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恩格列净通过调控成纤维细胞分化改善心脏重构的研究"
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!!"摘要#!目的!观察钠葡萄糖共转运蛋白1"̂VMA1#抑制剂恩格列净对心脏重构的影响!并探索其潜在机
制%方法!采用血管紧张素$"@,F$#和苯肾上腺素"LO#联合诱导小鼠心脏重构模型!予以恩格列净"OYL@
$%'F)FN$)!N$#或二甲基亚砜"KŶ X#连续每天口服灌胃0周%采用超声心动图监测心脏功能变化!麦胚凝
集素染色测量心肌细胞横截面积"Û @#!天狼星红染色评估心肌纤维化!用转化生长因子.("AV̀.(#处理原代
心脏成纤维细胞"Ù +#!实时荧光定量聚合酶链反应"LU?#测量纤维化相关因子 8?[@的表达%结果!OY.
L@治疗较KŶ X增加了@,F$'LO小鼠左心室短轴收缩率!减少了舒张末期左心室后壁厚度$Û @及纤维化面
积!而不影响血压%OYL@抑制了AV̀.(处理的 Ù+中骨膜素$).肌动蛋白1$结缔组织生长因子8?[@的表达%
结论!OYL@可能通过调控心脏 Ù+向心脏肌成纤维细胞"Ỳ +#过度分化!改善@,F$'LO诱导的心脏重构%
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8B"D#I<"I:9+3+#Ỳ +$&
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!!心力衰竭#简称心衰$是多种心血管疾病的终末
阶段%患者;年内死亡率高达0%>!;%>&$')尽管药
物治疗不断优化%但心衰发病率仍持续上升%居高不
下的住院率给医疗卫生资源带来沉重负担&1')因此%
正确认识心衰发病机制*寻找新的治疗策略对心衰防

治极为重要)病理性心脏重构是心衰发生*发展的病
理基础%心肌纤维化是其主要表现%决定着心血管疾
病患者的预后)细胞外基质#OUY$过度沉积和胶原
纤维增多是心肌纤维化的基本特征%过度的OUY 沉
积会导致心脏僵硬度增加*顺应性下降%加速心衰发
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展&'')成纤维细胞#Ù +$是非心肌细胞中的主要成
分%能通过更新OUY维持正常心脏的结构和功能&0'%
当受到机械拉伸*缺氧*激素等刺激时心脏中静止的
Ù +会被激活并向肌成纤维细胞#Ỳ +$分化%大量分
泌OUY和)平滑肌肌动蛋白%也称为).肌动蛋白1
#@6391$蛋白%是 Ỳ +的关键特征%主要分泌的OUY
为胶原蛋白#*%&;')早期这种生理反应能代偿心脏
功能%有助于心肌细胞修复%当刺激因素持续存在时
会诱导 Ù +向 Ỳ +过度分化%促进OUY 大量沉积%
导致心脏发生病理性重构%最终发生心衰&)')钠葡萄
糖共转运蛋白1#̂VMA1$抑制剂是一种新型降糖药
物%能通过促进尿糖排泄而降低血糖%多项大型临床
研究均表明%̂VMA1抑制剂不仅可降低血糖%还能显
著降低心衰患者住院率及死亡风险%并与血糖状态无
关&-')据文献报道%̂VMA1抑制剂中的恩格列净
#OYL@$可显著抑制糖尿病小鼠心室重构%并改善舒
张功能障碍&/')然而在非糖尿病心衰模型中关于
V̂MA1抑制剂对心脏纤维化重构的研究较少见%其
潜在机制尚不明确)因此%本研究构建了血管紧张素
$#@,F$$和苯肾上腺素#LO$联合诱导的小鼠心脏
重构模型%观察OYL@对心脏重构的影响并探讨其
可能的机制%现报道如下)
>!材料与方法
>&>!材料
>&>&>!实验动物

选取/周龄*无特定病原体#̂L̀ $级雄性野生型
U;-\M")J小鼠%体重11!10F%由重庆腾鑫生物技术
有限公司提供&许可证号!̂UTQ#渝$1%$-%%%1')予
以随机化分笼%常规食水饲养%环境温度控制在11h
左右%湿度维持为)%>!-%>%每$1小时进行一次昼
夜循环)相关动物实验均已获得中国人民解放军陆
军军医大学实验动物福利伦理审查委员会批准#伦理
批号!@Yc]OU1%1$1$-0$)
>&>&?!试剂及材料

@,F$购自美国 YUO公司%LO购自美国 YUO
公司%OYL@购自美国 YUO公司%1%%08"!7:胶囊
渗透泵购自美国 @:C73公司%杜氏改良O9F:7培养基
#KYOY$培养基购自美国V#I6"公司%胎牛血清购自
美国 bB6:",7公司%二甲基亚砜#KŶ X$购自美国
#̂F89.@:!<#62公司%麦胚凝集素#]V@$购自美国
#̂F89.@:!<#62公司%青霉素*链霉素均购自美国 #̂F.
89.@:!<#62 公 司%?[@ Of3<963#", Q#3购 自 日 本
A959<9公司%L<#87̂6<#43AY?A<79F7,3Q#3购自日本
A959<9公司%A\V<77,* L<78#fOfA9PAY$购自日
本A959<9公司%天狼星红染色试剂盒购自中国
9̂#8#57公司%乙二胺四乙酸抗原修复液购自中国\7B.

"3#87公司%聚合酶链反应#LU?$引物由上海生工合成)
>&>&@!仪器

S7H"1$%%小动物超声成像系统购自美国 S#+G.
9:̂",#6+公司%气体麻醉装置购自英国 @̂ @公司%激
光扫描共聚焦显微镜购自德国d7#++公司%-;%%实时

荧光定量LU?系统购自美国 @\_公司%Ŝ 1%%全玻
片扫描系统购自日本 X:B84G+公司%[9,"!<"41%%%
超微量分光光度计购自美国M#D7公司%\L.(/无创尾
套血压计购自中国 "̂D3<",公司)
>&?!方法
>&?&>!建立@,F$'LO心脏重构模型

在麻醉箱中用;>异氟烷快速麻醉小鼠%取俯卧
位固定小鼠%用1>异氟烷连接嘴部并维持麻醉%消毒
小鼠背部皮肤并用组织剪剪开%组织镊钝性扩开皮下
筋膜%持无菌镊将经'- h孵箱孵育后的 @,F$"LO
渗透泵植入皮下%用皮肤缝合钉快速闭合切口)撤去
麻醉装置%等待小鼠苏醒后放回笼位继续饲养)@,F
$泵入量为18F15FN$1!N$%LO泵入量为1;8F1
5FN$1!N$)对照小鼠予以同样的泵植入操作%但为
等体积的生理盐水#[̂ $%持续灌注0周)0周后取心
脏组织进行石蜡包埋及切片)
>&?&?!药物干预及分组

OYL@给药剂量为$%'F1FN$1!N$%KŶ X作
为储存溶液%用 [̂ 稀释)术前'!开始以口服灌胃
方式给予 OYL@ 药物混悬液%对照小鼠予以等量
KŶ X%每天$次%持续0周)分为 [̂ iKŶ X组*
[̂ iOYL@组*@,F$"LOiKŶ X组和@,F$"LO
iOYL@组%每组)!-只)
>&?&@!细胞培养及处理

原代心脏 Ù +取自野生型U;-\M")J小鼠左心
室组织%在KYOY培养基#含$%>胎牛血清和$>青
霉素"链霉素$中于'-h孵箱#含;>二氧化碳$培养
$周)随机分组%实验组予以转化生长因子.(#AV̀.

(%$%,F"8M$刺激()2%并予以OYL@#$%%'8$或
KŶ X共处理%空白对照组仅予以OYL@或赋形剂
处理而不添加 AV̀.(%分为 KŶ X 组*OYL@ 组*
AV̀.(iKŶ X组和AV̀.(iOYL@组%每组0只)
>&?&A!心脏功能监测

在泵植入前使用超声评估心脏功能%术后每周监
测)用$>异氟烷吸入麻醉%采集并记录左心室超声
图像及参数%包括左心室短轴收缩率#MS̀ $̂*舒张末
期左心室后壁厚度#MSL]!$等)
>&?&D!血压测量

灌胃'周后使用尾压法测量小鼠血压)小鼠尾
部预加热;8#,#'-h$%将传感器置于小鼠尾部前$"
'处%心率维持在;%%次左右时记录血压#收缩压*舒
张压和平均动脉压$%重复'!;次%计算平均值)
>&?&E!]V@染色

将0'8厚的心脏石蜡切片梯度乙醇脱蜡%于$%%
h装有枸橼酸缓冲液高压锅中进行抗原修复%用磷酸
盐缓冲液#L\̂ $清洗后使用 @:7f9 :̀G"<UB'.]V@
进行染色%室温避光孵育'%8#,%抗荧光淬灭剂封片%
激光共聚焦显微镜#1%%Z$收集 ]V@染色图像%每
个视野内随机选择$%!1%个类圆形心肌细胞%于对
应dO[分析软件#版本'&'&/(&%%%%$计算心肌细胞
横截面积#Û @$及纤维化面积)
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>&?&F!天狼星红染色
将)'8 厚的心脏组织切片梯度乙醇脱蜡%L\̂

清洗后于新鲜制备的染色缓冲液#含$&1>"E苦味酸
水溶液*%&$>"E 9̀+3V<77, Ù̀ 和%&$>"EK#<763
?7!/%溶于L\̂ $中浸泡$2#室温$%流水冲洗并干
燥)中性树脂密封后使用全自动玻片扫描仪采集天
狼星红染色图像%随机选择;个$%%倍放大视野%通
过_89F7J软件分析纤维化面积)
>&?&G!实时荧光定量LU?

吸去上清液并用预冷 L\̂ 中止反应%按 ?[@
Of3<963#",Q#3使用说明书提取总?[@%并测定浓度
及纯度%$'F的 8?[@反转录为6K[@)以6K[@
为模板%引物为起始位点%在 A\V<77,* L<78#fOf
A9PAY$作用下使用 @\_-;%%快速实时荧光LU?系
统进行LU?扩增)反应条件为(;h预变性'%+((;
h变性;+%)%h退火%延伸'0+%0%个循环)以')I0
为内参基因%读取循环数值%使用1N++U3 方法计算目

的基因表达水平)引物序列见表$)

表$!!引物列表

基因 引物序列

骨膜素#L"+3,$ !̀;j.@@VUAVUVVU@@V@U@@V.'j ?!;j.AU@@@AUAVU@VUAAU@@VV.'j

@6391 !̀;j.@UAUAUAAUU@VUU@AUAAAU@.'j ?!;j.@A@VVAVVAAAUVAVV@AVU.'j

结缔组织生长因子#U3FD$ !̀;j.VVVUUAUAAUAVUV@AAAU.'j ?!;j.@AUU@VVU@@VAVU@AAVVA@.'j

')I0 !̀;j.VUAUU@@VU@V@AVU@VU@.'j ?!;j.UUVV@AVAV@VVU@VU@V.'j

!! !̀正向(?!反向)

>&@!统计学处理
运用V<942L9!L<#+8/&0&1软件进行分析%对计

量资料进行正态性和方差齐性检验%符合正态分布的
计量资料以-W>表示%采用双因素方差分析#3E".
E9B@[XS@$)以!$%&%;为差异有统计学意义)
?!结!!果
?&>!心脏功能

与 [̂ iKŶ X组比较%@,F$"LOiKŶ X组
小鼠术后0周MS̀ ^显著降低%MSL]K明显增加%
差异均有统计学意义#!$%&%;$(与 @,F$"LOi
KŶ X组比较%@,F$"LOiOYL@ 组术后 0 周
MS̀ ^显著增加%MSL]!显著减少%差异均有统计学
意义#!$%&%;$)见表1)

表1!!各组小鼠术后0周心脏功能比较$-W>%

组别 , MS̀ #̂>$ MSL]!#88$

[̂ iKŶ X组 - 01&/%W1&/% %&-$W%&%0

[̂ iOYL@组 - 01&-0W1&;$ %&-$W%&%$

@,F$"LOiKŶ X组 ) ')&;;W0&1/9 $&1;W%&$%9

@,F$"LOiOYL@组 ) 01&)0W'&-;I $&%0W%&$1I

!!9!!$%&%;%与 [̂ iKŶ X组比较(I!!$%&%;%与 @,F$"LOi
KŶ X组比较)

?&?!血压
与 [̂ iKŶ X组比较%@,F$"LOiKŶ X组

小鼠收缩压*舒张压*平均动脉压均明显增加%差异均
有统计学意义#!$%&%;$(@,F$"LOiOYL@组小
鼠收缩压*舒张压*平均动脉压与@,F$"LOiKŶ X
组小鼠比较%差异均无统计学意义#!%%&%;$%见
表')
?&@!Û @

与 [̂ iKŶ X组比较%@,F$"LOiKŶ X小
鼠 Û @明显增加%差异有统计学意义#!$%&%;$(与
@,F$"LOiKŶ X组比较%@,F$"LOiOYL@组
小鼠 Û @明显减少%差异有统计学意义#!$%&%;$)

见表0*图1)
表'!!各组小鼠血压比较$-W>&88 bF%

组别 , 收缩压 舒张压 平均动脉压

[̂ iKŶ X组 - $$)&/%W$0&%0 /$&(0W/&-0 ('&;0W(&-)

[̂ iOYL@组 - (0&))W(&%% ;$&(0W-&-$ ))&$0W)&00

@,F$"LOiKŶ X组 ) $/%&%%W;1&%(9$$/&/%W1$&$(9$'(&$%W'%&(/9

@,F$"LOiOYL@组 ) $0/&)%W1-&-1$%)&'%W$(&$'$1%&-%W1$&%%

!!9!!$%&%;%与 [̂ iKŶ X组比较)

表0!!各组小鼠 Û @比较$-W>&'81%

组别 , Û @

[̂ iKŶ X组 - $-;&$W/&'

[̂ iOYL@组 - 1%)&1W$0&(

@,F$"LOiKŶ X组 ) 1;;&'W'/&'9

@,F$"LOiOYL@组 ) 1$(&)W$1&(I

!!9!!$%&%;%与 [̂ iKŶ X组比较(I!!$%&%;%与 @,F$"LOi
KŶ X组比较)

?&A!纤维化面积
与 [̂ iKŶ X组比较%@,F$"LOiKŶ X组

小鼠纤维化面积明显增多%差异有统计学意义#!$
%&%;$(@,F$"LOiOYL@组小鼠纤维化面积较@,F
$"LOiKŶ X组明显降低%差异统计学意义#!$
%&%;$)见表;*图')

表;!!各组小鼠纤维化面积比较$-W>&>%

组别 , 纤维化面积

[̂ iKŶ X组 - $&%%1W%&1)(

[̂ iOYL@组 - $&;01W%&1/-

@,F$"LOiKŶ X组 ) )&'0(W$&-%;9

@,F$"LOiOYL@组 ) '&1)/W%&-;-I

!!9!!$%&%;%与 [̂ iKŶ X组比较(I!!$%&%;%与 @,F$"LOi
KŶ X组比较)
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?&D!Ù +中L"+3,$@6391$U3FD8?[@水平
与KŶ X 组比较%AV̀.(iKŶ X 组 Ù +中

L"+3,*@6391*U3FD8?[@表达水平均明显增高%差
异均有统计学意义#!$%&%;$(与AV̀.(iKŶ X组

比较%AV̀.(iOYL@ 组 Ù +中L"+3,*@6391*U3FD
8?[@表达水平均明显降低%差异均有统计学意义
#!$%&%;$)见表))

图1!!各组小鼠 Û @比较$]V@染色&1%%Z%

图'!!各组小鼠纤维化面积比较$]V@染色&$%%Z%

表)!!各组 Ù +中L"+3,'@6391'U3FD8?[@表达水平比较$-W>%

组别 , L"+3, @6391 U3FD

KŶ X组 0 $&%;%%W%&'00- $&%1;%W%&10); $&%()%W%&;1%/

OYL@组 0 %&1;1/W%&$%/0 %&'1%-W%&'1/0 %&%/')W%&%0-1

AV̀.(iKŶ X组 0 1&)''%W$&'$)%9 1&%(1%W%&0)/%9 )&$'/%W0&/(1%

AV̀.(iOYL@组 0 %&-;1/W%&'0-0I %&);0-W%&'(0$I $&%/$%W%&;--(I

!!9!!$%&%;%与KŶ X组比较(I!!$%&%;%与AV̀.(iKŶ X组比较)
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@!讨!!论
心脏重构被认为是一个动态的病理生理过程%涉

及多种复杂因素的协同作用%Ù +向 Ỳ +过度分化
会加剧OUY 沉积%导致病理性心脏重构&(')OYL@
是一种高选择性 V̂MA1抑制剂)L@UQO?等&$%'近

期进行的OYLO?X.?OKcUOK随机对照研究结果
显示%与安慰剂组比较%接受OYL@治疗患者心血管
死亡风险和心衰住院率降低了1;>%且与血糖状态无
关)然而由于 V̂MA1在心肌中几乎不表达%多种机
制学说尚不能完全解释其心血管保护作用%其潜在机
制有待于进一步研究&$$')因此%本研究分析了OY.
L@对@,F$"LO模型小鼠心脏重构的影响%并探索
了其可能的潜在机制)

@,F$"LO长期慢性输注能模拟神经体液激活后
的慢性高血压%引起心脏后负荷增加%刺激心肌肥大
和心肌纤维化%是一种常用的心脏重构模型&$1')本研
究结果显示%与 @,F$"LOiKŶ X组比较%经OY.
L@连续干预0周后 @,F$"LO小鼠MS̀ ^显著增
加%心肌纤维化水平*Û @*MSL]!显著降低%而血压
无显著变化%与先前的研究结果一致%提示OYL@可
改善 @,F$"LO诱导的心脏重构%可能与 AV̀.("
8̂9!信号通路有关&$'')

AV̀.(是一种多功能细胞因子%具有多种亚型%
心脏组织中主要为AV̀.($%AV̀.($及其调控的下游
+89!信号传导对促进 Ù +分化和OUY 生成具有重
要作用&$0')当压力负荷过重时AV̀.(级联反应可被
激活%早期有助于形成保护型OUY%阻止有害的促
OUY片段产生)然而持续过度活跃的AV̀.(信号传
导可诱导 Ù +激活%发生病理性增生%并向以表达
@6391为特征的 Ỳ +分化&$;')Ỳ +因产生OUY 的
能力远大于 Ù +%是导致心肌纤维化过程中OUY 过
量沉积的重要细胞&$)')并且 Ỳ +具备较强的迁移和
增殖能力%有助于OUY 间交联%促进胶原过度沉积%
导致心肌纤维化和心功能障碍%甚至心脏传导异
常&$-')在体外使用AV̀.(刺激 Ù +%OYL@共处理
可显著降低L"+3,*@UA@1*U3FD8?[@表达%尤其
是@6391%@UA@1蛋白是区别 Ù +和 Ỳ +的关键因
素%也是 Ỳ +收缩力的主要来源&$/')此外%L"+3,基
因调控*UAV̀ 皆是OUY 重要的组成成分%L"+3,可
直接与胶原蛋白#相互作用并调节原纤维直径(UA.
V̀ 能精细调节OUY微环境%过量表达可诱导胶原蛋
白合成增加%加剧OUY沉积&$(.1%')提示OYL@能抑
制AV̀.(诱导的 Ù +向 Ỳ +分化%减少OUY沉积)

综上所述%OYL@可能通过调控 AV̀.(诱导的
心脏 Ù +向 Ỳ +过度分化%减少OUY沉积和心肌纤
维化%进而改善 @,F$"LO 诱导的心脏重构%为
V̂MA1抑制剂改善心衰预后提供理论依据%对心衰
防治具有积极影响(但OYL@对 Ù +分化的具体调
控机制尚不清楚%有待于进一步研究)
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