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  〔摘要〕  目的  探讨糖尿病早期肋间肌酶组织化学变化。方法  应用酶组织化学方法观察糖尿病 2周和 4周大鼠肋

间肌组织脱氢酶、水解酶和氧化酶活性变化。结果  糖尿病 2周大鼠肋间肌组织琥珀酸脱氢酶、谷氨酸脱氢酶和辅酶Ⅰ黄

递酶活性较对照组增强, 乳酸脱氢酶活性较对照组减弱, 苹果酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、酸性磷

酸酶、酸性-A-萘酸性酯酶和细胞色素氧化酶无变化。糖尿病 4周大鼠肋间肌组织琥珀酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、谷氨酸脱

氢酶、辅酶Ⅰ黄递酶、酸性磷酸酶和酸性-A-萘酸性酯酶活性较对照组增强, 乳酸脱氢酶和细胞色素氧化酶活性较对照组减

弱, 异柠檬酸脱氢酶、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶无变化。结论  糖尿病 2周大鼠肋间肌组织有氧氧化代谢能力增强, 糖酵解能

力减弱。糖尿病 4周大鼠肋间肌组织有氧氧化能力增强、糖酵解能力减弱及能量代谢紊乱。在糖尿病早期呼吸肌存在代谢

异常。
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〔Abstract〕  Objective To study the enzym ic activity changes of intercosta lmuscles in rats w ith early-stage

diabetes1 Methods Enzym e h istochem ica lm ethods w ere used to observe changes in the enzym ic act iv it ies of dehy-

drogenases, hydro lases and ox idases in 2ed and 4 th w eek d iabet ic rat intercosta lmuscles 1 Resu lts The activ ites o f

SDH ( succinate dehydrogenase), GDH ( g lutamate dehydrogenase) and NADHD (NADH diaphorase) w ere in-

creased in 2ed w eek diabetic intercostalmusc les in comparison w ith those o f the contro ls1 LDH ( lactate dehydro-

genase) act iv ity w as decreased whereasMDH (m alate dehydrogenase) , ICDH ( isoc itrate dehydrogenase), G-6-PD

( g lucose-6-phosphate dehydrogenase) , ACP ( acid phosphatase ) , ANAE ( acid A-naphtyl ac id esterase ) and

CCO ( cy tochrom e ox idase ) had no changes in 2ed w eek diabetic rats1 The activ ites o f SDH, MDH, GDH,

NADHD, ACP andANAE in 4th w eek d iabetic rat intercostalmusclesw ere significantly h igher than those o f contro l

rats1 The act iv ites of LDH and CCO were sign ificantly lower1 ICDH and G-6-PD showed no apparent alteration1
Conclusion The resu lts indicate that the aerob ic capacity is h igher and the g lyco lyt ic capacity is low er in 2ed w eek

diabetic rat intercosta lmusc les 1There are increased aerob ic capacity, decreased glyco lytic capacity, and d isturbed

lip id and energym etabo lism in intercosta lmuscles o f 4th w eek diabetic rats1Thus the enzym ic activ ities of dehydro-

genases, hydro lases and ox idases are changed in early-stage d iabetes, wh ich can accelerate the destruction o f re-

sp iratory musc les1
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  呼吸肌是肺进行气体交换的机械动力。 1型和

2型糖尿病 ( diabetes mellitus, DM ) 患者均存在不

同程度的肺功能异常, 但其发病机制至今不详。先

前研究已证实 DM可导致呼吸肌功能、结构及代谢

等方面的改变, 而对重要呼吸肌之一的肋间肌研究

较少
[ 1-4 ]
。尽管肋间肌的呼吸功能作用一直都存在

一定的争议, 但近年来的研究显示其作为重要的呼
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吸肌和骨骼肌, 在调节呼吸运动, 维持肺膨胀, 实

现气体交换, 维持生物体的肺功能仍具有极其重要

的作用
[ 5, 6]
。DM 时肋间肌是否存在结构、功能和

代谢等方面的变化, 目前尚不清楚。本实验采用酶

组织化学方法及图像分析等手段对 DM早期大鼠肋

间肌进行定性定量研究, 以了解 DM早期大鼠肋间

肌的酶组织化学特性改变, 进一步探讨 DM对肺功

能影响的发病机制。

材料和方法

11动物模型复制
雄性W istar大鼠 30只 (重庆医科大学实验动

物中心提供 ), 体重 150-180g, 随机分为 DM1

( DM模型成立 2周 ) 和 DM2组 ( DM模型成立 4

周 ) 与对照组。 DM 组 20只对照组 10只大鼠。

DM组大鼠予四氧嘧啶 (按 200mg /kg体重 ) 一次

性腹腔内注射, 对照组注射等量生理盐水。注射药

物后第 3 d 测空腹血 糖 (邻甲苯胺法 ) >

13190mmo l/L为 DM模型成立。所有大鼠均自由饮

水、进食。在 DM模型成立 2和 4周时, 测空腹血

糖, 其值仍 > 13190mmo l/L。

21取材
DM大鼠病程 2和 4周时, DM 1、 2组和对照

组各 10只大鼠同时股动脉放血活杀, 剪开胸腔,

速取左侧肋间肌组织, 去除附着脂肪及结缔组织,

用滤纸吸干表面水分, 顺纤维方向取 2- 3mm宽肌

条, 轻微牵拉至原位长度。标本均取横截面, 采用

多组织标本合包法, 液氮内骤冷固定。

31组织化学方法
311 实验药品及仪器

①显示各种酶活性的底物均购自 Sigma公司。

②孵育液及缓冲液, 临用前配制。

③切片机采用 AO型恒冷切片机 (美国 )。

312 方法及染色结果 [ 7, 8 ]

将冷冻固定的肋间肌组织在-15e 下恒冷切片,

切片厚度 8Lm, 在统一实验条件下, 用酶组织化

学染色法显示 10种酶, 其中脱氢酶 7种, 包括琥

珀酸脱氢酶 ( succinate dehydrogenase, SDH )、苹

果酸脱氢酶 ( ma late dehydrogenase, MDH )、异柠

檬酸脱氢酶 ( isoc itrate dehydrogenase, ICDH )、谷

氨酸脱氢酶 ( g lutam ate dehydrogenase, GDH )、乳

酸脱氢酶 ( Lactate dehydrogenase, LDH )、辅酶Ⅰ

黄递酶 ( NADH d iaphorase, NADHD )、葡萄糖-6-

磷酸脱氢酶 ( g lucose-6-phosphate dehydrogenase, G-

6-PD )。水解酶 2种, 即酸性磷酸酶 ( acid phos-

phatase, ACP ) 和酸性-A-萘酸性酯酶 ( A cid A-

naphty l ac id esterase, ANAE, 也称非特异性酯酶,

nonspecific esterase)。氧化酶 1种, 即细胞色素氧

化酶 ( cy tochrome ox idase, CCO )。脱氢酶显色采

用标准脱氢酶法, 终产物颜色为蓝色, ACP 和

ANAE显色采用偶氮偶联法, 终产物颜色分别为红

色和砖红色, CCO显色采用 DAB法, 终产物颜色

为红棕色。

313 酶活性观察指标记录方法
)  肌纤维无染色颗粒, 不着色, 阴性;

Î  肌纤维染色颗粒稀少或无, 浅着色, 弱阳

性;

Ï  肌纤维染色颗粒较多, 清晰, 着色, 阳

性;

Ð  肌纤维染色颗粒增多、增粗, 深着色, 强

阳性。

314 免去底物作阴性对照, 以排除假阳性反

应的可能性。

41图像分析
采用 MD20型彩色图像分析系统 ( Leitz) , 对

酶组织化学切片进行图像测量, 修正及分析, 每张

切片随机选择 10个视野, 测量酶染色吸光度 A

(着色深度 ), 取其平均值。

5统计学处理

实验数据以均数 ?标准差 ( x̧ ? s) 表示, 采用

SPSS 1115软件进行 t检验。

结   果

11酶活性改变
对照组肋间肌: 强阳性反应: LDH; 阳性反

应: SDH、 NADHD、 CCO; 弱阳性反应: MDH、

GDH、 ICDH、G-6-PD、ANAE; 阴性反应: ACP。

DM2周肋间肌: 强阳性反应: SDH、NADHD;

阳性反 应: GDH、 CCO; 弱阳 性 反应: LDH、

MDH、 ICDH、G-6-PD、ANAE ; 阴性反应: ACP。

DM4周肋间肌: 强阳性反应: SDH、NADHD;

阳性反应: LDH、MDH、GDH、ANAE; 弱阳性反

应: ICDH、 G-6-PD、 ACP、 CCO; 阴性反应: 无

(表 1及图 1-6)。

21图像分析结果
DM大鼠 2周肋间肌 SDH、 GDH、NADHD着

色深度 ( A ) 明显高于对照组, 而 LDH 明显低于

对照组, 两组肋间肌MDH、 ICDH、G-6-PD、ACP、
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ANAE和 CCO无明显变化。

DM 大鼠 4 周肋间肌 SDH、MDH、 GDH、

NADHD、ACP和 ANAE着色深度 ( A ) 明显高于

对照组, 而 LDH和 CCO明显低于对照组, 两组肋

间肌 ICDH和 G-6-PD无明显变化 (表 2)。

31阴性对照
免去底物后酶染色结果为阴性。

表 1 DM组与对照组大鼠肋间肌酶活性的变化

T able 1 Change of the activ ites o f enzymes in control and d iabet ic intercosta lmuscles

对照组 ( n= 10)

( Contro l g roup)

DM 1组 ( n= 10)

( D iabe tic group 1)

DM 2组 ( n= 10)

( D iabe tic group 2)

- Î Ï Ð - Î Ï Ð
Enzym e

activ ity
- Î Ï Ð

Enzym e

activ ity

SDH 1 7 2 1 1 8 ↑ 10 ↑

LDH 1 3 7 5 3 2 ↓ 8 2 ↓

MDH 6 4 6 4 0 2 8 ↑

GDH 10 3 7 ↑ 10 ↑

ICDH 6 4 9 1 0 7 3 0

NADHD 1 8 1 2 8 ↑ 10 ↑

G-6-PD 10 10 0 6 4 0

ACP 8 2 9 1 0 4 6 ↑

ANAE 10 7 3 0 4 6 ↑

CCO 2 8 3 7 0 8 2 ↓

  No te: Compared w ith contro l group, ↑ increase↓ decrease, 0 no change1

表 2 DM组与对照组大鼠肋间肌酶染色的图像分析 (A值 ) ( x̧ ? s)

Table 2 Im age analysis of the act iv ites of enzymes in control and d iabet ic intercosta lmuscles ( x̧ ? s)

对照组 ( n= 10)

( Contro l g roup)

DM1组 ( n= 10)

( D iabetic g roup 1)

DM2组 ( n= 10)

( D iabetic g roup 2)

SDH 752 ? 35 901 ? 72* 986 ? 59*

MDH 741 ? 45 802 ? 61 998 ? 57*

GDH 569 ? 52 779 ? 51* 780 ? 36*

ICDH 826 ? 70 785 ? 59 816 ? 48

NADHD 765 ? 45 952 ? 82* 1012 ? 47*

G-6-PD 581 ? 61 597 ? 71 652 ? 39

ACP 328 ? 25 392 ? 37 553 ? 49*

ANAE 402 ? 39 427 ? 40 696 ? 62*

LDH 1121 ? 29 825 ? 46* 785 ? 65*

CCO 962 ? 68 925 ? 35 698 ? 55*

  No te: Compared w ith contro l group, * P < 01011
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讨   论

酶是机体进行代谢活动所必须的重要物质。在

呼吸肌, 包括 SDH、CCO在内的众多酶类的正常

活性, 是维持呼吸运动的一个极为重要的物质基

础。本文通过脱氢酶、水解酶和氧化酶的酶组织化

学显示其活性变化, 观察 DM对肋间肌的损害。

酶组织化学染色, 常由于条件不一致, 染色强

度可发生差异, 本研究为避免该缺点, 采用不同时

间组的动物组织包埋在一起的方法, 使其切片厚

度, 孵育液 pH值和孵育时间长短均处于同一条件

下, 以排除人为的干扰。肋间肌作为重要的呼吸肌

和骨骼肌, 在调节呼吸运动, 维持肺膨胀, 实现气

体交换, 维持生物体的肺功能具有极其重要的作

用。在呼吸过程中, 呼吸肌不断摄取化学能, 转变

为机械能, 机体供应呼吸肌的能量和呼吸肌需求保

持平衡。若供求失调, 则呼吸肌易发生疲劳。以往

我们的研究表明 DM4周大鼠膈肌有氧氧化代谢能

力增强, 糖酵解能力下降, 呼吸链电子传递障碍,

提示 DM早期重要的呼吸肌膈肌已存在结构和代谢

功能异常
[ 1-3]

, 而对另一个重要呼吸肌肋间肌研究

显示其在 DM2周大鼠肋间肌有氧氧化代谢能力增

强, 糖酵解能力下降, 但没有出现呼吸链电子传递

障碍, 随着病程延长在 DM4周时不仅存在有氧氧

化代谢能力增强, 糖酵解能力下降, 且发生呼吸链

电子传递障碍, 提示 DM早期肋间肌存在代谢功能

变化。

脱氢酶参与机体供能的主要反应类型为氧化还

原反应。SDH主要存在于有氧呼吸细胞内, 定位

于线粒体内膜嵴, 与线粒体膜结合牢固, 主要以离

子键与线粒体内膜结合, 而疏水键则起辅助作用,

作为三羧酸循环和线粒体的标志酶, 其酶活性和含

量与线粒体数目平行
[ 9]
。在 DM 早期 2周肋间肌

SDH活性开始升高, 提示肋间肌有氧氧化代谢能

力增强, 其有利于肋间肌适应各种代谢需要, 与膈

肌保持一致的持续节律性活动
[ 5, 6, 10]

。GDH是线粒

体基质的标志酶, 在中间代谢中起重要作用, 乃氨

基酸和糖代谢的联结点。本实验模型模拟 1型

DM, 其胰岛素缺乏, 肌肉中蛋白质合成减少, 分

解增加
[ 11]

, 使谷氨酸增多, 在 DM 早期 2周肋间

肌 GDH活性增强, 形成大量 A-KG进入三羧酸循

环, 促进有氧氧 化过程, 以适应 肌肉收缩。

NADHD主要定位于线粒体, 被认为是整个肌纤维

氧化能力的标志。NADHD活性增强, 可能与 DM

早期细胞内氧化能力增强有关。MDH定位于线粒

体的基质, 生理功能在于参与细胞膜氧化磷酸化、

呼吸链电子传递、脂肪酸合成以及在三羧酸循环反

应中起关键性的作用。DM4周肋间肌出现 MDH活

性增强与 SDH一致, 表明在三羧酸循环的不同环

节发生了促进作用, 使有氧氧化代谢增强, 同时,

又使脂肪酸合成增加。LDH是必需辅酶的脱氢酶,

为无氧酵解途径的标志酶。DM2周始大鼠肋间肌

即显示 LDH活性减弱, 表明肌肉糖酵解能力下降,

使其迅速提供肋间肌收缩所需能量减少, 因此,

DM早期肋间肌是以有氧氧化代谢提供能量, 以适

应机体代谢变化, 尤其是肌肉收缩。 ICDH 和 G-6-

PD对照组和 DM组之间无明显差异, 其原因尚不

清楚, 有待进一步深入研究。

ANAE定位于内质网和溶酶体, 也可能存在于

线粒体和胞液, 其生理功能与脂质代谢有关。ACP

定位于溶酶体内, 作为溶酶体的标志酶, 该酶以萘

酚 AS-B I磷酸酚为底物, 经酶水解放出萘酚 AS-

BI, 立即与重氮盐偶联生成红色产物, 在正常状态

下, 骨骼肌细胞内 ACP阴性表达
[ 12 ]

, DM 4周肋间

肌 ACP活性增强, 推测由于 DM 早期氧化应激致

退变坏死肌纤维内因溶酶体破坏或膜通透性增加,

造成细胞浆内扩散所致。ACP的具体生理功能尚

不明确, 但 ACP常与酯酶活性呈平行关系, 这与

ANAE活性增强相符, 在我们的实验中也证实。

呼吸链是细胞生物氧化的装置, 而 CCO是呼

吸链的终端, 它所催化的细胞色素 C的氧化在脱

氢酶和氧化酶系统之间建立了重要联系, 其活性强

度可作为细胞氧化代谢程度的可靠指标。CCO在

肌纤维的分布与 SDH 和 NADHD相似, 不同的是

CCO在骨骼肌活性程度远不如前两种酶强。在

DM4周肋间肌 CCO活性下降, 与 DM氧化应激增

加使线粒体肿胀
[ 4]
, 致使 CCO失去在线粒体嵴和

内膜上的正常定位, 酶反应产物呈自由扩散状态,

反应强度较正常肋间肌减弱, 表明 DM状态干扰了

包括肋间肌在内的呼吸肌的呼吸链跨膜电子传递,

抑制氧化磷酸化的正常进行, 导致其能量代谢障

碍。

已有的研究显示肋间肌与膈肌在生理功能及代

谢上存在明显的差别
[ 13 ]

, 我们观察到在 DM 早期

肋间肌已存在有氧氧化代谢能力增强、糖酵解能力

下降和呼吸链电子传递障碍, 提示 DM早期肋间肌

存在病理生理变化, 推测在 DM早期不仅膈肌受到

损伤, 而且肋间肌同样受到影响, 共同参与 DM患
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者的肺功能异常的发病机制, 然而, 在 DM状态下

肋间肌与膈肌的相互关系以及分子发病机制, 尚需

今后深入研究。
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图  版  说  明

图 1 SDH染色, 正常肋间肌酶染色颗粒稀疏。@ 200

图 2 SDH 染色, DM 2周肋间肌酶染色颗粒增多、增粗。

@ 200

图 3 SDH 染色, DM 4周肋间肌酶染色颗粒增多、增粗。

@ 200

图 4 CCO染色, 正常肋间肌酶染色颗粒多, 清晰。@ 200

图 5 CCO染色, DM 2周肋间肌酶染色颗粒少, 浅着色。

@ 200

图 6 CCO染色, DM 4周肋间肌酶染色颗粒少, 浅着色。

@ 200

图 7 ACP染色, 正常肋间肌酶无染色颗粒, 不着色。 @

200

图 8 ACP染色, DM2周肋间肌酶无染色颗粒, 不着色。

@ 200

图 9 ACP染色, DM 4周肋间肌酶染色颗粒稀少或无, 浅

着色。@ 200

EXPLANATION OF FIGURES

F ig11 The SDH sta ining is loca lized in norm a l inte rcostal mus-

c les1 @ 200

F ig12 The SDH staining is localized in 2th w eek d iabetic inte r-

costal musc les1 @ 200

F ig13 The SDH staining is localized in 4th w eek d iabetic inte r-

costal musc les1 @ 200

F ig14 The CCO sta ining is loca lized in norm a l inte rcostal mus-

c les1 @ 200

F ig15 The CCO staining is localized in 2th w eek d iabetic inte r-

costal musc les1 @ 200

F ig16 The CCO staining is localized in 4th w eek d iabetic inte r-

costal musc les1 @ 200

F ig17 The ACP sta in ing is loca lized in no rm al inte rcostal mus-

c les1 @ 200

F ig18 The ACP sta in ing is loca lized in 2th w eek d iabetic inte r-

costal musc les1 @ 200

F ig19 The ACP sta in ing is loca lized in 4th w eek d iabetic inte r-

costal musc les1 @ 200
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