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摘  要 

目的：探究Sprouty2蛋白对糖尿病心肌病纤维化程度的影响。方法：选取24只雄性SD大鼠随机分为正

常组、DCM组、DCM + Sprouty2慢病毒干扰组，每组8只。DCM组、DCM + Sprouty2慢病毒干扰组高

糖高脂饮食喂养4周后，腹腔注射链脲佐菌素30 mg/kg，而正常组普通饲料喂养，腹腔注射柠檬酸钠缓

冲液，12周时进行慢病毒转染，16周进行超声心动图检测后处死并取材。分别进行Masson染色、天狼

猩红染色、免疫组织化学和TUNEL染色。结果：与正常组相比，DCM组、DCM + Sprouty2慢病毒干扰

组血糖值升高，而DCM + Sprouty2慢病毒干扰组与DCM组比较，血糖进一步升高。通过超声心动图检测

发现，抑制Sprouty2蛋白表达会进一步加重心功能障碍。与正常组比较，DCM组、DCM + Sprouty2慢
病毒干扰组凋亡细胞数有所增加，而DCM + Sprouty2慢病毒干扰组的凋亡细胞量明显上升。通过病理学

染色观察到，敲低Sprouty2蛋白导致大量心肌纤维断裂，大量炎性细胞产生，胶原纤维表达明显升高。

在免疫组化和蛋白表达上，DCM组、DCM + Sprouty2慢病毒干扰组心肌组织中α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)
表达量升高，而DCM + Sprouty2慢病毒干扰组表达更加明显。结论：抑制Sprouty2蛋白可以促进DCM
的纤维化程度，同时促进心肌细胞凋亡。因此，激活Sprouty2蛋白的表达可以逆转DCM。 
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Abstract 
Object: To investigate the effect of Sprouty2 protein on the degree of fibrosis in diabetic cardiomyo-
pathy. Methods: Twenty-four male SD rats were randomly divided into the normal group, the DCM 
group and the DCM + Sprouty2 lentiviral interference group, with 8 rats in each group. After 4 weeks 
of high-sugar and high-fat diet feeding in the DCM and DCM + Sprouty2 lentiviral interference groups, 
streptozotocin 30 mg/kg was intraperitoneally injected, while the normal group was fed with normal 
diet and intraperitoneally injected with sodium citrate buffer, lentiviral transfection was performed 
at 12 weeks, and echocardiography was performed at 16 weeks before sacrifice and sampling. Mas-
son staining, Sirius red staining, immunohistochemistry and TUNEL staining were performed, respec-
tively. Result: Compared with the normal group, the blood glucose values were increased in the DCM 
and DCM + Sprouty2 lentiviral interference groups, while the blood glucose was further increased in 
the DCM + Sprouty2 lentiviral interference group compared with the DCM group. Inhibition of Sprou-
ty2 protein expression further aggravates cardiac dysfunction as detected by echocardiography. 
Compared with the normal group, the number of apoptotic cells increased in the DCM and DCM + 
Sprouty2 lentiviral interference groups, while the amount of apoptotic cells increased significantly in 
the DCM + Sprouty2 lentiviral interference group. As observed by pathological staining, knockdown 
of Sprouty2 protein resulted in fragmentation of a large number of myocardial fibers, production of a 
large number of inflammatory cells, and markedly elevated collagen fiber expression. In immunohis-
tochemistry and protein expression, the expression of α-smooth muscle actin (α-SMA) and vimentin 
in myocardial tissue was increased in the DCM and DCM + Sprouty2 lentiviral interference groups, 
while the expression was more pronounced in the DCM + Sprouty2 lentiviral interference group. Con-
clusion: Inhibition of Sprouty2 protein can promote the degree of fibrosis and myocardial apoptosis 
in DCM. Thus, activating the expression of Sprouty2 protein could reverse DCM. 
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1. 引言 

目前全世界大约有 4.25 亿糖尿病患者，患病率为 8.8%，且数据在进一步增加[1]。有数据显示，超

过半数的糖尿病患者死于相关心血管疾病并发症[2]。糖尿病性心肌病已经成为糖尿病患者最主要的致死

因素。近来的研究[3] [4]发现，糖尿病心肌中发生的脂质代谢紊乱、线粒体损伤、氧化应激等，最终都会
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引发心肌纤维化而导致心力衰竭[5]。 
研究表明，Sprouty 蛋白表达的变化，可导致 RTK 等信号通路异常，引起组织生长发育失调、细胞

异常增生及转化，从而在各种疾病的发生及疾病发展中具有重要的调控作用。 
其中 Sprouty2 的过表达能够抑制血管内皮细胞的增殖，参与心血管系统病变。综上所述，本实验将

首次研究 Sprouty2 在糖尿病性心肌中的表达，证实其是否参与了糖尿病性心肌病心肌纤维化的病变发展。

同时，本实验采用 Sprouty2 干扰，进一步观察 DCM 的纤维化程度变化，明确 Sprouty2 是促进或是抑制

DCM 的进展，为深化糖尿病性心肌病纤维化提供理论依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

2.1.1. 实验动物 
选择购自辽宁长生生物有限公司的 SPF 级雄性大鼠(6 周龄)共 24 只，体重(200 ± 20) g。在牡丹江医

学院动物房进行饲养，自由摄取饲料和水，湿度和温度在正常范围，12 h 循环光暗交替。常规适应性喂

养 1 周，将大鼠按每笼 3 只随机分配，本实验已经通过牡丹江医学院动物伦理委员会审查并获得批准。 

2.1.2. 实验试剂与仪器 
链脲佐菌素(STZ) (美国 Sigma 公司)，高脂高糖饲料(成分包括胆固醇、玉米淀粉、蔗糖、纤维素、

豆油等)购自小黍有泰(北京)生物科技有限公司，维持饲料由辽宁长生生物技术股份有限公司加工制备。

Masson 染色试剂盒和天狼猩红染色液购自北京索莱宝科技有限公司。TUNEL 染色试剂盒(碧云天生物

技术公司)。α-SMA 单克隆抗体(碧云天生物技术公司)，Sprouty2 慢病毒 shRNA (沈阳万类生物科技有

限公司)。血糖测试仪和血糖试纸(上海罗氏公司)，石蜡切片机(德国 Leica 公司)，正置显微镜(德国 Leica
公司)。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 动物分组与模型制备 
将 24 只 SD 大鼠随机分组，按每 3 只大鼠一笼进行喂养，实验分组为正常大鼠(NC 组)、糖尿病心肌

病大鼠(DCM 组)、糖尿病心肌病大鼠 + Sprouty2 慢病毒干扰组(DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组)。正常组

大鼠进行普通饲料喂养，而剩余其他组别大鼠进行高脂高糖饮食，自由饮水[6]。高脂条件下持续喂养 4
周后，将 NC 组、DCM 组和 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组进行单次腹腔注射链脲佐菌素 stz30 mg/kg，
其余大鼠腹腔注射柠檬酸钠缓冲液。之后经尾静脉采血测量，当空腹血糖大于≥11.1 mmol/L 时并且连

续测量 2 至 3 天，建立 2 型糖尿病模型，喂养直至 12 周然后用 Sprouty2 慢病毒对模型组大鼠进行转染，

1 × 108 TU 慢病毒 shRNA 溶于 50 µLPBS 中制成溶液经尾静脉转染，在 16 周进行超声心动图测定并处

死取材。 

2.2.2. 空腹血糖测量 
将各组大鼠夜间禁食 12 小时，饮水正常，经尾静脉取血测量并记录。为了比较各组大鼠转染前后血

糖，每间隔 7 天测量一次。 

2.2.3. 超声心动图 
用水合氯醛腹腔注射对各组大鼠进行麻醉，之后将大鼠置于仰卧位剪去胸毛，采用 Esaote 超声成像

系统，在转染后 4 周对大鼠进行心功能测量，测量指标包括左心室射血分数(ejection fraction, EF)和左心

室短轴缩短(shortening fraction, FS)。 
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2.2.4. HE 染色 
将各组大鼠处死后取材，放置在 4%多聚甲醛固定，脱水之后进行石蜡包埋，切片烘片：1) 二甲苯

浸泡 10 min；2) 逆向梯度乙醇脱水各 5 min；3) 蒸馏水清洗；4) 苏木素染液 10 min；5) 过水，盐酸乙

酸稍浸泡；6) 过水 3 min；7) 氨水处理 30 s；8) 滴加伊红；9) 再次顺浓度酒精脱水；10) 二甲苯浸泡 2
次；11) 封固并拍照。 

2.2.5. Masson 染色 
切片 5μm，烘片 3 到 4 小时：1) 二甲苯浸泡 10 min；2)逆向梯度乙醇脱水各 5 min；3)蒸馏水洗 5 min；

4)加入 Bouin 液，于温室作用 3 h，蒸馏水冲洗；5) 天青石蓝染色，稍水洗；6) 苏木素染液 5 min，水洗

数秒；7) 丽春红品红染色液滴染 10 min，水洗数秒；8) 滴加磷钼酸溶液 10 min；9) 滴入苯胺蓝染色染

液 5 min；10) 弱酸溶液处理 2 min，反复两次；11) 乙醇脱水 10 s；12) 二甲苯 5 min；13) 中性树胶封

固并拍照。 

2.2.6. 天狼猩红染色 
将心肌组织切片 5 μm，烘片 4 个小时：1) 二甲苯浸泡 10 min；2) 梯度酒精脱水各 5 min；3) 蒸馏

水洗 5 min；4) 天狼星红染液浸泡 1 h；5) 醋酸溶液浸泡数秒；6) 顺浓度酒精脱水；7) 中性树脂盖片；

8) 显微镜下观察并拍照。 

2.2.7. 免疫组织化学 
将心肌组织切片 5 μm，65℃烘片 4 个小时：1) 二甲苯Ⅰ浸泡 5 min，二甲苯Ⅱ浸泡 5 min；2) 逆

浓度乙醇脱水各 5 min；3) 蒸馏水清洗；4) 抗原修复，在 3% H2O2 溶液中浸泡 10 min，一蒸水清洗；

5) 80%乙醇溶液 5 min；6) 在煮沸的柠檬酸钠溶液中保温 15 min，冷却 2 h；7) PBS 溶液洗 2~3 次，每

次 5 min；8) 5% BSA 溶液封闭 1 h；9) 滴加一抗，4℃冰箱过夜；10) 再次 PBS 溶液清洗；11) 滴加二

抗，PBS 溶液清洗 3 次；12) 显色液显色 5~10 min；13) 苏木素染色；14) 顺浓度乙醇脱水，封片并显

微镜下观察。 

2.2.8. TUNEL 染色 
1) 二甲苯脱蜡 10 min；2) 更换二甲苯脱蜡 10 min；3) 100%乙醇浸泡 5 min；4) 90%、70%乙醇浸泡

5 min；5) 水洗；6) 滴加蛋白酶 K 溶液，室温 30 min；7) PBS 溶液清洗 3 次；8) 滴加 TUNEL 检测液，

室温避光 60 min；9) PBS 溶液清洗；10) 封片并在荧光显微镜下观察。 

2.2.9. 统计学方法  
实验数据采用 SPSS25.0 软件进行分析，多个组别间采用单因素方差分析(One Way ANOVA)。组间

比较进行方差分析时，采用 LSD 检验。认为 p < 0.05 差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 血糖 

正常组大鼠进食量和饮水量均正常，排尿排便正常，生理情况良好。与正常组比较，糖尿病心肌病

大鼠后期精神状状态明显欠佳，饮血量增加，排尿量增加，且部分大鼠尿中带有强烈的酮味，生理情况

较差。如表 1 所示，正常组大鼠空腹血糖均维持在正常值范围内(3.9~6.1)，并且转染前后血糖无明显波

动。与 NC 组相比，DCM 组大鼠空腹血糖在转染前均已大于 11.1 mmol/L，符合糖尿病血糖升高的表现，

并且在转染后随着时间的进展空腹血糖值一直维持大于 11.1 mmol/L，差异有统计学意义(p < 0.05)；与

DCM 组大鼠比较，DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组在转染后，空腹血糖值有所升高，差异有统计学意义(p 
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< 0.05)说明抑制 Sprouty2 的表达会加重糖尿病的症状(表 1)。 
 
Table 1. Changes of blood glucose in rats of each group 
表 1. 各组大鼠血糖变化 

 n 转染前 转染后 7d 转染后 14d 转染后 21d 转染后 30d 

正常组 8 5.08 ± 0.06 5.26 ± 0.09 5.21 ± 0.15 5.27 ± 0.19 5.28 ± 0.17 

DCM 组 8 24.01 ± 0.19* 23.92 ± 0.15* 23.81 ± 0.18* 23.90 ± 0.18* 23.98 ± 0.11* 

DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组 8 23.71 ± 0.21* 23.83 ± 0.19*# 24.77 ± 0.15*# 27.02 ± 1.84*# 29.21 ± 1.96*# 

注：与正常组比较，*p < 0.05 有统计学意义；转染前比较，#p < 0.05 有统计学意义。 

3.2. EF 和 FS 

与正常大鼠相比较，DCM 组和 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组大鼠左心室射血分数 EF 和左心室短

轴缩短率 FS 有所下降；与 DCM 组相比，DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组大鼠心肌左心室射血分数 EF 和

左心室短轴缩短率 FS 又进一步下降，差异有统计学意义(p < 0.05) (图 1，表 2)。 
 

 

 
注：图 A 为 NC 组；图 B 为 DCM 组；图 C 为 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组(×200) 

Figure 1. Echocardiographic changes in each group of rats 
图 1. 各组大鼠超声心动图变化 
 
Table 2. Changes of cardiac function in each group 
表 2. 各组大鼠心功能变化情况 

 n EF (%) FS (%) 

正常组 8 81.51 ± 1.16 44.28 ± 1.19 

DCM 组 8 64.78 ± 2.83* 30.43 ± 1.26* 

DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组 8 60.59 ± 1.46*# 27.33 ± 1.04*# 

注：与正常组比较，*p < 0.05 有统计学意义；与 DCM 组比较，#p < 0.05 有统计学意义。 
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3.3. 心肌组织病理学染色 

正常组大鼠心肌细胞胞质染色均匀，心肌纤维排列较为整齐，局部无炎性细胞聚集。而 DCM 组大

鼠出现局部肌纤维断裂且排列紊乱，出现少量炎性细胞；与 DCM 组大鼠相比较，DCM + Sprouty2 慢病

毒干扰组会加重肌纤维的断裂，出现坏死的心肌细胞(图 2)。进一步通过 Masson 染色可以观察到蓝色胶

原纤维的表达，NC组大鼠心肌组织中几乎没有胶原纤维的表达，而DCM组大鼠局部出现蓝色胶原纤维，

且分布于血管周围，DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组会出现大面积胶原纤维的产生(图 3)。在天狼猩红染色

上表现出，抑制 Sprouty2 蛋白的表达会促进胶原纤维的产生，从而加重心肌纤维化(图 4)。 
 

 
注：图 A 为 NC 组；图 B 为 DCM 组；图 C 为 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组(×200) 

Figure 2. HE staining was used to observe the changes of myocardial structure 
图 2. HE 染色观察各组大鼠心肌结构变化 
 

 
注：图 A 为 NC 组；图 B 为 DCM 组；图 C 为 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组(×200) 

Figure 3. Masson observation of changes in collagen fibers 
图 3. Masson 观察胶原纤维的变化 
 

 
注：图 A 为 NC 组；图 B 为 DCM 组；图 C 为 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组(×200) 

Figure 4. Picrosirius red staining was used to observe the changes of collagen fibers 
图 4. 天狼猩红染色观察胶原纤维的变化 
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3.4. TUNEL 

在 TUNEL 染色中凋亡细胞表现为荧光绿色，在 NC 组心肌组织中有少量的凋亡细胞，而在 DCM 组

中凋亡细胞数量有所上升，进一步观察，DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组中凋亡细胞数量明显增多，说明

抑制 Sprouty2 蛋白的表达会促进心肌细胞的凋亡(图 5)。 
 

 
注：图 A 为 NC 组；图 B 为 DCM 组；图 C 为 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组 

Figure 5. Changes of TUNEL staining in rats of each group 
图 5. 各组大鼠 TUNEL 染色变化情况 

3.5. Sprouty2 及 α-SMA 

与正常的心肌组织相比，DCM 组和 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组大鼠心肌组织中 α-SMA 表达明显

增加，Sprouty2 蛋白表达量下降，而与 DCM 组相比较，α-SMA 表达有所上调，Sprouty2 蛋白进一步下

降。以上结果说明 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组转染成功，并且下调 Sprouty2 蛋白的表达会导致心肌心

肌纤维化的加重(图 6)。 
 

 
注：图 A 为 NC 组；图 B 为 DCM 组；图 C 为 DCM + Sprouty2 慢病毒干扰组(×400) 

Figure 6. Changes of immunohistochemical staining in rats of each group 
图 6. 各组大鼠免疫组化染色的变化情况 
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4. 讨论 

糖尿病心肌病的发病率和病死率不断上升，已然成为糖尿病患者危及生命的主要原因[7]。糖尿病心

肌病会导致一系列影响心功能的改变，包括早期出现心肌结构和心肌细胞的坏死，会出现左心室心肌肥

大，心肌硬度增加，舒张功能障碍，而晚期进展出现收缩功能异常，导致心力衰竭严重的会发生猝死[8]，
如今研究认为高血糖导致的心肌细胞凋亡、线粒体结构功能异常导致活性氧的产生而加重心肌损伤[9]，
进而促进胶原蛋白的生成引发心肌纤维化，是糖尿病性心肌病最具特征性的病理变化。本实验首先通过

对 SD 大鼠高脂饮食后腹腔注射 STZ 的方式建造 2 型糖尿病模型，4 周后 DCM 组大鼠空腹血糖升高，大

鼠其他一般情况也符合 2 型糖尿病的特征，说明糖尿病模型成功。对大鼠心功能进行检测，与正常组相

比，DCM 组出现心肌肥厚，左心室射血分数和左心室短轴缩短率明显下降，证明发展为糖尿病心肌病。 
Sprouty 蛋白参与增殖、运动、存活等多种病理过程，可以改善心肌肥大[10]，抑制内皮细胞和血管

平滑肌细胞增殖、转化及新生血管形成[11]。Sprouty 蛋白大致分为四种亚型[12]：Sprouty1-4，Sprouty
蛋白最早是在果蝇身上提取得到的，被发现作为抑制 Ras/MAPK 的信号通路的特异性蛋白，依赖其高度

的保守性来参与各种疾病的调控[13]，主要参与肿瘤细胞的产生、迁移、浸润及增殖。同时研究发现 Sprouty
蛋白对心血管系统具有一定的影响，其家族中 Sprouty1 通过降低 ERK 通路去磷酸化修饰程度抑制 ERK
通路的激活从而阻止心肌肥厚的进一步发展，而 Sprouty2 过表达抑制血管内皮细胞的增殖。在本研究中，

DCM 组大鼠 Sprouty2 蛋白表达降低，说明糖尿病性心肌病的发生影响其表达。为进一步探讨 Sprouty2
对于 DCM 纤维化的作用，通过慢病毒转染来抑制 Sprouty2 蛋白的表达，结果发现 DCM + Sprouty2 慢病

毒干扰组与 DCM 比较空腹血糖值进一步升高，心功能射血分数和短轴缩短率下降，进而通过病理学染

色观察到抑制其表达加重心肌纤维断裂，出现炎性细胞，胶原纤维表达明显增加。在 TUNEL 凋亡实验

中，与 DCM 组心肌细胞相比，凋亡细胞增多，在免疫组化和蛋白表达水平发现 α-SMA 表达显著增强。 
综上所述，降低 Sprouty2 的表达会促进糖尿病心肌病的发展，可能通过促进心肌细胞的凋亡和心肌

纤维化而发生，本实验结果丰富了 Sprouty2 蛋白的作用范畴，同时也充实了 DCM 的发生机制，其中的

具体机制有待进一步探究。 
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