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阿托伐他汀通过 RGS6改善糖尿病心肌病大鼠心功能的作用
及其机制研究 *
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摘要目的：探讨阿托伐他汀通过调节 RGS6/ NAD(P)H氧化酶 /活性氧生成通路保护糖尿病心肌病大鼠心功能的药理作用机制。

方法：40只 6周龄雄性Wistar大鼠按随机数字表法随机分为对照组，糖尿病心肌病模型组，低剂量阿托伐他汀组，高剂量阿托伐

他汀组，每组 10只。实验过程中动态监测大鼠体质量及血脂水平；实验结束后脉冲多普勒检测各组大鼠心功能指标；组织活性氧

检测试剂盒检测心肌组织中活性氧的水平；免疫组化法检测大鼠心肌组织中 RGS6的表达；Western blot法检测大鼠心肌组织中

RGS6及 NAD (P)H氧化酶活性亚单位 p47phox和 p67phox的水平。结果：与对照组相比，糖尿病心肌病模型大鼠体质量明显减少

（P<0.01），血脂水平明显升高（P<0.01），心脏 E/A、LVEF、FS值降低（P<0.01），心肌组织活性氧生成明显增多（P<0.01），心肌组织
RGS6及 p47phox、p67phox表达明显上调（P<0.01），而不同剂量阿托伐他汀干预均可有效逆转上述指标的改变。结论：阿托伐他汀对
糖尿病心肌病大鼠的心脏具有明显保护作用，其机制可能与对 RGS6/ NAD(P)H氧化酶 /活性氧生成通路的抑制有关。
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Atorvastatin Improves Cardiac Function in Diabetic Cardiomyopathy Rats
by Regulating RGS6*

To investigate the pharmacological mechanism of atorvastatin in protecting cardiac function in diabetic

cardiomyopathy rats by regulating RGS6/NAD (P)H oxidase/reactive oxygen (ROS) production pathway. 40 6-week-old male

Wistar rats were randomly divided into control group, diabetic cardiomyopathy model group, low-dose atorvastatin group and high-dose

atorvastatin group according to the random number table method (10 rats in each group). During the experiment, the body mass and lipid

levels of rats were monitored dynamically. After the experiment, pulse doppler method was used to detect the cardiac function indexes of

rats in each group. Tissue ROS detection kits were used to detect the ROS levels in myocardial tissues. The expression of RGS6 in

myocardial tissue was measured by immunohistochemistry and Western blot. The levels of RGS6 and NAD (P)H oxidase subunits p47phox

and p67phox in rat myocardial tissues were detected by Western blot. Compared with control group, the rats from diabetic

cardiomyopathy model group displayed significant decreased body mass (P<0.01), increased levels of blood lipids (P<0.01), lower E/A
heart, LVEF, FS value (P<0.01), increased production of ROS in myocardial tissue (P<0.01), enhanced expressions of RGS6, p47phox and

p67phox in myocardial tissues (P<0.01), while different dose of atorvastatin intervention can effectively reverse these changes.

Atorvastatin has a significant protective effect on the heart of diabetic cardiomyopathy rats, and its mechanism may be related to the

inhibition of RGS6/NAD(P)H oxidase/ROS production pathway.
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前言

在现代社会中，心血管疾病导致的死亡病例和致残病例仍

位居各类疾病之首。众多危险因素可以导致心血管疾病的发

生，其中糖尿病是引起心血管疾病及心功能衰竭的作用越来越

受到临床研究的重视[1，2]。当糖尿病发生后数年，即使经过良好

的血糖控制，不少糖尿病人也会发展成糖尿病心肌病甚至表现

出心功能衰竭[3]。以往的研究表明糖尿病引起的心肌肥厚、氧化

应激及炎症水平的升高、心肌细胞凋亡、心肌间质纤维化是糖

尿病心肌病的主要病理特征[4-7]。
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Groups n baseline 4 weeks 8 weeks 12 weeks

Control 10 248.51依10.47 291.96依11.17 321.86依21.89 360.34依7.36

Model 10 247.12依10.08 213.39依10.82** 180.49依13.82** 152.72依5.93**

Low-dose group 10 247.68依15.15 221.71依10.23# 210.53依11.86## 198.51依20.62##

High-dose group 10 238.30依20.66 226.22依6.42# 211.25依14.58## 197.33依11.59##

Note: **P <0.01, compared with control; #P<0.05, ##P<0.01, compared with model.

表 1各组大鼠干预前后体质量比较（mean依s, g）
Table 1 Comparison of body mass before and after intervention (mean依s, g)

他汀类药物是一类羟甲基戊二酰辅酶（Ahydroxymethyl-

glutaryl coenzyme A，HMGCoA）还原酶的抑制剂，主要药理作

用是降低循环中的胆固醇水平，目前他汀类药物作为治疗动脉

粥样硬化性疾病的一线用药在临床中广泛使用[8-10]。已有文献

报道了他汀类药物除了降脂外还具有更加广泛的心血管作用，

如在体外培养的心肌细胞及大鼠心肌肥厚模型中，辛伐他汀可

以有效抑制血管紧张素Ⅱ和异丙肾上腺素引起的心肌细胞肥

大[11]。最新的研究也表明他汀类药物可以明显改善实验性慢性

心功能不全动物的心功能[12-14]。但是仍然缺乏他汀类药物是否

能够改善糖尿病心肌病大鼠心肌肥厚的报道。

G蛋白信号通路调节因子 6（G-protein signaling 6，RGS6）

高表达于心脏组织，主要通过激活心肌细胞 GTP酶而发挥多

种生物学功能[15，16]。以往研究指出 RGS6的激活能够介导各种

病理刺激引起的心肌组织活性氧生成增多并参与 ATM/p53途

径引起的心肌细胞凋亡[17，18]。因此在本研究中，我们主要观察了

目前临床上常用的他汀类药物阿托伐他汀是否能够逆转糖尿

病心肌病大鼠的心功能，并观察其作用是否与对 RGS6的调节

有关。

1 材料与方法

1.1 实验动物

6周龄Wistar 40只，雄性，体重 180 - 220 g。所有大鼠均购

自北京维通利华实验动物技术有限公司，许可证号：SCXK（京）

2018-0010。所有实验用大鼠饲养于恒温(22依2)℃、恒湿(55依
5)%、人工光照明暗各 12 h的安静饲养室内。

1.2 实验药物与试剂

阿托伐他汀片（批号：20181010），规格：10 mg/片，购自辉

瑞制药有限公司；普通饲料及高脂饲料购自江苏协同生物技术

有限公司，其中高脂饲料脂肪供能比占 60%；链脲佐菌素

（STZ）购自美国 Sigma公司；组织活性氧检测试剂盒购自上海

贝博生物技术有限公司；BCA蛋白含量检测试剂盒均购自江

苏碧云天生物技术有限公司；大鼠 RGS6、NAD (P)H p47phox、

p67phox、GAPDH抗体购自美国 Sigma公司。

1.3 实验方法

1.3.1 动物分组与给药 40只 6周龄雄性Wistar大鼠适应性

喂养 1周后，根据大鼠体质量排序并采用随机数字法将大鼠分

为 4组，每组 10只，1）正常对照组；2）糖尿病心肌病模型组；3）

低剂量阿托伐他汀组；4）高剂量阿托伐他汀组。相应处理：对照

组大鼠采用标准饲料喂养；余下 30只大鼠 1次性腹腔注射 50

mg/kg STZ，饲养 7 d后检测空腹血糖，血糖值高于 16.7 mmol/L

说明建模成功，继续予以高脂饲料喂养 12周诱导糖尿病心肌

损伤，期间低剂量阿托伐他汀组大鼠给予每天 10 mg/kg阿托

伐他汀灌胃，高剂量阿托伐他汀组给予每天 20 mg/kg阿托伐

他汀灌胃，正常对照组和模型组采用等体积生理盐水灌胃。

1.3.2 心功能测定 异氟烷麻醉大鼠后，采用脉冲多普勒超声

检测仪检测各组大鼠心功能指标，包括左室舒张早期最大血流

/二尖瓣心房收缩期最大血流(E/A)、左室射血分数( LVEF)、左

心室短轴缩短率( FS)。

1.3.3 心肌组织活性氧水平测定 心肌活性氧水平测定严格

按照试剂盒厂家说明书进行：将新鲜取得的心脏标本用 PBS

洗净，准确称取 50 mg 心肌组织加入缓冲液后用匀浆器匀

浆，1000伊g，4 ℃离心 10 min，取上清，加入探针后混匀，37 ℃

避光孵育 30 min，置于酶标仪中于激发波长 488 nm，发射波长

530 nm处检测荧光强度。

1.3.4 免疫组化 采用即用型 SABC免疫组化试剂盒，主要按

以下实验步骤进行：1)脱蜡、水化；2)封闭内源性过氧化物酶；

3)抗原修复；4)封闭非特异性抗原；5)滴加适当稀释的第一抗

体；6)滴加生物素化羊抗兔 IgG；7)滴加链霉亲和素；8) DAB

显色，苏木素复染；9)脱水、透明、封片；10)图像采集与处理。

1.3.5 Western blot 准备蛋白样品，98℃变性后冰上冷却，

SDS-PAGE电泳后使用半干转膜系统进行转膜，用含 5%脱脂

奶粉的 TBST室温封闭 1.5 h。一抗 4℃孵育过夜，TBST洗涤

10 min，3次。二抗室温孵育 1 h，TBST洗涤 10 min，3次。加入

化学发光底剂至膜的正表面，采用 Bio-Rad ChemiDoc XRS+成

像系统进行拍照分析。

1.4 统计学处理

运用 SPSS22.00软件进行统计学分析。计量资料以用均

数依标准差(x依s)表示，两组间比较采用独立样本 t检验，多组间

均数比较采用单因素方差分析，检验水准 琢为 0.05，P<0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠一般情况比较

对照组大鼠在整个实验过程中状态良好，刺激反应正常，

进食、饮水情况好，体重正常增长，毛发光泽。模型组大鼠 STZ

腹腔注射后，体质量逐渐降低，且饮水量和小便量明显增多，体

毛光泽减弱，精神萎靡，刺激反应性降低。与模型组大鼠相比，

不同剂量阿托伐他汀干预组大鼠上述情况均有不同程度好转。

与对照组大鼠相比，模型组及不同剂量阿托伐他汀组大鼠血清

总胆固醇、甘油三酯水平显著升高（P<0.01），而与模型组大鼠
相比，不同剂量阿托伐他汀均能显著降低大鼠的总胆固醇、甘

油三酯水平（P<0.01），且高剂量阿托伐他汀组的降脂效果更加
明显（P <0.05）。结果见表 1及表 2。
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图 1各组大鼠心肌组织活性氧水平差异

Fig.1 Comparison of ROS level among different groups

Note: **P <0.01, compared with control; ##P<0.01, compared with model.

Groups n TC TG

Control 10 59.71依5.32 68.70依5.64

Model 10 149.61依16.48** 162.81依13.45**

Low-dose group 10 102.27依5.54## 89.51依6.91##

High-dose group 10 89.04依12.32##/&& 80.75依8.00##/&

表 2各组大鼠干预后总胆固醇、甘油三酯水平比较（mean依s, mg/dL）
Table 2 Comparison of TC and TG among different groups (mean依s, mg/dL)

Note: **P <0.01, compared with control; ##P<0.01, compared with model; &P <0.05, &&P <0.01, compared with low-dose group.

Groups n EA LVEF(%) FS(%)

Control 10 2.41依0.39 76.44依2.39 58.72依5.42

Model 10 1.45依0.20** 61.72依5.14** 36.30依3.61**

Low-dose group 10 1.89依0.31## 70.97依7.52## 49.56依5.87##

High-dose group 10 2.17依0.21##/& 73.93依3.99## 53.25依3.99##

表 3各组大鼠干预后 E/A、LVEF、FS值比较（mean依s）
Table 3 Comparison of E/A, LVEF and FS among different groups (mean依s, mg/dL)

Note: **P <0.01, compared with control; ##P<0.01 , compared with model; &P <0.05, compared with low-dose group.

2.2 各组大鼠心功能情况比较

为评价糖尿病心肌病对心功能到的损害程度以及阿托伐

他汀的心脏保护作用，本研究通过多普勒超声检测仪检测了实

验过程中大鼠的 E/A、LVEF、FS值。与对照组相比，模型组大鼠

E/A、LVEF、FS值明显降低（P<0.05），而不同剂量阿托伐他汀
干预后可一定程度上恢复下降的 E/A、LVEF、FS值（P<0.05），
且高浓度阿托伐他汀组的效果更加明显（P<0.05）。结果见表 3。

2.3 各组大鼠心肌组织活性氧水平检测

由活性氧生成增多引起的过度氧化应激是不同原因诱发

的心肌损伤中一个共同的病理基础。通过检测造模后和阿托伐

他汀干预后大鼠心肌组织中活性氧的水平，本研究发现模型组

大鼠心肌组织中活性氧的生成水平明显增多（P<0.01），而不同
剂量阿托伐他汀干预后均可明显降低已经升高的活性氧水平

（P<0.01），但不同剂量阿托伐他汀组间活性氧生成量无显著差
别（P >0.05），详细结果见图 1。

2.4 各组大鼠心肌组织中 RGS6的表达水平

RGS6的激活能够介导各种病理刺激引起的心肌组织活

性氧生成增多，因此本研究关注了糖尿病心肌病大鼠心肌组

织中 RGS6的表达情况。如图 2所示，免疫组化实验表明糖尿

病心肌病大鼠心肌组织中 RGS6的表达水平较对照组明显升

高，而不同剂量阿托伐他汀干预后 RGS6表达量均显著下降；

研究中运用 Western blot方法更加准确地分析了 RGS6 在不

同组中的表达差异，结果与免疫组化结果一致，不同剂量阿托

伐他汀可显著抑制 RGS6在心肌组织中的表达水平（P<0.05）
（结果见图 3）。

2.5 各组大鼠心肌组织中 NAD(P)H氧化酶 p47phox和 p67phox活

性亚单位的表达水平

由于 NAD(P)H氧化酶的活性增加是导致组织中活性氧水

平升高的重要原因，而 RGS6又是活性氧生成的上游重要调控

因子，因此本研究还观察了阿托伐他汀干预对 NAD(P)H氧化

图 2各组大鼠心肌组织 RGS6免疫组化结果

Fig.2 Immunohistochemical results of RGS6 level in rat myocardium among

different groups
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图 3各组大鼠心肌组织 RGS6表达变化

Fig.3 Comparison of RGS6 level in rat myocardium

among different groups

Note: **P <0.01, compared with control; ##P<0.01, compared with model.

图 4各组大鼠心肌组织 p47phox和 p67phox表达变化

Fig.4 Comparison of p47phox and p67phox level in rat myocardium among different groups

Note: **P <0.01, compared with control; ##P<0.01, compared with model.

酶活性的调节。结果如图 4所示，与对照组相比，模型组大鼠心

肌组织中 NAD(P)H氧化酶活性亚单位 p47phox和 p67phox的水平

明显升高（P<0.01），不同剂量阿托伐他汀干预后均可明显降低
p47phox和 p67phox的水平（P<0.05），但不同剂量组间 p47phox和

p67phox的水平无显著差异（P>0.05）。

3 讨论

糖尿病心肌病特发于糖尿病患者，最终导致心肌结构改变

及心功能受损，其发病不能由常见的高血压心脏病、动脉粥样

硬化性心脏病、病毒性心肌病等解释[19]。糖尿病心肌病的发病

机制十分复杂，但普遍认为与高血压及高血脂引起的氧化应激

水平升高有着密不可分的关系[20]。此外，心肌细胞线粒体功能

失调、炎症、细胞凋亡等均与糖尿病心肌病的发病机理相关[21，22]。

在实验动物模型中，多种干预策略，如通过相关抑制剂或者基

因敲除的手段进行抗氧化、抗凋亡治疗等均能够明显改善糖尿

病心肌病导致的心功能异常，但是如何将这些治疗手段上升到

临床应用的水平仍然进一步研究。阿托伐他汀作为一种临床上

治疗动脉粥样硬化性疾病的一线用药，其安全性已得到多年的

临床检验[23]。并且近年来已有多篇文献报道了他汀类药物除降

脂外的心血管药理作用。如瑞舒伐他汀能够通过激活

PI3K-Akt-GSK-3茁通路来改善缺血再灌注引起的心肌损伤[24]。

长期服用他汀类药物可以明显保护急性心肌梗塞发生后的微

血管完整性从而提高心肌灌注水平并减少心肌梗死面积[25，26]。

因此，本研究考察了阿托伐他汀是否具有改善糖尿病心肌病大

鼠心功能的作用。与以往关于他汀类药物心血管保护作用的报

道一致，本研究结果显示阿托伐他汀可显著改善糖尿病心肌病

引起的心功能损伤，提示其可以作为一种预防糖尿病心肌病发

生的药物用于糖尿病患者中。

在确定了阿托伐他汀在糖尿病心肌病大鼠模型中具有心

脏保护作用后，本研究进一步探讨了其可能的作用靶点。活性

氧在心血管组织中的生成增多是多种心血管疾病发生的最早

期改变[27，28]，前文也已提到了活性氧增多引起的氧化应激水平

升高在糖尿病心肌病发病中的核心作用，因此本研究中也考察

了阿托伐他汀对糖尿病心肌病大鼠心肌组织中活性氧水平的

影响，结果发现阿托伐他汀可显著降低糖尿病心肌病大鼠心肌

组织的活性氧水平，由于本研究中还同时检测到阿托伐他汀干

预后心肌组织中介导活性氧生成的 NAD(P)H氧化酶的活性亚

单位 p47phox和 p67phox的水平明显下降，因此提示阿托伐他汀可

能通过降低心肌组织中异常升高的氧化应激水平而对抗糖尿

病引起的心肌损伤。已有文献报道了 RGS家族成员在不同的

细胞模型和动物模型中能够通过调节 NAD(P)H氧化酶的活性

而参与病理状态下的活性氧生成[29，30]。在心肌组织中，RGS家

族成员 RGS6 特异性高表达，因此本研究通过免疫组化和

Western blot 的方法检测了糖尿病心肌病大鼠心肌组织中

RGS6的表达水平以及阿托伐他汀干预对其表达的影响。研究

结果证实阿托伐他汀能够显著抑制糖尿病心肌病大鼠心肌组

织中异常升高的 RGS6的水平，表明了阿托伐他汀的心肌保护

作用机制可能是通过对 RGS6/ NAD(P)H氧化酶 /活性氧生成

通路的抑制来发挥作用的。

综上所述，阿托伐他汀对糖尿病心肌病大鼠具有明确的心

脏保护作用，能够显著改善糖尿病引起的心功能损伤。阿托伐

他汀在糖尿病心肌病大鼠中的心脏保护作用可能与其对心肌

细胞中 RGS6/ NAD (P)H氧化酶 /活性氧生成通路的抑制有

关。由于他汀类药物具有调脂、抗炎等一系列心血管保护作用，

因此阿托伐他汀有望成为今后糖尿病患者预防心肌病发生的

一种有效的预防用药。而 RGS6作为心肌细胞中介导活性氧生
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成的重要节点，也有可能成为今后心血管药物研发的一个潜在

靶点。
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