
糖尿病心肌病（DCM）是一种独立的糖尿病并发

症，高血糖致心肌病变主要特点是以心肌结构改变

为主［1-2］，包括心肌纤维化（MF）是其中主要改变之一，

MF是以成纤维细胞产生的细胞外基质过量堆积和其本

身表型改变分化成纤维母细胞为主要特点。心室肌纤

维化室早期主要以心室肌顺应性显著降低、充盈受限和

舒张末期容积下降，晚期收缩功能也会降低，最终会引

起心力衰竭。因此关于心肌纤维化机制研究具有重要

意义。自噬作为一种进化保守的溶酶体依赖性分解代

谢途径，在维持细胞内环境稳态发挥着重要作用，当细
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摘要：目的 探讨自噬是否介导乙醛脱氢酶（ALDH）2对高糖处理的乳鼠心肌成纤维细胞的作用。方法 无菌条件下取出生3d内

SD大鼠乳鼠心脏，剪碎并用胰蛋白酶和胶原酶2混合酶消化成单个细胞，经差速贴壁后并传代培养，当传至3代时进行处理。应

用免疫荧光检测培养的乳鼠心肌成纤维细胞内波形蛋白以此鉴定原代培养心肌成纤维细胞纯度；实验涉及如下分组：5.5 mmol/L

糖对照组（F）、30 mmol/L高糖组（FH）、30 mmol/L高糖加乙醛脱氢酶2激动剂（Alda-1）组(FHA)、30 mmol/L高糖加乙醛脱氢酶2

抑制剂（Daidzin）组（FHD）、30 mmol/L高糖加乙醛脱氢酶2激动剂（Alda-1）和乙醛脱氢酶2抑制剂（Daidzin）（FHAD）；Western

blot检测ALDH2、微管相关蛋白1轻链3B亚基（LC3B）、Beclin-1的蛋白表达；羟脯胺酸试剂盒测定细胞培养液中羟脯胺酸含量；

CCK-8试剂盒测定心肌成纤维细胞增殖能力。结果 与F组相比，FH组ALDH2蛋白表达降低，Beclin-1、LC3B蛋白表达降低，细

胞培养上清液内羟脯胺酸含量、细胞数目增高；与FH组相比，FHA组Beclin-1、LC3B蛋白表达、ALDH2蛋白表达增加，细胞数

目、细胞内羟脯胺酸含量降低，与此同时FHD组ALDH2蛋白及Beclin-1、LC3B表达降低，细胞数目、细胞内羟脯胺酸含量增高。

结论 线粒体ALDH2抑制高糖诱导的乳鼠心肌成纤维细胞增殖作用，其机制可能与ALDH2对自噬相关蛋白Beclin-1、LC3B的

上调作用有关。
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Abstract: Objective To investigate whether autophagy mediates the effects of aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2) on the
proliferation of neonatal rat cardiac fibroblasts cultured in high glucose. Methods Cardiac fibroblasts were isolated from
neonatal (within 3 days) SD rats and subcultured. The fibroblasts of the third passage, after identification with
immunofluorescence staining for vimentin, were treated with 5.5 mmol/L glucose (control group), 30 mmol/L glucose (high
glucose group), or 30 mmol/L glucose in the presence of Alda-1 (an ALDH2 agonist), daidzin (an ALDH2 2 inhibitor), or both.
Western blotting was employed to detect ALDH2, microtubule-associated protein 1 light chain 3B subunit (LC3B) and Beclin-1
in the cells, and a hydroxyproline detection kit was used for determining hydroxyproline content in cell culture medium; CCK-
8 kit was used for assessing the proliferation ability of the cardiac fibroblasts after the treatments. Results Compared with the
control cells, the cells exposed to high glucose exhibited obviously decreased expressions of ALDH2, Beclin-1 and LC3B and
increased cell number and hydroxyproline content in the culture medium. Treatment of the high glucose-exposed cells with
Alda-1 significantly increased Beclin-1, LC3B, and ALDH2 protein expressions and lowered the cell number and intracellular
hydroxyproline content, whereas the application of daidzin resulted in reverse changes in the expressions of ALDH2, Beclin-1
and LC3B, viable cell number and intracellular hydroxyproline content in high glucose-exposed cells. Conclusion
Mitochondrial ALDH2 inhibits the proliferation of neonatal rat cardiac fibroblasts induced by high glucose, and the effect is
possibly mediated by the up-regulation of autophagy-related proteins Beclin-1 and LC3B.
Keywords: mitochondrial acetaldehyde dehydrogenase 2; high glucose; autophagy
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胞处于多种应激下可引起的胞质成分改变和细胞器损

伤，而自噬途径就能够消化并循环利用这些“多余的物

质”以维持胞内环境动态平衡［3］，因此基础水平的自噬是

细胞维持自稳态的重要机制之一。但目前关于自噬活

动利弊还存在很大争议。既往研究发现心血管疾病的

发生与自噬水平的降低有着密切的关系，如心力衰竭、

心肌肥大和扩张型心肌病等［4-5］，而在糖尿病心肌病中自

噬途径的活化程度与心肌损伤程度存在相关性［6］，也有

研究发现在糖尿病心肌病中自噬水平升高并促进机体

糖代谢［7］，可改善心肌预后。

线粒体乙醛脱氢酶（ALDH）2是一种位于线粒体内

重要的醛类氧化酶，其抗氧化应激作用研究广泛，在细

胞凋亡研究方面证实，ALDH2具有抑制细胞凋亡作

用。ALDH2对高糖诱导的心肌成纤维细胞增殖活化有

抑制作用［8］，既往研究也发现自噬活动与心肌纤维化有

很强相关性［9- 10］，但自噬所发挥的作用利弊仍具有争

议。我们研究发现在糖尿病心肌病模型中可以观察到

自噬活化程度与心肌损伤程度成正相关［11］，但在心肌成

纤维细胞中自噬水平变化情况未得到验证，自噬在心肌

成纤维细胞中的作用也没有明确定论。因此我们通过

高糖处理的乳鼠心肌成纤维细胞，探讨ALDH2对自噬

水平影响及其可能机制。

1 材料和方法

1.1 动物和试剂

SD大鼠（蚌埠医学院实验动物中心）；胰酶消化液

（碧云天）；DNA酶I（索莱宝）；胶原酶2（索莱宝）；Hanks

液（碧云天）；胎牛血清（四季青）；DMEM低糖、高糖培

养基（HyClone）；Daidzin、Alda-1（sigma）；抗 ALDH2、

LC3B、Beclin-1抗体（abcam）；β-actin（Biosharp）；BCA

试剂盒（碧云天)；羟脯胺酸试剂盒（南京建成）；CCK8试

剂盒（贝博）；DAPI（ZSGB，北京）；羊抗小鼠荧光标记二

抗（武汉博士德）。

1.2 方法

1.2.1 心肌成纤维细胞原代培养 出生3 d内乳鼠数若

干只，无菌条件取出心脏，具体方法参照文献［12］，差速

贴壁后继续培养心肌成纤维细胞，当细胞传至3代时则

为较稳定的心肌成纤维细胞可进行实验。

1.2.2 心肌成纤维细胞鉴定 用免疫荧光对培养心肌成

纤维细胞进行鉴定。具体方法参照文献［12］，其中抗波

形蛋白（Vimentin 1∶300）孵育细胞。

1.2.3 Western blot检测ALDH2、LC3B、Beclin-1蛋白表

达情况 各组细胞处理48 h后，用全细胞裂解液提取细

胞总蛋白。按照BCA试剂盒说明测蛋白浓度，制备

10% SDS-PAGE分离胶和5% 浓缩胶，采取30 µg上样

量。电泳分离出蛋白后，电转到PVDF膜上；室温条件

下各条带用5%脱脂奶粉孵育2 h；低温条件下一抗孵育

后二抗中37℃孵育1 h，然后进行化学发光法进行曝光。

1.2.4 细胞培养液中羟脯胺酸含量测定 取各组细胞培

养液，按试剂盒步骤说明进行实验操作，结果根据试剂

盒所给计算公式进行计算。

1.2.5 各组细胞增殖测定 将培养皿中细胞用胰酶消化

后，用细胞计数板进行计数，以计数结果按2000，4000，

8000，16 000，32 000，128 000等比例接种到96孔板中，

待细胞贴壁生长后，每孔加入CCK8试剂反应2.5 h后

用酶标仪波长450 nm处测量各孔A值；根据每孔细胞

数量和对应A值，绘制细胞数量与A值关系曲线；同时

按计数板计数结果以细胞数2000/孔按分组接种到96

孔板中，待细胞完全贴壁后进行处理；当每组细胞干预

时间足够后每孔加入CCK8试剂反应2.5 h后进行A值

测定；此时所得A值代入之前所得细胞数量与A值关系

曲线中得到每组细胞数量。

1.3 统计学处理

采用GraphPad prism 6进行数据分析并用以均数±

标准差表示，多组均数间比较采用单因素方差分析，各

组均数比较采用HolmSidak（recommended）校正的 t检

验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 原代心肌成纤维细胞鉴定结果

通过对特异性表达于心肌成纤维细胞Vimentin蛋

白进行免疫荧光染色，绿色为位于心肌成纤维细胞

胞浆内Vimentin蛋白染色结果，蓝色为细胞核染色结果

（图1）。

图1 心肌成纤维细胞免疫荧光鉴定
Fig.1 Immunofluorescence identification of neonatal rat cardiac fibroblasts (Original magnification: ×100).

Vimentin DAPI Merged
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2.2 免疫印迹检测ALDH2、LC3B、Beclin-1蛋白表达

情况

通过 Image-J分析条带，结果显示：对各组细胞予

以相应处理 48 h 后，对比于 F 组，ALDH2、Beclin-1、

LC3B表达降低在FH组；相比FH组，FHA组ALDH2、

Beclin-1、LC3B 蛋白表达量增多，FHD 组 ALDH2、

LC3B进一步降低（图2）。

F FH FHA FHD

ALDH2

β-actin

图2 Western blot检测各组ALDH2、Beclin-、LC3B蛋白表达
Fig.2 Western blotting for detecting ALDH2, LC3B, and Beclin-1 protein expressions in primary cultures of neonatal rat
cardiac fibroblast after the treatments (n=3). A: Western blotting of ALDH2; B: ALDH2 protein levels normalized by β-
actin (*P<0.05 vs FH, **P<0.05 vs FH, ***P<0.05 vs FH); C: Western blotting of Beclin-1; D: Beclin-1 protein levels
normalized by and β-actin (*P<0.05 vs FH, **P<0.05 vs FH, ***P>0.05 vs FH); E: Western blotting of LC3B; F: LC3BII
protein levels normalized by β-actin (*P<0.05 vs FH, **P<0.05 vs FH, ***P<0.05 vs FH).
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2.3 心肌成纤维细胞增殖测定

细胞相应条件下培育48 h后：F组细胞数目最少，

在高糖诱导下细胞数目显著增多，给予Alda-1处理的

FHA组细胞数目有所降低，FHD组细胞数目较FH组增

多显著（图3）。

2.4 各组细胞培养液中羟脯胺酸含量测定

细胞相应条件下培育48 h后：F组中细胞培养液中

羟脯胺酸含量最低，FHA组较FH组细胞培养液中羟脯

胺酸含量有所降低，而FHD组较FH组中培养液中羟脯

胺酸含量进一步增多（图4）。

3 讨论

机体内长期高血糖能够促进心肌纤维化的发生，
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图3 不同处理组细胞数目
Fig.3 Number of viable cells in the primary cultures of
neonatal rat cardiac fibroblasts in each group (n=3). *P<0.01
vs FH, **P<0.05 vs FH, ***P<0.01 vs FH.
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使心肌成纤维细胞过度增殖，进而心肌成纤维细胞合成

并分泌胶原导致胶原在细胞外间质大量积累，心肌纤维

化可致心室重构，并可致心功能下降，但其中具体机制

仍不明确。本实验发现ALDH2可以表达于心肌成纤

维细胞中，高糖可降低心肌成纤维细胞中ALDH2、自噬

标志物LC3B蛋白表达水平，而当激动或抑制ALDH2

对自噬水平都有显著影响，这就提示了：ALDH2可能通

过调节自噬水平影响着心肌成纤维细胞活性及分泌胶

原纤维。近年来研究发现自噬参与着多种心血管疾病

发生发展［13-15］。生理状态下自噬可消化降解细胞内受损

的组分并回收利用，维持细胞内环境稳态。心肌成纤维

细胞通过产生胶原蛋白，纤维蛋白等，使细胞外基质保

持完整性［16］。 以往研究发现自噬活动与 AMPK-

mTORC1-ULK1信号通路有着密切关系［17-18］。在自噬

期间，LC3的羧基末端脂质修饰是自噬体形成所需的充

分表征现象，并且可以通过检测 LC3-II 观察到自噬

水平［19］，Kim等研究发现，葡萄糖饥饿通过AMPK依赖

性磷酸化激活Ulk1蛋白激酶，并同时检测到较高水平

的LC3-II［18］，进一步研究发现AMPK作用于ULK1de

Ser317和 Ser777两个磷酸化位点使其活化，而作为自

噬起始激酶，Ulk1调节的机制对于理解自噬调节至关重

要。TORC1是最重要的自噬调节因子之一，mTORC1

可通过磷酸化Ulk1 Ser 757磷酸化位点抑制Ulk1活化

并破坏其与AMPK的相互作用。正常或饥饿状态下，

AMPK 处于激活状态，蛋白激酶 ULK1 Ser317 和

Ser777磷酸化，进一步形成ULK1-Atg13-FIP200复合

体，促使着自噬发生；而当高糖等能量充足时，mTOR通

过ULK-1的Ser757干扰AMPK与ULK1结合，抑制自

噬［20］。就目前研究来看，自噬在糖尿病心肌病究竟是保护

作用还是损伤作用存在很大争议。在T1D和T2D中自噬

所发挥作用也是不同，研究提示，T1D小鼠AMPK活性

降低，而雷帕霉素靶蛋白（mTORC1）则相对激活［21］，

Beclin-1-Bcl-2复合体结合增强，最终抑制了自噬的发

生。通过心脏成纤维细胞培养，采取饥饿或 β2肾上腺素

能刺激使自噬活性增强，使 I型胶原蛋白降解加速［22］。

自噬可以清除错误折叠的三聚体形式的 I型前胶原蛋

白，其在Hsp47-/-成纤维细胞的内质网中聚集成聚集

体［23］。缺乏Beclin 1的小鼠的肾脏表现出促纤维化表

型，其中 I型胶原蛋白沉积增加［24］，有研究发现TGF-β1

可通过TAK1-MKK3-p38信号传导通路诱导Beclin-1

水平升高［25］，可减少肾系膜细胞I型胶原蛋白的产生，这

说明自噬在纤维化过程中起重要作用。这些数据表明，

自噬可以通过其在细胞内胶原蛋白降解中的作用部分

地影响心脏重塑，缓解心脏纤维化，且与我们目前结果

比较相符。研究证实糖尿病或者高糖环境下均可诱导

心肌纤维化的发生［26-27］。本实验通过高糖诱导原代培养

的心肌成纤维细胞，并以Beclin-1、LC3B作为自噬标志

物可反映机体内自噬水平［28-30］，结果发现高糖作用下的

心肌成纤维细胞内自噬水平较正常糖浓度组显著降低，

同时高糖组心肌成纤维细胞细胞数目显著增加并产生

更多的羟脯胺酸，这些发现与既往研究相符［16, 22-23］，这就

提示了自噬水平的降低可能促进心肌纤维化的发生发

展，而这种结果和T1D自噬变化趋势相似，而自噬在

T2D中则存在较大争议，T1D与体外建造的糖尿病细胞

模型都存在胰岛素缺乏这一共性，那么是不是胰岛素存

在与否导致的差异性还需进一步实验论证。

ALDH2对糖尿病致心血管疾病中具有保护作用［31］，

我们前期研究发现在糖尿病大鼠模型中［32］，低浓度酒精

激活的ALDH2通过降低 Bax/Bcl-2比例，激活PI3K/

Akt并抑制mitoPTP开放缓解高糖环境对心肌细胞损伤

作用，并可抑制心肌纤维化发生发展。有研究发现在小

鼠肝脏中PI3K/Akt/mTOR信号通路在乌头碱诱导的自

噬活动中发挥着重要作用［33］，在链脲佐菌素诱导的糖尿

病模型中发现，激动ALDH2可使AMPK活性升高，同

时作为自噬标志物的LC3Ⅱ蛋白水平显著升高［34］。这

就提示了ALDH2与自噬活性可能有着密切联系，且可

能是通过调节AMPK-mTORC1-ULK1完成的。本实

验发现：高糖环境下ALDH2表达水平显著降低，通过

ALDH2特异性激动剂Alda-1可使ALDH2表达水平升

高，同时自噬标志物Beclin-1、LC3B表达水平也显著升

高，而心肌成纤维细胞数目及其所产生的羟脯胺酸都减

少，而当运用ALDH2特异性抑制剂Daidzin后则会发

生相反的结果，这就提示了ALDH2可能对高糖诱导的心

肌成纤维细胞中自噬水平有调节作用，而同时ALDH2

可对心肌成纤维细胞增殖及羟脯胺酸分泌也具有调节

作用，这与我们既往研究结果相符［8］。

总之，我们实验发现：ALDH2能够调节高糖处理的

心肌成纤维细胞增殖及分泌活性，同时能够使其内自噬

水平发生相应改变。因此ALDH2可能通过调节高糖

处理的心肌成纤维细胞内自噬水平抑制心肌成纤维细

胞增殖及分泌活性，但其具体机制仍需进一步研究。
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图4 各组细胞培养液中羟脯胺酸含量
Fig.4 Content of hydroxyproline in the primary cultures
of neonatal rat cardiac fibroblasts in each group (n=3). *P<
0.01 vs FH, **P<0.05 vs FH, ***P<0.05 vs FH.
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