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卡格列净减轻心肌梗死后细胞凋亡及炎症反应改善预后
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【摘要】目的　探究在心肌梗死（ＭＩ）后使用卡格列净（ＣＡＮＡ）对心脏炎症反应及细胞凋亡的作用。方法　选用１５只８～１０周龄
Ｃ５７／ＢＬ６小鼠（ＳＰＦ级），用抽签法随机抽取５只小鼠为Ｓｈａｍ组（假手术＋生理盐水灌胃），剩余１０只小鼠通过结扎左冠状动脉前降
支的方法制作ＭＩ模型，制作成功后的１０只ＭＩ小鼠随机分为２组：ＭＩ组（生理盐水灌胃）、ＣＡＮＡ＋ＭＩ组（ＣＡＮＡ灌胃），每组５只。
ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小鼠以２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ－１）卡格列净灌胃４周，Ｓｈａｍ组及ＭＩ组则使用同等体积生理盐水灌胃４周。４周后，使用小鼠超
声机测量左室收缩末期内径及左室射血分数。苏木精染色、Ｔｕｎｅｌ染色用于明确心脏结构及 ＭＩ后细胞凋亡状况。ＩＦ免疫荧光染色
用于检测ＭＩ后心脏炎症反应程度。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ用于检测炎症及凋亡相关蛋白表达水平。结果　与 ＭＩ组相比，ＣＡＮＡ＋ＭＩ组
左室射血分数升高、梗死面积减小。Ｔｕｎｅｌ染色显示，ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小鼠ＭＩ边缘区凋亡细胞数量较ＭＩ组显著减少，相应促凋亡蛋白
Ｂａｘ表达降低，抑凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达升高。ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小鼠ＣＤ３＋Ｔ细胞、Ｆ４８０＋巨噬细胞和ＬＹ６Ｇ＋中性粒细胞数量较ＭＩ组明显
减少，相关蛋白ｐＰ６５、ｐＩκＢα表达量明显降低。结论　ＣＡＮＡ抑制了ＭＩ后心脏炎症反应，减轻了细胞凋亡。

【关键词】卡格列净；炎症反应；心肌梗死；细胞凋亡
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　　心血管疾病仍然是世界上人类死亡的主要原因 之一，而心肌梗死（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ）是心血管
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疾病中最严重的表现，在发达国家中每年因急性 ＭＩ
造成的死亡人数超过１／３［１］。尽管越来越多的生活干
预及治疗方法使６５岁以上老年人急性ＭＩ的死亡率有
所降低，但６５岁以下的男性及女性心血管事件发生率
并没有类似的下降［２］，因此 ＭＩ对人类的健康仍然有
着重大威胁，寻找新的治疗方案及作用靶点势在必行。

钠葡萄糖共转运蛋白 ２抑制剂（ｓｏｄｉｕｍｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＳＧＬＴ２ｉ）最初被发现是一种治
疗２型糖尿病的药物，通过促进尿液中的糖及钠的排
泄，来发挥降糖作用。后来具有重要意义的临床试验

ＥＭＰＡ［３］和 ＣＡＮＶＡＳ［４］证实了 ＳＧＬＴ２ｉ在２型糖尿病
高危患者中具有显著心血管益处。最近的研究［５］证

明长期口服卡格列净（ｃａｎａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ，ＣＡＮＡ）发挥心血
管保护作用并不受体内血糖的影响。ＣＡＮＡ发挥作用
可能与多种因素相关，例如抗炎、抗氧化应激、心肌重

构和离子代谢等。因此，ＳＧＬＴ２ｉ发挥心血管益处的具
体机制仍不明确，本研究试图探索 ＣＡＮＡ影响非糖尿
病ＭＩ小鼠的炎症反应、心肌细胞凋亡及心脏重构的
相关机制。

１　材料和方法
１１　材料
１１１　实验动物

８～１０周龄雄性Ｃ５７／ＢＬ６小鼠（ＳＰＦ级）购自北京
维通利华实验动物技术有限公司 （许可证号：

ＳＣＸＸ２０２１０００６），所有动物均饲养于 ＳＰＦ级环境中，
予以１２ｈ光照及无光照环境养育，环境湿度５０％ ～
８０％，温度２１～２３℃，予以普通食物饲养。本实验采
用的动物实验方案经武汉大学人民医院动物保护与

使用 委 员 会 批 准 ［伦 理 编 号：ＷＤＲＭ 动 （福）
２０２１１２０３Ｄ号］。
１１２　试剂与仪器

ＧＡＰＤＨ抗体（ＡＣ００１）、ｐＰ６５抗体（ＡＰ１２９４）、ｐ
ＩκＢα抗体（ＡＰ０７０７）、Ｂｃｌ２抗体（Ａ１９６９３）、ＨＲＰ山羊
抗兔ＩｇＧ二抗、ＴＲＩｚｏｌ（ＲＫ３０１２９）均购自于武汉爱博泰
克生物（Ａｂｃｌｏｎａｌ）。抗Ｂａｘ一抗（ＧＢ１１４１２２）、ＲＩＰＡ裂
解液（Ｇ２００２）、５×蛋白上样缓冲液、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
快速制备试剂盒、ＳｅｒｖｉｃｅｂｉｏＲＴＦｉｒｓｔＳｔａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ２ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ试剂盒（ＬｏｗＲＯＸ）均购自于武汉塞维尔生物科技
有限公司（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）。
１２　方法
１２１　动物ＭＩ模型及给药

小鼠通过腹腔注射３％戊巴比妥钠（９０ｍｇ／ｋｇ）进

行麻醉，剔除左侧胸部体毛且使用酒精对相应部位进

行消毒，将其仰卧位固定于手术台上，然后使用小动

物呼吸机（ＫｅｎｔＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＶＦＡ２３ＢＶ型）保证通气。
在胸骨左缘第３、４肋间切开，逐步暴露心脏，使用７０
丝线结扎左前降支，结扎后可以发现结扎部位心肌变

白或者颜色变浅，接着逐步缝合，抽出残存空气后关

闭胸部。术后将小鼠放于加热板上，完全苏醒前将小

鼠放回独立通气的笼内。Ｓｈａｍ组小鼠进行相同操作，
但不进行结扎。在术后第３天开始，ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小
鼠每天行 ＣＡＮＡ灌胃处理［２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ－１）］，持续

４周［６］。Ｓｈａｍ组及ＭＩ组每天以等量生理盐水进行灌

胃，持续４周。
１２２　小鼠心脏超声检查

４周后小鼠通过吸入２％异氟醚进行麻醉，通过小
动物高分辨超声成像采集心脏的长轴及短轴图像，测

量出左室收缩末期内径，计算左室射血分数。

１２３　免疫荧光染色
取出术后４周小鼠心脏，先用生理盐水取出残存

血液，再使用１０％氯化钾溶液浸泡使心脏停搏于舒张
期，用４’，６二脒基２苯基吲哚（Ｄ４０５４，Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，中
国）对细胞核进行标记。最后在荧光显微镜下进行图

像采集，用ＩｍａｇｅＪ软件进行定量分析。
１２４　苏木精染色

用准备好的石蜡切片进行二甲苯透明、梯度酒精

脱水、苏木精染色、盐酸酒精分化、清洗后伊红染色、

梯度酒精脱水、二甲苯透明等步骤后，进行封片，最后

于显微镜下观察。使用 ＩｍａｇｅＪ软件进行计算左心室
梗死面积。

１２５　Ｔｕｎｅｌ染色
将ＭＩ后４周小鼠心脏取出，使用Ｔｕｎｅｌ染色对ＭＩ

边缘区凋亡心肌进行检测，应用 ＡｐｏｐＴａｇＰｌｕｓ荧光素
原位凋亡检测试剂盒（Ｓ７１１１，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）进行染色，随
后使用荧光显微镜下进行图像采集，用ＩｍａｇｅＪ软件进
行定量分析。

１２６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测
首先从心脏心室组织（ＭＩ小鼠则为 ＭＩ边缘区）

中提取总蛋白。将准备好的心脏组织放入蛋白酶及

磷酸酶抑制剂混合物中，经过研磨、离心后，取上清液

加入蛋白上样缓冲液后金属浴１００℃１０ｍｉｎ，提取好
的蛋白使用ＢＣＡ蛋白测定试剂盒（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）测定蛋
白浓度。蛋白通过１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）进行
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电泳分离，并转移到聚偏氟乙烯膜上，进行封闭及三

羟甲基氨基甲烷缓冲液清洗，然后放入对应一抗在

４℃冰箱中孵育过夜。随后，将聚偏氟乙烯膜与相应
二抗在室温下孵育９０ｍｉｎ。最后在ＢｉｏＲａｄ检测系统
上使用增强化学发光将图像可视化。根据目的条带

与加载控制的灰度值比采用 ＩｍａｇｅＪ软件评估蛋白的
相对表达量。

１３　统计学处理
应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９统计软件进行数据分析。

计量资料采用均数 ±标准差表示，两组间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔｓ’ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ＣＡＮＡ减轻ＭＩ后ＭＩ面积和心功能障碍

ＭＩ后 ４周，ＨＥ染色结果显示，与 ＭＩ组相比，
ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小鼠 ＭＩ面积明显减少（图１Ａ、１Ｂ），同
时进行的小鼠心脏超声结果显示（图１Ｃ、１Ｄ及１Ｅ），
与ＭＩ组对比，ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小鼠的左室射血分数显著
提高。综上所述，这些数据表明，ＣＡＮＡ可以减少 ＭＩ
后的梗死面积，改善心功能，有利于预后。

　　注：Ａ，ＣＡＮＡ＋ＭＩ组及ＭＩ组的ＨＥ染色图；Ｂ，ＭＩ面积的定量分析；Ｃ，ＭＩ后超声心动图评估左室收缩末期内径；

Ｄ，ＭＩ后超声心动图评估左室射血分数；Ｅ，各组超声心动图变化。表示Ｐ＜０．００１，表示Ｐ＜０．０００１。

图１　ＣＡＮＡ减少ＭＩ后ＭＩ面积且改善心功能

２２　ＣＡＮＡ减轻ＭＩ后心肌细胞凋亡
细胞凋亡是ＭＩ后梗死面积大小与患者死亡的主

要原因。因此笔者通过 Ｔｕｎｅｌ染色进一步研究 ＣＡＮＡ
是否减少 ＭＩ边缘区细胞凋亡。如图 ２Ａ、２Ｂ所示，
Ｓｈａｍ组小鼠 Ｔｕｎｅｌ阳性细胞极少，且各组间差异没有
统计学意义，ＭＩ组小鼠 ＭＩ边缘区凋亡细胞数量明显
增加。而相比于ＭＩ组小鼠，ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小鼠的凋亡
细胞数量明显减少。为了收集更多的证据证实 ＣＡＮＡ
减轻ＭＩ后心肌细胞凋亡，笔者检测了相关因子蛋白
水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，相比于ＭＩ组，ＣＡＮＡ
＋ＭＩ组小鼠促进抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达，抑制促凋
亡蛋白Ｂａｘ的表达（图２Ｃ、２Ｄ）。这表明 ＣＡＮＡ可以
减轻ＭＩ后心肌细胞凋亡。

２３　ＣＡＮＡ减轻ＭＩ后炎症反应
由于ＭＩ的发展过程中，持续的炎症反应会引起

大量免疫细胞及炎性细胞浸润，加重心肌细胞凋亡及

心功能损伤，因此探究 ＣＡＮＡ对 ＭＩ后炎症反应的影
响。如图３Ａ、３Ｂ所示，与 ＭＩ组小鼠相比，ＣＡＮＡ＋ＭＩ
组小鼠减轻了 ＭＩ边缘区的炎症反应，抑制了炎症细
胞聚集，ＣＤ３＋Ｔ细胞、Ｆ４８０＋巨噬细胞及 ＬＹ６Ｇ＋中性
粒细胞明显减少。为了收集更多 ＣＡＮＡ干预 ＭＩ炎症
反应的证据，笔者对炎症的经典通路核因子 κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）进行了 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分
析，图３Ｃ、３Ｄ表明，与 ＭＩ组相比，ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小鼠
的ｐＰ６５及 ｐＩκＢα水平明显降低。上述结果表明，
ＣＡＮＡ可以通过调控 ＮＦκＢ通路来减轻 ＭＩ后心脏炎
症反应。
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　　注：Ａ，ＭＩ后４周，Ｔｕｎｅｌ染色显示ＭＩ组及ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小鼠梗死边界区细胞凋亡；Ｂ，Ｔｕｎｅｌ染色阳性细胞定量分
析；Ｃ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示促凋亡蛋白及抑凋亡蛋白表达情况；Ｄ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果的相对定量分析。表示
Ｐ＜０．０５，表示Ｐ＜０．００１。

图２　ＣＡＮＡ减轻ＭＩ后心肌细胞凋亡

　　注：Ａ，ＭＩ后４周，ＭＩ组及ＣＡＮＡ＋ＭＩ组小鼠梗死边界区阳性巨噬细胞（Ｆ４８０＋）、阳性中性粒细

胞（ＬＹ６Ｇ＋）和阳性Ｔ淋巴细胞（ＣＤ３＋）聚集的免疫荧光染色图；Ｂ，相应炎症细胞浸润定量分析；Ｃ，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示 ＮＦκＢ通路相关蛋白表达情况；Ｄ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果的相对定量分析。

表示Ｐ＜０．０１，表示Ｐ＜０．００１。
图３　ＣＡＮＡ减轻ＭＩ后炎症反应

３　讨论

在ＭＩ发生以后，梗死心脏的修复依赖于一个高
度协调的反应，这包括炎症细胞和间充质细胞的连续

募集和清除［７］。梗死愈合可以分为三个不同但又相

互重叠的阶段：炎症期、增殖期和成熟期［８］。在炎症

期中，坏死的细胞释放危险信号激活受体系统，如 Ｔｏｌｌ
样受体、晚期糖基化终产物受体、白细胞介素

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）等，这些受体又通过不同的方式激活
下游促炎级联反应，引起强烈的炎症反应。大量的免

疫细胞及炎性细胞（巨噬细胞）浸润于梗死心肌中，炎

性巨噬细胞有助于消化和清除受损的细胞及细胞外

基质，但同时分泌炎症因子，如肿瘤坏死因子α、ＩＬ
１β、ＩＬ６和ＩＬ１２，这些炎症因子在长时间持续的炎症

反应中也加重心肌细胞凋亡及心功能损伤［９１１］。激活

的多种受体系统中，ＮＦκＢ转录因子的激活涉及多种
细胞类型，在调节炎症反应、细胞黏附、生存和生长控

制多个方面起着重要作用。有大量的研究报告与上

述对应，ＮＦκＢ缺失在再灌注梗死模型中可以减少梗
死面积、改善心功能、降低促炎细胞因子水平［１２］。近

年来，关于 ＳＧＬＴ２ｉ通过抑制 ＮＦκＢ通路减轻炎症反
应的研究大量报道［１３１５］。在本次研究中，笔者探究了

ＭＩ发生以后，ＣＡＮＡ通过抑制 ＮＦκＢ通路，也就是抑
制ｐＩκＢα的磷酸化，从而降低 Ｐ６５活化，最终减轻了
ＭＩ后炎症反应，改善了预后。

炎症反应发生以后，ＭＩ区的梗死细胞及细胞质基
质碎片被清除，但长时间持续的炎症反应使促炎介质

的表达增强，反而可能会激活促凋亡通路，诱导更多
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的心肌细胞损失，这也是 ＭＩ后心肌细胞损失的主要
原因。细胞凋亡的激活也决定了 ＭＩ后的心脏功能以
及ＭＩ后心力衰竭的发生。据相关文献［１４，１６１７］报道，在

葡萄糖脂毒性诱导的心肌模型、阿毒素诱导的心肌缺

血再灌注模型中，ＣＡＮＡ等ＳＧＬＴ２ｉ均减轻了心肌细胞
凋亡。在其他领域中，同样有 ＳＧＬＴ２ｉ减轻细胞凋亡，
保护机体功能的研究报道［１８１９］。细胞凋亡的原因是

促凋亡及抗凋亡相关蛋白之间的平衡失衡。结果表

明，ＣＡＮＡ通过抑制促凋亡蛋白 Ｂａｘ、促进抗凋亡蛋白
Ｂｃｌ２的表达而减轻心肌细胞的凋亡。

目前关于 ＳＧＬＴ２ｉ在心力衰竭中的益处已被证
实［２０２２］，而ＳＧＬＴ２ｉ在ＭＩ中的作用仍不明确。本研究
在动物实验中初步说明了 ＣＡＮＡ可以通过抑制 ＭＩ后
心脏炎症反应及心肌细胞凋亡，从而改善心脏功能改

善预后，为 ＭＩ治疗过程中使用 ＳＧＬＴ２ｉ提供了一定支
持，有潜力成为 ＭＩ治疗过程中的新型药物，不足的是
ＣＡＮＡ发挥作用的具体分子机制需要进一步研究。
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