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摘要：目的 探究达格列净对糖尿病大鼠血管内皮功能及PTEN/PI3K/Akt信号通路的影响。方法 将30

只SPF级SD雄性大鼠随机分为对照组、模型组、达格列净组，各10只。模型组、达格列净组成功复制糖尿病模

型后，达格列净组给予1 mg/（kg·d）达格列净灌胃处理，连续4周；模型组、对照组分别同时间灌胃等量柠檬酸-

柠檬酸钠缓冲溶液。采用酶联免疫吸附试验检测血清内皮素1（ET-1）、缺氧诱导因子1α（HIF-1α）、血管内皮

生长因子（VEGF）水平；苏木精-伊红染色观察大鼠主动脉血管组织病理学变化；Western blotting检测大鼠血管

内皮组织PTEN/PI3K/Akt信号通路蛋白的表达。结果 达格列净组大鼠一般情况好于模型组。达格列净组大鼠

主动脉病理变化较模型组改善。与对照组比较，模型组、达格列净组大鼠血清ET-1、HIF-1α、VEGF水平升高

（P <0.05），但达格列净组大鼠血清ET-1、HIF-1α、VEGF水平低于模型组（P <0.05）。与对照组比较，模型

组、达格列净组大鼠血管内皮组织PTEN蛋白相对表达量降低（P <0.05），p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白相对

表达量升高（P <0.05）；但达格列净组较模型组大鼠血管内皮组织PTEN蛋白相对表达量升高（P <0.05），

p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白相对表达量降低（P <0.05）。结论 达格列净可能通过促进PTEN/PI3K/Akt信号

通路活化，改善糖尿病大鼠血管内皮功能损伤，从而防治糖尿病及其并发症的发生。
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Abstarct: Objective To explore the effects of dapagliflozin on vascular endothelial function and PTEN/

PI3K/Akt signaling pathway in diabetic rats. Methods A total of 30 SPF male SD rats were randomly divided into

control group, model group and dapagliflozin group, each group with 10 rats. The diabetic models were successfully

established in the model group and the dapagliflozin group, and the rats in dapagliflozin group were given 1 mg/(kg·d)
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of dapagliflozin by gavage for 4 weeks. The rats in the model group and the control group were given an equal

volume of sodium citrate buffer solution by gavage at the same time. Serum levels of endothelin-1 (ET-1), hypoxia-

inducible factor (HIF) -1α and vascular endothelial growth factor (VEGF) were detected by enzyme-linked

immunosorbent assay. Hematoxylin and eosin staining was used to observe the histopathological changes of rat

aortas. The expressions of proteins associated with the PTEN/PI3K/Akt pathway in rat aortas were detected by

Western blotting. Results The overall conditions of the rats in the dapagliflozin group were greater than those in the

model group, and the pathologies of rat aortas were ameliorated in the dapagliflozin group compared with the model

group. The serum levels of ET-1, HIF-1α and VEGF in the model group and the dapagliflozin group were higher

than those in the control group (P < 0.05), while they were lower in the dapagliflozin group relative to those in the

model group (P < 0.05). Compared with the control group, the relative protein expression of PTEN was lower, but

the relative protein expressions of p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt were higher in the model group and the dapagliflozin

group (P < 0.05). Besides, the relative protein expression of PTEN in the dapagliflozin group was higher than that in

the model group, while the relative protein expressions of p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt in the dapagliflozin group

were lower than those in the model group (P < 0.05). Conclusions Dapagliflozin may enhance the activation of

PTEN/PI3K/Akt pathway and mitigate the vascular endothelial dysfunction in diabetic rats, thus preventing the

occurrence of diabetes and its complications.

Keywords: diabetes mellitus; dapagliflozin; vascular endothelial function; PTEN/PI3K/Akt signaling path‐

way; rat

糖尿病是一种常见的代谢紊乱性疾病，发病

率呈逐年上升趋势，糖尿病大血管病变是其常见

的严重并发症之一，也是患者死亡的主要原因，

目前尚无有效措施预防及控制糖尿病大血管病

变[1]。有研究显示，微血管病变导致血管内皮功能

障碍是糖尿病大血管病变发生、发展的病理基

础[2]。因此探寻有效防治糖尿病血管内皮损伤的药

物对于防治糖尿病大血管病变有重要临床意义。

达格列净是一种新型降糖药物，属于钠-葡萄糖协

同转运蛋白2抑制剂，能够降低血糖、血脂，延缓

糖尿病进展[3]。陈姣等[4]研究显示，达格列净能够

改善糖尿病合并心力衰竭患者的心功能和血管内

皮功能，从而降低再入院率。武卫党等[5]研究显

示，达格列净能够改善糖尿病心肌缺血大鼠心肌

及血管功能。然而达格列净对糖尿病患者血管内

皮功能的作用机制尚未明确。既往研究显示，上

调人张力蛋白同源物基因（phosphate and tension

homology deleted on chromsometen, PTEN）表达，可抑

制磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（phosphoinositide

3-kinase/protein kinase B, PI3K/Akt）信号通路活化，

减轻2型糖尿病大鼠血管病变，抑制主动脉血管内

皮损伤[6]。目前有关达格列净对糖尿病血管内皮功

能的影响是否与调控PTEN/PI3K/Akt信号通路有关，

少见报道。因此，本研究探究达格列净对糖尿病

大鼠血管内皮功能的影响，并分析其可能机制，

以期为有效防治糖尿病大血管病变提供一定的理

论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

30 只 SPF 级 SD 雄性大鼠，6 周龄，体重 180～

210 g，平均（195±15）g，购自北京维通利华实验

动物技术有限公司，实验动物生产许可证号：

SCXK（京）2016-0006，实验动物使用许可证号：

SYXK（京）2021-0029。

1.2 主要试剂及仪器

1.2.1 主 要 试 剂 达 格 列 净 片（国 药 准 字

J20170040，瑞典Astra Zeneca AB公司），蛋白提取试

剂盒、链脲佐菌霉素（Streptozotocin, STZ）（上海吉至

生化科技有限公司），高脂饲料（江苏省协同医药生

物工程有限公司），苏木精-伊红（hematoxylin-eosin

staining, HE）染色试剂盒（北京百奥莱博科技有限公

司），内皮素 1（Endothelin-1, ET-1）、缺氧诱导因子

1α（hypoxia-inducible factor-1α, HIF-1α）、血管内皮

生长因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）酶

联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay,

ELISA）试剂盒（江西艾博因生物科技有限公司），兔

抗鼠人张力蛋白同源物基因（phosphate and tension

homology deleted on chromsometen, PTEN）、磷脂酰肌

醇3-激酶（phosphoinositide 3-kinase, PI3K）、p-PI3K、
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Akt、p-Akt、β-actin抗体、山羊抗兔HRP二抗 （上

海经科化学科技有限公司）。

1.2.2 主要仪器 Optima™ XPN超速离心机（美国

贝克曼库尔特生物科技有限公司），BD-SW50光学

显微镜（深圳市博视达光学仪器有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 动物模型的复制及分组 30 只大鼠随机分

为对照组、模型组、达格列净组，各10只。模型

组、达格列净组给予高脂高糖饲料喂养，对照组给

予普通饲料喂养。12周后大鼠禁食不禁水12 h，模

型组和达格列净组一次性尾静脉注射30 mg/kg STZ

溶液（以pH 4.5的0.1 mol/L柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶

液现用现配）；对照组一次性尾静脉注射等量柠檬

酸-柠檬酸钠缓冲溶液。72 h后经尾静脉测大鼠空

腹血糖，空腹血糖≥ 16.7 mmol/L为 2型糖尿病模型

复制成功[7]。

1.3.2 给药方式 达格列净组大鼠模型复制成功

后予以1 mg/（kg·d）[8]达格列净灌胃，连续4周。模

型组、对照组大鼠分别于同时间灌胃等量柠檬酸-

柠檬酸钠缓冲溶液。

1.3.3 标本采集 3 组大鼠均在末次给药结束

后，用4%多聚甲醛麻醉。于腹主动脉取血2 mL，

3 000 r/min 离心 10 min，离心半径 8 cm，取上清

液置入-80℃冰箱冷冻保存备用。

取血结束后立即处死大鼠，打开胸腔剥离胸

主动脉及腹主动脉血管，取血管外膜组织，分为

两部分。一部分乙醇脱水、透明、石蜡包埋过夜，

连续切片（6 μm厚），用于HE染色；另一部分保存

于液氮中，用于Western blotting检测。

1.3.4 ELISA 检测血清 ET-1、HIF-1α、VEGF 水平

取各组大鼠腹主动脉取血的血清，严格按照试剂

盒说明书进行操作，采用 ELISA 检测血清 ET-1、

HIF-1α、VEGF水平[9]。

1.3.5 HE 染 色 观 察 大 鼠 主 动 脉 血 管 组 织 病 理

变 化 取各组大鼠主动脉血管组织切片，脱蜡，

经梯度乙醇脱水，二甲苯透明后，按照HE染色试

剂盒说明书进行染色，中性树胶封片。采用光学

显微镜观察并采集图片，使用Image-Pro Plus 6.0软

件观察主动脉血管组织病理变化。

1.3.6 Western blotting 检 测 大 鼠 血 管 内 皮 组 织

PTEN/PI3K/Akt信号通路蛋白的表达 分别取3组

剩余主动脉血管组织标本制备组织匀浆，提取总

蛋白并检测浓度及纯度，电泳、转膜、5%脱脂奶

粉室温封闭 2 h，分别加入一抗（PTEN、p-PI3K、

PI3K、p-Akt、Akt）及内参 β-actin，按 1∶500 稀释，

次日加入HRP标记山羊抗兔二抗（1∶1 000），室温

孵育2 h，显色、显影定影，以各蛋白条带灰度值

的比值计算蛋白相对表达量[10]。

1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，多组比较用单因素方

差分析，进一步两两比较用 SNK-q 检验，P <0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠一般情况比较

对照组小鼠每日饮水，尿量均正常，皮毛光

滑、柔顺有光泽，精神状态良好，活动量大，反

应敏捷；模型组小鼠精神萎靡，皮毛暗黄无光泽，

活动量减少，出现典型的多饮、多食、多尿及体

形消瘦现象；与模型组比较，达格列净组大鼠上

述一般情况有所改善。

2.2 各组大鼠主动脉血管组织病理变化

对照组大鼠血管内皮完整，中层可见梭形平

滑肌细胞，弹力纤维清晰、完整，呈环形排列；

模型组大鼠主动脉内膜增厚，血管内皮中层平滑

肌细胞增生，弹力纤维排列紊乱；与模型组比较，

达格列净组大鼠主动脉上述病理变化有所改善。

见图1。

2.3 各组大鼠ET-1、HIF-1α、VEGF水平比较

3 组大鼠血清 ET-1、HIF-1α、VEGF 水平比

较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。

进一步两两比较结果：与对照组比较，模型组、

达格列净组大鼠血清 ET-1、HIF-1α、VEGF 水平

升高（P <0.05），但达格列净组大鼠血清 ET-1、

HIF-1α、 VEGF 水 平 低 于 模 型 组（P <0.05）。

见表1。

2.4 各组大鼠血管内皮组织PTEN/PI3K/Akt信号

通路蛋白相对表达量比较

3 组大鼠血管内皮组织 PTEN、p-PI3K/PI3K、

p-Akt/Akt 蛋白相对表达量比较，经方差分析，差

异有统计学意义（P <0.05）。进一步两两比较结果：

与对照组比较，模型组、达格列净组大鼠血管内
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皮组织 PTEN 蛋白相对表达量降低（P <0.05），p-

PI3K/PI3K、 p-Akt/Akt 蛋白相对表达量升高（P <

0.05）；但达格列净组较模型组大鼠血管内皮组织

PTEN 蛋 白 相 对 表 达 量 升 高（P <0.05）， p-PI3K/

PI3K、p-Akt/Akt 蛋白相对表达量降低（P <0.05）。

见表2。

3 讨论

糖尿病大血管病变是糖尿病长期慢性并发症，

已成为糖尿病患者死亡的主要原因之一，严重影

响患者生活质量及生命健康，目前仍缺乏理想的

防治手段。糖尿病大血管病变发病机制复杂，研

究证实，血管内皮功能损伤是其主要病理基础之

一[11]。达格列净是新型口服降糖药，广泛应用于

2型糖尿病的治疗，对糖尿病血管病变有一定治疗

作用。孙娟等[12]研究显示，达格列净能够改善胰岛

功能并缓解糖尿病患者血管病变。史晓荻等[13]研究

显示，达格列净对糖尿病患者血管内皮功能有一

定改善作用，对防止并发症有积极作用。

ET-1、HIF-1α、VEGF是由血管内皮细胞分泌

的活性物质。有研究显示，在持续高血糖状态下，

微血管内皮细胞受损，发生血管内皮功能障碍，

促使ET-1、HIF-1α、VEGF分泌增加，3者可一定

程度反映血管内皮功能损伤程度[14]。本研究结果显

示，与对照组比较，模型组大鼠主动脉内膜增厚，

血管内皮中层平滑肌细胞增生，弹力纤维排列紊

乱，而经达格列净处理后，大鼠主动脉上述病理

变化有所改善；且与对照组比较，模型组、达格

列净组大鼠血清ET-1、HIF-1α、VEGF水平升高，

但经达格列净药物处理后，大鼠血清ET-1、HIF-

1α、VEGF水平降低，说明达格列净可对糖尿病大

鼠血管内皮功能发挥保护作用。

PI3K/Akt信号通路是调节细胞生长、代谢的重

要信号通路。有研究显示，持续高血糖能够刺激

PI3K/Akt 信号通路活化，使 PIP2 转化为第二信使

PIP3，从而促进Akt磷酸化和下游效应基因HIF-1α
表达，引起VEGF的表达，而血管内皮细胞异常增

对照组 模型组 达格列净组

图1 各组大鼠主动脉血管组织病理学变化 （HE×200）

表1 各组大鼠ET-1、HIF-1α、VEGF水平比较

（n =10，x±s）

组别

对照组

模型组

达格列净组

F 值

P 值

ET-1（ng/L）

153.28±22.99

269.60±40.55①

198.28±22.99①②

751.945

0.000

HIF-1α（u/mL）

23.85±3.58

39.06±5.89①

31.62±4.75①②

659.973

0.000

VEGF（u/mL）

651.62±97.80

1083.15±163.52①

796.78±120.36①②

659.294

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

对照组 模型组 达格列净组

PTEN

p-PI3K

PI3K

p-Akt

Akt

β-actin

54 kD

124 kD

126 kD

40 kD

60 kD

43 kD

图2 各组大鼠血管内皮组织PTEN/PI3K/Akt信号通路

蛋白的表达

表2 各组大鼠PTEN/PI3K/Akt信号通路蛋白相对表达量

比较 （n =10，x±s）

组别

对照组

模型组

达格列净组

F 值

P 值

PTEN

1.06±0.19

0.23±0.08①

0.43±0.14①②

281.594

0.000

p-PI3K/PI3K

0.38±0.04

0.96±0.15①

0.83±0.12①②

586.481

0.000

p-Akt/Akt

0.33±0.05

1.09±0.16①

0.78±0.12①②

583.129

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

殖、迁移，促进糖尿病血管病变的发生[15]。PTEN

是一种具有双重脂质磷酸酶活性的抑癌基因，有

研究显示其能负向调控PI3K/Akt信号通路[16]。韩利

平等[17]研究显示，上调 PTEN 表达可抑制 PI3K/Akt

信号通路活化，改善糖尿病大鼠血管病变损伤程

度。本研究结果显示，与对照组比较，模型组、

达格列净组大鼠血管内皮组织PTEN蛋白相对表达

量降低，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 蛋白相对表达量

升高；但达格列净组大鼠血管内皮组织PTEN蛋白

相对表达量升高，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 蛋白相

对表达量降低，与既往研究结果相似，说明达格

列净可能通过上调PTEN表达，抑制PI3K/Akt 信号

通路活化，从而改善糖尿病大鼠血管内皮功能损

伤，为防治糖尿病大血管病变提供一定理论依据。

综上所述，达格列净对糖尿病大鼠血管内皮

功能损伤发挥保护作用，可能是通过促进 PTEN/

PI3K/Akt信号通路活化来实现的。然而本研究并未

能明确达格列净对PTEN/PI3K/Akt 信号通路的具体

调控作用，后期将进行深入阐述。
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