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达格列净对高血压小鼠小动脉重构的影响及机制 *
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摘要 目的：探究钠葡萄糖共转运蛋白 2抑制剂（达格列净）对高血压小鼠小动脉重构的影响及机制。方法：30只 12周龄的

C57BL / 6雄性小鼠纳入本研究，根据实验目的将实验小鼠分为对照组、模型组和达格列净组。检测并比较各组小鼠心脏肥大、心

脏纤维化、动脉重塑、炎症因子 mRNA表达、PI3K和 Akt蛋白质表达以及细胞活力和细胞迁移。结果：与对照组相比，模型组收缩

压和心脏 /体重增加（P<0.05）。与模型组相比，达格列净组收缩压和心脏 /体重降低（P<0.05）。与对照组相比，模型组 RV/（LV+S）

和得分增加（P<0.05）。与模型组相比，达格列净组 RV/（LV+S）和得分降低（P<0.05）。与对照组相比，模型组显示血管壁增厚，透明
质改变，脑小动脉管腔狭窄或闭塞（P<0.05）。与模型组相比，达格列净组降低高血压引起的小动脉重塑（P<0.05）。与对照组相比，
模型组 IL-1茁，IL-6和 TNF-琢的 mRNA表达水平增加（P<0.05）。与模型组相比，达格列净组 IL-1茁，IL-6和 TNF-琢的 mRNA表达

水平降低（P<0.05）。与对照组相比，模型组 PI3K和 Akt蛋白质表达水平增加（P<0.05）。与模型组相比，达格列净组 PI3K和 Akt蛋

白质表达水平降低（P<0.05）。与对照组相比，模型组 VEZF1，Angpt-1和 IGF1表达水平降低（P<0.05）。与模型组相比，达格列净组
VEZF1，Angpt-1和 IGF1表达水平增加（P<0.05）。与对照组相比，模型组细胞活力和细胞迁移降低（P<0.05）。与模型组相比，达格
列净组细胞活力和细胞迁移增加（P<0.05）。结论：达格列净通过抑制 PI3K / Akt信号通路，降低炎症反应，增加血管生成能力，降

低高血压小鼠小动脉重构。
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The Effect and Mechanism of Dapagliflozin on Arteriole Remodeling
in Hypertensive Mice*

To investigate the effect and mechanism of sodium-glucose cotransporter 2 inhibitor (dapagliflozin) on arte-

riole remodeling in hypertensive mice. Thirty 12-week-old C57BL/6 male mice were included in this study. According to the

purpose of the experiment, the experimental mice were divided into control group, model group and dapagliflozin group. Cardiac hyper-

trophy, cardiac fibrosis, arterial remodeling, inflammatory factor mRNA expression, PI3K and Akt protein expression, cell viability and

cell migration were detected and compared in each group of mice. Compared with the control group, the systolic blood pressure

and heart/weight increase in the model group (P<0.05). Compared with the model group, the systolic blood pressure and heart/body

weight of the dapagliflozin group decreased (P<0.05). Compared with the control group, the model group's RV/ (LV+S) and score

increased (P<0.05). Compared with the model group, the RV/ (LV+S) and score of dapagliflozin group decreased (P<0.05). Compared
with the control group, the model group showed thickening of the vessel wall, changes in hyaline, and stenosis or occlusion of cerebral arte-

rioles (P<0.05). Compared with the model group, the dapagliflozin group reduced arterial remodeling caused by hypertension (P<0.05).
Compared with the control group, the mRNA expression levels of IL-1茁, IL-6 and TNF-琢 in the model group increased (P<0.05). Com-
pared with the model group, the mRNA expression levels of IL-1茁, IL-6 and TNF-琢 in the dapagliflozin group were reduced (P<0.05).
Compared with the control group, the protein expression levels of PI3K and Akt in the model group increased (P<0.05). Compared with
the model group, the protein expression levels of PI3K and Akt in the dapagliflozin group decreased (P<0.05). Compared with the control
group, the expression levels of VEZF1, Angpt-1 and IGF1 in the model group were reduced (P<0.05). Compared with the model group,

the expression levels of VEZF1, Angpt-1 and IGF1 in the dapagliflozin group increased (P<0.05). Compared with the control group, the
cell viability and cell migration of the model group were reduced (P<0.05). Compared with the model group, the cell viability and cell
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migration of the dapagliflozin group increased (P<0.05). Dapagliflozin inhibits PI3K/Akt signaling pathway, reduces inflam-

mation, increases angiogenesis, and reduces arteriolar remodeling in hypertensive mice.

Dapagliflozin; Hypertension; Arteriole remodeling; PI3K/Akt; Signaling pathway

前言

高血压是全球范围内重要的全球公共卫生负担，据估计，

到 2025年，高血压的成年人总数将增加到 15.6亿[1,2]。动脉高

血压是导致动脉粥样硬化的主要危险因素之一，动脉粥样硬化

最终导致诸如心肌梗塞或中风的血栓栓塞事件，并因此成为导

致全球死亡率和严重残疾的发病率的主要原因，颅内小动脉重

构是慢性血压升高的主要适应机制，然而适应不良的重构导致

管腔狭窄和灌注不足的后遗症 [3,4]。血管平滑肌细胞（Vascular

smooth muscle cells，VSMC）是血管重构过程中的关键细胞，成

熟血管中的 VSMC是高度可塑性的细胞，可响应局部环境变

化并改变其表型 [5,6]。钠葡萄糖共转运蛋白 2抑制剂（Sodium

glucose transporters 2 Inhibitor，SGLT2i）是一类新型的抗糖尿病

药物，可抑制肾脏对葡萄糖和钠的吸收[7,8]。有新出现的糖尿病

独立性证据表明，SGLT2i可对非糖尿病性 HF患者有益[9,10]。最

近的一项研究表明，达格列净可降低人末期 HF心室小梁的舒

张肌张力，并直接改善其舒张张力，并且可通过抑制线粒体活

性氧的产生来保持心脏微血管内皮细胞的功能，并改善心衰[11-13]。

尽管 SGLT2i具有明显的心血管益处，但其潜在机制尚未完全

明了。本研究旨在探究钠葡萄糖共转运蛋白 2抑制剂（达格列

净）对高血压小鼠小动脉重构的影响及机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验小鼠 30只 12周龄的 C57BL / 6雄性小鼠纳入本

研究。将动物圈养在 12小时的光照 /黑暗周期下，可自由享用

标准饮食和水。

1.1.2 实验分组 实验分为 3组：对照组（C57BL / 6雄性小

鼠），模型组（通过渗透性微型泵输注 Ang II诱发高血压，每天

490 ng/kg，n=10）和达格列净组（高血压模型小鼠达格列净治

疗，每天 10 mg / kg，n=10）。

1.2 方法

1.2.1 评估右心室肥大和纤维化 将右心室固定在 10%福尔

马林缓冲液中，石蜡包埋，切成薄片（5毫米），用 Masson三色

染色，并在明亮视野下用 Olympus BX50 显微镜观察，并进行

评分，其中不存在胶原蛋白沉积的评分为 0，而弥散性和强烈

的胶原蛋白染色的评分为 10。使用平均评分用于统计分析。

1.2.2 实时定量逆转录酶 PCR 将小块的心房和心室组织放

入液氮中进行速冻，保存在 -80℃的冰箱中直至进行分析。每组

选择四只小鼠进行心脏 mRNA表达分析。使用 TRI试剂（美国

Sigma-Adrich）制备总 RNA，进行反转录（美国英杰公司）。使用

ABI 7500 实时系统和带有 TaqMan 探针的 TaqMan Universal

Master Mix II进行实时定量 RT-PCR。

1.2.3 蛋白质印迹分析 使用已经在含有蛋白酶抑制剂的均

化缓冲液中处理过的心脏组织进行了蛋白质印迹分析，BCA

蛋白质测定试剂盒测定蛋白质浓度，SDS-PAGE分离蛋白质样

品以及 SDS上样缓冲液，并将其转移到 PVDF膜上。在室温下

在含有 0.05%Tween-20和 5%脱脂奶粉的 TBS中封闭 4小时

后，使用二抗对 PVDF膜进行免疫印迹。使用延长的底物试剂

盒（美国 Thermo Scientific公司）检测 PVDF膜中的蛋白条带，

并通过 Labworks 4.6进行定量。

1.2.4 免疫荧光 常规心脏组织石蜡切片，将其在 PBS中洗

涤 3次，每次 10 min，并与含有 5 %正常山羊血清的 PBS / 0.2 %

Triton X-100中的封闭溶液在室温下孵育 60 min。将组织与一

抗在 PBS / 0.2 %Triton X-100 / 3%正常山羊血清中的一抗一起

在 4℃下孵育过夜。第二天，在 PBS / 0.2 %Triton X-100中将组

织洗涤 3次，每次 10分钟，并在室温下与 DAPI（4,6-diamidi-

no-2-phenylindole）（DAPI）（4,6-diamidino-2-phenylindole）孵育

1分钟，在室温下孵育二抗。PBS / 0.2%Triton X-100 / 1 %正常

山羊血清在室温下放置 1 小时。将组织切片在 PBS / 0.2 %

Triton X-100中洗涤 3次，每次 10分钟，并用 ProLong抗褪色

剂（Molecular Probes，Eugene，OR，USA）覆盖在显微镜载玻片

上。图像是使用 Leica荧光显微镜（Leica TCS SP5）采集的。每

个高倍视野的微血管数量通过测量阳性血管来量化，该血管是

在每个标本的 10个不同视野中手动计算的。随机选择切片，观

察者不知情。

1.2.5 细胞培养 从 8-10 周龄的小鼠中分离出小动脉

VSMC，从内侧层切出外膜和内膜并培养。当细胞生长至

70-80%浓度时，将外植体移出，并将 VSMC在含有 10%FBS的

高葡萄糖 DMEM和含有 5% CO2和 95%空气的细胞培养箱中

于 37℃的抗生素中培养。在随后的体外细胞实验中，细胞培养

基中达格列净的浓度为 1 滋M。
1.2.6 细胞增殖测定 将 VSMC接种到 96孔板（5× 103细胞

/孔）中，并在含有 10%FBS的 DMEM中培养。细胞粘附和饥饿

后，在细胞培养箱中向孔中添加不同的药物处理 24小时。将

10 滋L CCK-8溶液添加至培养基，并将细胞继续孵育 1小时。

使用微孔板读数器（Bio-Rad，Hercules，CA，USA）测量 450 nm

处的吸光度。

1.2.7 细胞迁移测定 将含有 10%FBS 的 DMEM 添加到

Boyden 小室的下部，将悬浮在无 FBS DMEM 中的 VSMC

（5.0× 104细胞 / mL）添加到 Boyden小室的上部。在 37℃下温

育 4小时后，将滤膜的上层刮下并用 PBS洗涤。过滤器底部的

细胞用 4%多聚甲醛固定，并用 DAPI（4,6-二氨基 -2-苯基吲

哚）染色。最后，对细胞拍照并从每孔五个高功率（× 400）场中

计数。将平均值用作迁移细胞数。

1.3 统计分析

数据表示为平均值± SD。n表示小鼠的数量。使用单向方

差分析和 Tukey的多重比较测试。统计学显著性即 P值≤
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0.05。使用 GraphPad Prism软件进行统计分析。

2 结果

2.1 达格列净降低模型小鼠收缩压

与对照组相比，模型组收缩压和心脏 /体重增加（P<0.05）。
与模型组相比，达格列净组收缩压和心脏 /体重降低（P<0.05）。

表 1 收缩压和心脏 /体重比较

Table 1 Comparison of systolic blood pressure and heart/weight

Groups n Systolic pressure（mmHg） Heart / Body Weight（mg/g）

Control group 10 103.42± 6.37 4.89± 0.26

Model group 10 128.53± 7.21 6.34± 0.32

Dag le Net Group 10 105.64± 6.89 5.06± 1.16

F - 15.234 18.234

P - <0.001 <0.001

2.2 达格列净减少模型小鼠的 RV肥大和纤维化

与对照组相比，模型组 RV/（LV+S）和得分增加（P<0.05）。
与模型组相比，达格列净组 RV/（LV+S）和得分降低（P<0.05）。
（表 2）。

表 2 达格列净减少模型小鼠的 RV肥大和纤维化

Table 2 RV hypertrophy and fibrosis in mice with daglitaxel reduction model

Groups n RV/（LV+S） Score

Control group 10 0.25± 0.33 4.25± 0.36

Model group 10 0.52± 0.16 8.33± 0.62

Dag le Net Group 10 0.41± 0.13 5.38± 0.35

F - 15.234 16.8564

P - <0.001 <0.001

2.3 达格列净降低模型小鼠的炎症反应

与对照组相比，模型组 IL-1茁，IL-6和 TNF-琢的 mRNA表

达水平增加（P<0.05）。与模型组相比，达格列净组 IL-1茁，IL-6
和 TNF-琢的 mRNA表达水平降低（P<0.05）。（表 3）。

表 3 炎症因子 IL-1茁，IL-6和 TNF-琢的 mRNA表达

Table 3 mRNA expression of inflammatory factors IL-1茁, IL-6 and TNF-琢

Groups IL-1茁 IL-6 TNF-琢

Control group 0.83± 0.24 0.76± 0.11 0.98± 0.17

Model group 3.37± 0.15 3.87± 0.25 4.22± 0.26

Dag le Net Group 1.22± 0.36 1.03± 0.15 1.38± 0.24

F 15.264 15.347 16.279

P <0.001 <0.001 <0.001

2.4 达格列净抑制 PI3K / Akt途径

与对照组相比，模型组 PI3K和 Akt蛋白质表达水平增加

（P<0.05）。与模型组相比，达格列净组 PI3K和 Akt蛋白质表达

水平降低（P<0.05）。（表 4）。

表 4 达格列净抑制 PI3K / Akt途径

Table 4 Dag le net suppression PI3K /Akt pathway

Groups n PI3K Akt

Control group 10 0.23± 0.05 0.33± 0.06

Model group 10 0.98± 0.11 0.89± 0.12

Dag le Net Group 10 0.44± 0.13 0.45± 0.06

F - 13.698 12.324

P - <0.001 <0.001
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2.5 达格列净促进 VEZF1，Angpt-1和 IGF1表达

与对照组相比，模型组 VEZF1，Angpt-1和 IGF1表达水平

降低（P<0.05）。与模型组相比，达格列净组 VEZF1，Angpt-1和

IGF1表达水平增加（P<0.05）。（表 5）。

表 5 VEZF1，Angpt-1和 IGF1表达水平

Table 5 The VEZF1, Angpt-1 and IGF1 expression levels

2.6 达格列净增加细胞活力和细胞迁移

与对照组相比，模型组细胞活力和细胞迁移降低（P<0.05）。
与模型组相比，达格列净组细胞活力和细胞迁移增加（P<0.05）。
（表 6）。

Groups VEZF1 Angpt-1 IGF1

Control group 4.36± 0.32 4.78± 0.35 3.65± 0.32

Model group 1.25± 0.23 1.08± 0.21 1.07± 0.13

Dag le Net Group 3.68± 0.15 3.92± 0.18 2.56± 0.18

F 15.234 15.234 15.324

P <0.001 <0.001 <0.001

表 6 细胞活力和细胞迁移

Table 6 Cell viability and cell migration

Group Cell vitality Cell migration

Control group 1.85± 0.13 101.03± 8.24

Model group 1.21± 0.12 42.25± 5.16

Dag le Net Group 1.64± 0.13 92.36± 6.18

F 15.874 17.487

P <0.001 <0.001

3 讨论

高血压影响全世界约三分之一的成年人，约占中风和局部

缺血性心脏病全球风险的一半[14,15]。高血压引起的小动脉重构

以及随后的动脉粥样硬化和小动脉硬化是造成心脑血管疾病

的主要因素[16]。高血压与血管系统的不良重构和威胁生命的心

血管事件的发生率增加相关。重构过程中突出的是小动脉和大

动脉总体硬化和向内重构[17,18]。此外，证据表明血管重构和变硬

先于高血压的发展，且驱动不良血管重构和变硬的主要刺激是

血管收缩的延长[19]。高血压的发病机制涉及多种途径，包括内

皮功能障碍，肺平滑肌细胞异常增殖，细胞外基质重构增加和

慢性炎症[20]。在高血压中，循环血管收缩剂（血栓烷，内皮素，5-

羟色胺）和血管扩张剂（前列环素，一氧化氮）的影响之间的不

平衡会促进小动脉的血管收缩，进而引起 VSMC增殖，从而促

进管腔变窄[21]。

达格列净是一种 SGLT2抑制剂，可降低 2型糖尿病和已

确定的冠心病患者心衰和主要不良心血管事件的住院率[22,23]。

一项研究发现，与安慰剂相比，达格列净治疗 6个月显著增加

循环中促血管生成的 CD133+祖细胞，减少炎性粒细胞前体，

并增加具有抗炎性 M2极化的循环单核细胞[24]。本研究显示，

高血压小鼠小动脉显示出明显的向内重构，血管壁增厚，透明

质改变，脑小动脉管腔狭窄或闭塞，说明达格列净治疗抑制小

动脉重构。

相关研究显示：血管炎症是动脉性高血压形成过程中的关

键组成部分，炎症细胞依次进入血管壁，导致高水平的血管氧

化应激和 eNOS解偶联，最终导致动脉粥样硬化[25]。GLP-在注

入 ATII的小鼠中，内皮细胞的活化阻止了这些作用并改善了

血管舒张和 NO生物利用度[26]。本研究显示，可在高血压小鼠

中观察到活化的炎症状态，这由炎症因子包括 IL-1茁，IL-6和
TNF琢的 mRNA表达增加来证明，结合上述研究可知：达格列

净可通过抑制高血压小鼠炎症反应从而缓解高血压病情进展。

关于达格列净抑制高血压小鼠小动脉重构的分子机制，我

们特别关注 PI3K / Akt 途径的作用，PI3K / Akt 已被证明对

VSMC的增殖和迁移至关重要[27]。此外，PI3K/Akt的促发炎作

用与增强的核定位和 NF-资B的激活有关。在本研究中，发现高
血压小鼠 PI3K和 Akt蛋白质表达水平增加，达格列净降低

PI3K和 Akt蛋白质表达水平，这些数据表明达格列净通过抑

制 PI3K / Akt信号传导途径抑制了高血压小鼠小动脉重构，与

上述研究一致。另外，本研究还观察到达格列净抑制高血压小

鼠小动脉重构与某些血管生成基因的刺激有关，与 Nagata D

等[28]研究一致。VEZF1是调节血管生成的重要转录因子，在本

研究中，高血压小鼠 VEZF1，Angpt-1和 IGF1表达水平降低。

达格列净治疗增加了 VEZF1，Angpt-1和 IGF1表达水平。说明

达格列净恢复了小鼠的血管生成能力。

尽管复杂的过程和血管壁中的各种细胞参与了高血压的

动脉重构，但收缩型 VSMC的表型调节已被广泛接受为关键

过程[29]。成熟血管内的 VSMC在调节血管收缩和扩张中起主要

作用，与终末分化的骨骼肌细胞或心肌细胞不同，VSMC保留

了显著的可塑性，并且可以响应局部环境变化（如动脉损伤和

高血压）经历从收缩表型到合成表型的表型调节[30]。不适当或

过度的 VSMC表型调节会促进血管重构，包括介质肥大，新内

膜增生和细胞外基质沉积，因此，VSMC表型调节的减弱或抑

制可能显示出对高血压中颅内小动脉重构的保护作用。在本研

究中，高血压 VSMC在体外也显示出增加的增殖和迁移能力。
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综上所述，我们提供的证据表明，达格列净通过抑制 PI3K

/ Akt信号通路，降低炎症反应，增加血管生成能力，降低高血

压小鼠小动脉重构。这些发现凸显了达格列净在预防和治疗高

血压方面的前景。
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