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鞘鞍醇激酶 -1抑制剂 PF-543改善 1型糖尿病心肌纤维化的实验研究 *
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摘要 目的：研究鞘鞍醇激酶 -1抑制剂 PF-543对 1型糖尿病心肌纤维化的影响及其机制。方法：取 60只 8周龄雄性 C57BL6J小

鼠，随机分为对照组、对照 +PF-543组、1型糖尿病组及 1型糖尿病 +PF-543组。采用禁食后一次性腹腔注射链脲佐菌素（STZ，

150 mg/kg）构建 1型糖尿病模型。造模后每天通过腹腔注射给予溶媒或 PF-543（1 mg/kg），持续至造模后第 16周末。造模第 16周

末采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测心肌组织 1-磷酸鞘鞍醇（S1P）浓度；采用心脏超声评估心脏收缩与舒张功能；Masson三

色法染色以评估心肌纤维化情况；Western blot检测心脏转化生长因子 -茁1（TGF-茁1）、I型胶原蛋白（Col I）、III型胶原蛋白（Col II-
I）表达水平。结果：1型糖尿病 +PF-543组小鼠血浆及心肌 S1P水平显著低于 1型糖尿病组（所有 P＜0.05）。超声结果显示，1型糖

尿病 +PF-543组小鼠心脏左心室射血分数（LVEF）显著高于 1型糖尿病组（65.7± 3.3% vs 54.4± 3.4%，P＜0.05），左心室舒张末期

内径（LVEDD）显著小于 1型糖尿病组（3.81± 0.21mm vs 4.52± 0.20mm，P＜0.05）。Masson三色法染色显示 1型糖尿病 +PF-543

组心肌纤维化程度显著低于 1型糖尿病组（7.13± 0.32% vs 10.21± 0.41%，P＜0.05）。1型糖尿病 +PF-543组小鼠心脏 TGF-茁1、
Col I与 Col III蛋白表达水平均低于 1型糖尿病组（所有 P＜0.05）。结论：鞘鞍醇激酶 -1抑制剂 PF-543可显著降低 1型糖尿病小

鼠血浆与心脏 S1P水平，降低心脏 TGF-茁1表达与胶原蛋白沉积，改善 1型糖尿病小鼠心脏纤维化与心功能。
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Experimental Study of Amelioration of Cardiac Fibrosis by PF-543
in Type 1 Diabetic Mice*

This study was aimed to explore the effects of PF-543, a specific inhibitor of sphingosine kinase-1 (SphK1),

on cardiac fibrosis in type 1 diabetes mice. Sixty eight-week-old C57BL6J mice were randomly divided into control group

(n=15), control+PF-543 group (n=15), type 1 diabetes mellitus（T1DM）group (n=15), and T1DM+PF-543 group (n=15). T1DM were in-

duced by intraperitoneally injected with streptozocin (STZ, 150 mg/kg). These control and diabetic mice were randomly received with ve-

hicle or PF-543 (10 mg/kg/d) treatment for 16 weeks. By the end of the study, cardiac sphingosine 1 phosphate (S1P) levels were ana-

lyzed by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Cardiac function was evaluated by echocardiography. Myocardial fibrosis was

evaluated by masson trichrome staining. The cardiac expression levels of transforming growth factor-茁1（TGF-茁1）, Collagen I (Col I)

and Collagen III (Col III) were determined by Western blot. Compared with T1DM group, cardiac S1P levels were significantly

reduced in T1DM+PF-543 group (P＜0.05). PF-543 significantly increased the left ventricular ejection fractions (LVEF) in diabetic mice

(65.7± 3.3% vs 54.4± 3.4%, P＜0.05). PF-543 alsodecreased the left ventricular end-diastolic diameters (LVEDD) in diabetic mice

(3.81± 0.21 mm vs 4.52± 0.20 mm P＜0.05). Moreover, PF-543 treatment reduced interstitial fibrosis in diabetic mice (7.13± 0.32% vs

10.21± 0.41%, P＜0.05). the cardiac expression of TGF-茁1, Col I and Col III were significantly reduced by PF-543 treatment in type 1
diabetic mice (all P＜0.05). PF-543 treatment significantly reduces cardiac S1P levels and ameliorates myocardial fibrosis by

decreasing TGF-茁1 and collagen expression in type 1 diabetic mice.
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前言

心肌纤维化是 1型糖尿病患者心脏主要病理改变之一[1,2]。

脂肪因子、炎症因子与神经 -内分泌因子可能在 1型糖尿病心

肌纤维化过程中发挥了重要作用[3-5]。然而，目前导致 1型糖尿

病患者心脏纤维化的分子机制尚不完全清楚，临床也缺乏有效

的干预策略。因此，阐明 1型糖尿病心脏纤维化分子机制并依

此研发新的治疗方法对改善 1型糖尿病患者心血管疾病预后

非常重要。

1-磷酸鞘鞍醇（sphingosine 1 phosphate，S1P）是一种重要

的细胞鞘脂类分子，在心脏主要由鞘鞍醇激酶（sphingosine ki-

nase-1，SphK1）催化生成[6,7]。大量研究表明 S1P在心血管系统

发挥多种生物学作用，如调节心肌细胞凋亡与肥大、影响血管

收缩与舒张以及调节平滑肌细胞增殖[8,9]。S1P孵育心脏成纤维细

胞可促进其向肌成纤维细胞活化，可能参与心肌纤维化进程[10]。

临床研究表明，1型糖尿病患者血浆及心肌 S1P水平增加[11,12]。

然而，SphK1及其产物 S1P在 1型糖尿病心肌纤维化过程中的

作用尚未见报道。因此，本文旨在观察 SphK1特异性抑制剂

PF-543对 1型糖尿病小鼠心脏纤维化的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

STZ与 PF-543 (MCE，中国)，其余为国产分析纯溶液；

TGF-茁1、Col I、Col III、茁-actin兔抗鼠单克隆抗体（Abcam，美
国）；Masson三色法染色试剂盒（Sigma，美国）；辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔抗体、SDS-PAGE凝胶试剂盒（康为世纪，中

国）；小鼠 S1P ELISA试剂盒（R&D system，美国）；Vevo770小

动物超声系统（VisualSonics，加拿大）；One touch II血糖仪及试

纸条（强生，美国）；凝胶成像系统（Bio-Rad，美国）。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 动物模型及分组 60只 8周龄 C57bl6J小鼠购自北京

维通利华公司，体重 23-25 g。将 STZ溶于柠檬酸钠溶液（pH=4.

3）配制 STZ-柠檬酸溶液，单次腹腔注射 STZ-柠檬酸钠溶液

（150 mg/kg）200 滋L制作 1型糖尿病模型。注射 72小时后采用

血糖仪检测鼠尾静脉血糖水平，血糖＞20 mmol/L小鼠被确认

为血糖升高。之后将溶媒或 PF-543按 1 mg/kg/d连续腹腔注射

16周[13]。动物随机分为对照组（n=15）、对照 +PF-543组（n=15）、

1型糖尿病组（n=15）、1型糖尿病 +PF-543（n=15）组。

1.2.2 超声心动图 给予溶媒或 PF-543处理 16周后，小鼠经

2 %异氟烷吸入麻醉后行超声心动图检查。获取胸骨旁短轴M

型超声影像。利用 Vevo770超声分析软件测量左心室舒张末期

直径（LVEDD）与左心室收缩末期直径（LVESD），计算左心室

射血分数（LVEF）。

1.2.3 Masson三色法染色 小鼠吸入异氟烷充分麻醉后，剪

开颈总动脉收集血液样本。心脏清洗后采用 4 %多聚甲醇固定

过夜后石蜡包埋、切片。切片按Masson三色法染色试剂盒说明

书依此经脱水、苏木精染色、丽春红染色、磷钼酸处理、苯胺蓝

染色、分化、封片处理后，在显微镜下观察小鼠左心室间质纤维

化程度。

1.2.4 ELISA检测心肌 S1P水平 按照 ELISA试剂盒说明书

的步骤，裂解心肌组织采用 BCA法进行蛋白定量，再以每孔

30 滋g蛋白上样。结果以 S1P含量 /mg蛋白表示。

1.2.5 Western blot 心肌组织裂解后经 BCA法蛋白定量。

将蛋白样本行 SDS-PAGE凝胶电泳。采用电转膜法将胶中蛋

白转移至硝酸纤维膜上。采用 5 %脱脂牛奶封闭 1小时后，分

别加入 TGF-茁1、Col I、Col III和 茁-actin一抗 4℃孵育过夜。之

后加入二抗室温孵育 1小时。经显影后定量分析条带密度值。

1.3 统计学分析

所有实验数据均采用 x± s表示。利用 GraphPad Prism 6软

件进行分析。多组间两两比较采用单因素方差分析（One-way

ANOVA）后的 Bonferroni检验，P＜0.05认为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 PF-543对心肌 S1P含量的影响

各组小鼠在接受溶媒或 PF-543处理过程中无死亡。1型糖

尿病组与 1型糖尿病 +PF543组两组间小鼠体重与空腹血糖均

无明显差异。与对照组相比，1型糖尿病小鼠心肌组织中的 S1P

含量显著增高（P＜0.05）。PF-543处理显著降低了 1型糖尿病

小鼠心脏 S1P含量（P＜0.05）（图 1）。上述结果表明，1型糖尿

病小鼠心脏出现了 S1P的过度蓄积，采用 PF-543特异性抑制

S1P生成酶 SphK1活性可显著减少 1型糖尿病小鼠心脏 S1P

水平。

2.2 PF-543对心脏功能的影响

诱导 1型糖尿病成模第 16周末，超声心动图结果显示，1

型糖尿病组小鼠心脏 LVEF显著降低而 LVEDD显著增加（均

P＜0.05），而两组间 LVESD无明显差异。这提示 1型糖尿病小

鼠出现了明显的心功能降低与左室舒张功能障碍。较 1型糖尿

病组，PF-543 处理显著地增加 1 型糖尿病小鼠心脏 LVEF

（65.7± 3.3% vs 54.4± 3.4%，P＜0.05）并降低 LVEDD（3.81±

0.21mm vs 4.52± 0.20mm），这表明 PF-543可以改善 1型糖尿

病小鼠心功能（图 2）。

图 1 PF-543对心肌组织 S1P水平的影响

Fig.1 Effects of PF-543 on the level of S1P in myocardial tissue

1：对照组；2：对照 +PF-543组；3：1型糖尿病组；4：1型糖尿病 +PF-543

组。n=15。与对照组相比，bP＜0.05。与 1型糖尿病组相比，
dP＜0.05。

1. Control group; 2. Control+PF-543 group; 3. Type 1 diabetes mellitus

group; 4. Type 1 diabetes mellitus group+PF-543 group. n=15 per group.

Compared with Control group, bP＜0.05. Compared with Type 1 diabetes

mellitus group, dP＜0.05.
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2.3 PF-543对心肌纤维化的影响

Masson三色法染色结果表明，与对照组相比，1型糖尿病小

鼠心脏出现了明显的间质纤维化（10.21± 0.41%vs 3.21± 0.29%，

P＜0.05）。PF-543处理显著地减少了 1型糖尿病小鼠心脏间质

纤维化的面积（(7.13± 0.32% vs 10.21± 0.41%，P＜0.05）。上述

结果说明，PF-543可显著地减轻 1型糖尿病小鼠心脏间质纤维

化（图 3）。

图 2 PF-543对心功能的影响

Fig.2 Effects of PF-543 on cardiac function

A：小鼠心脏左心室射血分数 LVEF；B：小鼠左心室舒张末期内径 LVEDD；C：小鼠左心室收缩末期内径 LVESD。1：对照组；2：对照 +PF-543组；

3：1型糖尿病组；4：1型糖尿病 +PF-543组。n=15。与对照组相比，bP＜0.05。与 1型糖尿病组相比，dP＜0.05。

A: Left ventricular ejection fractions, LVEF; B: Left ventricular end-diastolic diameters, LVEDD; C: Left ventricular end-systolic diameters, LVESD.

1. Control group; 2. Control+PF-543 group; 3. Type 1 diabetes mellitus group; 4. Type 1 diabetes mellitus group+PF-543 group. n=15 per group.

Compared with Control group, bP＜0.05. Compared with Type 1 diabetes mellitus group, dP＜0.05.

图 3 PF-543对心肌纤维化的影响

Fig.3 Effects of PF-543 on myocardial fibrosis

1：对照组；2：对照 +PF-543组；3：1型糖尿病组；4：1型糖尿病+PF-543组。40倍显微镜下观察。n=15。与对照组相比，bP＜0.05。与 1型糖尿病

组相比，dP＜0.05。

1. Control group; 2. Control+PF-543 group; 3. Type 1 diabetes mellitus group; 4. Type 1 diabetes mellitus group+PF-543 group. n=15 per group.

Compared with Control group, bP＜0.05. Compared with Type 1 diabetes mellitus group, dP＜0.05.

2.4 PF-543对 TGF-茁1、Col I与 Col III表达的影响

TGF-茁1是促进心肌纤维化的重要因子。我们采用West-

ern blot检测了心脏 TGF-茁1及胶原蛋白 Col I与 Col III的表

达水平。较对照组，1型糖尿病小鼠心脏 TGF-茁1、Col I与 Col

III蛋白表达水平显著增加。PF-543处理可以显著地降低 1型

糖尿病小鼠心脏上述三种蛋白的表达水平。这些结果说明

PF-543可以阻断 1型糖尿病小鼠心脏 TGF-茁1的表达并减少
心脏胶原蛋白沉积（图 4，均 P＜0.05）。
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3 讨论

以高血糖为特征的 1型糖尿病可导致严重的心血管事件，

是 1型糖尿病患者死亡的主要原因。心肌纤维化是 1型糖尿病

患者心血管常见的病理性改变之一[1]。心肌纤维化可导致心力

衰竭等不良后果，影响 1型糖尿病患者预后[14,15]。近年来认识到

非心肌细胞和细胞外基质在 1型糖尿病相关的心脏重构与心

脏功能障碍中起着极其重要、不可忽视的作用。心肌纤维化表

现为细胞外基质合成与降解的失衡，导致细胞外基质与间质胶

原沉积增多，各型胶原蛋白表达显著增加，导致心肌纤维增粗，

心肌僵硬度增加而心室的顺应性降低，造成心脏收缩与舒张功

能不全，最终导致心功能不可逆降低与心力衰竭的进展。然而，

1型糖尿病导致心肌纤维化的机制尚不完全明确，寻找改善 1

型糖尿病心肌纤维化的有效途径具有重要意义。

糖尿病心肌纤维化是一个非常复杂的病理过程。多种致病

因素如糖代谢紊乱、心脏自主神经病变与干细胞功能改变等多

种因素多参与了糖尿病心肌纤维化的致病过程。糖尿病的研究

揭示了代谢改变与心血管结构与功能障碍的密切联系。代谢紊

乱与心脏结构与功能病变的协同作用导致了糖尿病患者心力

衰竭的基站。近年来，大量研究集中于葡萄糖与脂肪代谢如何

影响糖尿病心肌纤维化进展。然而，临床实践却发现强化控糖

或强化降脂并不能有效地逆转或减轻糖尿病心肌纤维化。这提

出了一个重要的观点，糖与脂等这些经典物质代谢通路可能不

是导致糖尿病心肌纤维化的关键机制。S1P是一种广泛存在于

真核细胞内的鞘脂类分子，既可作为一种细胞内的第二信使，

又可作用于细胞膜表面特定的受体而发挥其重要的生物学功

能，发挥关键的病理生理功能调节作用。SphK1和 SphK2两种

激酶可磷酸化鞘鞍醇，进而生成 S1P [16]。在心脏，S1P主要有

SphK1催化生成。大量既往研究报道称，S1P可依赖其细胞膜

表面受体激动多种细胞生存信号，减轻缺血等有害刺激诱导的

心肌细胞凋亡，发挥急性心肌保护作用[17-19]。然而，S1P在以病

理性心脏重构为主要特征的慢性心血管疾病中的作用尚存在

较大的争议。有报道称，心肌梗死后小鼠心脏 S1P水平显著增

高，阻断 S1P生成酶 SphK1活性可显著减轻心肌梗死后小鼠

心脏病理性重构，改善心功能与预后[20]。抑制 S1P唯一的降解

酶 S1P裂解酶活性可增加心肌梗死后 S1P水平，加重心脏病理

性重构并恶化心功能[21]。这些结果强烈提示，过度的心脏 S1P

水平可能是心脏发生心肌肥大与纤维化的重要致病机制。既往

报道表明，S1P 加重心脏病理性重构与其促纤维化及上调

TGF-茁1的作用密切相关[21]。同时，大量研究表明过度的 S1P信

号参与了肺脏、肝脏和肾脏等多种器官的纤维化过程[22-24]。本研

究采用 SphK1 抑制剂 PF-543 降低 1 型糖尿病小鼠心脏 S1P

水平，观察到 PF-543可显著减轻 1型糖尿病小鼠的心肌纤维

化。这些结果提示 SphK1催化生成过多的 S1P可能是 1型糖

尿病导致心肌纤维化的重要原因，也表明 PF-543可望成为改

善 1型糖尿病心肌纤维化的候选分子之一。这些结果与既往报

道一致，有研究表明采用 PF-543阻断 SphK1生成 S1P可显著

地改善心肌梗死后心脏纤维化，也可以显著地改善肺动脉高压

导致的病理性心脏重构[25,26]。结合本研究的发现，这些研究结果

表明心脏 S1P信号可能是糖尿病、缺血性心脏病、肺心病等多

种心血管疾病导致心肌纤维化与病理性重构的共同致病机制

之一。这些结果也强烈提示，作为 SphK1特异性抑制剂，PF-543

具有较好的抗心肌纤维化作用，对上述疾病所导致的心肌纤维

化与病理性心脏重构具有较好的治疗潜力与应用前景。

TGF-茁1是导致心肌纤维化的关键细胞因子之一，它在各
器官纤维化形成过程中发挥着重要作用[24,25]。心脏纤维化是指

心肌组织中胶原纤维过度积聚，是心血管疾病发展到一定阶段

的特征病理改变，可造成心脏收缩和舒张功能障碍。心脏纤维

化亦是 1型糖尿病心脏病变最具特征性的心脏结构改变之一。

在 1型糖尿病高血糖的持续刺激下，心肌组织中静息的成纤维

细胞被上调的 TGF-茁1等内分泌因子活化，转化为具有很强胶
原合成和分泌功能的肌成纤维细胞[29,30]。TGF-茁1激活的肌成纤
维细胞较强的增殖、迁移与基质分泌能力是导致心肌纤维化的

关键致病环节[31]。TGF-茁1能在转录和翻译水平增加胶原蛋白
的合成，从而导致胶原蛋白在心脏间质中沉积[32]。既往研究表

明，TGF-茁1 可上调细胞内 SphK1 表达与 S1P 生成，阻断

SphK1可显著地阻断 TGF-茁1诱导的肌成纤维细胞表型[33,34]。

这些结果表明，S1P可能是 TGF-茁1诱导肌成纤维细胞活化的
关键下游分子机制。本课题发现，使用 PF-543阻断心脏 S1P生

成也可显著地降低心肌 TGF-茁1水平。这一结果提示了非常有
趣的现象，即 S1P也可能作为 TGF-茁1上游分子调节其表达。
在心肌梗死、1型糖尿病等病理情况下，S1P-TGF-茁1形成一个
互为上游的恶性促纤维化循环。本课题首次发现，采用 PF-543

可抑制 1型糖尿病心脏 TGF-茁1的蛋白表达水平，进而降低胶
原蛋白 Col I和 Col III在心脏的沉积。这一方面提示 S1P调节

心肌纤维化很可能是通过 TGF-茁1实现的。另一方面也表明，
靶向 SphK1或 S1P生成可作为打断 S1P-TGF-茁1恶性促纤维
化循环的关键策略。其中，PF-543可作为有效打断这一恶性促

纤维化循环的潜力药物。综上，本研究首次观察到 SphK1特异

性抑制剂 PF-543可显著减少 1型糖尿病心脏 S1P水平，阻断

图 4 PF-543对心脏 TGF-茁1、Col I与 Col III表达的影响

Fig.4 Effect of PF-543 on the expression of cardiac TGF-茁1, Col I and Col III
1：对照组；2：对照 +PF-543组；3：1型糖尿病组；4：1型糖尿病 +PF-543组。n=15。与对照组相比，bP＜0.05。与 1型糖尿病组相比，dP＜0.05。

1. Control group; 2. Control+PF-543 group; 3. Type 1 diabetes mellitus group; 4. Type 1 diabetes mellitus group+PF-543 group. n=15 per group.

Compared with Control group, bP＜0.05. Compared with Type 1 diabetes mellitus group, dP＜0.05.
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TGF-茁1和胶原蛋白表达，减轻 1型糖尿病心肌纤维化与心功

能障碍。这些结果揭示了 1型糖尿病致心肌纤维化的关键分子

机制，也为干预 1型糖尿病心肌纤维化提供了一些潜在的靶点

与策略。
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