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糖尿病是一组以高血糖为特征的代谢性疾病，

以胰岛素分泌缺陷或其生物作用受损，或两者兼有

引起 [1]。糖尿病长期存在高血糖，会导致眼、肾、心

脏、血管、神经等组织的慢性损害和功能障碍[2]。其

中，微血管病变是糖尿病的主要合并症，严重威胁糖

尿病患者生存质量[3]。以往对糖尿病微血管病变的

研究主要集中在血管基底膜增厚、微血管生长畸形、

血小板活化、血管内皮生长因子过度表达等方面[4]，

未对细胞凋亡进行深入的研究。而细胞凋亡与发病

机制存在密切关系。流式细胞术是一种能在液流系

统中快速测定单个细胞或细胞器的生物学性质，对

特定的细胞或细胞器进行分类并加以收集的定量检

测技术[5]，是目前检测细胞凋亡的主要方法之一。本

实验应用流式细胞仪检测糖尿病大鼠、健康大鼠和

老龄大鼠红细胞的凋亡情况，以期为糖尿病微血管

病变的治疗提供理论基础。

【摘 要】目的：采用Annexin V-FITC/PI双染色、激光流式细胞术（Annexin V-FITC-FITC/PI-FCM）对2型糖尿病大鼠

红细胞、老龄大鼠红细胞、正常大鼠红细胞的凋亡情况进行研究，同时分析上述模型的血液流变情况，对比病理情况和生

理情况对红细胞凋亡和血液流变学的影响。方法：采用Annexin V-FITC /PI双染色、激光流式细胞术对3种大鼠模型红

细胞凋亡情况进行测试，用Z血液流变分析仪对3种大鼠模型的血液粘度进行分析。结果：糖尿病大鼠红细胞存在凋亡，

与此同时糖尿病大鼠血液粘度明显增大。结论：糖尿病大鼠红细胞存在凋亡, 老龄大鼠和正常大鼠红细胞不存在凋亡，

且凋亡与年龄无关，红细胞凋亡与血液粘度之间存在关联性。
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1.1 材料

清洁级雄性SD大鼠30只，购于黑龙江中医药大

学 GLP 中心。链脲佐菌素（STZ, Sigma 公司），

Annexin V-FITC 试剂、PI Staining Solution 试剂、1×

Binding Buffer 缓冲液（上海翊圣生物科技有限公

司），PBS缓冲液（Biotopped公司）。普通饲料购于黑

龙江中医药大学GLP中心，自制脂肪乳（脂肪含量占

58%、蛋白质25%、其余成分为碳水化合物等）。

1.2 方法

1.2.1 糖尿病大鼠模型的制备 大鼠随机均分为糖尿

病组、老龄组和对照组。糖尿病组每日给予脂肪乳灌胃

（2.5 mL/kg），连续灌胃56 d后腹腔注射STZ 70 mg/kg，

注射7 d之后，用葡萄糖氧化法测量每只大鼠的空腹

血糖值≥16 mmol/L（Glamour 2000全自动生化仪，美

国MD器公司）。接着对葡萄糖的耐受量进行测试，用

0.4 U胰岛素（Sigma公司1-5500）进行腹腔注射，分别

于2.5 h和5 h后用25%葡萄糖溶液10 mL/kg灌胃，葡

萄糖耐受情况均成不耐受，证明模型制备成功。继

续饲养 8周使其达到糖尿病中期水平。对照组和老

龄组正常饲养，老龄组饲养20个月以上。

1.2.2 细胞模型制作 对大鼠采用乙醚麻醉，眼丛取

血，用肝素钠抗凝，每只约取 1 mL，用PBS缓冲液洗

涤，以 1500 r/min 离心 5 min（BECKMAN 超速离心

机，美国贝克曼库尔特有限公司），弃上清液，除去血

小板等，保留下层红细胞，从每个样品中取出红细胞

约20 μL 混匀，留存待用。

1.2.3 采用流式细胞仪检测细胞凋亡 （1）对待测红

细胞用PBS将下层红细胞浓度调整为 1×106/μL；（2）

吸取10 μL放置流式检测试管后添加400 μL Binding

Buffer重新悬浮细胞；（3）加入10 mL Annexin V-FITC

和10 μL PI Staining Solution后混匀，室温下避光孵育

30 min；（4）1 h内将待测样品送入流式细胞仪检测，

绿色荧光Annexin 最大激发波长Ex为 488 nm，最大

发射波长Em为530 nm。V-FITC通过FITC 通道（FL1）

检测。PI-DNA复合物的最大激发波长为535 nm，最大

发射波长为615 nm，PI的红色荧光在（FL2）通道检测。

应用BD C6全自动流式细胞分析系统（美国BD

生命科学公司）检测荧光信号以计算红细胞的凋亡率。

1.2.4 血液流变测试 每只大鼠乙醚麻醉眼丛取血约

5 mL，用肝素钠进行抗凝处理，用Z系列全自动血液

流变测试仪（南京志伦科技有限公司）进行血液流变

半量分析。

1.2.5 统计学处理 数据以均数±标准差的形式表

示，数据间比较用SPSS13.0统计软件进行处理。

2.1 血糖测定结果

对照组、老年组、糖尿病组大鼠空腹血糖（FBG）

分别为 3.8±0.2 mmol/L、4.0±0.2 mmol/L 和 24.3±0.3

mmol/L。除糖尿病组以外，其他两组血糖测试值均

处于正常范围之内。

2.2 流式细胞术分析结果

利用流式细胞仪对检测样本进行测定，结果如

图1所示。由图1可知，糖尿病组测定的红细胞存在

早期凋亡（Q1LR=1.1%），晚期凋亡及死亡（Q1UR=

0.5%）。对照组和老龄组测定的红细胞均为活细胞，

不存在凋亡的细胞，说明年龄并不能作为判定细胞

凋亡的依据。

a: Diabetes group b: Aging group c: Control group

图1 红细胞流式散点图

Fig.1 Scatter plot of flow cytometry
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2.3 血液流变测试结果

血液流变测试结果如表1所示，可见糖尿病大鼠

血液粘度高于老龄鼠组和对照组。

表1 各组血液流变测试结果

Tab.1 Results of blood rheological in three groups

Plasma viscosity

Whole blood viscosity3.0（1/s）

Whole blood viscosity 30（1/s）

Whole blood viscosity 50（1/s）

Whole blood viscosity 100（1/s）

Whole blood viscosity 180（1/s）

Reduced viscosity3.0（1/s）

Reduced viscosity 30（1/s）

Reduced viscosity 50（1/s）

Reduced viscosity 100（1/s）

Reduced viscosity 180（1/s）

Erythrocyte deposited

Erythrocyte sedimentation rate

Fibrinogen

Erythrocyte rigidity index

Erythrocyte aggregation index

Blood sedimentation equation K value

Erythrocyte electrophoresis time

Erythrocyte deformation index

Diabetes group

1.8±0.2

18.2±0.6

8.8±0.3

7.6±0.4

6.7±0.4

6.2±0.4

29.1±2.8

8.2±0.7

9.3±0.8

5.7±0.5

3.8±0.4

50.0±2.8

30.0±2.9

5.2±0.8

0.7±0.6

11.1±1.0

481.5±19

22.1±2.2

3.8±0.4

Aging group

1.4±0.2

14.2±0.5

8.1±0.3

5.1±0.3

5.7±0.4

4.6±0.3

25.5±2.5

9.8±0.8

9.0±0.7

6.1±0.5

3.9±0.4

48.0±2.6

5.0±0.6

3.2±0.4

0.8±0.5

11.4±1.3

120.3±10

15.3±1.5

4.4±0.4

Control group

1.2±0.2

10.2±0.4

6.7±0.2

4.9±0.3

5.3±0.4

4.2±0.3

24.4±1.8

10.4±0.9

9.8±0.8

7.3±0.6

5.5±0.4

47.0±2.6

2.0±0.4

2.2±0.4

0.9±0.7

12.5±1.3

8.9±4

13.6±1.4

5.5±0.5

糖尿病组红细胞存在凋亡现象可能是血液内环

境中的高糖使红细胞进入了氧化应激状态，极大地

缩短了红细胞的寿命及天龄[6]。过氧化损伤导致了

红细胞膜上的脂肪酸氧化饱和，高价铁离子的形成

增加了血红蛋白的糖基化水平，导致细胞形变能力

下降。红细胞聚集性增强[7]和糖尿病后期糖基化终

产物（Advanced Glycationedn Products, AGES）的积

累，都会对细胞膜造成影响，导致红细胞早期凋亡出

现 [8]。红细胞膜由双层磷脂膜构成，而磷脂丝氨酸

（Phosgha tidylserine, PS）位于磷脂质膜的内层。在正

常情况下，老化凋亡的红细胞存在PS外翻的情况，携

带PS受体的巨噬细胞能迅速对其进行识别并对老化

细胞进行吞噬[9-12]。但是糖尿病大鼠红细胞长期暴露

在高糖状态下导致脂质代谢紊乱，PS外翻增多，导致

巨噬细胞识别出现了障碍，来不及对所有凋亡的细

胞进行吞噬，所以血液内仍存有凋亡细胞，同时PS外

翻使红细胞间彼此粘度增大、红细胞与血管壁摩擦

力增加，细胞凋亡导致细胞膜通透性增加，胞浆内所

释放出的Ca2+激活纤维蛋白酶和血小板，活化的血小

板使纤维蛋白成明显的丝状发射状态粘附并且聚集

细胞，最终导致全血粘度增大，甚至产生血管堵塞并

出现血栓[13-15]。所以红细胞凋亡可以作为微血管病

变的诱因进行分析，从红细胞活化的角度对治疗做

出进一步评价。

红细胞凋亡的具体原因和作用机制还需进一步

探索，从细胞膜脂质代谢，离子通道激活离子内流，

和网织红细胞的RNA表达等方面做进一步深入的研

究，从而为糖尿病合并微血管病变治疗提供更全面

的依据。
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