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铁死亡在1型糖尿病心肌病小鼠心功能障碍中的
作用

卢清 和凤 王文秋 王焱林 柯剑娟

【摘要】 目的：探讨铁死亡在 1 型糖尿病心肌病（DCM）小鼠心功能障碍中的作用。  方

法：选取清洁级健康成年雄性 C57BL/6 小鼠 36 只，随机分为对照组、DCM 组和铁死亡抑制

剂 Ferrostatin-1 组（Fer-1 组），每组 12 只。DCM 组和 Fer-1 组采用连续 5 d 腹腔注射新鲜制

备的链脲佐菌素（STZ）40 mg/(kg·d) 后继续饲养 12 周的方法建立 1 型糖尿病 DCM 小鼠模型。

自建模起第 2 周末，Fer-1 组小鼠连续 10 周腹腔注射铁死亡抑制剂 Fer-1 2.5 μmol/(kg·d)，对

照组和 DCM 组小鼠给予等量二甲基亚砜（DMSO）。第 12 周末行超声心动图检查，采用苏

木精 - 伊红（HE）染色观察小鼠心肌组织病理形态学变化，透射电镜观察小鼠心肌组织超

微结构，Western bolt 法检测小鼠心肌组织中铁死亡相关蛋白表达情况。 结果：与对照组

相比，DCM 组小鼠出现明显心功能障碍；HE 染色显示心肌细胞肥大且排列紊乱，炎性细胞

浸润；透射电镜显示心肌细胞线粒体形态学改变，包括线粒体变小，膜密度增高，线粒体皱缩，

线粒体嵴减少或消失；Western blot 结果显示心肌组织谷胱甘肽还原酶 4（GPX4）的蛋白表

达水平均显著降低，酯酰辅酶 A 合成酶长链家族成员 4（ACSL4）的蛋白表达水平显著升高

（P 均＜0.05）。与 DCM 组比，Fer-1 组小鼠心功能障碍减轻，心肌组织 GPX4 的蛋白表达水

平均显著升高，ACSL4 的蛋白表达水平显著降低（P 均＜0.05），心肌组织病理改变明显减

轻。  结论：铁死亡参与了 1 型糖尿病 DCM 小鼠心功能障碍的发病过程。
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【Abstract】  Objective: To investigate the effect of ferroptosis on cardiac dysfunction 
in type 1 diabetic cardiomyopathy (DCM) in mice.  Methods: A total of 36 healthy adult 
male C57BL/6 mice were randomly divided into control group, DCM group, and ferroptosis 
inhibitor ferrostatin-1 group (Fer-1 group), with 12 mice in each group. DCMmodel was built 
by intraperitoneal injection of freshly prepared streptozotocin (STZ) 40 mg·kg-1·d-1 for  
5 consecutive days, then mice were fed for additional 12 weeks. Fer-1 (2.5 μmol·kg-1·d-1) was 
given intraperitoneally after the second week in Fer-1 group, while equal volume of dimethyl 
sulfoxide (DMSO) was administered in control and DCM groups. At 12 weeks, echocardiography 
was performed to assess cardiac function, then all mice were sacrificed. Myocardial pathological 
and ultrastructural changes were examined by hematoxylin-eosin (HE) staining and transmission 
electron microscope (TEM), respectively. Expression of ferroptosis protein was assessed by 
western bolt.  Results: Compared with control group, distinct cardiac dysfunction was detected 
in DCM group. HE staining showed cardiomyocyte hypertrophy, irregular arrangement and 
inflammatory cell infiltration, and TEM revealed certain abnormal morphological features 
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of mitochondria, including shrunken mitochondria with increased membrane density and 
mitochondrial ridge reduction or even disappearance in DCM group. Western blot indicated that 
for DCM group, the expression levels of glutathione reductase 4 (GPX4) were decreased, whereas 
the expression levels of esteryl CoA synthetase long chain member 4 (ACSL4) were increased in 
the myocardial tissue (all P＜0.05). Treatment with Fer-1 resulted in a remarkable improvement in 
cardiac function and an increase in expression levels of GPX4 and a decrease in expression levels 
of ACSL4 in the myocardial tissue (all P＜0.05). The pathological changes in the myocardial 
tissue were alleviated as well.  Conclusion: Ferroptosis is involved in the process of cardiac 
dysfunction in type 1 diabetic cardiomyopathy in mice.
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糖尿病心肌病（DCM）是指无法用冠状动脉

疾病、高血压和瓣膜病解释的糖尿病心肌损伤，是

糖尿病患者晚期死亡的主要原因 [1-3]。DCM 的发病

机制复杂，可能与许多因素，包括高血糖、炎性反

应、氧化应激、血管内皮损伤、微血管病变、心

肌细胞肥大和纤维化等有关，最终引起心功能障碍

甚至心力衰竭 [4]。DCM 的治疗主要采用常规抗心

力衰竭疗法，强化降糖治疗并没有改善糖尿病患者

心功能。铁死亡是指铁依赖的脂质过氧化引起的

细胞死亡 [5]。研究证实，糖尿病肾病、糖尿病性骨

质疏松、糖尿病视网膜病变等与铁死亡关系密切，

抑制铁死亡可以减轻糖尿病相关并发症 [6-9]。研究

表明，高糖培养后的心肌细胞损伤和 2 型糖尿病的

DCM 均有铁死亡参与 [10-11]。然而，目前尚不清楚

铁死亡是否参与 1 型糖尿病 DCM 所致的心功能障

碍。本研究探讨铁死亡在 1 型糖尿病 DCM 小鼠心

功能障碍中的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料与仪器

清洁级健康雄性 C57BL/6 小鼠 36 只，8 周龄，

体质量 22～26 g，由湖北省疾控中心提供。纯度

99.59% 的铁死亡抑制剂 Ferrostatin-1（Fer-1）购

于 MedChemExpress 公司；链脲佐菌素（STZ）购

于北京索莱宝科技有限公司；稳豪倍易血糖仪购

买于强生（中国）医疗器械有限公司；苏木精 - 伊
红（HE）染色试剂盒、BCA 蛋白质测定试剂盒

购于碧云天生物技术有限公司；电镜固定液、ECL
超敏发光液购于武汉普美克生物技术有限公司；兔

抗谷胱甘肽还原酶 4（GPX4）、酯酰辅酶 A 合成

酶长链家族成员 4（ACSL4）、GAPDH 抗体，辣根

过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔 IgG 二抗购

于武汉爱博泰克（ABclonal）生物科技有限公司； 

Hitachi HT7700 透射电镜由武汉大学医学部结构中

心平台提供；小鼠心脏超声机由武汉大学人民医院

实验室提供。

1.2 分组及处理方法

采用随机数字表法将小鼠分为对照组、DCM
组和 Fer-1 组，每组各 12 只。DCM 组和 Fer-1 组采

用连续 5 d 腹腔注射新鲜制备的 STZ 40 mg/（kg·d） 
后继续饲养 12 周的方法建立 1 型糖尿病 DCM 小鼠

模型。注射 STZ  1 周后测量血糖高于 16.7 mmol/L， 
小鼠出现多饮、多食、多尿、体质量下降的临床

症状，第 12 周末超声心动图检测示心功能障碍，则

模型构建成功。实验初期及饲养期间，每 2 周对所

有小鼠称量体质量和测量血糖，自建模起第 2 周

末 Fer-1 组小鼠开始连续腹腔注射铁死亡抑制剂

Fer-1 2.5 μmol/（kg·d），对照组和 DCM 组腹腔注

射等量 DMSO，3 组小鼠的腹腔注射均持续到第 
12 周末。

1.3 超声心动图检查

自建模起第 12 周末，将小鼠胸部脱毛，置于恒

温检测台上，使用 1% 戊巴比妥钠麻醉，心率波动在

400～500 次 /min 时，使用小鼠专用高频超声探头，

经胸骨旁左室长轴切面检测小鼠心脏结构及心功

能情况，检测期间采集 3 个及以上连续稳定的心动

周期图像，测量并记录左室舒张末期内径（LVDd）、
左室收缩末期内径（LVDs），计算左室短轴缩短率

（LVFS）、左室射血分数（LVEF）。
1.4 心肌组织苏木精-伊红染色

心脏超声检查结束后处死小鼠，取小鼠心肌组

织，放入 4% 多聚甲醛固定 24 h，石蜡包埋后切片，

利用二甲苯和梯度酒精对石蜡切片进行脱蜡处理，

按照试剂盒所示步骤进行苏木精 - 伊红（HE）染色，

使用中性树胶封片，光学显微镜下观察小鼠心肌组
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织形态学变化。

1.5 透射电镜观察小鼠心肌组织超微结构

将小鼠心肌组织切成 1 mm3 组织块，以 2.5%
戊二醛溶液固定 24 h，放入 1% 锇酸固定 1.5 h 后

梯度酒精脱水，环氧树脂包埋，制成厚约 70 nm 的

超薄切片，行枸橼酸铅 - 醋酸铀双重染色，Hitachi 
HT7700 透射电镜下观察心肌组织超微结构。

1.6 Western blot法检测小鼠心肌组织中铁死亡

相关蛋白表达

RIPA 裂解液提取心肌组织蛋白，BCA 蛋白质

测定试剂盒进行蛋白定量并调整样品浓度至 1 g/L。
取蛋白进行十二烷基磺酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE），100 V 稳压电泳 1.5 h，100 V 稳压

转膜 2 h。5% 脱脂奶粉封闭 1 h，分别加入 GPX4、
ACSL4、GAPDH 一抗（1 ∶ 1 000 稀释），4 ℃孵

育过夜，加入山羊抗兔 IgG 二抗（1 ∶ 10 000 稀释），

室温孵育 1 h，ECL 超敏发光液进行化学发光成像，

使用 ImageJ 软件分析测定条带灰度值，目的蛋白相

对表达水平＝目的蛋白条带值 / 内参条带值。

1.7 统计学分析

采用 SPSS 21.0 软件进行统计学分析。计量资

料以均数 ± 标准差表示，组间比较采用单因素方

差分析，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 在体1型糖尿病DCM小鼠模型评估

自建模起第 2 周末，DCM 组小鼠血糖均高于

16.7 mmol/L，并出现明显多饮、多食、多尿、体

质量下降的症状，第 12 周末，超声心动图检测示

LVDd、LVDs 均明显升高，LVFS、LVEF 均明显降

低（P 均＜0.05），提示在体 1 型糖尿病 DCM 小鼠

模型建立成功。与 DCM 组比较，Fer-1 组小鼠心

功能受损得到缓解，表现为 LVDd、LVDs 均明显降

低，LVFS、LVEF 均明显升高（P 均＜0.05）。见图 1、 
图 2、表 1。

图1 3组小鼠血糖变化情况比较 图2 3组小鼠体质量变化情况比较

表1 3组小鼠血流动力学变化情况比较

组别 LVEF/% LVFS/% LVDd/mm LVDs/mm

对照组 88.72±2.45 45.32±1.49 3.60±0.12 1.91±0.16

DCM组 57.42±2.35(1) 33.64±1.47(1) 3.86±0.14(1) 2.52±0.15(1)

Fer-1组 76.23±2.51(1)(2) 39.10±2.01(1)(2) 3.69±0.21(1)(2) 2.21±0.13(1)(2)

注：与对照组比较，(1)P＜0.05；与DCM组比较，(2)P＜ 0.05
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2.2 Fer-1改善1型糖尿病DCM小鼠心肌组织病

理形态学变化

对照组小鼠心肌细胞排列整齐，形态结构完

整，心肌纤维呈束状排列，结构均匀，细胞间质无明

显水肿和结缔组织增生；DCM 组小鼠心肌细胞肥

大且排列紊乱，有炎性细胞浸润；Fer-1 组心肌细胞

排列较为规则，炎性细胞浸润程度较轻。见图 3。

2.3 Fer-1改善1型糖尿病DCM小鼠心肌细胞线

粒体结构

对照组小鼠心肌细胞线粒体结构基本正常，

未见明显线粒体嵴断裂，未见线粒体内外膜消失；

DCM 组小鼠心肌细胞线粒体发生形态学改变，包

括线粒体变小，膜密度增高，线粒体皱缩，线粒体嵴

减少或消失；Fer-1 组线粒体结构改变较轻。见图 4。
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图4 3组小鼠心肌组织超微结构变化情况（枸橼酸铅-醋酸铀双重染色, ×6 000）
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2.4 Fer-1调控1型糖尿病DCM小鼠心肌组织中

铁死亡相关蛋白表达

与对照组比较，DCM 组小鼠心肌组织中

GPX4 的蛋白表达水平显著下调，ACSL4 的蛋白

表达水平显著上调（P 均＜0.05）；与 DCM 组比

较，Fer-1 组小鼠心肌组织中 GPX4 的蛋白表达水

平显著上调，ACSL4 的蛋白表达水平显著下调（P 
均＜0.05）。见图 5、表 2。

3 讨论
DCM 是不同于高血压和冠状动脉疾病的一类

特异性心肌病，发病机制尚不清楚，可能与糖代谢

及脂质代谢紊乱、氧化应激、炎性反应及免疫调

节紊乱、细胞凋亡等有关，这些因素相互作用导致

心肌出现病理改变，形成病理性恶性循环，最终发

展为心功能障碍甚至心力衰竭 [4]。本研究结果显示，

DCM 组小鼠心肌细胞肥大且排列紊乱，炎性细胞

浸润，左心功能明显受损，表现为 LVDd、LVDs 均

明显升高，LVFS、LVEF 均明显降低，这与文献报

道结果一致 [12-13]。

DCM 的发病机制复杂，氧化应激被认为在

DCM 发病机制中起着关键作用 [14-15]。铁死亡主要

机制是细胞膜高表达的不饱和脂肪酸在二价铁或

脂氧化酶的作用下发生脂质过氧化，使脂质活性氧

增加，进而诱导细胞死亡。铁死亡时线粒体发生形

态学改变，包括线粒体变小，膜密度增高，线粒体皱

缩，线粒体嵴减少或消失 [8]。有研究表明，GPX4
是维持还原型和氧化型谷胱甘肽平衡的关键酶，它

在诱导铁死亡的发生中扮演着至关重要的作用。

GPX4 表达减少时，抗氧化能力降低，细胞膜磷脂

易受到活性氧攻击，发生脂质过氧化。脂质过氧化

的最终产物为丙二醛和 4- 羟基壬烯醛，易与蛋白

图5 3组小鼠心肌组织铁死亡相关蛋白表达情况

表2 3组DCM小鼠心肌组织铁死亡相关蛋白表达水平比较

组别 GPX4 ACSL4

对照组 0.97±0.10 0.20±0.05

DCM组 0.13±0.08(1) 0.67±0.03(1)

Fer-1组 0.43±0.07(1)(2) 0.24±0.03(1)(2)

注：与对照组比较，(1)P＜0. 05；与 DCM组比较，(2)P＜0. 05 

图3 3组小鼠心肌组织病理形态学变化情况（HE染色, ×400）
对照组 DCM组 Fer-1组

GPX4

ACSL4

GAPDH
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和 DNA 形成加合物，产生细胞毒性作用，诱发铁死 
亡 [16-17]。ACSL4 是重要的参与多不饱和脂肪酸代

谢的同工酶，ACSL4 酯化游离脂肪酸中的 CoA，形

成的酰化 CoA，进一步激活参与脂质过氧化反应的

相应脂肪酸。有研究表明，ACSL4 可以作为在不

同细胞环境中铁死亡敏感性的预测指标 [18]。综上

所述，ACSL4 和 GPX4 分别是铁死亡的正性和负

性调节因子。本研究结果显示，1 型糖尿病 DCM
小鼠左心功能明显受损，心肌细胞线粒体发生形态

学改变，心肌组织中 GPX4 蛋白表达水平明显下降，

ACSL4 蛋白表达水平明显升高，提示 1 型糖尿病

DCM 小鼠心功能障碍与铁死亡有关。

本研究参照文献 [8]，选择铁死亡抑制剂 Fer-1
的给药途径、剂量和时机。已有研究表明，Fer-1
在糖尿病肾病、糖尿病性骨质疏松和糖尿病视网

膜病变中具有保护作用 [6-9]。在本研究中，Fer-1 可

以有效改善 DCM 左心功能，还能够减轻 DCM 小

鼠心肌组织的病理损伤，这对改善 DCM 小鼠不良

预后具有重要意义。Fer-1 能够显著上调 GPX4 蛋

白表达水平，显著下调 ACSL4 蛋白表达水平，提示

铁死亡参与了 1 型糖尿病小鼠心功能障碍的发病

过程。

综上所述，本研究证实铁死亡参与了 1 型糖尿

病 DCM 小鼠心功能障碍的发病过程，抑制铁死亡

可以改善 1 型糖尿病 DCM 小鼠的心功能障碍。
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