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  [摘要] 目的 探讨达格列净对腹主动脉缩窄(AC)压力超负荷大鼠模型的心肌肥厚和心肌纤维化的影

响。方法 将60只雄性SD大鼠分为假手术(Sham)组、Sham+达格列净组、AC组、AC+达格列净组,通过建

立腹AC压力超负荷模型,12周后检测心脏功能、心肌肥厚和心肌纤维化情况,以及心肌组织氧化应激、炎性反

应相应指标。结果 与AC组比较,AC+达格列净组左心室舒张末期压力(LVEDP)降低[(9.03±2.65)mm
 

Hg
 

vs.
 

(16.93±3.11)mm
 

Hg],等容舒张期左心室压力下降最大变化率(-dP/dt)升高[(7
 

886±547)mm
 

Hg/s
 

vs.
 

(6
 

257±467)mm
 

Hg/s],左心室重量指数(LVMI)降低[(3.520±0.108)
 

vs.
 

(4.351±0.116)],心

肌细胞面积缩小[(335.7±27.6)μm
2

 

vs.
 

(398.5±35.6)μm
2],胶原容积分数(CVF)降低[(7.54±0.89)%

 

vs.
 

(13.65±1.62)%],差异有统计学意义(P<0.05)。同时,与AC组比较,AC+达格列净组丙二醛(MDA)、肿

瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-1β、IL-6、单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)水平降低,超氧化物歧化酶

(SOD)水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 达格列净可减轻心肌氧化应激和炎性反应来抑制心肌

肥厚及心肌纤维化。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

dapagliflozin
 

on
 

cardiac
 

hypertrophy
 

and
 

myocardial
 

fibrosis
 

in
 

rats
 

with
 

abdominal
 

aortic
 

coarctation
 

(AC)
 

pressure
 

overload.Methods A
 

total
 

of
 

60
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

Sham
 

group,the
 

Sham+dapagliflozin
 

group,the
 

AC
 

group,the
 

AC+dapagliflozin
 

group.By
 

establishing
 

abdominal
 

AC
 

model,detected
 

cardiac
 

function,cardiac
 

hypertrophy
 

and
 

myocardial
 

fi-
brosis

 

after
 

12
 

weeks,as
 

well
 

as
 

myocardial
 

tissue
 

oxidative
 

stress
 

and
 

inflammatory
 

response
 

corresponding
 

indicators.Results Compared
 

with
 

the
 

AC
 

group,the
 

left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

pressure
 

(LVEDP)
 

in
 

the
 

AC+dapagliflozin
 

group
 

decreased
 

[(9.03±2.65)mm
 

Hg
 

vs.
 

(16.93±3.11)mm
 

Hg],and
 

the
 

maximum
 

rate
 

of
 

change
 

in
 

left
 

ventricular
 

pressure
 

during
 

isovolumic
 

diastole
 

(-dP/dt)
 

increased
 

[(7
 

886±547)mm
 

Hg/s
 

vs.
 

(6
 

257±467)mm
 

Hg/s],left
 

ventricular
 

mass
 

index
 

(LVMI)
 

decreased
 

[(3.520±0.108)
 

vs.
 

(4.351±0.116)],cardiomyocyte
 

area
 

decreased
 

[(335.7±27.6)μm
2

 

vs.
 

(398.5±35.6)μm
2],collagen

 

vol-
ume

 

fraction
 

(CVF)
 

decreased
 

[(7.54±0.89)%
 

vs.
 

(13.65±1.62)%],the
 

differences
 

were
 

statistically
 

sig-
nificant

 

(P<0.05).At
 

the
 

same
 

time,compared
 

with
 

the
 

AC
 

group,the
 

levels
 

of
 

malondialdehyde
 

(MDA),
tumor

 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin
 

(IL)-1β,IL-6
 

and
 

monocyte
 

chemoattractant
 

protein-1
 

(MCP-1)
 

in
 

the
 

AC+dapagliflozin
 

group
 

decreased,while
 

the
 

level
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

increased,the
 

differ-
ences

 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Dapagliflozin
 

reduces
 

myocardial
 

oxidative
 

stress
 

and
 

inflammatory
 

responses
 

to
 

inhibit
 

cardiac
 

hypertrophy
 

and
 

myocardial
 

fibrosis.
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  心力衰竭是各种心脏疾病的终末阶段,心肌重构

是心力衰竭的关键病理环节,其基础是心肌肥大和心

肌纤维化[1]。糖尿病是心力衰竭的临床常见合并症,
也是导致心力衰竭的重要病因[2]。钠-葡萄糖协同转

运蛋 白2(sodium
 

glucose
 

linked
 

co-transporter
 

2,
SGLT2)抑制剂是一种新型的降糖药物,WIVIOTT
等[3]研究证实,达格列净可以明显降低2型糖尿病患

病人群的心力衰竭住院及心血管死亡风险。然而,达
格列净对心肌重构的影响和机制尚不清楚。本研究

选用腹主动脉缩窄(aortic
 

constriction,AC)压力超负

荷致心力衰竭大鼠模型,观察SGLT2抑制剂达格列

净对心肌肥厚和纤维化的影响,并研究其可能机制,
旨在为达格列净用于糖尿病合并心力衰竭的治疗提

供理论依据,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

  雄性SD大鼠60只,体质量约250~300
 

g,12周

龄,购自陆军军医大学实验动物中心,实验动物严格

保证“3R”原则。
1.1.2 试剂

  苦味酸-天狼星红染液购自生工生物工程(上海)
股份有限公司。ELISA 检测试剂盒[白细 胞 介 素

(IL)-1β、IL-6、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、单核细胞趋

化蛋白-1(MCP-1)]购自美国eBioscience公司。超氧

化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)活性试剂盒购自

江苏南京建成生物工程研究所。
1.2 方法

1.2.1 动物的分组及干预

  将大鼠分为假手术(Sham)组、Sham+达格列净

组、AC组、AC+达格列净组,每组15只,按照前期的

方法建立腹AC致心力衰竭模型[4],腹腔注射戊巴比

妥钠50
 

mg/kg,将大鼠麻醉满意后,固定、备皮、消毒

和铺巾;腹部正中切口进入腹腔,于双肾动脉上方游

离并充分暴露腹主动脉;22G(约0.72
 

mm)的垫扎针

沿腹主动脉长轴贴放,用4-0丝线将腹主动脉与针一

起结扎后抽出22G针,使腹主动脉直径相应缩窄至约

1
 

mm,Sham组和Sham+达格列净组仅为游离暴露

腹主动脉,穿线而不结扎。再按照参考文献[5]的方

法,Sham+达格列净组和AC+达格列净组予以每天

1次喂养达格列净1
 

mg/kg,Sham组和AC组予以喂

养安慰剂,喂养12周。

1.2.2 大鼠心脏功能及血流动力学的检测

  按照参考文献[6]的方法,将大鼠麻醉后,仰卧位

固定、备皮、消毒和铺巾,分离右侧颈总动脉并插管,
PowerLab多导生理记录仪(澳大利亚 AD

 

Instru-
ments公司)测 量 收 缩 压(systolic

 

blood
 

pressure,
SBP)、舒张压(diastolic

 

blood
 

pressure,DBP)和平均

动脉压(mean
 

artery
 

pressure,MAP);将导管插入左

心室并记录心腔内压力曲线,Chart
 

5软件计算左心

室收缩末期压力(left
 

ventricular
 

end-systolic
 

pres-
sure,LVESP)、左心室舒张末期压力(left

 

ventricular
 

end-diastolic
 

pressure,LVEDP)、左 心 室 重 量 指 数

(left
 

ventricular
 

mass
 

index,LVMI)、等容收缩期左

心室内压力上升最大变化率(+dP/dt)和等容舒张期

左心室压力下降最大变化率(-dP/dt)。测量结束脱

颈处死大鼠,开胸快速取出心脏标本,分别置于甲醛

中固定和冻存于-80
 

℃冰箱备用。
1.2.3 心肌组织病理学检测

  各组心脏标本经甲醛固定后,石蜡包埋切片,行
苏木素-伊红(HE)染色和苦味酸-天狼星红染色。用

Image-Pro
 

Plus显微镜图像分析软件测量心肌细胞

大小和心肌间质纤维化情况。按照参考文献[7]的方

法,计算心肌胶原容积分数(collagen
 

volume
 

frac-
tion,CVF),CVF=胶原面积/总面积×100%,每个标

本取3张切片,每张切片中随机取2个视野,计算其

平均值。
1.2.4 心肌组织中 MDA、SOD、TNF-α、IL-1β、IL-6、
MCP-1水平测定

  按照参考文献[8]的方法,取左心室心肌组织100
 

mg,生理盐水冲洗3次后在冰浴中匀浆,3
 

000
 

r/min
离心5

 

min,取上清液,用于检测心肌组织中的 MDA、
SOD、TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1水平。检测方式按

照试剂盒使用说明书进行实验操作,ELISA 分析

TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1水平,应用硫代巴比妥酸

(TBA)法检测 MDA水平,应用黄嘌呤氧化酶(羟胺)
法检测SOD活性。
1.3 统计学处理

  采用SPSS18.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s 表示,组间两两比较采用最小显著性差异法

(LSD法),多组间比较单因素方差分析(ANOVA)进
行,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 达格列净对心脏功能的影响
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表1  各组大鼠的血流动力学和心功能数据比较(n=15,x±s)

项目 Sham组 Sham+达格列净组 AC组 AC+达格列净组

SBP(mm
 

Hg) 110.56±6.26 113.34±5.63 202.52±16.71a 208.89±17.82

DBP(mm
 

Hg) 72.63±4.88 75.41±4.64 122.62±13.39a 126.89±14.45

MAP(mm
 

Hg) 84.82±5.69 87.96±5.42 149.17±14.92a 153.48±16.26

LVESP(mm
 

Hg) 108.37±5.13 109.52±5.69 198.14±15.72a 202.39±16.88

LVEDP(mm
 

Hg) 2.52±0.58 2.65±0.72 16.93±3.11a 9.03±2.65b

+dP/dt(mm
 

Hg/s) 9
 

767±683 9
 

653±675 9
 

248±524  9
 

687±636 

-dP/dt(mm
 

Hg/s) 9
 

422±654 9
 

438±702 6
 

257±467a  7
 

886±547b

  a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与AC组比较

  与Sham 组,AC组大鼠左心室舒张功能受损,

SBP、DBP、MAP和LVEDP升高,-dP/dt降低,差
异有统计学意义(P<0.05);与AC组比较,AC+达

格列净组舒张功能损害减轻,LVEDP降低,-dP/dt
升高,差异有统计学意义(P<0.05),见表1。

2.2 达格列净对心肌肥厚的影响

  与Sham组,AC组大鼠左心室呈现明显的心肌

肥 厚,LVMI 升 高 [(4.351±0.116)mg/g
 

vs.
 

(2.417±0.052)mg/g],心 肌 细 胞 面 积 增 大

[(398.5±35.6)μm
2

 

vs.
 

(265.5±14.1)μm
2],差异

有统计学意义(P<0.05);与 AC组比较,AC+达格

列净组心肌肥厚得到 改 善,LVMI降 低[(3.520±
0.108)mg/g

 

vs.
 

(4.351±0.116)mg/g],心肌细胞面

积缩小[(335.7±27.6)μm
2

 

vs.
 

(398.5±35.6)μm
2],

差异有统计学意义(P<0.05),见图1、2。

2.3 达格列净对心肌纤维化的影响

  与Sham 组比较,AC组 CVF增加[(13.65±
1.62)%

 

vs.
 

(1.83±0.31)%],差异有统计学意义

(P<0.05);与AC组比较,AC+达格列净组CVF减

少[(7.54±0.89)%
 

vs.
 

(13.65±1.62)%],差异有

统计学意义(P<0.05),见图3。

  a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与AC组比较。

图1  达格列净对大鼠心肌肥厚的影响

图2  大鼠心肌细胞 HE染色情况(×400)

2.4 达格列净对心肌细胞氧化应激、炎性反应的影响

  与Sham组比较,AC组 MDA、TNF-α、IL-1β、IL-
6、MCP-1水平升高,SOD水平降低,差异有统计学意

义(P<0.05);与 AC 组 比 较,AC+达 格 列 净 组

MDA、TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1水平降低,SOD水

平升高,差异有统计学意义(P<0.05),见图4。
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图3  大鼠心肌细胞苦味酸-天狼星红染色情况(×200)

  a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与AC组比较。

图4  达格列净对心肌组织中氧化应激、炎性反应的影响

3 讨  论

  心力衰竭是诸多心血管疾病死亡的最终原因。
心肌负荷过重、心肌缺血及神经体液失调激活了心肌

细胞内多条信号通路促成心肌重构[9]
 

,改善心肌重构

能显著延缓慢性心力衰竭的发生、发展[14]。糖尿病是

导致冠状动脉粥样硬化性心脏病、糖尿病性心肌病和

心力衰竭的重要原因,也是心力衰竭的临床常见合

并症[2]。
传统的糖尿病药物中,二甲双胍是目前唯一被循

证医学证实具有心血管保护作用的降糖药[10]。达格

列净是在国内上市的第1个新型SGLT2
 

抑制剂,

SGLT2抑制剂主要通过抑制肾脏重吸收葡萄糖,从
而加速葡萄糖从尿液中排泄达到降低血糖。一系列

的临床研究证实,SGLT2抑制剂可以降低糖尿病心

血管死亡和心力衰竭住院风险[11-13]。
 

在本研究中,本课题组建立大鼠腹AC压力超负

荷致心力衰竭模型,发现达格列净可以抑制心肌细胞

肥大和间质纤维化,明显改善大鼠的心脏舒张功能。

心肌重构发生早期,心肌细胞肥大和心肌间质异常纤

维化在血流动力学上主要表现为心肌舒张功能的降

低,本实验提示,达格列净可以通过抑制心肌肥大和

心肌间质纤维化来改善大鼠的心脏功能。
氧化应激是心肌重构发生、发展的重要因素[15]。

MDA是氧自由基攻击细胞膜后生成的脂质过氧化产

物,可用于评估脂质氧化情况和组织损伤程度;SOD
通过清除组织中过氧化氢(H2O2)和超氧化物,达到

组织的氧化与抗氧化平衡,维持细胞膜结构和功能的

稳定。新近研究证实,达格列净可以通过降低糖尿病

小鼠的氧化应激水平从而抑制肝脏和肾脏的纤维

化[16];达格列净可通过抑制转化生长因子-β(TGF-

β)/Smad通路并激活 Nrf2/ARE信号来减轻糖尿病

小鼠的氧化应激水平从而抑制心肌纤维化[17]。本研

究发现,达格列净可以使得心肌组织心力衰竭病理演

变过程中的 MDA减少、SOD活性增加,提示达格列

净可能通过抑制氧化应激从而改善心肌重构。

TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1细胞因子介导的炎性

反应参与心肌重构的发生、发展[18],达格列净可通过

减轻糖尿病小鼠的炎性反应来抑制肝脏和肾脏的纤
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维化[16]。本研究证实,达格列净使心肌组织中的

TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1的水平明显减少,提示达

格列净可能通过抑制心肌炎性反应来改善心肌重构。
综上所述,达格列净通过延缓心肌重构来改善实

验大鼠的心脏功能,可能与其抑制心脏氧化应激和炎

性反应相关,这为糖尿病合并高血压性心力衰竭的防

治提供了新策略。
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