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摘要：目的 探讨间断补充睡眠能否减轻昼夜节律紊乱加重的糖尿病大鼠心肌缺血 ／再灌注损伤。 方法 给大鼠腹腔

注射 １％链脲佐菌素（ＳＴＺ）３０ ｍｇ ／ ｋｇ 及高脂高糖饮食构建糖尿病模型。 造模成功的 ４０ 只糖尿病大鼠，随机分为 ４ 组，
每组 １０ 只：假手术组（Ｓｈａｍ 组）、缺血 ／再灌注组［Ｉ ／ Ｒ 组，结扎左冠状动脉前降支（ＬＤＡ）３０ ｍｉｎ，再灌注 １２０ ｍｉｎ］、昼
夜节律紊乱组（Ｃｒｄ 组，每日持续 ２４ ｈ 光照并提供食物）、间断补充睡眠组（Ｄｓｓ 组，夜间每光照 ３ ｈ 关闭 １ ５ ｈ 补充睡

眠）。 三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染色法计算心肌梗死体积；ＥＬＩＳＡ 测定血清中肌酸激酶同工酶（ＣＫ⁃ＭＢ）活性、肌钙蛋白Ⅰ
（ｃＴｎⅠ）含量；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定心肌生物钟基因 Ｂｍａｌ１、Ｒｅｖ⁃ｅｒｂα 的表达量。 结果 与 Ｓｈａｍ 组相比，Ｉ ／ Ｒ 组心肌梗死体

积明显增大，血清 ＣＫ⁃ＭＢ 活性和 ｃＴｎⅠ含量明显升高，心肌组织 Ｂｍａｌｌ 表达下调，Ｒｅｖ⁃ｅｒｂα 上调（Ｐ＜０ ０５）；与 Ｉ ／ Ｒ 组相

比，Ｃｒｄ 组心肌梗死体积增大，血清 ＣＫ⁃ＭＢ 活性和 ｃＴｎⅠ含量升高，心肌组织钟基因 Ｂｍａｌ１ 表达下调、Ｒｅｖ⁃ｅｒｂα 表达上调

（Ｐ＜０ ０５）；与 Ｃｒｄ 组相比，Ｄｓｓ 组心肌梗死体积减小，血清 ｃＴｎⅠ含量和 ＣＫ⁃ＭＢ 活性降低，钟基因 Ｂｍａｌ１ 表达上调、
Ｒｅｖ⁃ｅｒｂα表达下调（Ｐ＜０ ０５）。 结论 间断补充睡眠可减轻由昼夜节律紊乱加重的糖尿病大鼠心肌缺血 ／再灌注损伤。
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　 　 昼夜节律作为生物体内的一种重要内源性调节

机制，利用光信号与外界环境同步，严密地控制着生

物体的饮食、觉醒以及禁食、睡眠等节律，这种节律

的同步性确保生物体与外界环境及不同外周器官间

生物钟节律的一致［１］。 缺血性心脏病是糖尿病的

主要心血管并发症和死亡原因，而血清肌酸激酶同

工酶（ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ⁃ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ，ＣＫ⁃ＭＢ）活性和肌钙

蛋白 Ｉ（ｃａｒｄｉａｃ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ，ｃＴｎⅠ）含量常作为临床首

选的生化指标来检测急性心肌缺血，且糖尿病患者

的心肌更容易受到缺血 ／再灌注损伤的影响［２］。 在

糖尿病患者中，昼夜节律紊乱的发生率很高，昼夜节

律紊乱会导致糖尿病的胰岛素敏感性降低，影响糖

尿病控制和预后［３］。 改善昼夜节律紊乱可以改善

血糖水平以及糖尿病的并发症，从而提高糖尿病患

者的生活质量。 然而，对于改善昼夜节律紊乱对糖

尿病心肌缺血 ／再灌注的研究目前尚不清楚，因此本

研究旨在探讨间断补充睡眠是否可减轻昼夜节律紊

乱加重的糖尿病大鼠心肌缺血 ／再灌注损伤。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 动物：ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，体质量 ２５０ ～ ３００ ｇ
［山西医科大学实验动物中心提供，实验动物许可

证编号：ＳＹＸＫ（晋）２０１９⁃０００７］，严格遵守国家动物

福利伦理及保护规定进行实验。
１ １ ２　 药物、试剂 （盒）： １％ 链脲佐菌素 （ ＳＴＺ，
Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；ＥＬＩＳＡ 试剂盒（武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司）；ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 一抗（武汉爱

博泰克生物科技有限公司）；ＢＭＡＬ１ 一抗、ＧＡＰＤＨ

一抗、二抗（上海艾博抗生物公司）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 大鼠的分组及处理：将构建成功的糖尿病大

鼠分为：假手术组（Ｓｈａｍ）；缺血 ／再灌注组（Ｉ ／ Ｒ），结
扎左冠状动脉前降支（ｌｅｆｔ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｃｏｒｏｎａｒｙ
ａｒｔｅｒｙ，ＬＤＡ）３０ ｍｉｎ，再灌注１２０ ｍｉｎ］；昼夜节律紊乱

组（ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，Ｃｒｄ），Ｉ ／ Ｒ 组基础上，每
日持续 ２４ ｈ 光照并提供食物使大鼠昼夜节律紊乱）；
间断补充睡眠组（ｄｉｓｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｓｌｅｅｐ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ，
Ｄｓｓ），在 Ｃｒｄ 组基础上，夜间 １２ ｈ 不提供食物，且每光

照 ３ ｈ 关闭１ ５ ｈ让其补充睡眠。 Ｓｈａｍ 组和 Ｉ ／ Ｒ 组每

日光照１２ ｈ并规律进食３ 餐，夜晚关闭光照并停止提

供食物。
大鼠禁食 １２ ｈ，１％戊巴比妥钠 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔

注射麻醉。 持续监测Ⅱ导联心电图。 颈部正中第

３、４ 气管软骨环之间行气管切开术，置入 １６ Ｇ 气管

导管行机控呼吸（参数：潮气量 ５ ｍＬ ／ ２００ ｇ，呼吸频

率 ６０ 次 ／ ｍｉｎ，吸呼比 １ ∶ ２）。 暴露大鼠左侧腹股沟

区，结扎左股静脉远心端，并用 ２８ Ｇ 套管针穿刺置

管。 切开胸腔，充分暴露心脏，在左心耳根部下

２ ｍｍ左右的位置用丝线穿过 ＬＤＡ，在丝线的两端穿

过一段硅胶管，缩紧套管并固定丝线以造成大鼠心

肌缺血。 结扎 ＬＤＡ ３０ ｍｉｎ，心电图反映出 ＳＴ 段抬

高、ＱＲＳ 波增宽增高、Ｔ 波高尖，同时结扎的远端心

尖及左室前壁组织发绀且跳动无力，为结扎成功的

标志；结扎 ３０ ｍｉｎ 后进行 １２０ ｍｉｎ 再灌注，ＳＴ 段回

落以及结扎的远端心尖及左室前壁组织逐渐变红，
是再灌注成功的标志。 Ｓｈａｍ 组 ＬＤＡ 仅穿线不结

扎；Ｉ ／ Ｒ 组、Ｃｒｄ 组和 Ｄｓｓ 组 ＬＤＡ 均结扎 ３０ ｍｉｎ 后行

２３２
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１２０ ｍｉｎ 再灌注。
１ ２ ２　 三苯基四氮唑（ ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，
ＴＴＣ）法检测心肌梗死体积百分比：随机取 ５ 只大

鼠，再次结扎其 ＬＤＡ，通过股静脉置管注入 ３ ｍＬ １％
伊文氏蓝（Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ）染液，当正常组织完全上色，
缺血区组织未染色后，立即处死大鼠，取出其心脏。
用冷 ０ ９％氯化钠溶液冲洗心脏，后置于－２０ ℃ 下

１ ｈ，垂直于其长轴切成 ２ ｍｍ 厚的切片，放入现配的

１％ ＴＴＣ 溶液中，使之均匀染色，３７ ℃孵育 ５ ｍｉｎ，重
复 ３ 次。 用 ＰＢＳ 缓冲液冲洗切片后放入 ４％甲醛组

织固定液中固定 １５ ｍｉｎ，扫描仪扫描心脏切片进行

保存。 正常心肌呈蓝色，缺血区心肌为砖红色，梗死

的心肌则为灰白色。 用 Ｉｍａｇｅ ＰｒｏＰｌｕｓ ７ ０ 图像分析

软件（Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ 公司）计算心脏缺血区体积

以及缺血区梗死体积，然后计算出心肌梗死体积百

分比，公式为：缺血区梗死体积 ／缺血区体积×１００％。
１ ２ ３　 ＥＬＩＳＡ 检测血清 ｃＴｎⅠ含量、ＣＫ⁃ＭＢ 活性：
１２０ ｍｉｎ 再灌注后，从右侧颈动脉抽取 ５ ｍＬ 血样，静
置 ２ ｍｉｎ 后，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，离心半径

８ ５ ｃｍ，随后严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作。
１ ２ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定心肌组织生物钟基因

ＢＭＡＬ１、ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 的表达水平：取心肌缺血区的组

织按 １０ μｇ ／ ｍＬ 的比例加入 ＲＩＰＡ 裂解液，用超声波

粉碎机破碎组织样品后置于冰上裂解 １０ ｍｉｎ，４ ℃
离心 １５ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，采取 ＢＣＡ 法进行蛋白质

定量。 取 ２００ μＬ 上清液倒入离心管，以 ４ ∶ １ 比例

加入 ５ ×蛋白质上样缓冲液，将其置于 １００ ℃，
１０ ｍｉｎ，使蛋白彻底变性。 将样品置于冰上进行冷

却，４ ℃，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １ ｍｉｎ。 根据蛋白分子量

调配 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离胶和浓缩胶，通过凝胶电泳和

转膜后，用 ５％的脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ，并用 ＴＢＳＴ
洗涤 ５ ｍｉｎ×３ 次。 加入 ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 一抗（１ ∶ １ ０００）、
ＢＭＡＬ１ 一抗（１ ∶ １ ０００）、ＧＡＰＤＨ 一抗（１ ∶ ６ ０００），
４ ℃孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗涤 ５ ｍｉｎ × ３ 次，加入二抗

（１ ∶ ５０ ０００），在室温下孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 ５ ｍｉｎ×
３ 次。 用 ＩＰＷＩＮ６０ 软件处理系统来分析目标条带的

吸光度值。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参，根据 ＢＭＡＬ１、ＲＥＶ⁃
ＥＲＢα 条带吸光度值与 ＧＡＰＤＨ 条带吸光度值之比

衡量 ＢＭＡＬ１、ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 的表达水平。
１ ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２ ０ 软件实施统计学分析，正态分

布的计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较

采用单因素方差分析。

２　 结果

２ １　 心肌梗死体积百分比及 ｃＴｎⅠ含量、ＣＫ⁃ＭＢ活性

与 Ｓｈａｍ 组相比，Ｉ ／ Ｒ 组心肌梗死体积明显增

大，血 清 ＣＫ⁃ＭＢ 活 性 和 ｃＴｎ Ⅰ 含 量 明 显 升 高

（Ｐ＜０ ０５）；Ｃｒｄ 组同 Ｉ ／ Ｒ 组相比，心肌梗死体积增

大，ｃＴｎⅠ含量和 ＣＫ⁃ＭＢ 活性升高（Ｐ＜ ０ ０５）；Ｄｓｓ
组同 Ｃｒｄ 组相比，心肌梗死体积减小，血清 ＣＫ⁃ＭＢ
活性和 ｃＴｎⅠ含量降低（Ｐ＜０ ０５）（表 １）。

表 １　 大鼠心肌梗死体积百分比及血清中 ｃＴｎⅠ、
　 　 ＣＫ⁃ＭＢ 的比较

Ｔａｂｌｅ１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
　 　 　 　 ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ＣＫ⁃ＭＢ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
　 　 　 　 ｃＴｎⅠ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

ｇｒｏｕｐ
ｐｅｒｃｅｎｔ ｓｉｚｅ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ

ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ／ ％
ｃＴｎⅠ ／

（ｎｇ ／ ｍＬ）
ＣＫ⁃ＭＢ ／
（ｎｇ ／ ｍＬ）

Ｓｈａｍ ０ 　 ０ ３５±０ ０７ 　 １ ５１±０ １１

Ｉ ／ Ｒ ５２ ３±１ ８∗ 　 １ ６４±０ １２∗ 　 ３ ４６±０ ２１∗

Ｃｒｄ ７４ ６±２ ３＃ 　 ２ ４９±０ １０＃ 　 ５ １９±０ １７＃

Ｄｓｓ ６３ ５±２ １△ 　 １ ９７±０ １５△ 　 ４ ３２±０ ２５△

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ；＃Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｉ ／ Ｒ；△Ｐ＜０ ０５
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｒｄ．

２ ２　 心肌组织生物钟基因 ＢＭＡＬ１、ＲＥＶ⁃ＥＲＢα的

蛋白表达

与 Ｓｈａｍ 组 相 比， Ｉ ／ Ｒ 组 心 肌 生 物 钟 基 因

ＢＭＡＬ１ 表达下调，ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 上调（Ｐ＜０ ０５）；Ｃｒｄ
组同 Ｉ ／ Ｒ 组相比，心肌组织 ＢＭＡＬ１ 表达下调，ＲＥＶ⁃
ＥＲＢα 上调（Ｐ＜０ ０５）；Ｄｓｓ 组同 Ｃｒｄ 组相比，心肌组

织 ＢＭＡＬ１ 表达上调，ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 下调（Ｐ＜０ ０５）（图
１，表 ２）。

３　 讨论

生物钟由 １０ 个以上相互关联的转录调节因子

组成，所有这些调节因子都可能对心脏的代谢过

程产生影响，而芳香烃受体核转运蛋白的类似蛋白

１（ＢＭＡＬ１）是生物钟转录调节因子的核心组成部分，
在心肌细胞稳态中起着重要作用，并受孤儿核受体

ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 的负调控，ＢＭＡＬ１ 诱导 ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 表达，
而 ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 会进一步反馈抑制 ＢＭＡＬ１ 的表达［４］，

３３２
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图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠心肌组织 ＢＭＡＬ１ 和
　 　 ＲＥＶ⁃ＥＲＢα的蛋白表达

Ｆｉｇ １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＡＬ１
　 　 　 ａｎｄ ＲＥＶ⁃ＥＲＢα ｉｎ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ

表 ２　 大鼠心肌组织生物钟基因 ＢＭＡＬ１、ＲＥＶ⁃ＥＲＢα
　 　 相对表达量

Ｔａｂｌｅ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｌｏｃｋ
　 　 　 　 ｇｅｎｅ ＢＭＡＬ１ ａｎｄ ＲＥＶ⁃ＥＲＢα ｉｎ ｒａｔｓ
　 　 　 　 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

ｇｒｏｕｐ ＢＭＡＬ１ ＲＥＶ⁃ＥＲＢα

Ｓｈａｍ ０ ５６±０ ０３ ０ ０３±０ ０１
Ｉ ／ Ｒ ０ ２７±０ ０２∗ ０ １４±０ ０２∗

Ｃｒｄ ０ ０６±０ ０１＃ ０ ３６±０ ０２＃

Ｄｓｓ ０ １８±０ ０３△ ０ ２５±０ ０２△

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ； ＃Ｐ＜ ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｉ ／ Ｒ；△Ｐ＜ ０ ０５
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｒｄ．

在生物体内的反馈调节中起关键作用。 此外，
ＢＭＡＬ１ 在心肌细胞中高度表达，对心脏的代谢、信号

转导和收缩功能发挥了关键作用［５］。 昼夜节律调节

生物钟的运行，研究显示，昼夜节律紊乱可能会影响

生物钟基因 ＢＭＡＬ１ 和 ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 的转录，从而加重

糖尿病心肌缺血 ／再灌注损伤［６⁃９］。 在大鼠心肌缺血 ／
再灌注损伤时，ＢＭＡＬ１ 表达降低，ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 表达升

高［１０］。 本实验结果显示，与 Ｓｈａｍ 组比较，Ｉ ／ Ｒ组心肌

梗死体积明显增大，血清 ＣＫ⁃ＭＢ 活性和 ｃＴｎⅠ含量明

显升高，心肌组织生物钟基因 ＢＭＡＬ１ 表达下调，
ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 上调，提示心肌缺血 ／再灌注模型制备成

功；Ｃｒｄ 组同Ｉ ／ Ｒ组相比，心肌梗死体积百分比增大、
血清 ＣＫ⁃ＭＢ 活性和 ｃＴｎⅠ的含量升高，同时心肌组织

生物钟基因 ＢＭＡＬ１ 表达降低、ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 表达升高，
表明昼夜节律紊乱会加重糖尿病大鼠心肌缺血 ／再灌

注损伤；Ｄｓｓ 组与 Ｃｒｄ 组相比，心肌梗死体积百分比减

小、血清中的 ｃＴｎⅠ含量和 ＣＫ⁃ＭＢ 活性降低，心肌组织

钟基因 ＢＭＡＬ１ 表达升高，ＲＥＶ⁃ＥＲＢα 表达降低，证明

间断补充睡眠可以减轻昼夜节律紊乱加重的糖尿病

大鼠心肌缺血 ／再灌注损伤。
综上所述，昼夜节律紊乱加重了糖尿病大鼠心

肌缺血 ／再灌注损伤，而间断补充睡眠则可减轻这种

损伤，但对于其具体的机制目前尚不清楚。 以上研

究结果提示关注昼夜节律对预防糖尿病的并发症是

有必要的，但治疗糖尿病相关昼夜节律紊乱的方法

仍需进一步研究。
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