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摘  要 : 本文旨在探究 β-CM7 对糖尿病大鼠心肌组织肾素-血管紧张素系统 (Renin angiotensin system, RAS) 的影

响及其保护机制。32 只雄性 SD 大鼠通过相应处理被分为正常对照组、模型对照组、胰岛素治疗组 (3.7×10–8 mol/d) 

及 β-CM7 干预组 (7.5×10–8 mol/d)。连续饲养 30 d 后，处死大鼠取心肌。β-CM7 在干预糖尿病模型后，组织

中 AngⅡ含量显著降低，Ang1-7 含量极显著升高；AT1 受体和 Mas 受体 mRNA 表达均显著升高；ACE 和 ACE2

的 mRNA 表达均显著升高，且酶活均显著升高。综上可得，β-CM7 可以通过激活 RAS 的负性调节通路

“ACE2-Ang1-7-Mas 轴” 显著抑制大鼠心肌 ACE mRNA 和蛋白的强表达，缓解 AngⅡ对心肌组织的损伤，提

示 β-CM7 抑制心肌损伤的作用可能与 ACE/ACE2 通路有关。 

关键词 : β-酪啡肽-7，糖尿病大鼠，心肌，RAS 系统 

Protective effect and mechanism of β-CM7 on renin 
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Abstract:  This article aimed at exploring the effects and protective mechanism of β-CM7 on renin angiotensin system 
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(RAS) in diabetic rats myocardial tissue. We divided 32 male SD rats into 4 groups: control group, diabetic model control 
group, insulin (3.7×10–8 mol/d) treatment group and β-CM7 (7.5×10–8 mol/d) treatment group. After 30 days, all rats were 
decapitated and myocardical tissues were collected immediately. After injection, β-CM7 could decrease the content of 
AngⅡ, increase the content of Ang1-7. And β-CM7 could improve the mRNA of AT1 receptor and Mas receptor. β-CM7 
also could improve the mRNA of ACE and ACE2, enhance the activity of ACE and ACE2. These data confirmed that 
β-CM7 could activate ACE2–Ang1-7–Mas axis, negative passage in RAS, to inhibit the expression ACE mRNA and protein 
in rat myocardium, alleviate the myocardial tissue damage induced by AngⅡ. The effect of β-CM7 on inhibiting 
myocardium damage might be related to ACE/ACE2 passageway. 

Keywords:  β-casomorphin7, diabetic rat, cardiac muscle, renin angiotensin system (RAS) 

糖尿病是一种由多病因引起的以慢性持续

高血糖为特征的终身慢性疾病。主要表现为能

量物质 (如糖、脂肪、蛋白质等)、电解质代谢

紊乱，以及机体氧化-抗氧化系统平衡的破坏。

糖尿病心肌病 (Diabetic cardiomyopathy，DCM)

是糖尿病主要并发症之一，是一种独立于冠心

病、高血压和其他种类的心脏病之外的特异的

心脏病变，是导致糖尿病患者心衰的重要原因，

也是导致糖尿病晚期心功能衰竭和死亡的主要

原因之一。 

在糖尿病常见的心血管并发症中，糖尿病

心肌病变是一种重要的特异性心肌病变。糖尿

病心肌病发病机制比较复杂，包括：1) 胰岛素

分泌减少或致使胰岛素作用障碍，引起糖利用率

下降或障碍、脂质氧化增强及蛋白合成下降[1-2]；

2) 心肌细胞的能量代谢异常，钠、钙泵的功能

下降，使心肌细胞兴奋-收缩及心肌复极-舒张脱

偶联受到影响，导致心肌正常活动功能异常；

3) 脂质过氧化反应的加强产生的大量中间产物

和自由基，以及高血糖症候、脂质沉积可诱导

心肌细胞凋亡及心肌间质纤维化[3-4]；4) 心肌局

部肾素-血管紧张素系统异常激活。其中肾素-

血管紧张素系统途径为近些年新的研究热点。 

肾素 -血管紧张素系统  (Renin-angiotensin 

system，RAS) 是机体主要的体液系统，在心血

管疾病的发生发展以及疾病的预后和并发症的

发生中都起着重要的作用。有研究发现，高血

糖可激活心肌局部的 RAS使肾素和血管紧张素

转化酶  (ACE) 活性明显增高，血管紧张素Ⅰ 

(Angiotensin，AngⅠ) 和血管紧张素Ⅱ (AngⅡ)

生成增加[5]。AngⅡ是 RAS 的主要效应分子，

与其受体在大多数心脏病 (心肌梗死、高血压和

心力衰竭) 及糖尿病中表达增加，对心血管有损

害作用 [6]。血管紧张素转换酶 2 (Angiotensin 

converting enzyme 2，ACE2) 是近年来发现的

ACE的同系物[7-8]和 ACE具有 42%的同源序列，

但与 ACE 不同的是 ACE2 仅有一个酶活性位

点，它能够高效催化 AngⅡ转化为 Ang1-7，而

Ang1-7 具有拮抗 AngⅡ的效应，是已被证明的

重要的心血管功能调节剂，具有舒张血管、改

善心功能等作用[8]。有研究发现使用 ACE 的抑

制剂 (ACEI) 可促进大鼠 ACE2的 mRNA表达

上升，减少氧化应激的形成及改善心血管的增

殖和重塑[9]。可见，RAS 系统中相关因子可能

通过氧化应激途径对心脏造成一定伤害或改善

损伤。这方面的研究目前刚刚开始。 

β-酪啡肽-7 (β-Casomorphin7，β-CM7) 是经

酪蛋白酶水解产生的一种重要的乳源生物活性
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肽成员之一。本研究室前期的研究证实 β-CM7

具有一定降低糖尿病大鼠空腹血糖和抵抗高血

糖所致的氧化应激损伤的作用，可提高糖尿病

心肌损伤大鼠心肌及血液的抗氧化应激能力，

但其详细的机理尚不清楚[10-11]。本实验拟通过

对糖尿病心肌损伤大鼠心肌局部 RAS系统两条

通路各关键因子 mRNA 和蛋白表达水平的比较

分析研究，明确 RAS在心肌损伤中的作用，通

过分析 β-CM7干预对心肌组织中RAS各关键因

子变化的影响，从 RAS途径的角度探讨 β-CM7

保护糖尿病心肌损伤的可能机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料及主要仪器 
电动匀浆器 (Polytron-aggregate，瑞士)；高

速低温离心机 (MIKRO-22型，德国)；Mx3000P 

Real-Time PCR 仪 (Stratagene，美国)；混匀器 

(上海沪西分析仪器厂有限公司)；RT-6000 酶标

分析仪  (深圳雷杜生命科学股份有限公司 )；

FMJ-182 放射免疫 γ-计数仪 (上海原子核研究

所日环仪器一厂)；核酸浓度测定仪 (Eppndorf 

Biophotometer，德国) 等。 

血管紧张素Ⅱ放射免疫分析试剂盒 (北京

北方生物技术研究所)。灵敏度 10 pg/mL；批内

变异系数 (CV)<5%。 

Real-time分析试剂：oligdt 18.0随机引物、

dNTPs、5×RT缓冲液、RNA酶抑制剂、M-mlv

反转录酶 (Promega Corporation，美国) 均购自

南京生兴生物技术有限公司；TRIzol 购自南京

天为生物科技有限公司；荧光酶 (FS Universal 

SYBR Green Master) 购自南京博飞科技有限公

司；氯仿、异丙醇、乙醇等均为分析纯。 

1.2  实验动物 
SD大鼠购自浙江省实验动物中心，许可证

号 SCXF (浙) 20080033；标准鼠粮、垫料 (青龙

山动物繁殖场)。饲养于南京农业大学农业部动

物生理生化重点实验室实验动物房。 

1.3  大鼠模型的建立与分组 
42只 8周龄雄性 SD大鼠 (体重 150−180 g)

适应喂养 1周后，腹腔注射链服佐菌素 (STZ，

60 mg/kg体重)，选取 24只 STZ成模后大鼠随

机分为 3 组，模型对照组、β-CM7 干预组和胰

岛素治疗组。另设正常对照组平行观察，每组 8

只。胰岛素治疗组每天皮下注射胰岛素 6 U/只 

(3.7×10–8 mol/只)，β-CM7干预组每天腹腔注射

β-CM7 溶液 7.5×10–8 mol/只，正常对照组和模

型对照组每天腹腔注射等体积生理盐水。实验

周期为 30 d，期间标准鼠粮与饮水不受限制，

记录每天的饮水与采食量；每 5 天称重并测空

腹血糖 1次。 

实验末所有大鼠颈静脉采血后断颈处死，

分离血清。迅速取出心脏，去除心包膜、血渍，

称重，分别取约 100 mg和 200 mg心室肌组织

装入无 RNA酶冻存管和普通冻存管，立即放入

液氮，然后转入–80 ℃冰箱保存备用。 

1.4  指标测定 
1.4.1  心肌组织中血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)的测定 

实验确定用浓度为 0.02%心肌匀浆液上样。

故吸取 20 μL 浓度为 1%心肌组织匀浆液加入

980 μL生理盐水，混匀。加入 10 μL酶抑制剂

混匀即成血管紧张素Ⅱ的检测液。实验采用竞

争机制原理，按照放射免疫说明书操作。

FMJ-182 放射免疫 γ-计数仪监测各沉淀管的放

射性计数 (CPM)。从标准曲线上查知对应结合率
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的待测样品中的 AngⅡ含量。结果以 Ang pg/mg

心肌组织表示。 

1.4.2 心肌组织中 AT1、Mas、ACE、AEC2 

mRNA Real-time PCR分析 

采用 TRIzol 一步抽提法提取心肌组织的总

RNA。用 Eppndorf Biophotometer核酸浓度测定

仪测定各个样品的 RNA浓度及纯度。核酸分析

仪检测其浓度与纯度 A260/A280 的比值，所有样

品所提取的 RNA的 OD280/260均在 1.8−2.0之内，

表明所提 RNA纯度可靠。二步法进行反转录，

获得 cDNA，–20 ℃保存备用。 

基因引物序列来自 GenBank，PCR 引物采

用 Primer 5.0软件设计，引物序列及参数见表 1。

引物由上海英骏生物技术有限公司合成。 

荧光 PCR反应总体积为 25 μL，其中 cDNA 

2.5 μL；ddH2O 7.5 μL；引物 (含量均为 10 pmol/L)：

上游 1.25 μL、下游 1.25 μL；荧光酶 (SYBR Green) 

12.5 μL。 

AT1、Mas两个基因 PCR反应条件：95 ℃   

1 min；95 ℃ 30 s、62 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共

40个循环。 

ACE、ACE2两个基因 PCR反应条件：95 ℃ 

10 min；95 ℃ 20 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，增

加熔解曲线，共 45个循环。 

本实验以 β-actin管作为内标，以荧光 PCR

方法来监测 4种基因 mRNA的相对表达量。以
TC2−ΔΔ 方法计算 mRNA 的表达量。根据标准曲

线所用 cDNA的上样浓度为 16倍稀释液。 

1.4.3  酶联免疫分析法测定心肌组织中的

Ang1-7的含量 

取 10%心肌组织匀浆液 10 μL，按试剂盒说明

书酶联免疫吸附法 (Enzyme linked immunosorbent 

assay，ELISA) 测定，在 RT-6000 酶标分析仪

96孔酶标板上以空白孔调零，450 nm波长下依

序测量各孔的吸光度 (OD值)。 

以标准品浓度作横坐标，对应 OD 值作纵

坐标，绘制出标准品线性回归曲线，按曲线方

程计算各样本浓度值。本次实验标准曲线方程

为 y=0.003 4x+0.014 4，R2=0.999 2。式中，y表

示各样品所测 OD值，x表示各样品心肌 5倍稀

释后 Ang1-7含量 (μg/mL)，R表示相关系数。 

1.4.4  酶联免疫分析测定心肌组织中的 ACE、

ACE2的含量 

按 ELISA试剂盒说明书操作，在 96孔酶标 
 
表 1  AT1, Mas, β-actin, ACE and ACE2引物序列 
Table 1  Parameters of primer pairs for AT1, Mas, β-actin, ACE and ACE2 genes 

Gene GenBank accession number Primers sequence (5'−3') Orientation Product size (bp)

AT1R NM030985 
CCCACTCAAGCCTGTCTACGAA Forward 

120 
GTGTGCTTTGAACCTGTCACTCC Reverse 

MasR NM012757 
TGACAGCCATCAGTGTGGAGA Forward 

116 
GCATGAAAGTGCCCACAGGA Reverse 

β-actin AF122902 
CCCTGTGCTGCTCACCGA Forward 

198 
ACAGTGTGGGTGACCCCGTC Reverse 

ACE NM012544 
ATGCCTCTGCGTGGGACTTC Forward 

112 
TACTGCACGTGGCCCATCTC Reverse 

ACE2 AY881244 
AATCGTAGGCTCTGGGCTTGG Forward 

182 
TTCGATCAACTGGTTTCGGTTGTA Reverse 
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板上依次加入 10%心肌组织匀浆液样品 10 μL，

在经过温育、酶联反应、洗涤、显色、终止反

应等步骤后。在 450 nm波长下以空白孔调零用

RT-6000酶标分析仪测定各孔吸光度 (OD值)。 

以标准品浓度作横坐标，对应 OD 值作纵

坐标，绘制出标准品线性回归曲线，按曲线方

程计算各样本浓度值，再乘以稀释倍数 (5)，即

为样品的实际浓度。ACE检测范围为 1–40 U/g，

ACE2检测范围 0–24 U/g。 

1.5  数据处理 
采用 SPSS16.0统计软件进行统计分析，差

异显著性检验采用单因子方差分析  (One way 

ANOVA，LSD)。所有数值以平均值±标准误差 

( x ±s) 表示。 

2  结果与分析 

2.1  大鼠心肌组织中血管紧张素Ⅱ的含量 
由图 1 看出，模型对照组大鼠心肌组织中

AngⅡ含量相对于正常对照组有明显的升高 

(P=0.015)；而作为阳性对照组，胰岛素治疗组AngⅡ

含量相对于模型对照组有明显的下降 (P=0.010)；

β-CM7 干预 AngⅡ含量相对于模型对照组也同样

有明显下降 (P=0.025)。β-CM7干预组大鼠心肌组

织中 AngⅡ含量为 (4 377.7±263.93 pg/mg)，介

于正常对照组 (4 202.1±311.92 pg/mg) 与模型

对照组 (5 401.3±301.72 pg/mg) 之间。 

2.2  大鼠心肌组织中血管紧张素 1-7 的变化 
结果如图 2 所示，模型对照组大鼠心肌组织

中 Ang1-7的含量显著低于正常对照组 (P<0.01)；

而胰岛素治疗组和 β-CMT干预组的 Ang1-7的含

量则显著高于模型对照组 (P<0.01)；含量由低到

高依次为模型对照组 (7.313±0.57 ng/L)<β-CM7  

 
 

图 1  心肌组织中 AngⅡ的含量 
Fig. 1  Content of angiotensin in rats myocⅡ ardial 
tissues (n=8). * means significant difference compared 
with control group at 0.05 level; # means significant 
difference compared with model group at 0.05 level. 

 

 
 

图 2  心肌组织中 Ang1-7 的含量 
Fig. 2  Content of angiotensin (1−7) in myocardial 
tissues (n=8). * means significant difference compared 
with control group at 0.05 level; # means significant 
difference compared with model group at 0.05 level. 
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干预组  (12.340±0.687 ng/L) <胰岛素治疗组 

(13.420±0.986 ng/L) 和正常对照组  (14.199± 

1.084 ng/L)。 

2.3  心肌组织中 AT1R、Mas、ACE 和 ACE2
的 mRNA 表达变化  
结果如图 3所示，模型对照组与 β-CM7干预

组大鼠心肌组织中 AT1R 及 Mas 两个受体的

mRNA 表达显著高于正常对照组与胰岛素治疗组 

(P<0.05)；在 ACE及 ACE2的 mRNA表达方面，

β-CM7干预组大鼠均表现出高表达状态，模型对

照组大鼠 ACE2的 mRNA表达则相对不足。 

2.4  心肌组织中 ACE2 mRNA/ACE mRNA
结果变化 

由表 2可知，在 ACE2mRNA和 ACEmRNA

比值上，β-CM7 干预组及正常对照组显著高于

模型对照组 (P<0.05)。提示在糖尿病进程中，

β-CM7 干预组大鼠损伤与抗损伤两条通路均处

于激活状态，以 ACE2 占优势，延缓了糖尿病

并发症的发展；模型对照组大鼠则 ACE占优势，

即损伤通路占优势。 

2.5  心肌组织中 ACE 和 ACE2 的酶活力变化

及活力比值分析 
由表 3看出，模型对照组、β-CM7干预组、

正常对照组和胰岛素治疗组 ACE酶活力依次升

高；模型对照组显著低于 β-CM7干预组和正常

对照组 (P<0.05)。 

由表 2 可以看出，在 ACE2/ACE 酶活力比

值方面，β-CM7 干预组和正常对照组均显著高

于模型对照组 (P<0.05)，结果与 mRNA水平上

的结果相符。提示模型对照组在抗损伤通路

“AngⅠ ACE2 Ang1-7—Mas”并不活跃；β-CM7

干预组则在抗损伤通路表现较为活跃，可通过

提高 ACE2 酶活力抗损伤，延缓了糖尿病及心

肌病变的发展。 

 

 
 

图 3  AT1R、Mas、ACE、ACE2 的 RNA 表达水平 
Fig 3  The expression of mRNA for AT1R, Mas, ACE and ACE2 in myocardium (n=8). *means significant 
difference compared with control group at 0.05 level. 
 

表 2  心肌组织中 ACE2/ACEmRNA 的比值及 ACE2/ACE 的酶活力的比值 (n=8) 
Table 2  ACE2/ACE mRNA expression ratio and ACE2/ACE enzyme ratio in myocardium (n=8) 

Myocardium Control group Model group Insulin treatment group β-CM7 treatment group 
ACE2/ACE mRNA 1.02±0.13# 0.43±0.10* 0.74±0.15# 0.83±0.09# 
ACE2/ACE enzyme radio 1.15±0.18# 0.60±0.10* 0.89±0.08# 0.93±0.11# 
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* means significant difference compared with control group at 0.05 level; # means significant difference compared with 
model group at 0.05 level. 
表 3  心肌组织中 ACE 和 ACE2 的酶活力变化 (n=8) 
Table 3  The change of angiotensin converting enzyme 1 and 2 in myocardial tissue (n=8) 

Groups ACE enzyme activity (U/g) ACE2 enzyme activity (U/g) 

Control group 1.80±0.085# 2.18±0.196# 

Model group 1.33±0.053* 0.83±0.152* 

Insulin treatment group 1.82±0.080# 1.24±0.167* 

β-CM7 treatment group 1.55±0.059*# 1.61±0.203*# 

* means significant difference compared with control group at 0.05 level; # means significant difference compared with 
model group at 0.05 level. 
 

3  讨论 

肾素-血管紧张素系统 (RAS) 是心血管和

肾脏功能调节的中心环节，通过其经典通路

ACE-AngⅡ-AT1R 轴可引起血管收缩、水钠潴

留、炎症反应、氧化应激及心血管重塑形成等；

此通路中的核心是 ACE。ACE是一个单链多肽

酸性糖蛋白，相对分子质量为 14×103–16×103，

活性中心含有锌，属肽酰二肽水解酶，通过作

用于无活性的 AngⅠ的 C 末端，转化为具有血

管收缩功效的 AngⅡ。AngⅡ是 RAS 经典通路

中的主要效应分子。目前 AngⅡ是被公认的促

心肌纤维化因素。Gray 等研究证实[12]，AngⅡ

可直接作用于心肌成纤维细胞，与细胞表面的

AT1 受体结合刺激心肌成纤维细胞增生及胶原

代谢的改变，引起心肌间质及血管周围纤维化

导致心脏重构，心室顺应性下降，最终引起舒

张和收缩功能障碍，促进心衰的发生。AngⅡ也

可通过激活还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 

(Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate，

NADPH) 氧化酶，使内皮细胞线粒体 ATP敏感

的钾离子通道开放，引起线粒体氧自由基 (ROS) 

增加，一氧化氮  (NO) 水平降低，从而加重

AngⅡ介导的心血管氧化损伤，心力衰竭和糖尿

病等心血管疾病[13-16]。本实验结果表明模型组 

大鼠心肌组织中 AngⅡ含量明显高于其他各组，

结果与他人的研究结果一致。即 ACE-AngⅡ- 

AT1R通路处于强激活状态，参与了糖尿病心肌

损伤的发生。 

ACE2-Ang1-7-MasR 通路是 RAS 中的另一

路径。途径中的核心 ACE2具有与 ACE相反的

作用。其可通过调节血管紧张素多肽的代谢，

清除 AngⅡ前体 AngⅠ使其生成 Ang1-9，致使

AngⅡ的生成减少，从而减少心肌局部 AngⅡ含

量，对心肌起到一定的保护作用；另一方面

ACE2 可催化 AngⅡ转化为 Ang1-7，并且在

ACE2作用下生成的 Ang1-9会经过 ACE催化最

终转变为Ang1-7，这样可以生成较多的Ang1-7，

而 Ang1-7则可以直接对抗 AngⅡ引发的强烈收

缩血管、血管壁增厚及氧化应激作用增加等作 

用[15,17]；此外 Ang1-7作为一种内源性血管紧张

素转化酶抑制剂 (ACEI) 在抑制 AngⅡ同时，

还可增强缓激肽发挥效应，使其通过 Mas 受体

实现抗 AngⅡ的作用，减轻血管损伤、减弱氧

化应激，起到对心肌的保护作用[10,13,17-18]。另外，

Gwathmey 等 [19]研究表明 ACE2 基因可通过

Ang1-7-Mas 信号实现其抗氧化效应。本实验中

我们的研究发现模型对照组大鼠经典通路中
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AngⅡ比较活跃，而 Ang1-7 轴系对其的抑制作

用并不明显；同时在本次实验中检测 β-CM7干

预组大鼠心肌组织中 ACE2具有较高的酶活性，

其 mRNA 及其受体 Mas 的 mRNA 也处于高水

平表达状态，推测 β-CM7 可以通过提高 ACE2

的酶活从而使心肌组织中 AngⅡ含量降低，增

加 Ang1-7 在 心 肌 中 的 储 备 ， 从 而 激 活

ACE2-Ang1-7-MasR通路，增强了机体的抗氧化应

激能力，拮抗了糖尿病状态下 ACE-AngⅡ-AT1R

通路过度激活对心肌的损伤。 

综上，本实验室以前的研究发现 β-CM7可

以降低高血糖[20]，通过增加心肌组织中抗氧化

酶活性，抑制由于氧化应激而引起的炎症级联

反应增强，从而预防或延缓糖尿病心肌病变的

发生 [21-22]。本研究结果认为 β-CM7 可通过对

RAS 系统的调节，起到对心肌的保护作用，其

部分机制与激活ACE2-Ang1-7-MasR通路相关；

而胰岛素与 RAS 系统相关性并不明确，提示

β-CM7与胰岛素对心肌保护作用途径不尽相同。 
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