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Abstract
AIM: To explore the effect of a metabolic inhibi-
tor of hydrogen sulfide on apoptosis of liver 
cells in rats with cirrhosis, and to explore the 
mechanism underlying the protective effect of 
hydrogen sulfide against cirrhosis. 

METHODS: Forty female SD rats were ran-
domly divided into four groups: normal con-
trols (group N), normal controls treated with 
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内源性硫化氢对肝硬化大鼠肝细胞凋亡的影响

刘 浩, 郑 勇, 陈卫刚, 赵 瑾, 李 睿, 张 宁, 刘 芳, 阎继攀 

®

■背景资料
硫化氢是存在于
哺乳动物体内的
第3种新型的内源
性气体信号分子, 
有着广泛的生物
学效应. 近年研究
证实其具有调节
病理状态下细胞
凋亡的作用, 课题
组前期研究也表
明其在肝纤维化
的发生发展过程
中及门脉高压的
调节方面起着重
要作用. 

propargylglycine (PPG) (group P), cirrhotic rats 
(group H), and cirrhotic rats treated with PPG 
(group PH). Rats in groups H and PH were 
subjected to induction of cirrhosis by injecting 
carbon tetrachloride (CCl4). Rats in groups P 
and PH were injected with PPG (30 mg/kg·d) to 
decrease the content of hydrogen sulfide in the 
liver. Rats in groups N and H were injected with 
equal volume of normal saline. The distribution 
of cystathionine-γ-lyase (CSE) in the liver was 
examined by immunohistochemistry. The apop-
tosis of liver cells was detected by TUNEL assay. 
The expression of Bax and Bcl-2 in liver cells was 
detected by Western blot. 

RESULTS: Compared to group N, apoptosis 
index (AI) significantly increased (P = 0.000) and 
expression of Bax was significantly up-regulated 
(P = 0.001) in group H. Compared to group H, 
AI and expression of Bax significantly increased 
(P = 0.000, 0.021), and CSE decreased (P = 0.029) 
in group PH.

CONCLUSION: Inhibition of hydrogen sulfide 
promotes apoptosis of liver cells in rats with 
cirrhosis possibly by regulating the expression 
of Bax.

Key Words: Hydrogen sulfide; Cirrhosis; Bax; Bcl-2; 
Apoptosis
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摘要 
目的: 探讨硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)代谢
酶抑制剂对肝硬化大鼠肝细胞凋亡的影响, 进
一步了解内源性H2S在大鼠肝硬化过程中发
挥保护性作用的机制.

方法: 将40只♀SD大鼠分为4组, 正常对照组
(N组), 正常对照组+炔丙基甘氨酸(PPG)组(P
组), 肝硬化组(H组), 肝硬化+PPG组(PH组). H
组、PH组利用CCL4复合因素法复制肝硬化
大鼠模型, P组和PH组给予腹腔注射PPG(30 
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■研发前沿
肝细胞的病理性
凋亡是各种肝脏
疾病中最重要的
影响因素之一, 研
究表明其可启动
并促进肝纤维化
的发生, 因此, 如
何能有效阻止肝
细胞的病理性凋
亡将成为慢性肝
病治疗的新方向.

mg/kg·d)减少大鼠体内H2S含量; N组和H组腹
腔注射同等剂量的生理盐水. 免疫组织化学法
检测大鼠肝组织中细胞胱硫醚γ裂解酶(CSE)
的表达, Tunel法检测大鼠肝组织中肝细胞的
凋亡, Western-blot法检测大鼠肝组织中凋亡
相关蛋白Bax、Bcl-2的表达.

结果: H组与N组相比, 凋亡指数(AI)明显升
高(P  = 0.000), 凋亡促进蛋白Bax表达升高(P = 
0.001); PH组与H组相比, CSE表达降低(P  = 
0.029), AI明显升高(P  = 0.000), Bax表达增高(P 
= 0.021), 差异均具有统计学意义. Bcl-2在各
组间的表达无显著性差异(P  = 0.742).

结论: H2S代谢酶抑制剂可促进肝硬化大鼠肝
细胞的凋亡, 其作用机制可能与其调节Bax的
表达有关.

关键词: 硫化氢; 肝硬化; Bax; Bcl-2; 凋亡
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0  引言  

内源性硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)是继NO和

CO之后发现的第3种新型气体信号分子, 在体内

主要是通过细胞胱硫醚β合成酶(CBS)、CSE催
化L-半胱氨酸而产生. 目前研究证实其存在于人

体多个系统中, 具有扩张血管[1]、心肌保护[2]、

抗炎等作用[3]. 近年研究证实其在肝纤维化及门

脉高压的发生发展过程中起着重要的保护性作

用[4-6]. 本实验通过复制肝硬化大鼠模型, 给予干

预措施改变大鼠体内H2S含量后观察肝组织中

肝细胞凋亡的变化及凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2
表达的变化, 进而探讨H2S在肝硬化过程中发挥

保护性作用的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 实验所用40只SD大鼠(SPF级)购自新疆

医科大学实验动物中心, 为同期出生纯种系, ♀, 
体质量200 g左右. Tunel试剂盒购自Roche公司; 
小鼠抗大鼠CSE单克隆一抗购自SANTA Cruz公
司; 兔抗鼠Bcl-2多克隆一抗购自Abcam公司; 兔
抗鼠Bax单克隆一抗购自SANTA Cruz公司; 二抗

检测试剂盒均购自北京中杉金桥有限公司, 化
学光试剂盒购自Pierce公司; 变性型裂解液购自

Bioteke公司; PPG购自Sigma公司, 其余试剂为

国产分析纯.
1.2 方法

1.2.1大鼠分组及肝硬化模型的制备: 将40只大

鼠平均分为4组, H组、PH组给予皮下注射40%
的CCL4植物油溶液, 4 d 1次, 以30%的乙醇溶液

代替饮用水; 先给予高脂饮食2 wk, 再给予高胆

固醇饮食; 非造模组大鼠给予同期皮下注射同

等剂量的生理盐水. 造模时间为52 d. 模型制备

成功后, P组与PH组大鼠给予腹腔注射PPG(30 
mg/kg·d)干预体内H2S的合成, 进而降低体内H2S
的含量, N组和H组给予腹腔注射同等剂量的生

理盐水, 共注射7 d.
1.2.2 标本的留取: 干预措施完成后, 采用颈椎脱

臼法处死大鼠. 取大鼠肝组织一块置于30%甲醛

溶液中固定后进行石蜡包埋, 另取新鲜肝组织

一块置于液氮中速冻后转移至-80 ℃冰箱备用.
1.2.3 免疫组织化学法检测肝组织中CSE蛋白的

表达: 石蜡包埋组织制作切片(4 μm). 切片常规

脱蜡至水, 3%双氧水甲醇中浸泡10 min以阻断

内源性过氧化物酶. 枸橼酸修复液微波炉中高

火修复至冒泡后再低火修复20 min, 冷却至室温

后加小鼠抗大鼠CSE一抗(1∶1 200), 置于4 ℃
冰箱过夜. 次日PBS冲洗切片5 min×3, 后加山

羊抗小鼠二抗(两步法PV60002), 37 ℃温箱中孵

育30 min后PBS冲洗5 min×3, DAB显色, 显微镜

下边显色边观察以观察控制显色时间, 显色后

用自来水冲洗去DAB, 苏木素复染, 脱水, 透明, 
中性树胶封片. 阳性部位在胞质处显棕黄色. 按
阳性细胞百分率及染色强度进行双评分每张标

本切片随机选择5个区域, 计数阳性细胞数和阴

性细胞数, 进而计算其阳性表达率(%) = 阳性细

胞数/(阳性细胞数+阴性细胞数)×100%.
1.2.4 Tunel法检测肝组织中肝细胞的凋亡: 石
蜡切片常规脱蜡至水 ,  3%双氧水甲醇中浸泡 
10 min以阻断内源性过氧化物酶, PBS冲洗5 min
×3; 蛋白酶K(15 mg/L)37 ℃温箱中孵育7 min;  
200 mL/L胎牛血清室温下封闭20 min; 用滤纸吸

去残留液后滴加反应液50 μL(TdT 3 μL, 荧光素

连接的核苷酸混合缓冲液47 μL, 阴性对照片不加

TdT), 37 ℃温箱中孵育45 min, PBS冲洗5 min×3; 
20%山羊血清室温下封闭20 min, 加POD转换剂

(原液1∶2稀释), 置于37 ℃温箱中孵育30 min, 显
微镜下DAB显色, 苏木素复染, 脱水, 透明, 封片. 
阳性部位在细胞核处显棕黄色或棕褐色. 计数5
个高倍镜视野下100个肝细胞核中阳性细胞的

个数, 取其均值为凋亡指数.
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■相关报道
康凯等的研究表
明, 在大鼠缺血再
灌注损伤模型建
立后, 大鼠肝细胞
的凋亡明显增加, 
而给予H2S代谢酶
抑制剂降低组织
中H2S含量后, 肝
细胞的凋亡进一
步增加, 表明H2S
缺乏可促进缺血
再灌注所引起的
这种病理性肝细
胞凋亡.

1.2.5 Western Blot法检测肝组织中Bax、Bcl-2
的表达: 组织裂解液提取肝组织中总蛋白, 核算

测定仪测定蛋白浓度, 均衡各组间蛋白浓度后

加上样缓冲液煮沸, 置于-20 ℃冰箱保存备用. 
加样10 μL在SDS-PAGE凝胶中进行电泳分离,  
Mark进行位置标记. 湿转法将蛋白从凝胶中转

至PVDF膜上(21 V 40 min). 5%BSA室温下封闭

2 h, 分别加Bax(1∶400)、Bcl-2(1∶400)一抗, 室
温下孵育2 h后转至4 ℃冰箱过夜. TBST洗膜后

加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温下孵育

90 min, TBST洗膜后加入化学发光试剂曝光, 显
影、定影后将胶片置于凝胶成像系统中测条带

吸光度值(A ).
统计学处理 采用SPSS17.0软件进行统计学

分析, 采用完全随机设计方差分析法及χ2检验对

数据进行组间比较, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 肝组织中CSE蛋白的表达 CSE蛋白定位于细

胞浆, 染色后呈棕黄色(图1). 主要表达于肝细胞, 
各组大鼠肝组织CSE蛋白表达(表1). PH组(40%)
较H组(88.9%)表达降低, 两组之间的差异有统计

学意义(P＜0.05). H组较N组阳性率略降低, 差异

无统计学意义.
2.2 肝组织中肝细胞的凋亡 凋亡肝细胞核呈棕

黄色或黄褐色. N组大鼠偶见肝细胞凋亡, P组
大鼠较N组大鼠其凋亡指数略降低, 差异无统

计学意义. H组大鼠凋亡指数较N组明显增高

(P <0.01), 给予PPG干预后的PH组其凋亡指数较

H组明显升高(P <0.05), 差异均具有统计学意义

(表1).
2.3 肝组织中Bax、Bcl-2的表达 凋亡抑制蛋白

Bcl-2条带的A值在各组之间无明显差异. 与N组

比较, H组Bax条带的A值降低, 表明其蛋白表达

升高(P <0.05); 与H组相比, PH组Bax条带的A值

降低, 表明其蛋白表达增高(P <0.05), 差异均具

有统计学意义(表2).

3  讨论

肝硬化是一种由不同损伤因素长期作用于肝脏, 
引起的以肝组织弥漫性纤维化、假小叶和结节

再生形成为特征的慢性肝病. 临床上有多系统

受累, 以肝功能损害和门静脉高压为主要表现, 

图  1  CSE在各组肝组织中的表达(DABX200). A: N组; B: P组; C: H组; D: PH组.

A B

DC

表  1  肝组织中CSE蛋白的表达及凋亡指数

     分组       n        CSE 阳性率(%)   凋亡指数(AI)

± ＋ ＋＋

N组     10  0  6   4   100.0   4.10±3.02

P组     10  2  7   1     80.0   3.82±2.47

H组       9  1  6   2     88.9 12.58±3.45b

PH组     10  6  4   0     40.0a 16.51±3.08ab

aP<0.05 vs  H组; bP<0.01 vs  N组.
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■创新盘点
本研究结果表明, 
肝 硬 化 大 鼠 H 2S
缺乏可促进肝细
胞的病理性凋亡, 
而病理性凋亡又
可能通过相应的
途径加快肝纤维
化的进展, 甚至增
加门静脉压力. 因
此, 如何避免体内
H2S缺乏甚至增加
体内H2S含量可能
会成为肝硬化及
门脉高压治疗的
新的发展方向.晚期常出现消化系出血、肝性脑病、继发感染

等严重并发症. H2S是一种新型的内源性气体信

号分子, 存在于人体多个系统中, 有着广泛的生

物学效应. 课题组前期研究结果表明H2S在肝硬

化的发生发展过程中表达逐渐降低且门静脉血

中H2S的下降程度大于下腔静脉[6,7]; 肝硬化大鼠

给予H2S代谢酶抑制剂后门静脉压力升高[4,5]; 且
H2S与先前的2种气体信号分子NO、CO存在相

互作用[8]. 提示H2S在肝硬化的发生发展过程中

及调节门静脉压力方面发挥重要的作用.
肝细胞凋亡是肝脏疾病中最重要的影响因

素之一, 在正常肝脏发育及多种肝脏疾病的发生

过程中起着重要作用[9,10]. 肝脏在受到持续性损

伤因素作用时, 体内预存的肝细胞死亡程序被激

活, 肝细胞凋亡增加, 产生大量的凋亡小体. 凋亡

小体被肝星状细胞吞噬后则可激活肝星状细胞, 
进而产生大量的细胞外基质及胶原蛋白, 最终导

致肝纤维化的形成. 因此, 可以认为肝细胞病理

性凋亡和肝纤维化发生密切相关, 病理性肝细胞

的凋亡启动并促进了肝纤维化的发生[11]. 在细胞

凋亡过程中, Bcl-2家族成员起着至关重要的作

用. Bcl-2家族可以分为2大类: 一类凋亡促进基

因, 包括Bax、Bad、Bak等; 另一类是以Bcl-2为
代表的凋亡抑制基因. 研究发现Bax/Bcl-2两蛋白

之间的比例关系是决定对细胞凋亡抑制作用强

弱的关键因素, 因此认为, Bax是极重要的促细胞

凋亡基因之一. 已有研究表明, H2S在调节各种病

理性细胞凋亡中发挥重要作用. 在自发性高血压

大鼠中, H2S缺乏可引起大鼠主动脉平滑肌细胞

凋亡减少[12], 促进了血管的重建, 加重自发性高

血压的高压状态; 另外, H2S还可调节由缺氧诱导

的人胚肺成纤维细胞的凋亡[13]; 在心肌及肝脏缺

血再灌注损伤中, H2S缺乏均可加重由缺血再灌

注引起的心肌细胞及肝细胞的凋亡[14,15].
本实验的研究结果表明, 正常肝组织中存

在CSE的表达, 肝硬化大鼠肝组织中CSE的表达

较正常组略降低, 肝硬化大鼠在给予H2S代谢酶

抑制剂PPG后CSE表达明显降低, 这与课题组前

期研究结果一致, 表明PPG可下调H2S/CSE体系, 
进而引起肝组织中H2S含量的降低. 细胞凋亡在

确保组织的正常发育及维持内环境稳定方面发

挥重要作用, 因此正常大鼠中偶可见凋亡细胞, 
正常大鼠给予PPG后凋亡指数无明显变化, 表明

在正常大鼠中, 病理性凋亡程序未被启动时H2S
对细胞的凋亡无明显调节作用; 肝硬化发生时

体内预存的肝细胞死亡程序被激活, 所以凋亡

细胞较正常大鼠明显增多, 而给予H2S代谢酶抑

制剂降低肝组织H2S含量后肝硬化大鼠肝细胞

凋亡进一步增多, 说明H2S缺乏可促进肝硬化大

鼠肝细胞凋亡.
有研究表明, H2S在心肌缺血再灌注损伤时

发挥其保护性作用是通过调节心肌中Bax的表

达来实现的, 而该过程中Bcl-2的表达则无明显

变化; 关于H2S调节中性粒细胞的凋亡实验也表

明H2S可调节中性粒细胞的凋亡, 而在该调节过

程中凋亡抑制蛋白Bcl-2的表达则无明显变化[16]. 
Bax和Bcl-2作为线粒体凋亡通路上的2个凋亡调

节蛋白, 具有相互拮抗的作用, 每一种蛋白的表

达变化均不能反应凋亡的发展, 而最终能决定

凋亡进展方向的是Bax/Bcl-2的比值. 在本实验

中, 尽管给予PPG后Bcl-2的表达无明显变化, 但
由于Bax的明显升高引起Bax/Bcl-2的升高, 仍可

以促使细胞向凋亡方向发展.
所以, 我们推测肝硬化大鼠给予了H2S代谢

酶抑制剂后H2S/CSE体系表达下调, H2S的下调

引起Bax表达的上调, 而对Bcl-2的表达无显著影

响, 故Bax/Bcl-2比值增高, 进而促使肝细胞向凋

亡方向发展, 使肝细胞凋亡增多. 而肝细胞凋亡

后产生的凋亡小体被肝星状细胞吞噬后引起肝

星状细胞激活, 进而引起细胞因子生成增加, 细
胞外基质合成增加,Ⅰ、Ⅲ型胶原合成增多. 同
时, 由于肝细胞凋亡增多, 肝细胞代谢、降解细

胞外基质及胶原的能力降低, 引起细胞外基质

的生成与降解的失衡, 进而促进肝纤维化的发

生与发展. 另外, 肝内细胞外基质及胶原的增多, 
可引起肝血窦闭塞或窦周纤维化, 进而引起窦

性门静脉循环受阻, 最终导致H2S缺乏状态下门

静脉压力的进一步升高.
总之, 我们的研究结果表明, 在H2S缺乏的

状态下, 肝硬化大鼠肝细胞的凋亡增加, 进而促

进肝纤维化启动与发生甚至引起门静脉压力的

进一步增高. 而在调节凋亡这一过程中, H2S又
有可能通过调节肝组织中Bax的表达进而改变

表  2  Bcl-2与Bax 吸光度值(mean±SD)

     分组          Bcl-2            Bax Bax/Bcl-2

N组   225.3±20.8    151.9±32.6      0.67

P组   227.3±19.4    181.7±31.8      0.79

H组   230.7±19.4    196.4±31.2a      0.85

PH组   227.1±18.4    220.1±14.9ac      0.97

aP<0.05 vs  N组; cP<0.05 vs  H组.
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Bax/Bcl-2比值来实现的.
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