
中国现代医学杂志

China Journal of Modern Medicine

Vol. 34  No.10

May 2024

第 34 卷 第 10 期

2024 年 5 月

SO2对2型糖尿病大鼠心肌纤维化的影响
及与MST1/LATS1的关系*

杨奇， 刘茂军， 聂连桂， 刘盛权， 杨军

（南华大学衡阳医学院附属第一医院 心内科， 湖南 衡阳 421001）

摘要 ： 目的　探讨外源性气体信号分子二氧化硫（SO2）在 2 型糖尿病（T2DM）大鼠心肌纤维化中的作用，

并观察其对促凋亡蛋白及MST1/LATS1通路蛋白表达的影响。方法　40只雄性SD大鼠被随机分为对照组、糖尿

病组、糖尿病+SO2组、SO2组，其中糖尿病组和糖尿病+SO2组使用链脲佐菌素（STZ）腹腔内注射复制糖尿病大

鼠模型，当血糖 ≥ 16.7 mmol/L时表示糖尿病模型复制成功，随后以高糖高脂饲料进行喂养。对照组和SO2组注

射等量柠檬酸-柠檬酸钠溶液，之后糖尿病+ SO2组和SO2组以外源性SO2供体腹腔内注射持续4周。对大鼠心肌

组织进行Masson染色，观察心肌胶原纤维形成情况；透射电镜观察心肌超微结构；TUNEL染色观察心肌组织细

胞凋亡情况；Western blotting 检测心肌组织 CollagenⅠ、CollagenⅢ、MST1、LATS1、Cleaved-Caspase-3、

Cleaved-Caspase-9蛋白表达。结果　糖尿病组Masson染色阳性面积较对照组大（P <0.05），糖尿病 + SO2组较

糖尿病组小（P <0.05），对照组与SO2组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。糖尿病组心肌组织CollagenⅠ、

CollagenⅢ蛋白相对表达量较对照组高（P <0.05），糖尿病 + SO2组较糖尿病组低（P <0.05），对照组与SO2组比

较，差异无统计学意义（P >0.05）。糖尿病组心肌组织细胞凋亡率较对照组高（P <0.05），糖尿病 + SO2组较糖尿

病组低（P <0.05），对照组与SO2组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。糖尿病 + SO2组心肌组织Cleaved-

Caspase-3、Cleaved-Caspase-9、MST1和LATS1蛋白相对表达量较糖尿病组低（P <0.05），对照组与SO2组比

较，差异无统计学意义（P >0.05）。结论　SO2调节了2型糖尿病大鼠心肌组织中促凋亡蛋白及MST1/LATS1通

路蛋白的表达，并与心肌纤维化的改善呈相关性。
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The impact of SO2 on myocardial fibrosis and its relationship with 
MST1/LATS1 in rat models of type 2 diabetes mellitus*
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Abstract:  Objective To investigate the impact of exogenous gaseous signaling molecule sulfur dioxide 

(SO2) on myocardial fibrosis in rat models of type 2 diabetes mellitus (T2DM), and to observe its effects on 

expressions of pro-apoptotic proteins and proteins associated with the MST1/LATS1 pathway.  Methods Forty male 

SD rats were randomly divided into the control group, diabetes mellitus group, diabetes mellitus + SO2 group, and 

SO2 group. For rats in the diabetes mellitus group and the diabetes mellitus + SO2 group, diabetes mellitus was 

induced by intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ) and confirmed by the blood glucose concentration ≥ 
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16.7 mmol/L. After successful model establishment, rats were fed with a high-sugar and high-fat diet. The rats in the 

control group and the SO2 group were injected with an equal volume of citric acid-sodium citrate solution. 

Subsequently, the rats in the diabetes mellitus + SO2 group and the SO2 group were intraperitoneally injected with 

exogenous SO2 for 4 weeks. Myocardial tissues from the rats were subjected to various analyses, including Masson 

staining to assess collagen fiber formation, transmission electron microscopy to observe myocardial ultrastructure, 

TUNEL staining to evaluate apoptosis, and Western blotting to measure protein expression levels of collagen I, 

collagen III, MST1, LATS1, cleaved Caspase-3, and cleaved Caspase-9.  Results In comparison to the control group, 

the diabetes mellitus group exhibited larger positive areas on Masson staining (P < 0.05). The positive areas on 

Masson staining in the diabetes mellitus + SO2 group were smaller than those in the diabetes mellitus group (P < 

0.05). There was no difference in the positive areas on Masson staining between the control group and the SO2 group 

(P > 0.05). The relative protein expression levels of collagen I and collagen III in the diabetes mellitus group were 

higher than those in the control group (P < 0.05), while they were lower in the diabetes mellitus + SO2 group than 

those in the diabetes mellitus group (P < 0.05). There was no difference in relative protein expression levels of 

collagen I and collagen III between the control group and the SO2 group (P > 0.05). The apoptosis rate of 

cardiomyocytes in the diabetes mellitus group was higher than that in the control group (P < 0.05), while that in the 

diabetes mellitus + SO2 group was lower compared with the diabetes mellitus group (P < 0.05). There was no 

difference in the apoptosis rate of cardiomyocytes between the control group and the SO2 group (P > 0.05). The 

relative protein expression levels of cleaved Caspase-3, cleaved Caspase-9, MST1 and LATS1 in the myocardial 

tissues of the diabetes mellitus + SO2 group were lower than those of the diabetes mellitus group (P < 0.05). There 

was no difference in the relative protein expression levels of cleaved Caspase-3, cleaved Caspase-9, MST1 and 

LATS1 between the control group and the SO2 group (P > 0.05).  Conclusions SO2 regulates the expressions of pro-

apoptotic proteins and proteins associated with the MST1/LATS1 pathway in myocardial tissues of rat models of 

T2DM, and exhibits a correlation with the amelioration of myocardial fibrosis.

Keywords:  type 2 diabetes mellitus; sulfur dioxide; MST1/LATS1 pathway; apoptosis; myocardial fibrosis

糖尿病是常见的糖脂代谢异常所致的内分泌系

统疾病，全球范围内患者数量不断增加。2013 年我

国≥18 岁人群的糖尿病患病率已达 10.4%[1]，而糖尿病

心血管并发症通常是糖尿病患者致死、致残的主要

原因。糖尿病心肌病是糖尿病心血管的主要并发症

之一。心肌纤维化是糖尿病心肌病主要的病理改

变，导致心脏组织的不正常增生和重构。拮抗心肌

纤维化对改善糖尿病心肌病及糖尿病患者的远期预

后具有重要意义。近年来研究表明，心肌细胞凋亡

及心肌成纤维细胞表型转变参与心肌纤维化发生、

发展的内在机制[2]。具体而言，心肌细胞凋亡可以诱

导心肌成纤维细胞表型转变，生成大量胶原纤维，而

抑制心肌细胞凋亡可改善心肌纤维化，并拮抗心肌

重 构[3]。 哺 乳 动 物 不 育 系 20 样 激 酶 1（mammalian 

sterile 20-like kinase 1, MST1）和 大 肿 瘤 抑 制 基 因 1

（large tumor suppressor 1, LATS1）是 Hippo 通路中关键

的信号调控因子，也是介导细胞凋亡的重要调控通

路，MST1/LATS1 同时也是心肌损伤过程中的重要调

节因子[4]。然而其在糖尿病心肌病的具体作用机制

尚未明确。目前已发现二氧化硫（SO2）作为内源性

气体信号分子，参与心肌纤维化和肺纤维化的调控

机制，但其对糖尿病心肌病的影响及其内在作用机

制目前仍然不清楚。本研究旨在探讨 SO2 作为内源

性气体信号分子对 2 型糖尿病大鼠心肌纤维化的潜

在影响以及其内在作用机制。为了实现这一目标，

本实验拟通过腹腔注射链脲佐菌素（Streptozotocin, 

STZ）及高糖高脂饲料喂养复制 2 型糖尿病大鼠模型，

然后给予外源性 SO2 供体腹腔注射。笔者将观察 SO2

对心肌纤维化、MST1/LATS1 通路和心肌细胞凋亡的

影响，以期更深入地了解糖尿病心肌病的发病机制。

1 材料与方法

1.1　实验动物

40 只 SPF 级雄性 SD 大鼠购买于长沙斯莱克景

达 实 验 动 物 有 限 公 司 [ 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ：

SCXK（湘）2019-0004，实 验 动 物 使 用 许 可 证 编 号 ：

SYXK（湘）2015-0001]，体 重（240±20）g，大 鼠 可 自

由 获 取 食 物 和 饮 水 ，饲 养 于 南 华 大 学 实 验 动 物 中

心，培养于温度 20～26 ℃，湿度 40%～70% 的环境

中，光照与黑暗每 12 h 交替 1 次。本研究符合医院

实验动物伦理委员会所制定的标准。
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1.2　试剂

兔 抗 CollagenⅠ、CollagenⅢ、Cleaved-Caspase3、

Cleaved-Caspase9、MST1 和相应种属的兔二抗均购自

武汉 Proteintech 公司，兔抗 LATS1 购自武汉 Abclonal

公司。STZ 购自大连美仑生物有限公司，亚硫酸钠

（Na2SO3）、亚 硫 酸 氢 钠（NaHSO3）购 自 美 国 Sigma-

Aldrich 公司，实验所需 RIPA Buffer、蛋白酶抑制剂、

BCA 定量试剂盒及 Loading Buffer 购自上海碧云天生

物科技有限公司，Masson 染色试剂盒与 TUNEL 染色

试剂盒购自南京凯基生物科技有限公司。

1.3　动物模型复制

SD 大 鼠 被 随 机 分 为 对 照 组 、糖 尿 病 组 、糖 尿

病+ SO2 组、SO2 组，各 10 只。当大鼠适应性喂养 1 周

后，参照文献[5]给予糖尿病组和糖尿病+ SO2 组腹

腔 注 射 STZ（35 mg/kg），对 照 组 和 SO2 组 腹 腔 注 射

同 等 剂量柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，当随机血糖≥
16.7 mmol/L 时，大鼠继续以高糖高脂饮食喂养。 糖

尿 病 +SO2 组 和 SO2 组 使 用 SO2 供 体 [Na2SO3/NaHSO3 

85 mg/（kg·d）]连续给药 4 周，而对照组和糖尿病组

使用等量生理盐水注射[6]。

1.4　大鼠心肌Masson染色检测大鼠心肌纤维化

处死大鼠，取心肌组织多聚甲醛固定，石蜡包

埋，脱水后用切片机制成厚约 4 μm 切片，根据 Masson

染色试剂盒进行后续染色操作，光学显微镜下观察

切片染色情况。采用 Image J 软件分析并计算各组

大鼠心肌胶原容积分数，心肌胶原容积分数=心肌

胶原阳性蓝染部分面积/图像总面积×100%。

1.5　透射电子显微镜检查大鼠心肌组织超微结构

处死大鼠后，心肌组织用 2.5% 戊二醛固定后

切成 50～100 nm 薄片，用 PBS 缓冲液冲洗后使用

1% 锇酸固定，梯度乙醇脱水，脱水干燥后，随后

用 3% 醋酸铀和硝酸铅染色 10～20 min，用蒸馏水

冲洗，在透射电镜下观察其超微结构。

1.6　TUNEL染色检测大鼠心肌细胞凋亡

处死大鼠后，取出各组大鼠心脏组织，用 4% 多

聚甲醛进行固定、包埋，石蜡切片脱蜡，用含 0.2% 

TritonX-100 的 PBS 缓冲液破膜 10 min，生理盐水清

洗 3 次，加入 50 μL TUNEL 检测液，室温避光孵育 1 h，

PBS 清洗 3 次，1% DAPI 染核 60 s，PBS 清洗 3 次。基

因组 DNA 断裂时，在脱氧核苷酸转移酶催化下，将

荧光素标记的脱氧三磷酸尿苷标记到 3'-OH 末端，

再在荧光显微镜下进行观察。

1.7　Western blotting 检测大鼠心肌组织蛋白表达

观察大鼠心肌相关蛋白表达情况，称取各组大

鼠心肌组织，低温下在含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解

液中充分匀浆，提取组织蛋白上清，BCA 蛋白定量

试剂盒配平组织蛋白浓度，加热变性后低温保存。

于 10% SDS-PAGE 中进行蛋白质凝胶电泳，湿转后

5% 脱脂牛奶封闭液室温封闭 1 h，1∶1 000 稀释的

CollagenⅠ、CollagenⅢ、Cleaved-Caspase-3、Cleaved-

Caspase-9、MST1、LATS1 和 1∶8 000 稀 释 的 GAPDH

一抗 4 ℃孵育过夜，TBST 清洗 5 min/次，3 次，1∶7 000

稀释二抗室温孵育 1 h，TBST 清洗 5 min/次，3 次，避

光环境滴加 ECL 发光液后采用 BIO-RAD XRS + 凝

胶成像系统采集图像，采用 Image J 软件分析各泳道

灰度值。目的蛋白表达水平=目的蛋白条带灰度值/

GAPDH 蛋白条带灰度值。

1.8　统计学方法

数据分析采用 SPSS 25.0、Prism 9.0 及 Image J 统

计软件。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，比

较用方差分析，两两比较用 LSD-t 检验。P <0.05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1　各组大鼠 Masson 染色阳性面积和心肌组织

CollagenⅠ、CollagenⅢ蛋白相对表达量比较

各 组 大 鼠 Masson 染 色 阳 性 面 积 和 心 肌 组 织

CollagenⅠ、CollagenⅢ蛋白相对表达量比较，差异均

有统计学意义（P <0.05）。糖尿病组 Masson 染色阳

性面积较对照组大（P <0.05），糖尿病+ SO2 组较糖尿

病组小（P <0.05），对照组与 SO2 组比较，差异无统计

学 意 义（P >0.05）；糖 尿 病 组 心 肌 组 织 CollagenⅠ、

CollagenⅢ蛋白相对表达量较对照组高（P <0.05），糖

尿病+SO2 组较糖尿病组低（P <0.05），对照组与 SO2 组

比较，差异无统计学意义（P >0.05）。见表 1 和图 1。

Masson 染色结果发现，与对照组相比，糖尿病

组大鼠心肌纤维排列紊乱，心肌间质胶原纤维形成

明显增多，蓝染胶原纤维染色阳性面积增加。糖尿

病+SO2 组大鼠心肌纤维排列紊乱较糖尿病组有所

改善，心肌纤维排列相对整齐，心肌间质胶原纤维

沉积较糖尿病组减少，蓝染胶原纤维面积较糖尿病

组减少。见图 2。
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2.2　SO2对大鼠心肌组织超微结构的影响

透射电镜结果显示，与对照组相比，糖尿病组大

鼠心肌纤维排列紊乱，出现较多的凋亡小体。线粒体

结构出现明显异常，线粒体排列紊乱，形态不规则，线

粒体嵴结构模糊，合并有线粒体嵴减少及断裂。糖尿

病 + SO2 组大鼠心肌纤维排列较糖尿病组相对整齐，

凋亡小体减少，线粒体损伤减轻，线粒体排列较整齐，

形态结构较规整，线粒体嵴断裂减少。SO2 组与对照

组结构相似，心肌纤维排列整齐，未见凋亡小体，线粒

体排列整齐，形态规则，线粒体嵴结构清晰。见图 3。

2.3　SO2对糖尿病大鼠心肌细胞凋亡的影响

TUNEL 染色结果发现，对照组、糖尿病组、糖尿

病+SO2 组和 SO2 组大鼠心肌组织细胞凋亡率分别为

（15.07±3.17）%、（35.10±1.94）%、（22.34±0.46）%和

（17.61±1.20）%，经方差分析，差异有统计学意义（F =

61.590，P =0.000）。糖尿病组较对照组高（P <0.05），

糖 尿 病 +SO2 组 较 糖 尿 病 组 低（P <0.05），对 照 组与

SO2组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。见图 4。

                                               对照组                                糖尿病组                          糖尿病 + SO2组                           SO2组

红色箭头示凋亡小体。

图3　各组大鼠心肌组织透射电镜图　（×1 000）

                                               对照组                                糖尿病组                         糖尿病 + SO2组                           SO2组

箭头示灰褐色为凋亡阳性细胞。

图4　各组大鼠心肌组织TUNEL染色　（×400）

表 1　各组大鼠Masson染色阳性面积和心肌组织Collagen

Ⅰ、CollagenⅢ蛋白相对表达量比较 （n =10， x±s）

组别

对照组

糖尿病组

糖尿病+ SO2组

SO2组

F 值

P 值

Masson染色阳性面积/%

10.54±0.27

20.73±1.65

15.06±0.87

10.53±0.77

67.900

0.000

CollagenⅠ
0.43±0.01

0.73±0.01

0.06±0.02

0.46±0.01

313.100

0.000

CollagenⅢ
0.36±0.02

0.60±0.01

0.42±0.01

0.35±0.01

258.900

0.000

130 kD

139 kD

36 kD

1                  2                3                 4

CollagenⅠ
CollagenⅢ

GAPDH

1：对照组； 2：糖尿病组； 3：糖尿病 + SO2组； 4：SO2组。

图1　各组大鼠心肌组织CollagenⅠ和CollagenⅢ蛋白条带

                                              对照组                                  糖尿病组                         糖尿病 + SO2组                           SO2组

箭头示蓝染部分为胶原纤维。

图2　各组大鼠心肌组织Masson染色
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2.4　 各 组 大 鼠 心 肌 组 织 Cleaved-Caspase-3、

Cleaved-Caspase-9、MST1和LATS1蛋白相对表

达量比较

各组大鼠心肌组织 Cleaved-Caspase-3、Cleaved-

Caspase-9、MST1 和 LATS1 蛋白相对表达量比较，差

异均有统计学意义（P <0.05），糖尿病 + SO2 组较糖

尿病组低（P <0.05），对照组与 SO2 组比较，差异无统

计学意义（P >0.05）。见表 2 和图 5。

3 讨论

糖尿病是我国常见的内分泌系统疾病之一，以

胰岛素抵抗和糖脂代谢紊乱为特征，心血管系统并

发症是糖尿病患者主要的死亡原因[7]。而糖尿病心

肌病是糖尿病常见心血管并发症，而心肌纤维化是

糖尿病心肌病的主要病理改变之一[8]。心肌纤维化

可 降 低 心 功 能 和 室 壁 运 动 能 力 ，并 可 导 致 心 力 衰

竭[9]。心肌成纤维细胞向胶原纤维表型转变并导致

胶原纤维大量沉积是心肌纤维化发生、发展的重要

机制。SUEMATSU 等[10]发现糖尿病大鼠心肌组织中

胶原纤维形成显著增多，大鼠心功能降低，而抑制

心肌纤维化的发生可改善糖尿病大鼠心功能。本

研究结果提示，2 型糖尿病大鼠心肌组织中胶原沉

积较对照组显著增加，同时 Masson 染色结果显示在

糖尿病大鼠心肌组织中胶原纤维生成较对照组显

著增多。故提示心肌纤维化可能是 2 型糖尿病心肌

病发生发展的关键环节。

细胞凋亡是细胞自发的程序性死亡方式[11]，由

于心肌细胞几乎没有增殖再生能力，故心肌细胞凋

亡通常是许多心血管疾病的共同病理基础[12]。心肌

细胞凋亡后纤维性修复是导致心肌纤维化和不良

预后的主要原因之一。本研究结果发现，糖尿病大

鼠在发生明显心肌纤维化的同时，心肌组织中凋亡

细胞及凋亡小体显著增多，提示心肌细胞凋亡可能

是糖尿病心肌纤维化发生、发展的重要机制，与已

发表的研究是相符的[13-14]。已有研究发现糖尿病大

鼠心肌细胞凋亡可导致成纤维细胞表型发生改变，

促使胶原纤维沉积及心肌纤维化[15]。故心肌细胞凋

亡可能是 2 型糖尿病心肌纤维化的重要机制，而拮

抗心肌细胞凋亡可能成为改善 2 型糖尿病心肌纤维

化的重要干预策略。

MST1 和 LATS1 是 Hippo 通路的关键蛋白。近年

来研究发现 MST1/LATS1 与细胞凋亡的发生密切相

关，是重要的细胞凋亡调控因子[16-17]。本研究结果发

现，2 型糖尿病大鼠心肌组织中 MST1 和 LATS1 表达

显著上调。SU 等[18]报道称高糖环境可导致 H9c2 心

肌细胞 MST1 表达上调并增加 LATS1 表达，诱导心肌

细胞凋亡。MST1 和 LATS1 也可诱导胰腺细胞死亡，

并参与糖尿病的发生，而下调 MST1/LATS1 表达则可

以抑制细胞凋亡的发生[19]。本研究结果提示，MST1/

LATS 通路蛋白的调控可能是 2 型糖尿病大鼠心肌纤

维化发生、发展的重要机制之一，而下调 MST1/LATS1

则可能改善 2 型糖尿病大鼠心肌纤维化。

SO2是内源性气体信号分子的新成员[20]。近年来研

究发现，SO2 具有多种重要生理学作用，如抗炎、抗氧

化、调节自噬和内质网应激等[21-22]，同时发现 SO2 在

心血管系统中也发挥重要的信号调控作用[23]。WANG

等[22]研究发现 SO2 可拮抗心肌纤维化，其机制可能与

抑制心肌间质胶原纤维形成有关。本课题组前期研

究发现，SO2 可改善 1 型糖尿病大鼠心肌纤维化[24]，

但其心肌保护的内在机制目前仍未完全阐明[25]。

综上所述，SO2 可抑制心肌细胞凋亡，下调促凋

亡蛋白 Cleaved-Caspase3、Cleaved-Caspase9 的表达。

表 2　各组大鼠心肌组织Cleaved-caspase-3、Cleaved-

caspase-9、MST1和LATS1蛋白相对表达量比较 

（n =10， x±s）

组别

对照组

糖尿病组

糖尿病+SO2组

SO2组

F 值

P 值

Cleaved-

Caspase-3

0.39±0.01

0.53+0.01

0.39±0.02

0.37±0.01

113.600

0.000

Cleaved-

Caspase-9

0.53±0.01

0.65±0.01

0.57±0.02

0.56±0.01

37.700

0.000

MST1

0.78±0.01

1.40±0.01

1.03±0.00

0.80±0.02

1825.000

0.000

LATS1

0.78±0.02

1.33±0.03

1.01±0.04

0.78±0.01

239.100

0.000

1              2             3             4

17 kD

46 kD

36 kD

Cleaved-
Caspase-3

Cleaved-
Caspase-9

GAPDH

59 kD

140 kD

36 kD

MST1

LATS1

GAPDH

1：对照组； 2：糖尿病组； 3：糖尿病+SO2组； 4：SO2组。

图5　各组大鼠心肌组织Cleaved-Caspase-3、Cleaved-

Caspase-9、MST1和LATS1蛋白条带图

且 SO2 干 预 后 可 拮 抗 2 型 糖 尿 病 大 鼠 心 肌 组 织 中

MST1/LATS1 通路过度激活。提示 SO2 抑制了 2 型糖

尿病大鼠心肌组织促凋亡蛋白及 MST1/LATS1 通路

蛋白的表达，改善了心肌纤维化。
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