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摘要：目的  研究石斛合剂通过Sirt3介导的线粒体自噬通路改善糖尿病心肌病的作用机制。方法  将40只雄性SPF级SD大鼠分

为对照组、模型组、二甲双胍组、石斛合剂组（n=10）。对照组用生理盐水灌胃，其它组用高脂高糖饮食喂养12周和1.0%链脲佐菌

素（25 mg/kg）腹腔注射后，模型组用生理盐水继续灌胃，二甲双胍组则用二甲双胍溶液（100 mg·kg-1·d-1）灌胃，石斛合剂组用石斛

合剂溶液（16.7 g·kg-1·d-1）灌胃，持续干预4周。给药期间监测空腹血糖和心重指数，应用比色法检测甘油三酯（TG）、总胆固醇

（TC）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、乳酸脱氢酶（LDH）的含量；酶联免疫法检测脑钠肽（BNP）、

C反应蛋白（CRP）、α-肿瘤坏死因子（TNF-α）、介素-6（IL-6）的水平；HE及Masson染色观察心脏组织病理改变；应用透射电镜观察心

肌细胞的线粒体及自噬体的超微结构；RT-PCR实验检测Sirt3、FoxO3a、PINK1、Parkin、P62、LC3的基因表达水平；Western blotting

和免疫组化法检测Sirt3、FoxO3a、p-FoxO3a、PINK1、Parkin、LC3、P62的蛋白表达水平。结果  与对照组相比，模型组、二甲双胍组

和石斛合剂组的空腹血糖、心重指数明显升高（P<0.01），大鼠血清中TC、TG、LDL-C、LDH、CRP、BNP和心肌组织中的TNF-α、IL-6

含量显著增加（P<0.01），HDL-C显著降低（P<0.01），心肌纤维排列紊乱，线粒体肿胀溶解，Sirt3、FoxO3a、PINK1、Parkin、LC3的基

因表达水平明显下降、P62表达水平升高（P<0.05）；Sirt3、p-FoxO3a/FoxO3a值、PINK1、Parkin、LC3的蛋白表达水平显著降低，P62

蛋白水平升高（P<0.05）。与模型组相比，石斛合剂组能显著降低空腹血糖水平和心重指数（P<0.01），同时降低LDH、CRP、BNP、

TNF-α、IL-6的含量及TC、TG、LDL-C的水平（P<0.01），升高HDL-C的水平（P<0.01），抑制心肌纤维化，修复线粒体、促使自噬体产

生，上调线粒体自噬基因Sirt3、FoxO3a、PINK1、Parkin、LC3（P<0.01），下调P62的基因表达水平（P<0.01），同时升高Sirt3、PINK1、

Parkin、LC3蛋白水平和p-FoxO3a/FoxO3a比值（P<0.05），降低P62的蛋白水平（P<0.01）。石斛合剂与二甲双胍组相比差异无统计

学意义（P>0.05）。结论  石斛合剂可能通过Sirt3调节线粒体自噬途径改善糖尿病心肌病的组织损伤及线粒体功能。
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of Shihu Mixture (SHM) for improving diabetic cardiomyopathy. Methods 
Thirty male SD rats were randomized into 3 groups (n=10) for type 2 diabetes mellitus modeling by high-fat and -sugar feeding 
for 12 weeks and intraperitoneal streptozotocin injection, followed by treatment with daily gavage of normal saline (model 
group), metformin solution, or SHM extract for 4 weeks, with 10 normally fed rats as the normal control group. Fasting blood 
glucose and cardiac weight index of the rats were monitored, and their TG, TC, LDL-C, HDL-C, and LDH levels were 
determined; serum and myocardial levels of BNP, CRP, TNF‑α and IL-6 were detected with ELISA. Myocardial pathological 
changes and ultrastructures of myocardial mitochondria and autophagosomes were examined with HE and Masson staining 
and transmission electron microscopy. Myocardial expressions of Sirt3, FoxO3a, PINK1, Parkin, P62, and LC3 mRNAs and 
proteins were detected with RT-qPCR, Western blotting, and immunohistochemistry. Results Compared with those in the 
control group, the rats in the other 3 groups showed significantly increased fasting blood glucose, cardiac weight index, serum 
TC, TG, LDL-C, LDH, CRP and BNP levels and myocardial levels of TNF‑α and IL-6 with lowered HDL-C level, obvious 
myocardial and mitochondrial pathologies, and dysregulated expression of Sirt3, FoxO3a, p-FoxO3a, PINK1, Parkin, LC3 and 
P62. Treatment of the rat models with SHM extract significantly reduced fasting blood glucose level and cardiac weight index, 
lowered the levels of LDH, CRP, BNP, TNF‑α, IL-6, TC, TG, and LDL-C, increased HDL-C level, alleviated myocardial and 
mitochondrial damages, promoted autophagosome formation, and improved dysregulation of mitochondrial autophagy-
related gene expression, showing similar effects to metformin. Conclusion SHM alleviates myocardial damage and improves 
mitochondrial function in rats with diabetic cardiomyopathy by regulating the mitochondrial autophagy pathway through Sirt3.
Keywords: diabetic cardiomyopathy; Shihu Mixture; mitophagy; Sirt3 pathway

糖尿病及其并发症糖尿病心肌病（DCM）已成为全

球流行病，目前全球约有 4.63亿人受其影响，预计到

2045年将增至7亿例［1］。DCM是糖尿病的主要并发症，

长期控糖不佳、合并肥胖或高血压、血脂异常的糖尿病

患者的DCM风险显著升高，且DCM是糖尿病患者死
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亡的主要原因。高血糖可引起心肌细胞代谢紊乱，心脏

的微血管基底膜变厚、间质纤维化。早期的DCM表现

为舒张功能障碍和左心室肥厚，而在中晚期，收缩功能

障碍会出现，并可能伴有心肌纤维化和细胞凋亡［2］，最终

导致左心室收缩功能受损、舒张功能障碍和心室肥厚，

甚至引发心衰［3］。

DCM是严重心血管事件的主要原因之一，以线粒

体功能障碍、氧化应激和 DNA损伤为主要特征［4］，心肌

细胞的线粒体进行性损伤会导致脂质积累并最终致使

糖尿病心脏损害［5， 6］，使糖尿病患者的预后恶化［7］。生理

状态下，心肌细胞依赖线粒体产生能量以维持心脏收缩

功能，而在高糖状态下，心肌葡萄糖诱导电子传导链亚

单位产生和线粒体蛋白乙酰化，损害线粒体功能，导致

心脏的舒缩功能受损［8］。线粒体自噬是一种发生在功

能失调线粒体中的自噬类型，主要是通过清除异常线粒

体，从而防止氧化应激并减少心肌细胞凋亡，修复受损

心肌组织，改善糖尿病心肌病的心脏功能，在糖尿病心

肌病中发挥着保护作用［9-11］。沉默信息调节因子 3

（Sirt3）在线粒体稳态中发挥关键作用，并对糖尿病心肌

病的发生发展具有保护作用［12］。适度的线粒体自噬可

改善糖尿病心肌病的心脏功能［13］，是DCM的潜在治疗

靶点，调控线粒体自噬可能降低DCM的心肌功能损伤，

为DCM的预防和治疗提供新的干预策略。研究表明，

高血糖环境下，心肌细胞中的Sirt3介导的线粒体自噬

通路被抑制［14］，导致脂质堆积和能量代谢障碍，而激活 

Sirt3则可恢复心肌细胞自噬并保护心肌细胞免于凋亡，

提示通过Sirt3调控线粒体自噬可能改善糖尿病心脏的

心脏功能。

从中医学范畴而言，DCM属于“消渴”、“胸痹”、“惊

悸”和“怔忡”，其病机是由于气阴两虚、脏腑功能紊乱，

痰、湿、瘀、热等病理产物积聚，久病入络，心脉受损［15］。

石斛合剂具有滋阴益气清热，活血化瘀，解郁祛浊毒的

功效，是糖尿病及其并发症的疗效显著的中药复方（国

家专利号 ZL201110408411.0）。方药组成为石斛、黄

芪、五味子、葛根、丹参、黄连、地龙、知母。其中，君药为

石斛和黄芪，石斛味甘，性微寒，补充胃部和肾脏的津

液，增强脾胃运化功能，滋阴补津。黄芪甘温，改善人体

的气血运行，促进血液循环。臣药为知母、葛根、丹参，

其中知母清热泻火，滋阴润燥；葛根解肌退热，生津止

渴；丹参活血化瘀，缓解疼痛；三者相互为用，清热化瘀

解毒。黄连、地龙、五味子、为佐使药，其中黄连清热解

毒，燥湿泻火；地龙通经活络，祛瘀生新；五味子调节心

肺、滋肾安神；全方共奏滋阴清热，益气活血，化瘀泻浊

之功。前期研究已表明石斛合剂可通过调控多种病理

机制抑制糖尿病的进展，包括调节糖尿病脂代谢、抑制

肝糖异生［16］，抑制糖尿病模型大鼠中肝细胞的mTOR活

性、促进AMPK磷酸化和自噬因子LC3Ⅱ表达，减轻糖

尿病肝损伤［17］，进一步研究发现石斛合剂还可抑制糖尿

病心肌细胞的钙超载，提示其可能通过维持糖尿病心肌

钙稳态缓解糖尿病合并的心肌损伤［18］。然而，石斛合剂保

护心肌细胞治疗糖尿病心肌病的具体病理机制尚不

完全清楚，因此本研究旨在探讨石斛合剂通过Sirt3调

节线粒体自噬进而改善DCM的作用机制，为石斛合

剂临床防治糖尿病心肌病提供确切的实验基础和理

论依据。

1  材料和方法

1.1  实验动物

SPF 级雄性 SD 大鼠 40 只（6 周龄，体质量 200±

20 g，上海斯莱克实验动物有限公司）。福建中医药大

学实验动物平台常规饲养，自由饮食饮水，温度（20±

2）℃，湿度40%~60%，每12 h交替明暗环境。本研究经

福建中医药大学实验动物伦理委员会审核通过（伦理批

号：FJTCM-IACUC-2021037）。

1.2  实验药物

盐酸二甲双胍片规格为0.5 g/片（中美上海施贵宝

有限公司）。中药复方石斛合剂（福建中医药大学国医

堂），组成为石斛12 g、黄芪20 g、五味子10 g、知母10 g、

葛根15 g、丹参20 g、黄连8 g、地龙9 g。药物制备过程

为用蒸馏水浸泡药材 30 min，大火煮开后调小火慢煎

30 min，过滤药渣后加适量蒸馏水，调小火对药汁继续

浓缩30 min。依前法行二次过滤后混合两次中药液，过

滤后分装，-20 ℃冰箱保存备用。

1.3  主要仪器

血糖仪（罗氏）；酶标仪（特宝）；石蜡切片机

（LEICA）；化学发光成像仪（BIO-RAD）；实时荧光定量

PCR仪（Applied Biosyste）。

1.4  主要试剂

链脲佐菌素（STZ，sigma）；叉头框蛋白O3a（FoxO3a）、

p-FoxO3a、PINK1、LC3、Sirt3、Beclin-1、β -actin 抗体

（Proteintech）；Parkin、P62 抗体（Abcam）；甘油三酯

（TG）、总胆固醇（TC）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、

高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、乳酸脱氢酶（LDH）试

剂盒（南京建成生物工程研究所）；脑钠肽（BNP）、C反应

蛋白（CRP）试剂盒（上海蓝基生物科技有限公司）；大鼠

肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）ELISA

试剂盒（碧云天生物技术有限公司）；mRNA逆转录试剂

盒、基因扩增试剂盒（南京vazyme公司）。动物高脂饲料

（10%猪油、60.7%基础饲料、15%蔗糖、4%胆固醇、10%

蛋黄粉和0.3%胆酸盐，福建省福州市吴氏实验动物贸

易有限公司）。
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1.5  糖尿病心肌病大鼠模型制备与干预

雄性SD大鼠40只，适应性饲养1周，随机分组为对照

（NC）组10只：基础饲料喂养，行生理盐水（10 mL·kg-1·d-1）

灌胃；模型（DCM）组10只：高脂高糖饮食喂养12 周，联

合腹腔注射 1.0% STZ（25 mg/kg，2次，注射间隔时间

72 h），大鼠尾尖静脉抽血测量空腹血糖和随机血糖水

平，连续两次空腹血糖水平超过11.1 mmol/L或随机血

糖水平超过16.7 mmol/L，即可认定糖尿病模型构建成

功［19］，之后行生理盐水（10 mL·kg-1·d-1）灌胃4周；二甲双

胍（MET）组10只：高脂高糖饮食喂养12周，MET溶液

（100 mg·kg-1·d-1）灌胃4周；石斛合剂（SHM）组10只：高

脂高糖饮食喂养12周，石斛合剂溶液（16.7 g·kg-1·d-1）灌

胃4周。药物灌胃干预结束后取材，前1d禁食禁水12 h，

腹腔注射 20%乌拉坦（0.5 mL/100 g）麻醉大鼠后进行

腹主动脉取血，4 ℃、15 000 r/min 离心15 min，取上层血

清置于1.5 mL EP管中，于-80 ℃冰箱保存备用。

1.6  大鼠空腹血糖和心重指数的变化情况

大鼠在高脂饲料喂养期间每周监测空腹血糖。大

鼠禁食但不禁饮水12 h，当大鼠精神状态稳定时，使用

一次性无菌采血针抽取尾静脉血液，使用血糖仪测量血

糖并记录。STZ注射造模后，连续2 d每天测空腹血糖1

次，药物干预后连续4周，每周测1次空腹血糖，干预前

后称量大鼠体质量和心脏重量，并计算心重指数

（CWI）：全心重量（mg）/体质量（g）。

1.7  比色法检测TG、TC、LDL-C、HDL-C、LDH的含量

将各组血清样本置于96孔板，同时设置空白孔、标

准孔，每组设3个复孔。按试剂盒说明在各孔加入工作

液，室温孵育1 h后在510 nm、530 nm处用酶标仪检测

吸光度A，利用标准曲线计算出样本的指标浓度。

1.8  酶联免疫法检测BNP、CRP、TNF-α、IL-6的含量

将各组大鼠血清或心脏组织蛋白提取液加入96孔

板，设置空白孔、样本孔和标准孔，并设3个复孔，封板后放

入37 ℃恒温箱孵育30 min，用洗涤液洗板3次，各孔加入

显色液后混匀，放入37 ℃温箱继续孵育15 min后加入终

止液，将孔板置于酶标仪，测量吸光度A450 nm值。

1.9  心脏组织HE染色

将心脏组织切片脱蜡后，浸入苏木精染液 10 min

使细胞核呈蓝色，流水冲洗后再经盐酸乙醇分化、水洗

蓝化后，用伊红染色2 min使细胞质染成粉红色，随后通

过梯度乙醇脱水、二甲苯透明，最后滴加中性树胶封片，

即可在显微镜下观察组织细胞形态。

1.10  心脏组织Masson染色

制备心脏组织切片后，滴加苏木素染色液50 μL染

色心肌细胞核，流水缓流冲洗3 min，用酸性乙醇溶液分

化10 s后，流水冲洗3 min，接着滴加50 μL Masson蓝化

液反蓝 4 min，用蒸馏水缓慢冲洗玻片 1 min，用 40 μL

丽春红品红染色液染色5 s，蒸馏水清洗，用弱酸溶液、

磷钼酸清洗后将苯胺蓝染色液均匀染色30 s后用弱酸

性溶液清洗1 min，进行脱水、中性树胶封片后用生物显

微镜拍照。

1.11  透射电镜观察心肌细胞内线粒体和自噬体的超微

结构

药物干预后手术取出大鼠心脏，冰上用PBS溶液

冲洗将心肌样品放入 2.5% 戊二醛溶液固定 24 h，用 

0.1 mol/L的磷酸溶液清洗3次，每次15 min。将1.0%

锇酸溶液浸泡3 h，用磷酸溶液清洗后进行脱水操作，然

后进行组织包埋和固定，经超薄切片机切片（厚度50~

60 nm），用4%醋酸铀和枸橼酸铅进行双染色，使用透射

电镜随机选取视野观察心肌样本，拍摄心肌组织的自噬

体和线粒体的形态。

1.12  RT-qPCR实验检测心脏组织线粒体自噬基因的表

达水平

用超低温研磨仪将心脏组织充分研磨，加入1 mL 

RNA isolater 完全溶解 30 min，4 ℃ 12 000 r/min 离

心 5 min，提取组织总RNA并检测RNA的浓度后进行

逆转录，获取cDNA产物。引物由上海铂尚生物技术有

限公司设计，引物序列为Sirt3：F，5'-CGCGAGTACAA 

CCTTCTTGC-3'；R，5'-CCTTCTGACCCATACCCAC 

C-3'，FoxO3a：F，5'-CTCGGACTCTCTCTCAGGCT-3'；

R，5'-CGGCATCCATGAGTTCGCTA-3'，PINK1：F，5'

-TGTCGTCTCAAAGGGAGCAG-3'；R，5'-TGTTTG 

CTGAACCCAAGGCT-3'；Parkin：F，5'-CTCAGACAA 

GGACACATCAGTAG-3'；R，5'-GCGGTGGTTACATT 

GGAAGA-3'；P62：f，5'-GCACTACCGCGATGAGGA 

TG-3'；R，5'-TCACAAATCACGTTGGGGTG-3'；LC3：

F，5'-TTGGTCAAGATCATCCGGCG-3'；R，5'-AGCC 

GAAGGTTTCTTGGGAG-3'；β -actin：F，5'-CGCGAG 

TACAACCTTCTTGC-3'；R，5'-CCTTCTGACCCATA 

CCCACC-3'。配置20 μL反应体系，应用荧光定量仪进

行基因扩增，94℃预变性3 min，94 ℃ 10 s、60 ℃ 34 s进

行40个循环反应，获得样本Ct值，以β-actin为内参，计

算2-△△Ct分析基因的相对表达量。

1.13  Western boltting实验检测心脏组织线粒体自噬通

路蛋白的表达水平

用预冷蛋白裂解液在超低温研磨仪中提取心脏组

织总蛋白，4 ℃、12 000 r/min离心 10 min获取蛋白样本

后用BCA实验测定蛋白质浓度，蛋白变性后计算蛋白

含量，进行SDS-PAGE电泳。用无水甲醇浸润5 min的

PVDF膜转膜，5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h，TBST清洗

PVDF膜3次，每次5 min。按试剂盒添加一抗Sirt3（1∶

1000）、FoxO3a（1∶5000）、p-FoxO3a（1∶5000）、PINK1（1

∶1000）、Parkin（1∶1000）、β-actin（1∶1000）于4 ℃摇床孵

育过夜，TBST洗膜3次，每次10 min。二抗（1∶5000）室

温孵育1 h，洗膜后用显影液滴加在PVDF膜上显影，呈
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像并拍照，β-actin作为内参进行半定量分析。

1.14  免疫组化实验检测心脏组织线粒体自噬相关蛋白

的表达水平

心脏组织经固定、脱水、透明处理，用石蜡包埋成

块，切成厚度约5 μm的薄片，贴附在载玻片上，放入二

甲苯脱蜡，用不同浓度乙醇水化后进行抗原修复，阻断

性内源性过氧化物酶浸润后清洗，每张玻片滴加50 μL

山羊血清于37 ℃烘箱封闭30 min，用P62（1∶100）、LC3

（1∶100）一抗过夜孵育，清洗后继续进行二抗（1∶500）室

温孵育，滴加50 μL链霉素抗生物素-过氧化物酶覆盖玻

片，放入37 ℃烘箱中孵育30 min后，滴加30 μL DAB显

色1 min，清洗后中性树胶封片，在光学显微镜下观察和

拍照并进行相关表达量分析。

1.15  统计学分析

所有实验数据以均数±标准差表示，结果用SPSS 

25.0软件进行统计学分析。采用单因素ANOVA分析

和 t检验进行组间比较，单因素ANOVA分析多组间的

差异，LSD方法来进行两两比较，P<0.05为差异具有统

计学意义。

2  结果

2.1  石斛合剂对大鼠血糖和心重指数的影响

治疗0、7、14、21、28 d时，与对照组相比，模型组、二

甲双胍组和石斛合剂组的空腹血糖明显升高（P<0.01）。

冶疗前，空腹血糖在 3 组间无显著差异（P>0.05），治

疗 7 d后，与模型组相比，石斛合剂组空腹血糖显著下降

（P<0.05）；治疗14、21、28 d时，石斛合剂与二甲双胍组

空腹血糖均明显下降（P<0.01）。与对照组相比，模型组

心重指数（CWI）显著增加，而石斛合剂和二甲双胍干

预可明显降低 CWI，但两组干预比较无统计学意义

（图1）。

2.2  石斛合剂对大鼠血脂的影响

与对照组相比，模型组TC、TG、LDL-C显著升高

（P<0.01），HDL-C显著降低（P<0.01）。与模型组相比，

石斛合剂组与二甲双胍组 TC、TG、LDL-C 显著下降

（P<0.01），HDL-C则显著升高（P<0.01），两组间差异无

统计学意义（P>0.05，图2）。

2.3  大鼠LDH、TNF-α、IL-6、CRP、BNP含量测定

与对照组相比，模型组、二甲双胍组和石斛合剂组

的大鼠血清中LDH、CRP、BNP和心肌组织中的TNF-α、
IL-6含量明显升高（P<0.01）；与模型组比，石斛合剂组

和二甲双胍组LDH、CRP、BNP、TNF-α、IL-6含量显著下

降（P<0.01），两组间差异无统计学意义（P>0.05，表1）。
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图1　大鼠空腹血糖和心重指数的变化情况
Fig.1　Changes in fasting blood glucose and cardiac weight index of the rats. n=3,**P<0.01 vs NC group; #P<0.05, ##P<0.01 vs DCM 
group. NC: Normal control group; DCM: Model group; MET: Metformin-treated group; SHM : Shihu mixture-treated group.
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图2　石斛合剂对大鼠血脂水平的影响情况
Fig. 2　Effect of Shihu mixture (SHM) on blood lipid levels in the rat 
models. n=3, **P<0.01 vs NC group; ##P<0.01 vs DCM group.
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2.4  大鼠心肌组织的病理变化情况

对照组的心肌细胞结构清晰，胞核（呈蓝色）胞质

（呈粉红色）分布均匀有序。模型组心肌细胞结构不完

整，胞质间隙增大，胞核分布不均。石斛合剂组和二甲

双胍组的心肌细胞排列紧凑，结构较模型组更加清晰、

完整（图3A）。

与对照组相比，模型组大鼠心肌纤维之间蓝染的胶

原纤维含量显著增加，心肌纤维化程度显著提升。与模

型组相比，二甲双胍组和石斛合剂组心肌胶原纤维含量

显著降低，心肌纤维化的进程受到明显抑制（图3B）。

2.5  大鼠心肌线粒体和自噬体形态变化情况

对照组大鼠心肌纤维结构完整，心肌小节清晰，心

肌线粒体排列整齐，线粒体和心肌小节垂直交叉；单个

线粒体为椭圆形，有内外膜双层结构。线粒体脊和脊线

清晰，排列整齐。模型组心肌纤维排列紊乱，分布不均

匀，线粒体肿胀发生溶解，线粒体嵴间距增大甚至断裂，

而石斛合剂和二甲双胍干预后线粒体脊分布变清晰，线

粒体个体形状也变完整（图4A）。对照组大鼠心肌线粒

体排列整齐，但未发现明显自噬体。模型组大鼠心肌线

粒体排列紊乱，未发现明显自噬体形成（图4B）。石斛

合剂组和二甲双胍组的线粒体之间出现了自噬体，这些

自噬体呈双层膜液泡结构，内部包裹着像线粒体形状的

细胞器。

2.6  石斛合剂对Sirt3介导的线粒体自噬通路的基因表

达水平的影响

与对照组相比，模型组大鼠心脏组织中 Sirt3、

FoxO3a、PINK1、Parkin、LC3的基因表达量下降明显

（P<0.05），P62基因表达量明显增加（P<0.05）；与模型

组相比，石斛合剂组与二甲双胍组 Sirt3、FoxO3a、

PINK1、Parkin、LC3相对表达量明显上升（P<0.01），而

P62的基因表达水平明显下降（P<0.01），而两组间差异

无统计学意义（P>0.05，图5）。

2.7  石斛合剂对Sirt3介导的线粒体自噬通路的蛋白表

达水平的影响

与对照组相比，模型组中Sirt3、PINK1、Parkin的蛋

白表达量下降、p-FoxO3a/FoxO3a值降低，而P62的蛋

表1　大鼠血清LDH、CRP、BNP和大鼠心肌TNF-α、IL-6的含量
Tab.1  Contents of LDH， CRP and BNP in rat serum and TNF-α， IL-6 in rat myocardium （n=3）

Group

NC

DCM

MET

SHM

LDH (mmol/L)

 1388.6±105.4

    2002.9±112.2**

1659.0±73.1##

1613.6±83.3##

CRP (ng/mL)

1.40±0.01

    2.98±0.08**

  2.47±0.06##

  2.25±0.08##

BNP (pg/mL)

72.67±4.92

  173.89±4.24**

137.77±4.69##

128.84±7.48##

TNF-α (pg/mL)

30.28±4.25

    156.36±16.62**

  62.82±9.35##

  83.17±8.02##

IL-6 (pg/mL)

18.72±5.42

    64.62±8.51**

  22.12±6.23##

  34.08±5.83##

**P<0.01 vs NC group; ##P<0.01 vs DCM group.

A

B

NC                                                 DCM                                                 MET                                            SHM

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm100 μm100 μm100 μm

图3　大鼠心肌组织HE和Masson染色情况
Fig.3　HE and Masson staining of rat myocardial tissue. A: HE staining. B: Masson staining.

,
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白表达量升高（P<0.05）；与模型组相比，石斛合剂组

和二甲双胍组中 Sirt3、PINK1、Parkin表达量升高、p-

FoxO3a/FoxO3a 值升高，P62 的蛋白表达量降低（P<

0.05），而两组间差异无统计学意义（P>0.05，图6）。

3  讨论

糖尿病心肌病是在不存在冠状动脉疾病、高血压和

瓣膜病的情况下出现的心脏功能障碍，心肌细胞线粒体

自噬水平的改变会显著影响线粒体功能、心肌细胞的存

亡及心脏功能［20］。临床常用降糖药物可通过靶向线粒

体自噬发挥心脏保护作用，从而治疗和预防糖尿病心肌

病，如二甲双胍可以通过激活心肌细胞自噬水平来改善

DCM氧化应激、炎症反应、代谢失常、心肌纤维化等病

理状态［21］。目前，针对糖尿病心肌病尚无特异性治疗或

预防手段，血糖控制仍是主要干预措施。本研究采用高

脂饲料喂养联合小剂量STZ注射制备DCM大鼠模型，

STZ可选择性破坏大鼠胰岛β细胞，该模型已经获得普

遍认可［22， 23］。本研究提示，经石斛合剂干预可使DCM

大鼠的空腹血糖、心重指数、TC、TG、LDL-C水平明显

下降，HDL-C水平上升，说明石斛合剂可以改善DCM

组的糖脂代谢水平。本研究还观察了DCM心肌病患者

心肌炎症的重要指标CRP、BNP的水平，研究报道二者

均可灵敏诊断DCM心肌功能损伤［24］，CRP升高预示心

肌梗塞、心绞痛发作以及心脏骤停的风险［25］，而BNP增

多时出现左心室功能障碍或者心脏舒张功能不全［26］，且

已证实抑制心肌炎症中的TNF-α和 IL-6水平可降低

LDH，改善糖尿病心肌损伤［27］。本研究也发现石斛合剂和

二甲双胍治疗后，DCM大鼠的CRP、BNP、TNF-α、IL-6、

LDH含量显著降低，说明石斛合剂和二甲双胍能改善

心肌炎症反应和心肌功能损伤。心肌结构和功能的病

理学改变，特别是左心室功能异常是DCM的诊断标准

之一，高脂饲料喂养大鼠配合注射STZ后，心肌组织有

氧化应激、微血管基底膜增厚的改变，逐渐还会出现心

肌细胞肥大增生、心肌间质纤维化和心室舒张功能障碍

的病理改变［28］。本研究中病理结果也显示石斛合剂和

二甲双胍可明显改善DCM大鼠心肌细胞的形态改变和

损伤，降低心肌间胶原纤维含量，同时心肌细胞的超微

结构结果进一步提示石斛合剂和二甲双胍可促使线粒

A
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1 μm 1 μm 1 μm 1 μm

图4　大鼠心肌组中的线粒体和自噬体的超微结构的变化情况
Fig.4　Ultrastructural changes of mitochondria (A) and autophagosomes (B) in rat myocardial tissue.
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图5　大鼠心脏线粒体自噬通路及自噬相关基因的表达情况
Fig.5　Expressions of cardiac mitophagic pathway and autophagy-related genes in rats. A: Expresisons of cardiac 
mitophagic pathway-related genes. B: Expressions of autophagy-related genes. n=3, *P<0.05, **P<0.01 vs NC 
group; ##P<0.01 vs DCM group.
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体形态恢复和自噬小体增加，表明石斛合剂在逆转

DCM大鼠心肌损伤的同时还可能恢复线粒体功能并激

活自噬，清除受损线粒体维持细胞内稳态。

为深入探究石斛合剂通过调节心肌细胞线粒体自

噬改善心功能的分子机制，我们进一步研究了石斛合剂

对线粒体自噬信号通路的调控作用。研究证实Sirt3是

一种介导线粒体自噬信号通路的线粒体去乙酰化酶，可

通过抑制Sirt3蛋白表达影响线粒体自噬，加重DCM心

肌损伤［29］，而FoxO3a参与调节心肌细胞周期和细胞凋

亡［30］。Sirt3表达上调，激活作用底物FoxO3a，通过磷酸

化作用“招募”PINK1分子，使其定位于受损线粒体外膜

上，并结合Parkin分子，激活E3泛素连接酶Parkin，将自

噬信号传递到下游自噬标志蛋白LC3、P62 ［13， 31］。在自

噬发生时，胞浆型LC3I会被酶分解出少量多肽，从而产

生LC3II，而LC3 II/I的比例则可以反映自噬程度；自噬

接头蛋白 p62 表达量增加是自噬活性受到抑制的标

志［32］。既往研究已表明，高血糖环境中心肌细胞的

Sirt3、FoxO3a及Parkin蛋白表达显著下降，线粒体自噬

通路被抑制［33， 34］，导致脂质堆积和能量代谢障碍，而激

活 Sirt3则可恢复心肌细胞自噬并保护心肌细胞免于凋

亡，提示通过Sirt3调控线粒体自噬可能改善糖尿病心

脏的心脏功能。我们的实验也发现，石斛合剂和二甲双

胍可上调大鼠心脏Sirt3、PINK1、Parkin、LC3、下调P62

的表达水平，同时促进FoxO3a的磷酸化，提示石斛合剂

可能通过激活Sirt3介导的FoxO3a-PINK1-Parkin线粒

体自噬信号通路，上调心肌线粒体自噬水平，减少异常

线粒体数量，抑制脂质积累，改善心脏功能障碍，在

DCM中发挥心脏保护作用。

综上所述，石斛合剂能显著改善DCM糖脂代谢紊

乱、抑制心肌炎症、改善心肌细胞和线粒体形态、调控心

肌线粒体自噬，其作用机制可能与激活Sirt3介导的自

噬信号通路、启动心肌细胞自噬程序，逆转心肌功能受

损密切相关。糖尿病心肌病明确存在线粒体自噬异常，

但由于线粒体自噬的启动机制比较复杂，不同机制之间

的相互关联和协同控制着有效的线粒体自噬，未来将进

一步探讨石斛合剂调控线粒体自噬维持线粒体稳态保

护心肌的其它分子机制，为其临床应用提供更为详实的

实验依据。
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图6　大鼠心脏自噬通路及自噬相关蛋白的表达情况
Fig.6　Expression of cardiac mitophagic pathway and autophagy-related proteins in rats. A: Representative immunoblot images. B: 
Sirt3, p-FoxO3a/FoxO3a, PINK1, Parkin relative protein expression levels. C: Representative immunohistochemical images. D: LC3 
and P62 relative protein expression levels. n=3, *P<0.05, **P<0.01 vs NC group; #P<0.05, ##P<0.01 vs DCM group.
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