
poxia group were significantly heavier than those in control group; the content of TNF-α and Leptin in intermittent
hypoxia was significantly higher than those in control group( P ＜ 0. 01) ，and the content of TNF-α and Leptin was
significantly increased with the days of hypoxia; the expression of TLＲ4 and JNK at mＲNA levels in intermittent hy-
poxia was significantly higher than those in control group( P ＜ 0. 01) ，and the expression of TLＲ4 and JNK at mＲ-
NA levels was significantly increased with the days of hypoxia． Conclusion TLＲ4，JNK，TNF-α，Leptin may be in-
volved in the inflammatory response of chronic intermittent hypoxia in rats．
Key words chronic intermittent hypoxia; Toll-like receptor 4; C-Jun N-terminal kinase; tumor necrosis factor-α;
Leptin

硫化氢对糖尿病大鼠心肌损伤保护作用及其抗凋亡机制
贾 强1，2，杨 锐2，马善峰2，刘小粉2，吴继锋1

摘要 目的 观察硫化氢( H2S) 对糖尿病大鼠心肌损伤的
保护作用及其抗凋亡机制。方法 雄性 SD大鼠随机分为正
常对照组 ( NC 组 ) 、糖尿病对照组 ( DM 组 ) 、硫氢化钠
( NaHS) 治疗组( NaHS + DM组) 和 NaHS对照组( NaHS组) 。
采用链脲佐菌素( STZ) 55 mg /kg 腹腔注射诱导糖尿病大鼠
模型，造模成功 8 周后行离体心脏灌流，测定左心室动力学
指标;电镜观察心肌细胞超微结构改变;采用分光光度法检

测心肌组织 Caspase-3 的活性; ＲT-PCＲ检测左心室心尖组织
Bcl-2、Bax mＲNA的表达。结果 与 NC 组相比，NaHS 组各
项指标差异均无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，而 DM 组左心室发
展压( LVDP) 、左心室内压最大上升速率和下降速率( ± dp /
dtmax ) 均明显降低( P ＜ 0. 01) ; 左心室舒张末压( LVEDP) 明
显增大( P ＜ 0. 01 ) ; 心肌纤维断裂，线粒体肿胀，嵴断裂消
失;心肌组织 Caspase-3 的活性明显增加 ( P ＜ 0. 01 ) ; Bcl-2 /
Bax mＲNA比值降低( P ＜ 0. 01) 。与 DM组相比，NaHS + DM
组 LVDP、± dp /dtmax增加 ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ，LVEDP 明显
降低( P ＜ 0. 05) ，心肌超微结构损伤明显改善，Caspase-3 活
性明显降低 ( P ＜ 0. 01 ) ，Bcl-2 /Bax mＲNA 比值升高 ( P ＜
0. 01) 。结论 H2S对糖尿病大鼠心肌损伤具有保护作用，
其机制可能与抗心肌细胞凋亡途径有关。
关键词 硫化氢;心肌损伤;糖尿病;凋亡
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糖尿病心肌病是糖尿病最严重的并发症之一，

其病理改变主要表现为心肌肥厚和间质纤维化，临

床早期表现为心脏舒张功能不全、晚期表现为心脏
收缩功能不全，常见的并发症为心力衰竭及心律失

常［1］。心肌细胞的凋亡在糖尿病心肌病的发展过
程中起重要的作用［2 － 3］。硫化氢 ( hydrogen sulfide，
H2S) 是继一氧化氮 ( nitric oxide，NO) 和一氧化碳
( carbon monoxide，CO) 之后的第 3 种新型气体信号
分子［4］。研究［5］表明，内源性 H2S 参与了许多心血
管系统的生理与病理生理过程，有抑制心肌细胞凋

亡的作用［6］。但是，H2S 对大鼠糖尿病心肌病的作
用，尤其是抗凋亡作用尚未见报道。该文通过建立
糖尿病大鼠心肌损伤动物模型，研究 H2S 对糖尿病
心肌病大鼠的心脏功能、心肌细胞凋亡相关蛋白活
性和基因表达的影响，探讨 H2S 对糖尿病大鼠心肌
损伤的保护作用及其可能机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 健康雄性 SD 大鼠 32 只，清洁级，
体质量 180 ～ 220 g，由安徽医科大学实验动物中心
提供。
1． 2 主要试剂 链脲佐菌素( steptozotocin，STZ) 和
硫氢化钠( sodium hydrosulfide，NaHS) 均购自 Sigma
公司; ＲNAiso Plus试剂和 ＲT-PCＲ逆转录试剂盒均
购自 TaKaＲa公司; Caspase-3 活性检测试剂盒购自
碧云天生物技术研究所; PCＲ 引物均由南京金斯瑞
生物科技有限公司合成。
1． 3 动物模型制备与分组 雄性 SD 大鼠 32 只，
适应性饲养 1 周后随机分为正常组 16 只和糖尿病
组 16 只。糖尿病组大鼠空腹 12 h 后，一次性腹腔
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注射 STZ 55 mg /kg，72 h后测空腹血糖值，取血糖值
≥16. 7 mmol /L 为糖尿病模型，并随机分为糖尿病
对照组( DM 组) 和 NaHS 治疗组( NaHS + DM 组) ，
每组 8 只。将正常大鼠随机分为 2 组: 正常对照组
( NC组) ，NaHS对照组( NaHS组) ，每组 8 只。从造
模成功后第 4 周起，NaHS 组和 NaHS + DM 组开始
腹腔注射 NaHS溶液 14 μmol / ( kg·d) ［7］( NaHS 作
为外源性 H2S供体) ，持续 5 周。
1． 4 左心室功能评价 大鼠用断头器断头后，迅速
开胸取出心脏，保留 1 cm 左右主动脉，置于 4 ℃改
良 Krebs-Henseleit( K-H) 液［8］中洗净血液，再迅速
将主动脉固定于 Langendorff 灌流装置的心脏套管
上。K-H液用 95% O2 + 5% CO2 的混合气饱和，恒

温( 37 ℃ ) 恒压 ( 10. 13 kPa) 灌流心脏。切开左心
耳，将充水乳胶囊插入左心室内，向囊内注水使左心

室舒张末压 ( left ventricular end-diastolic pressure，
LVEDP) 维持在 0. 53 ～ 1. 07 kPa 之间。待心率和心
肌收缩力恢复正常后，继续灌流 30 min。MedLab 生
物信号采集处理系统记录左心室发展压 ( left ven-
tricular developed pressure，LVDP) 、左心室内压最大
上升速率 ( maximal rise rate of left ventricular pres-
sure，+ dp /dtmax ) 、左心室内压最大下降速率 ( maxi-
mal fall rate of left ventricular pressure，－ dp /dtmax ) 、
LVEDP等各项指标。
1． 5 细胞超微结构观察 取左心室心尖组织，制成
1 mm3 小块，放入预冷的 2. 5%戊二醛溶液中固定，
透射电镜观察超微结构变化。
1． 6 心肌组织 Caspase-3 活性检测 按试剂盒说
明书操作，采用分光光度法检测各组心肌组织

Caspase-3 活性。
1． 7 ＲT-PCＲ 检测 Bcl-2 和 Bax mＲNA 表达 心
脏灌流结束后，取左心室心尖组织约 100 mg置液氮
冻存。将心肌组织置于液氮预冷的研钵中，并加入
ＲNAiso Plus 试剂 1 ml，根据试剂说明书提取总
ＲNA。测 ＲNA浓度，当 260 nm和 280 nm吸光度比
值在 1. 8 ～ 2. 2 之间可以进行反转录，根据逆转录试
剂盒要求逆转录合成 cDNA。以 cDNA 为模板，用
Bcl-2、Bax和 β-actin引物进行 PCＲ扩增。引物序列
和反应条件见表 1。PCＲ扩增产物在含溴化乙锭的
1. 5%琼脂糖凝胶上电泳，在 GIS凝胶处理系统中拍
摄记录，用电泳凝胶图像分析系统分析计算各目的

基因与 β-actin条带光密度比值。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件分析，
数据以珋x ± s表示。多组间比较采用单因素方差分

表 1 Bcl-2、Bax和 β-actin引物序列及反应条件和扩增长度

基因
引物序列

( 5’-3’)
反应条件

产物大小

( bp)
Bcl-2 上游: AGCCTGAGAGCA

ACCGAAC

下游: CGGTAGCGACGA

GAGAAG

95 ℃预变性 3 min，95 ℃

50 s，59． 5 ℃ 45 s，72 ℃

60 s，30 个循环，72 ℃ 10

min

163

Bax 上游: GGATCGAGCAG

AGAGGATGG

下游: TGGTGAGTGAG

GCAGTGAGG

95 ℃预变性 3 min，95 ℃

50 s，62． 3 ℃ 45 s，72 ℃

60 s，30 个循环，72 ℃ 10

min

464

β-actin 上 游: GATGGTGGGTAT-

GGGTCAGAAGGAC

下游: GCTCATTGCCGAT-

AGTGATGACT

95 ℃预变性 3 min，95 ℃

50 s，59． 4 ℃ 45 s，72 ℃

60 s，30 个循环，72 ℃ 10

min

630

析，两两比较采用 q检验。

2 结果

2． 1 左心室功能指标比较 与 NC 组比较，NaHS
组各项指标差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ; 而 DM
组 LVEDP明显升高( P ＜ 0. 01) ，LVDP、+ dp /dtmax和
－ dp /dtmax均明显降低( P ＜ 0. 01 ) 。与 DM 组比较，
NaHS + DM组 LVEDP 明显降低( P ＜ 0. 05 ) ，LVDP、
+ dp /dtmax和 － dp /dtmax均明显升高 ( P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01) 。见图 1。
2． 2 心肌超微结构变化 电镜下，NC 组大鼠心肌
细胞胶原纤维排列整齐、规则，各肌小节、Z 线排列
整齐，线粒体膜完整，无肿胀，线粒体嵴清晰、排列规
则; DM组大鼠心肌胶原纤维排列不规则，肌小节断
裂，线粒体肿胀伴有膜不完整，线粒体嵴断裂甚至消

失，有空泡形成; NaHS + DM 组心肌损伤减轻，无溶
解、坏死，部分线粒体肿胀，嵴无肿胀; NaHS 组心肌
细胞肌原纤维排列整齐，肌小节、Z 线排列规则，线
粒体形态完整。见图 2。
2． 3 心肌组织 Caspase-3 活性检测 与 NC 组比
较，DM 组 Caspase-3 活性明显升高 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与
DM组比较，NaHS + DM 组 Caspase-3 活性明显下降
( P ＜ 0. 01) 。见图 3。
2． 4 心肌组织 Bcl-2 和 Bax mＲNA 表达 与 NC
组比较，DM 组 Bcl-2 mＲNA 表达降低 ( P ＜ 0. 01 ) ，
Bax mＲNA表达增加( P ＜ 0. 01) ，Bcl-2 /Bax 比值下
降( P ＜ 0. 01) 。与 DM组比较，NaHS + DM组 Bcl-2
mＲNA表达有所增强( P ＜ 0. 01) ，Bax mＲNA表达明
显下降 ( P ＜ 0. 01 ) ，Bcl-2 /Bax 比值增高 ( P ＜
0. 01) 。见图 4、5。
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图 1 各组大鼠离体心脏左心室动力学变化( n = 8，珋x ± s)

A: LVDP; B: LVEDP; C: + dp /dtmax ; D: － dp /dtmax ;与 NC组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与 DM组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0． 01

图 2 各组大鼠心肌超微结构变化 × 12 000

A: NC组; B: DM组; C: NaHS + DM组; D: NaHS组

3 讨论

糖尿病是由于胰岛素分泌绝对或相对不足，并

以高血糖为特征的代谢紊乱综合征。糖尿病心肌病
是糖尿病并发的一种特异性心肌疾病，表现为心脏

微血管病变，高血糖可破坏心肌细胞的结构和功能，

图 3 各组大鼠心肌组织 Caspase-3 活性检测( n = 8，珋x ± s)

与 NC组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与 DM组比较: ##P ＜ 0. 01

图 4 H2S对心肌组织 Bcl-2、Bax的 mＲNA表达的影响
M: Marker; 1: NC组; 2: DM组; 3: NaHS + DM组; 4: NaHS 组
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图 5 Bcl-2 和 Bax mＲNA在大鼠心肌组织中的表达( n = 8，珋x ± s)

与 NC组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与 DM组比较: ##P ＜ 0. 01

胰岛素抵抗对心肌细胞产生直接毒性，引起代谢紊

乱、血管硬化、氧化应激、钙超载等，最终发展为心功
能不全［9］。本研究结果证实，与 NC 组大鼠相比，
DM组大鼠左心室功能指标: LVDP、± dp /dtmax明显
降低，LVEDP 升高; 心肌纤维排列不清，肌小节断
裂，线粒体肿胀，嵴断裂甚至消失。应用 H2S 后，能
够改善糖尿病大鼠左心室动力学指标，减轻心肌超

微结构损伤，提示 H2S 可以改善糖尿病大鼠心肌损
伤。
细胞凋亡在糖尿病心肌病的发展中起一定作

用，而细胞凋亡的发生又受许多细胞内外因素的调

节，其中 Bcl-2 原癌基因家族蛋白在细胞凋亡的调
节过程中起重要作用。Bcl-2 家族蛋白在细胞凋亡
中的作用可分为两类:一类是抗凋亡蛋白，包括 Bcl-
2，Bcl-XL 等; 另一类为促凋亡蛋白，包括 Bax、Bak
等。其中，Bcl-2 和 Bax 的作用最为重要，且为影响
细胞凋亡的两个对立因素。Bcl-2 可与 Bax 形成异
源二聚体，通过阻断细胞色素 C 的释放，抑制下游
Caspase-3 的激活，可以有效抑制凋亡的发生［10］。
Bcl-2 和 Bax的比值是决定细胞凋亡抑制作用的关
键因素［11］，比值增高提示凋亡抑制作用增强。
Caspase-3 是 Caspase家族中重要的一员，目前认为
Caspase 是一切凋亡信号传导的共同通路，各种
Caspase基因层层激活，最终导致细胞凋亡。在此级
联反应中，Caspase-3 处于核心位置，Caspase-3 被其
上游信号激活后，活化的 Caspase-3 又进一步作用于
其底物，导致级联反应放大，最终使细胞凋亡［12］。
糖尿病诱导心肌细胞凋亡的机制主要有: 活性氧物

质的堆积和氧化应激反应损伤、肾素-血管紧张素Ⅱ
活性升高、PKC-β1 /β2 和 PKC-η 的激活、P53 基因
激活、Bax 的表达上调和 Bcl-2 的表达下调、增加

Caspase-3 的 蛋 白 活 性 等［13］。本 实 验 检 测 了
Caspase-3 的蛋白活性以及 Bax 和 Bcl-2 mＲNA 表
达。结果显示，与 NC 组大鼠相比，DM 组大鼠
Caspase-3 活性明显增加，Bcl-2 mＲNA 表达明显下
降，Bax mＲNA表达明显上升，Bcl-2 /Bax 比值下降，
证实了糖尿病会诱导大鼠心肌细胞凋亡。应用 H2S
后，可以明显降低糖尿病大鼠心肌组织 Caspase-3 的
蛋白活性，上调心肌 Bcl-2 mＲNA 的表达，下调 Bax
mＲNA的表达，Bcl-2 /Bax 比值增加，提示 H2S 对糖
尿病心肌损伤具有保护作用，其机制可能与抗细胞

凋亡相关。
内源性 H2S是由半胱氨酸磷酸吡多醛-5’-磷酸

－依赖性酶包括胱硫醚-β-合成酶( cystathionine -β-
synthase，CBS ) 、胱硫醚-γ-裂解酶 ( cystathionine-γ-
lyase，CSE) 及半胱氨酸转移酶催化作用下产生。其
中 CBS高度表达于神经系统，而 CSE主要表达于血
管组织和心肌中［14］。邓生琼 等［15］研究发现，H2S
能有效对抗 H2O2 引起的心肌细胞氧化损伤，且对

细胞凋亡有抑制作用，其抗凋亡效应在一定范围内

呈剂量依赖关系。Gao et al［7］研究发现，在心肌缺
血再灌注损伤的糖尿病大鼠模型中，应用外源性

H2S后，心肌损伤明显改善，其机制表现为: ① 抗炎
症反应:主要是抑制中性粒细胞的积聚; ② 抗氧化
反应:减少脂质过氧化物的产生; ③ 抗细胞凋亡途
径:主要依赖于抑制 Caspase-3 的活性，并且下调
TNF-α、Fas和 FasL 的蛋白表达。本实验复制了糖
尿病大鼠心肌病模型，连续腹腔注射给予 H2S 后，
NaHS组大鼠与 NC 组大鼠相比，各项指标均差异无
统计学意义;而 NaHS + DM 组大鼠与 DM 组大鼠相
比，心室血流动力学指标和心肌细胞超微结构变化

均有所改善，Caspase-3 蛋白活性明显增高，Bax mＲ-
NA表达明显下降，Bcl-2 mＲNA表达有所增强，提示
H2S对糖尿病心肌损伤中的保护作用与其抗凋亡作
用有关。
综上所述，H2S 对糖尿病心肌损伤具有保护作

用，可能与其激活 Bcl-2，抑制 Caspase-3 和 Bax 有
关，其具体机制有待于进一步研究。
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Anti-apoptotic role of hydrogen sulfide on cardioprotection in diabetic rats
Jia Qiang1，2，Yang Ｒui2，Ma Shanfeng2，et al

( 1 Dept of Pathology，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2 Dept of Physiology，
Bengbu Medical College，Bengbu 233030)

Abstract Objective To investigate the anti-apoptotic effect of hydrogen sulfide ( H2S) on its cardioprotection in
diabetic rats． Methods Thirty-two male SD rats were divided into four groups randomly: normal control group
( NC) ，diabetic group ( DM) ，NaHS + diabetic group ( NaHS + DM) and NaHS group ( NaHS) ． Diabetic rat was
induced by injection of streptozotocin at 55 mg /kg intraperitoneally． After 8 weeks，hearts were excised and per-
fused on Langendorff apparatus． Left ventricular hemodynamic parameters were measured． The ultrastructures of
myocardium were observed using electron microscopy，and the activity of Caspase-3 was analyzed by spectrophoto-
metric method． The expressions of Bcl-2 and Bax at mＲNA level in the left anterior myocardium were detected u-
sing ＲT-PCＲ． Ｒesults There had no significant differences of all indexes between NC and NaHS groups ( P ＞
0. 05) ． However，compared with NC group，in diabetic rats，left ventricular developed pressure ( LVDP) ，maxi-
mal rise / fall rate of left ventricular pressure ( ± dp /dtmax ) were decreased ( P ＜ 0. 01 ) ，left ventricular end dias-
tolic pressure ( LVEDP) was increased ( P ＜ 0. 01) ． The activity of Caspase-3 was increased( P ＜ 0. 01) ，while the
ratio of Bcl-2 /Bax at mＲNA level was decreased( P ＜ 0. 01) ． The degeneration of myocardiac myofibrillae and ede-
ma of mitochondria were shown in diabetic rats． Compared with DM group，the hemodynamic parameters were re-
served，and the injury of myocardiac myofibrillae and mitochondria was attentuated when the diabetic rats were trea-
ted with NaHS at 14 μmol / ( kg·d) ． Caspase-3 activity was also decreased ( P ＜ 0. 01) ，and the ratio of Bcl-2 /
Bax at mＲNA level was increased ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion H2S can protect myocardium in diabetic rats，may be
related to suppressing the happening of cell apoptosis．
Key words hydrogen sulfide; myocardium injury; diabetes mellitus; apoptosis
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