糖尿病急症并发横纹肌溶解综合征的实验相关性研究
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摘 要 目的 研究不同的代谢紊乱状态与骨骼肌细胞损伤的关系，探讨糖尿病急症并发横纹肌溶解综合征（RM）的可能机制。方法 建立糖尿病急症大鼠模型，进行实验分组：Ⅰ组,糖尿病组(DM),给予腹腔注射STZ（链脲佐菌素）,60mg/Kg; Ⅱ组,急性高钠模型组,给予腹腔注射4M NaCl,0.8ml/100g; Ⅲ组,糖尿病高渗组(HHS),成功制造糖尿病模型2周后,给予氢化可的松,局部肌肉注射4-6天,并于注射第三天开始禁水,不禁食,禁水持续1-3天,直到大鼠出现神经症状;Ⅳ组,正常对照组(Normal),腹腔注射等量生理盐水;Ⅴ组,激素对照组,正常wistar大鼠,与糖尿病高渗组模型同期，单纯给予局部肌肉注射氢化可的松5天。收集实验大鼠血清标本,检测血清肌酸激酶(CK)、血糖、血钠等生化指标;并同期取大鼠骨骼肌、心肌组织标本,行HE染色,光镜下（40×）观察形态学改变。结果 1)与其他组相比，DM组血糖（24.6±3.2mg/L）及HHS组(52.8±0.7mg/L)血糖明显升高(P＜0.05)，HHS组血渗透压(397.8±13mOsmol/L)及高钠组血渗透压(378.3±40mOsmol/L)明显增高(P＜0.05)，且血清CK值（2023±1292IU/L，2382±1069IU/L）也明显高于其他组（P＜0.05)。2) RM大鼠中，血钠、血渗透压与CK呈正相关（r=0.32, p=0.03; r=0.42, p=0.01）。3) 組织学观察:HE染色，光镜下观察糖尿病高渗组与急性高钠组可见明显骨骼肌细胞溶解征象，对照组无明显异常。结论 高血钠和高血渗透压是糖尿病状态下RM的发生的主要危险因素。
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Abstract Objective: Tstracto establish the animal models with metabolic disorder caused by hyperglycemia 、hypernatremia and hyperosmosis, and to examine the etiology and  evaluate the determinants of rhabdomyolysis in the diabetic emergencies. Methods: 40 Male Wister rats were randomly divided into five groups, Group Ⅰ: diabetic mellitus (DM), induced by intraperitoneal(i.p) injection of 60mg/Kg streptozotocin(STZ). GroupⅡ: acute hypernatremia group, Hypernatremia was induced by intraperitoneal (i.p) injection of 0.8ml/100g 4M NaCl. Group Ⅲ: HHS/EHD(Experimental Hyperosmolar Diabetic) :diabetic rats were treated with cortisol for 4-6days by intramuscular (IM) injection, water was withheld from the third day of steroid treatment , and continued for 1-3 days until the development of the neurological symptoms. Group Ⅳ: normal control, intraperitoneal(i.p) injection of isotonic saline, instead of diabetogenic agent. groupⅤ: cortisol control group, treated normal rats with cortisol (hydrocortisone acetate 5mg, daily by intramuscular injection for 5 days; water was permitted ad libitum. Subsequently, bood samples were collected to detect serum creatine kinase, serum sodium, and mean serum osmolality and so on. Skeletal muscle tissues were harvested, embedded in paraffin and sectioned at 4um. Slides were stained by H&E and the general structure of the muscle tissue was studied by light microscope. Results: 1) Compared to the other groups, the serum glucose elevated (P＜0.05) in GroupⅠ（24.6±3.2mg/L）and Group Ⅲ (52.8±0.7mg/L),but not in other groups; The mean serum osmolality was much higher (P＜0.05) in Group Ⅲ(397.8±13mOsmol/L); The serum sodium level elevated in Group Ⅱ(172.7±8.3mmol/L) than other groups(P＜0.05), and the mean serum osmolality(378.3±40mOsmol/L) was much higher; The mean serum creatine phosphokinase was much higher (P＜0.05) in Group Ⅱ(2382±1069IU/L) and Group Ⅲ(2023±1292IU/L) than other three groups. 2) There was a linear association between serum CK versus serum sodium and serum CK versus serum osmolality(r=0.32, p=0.03; r=0.42, p=0.01). 3) Histological observation: H&E staining shows that the skeletal muscle structure in control group was grossly  normal, Morphologic changes of skeletal muscle in GroupⅡ and GroupⅢ were characterized by karyopyknosis, disappearance of the fiber’s transverse. Conclusion: High levels of the serum sodium and serum osmolality are major determinants for the occurrence of rhabdomyolysis in the diabetic state.
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横纹肌溶解综合征（RM）是一种较常见的急性临床综合症，也是糖尿病急症（DKA和HHS）时的一种并发症，尤其多见于糖尿病的高血糖高渗状态（HHS），病因机制不明。根据近年来国内外对糖尿病急症并发横纹肌溶解综合征患者临床资料的统计学分析发现，在糖尿病酮症酸中毒（DKA）和高糖高渗状态（HHS）时，RM的发生主要与高血糖、高血钠、高渗透压相关 [1][2] 。本实验拟通过建立糖尿病及其急症大鼠模型，使该模型具有高血糖、高血钠、高渗透压等特点，诱发、观察在不同代谢紊乱状态下RM的发生，探讨其与骨骼肌细胞损伤的关系，进一步了解DKA和HHS时RM发生的可能危险因素。

材 料 与 方 法

1实验动物：
健康雄性Wistar大鼠40只，体 重200-250g，8周龄。同期购于同济医学院动物中心。

2 模型建立及分组：
将购买回来的大鼠先进行适应性喂养2周，自由取水、进食，并随机分成5组。实验组：Ⅰ组 糖尿病即DM组（N=8），大鼠禁食8小时，STZ60mg/kg,腹腔注射，12小时后，出现多饮、多尿，3天后，尾静脉取血测血糖＞16.65mmol/L，尿糖（＋＋＋－＋＋＋＋），为成模标准。Ⅱ组 急性高钠模型即Hypernatremia组（N=8），根据Chan和Fishman所描述的方法[3]，根据体重，4M NaCl,0.8ml/100g,腹腔注射，2小时后处死。Ⅲ组 糖尿病高渗模型即EHD/HHS组（N=8），依据1971年Diabetes杂志记载的Samuel Bavili等人研究的模型制作方法[4]。首先，成功制作DM大鼠模型（方法同前，无酮症），后继续普通饲料喂养至少2周后开始给予大鼠肌肉注射氢考，5mg/d，连续给予4-6天。给予氢考注射的第3天开始禁水，并持续1-3天，注意观察大鼠一般状况，直至出现神经症状（嗜睡，淡漠，共济失调，丧失翻正反射等）时，即刻心脏穿刺取血，计算血浆渗透压＞350mOsm/kg,即为EHD（Experimental Hyperosmolar Diabetic）模型大鼠；对照组：Ⅳ组 正常对照即Normal组（N=8），给予与STZ同等剂量柠檬酸钠缓冲液腹腔注射。Ⅴ组 氢考对照（Cortisol）组（N=8），普通喂养的Wistar大鼠，于造EHD模型同期单纯给予肌肉注射氢考5mg/d，连续给予4-6天，正常进食及饮水。 

3 取材：
6周后，待EHD组大鼠出现神经症状即模型成功，麻醉、处死，并于同期处死对照组及另外2组实验组大鼠。血样标本采样前，大鼠禁食8小时，不禁水。10%水合氯醛腹腔注射麻醉后，行心脏穿刺或下腔静脉处负压取血。置于抗凝试管中，4℃，3500转/分，离心15分钟，取血清置-20℃保存，6小时内送检。测定血电解质、CK、LDH、AST、BUN及血糖。取血完全后，用细线将动物四肢固定于手术台上，小心分离其右侧股二头肌，4%多聚甲醛固定，24小时内进行系列病理常规处理后备用。

4 标本检测：
血糖采用氧化酶法；血浆CK、LDH、AST，血浆尿素氮（BUN），血电解质（K、Na），美国ABBOTT/AEROSET全自动生化分析仪及其配套试剂检测；计算血浆渗透压（mOsm/kg）=2×[Na++K+](mmol/L)+血糖(mmol/L)+血尿素氮(mmol/L)，血浆有效渗透压=血浆渗透压（mOsm/kg）-血尿素氮(mmol/L)。

5 组织的病理形态学观察：
将固定后的肌肉及肾脏组织，常规酒精脱水，石蜡包埋，切成4mm切片，行HE染色，光镜下观察形态学变化。

6 统计学分析：
检测数据均以均数±标准差（X±S）表示，用SPSS13.0软件作T-TEST及简单相关分析，计算相关系数，p＜0.05有统计学意义。

   结       果

1  不同实验组间血浆代谢变量值比较

实验组糖尿病高渗组（Ⅲ）和急性高钠组(Ⅱ)的血肌酸激酶CK值均明显高于对照组和糖尿病组，P＜0.05,差异有显著性意义。实验组糖尿病高渗组(Ⅲ)与急性高钠组(Ⅱ)血浆渗透压无明显差异,但均高于糖尿病组和对照组，P＜0.05。实验组糖尿病高渗组(Ⅲ)及急性高钠组(Ⅱ)血钠均升高,明显高于其它组, P＜0.05,差异有显著性意义。糖尿病高渗组(Ⅲ)血糖值最高,为55.3±3mmol/L,明显高于其他实验组及对照组，差异有显著性意义。正常对照组与氢考对照组之间血清肌酸激酶CK值比较，无明显差异，P＞0.05，可排除因局部注射氢化考的松所引起肌酶学改变，排除药物对实验结果影响。另外，高钠（Ⅱ）组与糖尿病高渗（Ⅲ）组血清钾均较高，超出正常范围数倍，考虑可能与肌细胞破坏，胞内钾释放至胞外有关。其余各组血清钾均在正常范围内。糖尿病高渗组(Ⅲ)与急性高钠组(Ⅱ)乳酸脱氢酶(LDH)及尿素氮(BUN)明显增高,与CK升高一致。见表1。

2  各实验组骨骼肌病理切片图比较（40×）

在急性高钠组(GroupⅡ)和糖尿病高渗组(GroupⅢ)， HE染色下骨骼肌切片可见到明显横纹肌溶解，如图1C、D：可见液化性肌溶解，肌横纹消失，并见离断现象，部分肌细胞只残留筋膜，胞核消失；其余各组为正常大鼠骨骼肌组织，肌横纹存在，胞膜及胞核完整，无水肿、变性等改变，如图1A；发生肌溶解的大鼠，心肌细胞在HE染色下未见明显形态学改变，见图1B；在发生肌溶解的高钠组和高渗组，HE染色下可见肾小管上皮细胞脂肪变性、高度水变性及空泡样改变，并可见细胞脱落，细胞管型，蛋白管型及炎性细胞，如图1E；但是肾小球改变不明显，只见轻度充血、肿胀，无其他明显改变，如图1F。

3  散点图进行相关性分析

以CK值大于正常值上限2倍或以上，骨骼肌病理切片可见到肌细胞的溶解改变，为横纹肌溶解征（RM）诊断标准。将所有发生RM的大鼠做为研究对象，纳入研究组RM组，在RM组内分别对其血钠、血糖、血钾及血渗透压值与CK值之间进行相关分析，并计算相关系数，研究发现,血钠水平与CK值呈正相关，r=0.32 ,P=0.03（图a）；血渗透压值与CK值正相关，r=0.42 ,P=0.01（图b）；CK值与其他实验室生化指标间无明显相关性。

讨    论

横纹肌溶解征(RM)是指各种原因所致骨骼肌的急性破坏和溶解,释放细胞内物质，引起体内电解质紊乱,诱发和加重代谢性酸中毒,凝血障碍,急性肾衰竭等一系列临床综合征。RM诊断主要依赖临床及实验室检查，肌酸激酶（CK）的升高是肌细胞膜破坏的重要标记，也是诊断RM最特异的指标[5]。RM病因多样化，其获得性病因已达190余种，遗传性病因达40余种[6]，和平时期，以非创伤性RM最常见。

本研究发现在高糖高渗（HHS）和急性高钠组大鼠模型中，血浆CK值升高明显，骨骼肌病理片HE染色，光镜下可见较多骨骼肌溶解破坏图像；而单纯血糖升高的糖尿病组及对照组CK值升高不明显，病理片未见明显肌溶解异常。

RM病因多种，机制不明确。骨骼肌细胞内钙离子稳态的维持是保持肌细胞结构和功能完整性的中心环节。任何原因导致肌细胞能量的耗竭，膜结构的损伤，钙稳态的破坏，使细胞内钙离子浓度增加，激活胞内磷脂酶A2（PLA2）及多种中性蛋白酶，使细胞膜、线粒体膜和多种细胞器的膜磷脂降解[7]，溶血卵磷脂和游离脂肪酸产生，对肌纤维膜和细胞内各种膜成分产生直接的毒性作用，并影响各种膜转运蛋白的功能，加重胞内Ca2＋浓度增加；胞内Ca2＋浓度增加使肌细胞发生强直收缩，导致严重的细胞内能量的耗竭[8]及线粒体损伤，细胞内活性氧（ROS）增加[9]，氧化应激增强，损伤细胞内蛋白质、脂质等多种活性分子，加重细胞结构和功能的损伤，引发一系列级联增强的损伤反应，最终致使肌细胞溶解死亡和一系列毒性物质的释放[10]。糖尿病急症时，血渗透压、血钠、血糖最终也是通过能量和胞膜两种途径，损伤肌细胞，诱发肌溶解的出现。

正常细胞外钙离子浓度是细胞内浓度的100000倍[11]，轻微的细胞膜渗透性改变即会引起细胞内钙离子浓度明显增加，使细胞功能完整性破坏[12]。血糖升高，血钠改变，最终都带来渗透压的明显改变，无论是高钠组还是HHS组，血浆渗透压均明显升高，血浆渗透压值与CK值正相关，r=0.42,p=0.01。而且，HHS组血糖值是明显高于普通糖尿病组（DM）的，血糖的升高则可能更加重了渗透压的上升和RM的发生。通过对所有纳入RM的大鼠研究发现，血钠、血渗透压与RM的发生密切相关。另外，高血钠可严重损伤破坏骨骼肌细胞膜的完整及功能[13]。血钠的增高，可直接影响肌细胞内外钙平衡态，使2Na＋/Ca2＋交换增加，并消耗ATP；在DKA和HHS时，机体的总体血钾水平是减少的，高钠、低钾可直接影响肌细胞的膜电位、破坏细胞膜的Na＋－K＋－ATP泵，使钠、钙和水渗入胞内并蓄积、增多，引起细胞水肿及胞内一系列酶的激活，导致肌细胞破坏并溶解。

虽然，通过对糖尿病大鼠组的研究并未发现血糖值与CK值之间存在明显正相关性，但高血糖对肌细胞的慢性损伤却是确凿无疑，只是糖尿病的慢性高血糖主要是通过代谢途径，微循环途径，神经途径等多方面对肌细胞造成直接和间接的慢性损伤和危害，使骨骼肌的储备应激能力减退，对创伤的易感性增强，修复能力降低，使骨骼肌在急性代谢紊乱状态中更易发生RM。

由于高血糖、酮血症、高血钠和高渗等多种原因导致机体严重失水、血容量减少，局部组织供氧障碍、ATP生成不足，膜钠－钾泵耗竭；同时，DKA和HHS作为一种应激状态，使胰高血糖素、肾上腺素、皮质醇和生长激素升高[14]，体内处于高分解代谢状态，增加了氧耗，加重了能量供应障碍和膜钠－钾泵耗竭，加速了RM的发生。另外，血糖的急剧升高，可激活骨骼肌细胞内的醛糖还原酶，使山梨醇和果糖产生增多，在细胞内积聚，升高渗透压，引起渗透性细胞肿胀，诱发加剧了肌细胞的破坏。同时，急性的代谢紊乱状态诱发和加重了机体的氧化应激反应，加重对肌细胞的损伤[15]。

总之，糖尿病急症（DKA/HHS）时诱发RM的机制是多方面的，各种因素相互独立，又互相掺杂，互相影响，共同作用于骨骼肌细胞，导致RM的发生。及时有效地纠正各种代谢紊乱，是防止糖尿病急症时RM发生的重要措施。
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附图：

表1 实验组与对照组各项实验室指标
Table 1 Laboratory data of five kinds of experimental groups  
	
	Group Ⅰ
（N=8）
	Group Ⅱ

（N=8）
	Group Ⅲ
（N=8）
	GroupⅣ （N=8）
	GroupⅤ（N=8）

	Na (mmol/L)
	140.1±2.7
	172.7±8.3*△
	160.9±3.6*△
	142.7±1.8
	140.1±2.6

	K (mmol/L)
	4.0±0.2
	10.8±2.1
	10.2±1.8
	3.9±0.2
	3.9±0.3

	BUN (mg/dL)
	10.1±1.1
	14.9±9.8
	43.7±22.5*△
	6.5±1.1
	6.8±0.8

	Glu (mmol/L)
	26.4±3.2
	8.6±3.2
	52.8±0.7*△
	8.2±1.6
	8.3±1.2

	LDH (IU/L)
	116.7±39
	891.1±364*△
	817.8±306*△
	119.5±23
	112.2±29

	CPK (IU/L)
	247±86
	2382±1069*△
	2023±1292*△
	210±73
	223±68

	Osmolality
(mOsm/kg)
	302.6±11.6
	378.3±40*△
	397.8±13*△
	289.4±11.6
	297.4±8.2
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注:Ⅰ组：糖尿病组，Ⅱ组：急性高钠组，Ⅲ组：高糖高渗组，Ⅳ正常对照组，Ⅴ皮质醇对照组；*:与正常对照组比较P＜0.05  △:与糖尿病组比较P＜0.05
Table 1: Group Ⅰ:Diabetes, Group Ⅱ: Acute Hypernatremia, Group Ⅲ: Hypernatremia and Hyperosmolality(HHS), Group Ⅳ: Normal Control, Group Ⅴ:  Cortisol Control; *: p<0.05 vs the normal Control group, △: p<0.05 vs the diabetes group.
图1：HE染色光镜下观察实验组和对照组大鼠组织的病理变化
Figure 1：HE staining in the muscle and kidney tissue from RM and control group rats(40×)
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图2： RM大鼠中血钠、血渗透压值与CK值相关性

Figure 2: Analysis of  linear association between serum ck versus sodium and serum ck versus serum osmolality.
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