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白藜芦醇甙对糖尿病小鼠心肌损伤的保护作用及机制研究
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摘要 目的：探讨白藜芦醇甙对小鼠小鼠心肌损伤的影响及其可能的调控机制。方法：采用腹腔注射链脲霉素的方法建立 1型糖

尿病小鼠模型模型，随机将雄性 C57/BL6J的正常小鼠和糖尿病小鼠分为 3组（每组 18只）：对照组、糖尿病组、糖尿病 +白藜芦

醇甙组。其中糖尿病 +白藜芦醇甙组给予白藜芦醇甙 7.5 mg/kg/d腹腔注射治疗，对照组和糖尿病组给予同体积盐水腹腔注射。药

物治疗 12周后，小动物心脏超声检测小鼠的心功能；天狼星红染色观察胶原变化并进一步计算胶原容积分数（collagen volume

fraction，CVF)；柠檬酸合酶检测试剂盒和 ATP生物荧光试剂盒分别检测检测心肌柠檬酸合酶活性和 ATP含量；Western blot检测

Sirt3和 p-AMPK的蛋白表达情况。结果：与对照组相比，糖尿病组 LVEDD和 LVESD均明显增加（4.823± 0.103 mm和 3.701±

0.121 mm，P<0.05），LVEF和 LVFS值均明显降低（37.121± 4.298 %和 21.023± 2.187 %，P<0.05），CVF显著增高（20.102± 1.155

%，P<0.05），心肌柠檬酸合酶活性和 ATP含量显著降低（5.267± 0.202 nmol/g和 105± 7.638 U/g，P<0.05），Sirt3和 p-AMPK蛋白

表达显著降低（P<0.05）；与糖尿病组相比，糖尿病 +白藜芦醇甙组 LVEDD和 LVESD均显著降低（4.354± 0.113 mm和 3.056±

0.130 mm，P<0.05），LVFS和 LVEF值均显著增加（58.435± 8.143 %和 29.071± 2.232 %，P<0.05），CVF显著降低（10.343± 0.882

%，P<0.05），心肌柠檬酸合酶活性和 ATP含量显著增加（6.233± 0.176 nmol/g和 132.7± 5.774 U/g，P<0.05），Sirt3和 p-AMPK蛋白表

达显著增加（P<0.05）。结论：白藜芦醇甙可改善糖尿病小鼠心肌损伤，其机制可能与白藜芦醇甙激活 Sirt3/AMPK信号通路有关。
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Effects of Polydatin on Heart Impairment in Diabetic Mice and Potential
Mechanism

To explore the effects of polydatin on heart impairment in diabetic mice and potential mechanism.

Diabetes was induced by a single intraperitoneal of streptozotocin. Male C57/BL6J mice were randomly divided to three groups（n=18）:

Control group, diabetes group, diabetes+ polydatin group. Diabetes+ polydatin group were injected a dose of 7.5 mg/kg/d polydatin in-

traperitoneally, while control group and diabetes group were injected normal saline intraperitoneally for 12 weeks. Echocardiography was

used to measure the cardiac functions of mice in different groups. Sirius red staining was used to evaluate the changes of collagen and

measure Collagen volume fraction (CVF). Citratesynthase activity was evaluated by citratesynthase activity assay kit. The ATP content of

the myocardium was measured by using an adenosine triphosphate bioluminescent assay kit. Western blot was used to determine the ex-

pressions of p-AMPK and Sirt3. Compared with control group, the cardiac functions attenuated (P<0.05) and CVF increased

(20.102± 1.155 %, P<0.05) significantly in diabetes group. After polydatin treatment, the cardiac functions increased (P<0.05) and CVF

decreased (10.343± 0.882 %, P<0.05) significantly in diabetic mice. Compared with control group, citratesynthase activity of the myo-

cardium decreased significantly (5.267± 0.202 nmol/g, P<0.05), with reduced ATP content (105± 7.638 U/g, P<0.05), and expressions

of p-AMPK and Sirt3 decreased(P<0.05) in diabetes group. Compared with diabetes group, citratesynthase activity of the myocardium in-

creased significantly (6.233± 0.176 nmol/g, P<0.05), with enhanced ATP content (132.7± 5.774 U/g, P<0.05), and the expressions of

p-AMPK and Sirt3 were upregulated (P<0.05) by the treatment with polydatinin diabetes +polydatin group. Polydatin can

significantly attenuate heart impairment in diabetic mice, possibly by activating Sirt3 /AMPK signaling.
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前言

糖尿病增加了心力衰竭的风险，且独立于冠心病、高血压

等心脏疾病，导致心脏结构及功能损害，并将其定义为糖尿病

心肌病（Diabetic Cardiomyopathy, DCM）[1,2]。多种因素参与了糖

尿病心肌病的发生与发展过程，如炎症、氧化应激、凋亡、自噬

等均与糖尿病心肌病的发生发展密切相关 [2]。白藜芦醇甙

（Polydatin, PD）又称为虎杖甙，是从传统中药中提取出来的一

种活性成分，具有等多种生物学活性和心血管保护作用[3,4]。有

文献报道白藜芦醇甙可通过减少线粒体损伤而对心肌缺血再

灌注损伤起到保护作用[5]。也有文献报道白藜芦醇甙通过激活

沉默信息调节因子 3（Sirtuin-3，Sirt3）/腺苷酸活化蛋白激酶

（5-AMP activated kinase，AMPK）信号通路改善急性梗死后心

肌损伤[6]。但是由于动物模型的不同，白藜芦醇甙能否通过激活

Sirt3/AMPK信号通路改善糖尿病小鼠心肌损伤未见报道。本

研究通过腹腔注射链脲霉素建立 1型糖尿病小鼠模型，探讨白

藜芦醇甙对小鼠小鼠心肌损伤的影响及其可能的调控机制，为

临床治疗糖尿病心肌病提供新的药物治疗靶点和策略。

1 材料与方法

1.1 材料

C57/BL6J小鼠（雄性，4周龄，25-30 g）购于西安交通大学

医学院动物中心；ATP生物荧光试剂盒、BCA 蛋白定量试剂

盒、RIPA裂解液和配胶试剂盒购于中国上海碧云天公司；超敏

发光液购于上海恪敏生物公司；白藜芦醇甙（纯度≥ 95%）、链

脲霉素、柠檬酸合酶检测试剂盒购于美国 sigma公司；天狼星

红染色试剂盒购于北京雷根生物技术公司；Sirt3 抗体、

p-AMPK（Thr172）抗体、AMPK抗体购于 CST公司；GAPDH

购于天津三箭生物技术有限公司；辣根过氧化物酶（HRP）标记

的山羊抗兔二抗购于美国 Abcam公司；小动物超声影像系统

购于日本 Visual Sonics公司；光学显微镜购于日本 Olympus公

司；IPP 6.0图像处理软件购于美国 Media Cybernetics公司；血

糖测试仪和血糖试纸购于美国罗氏公司；电泳槽、电泳仪和转膜

槽购于美国 BIO-RAD公司；PVDF膜购于美国Minipore公司。

1.2 方法

1.2.1 1型糖尿病小鼠模型的构建 按照文献报道方法建立 1

型糖尿病小鼠模型[7]。4周龄的雄性 C57/BL6J小鼠给予单次腹

腔内注射 50 mg/kg的链脲霉素，将链脲霉素溶于 0.1 mmol/L

的枸橼酸钠，并调节至 pH=4.4，连续注射 5日。14天后利用血

糖测试仪和血糖试纸测定小鼠血糖浓度，如果血糖浓度低于

16.6 mmol/L，再次给予腹腔内注射等剂量的链脲霉素。测定的

随机血糖如果持续高于 16.6 mmol/L，则认为糖尿病模型建立

成功。

1.2.2 实验分组 糖尿病小鼠建模成功 2周后，将正常小鼠和

糖尿病小鼠随机分为 3组（每组 18只），（1）对照组（CON）、（2）

糖尿病组（DM）、（3）糖尿病 +白藜芦醇甙组（DM+PD）。其中糖

尿病 +白藜芦醇甙组给予白藜芦醇甙 7.5 mg/kg/d腹腔注射治

疗 12周，对照组和糖尿病组给予同体积盐水腹腔注射 12周，

白藜芦醇甙治疗剂量参考了既往文献报道[6]。12周后，小动物

超声影像检测系统评估各组小鼠心功能，后将小鼠处死。小鼠

可自由取食和饮水，各组小鼠采用普通饲料喂养，并在相同的

环境条件下喂养，环境温度控制在（24± 3）℃，湿度控制在 33%

～68%之间。

1.2.3 超声检测小鼠的心功能 治疗 12周后，各组随机选取

15只小鼠，利用小动物超声影像检测系统评估各组小鼠的心

功能。采用脱毛膏给各组小鼠胸前区脱毛，用异氟烷吸入麻醉

的方法对小鼠进行麻醉，注意控制好麻醉的深度。将小鼠四肢

固定于操作台上，小鼠体位呈仰卧位，涂少许螯合剂于小鼠的

胸前区，探头置于胸前部进行M型超声检测。取胸骨旁左心长

轴为切面，连续采取 10个周期的超声图像。记录并分析左室收

缩末期内径（left ventricular end-systolic diameter, LVESD）、左

室舒张末期内径（left ventricular end-diastolic diameter, LVEDD）、

左室短轴缩短率（left ventricular fraction shortening, LVFS）和左

室射血分数（left ventricular ejection fraction, LVEF）等检测指

标，评估小鼠的心功能。

1.2.4 小鼠心肌天狼星红染色 将心脏取出后置于预冷的

PBS缓冲液中，将心脏血液清洗干净。多聚甲醛对小鼠心脏固

定，固定 48小时后常规石蜡包埋切片，脱蜡入水。按照天狼星

红染色试剂盒的说明书进行染色并封片。Olympus显微镜下观

察小鼠心肌天狼星红染色状况。将图片保存，用 Image-Pro Plus

6.0进行结果分析，计算胶原容积分数（collagen volume frac-

tion，CVF) =胶原面积 /总面积× 100%。注意计算时胶原面积

不应该包括血管周围的胶原面积，应当在 400倍镜下选取 5个

视野的平均值。

1.2.5小鼠心脏线粒体分离 将心脏取出后置于预冷的保存

液 A中。将心肌组织在保存液 A中切碎，后用匀浆器进行匀

浆。将匀浆液转移到离心管中进行离心（10 min，600 rpm，4

℃）。将上清液转移到另一新的离心管中，并进行离心（10 min，

17000 rpm，4 ℃）。吸除上清，加入少许保存液 A进行重悬，再

进行离心（10 min，7000 rpm，4℃）。吸除上清，加入少许保存液

B进行重悬，再进行离心（10 min，3500 rpm，4℃）。吸除上清，

再加入少许保存液 B进行重悬，线粒体漂浮在保存液 B中，将

其保存于 -80℃的冰箱中。线粒体分离所有操作步骤均在冰上

进行。保存液 A的配制：120 mmol/LNaCl，2 mmol/L MgCl2，20

mmol/L HEPES，1 mmol/L EGTA，5 g/L牛血清白蛋白，调节 pH

为 7.4左右)。保存液 B的配制：2 mmol/L HEPES, 300 mmol/L

蔗糖，0.1 mmol/L EGTA，调节 pH为 7.4左右)。

1.2.6 检测心肌柠檬酸合酶活性和 ATP含量 柠檬酸合酶检

测试剂盒和 ATP生物荧光试剂盒分别检测心肌柠檬酸合酶活

性和 ATP含量，按照说明书进行相应检测，记录各组数据并进

行相应分析。每个样品至少要重复 3次。

1.2.7 Western blot检测 Sirt3和 p-AMPK表达 将分离出的

心脏组织匀浆后，使用组织裂解液裂解组织，常规提取蛋白。留

取 15 滋L的上清液，采用 BCA法进行蛋白定量。其余上清液吸

入新的 1.5 mL离心管。加入相应体积的 5心上样缓冲液，沸水

煮 5 min。然后进行配胶、蛋白电泳、120 mA恒流转膜、牛奶封

闭液封闭 1 h、孵育兔抗 p-AMPK（Thr172）一抗（1:1000）、兔抗

AMPK一抗（1:1000）、兔抗 Sirt3一抗（1:1000）过夜。次日孵育

辣根过氧化物酶（HRP）标记的相应二抗（1:10 000）和 ECL显

影，使用 Bio-Rad数码图像系统拍照并保存分析图片，最后进
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一步统计分析。

1.3 统计学分析

用 SPSS1.19.0进行统计分析，本实验计量资料用均数± 标

准差表示，3组以上比较采用单因素方差分析的方法进行统计

学分析。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠心脏心功能检测

对照组 LVEDD和 LVESD的值分别为 3.715± 0.117 mm

和 2.421± 0.088 mm，LVEF 和 LVFS值分别为 78.152± 6.658

%和 40.079± 1.651 %，与对照组相比，糖尿病组 LVESD 和

LVEDD均明显增加（4.823± 0.103 mm和 3.701± 0.121 mm，

P<0.05），LVEF 和 LVFS 值均明显降低（37.121± 4.298 %和

21.023± 2.187 %，P<0.05）；与糖尿病组相比，糖尿病 +白藜芦

醇甙组 LVESD和 LVEDD均明显降低（4.354± 0.113 mm和

3.056 ± 0.130 mm，P<0.05），LVFS 和 LVEF 值均明显增加

（58.435± 8.143 %和 29.071± 2.232 %，P<0.05）。见图 1。

图 1 超声检测检测各组小鼠心功能

Fig. 1 Echocardiography was used to measure the cardiac function in different groups

Note: Data are expressed as Mean± SD, n=15. #P<0.05 compared with group CON; $P<0.05 compared with group DM.

2.2 小鼠心脏天狼星红染色

如图 2所示，对照组小鼠心肌纤维排列整齐，无明显胶原

纤维沉积，CVF值为 2.032± 0.577 %。与对照组相比，糖尿病组

小鼠心肌组织中有大量的胶原纤维沉积，心肌纤维排列紊乱，

CVF值显著增高（20.102± 1.155 %，P<0.05）；与糖尿病组相比，

糖尿病 +白藜芦醇甙组胶原纤维沉积显著减少，肌纤维排列也

有明显改善，CVF值显著下降（10.343± 0.882 %，P<0.05）。

图 2天狼星红染色观察胶原变化并计算 CVF

Fig.2 Sirius red staining was used to evaluate the changes of collagenand measure CVF

Note: Rrepresentative images of myocardial sections stained with sirius red.Data are expressed as Mean± SD, n=6. #P<0.05 compared with group CON;

$P<0.05 compared with group DM.

2.3 小鼠心肌线粒体 ATP含量和柠檬酸合酶活性检测

对照组心肌线粒体 ATP 含量和柠檬酸合酶活性分别为

7.012± 0.173 nmol/g和 161.7± 4.410 U/g，与对照组相比，糖尿

病组小鼠心肌 ATP含量和柠檬酸合酶活性显著降低（5.267±

0.202 nmol/g和 105± 7.638 U/g，P<0.05）；与糖尿病组相比，糖

尿病 +白藜芦醇甙组小鼠心肌ATP含量和柠檬酸合酶活性显著

增加（6.233± 0.176 nmol/g和 132.7± 5.774U/g，P<0.05）。见图 3。

2.4 小鼠心肌 Sirt3和 p-AMPK蛋白表达

与对照组相比，糖尿病组小鼠心肌 Sirt3和 p-AMPK蛋白

表达显著降低（P<0.05）；与糖尿病组相比，糖尿病 +白藜芦醇

甙组小鼠心肌 Sirt3和 p-AMPK蛋白表达显著增加（P<0.05）。

见图 4。
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图 3 ATP生物荧光试剂盒和柠檬酸合酶检测试剂盒分别检测检测

ATP含量和心肌柠檬酸合酶活性

Fig.3 The ATP content and citratesynthase activity of the myocardium

were measured by using an adenosine triphosphate bioluminescent assay

kit and citratesynthase activity assay kit

Note: Data are expressed as Mean± SD, n=6. #P<0.05 compared with

group CON; $P<0.05 compared with group DM.

3 讨论

糖尿病是危害人类健康的重大疾病，具有高发病率、高致

残率和高致死率的特点[8]。糖尿病可导致糖尿病心肌病在内的

多种心血管并发症，糖尿病已然成为重大的公共卫生难题[9]。糖

尿病可直接对心肌产生损害甚至发生心力衰竭，且独立于冠心

病、高血压等其它糖尿病心血管并发症[10]。有文献报道，糖尿病

患者中糖尿病心肌病的发病率约为 12%，64岁以上的老年糖

尿病患者中，糖尿病心肌病的发病率高达 22%[11]。有大量文献

报道，无论是 1型糖尿病还是 2糖尿病，早期均可引起心脏舒

张功能障碍，但心脏射血分数正常，晚期可引起心脏的收缩功

能障碍，心脏射血分数显著降低[12,13]。心肌纤维化和心肌肥大是

糖尿病心肌病患者心力衰竭和心功能下降的主要原因，糖尿病

可导致心肌细胞钙离子转运障碍，进一步导致心肌收缩和舒张

异常，心脏解剖和心肌病理生理学也随之发生改变[14,15]。在本研

究中我们发现，与对照组相比，糖尿病组 LVESD和 LVEDD均

明显增加，LVEF和 LVFS值均明显降低，小鼠心肌组织中有大

量的胶原纤维沉积，心肌纤维排列紊乱，CVF值显著增高，与文

献报道结果相一致。

白藜芦醇甙又称为虎杖甙，是从蓼科植物虎杖的根和茎中

提取出来的一种天然活性成分，具有清除自由基、抗氧化、抗

菌、抗病毒、镇咳、平喘、保肝、降脂等多种生物学活性[16]。白藜

芦醇甙同时具有广泛的心血管保护作用[17]。有研究发现，白藜

芦醇甙可通过增加心肌自噬而对小鼠心肌缺血再灌注损伤起

到保护作用[5]。也有文献报道白藜芦醇甙可改善大鼠梗死后心

肌重构和心力衰竭[18]。还有文献报道白藜芦醇甙可抑制血管紧

张素Ⅱ诱导的心肌肥大[19]。在本研究中我们发现，与糖尿病组

相比，糖尿病 +白藜芦醇甙组 LVESD和 LVEDD均明显降低，

LVFS和 LVEF值均明显增加，胶原纤维沉积显著减少，肌纤维

排列也有明显改善，CVF值显著下降，首次发现白藜芦醇甙可

改善糖尿病小鼠心肌损伤。

沉默调节因子蛋白家族是一类高度保守的依赖于 NAD+

的蛋白去乙酰化酶，目前公认的有 7个成员（Sirt1～Sirt7），可

调节多种蛋白的乙酰化修饰和 ADP核糖基修饰[20-24]。在这 7个

成员中，Sirt3定位于线粒体，并且参与调节多种线粒体代谢途

径[22]。Sirt3在心肌 ATP合成和 ATP含量的维持中发挥重要的

作用，同时 Sirt3是 AMPK激活的重要调节因子[25-27]。有研究发

现糖尿病小鼠心肌 Sirt3和 p-AMPK表达降低，可进一步导致

心肌线粒体损伤和能量代谢障碍[28]。本研究发现，与对照组相

比，糖尿病组小鼠心肌 Sirt3和 p-AMPK蛋白表达显著降低，线

粒体 ATP含量和柠檬酸合酶活性显著降低，与文献报道结果

相一致。此外有文献报道，白藜芦醇甙可激活 Sirt3介导线粒体

保护，从而改善缺血性休克导致的小肠损伤[29]。白藜芦醇甙还

可激活 Sirt3/AMPK信号通路上调自噬对急性梗死后心肌损伤

起到保护作用[6]。但是由于细胞类型和动物模型的不同，藜芦醇

甙能否通过激活 Sirt3/AMPK信号通路从而改善糖尿病小鼠心

肌损伤尚不清楚。本研究发现，与糖尿病组相比，糖尿病 +白藜

芦醇甙组小鼠心肌 Sirt3和 p-AMPK蛋白表达显著增加，心肌

线粒体 ATP含量和柠檬酸合酶活性显著增加。首次发现白藜

芦醇甙可能通过激活 Sirt3/AMPK信号通路减少线粒体损伤从

而对糖尿病心肌损伤起保护作用。

综上，本研究发现白藜芦醇甙可改善糖尿病小鼠心肌损

伤，其机制可能与白藜芦醇甙激活 Sirt3/AMPK信号通路有关。

不仅为白藜芦醇甙的应用提供了一定的临床参考，同时为临床

治疗糖尿病心肌病提供新的药物治疗靶点。
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