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烟酰胺核糖抑制小鼠糖尿病心肌病损伤的作用研究 *
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摘要 目的：探讨烟酰胺核糖(Nicotinamide riboside,NR)在糖尿病小鼠心肌病中的保护作用及其可能机制。方法：80只 20～25 g雄

性昆明小鼠随机分为对照组(n=20)、对照 +NR组(n=20)、DCM组(n=20)、DCM+NR组(n=20)。链脲佐菌素(STZ)对小鼠腹腔注射诱

导 1型糖尿病，最后 1次 STZ注射完成后第 5日，血糖仪检测小鼠尾静脉血葡萄糖水平，三次测量随机血糖均≥ 16.7 mmol/L的

视为糖尿病小鼠。糖尿病小鼠继续喂养 12w，小动物超声检测提示心功能减退的为 DCM小鼠。从中随机选出 20只，腹腔注射 NR

(1000 mg/kg)，2次 /日，连续 2w，为 DCM+NR组。采用小动物超声分别检测各组小鼠心功能，天狼星红染色观察各组小鼠的心肌

纤维化程度，Western blot检测心肌组织 Atg7、Beclin-1、P62、Sirt3的表达。结果：与 DCM组相比，DCM+NR 组左室射血分数

[LVEF(%)]增加（P<0.01）,为 DCM组的 2.12倍；左室短轴缩短率[LVFS(%)]增加(P＜0.01)，为 DCM组的 2.79倍；左心室收缩末期

容积(LV Vol;s)降低(P＜0.01)，为 DCM组的 0.25;左心室舒张末期容积(LV Vol;d)降低(P＜0.01)、为 DCM组的 0.66；心肌纤维化

程度减少(P＜0.01)、为 DCM组的 0.63；Atg7、Beclin-1、Sirt3表达增加(P＜0.05)，P62表达降低(P＜0.01)。结论：NR能够减轻小鼠

DCM心肌间质纤维化、改善心功能，Sirt3通路的激活可能参与了 NR减轻小鼠 DCM损伤的保护作用。
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Nicotinamide Riboside Attenuates Injury of Mouse Diabetic
Cardiomyopathy and Possible Mechanism*

To observe the protective effects and mechanism of Nicotinamide ribosidefor the injury of mouse diabetic

cardiomyopathy. Eighty male Kunming mice (20~25 g) were randomly divided into four groups: control group (n=20), con-

trol+NR group (n=20), diabetic cardiomyopathy (DCM) group (n=20) and DCM+ NR group (n=20). The mice were intraperitoneally in-

jected with streptozotocin to induce type 1 diabetes. Mice with random blood glucose≥ 16.7 mmol/L were considered as diabetic mice

and they were fed for 12 weeks. Mice with impaired cardiac functions evidenced byechocardiography were chosen as diabetic cardiomy-

opathy mice and twenty of them were randomly chosen to receive intraperitoneal injection of NR (1000 mg/kg, twice daily) for 2 consec-

utive weeks, grouped as DCM+NR group. Cardiac functions were evaluated by echocardiography. Myocardial interstitial fibrosis was

evaluated by Sirius red staining. Expressions of Atg7, Beclin-1, P62, Sirt3 were detected by Western blotting. Compared with

those in DCM group, the values of LVEF and LVFS in DCM+NR group were increased: the values of LVEF with 2.12 times to the DCM

group, the values LVFS with 2.79 times to the DCM group.While the values of LV Vol; s and LV Vol;d were decreased (P<0.01): the LV

Vol; s with 0.25 times to the DCM group, theLVVol; dwith 0.63 times to the DCM groupCompared with those in DCM group, myocar-

dial interstitial fibrosis was reduced in DCM+NR group (P<0.01) and expressions of Atg7, Beclin-1, Sirt3 were increased (P<0.01, P<0.01

and P<0.05, respectively) and expressions of P62 was decreased (P<0.05 and P<0.01). Nicotinamide riboside could reduce

myocardial interstitial fibrosis and improve cardiac function in diabetic cardiomyopathy mice. These protective effects of NR may possi-

bly be through the activation of Sirt3 signal pathway.
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前言
糖尿病是心血管疾病的独立危险因素，糖尿病的主要并发

症以心血管系统并发症为主要表现，心血管系统并发症也是导
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致糖尿病患者致死致残的重要原因[1]。Rubler等[2]首次提出了糖

尿病心肌病(Diabetic Cardiomyopathy，DCM)的概念，其表现为

心肌细胞凋亡增加、心肌间质纤维化[3]。左室舒张功能受损，后

期收缩功能亦受损，最终导致心力衰竭[4]。有学者认为，糖尿病

小鼠自噬下调，线粒体形态异常，心肌纤维减少，心功能恶化，

推测自噬减少可能导致 DCM的原因之一[7]。目前认为，Atg7、

Beclin-1作为自噬标志物，与自噬呈正相关，P62可作为另一个

自噬标志物，与自噬呈负相关。自噬可以减轻糖尿病状态下各

种应激状态（高血糖、高胰岛素血症、氧化应激等）对于机体的

损伤[8]。

NR 是天然存在于牛奶中的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（nicotinamide adenine dinucleotide, NAD+）的前体物质[9]。研究

表明 NR能提高组织中的 NAD水平，从而增加胰岛素敏感性、

提高线粒体合成、进而增强 Sirtuin家族的功能、抵抗高脂饮食

损害，Sirtuin家族是一组具有 NAD+ 依赖性的去乙酰基转移

酶，广泛参与到衰老、肿瘤、心血管病等生理病理过程[10,11]。

1 材料和方法

1.1 材料

80只雄性昆明鼠，（8～12）周龄，体重（20～25）g，由第四

军医大学动物中心提供。药品烟酰胺核糖（购自中国汤普森生

物有限公司）。二甲基亚砜（DMSO）BCA蛋白定量试剂盒（购自

美国 Sigma公司），兔抗 Sirt3抗体（购自美国 Cell Signaling公

司），兔抗 Atg7抗体，兔抗 P62抗体（购自英国 Abcam公司），

兔抗 Beclin-1抗体（购自美国 Cell Signaling公司），链脲佐菌素

STZ（购自美国 Sigma公司）；鼠抗 GAPDH抗体（购自中国中杉

金桥公司），聚偏二氟乙烯（PVDF）膜（购自美国 Milipore 公

司）。LipofectamineTM2000（购自美国 Milipore公司）。Visual

Sonics Vevo770型小动物超声仪（购自 Phillips SONOS 5500），

荧光显微镜（购自日本 Olympus株式会社）。

1.2 方法

1.2.1 实验分组和小鼠 DCM模型的建立 （8～12）周龄，体

重（20～25）g 昆明小鼠，腹腔内注射链脲佐菌素 STZ(50

mg/kg)，连续注射 5d。自最后一次 STZ注射完成后的第 5d，血

糖仪检测小鼠尾静脉血葡萄糖含量，三次测量随机血糖≥ 16.7

mmol/L为糖尿病小鼠[12]，继续喂养 12w，小动物超声显示心功

能减退的小鼠为 DCM小鼠。随机选出 20只，腹腔注射 NR

(1000 mg/kg)，2次 /日，连续 2 w，为 DCM+NR组。随机选取 20

只 DCM小鼠，继续喂养 2 w，为 DCM组。20只对照组(CON

组)，每天腹腔注射同等体积的生理盐水。CON+NR组，共 20

只，腹腔给药开始时间和 DCM+NR组小鼠相同，腹腔注 NR

(1000 mg/kg)，2次 /日，连续 2 w。

1.2.2 小鼠心功能超声检测 小鼠胸部备皮，麻醉后仰卧位固

定，利用 Visual Sonics Vevo770型小动物超声检测系统记录各

组小鼠心功能的变化。根据所记录到的M型超声图像，用超声

分析软件测量各组小鼠的左心室射血分数(left ventricular ejec-

tion fraction，LVEF)、左心室缩短分数(left ventricular fractional

shortening，LVFS)、左心室收缩末期容积(LV Vol；s)、左心室舒

张末期容积(LV Vol；d)。

1.2.3 心肌细胞纤维化的天狼星红染色 将小鼠麻醉，取出心

脏，用 PBS将心脏残余血液洗净，投入 40 g/L多聚甲醛中，4℃

过夜，进行石蜡包埋以及染片。普通光学显微镜(Olympus)观察

各组小鼠心脏天狼星红染色结果，红色为胶原纤维。每组内每

张切片随机挑选 3 个 200 倍视野进行拍照，应用 Image-Pro

Plus6.0软件得出每张照片红色胶原纤维占整个组织面积的比

率即胶原纤维的面积百分比（%）。

1.2.4 Western blot检测心肌组织蛋白的表达 取小鼠左心室

前壁组织加入蛋白裂解液，低温研磨后置于冰上作用 30 min，

离心后取上清，吸取上清时切不可触及沉淀物，以牛血清白蛋

白为标准，用 Bradford 法进行蛋白定量。取蛋白进行

SDS-PAGE电泳，然后转膜至 PVDF膜上。该膜在含脱脂奶粉

的封闭液中封闭 37℃作用 1 h后，滴加入 1∶1000的抗 Atg7、

Beclin-1、P62、Sirt3 抗体，4℃摇床孵育过夜，TBST 液洗 3 次，

滴加 HRP山羊抗兔 IgG抗体（中杉金桥，1:5000稀释）孵育

1h，TBST 液洗 3 次。用化学发光法检测目的条带，并用

Bio-image (Bio-Rad)系统记录，以 GAPDH 为内参标化各蛋白

表达的水平。

1.3 统计学处理

采用 SPSS16.0统计软件进行统计学分析，计量资料数据

用 x± s表示。采用 GraphPad Prism 5.0进行统计分析和制图，

各组之间比较采用 One-way ANOVA 分析，两两比较采用

Bonferroni检验，P≤ 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠一般情况比较

80只雄性昆明鼠，购自第四军医大学，年龄：8W，体重：

(25± 1.056) g；小鼠一般状态可饮水正常，尿量正常；糖尿病小

鼠造模成功后，体重，一般状态，饮水，尿量均无明显变化。继续

喂养 12 W，正常组小鼠，体重（43± 2.856)g；小鼠体型肥胖，一

般状态可，饮水、尿量均正常；糖尿病组小鼠，体重（18± 1.756)

g；小鼠消瘦，一般状态差，多饮，多尿，体重下降。

2.2 各组心功能的小动物超声检测仪检测

小动物超声检测仪结果显示，与 CON组相比，CON+NR

（LVEF(83± 2.963)%，LVFS(50.67± 1.778)%，LVVol；s(11.67±

1.736)滋L，LV Vol；d(65± 2.653)滋L）组的心功能无明显差异。与
CON（LVEF (74± 3.055)%，LVFS (35.3± 1.764)%，LVVol；s

(29.33± 2.012)滋L，LV Vol；d(69.33± 2.963)滋L）组比较，DCM
（LVEF (33± 2.887)%，LVFS (14.33± 1.782)%，LVVol；s (52±

2.309)滋L，LV Vol；d(83± 2.867)滋L）心功能降低，表现为 LV

Vol；s和 LV Vol；d增大 (P＜0.01和 P＜0.05)，LVEF及 LVFS

均降低 (P＜0.01)。与 DCM组比较，DCM+NR（LVEF (70±

2.646)%，LVFS(40± 1.355)%，LVVol；s(13± 2.082)滋L，LV Vol；

d(53± 2.362)滋L）组的 LV Vol；s和 LV Vol；d较 DCM组有降低

(分别 P＜0.01)，LVEF和 LVFS均升高(P＜0.01)，见图 1。

2.3 心肌细胞纤维化的天狼星红染色

与 CON组比较，CON+NR组的纤维化程度无明显变化，

DCM组小鼠心肌纤维化程度增加(P＜0.01)。与 DCM组比较，

DCM+NR组心肌纤维化程度减轻(P＜0.01)，见图 2。
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图 3 各组心肌组织蛋白表达的Western blot检测(△ P＜0.05，△ △ P＜0.01 VS CON；*P＜0.05；**P＜0.01VS DCM)

Fig.3 Blot protein expression of myocardial tissue in each group byWestern(△ P＜0.05, △ △ P＜0.01 VS CON; *P＜0.05, **P＜0.01VS DCM)

2.4 各组心肌组织蛋白表达的Western blot检测

CON组和 CON+NR组的 Atg7，P62蛋白表达水平差异无

统计学意义。与 CON组比较，DCM组 Atg7，Becin-1，Sirt3蛋白

表达水平降低(P＜0.01),P62表达升高(P＜0.01)。与 DCM组比

较，DCM+NR组 Atg7，Becin-1蛋白表达增加(P＜0.01)，Sirt3蛋

白表达增加(P＜0.05)；P62蛋白表达降低(P＜0.01)，见图 3。

图 1 各组心功能的小动物超声检测仪检测(△ P＜0.05，△ △ P＜0.01 VS CON；*P＜0.05，**P＜0.01 VS DCM)

Fig.1 Detection of cardiac function in small animals by ultrasonic detector(△ P＜0.05, △ △ P＜0.01 VS CON; *P＜0.05, **P＜0.01 VS DCM)

图 2 各组心肌间质纤维化的程度(△ P＜0.05，△ △ P＜0.01 VS CON；*P＜0.05，**P＜0.01VS DCM)

Fig.2 The degree of interstitial fibrosis in each group(△ P＜0.05, △ △ P＜0.01 VS CON; *P＜0.05, **P＜0.01 VS DCM)
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3 讨论

在现代生活中，随着人们生活水平的提高，饮食习惯的改

变，生活方式的改变，目前糖尿病的发病率明显升高，预计到

2025年，全球将有 3.80亿人受到糖尿病的困扰，中国是世界上

的人口大国，到 2013年，中国的糖尿病患者已达世界首位，而

随之带来的经济负担，生活压力的增加及身体所承受疾病的折

磨也是令人担忧的。糖尿病本身并不可怕，可怕的是随着病情

的进展，病程的延长，可出现一系列并发症，包括糖尿病视网膜

病变，糖尿病肾病，糖尿病周围神经病变，糖尿病大血管病变，

糖尿病心肌病变等各种并发症；将给患者带来巨大的经济压

力，病人也将承受着疾病的折磨，特别是 1型糖尿病患者，病人

发病年轻，通常在 30岁前患病，而且更多的是在 16岁之前发

病；起病急，多饮、多尿、多食，体力减少，明显消瘦；而且易发生

糖尿病酮症酸中毒，且肾病，视网膜病变等发生早而多；所以治

疗糖尿病克不容缓，治疗糖尿病的各种并发症也不容懈怠。在

糖尿病的各种并发症中心血管系统并发症是导致糖尿病患者

致死致残的重要原因[1]。随着糖尿病病人的增加，糖尿病心肌病

的发生率也迅速上升。糖尿病心肌病是糖尿病状态下一组独立

的心肌病变，被视为糖尿病独立的并发症。早期有研究表明，糖

尿病患者有心肌心肌纤维化的变化 [13]，DCM是以心肌间质纤

维化、心肌细胞凋亡增加以及左心室功能不全为特征的一种代

谢性疾病[14]。此外，由于心肌细胞的丢失，胶原沉积增加，心室

壁的顺应性降低，最终导致心室舒张功能障碍[15]。DCM早期可

没有心功能的改变，但随着时间的推移，疾病的发展，可出现心

功能的减退[16]。目前对于 DCM的治疗没有特异性的方法，主要

针对糖尿病基础病的治疗，心肌细胞的保护和相关临床症状的

治疗[16]。我们的实验结果表明，与正常组小鼠相比，DCM组小

鼠心功能下降，表现为左室射血分数及左室短轴收缩率下降，

左心室舒张末期容积及左心室收缩末期容积增加；与 DCM组

相比，DCM+NR组左室射血分数及左室短轴缩短率增加，左心

室收缩末期容积和左心室舒张末期容积降低。与正常组小鼠相

比，DCM 组小鼠心肌纤维化程度增加；与 DCM 组相比，

DCM+NR组心肌纤维化程度减少。证实了，NR对于改善 DCM

小鼠心脏功能有保护作用。

自噬是真核细胞所特有的生命现象，是依赖溶酶体的能有

效降解变性蛋白及老化细胞器的代谢通路[17]。自噬是一种重要

的动力循环系统，广泛存在于全身各系统中细胞进行自我保护

和更新的重要机制，维持细胞内物质及能量代谢平衡。生理状

态下，细胞自噬对于保持正常心脏结构和功能有着重要意义[18]。

自噬可以抵御外界的不良环境，在多种疾病中起着重要作用，

然而自噬有着双重作用，自噬广泛参与到心血管系统疾病中：

参与到心肌肥大、心力衰竭，动脉粥样硬化，心肌的缺血再灌注

损伤，衰老心肌中，在不同的状态下所起的作用也不尽相同。有

研究证实，自噬参与到心力衰竭过程中发生的心肌肥大和心室

重构，参与到心衰的发生和发展，在心力衰竭过程中，自噬可保

护心肌，但若是过度激活自噬，也可引起细胞死亡，进一步恶化

心功能。

NR 是天然存在于牛奶中的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（nicotinamide adenine dinucleotide，NAD+）的前体物质，因其无

毒性，细胞穿透性强，不易被血清水解酶灭活，是良好的外源性

NAD+补充物质 [9]。NR易被摄取，在不同哺乳细胞系可使

NAD+升高 50%-170%，NR进入细胞内，NR激酶启动其代谢，

最终生成 NAD+烟酰胺核糖进入细胞后，被烟酰胺核糖激酶

分解为烟酰胺单核苷酸，烟酰胺单核苷酸再经过烟酰胺单核苷

酸腺苷酰基转移酶分解为 NAD+发挥重要作用 [19]，有文献报

道，NR可通过升高细胞线粒体内的 NAD+水平，进一步激活

线粒体乙酰化 SIRT3，抵抗噪音诱发的听力丧失和螺旋神经节

神经突的退化[20]。研究表明，给予饮食补充 NR，可通过调节线

粒体功能等改善高脂饮食引起的小鼠代谢紊乱[21]。Sirtuin家族

是一组具有 NAD+依赖性的去乙酰基转移酶，广泛参与到衰

老、肿瘤、心血管病等生理病理过程[10,11]。SIRT3广泛作用与多

种蛋白，参与多种细胞生物过程，SIRT3是其中惟一发现与人

类长寿相关的重要信号分子。Sirt3具有心肌保护作用[22]，SIRT3

定位于线粒体中，是调节线粒体蛋白去乙酰化的重要酶。

NAD+是 SIRT3催化去乙酰化反应的辅助因子，由于 SIRT3

的 Km值较高，因此 NAD+水平是 SIRT3发挥去乙酰化作用

的重要限制因子[23]。有研究指出[24]，在离体和在体细胞中，Sirt1

能使 Atg7、Atg8去乙酰化，进而促进细胞自噬。说明 Atg蛋白

产物上有赖氨酸乙酰化位点，因而 Sirt3可能作用于该类蛋白

而调节自噬[25]，可通过促进细胞内自噬而保护受损心肌，我们

的实验结果表明，与正常组相比，DCM组自噬相关蛋白 Atg7、

Beclin-1表达降低，Sirt3的表达亦降低，P62表达增加，与 DCM

组相比，DCM+NR 组自噬相关蛋白 Atg7、Beclin-1 表达增加，

Sirt3表达增加，P62表达降低。证实了 NR可通过 SIRT3的表

达促进自噬蛋白的表达，对糖尿病心肌病的损伤有保护作用。

本研究证实小鼠 DCM心肌组织心功能减低、心肌间质纤

维化增加，Sirt3表达下降，NR可以减轻小鼠 DCM的心肌间质

纤维化、改善心功能。同时，NR能够上调 Sirt3的表达，提示

Sirt3通路的激活可能参与了 NR减轻小鼠 DCM损伤的保护

作用，为临床治疗 DCM提供了新的思路。
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