
J South Med Univ, 2017, 37(4): 505-511 doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2017.04.14

糖尿病性心肌病（DCM）作为糖尿病心血管并发症

之一，由于其随后出现的心力衰竭并最终增加死亡率，

已经受到越来越多的关注。许多研究表明各种不同机

制参与了DCM的形成，包括微血管病变、氧化损伤、心

脏肾素血管紧张素系统（RAS）激活,心脏炎症，纤维化

及凋亡［1-4］。其中炎症反应在DCM的发病和进展中起

到了关键作用［5-6］，心肌炎症可以直接和间接引起心脏组

织损伤［7］。重视DCM的炎症反应可充分地促进该病的

治疗。

db/db 小鼠是目前国际上较常用的研究DCM的动

物模型之一［8-10］。在糖尿病中，循环RAS被抑制［11］。心
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摘要：目的 探讨血管紧张素Ⅱ受体阻滞剂（ARB）厄贝沙坦对2型糖尿病db/db小鼠心肌组织炎症反应的保护作用及其心脏保

护机制。方法 10周龄db/db小鼠随机分成模型组、厄贝沙坦治疗组50 mg/（kg·d），同窝出生的10周龄非糖尿病db/+小鼠充当

正常对照组。正常组，模型组灌服等体积生理盐水，厄贝沙坦治疗组灌服厄贝沙坦（溶于生理盐水），药物干预16周后，记录心脏

质量、体质量，测定空腹血糖、血甘油三酯、血总胆固醇含量，对心脏行HE染色、Western blot、免疫组化和qPCR检测。结果 与

正常组db/+小鼠相比，模型组db/db小鼠发生了肥胖、高血糖、高血脂（P<0.01）；心肌组织肌纤维排列紊乱，间质增多，炎症细胞

浸润；P-IкBα蛋白水平升高、IкBα蛋白水平降低，P-IкBα/IкBα升高（P<0.001）；NF-кB（P65）活性增强，入核增加（P<0.001），且促炎

细胞因子白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）mRNA水平升高（P<0.01），这些异常均与糖尿病心肌组织炎症反应升高

有关。厄贝沙坦的慢性治疗改善心肌病理学变化，并改善了2型糖尿病db/db小鼠高血糖诱导的心肌组织炎症反应指标。结论 厄

贝沙坦改善了2型糖尿病db/db小鼠心肌组织炎症反应，其机制可能与抑制心脏血管紧张素Ⅱ的作用和NF-кB信号通路有关。

关键词：厄贝沙坦；糖尿病心肌病；NF-кB；炎症

基础研究

Abstract: Objective To investigate the protective effects of irbesartan against cardiac inflammation associated with diabetes
and obesity in the db/db mouse model of type 2 diabetes and explore the underlying mechanisms. Methods Twenty- four
10-week-old diabetic db/db mice were equally randomized into irbesartan treatment (50 mg/kg per day) group and model
group, using 12 nondiabetic littermates (db/+) as the controls, The mice were treated with irbesartan or saline vehicle for 16
consecutive weeks, after which the heart pathology was observed and the heart weight, body weight, and serum levels of
fasting blood glucose (FBG), total cholesterol(TC), and triglycerides(TG) were measured. The expression of nuclear
factor-kappaB (NF-κB) p65 in the myocardium was assessed with immunohistochemistry, the protein levels of P-IкBα ,IкBα
and β-actin were analyzed with Western blotting, and the pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α mRNA were detected
using quantitative real-time PCR (qPCR). Results Compared with db/+ mice, the saline-treated db/db mice developed obesity,
hyperglycemia and hyperlipidemia (P<0.01). Histopathological examination of the heart tissue revealed inflammatory cell
infiltration, increased myocardial interstitium and disorders of myocardial fiber arrangement. The diabetic mice showed
increased P-IкBα and decreased IκBα protein levels, enhanced activity and expression of NF-κB in the hearts, and increased
mRNA expression of IL-6 and TNF-α in the myocardium. These abnormalities were all associated with increased inflammatory
response. Treatment with irbesartan improved the heart architecture and attenuated high glucose-induced inflammation in the
diabetic mice. Conclusion Treatment with irbesartan attenuates cardiac inflammation in type 2 diabetic db/db mice, and this
effect was probably associated with the suppression of cardiac angiotensin II and NF-κB signaling pathway.
Keywords: irbesartan; diabetic cardiomyopathy; nuclear factor-κB; inflammation
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脏RAS被激活［3］，而心脏RAS的激活是心力衰竭发展

中的关键因素［12-13］。AngⅡ是RAS的最重要组成部分，

其在糖尿病诱导的器官损伤中具有重要作用［14］。

Sarman等［15］研究发现，慢性的AngⅡ输注可增加大鼠

左室 NF-κB/DNA 结合活性。Ang Ⅱ受体阻断剂

（ARB）具有抑制AngⅡ的作用，已被广泛用作抗高血压

药物，拥有阻滞AngⅡ1型受体阻滞剂（AT1R）的非血流

动力学的心血管保护作用［16-17］。目前厄贝沙坦对心脏组

织AngⅡ的抑制作用已明确，但其对糖尿病心肌病炎症

反应的研究报道极少。本文旨在探讨厄贝沙坦对2型

糖尿病db/db小鼠心肌组织炎症反应的保护作用，并初

步探讨其心脏保护机制。

1 材料和方法

1.1 动物模型及分组

10周龄 db/db小鼠 24只，雌雄各半（自发性 2型

DCM动物模型）；同窝出生的10周龄db/+小鼠12只（正

常对照组），雌雄各半。动物来源：南京大学-南京生物

医药研究院，许可证号：SCXK（苏）2015-0001。（db/db、

db/+）小鼠要求同龄、同批；db/+小鼠为正常对照组、db/

db小鼠随机分组为模型组、厄贝沙坦治疗组，各组均雌

雄各半，根据文献实验结果［18］，厄贝沙坦的剂量考虑为

50 mg/（kg·d）。
1.2 主要仪器、药物及试剂

主要仪器：由南方医科大学中医药学院提供；药物：

厄贝沙坦（批号：5A173 Sanofi Winthrop industrie）主要

试剂：P-IκBα（Ser32/36）小鼠源单克隆抗体（1∶1000；货

号：9246S 美国Cell Signaling Technology）；IκBα小鼠

源 单 克 隆 抗 体（1∶1000；货 号 ：4814P 美 国 Cell

Signaling Technology）；β-actin 小鼠源单克隆抗体（1∶

1000；货号：E021020 美国Earthox LLC）；NF-κB p65小

鼠源单克隆抗体（1∶400；货号：6956S美国Cell Signaling

Technology）。PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA

Eraser（Perfect Real Time）（货号：RR047A大连TaKaRa

公司）；SYBR®Premix Ex TaqTM II（Tli RNaseH Plus）

（货号：TRR820A大连TaKaRa公司）。

1.3 给药方法

根据文献方法做适当修改，简单概述如下：厄贝沙

坦溶于生理盐水中每日1次灌服（正常对照组、DCM模

型对照组小鼠灌服等容积生理盐水）。实验期间所有动

物普通饲料喂养，自由进食、进水，12 h交替照明［19］。

1.4 检测指标及方法

16周后实验结束时，记录体质量，1%戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉，摘除小鼠眼球取血，制备血清，用Olimpus

AU 600全自动生化分析仪测定空腹血糖（FBG）、血总

胆固醇（TC）、血甘油三酯（TG）、取出心脏，PBS冲洗，吸

水纸吸干，用电子天平精确称心脏质量，并垂直于心脏

左室长轴横切成3块，被止血钳夹伤的心尖部分，存于

冻存管，液氮速冻，-80 ℃保存，留作Western bloting检

测；约1 mm厚度的中间部分，放入4%多聚甲醛固定，常

规脱水石蜡包埋、切片，留作HE染色和P65免疫组化检

测；余下部分放入 RNA 保护液，存于液氮罐，留作

Real-time Quantitative PCR实验。

1.5 心肌组织HE染色

观察小鼠心脏病理学改变，取材、固定、脱水透明、

浸蜡、包埋、切片厚约4 μm、贴片、染色和封固，光镜下，

观察小鼠心肌组织的一般形态结构。

1.6 免疫组化检测

60 ℃烤石蜡切片，脱蜡，水化，微波修复抗原后，3%

过氧化氢灭活内源性过氧化物酶, 正常山羊血清封闭非

特异性抗原，室温20 min，滴加适当稀释的Ⅰ抗，4 ℃过

夜，PBST洗片，滴加生物素标记的Ⅱ 抗，37 ℃ 20 min，

显微镜下控制DAB显色，苏木素复染（30 s），水洗，用盐

酸酒精分化3 s，流水浸15 min，脱水、透明，中性树胶封

片。显微镜拍照保存。使用Image-Pro Plus 6.0软件作

统计分析，以P65阳性区域总积分光密度/总面积（%）

［IOD sum/Area sum（%）］测量染色强度，阳性染色越

深，该比值越大。

1.7 Western blotting检测

取 20 mg心肌组织，加入 200 μL RIPA裂解液和

2 μL PMSF并剪碎其中组织，冰上超声粉碎，12 000 r/min

离心 30 min，取上清，用BCA法测定蛋白质浓度，以

2 μg/μL的标准蛋白为标准品，将样本蛋白浓度稀释50

倍，计算出样本浓度，用10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳，每个泳道蛋白上样量为50 μg，转移至PVDF膜，5%

脱脂牛奶室温封闭1 h；TBST冲洗；将膜放入I抗中4 ℃
过夜，TBST冲洗，Ⅱ抗中室温孵育1 h，蛋白条带曝光，

捕获并记录蛋白质条带。使用Adobe Photoshop CS5

进行条带灰度值计算。

1.8 实时荧光定量测定

实时荧光定量（qPCR）测定IL-6和TNF-α的转录水

平。用 RNAiso Plus（Takara）提取小鼠心脏总 RNA。

去除基因组DNA，按PrimeScriptTM RT reagent 试剂盒

（Takara）操作说明进行，10 μL反应体系。RT Primer

Mix 合成样品中的各种 cDNA，SYBR® Green qPCR

法，共20 μL反应体系。qPCR引物由武汉谷歌生物公

司合成，IL-6 上游引物 ：5'-TAGTCCTTCCTACCC

CAATTTCC-3'，下游引物：5'-TTGGTCCTTAGCCA

CTCCTTC-3'；TNF-α上游引物：5'-CCTGTAGCCCAC

GTCGTAG-3'，下游引物：5'-GGGAGTAGACAAGGT

ACAACCC-3'；β-actin上游引物：5'-GTGACGTTGAC

ATCCGTAAAGA-3'，下游引物：5'-GTAACAGTCCGC

CTAGAAGCAC-3'。使用SYBR® Premix Ex Taq TM

Ⅱ 型 qPCR，25 μL 体 系 包 括 ：SYBR 酶 混 合 液
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（TAKARA）12.5 μL，PCR上下游引物（10 μmol/L）各

1 μL，cDNA模板2 μL，dH2O 8.5 μL。反应条件：95 ℃
30s ，一个循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 20 s，40个循环；95 ℃
1 min，55 ℃ 30 s，95 ℃ 30 s，一个循环。mRNA表达用

2-∆∆Ct表示。

1.9 统计学方法

采用SPSS20.0统计软件进行分析，计量资料用均

数±标准差表示，采用单因素方差分析，方差齐时，采用

LSD法进行组间多重比较，方差不齐时，采用Dunnett's T3

方法进行组间多重比较。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况及生化指标变化

取心脏标本时，因操作失误，正常组心脏丢失 1

个。部分小鼠取血量小无法检测出空腹血糖（FBG）、血

总胆固醇（TC）或血甘油三酯（TG）值。最终各指标完成

实验检测的小鼠数量分别为正常组9只，模型组12只，

厄贝沙坦治疗组10只。小鼠HWT各组无差异；模型组

和厄贝沙坦治疗组的BWT、FBG、TC和TG均高于正常

组（表1）。

2.2 左室心肌组织HE染色

HE染色可见，正常组小鼠心肌心内膜正常、细胞排

列整齐、致密，结构清晰，细胞外间质较少。模型组小鼠

心肌心内膜退化、细胞排列紊乱、心肌细胞肥大，细胞间

隙增大，间质和血管周围细胞外基质增多，并有炎症细

胞浸润。厄贝沙坦治疗后有所改善，细胞排列较整齐，

结构较清晰，炎症细胞浸润、心肌细胞大小、细胞外间质

均减少（图1）。

Group

db/+

db/db

db/db+ibesartan

n

9

12

10

HWT (mg)

125.82±37.57

131.33±13.77

121.58±18.67

BWT( g)

23.34±2.82

44.50±6.91**

42.87±6.44**

FBG (mmol/L)

6.20±2.03

39.59±6.75**

36.14±5.55**

TC (mmol/L)

2.17±0.24

4.08±0.66**

3.86±0.43**

TG (mmol/L)

0.71±0.11

1.34±0.48*

1.18±0.34*

表1 db/db小鼠一般情况及生化指标
Tab.1 Effect of irbesartan on heart weight, body weight and serum biochemical parameters in db/db mouse (Mean±SD)

HWT: Heart weight; BWT: Body weight; FBG: Fasting blood glucose; TC: Total cholesterol; TG: Triglyceride. *P<0.05, **P<0.01 vs db/+.

图1 左室各组心肌组织HE染色
Fig.1 HE staining of the left ventricular
myocardial tissue in different groups
(Original magnification: ×200). A: db/+; B: db/
db; C: db/db+irbesartan.

B

C

A
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2.3 心肌组织P-IкBα、IкBα蛋白表达及半定量分析

与正常组相比，糖尿病组心肌组织P-IкBα增加，

IкBα被明显降解，P-IкBα/IкBα比值升高 P<0.001（P=

0.000002），导致P65入核激活。厄贝沙坦治疗使其得

到改善 P<0.001（P=0.000061 vs db/db；P=0.000184 vs
db/+），正常组、模型组和厄贝沙坦治疗组的 P-IкBα/

IкBα比值分别为0.38±0.07，3.04±0.26，1.58±0.16（图2）。

2.4 心肌组织P65免疫组化及半定量分析

正常组小鼠心肌组织胞质内未见明显棕黄色P65

表达；模型组心肌组织胞质内棕黄色P65表达增加，并

入核激活明显P<0.001（P=0.000000 vs db/+）；厄贝沙坦

治疗后P65表达降低，入核激活减少，效果介于两者之

间P<0.01（P=0.000046 vs db/db；P=0.001458 vs db/+）；

正常组、模型组和厄贝沙坦治疗组的 IOD sum/Area

sum（%）比值分别为 4.49±0.34，8.09±0.28，5.93±0.85

（图3）。

图3 各组小鼠心肌组织P65免疫组化及P65阳性区域
总积分光密度/总面积（%）
Fig.3 Activity and expression of p65 assessed by
immunohistochemistry in different groups (× 200). A:
db/+ ; B: db/db; C: db/db + irbesartan and
semi-quantitative analysis of P65 measured by IOD
sum/area sum (%). **P<0.01, ***P<0.001 (n=5).
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图2 心肌组织P-IкBα，IкBα蛋白表达
Fig.2 Effect of irbesartan on P-IкBα and IкBα protein expression in the myocardial tissue. A: Western blotting (a: db/+; b:
db/db; c: db/db+irbesartan); B: Semi-quantitative analysis of P-IкBα/IкBα protein expression. ***P<0.001 (n=3).

db/+ db/db db/db+irbesartan

P
-I
кB

α/
Iк

B
α

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

***
***

***

P-IкBα

IкBα

β-actin

40 000

39 000

42 000

a b c
Mr

·· 508



http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2017, 37(4): 505-511

2.5 心肌组织IL-6、TNF-α mRNA的表达

与正常组相比，模型组 IL-6和TNF-α mRNA水平

均 明 显 升 高 P<0.01（IL-6：P=0.003157；TNF-α：P=

0.000246）。与模型组比较，厄贝沙坦治疗组的db/db小

鼠心肌组织 IL-6和TNF-α mRNA水平均有所下降P<

0.01（IL-6：P=0.004188；TNF-α：P=0.001170，图4）。

3 讨论

高血糖诱导的心肌组织炎症反应对心脏损伤至关

重要,因此，降低心肌组织炎症反应有利于糖尿病性心

肌病的治疗［5, 20-21］。我们目前的研究旨在探究厄贝沙坦

抑制高血糖诱导的心肌炎症反应是否可能与抑制心脏

AngⅡ的作用和NF-кB通路有关。本研究中db/db小鼠

心肌组织 NF-кB 通路被激活，诱导了 IL-6、TNF-α

mRNA表达，促进了心肌组织炎症反应；厄贝沙坦的慢

性治疗抑制了db/db小鼠心肌组织NF-κB通路，并下调

IL-6、TNF-α mRNA表达，改善了心肌组织炎症反应，但

均未明显恢复至正常水平，可能与ARB仅能抑制心脏

细胞外AngⅡ的作用有关［3］。心脏RAS与NF-кB通路

可能共同参与了高血糖诱导的心肌组织炎症反应，而且

心脏RAS可能是NF-кB通路的上游靶点之一。

有研究表明，在12周龄时，2型糖尿病db/db小鼠会

形成肥胖、高血糖、高血脂等代谢异常情况［9］。本研究

中，一般情况及生化指标检测显示，2型糖尿病db/db小

鼠也出现了上述严重的代谢异常情况，即肥胖、高血糖、

高血脂，而厄贝沙坦治疗后，db/db小鼠BWT、FBG、TC

和TG水平均未下降。这些结果表明，厄贝沙坦的慢性

治疗对db/db小鼠的糖脂代谢不产生影响。

NF-кB是一种重要的转录因子和关键炎症基因调

节剂，阻断 NF-кB 通路具有多重的抗炎作用。

Watanabe等［22］研究发现，厄贝沙坦可抑制心肌梗死伴

肾衰竭大鼠心脏的炎症，减少心脏炎症相关蛋白NF-κB

的激活，改善心功能障碍，发挥了心脏保护作用。Wen

等［23］发现，具有抗炎作用的雷公藤内酯通过抑制NF-κB

的活性和表达，明显改善了心脏炎症和纤维化，最终改

善了DCM的大鼠左室功能。而IκBα是一种关键蛋白，

在静息期，NF-κB未被激活时与IκBα形成一个复合物，

以无活性状态存在于细胞质中。当炎症因子存在的情

况下，NF-κB被激活，IκBα被磷酸化，随后被泛素-蛋白

酶体途径降解。NF-κB和 IκBα解聚后，其核定位序列

被暴露，从而被转运到细胞核内促进NF-κB依赖的基因

转录［24］。因此，通过Western blot检测 IκBα是否被磷酸

化激活而显著降解，是检测NF-κB是否激活的一个重要

指标，而P65的免疫组化结果更能直观反映NF-κB的激

活和表达情况。本研究Western blot和P65免疫组化结

果显示：与正常组相比，模型组小鼠心肌组织的P-IкBα

蛋白水平升高，IкBα蛋白水平降低，P-IкBα/IкBα明显升

高，大量P65释放入核激活。说明2型糖尿病db/db小

鼠心肌组织NF-кB通路被激活，这与Khanra等在2型

糖尿病大鼠模型心脏组织中的发现一致［25］。与模型组

比较，厄贝沙坦治疗组的db/db小鼠心肌组织的P-IкBα

蛋白水平减低，IκBα蛋白水平升高，P-IкBα/IκBα明显降

低，P65释放入核激活受到抑制。提示厄贝沙坦的慢性

治疗可以抑制2型糖尿病心肌组织NF-κB信号通路。

有研究表明，ARB通过抑制心脏组织促炎细胞因

子白细胞介素（IL）-1β蛋白含量，减少心脏炎症，改善

DCM的心力衰竭［26］。Westermann等［27］研究证实，P38

药理学抑制心肌组织促炎细胞因子TNF-α，IL-6，IL-1β

的蛋白质含量，可预防心脏炎症并改善DCM的左室功

能障碍。也有人报道，实验性DCM的心脏功能障碍与

心脏炎症有关，白介素转化酶抑制剂治疗减轻了心脏功

能障碍和心脏炎症，表明基于抗细胞因子的疗法可能有

益于DCM［28］。可见抑制心肌组织促炎细胞因子表达可

图4 各组小鼠心肌组织IL-6，TNF-α mRNA表达
Fig.4 Expression of IL-6 (A) and TNF-α (B) mRNA in the myocardial tissues. **P<0.01, ***P<0.001 (n=4).
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改善心肌组织炎症反应。我们的qPCR的研究结果表

明，与正常组相比，模型组的 IL-6、TNF-α mRNA表达

水平升高。说明 2 型糖尿病诱导了心肌组织 IL-6、

TNF-α mRNA表达，促进了心肌组织炎症反应。与模

型组比较，厄贝沙坦治疗组的 IL-6、TNF-α mRNA表达

水平降低，而且厄贝沙坦的慢性治疗可以抑制2型糖尿

病心肌组织NF-κB信号通路。提示厄贝沙坦的慢性治

疗抑制了心肌组织促炎细胞因子 IL-6、TNF-α mRNA

表达，改善心脏炎症反应，其机制可能与NF-кB通路有

关。本研究的心脏病理形态学观察亦显示，未治疗的糖

尿病小鼠心肌组织炎症细胞侵润明显，肌纤维结构模

糊，排列紊乱，间隙增大,而厄贝沙坦慢性治疗后，改善

了2型糖尿病db/db小鼠心肌组织病理学变化。

在本实验中，我们还发现厄贝沙坦的慢性治疗虽然

改善了DCM的心肌组织炎症反应和病理学变化，但均

未明显恢复至正常水平，包括P-IкBα、IкBα蛋白表达，

P65的免疫组化，IL-6、TNF-α mRNA的表达等半定量

指标。已知高血糖可激活心脏RAS系统［3］。AngⅡ是

RAS的最重要组成部分，其在糖尿病诱导的器官损伤中

具有重要作用［14］。研究表明，高葡萄糖诱导的AngⅡ在

心肌细胞内完全保留并移位到细胞核，而心脏成纤维细

胞在细胞内和细胞外均合成AngⅡ，而细胞内AngⅡ的

作用不被ARB阻断，因此，ARB仅阻断由心脏成纤维细

胞胞外合成的和由胞内合成分泌在细胞外部分的Ang

Ⅱ的作用，表明这些药物在高血糖状态中对心脏产生的

AngⅡ的作用仅有部分功效［29］。即ARB仅能部分抑制

DCM中的心脏RAS活化［3］。Nakano等［22］研究发现厄

贝沙坦抑制心肌梗死伴肾衰竭大鼠心脏的炎症，减少了

心脏炎症相关蛋白NF-κB的激活，发挥了心脏保护作

用。有人报道，在糖尿病心脏中，NF-κB信号通路和

RAS被强烈激活，从而促进心肌炎症反应［7］。同时也有

人报道，慢性的AngⅡ输注增加大鼠左室 NF-κB/DNA

结合活性，而NF-κB抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸酯

（PDTC）消除了 AngⅡ诱导的 NF-κB 活化和随后的

TNF-α基因表达的增加，减弱了AngⅡ诱导的左室重

塑［15］。可见，AngⅡ的作用和NF-кB信号通路关系密

切。提示心脏RAS与NF-кB通路可能共同参与了2型

糖尿病高血糖诱导的心肌组织促炎细胞因子的产生。

ARB可部分抑制的心脏RAS可能是NF-кB通路的上

游靶点之一。因此出现了厄贝沙坦的慢性治疗虽然改

善了DCM的心肌组织炎症反应和病理学变化，但均未

明显恢复至正常水平。

总之，厄贝沙坦的慢性治疗对心脏具有保护作用，

ARB可能通过部分抑制心脏RAS，抑制AngⅡ的作用，

影响了NF-κB（P65）的转录活性，进而抑制促炎细胞因

子 IL-6、TNF-a mRNA转录表达，减轻DCM心肌组织

炎症反应，从而改善心肌组织的病理学变化，为临床干

预DCM的发生和发展提供基础理论依据。但心脏

RAS与NF-κB通路两者之间的相互作用机制尚有待进

一步探讨，此外，小鼠施用胰岛素辅助性治疗可能是人

类DCM的更好模型，因此必须评估胰岛素治疗对ARB

效应的影响。
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