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【摘要】  目的　探究鸢尾素（irisin）在糖尿病心肌病（diabetic cardiomyopathy, DCM）中的保护作用及其机制。

方法　高脂饮食联合链脲佐菌素建立DCM小鼠模型，动物实验设置对照组，DCM组，DCM+低、高剂量irisin组以及

DCM+吡咯烷二硫代氨基甲酸（pyrrolidine dithiocarbamate, PDTC）〔核因子（nuclear factor, NF）-κB抑制剂 〕组，成功建模后

irisin干预3周。采用HE、Masson染色观察心肌形态学改变；全自动生化分析仪检测血清肌酸激酶（creatine kinase, CK）和

肌酸激酶同工酶（creatine kinase isoenzyme, CK-MB）水平。将H9c2细胞分为对照组、高糖/高脂（HG/HL）组、HG/HL+低剂

量irisin组、HG/HL+高剂量irisin组以及HG/HL+PDTC组，CCK-8法检测细胞活力。ELISA测定心肌组织和细胞肿瘤坏死因

子-α（tumor necrosis factor-α, TNF-α）、白细胞介素（interleukin, IL）-1β和IL-6表达水平；Western blot检测心肌组织和细胞中

NF-κB p65蛋白核转移情况以及核因子κB抑制蛋白α（nuclear factor-κB inhibitor protein α, IκBα）表达水平。结果　动物实

验结果显示，低、高剂量irisin能不同程度减轻心肌组织病理损伤与纤维化，抑制CK、CK-MB和炎症因子水平，上调IκBα蛋

白表达，抑制NF-κB p65核转移；细胞实验结果显示，低、高剂量irisin能不同程度增强H9c2细胞活力，上调IκBα蛋白水平，抑

制NF-κB p65核转移和炎症因子水平。DCM+低、高剂量irisin组的上述变化与DCM+PDTC组相似。结论　 irisin可能通过

抑制NF-κB p65核转移，减轻DCM小鼠心肌组织和高糖高脂诱导H9c2心肌损伤细胞中的炎症反应，发挥心肌保护作用。
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【Abstract】   Objective　To investigate  the  protective  effect  of  irisin  in  diabetic  cardiomyopathy (DCM) and its

mechanism. Methods　A  mouse  model  of  DCM  was  established  by  high-fat  diet  combined  with  the  injection  of

streptozotocin. The mice were assigned to a control group, a DCM group, a DCM+low-dose irisin group, a DCM+high-

dose irisin group, and a DCM+pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) (nuclear factor [NF]-κB inhibitor) group. Then, the

mice received irisin intervention for 3 weeks after successful modeling. Myocardial morphologic changes were observed

by  hematoxylin  and  eosin  (HE)  staining  and  Masson  staining.  The  levels  of  serum  creatine  kinase  (CK)  and  creatine

kinase  isoenzyme  CK-MB  were  examined  by  automatic  biochemical  analyzer.  H9c2  cells  were  divided  into  the  control

group, high glucose and high lipid (HG/HL) group, HG/HL+low-dose irisin group, HG/HL+high-dose irisin group, and

HG/HL+PDTC group.  CCK-8  assay  was  conducted  to  determine  cell  viability.  The  expression  levels  of  tumor  necrosis

factor-α  (TNF-α),  interleukin  (IL)-1β,  and  IL-6  in  the  myocardial  tissue  and  the  cells  were  determined  by  ELISA.  In

addition, nuclear translocation of NF-κB p65 protein and the protein expression level of NF-κB inhibitor protein α (IκBα)

in  the  myocardial  tissue  and  the  cells  were  determined  by  Western  blot. Results　According  to  the  results  of  animal

experiment, low and high doses of irisin could alleviate the pathological injury and fibrosis of myocardial tissue to varying

degrees.  Irisin  inhibited  the  levels  of  CK,  CK-MB,  and  inflammatory  factors,  up-regulated  IκB  protein  expression,  and

diminished NF-κB nuclear translocation. According to the results of cell  experiment,  low and high doses of irisin could

enhance  H9c2  cell  viability  to  varying  degrees,  increase  the  level  of  intracellular  IκB  proteins,  and  inhibit  NF-κB  p65

nuclear  translocation  and  inflammatory  factor  expression.  The  changes  in  these  aspects  in  the  DCM+low-dose  irisin

group  and  the  DCM+high-dose  irisin  group  were  similar  to  those  in  the  DCM+PDTC  group. Conclusion　Through

inhibiting  NF-κB  p65  nuclear  translocation,  irisin  may  reduce  the  inflammatory  response  in  the  myocardial  tissue  of

DCM mice and H9c2 cells of myocardial injury induced by high glucose and high fat, thereby exerting a protective effect

on myocardium.
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糖尿病心肌病（diabetic cardiomyopathy, DCM）是糖

尿病的重要并发症，由于疾病的高死亡率，逐渐成为临床

研究关注的重点。已知多种病理机制可共同导致DCM

发生与发展，包括代谢途径改变、炎症与氧化应激水平升

高、线粒体功能障碍等，其中炎症反应被认为是DCM病

理发展中关键的触发因素[1]。因此，抑制心肌炎症可能成

为遏制DCM发展进程的有效手段。

鸢尾素（irisin）是近年来发现的新型肌肉因子，大量

研究证实了它具有调节脂肪代谢、抗炎、抗氧化、抗肿

瘤、抑制细胞凋亡等多种生物学特性[2-5]。目前irisin抗炎

作用被运用到各种实验模型中，如irisin通过抑制NOD结

构域样受体3（NOD-like receptor protein 3, NLRP3）炎症

小体的激活减弱自发性高血压大鼠主动脉外膜炎症反

应 [ 6 ]； i r i s in还通过激活腺苷酸活化蛋白激酶（AMP-

activated protein kinase, AMPK）/沉默信息调节因子

1（silent information regulator 1, SIRT1）通路来抑制炎症

和细胞凋亡，改善脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）诱导的

肺泡上皮屏障功能障碍[7]。既往研究报道irisin还能抑制

AMPK/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of

rapamycin, mTOR）信号通路，改善高糖诱导的心肌炎症

反应[8]，但irisin是否通过调控核因子（nuclear factor, NF）-

κB信号通路进而减轻DCM中炎症反应仍有待探索。因

此，本研究采用体内与体外实验相结合的方式，建立DCM

小鼠模型与H9c2心肌细胞损伤模型，探究DCM中irisin的

抗炎作用及其可能机制，为疾病的治疗提供理论依据。

 1     材料与方法

 1.1    实验动物和细胞

SPF级健康6周龄雄性C57BL/6小鼠15只，体质量（18.9±

0.8） g，购自成都达硕实验有限公司，动物许可证号：SCXK

（川）2019-031。饲养于西南医科大学附属医院恒温动物

实验室，温度（24±2）℃，实验期间所有小鼠自由摄食、饮

水，并保持12 h光照昼夜交替。本研究所有操作均符合

西南医科大学伦理委员会要求（批准文号：swmu20220009）。

本实验所用H9c2心肌细胞购自赛百慷生物技术股份

有限公司。

 1.2    主要药品及试剂

irisin（粉剂，1 mg/瓶）购自美国Novoprotein公司（货

号为CM35），使用前充分溶于无菌水并分装、冻存，使用

时根据目标浓度进行稀释；链脲佐菌素购自Solarbio公司

（货号S8050）；肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α,

TNF-α）试剂盒、白细胞介素（interleukin, IL）-1β试剂盒和

IL-6试剂盒购自ELK Biotechnology公司（货号依次为

ELK1396、ELK1272、ELK1158）；吡咯烷二硫代氨基甲酸

（pyrrolidine dithiocarbamate, PDTC）、CCK-8试剂盒购自

碧云天公司（货号依次为S1809、C0038）；RIPA总蛋白裂

解液、BCA蛋白质浓度测定试剂盒、浆蛋白与核蛋白提

取试剂盒和ECL化学发光检测试剂盒均购自美国ASPEN

公司（货号依次为AS1004、AS1086、AS1005、AS1059）；内

参β-actin购自天德悦公司（货号为TDY051）；内参Histone

H3、NF-κB p65抗体、核因子κB抑制蛋白α（nuclear factor-

κB inhibitor protein α, IκBα）抗体均购自美国CST公司（货

号依次为#4499、#8242、#4812）；HRP标记山羊抗兔二抗

购自美国ASPEN公司（货号为AS1107）。

 1.3    动物实验分组及处理

所有雄性C57BL/6小鼠适应性喂养1周，随机分为对

照组、DCM组、DCM+低剂量irisin组、DCM+高剂量

irisin组以及DCM+PDTC组，每组各3只，参考实验方法[9]

建立DCM小鼠模型。对照组予以普通标准饲料，DCM

各组予以高脂饲料，喂养4周后，禁食不禁水12 h，DCM

各组腹腔注射链脲佐菌素100 mg/kg，对照组以等容积

的柠檬酸钠缓冲液代替，2周后小鼠尾静脉取血测随机

血糖，把随机血糖高于16 .7  mmol/L作为2型糖尿病

（diabetesmellitus type 2, T2DM）小鼠建模成功的标准，并

继续喂养高脂饮食10周以建立DCM模型。随后DCM+低

剂量irisin组和DCM+高剂量irisin组分别腹腔注射0.5 mg/kg

和1 mg/kg irisin，DCM+PDTC组腹腔注射50 mg/kg

PDTC连续3周，对照组和DCM组以等容积蒸馏水代替[10-11]。

 1.4    动物取材

实验结束后腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，经小鼠心脏

取血，静置后离心，取上清，−80 ℃保存备用；颈椎离断处

死小鼠后，迅速取心，将心脏组织分为两部分，心尖部用

体积分数为4%多聚甲醛固定，心底部−80 ℃冰箱冻存。

 1.5    全自动生化分析仪测定小鼠血清心肌酶水平

AU-2700型全自动生化分析仪（日本Olympus公司）

检测小鼠血清肌酸激酶（creatine kinase, CK）和肌酸激酶

同工酶（creatine kinase isoenzyme, CK-MB）水平。

 1.6    HE及Masson染色观察心脏组织形态学改变

取经体积分数为4%多聚甲醛固定的心脏组织标本

并制作石蜡切片，行HE染色及Masson染色，普通光学显
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微镜下观察，利用Image-Pro plus 6.0图像分析软件测定心

肌胶原容积分数（collagen volume fraction, CVF）。

 1.7    细胞分组及干预

将H9c2细胞复苏后加入含10%胎牛血清和1%双抗

的低糖DMEM培养基（含5.5 mmol/L葡萄糖）中，于CO2恒

温培养箱中培养（体积分数为5%CO2，37 ℃），待细胞增殖

融合至70%～80%时，用胰酶消化并传代，取对数生长期

细胞进行后续实验。参考既往研究[12]将H9c2细胞分为

5组：对照组、高糖/高脂（HG/HL）组、HG/HL+低剂量

irisin组、HG/HL+高剂量irisin组以及HG/HL+PDTC组。

对照组加入低糖DMEM培养基培养48 h；HG/HL组加入

含33.0 mmol/L葡萄糖和500 μmol/L棕榈酸的DMEM培养

基处理48 h。HG/HL+低、高剂量 i r i s in组先加入含

33.0 mmol/L葡萄糖和500 μmol/L棕榈酸的DMEM培养基

处理24 h，再分别加入质量浓度为50 ng/mL、100 ng/mL的

irisin继续培养24 h；HG/HL+PDTC组同样先加入含

33.0 mmol/L葡萄糖和500 μmol/L棕榈酸的DMEM培养基

处理24 h，再加入100 μmol/L PDTC继续培养24 h[13]。

 1.8    CCK-8检测细胞活力

取各组细胞用胰蛋白酶消化，制成浓度为1×105 mL−1

的细胞悬液后，接种于96孔板，每孔100 μL。根据CCK-

8试剂盒说明书操作，酶标仪检测各孔450 nm处吸光度

（A），并按公式计算细胞活力。细胞活力=（实验组A值−

空白组A值）/（对照组A值−空白组A值）×100%。

 1.9    ELISA检测炎症因子TNF-α、IL-1β、IL-6水平

取各组小鼠心肌匀浆与H9c2细胞上清液，按照TNF-α、

IL-1β、IL-6试剂盒说明书进行操作，采用ELISA法，在酶

标仪450 nm波长处测定各组光密度（optical density, OD）

值，并根据OD值绘制标准曲线，根据公式计算出各组

TNF-α、IL-1β和IL-6水平。

 1.10    Western blot检测NF-κB信号通路相关蛋白水平

取各组小鼠心肌匀浆与H9c2细胞，按照浆蛋白与核

蛋白提取试剂盒说明书提取浆蛋白与核蛋白，BCA法测

定提取的蛋白质浓度，加样等量蛋白至凝胶行电泳分离，

并转移至PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温封闭1 h后，加入一

抗NF-κB p65（1∶3  000）、IkBα（1∶1  000）、β-actin（1∶

10 000）、Histone H3（1∶10 000）4 ℃下孵育过夜，TBST洗

涤3次后加入相应二抗（1∶10  000）室温孵育1 h，ECL显

影，AlphaEaseFC软件处理系统分析免疫反应带。以目的

条带OD值与内参条带OD值的比值作为目的蛋白的相对

表达量。

 1.11    统计学方法

x̄± s计量数据采用 表示。多组独立、正态、方差齐

资料组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

最小显著差法（least-significant difference, LSD），P<0.05为

差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    irisin对DCM小鼠心脏组织形态学以及血清心肌酶

水平的影响

HE和Masson染色结果显示，对照组中心肌细胞排列

走向整齐，边界清晰，细胞间隙正常，几乎无蓝染胶原纤

维；与对照组相比，DCM组，DCM+低、高剂量irisin组以

及DCM+PDTC组心肌细胞排列杂乱无序，间隙模糊，出

现明显的水肿和肥大，可见蓝染胶原纤维沉积，且心肌

CVF明显增加（P<0.05）；与DCM组相比，DCM+低、高剂

量irisin组以及DCM+PDTC组中心肌细胞排列较整齐，形

态大致完整，细胞水肿减轻，蓝染胶原纤维和CVF均不同

程度降低（P<0.001）（图1）。

小鼠血清心肌酶谱提示，与对照组相比，DCM组，

DCM+低、高剂量irisin组以及DCM+PDTC组小鼠血清

C K和C K - M B水平增加（P < 0 . 0 5）；与D C M组相比，

DCM+低、高剂量irisin组以及DCM+PDTC组CK和CK-

MB水平降低（P<0.001）（图1）。

 2.2    irisin对高糖高脂诱导的H9c2细胞活力的影响

与对照组相比，HG/HL组，HG/HL+低、高剂量

irisin组以及HG/HL+PDTC组均抑制H9c2细胞活力

（P<0.001）；与HG/HL组相比，HG/HL+低、高剂量irisin组

以及HG/HL+PDTC组均不同程度上调H9c2细胞活力（P<

0.01）（图2）。

 2.3    irisin对DCM小鼠心肌组织和高糖高脂诱导H9c2细

胞炎症因子水平的影响

动物实验中，与对照组相比，DCM组，DCM+低、高

剂量irisin组以及DCM+PDTC组中TNF-α、1L-1β和1L-

6水平升高（P<0.05），而与DCM组相比，DCM+低、高剂量

irisin组以及DCM+PDTC组中TNF-α、1L-1β及1L-6表达

则不同程度降低（P<0.001）。细胞实验中，与对照组

相比，H G / H L组，H G / H L +低、高剂量 i r i s i n组以及

HG/HL+PDTC组中TNF-α、1L-1β和1L-6水平升高

（P<0.001）；而与HG/HL组相比，HG/HL+低、高剂量

irisin组以及HG/HL+PDTC组中TNF-α、1L-1β及1L-6水平

则不同程度降低（P<0.01）（图3）。

 2.4    irisin对DCM小鼠心肌组织和高糖高脂诱导H9c2细

胞NF-κB相关蛋白的影响

动物实验中，与对照组相比，DCM组，DCM+低、高

剂量irisin组及DCM+PDTC组细胞核内NF-κB p65增多，
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细胞浆内NF-κB p65减少，IκB-α蛋白表达被抑制（P<

0.05）；而与DCM组相比，DCM+低、高剂量 irisin组及

DCM+PDTC组不同程度降低细胞核内NF-κB p65水平

（P<0.001），升高细胞浆内NF-κB p65水平（P<0.01），上调

IκB-α蛋白表达（P<0.05）。细胞实验中，与对照组相比，

HG/HL组，HG/HL+低、高剂量 i r is in组及HG/HL+

PDTC组细胞核内NF-κB p65增多，细胞浆内NF-κB

p65减少，IκB-α蛋白表达被抑制（P<0.001）；而与HG/HL

组相比，HG/HL+低、高剂量irisin组及HG/HL+PDTC组

不同程度降低细胞核内NF-κB p65水平，升高细胞浆内

NF-κB p65（P<0.01），上调 IκB-α蛋白表达（P<0.001）

（图4）。
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图 1  各组小鼠心脏病理变化以及血清CK、CK-MB的表达水平

Fig 1  Pathological changes of the heart and expression levels of CK and CK-MB in each group

CVF: collagen volume fraction. a: Control group; b: DCM group; c: DCM+low-dose irisin group; d: DCM+high-dose irisin group; e: DCM+PDTC group. * P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001, vs. a group; ### P<0.001, vs. b group. n=3.
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图 2  各组H9c2细胞的细胞活力

Fig 2  Cell viability of H9c2 cells in each group

A: Control group; B: HG/HL group; C: HG/HL+low dose irisin group; D:

HG/HL+high dose irisin group; E: HG/HL+PDTC group. *** P<0.001, vs. A

group; ## P<0.01, ### P<0.001, vs. B group. n=3.
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图 3  各组小鼠心肌组织与H9c2细胞炎症因子水平

Fig 3  The contents of inflammatory factors in the H9c2 cells and heart
tissues of mice in each group

a-e denote the same as those in Fig 1 (mice); A-E denote the same as those

in Fig 2 (cells). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, vs. a or A group; ## P<0.01,
### P<0.001, vs. b or B group. n=3.
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3     讨论

DCM是由糖脂代谢紊乱引起的心功能不全，是引起

糖尿病患者死亡的主要原因之一[14]。长期高血糖状态与

持续胰岛素抵抗会促进心肌炎症的发生，进而导致心肌

凋亡、纤维化，造成无法逆转的心肌损伤[15]。目前irisin被

认为在心脏疾病中发挥着心脏保护作用。DUN等[16]首次

证实了irisin在心脏中的高表达。irisin能通过恢复缺血后

心室功能和减少梗死面积来改善心脏缺血和再灌注损伤[17]。

此外，TAN等[18]发现在LPS诱导的脓毒性心肌病实验模型

中，irisin能通过c-Jun氨基末端激酶（c-Jun N-terminal

kinase, JNK）-大肿瘤抑制激酶2（large tumor suppressor

kinase  2 ,  LATS2）信号通路调节动力蛋白相关蛋白

1（dynamin-related protein 1, DRP1）相关的线粒体分裂，

改善脓毒症心肌细胞损伤。不少临床研究也发现冠状动

脉疾病患者的血清irisin水平降低，且irisin与CK-MB水平

负相关[19-20]。这些研究表明irisin在心肌损伤治疗上具有

良好的临床前景。因此，本研究通过高脂饮食结合腹腔

注射链脲佐菌素的方法建立D C M小鼠模型并予以

irisin干预，通过HE、Masson染色发现， irisin能改善
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图 4  各组小鼠心肌组织与H9c2细胞NF-κB相关蛋白的表达

Fig 4  Expression of NF-κB related proteins in the heart tissue and H9c2 cells of mice in each group

a-e denote the same as those in Fig 1 (mice); A-E denote the same as those in Fig 2 (cells). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, vs. a or A group; # P<0.05, ## P<0.01,
### P<0.001, vs. b or B group. n=3.
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DCM小鼠心肌病理损伤，减少心肌纤维化。已知心肌细

胞受损时，CK、CK-MB会大量释放入血，所以常作为临

床心肌损伤指标[21]。本研究中irisin能有效降低DCM小

鼠体内CK、CK-MB水平，进一步说明irisin能减轻糖尿病

诱导的心肌损伤，发挥心脏保护作用。

炎症是DCM发展的关键驱动因素。糖脂代谢紊乱可

诱导心肌细胞中TNF-α、IL-6、IL-1β在内的细胞因子上

调，导致血管内皮和心肌炎症，加速心肌凋亡和纤维化进

程[22]。因此，抑制炎症因子释放可能是DCM的治疗方向。

已有研究证明阻断TNF-α表达可以减轻小鼠心肌局部炎

症反应，改善心室重塑[23]；由TNF-α、IL-6等促炎因子介导

的心肌损伤也能被irisin的治疗减轻[24]。所以本研究利用

ELISA技术对小鼠心肌组织和H9c2细胞中相关炎症因子

进行检测，发现DCM组小鼠心肌组织与HG/HL组细胞

TNF-α、IL-1β、IL-6水平明显上调，而经不同剂量irisin干

预后，上述炎症因子表达明显被抑制，可见irisin能通过抑

制炎症因子水平，减轻心肌炎症反应，进而延缓DCM进程。

NF-κB是炎症信号转导过程中的主要转录因子，在免

疫应答、氧化应激和细胞凋亡等方面均发挥重要作用[25]，

已知抑制蛋白IκB可通过与其DNA结合结构域结合导致

NF-κB的失活[26]。研究发现在DCM模型中，活化的NF-

κB能促进TNF-α、IL-1β、IL-6等炎症因子释放，并使抑制

IκBα蛋白迅速降解，激活NF-κB的级联反应，造成心肌炎

症损害和心肌纤维化，最终导致心脏结构与功能障碍[27]，

表明NF-κB所介导的炎症反应与DCM发病密切相关。有

研究报道irisin能通过抑制NF-κB活化，从而降低心肌炎

症及凋亡水平，改善阿霉素所诱导的心肌损害[28]。此外，

通过外源性补充irisin，可显著抑制LPS小鼠和A549细胞

模型中 IL-1β 、IL-6和TNF-α表达，其机制可能与NF-κB信

号通路有关[5]。因此，本研究分别检测细胞核与细胞浆中

NF-κB相关蛋白水平发现：DCM组小鼠心肌组织与HG/HL

组细胞核中NF-κB p65升高，而细胞浆中减少，同时

IκBα表达被抑制，经PDTC或不同剂量irisin干预后，上述

结果部分逆转，表明irisin可能是通过抑制NF-κB p65核转

移，进而抑制炎症因子的表达，最终减轻心肌炎症反应。

综上所述，本研究通过体内和体外实验证实了irisin

对DCM具有保护作用，其机制可能与调控NF-κB信号通

路进而减轻心肌炎症有关。本课题组将进一步深入研究

irisin在DCM中的具体机制，期待能为DCM治疗提供新

视角。

* * *
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