
近30年来，全球糖尿病发病率显著增加。心血管

并发症是糖尿病患者死亡的主要原因，其中，糖尿病心

肌病（DCM）是一种独立于高血压、冠心病或其他心血

管疾病的特异性心肌病，病理表现为心肌肥厚和心

肌纤维化［1］。DCM的发病机制复杂，目前认为心肌线

粒体功能障碍以及氧化应激在糖尿病心肌损伤中起关

键作用［2］。

胰高血糖素样肽-1（GLP-1）是肠道L细胞分泌的一

种多功能激素，除了控制血糖［3］、抑制胃排空［4］、降低食

欲［5］，还表现出对心血管疾病的保护作用［6］。动物研究

发现GLP-1能够改善心肌梗死后左心室功能，预防动脉

粥样硬化进展［7-9］。GLP-1受体在胰腺及胰腺外组织包

括心血管系统中广泛表达［10-12］。Exendin-4是GLP-1受

体激动剂，与GLP-1受体结合后产生与GLP-1相似的

生理效应。国外有研究报道GLP-1能够改善糖尿病动

物心肌的氧化应激、脂质代谢，逆转心脏重塑[13]，但具体
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摘要：目的 探讨exendin-4对2型糖尿病小鼠心肌的保护作用及其机制。方法 将C57BL/6J小鼠分为正常组（Con）和糖尿病组

（DM），Con组小鼠正常饮食，DM组小鼠利用高脂饮食联合链脲佐菌素进行造模，造模成功后的2型糖尿病小鼠分Exendin-4干

预（DM+Ex-4）和糖尿病对照组（DM-Con）。DM+Ex-4组小鼠每天给予 1 nmol/kg体质量的 exendin-4腹腔注射，干预 8周。

DM-Con组给予等剂量的生理盐水腹腔注射。记录各组小鼠血糖、体质量等生理指标，RT-PCR检测心肌肥大、纤维化指标以及

PGC1α、NRF、CytoC等线粒体功能相关指标，Western blot检测氧化应激指标以及Sirt1/PGC1α通路表达情况，HE病理染色观察

心肌结构变化。结果 与Con组相比，DM-Con组的血糖、血脂均显著升高（P<0.001），心肌组织ANP、BNP、TGFβ1、CytoC1、

NOX1显著升高（P<0.05），而Sirt1、PGC1α、NRF、SOD1显著降低（P<0.05）。Exendin-4干预后，与DM-Con组相比，DM+Ex-4组

小鼠血糖、血脂明显下降（P<0.05），心肌组织ANP、BNP、TGFβ1、CytoC1、NOX1明显下降（P<0.05），Sirt1、PGC1α、NRF、SOD1

表达升高（P<0.05）。结论 Exendin-4通过调控心肌组织Sirt1/PGC1α信号通路，改善线粒体功能，抑制氧化应激，从而缓解糖尿

病小鼠心肌损伤。
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Abstract: Objective To investigate the protective effect of exendin-4 against diabetic cardiomyopathy in mice and explore the
underlying mechanism. Methods C57BL/6J mice were randomly divided into normal control group with normal diet and
diabetic group with high-fat diet for 4 weeks before streptozotocin injection. The successfully established diabetic mouse
models were divided into diabetic group with exendin-4 treatment and diabetic control group for daily treatment with
intraperitoneal injection of 1 nmol/kg exendin-4 and saline of equivalent volume for 8 weeks, respectively. The physiological
parameters such as blood glucose and body weight were recorded. RT-PCR was used to examine the transcription levels of
genes related with myocardial hypertrophy and fibrosis and the genes related with mitochondrial functions including PGC1α,
NRF and CytoC. The expressions of oxidative stress markers and Sirt1/PGC1 proteins were measured using Western blotting.
and HE staining was used to observe the myocardial structural changes in the mice. Results Compared with the normal
control mice, the mice in diabetic control group showed significantly increased blood glucose and blood lipid levels (P<0.001),
which were obviously improved by Exendin-4 treatment. The expressions of ANP, BNP, TGFβ1, CytoC1 and NOX1 were
significantly increased (P<0.05) while Sirt1, PGC1α, NRF and SOD1 expression were markedly decreased in the myocardial
tissue of the diabetic mice (P<0.05). Exendin-4 treatment resulted in obviously reduced expressions of ANP, BNP, TGFβ1,
CytoC1 and NOX1 (P<0.05) and increased expressions of Sirt1, PGC1α, NRF and SOD1 (P<0.05) in the diabetic mice.
Conclusions Exendin-4 protects against myocardial injury in diabetic mice by improving mitochondrial function and
inhibiting oxidative stress through the Sirt1/PGC1α signaling pathway.
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机制仍未完全阐明。因此，本研究利用高脂饮食联合链

脲佐菌素（STZ）诱导建立2型糖尿病小鼠模型，通过观

察exendin-4干预后小鼠心肌组织分子代谢及形态学变

化，探讨可能的机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物

无特定病原体（SPF）级健康雄性C57BL/6J小鼠26

只，5~6周龄，体质量18~25 g，由广东省实验动物中心提

供。分笼饲养于南方医科大学SPF级动物房。室温保

持在25±2 ℃，湿度保持在（55±5）%。动物自由进食，自

由饮水，每天保持12 h的昼夜循环。所有实验操作符合

科技部与南方医科大学动物实验伦理委员会的要求。

1.2 主要试剂

链脲佐菌素（S0130, Sigma）；高脂饲料（D12492，广

东省实验动物中心）；Exendin-4（E7144, sigma）；兔源一

抗 PGC1α（Novus Biologicals, USA），兔源一抗 Sirt1

（Abcam, USA），兔源一抗NOX1（GeneTex, USA），鼠源

一抗 SOD1（Santa Cruz Biotechnology）；鼠源一抗β-

actin（中杉金桥）；羊抗兔 IgG抗体、羊抗小鼠 IgG抗体

（proteintech）；甘油三酯及胆固醇试剂盒；细胞裂解液、

BCA蛋白定量试剂盒（凯基生物）。

1.3 糖尿病小鼠模型的制备

健康雄性C57BL/6J 小鼠 26只随机分为正常组

（Con，6只）和糖尿病组（DM，20只），Con组小鼠正常饮

食，DM组小鼠进行造模。DM组小鼠进行高脂饲料喂

养4周，然后按照120 mg/kg体质量腹腔注射 STZ 1次

（12 mg/mL STZ溶于柠檬酸缓冲液，pH=4.2~4.5），继

续饲喂高脂饲料 4 周后随机血糖值≥13.9 mmol/L

（250 mg/dl）判定为2型糖尿病小鼠[14]。

1.4 动物分组，给药及标本采集

将造模成功的16只小鼠再随机分为2组，每组8

只，分别是糖尿病对照组（DM-Con），exendin-4干预组

（DM+Ex-4）。DM+Ex-4组小鼠给予1 nmol/kg体质量

的 exendin-4腹腔注射，每天注射1次，重复注射8周，

DM-Con组给予等剂量的生理盐水腹腔注射［15-16］。同时

两组小鼠继续喂养高脂饲料。实验期间观察小鼠精神

状态和活动情况，每周测量体质量、进食量、随机血糖。

实验期间糖尿病小鼠均未予胰岛素治疗。给药8周后，

戊巴比妥钠麻醉后处死小鼠，收集小鼠血液、心脏组织

标本。

1.5 血清血脂检测

将收集的小鼠血液3000 r/min低温离心10 min，取

血清保存于负 80 ℃冰箱，按照试剂盒说明书使用化

学发光法检测血清甘油三酯（TG）、低密度脂蛋白胆固

醇（LDL-c）。

1.6 实时荧光定量PCR（RT-PCR）

Trizol 法提取小鼠心脏组织总 RNA，应用 ND-

1000分光光度计（NanDrop，USA）测定RNA浓度和纯

度。取等量（500 ng）RNA逆转录成cDNA。RT-qPCR

扩增体系：SYBR Premix Ex TaqTM酶5 μL，上下游引

物各0.2 μL，cDNA 1 μL，去离子水3.6 μL。在LC480实

时荧光定量PCR仪中，按以下条件进行PCR反应：预变

性：95 ℃ 30 s；PCR反应：95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，进行40个

循环。反应结束后常规进行溶解曲线分析，确定PCR

扩增特异性，得出Ct后使用2-ΔΔCt法进行相对定量。以

18 s为内参，计算目的基因的mRNA的相对表达量，引

物序列见表1。

1.7 Western blot

将少量心脏组织加入500 μL的RIPA裂解液，匀浆机

匀浆，离心后提取蛋白。BCA法测定蛋白浓度，取30 μg

蛋白样品上样，进行SDS-PAGE电泳，转膜，5%脱脂奶

粉室温封闭，一抗（稀释浓度分别是β-actin 1∶200，Sirt1

1∶1000，PGC1α 1∶1000，NOX1 1∶500，SOD1 1∶200）

4 ℃孵育过夜，洗膜，分别加入 1∶10 000稀释的羊抗兔

二抗、羊抗小鼠二抗，室温孵育1 h，再次洗膜后，浸入曝

光液并吹打均匀上机曝光，并对曝光结果进行灰度值统

计分析。

1.8 病理学检查

心脏组织用4%中多聚甲醛溶液固定后，常规脱水、

透明、浸蜡、包埋、石蜡切片，进行HE染色后光镜下观察

心脏组织形态学变化。

1.9 统计学方法

数据均以均数±标准差表示，采用SPSS 20.0统计

软件进行处理。两组间比较采用t检验。多组均数间比

较采用单因素方差分析，组间多重比较采用LSD-t检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 2型糖尿病小鼠模型的建立

饲养期间，Con组小鼠饮食正常，精神状态良好，毛

发乌黑有光泽，反应灵敏。DM组小鼠经过高脂饲养2

周后，体质量比Con组显著增高（P<0.01）。STZ注射

后，小鼠逐渐出现多饮、多食、多尿等糖尿病症状，小鼠

精神萎靡，毛发蓬松，腥臊酮臭味加重，活动度下降，体

质量增加不明显，于第7周始，体质量较Con组无显著

性差异（P>0.05）。DM组小鼠于第6周始随机血糖明显高

于Con组（P<0.001），2型糖尿病小鼠造模成功（图1）。

2.2 Exendin-4对小鼠一般情况及血糖血脂的影响

造模成功后，DM+Ex-4组小鼠每日给予1 nmol/kg

体质量的exendin-4腹腔注射，实验观察到DM+Ex-4组

小鼠多饮多尿症状较DM-Con组有所改善，精神状态好

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2018, 38(5): 520-526 ··521



转，毛发略蓬松，中等光泽，进食量减少，一般情况无恶

化倾向。随时间进展，DM-Con组小鼠血糖进行性升

高，而DM+Ex-4组血糖呈下降趋势，但仍明显高于Con

组（P<0.05）。到第16周时，较DM-Con组，DM+Ex-4组

血糖显著性下降（P<0.05），进食量显著减少（P<0.05），

体质量降低，但差异无统计学意义（表1，图2）。
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图1 小鼠造模期间体质量和血糖的变化
Fig.1 Changes of body weight (A) and blood glucose (B) during the generation of type 2 diabetic mouse
model (Mean±SE, n=6-8). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Con.
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Gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')

ANP

BNP

CytoC1

NRF-1

NRF-2

PGC1α

TGFβ1

18S

GCTTCCAGGCCATATTGGAGCA

ATGGATCTCCTGAAGGTGCTGT

GCTACCCATGGTCTCATCGT

CCATCCCAGGCCGACTAA

CCAGCTACTCCCAGGTTGC

CCCTGCCATTGTTAAGACC

CCACCTGCAAGACCATCGAC

AGCCTGCGGCTTAATTTGAC

TCTCTCAGAGGTGGGTTGACCT

GCAGCTTGAGATATGTGTCACC

CATCATCATTAGGGCCATCC

AATTTCAGAGCATTGGCCATAGA

CCTGATGAGGGGCAGTGA

TGCTGCTGTTCCTGTTTTC

CTGGCGAGCCTTAGTTTGGAC

CAACTAAGAACGGCCATGCA

表1引物序列
Tab.1 Primer sequence

ANP: Atrial natriuretic peptide; BNP: Brain natriuretic peptide; CytoC: Cytochrome C; NRF: Nuclear

respiratory factor; PGC1α: Peroxisome proliferator-activated receptor γ co-activator 1α; TGFβ1:

Transforming growth factor β1; 18S: 18s rRNA.

小鼠宰杀后收集血清测血脂浓度，DM-Con组血清

甘油三酯（TG）及低密度脂蛋白胆固醇（LDL-c）均显著

高于Con组（P<0.01）。Exendin-4干预后，糖尿病小鼠

血清TG明显下降（P<0.05），但仍显著高于Con组（P<

0.01）；然而，DM+Ex-4组血清LDL-c较DM-Con组无

明显改善（表2）。

2.3 Exendin-4 对心肌组织结构以及心肌组织 ANP、

BNP、TGFβ1的影响

光镜下观察可见，与Con组相比，DM-Con组心机

纤维排列明显紊乱，心肌肥大，间质可见纤维化；

Exendin-4干预组（DM+Ex-4）心肌纤维排列明显改善，

心肌肥大减轻，间质有少量疏松结缔组织（图3）。

心房钠尿肽（ANP）、脑钠尿肽（BNP）是心房压力负
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图2 各组小鼠血糖比较
Fig.2 Changes of random blood glucose in the 3
groups (Means ± SE, n=6-8). *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 vs Con; +P<0.05 vs DM-Con.
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荷的重要指标，能够有效评估心脏功能。转换生长因子

β1（TGFβ1）是心肌纤维化的标志物。RT-PCR结果显

示，DM-Con组ANP、BNP、TGFβ1表达较Con组显著升

高，而 exendin-4干预后，ANP、BNP、TGFβ1 mRNA水

平明显降低（P<0.05，图4）。

2.4 Exendin-4对心肌线粒体功能相关基因表达的影响

线粒体功能障碍参与糖尿病心肌病的发生发展，过

氧化物酶增殖物激活受体γ共激活因子1α（PGC1α）和核

呼吸因子（NRF）是调节线粒体合成和功能的重要转录

因子，细胞色素C（CytoC）是线粒体功能的重要标志

物。RT-PCR结果表明，糖尿病小鼠心肌PGC1α、NRF-1、

NRF-2 的转录水平较正常小鼠明显下降（P<0.05），

Exendin-4干预后，PGC1α、NRF-1表达显著升高（P<

0.01）；而与 DM- Con 组相比，DM + Ex- 4 组 CytoC1

mRNA水平明显降低（P<0.01，图5）。

2.5 Exendin-4对心肌氧化应激指标NOX1、SOD1的影响

NADPH 氧化酶（NOXs）主要通过质膜传递电子产

生活性氧［17］，超氧化物歧化酶（SOD）在保护细胞免受氧

表2 第16周各组小鼠生理指标的比较

Tab.2 Comparison of physical parameters in the 3 groups at week 16 (Mean±SEM, n=6-8)

Parameters

Body weight (g)

Serum TG (mmol/L)

Serum LDL-c (mmol/L)

RBG (mmol/L)

Food intake (kcal/day/mouse)

Con

30.15±1.1

0.52±0.02

0.37±0.04

7.13±0.73

11.86±0.46

DM+Ex-4

28.79±0.61

0.7±0.04**+

0.8±0.07**

15.45±2.5*+

15.44±0.37**+

DM-Con

30.54±0.68

1.03±0.08**

0.97±0.09***

27.28±3.16***

17.59±1.01***

BW: Body weight; TG: Triglycerides; LDL-c: LDL- cholesterol; RBG: Random blood glucose; *P<

0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Con; +P<0.05 vs DM-Con.

A B C

图3 各组心肌组织HE染色
Fig.3 HE staining of myocardial tissue in the 3 groups (Original magnification: ×400; scale bar: 10 µm). A: Con; B: Con+
Ex-4; C: DM-Con.
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图4 各组小鼠心肌中ANP、BNP、TGFβ1的表达情况
Fig.4 Myocardial expression of ANP, BNP and TGFβ1
in the 3 groups (Means±SE, n=6). *P<0.05, **P<0.01 vs
Con; +P<0.05 vs DM-Con.

图5 各组小鼠心肌中线粒体功能相关基因表达情况
Fig.5 Myocardial expression of mitochondrial
function-related genes in the 3 groups (Means±SE, n=
6). *P<0.05, **P<0.01 vs Con; ++P<0.01 vs DM-Con.
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自由基损害中发挥着重要作用［18］。Western blot法检测

各组NOX1、SOD1蛋白表达水平，结果发现，DM-Con

组NOX1表达较Con组显著升高（P<0.05），DM+Ex-4

组NOX1表达较DM-Con组明显降低（P<0.05）。与之

相反，DM-Con 组 SOD1 表达较 Con 组显著降低（P<

0.01），Exendin-4干预后，SOD1表达较DM-Con组明显

升高（P<0.05，图6）。
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图6 各组小鼠心肌中SOD1、NOX1蛋白表达情况
Fig.6 Myocardial expression of SOD1 and NOX1 in
the 3 groups (Means ± SE, n=6). A: Western blotting
showing SOD1, Nox1 and β-actin expressions. B, C:
Densitometric analysis of Western results. *P<0.05,
**P<0.01 vs Con; +P<0.05 vs DM-Con.
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2.6 Exendin-4对心肌组织Sirt1/PGC1α蛋白表达的影响

Western blot法检测各组Sirt1/PGC1α蛋白表达水

平，结果发现，与Con比较，DM-Con组小鼠心肌组织中

的Sirt1/PGC1α蛋白表达明显降低（P<0.05）；Exendin-4

干预后，糖尿病小鼠心肌 Sirt1/PGC1α蛋白表达较

DM-Con组显著升高（P<0.01，图7）。
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图7 各组小鼠心肌中Sirt1、PGC1α蛋白表达情况
Fig.7 Myocardial expression of Sirt1 and PGC1α
in the 3 groups (Means ± SE, n=6). A: Western
blotting for SIRT1, PGC1α and β-actin in hearts. B,
C: Densitometric analysis of western results. *P<
0.05 vs Con; ++P<0.01, +++P<0.001 vs DM-Con.
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3 讨论

本研究采用高脂饮食联合腹腔注射单剂量STZ建

立2型糖尿病小鼠模型，应用高脂饲料使小鼠产生一定

程度的胰岛素抵抗，再用STZ破坏部分胰岛β细胞，导致

胰岛素分泌不足，这种传统方法成膜率高且稳定，与临

床2型糖尿病也比较符合，适用于糖尿病及其并发症发

病机制及药物疗效的评估［19］。本文结果显示实验第8

周时，大部分小鼠（约80%）出现多饮、多食、多尿糖尿病

症状，血糖大于13.9 mmol/L，考虑2型糖尿病模型造模

成功。

越来越多证据证实GLP-1在调节糖脂代谢以及保

护心血管方面有着重要作用［20-21］。Yi等［22］发现Exendin-

4通过抑制晚期糖基化终产物受体抑制高糖诱导的心肌

细胞凋亡。Ravassa等在心肌细胞实验中发现GLP-1主

要通过PI3K信号通路以及部分通过ERK1/2信号通路

保护心肌细胞［23］。然而，关于GLP-1对糖尿病心肌病动

物模型的影响的研究仍较少。本实验结果显示，糖尿病

小鼠血糖、血脂较正常小鼠显著升高，心肌组织肥大及

纤维化指标显著升高，心肌结构紊乱，心肌细胞肥大，符

合糖尿病心肌病病变。Exendin-4干预8周后，心肌组

织形态学损害明显改善，大部分心肌纤维排列较整齐，

肥大心肌细胞减少；心肌组织BNP、TGFβ1表达明显降

低；同时，血糖和血清甘油三酯显著降低。这与Monji

等［13］应用exendin-4干预两种2型糖尿病心肌病模型（转

基因KK小鼠和高脂饮食诱导的肥胖小鼠）的研究结果

是一致的。以上结果均表明Exendin-4不仅改善全身糖

脂代谢，而且能够延缓糖尿病小鼠的心肌损害。

DCM的病理机制目前仍未完全阐明，大量证据发

现DCM与多种因素有关，包括心肌胰岛素信号传导受

损、钙稳态受损、线粒体功能障碍、内质网应激、肾素-血

管紧张素系统激活等［24］，最终导致糖尿病心肌细胞肥

大、间质纤维化。线粒体是细胞代谢的中心，参与了细

胞的基本功能如ATP的产生、活性氧的产生和清除等，

线粒体功能障碍和氧化应激在介导糖脂代谢紊乱以及

糖尿病心肌功能失调方面至关重要［25-26］。沉默信息调节

因子 1（Sir1）是一种依赖于烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（NAD+）的去乙酰化酶，能使多种蛋白质去乙酰化，从

而调节细胞增殖、分化、凋亡以及能量代谢，在糖脂代谢

调节和心血管系统中发挥重要作用。PGC1a是Sirt1下

游的一个主要靶基因，负责调节参与心肌能量代谢、线

粒体功能和心肌收缩力的基因［28］。当细胞能量储存减

少，NAD+水平升高，激活Sirt1，进而去乙酰化PGC1a

促进ATP的产生［29］。越来越多的研究表明，在生理及病

理条件（如糖尿病，缺血再灌注等）下，Sirt1/PGC1a信号

通路参与调节心肌代谢。Fang等发现白藜芦醇通过激

活Sirt1/PGC1a改善线粒体功能，减轻氧化应激从而缓

解糖尿病大鼠心肌损伤［30］。应用心脏特异性敲除Sirt1

小鼠证实Sirt1在DCM进展中的保护作用［31］。此外，在

糖尿病大鼠中GLP-1类似物利拉鲁肽通过激活AMPK-

Sirt1通路抑制心脏脂肪变性，氧化应激和细胞凋亡［32］。

本实验进一步观察到糖尿病小鼠心肌组织Sirt1/PGC1α

蛋白表达明显下降，而Exendin-4干预能重新激活Sirt1/

PGC1α信号通路，继而上调下游蛋白如NRF-1、NRF-2，

改善线粒体功能，改善氧化应激，从而减轻心肌损伤。

综上所述，Exendin-4能延缓糖尿病小鼠心肌损害

的进展，其机制与Exendin-4改善全身糖脂代谢以及重

新激活心肌组织Sirt1/PGC1α信号通路，改善线粒体功

能，抑制氧化应激有关。这为临床防治糖尿病心肌病提

供新思路。
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