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糖尿病性心肌病被定义为心肌的结构和功能异常，

与冠状动脉疾病或高血压无关。其调控机制涉及氧化应

激、神经激素激活、炎症、钙稳态受损、线粒体损伤、心肌

细胞凋亡和自噬犤１犦。Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）为先天免疫反应

的识别受体，可通过损伤相关分子模式激活，ＴＬＲ亚型
ＴＬＲ４在心脏中广泛表达，ＴＬＲ４参与心肌炎的调节，并
在缺氧缺血性心脏损伤、肥大型心脏病损伤中起关键作

用犤２犦。核因子 －κＢ（ＮＦ－κＢ）是调节胚胎免疫、细胞凋

大蒜素改善糖尿病心肌病大鼠心功能及纤维化的作用及
对ＮＦ－κＢ信号通路的影响

陆晓丹，宗刚军，周建英，张丽君
（中国人民解放军第１０１医院·江南大学附属医院，江苏 无锡 ２１４０００）

摘要：目的 探讨大蒜素改善糖尿病心肌病大鼠心功能及纤维化的作用及对其 ＮＦ－κＢ信号通路的影响。方法 取 ＳＤ大鼠１００只，根据
体质量随机分成对照组，模型组，大蒜素低、中、高剂量组，模型组。构建糖尿病心肌病模型，造模成功后给予相应药物灌胃，对照组和模

型组给予等体积生理盐水。试验结束后，脉冲多普勒检测各组大鼠心功能指标；检测大鼠心肌中 Ｔｏｌｌ受体４（ＴＬＲ４）、核因子 －κＢ（ＮＦ－
κＢ）ｍＲＮＡ及蛋白，白细胞介素２（ＩＬ－２）、白细胞介素６（ＩＬ－６）、肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）水平。结果 与对照组比较，大蒜素各剂量

组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）降低（Ｐ＜０．０５）；与模
型组比较，大蒜素各剂量组ＥＡ，ＬＶＥＦ，ＦＳ升高（Ｐ＜０．０５），且随着给药剂量的增加，ＥＡ，ＬＶＥＦ，ＦＳ逐渐升高，量效关系明显（Ｐ＜０．０５）；
与对照组比较，大蒜素各剂量组 ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢｍＲＮＡ及蛋白，以及 ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α表达水平升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较

ＴＬＲ４，ＮＦ－κＢｍＲＮＡ及蛋白，以及ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５），且随着给药剂量的增加，ＴＬＲ４及ＮＦ－κＢｍＲＮＡ
及蛋白，以及 ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α表达水平逐渐降低，量效关系明显（Ｐ＜０．０５）。结论 大蒜素可改善糖尿病心肌病大鼠心脏舒张和

收缩功能，减轻心室肥大和纤维化程度，其机制可能与大蒜素能抑制炎症信号通路 ＴＬＲ４及 ＮＦ－κＢｍＲＮＡ和蛋白表达水平，抑制炎性
因子 ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α的表达有关。
关键词：大蒜素；大鼠；糖尿病心肌病；心功能；纤维化；核因子 －κＢ
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亡、血管生成、发育和增殖的主要转录因子，并可通过

ＴＬＲ４激活。ＮＦ－κＢ介导多种炎性介质的基因表达，如
细胞间黏附分子 －１、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）和白
细胞介素 ６犤３犦。ＮＦ－κＢ与心脏内的免疫和应激反应密
切相关犤４犦。大蒜素是大蒜的活性成分，具有抗氧化、抗

炎、神经保护、抗菌和抗肿瘤作用；在阿霉素诱导的大鼠

心脏毒性模型中，大蒜素降低心肌组织中的一氧化氮水

平，并通过降低血清白细胞介素１β（ＩＬ－１β）和ＴＮＦ－α
水平显示出抗炎作用，同时可抑制ＮＦ－κＢ的蛋白表达
或核转位犤５犦。此外，大蒜素可通过降低ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的
活化，对心肌肥厚和纤维化具有保护作用。本研究中拟探

讨大蒜素改善糖尿病心肌病大鼠心功能及纤维化的作

用及对ＮＦ－κＢ信号通路的影响，为糖尿病心肌病的治
疗提供理论参考。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 动物、仪器与试药
清洁级ＳＤ大鼠１００只，１２周龄，体质量（１１９．５４±

１２．３４）ｇ，由广西医科大学动物实验中心提供，合格证号
为 ＳＣＸＫ（桂）２０１４－０００２。自由摄取饲料、自由饮水，自
动控制昼夜循环（１２ｈ／１２ｈ，光照 ７：００～１９：００），室温
（２２±１）℃。试验严格按照《中华人民共和国实验动物管
理条例》《实验动物质量管理方法》进行。

大蒜素注射液（正大天晴集团股份有限公司，国药准

字Ｈ３２０２５６４０，规格为每支５ｍＬ∶６ｍｇ），根据成人剂量
公式换算，大鼠用药量为成人的２０．１３倍，以１０．０ｍＬ／ｋｇ
体质量灌胃，得药液浓度为 １０．０ｇ／ｍＬ。戊四氮（纯度
９９．９９％，Ｓｉｇｍａ公司），ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢＥＬＩＳＡ试剂盒（上
海邦奕生物科技有限公司）；ＴＬＲ４，ＮＦ－κＢ一抗、二抗
（武汉伊艾博科技有限公司）；ＤＡＢ显色试剂盒（博士德
生物工程有限公司）。热电ＭＫ３型酶标仪牗美国热电牘。
１．２ 分组与给药

根据大鼠体质量随机分成对照组牗Ａ组牘，模型组牗Ｂ
组牘，大蒜素低剂量组（Ｃ１组，１０．０ｍｇ／ｋｇ）、中剂量组（Ｃ２
组，２０．０ｍｇ／ｋｇ）、高剂量组（Ｃ３组，４０．０ｍｇ／ｋｇ），每组
２０只，雌雄各半。Ｂ组、大蒜素各剂量组大鼠禁食１２ｈ，
腹腔１次性注射链脲佐菌素（６５μｇ／ｇ），７ｄ后空腹测血
糖，血糖大于 １６．７ｍｍｏｌ／Ｌ且出现糖尿病症状（多饮、
多食、多尿），说明建模成功。高脂饲料喂养３个月，诱导
糖尿病心脏损伤，期间大蒜素各剂量组腹腔灌胃给予相

应药物，Ａ组和Ｂ组给予等体积生理盐水。试验结束后，
采用脉冲多普勒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 检测指标与方法

心肌病变：采用三色（ＭＡＳＳＯＮ）染色法观察各组鼠

心肌纤维化程度。

ＴＬＲ４及ＮＦ－кＢｍＲＮＡ水平牗ｑＲＴ－ＰＣＲ法牘：使用
ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）从所有组织样品中分
离总 ＲＮＡ。使用 ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ试剂盒（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ，ＵＳＡ）通过 ＰＣＲ扩增通过逆转录合成互补
ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）；使用 ＰｏｗｅｒＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ，ＵＳＡ）和用于 ＴＬＲ４及 ＮＦ－κＢ的特
异性引物在 Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ９６系统（Ｒｏｃｈｅ，ＵＳＡ）上进行
ｑＲＴ－ＰＣＲ。ＴＬＲ４正向引物 ５′－ＣＴＡＴＣＧＡＡＧＧＧＡＣＣ
ＴＡＧ－３′，反向引物５′－ＡＣＣＴＡＣＴＴＣＡＧＣＡＧＧＣＣＴＣＧ－
３′；ＮＦ－κＢ正向引物 ５′－ＣＴＴＣＴＧＧＧＧＡＣＴＴＣＴ－３′，反
向引物５′－ＣＴＡＧＴＴＴＣＡＧＣＡＧＧＣＴＴＧＴＣ－３′（产品规格
均为 １５０ｂｐ）。β－肌动蛋白用作内部对照，引物序列为
正向 ５′－ＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧＧＡＧＡＡＧ－３′反向
５′ＡＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧ－３′（产物大小１７９ｂｐ）。
每份样品的 ｑＲＴ－ＰＣＲ反应一式 ３份进行。ＴＬＲ４，
ＮＦ－κＢ的ｑＲＴ－ＰＣＲ热曲线为９４℃１０ｍｉｎ、９４℃３０ｓ、
５８℃ ３５ｓ、７２℃ １ｍｉｎ；４５个循环。通过相对基因定量
方法（２－ΔΔＣＴ方法）计算ｍＲＮＡ倍数变化。

ＴＬＲ４，ＮＦ－κＢ，ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α水平牗ＥＬＩＳＡ
法牘：按照无菌条件操作，称取 ０．１ｇ心肌组织，加入少
量液氮，在研钵中迅速将心肌碾碎至粉末状；将组织粉

末转入 ２ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入 １．２ｍＬＰＢＳ（ｐＨ
７．４），充分振荡混匀，２０００ｇ，４℃，离心２０ｍｉｎ。仔细收
集上清液。获取心肌组织匀浆后，采用Ｅｌｉｓａ法检测心肌
中ＴＬＲ４，ＮＦ－κＢ，ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白水平。

ＴＬＲ４及 ＮＦ－κＢ蛋白表达水平：通过使用 ＴＬＲ４，
ＮＦ－κＢ兔多克隆抗体和抗兔辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）
标记的二级抗体，在 ４μｍ石蜡包埋的组织切片上进
行 ＴＬＲ４及 ＮＦ－κＢ蛋白表达的检测。使用 ３％过氧
化氢溶液和蛋白质阻断试剂来终止蛋白质的酶活性

和非特异性结合。组织切片的抗原修复在 ＴｒｉｓＥＤＴＡ
缓冲液（ｐＨ９．０）中进行。用二氨基联苯胺（ＤＡＢ）底物和
Ｍａｙｅｒ′ｓ苏木精复染物检测阳性染色。以高放大倍数
（４０×）观察 ５００个细胞。在至少 ５个视野中使用半定
量方法对染色的组织切片进行评分。染色标准为 ０表
示 ＜５％阳性染色细胞（阴性表达）；＋１表示 ５％ ～
２０％阳性染色细胞（弱表达）；＋２表示 ２１％ ～５０％
阳性染色细胞（中度表达）；＋３表示 ＞５０％阳性染色
细胞（强表达）。

１．４ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件处理。计量资料以均数±

标准差（Ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析比较，多重比
较采用 ＬＳＤ－ｔ检验。检验水准 α为 ０．０５，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

·研究·
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ１组

Ｃ２组

Ｃ３组

剂量

（ｍｇ／ｋｇ）

１０
２０
４０

ＥＡ
２．２３±０．２１
１．３９±０．２０

１．５０±０．１９＃

１．７８±０．２０＃

２．０６±０．１８＃

心功能指标

ＬＶＥＦ（％）

７９．２３±２．０９
６２．２４±３．９８

６５．９９±２．０３＃

７０．３５±３．２６＃

７６．１９±２．７９＃

ＦＳ（％）

５８．１６±１．０２
３９．４８±５．８７

４５．１４±１．６５＃

５１．２９±２．４９＃

５６．３４±２．３６＃

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
０．８５±０．３５
３．５８±０．４８

３．００±０．２８＃

２．４５±０．５４＃

１．３４±０．２８＃

ＮＦ－κＢｍＲＮＡ
０．７８±０．１５
２．８５±０．３４

２．３６±０．３４＃

１．６５±０．３９＃

１．２４±０．２９＃

ＴＬＲ４
９８．５４±１５．２１
２６８．２１±１５．２１

２４３．５４±１４．２１＃

１９０．４７±１１．２５＃

８６．５４±１２．４７＃

ＮＦ－κＢ
９０．２４±９１０．２３
２５１．３６±１２．３６

２３４．１２±１５．２１＃

１８９．２８±１４．１９＃

１３４．４４±１２．７６３＃

ＩＬ－２
７８．９８±１６．３２
３２６．２１±１９．６９
２６１．３６±１５．３２＃□

１９６．３２±１８．３２＃□

１７１．３２±２４．３６＃

ＩＬ－６
１２３．６５±２３．２１
４１３．６５±１３．６９
３０２．６７±１９．３２＃□

２０３．３６±１７．３２＃□

１６０．６８±３６．６９＃

ＴＮＦ－α
９９．３６±１８．６３
５８９．３６±１８．３４
４３２．３９±１５．３９＃□

２６９．２５±１９．９９＃□

１３９３．２６±２６．３９＃

２ 结果

２．１ 心功能指标
由表 １可见，与 Ａ组比较，大蒜素各剂量组 ＥＡ，

ＬＶＥＦ，ＦＳ降低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，大蒜素各剂量
组ＥＡ，ＬＶＥＦ，ＦＳ升高（Ｐ＜０．０５），且随着给药剂量的增
加，ＥＡ，ＬＶＥＦ，ＦＳ逐渐升高，量效关系明显（Ｐ＜０．０５）。
２．２ 心肌细胞结构

由图１可见，Ａ组心肌细胞完整，结构正常，染色清
晰，核呈卵圆形位于中央胶，在心肌间质及血管周围见

少量亮绿色胶原纤维；Ｂ组可见大量肥大、坏死心肌细
胞，排列紊乱，且细胞脱失现象明显，细胞核固缩，心肌

纤维化明显，绿色胶原纤维明显增加；Ｃ３组见少量坏

死、肥大心肌细胞，绿色胶原纤维较 Ｂ组明显减少；Ｃ１
及 Ｃ２组较 Ｂ组坏死心肌细胞减少，但绿色胶原纤维依
然明显存在，具有明显的剂量依赖效应。

２．３ ＴＬＲ４，ＮＦ－κＢｍＲＮＡ表达水平
由表１可见，与Ａ组比较，大蒜素各剂量组ＴＬＲ４及

ＮＦ－κＢｍＲＮＡ表达水平升高（Ｐ＜０．０５）；与Ｂ组比较，
大蒜素各剂量组ＴＬＲ４及ＮＦ－κＢｍＲＮＡ表达水平降低
（Ｐ＜０．０５），且随着给药剂量的增加而逐渐降低，量效
关系明显（Ｐ＜０．０５）。
２．４ ＴＬＲ４及ＮＦ－κＢ蛋白表达水平

由表 １可见，与 Ａ组比较，大蒜素各剂量组 ＴＬＲ４
及 ＮＦ－κＢ蛋白表达水平升高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比

１．Ａ组 ２．Ｂ组 ３－５．Ｃ１，Ｃ２，Ｃ３组

Ａ．心肌细胞结构 Ｂ．心肌 ＴＬＲ４蛋白表达水平 Ｃ．心肌ＮＦ－κＢ蛋白表达水平
图１ 大蒜素对大鼠各检测指标的影响（４００×）

１ ２ ３ ４ ５
Ａ

１ ２ ３ ４ ５
Ｂ

１ ２ ３ ４ ５
Ｃ

注：与 Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｃ３组比较，□Ｐ＜０．０３。

表１ 各组检测指标水平比较牗Ｘ±ｓ，ｎ＝２０牘

·研究·
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基因表达 蛋白表达（ｎｇ／ｇ） 炎性因子蛋白表达（ｎｇ／ｇ）
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较，大蒜素各剂量组 ＴＬＲ４及 ＮＦ－κＢ蛋白表达水平降
低（Ｐ＜０．０５），且随着给药剂量的增加而逐渐降低，量
效关系明显（Ｐ＜０．０５）。免疫组化法下，ＴＬＲ４及ＮＦ－κＢ
阳性表达为棕褐色，ＴＬＲ４及 ＮＦ－κＢ阳性表达情况与
各蛋白表达水平符合。

２．５ ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白表达水平
由表１可见，与 Ａ组比较，大蒜素各剂量组 ＩＬ－２，

ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白表达水平升高（Ｐ＜０．０５）；与Ｂ组比
较，大蒜素各剂量组ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白表达水平
降低（Ｐ＜０．０５），且随着给药剂量的增加而逐渐降低，
量效关系明显（Ｐ＜０．０５）。
３ 讨论

糖尿病心肌病的特征是左心室肥厚、心肌重塑和舒

张／收缩功能障碍，以及不成比例地增加的左心室质量和
心肌纤维化，最终发展为心力衰竭犤６犦。在心力衰竭的动物

模型中，大蒜素可改善心功能不全和结构异常。本研究结

果显示，与对照组比较，大蒜素各剂量组ＥＡ，ＬＶＥＦ，ＦＳ降
低；与模型组比较，大蒜素各剂量组ＥＡ，ＬＶＥＦ，ＦＳ升高，
且随着给药剂量的增加而逐渐升高，量效关系明显。表明

大蒜素改善了心脏舒张和收缩功能，结合病理学结果，提

示大蒜素减轻了糖尿病大鼠心脏的心室肥大和纤维化。

目前认为，ＴＬＲ可能在识别免疫系统内源性或外源性
抗原及炎性反应信号转导的启动中起重要作用 犤７犦。

ＴＬＲ４可能在炎性细胞因子的合成和释放中起重要作
用，糖尿病心肌病是一种非特异性免疫应激反应，而

ＴＬＲ４基因的上调可能与糖尿病心肌病的发生和发展有
关犤８－９犦。ＴＬＲ４在先天免疫反应中起重要作用，既是细胞
表面的免疫识别受体，又是跨膜信号转导分子犤１０犦。当

ＴＬＲ４被 ＰＡＭＰ或 ＤＡＭＰ激活时，可激活 ＭｙＤ８８和
ＴＲＩＦ依赖性途径，激活细胞内信号分子，如 ＩＬ－１受体
相关激酶（ＩＲＡＫｓ）、肿瘤坏死因子受体相关因子
（ＴＲＡＦｓ）和 ＴＡＫ１。因此，最终形成激活 ＮＦ－κＢ的主要
和次要信号波，ＮＦ－κＢ诱导炎性细胞因子的转录和翻
译，并导致炎性介质的大量释放。本研究结果显示，

ＮＦ－κＢ信号通路的激活被证明是大鼠糖尿病心肌病
发病的核心。通过损伤诱导的氧化应激，细菌内毒素和

细胞因子、ＮＦ－κＢ可被激活犤１１犦。急性炎症中，ＮＦ－κＢ
可调节多种炎性基因启动子，其产物如ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β
和 ＩＬ－６对炎症过程至关重要。ＮＦ－κＢ活化增强转录
炎性细胞因子和已知的细胞因子，反过来又激活 ＮＦ－
κＢ犤１２－１４犦。本研究结果显示，大蒜素能抑制 ＴＬＲ４，ＮＦ－
κＢｍＲＮＡ及蛋白的表达，抑制炎性因子 ＩＬ－２，ＩＬ－６，
ＴＮＦ－α的表达，且量效关系明显。

综上所述，大蒜素改善糖尿病心肌病大鼠心脏舒张

和收缩功能，减轻心室肥大和纤维化程度，其机制可能与

大蒜素能抑制炎症信号通路 ＴＬＲ４及 ＩＮＦ－κＢｍＲＮＡ、

蛋白表达水平，进而抑制炎性因子ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α
的表达有关。
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