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摘 要：【目的】本研究拟探讨磷脂酰肌醇 3激酶/蛋白激酶B/内皮型一氧化氮合酶（PI3K /Akt /eNOS）通路对硫

化氢（H2S）改善内皮细胞衰老的作用。【方法】建立 60 μmol/L过氧化氢（H2O2）诱导的人脐静脉内皮细胞（HUVEC）
衰老模型；衰老模型的评估及不同浓度硫氢化钠（NaHS）预处理对衰老的作用均通过检测纤溶酶原激活物抑制剂 1
（PAI-1）的表达水平和衰老相关β-半乳糖苷酶（SA-β-Gal）染色阳性率来研究评估。同时通过Western blot法检测

各组内皮细胞中蛋白激酶B（Akt）蛋白、磷酸化蛋白激酶B（p-Akt）蛋白和内皮型一氧化氮合酶（eNOS）蛋白的表达，

通过硝酸盐还原酶法检测一氧化氮（NO）含量。【结果】与对照组相比，HUVEC经 60 μmol/L H2O2预处理后，能显著

提高细胞 SA-β-gal阳性率和 PAI-1的表达。而NaHS的预处理可以显著减少 PAI-1的表达和细胞 SA-β-gal阳性

率，但可增加 p-Akt蛋白、eNOS蛋白的表达及增加NO含量。【结论】NaHS可以改善H2O2诱导的内皮细胞衰老，其机

制与PI3K/Akt/eNOS通路有关。
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Abstract：【Objective】To investigate the role of PI3K/Akt/eNOS signaling pathway in the protective effect of hydrogen
sulfide（H2S）on endothelial cell senescence induced by hydrogen peroxide（H2O2）.【Methods】Senescence in human umbil⁃
ical vein endothelial cells（HUVEC）was induced by 60 μmol/L H2O2 for 1 h，and the effects of NaHS on the senescence
were examined by the expression of plasminogen activator inhibitor 1（PAI-1）and senescence-associated β-galactosidase
（SA-β-Gal）staining. Meanwhile，the expression of protein kinase B（Akt），Phospho protein kinase B（p-Akt），and endo⁃
thelial nitric oxide synthase（eNOS）were examined by western blot，and the senescence-related parameters. The content
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of the nitric oxide（NO）was measured by nitrate reduction method.【Results】Compared with the control group，after be⁃
ing treated with 60 μmol/L H2O2，the number of SA-β-gal positive cells and the expression of PAI-1 were significantly in⁃
creased. However，after pretreatment of NaHS，the expression of PAI-1，the ratio of SA-β-gal positive cells was signifi⁃
cantly decreased，but the expression of p-Akt，eNOS and the NO concentration increased.【Conclusion】NaHS could re⁃
verse HUVEC senescence induced by H2O2，and this may be highly associated with PI3K/Akt/eNOS signaling pathway.

Key words：hydrogen sulfide；human umbilical vein endothelial cells；hydrogen peroxide；senescence；PI3K/Akt/
eNOS signaling pathway
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心血管病是我国城乡居民死亡的首要原因，心

血管病患者在今后的 10年仍将快速增长［1］，这对人

们的生命健康造成了极其严重的危害。从冠心病

发生发展机制的不断研究中发现，血管内皮细胞功

能的障碍是冠心病发展的主要促动因素［2］；更进一

步的研究发现内皮细胞的衰老是心脑血管事件发

生的重要因素［3］。因此，改善内皮细胞早期衰老对

于动脉粥样硬化的防治有着重要的意义［4］。继一

氧化碳（carbon monoxide，CO）和一氧化氮（nitric ox⁃
ide，NO）后，硫化氢（hydrogen sulfide，H2S）是被发现

的第 3个内源性气体信使［5］，能逆转动脉粥样硬化

斑块形成［6］。国内外的研究已经证实H2S可以对抗

被诱导的内皮细胞的衰老，使受损的内皮细胞功能

有所恢复［7］，详细的机制并未完全阐明。内皮细胞

中的内皮型一氧化氮合酶（endothelial nitric oxide
synthase，eNOS）可以促进NO的产生而发挥舒张血

管的作用，其活性和表达均受上游相关蛋白通路的

调节；脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-ki⁃
nase，PI3K）/蛋白激酶B（protein kinase B，Akt）通路

可以介导 eNOS的磷酸化，从而影响NO的含量［8］，

发挥抗细胞衰老作用。在细胞的增殖、生长及功能

等多方面，PI3K/Akt /eNOS信号通路均具有重要作

用［9］。近期已经有进一步的研究表明高糖导致的

内皮细胞损伤可以通过 PI3K/Akt /eNOS信号通路

被保护和改善［10］。因此，在内皮细胞的功能调控

中，启动 PI3K/Akt/eNOS信号通路从而发挥精准靶

向作用是至关重要的一个环节，有可能在人类动脉

血管病变的防治工作中发挥重要的作用。本研究

拟进一步探讨 PI3K/Akt/eNOS信号通路在外源性

H2S改善过氧化氢（hydrogen peroxide，H2O2）诱导的

人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endotheli⁃
al cells，HUVEC）衰老中的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材 料

原代HUVEC来源于我院产科健康剖宫产产妇

的脐带，实验选用第 2~4代HUVEC。内皮细胞的

提 取 试 剂 包 括 ：Ⅰ型 胶 原 酶（GIBCO 公 司）、

0.05%EDTA胰酶（GIBCO公司）；内皮细胞培养试

剂包括：M199培养基（GIBCO公司）、无血清培养基

（GIBCO公司）、胎牛血清（GIBCO公司），以及从BD
公司购买的内皮细胞生长添加剂（endothelial cell
growth supplement，ECGS）。硫氢化钠（NaHS）购自

于 Sigma公司，30 % H2O2购自于广州化学试剂厂，

衰老相关β-半乳糖苷酶（senescence-associated β-
galactosidase，SA-β-Gal）染色相关试剂。全蛋白提

取试剂盒、蛋白定量试剂盒（BCA）和NO测试盒分

别购买自南京凯基生物有限公司、上海生工生物技

术服务有限公司、南京建成生物工程研究所。从美

国的Millipore公司采购 PVDF膜、ECL plus超敏免

疫印迹检测试剂盒；凝胶电泳中所需要的甲叉双丙

烯酰胺和丙烯酰胺购买于美国Bio-Rad公司；牛血

清白蛋白（BSA）、十二烷基磺酸钠（SDS）、Tris碱、

过硫酸铵（AP）、Tween-20均采购自美国MBCHEM
公司。封闭液的主要成分（脱脂奶粉）为中国伊利

产品。依照实验所需要的蛋白抗体，从美国 Cell
Signaling Technology公司购买的 eNOS兔抗、Akt兔
抗以及 p-Akt鼠抗；从美国 Santa Cruz公司购买的

鼠抗Ⅰ型抗纤溶酶原激活物抑制剂（plasminogen
activator inhibitor 1，PAI-1）；从美国 Protein Tech
Group公司购买的兔抗GAPDH；从武汉博士德公司

购买的辣根酶标记羊抗兔 IgG，辣根酶标记羊抗鼠

IgG；实验所需要的 Marker 则购买自 Fermentas
公司。
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1.2 方 法

1.2.1 HUVEC原代提取及培养 本研究经中山大

学附属第三医院及中山大学附属中山医院伦理委

员会批准，符合Helsinki宣言中的原则，已取得患

者知情同意。原代HUVEC分离提取及培养参照目

前经典方法［11］，方法如下：在无菌条件下用 PBS冲
洗健康新生儿脐带 3遍，然后用 0.1 %Ⅰ型胶原酶

消化 15 min，收集胶原酶细胞混合液，300 ×g离心

7 min 后 弃 上 清 ，加 完 全 培 养 基（20 % FBS，
20 % SFM和 60 μg/mL ECGS）混匀种于铺有 0.2 %
明胶的 T25培养瓶中，置于 37 ℃，含有体积分数

5 % CO2的无菌培养箱中培养。经过一天的培养

后，取出培养瓶在超净工作台内用PBS冲洗去掉没

有贴壁生长的内皮细胞和残留未洗净的红细胞，然

后继续放置于 5 % CO2的无菌培养箱中培养。近年

来，国际上多采用血小板源内皮细胞粘附分子 1
（platelet endothelial cell adhesion molecule-1，
CD31）来鉴定内皮细胞，因此本实验取第 1代细胞，

消化收集后交由我院中心实验室对同一批所取

HUVEC检测细胞表面标志物CD31；并在普通倒置

显微镜下观察细胞。当细胞融合至 90 % 以上时，

在超净工作台内用含有 EDTA的 0.05 % 胰酶消化

传代至 T25培养瓶中，并继续传代培养。第 2~4代
HUVEC将作为我们实验所用的细胞。

1.2.2 衰老模型的建立及细胞分组 建立H2O2诱
导人脐静脉内皮细胞衰老模型，细胞分为空白对照

组（Control）和模型组（60 μmol/L H2O2）［12］；当细胞

生长至约 70 %时，加入 60 μmol/L H2O2刺激 1 h，后
换成正常培养基培养 24 h。通过 SA-β-Gal染色、

PAI-1表达鉴定模型是否成功。SA-β-Gal染色参

照既往方法进行［13］，简要过程如下：用 PBS轻轻清

洗细胞 2次，0.5 % 戊二醛溶液固定 5 min后，每孔

加入 1 mL染色工作液，用锡箔纸遮盖后将细胞置

于 37 °C下孵育 18 h。孵育结束后倒置显微镜下进

行计数和拍照，SA-β-Gal染色阳性率计算方法为：

连续计数 400个细胞，计算出蓝染细胞（即 SA-β-
Gal染色阳性细胞）数目/400个细胞的百分比。

PAI-1 蛋白表达检测方法参见Western blot部分；

在探讨硫化氢改善内皮细胞早衰及其机制时分为：

空白对照组（Control）、衰老模型组（60 μmol/L
H2O2）、50 μmol/L NaHS干预组、100 μmol/L NaHS
干预组和200 μmol/L NaHS干预组。

1.2.3 Western Blot 蛋白提取液预先配置好，严

格按照南京凯基生物有限公司全蛋白提取试剂盒

说明书进行操作，将磷酸酶抑制（7 μL）、蛋白酶抑

制剂（0.7 μL）和 PMSF（3.5 μL）加入到每 700 μL裂
解液里。实验所需每组细胞均使用 PBS清洗 2次，

将已经配制好的蛋白∥取液按照培养孔底面积而

计算出相应的量，逐个加入每组细胞培养孔底，并

放置于冰面上进行 10 min的裂解；到时间后，使用

细胞刮逐个板孔刮下每组细胞，再用移液枪将每组

细胞提取液吸至预先标记好的预冷EP管内；将装

有各组细胞提取液的EP管继续放置冰上于摇床上

进行 15 min的混匀裂解，结束后于 4 oC，14 000 ×g
离心 15 min；进行完以上的提取操作后，应用移液

枪吸取每组管内的上清液至新的分别标记的 EP
管，使用 BCA法测定蛋白浓度，分装保存于-80 oC
冰箱，作为我们实验所用各组蛋白提取液备进行下

一步实验。

每个泳道蛋白上样总量为 20 μg，SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离样品蛋白，电转移至偏聚二氟乙

烯（PVDF）膜上；使用 5 %脱脂奶粉室温封闭 1 h，分
别加入下列一抗：PAI-1鼠抗（1：1 000）、eNOS兔
抗（1：1 000）、Akt兔抗（1：1 000），以及 p-Akt鼠抗

（1：2 000），GAPDH（1：10 000），并放置于 4 oC冰

箱摇床上过夜；第二天弃去一抗，用 TBST（Tris 50
mmol/L，NaCl 100 mmol/L，pH7.5，含 1 %Tween20）
清洗 3次（每次 5 min），然后分别加入二抗：辣根酶

标记羊抗鼠 IgG（1：10 000）、辣根酶标记羊抗兔

IgG（1：10 000）；室温孵育 1 h后弃去二抗，放置于

1×TBST摇床上清洗 3次；使用ECL显影，蛋白条带

使用Quantity One软件进行分析。

1.2.4 细胞上清液NO含量测定 严格按照南京建

成生物研究所NO试剂盒说明书进行操作。简要的

过程如下：收集实验中各组内皮细胞上清液作为待

测样本；按照步骤加入样本 0.1 mL及混合试剂

0.4 mL（试剂一与试剂二 1：1混匀配制），37 ℃水浴

60 min；加入试剂三 0.2 mL、试剂四 0.1 mL，充分旋

涡混匀30 s，室温静置40 min，离心10 min；取各组上

清液 0.5 mL，均加入显色剂 0.6 mL混匀，室温静置

10 min，波长550 nm，光径0.5 cm，测定各组吸光度值。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 21.0分析软件，定量数据以均数±标
准差（x̄ ± s）表示；只有两组计量资料时，通过正态

性检验确认正态性和方差齐性后使用独立样本 t检
验；多组计量资料通过正态性检验和方差齐性检验
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确认为正态分布且方差齐后，数据组间差异性比较

采用单因素方差分析（one-way ANOVA），差异有统

计学意义时采用 LSD-t法进行组间两两比较。

P<0.05可认为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 内皮细胞的鉴定与衰老模型的建立

在倒置显微镜下，从脐带静脉消化下来的HU⁃
VEC初为圆形，接种 24 h后，细胞完全贴壁，早期细

胞呈现多角形，胞浆丰富，核清晰，核分裂相多见，

细胞融合后，呈典型的铺路石样排列（图 1A）；48～
72 h后原代细胞融合度 90%左右，以 1：2或者 1：3
传代。我院中心实验室检测细胞表面标志物CD31

的结果显示所取细胞的第一代细胞 CD31表达率

98.99%，符合内皮细胞特性（图 1B）。按照我们既

往的研究成果，选择 60 μmol/L H2O2作用于内皮细

胞 1 h可以有效诱导内皮细胞衰老而不出现明显凋

亡［14］。60 μmol/L H2O2加入到生长至约 70%的内皮

细胞进行刺激，1 h后换成正常培养基再培养 24 h。
通过 SA-β-gal衰老染色（图 2A、B），发现 60 μmol/
L H2O2 刺激组 SA- β -gal 阳性率显著增多（P <
0.001），两组数据满足方差齐性（F = 5.374，P =
0.081）；通过Western blot实验（图 2C、D），60 μmol/
L H2O2刺激组 PAI-1表达显著增加（P < 0.001），两

组数据满足方差齐性（F = 4.000，P = 0.116）；均通

过 t检验分析，与正常对照组相比，差异均具有统计

学意义。

A: Normal appearance;（× 40）B: Flow cytometry.
图1 人脐静脉内皮细胞的鉴定

Fig. 1 The identification of HUVEC

A，B：SA-β-gal staining of HUVEC after treatment with H2O2（× 100）. n =3/group，t = -20.125，1）P < 0.001 vs. Control by t test. C，D：Effect of
H2O2 pretreatment on the expression level of PAI-1 in HUVEC. n =3/group，t = -66.395，1）P < 0.001 vs. Control by t test.

图2 H2O2预处理对细胞衰老的影响

Fig. 2 The effects of H2O2 pretreatment on cell senescence
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2.2 NaHS对内皮细胞衰老的影响

根据我们既往的分组、研究，用不同浓度的

NaHS预处理细胞 24 h后，再加入 60 μmol/L H2O2刺
激细胞 1 h，并继续培养 24 h后，收集组细胞固定后

进行 SA-β-gal染色，以及各组蛋白进行 PAI-1蛋
白水平的测定。从图 3A、B中可以看出，与对照组

相比，60 μmol/L H2O2诱导衰老模型组 SA-β-gal阳
性率明显增加（P < 0.001），而加入 50 μmol/L，
100 μmol/L及 200 μmol/L NaHS预孵育 24 h组细胞

SA-β-gal阳性率明显低于衰老模型组（P < 0.001），
其改善程度具有浓度依赖性。同样，在图 3C、D中，

60 μmol/L H2O2诱导衰老模型组 PAI-1表达增加

（P < 0.001），而加入不同浓度NaHS预孵育组能减

少 PAI-1蛋白水平表达（P < 0.001），提示NaHS可
改善内皮细胞的衰老，其改善程度具有浓度依

赖性。

2.3 NaHS预处理对PI3K/Akt/eNOS通路的影响

首先，我们对各组细胞中的 p-Akt蛋白进行检

测。从图 4A、B看出，与对照组相比，60 μmol/L
H2O2诱导衰老模型组 p-Akt蛋白表达增多（P <
0.01），与衰老模型组相比，50 μmol/L，100 μmol/L
及 200 μmol/LNaHS预孵育 24 h组 p-Akt蛋白表达

进一步增多（P < 0.01），其增加程度具有NaHS浓度

依赖性；而各组Akt蛋白表达无明显差别。

然后我们进行了各组细胞 eNOS蛋白的检测。

60 μmol/L H2O2诱导衰老模型组 eNOS蛋白表达明

显减少（P < 0.001），与衰老模型组相比，100 μmol/
L及 200 μmol/L NaHS预孵育 24 h组 eNOS蛋白表

达显著增加（P < 0.001），其增加程度具有NaHS浓
度依赖性（图 4C、D）。提示NaHS可提高老年内皮

细胞的 eNOS蛋白活性，进而我们推测 NaHS可能

通过激活 PI3K/Akt/eNOS通路来对抗衰老。

A，B：SA-β-gal staining was performed in each group；Senescent cells were stained with blue color（× 100）. n =3/group，F = 156.183，P <
0.001. 1）P < 0.001 vs. Control；2）P < 0.001 vs. H2O2 by LSD-t test after ANOVA. C：Western blot for determining the protein levels of PAI-1. n =3/
group，F = 163.457，P < 0.001. 1）P < 0.001 vs. Control；2）P < 0.001 vs. H2O2 by LSD-t test after ANOVA.

图3 NaHS预处理对各组细胞衰老的影响

Fig. 3 Effect of NaHS pretreatment on the senescence of HUVEC
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2.4 NaHS预处理对衰老内皮细胞NO含量的影响

为了更加完整的证明和阐述PI3K/Akt/eNOS信
号通路可以促进内皮细胞中NO的产生从而发挥舒

张血管的作用，我们对每组细胞上清液中的NO含

量也进行了相关检测。与对照组相比，60 μmol/L
H2O2 诱 导 衰 老 模 型 组 NO 含 量 显 著 减 少（P <
0.001）。 而 加 入 50 μmol/L，100 μmol/L 及 200
μmol/L NaHS预孵育 24 h的 3组NO含量较早衰模

型组升高（P < 0.01），并且对NO含量的影响具有浓

度依赖性（图5）。

3 讨 论

我们在本研究中发现，HUVEC衰老模型组中

的 PAI-1蛋白表达和 SA-β-gal阳性细胞率均可被

外源性H2S减少，即外源性H2S成功的延缓了HU⁃
VEC的老化过程。NaHS的预处理可以改善H2O2诱
导的 HUVEC的衰老，可能是通过激活 PI3K/Akt/
eNOS通路来发挥其影响衰老的HUVEC的作用。

H2S是人体内的第 3种气体信号分子，在心血

管系统的功能保护中发挥了重要的作用［14］，有研究

发现，硫化氢可以延缓动脉粥样硬化斑块的形成，

及减小斑块，动脉粥样硬化形成的其中一个重要原

因就是体内H2S水平的下降［15］。我们课题组既往

研究也证实外源性H2S可以通过抗氧化应激［12］、调

控Sirt1/eNOS信号通路［16］来改善内皮细胞衰老。

n =3/group, F = 70.296, P < 0.001. 1)P < 0.001 vs. Control; 2)P =
0.004 vs. H2O2; 3)P < 0.001 vs. H2O2 by LSD-t test after ANOVA.

图5 NaHS预处理对各组细胞内NO含量的影响

Fig. 5 Effect of NaHS pretreatment on NO concentration
in HUVEC

A：The effects of NaHS on the protein expression p-Akt in HUVEC detected by Western blot. n =3/group，F = 69.547，P < 0.001. 1）P =
0.001 vs. Control；2）P = 0.002 vs. H2O2；3）P < 0.001 vs. H2O2 by LSD-t test after ANOVA. B：The effects of NaHS on the protein expression eNOS in
HUVEC detected by Western blot. n =3/group，F = 115.660，P < 0.001. 1）P < 0.001 vs. Control；2）P < 0.001 vs. H2O2 by LSD-t test after ANOVA.

图4 NaHS预处理对各组细胞PI3K/Akt/eNOS通路的影响

Fig. 4 Effect of NaHS pretreatment on PI3K/Akt/eNOS signaling pathway in HUVEC
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另一种气体信号分子NO主要由内 eNOS在内

皮细胞中产生［17］，可以减少细胞凋亡、抑制白细胞

和血小板对血管壁的粘附、舒张血管等。NO可以

单独或者与H2S协同舒张血管平滑肌；血管舒张效

应在单独应用H2S的情况下很微弱，而其舒张效应

在有NO存在的情况下可以增加13倍［18］。

PI3K是一种重要的细胞脂质激酶，它通过磷

酸化磷脂酰肌醇将磷脂酰肌醇-4，5二磷酸盐转化

为磷脂酰肌醇-3，4，5三磷酸盐，后者作为细胞内

重要的二级信使，将Akt招募到质膜上并使其发生

磷酸化。Akt在 PI3K/Akt信号通路中处于中心环

节，可以被上游很多种信号分子激活而被磷酸化，

同样，磷酸化的Akt则可进一步调节下游多种效应

分子的活化、表达等状态。磷酸化激活的Akt可通

过提高凋亡调控蛋白的表达来抑制细胞凋亡［19］，也

可以通过抑制磷酸酶和张力蛋白同源物来减轻血

管平滑肌细胞存活的抑制，从而保护心肌细胞免受

伤害［20］。eNOS同样是 Akt下游重要的一种底物，

可以被Akt直接磷酸化其 ser177位点而被激活［21］。

磷酸化Akt调节可以通过 PI3K/Akt/eNOS信号通路

增强 eNOS释放NO，发挥舒张血管的作用［22］，小鼠

主动脉内皮细胞功能障碍也可以通过 PI3K/Akt/
eNOS信号通路得到缓解［23］。目前，国内外关于H2S

与 Akt磷酸化相互关系的研究也逐渐增多，例如

H2S可以抑制Akt过度磷酸化从而延缓内皮细胞的

衰老［24-25］，而在另外的研究中发现H2S促进存活大

鼠模型中的新生血管的形成和生长，依赖于血管内

皮细胞中 PI3K/Akt通道的激活。我们本次的研究

也进一步丰富了H2S改善内皮细胞衰老，尤其是使

用H2O2诱导的内皮细胞早期衰老的机制。

在我们的实验研究中，衰老模型的 p-Akt表达

增多，说明Akt能影响衰老的进程，eNOS蛋白表达

减少，NO含量减少。而与衰老模型组相比，加入不

同浓度硫氢化钠预保护组 p-Akt蛋白表达进一步

增加，eNOS蛋白表达增加，同时，NO含量也呈现出

与H2S浓度梯度相关的增加。这样的结果，我们推

测可能是通过上调 PI3K/Akt路径，增加 eNOS蛋白

的表达，进而出现细胞NO含量的增加，从而发挥抗

内皮细胞衰老的作用。本研究经过实验发现NaHS
对内皮细胞衰老的改善作用可能与激活 PI3K/Akt/
eNOS信号通路有关，若要确定该信号通路在NaHS
改善衰老中的作用，还需要进一步使用信号通路特

异性抑制剂进行验证。综上所述，本次研究进一步

证实了H2S防治内皮细胞衰老的可行性，以及可能

作用机制；也为内皮细胞衰老和动脉粥样硬化的临

床干预都提供了新的思路和靶点。
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