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磺脲类药物对２型糖尿病大鼠心肌组织磺脲类药物受体表达的影响

吴国亭，徐　倍 （同济大学附属第十人民医院内分泌科，上海２０００７２）

［摘要］　目的：观察不同磺脲类药物对糖尿病大鼠心肌组织磺脲类药物受体（ＳＵＲ２）表达的影响。方法：选择自发性糖尿病

ＧＫ大鼠作为２型糖尿病动物模型，随机分为６组（ｎ＝１２），即糖尿病对照组，胰岛素、格列本脲、格列吡嗪、格列齐特和格列美

脲治疗组；另设正常对照组（ｎ＝１２）。应用放射配体结合法检测ＳＵＲ２，应用半定量ＲＴＰＣＲ方法检测ＳＵＲ２ｍＲＮＡ表达。结

果：经不同磺脲类药物干预１２周后，糖尿病组、胰岛素治疗组和正常对照组ＳＵＲ２受体密度无差异，ＳＵＲ２ｍＲＮＡ表达水平较

对照组稍下降，但无统计学差异；各磺脲类药物治疗组ＳＵＲ２受体密度及ｍＲＮＡ表达水平较正常对照组和糖尿病组无明显变

化。干预第２４周，糖尿病大鼠ＳＵＲ２ｍＲＮＡ表达水平较第１２周呈下降趋势，也低于同期正常对照大鼠，但仍无统计学差异；

各磺脲类药物治疗组ＳＵＲ２受体密度及 ｍＲＮＡ表达水平也变化不大。结论：在自发性糖尿病ＧＫ大鼠所表现出的糖尿病状

态不影响心肌ＳＵＲ２表达水平；治疗剂量的磺脲类药物对糖尿病大鼠心肌组织ＳＵＲ２的表达无明显影响。
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　　近年来磺脲类药物应用于糖尿病患者，尤其是
合并心血管疾病的糖尿病患者的安全性一直存在争

议。磺脲类药物对心血管系统产生不利影响的作用
机制可能是其与心肌和血管平滑肌上的磺脲类药物

受体（ｓｕｌｆｏｎｙｌｕｒｅａｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＳＵＲ２）相结合，阻滞

ＡＴＰ 敏 感 性 钾 通 道 （ＡＴＰｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｏｔａｓｓｉｕｍ

ｃｈａｎｎｅｌｓ，ＫＡＴＰ），对线粒体膜上 ＫＡＴＰ通道的阻滞也

有一定作用［１］。目前争议的焦点是心肌 ＫＡＴＰ通道

对磺脲类药物的反应是否因患糖尿病而异，不同磺
脲类药物对心血管系统的影响是否相同，治疗剂量
的磺脲类药物是否足以对心血管系统产生不良影

响［２］。本课题应用放射配体结合和 ＲＴＰＣＲ方法

观察自发性２型糖尿病ＧＫ大鼠心肌ＳＵＲ２受体结

合容量和ＳＵＲ２ｍＲＮＡ表达，并观察不同磺脲类药
物长期干预对ＳＵＲ２表达的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物 　自发性２型糖尿病ＧＫ大鼠（Ｇｏｔｏ
Ｋａｋｉｚａｋｉｄｉａｂｅｔｅｓｐｒｏｎｅｒａｔ）７２只，雌性，９周龄，体质
量（２００±１０）ｇ，购自中国科学院上海实验动物中心。
饲养室温（２０±２）℃，相对湿度４０％～７０％，每日１２ｈ
光照维持，昼夜循环，自由进水进食。另设鼠龄、体质
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量近似的同源雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠１２只作对照。

１．２　主要实验试剂　格列本脲、格列吡嗪纯品购自
上海信谊内分泌公司。格列齐特纯品：法国ＳＥＲＶＩ
ＥＲＲ○施维雅（天津）制药有限公司。格列美脲纯品，山
东达因海洋生物制药有限公司。预混人胰岛素（优泌
林７０／３０）：美国ＬｉｌｌｙＲ○公司。１２５Ｉ标记的格列本脲（１２５Ｉ

ｇｌｉｂｅｎｃｌａｍｉｄｅ），本实验室自行标记，比活度１１１ＧＢｑ／

ｍｍｏｌ，放化纯度９５．６％。考马斯亮蓝Ｇ２５０，Ｆｌｕｃａ进
口分装。总ＲＮＡ提取试剂ＴＲＩｚｏｌＴＭ：加拿大ＢＢＩ公
司。ＲＴＰＣＲ试剂盒，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＤＬ２０００
ｍａｒｋｅｒ，天为时代生物技术公司。

１．３　动物分组　平衡喂养１周后用随机数字表随
机分为６组，每组１２只，即（１）糖尿病对照组；（２）胰
岛素治疗组；（３）格列本脲治疗组；（４）格列吡嗪治疗
组；（５）格列齐特治疗组；（６）格列美脲治疗组；另以

１２只同源 Ｗｉｓｔａｒ大鼠为正常对照组。胰岛素治疗
组每天下午４～５时皮下注射预混人胰岛素（优泌林

７０／３０）２～４Ｕ，调整胰岛素剂量使血糖维持在正常
水平；磺脲类药物干预组：每天下午同一时间段以类
似人治疗平均剂量配制成混悬液灌胃，各组剂量分
别为：４ｍｇ／ｋｇ（格列本脲）、８ｍｇ／ｋｇ（格列吡嗪）、６４
ｍｇ／ｋｇ（格列齐特）、２ｍｇ／ｋｇ（格列美脲）。正常对照
组和糖尿病组同时灌胃等量生理盐水。药物干预

１２周和２４周后处死各组大鼠，迅速取出所需组织
标本置于－７０℃保存。

１．４　血糖测定　取尾血，采用葡萄糖氧化酶法，以美
国Ｌｉｆｅｓｃａｎ公司的ＯｎｅＴｏｕｃｈＲ○ＵｌｔｒａＴＭ血糖仪测定。

１．５　ＲＴＰＣＲ法测定ＳＵＲｍＲＮＡ表达　总ＲＮＡ
提取试剂ＴＲＩｚｏｌＴＭ提取大鼠心肌组织总ＲＮＡ，紫外
分光法检测ＲＮＡ纯度，ＴＢＥ／琼脂糖电泳检测ＲＮＡ
的完整性。以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５为随机引物，总ＲＮＡ为
模板，将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。然后以ｃＤＮＡ为
模板，建立 ＰＣＲ反应体系。引物序列：ＳＵＲ２（５′
ＡＣＡＣＧＣＴＣＣＧＣＴＣＴＡ ＧＡＣ ＴＧ３′、５′ＧＣＣ
ＡＧＧＣＡＧ ＡＡＣＡＧＣＴＧＴＣＴ３′）、内参照基因

ＧＡＰＤＨ（５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ
３′、５′ＴＣＣ ＡＣＣ ＡＣＣＣＴＧ ＴＴＧ ＣＴＧ ＴＡ３′）。

ＰＣＲ反应条件：９４℃变性４５ｓ，退火５６℃１ｍｉｎ，延
伸７２℃２ｍｉｎ，首次循环９４℃预变性４ｍｉｎ，共进行

３２个循环，最后７２℃延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ 结果用

１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，Ｇｅｎｅ凝胶图像分析系
统测定电泳条带光密度（Ｄ）值，基因表达水平以该
基因条带Ｄ值与内参照基因条带Ｄ 值的比值表示。

１．６　ＳＵＲ２结合容量分析　参照文献［３］制备心肌
组织粗制膜，考马斯亮蓝法行标准蛋白定量，采用放

射配体结合法检测大鼠心肌组织ＳＵＲ２结合位点。
测定分为总结合管和非特异性结合管，每样品行双
复管。总结合管（ＴＢ）中加入不同浓度的１２５Ｉ格列本
脲５０μｌ（０．３～２４．０ｎｍｏｌ／Ｌ），非特异结合管（ＮＳＢ）
中除不同浓度１２５Ｉ格列本脲外，另加入１ｍｍｏｌ／Ｌ格
列本脲１００μｌ，每管加入固定浓度的膜蛋白（０．２
ｍｇ／ｍｌ）２００μｌ，补充缓冲液体积至１ｍｌ。３７℃温孵

３０ｍｉｎ，用５ｍｌ冰冷的２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．６）终
止反应，玻璃纤维滤膜减压抽滤，再用５ｍｌ冰冷

ＰＢＳ反复冲洗２～３次。同时用上述不同浓度１２５Ｉ
格列本脲工作液直接点膜，滤膜在８０℃３０ｍｉｎ烘干
后用γ计数仪测定滤膜上的放射量。以特异性结合
为纵坐标，配基浓度为横坐标，计算机进行非线性拟
和，绘制饱和曲线。通过Ｓｃａｔｃｈａｒｄ作图，求出受体
最大结合容量（Ｂｍａｘ）和平衡解离常数（Ｋｄ）。

１．７　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ
１３．０软件处理，治疗前后数据用重复测量数据的方
差分析，方差齐性用Ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（最
小显著差法）检验。

２　结　果

２．１　各组治疗前后血糖指标　治疗前糖尿病对照
组、胰岛素组及磺脲类药物干预各组血糖无明显差
异（Ｐ＞０．０５）。磺脲类药物干预各组治疗１２周后
血糖水平均较治疗前明显下降（Ｐ＜０．０５），其下降
程度与胰岛素治疗组接近（Ｐ＞０．０５）；胰岛素组治
疗后血糖明显下降（Ｐ＜０．０５）。治疗２４周后，磺脲
类药物干预各组血糖水平虽较１２周时略高，仍较治
疗前明显下降（Ｐ＜０．０５），其下降程度与胰岛素治
疗组相同（Ｐ＞０．０５）；胰岛素组治疗后血糖明显下
降（Ｐ＜０．０５）。治疗后糖尿病组、胰岛素组和磺脲
类药物干预各组血糖仍较正常组稍高（Ｐ＜０．０５）。
见表１。

２．２　磺脲类药物对糖尿病大鼠心肌组织ＳＵＲ２
ｍＲＮＡ表达的影响　如图１、表２所示。正常大鼠
心肌ＳＵＲ２基因表达水平无明显改变（Ｐ＞０．０５）；
实验第１２周，糖尿病大鼠ＳＵＲ２ｍＲＮＡ较对照组
略高，但其差别无统计意义（Ｐ＞０．０５）；实验第２４
周，糖尿病对照组大鼠ＳＵＲ２ｍＲＮＡ较第１２周呈
下降趋势，也低于同期正常对照大鼠，在糖尿病组和
胰岛素组都是如此，但差别仍无统计意义。经不同
磺脲类药物干预后，在第１２周，除格列吡嗪组外，其
余３个磺脲类药物干预组的ＳＵＲ２ｍＲＮＡ表达水
平均接近正常水平（Ｐ＞０．０５），但较糖尿病对照组
大鼠表达水平低，这一改变无统计学意义（Ｐ＞
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０．０５）；实验第２４周，糖尿病对照组和胰岛素组大鼠

ＳＵＲ２ｍＲＮＡ表达水平较第１２周呈下降趋势，此时
各药物干预组ＳＵＲ２ｍＲＮＡ表达水平接近糖尿病
组（Ｐ＞０．０５）。

表１　各组大鼠治疗前后血糖比较
（ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ，ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

组　别 治疗前 治疗后１２周 治疗后２４周

正常对照组　 ５．２２±１．６６ ５．３７±１．５３ ４．５０±１．７２
糖尿病对照组 １５．５４±０．９５ １８．１５±１．２８ ２０．２５±３．０１

胰岛素组　　 １６．３１±１．５９ ８．５２±１．４９△＃ ９．９８±１．８３△＃

格列本脲组　 １６．８２±１．６９ ９．０１±１．３７△＃ １１．１０±０．４２△＃

格列吡嗪组　 １６．４８±０．６４ ９．３７±１．７１△＃ １２．４５±３．２４△＃

格列齐特组　 １６．３２±０．６５ ９．３９±１．５８△＃ １４．２０±３．１５△▲＃

格列美脲组　 １６．９２±１．８２ ９．８２±１．２６△＃ １１．５３±２．１７△＃

　Ｐ＜０．０５与正常对照组比较；△Ｐ＜０．０５与糖尿病对照组比较；▲Ｐ＜０．０５与胰岛素组比较；＃Ｐ＜０．０５与治疗前比较

图１　不同药物治疗组糖尿病大鼠

心肌组织ＡＴＰ敏感性钾通道基因表达

Ｍ为相对分子质量标准（ＤＬ２０００）；１为正常对照组；２为糖尿病对照

组；３为胰岛素治疗组；４为格列本脲组；５为格列吡嗪组；６为格列齐

特组；７为格列美脲组

表２　磺脲类药物对糖尿病大鼠

心肌组织ＳＵＲ２ｍＲＮＡ表达的影响
（ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ）

组　别 实验第１２周 实验第２４周

正常对照组　 ０．６２５±０．０８９ ０．６２９±０．０９９
糖尿病对照组 ０．６７３±０．０９４ ０．５９４±０．０９６
胰岛素组　　 ０．７１２±０．１２７ ０．６１８±０．０７５
格列本脲组　 ０．６１４±０．０１２ ０．６３１±０．１０８
格列吡嗪组　 ０．６８１±０．１０８ ０．６４１±０．１０４
格列齐特组　 ０．５９９±０．１４２ ０．６０３±０．１９８
格列美脲组　 ０．６０３±０．１３７ ０．６０７±０．１８２

２．３　磺脲类药物对糖尿病大鼠心肌组织ＳＵＲ２结
合容量的影响　如表３所示，在正常和糖尿病大鼠，
心肌组织ＳＵＲ２均可与１２５Ｉ格列本脲结合，其受体
密度差别无显著意义（Ｐ＞０．０５）；血糖的高低对受
体密度的改变也不产生影响（Ｐ＞０．０５）；在同一时
期，这三组的解离常数相比较也没有统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。经过不同磺脲类药物１２周和２４周的干
预治疗后，心肌组织磺脲类药物受体对１２５Ｉ格列本

脲仍然具有亲和力，但是在各实验干预组受体密度
的变化并无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　磺脲类药物和心血管 ＫＡＴＰ通道的作用一直是
研究的热点，同时也是争论的焦点。我们已经发现，
磺脲类药物通过与ＳＵＲ２结合作用于心肌细胞和血
管平滑肌的质膜 ＫＡＴＰ通道以及部分线粒体 ＫＡＴＰ通
道，阻断其开放，从而对心血管系统产生不利影响。
但是，临床循证医学研究中，长期应用磺脲类药物的
观察尚未发现足以证明磺脲类药物心血管不良反应

的依据。ＵＧＤＰ虽然报道了甲苯磺丁脲治疗组心血
管死亡多于饮食控制对照组，但因其方法学的问题
结论已被否定。回顾性分析比较不同糖尿病治疗方
法在发生急性心肌梗死时的病死率，磺脲类药物组
并发症和病死率并不增高。澳大利亚一项多中心回
顾分析，用格列本脲、格列齐特和胰岛素治疗的合并
急性心肌梗死的患者４周内病死率并无差别［４］。惟
一获得认可的有害结果是糖尿病患者急性心肌梗死

时用直接球囊血管成形术后磺脲类药物治疗后住院

期病死率的比较。服用磺脲类药物的患者住院期间
病死率达２４％，可能与心肌缺血及再灌注时药物对
心肌耐受性的不良影响有关［５］。由此提出了一个新
的问题，即磺脲类药物长期应用的心血管效应与临
时应用对心血管系统的影响并不一致，长期应用磺
脲类药物是否改变了心脏对药物的反应值得研究。
本课题针对这一热点问题开展研究，着重在于治疗
剂量的磺脲类药物是否引起心肌组织 ＫＡＴＰ通道组
成亚单位表达的变化，从而对心血管系统产生影响。

　　糖尿病对心血管系统的影响是广泛的。糖尿病
对心脏的受体会产生负性影响，使心脏β受体的数
量 减少２８％，在糖尿病模型中，心房的胆碱能受体
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表３　不同磺脲类药物对大鼠心肌组织磺脲类药物受体密度的影响
（ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ）

组　别
实验第１２周

Ｂｍａｘ（ｍＢ／ｆｍｏｌ·ｍｇ－１） Ｋｄ（ｃＢ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１）
实验第２４周

Ｂｍａｘ（ｍＢ／ｆｍｏｌ·ｍｇ－１） Ｋｄ（ｃＢ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１）
正常对照组 ３６５．５３±４２．９９ ２．４９±０．３０ ３６３．４４±３６．７０ ２．３４±０．９９
糖尿病组　 ３５４．９８±３４．３０ ２．４８±０．５９ ３６６．６５±４１．９２ ２．４８±０．９６
胰岛素组　 ３５６．６５±４６．２６ ２．３２±０．７９ ３５８．２６±３７．４３ ２．３４±０．８０
格列本脲组 ３５０．３３±４７．９９ ２．４６±０．９２ ３６５．５７±７２．０３ ２．６６±０．６４
格列吡嗪组 ３７４．４３±２７．４３ ２．３８±０．１９ ３７０．３３±３５．０７ ２．４７±０．７０
格列齐特组 ３６８．１４±９２．７１ ２．１０±０．４２ ３７４．９９±５３．９２ ２．３９±０．８３
格列美脲组 ３６４．７５±６６．６４ ２．４１±０．８２ ３６６．４２±４５．０３ ２．４１±０．５７

数量降低３４％。Ｆｉｓｍａｎ等［６］观察了急性及慢性

ＳＴＺ所致的糖尿病单个心肌细胞，发现单一细胞膜
电导和动力特性与正常大鼠细胞无差别，但在ＳＴＺ
诱导的糖尿病大鼠心肌细胞上ＡＴＰ对ＫＡＴＰ通道抑
制的ＩＣ５０值为（８２±７．２）μｍｏｌ／Ｌ，是正常对照组的

２倍；同时９０％动作电位时程（ＡＰＤ９０）也比正常组
长且易变。在糖尿病和正常对照组心室肌细胞上

ＫＡＴＰ通道最大的区别是糖尿病组单通道电流有更大
的外向电流，这意味着糖尿病的心脏对缺血（氧）的
敏感度更高。

　　本研究中也观察到了糖尿病心脏组织中ＳＵＲ
的ｍＲＮＡ表达呈现降低趋势，但这种降低趋势尚不
具备统计学意义，可能与样本数过少及半定量ＲＴ
ＰＣＲ的精确度有关。这种表达改变是否是高血糖
的直接或间接的作用结果，且ＳＵＲ２的表达降低对
通道功能的具体影响还需进一步的实验证实。

　　在本研究结论中，２型糖尿病ＧＫ大鼠的糖尿
病状态尚不足以对心肌ＳＵＲ２ｍＲＮＡ水平产生显
著的影响，这可用糖尿病时葡萄糖代谢特点和ＫＡＴＰ
通道的生理调节过程解释。在自发性２型糖尿病大
鼠，由于胰岛素分泌不足和胰岛素抵抗，组织对葡萄
糖的摄取和利用减少，乳酸生成增多，耗氧量下降，
能量代谢降低，但是除非是严重的代谢紊乱如酮症
酸中毒时，组织的ＫＡＴＰ通道数量不会因为糖尿病而
发生改变。即便是在血糖没有得到控制，长时间维
持在较高的水平下仍是如此。

　　我们以人体平均剂量换算出的大鼠治疗剂量每
日灌胃糖尿病大鼠，其血糖水平较对照组明显下降，
说明该剂量是降糖的有效剂量。该剂量的磺脲类药
物作用于糖尿病大鼠后，并未对大鼠心肌组织

ＳＵＲ２ｍＲＮＡ水平产生影响，也未对心肌ＳＵＲ２受
体密度产生可统计的影响，可能从分子生物学的角
度提示治疗剂量的磺脲类药物在发挥其降糖作用的

同时并不影响２型糖尿病大鼠的心血管功能。但是
仍需通过直接对心肌细胞进行电生理研究明确细胞

内外离子流变化以模拟细胞电活动，进行大规模的
临床研究来证实这一结论。

　　以往曾有人对正常大鼠使用磺脲类药物格列本
脲灌胃２周，发现心肌组织ＳＵＲ２上调，即增加了心
肌组织的ＫＡＴＰ通道数量，这符合受体调节的一般规
律［７］。但本研究在糖尿病大鼠中使用磺脲类药物处
理后却并未出现此种现象，即长期的磺脲类药物治
疗未使糖尿病大鼠心肌的 ＫＡＴＰ通道发生数量上的
上调，这一现象提示糖尿病可能改变了心肌 ＫＡＴＰ通
道对磺脲类药物的反应，具体机制需进一步研究。
由此可进一步推测，糖尿病改变了心肌ＫＡＴＰ通道对
磺脲类药物的反应，既往在非糖尿病动物实验（如膜
片钳、免疫荧光等）发现的磺脲类药物影响心肌缺血
预适应、延缓心肌收缩功能恢复等研究结果，不能简
单推论至糖尿病动物。
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［７］　李　焱，邓庆丽，傅祖植，等．格列本脲对糖尿病及正常大鼠心

肌磺脲类药物受体 ｍＲＮＡ的影响［Ｊ］．中华医学杂志，２０００，

８０：５３８５４０．
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