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　　［摘　要］　目的：探讨盐酸法舒地尔（ＨＦ）对糖尿病（Ｄ）小鼠心肌纤维化及巨噬细胞极化的影响。方法：将
６０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为正常组（ＮＳ组）、正常＋法舒地尔组（Ｎ＋ＨＦ组）、糖尿病组（Ｄ＋ＮＳ组）、低剂量法舒
地尔组（Ｄ＋ＬＨＦ组）、中剂量法舒地尔组（Ｄ＋ＭＨＦ组）及高剂量法舒地尔组（Ｄ＋ＨＨＦ组）。采用链脲佐菌素
（ＳＴＺ）连续腹腔注射建立１型糖尿病小鼠模型。干预８周后处死小鼠，观察法舒地尔对小鼠体重及血糖的影响；
ＨＥ及Ｍａｓｓｏｎ染色观察心脏组织形态改变，测量心肌胶原容积分数（ｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ）；免疫组化观察
心脏组织中巨噬细胞极化及白细胞介素６（ＩＬ６）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和ＩＬ１０的蛋白水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定
心脏组织中ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３、诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）和精氨酸酶１（Ａｒｇ１）的蛋白水平。结果：与ＮＳ组相比，
Ｄ＋ＮＳ组小鼠成模后体重下降，血糖升高（Ｐ＜００５）；与 Ｄ＋ＮＳ组相比，各治疗组血糖和体重差异无统计学显著
性。与ＮＳ组相比，Ｄ＋ＮＳ组ＣＶＦ增大，Ｍ１型巨噬细胞数量增加，Ｍ２型巨噬细胞数量减少，ＩＬ６、ＴＮＦα、ｐＭＹＰＴ１
Ｔｈｒ８５３和ｉＮＯＳ的蛋白水平升高，ＩＬ１０和Ａｒｇ１的蛋白水平降低（Ｐ＜００５）；与 Ｄ＋ＮＳ组相比，各治疗组 ＣＶＦ下
降，Ｍ１型巨噬细胞数量减少，Ｍ２型巨噬细胞数量增加，ＩＬ６和 ＴＮＦα的蛋白水平降低，ＩＬ１０的蛋白水平升高；与
Ｄ＋ＮＳ组相比，Ｄ＋ＭＨＦ和Ｄ＋ＨＨＦ组的 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３和 ｉＮＯＳ的蛋白水平下降，Ａｒｇ１的蛋白水平升高（Ｐ＜
００５）。与ＮＳ组相比，Ｎ＋ＨＦ组各检测指标差异无统计学显著性。结论：法舒地尔能改善糖尿病心肌病小鼠心肌
纤维化，其可能的机制与诱导Ｍ２型巨噬细胞极化，减少Ｍ１型巨噬细胞极化和炎症反应有关。
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　　糖尿病心肌病（ｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）系
糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｄ）患者中独立于大血管及
微血管病变的特异性心肌损害，是发达国家糖尿病

患者致死的主要原因之一［１］。长期高血糖刺激导致

心肌细胞肥大及纤维化，早期可出现心脏舒张功能

下降，并逐渐累及收缩功能，最终发展为充血性心力

衰竭［２］。

　　炎症和纤维化是ＤＣＭ发病的重要机制之一，单
核巨噬细胞渗出及分化是炎症启动及调节的关键环
节，巨噬细胞受局部微环境的影响至少分化为２种
亚型参与炎症反应，这一过程称之为巨噬细胞极化，

其中以经典活化型（Ｍ１型）巨噬细胞和选择活化型
（Ｍ２型）巨噬细胞为主，Ｍ１型巨噬细胞上调诱导型
一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）
及炎症因子的表达，过度极化可导致组织损伤，Ｍ２
型巨噬细胞上调精氨酸酶１（ａｒｇｉｎａｓｅ１，Ａｒｇ１）及抗
炎因子的表达，发挥抗炎效应，有利于组织修复［３］。

Ｍ１／Ｍ２比例失调促进ＤＣＭ发生，调控巨噬细胞极化
显示了良好的抗纤维化及对ＤＣＭ的治疗作用［４７］。

　　ＲｈｏＡ蛋白是 Ｒａｓ超家族中一种小分子三磷酸
鸟苷（ｇｕａｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＧＴＰ）结合蛋白，其下游
效应 分 子 为 Ｒｈｏ激 酶 （Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅｓ，
ＲＯＣＫ），后者属于丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶家族成
员，存在 ２种亚型：ＲＯＣＫ１（又称 ＲＯＫβ、ｐ１６０
ＲＯＣＫ）和ＲＯＣＫ２（也称 ＲＯＫα）。ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号
通路调节细胞增殖、迁移和凋亡等生物学行为，扮演

分子开关的角色［８］。研究发现，ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通
路介导炎症、氧化应激、钙平衡、胰岛素抵抗、心肌细

胞凋亡、心肌纤维化和心脏舒缩功能等参与 ＤＣＭ发
病，是具有巨大潜力的治疗靶点［９］。法舒地尔能特

异性结合ＲＯＣＫ中ＡＴＰ依赖的激酶结构域并抑制其
活性，是目前临床上唯一批准使用的 ＲＯＣＫ抑制剂，
因其强大的扩血管作用而被广泛应用于蛛网膜下腔

出血和缺血性心脏病等血管痉挛性疾病的治疗

中［１０１１］。尽管动物实验结果显示法舒地尔能够抗心

肌纤维化进而治疗 ＤＣＭ［１２１３］，但其深入机制是否与

通过调控巨噬细胞极化相关尚无相关文献报道。本

研究通过链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱导１型
糖尿病小鼠模型并给予法舒地尔干预，观察其对巨

噬细胞极化及心肌纤维化的影响。

材　料　和　方　法

１　实验动物、药品与试剂　
　　６０只 ＳＰＦ级健康雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，６～８周
龄，体重（２０６±０８）ｇ，购自成都达硕实验动物有限
公司，合格证编号为ＳＣＸＫ（川）２０１５０３０。实验期间
自由饮水，进食普通饲料，室温（２３±１）℃，每日１２ｈ
光照维持昼夜循环。

　　链脲佐菌素购自 Ｓｉｇｍａ；盐酸法舒地尔（ｈｙｄｒｏｘｙｌ
ｆａｓｕｄｉｌ，ＨＦ）注射液购自天津红日药业股份有限公司
（批准文号为国药准字 Ｈ２００４０３５６）；抗 ＣＤ１１ｃ和
ＣＤ２０６抗体均购自 ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ；抗肿瘤坏死因
子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白细胞介素６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）和 ＩＬ１０抗体均购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；抗 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３、ｉＮＯＳ和 Ａｒｇ１抗体
均购自ＣＳＴ；抗βａｃｔｉｎ抗体、山羊抗兔ＩＩ抗和山羊抗
鼠ＩＩ抗购自 Ａｂｃａｍ；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自
南京凯基生物公司。

２　方法
２．１　糖尿病小鼠模型的建立、分组及处理　所有动
物适应性喂养 １周，随机分为正常组（ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
组，ＮＳ组）、正常＋法舒地尔组（Ｎ＋ＨＦ组）、糖尿病
组（Ｄ＋ＮＳ组）、法舒地尔低剂量组（Ｄ＋ＬＨＦ组）、法
舒地尔中剂量组（Ｄ＋ＭＨＦ组）和法舒地尔高剂量组
（Ｄ＋ＨＨＦ组），每组各１０只。Ｄ＋ＮＳ组及各治疗组
小鼠禁食１２ｈ后，腹腔注射１％ ＳＴＺ（８０ｍｇ／ｋｇ），ＮＳ
组和Ｎ＋ＨＦ组小鼠腹腔注射等体积０１ｍｍｏｌ／Ｌ柠
檬酸钠缓冲液，连续７ｄ，２周后断尾取血，测得血糖
值≥１６７ｍｍｏｌ／Ｌ视为造模成功。成模后各治疗组
小鼠分别腹腔注射低剂量（１０ｍｇ／ｋｇ）、中剂量（４０
ｍｇ／ｋｇ）和高剂量（６０ｍｇ／ｋｇ）法舒地尔，每天 １
次［１４］，Ｎ＋ＨＦ组予中剂量（４０ｍｇ／ｋｇ）法舒地尔，ＮＳ
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组和Ｄ＋ＮＳ组腹腔注射等体积生理盐水，连用８周，
复测随机血糖及体重，腹腔注射１％戊巴比妥钠麻
醉，开胸取心脏，将其横向对半切开，心尖部组织用

４％多聚甲醛固定后制作成厚４μｍ石蜡切片，心底
部组织冻存于－８０℃冰箱，用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
２．２　心脏组织病理学观察　分别选取各组石蜡切
片，脱蜡至水，行 ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ染色，于光镜下观察
拍照。采用图像分析软件ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０进行心
肌胶原容积分数（ｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ）测
定，ＣＶＦ（％）＝胶原面积／视野总面积×１００％。
２．３　免疫组化观察心脏组织中巨噬细胞极化及炎
症因子和抗炎因子水平　将切片脱蜡后浸入 ００１
ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ６０），微波炉中高火加
热至沸腾后断电，间隔５ｍｉｎ后，重复１次，冷却后，
ＰＢＳ洗２次，每次５ｍｉｎ，进行抗原修复，并滴加山羊
血清室温封闭２０ｍｉｎ。分别加入抗 ＣＤ１１ｃ（１∶５０）、
ＣＤ２０６（１∶１００）、ＩＬ６（１∶１００）、ＴＮＦα（１∶１００）和
ＩＬ１０（１∶５０）抗体，４℃孵育过夜，滴加 ＩＩ抗，３７℃
继续孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，ＤＡＢ显
色。最后用苏木素复染，脱水，中性树胶封片。ＩＬ６、
ＴＮＦα和ＩＬ１０染色切片于１００倍镜下选取６个不
同观察区域，并进行４００倍镜下拍片，采用ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６０图像分析系统测定所采集６个视野全部图
像的积分吸光度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）和阳性表
达面积（ｓｔａｉｎｅｄａｒｅａ，ＳＡ），并计算每张图像的平均吸
光度（ｍｅａｎａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＭＡ），使用６张图像的平均
吸光度再计算平均数，得出每例样本的平均吸光度，

再进行分析，按同样的方式测算 ＣＤ１１ｃ和 ＣＤ２０６阳
性细胞数。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定蛋白水平　取各组小鼠心脏

冻存组织样本，３７℃水浴解冻后按质量体积比１∶１０
加入ＲＩＰＡ裂解液，快速剪碎组织，置碎冰上裂解１０
ｍｉｎ，收集裂解液，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清液，按 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒说明测定蛋白浓
度。根据所需样本体积，按４：１比例加入５×Ｌｏｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ，混匀后热循环仪９５℃、１５ｍｉｎ使蛋白变性。
配制８％、１０％分离胶和５％浓缩胶，按蛋白量６０μｇ
上样，进行电泳分离，转 ＰＶＤＦ膜，经５％ ＢＳＡ液封
闭２ｈ后，加入抗 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３（１∶５００）、ｉＮＯＳ
（１∶２００）、Ａｒｇ１（１∶３００）及βａｃｔｉｎ（１∶５０００）抗体，
４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ（ｐＨ７４）洗膜３次，每次５ｍｉｎ，
将膜放入相应 ＩＩ抗（１∶５０００）中，室温孵育２～３ｈ，
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，ＥＣＬ发光液显色，采用
ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ凝胶扫描成像仪及 ＩｍａｇｅＬａｂ凝胶分
析系统进行条带分析。

３　统计学处理　
　　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行统计分析。数据
以均数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，多组样本均数间
比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）检验，
方差齐则组间采用 ＳＮＫｑ检验，以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

结　　果

１　各组小鼠体重及血糖的变化
　　与ＮＳ组相比，Ｄ＋ＮＳ组小鼠成模后出现体重明
显下降，血糖水平亦明显升高（Ｐ＜００５）。Ｎ＋ＨＦ
组较ＮＳ组体重与血糖值的差异并无统计学显著性。
同样，各治疗组体重与血糖值较 Ｄ＋ＮＳ组相比差异
也无统计学显著性，说明法舒地尔对小鼠体重及血

糖无明显影响，见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｔｈｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｎｄｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｏｆｔｈｅｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝１０．Ｐ＜０．０５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ．
图１　各组小鼠体重及血糖的变化

２　小鼠心脏组织ＨＥ染色
　　ＨＥ染色观察可见 ＮＳ组和 Ｎ＋ＨＦ组心肌细胞
排列整齐，轮廓清晰，细胞质着色均匀；Ｄ＋ＮＳ组心
肌细胞排列紊乱，胞质着色不均，中膜层心肌纤维呈

波浪样变性，部分断裂；各治疗组较Ｄ＋ＮＳ组心肌细
胞排列较整齐，轮廓大致清晰，细胞质着色较均匀，

中膜层心肌纤维波浪样变性及断裂改变明显减轻，

见图２。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｃａｒｄｉａｃｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）．
图２　各组小鼠心脏组织ＨＥ染色结果

３　小鼠心脏组织Ｍａｓｓｏｎ染色及ＣＶＦ的变化
　　Ｍａｓｓｏｎ染色时胶原纤维呈蓝色，心肌细胞胞浆
呈红色。ＮＳ组和Ｎ＋ＨＦ组心肌间质可见少许胶原
纤维分布，ＣＶＦ的差异无统计学显著性；与 ＮＳ组相
比，Ｄ＋ＮＳ组心肌间质胶原纤维分布明显增加，ＣＶＦ
显著增大（Ｐ＜００５）；与Ｄ＋ＮＳ组相比，各治疗组心

肌间质胶原纤维分布明显较少，ＣＶＦ下降（Ｐ＜
００５）；与 Ｄ＋ＬＨＦ组相比，Ｄ＋ＭＨＦ组和 Ｄ＋ＨＨＦ
组ＣＶＦ进一步下降（Ｐ＜００５），提示ＤＣＭ存在明显
心肌纤维化，法舒地尔能剂量依赖性地减轻 ＤＣＭ心
肌纤维化，见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＣＶＦｏｆｃａｒｄｉａｃｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜００５ｖｓＮＳ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＤ＋ＮＳｇｒｏｕｐ；!Ｐ＜００５ｖｓＤ＋ＬＨＦｇｒｏｕｐ．

图３　Ｍａｓｓｏｎ染色观察各组小鼠心脏组织的ＣＶＦ变化

４　免疫组化观察小鼠心脏组织中巨噬细胞极化及
炎症因子和抗炎因子的水平

　　ＣＤ１１ｃ识别 Ｍ１型巨噬细胞，ＣＤ２０６识别 Ｍ２型
巨噬细胞。ＮＳ组和Ｎ＋ＨＦ组中Ｍ１和Ｍ２型巨噬细

胞数量及ＩＬ６、ＴＮＦα和ＩＬ１０的蛋白水平差异无统
计学显著性；与ＮＳ组相比，Ｄ＋ＮＳ组Ｍ１型巨噬细胞
数量增加，Ｍ２型巨噬细胞数量减少，ＩＬ６和ＴＮＦα的
蛋白水平显著增加（Ｐ＜００５），ＩＬ１０的蛋白水平显
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著下降（Ｐ＜００５）；与 Ｄ＋ＮＳ组相比，各治疗组的
Ｍ１型巨噬细胞数量及 ＩＬ６和 ＴＮＦα的蛋白水平均
呈剂量依赖性减少（Ｐ＜００５），Ｍ２型巨噬细胞数量

及 ＩＬ１０的蛋白水平随着剂量增大而增加（Ｐ＜
００５），见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ＴＮＦαａｎｄ
ＩＬ１０ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（×４００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５ｖｓＤ＋ＮＳｇｒｏｕｐ；!Ｐ＜００５ｖｓ
Ｄ＋ＬＨＦｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜０．０５ｖｓＤ＋ＭＨＦｇｒｏｕｐ．

图４　各组小鼠心脏组织巨噬细胞极化及炎症因子和抗炎因子蛋白水平的变化
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５　小鼠心脏组织中 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３、ｉＮＯＳ和
Ａｒｇ１的蛋白水平
　　ＮＳ组和 Ｎ＋ＨＦ组 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３、ｉＮＯＳ和
Ａｒｇ１的蛋白水平差异无统计学显著性；与 ＮＳ组相
比，Ｄ＋ＮＳ组 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３和 ｉＮＯＳ的蛋白水平
升高，Ａｒｇ１的蛋白水平降低（Ｐ＜００５）；与 Ｄ＋ＮＳ

组相比，Ｄ＋ＬＨＦ组 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３、ｉＮＯＳ和 Ａｒｇ１
的蛋白水平差异无统计学显著性；与Ｄ＋ＮＳ组相比，
Ｄ＋ＭＨＦ组和 Ｄ＋ＨＨＦ组 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３和 ｉＮＯＳ
的蛋白水平下降（Ｐ＜００５），Ａｒｇ１的蛋白水平升高
（Ｐ＜００５），见图５。

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３，ｉＮＯＳａｎｄＡｒｇ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．
ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＤ＋ＮＳｇｒｏｕｐ；!Ｐ＜００５ｖｓＤ＋ＬＨＦｇｒｏｕｐ．

图５　各组小鼠心脏组织中ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３、ｉＮＯＳ和Ａｒｇ１的蛋白水平变化

６　相关性分析
　　通过两变量间相关性分析（Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析）
发现，小鼠心脏组织中 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３的蛋白水平

与ｉＮＯＳ的蛋白水平明显呈正相关（ｒ＝０９１４，Ｐ＜
００１），与 Ａｒｇ１的蛋白水平明显呈负相关（ｒ＝
－０８８７，Ｐ＜００１），见图６。

Ｆｉｇｕｒｅ６．ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３ａｎｄｉＮＯＳｏｒＡｒｇ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
图６　各组小鼠心脏组织中ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３的蛋白水平分别与ｉＮＯＳ和Ａｒｇ１蛋白水平的相关性
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讨　　论

　　在病理状况下，单核细胞由循环系统迁移并渗
出到组织中分化形成巨噬细胞。未分化 Ｍ０型巨噬
细胞在不同微环境下可诱导分化成不同类型。Ｍ１
型巨噬细胞主要受脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）
及干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）诱导，此外促炎因子
ＴＮＦα和 ＩＬ１２等也能产生诱导作用。活化的 Ｍ１
型巨噬细胞分泌大量的活性氮，加强 Ｔｈ１细胞免疫，
随着大量炎症介质的释放产生强大的抗菌及细胞毒

性作用，具有抗感染及抗肿瘤效应，在急性损伤炎症

初期，首先渗出起到清除坏死组织的作用［１５］。Ｍ２
型巨噬细胞受诱导因子不同可分化为 Ｍ２ａ、Ｍ２ｂ和
Ｍ２ｃ３种不同功能的亚型，Ｍ２ａ型由ＩＬ４和ＩＬ１３诱
导，Ｍ２ｂ型由免疫复合物和 ＩＬ１诱导，ＩＬ１０、转化生
长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）和糖
皮质激素诱导形成 Ｍ２ｃ型。Ｍ２ａ型能抑制 ＩＮＦγ、
ＩＬ１和ＩＬ６等炎症介质的释放，同时能促进 ＴＧＦβ
表达及细胞间基质的沉积，但其吞噬功能较差，因具

有修复组织的功能而又被称为“组织修复型巨噬细

胞”；Ｍ２ｂ和Ｍ２ｃ型通过介导慢性炎症限制 Ｍ１型巨
噬细胞的异常持续活化造成的组织破坏，并未直接

参与组织修复，而被称为“调节型巨噬细胞”［１６］。在

炎症的不同阶段 Ｍ１和 Ｍ２型巨噬细胞发挥不同的
作用，Ｍ１／Ｍ２型巨噬细胞比例的动态变化决定了炎
症的进展及严重程度。Ｕｒｂｉｎａ等［５］发现在糖耐量减

低小鼠模型的心脏组织中 Ｍ２型巨噬细胞与正常组
相比差异并无统计学显著性，但经骨形成蛋白 ７
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｒｇｅｎｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７，ＢＭＰ７）干预的模型小
鼠Ｍ２型巨噬细胞数量较对照组明显升高，同时伴有
促炎因子ＴＮＦα和 ＩＬ６降低及抗炎因子 ＩＬ１ＲＡ和
ＩＬ１０的升高，干预组心肌纤维化及心脏功能明显改
善。后续研究发现，ＤＣＭ心脏组织中巨噬细胞以Ｍ１
型为主，过度活化的 Ｍ１型巨噬细胞加重心脏损伤，
当完全抑制小鼠中巨噬细胞的增殖及分化时，ＤＣＭ
病变并未有效减轻，但通过诱导 Ｍ２型巨噬细胞极
化，抑制Ｍ１型巨噬细胞的极化，促炎因子明显下降，
抗炎因子升高，ＤＣＭ的病变明显减轻［４］。越来越多

的证据表明，调控Ｍ１／Ｍ２型巨噬细胞的比例是ＤＣＭ
治疗有效靶点［６７］。本实验中，我们选择 ＣＤ１１ｃ和
ｉＮＯＳ作为Ｍ１型巨噬细胞的标志物，ＣＤ２０６和 Ａｒｇ１
作为Ｍ２型巨噬细胞的标志物，ＴＮＦα和 ＩＬ６为观
察的促炎因子，ＩＬ１０为观察的抗炎因子。与正常组
相比，糖尿病组小鼠中Ｍ１型巨噬细胞数量及促炎因
子的表达明显增加，Ｍ２型巨噬细胞数量明显减少，

而通过法舒地尔的干预 Ｍ１型巨噬细胞极化明显抑
制，Ｍ２型噬细胞数量增加，炎症水平明显下降，ＤＣＭ
心肌纤维化有效改善，且随着剂量增加抗纤维化作

用越明显，提示法舒地尔调控巨噬细胞极化，恢复异

常的Ｍ１／Ｍ２型巨噬细胞的比例，可能是其抗心肌纤
维化的机制之一。

　　大量的研究表明，法舒地尔能有效改善ＤＣＭ，目
前认为其可能与下列机制有关：（１）抑制纤维化关键
信号通路 ＪＮＫ和 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ的表达，减轻间质纤
维化［１３］；（２）提高心肌细胞线粒体中琥珀酸脱氢酶
（ｓｕｃｃｉｎａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＳＤＨ）和单胺氧化酶（ｍｏｎｏ
ａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＭＡＯ）的活性，抑制脂质氧化终产物丙
二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）的生成，提高抗氧化水
平，并通过减少线粒体膜通透性转运孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ
ａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）开放数量，保护
线粒体结构与功能［１７］；（３）抑制心肌细胞 Ｂａｘ表达，
促进Ｂｃｌ２表达，减轻心肌细胞凋亡［１２，１８］；（４）提高
心肌细胞舒张期Ｃａ２＋回收相关转运蛋白的表达与活
性，促进舒张期胞质Ｃａ２＋回收，并且修复受损的肌动
蛋白与横桥空间结构，直接改善心肌的舒缩功

能［１９２０］。法舒地尔能特异性结合ＲＯＣＫ中ＡＴＰ依赖
的激酶结构域并下调其活性，进而抑制 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ
信号通路转导，ＭＹＰＴ１是ＲＯＣＫ下游结合底物之一，
ＭＹＰＴ１的磷酸化程度能有效反映ＲＯＣＫ的活性［２１］。

本研究中，糖尿病组小鼠 ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３的蛋白水
平增加，提示 ＤＣＭ中存在 ＲＣＯＫ的激活，经法舒地
尔干预后，ｐＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３的蛋白水平下降，ＲＣＯＫ
的活性受到抑制，同时我们发现 ＭＹＰＴ１Ｔｈｒ８５３磷酸
化水平与ｉＮＯＳ的蛋白水平呈正相关，反之与 Ａｒｇ１
的蛋白水平呈负相关，说明 ＲＯＣＫ活性与巨噬细胞
极化存在相关性。ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路过度激活
是ＤＣＭ发病的关键机制之一［２２］。Ｃｈｅｎｇ等［２３］发现

高糖状态下培养的巨噬细胞中 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通
路异常激活并调控巨噬细胞的黏附和分泌等多种生

物学功能。由此我们推测，ＤＣＭ发病中巨噬细胞的
极化可能受ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路的调控，其机制有
待进一步体外研究。

　　综上所述，法舒地尔可能通过抑制Ｍ１型巨噬细
胞极化，诱导Ｍ２型噬细胞极化，下调心脏炎症水平，
进而减轻ＤＣＭ心肌纤维化，有望成为 ＤＣＭ治疗的
一种新策略。同时，本实验对 ＤＣＭ发病中 ＲｈｏＡ／
ＲＯＣＫ信号通路与巨噬细胞极化的关系做了初步探
究，巨噬细胞极化是否受ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路调控
有待进一步研究。
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