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[摘要] 目的　研究糖尿病心肌病(DCM)小鼠心肌组织中线粒体转录因子A(TFAM)对心肌细胞氧化应激及其凋亡的

影响。方法　将 24 只雄性糖尿病(db/db)小鼠随机分为 db/db 组、db/db+TFAM 过表达组、db/db+TFAM 空载组，每组

8只，另取8只db/m雄性小鼠作为空白对照组。其中，db/db+TFAM过表达组的db/db小鼠经尾静脉注射腺相关病毒A1血

清型载体(MyoAAV1A-TFAM)，病毒量为5×1011 vg/只，以构建db/db+TFAM过表达模型；db/db+TFAM空载组小鼠经尾静

脉给予相同总量的 MyoAAV1A 血清型-CON，而 db/db 组小鼠则经尾静脉给予等量生理盐水。采用 PCR 检测心肌组织

TFAM及线粒体DNA(mtDNA)的mRNA表达水平，20,70-二氯荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)探针检测各组心肌组织内活性氧

(ROS)含量；采用试剂盒检测心肌组织中超氧化物歧化酶(SOD)的活性、丙二醛(MDA)及ATP的含量，TUNEL染色法测

定心肌细胞凋亡情况，Western blotting检测心肌组织中TFAM、半胱天冬酶-3(Caspase-3)、B细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)及Bcl-2相

关X蛋白(Bax)的表达变化。采用小动物超声仪检测各组小鼠的心功能指标。结果　与db/m组比较，db/db组小鼠心肌组

织中TFAM蛋白表达水平(P<0.01)、线粒体ATP含量(P<0.0001)及mtDNA 表达水平(P<0.001)均明显降低，ROS及MDA含

量明显增加(P<0.0001)，SOD活性降低(P<0.001)，心肌组织TUNEL阳性细胞率增高(P<0.001)，Caspase-3、Bax蛋白表达水

平升高，Bcl-2蛋白表达水平明显降低(P<0.0001)；而与 db/db组、db/db+TFAM空载组比较，db/db+TFAM过表达组小鼠

的心肌组织中线粒体ATP及mtDNA生成增加(P<0.01)，ROS及MDA含量减少(P<0.0001)，SOD活性增加(P<0.05)，心肌组

织TUNEL阳性细胞率降低(P<0.01)，Caspase-3、Bax蛋白表达量降低(P<0.0001)，Bcl-2蛋白表达量升高(P<0.01)。HE染色

显示，与 db/m 组比较，db/db 组小鼠心肌细胞可见明显肥大、坏死，心肌细胞排列结构紊乱；而与 db/db 组、db/db+

TFAM 空载组比较，db/db+TFAM 过表达组小鼠的心肌纤维紊乱改善，坏死或炎症细胞明显减少。心脏彩超显示，与

db/m 组比较，db/db 组小鼠左室射血分数(LVEF)、左心室短轴缩短率(LVFS)及E/A明显降低(P<0.0001)；而与 db/db 组、

db/db+TFAM空载组比较，db/db+TFAM过表达组小鼠LVEF、LVFS及E/A明显升高(P<0.001)。结论　TFAM蛋白可能通

过改善线粒体功能抑制氧化应激及细胞凋亡，从而减轻糖尿病造成的心肌损伤。
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[Abstract] Objective　To investigate the effects of mitochondrial transcription factor A (TFAM) in the myocardial tissue of 

mice with diabetic cardiomyopathy (DCM) on oxidative stress and apoptosis in cardiomyocytes. Methods　Twenty-four male db/db 

mice were randomly divided into three groups (n=8 per group): db/db group, db/db+TFAM overexpression group and db/db+

TFAM empty vector group. An additional 8 db/m male mice served as blank control group. Mice in db/db+TFAM overexpression 

group received a tail vein injection of MyoAAV1A-TFAM at a dose of 5×1011 vg/mouse to establish the TFAM overexpression model. 

db/db+TFAM empty vector group received a tail vein injection of an equivalent total amount of MyoAAV1A serotype-CON, while 

db/db group received an equal volume of normal saline via tail vein injection. The mRNA expression levels of TFAM and 

mitochondrial DNA (mtDNA) in myocardial tissue were detected by PCR. The reactive oxygen species (ROS) content in myocardial 

tissue was measured using the 20,70-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) probe. The activity of superoxide dismutase 

(SOD) and the contents of malondialdehyde (MDA) and ATP in myocardial tissue were assessed using commercial assay kits. The 

apoptosis rate of cardiomyocytes was determined by TUNEL staining. The protein expression levels of TFAM, Caspase-3, B-cell 

lymphoma-2 (Bcl-2) and Bcl-2-associated X protein (Bax) in myocardial tissue were detected by Western blotting, and cardiac 

function indices of mice were measured using a small animal ultrasound system. Results　 Compared with db/m group, the 

expression levels of TFAM protein (P<0.01), mitochondrial ATP content (P<0.0001), and mtDNA expression level (P<0.001) in 

myocardial tissue of db/db mice were significantly reduced; the contents of ROS and MDA were significantly increased (P<0.0001), 

and the activity of SOD was decreased (P<0.001); the rate of TUNEL-positive cells in myocardial tissue increased (P<0.0001), the 

expression levels of Caspase-3 and Bax proteins were increased, and the expression level of Bcl-2 protein significantly reduced (P<0.0001). 

Compared with db/db group and the db/db+TFAM empty vector group, the mitochondrial ATP content and mtDNA expression 

level in myocardial tissue of mice in db/db+TFAM overexpression group were significantly increased (P<0.01), the contents of ROS 

and MDA were significantly decreased (P<0.0001), and the activity of SOD was increased (P<0.05); the rate of TUNEL-positive cells 

in myocardial tissue was significantly decreased (P<0.01); the expression levels of Caspase-3 and Bax proteins were decreased 

(P<0.0001), and the expression level of Bcl-2 protein was significantly increased (P<0.01). HE staining showed that compared with 

db/m group, myocardial cells in mice of db/db group were significantly hypertrophic and necrotic, and the arrangement and structure 

of myocardial cells were disordered; Compared with db/db group and db/db+TFAM empty vector group, the disorder of myocardial 

fibers in mice of db/db+TFAM overexpression group was improved, and the number of necrotic or inflammatory cells was 

significantly reduced. Cardiac color Doppler ultrasound showed that compared with db/m group, the left ventricular ejection fraction 

(LVEF), left ventricular fractional shortening (LVFS), and E/A ratio in mice of db/db group were significantly decreased (P<0.0001); 

Compared with db/db group and db/db+TFAM empty vector group, the LVEF, LVFS and E/A ratio in mice of db/db+TFAM 

overexpression group were significantly increased (P<0.001). Conclusions　 TFAM protein may alleviate diabetes-induced 

myocardial damage by improving mitochondrial function, inhibiting oxidative stress, and suppressing apoptosis.

[Key words] mitochondrial transcription factor A; cardiomyocyte apoptosis; oxidative stress; myocardial tissue; diabetic 

cardiomyopathy

心血管并发症是糖尿病患者致死、致残的主要

原 因[1]。 糖 尿 病 心 肌 病 (diabetic cardio myopathy，
DCM)是由糖尿病相关的糖脂代谢失调引起的以代

谢障碍及心功能障碍为特征的心血管并发症[2-4]，主

要表现为早期出现细胞凋亡、心肌纤维化及心肌重

塑，随后出现心功能障碍，最终发展为心功能不

全[5-6]。DCM的发病机制与代谢异常、线粒体功能障

碍、氧化应激及心肌细胞凋亡等有关[3,7-8]。目前的研

究证实，高糖环境可引起线粒体功能紊乱[4,9-10]；线

粒体对能量产生、细胞代谢及细胞死亡程序的调节

等至关重要[11-12]，而线粒体机能受损引起的氧化代

谢紊乱及细胞的程序性死亡是 DCM 的主要发病原

因[13]，但具体的调控机制目前尚不清楚。线粒体转

录因子 A(mitochondrial transcription factor A，TFAM)
是影响线粒体功能的关键因子，其表达及活性的改

变均可导致线粒体功能改变[14]。周益盛等[15]发现，

糖尿病小鼠心肌组织中 TFAM 的表达水平降低，可

影响线粒体的复制及转录调控，进而影响线粒体的

生物学功能。然而，TFAM 蛋白是否通过改善糖尿

病心肌线粒体的机能进而减轻心肌细胞氧化应激及
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细胞凋亡，目前尚不清楚。本研究以 db/db 糖尿病

小鼠为模型，观察TFAM对DCM线粒体功能、氧化

应激、凋亡及心脏功能的影响，以期发现DCM新的

治疗靶点。

1　材料与方法

1.1　实验动物　8 周龄 SPF 级、健康、雄性糖尿病

小鼠(db/db)24只，以及具有同样遗传背景的雄性非

糖尿病小鼠(db/m)8只，均购自江苏华创信诺医药科

技有限公司[实验动物生产许可证号：SCXK(苏)
2020-0009]。动物分笼饲养于甘肃中医药大学的动物

饲养房，室温 20 ℃，相对湿度 40%~70%，12 h 光照

昼夜循环。本研究获甘肃中医药大学实验动物伦理

委员会批准(SY2023-705)，实验在甘肃中医药大学实

验中心完成，实验过程符合国家级单位有关动物管

理和使用的规定。

1.2　动物分组及建模　所有实验小鼠适应性喂养2周
后分为 4组：db/m组、db/db组、db/db+TFAM过表

达组和 db/db+TFAM 空载组。将 8 只 db/m 小鼠作为

健康对照组，24只db/db小鼠作为实验组。db/db小

鼠属于 2型糖尿病(T2DM)模型鼠，给予普通饲料喂

养，饲养期间每周测量小鼠空腹血糖(FPG)，若FPG
>16.7 mmol/L，即确认糖尿病模型小鼠造模成功。于

16周用小动物超声仪检测db/db组及db/m组小鼠的心

功能：与db/m组小鼠比较，db/db组小鼠的心功能明

显受损，即DCM模型构建成功。将24只16周龄的实

验组db/db小鼠按照随机数字表法分为3组：(1)db/db+
TFAM过表达组[尾静脉注射腺相关病毒A1血清型载

体(MyoAAV1A-TFAM)，病毒量为5×1011 vg/只，根据

预实验筛选出最佳病毒总量]；(2)db/db+TFAM空载

组(尾静脉注射相同总量的MyoAAV1A血清型-CON)；
(3)db/db 组 (尾静脉注射相同量生理盐水)，每组

8只。给予以上 4组小鼠干预处理后，继续在 SPF级

实验室予普通饲料喂养3周，自由饮水。3周后，各

组分别选取 3 只小鼠，腹腔注射 3% 戊巴比妥钠

(3 ml/kg)麻醉后处死，快速取出心脏组织并制备冷

冻切片，置于荧光显微镜下观察病毒转染成功，即

TFAM 过表达模型造模成功，随后再次检测各组小

鼠的心功能。

1.3　小鼠心功能检测　腹腔注射 3% 戊巴比妥钠

(3 ml/kg)麻醉各组小鼠，采用超高分辨率小动物超

声成像系统VEVO 3100和 30 mHz中心频率扫描头测

定小鼠心脏功能，记录左心室射血分数(left ventricular 
ejection fraction， LVEF) 及 左 心 室 缩 短 分 数 (left 
ventricular fractional shortening，LVFS)，每个指标至

少检测3个心脏周期。

1.4　腺相关病毒(adeno-associated virus，AAV)感染心

肌的效率　将冷冻的心脏组织切为厚度 5 µm 的薄

片，滴加甘油及抗荧光淬灭剂，用盖玻片封片，于

荧光显微镜下观察荧光示踪情况，以观察AAV感染

心肌的效率。

1.5　HE 染色观察心肌组织损伤的情况　取已制备

的心肌组织切片，依次放入二甲苯中脱蜡 2 次，每

次 8~10 min，用无水乙醇洗涤 5 min×2次，然后分别

用梯度乙醇(95%、80%、70%)洗涤，每次洗涤2 min，
最后用蒸馏水冲洗 10 min×2 次；滴加苏木精染液及

伊红液染色，乙醇脱水 2次，每次 1~2 min，二甲苯

透明1 min，中性树胶封片；在光学显微镜下观察并

拍照。

1.6　RT-PCR 检测小鼠心肌组织中 TFAM、线粒体

DNA(mitochondrial DNA， mtDNA) 的 mRNA 表达水

平　取心肌组织20 mg，置于4 ℃预冷的PBS中洗涤，

然后置于研磨仪中充分研磨至匀浆状态，加 1 ml 
Trizol试剂，用移液枪重复吹打使其均匀混合，室温

放置 5 min，在 4 ℃下 12 000 r/min 离心 5 min，吸取

上清液置于新的离心管中，添加 200 µl 氯仿溶液，

在 4 ℃下 12 000 r/min 离心 10 min；取上清液并加

0.5 ml 异丙醇溶液，在 4 ℃下 12 000 r/min 离心

10 min，弃上清液并加入1 ml 80%乙醇(-20 ℃预冷)，
在4 ℃下12 000 r/min离心3 min后弃上清，室温干燥

RNA 5 min，向离心管中加入适量的去RNA酶水溶解

RNA。由美国Thermo Fisher Scientific公司设计并合成

TFAM、mtDNA基因的引物(表1)。以GAPDH作为内

参对照基因，按照试剂盒说明书进行反转录及扩增

表1　RT-PCR引物序列

Tab.1　Sequence of primers for RT-PCR

基因名称

TFAM

mtDNA

GAPDH

引物序列(5'→3')

正向：GAAACGCCTAAAGAAGAAAGCA

反向：AAGTCCATGGGCTACAGAAAAA

正向：CTGATACTAGTGGCATTCTCCGAGTTGCTGCTAA

反向：TACCGGAATTCTTGTGAGGGACGGTAAAAGG

正向：CACTACCGTACCTGACACCA

反向：ATGTCGTTGTCCCACCACCT

引物长度(bp)

28

26

20

TFAM. 线粒体转录因子A；mtDNA. 线粒体DNA
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实验；以2-ΔΔCt法处理实验数据。

1.7　Western blotting 检测小鼠心肌组织中 TFAM、

Caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白的表达　取心肌组织40 mg，
加入配制好的组织裂解液(RIPA:PMSF=100:1)，在低

温状态下用组织匀浆器匀浆，在冰上裂解 30 min，
在 4 ℃下 12 000 r/min 离心 15 min 后，收集上清，用

BCA 蛋白检测试剂盒进行蛋白定量，取适量蛋白样

品与上样 Buffer 缓冲液混合，行 SDS-聚丙烯酰胺凝

胶电泳，将黑色转膜夹(负极)、海绵垫、吸水滤纸

3张、分离胶板、PVDF膜、吸水滤纸3张、海绵垫、

白色转膜夹(正极)夹紧制作湿式转膜“三明治”，在

280 mA恒流下持续90 min转膜，用5%脱脂奶粉室温

封闭 2 h，加入一抗(1:500)及二抗(1:5000，兔抗)，
4 ℃孵育过夜，1× TBST 缓冲液洗涤 PVDF 膜，ECL
化学发光液曝光显影，获得各组蛋白的灰度值，用

ImageJ软件分析各条带灰度值。

1.8　TUNEL检测心肌组织细胞凋亡情况　将已制备

好的组织切片放入二甲苯脱蜡 5~10 min×2 次；用无

水乙醇及梯度乙醇(90%、70%)分别洗涤3 min，加入

蛋白酶K溶液(20 µg/ml)水解15 min，加入含3%过氧

化氢的PBS在室温下孵育20 min；用PBS洗涤后，在

切片上滴加末端脱氧核苷酸转移酶(TdT)缓冲液及

60 µl TdT 反应液，于 37 ℃孵育 1 h；将切片置于染

色缸中，用 PBS 洗涤后加入标记反应终止液，室温

孵育 10 min；随后加入配制好的 Streptavidin-HRP 工

作液，室温孵育 30 min，滴加 0.2~0.5 ml DAB 显色

液，室温孵育30 min，PBS冲洗并在切片上滴入抗荧

光淬灭封片剂封片后，观察并拍照统计凋亡阳性细

胞数。

1.9　心肌组织内氧化应激指标的检测　

1.9.1　活性氧 (reactive oxygen species，ROS)水平检

测　用过氧化物敏感荧光探针20,70-二氯荧光素二乙

酸酯(DCFH-DA)检测。按照试剂盒说明书配制 ROS
探针，将制备的心肌组织冷冻切片在 PBS 中浸泡

10 min，每张切片滴加 50 µl 配制好的 ROS 探针，并

在 37 ℃下孵育 30 min，DAPI 染色 10 min，PBS 冲洗

未结合染料，并滴加抗荧光淬灭封片剂，盖玻片封

片后，用激光共聚焦显微镜采集图片，并使用

ImageJ软件分析。

1.9.2　超氧化物歧化酶(super oxide dismutase，SOD)
活力检测　采用SOD检测试剂盒(WST-8法，上海碧

云天生物技术股份有限公司)测定。取适量样品制备

液及40 mg心肌组织，置于低温匀浆器中匀浆3 min，
12 000 r/min 离心 3~5 min，取上清液作为待测样品，

提前配制好WST-8工作液及启动反应工作液，按照

说明书加液量添加相应试剂，然后用酶标仪检测样

品在450 nm下的吸光度值，计算SOD的活力。

1.9.3　丙二醛(malondialdehyde，MDA)含量检测　采

用 MDA 检测试剂盒(上海碧云天生物技术股份有限

公司，货号S0131S)测定。严格按照试剂盒说明书制

备好样品，取上清液作为待测品，配制好各种待用

试剂，按照实验说明书步骤，用酶标仪在532 nm(或
530~540 nm)下测定吸光度值，同时检测 1、2、5、
10、20、50 µmol/L标准品的吸光度值，制备标准曲

线为 y=0.0009x+0.0454，R2=0.9884，根据标准曲线方

程计算待测品中的MDA含量。

1.10　心肌组织中的 ATP 含量检测　采用 ATP 荧光

检测试剂盒(上海碧云天生物技术股份有限公司，货

号 S0026)测定。按照试剂盒说明书进行样品准备及

试剂配制，取40 mg心肌组织，加200 µl裂解液，用

匀浆器充分匀浆并裂解组织，在 4 ℃下 12 000 r/min
离心5 min，取上清液，采用多功能酶标仪检测0.01、
0.03、0.1、0.3、1、3、10 µmol/L ATP标准溶液的化

学发光强度(relative light unit，RLU)，并制备标准曲

线。按照1:100比例配制ATP检测工作液，将工作液

加入96孔板，采用多功能酶标仪测定其RLU值，最

后 根 据 ATP 标 准 曲 线 (y=767.0436x-22.5197， R2=
0.9658)计算ATP含量。

1.11　统计学处理　采用 SPSS 28.0 及 GraphPad Prism
软件进行统计分析及作图。实验数据均以 x±s表示，

多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较

采用LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　过表达 TFAM 腺相关病毒的转染及 TFAM 表达

情况　荧光显微镜下可见 db/db+TFAM 过表达组及

db/db+TFAM 空载组小鼠的心肌组织中均有绿色荧

光蛋白(GFP)表达，而 db/m 组及 db/db 组无 GFP 表

达 ( 附 图 1， https://dx. doi. org/10.11855/j. issn. 0577-
7402.1243.2025.0924FJ)，表明TFAM过表达腺相关病

毒转染成功。与db/db组及db/db+TFAM空载组小鼠

比较，db/db+TFAM 过表达组小鼠的心肌组织中

TFAM mRNA 及蛋白表达水平明显升高 (P<0.001，
图1A、B)。
2.2　过表达TFAM对糖尿病小鼠心肌线粒体功能的

影响　与 db/m 组比较，db/db 组小鼠的心肌组织中

mtDNA 拷贝数及 ATP 含量均明显降低(P<0.0001)；
与 db/db、db/db+TFAM 空载组比较，db/db+TFAM
过表达组的 mtDNA 拷贝数及 ATP 含量均明显升高

(P<0.05)，而db/db组与db/db+TFAM空载组，mtDNA
拷贝数及 ATP 含量变化差异无统计学意义(P>0.05)
(图2)。
2.3　过表达TFAM对糖尿病小鼠心肌氧化应激的影

响　荧光强度定量分析结果显示，与 db/m 组比较，
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db/db 组小鼠心脏组织中二氢乙锭(dihydroethidium，

DHE)及 DCFH-DA 的荧光强度增强，ROS 含量增加

(P<0.0001)；与db/db组及db/db+TFAM空载组比较，

db/db+TFAM 过表达组的荧光强度减弱，ROS 含量

明 显 减 少 (P<0.0001)； 与 db/db 组 比 较 ， db/db+

TFAM 空载组荧光强度及 ROS 含量变化无统计学意

义(图3A、B)。氧化应激指标检测结果显示，与db/m

组比较，db/db组MDA含量升高(P<0.0001)、SOD活

性下降(P<0.001)；与db/db+TFAM空载组及db/db组

比较， db/db+TFAM 过表达组中 MDA 含量降低

(P<0.0001)、 SOD 活 性 增 强 (P<0.05)； 而 db/db+

TFAM 空载组与 db/db 组 MDA 含量及 SOD 活性变化

无统计学意义(P>0.05)(图3C)。

2.4　过表达TFAM对糖尿病小鼠心肌细胞凋亡的影

响　Western blotting检测结果显示，与db/m组比较，

db/db组心肌组织中促凋亡蛋白Caspase-3、Bax表达水

平升高，抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平降低(P<0.0001)；

与 db/db+TFAM 空载组和 db/db 组比较， db/db+

TFAM. 线粒体转录因子A；A. 各组小鼠心脏组织中TFAM蛋白表达水平比较；B.各组小鼠心脏组织中TFAM mRNA 表达水平比较；

**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001

图1　各组小鼠心肌组织中TFAM mRNA及蛋白表达水平比较

Fig.1　Comparison of mRNA and protein expression of TFAM in myocardial tissue of mice in each group

mtDNA. 线粒体DNA；A. 各组小鼠心肌组织中mtDNA拷贝数比较；B. 各组小鼠心肌组织中ATP含量比较；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，

****P<0.0001

图2　各组小鼠心肌组织中mtDNA拷贝数及ATP含量变化

Fig.2　Changes of mtDNA and ATP in myocardial tissue of mice in each group
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TFAM过表达组Caspase-3、Bax表达水平降低(P<0.001)，
Bcl-2表达水平升高(P<0.001)；而db/db+TFAM空载组

与 db/db 组 Caspase-3、Bax、Bcl-2 表达水平变化无统

计学意义(P>0.05)(图4A)。TUNEL法检测结果显示，

与db/m组比较，db/db组小鼠心肌组织中TUNEL阳

性细胞数增加(P<0.001)；与db/db组和db/db+TFAM
空载组比较，db/db+TFAM 过表达组TUNEL 阳性细

胞数减少(P<0.05，P<0.01)；而 db/db+TFAM 空载组

与 db/db 组 TUNEL 阳性细胞数变化无统计学意义

(P>0.05，图4B)。
2.5　过表达TFAM对糖尿病小鼠心肌损伤的影响　

HE 染色结果显示，db/m 组小鼠心肌结构正常，心

肌纤维完整，排列整齐，细胞外基质及纤维组织少；

而 db/db 组小鼠的心肌纤维排列紊乱甚至断裂，坏

死或炎症细胞增加，心肌纹状体模糊，心肌细胞肥

大；与db/db组及db/db+TFAM空载组比较，db/db+
TFAM 过表达组小鼠的心肌纤维紊乱明显改善，坏

死或炎症细胞明显减少(图 5A)。与 db/m 组比较，

db/db 组、db/db+TFAM 空载组、db/db+TFAM 过表

达组的心肌细胞横截面积明显增大，心肌细胞肥大；

与 db/db 组、 db/db+TFAM 空载组比较， db/db+

TFAM 过表达组的心肌细胞横截面积明显缩小，心

肌细胞肥大改善(P<0.0001，图5B)。
2.6　过表达TFAM对糖尿病小鼠心脏功能的影响　

心脏彩超检测显示，与 db/m 组比较，db/db 组小鼠

心脏的收缩及舒张功能明显障碍，LVEF、LVFS 及

E/A 明 显 降 低 (P<0.0001)； 与 db/db 组 及 db/db+
TFAM空载组比较，db/db+TFAM过表达组的LVEF、
LVFS 及 E/A 明显增加(P<0.001)；而 db/db+TFAM 空

载组与 db/db组的LVEF、LVFS及E/A差异无统计学

意义(P>0.05)(图 6A)；具有代表性的二维及 M 型超

声心动图图像见图6B。

3　讨　　论

线粒体是细胞的代谢场所，对机体氧化代谢及

细胞代谢过程的调节发挥关键作用[11]，因此维持线

粒体功能的稳定对延缓 DCM 的发生发展至关

重要[4,12]。

线粒体是唯一有DNA的细胞器，受到核基因组

DNA 及 mtDNA 双重遗传控制，其中 mtDNA 是细胞

线粒体最重要的组成部分，其拷贝数可反映mtDNA
转录及 ATP 生成[16-18]，且线粒体机能由 mtDNA 及

TFAM. 线粒体转录因子A；DCFH-DA. 20，70-二氯荧光素二乙酸酯；MDA. 丙二醛；SOD. 超氧化物歧化酶；A. DCFH-DA染色法检测各

组小鼠心脏组织中荧光变化图；B. 各组小鼠心肌组织ROS含量比较；C. 各组小鼠心脏组织MDA含量及SOD活性比较；*P<0.05，**P<0.01，

***P<0.001，****P<0.0001

图3　各组小鼠心肌组织中氧化应激指标比较

Fig.3　Changes of oxidative stress indexes in myocardial tissue of mice in each group
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TFAM 决定[19]，而 TFAM 是哺乳动物模型 mtDNA 拷

贝数的关键调节因素[4]。由于 TFAM 是 mtDNA 启动

子的特异性增强子，对mtDNA转录、复制等生物学

过程起着关键的调节作用[4,20-22]，且mtDNA拷贝数的

减少可导致线粒体功能障碍，线粒体复合物Ⅰ及Ⅲ活

性降低，进而导致线粒体 ATP 生成障碍[23]。此外，

mtDNA 易受病理环境影响而使结构受损，而 TFAM
可为mtDNA遗传信息的传递过程提供稳定的细胞环

境，因此TFAM与mtDNA的变化影响着线粒体的功

能[4,11,20,24]。既往有研究从细胞层面证实，高糖环境

可使线粒体功能受损，进而引起氧化应激增强、细

胞内糖脂等能量代谢异常[3-4,23]。有动物实验发现，

随着db/db糖尿病小鼠周龄增加，心肌组织中TFAM
蛋白表达水平进行性降低，这种变化可能使线粒体

复制及转录调控过程受到影响，进而影响线粒体的

生物学功能[15]。此外，还有研究发现，TFAM 的破

坏或缺乏可导致 mtDNA 耗尽及线粒体 ATP 缺乏[13]。

基于上述研究，本研究提出如下假设，在高糖环境

中，心肌组织中 TFAM 表达水平降低，同时 TFAM
可通过介导线粒体功能障碍，进而引起氧化应激增

强，心肌细胞凋亡增加[4]。为进一步论证上述假设，

本研究以瘦素受体敲除的 db/db 糖尿病小鼠为DCM
疾病模型，研究 TFAM 通过调控线粒体功能对糖尿

病小鼠心肌组织氧化应激及凋亡的影响。结果发现，

db/db小鼠心肌组织中TFAM表达水平降低，ATP含

量降低，mtDNA拷贝数减少，从而导致线粒体功能

紊乱，与上述研究结果一致。

线粒体功能异常引起的机体氧化系统失衡及细

胞凋亡是 DCM 的主要发病机制[4,11]。氧化应激是机

体过度生成ROS的一种病理变化，而ROS的生成单

位主要为心肌线粒体，正常情况下机体的氧化系统

处于平衡状态，适量的ROS可激活蛋白质活性，对

机体的新陈代谢具有一定的辅助作用[14]，但ROS产

生增多可直接损伤线粒体功能，进而降低脂肪酸的

氧化能力，引起脂质积聚、心肌纤维化甚至心功能

不全[4,25]。然而当机体处于病态情况(如糖尿病)下，

TFAM. 线粒体转录因子A；AOD. 平均荧光强度；A. Western blotting检测各组小鼠心肌组织中凋亡相关蛋白Caspase-3、Bax、Bcl-2的表达；

B. TUNEL法检测各组小鼠心脏组织中TUNEL阳性细胞数(免疫荧光染色，图中黑点即TUNEL阳性细胞)；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，

****P<0.0001

图4　各组小鼠心肌细胞凋亡相关指标检测

Fig.4　Detection of myocardial cell apoptosis-related indicators in each group of mice
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机体抗氧化系统失衡，可使线粒体呼吸链及膜电位

异常，进而诱导线粒体功能不全[4,26]。线粒体功能障

碍常伴有氧化酶生成异常，使机体抗氧化系统失衡，

进而增强氧化应激[27-28]。已有研究发现，DCM患者

心肌细胞内ROS增多，内源性及外源性抗氧化系统

均被破坏，体内的氧化应激增强[29-30]。氧化应激导

TFAM. 线粒体转录因子A；A. 各组心肌组织的病理结构图(绿色箭头示意心肌纤维断裂，HE ×400)；B.各组心肌细胞横截面积比较；

****P<0.0001

图5　各组小鼠心肌组织病理学检测

Fig.5　Myocardial histopathology was detected in each group

LVEF. 左心室射血分数；LVFS. 左心室短轴缩短率；E/A 值 . 心脏舒张早期(E 峰)和晚期(A 峰)的血流速度比值；A. 各组小鼠 LVEF、

LVFS及E/A值的比较；B. 具有代表性的二维及M型超声心动图图像；**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001

图6　各组小鼠心脏功能的比较

Fig.6　Comparison of cardiac function among each group

1564



Med J Chin PLA, Vol. 50, No. 12, December 28, 2025

致线粒体转化通道异常，引起线粒体膜电位降低，

进而导致ATP 生成减少、细胞色素C 释放减少，从

而使含半胱氨酸的 Caspase 激活受阻。而活化的

Caspase 可将细胞内的重要蛋白降解，通过线粒体/
细胞色素 C 介导的信号通路触发内源性细胞凋亡途

径[4,31-32]；此外，有研究还发现，Caspase-8 及-9 等凋

亡途径的主要启动子在高糖环境下可被激活，进一

步激活凋亡下游的执行者 Caspase-3，从而参与糖尿

病小鼠心肌细胞的凋亡过程[4,8,33]，因此，线粒体为

细胞凋亡的调节细胞器，而细胞程序性死亡是DCM
发病的主要变化过程[4]。为了进一步探究DCM中线

粒体功能与氧化应激及细胞凋亡之间的关系，本研

究检测了各组小鼠心肌组织中氧化应激指标(ROS、
SOD、MDA)的变化及细胞凋亡情况，结果发现db/db
组小鼠心肌组织中的ROS及MDA含量增加，SOD活

性降低，促凋亡相关蛋白Caspase-3、Bax表达水平升

高，抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平降低，此外，从组织

学检测细胞凋亡情况发现，db/db组小鼠心肌组织中

的TUNEL阳性细胞数明显增加，与分子学检测结果

一致。本研究通过分析超声心动图数据发现，与db/m
组比较，db/db 组的 LVEF、LVFS 及 E/A 明显降低；

心肌组织病理检测显示，db/db组小鼠心肌纤维紊乱

甚至断裂，心肌细胞肥大，坏死或炎症细胞增加，

心肌纹状体模糊。综上，糖尿病小鼠心肌组织中

TFAM 表达水平降低，可引起线粒体功能障碍，进

而导致氧化应激增强及细胞凋亡增加，心肌细胞受

损，心功能下降。

在结肠肿瘤细胞中，TFAM 的降低可使 mtDNA
的生成减少，并延长mtDNA氧化损伤的时间，导致

机体抗氧化系统失衡[34]。另一项研究也发现，

TFAM 可减轻线粒体的氧化损伤，使线粒体功能在

一定程度上得到恢复[4,34]。Hickson-Bick 等[35]研究指

出，TFAM 通过激活线粒体的生物多样性抑制新生

大鼠心肌细胞的程序性死亡，对心肌细胞产生保护

作用；也有研究指出，过表达 TFAM 可经过激活

T 细胞核内因子途径减少 ROS 生成及细胞程序性死

亡[4,25]。线粒体SOD、过氧化氢酶等多种抗氧化酶可

通过清除 ROS 并保护细胞免受其影响[36-37]。上述研

究表明，TFAM 对氧化应激的清除及降低相关疾病

的发生率具有重要意义，笔者推测在 DCM 中，

TFAM 可通过改善线粒体的氧化代谢从而延缓疾病

的进展。本研究通过检测转基因模型 db/db 小鼠心

肌组织中的 TFAM，结果显示，与 db/db+TFAM 空

载组比较，db/db+TFAM 过表达组小鼠心肌细胞中

ATP含量及mtDNA拷贝数均增加，MDA、ROS生成

减少，SOD生成增多，Bax、Caspase-3等促凋亡蛋白

表达水平明显降低，Bcl-2抗凋亡蛋白表达水平明显

升高，且TUNEL检测发现组织凋亡阳性细胞数明显

降低；心功能检测发现，db/db+TFAM 过表达组的

LVEF、LVFS及E/A升高；病理检测发现，心肌纤维

紊乱改善，坏死或炎症细胞明显减少，心肌细胞肥

大减轻，与既往研究结果[4,38]一致，表明TFAM过表

达可减轻糖尿病心肌线粒体功能损伤所致的氧化应

激及凋亡，进而改善糖尿病小鼠的心功能。

综上所述，本研究发现，糖尿病小鼠心肌组织

中TFAM表达水平降低，氧化应激及细胞凋亡增加，

线粒体及心脏功能损伤，表明 TFAM 蛋白可能通过

抑制氧化应激及细胞凋亡，减轻糖尿病心肌线粒体

损伤，进而改善心脏功能。但由于本研究局限于在

动物组织水平体外模拟DCM的心肌代谢状态得到的

初步结果，仍需通过细胞实验，甚至临床试验进一

步验证。在对影响糖尿病心肌细胞线粒体功能的机

制研究中，除了 TFAM 因子以外，TFAM 上游调控

因子过氧化物酶体增殖物激活受体γ共激活因子 1α
(PGC-1α)等的变化均可影响线粒体功能，且DCM的

发生还与钙调节失衡、炎症反应等机制有关，仍需

进一步研究验证。尽管 db/db 鼠是一种经典的自发

性 T2DM 模型，其自发形成 T2DM 的发病过程与人

类的 T2DM 发病过程相似，被认为是目前最好的

T2DM 动物模型之一，但动物的基因、代谢及排泄

方式与人类存在差异。此外，本研究的样本量小、

环境因素及实验动物应激等情况均可能影响实验结

果的可靠性。因此，本研究仅可为人类疾病发病过

程中的机制研究及相关临床试验提供一定的参考

依据。
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