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随着糖尿病发病率的逐年上升，其并发症糖尿病心

肌病也日益受到重视。糖尿病心肌病是一种独立于高

血压、冠心病的特异性心肌病，其机制可能涉及代谢紊

乱、心肌纤维化、氧化应激、心肌凋亡等，其具体机制仍

不清楚［1］。有研究表明其心肌纤维化的发生发展与基

质金属蛋白酶（MMPs）的活性异常密切相关［2］。

硫化氢（H2S）是继NO、CO之后的第三类气体信号

分子，已发现其参与一系列的生理机制的调控，并具有

一定的心脏保护作用［3］。同时有研究表明H2S具有抗纤

维化作用［4］，但在糖尿病心肌纤维化中的作用并不是十

分清楚。MAPK1/3 是一种丝裂原活化蛋白激酶

（Mitogen-activated protein kinase, MAPK）家族中的多

通路的功能蛋白，有研究显示其在心肌纤维化的发生发
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摘要：目的 探讨气体信号分子硫化氢（H2S）对糖尿病大鼠心肌纤维化及MAPK1/3和MMP-8蛋白表达的影响。方法 40只SD

大鼠随机分为4组：正常对照组、糖尿病大鼠组（STZ组）、硫化氢干预糖尿病大鼠组（STZ+H2S组）和硫化氢干预正常大鼠组（H2S

组）。用腹腔注射链脲佐菌素（STZ）（40 mg/kg）建立糖尿病大鼠模型；对照组每天腹腔注射生理盐水；STZ+H2S组与H2S组每天

腹腔注射硫氢化钠（H2S供体）溶液（100 μmol/kg），8周后处死大鼠，HE染色观察心肌纤维病理形态学变化，Western blot法检测

Collagen I、MAPK1/3和MMP-8蛋白的表达。结果 与对照组相比，糖尿病组大鼠心肌组织胶原含量明显升高，心肌间质纤维

化，Collagen I、MAPK1/3和MMP-8蛋白表达水平显著升高（P<0.05）；糖尿病大鼠经硫化氢干预后大部分心肌纤维呈平行排列，

结构清晰，间质有少量疏松结缔组织，Collagen I、MAPK1/3和MMP-8蛋白表达水平明显下调（P<0.05），而非糖尿病硫化氢干预

组心肌纤维化程度及心肌组织Collagen I、MAPK1/3和MMP-8蛋白表达水平较对照组均无明显差异（P>0.05）。结论 H2S可改

善糖尿病大鼠心肌纤维化，其机制可能与抑制MAPK1/3/MMP-8信号通路有关。
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Abstract: Objective To explore the effects of hydrogen sulfide (H2S) on myocardial fibrosis and expressions of MAPK1/3 and
MMP-8 in diabetic rats. Methods Forty adult male SD rats were randomized into 4 groups, namely the control group, diabetes
mellitus group (STZ group), diabetes mellitus with H2S treatment group (STZ+H2S group), and normal rats with H2S treatment
group (H2S group). Diabetes was induced by intraperitoneal injections of 40 mg/kg streptozotocin (STZ). The rats in the control
group received daily intraperitoneal injections of saline, and those in STZ+H2S group and H2S group were given NaHS (100
μmol/kg) injections. After 8 weeks, the pathologies of cardiac fibrosis were examined with HE staining, and the expressions of
collagen I, MAPK1/3 and MMP-8 were analyzed with Western blotting. Results Compared with the control group, the diabetic
rats showed increased collagen content and obvious interstitial fibrosis in the myocardial tissue with significantly increased
expression levels of collagen I, MAPK1/3 and MMP-8 (P<0.05); all these changes were obviously reversed by treatment with
H2S (P<0.05). Collagen I, MAPK1/3 and MMP-8 expression levels and the degree of myocardial fibrosis were comparable
between H2S group and control group (P>0.05). Conclusion Hydrogen sulfide can attenuate cardiac fibrosis in diabetic rats,
and the mechanism may involve the inhibition of MAPK1/3/MMP-8 signal pathway.
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展中具有重要作用。有报道显示MMPS表达和活性异

常与MAPK通路的激活有关［5］。同时也有学者发现H2S

能抑制 MAPK的表达［6］。本研究拟通过观察糖尿病大

鼠心肌中MMP-8和MAPK1/3蛋白表达的变化，探讨

H2S对糖尿病心肌纤维化以及MMP-8和MAPK1/3表

达蛋白表达的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

36周成年雄性SD大鼠40只，体质量300±30 g，购

自南华大学动物实验中心；动物饲养在恒温恒湿环境

中, 黑夜白天各12 h；实验动物可以自由获得水和食物。

1.2 主要实验试剂

硫氢化钠（H2S供体）购于美国Sigma公司；兔源

Collagen I、MMP-8和MAPK1/3一抗购于中国博士德

公司；抗兔二抗购于美国Proteintech公司；BCA蛋白定

量试剂盒、细胞裂解液购于碧云天公司。

1.3 实验分组及糖尿病模型建立

40只SD大鼠随机分为4组（每组10只）：正常对照

组；糖尿病大鼠组（STZ组）；硫化氢干预糖尿病大鼠组

（STZ+H2S组）；硫化氢干预正常大鼠组（H2S组）。STZ

组与STZ+H2S组大鼠按体质量（40 mg/kg）腹腔注射

STZ；注射后的24 h，为防止大鼠发生低血糖休克，给予

5%葡萄糖水腹腔注射；注射后72 h，尾静脉采血测血

糖，血糖大于16.7 mmol/L提示造模成功（成功率大约

为70%）。造模成功后，STZ+H2S组与H2S组每天腹腔

注射硫氢化钠溶液（100 μmol/kg）；对照组和糖尿病大

鼠组每天腹腔注射等剂量生理盐水；实验持续8周。

1.3 HE染色观察心肌纤维病理形态学变化

取心肌组织，100 g/L多聚甲醛固定后，常规石蜡包

埋、切片后，以HE染色法染色，显微镜下观察摄像。

1.4 Western Blot检测Collagen I、MMP-8和MAPK1/3

蛋白的表达

取各组新鲜大鼠左室心肌组织，提取蛋白，采用

BCA比色法进行蛋白定量；配置10% SDS-PAGE分离

胶电泳分离蛋白，蛋白样品在100 ℃煮沸5 min，每孔

20 μl细胞蛋白样品上样，置于电泳缓冲液中电泳，分离

目的蛋白，将目的条带切下，10 V半干式电转膜30 min，

将蛋白质转移至PVDF膜。用TBST配制的5% BSA封

闭2 h，封闭后以Collagen I、MMP-8和MAPK1/3以及

GAPDH一抗（稀释度为1∶500）37 ℃孵育1 h后4 ℃过

夜；TBST洗膜后，用HRP标记的羊抗兔二抗（稀释度为

1∶2000）37 ℃孵育1 h，TBST洗膜，ECL显色，曝光后扫

描，用 Image J 图像分析软件进行光密度分析。以

GAPDH为内参。

1.5 统计学分析

采用SPSS 18.0软件对数据进行分析，计量资料用

均数±标准差表示，各组间比较用单因素方差分析法，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠心肌超微结构比较

光镜下可见STZ组与对照组相比心肌纤维排列明

显紊乱，心肌细胞间隙增宽，间质可见纤维化；而STZ+

H2S组与STZ组相比心肌纤维排列明显改善，大部分心

肌纤维呈平行排列，结构清晰，间质有少量疏松结缔组

织。H2S组大鼠心肌组织结构和纤维排列与对照组类

似（图1）。

图1 各组心肌组织HE染色
Fig.1 HE staining of myocardial tissue in the 4 groups (Original magnification: ×200). A: Control; B: STZ group; C: STZ+H2S group; D: H2S
group.

A B C D

2.2 硫化氢对心肌组织中Collagen I蛋白表达的影响

Western blot法检测各组蛋白Collagen I表达水平，

结果（图2）发现：与对照组相比，STZ组大鼠心肌组织中

Collagen I蛋白表达明显升高（P<0.05）；与STZ组相比，

STZ+H2S 组大鼠心肌 Collagen I 蛋白表达减少（P<

0.05）；H2S组与对照组比较无明显差异。结果提示硫化

氢干预抑制了糖尿病大鼠心肌组织Collagen I的表达

上调。
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2.3 硫化氢对心肌组织中MMP-8 和MAPK1/3蛋白表

达的影响

Western blot法检测各组MMP-8蛋白表达水平，结

果（图3）发现：与对照组相比，STZ组大鼠心肌组织中的

MMP-8蛋白表达明显升高（P<0.05）；与STZ组相比，

STZ+H2S组大鼠心肌MMP-8蛋白表达减少（P<0.05）；

H2S组与对照组比较无明显差异。结果提示硫化氢干

预抑制了糖尿病大鼠心肌组织MMP-8的表达上调。

Western blot法检测MAPK1/3蛋白表达，结果（图

4）发现：与对照组相比，STZ 组大鼠心肌组织中的

MAPK1/3蛋白表达明显升高（P<0.05）；而与STZ组相

比，硫化氢干预下 STZ + H2S 组大鼠心肌组织中的

MAPK1/3蛋白表达减少（P<0.05）；H2S组与对照组比较

无明显差异。结果提示硫化氢干预抑制了糖尿病大鼠

心肌组织MAPK1/3的表达。

3 讨论

心肌纤维化是糖尿病心肌病心肌重构的重要标志，

也是导致左心功能不全的主要原因。而糖尿病心肌纤

维化的发病机制较为复杂，具体机制尚不十分清楚［2, 7］。

有研究表明其发生发展与MMPs的表达和活性异常有

关。MMPs是一组能特异地降解细胞外基质（ECM）的

Zn2 +依赖酶家族，作为 ECM 最主要蛋白水解系统，

MMPs在降解ECM的同时还可通过调节基质素的形成

及释放生物活性因子，造成组织胶原比例失衡或形成丧

失正常结构与功能的胶原蛋白和结缔组织，从而破坏原

有的胶原纤维网络导致组织纤维化［2, 5, 8］。

MMP-8为基质金属蛋白酶家族中一员，亦称中性

粒细胞胶原酶，主要由中性粒细胞分泌产生，在炎症及

创伤修复过程中常见MMP-8表达和活性明显增加［9］。

活化的MMP-8可以降解基质的胶原成分，破坏胶原

网的结构，导致心肌纤维化，胶原蛋白Ⅰ和Ⅲ表达升

高［10-11］。已有研究发现心肌梗死后心肌组织发生纤维

化过程中，MMP-8的表达显著增加，同时有学者发现终

末期心力衰竭患者中心肌MMP-8的mRNA水平可升

高30倍［7］。本研究发现糖尿病大鼠心肌存在明显心肌

纤维化，而Collagen I可反应纤维化的程度，也是动物实

验中检测纤维化程度常用的方法。本实验中检测

Collagen I表达水平明显增加，提示心肌纤维化。而心

肌组织间的MMP-8表达也明显增加，提示糖尿病心肌

纤维化可能与MMP-8表达上调有关。目前人们已发现

MAPK在心肌纤维化的信号调控中发挥着重要的作

用［12-13］。研究发现肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导剂在

骨骼肌细胞中可引起MAPK通路的激活，从而引起基

质金属蛋白酶家族中MMP-9及胶原蛋白IV表达增强，

最终导致心肌纤维化和心脏重构［4］。本实验发现糖尿

病心肌纤维化的同时不仅存在MMP-8表达的明显上

调，而MAPK1/3蛋白的表达水平也是明显上调的。已

图2 Collagen I的表达
Fig.2 Expression of collagen I in the rat myocardium. *P<0.05
vs Control; #P<0.05 vs STZ group.
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图3 MMP-8的表达
Fig.3 Expression of MMP-8 in rat myocardium. *P<0.05 vs
Control; #P<0.05 vs STZ group.

图4 MAPK1/3的表达
Fig.4 Expression of MAPK1/3 in rat myocardium. *P<0.05 vs
Control; #P<0.05 vs STZ group.
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有研究发现骨骼肌组织中 MAPK 通路激活可上调

MMPs［5, 8］，而本研究结果也提示糖尿病大鼠心肌MAPK

通路存在过度激活，并可能参与了上调MMP-8水平以

及心肌纤维化的信号调控。

H2S作为一种具有广泛生理功能的气体信号分子，

已有大量研究证明了H2S具有抗炎、抗凋亡、抗氧化等

作用，对心血管系统具有十分重要的保护作用［3, 6, 14］。

H2S对心肌胶原含量有良好的疗效，减少心肌纤维化。

本实验发现H2S干预后的糖尿病大鼠心肌纤维化明显

减轻，心肌组织中Collagen I表达水平也明显下降。与

此同时还发现：H2S处理后糖尿病大鼠心肌中的MMP-8

蛋白的表达也明显降低，提示H2S改善糖尿病大鼠心肌

纤维化的作用可能与下调MMP-8蛋白的过度表达有

关。已发现MMPs的表达受MAPK通路的调控［15］，而

在实验中我们同样发现H2S处理后糖尿病大鼠心肌中

的MAPK1/3蛋白的表达水平也是明显降低的，提示

H2S 可以抑制 MAPK1/3 的表达，并可能与其下调

MMP-8以及改善糖尿病心肌纤维化有关。到目前为

止，在哺育动物细胞中己至少发现有3条MAPK通路：

细胞外信号调节蛋白激酶通路、c-jun氨基末端激酶通

路和 p38 MAPK 通路［16］，故对于 MAPK 通路调控

MMP-8的表达以及参与糖尿病心肌纤维化的具体信号

转导通路仍有待深入研究。
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