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Apelin鄄13 对 2 型糖尿病大鼠心肌纤维化防治的作用机制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过建立 2 型糖尿病大鼠模型诱导心肌纤维化的发生,探究血管紧张素域1 型受体相关蛋白的

内源性配体亚型之一 Apelin鄄13 对糖尿病大鼠心肌纤维化防治作用的可能机制。 方法摇 高脂高糖喂养联合尾静脉

注射小剂量链脲佐菌素构建 2 型糖尿病大鼠模型。 48 只 Wistar 大鼠随机分为四组:正常对照组、模型组、Apelin鄄13
组、阻断剂组(SB431542 组)。 各组大鼠给予相应干预措施 12 周,取材后行 Masson 染色,光镜下观察心肌细胞形态

学改变及间质胶原纤维沉积情况,测算胶原容积分数(CVF),ELISA 检测心肌组织内玉型、芋型胶原纤维含量,免
疫组织化学染色分析心肌内信号蛋白转化生长因子 茁1(TGF鄄茁1)和转化生长因子 茁1玉型受体(T茁R玉)的表达水

平,Western blot 检测下游信号蛋白 smad2、p鄄smad2、smad3、p鄄smad3 的表达水平。 结果摇 与正常对照组相比,模型组

大鼠心肌组织 CVF 值、玉型和芋型胶原纤维含量明显升高,伴随信号通路蛋白 TGF鄄茁1、T茁R玉、smad2、p鄄smad2、
smad3、p鄄smad3 表达增强(P < 0郾 01);而与模型组相比,Apelin鄄13 或 SB431542 干预的糖尿病大鼠心肌组织 CVF 值、
玉型和芋型胶原纤维含量则明显下降(P < 0郾 01),Apelin鄄13 组各通路蛋白的表达均显著下调(P < 0郾 01),而

SB431542 组 TGF鄄茁1、T茁R玉的表达与模型组相比差异无统计学意义(P > 0郾 05),其余信号蛋白的表达亦明显减弱

(P < 0郾 01)。 结论 摇 外源性 Apelin鄄13 可抑制糖尿病大鼠心肌纤维化的发生,此作用是通过减弱 TGF鄄茁1 / T茁R /
smads 信号转导通路的过度激活得以实现的。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To induce myocardial fibrosis by establishing type 2 diabetes mellitus rat model, and explore
prevention and treatment mechanism about Apelin鄄13 which is one subtype of endogenous ligand of proteins related to the
angiotensin 域 type 1 receptor for myocardial fibrosis of diabetes mellitus rats. 摇 摇 Methods摇 High fat and sugar diet com鄄
bined with intravenous injection of a small dose of streptozotocin (STZ) was used to build type 2 diabetes mellitus rat mod鄄
el. 摇 48 Wistar rats were randomly divided into four groups: control group, model group, Apelin鄄13 group, blocker group
(SB431542 group). 摇 Rats in different groups were given homologous intervention for 12 weeks, specimens were collected
for Masson staining to observe morphological changes and interstitial collagen deposition of myocardial, and collagen volume
fraction (CVF) was measured. 摇 Contents of collagen 玉 and 芋 in myocardial tissue were detected by ELISA. 摇 Expres鄄
sions of transforming growth factor鄄茁1 (TGF鄄茁1), TGF鄄茁1 receptor玉(T茁R玉) were measured with immunohistochemical
staining. 摇 Expressions of pathway protein smad2, p鄄smad2, smad3 and p鄄smad3 were measured by Western blot. 摇 摇 Re鄄
sults摇 Compared with control group, CVF and contents of collagen玉and 芋 of myocardial tissue in model group increased
obviously, accompanied with the increasing of signal transduction pathway protein TGF鄄茁1, T茁R玉, smad2, p鄄smad2,
smad3 and p鄄smad3 (P < 0郾 01). 摇 Compared with model group, myocardial fibrosis dicators (CVF, collagen玉and 芋) in
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rats who received Apelin鄄13 or SB431542 significantly reduced, expressions of all pathways protein in Apelin鄄13 group were
adjusted downward significantly (P < 0郾 01), differences of TGF鄄茁1, T茁R玉had no statistically significance between
SB431542 and model group (P > 0郾 05), expressions of other signal protein were obviously decreased (P < 0郾 01). 摇 摇
Conclusions摇 Exogenous Apelin鄄13 can restrain myocardial fibrosis in diabetes mellitus rats by weakening excessive activa鄄
tion of TGF鄄茁1 / T茁R / smads signal transduction pathway.

摇 摇 心肌纤维化(myocardial fibrosis,MF)是导致糖

尿病患者心功能障碍的病理生理学基础之一,其发

生发展的中心环节是心肌成纤维细胞的活化增殖

以及以胶原纤维为主要构成的心肌间质成分的过

度堆积[1]。 研究证实,TGF鄄茁1 / T茁R / smads 信号转

导通路的异常激活与心肌纤维化关系密切[2]。
Apelin 是日本学者 Tatemoto 等[3] 于 1998 年首次从

牛胃分泌物中提取的血管紧张素域 1 型受体相关

蛋白(protein related to angiotensin 域 type 1 receptor,
APJ)的内源性配体。 Apelin / APJ 系统广泛分布于

心血管组织,具有抑制心肌细胞自噬与凋亡、降压、
减轻心脏负荷、预防心室重构、改善心功能等多重

心血管保护作用[4,5],Apelin鄄13 是其亚型之一。 我

们的前期研究表明 Apelin鄄13 可减轻糖尿病大鼠心

肌纤维化的发生[6]。 本研究旨在探讨其抑制心肌

纤维化的可能机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 药品与试剂

摇 摇 链脲佐菌素(美国 Sigma 公司);Apelin鄄13(北京

康肽生物科技有限公司,规格为 200 滋g);SB431542
(上海博升生物科技有限公司,规格为 5 mg);Masson
染色试剂盒(北京斯百汇生物技术有限公司,规格:50
mL);ELISA 试剂盒(北京北方生物技术研究所);SP
免疫组化检测试剂盒(规格为 3 mL)、兔抗大鼠转化

生长因子 茁1(transforming growth factor鄄茁1,TGF鄄茁1)、
TGF鄄茁1玉型受体(TGF鄄茁1 receptor玉,T茁R玉)、smad2、p鄄
smad2、smad3 及 p鄄smad3 一抗、辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔 IgG 二抗(规格为 0郾 1 mL)(北京博奥森生

物技术有限公司)。
1郾 2摇 模型的制备及分组

48 只雄性 Wistar 大鼠,体质量 230 ~270 g,由辽宁

医学院实验动物中心提供,随机初分为正常对照组 12
只、造模组 36 只。 模仿施红等[7]的方法构建最佳类似

人类 2 型糖尿病的大鼠模型,造模组大鼠高脂高糖乳

剂(10%胆固醇、20%猪油、2%胆酸钠、30%蔗糖、38%
蒸馏水)10 mL / (kg·d)连续灌胃 6 周,禁食不禁水 14
h 后一次性腹腔注射链脲佐菌素 30 mg / kg,72 h、96 h

后尾静脉采血测随机血糖,连续 2 次随机血糖逸16郾 7
mmol / L 即为 2 型糖尿病造模成功;正常对照组给予

0郾 9%NaCl 溶液 10 mL / (kg·d)灌胃,同样方法同一时

间测随机血糖。 实验期间各组大鼠均自由进食普通饲

料。 造模组中 3 只大鼠因血糖未达标被弃去,将其余

33 只造模成功的大鼠随机均分为三组:模型组、Apelin鄄
13 组、阻断剂组 (SB431542 组)。 Apelin鄄13 组给予

Apelin鄄13 100 滋g / (kg·d)腹腔注射,SB431542 组给予

SB431542 100 滋g / (kg·d)腹腔注射,正常对照组及模

型组腹腔注射相应体积的 0郾 9%NaCl 溶液。 给药期间

每周一次测大鼠体质量,依据体质量调整给药剂量。
1郾 3摇 标本采集

连续 药 物 干 预 12 周, 称 重, 20% 乌 拉 坦

(5 mL / kg)腹腔麻醉,仰卧位固定,备皮,开胸,迅速

取出心脏,留取部分心尖置于 4% 甲醛溶液中固定

24 h,脱水,石蜡包埋,切片(厚度 5 滋m),用于 Mas鄄
son 和免疫组织化学染色,其余心肌组织迅速冷冻

于 - 80益冰箱内用于 ELISA 及 Western blot 检测。
1郾 4摇 Masson 染色观察心肌组织形态学变化

石蜡切片经二甲苯及梯度乙醇脱蜡;苏木素染

色 5 ~ 10 min,水洗 1 min;丽春红酸性复红染色 5 ~
10 min,2%冰醋酸水溶液浸洗片刻,1%磷钼酸水溶

液分化 1 ~ 3 min;苯胺蓝液染色 5 min,0郾 2%冰醋酸

水溶液浸洗片刻;脱水,透明,中性树胶封片。 光镜

下观察心肌组织形态学变化及间质胶原纤维沉积

情况,采用 Image Proplus 6郾 0 图像分析软件,通过灰

度调节区别胶原和非胶原成分,测算心肌胶原容积

分数(collagen volume fraction,CVF),CVF = 胶原面

积 / 总面积,每张切片均随机取 5 个视野测量,计算

其平均值。
1郾 5摇 ELISA 测定心肌组织玉型和芋型胶原纤维

含量

取 - 80益冷冻心肌组织,每 100 mg 加入 1 mL
0郾 9%NaCl 溶液制成 10%组织匀浆,离心后取上清,
按试剂盒说明书测定玉型和芋型胶原纤维含量。
1郾 6摇 免疫组织化学染色分析心肌组织 TGF鄄茁1 和

T茁R玉的表达

防脱石蜡切片经二甲苯及梯度乙醇脱蜡;高压

法行抗原修复(采用 pH9郾 0;1 mmol / L Tris鄄EDTA 修
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复液);3%H2O2 溶液室温孵育 5 ~ 10 min,PBS 冲洗

5 min 伊 3 次;正常山羊血清室温下封闭 10 min,倾去

血清,勿洗;滴加适量 1颐 200 稀释的兔抗大鼠 TGF鄄
茁1、T茁R玉一抗,置于湿盒内 4益 过夜;PBS 冲洗 5
min 伊 3 次,滴加生物素标记的二抗工作液 37益孵育

30 min;PBS 冲洗 5 min 伊 3 次,滴加辣根过氧化物酶

标记的链霉卵白素工作液 37益 孵育 10 ~ 30 min;
PBS 冲洗 5 min 伊 3 次,DAB 显色剂显色 3 ~ 5 min
(镜下观察控制显色时间),自来水冲洗适时终止显

色;苏木素轻度复染,脱水,透明,中性树胶封片。
1郾 7摇 Western blot 检测心肌组织 smad2、p鄄smad2、
smad3 及 p鄄smad3 蛋白表达

称取 - 80益冷冻心肌组织各 50 mg,于 EP 管内

剪碎并使用 RIPA +1% PMSF 裂解液裂解,超声匀浆

30 s,12000 r / min 离心 20 min,取上清,BCA 法测定

蛋白浓度后制成蛋白浓度相等的样品;配制并灌胶

(12%的分离胶和 5% 的浓缩胶),待胶凝固后拔出

梳子,每孔上样 20 滋L,90 V 恒压下行 SDS鄄聚丙烯

酰胺凝胶电泳约 3 h,半干转膜仪转膜;1% BSA鄄
TBST 封闭 1 h,依据 Marker 及目的蛋白分子量裁剪

PVDF 膜,然后分别置于 smad2、p鄄smad2、smad3、p鄄
smad3 一抗中 4益 孵育过夜,TBST 洗膜 10 min 伊 3
次,二抗室温孵育 1 h,TBST 洗膜 10 min 伊 3 次;于
暗室内 ECL 显色液进行显色,于扫描仪上成像,用
Scion Corporation 分析软件对电泳条带进行灰度值

测定,目的条带与 茁鄄actin 的灰度比值代表目的蛋白

表达水平。

1郾 8摇 统计学方法

采用 SPSS17郾 0 统计软件包进行数据处理,计量

资料以x 依 s 表示,多组间比较采用单因素方差分

析,两组间采用两两比较的 LSD 检验,P < 0郾 05 为差

异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠一般状况

摇 摇 与正常对照组大鼠相比,另三组糖尿病大鼠进

食、进水、尿量增加,体质量下降,精神萎靡,毛色无

光泽,部分大鼠出现烂尾、烂足及视网膜病变。 造

模阶段 3 只大鼠未成模被弃去,给药期间 Apelin鄄13
组中 1 只大鼠因连续 2 次随机血糖 < 16郾 7 mmol / L
被剔除出实验,SB431542 组中 1 只大鼠死亡,故结

果检测时仅剩余 43 只大鼠。
2郾 2摇 心肌组织形态学改变

Masson 染色光镜下,正常对照组大鼠心肌纤维

(呈红色)结构完整,形态规则,间质内可见少许颜色

较浅的胶原纤维(呈蓝色);模型组心肌纤维排列紊

乱、断裂,间隙增宽,胶原纤维所占比例明显增多;给
予 Apelin鄄13 或 SB431542 干预后大鼠心肌结构破坏

程度明显减轻,肌纤维排列趋于规则,胶原纤维分布

稀疏(图1)。 与正常对照组相比,模型组大鼠 CVF 值

明显升高(P < 0郾 01);Apelin鄄13 或 SB431542 干预后

大鼠 CVF 值较模型组显著下调(P <0郾 01),而此两组

间差异无统计学意义(P >0郾 05;表 1)。

图 1. 心肌组织 Masson 染色( 伊 400)摇 摇 A 为正常对照组,B 为模型组,C 为 Apelin鄄13 组,D 为 SB431542 组。

Figure 1. Masson staining of myocardial tissue( 伊 400)

2郾 3摇 心肌组织玉型和芋型胶原纤维含量

模型组大鼠心肌组织玉型和芋型胶原纤维含量

较正常对照组升高(P <0郾 01),Apelin鄄13 或 SB431542

干预后大鼠心肌组织玉型和芋型胶原纤维含量较模

型组 明 显 下 调 ( P < 0郾 01 ), 而 Apelin鄄13 组 与

SB431542 组间差异无统计学意义(P >0郾 05;表 1)。
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2郾 4摇 心肌 TGF鄄茁1、T茁R玉的表达

免疫组织化学染色阳性表达表现为光镜下心

肌细胞胞浆和胞膜呈棕黄色颗粒。 正常对照组可

见极少量浅棕黄色颗粒沉着; 模型组 TGF鄄茁1、
T茁R玉的表达均呈现满视野棕黄色颗粒,且着色较

深;Apelin鄄13 组 TGF鄄茁1、T茁R玉表达的阳性颗粒数

较模型组明显减少;SB431542 组 TGF鄄茁1、T茁R玉表

达的阳性颗粒数与模型组无明显差别(图 2)。 图像

分析 TGF鄄茁1、T茁R玉的灰度值显示,与正常对照组

相比,模型组大鼠心肌组织 TGF鄄茁1、T茁R玉的表达

明显上升(P < 0郾 01);与模型组相比,Apelin鄄13 组上

述两蛋白的表达水平明显下调 ( P < 0郾 01 );而

SB431542 组上述两蛋白的表达水平与模型组间差

异无统计学意义(P > 0郾 05;表 1)。

表 1. 大鼠心肌组织 CVF 值、玉型和芋型胶原纤维、TGF鄄茁1、T茁R玉含量

Table 1. CVF, collagen玉and 芋 contents, TGF鄄茁1 and T茁R玉protein expressions in rat myocardial tissue

分摇 组 n CVF 玉型胶原纤维(mg / L) 芋型胶原纤维(mg / L) TGF鄄茁1 T茁R玉

正常对照组 12 4郾 17% 依 0郾 19% 3郾 21 依 0郾 67 2郾 73 依 0郾 52 74郾 94 依 5郾 00 73郾 06 依 5郾 24
模型组 11 12郾 29% 依 0郾 68% a 7郾 45 依 1郾 12a 5郾 79 依 0郾 72a 30郾 35 依 3郾 19a 39郾 05 依 2郾 54a

Apelin鄄13 组 10 7郾 89% 依 0郾 31% b 5郾 39 依 0郾 83b 3郾 69 依 0郾 65b 59郾 20 依 3郾 05b 56郾 33 依 4郾 19b

SB431542 组 10 8郾 01% 依 0郾 23% b 5郾 76 依 0郾 79b 3郾 42 依 0郾 39b 31郾 29 依 2郾 65c 38郾 76 依 2郾 54

a 为 P < 0郾 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与模型组比较。

图 2. 免疫组织化学染色观察大鼠心肌组织 TGF鄄茁1(上图) 和 T茁R玉(下图)的表达( 伊 400)摇 摇 A 为正常对照组,B 为模型组,
C 为 Apelin鄄13 组,D 为 SB431542 组。

Figure 2. Expressions of TGF鄄茁1(above) and T茁R玉(below) in rat myocardial tissue observed by immunohistochemistry( 伊
400)

2郾 5摇 心肌组织 smad2、p鄄smad2、 smad3 及 p鄄smad3
蛋白的表达

与正常对照组相比,模型组大鼠心肌组织内信

号通路蛋白 smad2、p鄄smad2、smad3 及 p鄄smad3 的表

达明显升高(P < 0郾 01);Apelin鄄13 或 SB431542 干预

后上述蛋白的表达均显著下调(P < 0郾 01);Apelin鄄
13 对 以 上 四 种 信 号 蛋 白 表 达 的 抑 制 作 用 与

SB431542 组比较无统计学差异(P > 0郾 05;图 3)。
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图 3. Western blot 检测 smad2、p鄄smad2、smad3 及 p鄄smad3
的表达摇 摇 1 为正常对照组,2 为模型组,3 为 Apelin鄄13 组,4 为

SB431542 组。 a 为 P < 0郾 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与模

型组比较。

Figure 3. Expressions of smad2, p鄄smad2, smad3 and p鄄
smad3 detected by Western blot

3摇 讨摇 论

心肌纤维化是多种不同原因心脏疾病的共同

最终结局,也是诸多心脏疾病的形成原因,由其造

成的心室重塑及室壁肥厚是心力衰竭、恶性心律失

常的病理生理基础,探寻防治心肌纤维化的药物是

医学界一直以来的研究热点。 糖尿病患者心肌纤

维化的发生发展涉及多条路径及多种细胞因子,主
要包括肾素鄄血管紧张素鄄醛固酮系统(RAAS)、TGF鄄
茁1、炎性因子、氧自由基和结缔组织生长因子等[2]。
TGF鄄茁1 是目前已知哺乳动物体内最强的致心肌纤

维化因子, TGF鄄茁1、 T茁R 及下游 smads 蛋白构成

TGF鄄茁1 / T茁R / smads 信号转导通路,调节生理状态

下心肌间质胶原代谢的平衡和病理状态下的紊乱。
本研究便是以该信号转导通路为切入点,观察 Ape鄄
lin鄄13 抑制糖尿病大鼠心肌纤维化的发生是否是通

过对该通路的调节实现的。
糖尿病状态下,高血糖、高胰岛素血症、胰岛素

抵抗及 RAAS 的异常激活均可不同程度地刺激心肌

成纤维细胞增殖,同时上调其对信号蛋白 TGF鄄茁1、
T茁R(T茁R玉、T茁R域)的合成与释放,导致心肌组织

内两者的含量与活性异常升高[8]。 活化型 TGF鄄茁1
依次激活 T茁R域、T茁R玉,T茁R玉被激活后进一步磷

酸化胞内信号蛋白 smad2、smad3 形成 p鄄smad2、p鄄
smad3,后两者与通用型 smad4 结合形成异源寡聚体

复合物并转移至核内,与特定转录因子结合进而调

节相关基因的转录[9],导致胶原蛋白、纤维粘连蛋

白、蛋白多糖等间质成分合成增加。 此外,活化的

TGF鄄茁1 还可抑制基质金属蛋白酶 2(MMP鄄2)、纤溶

酶原、基质酶原激活物的生成,促进基质金属蛋白

酶组织型抑制剂(TIMP)的合成,进而抑制细胞外基

质(extracellular matrix,ECM)降解[10]。 上述综合作

用将最终引起胶原合成增加、分解减少、ECM 沉积

净效应增加直至心肌纤维化的出现。 本研究中我

们建立了 2 型糖尿病大鼠模型,12 周后模型组大鼠

心肌组织 Masson 染色可见心肌间质胶原成分增多,
排列紊乱,CVF 值明显升高,ELISA 检测发现玉型胶

原纤维、芋型胶原纤维含量增加,与此同时,信号通

路蛋白 TGF鄄茁1、T茁R玉、smad2、p鄄smad2、 smad3、p鄄
smad3 的表达水平亦显著增高。 以上实验结果与我

们的前期研究是相一致的[6],充分说明 2 型糖尿病

大鼠体内持续的高糖环境的确能够诱导心肌内

TGF鄄茁1 / T茁R / smads 信号转导通路的过度激活,进
而导致心肌纤维化的发生。

Apelin 为 APJ 的内源性配体[3],与血管紧张

素域具有 31%的同源性,但与血管紧张素域的生理

作用相反[11]。 Apelin 有多种亚型,哺乳动物体内以

Apelin鄄13 活性最高。 现已证实,Apelin鄄13 在血管内

皮细胞有丰富表达,属于血管源性活性肽,参与调

控高血压、心力衰竭及糖尿病等心血管疾病的病理

生理过程[12鄄14]。 我们的前期研究[6] 发现 Apelin鄄13
能够有效抑制糖尿病大鼠心肌纤维化的发生,且呈

剂量依赖性,100 滋g / ( kg·d)剂量时效果最佳,故
本研 究 采 用 此 剂 量 对 糖 尿 病 大 鼠 进 行 干 预。
SB431542 是 T茁R玉的特异性阻断剂[15]。 已有研究

结果显示,SB431542 可通过阻断 TGF鄄茁1 与玉型受

体结合,改善 TGF鄄茁1 / T茁R / smads 信号通路介导的

炎症、纤维化、肿瘤等生物学效应。 目前,SB431542
因其确切的抑制心肌纤维化作用被广泛用于科学

实验研究,故本研究选其作为阳性对照,为 Apelin鄄
13 疗效评价提供参照标准。 本研究结果发现,给予

Apelin鄄13 干预的糖尿病大鼠较未行药物干预的糖

尿病大鼠心肌纤维化程度明显减轻,玉型和芋型胶

原纤维含量明显下降, 信号通路蛋白 TGF鄄茁1、
T茁R玉、smad2、p鄄smad2、smad3 及 p鄄smad3 的表达量

显著下调。 提示 Apelin鄄13 能够在一定程度上抑制

糖尿病大鼠心肌纤维化的发生,此作用很可能是通

过抑制 TGF鄄茁1 / T茁R / smads 信号转导通路中相关通

路蛋白的过度表达及活化得以实现的。 SB431542
为 T茁R玉的特异性阻断剂,对 TGF鄄茁1、T茁R玉的表

达量无影响,它通过特异性阻断 TGF鄄茁1 与 T茁R玉
的结合而阻断信号向下游传递,smad2、smad3 合成
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与磷酸化过程均受到抑制,导致 smad2、p鄄smad2、
smad3、p鄄smad3 含量较未予药物干预组明显下调,
本研究所得结果亦充分证明了这一点。 如前所述,
本研究中 Apelin鄄13 组与 SB431542 组间 CVF 值、玉
型和芋型胶原纤维含量无统计学差异,说明两者抑

制心肌纤维化的效果基本相当,该结果亦在一定程

度上肯定了 Apelin鄄13 对心肌纤维化的疗效。
综上所述,Apelin鄄13 可在一定程度上减轻或延

缓糖尿病大鼠心肌纤维化的发生,此作用很可能是

通过减弱 TGF鄄茁1 / T茁R / smads 信号转导通路中部分

信号蛋白的异常表达与激活实现的,然而它对此信

号转导通路中其他信号因子如 smad4、smad6、smad7
等的表达水平有无影响本实验未作研究,这也将是

我们下一步努力的方向。
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