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摘要 ：目的  探讨硫化氢 H2S 对自发性高血压大鼠（SHR）间隙连接蛋白 40（Cx40）、43（Cx43）表达

的调控作用，以及与心肌重构的关系。方法  取 8 周龄雄性 SHR 16 只，随机分为 SHR 对照组（n =8）、SHR+ 

硫氢化钠 NaHS 组（n  =8）；取同周龄的正常 Wistar 京都（WKY）雄性大鼠 8 只，设为 WKY 组。SHR+ 

NaHS 组腹腔注射 NaHS 56 μmol/（kg·d），SHR 对照组和 WKY 组每日腹腔注射等量生理盐水，持续 8 周。

用分光光度计检测各组大鼠外周血和心肌组织中 H2S 含量 ；通过 HE 染色及 Masson 三色染色观察 H2S 对心

肌的病理学改变 ；通过免疫组织化学检测 3 组大鼠心脏组织中 Cx40、Cx43 表达位置的变化 ；运用 Western 

blotting 检测 3 组大鼠心脏组织中 Cx40、Cx43 及 α- 平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、骨桥蛋白（OPN）表

达量的变化。结果  与 WKY 组大鼠比较，SHR 组大鼠外周血及心肌组织中 H2S 含量减少（P  <0.05），NaHS

干预后 SHR 外周血及心肌组织中 H2S 含量增加（P  <0.05）；与 WKY 组大鼠比较，SHR 组大鼠心肌纤维结

构排列较为紊乱，NaHS 干预后 SHR 心肌纤维排列较为整齐 ；SHR 组大鼠心肌中的 Cx40、Cx43 表达增加

且分布紊乱，SHR+NaHS 组大鼠心肌中的 Cx40、Cx43 分布较规整 ；且 SHR 组大鼠心肌中 Cx40、Cx43、

α-SMA、OPN 表达升高（P <0.05），SHR+NaHS 组大鼠心肌中 Cx40、Cx43、α-SMA、OPN 表达降低（P < 

0.05）。结论  H2S 可能通过调控 Cx40、Cx43 的表达来改善 SHR 心肌重构。

关键词 ：  心肌重构 ；大鼠，近交 SHR ；硫化氢 ；连接蛋白类

中图分类号 ：  R541				    文献标识码 ：  A
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Abstract:  Objective  To explore the effect of hydrogen sulfide (H2S) on myocardial remodeling in rat model 
of spontaneously hypertensive rats (SHR).  Methods  Sixteen 8-week-old male rate were randomly divided into 
three groups (n = 8): normal control group, SHR group, and SHR + NaHS group. Rats in SHR+ NaHS group were 
intraperitoneally injected with sodium sulfide on daily basis (56 μmol/kg) for 8 weeks, while normal saline were 
administrated in SHR group and WKY group. The content of H2S in peripheral blood and myocardium of rats in each 
group was determined by spectrophotometry. Pathological changes of myocardium were observed by hematoxylin 
eosin (HE) staining and Masson trichrome staining. Immunohistochemistry was used to detect the expression of 
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心脏作为高血压直接损伤的靶器官之一，最显著

的特征性病理变化是心肌肥厚，以左心室肥厚最为明

显 [1]。高血压所致的心室壁增厚和心室几何构型改变

称为高血压心肌重构。自发性高血压大鼠（spontaneous 

hypertensive rat, SHR）的肥厚心肌中间隙连接蛋白 43

（connexin 43, Cx43）表达上调且分布紊乱 [2]。硫化氢

H2S 可改善由亚硝基左旋精氨酸甲酯（l-nitro-arginine 

methyl ester, L-NAME）诱导的高血压性心脏病 [3]，可抑

制肾血管性高血压大鼠的心肌重构 [4]，还可以抑制大鼠

因高盐饮食导致的心肌肥厚 [5]。然而 H2S 是否通过间隙

连接蛋白影响心肌重构的研究甚少，因此，本文以 SHR

为研究对象，应用分光光度计检测硫氢化钠 NaHS 对外

周血及心肌组织中内源性 H2S 含量的影响，应用苏木

精 - 伊红（Hematoxylin-eosin, HE）染色及马松（Masson）

三色染色观察心肌重构情况，通过免疫组织化学检

测 H2S 对间隙连接蛋白 40（connexin 40, Cx40）、Cx43

表达的影响 ；通过 Western blotting 检测 H2S 对 Cx40、

Cx43 及 α- 平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin, 

α-SMA）、骨桥蛋白（osteopontin, OPN）表达的调节作用，

由此来探讨 H2S 对心肌重构的可能作用机制。

1    材料与方法

1.1    实验动物

选取 8 周龄 SHR 雄鼠 16 只和同龄 Wistar 京都

（Wistar-Kyoto, WKY）雄鼠 8 只，清洁级，由北京维

通利华实验动物技术有限公司提供 [ 动物合格证号 ：

SCXK（京）2016-0006]，动物适应饲养 1 周后进入

实验，动物房室内温度为 20 ～ 25℃，湿度为 50% ～ 

55%。大鼠分笼喂养，给予标准饲料，自由进食水，环

境安静。

1.2    主要试剂

NaHS（美国索莱宝公司），H2S 检测试剂盒（南

京建成生物工程研究所），Masson 三色染色试剂盒、

HE 试剂盒（北京索莱宝公司），Cx43 抗体、OPN 抗

体（英国 Abcam 公司），Cx40 抗体、α-SMA 抗体（美

国 Bioworld 公司）。

1.3    主要仪器

全自动大小鼠无创血压测量仪（四川成都泰盟公

司），光学显微镜（宁波舜宇仪器有限公司），台式高

速低温离心机（德国 Eppendorf 公司），分光光度计（德

国 Eppendorf 公司），电子天平（上海越平科学仪器有

限公司），电泳仪、电转仪（北京六一仪器厂）。

1.4    实验方法

1.4.1    动物分组及模型复制    将实验动物分为 SHR

对照组、SHR+NaHS 组和 WKY 组，每组 8 只。SHR+ 

NaHS 组腹腔注射 NaHS 56 μmol/（kg·d），SHR 对照

组和 WKY 组每日腹腔注射等量生理盐水，持续 8 周。

1.4.2    动物血压测量    使用全自动大小鼠无创血压测

量仪测量 WKY 大鼠和 SHR 尾动脉收缩压。使用前预

热 15~20 min，将大鼠尾根部套在血压计的充气尾套

内，待大鼠安静后重复测量 3 次，取平均值。

1.4.3      大鼠外周血及心肌组织 H2S 含量的测量    大

鼠称重后腹腔注射水合氯醛麻醉，立即抽取外周血，

同时取出心脏，用预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）将大

鼠心脏漂洗干净，按试剂盒说明书步骤测量外周血及

心肌组织中 H2S 的含量。

1.4.4    大鼠心肌病理形态及心肌纤维化程度的观察 

用手术刀将大鼠心脏纵切成片，置于甲醛中固定 48 h，

制成 4 μm 厚的石蜡切片，烘干后经过脱蜡、苏木 

精染色、蓝化、伊红染色、脱水、中性树胶封片、镜

gap junction protein 40, 43 (Cx40, Cx43) in the three groups. Western blotting was used to detect the expression 
of Cx40, Cx43, smooth muscle actin (α -SMA) and osteopontin (OPN).  Results  Compared with WKY rats, 
the content of H2S in peripheral blood and myocardium of SHR group decreased (P < 0.05), which was restored 
with treatment of NaHS (P < 0.05). Compared with the WKY group, rats in SHR group experienced disordered 
myocardial fiber structure, which were normalized with NaHS intervention. IHC results showed that the expression 
of Cx40, Cx43 in myocardium of SHR group was increased though distributed disorderly. The distribution of Cx40, 
Cx43 in myocardium of SHR + NaHS group is more regular than that of SHR group. Western blotting analysis 
showed that the expression of Cx40, Cx43, α-SMA, OPN in SHR group was increased when compared with those in 
WKY group (P < 0.05), which was reversed in SHR+NaHS group (P < 0.05).  Conclusions  H2S may reverse SHR 
induced myocardial remodeling through mediation of Cx40 and Cx43.

Key words:  myocardial remodeling; rats, inbred SHR; hydrogen sulfide; connexins
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检等步骤完成 HE 染色 ；经过脱蜡、铁苏木精染色、酸

性乙醇分化、Masson 蓝化液返蓝、丽春红染色、磷钼 

酸退红、苯胺蓝染色、脱水、透明、中性树胶封片、镜 

检等步骤完成 Masson 三色染色 ；光学显微镜下观察

大鼠心肌病理形态和心肌纤维化改变。

1.4.5    大鼠心肌组织中 Cx40、Cx43 的表达检测    对

石蜡切片进行脱蜡、抗原修复、过氧化氢孵育、一抗

孵育过夜、二抗孵育、DAB 溶液显色、苏木精复染、

酸酒精分化、自来水蓝化、脱水、中性树胶封片、镜

检等步骤完成免疫组织化学染色，观察 Cx40、Cx43

的表达变化。

1.4.6    Western blotting 检测大鼠心肌组织中 Cx40、

Cx43、α-SMA、OPN 的表达    心肌组织提取蛋白后，

经制胶、上样、电泳、转膜、封闭、一抗 4℃孵育过夜、

洗膜、二抗孵育、洗膜、显色、曝光、采集图像后分

析结果。

1.5    统计学方法

数据分析采用 GraphPad Prism（Version 5）统计

软件，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示。组间

比较采用单因素方差分析，方差分析的两两比较采用

Dunnett-t 检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    各组大鼠尾动脉收缩压的比较

3 组大鼠的尾动脉收缩压比较，差异有统计学意

义（F =241.800，P =0.038）。与 WKY 组大鼠（99.150± 

3.371）mmHg 比较，SHR 对照组尾动脉压（167.600± 

2.117）mmHg 升高，差异有统计学意义（P <0.05），SHR+ 

NaHS 组大鼠尾动脉压（107.900±1.175）mmHg 较 SHR 

对照组降低，差异有统计学意义（P <0.05）。见图 1。

2.2    各组大鼠外周血及心肌 H2S 含量比较

3 组大鼠的外周血和心肌 H2S 含量比较，差异有

统计学意义（F =764.300 和 11.950，P =0.001 和 0.008）。 

SHR 对照组大鼠外周血和心肌 H2S 含量较 WKY 组降

低 [（50.460±0.120） VS （53.920±0.243）μmol/L，

（0.462±0.004） VS （0.508±0.004）μmol/g]（P  <0.05）；

SHR+NaHS 组外周血及心肌中 H2S 含量较 SHR 对照组

升高 [（50.460±0.120） VS （59.070±0.003）μmol/L，

（0.462±0.004） VS （0.538±0.018）μmol/g]（P <0.05）。

见图 2。

2.3    各组大鼠心肌 HE 染色及 Masson 三色染色
结果比较

HE 染色结果示 WKY 组大鼠心肌纤维结构清晰，

间距明显，排列整齐，细胞核结构完整且排列规则，

未见细胞变性和炎症细胞浸润 ；SHR 对照组大鼠心肌

纤维结构排列紊乱堆积，细胞核破碎较多且排列紊乱，

有炎症细胞浸润 ；SHR+NaHS 组大鼠心肌纤维排列较

整齐，细胞核较完整且排列较规律。见图 3。

Masson 三色染色结果显示，心肌中细胞核、胶原

† 与 SHR 对照组比较，P <0.05

图 2    NaHS 对 SHR 外周血和心肌中 H2S 含量的影响    （n =8，x±s）
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图 1    NaHS 对 SHR 尾动脉收缩压的影响 

（n =8，x±s）
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组与 SHR 对照组比较，其 Cx40、Cx43 蛋白表达有所

减少且分布较有规律性。见图 4。

2.5    各组大鼠心肌组织中 Cx40、Cx43、α-SMA
及 OPN 的蛋白表达量的比较

WKY 组、SHR 对照组和 SHR+NaHS 组大鼠心肌

组织中 Cx40、Cx43、α-SMA 及 OPN 的蛋白表达量

比较，差异有统计学意义（P <0.05）；与 WKY 组大鼠

比较，SHR 对照组 Cx40、Cx43、α-SMA 及 OPN 表达

增强（P  <0.05），NaHS 干 预 后 Cx40、Cx43、α-SMA

及 OPN 表达减弱（P <0.05）。见表 1 和图 5。

纤维和胶原蛋白染成蓝色或绿色，细胞浆、肌肉和红

细胞染成红色，SHR 对照组较 WKY 组大鼠间质蓝色胶

原纤维增多，NaHS 干预后间质蓝色胶原纤维有所减少。

见图 3。

2.4    各组大鼠的 Cx40、Cx43 表达情况

WKY 组大鼠的 Cx40、Cx43 表达位置集中在心肌

闰盘处，SHR 对照组大鼠的 Cx40、Cx43 表达上调且在

心肌表面随机分布，不局限于心肌闰盘处 ；SHR+NaHS

图 4    NaHS 对 SHR 心肌中 Cx40、Cx43 表达的影响    （免疫组织化学 ×400）

			        WKY 组        		        SHR 对照组      		        SHR+NaHS 组

Cx40

Cx43

图 3    NaHS 对 SHR 心肌纤维和细胞核的影响

			      WKY 组        		       SHR 对照组      		         SHR+NaHS 组

（HE ×400）

（Masson ×200）
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3    讨论

心肌纤维化是多种心血管疾病发展到一定阶段

的共同病理改变，高血压的长期刺激使心肌间质的细

胞数量、结构和功能出现适应性增生改变，产生间质

纤维化，是心肌缺血、心力衰竭、心肌梗死等心血管

疾病的危险因素 [6-7]，心肌纤维化及心肌重构存在于

SHR 的整个高血压阶段，且随着鼠龄的增加而逐渐加

重 [8]，本实验通过 HE 染色及 Masson 染色也证明 SHR

发生心肌纤维化及心肌重构。心肌细胞中 OPN 蛋白

的过量表达会导致心肌组织严重纤维化，心肌细胞断

裂变性，心室重构的发生 [9] ；OPN 敲除可减轻 Ang Ⅱ

诱导的心肌纤维化和心室重构 [10] ；在大量生长因子和

细胞因子的作用下，成纤维细胞表达大量的 α-SMA

并分泌大量的胶原蛋白，引起心脏纤维化，在梗死区

可以检测到大量 α-SMA 表达，提示 α-SMA 参与心

肌梗死后心脏受损和心室重构的过程 [11]。以上研究

表明，OPN、α-SMA 的蛋白表达量与心肌纤维化及

心室重构呈正相关，本研究发现 SHR 心肌中的 OPN、

α-SMA 表达升高，进一步验证 SHR 发生心肌纤维化

及心肌重构。

间隙连接是心肌细胞之间主要的连接方式，大多

存在于闰盘处，在心血管系统中间隙连接蛋白的表达

及功能异常与各种心血管疾病相关，多项研究发现在

缺血性心肌病、心肌肥厚及心力衰竭的发病过程中伴

随着间隙连接 /Cx43 的重构。据报道心房的快速起搏

能诱发左心房组织心肌纤维化和 Cx40 表达升高，同时

发现心房心肌纤维化的程度影响 Cx40 的改变程度 [12] ；

有研究表明，SHR 的心肌肥厚中 Cx43 表达上调 [2] ；

另有研究显示，降低小鼠心室肌 Cx43 基因表达可增

强纤维细胞的活化，导致心肌纤维化增多，提示恢复

Cx43 功能也可能影响心肌重构 [13]。以上研究表明，间

隙连接蛋白的表达与心肌纤维化之间存在不同的相关

性，这可能与实验所取心脏的部位有关。本研究发现，

SHR 心肌中 Cx40、Cx43 蛋白表达升高，同时伴有心

肌纤维化程度的增强，表明间隙连接蛋白的表达与心

肌纤维化之间存在着密切的关系。

H2S 对维持心血管稳态起关键性的作用 [14]，有研

究表明 SHR 主动脉 H2S 的生成量低于 WKY 组大鼠 [15]，

给予 SHR 外源性 H2S 可以降低大鼠动脉血压，且可减

少心肌中胶原含量，进而改善 SHR 心肌中胶原的堆积，

缓解心肌重构 [16-17]。本实验发现，SHR 外周血及心肌组

织中 H2S 的含量低于 WKY 组大鼠，NaHS 干预后 H2S

含量增加，同时 NaHS 干预组大鼠的血压降低，心肌组

织中胶原堆积减少，心肌重构得到抑制。有研究报道

糖尿病大鼠心肌组织 Cx43 在基因、蛋白水平上的表达

均有不同程度下降，而 H2S 可上调 Cx43 mRNA 表达，

提高 Cx43 蛋白的表达水平，进而改善细胞间的传导 [18]；

H2S 可改善糖尿病大鼠心肌纤维化，同时上调 Cx40 蛋

白的表达，可能参与糖尿病大鼠的心肌纤维化和缝隙

连接重构的调控 [19]。而本研究发现 SHR 组心肌组织

中 Cx40、Cx43 蛋白表达较 WKY 组大鼠增加，给予

NaHS 可以降低 Cx40、Cx43 的蛋白表达，同时可改善

SHR 心肌重构，因此推测 H2S 可能是通过调控间隙连

表 1    NaHS 对 SHR 心肌中 Cx40、Cx43、α-SMA 和 OPN 蛋白表达的影响    （n =8，x±s）

组别 Cx40 Cx43 α-SMA OPN

WKY 组 1.047±0.023† 0.983±0.008† 0.981±0.010† 0.995±0.003†

SHR 对照组 1.458±0.013 1.158±0.013 1.165±0.010 1.082±0.001

SHR+NaHS 组 1.228±0.009† 0.919±0.004† 1.042±0.002† 0.854±0.012†

F 值 106.600 175.000 127.300 253.000

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000

注：† 与 SHR 对照组比较，P <0.05

图 5    NaHS 对 SHR 心肌中 Cx40、Cx43、 

α-SMA 和 OPN 蛋白表达的影响
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接蛋白的表达来缓解心肌重构，但其机制尚不明确，近

期研究发现 H2S 可对特异蛋白进行巯基化修饰，将某

些功能蛋白（如 KATP 通道、腺苷酸环化酶、MAPKs）

中半胱氨酸残基的 -SH 转变为 -S-SH，从而使蛋白活

性提高 [20] ；这种翻译后修饰是机体实现心血管保护的

重要机制 [21] ；且 H2S 通过激活由钙通道介导的 AKT/

eNOS/NO 通路来改善由 L-NAME 诱导的高血压性心脏

病 [3]，另外，H2S 可能通过 TGF-β1/Smad 信号通路来抑

制 SHR 心肌中胶原合成 [17]。因此，笔者推测 H2S 可能

是通过巯基化修饰来增强缝隙连接蛋白活性从而起到

缓解心肌重构的作用，同时也可能受上述信号通路的

影响，然而这一推测有待于进一步验证。
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