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烟酰胺核糖抑制 db/db小鼠糖尿病心肌病的作用及机制研究 *
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摘要 目的：探讨烟酰胺核糖（NR）对 2型糖尿病小鼠心肌病的治疗作用及其机制。方法：2型糖尿病模型 db/db鼠和及其严格对照

小鼠 db/+小鼠，将小鼠分为 Con (db/+)组，DM (db/db)组，DM+NR组。采用超声测小鼠心脏功能，western-blot 及免疫组化测

SIRT1表达含量，DHE染色、MDA含量和MnSOD活性检测反映氧化应激水平。结果：与对照组相比，db/db小鼠心脏功能显著下

降(LVEF：42.3± 7.2vs 73.7± 10.2, P<0.01；LVFS：22.1± 4.2vs 42.7± 6.9, P<0.01)，SIRT1表达量显著下调（P<0.01）。NR喂养提高

SIRT1表达量（P<0.01），并有效改善 db/db小鼠心脏功能(LVEF：53.1± 8.1vs 42.3± 7.2, P<0.01；LVFS：33.4± 6.9vs 22.1± 4.2, P<0.

01)。同时，NR喂养显著降低了 db/db小鼠心肌组织的凋亡水平和氧化应激水平（P<0.05）。结论：NR有效改善了 db/db小鼠的心

功能障碍，降低了 db/db小鼠的心肌凋亡水平和氧化应激水平，这些作用的发挥可能与 NR增加 SIRT1的表达量有关。
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Study on Effect and Mechanism of Nicotinamide Ribose Inhibiting Diabetic
Cardiomyopathy in db/db Mice*

To clarify the therapeutic effect of nicotinamide ribose (NR) on type 2 diabetic myocardial injury in mice

and its potential underlying mechanism. Type 2 diabetes model mice db/db mice and wild C57 mice were purchased at 8 weeks

old. The mice were divided into Con(db/+) group, DM (db/db) group and DM+NR (db/db+NR) group. Echocardiology was used to mea-

sure the heart function of mice. The expression of SIRT1 was detected by western-blot and immunohistochemistry. ROS level, MDA

content and MnSOD activity was detected to reflect oxidative stress level. Compared with the control group, the cardiac function

of db/db mice decreased significantly (LVEF: 42.3± 7.2vs 73.7± 10.2, P<0.01; LVFS: 22.1± 4.2vs 42.7± 6.9, P<0.01), and the expres-

sion of SIRT1 was significantly down-regulated (P<0.01). NR feeding increased SIRT1 expression (P<0.01) and effectively improved

cardiac function in diabetic db/db mice (LVEF: 53.1± 8.1vs 42.3± 7.2, P<0.01; LVFS: 33.4± 6.9vs 22.1± 4.2, P<0.01). At the same

time, NR feeding effectively reduced the level of apoptosis and oxidative stress in myocardial tissue of diabetic db/db mice (P<0.01).

NR effectively improved cardiac dysfunction, reduced myocardial apoptosis and oxidative stress levels in diabetic db/db

mice, and these effects may be exerted by the increased expression level of SIRT1 by NR.
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前言

据世界卫生组织及国际糖尿病联盟报道，2011 年全球的

糖尿病患者总人数达到了 3亿 6600万人[1]。预计到 2030年，全

球的糖尿病患病人数将达到约 5亿人。心血管并发症是糖尿病

致死致残的最主要原因[2]。糖尿病心肌病是特指发生于糖尿病

患者的，以左心室肥大和左心室功能障碍为主要特征的，不依

赖于冠心病和动脉粥样硬化等血管病变的发生而发生的心衰

综合征[3]。探寻糖尿病心肌病的发病机制，寻找潜在的治疗靶

点，是当前亟待解决的的一个重要问题。烟酰胺核糖（Nicoti-

namide riboside，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，
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具有无毒无副作用的特点[4]。研究表明，NR能够进入细胞内部

分解产生 NAD+，进一步增强 Sirtuin家族的活性，发挥对抗肥

胖、胰岛素增敏等重要功能。Sirtuin家族是一类高度保守的

NAD +依赖性去乙酰化酶，其中以 Sirtuin1和 Sirtuin3最为人

们熟知[5,6]。本课题组既往的工作证实：NR可以激活 SIRT3，进

一步调节线粒体合成和自噬，改善 1型糖尿病高糖所致心肌损

伤[7]。然而 NR对于 2型糖尿病心肌病变是否具有保护作用以

及其内在机制尚不得而知。Sirtuin1（SIRT1）是细胞内重要的去

乙酰化蛋白，参与了众多基因转录、能量代谢以及细胞衰老过

程的调节[8]。近期研究发现，糖尿病心肌功能障碍的同时伴有显

著的 SIRT1活性降低[9]。上述研究提示：SIRT1活性降低可能参

与了糖尿病心肌病的发生发展过程。本课题旨在探讨 NR对与

2型糖尿病心肌的保护作用及其潜在机制，为糖尿病心肌病的

治疗寻找新的治疗途径。

1 材料和方法

1.1 材料

成年雄性 (体质量 25 g)、SPF级 C57小鼠由第四军医大学

动物中心提供，于 8周龄时购入；糖尿病模型鼠 db/db鼠购买

自常州卡文斯实验动物公司，于 8周龄时购入；血糖仪及血糖

试纸均购自美国罗氏公司；烟酰胺核糖（NR）购自中国汤普森

生物有限公司；SIRT1抗体，内参抗体均购自美国 CST公司；

表面活性剂曲拉通 X-100；6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）；羊

抗兔和羊抗小鼠二抗均购自中国壮志生物公司；MDA检测试

剂盒和MnSOD活性检测试剂盒购自中国碧云天生物公司；小

鼠心脏功能超声系统为加拿大 VisualSonics公司 Vevo誖 2100

超高分辨率小动物彩色多普勒超声实时影像系统；小鼠麻醉所

用异氟烷购自中国河北一品公司；酶标仪购自 Thermo公司；

Bio-Rad成像系统购自美国伯乐公司。

1.2 方法

1.2.1 野生鼠和模型鼠的处理 以普通饲料喂养 db/+ 鼠和

db/db小鼠至 12周龄。12周起监测小鼠血糖血脂。以 db/+为

Con组。随机选出 db/db模型小鼠，给予 800 mg/kg*d NR溶于

生理盐水灌胃，作为 DM+NR组。对照组 db/db组给予相同剂

量的生理盐水灌胃，作为 DM组。

1.2.2 小鼠心脏功能的超声检测 在各组小鼠达到 16周龄

时，使用小动物高分辨率超声仪检测小鼠心脏功能：以异氟烷

麻醉小鼠，固定小鼠于 37℃的恒温垫上，将小鼠四肢末端用 4

个电极连接。获取胸骨旁长轴切面M型超声图像，将 6个持续

心动周期的平均值保留为原始数据，软件自动测算左心室射血

分数(ejection fraction，EF)，左心室短轴缩短率(fractional short-

ening，FS)。

1.2.3 蛋白的提取及 western-blot检测 将分离好的心脏组织

用 4℃预冷 PBS洗涤 3次，充分研磨。加入裂解液提取蛋白，

BCA法测定蛋白浓度，根据蛋白定量结果调整上样体积。进行

SDSPAGE蛋白电泳，并转膜至 NC膜上。滴加 8%脱脂奶粉封

闭孵育 1 h，TBST液洗 3次，4度滚筒过夜孵育一抗，TBST液

洗 3次，滴加山羊抗兔 IgG抗体孵育 1 h，TBST液洗 3次。用

化学发光法检测目的蛋白条带，并用 Bio-rad 系统记录，以

茁-actin为内参标化各蛋白表达的水平。

1.2.4 免疫组化检测 SIRT1表达水平 将取下的心脏标本置

于 4％中性甲醛溶液中，常规石蜡包埋，制作 4 滋m的切片，采
用免疫组化染色：修复抗原，一抗在 4℃下孵育，二抗在 37℃

下孵育 30 min，运用二氨基联苯胺底物显色。

1.2.5 DHE染色检测心肌 ROS水平 心肌组织冰冻切片，立

即浸入 5 滋mol/L的 DHE溶液中，37℃避光染色 30 min。用 10

mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)避光洗涤 15 min× 2次，荧光显微镜

下(490 nm激发光和 520 nm发射光)拍摄图片。

1.2.6 心肌组织MDA水平和MnSOD活性检测 取小鼠心脏

左室组织以生理盐水匀浆，严格按照试剂说明书步骤操作，使

用酶标仪，通过比色法测定心肌MDA含量和MnSOD活性。

1.3 统计学处理

计量资料数据用 x± sem表示。用 GraphPad Prism 6.0进行

统计分析和绘图，两组之间的比较采用 One-way ANOVA分

析，P≤ 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 db/db小鼠心脏功能显著下降，SIRT1表达量显著下调

相比于WT组，db/db小鼠的血糖和血脂均明显升，显著高

于对照组小鼠（P<0.01），见图 1A，1C。对组相比，db/db小鼠心

功能出现显著下降，具体地，糖尿病 db/db小鼠的左室射血分

数（42.3± 7.2vs 73.7± 10.2, P<0.01）和左室短轴缩短率（22.1±

4.2vs 42.7 ± 6.9, P<0.01） 都显著低于对照小鼠，见图

1B，1D，1E；伴随着心脏功能的降低，western-blot和免疫组化染

色结果均显示 db/db小鼠心肌的 SIRT1表达量出现了显著的

下降（P<0.01），见图 1F，1G。

2.2 NR改善 db/db小鼠心脏功能，提高 SIRT1表达量

与单纯 db/db小鼠组相比，NR喂养组 db/db小鼠的心脏功

能出现了显著的改善，具体地，相比于单纯糖尿病组，DM+NR

组小鼠的左心室射血分数(53.1± 8.1vs 42.3± 7.2, P<0.01）和左

心室短轴缩短率（33.4± 6.9vs 22.1± 4.2, P<0.01）都出现了显著

的上升，见图 2A，2B，2C；伴随着心脏功能的改善，相比于 DM

组，DM+NR组心肌的 SIRT1 表达量出现了显著的上调（P<0.

01），见图 2D，2E。

2.3 NR降低糖尿病小鼠心肌凋亡水平

与单纯 DM组相比，DM+NR组剪切的 caspase3的表达量

出现了显著的降低（P<0.01），见图 3。

2.4 NR降低糖尿病心肌氧化应激水平

与 DM组相比，DM+NR的 DHE染色荧光强度显著下降

（P<0.01），见图 4A,4B；DM+NR 组小鼠心肌 MDA 水平降低

（P<0.01），MnSOD活性升高（P<0.01）。见图 4C，4D。

3 讨论

据世界卫生组织估计，到 2030年，全球的糖尿病及糖尿病

前期患者将达到 4.5亿人。糖尿病已经超过肿瘤等其它疾病，

成为人类健康的首要威胁。糖尿病是一组以高血糖为主要特征

的代谢综合征。随着糖尿病的病程发展，糖尿病患者会出现一

系列的并发症，包括糖尿病微血管病变，糖尿病肾病，心血管并

发症和周围神经病变。心血管并发症是糖尿病患者致死致残的

首要原因[10]。糖尿病患者罹患心衰的概率是正常人的 4-5倍[11]。
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糖尿病心肌病是糖尿病患者出现心衰的重要原因[12]。糖尿病心

肌病早期一般不出现显著的心脏收缩功能降低，仅出现心脏舒

张功能受损，表现在具体的检验数值上，则会出现超声 E/A比

值下降。随诊病程的不断发展，心肌细胞不断凋亡，被胶原取

代，则出现心脏舒张功能和收缩功能同时受损。目前对于糖尿

病心肌病尚缺乏有效的治疗干预手段，临床上对于糖尿病心肌

病变的治疗主要集中在基础的降糖治疗和控制心衰的对症治

疗。因此，探讨糖尿病心肌病的内在机制，寻找可能的治疗靶点

和治疗措施对于提高糖尿病患者的生存率具有重要意义。目前

新发的糖尿病主要为 2型糖尿病，与胰岛素缺乏的 1型糖尿病

不同的是，2型糖尿病的主要特征是胰岛素抵抗，常伴有肥胖

和高脂血症。db/db小鼠是一种常用的 2型糖尿病小鼠，在本研

究中，我们采用了自发 2糖尿病模型鼠 db/db小鼠，小鼠血糖

血脂均显著高于对照组，并出现了显著的心功能障碍。伴随着

图 1 超声检测小鼠心功能，western-blot检测心肌 SIRT1表达量（n=4-6，**与 Con组相比，P<0.01）

Fig.1 Cardiac function was detected by echocardiology, expression of SIRT1 in myocardium was detected by western-blot (n=4-6, ** vs Con, P<0.01)

图 2 NR对糖尿病小鼠心功能和 SIRT1表达量的影响（n=4-6，**与 Con组相比，P<0.01；##与 DM相比，P<0.01）

Fig.2 Effects of NR on cardiac function and SIRT1 expression in diabetic mice. (n=4-6, ** vs Con, P<0.01; ## vs DM, P<0.01)
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图 3 NR对糖尿病小鼠心肌凋亡水平的影响（n=4-6，**与 Con组相比，P<0.01；##与 DM相比，P<0.01）

Fig.3 The effect of NR on myocardial apoptosis in diabetic mice (n=4-6, ** vs Con, P<0.01; ## vs DM, P<0.01)

图 4 NR对糖尿病小鼠心肌氧化应激水平的作用（n=4-6，**与 Con组相比，P<0.01；##与 DM相比，P<0.01）

Fig.4 Effect of NR on myocardial oxidative stress level in diabetic mice (n=4-6, ** vs Con, P<0.01; ## vs DM, P<0.01)

心脏功能的下降，SIRT1的表达水平也出现了显著的下调，表

明 SIRT1很可能参与了 2型糖尿病心肌损伤的进程。

NR是一种核苷，是烟酰胺和核糖组合而成的化学物质。它

广泛的存在于人们的日常饮食中，极易获得。NR进入细胞后，

被 NR激酶分解为烟酰胺单核苷酸，后者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[13]。NR最早被

发现可以对抗阿尔兹海默症神经损伤和由噪音所导致的听力

丧失[14,15]。发表在《cell metabolism》的一项研究指出，NR可以对

抗由高脂饮食诱导的肥胖，并增加肥胖小鼠的胰岛素敏感性[16]。

本课题组的前期研究也表明，NR能够改善 1型糖尿病小鼠的

心肌损伤，在本课题组的前期研究中，NR有效改善了 STZ诱

导的 1型糖尿病，改善了糖尿病小鼠的心脏功能，抑制了高糖

诱导的心肌纤维化。NR对于 1型糖尿病心肌病变的改善作用

主要通过激活 SIRT3进一步改善糖尿病心肌的自噬发挥[7]。2

型糖尿病心肌病的发病机制与 1型糖尿病不同，NR对 2型糖

尿病心肌病是否有效，目前仍不清楚。本研究显示，随着 2型糖

尿病小鼠病程的不断发展，糖尿病小鼠的心脏功能出现了明显

的损害，表现在左室射血分数显著降低。而 NR喂养显著改善

了 2型糖尿病小鼠心脏功能损伤，使糖尿病小鼠的射血分数显

著上升。

Sirtuin家族是细胞内重要的去乙酰化，广泛参与诸如糖代

谢，脂代谢，神经修复，衰老等众多生理过程。SIRT1是 Sirtuin

家族的重要成员，是细胞内重要的去乙酰化酶，具有调节转录

活性，能量代谢的重要作用。NAD+作为 Sirtuin家族发挥作用

的重要辅酶，其作用同样至关重要。综合各项研究，提高 SIRT1

活性的途径主要包括两种：1.提高 SIRT1本身的表达量 2.提高

其辅酶 NAD+的含量。NR是 NAD+的前体物质，可以进入细

胞提供大量的 NAD+。本研究发现，NR能够改善 db/db小鼠心

脏功能损伤，与此同时，NR显著提高了 SIRT1的表达量。这表

明 NR对抗糖尿病心脏损伤的作用很有可能是通过 SIRT1发

挥的，其具体机制仍需进一步探讨。糖尿病小鼠心肌细胞凋亡

严重[17]，凋亡的心肌直接导致了心脏收缩功能的降低，另一方

面，凋亡的心肌细胞被成纤维细胞所代替，心脏出现过度纤维

化，阻碍了心脏收缩及舒张的正常功能，加速了心力衰竭的发

生发展[18]。我们的结果表明，NR有效抑制了 db/db小鼠心肌细

胞的凋亡，可能与 NR改善心肌线粒体的功能有关。线粒体依
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赖的凋亡途径是细胞凋亡的重要过程，损伤的线粒体膜电位下

降，细胞色素 C随之漏入细胞质中，进一步触发了线粒体依赖

的凋亡途径。既往研究指出，SIRT1在线粒体正常生理功能的

维持中起重要作用，过表达 SIRT1科显著改善线粒体功能[19,20]。

本研究表明，NR能够显著改善 2型糖尿病所致心肌损伤，这种

改善作用的发挥与 SIRT1关系密切。

近年来的诸多研究指出，氧化应激在糖尿病的心肌损伤中

扮演重要作用[21,22]。无论在 1型还是 2型糖尿病所致的心肌损

伤中，均可见明显的氧化应激水平增高。氧化应激主要来源于

细胞内的过氧化物，如超氧阴离子（·O2
-）、羟自由基（·OH）和过

氧化氢（H2O2）等。线粒体是心肌细胞的能量工厂，供应着心肌

细胞的绝大部分能量。线粒体所供给的 ATP主要是通过有氧

呼吸产生。线粒体在进行有氧呼吸的同时，以 1-4%的速度产出

超氧化物。适量的超氧化物可以用于维持细胞正常的生理功

能，而过多的超氧化物则会对细胞造成不可逆的损伤。ROS是

心肌氧化应激水平的标志物，MDA是脂质过氧化的主要产物，

MnSOD是一种保护线粒体免受氧化应激损伤的超氧化物歧化

酶，三者均为检测氧化应激水平的常用指标[21,23]。据此，我们检

测了 db/db 小鼠心肌组织的 ROS 水平，MDA 含量以及 Mn-

SOD 活性。发现 NR 可以有效降低糖尿病心肌 ROS 水平，

MDA含量，增强MnSOD活性，提示 NR可以改善糖尿病心肌

的氧化应激，这可能也与 SIRT1表达量的增高有关。有研究发

现，过表达 SIRT1能够有效改善血管损伤所致的氧化应激[24]。

综上所述，本研究发现，糖尿病心肌 SIRT1水平显著降低，

可能参与糖尿病心肌损伤的发展进程。NR有效改善了 db/db

小鼠的心功能障碍，降低了 db/db小鼠的心肌凋亡水平和氧化

应激水平，这些作用的发挥可能与 NR增加 SIRT1的表达量有

关。这些结果提示：SIRT1参与了 2型糖尿病心肌病的发生发展

过程，NR-SIRT1可能成为糖尿病心肌病干预治疗的潜在靶点。
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