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FGF21在依帕列净抑制心衰中的作用和机制研究
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摘要 : 本文旨在探究纤维母细胞生长因子 21 (fibroblast growth factor 21, FGF21) 在依帕列净 (empagliflozin,

EMP) 抑制心衰中的作用和相关机制。系统性 FGF21敲除 (FGF21 knockout, FGF21 KO) 小鼠和对照野生型 (wild

type, WT) 小鼠给予多柔比星 (doxorubicin, Dox) 诱导建立心衰模型, 并采用EMP或安慰剂进行干预。实验结果显

示, 在 WT和 FGF21 KO小鼠中, Dox (5 mg·kg-1) 均能够诱导产生典型的心衰症状; 在 WT小鼠中, 给予造模小鼠

EMP (10 mg·kg-1) 干预, 发现EMP可以显著改善由Dox引起的心脏功能异常, 主要表现为改善心肌收缩功能、左心

室射血分数和缩短分数的下降及心肌酶 (天门冬氨酸氨基转移酶、肌酸激酶、羟丁酸脱氢酶和乳酸盐脱氢酶) 含量

的增加; 此外, Dox引起的心脏纤维化、炎症和氧化应激也被EMP显著改善。但是在 FGF21 KO小鼠中, EMP对于

心衰的上述治疗作用被显著抑制。以上结果提示, EMP治疗心衰的功能依赖于 FGF21, 其作用机制可能与 FGF21

改善纤维化、炎症和氧化应激的作用有关。
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Abstract: The aim of this study is to investigate the role of fibroblast growth factor 21 (FGF21) in

empagliflozin (EMP) in treatment of heart failure and the related mechanisms. FGF21 knockout (FGF21 KO) and

littermate wild-type (WT) mice induced by doxorubicin (Dox) were used to establish heart failure mouse model in

vivo. The experiment process and animal welfare follow the regulations of Animal Ethics Committee of Hefei

University of Technology strictly. The results suggest that Dox (5 mg·kg-1) induced typical heart failure symptoms

in both WT and FGF21 KO mice. In WT mice, EMP (10 mg·kg-1) significantly improved Dox-induced cardiac

atrophy, decreased myocardial systolic function, decreased left ventricular ejection fraction and shortened fraction;

EMP treatment also significantly inhibited the increase of Dox-induced cardiotoxicity indexes (aspartate amino

transferase, creatine kinase, hydroxybutyrate dehydrogenase, lactate dehydrogenase) in mice. Dox induced cardiac

fibrosis, inflammation and oxidative stress were also significantly improved by EMP. However, in FGF21 KO

mice, the therapeutic effects of EMP on heart failure was significantly inhibited. The results suggest that the

function of EMP in treating heart failure partly depends on the presence of FGF21, and the mechanism may be
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related to the effect of FGF21 on improving fibrosis, inflammation and oxidative stress.

Key words: empagliflozin; fibroblast growth factor 21; heart failure; doxorubicin; fibrosis; inflammation;

oxidative stress

心衰是一种临床综合征[1], 其主要特征是结构性

或功能性心脏疾病引起的心室充盈或心脏舒张功能受

损[2]。近期统计, 在我国年龄 ≥ 35岁的居民中, 心衰患

病率为 1.3%, 即约有 1 370万心衰患者[3,4]。血管紧张

素转化酶抑制剂/血管紧张素受体拮抗剂、β-受体拮抗

剂和盐皮质激素拮抗剂均可降低心力衰竭患者的发病

率和死亡率[5], 被称为心衰治疗的“金三角”, 但其治疗

效果却差强人意。因此, 发现和研究新的可以用于心

衰治疗的药物或手段十分关键。

纤维母细胞生长因子 21 (fibroblast growth factor

21, FGF21) 是一种分泌蛋白 , 在细胞的生长发育、修

复[6,7]及能量代谢调节[8]中发挥重要作用。FGF21可以

特异性地与 FGF受体和 β-Klotho7结合[9], 且肝脏被认

为是人类和小鼠产生和分泌FGF21的主要部位[10]。尽

管心脏中 FGF21的分泌水平低于肝脏, 但 FGF21在心

脏中同样发挥重要的功能。有研究显示, 心衰患者循

环系统中 FGF21 水平与舒张性功能障碍相关[11];

FGF21可通过抗氧化和促进脂肪酸氧化改善异丙肾上

腺素诱导的心肌肥大[12]; 此外, FGF21可改善缺血再灌

注造成的心脏损伤[13,14]。上述研究提示 , FGF21在心

衰功能改善及心脏重塑中可能发挥一定功能, 并可能

是心衰的一个治疗靶点。

依帕列净 (empagliflozin, EMP) 是钠-葡萄糖共转

运蛋白 2 (sodium-glucose cotransporter 2, SGLT2) 的选

择性抑制剂, 是一类新的抗糖尿病药物, 可作为单一治

疗或与其他糖尿病药物联合使用[15]。糖尿病是现代社

会的主要健康威胁之一[16], 在所有糖尿病并发症中, 心

血管疾病被认为是糖尿病患者死亡的主要原因[17]。糖

尿病性心肌病是糖尿病患者心力衰竭的主要原因[18],

以心脏结构和功能受损为主要特征。另有研究表明,

无论患者是否患有糖尿病 , EMP 对心衰都有治疗作

用[19], 但其改善心衰的机制目前尚不清楚。因此, 本文

拟研究EMP治疗心衰的功能是否依赖于FGF21, 以揭

示其改善心衰的作用机制。

材料与方法

实验动物 FGF21敲除 (FGF21 knockout, FGF21

KO) 小鼠和野生型 (WT) 小鼠 [动物生产许可证号 :

SCXK (苏) 2018-0008] 均购自南京模式动物所, 所有

实验均在合肥工业大学食品与生物工程学院动物实验

中心进行, 饲养环境温度控制在 22～24℃, 实验动物

可自由进食和饮水, 所有动物实验均符合合肥工业大

学动物伦理委员会的规定。

药品和试剂 多柔比星 (Dox) 购自美国MedChem‐

Express公司; EMP购自MCE公司; siRNA购自北京擎

科科技有限公司 ; 高效转染试剂购自倍沃医学科技

(Biomiga) 公司 ; DMEM 培养基和胎牛血清 (FBS) 购

自美国Gibco公司; 天狼星红染色试剂盒和马森三色

染色试剂盒均购自索莱宝 (Solarbio) 公司。兔抗 -

SOD1 (superoxide dismutase 1)、IL-1β (interleukin 1

beta)、NLRP3 (NOD-like receptor protein 3) 一抗和鼠抗

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

一抗均购自武汉 Abclonal 公司 ; 兔抗 -TGF-β (trans‐

forming growth factor-beta)、FOXO3a (forkhead box O3a)、

β-actin购自美国 Proteintech公司; 兔抗-Nrf2 (nuclear

factor erythroid 2 related factor 2)、Sirt1 (sirtuin 1)、IL-6

和鼠抗-α-SMA (α smooth muscle actin) 一抗均购自美

国Affinity Biosciences公司。

实验分组及药物干预 选取健康 SPF 级 8 周龄

WT小鼠和FGF21 KO小鼠各 24只, 适应性喂养 1周后

各随机分为3组, 每组 8只, 分别命名为: 对照组 (Ctrl)、

模型组 (Dox)、依帕列净组 (Dox+EMP)、FGF21 KO对

照组 (F-Ctrl)、FGF21 KO 模型组 (F-Dox)、FGF21 KO

依帕列净组 (F-Dox+EMP)。实验开始后, Ctrl组和 F-

Ctrl组每周腹腔注射一次 100 μL 磷酸盐缓冲液 (PBS),

在第一次注射 PBS 的前 3 天开始每天灌胃 100 μL

PBS; Dox 组和 F-Dox 组腹腔注射剂量为 5 mg·kg-1体

重的Dox, 每周一次, 连续 4周, 每次每只注射体积为

100 μL, 在第一次注射Dox的前3天开始每天灌胃100 μL

PBS; Dox+EMP 组和 F-Dox+EMP 组腹腔注射剂量为

5 mg·kg-1体重的Dox, 每周一次, 连续 4周, 每次每只注

射体积为 100 μL, 在第一次注射Dox的前 3天开始每

天灌胃剂量为 10 mg·kg-1体重的EMP 100 μL至实验结

束。随后对所有小鼠进行心脏超声检测, 稳定两天之

后处死小鼠收集组织、血清。动物实验如图1所示。

小鼠心脏超声 实验期间观察记录小鼠体重和

状态。实验结束时, 让小鼠吸入异氟烷进行麻醉, 随后

将其胸部脱毛并固定在 37 ℃板上, 使用便携式数字化

彩色超声诊断仪 (苏州 VINNO 公司 , VINNO 6 LAB)

进行超声心动图检测, 在M模式下, 获得小鼠胸骨左
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侧缘的稳定超声图像。左心室收缩期 (LVIDs) 和舒

张期内径 (LVIDd) 由超声心动图数据获得。射血

分数 (EF) 和缩短分数 (FS) 计算公式如下: EF (%) =

[(LVIDd3 - LVIDs3)/LVIDd3] × 100; FS (%) = [(LVIDd-

LVIDs)/LVIDd] × 100。

H&E染色 取小鼠心脏组织中间部位, 以乳头肌

为界限进行横切[20], 用 4%多聚甲醛固定 24 h以上, 脱

水机脱水, 进行石蜡包埋, 制备5 μm石蜡切片。切片烘

干之后进行脱蜡水化, 苏木素染色30 s, 伊红染色3 min,

脱水、二甲苯透明, 中性树脂封片。显微镜下观察心脏

组织病理学变化并拍照记录。

天狼星红染色 取小鼠心脏组织石蜡切片, 常规

脱蜡水化, Weigert铁苏木素染液染色 1 min, 自来水洗

10 min, 蒸馏水洗一次, 天狼猩红染色液滴染色 1 h, 流

水稍微清洗去除表面染液, 常规脱水透明, 中性树脂封

片。显微镜下观察心脏组织中胶原纤维情况并拍照记

录。采用 Photoshop统计红色区域面积与总面积的比

值, 即为小鼠心脏纤维化程度的统计学结果。

马森染色 取小鼠心脏组织石蜡切片, 常规脱蜡

水化, 苏木素染液染色 3 min, 然后用马森三色染色液

染色, 常规脱水透明, 中性树脂封片。显微镜下观察心

脏组织胶原纤维情况并拍照记录。采用 Photoshop统

计蓝色区域面积与总面积的比值, 即为小鼠心脏纤维

化程度的统计学结果。

细胞培养与转染 大鼠心肌细胞H9c2细胞系, 购

自ATCC公司, 采用DMEM培养基添加 10%胎牛血清

和 1%双抗, 在 37 ℃、5%的CO2培养箱中进行常规培

养。待细胞培养至 50%汇合度时, 用高效转染试剂转

染FGF21 siRNA至H9c2细胞中培养两天。H9c2细胞

分组及处理如下: ①对照组 (siC-Ctrl): 转染siCtrl; ②模

型组 (siC-Dox): 转染 siCtrl并采用 1 μmol·L-1 Dox处理

细胞24 h; ③ EMP处理组 (siC-Dox + EMP): 转染 siCtrl

并采用 500 nmol·L-1 EMP 和 1 μmol·L-1 Dox 处理细

胞 24 h; ④ siFGF21 + 对照组 (siFGF21-Ctrl): 转染

20 nmol·L-1 FGF21 的 siRNA; ⑤ siFGF21+ 模 型 组

(siFGF21-Dox): 转染 20 nmol·L-1 FGF21的 siRNA并采

用 1 μmol·L-1 Dox处理细胞 24 h; ⑥ siFGF21 + EMP处

理组 (siFGF21-Dox + EMP): 转染 20 nmol·L-1 FGF21

的 siRNA 并采用 500 nmol·L-1 EMP 和 1 μmol·L-1 Dox

处理细胞24 h。

小鼠血清生化指标检测 实验结束后, 对小鼠进

行安乐死, 收集小鼠全血, 于室温静置2 h之后, 2 000 ×g

离心 20 min, 小心收集上清即为血清 , 用生化分析仪

(日本东京HITACHI公司, 日立 3100) 测量血清中天门

冬氨酸氨基转移酶 (aspartate amino transferase, AST)、

肌酸激酶 (creatine kinase, CK)、羟丁酸脱氢酶 (hydroxy‐

butyrate dehydrogenase, HBDH)、乳酸盐脱氢酶 (lactate

dehydrogenase, LDH) 水平, 其余血清于-80℃冻存。

Western blot检测目的基因蛋白表达 小鼠心脏

组织经处理之后, 加入对应的组织或细胞裂解液, 研磨

或摇床冰浴裂解, 收集裂解液, 于 4 ℃、12 000 r·min-1

离心 10 min, 小心收集上清并转移至新的 EP管中, 即

为组织或细胞总蛋白。BCA法测定蛋白浓度, 蛋白定

量和变性之后采用SDS-PAGE变性电泳, 转模、室温封

闭、一抗孵育、二抗孵育之后 , 经 ECL 显色 , 用化学

发光成像分析系统 (上海勤翔科学仪器有限公司 ,

ChemiScope 3000mini系列) 进行曝光成像, 并对条带

进行分析和处理。

Figure 1 The schedule of in vivo experiment. WT and FGF21 KO mice were randomly divided into 3 groups (8 mice/group), respectively.

Ctrl was intraperitoneally injected with PBS once a week and intragastriclly administrated with PBS daily; Dox or Dox + EMP group was

intraperitoneally injected with 5 mg·kg-1 body weight Dox once a week and intragastriclly administrated with PBS or 10 mg·kg-1 body

weight EMP daily for 4 weeks. WT: Wide type; FGF21 KO: FGF21 knockout; Ctrl: The control group; PBS: Phosphate buffer saline; Dox:

Doxorubicin; EMP: Empagliflozin
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Real time qPCR 检测目的基因 mRNA 表达 小

鼠心脏组织或H9c2细胞经处理之后, 提取总RNA, 经

反转录合成 cDNA, 引物序列如表 1所示。采用SYBR

Green Master Mix 扩增引物 , qRT-PCR 检测 mRNA 表

达。将相应样本中所有基因的 mRNA水平用内参进

行归一化。

统计学分析 本实验中涉及到的所有数据均采用

平均数 ± 标准误形式表示, 采用Graphpad Prism软件进

行绘图和统计学分析, 数据分析方式采用单因素方差分

析 (one-way ANOVA), 将P < 0.05定义为具有显著差异。

结果

1 EMP对小鼠心脏功能的影响

Dox引起的心衰主要表现为心脏收缩功能下降。

实验结束时, 对图 1所示 6组小鼠进行M型超声心动

实验, 分析心脏功能。与Ctrl对照组相比, Dox造模组

的心脏收缩力明显降低 (图 2A), 主要表现为EF和 FS

的显著降低 (图 2B、C)。另外, Dox导致心脏萎缩, 显

著降低心脏重量与体重的比值 (图 2D)。而在上述指

标中 , WT 小鼠在 EMP 治疗后具有显著改善 , 而在

FGF21 KO小鼠中, EMP对于Dox诱导的小鼠心衰症

状的改善作用大大降低。以上结果提示 , EMP 对于

Dox诱导的小鼠心衰具有较为明显的改善作用, 并且

在一定程度上依赖于FGF21的存在。

2 EMP对Dox诱导的小鼠心脏毒性的影响

图 3A中H&E染色结果显示, 与Ctrl对照组相比,

WT小鼠和 FGF21 KO小鼠的Dox造模组心脏出现明

显的坏死症状, 心肌细胞排列和心肌结构不规则、出现

空泡化。相比之下, WT小鼠经EMP处理之后上述症

状得到明显改善, 而在FGF21 KO小鼠中则变化不大。

同时 , 血清生化分析结果显示 , Dox 造模后 , 心肌酶

AST、CK、HBDH、LDH (图 3B～E) 含量显著升高 , 经

EMP处理后, WT小鼠中上述指标显著下调, 而在FGF21

KO小鼠中没有明显改变。以上结果提示: EMP改善

Dox诱导的小鼠心脏毒性与FGF21有关。

3 EMP改善Dox诱导的小鼠心脏纤维化和炎症

通过马森染色和天狼星红染色观察 EMP对 Dox

诱导的小鼠心脏纤维化的影响。如图 4A、B所示, 与

Ctrl相比, Dox造模组心肌细胞排列不规则, 出现严重

的胶原沉积和纤维化。在WT小鼠中, EMP治疗后上

述纤维化程度得到明显改善, 而在 FGF21 KO小鼠中

改善的程度大大降低。对两种染色结果进行统计学分

析, 结果显示上述差异均具有显著性。为了探究EMP

能否抑制Dox诱导的小鼠心肌炎症, 进一步检测了心

脏 IL-1β、IL-6、NLRP3蛋白的表达水平, 如图 4C所示,

与Ctrl组相比, Dox造模组 IL-1β、IL-6、NLRP3蛋白水

平显著上调, EMP处理显著降低WT小鼠的炎症蛋白

表达 , 而对 FGF21 KO 小鼠没有显著影响 , 且 FGF21

Table 1 Primer sequence used for real-time quantitative PCR: GPX1: Glutathione peroxidase 1; PRDX1: Peroxiredoxin 1; SQSTM1:

Sequestosome 1; CAT: Chloramphnicol acetyltransferase; UCP3: Uncouplingprotein 3; SOD1: Superoxide dismutase 1; FABP3: Fatty acid

binding protein 3; FGF21: Fibroblast growth factor 21; FOXO3a: Forkhead box O3a; Nrf2: Nuclear factor erythroid 2 related factor 2;

NLRP3: NOD-like receptor protein 3; α-SMA: α-Smooth muscle actin; TGF-β: Transforming growth factor-beta; IL-1β: Interleukin 1 beta;

β-actin: Beta-actin

Gene

GPX1

PRDX1

SQSTM1

CAT

UCP3

SOD1

FABP3

FGF21

FOXO3a

Nrf2

NLRP3

α-SMA

TGF-β

IL-1β

β-actin

Forward primer

5'-AGTCCACCGTGTATGCCTTC-3'

5'-TGCCAGATGGACAATTCAAA-3'

5'-GTGCCCAGACTACGACCTGT-3'

5'-TATCTCCTATTGGGTTCCCG-3'

5'-TGCTGAGATGGTGACCTACG-3'

5'-GCCTTGTGTATTGTCCCCAT-3'

5'-CATCGAGAAGAACGGGGATA-3'

5'-AGGCCTCAGGATCAAAGTGA-3'

5'-GGGGAGTTTGGTCAATCAGA-3'

5'-TCACACGAGATGAGCTTAGGGCAA-3'

5'-TACGGCCGTCTACGTCTTCT-3'

5'-ACTGGGACGACATGGAAAAG-3'

5'-GCTGAACCAAGGAGACGGAA-3'

5'-CAGCCAGATGCAGTTAACGC-3'

5'-ATGGAGGGGAATACAGCCC-3'

Reverse primer

5'-TTGCCATTCTGGTGTCCGAA-3'

5'-TCCATGCCAGATGACAGAAG-3'

5'-GACTCAGCTGTAGGGCAAGG-3'

5'-CCGCAATCCTACACCATGTC-3'

5'-GCGTTCATGTATCGGGTCTT-3'

5'-ACCATCCACTTCGAGCAGAA-3'

5'-TCCCGTCAACTAGCTCCCTA-3'

5'-CGCAGTCCAGAAAGTCTCCT-3'

5'-GCCTGAGAGAGAGTCCGAGA-3'

5'-TACAGTTCTGGGCGGCGACTTTAT-3'

5'-CGCAGATCACACTCCTCAAA-3'

5'-GTTCAGTGGTGCCTCTGTCA-3'

5'-AGAAGTTGGCATGGTAGCCC-3'

5'-AGCTCATATGGGTCCGACAG-3'

5'-TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT-3'
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KO小鼠的整体炎症水平表现出明显上调。此外, 检测

小鼠心脏组织中纤维化的标志蛋白 TGF-β和 α-SMA,

同样得到与上述一致的趋势。以上结果提示, EMP改

善Dox诱导的小鼠心肌纤维化和炎症与FGF21有关。

4 EMP改善Dox诱导的小鼠心脏氧化应激

本文还探究了FGF21在EMP抗心脏氧化应激中的

作用, 采用Western blot检测了氧化应激相关蛋白Sirt1、

FOXO3a、Nrf2和 SOD1的表达情况。图 5A结果显示,

Dox诱导WT小鼠和FGF21 KO小鼠心脏氧化应激反应,

而EMP的治疗显著改善WT小鼠心脏氧化应激, 但是在

FGF21 KO小鼠中改善作用大大减弱。同时, 本研究采

用Real time qPCR方法对相关氧化应激基因的mRNA

水平进行检测, 如图 5B所示, WT小鼠在经过EMP治

疗后 , CAT、FABP3、GPX1、PRDX1、SOD1、SQSTM1、

Figure 2 Cardiac function was analyzed by M-echocardiography. A: Echocardiogram image; B: Ejection fraction of mice; C: Fractional

shortening of mice; D: Heart weight and body weight ratio of mice. n ≥ 5, mean ± SEM. **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs Ctrl

group in the indicated type of mice; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs Dox group in the indicated type of mice; $P < 0.05, $$$P < 0.001 vs

Dox + EMP group in WT mice

Figure 3 Effect of EMP on Dox induced cardiotoxicity in mice. A: H&E staining of mice heart tissue. Scale bar: 50 μm; B-E: Mice serum

were prepared and determined AST (B), CK (C), HBDH (D) and LDH (E) levels. n ≥ 5, mean ± SEM. **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1

vs Ctrl group in the indicated type of mice; ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs Dox group in the indicated type of mice; $P < 0.05, $$P < 0.01 vs

Dox + EMP group in WT mice. AST: Aspartate amino transferase; CK: Creatine kinase; HBDH: Hydroxybutyrate dehydrogenase; LDH:

Lactate dehydrogenase
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UCP3等抗氧化基因显著上调, FGF21 KO小鼠中相关

抗氧化基因与造模组相比均无统计学意义, 有的甚至

呈下调趋势。以上结果提示, EMP改善Dox诱导的小

鼠氧化应激反应依赖于FGF21。

5 EMP以 FGF21依赖的方式改善Dox诱导的H9c2

心衰相关基因表达

为了探讨EMP是否能直接影响FGF21的表达, 本

研究采用 H9c2 转染 FGF21 的 siRNA (si-FGF21)。首

先如图 6A所示, si-FGF21转染后显著抑制H9c2细胞

中FGF21表达, 证明敲减成功。对H9c2细胞采用Dox

和EMP处理, 并分别转染对照 si-Ctrl和抑制 FGF21表

达的 si-FGF21, 采用 Real time qPCR 检测氧化应激

(SOD1、FOXO3a、Nrf2)、炎症 (NLRP3、IL-1β)、纤维化

(α-SMA、TGF-β) 相关基因表达, 结果显示, 在转染 si-

Ctrl 时 , EMP 显著改善 Dox 诱导的 H9c2 细胞氧化应

激、炎症和纤维化基因表达, 但是在转染 si-FGF21组

上述改善作用大大降低甚至消失, 与体内结果一致。

以上结果表明, EMP能够拮抗Dox对FGF21表达的抑

制作用 , 同时 EMP 改善 Dox 诱导的心衰相关氧化应

激、炎症、纤维化依赖于FGF21。

Figure 4 EMP improved Dox induced cardiac fibrosis and inflammation in mice. A: Determination of collagen content in heart tissue by Masson

staining (left) and relative statistics (right); Scale bar: 50 μm; B: The degree of fibrosis in heart tissue was determined by Picrosirius Red staining

(left) and relative statistics (right); Scale bar: 50 μm; C: Expression levels of IL-1β, IL-6, NLRP3, TGF-β and α-SMA in mice heart were analyzed

by Western blot and statistic. n ≥ 5, mean ± SEM. *P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs Ctrl group in the indicated type of mice; #P < 0.05,
###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs Dox group in the indicated type of mice; $$P < 0.01, $$$$P < 0.000 1 vs Dox + EMP group in WT mice
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Figure 6 EMP improves Dox induced H9c2 heart failure related gene expression in an FGF21 dependent manner. A-H: Expression levels

of FGF21, SOD1, FOXO3a, Nrf2, NLRP3, α-SMA, TGF-β and IL-1β in H9c2 were analysed by real time qPCR. n ≥ 5, mean ± SEM. **P <

0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs Ctrl group in the indicated type of H9c2 cells; ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs siC-Dox group in the

indicated type of H9c2 cells; $$P < 0.01, $$$P < 0.001, $$$$P < 0.000 1 vs siC-Dox + EMP group

Figure 5 EMP improved Dox induced oxidative stress in mice. A: Expression levels of Sirt1, FOXO3a, Nrf2 and SOD1 in mice heart were

analyzed by Western blot; B: Expression levels of GPX1, CAT, PRDX1, SOD1, FABP3, SQSTM1 and UCP3 in mice heart were analyzed by real

time qPCR. n ≥ 5, mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs Ctrl group in the indicated type of mice; #P < 0.05, ###P < 0.001, ####P <

0.000 1 vs Dox group in the indicated type of mice; $P < 0.05, $$P < 0.01, $$$P < 0.001, $$$$P < 0.000 1 vs Dox + EMP group in WT mice
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讨论

上述实验结果表明, 在野生型小鼠中, EMP通过

FGF21抑制Dox诱导的心衰, 具体机制在于抑制炎症、

纤维化、氧化应激反应, 而在 FGF21敲除小鼠中, 由于

FGF21表达缺失, 导致 EMP通过 FGF21发挥抗炎、抗

纤维化、抗氧化应激的作用大打折扣, 因此对于Dox诱

导的心衰的改善效果显著减弱。

心衰是多种心脏疾病的终末阶段, 伴随着心脏功

能的严重下降, 并涉及多种临床表现, 如呼吸困难、关

节水肿、乏力等。同时, 心衰还可引起肺破裂、颈动脉

高压[21]等, 具有较高的发病率和死亡率。心衰的发生

与多种因素有关, 其中, 糖尿病引起的血管病变、进而

导致的动脉粥样硬化、冠心病等心血管疾病, 是心衰发

生的一个重要病理基础, 与此同时, 糖尿病、血管功能

障碍、心衰三者之间存在着恶性循环, 每一种疾病均可

能引发或加剧其他疾病的发生[22]。

依帕列净是钠-葡萄糖共转运蛋白 2 抑制剂

(SGLT2i), 是一类新型的 2型糖尿病的治疗药物, 能够

发挥降血糖的作用, 在其治疗 2型糖尿病的过程中发

现, SGLT2i具有降低心衰发病率和死亡率的作用, 而

依帕列净相较于其他 SLGT2i能够更加显著地降低心

衰患者的住院率 , 但机制尚未明确。有文献报道 ,

SGLT2i可能通过激活 Sirt1/PGC-1α/FGF21通路, 减轻

心衰相关的氧化应激和自噬, 同时增加红细胞比容、降

低尿酸水平进而发挥心脏保护作用[23]; 另有研究表明,

依帕列净通过激活 AMPK 改善能量消耗和心脏炎

症[24]; 在糖尿病小鼠中, 依帕列净通过抑制TGFβ/Smad

通路、激活Nrf2/ARE通路, 增强心肌功能, 降低心脏氧

化应激和纤维化[25]。FGF21是一种由多种组织包括肝

脏、脂肪组织[26]、肌肉[27]、心脏[28]等分泌的细胞因子, 通

过与其受体及 β-Klotho形成复合物发挥功能[29]。越来

越多的研究证实了 FGF21在心脏功能中的保护作用,

如 FGF21能够通过发挥抗氧化作用进而保护氧化应

激造成的心脏损伤[30], FGF21通过抑制 NF-κB及 p38/

MAPK/AMPK 通路改善炎症和细胞凋亡[31]等。而依

帕列净对于心衰的治疗作用是否与 FGF21有关还不

得而知。因此本研究旨在探究 FGF21是否为依帕列

净改善心衰作用的一个关键因子。

本研究在体内采用多柔比星诱导的小鼠心衰模型

作为研究对象。多柔比星是临床上广泛用于实体肿瘤

和急性白血病治疗的一种化疗药物[32], 在抗肿瘤功能

上功效显著, 然而多柔比星对于肝脏、肾脏及心脏的毒

性作用却大大限制了其使用[33]。多柔比星能够通过产

生大量活性氧进而引起氧化应激反应, 从而引起心肌

细胞的大量凋亡, 并强烈激活心脏的炎症反应。本研

究构建了FGF21 KO 小鼠和WT小鼠一起采用多柔比

星诱导心衰模型, 并给予依帕列净治疗, 结果表明多柔

比星在两种基因型小鼠中均产生典型的心衰症状, 在

WT小鼠中, 依帕列净显著改善多柔比星诱导的小鼠

心衰 (图 2), 而在 FGF21 KO小鼠中, 依帕列净改善多

柔比星诱导的小鼠心衰的功能被明显抑制。同时, 在

大鼠心肌细胞系H9c2中采用抑制FGF21表达的 siRNA

转染、多柔比星和依帕列净处理, 同样得到与小鼠实验

一致的结论。由此可见, 依帕列净改善心衰在一定程

度上依赖于FGF21的表达。

多柔比星诱导的心衰伴随着心脏纤维化、炎症和

氧化应激反应的出现, 本研究结果表明, 依帕列净对

多柔比星引起的心脏纤维化 (图 4A～C)、炎症反应

(图 4C)、氧化应激反应 (图 5) 均具有显著的抑制效果,

然而, 在FGF21 KO小鼠中, 依帕列净对上述反应的抑

制效果大大削弱, 表明依帕列净改善心脏纤维化、炎症

和氧化应激反应同样依赖于FGF21的表达。

综上所述 , 依帕列净能够拮抗多柔比星对心脏

FGF21表达的抑制作用, 改善多柔比星诱导的小鼠心

衰并在一定程度上依赖于 FGF21的表达, 其机制可能

与FGF21改善小鼠心脏纤维化、炎症和氧化应激反应,

进而改善心脏功能有关。此外, 依帕列净如何调节心

脏 FGF21及其在上述过程中发挥作用的具体通路, 均

有待进一步进行探索和验证。
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