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摘要 目的 观察氯沙坦对大鼠心肌微血管内皮细胞的作

用，以及对 Janus 蛋白酪氨酸蛋白激酶 2 /信号转导子和转录

激活子 3( JAK2 /STAT3) 信号通路的影响，探究氯沙坦对糖

尿病的保护机制。方法 将大鼠分成空白对照组、晚期糖基

化终末产物( AGEs) 组、AGEs 加氯沙坦治疗组以及氯沙坦治

疗组，进行晚期糖基化终产物和氯沙坦的干预。采用 MTT
法和 TUNEL 法检测大鼠心肌微血管内皮细胞的活力和凋亡

率; 采用 Western blot 和 ＲT-PCＲ 法对 JAK2 /STAT3 信号通路

中的相关蛋白表达水平进行检测; ELISA 检测白细胞介素-6
( IL-6) 、肿瘤坏死因子-β( TNF-β) 的水平。结果 与空白对

照组相比，AGEs 组的大鼠心肌微血管内皮细胞的活力明显

减弱、凋亡率上升，在 JAK2 /STAT3 信号通路中相关蛋白表

达和相关炎症因子 IL-6、TNF-β 的表达也明显升高 ( P ＜
0. 05) 。AGEs 加氯沙坦治疗组与 AGEs 组相比，细胞活力有

所提升，凋亡率下降，JAK2 /STAT3 信号通路中相关蛋白表

达和相关炎症因子 IL-6、TNF-β 的表达也有所下降 ( P ＜
0. 05) 。氯沙坦治疗组的相关蛋白表达情况和炎性介质与空

白对照组相比，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。结论 氯沙

坦可以通过 JAK2 /STAT3 信号通路来对晚期糖基化终产物

进行有效抑制，从而缓解其对心肌微血管内皮细胞的损伤，

起到保护作用。
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我国糖尿病的发病率呈逐年递增趋势［1］，患者

中大部分为老年人。该病极易引起多种并发症，严

重影响了大众的生活质量。研究［2］发现，晚期糖基

化终末产物( advanced glycation end products，AGEs)
是诱发糖尿病的主要物质之一，能损伤机体内功能

性的心肌细胞和血管内皮细胞，从而导致大量白介

素-6 ( interleukin-6，IL-6 ) 、肿 瘤 坏 死 因 子-β ( tumor
necrosis factor-β，TNF-β) 等炎症因子［3］的释放。这

些炎性介质通过 Janus 蛋白酪氨酸蛋白激酶 2 /信号

转导子和转录激活子 3( janus protein tyrosine protein
kinase 2 /signal transducer and activator of transcription
3，JAK2 /STAT3) 信号通路使心肌微血管内皮细胞发

生增殖、分化、凋亡等生物学反应［4 － 5］。氯沙坦是一

种血管紧张素的拮抗剂［6］，能控制上述炎性介质在

JAK2 /STAT3 信号通路的表达水平，在一定程度上

能缓解糖尿病。该实验研究氯沙坦是否能对大鼠已

损伤的心肌微血管内皮细胞进行有效保护，以及

JAK2 /STAT3 信号通路与炎性介质 IL-6、TNF-β 相

关性的探讨，为今后因糖尿病引起的心肌组织损伤

寻找有效的治疗靶点。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 SPF 级雄性 SD 实验大鼠 40 只，4
月龄，体质量 250 ～ 280 g，进行适应性饲养 1 周，随

机分成 4 组，分别是空白对照组、AGEs 组、AGEs 加

氯沙坦治疗组以及氯沙坦治疗组，每组 10 只。
1． 2 实验仪器与试剂 MTT 检测试剂盒 ( 上海来

锐赛生物科技有限公司) ; IL-6、TNF-β、ELISA 试剂

盒( 武汉默沙克生物科技有限公司) ; TUNEL 细胞凋

亡检测试剂盒( 上海翊圣生物科技有限公司) ; PCＲ
分析仪( 美国 ABI 公司) ; 多功能酶标仪( 上海沛欧

分析仪器有限公司) ; 恒温箱( 广东宏展科技有限公

司) ; DNA 提取试剂盒( 加拿大 Fermentas 公司) 。
1． 3 AGEs 的制备 精密称量 5. 00 g BSA 和 9. 00
g 的 D-葡萄糖，溶解于 100 ml 磷酸盐缓冲溶液中，

搅拌溶解，经 0. 22 μm 滤膜过滤，放置恒温箱，避光

孵育 12 周，制备 AGEs。以只加 BSA 作为磷酸盐缓

冲溶液为对照溶液。孵育结束后，将 AGEs 放入无

菌层析袋中，以 10 倍体积磷酸盐缓冲溶液透析 4
次，每次 6 h，即得。
1． 4 大鼠血清的采集 大鼠经戊巴比妥钠 ( 50
mg /kg) 麻醉，随后每只大鼠腹腔注射1 000 U 肝素。
腹主动脉取血，经3 000 r /min，离心 15 min 后分离
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上层血清。保存于 － 80 ℃的冰箱中，用于炎性介质

的检测。
1． 5 分离、培养心肌微血管组织细胞 立即分离大

鼠心脏，去除大血管、心房和右心室，用磷酸缓冲液

洗除残血。用剪刀剪去剩余游离在左心室壁心内膜

及心外膜 1 /3 后，剩余心室组织放在 75% 乙醇溶液

浸泡 20 s，用 磷 酸 缓 冲 液 冲 洗。碎 心 肌 组 织，用

0. 2% 胶原酶在 37 ℃水浴箱中震荡孵育大约 8 min，

继之 以 0. 25% 胰 蛋 白 酶 消 化 大 约 10 min。采 用

15%胎牛血清 DMEM 培养液终止消化。采集滤液

离心弃上清液。最后将细胞悬于 15% 胎牛血清培

养液，接种在鼠尾胶覆盖的培养瓶中。
1． 6 按照分组进行相应干预培养 在培养 24 h
后，按照之前的分组进行不同溶液的干预。其中，空

白对照组 ( 100 μg /ml 的 BSA 溶液) ，AGEs 组 ( 100
μg /ml AGE-BSA 的溶液) ，AGEs 加氯沙坦治疗组

( 100 μg /ml AGE-BSA 的溶液 + 1. 33 mg /ml 的氯沙

坦) ，氯沙坦治疗组( 1. 33 mg /ml 的氯沙坦) 。
1． 7 检测方法

1． 7． 1 MTT 法检测心肌微血管组织细胞的活力

将分离的细胞混悬于 DMEM 培养液和 MTT 溶液中

进行 4 h 孵育，孵育完成后，在 490 nm 处测量吸光

度，并于显微镜下观察细胞形态。
1． 7． 2 TUNEL 法计算心肌微血管组织细胞的凋亡

率 将 内 皮 细 胞 用 磷 酸 盐 缓 冲 溶 液 清 洗，按 照

TUNEL 检测试剂盒说明书操作。于荧光显微镜下

观察，用 DAPI 对细胞核进行染色，经 DAPI 染色后

的细胞核呈蓝色，而凋亡的细胞经 TUNEL 后则呈绿

色。计算绿色细胞与蓝色细胞数量的比值来代表凋

亡细胞数量占总细胞数的比例。
1． 7． 3 ELISA 试剂盒测定血清中 IL-6、TNF-β 的含

量 根据 ELISA 试剂盒的说明书进行，完成后在酶

标仪上测取吸光值，测量波长为 450 nm。ＲT-PCＲ
操作中，细胞总 ＲNA 的提取和 cDNA 的合成可根据

说明书 进 行。PCＲ 的 扩 增 体 系: 总 扩 增 体 系 ( 20
μl) ，主 要 包 括 cDNA ( 1 μl ) ，上 游 引 物 ( 10
mmol /L) ，下游引物 ( 10 mmol /L ) ，PCＲ 的预混 物

( 12. 5 μl) ，ddH2O 补足至 25 μl。反应条件: 95 ℃
下首先预变性 5 min，然后进入循环: 变性( 95 ℃，30
s) 、退火( 63 ℃，30 s) 、延伸 ( 72 ℃，45 s) ，经历 32
次循环，最后在 72 ℃的条件下延伸 5 min。
1． 7． 4 Western Blot 与 ＲT-PCＲ 法对 JAK2 /STAT3
信号通路中蛋白进行检测 Western Blot 操作中需

要经过提取蛋白、检测蛋白、配制胶体、跑电泳、转

膜、孵育抗体、显影等操作，具体操作步骤可查阅相

关文献进行［7］。ＲT-PCＲ 采用 trizol 法提取总 ＲNA，

反转录成 cDNA，用 SYBG 法 ＲTPCＲ，采用 2 － ΔΔCt 法

计算倍数关系。
1． 8 统计学处理 实验数据经 SPSS 24. 0 统计软

件进行分析，数据以 珋x ± s 表示，两组间比较采用配

对 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 心肌微血管组织细胞活力结果 与空白对照

组相比，AGEs 组的细胞活力明显降低; AGEs 加氯

沙坦治疗组的细胞活力稍有下降; 氯沙坦治疗组的

细胞活力没有特别明显的变化。各组与空白对照组

比较，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 各组心肌细胞活力比较

1: 空白对照组; 2: AGEs 组; 3: AGEs 加氯沙坦治疗组; 4: 氯沙

坦治疗组; 与空白对照组比较，* P ＜ 0. 05

2． 2 各组心肌微血管组织细胞的凋亡率 与空白

对照组比较，AGEs 组的细胞出现大量凋亡的情况，

AGEs 加氯沙坦治疗组次之，氯沙坦治疗组的细胞

少有凋亡，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。见图 2、
表 2。

图 2 TUNEL 法观察各组大鼠心肌微血管

组织细胞的凋亡情况 × 100

A: 空白对照组; B: AGEs 组; C: AGEs 加氯沙坦治疗组; D: 氯沙

坦治疗组
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表 2 各组大鼠的心肌微血管组织细胞凋亡率( 珋x ± s，n = 10)

组别 细胞凋亡率( % )

空白对照 5． 69 ± 1． 26
AGEs 45． 26 ± 13． 86*

AGEs 加氯沙坦治疗 27． 78 ± 11． 83#

氯沙坦治疗 4． 59 ± 1． 05#＆

F 值 37． 68
P 值 0． 00

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 AGEs 组比较; #P ＜ 0. 05; 与

AGEs 加氯沙坦治疗组比较: ＆P ＞ 0. 05

2． 3 各组大鼠心肌细胞在 JAK2 /STAT3 信号通路

中的影响 通过免疫印迹实验对大鼠心肌细胞的

JAK2 /STAT3 信号通路蛋白表达水平检测我们可

知: AGEs 组的磷酸化水平明显高于空白对照组;

AGEs 加氯沙坦治疗组的磷酸化水平较空白对照组

高而低于 AGEs 组; 氯沙坦治疗组的磷酸化水平与

空白对照组表达相差不大。各组与空白对照组比

较，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 3。

图 3 各组大鼠心肌细胞在 JAK2 /STAT3 信号通路中的表达结果

1: 空白对照组; 2: AGEs 组; 3: AGEs 加氯沙坦治疗组; 4: 氯沙

坦治疗组

2． 4 各组血清炎性介质 IL-6、TNF-β的表达 与

空白对照组比较，AGEs 组大鼠血清中炎性介质 IL-
6、TNF-β 的表达均明显升高; AGEs 加氯沙坦治疗

组 IL-6、TNF-β 表达水平比空白对照组要高但低于

AGEs 组; 氯沙坦治疗组大鼠的炎性介质 IL-6、TNF-
β 表达水平与空白对照组比较，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) 。见图 4、表 3。

图 4 各组大鼠血清炎症因子 IL-6、TNF-β的表达

1: 空白对照组; 2: AGEs 组; 3: AGEs 加氯沙坦治疗组; 4: 氯沙

坦治疗组

表 3 各组大鼠血清中血清炎症因子 IL-6、TNF-β的

表达结果( 珋x ± s，n = 10)

组别 IL-6( ng /ml) TNF-β( ng /ml)
空白对照 2． 651 ± 0． 132 4． 521 ± 0． 069
AGEs 9． 286 ± 0． 311* 9． 689 ± 0． 238*

AGEs 加氯沙坦治疗 5． 322 ± 0． 256# 6． 576 ± 0． 291#

氯沙坦治疗 2． 386 ± 0． 159* 4． 252 ± 0． 061#

F 值 95． 702 81． 035
P 值 0． 00 0． 00

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 AGEs 组比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

本研究旨在探讨氯沙坦对心肌微血管内皮细胞

的保护机制。从 MTT 和 TUNEL 法结果可知，在氯

沙坦的干预下，心肌微血管内皮细胞的活力与 AGEs
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组比较得到提升，细胞凋亡数量明显减少。通过研

究 JAK2 /STAT3 通路发现，在氯沙坦的干预下，磷酸

化水平与 AGEs 组比明显下降，同时炎症介质 IL-6、
TNF-β 的表达水平也明显下降。

糖尿病在我国一直处于高发状态，并且患病人

群逐步年轻化。发病原因通常是对葡萄糖的过量摄

入和不规律的生活方式［8］。患有糖尿病的患者对

葡萄糖的摄入需要严格的控制，同时进行相关药物

治疗才能有效缓解病情。糖尿病通常会引起心血管

并发症［9 － 11］，常规的降血糖治疗方案无法对心血管

疾病进行有效干预，反而可能导致患者出现低血糖

乃至心血管原因的死亡。因此，糖尿病以及糖尿病

引起的心血管疾病已经严重威胁到了公众的健康和

生命安全。因此，探索糖尿病对心肌和血管的损伤

机制，将为今后因糖尿病引起的心血管疾病的预防

和治疗寻找相关作用点。
AGEs 是人体处于长期高糖状态下，蛋白质和

还原糖发生糖基化反应所得到的产物［12］。该物质

会对人体的心肌细胞和微血管内皮细胞进行侵犯，

使它 丧 失 自 己 的 功 能，最 后 使 细 胞 死 亡。氯 沙

坦［13 － 14］为血管紧张素受体拮抗剂，目前临床上用于

保护 心 肌 细 胞 抗 心 室 的 重 塑。先 前 有 文 献 报

道［15 － 16］氯沙坦可对糖尿病心肌微血管进行有效保

护作用，因此本实验首先从细胞水平研究氯沙坦的

治疗作用。通过 MTT 法和 TUNEL 法对各组细胞活

力和凋亡检测发现，与空白对照组比较，AGEs 组的

细胞活力明显下降和凋亡率上升( P ＜ 0. 05 ) ，而在

氯沙坦的干预下，AGEs 加氯沙坦治疗组的细胞活

力得到了提升，凋亡率也有所下降( P ＜ 0. 05 ) 。该

实验结果与之前文献报道的结果基本相符。根据细

胞水平的实验结果，我们确定了氯沙坦对治疗心肌

微血管内皮细胞有着很好的疗效，接着从基因方向

研究其保护的作用机制。
有研究表明［17］，糖尿病心肌微血管的损伤与内

皮细胞和吞噬细胞的活动息息相关，其活动会使得

大量炎症因子和自由基的释放，造成内皮细胞的损

伤，最终导致病变。促炎因子［18］可对内皮细胞造成

损伤，如 IL-6、IL-8、TNF-α 等，而抗炎介质［19］可使炎

症 扩 散，有 IL-4、IL-10、TGF-β 等。有 文 献 报

道［20 － 21］，TNF-β 和 IL-6 通过 JAK /STAT 信号通路来

促成心血管损伤和心肌肥厚。通过 Western blot 和

ＲT-PCＲ 法检测结果可知，与空白对照组相比，AGEs
组 JAK2 /STAT3 信号通路的磷酸化水平明显提高

( P ＜ 0. 05) ，该结果与文献报道结果相一致。经过

氯沙坦的干预后，AGEs 加氯沙坦治疗组的磷酸化

水平较 AGEs 组有所下降 ( P ＜ 0. 05 ) ，即氯沙坦通

过 JAK2 /STAT3 信号通路发挥疗效。通过对炎症因

子 TNF-β 和 IL-6 的表达水平进行检测发现，与空白

对照组比较，AGEs 组 TNF-β 和 IL-6 的表达水平有

上升趋势( P ＜ 0. 05 ) ，而 AGEs 加氯沙坦治疗组中

TNF-β 和 IL-6 的表达水平得到了有效的控制( P ＜
0. 05) 。由此可知，氯沙坦通过对 JAK2 /STAT3 信号

通路磷酸化水平进行控制，同时抑制 TNF-β 和 IL-6
的表达水平。

综上所述，氯沙坦可以通过 JAK2 /STAT3 信号

通路来对 AGEs 患者的心肌微血管细胞进行修复，

从而保护微血管心肌细胞，为以后更深入的研究奠

定了理论基础。
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Protective mechanism of losartan in the injury of myocardial
microvascular endothelial cells induced by advanced glycation

end products via JAK2 /STAT3 signaling pathway
Liu Shaozhi，Yuan Zhongwen，Mei Zhengrong，et al

( Dept of Pharmacy，The Third Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University，Guangzhou 510150)

Abstract Objective To observe the effects of losartan on rat myocardial microvascular endothelial cells and Janus
protein tyrosine protein kinase 2 /signal transducer and transcriptional activator 3 ( JAK2 /STAT3 ) signaling path-
way，and explore protective mechanism of losartan on diabetes． Methods Ｒats were divided into a blank control
group，( advanced glycation end products) AGEs group，AGEs plus losartan treatment group，and losartan treat-
ment group for advanced glycation end products and losartan intervention． The activity and apoptosis rate of myocar-
dial microvascular endothelial cells in rats were detected by MTT assay and TUNEL assay． The expression levels of
related proteins in JAK2 /STAT3 signaling pathway were detected by Western blot and ＲT-PCＲ． The levels of IL-6
and tumor necrosis factor-β ( TNF-β) were detected by ELISA． Ｒesults Compared with the blank control group，

the viability of myocardial microvascular endothelial cells in the AGEs group was significantly weakened and the ap-
optotic rate was increased． The expression of related proteins and the expression of related inflammatory factors IL-
6 and TNF-β in the JAK2 /STAT3 signaling pathway were also significantly elevated ( P ＜ 0． 05) ． Compared with
the AGEs group，the AGEs plus losartan treatment group showed an increase in cell viability and a decrease in ap-
optotic rate． The expression of related proteins in the JAK2 /STAT3 signaling pathway and the expression of related
inflammatory factors IL-6 and TNF-β also decreased ( P ＜ 0. 05) ． There was no significant difference in the expres-
sion of related proteins and inflammatory mediators in the losartan group compared with the blank control group ( P
＞ 0. 05) ． Conclusion Losartan can effectively inhibit the advanced glycation end products through the JAK2 /
STAT3 signaling pathway，thereby alleviating the damage to myocardial microvascular endothelial cells and protec-
ting them．
Key words losartan; JAK2 /STAT3 signaling pathway; advanced glycation end products; myocardial microvascular
endothelial cells; protective mechanism
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