再灌注前1
min开始吸入七氟醚5min。

心肌IR模型的制备[11] 禁食不禁饮8h后,以

25%乌拉坦0.5ml/100g经腹腔注射麻醉大鼠,后将

大鼠仰卧位固定于保温实验工作台,连接四肢标准导

联心电图。备皮后经颈正中切口暴露气管,T形切口

气管插管,连接动物呼吸机,呼吸参数调整为VT2.0
ml/100g,RR70次/分,I∶E1∶2。后备皮经胸骨左缘

第4/5肋间延肋骨切口开胸暴露心脏,剥离心包后用

6号丝线于左心耳下寻找并穿过冠状动脉左前降支,
丝线两端穿过一细硅胶套管,收紧套管并持续固定造

成结扎区域缺血,可见结扎远端组织发绀。心电图示

ST段抬高,T波高尖,并间断出现心律失常,表明心

肌组织缺血成功;持续30min后放松丝线实施再灌

注,可见ST段下降幅度大于1/2,发绀组织变红,表
明心肌组织再灌注成功。

血清cTnI浓度检测 再灌注120min时,每组

大鼠备皮左正中切口开腹暴露腹主动脉并取血2
ml,静置3min后离心5min,离心速度为3000
r/min,离心半径10cm,取离心后上层血清,分装并

放置于-80℃冰箱保存,后采用 AU640全自动生

化分析仪检测血清cTnI浓度。
心肌梗死体积检测 再灌注120min时,每组

采用抽签法随机选取4只大鼠,再次结扎左前降支,
经右颈动脉逆行灌注1%伊文氏蓝染液0.5ml,钳
夹降主动脉5s后立即取出心脏并置于-20℃冰箱

中冷冻30min,延心脏冠状轴连续切片,每片厚2
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mm左右,切片迅速置于配置好的1%TTC溶液中

37℃恒温水箱避光染色30min,PBS缓冲液冲洗后

以4%甲醛溶液固定过夜。染色成功后可见心肌薄

片蓝色为正常组织,暗红色为缺血区非梗死组织,
灰白色为缺血区梗死组织。心肌标本扫描后,用

ImageProplus5.0图像分析软件分析,测定缺血区

梗死体积和缺血区的非梗死体积,计算心肌梗死体

积=缺血区梗死体积÷缺血区体积×100%。

表1 五组大鼠心肌梗死体积、血清cTnI浓度、心肌GSK-3β和caspase-3含量的比较(x±s)

组别
心肌梗死体积(%)

(n=4)
cTnI(U/L)
(n=12)

GSK-3β
(n=8)

caspase-3
(n=8)

Sham组 0.10±0.08 0.10±0.05 0.39±0.02 0.02±0.01
NI组 36.30±0.67a 1.13±0.11a 0.77±0.02a 0.27±0.04a

NS组 27.41±0.77ab 0.72±0.08ab 0.61±0.19ab 0.14±0.02ab

DS组 48.93±1.24ac 1.84±0.08ac 0.91±0.05ac 0.46±0.03ac

GS组 48.95±1.01ac 1.83±0.11ac 0.88±0.03ac 0.44±0.02ac

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与NI组比较,bP<0.05;与NS组比较,cP<0.05

病理染色及GSK-3β、caspase-3含量检测 于再

灌注120min时,每组剩余8只大鼠取结扎部位以下

缺血区的心肌组织,并把该部分组织分为两部分。一

部分组织行 HE染色,经石蜡切片制备、脱蜡、染色、
脱水、封片后于400倍光镜下观察心肌组织病理学结

果。另一部分组织采用 Westernblot法测定心肌组

织GSK-3β和心肌细胞凋亡caspase-3含量。按照蛋

白提取试剂盒说明,取大鼠心肌组织经裂解后将,测
定蛋白浓度并进行蛋白定量,根据目的蛋白的分子量

配制不同浓度的分离胶与浓缩胶,经电泳、转膜、漂
洗、封闭后分别加入兔抗鼠单克隆GSK-3β抗体(1∶
1000)和兔抗鼠单克隆caspase-3抗体(1∶700),4℃
孵育过夜。TBST漂洗后加入 HRP的山羊抗兔(1∶
3000)二抗,4℃孵育2h后再次漂洗。在暗室中曝

光,并用图像分析软件分析测定条带灰度值。以

GSK-3β和caspase-3条带灰度值与GAPDH条带灰

度值之比反映目的蛋白相对含量。
统计分 析 采用SPSS11.0软件进行分析。

正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表示,组
间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差异有

统计学意义。

结  果

心肌梗死体积和cTnI、Gsk-3β、caspase-3含量 
与Sham组比较,NI组、NS组、DS组、GS组心肌梗死

体积明显增大,血清cTnI浓度明显升高,心肌GSK-

3β和caspase-3含量明显升高(P<0.05);与NI组比

较,NS组心肌梗死体积明显减小,血清cTnI浓度明

显降低,心肌GSK-3β和caspase-3含量明显下降(P
<0.05);与NS组比较,DS组、GS组心肌梗死体积明

显增大,血清cTnI浓度明显升高,心肌 GSK-3β和

caspase-3含量明显升高(P<0.05);与 DS组比较,

GS组心肌梗死体积、血清cTnI浓度、心肌GSK-3β和

caspase-3含量差异无统计学意义(表1)。
心肌病理染色 光镜下可见Sham组心肌细胞

形态正常,纤维排列整齐,胞质染色均匀,胞核居中,
结构完整;NI组心肌纤维排列紊乱,细胞形态不规

则,胞浆有轻度的肿胀和胞核破坏;NS组心肌病理损

伤程度较NI组减轻,出现轻度的胞浆肿胀和少量的

细胞核破坏;DS组与GS组细胞形态不规则,心肌纤

维排列紊乱,胞浆有不同程度的肿胀甚至破裂,胞核

排列不齐,并且出现碎裂和溶解(图1)。

讨  论

本实验研究结果提示七氟醚对IR损伤具有保

护作用,与Zhang等[12]研究结果一致;糖尿病大鼠

七氟醚后处理心肌保护作用减弱,与郑瑛慧等[13]研

究结果一致;糖尿病与GSK-3β过表达因素在一定

程度上都可以加重大鼠心肌IR损伤。
心肌细胞的缺血损伤是由于活性氧簇(ROS)的

破坏及胞内环境紊乱等导致细胞线粒体的损伤,在再

灌注期间,线粒体的钙超载,大量堆积产生的游离

ROS以及细胞氧化磷酸化能力的破坏都将诱导

mPTP的开放,进而引起Ca2+ 超载等一系列细胞的

破坏。PI3K/Akt信号通路作为细胞内重要的信号通

路之一发挥着抗凋亡、促细胞生存等作用,其通过控

制GSK-3β的 活 性,减 少 线 粒 体 通 透 性 转 换 孔

(mPTP)的开放,发挥心肌保护功能[14]。急性高血糖

时,在胰岛素的作用下,活化的AKT通过磷酸化丝氨

酸残基Ser9使GSK-3β磷酸化而失活,致使其对下游

·7001·临床麻醉学杂志2018年10月第34卷第10期 JClinAnesthesiol,October2018,Vol.34,No.10



图1 五组大鼠心肌病理损伤HE染色(×400)

因子的调控能力丧失,主要表现为GSK3的过表达,
而GSK3对caspase-3的激活可能成为促使凋亡产生

和增加的一个重要机制[15]。本实验通过正常大鼠

GSK-3β过表达使得七氟醚的心肌损伤保护作用减

弱,同时前期研究证实抑制GSK-3β活性使得七氟醚

对糖尿病大鼠心肌损伤保护作用恢复[7],共同推断七

氟醚对糖尿病心肌IR保护作用的减弱甚至消失可能

是通过GSK途径导致的。
综上所述,GSK-3β过表达可加重大鼠心肌IR

损伤,七氟醚对糖尿病心肌IR保护作用的减弱可

能通过GSK途径导致。
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