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糖尿病诱导 serpinE1分泌增多对心肌细胞 NF-资B核易位
及凋亡的影响 *

赵 娜 黄 璐 沈惺忆 葛 清 朱苏文 任晓敏 胡作英△

（南京医科大学附属南京医院（南京市第一医院）心内科 江苏南京 210006）

摘要目的：探讨糖尿病诱导 serpinE1分泌增多是否引起心肌细胞 NF-资B核易位及凋亡。方法：8周龄 C57BL/6J小鼠随机分为对

照组和糖尿病组，糖尿病模型应用链脲佐菌素腹腔注射诱导。体外试验中，应用低糖（5.5 mmol/L）及高糖（25 mmol/L）浓度培养基

分别处理大鼠心肌 H9C2细胞。ELISA法分别检测小鼠血清及细胞培养上清中的 serpinE1水平，Western Blot分别检测心脏组织

及细胞中 caspase-3、cleaved caspase-3以及细胞浆、细胞核中 NF-资B蛋白表达。此外，H9C2细胞分为三组：对照组、serpinE1重组
蛋白处理组、JSH-23与 serpinE1重组蛋白共同处理组，Western Blot检测上述相同指标。结果：糖尿病小鼠血清及高糖处理的细胞

培养上清中 serpinE1水平较对照组显著增加(P<0.05)。同对照组相比，细胞核 /细胞浆 NF-资B、cleaved caspase-3/ caspase-3在糖尿
病小鼠心肌组织及 H9C2细胞高糖处理组中显著上升 (P<0.05)。此外，serpinE1重组蛋白处理后细胞核 /细胞浆 NF-资B以及
cleaved caspase-3/ caspase-3同对照组相比，均显著增加(P<0.05)，而 JSH-23则减弱了 serpinE1的这些效应。结论：糖尿病诱导

serpinE1分泌增多促进心肌细胞 NF-资B核易位及凋亡。
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Effects of Diabetes-induced Increase in SerpinE1 Secretion on Nuclear
Translocation of NF-资B and Apoptosis in Cardiomyocytes*

To investigate whether the increased secretion of serpinE1 induced by diabetes can cause nuclear

translocation and apoptosis of NF-资B in cardiomyocytes. 8-week-old C57BL/6J mice were randomly divided into control and

diabetic group. The diabetes model was induced by intraperitoneal injection of streptozotocin. In vitro, rat myocardial H9C2 cells were
treated with low-glucose (5.5 mmol/L) and high-glucose (25 mmol/L) concentration media, respectively. SerpinE1 levels in mouse serum

and cell culture supernatant were detected by ELISA, as well as caspase-3 and cleaved caspase-3, in line with NF-资B protein expressions

in cytoplasm and nucleus in heart tissue and cells were detected by Western Blot, respectively. In addition, H9C2 cells were divided into

three groups: control, serpinE1 recombinant protein, and JSH-23 combined with serpinE1 recombinant protein. Western Blot were used

to detect the same indicators above. SerpinE1 levels in serum of diabetic mice and cell culture supernatants treated with high

glucose were significantly higher than those in control group (P<0.05). Compared with the control group, nuclear/cytoplasmic NF-资B,
cleaved caspase-3/caspase-3 were significantly increased in the myocardial tissue of diabetic mice and H9C2 cells treated with high

glucose (P<0.05). Moreover, the nuclear/cytoplasmic NF-资B and cleaved caspase-3/caspase-3 were significantly increased after serpinE1

recombinant protein treatment compared with the control group (P<0.05), while JSH-23 treatment attenuated these effects of serpinE1.
Diabetes-induced increase in serpinE1 secretion promotes NF-资B nuclear translocation and apoptosis in cardiomyocytes.
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前言

糖尿病心肌病（DCM）是糖尿病的常见并发症，基于人群

的流行病学研究报道，几乎一半的糖尿病（DM）患者存在

DCM，其主要特征性表现为心肌肥厚、心脏纤维化及心力衰

竭，危害严重[1，2]。长期高血糖状态是引起糖尿病患者心肌损伤

的重要原因，但是多项大规模临床研究显示，单纯降糖治疗未

能得到预期的心血管保护作用[3]。因此，探讨触发 DCM的发病

机制，寻找早期有效的防控靶点，具有非常重要的意义。DM早

期诱导心肌细胞凋亡，引起心肌肥厚及心脏纤维化，最终导致
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表 1两组小鼠血清中 serpinE1含量（x依s，ng/mL）
Table 1 Comparison of serpinE1 levels in serum between the two mice groups (x依s, ng/mL)

Index Control(n=15) Diabetic mice(n=14) P-value

serpinE1 2.88依0.76 5.32依0.91 0.017

心力衰竭及 DCM[1，4]。Hamid T等报道了心力衰竭小鼠模型中，

核因子 -资B（NF-资B）持续激活促进心肌细胞凋亡及心脏纤维
化，加剧心脏重塑[5]。Zuo等进一步发现糖尿病小鼠心肌组织

NF-资B核易位增加，引起 NF-资B激活及心肌凋亡[6]。此外，众多

文献阐明了抑制 NF-资B核易位可有效改善 DCM[7-9]。这些研究

均表明 NF-资B可能是治疗 DCM的重要分子靶点。丝氨酸蛋白

酶抑制剂进化枝 E成员 1（serpinE1），也被称为纤溶酶原激活

物抑制剂 -1（PAI-1），为分泌型蛋白，与 NF-资B相互作用，参与
高糖诱导的人皮肤成纤维细胞损伤 [10]。糖尿病患者血清中

serpinE1水平明显升高[11，12]，是否促发心肌细胞 NF-资B核易位
及凋亡，从而导致心脏重塑及 DCM，目前尚不明确。本研究设

计研究糖尿病诱导 serpinE1分泌增多对心肌细胞 NF-资B核易
位及凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 30只 8周龄雄性 C57BL/6J小鼠购于常州卡文

斯实验动物有限公司，所有动物均在实验室适应性喂养一周，

然后随机被分为对照组、糖尿病模型组，每组 15只。C57BL/6J

小鼠以 55 mg／(kg·d)链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）（美国

Sigma-Aldrich公司）进行腹腔注射，连续 5 d，1周后断尾取血，

血糖仪检测血糖，以血糖浓度大于 16.7 mmol／L作为 1型糖

尿病小鼠。4周后，对照组、糖尿病模型组小鼠分别摘眼球取

血，离心获取血清，-80℃保存备用，同时分离心脏组织，提取组

织总蛋白进行Western-blot实验[6，13]。所有实验程序均经动物实

验伦理委员会预审，并遵循南京医科大学小鼠实验指南(编号：

IACUC-1802007)。

1.1.2 主要试剂 大鼠及小鼠 serpinE1 ELISA试剂盒（武汉华

美生物工程有限公司）；大鼠 serpinE1重组蛋白（武汉华美生物

工程有限公司）；caspase-3、cleaved caspase-3、NF-资B p65、His-

tone H3 及 茁-actin 抗体 （Cell Signaling Technology 公司）；

JSH-23（NF-资B p65核易位抑制剂）（美国 MedChemExpress公

司）；细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 大鼠心肌 H9C2细胞（上海中乔新舟生物科

技有限公司）分别培养在含有 10 %胎牛血清（美国 Gibco公

司）和 1 %青霉素、链霉素的低糖（LG, 5.5 mmol/L）及高糖（HG,

25 mmol/L）DMEM培养基（武汉赛维尔生物科技有限公司）

中，于 37℃、5 % CO2的饱和湿度培养箱中培养，每 2-3天传

代，并取对数生长期细胞用于后续实验。

1.2.2 ELISA法检测 SerpinE1 的含量 将 H9C2细胞以每孔

5伊105个细胞种植于 12孔板中，对照组的孔中加入 1 mL的低

糖 DMEM培养基，高糖组的孔中加入 1 mL的高糖 DMEM培

养基，每组设 6个复孔。采用大鼠 serpinE1 ELISA试剂盒检测

两组细胞培养上清中 serpinE1的含量，检测方法按照试剂盒说

明书进行操作。-80℃保存备用的小鼠血清在检测 ELISA前，事

先放在 4℃冰箱过夜，然后离心并按照试剂盒说明书进行后续

操作。酶标仪型号为 Thermo Scientific Multiskan FC（美国

Thermo Scientific公司）。

1.2.3 大鼠 SerpinE1重组蛋白与 JSH-23处理 大鼠 serpinE1

重组蛋白用 PBS 溶解配置成 100 滋g/mL母液，然后分别应用
10 ng/mL、20 ng/mL serpinE1 干预 H9C2 细胞。 JSH-23

（NF-资B p65 核易位抑制剂）用 DMSO溶解配置成 10 mmol/L

母液，然后分别应用 10 滋mol/L（滋M）和 30 滋mol/L（滋M）浓度
的 JSH-23预处理 H9C2细胞 1 h，最后再分别与 serpinE1 重

组蛋白共同处理细胞。未经 serpinE1及 JSH-23干预的 H9C2

细胞作对照组。

1.2.4 Western Blot法检测蛋白表达 提取心肌组织及细胞中

总蛋白、细胞浆及细胞核蛋白，BCA法检测蛋白浓度，根据样

品浓度确定上样量，保证上样量均为 20 滋g，电泳和湿转法将蛋
白转移至 PVDF膜后，5 % BSA封闭 2 h后，加入相应一抗 4℃

孵育过夜，TBST洗 3次，孵育辣根过氧化物酶标记的二抗，室

温摇床 1 h，TBST洗 3次，ECL发光液显色、曝光。成像设备型

号 GeneGnome XRQ（英国 Syngene公司），使用 Image J软件进

行条带的灰度值分析。

1.3 统计学分析

应用 Graphpad Prism 6.0软件进行统计学分析，计量资料

以均数依标准差（x依s）表示，两组间比较均采用 t检验，P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组小鼠血清中 serpinE1含量

15只小鼠，STZ成功诱导糖尿病小鼠 14只，4周后对照组

及糖尿病小鼠均未出现死亡。同对照组小鼠相比，糖尿病小鼠

血清中 serpinE1含量显著增多（P=0.017）。（表 1）。

2.2 两组细胞培养上清中 serpinE1含量

低糖(LG)与高糖(HG)培养基分别培养 H9C2细胞 48 h后，

ELISA 检测两组培养上清中 serpinE1 含量。同低糖培养的

H9C2细胞上清相比，高糖培养的细胞上清中 serpinE1含量显

著增多（P=0.022）。（表 2）。

2.3 糖尿病促进心肌 NF-资B核易位及凋亡

STZ诱导糖尿病小鼠 4周后，分离对照组及糖尿病小鼠

心肌组织，Western Blot检测心肌 NF-资B核易位及凋亡。同对
照组小鼠相比，糖尿病小鼠心肌组织中细胞核 NF-资B蛋白表
达显著上调（P<0.01）及 cleaved caspase-3/caspase-3 比值增加

（P< 0.05），而细胞浆 NF-资B蛋白表达则明显降低（P< 0.05）。

见图 1。
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图 1两组小鼠心脏组织中 NF-资B p65核易位及凋亡的变化

Fig.1 Changes of NF-资B p65 nuclear translocation and apoptosis in heart tissue of two groups of mice

注：与 Control小鼠比 *P<0.05, #P<0.01。
Note: compared with Control, *P<0.05, #P<0.01.

表 2两组细胞培养上清中 serpinE1含量（x依s，pg/mL）
Table 2 Comparison of serpinE1 levels in cell culture supernatants between the two groups (x依s, pg/mL)

Index LG(n=6) HG(n=6) P-value

serpinE1 45.12依8.53 87.71依10.36 0.022

2.4 高糖促进 H9C2细胞 NF-资B核易位及凋亡
低糖(LG)与高糖(HG)培养基分别培养 H9C2细胞 48 h后，

Western Blot检测细胞 NF-资B核易位及凋亡。同 LG组相比，

HG组细胞核 NF-资B蛋白表达显著上调（P<0.01）及 cleaved

caspase-3/caspase-3 比值增加（P<0.05），而细胞浆 NF-资B 蛋白
表达则明显降低（P<0.05）。见图 2。

2.5 serpinE1重组蛋白促进 H9C2细胞 NF-资B核易位及凋亡
不同浓度大鼠 serpinE1重组蛋白（10 ng/mL和 20 ng/mL）

处理 H9C2细胞 48 h后，Western Blot检测细胞 NF-资B核易位
及凋亡。同对照组相比，不同浓度 serpinE1 处理组细胞核

NF-资B蛋白均表达上调（P<0.05或 P<0.01）、cleaved caspase-3/
caspase-3比值均增加（P<0.05或 P<0.01），细胞浆 NF-资B蛋白
表达则均降低（P<0.05或 P<0.01）。此外，同 10 ng/mL serpinE1

处理组相比，20 ng/mL serpinE1 处理组细胞核 NF-资B 蛋白表
达进一步增加（P<0.05），细胞浆 NF-资B蛋白表达则进一步降低
（P<0.05）。见图 3。

2.6 JSH-23抑制 serpinE1重组蛋白致 NF-资B核易位及促凋亡
效应

不同浓度 JSH-23（10 滋M和 30 滋M）预处理 1 h，再分别与

大鼠 serpinE1 重组蛋白（20 ng/mL）共同处理 H9C2细胞 48 h

后，WesternBlot检测细胞NF-资B核易位及凋亡。同单纯 serpinE1

处理组相比，不同浓度 JSH-23与 serpinE1共同处理后引起的

细胞核 NF-资B蛋白表达及 cleaved caspase-3/caspase-3 比值均

降低（P<0.05或 P<0.01），细胞浆 NF-资B蛋白表达则均增加
（P<0.05 或 P<0.01）。此外，同 10 滋M JSH-23 相比，30 滋M
JSH-23与 serpinE1共同处理后，进一步引起细胞核 NF-资B蛋
白表达降低（P<0.05），而增加细胞浆 NF-资B 蛋白表达（P<
0.05）。见图 4。

3 讨论

1972年 Rubler等[14]对 27例糖尿病肾小球硬化症的患者

进行尸检，发现 4例有明显的心肌肥厚、心肌纤维化和充血性

心力衰竭现象，这 4例患者都有至少 3年的糖尿病病史，但并

无其他引起心力衰竭的病因，进而提出 DCM的概念。众多文

献综述了前期的研究，发现无论在糖尿病动物模型中，还是在

高糖刺激心肌细胞后，均存在心肌肥大、心肌纤维化以及糖尿

病动物出现舒张 /收缩功能障碍，抑制心肌肥厚及心肌纤维化

可改善 DCM[14-16]。在 DCM早期，尽管心肌肥厚、心肌纤维化导

致患者心脏舒张功能受损，但患者并无临床症状，然而随着病

程进展，患者心脏收缩功能明显下降进而出现心力衰竭[14]。因

此，寻找早期触发心肌肥厚及心肌纤维化的分子靶点，并进行

干预对治疗 DCM具有里程碑的意义。
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图 2两种糖浓度培养基培养 H9C2细胞后 NF-资B p65核易位及凋亡的变化

Fig.2 Changes of NF-资B p65 nuclear translocation and apoptosis in H9C2 cells cultured with two glucose concentrations

注：LG-低糖，HG-高糖，与 LG比 *P<0.05, #P<0.01。
Note: LG-Low glucose, HG-high glucose; Compared with LG, *P<0.05, #P<0.01.

图 3不同浓度 serpinE1重组蛋白刺激 H9C2细胞后 NF-资B p65核易位及凋亡的变化

Fig.3 Changes of NF-资B p65 nuclear translocation and apoptosis in H9C2 cells stimulated with different concentrations of serpinE1 recombinant protein

注：r-serpinE1-serpinE1重组蛋白，与 Control比 *P<0.05, **P<0.01；与 10 ng/mL serpinE1重组蛋白比 &P<0.05。
Note: r-serpinE1-serpinE1 recombinant protein; Compared with Control, *P<0.05, **P<0.01; Compared with 10 ng/mL r-serpinE1, &P<0.05.
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图 4不同浓度 JSH-23对 serpinE1重组蛋白（20 ng/mL）刺激 H9C2细胞后 NF-资B p65核易位及凋亡的影响

Fig.4 Effects of different concentrations of JSH-23 on NF-资B p65 nuclear translocation and apoptosis in H9C2 cells

stimulated with serpinE1 recombinant protein（20 ng/mL）

注：与 r-serpinE1比 *P<0.05, **P<0.01;与 r-serpinE1+JSH-23 10 滋M比 &P<0.05。
Note: compared with r-serpinE1, *P<0.05, **P<0.01; Compared with r-serpinE1 pretreated with 10 滋M JSH-23, &P<0.05.

心肌细胞凋亡引起心肌收缩单位的损失和修复性纤维化

发生，是引起心肌肥厚、心脏纤维化及导致心力衰竭的一个重

要因素[6，17，18]。在链脲佐菌素 (STZ)诱导的糖尿病大鼠模型中，

在 STZ诱导后的 4周即可观察到心肌细胞的凋亡显著增加[19]。

在本研究中，我们应用 STZ对小鼠进行腹腔注射，4周后检测

到心肌组织 Cleaved caspase-3 蛋白表达及 Cleaved caspase-3/

caspase-3比值明显增加，提示心肌凋亡，这与既往报道相一致。

NF-资B p65持续激活促进心肌细胞凋亡及心脏纤维化，加剧心

脏重塑[5]。在体外实验中，我们前期研究发现高糖诱导 H9C2细

胞 NF-资B p65核易位及凋亡增加，而 JSH-23（NF-资B p65核易

位抑制剂）处理后则显著缓解高糖效应[20]。此外，大量研究发

现，在糖尿病动物模型中，高糖诱导 NF-资B p65磷酸化，促进

NF-资B p65入核，从而导致肾脏足细胞[21-23]、肾小管上皮细胞[24]、

视网膜上皮细胞及周细胞 [25，26]、血管内皮细胞凋亡 [27-29]，提示

NF-资B p65介导高糖诱导的多种细胞凋亡及参与多种糖尿病

并发症，如糖尿病肾病、糖尿病视网膜病变及糖尿病血管病变。

如前所述，既往文献报道了 STZ诱导的糖尿病小鼠 4周后即

可出现心肌凋亡，我们动物实验结果进一步证实了这一结论，

并发现 4周糖尿病小鼠心肌组织 NF-资B p65核易位较对照组

明显增加。鉴于我们体外及动物实验结果，以及既往研究报道

的 NF-资B p65介导高糖诱导的多种细胞凋亡。据此，我们推测，

在糖尿病早期，NF-资B p65核易位可能介导了高糖诱导的心肌

细胞凋亡，靶向抑制 NF-资B p65则可能显著改善包括 DCM在

内的一系列糖尿病并发症的进展。因此，寻找早期触发 NF-资B
p65激活的分子靶点，对防治 DCM具有重要意义。

丝氨酸蛋白酶抑制剂进化枝 E成员 1（serpinE1），即纤溶

酶原激活物抑制剂 -1（PAI-1），其作为分泌型蛋白，已被报道诱

导细胞凋亡，参与多种疾病的病理生理过程[30-32]。Pang等研究

发现 serpinE1与 NF-资B相互作用，参与高糖诱导的人皮肤成
纤维细胞损伤 [10]。鉴于 50%DM患者存在 DCM [1，2]，而 DM患

者血清中 serpinE1水平明显升高[11，12，33]，参与心血管疾病的病

理生理过程。此外，Lother A等通过对 STZ诱导的糖尿病小鼠

心肌组织进行单细胞测序，进一步发现 serpinE1在心肌细胞中

表达上调[34]。因此，我们推测 serpinE1分泌增多可能促进心肌

细胞 NF-资B核易位及凋亡，参与心肌重塑，最终导致 DCM。尽

管既往研究报道了 serpinE1参与血管紧张素 II诱导的心肌细

胞凋亡及修复性心肌纤维化，加剧心脏重塑[35]，但 serpinE1是

否促进高糖诱导心肌细胞凋亡以及相关机制，目前尚不清楚。

本研究体外及在体实验中，均显示 DM/高糖诱导心肌细胞 ser-

pinE1分泌增多，促进 NF-资B核易位及其介导的心肌凋亡，提
示 serpinE1可能是触发 DCM的独立致病因子，靶向抑制 ser-

pinE1分泌可能对防治 DCM具有重要的意义。

总之，本研究阐明了 DM诱导 serpinE1分泌增多促进心

肌细胞 NF-资B核易位及凋亡，可能参与心肌重塑，最终导致
DCM，但 serpinE1对心肌细胞具体的生物学效应，以及其对

NF-资B作用的具体机制仍有待进一步研究。
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