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H2S在PI3K/AKT/GSK-3β信号通路中对大鼠肝纤维化的
影响
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■背景资料
硫化氢 ( s o d i u m 
hydrogen, H2S)作
为一种新型的气
体信号传导分子, 
其与肝纤维化的
联系越来越引起
人们的重视, 其抗
纤维化作用可能
与调节肝细胞的
增值与凋亡密切
相关. 本课题组前
期研究也证实, 其
与肝硬化肝细胞
凋亡有关. 
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Abstract
AIM: To investigate whether hydrogen sulfide 
(H2S) delays the process of experimental hepatic 
fibrosis through the phosphoinositide-3-kinase 
(PI3K)/AKT/glycogen synthesis kinase-3β (GSK-
3β) signal pathway.

METHODS: Sodium hydrogen sulphide (NaHS) 
was selected as the donor of H2S and LY294002 
as the specific blocker of PI3K/AKT signal-
ing. Forty-eight female SD rats were divided 
randomly and equally into 6 groups: a normal 
group (N group), a liver fibrosis group (C 
group), a DMSO group (D group), an LY294002 
intervention group (LY group), a NaHS inter-
vention group (S group), and an LY294002 + 
NaHS intervention group (LS group). Liver 
fibrosis was induced in rats with carbon tet-
rachloride. The above agents were given by 
intraperitoneal injection, once a day for a total 
of 12 times. For the N group and C group, 0.9% 
sodium chloride injection (6 mL/kg of body 
mass) was intraperitoneally injected; for the D 
group, 2‰ DMSO (6 mL/kg of body mass) was 
given; for the LY group, LY294002 solution 0.3 
mg/(kg•d) was given; for the S group, NaHS 
solution 56 μmol/(kg•d) was given; for the 
LS group, NaHS and LY294002 were given si-
multaneously. Fibrosis was staged using histo-
pathological methods. The expression of GSK-
3β was detected by Western blot.

RESULTS: Compared to the C group, the stage 
of fibrosis was downgraded (P < 0.01) and the 
expression of GSK-3β was decreased (P < 0.01) 
in the S group. Compared to the LS group, the 
expression of GSK-3β was increased in the LY 
group (P < 0.01) and was decreased in the S 
group (P < 0.01), and the stage of fibrosis in the S 
group was also downgraded (P < 0.01).

CONCLUSION: H2S can decrease the expression 
of GSK-3β and delay the process of liver fibrosis 
in rats through the PI3K/AKT/GSK-3β signal 
pathway.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Hydrogen sulfide; Hepatic fibrosis; 
PI3K/AKT; GSK-3β

Zhang CF, Yue YL, Zhang N, Song LX, Zhao Q, Yang XJ, 

■同行评议者
牛英才 ,  研究员 , 
齐齐哈尔医学院
医药科学研究所

2014-08-18|Volume 22|Issue 23|WCJD|www.wjgnet.com



3446               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年8月18日   第22卷   第23期 

■研发前沿
PI3K/AKT信号通
路与细胞增殖、
凋亡及转化等生
物学行为密切相
关, 近年来备受瞩
目. H2S通过PI3K/
AKT信号通路产
生的细胞保护作
用近年来成为研
究中的热点. 但在
抗肝纤维化方面
的报道较少.

Chen WG, Zheng Y. Hydrogen sulfide delays process 
of experimental hepatic fibrosis in rats through PI3K/
AKT/GSK-3β signal pathway. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2014; 22(23): 3445-3451  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/3445.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i23.3445 

摘要
目的: 探讨硫化氢(sodium hydrogen, H2S)在
磷酯酰肌醇3激酶(phosphoinositide-3-kinase, 
P I3K)/AKT/糖原合成酶激酶-3β(g lycogen 
synthesis kinase-3β, GSK-3β)信号通路中对大
鼠肝纤维化的影响.

方法: 选择硫氢化钠(sodium hydrogen, NaHS)
作为H2S的供体, LY294002作为PI3K/AKT
的特异性阻断剂. 将48只♀SD大鼠随机分为
6组: 正常对照组(N组)8只、肝纤维化组(C
组)8只、肝纤维化+DMSO溶剂对照组(D组)8
只、肝纤维化+PI3K/A K T信号通路抑制剂
LY294002组(LY组)8只、肝纤维化+NaHS组
(S组)8只、肝纤维化+LY294002+NaHS组(LS
组)8只, 采用四氯化碳复合因素复制肝纤维
化模型, 干预剂以腹腔注射, 1次/d, 共注射12
次. 具体如下: (1)N组和C组: 腹腔注射0.9%
氯化钠注射液, 剂量为6 mL/kg体质量; (2)D
组: 腹腔注射2‰DMSO溶液, 剂量为6 mL/kg
体质量; (3)LY组: 腹腔注射LY294002溶液, 剂
量为0.3 mg/(kg•d); (4)S组: 腹腔注射NaHS溶
液, 剂量为56 μmol/(kg•d); (5)LS组, 同时注射
LY294002溶液和NaHS溶液, 剂量同LY组和S
组, 将两种溶液于腹腔的两侧注入, 而非同侧
腹腔注射. 干预结束后, 宰杀大鼠留取肝脏行
肝组织病理切片HE染色评价肝纤维化分期, 
应用Western blot法检测肝脏中GSK-3β表达. 

结果: NaHS干预组和肝硬化组相比, GSK-3β
表达下降(P <0.01), 与肝纤维化分期结果一
致(P <0.01). 与LY294002+NaHS干预组相比
较, GSK-3β在LY294002干预组中表达增高
(P <0.01); 在NaHS干预组中表达下降(P <0.01), 
与肝纤维化分期结果一致(P <0.01). 

结论: H2S可以通过PI3K/AKT信号通路抑制
GSK-3β表达, 并延缓大鼠肝纤维化过程, 阻碍
肝纤维化的发展. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 硫化氢(sodium hydrogen, H2S)作为一
种新型的气体信号分子, 其抗纤维化作用与其

对肝细胞的保护作用相关. 本研究表明H2S可通
过磷酯酰肌醇3激酶(phosphoinositide-3-kinase)/
AKT信号通路抑制糖原合成酶激酶-3β蛋白的表
达, 减轻大鼠肝纤维化过程中肝细胞的损伤及凋
亡, 阻碍肝纤维化的发生、发展. 为肝纤维化的
临床治疗提供了理论基础. 
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0  引言

肝细胞的损伤包括凋亡和坏死, 与肝纤维化的

联系越来越引起重视[1,2]. 目前有文献报道磷酯

酰肌醇3激酶(phosphoinositide-3-kinase, PI3K)/
AKT信号通路对肝细胞保护发挥着调控作用[3-5]. 
糖原合成酶激酶-3β(glycogen synthesis kinase-
3β, GSK-3β)是PI3K/AKT信号通路的下游分子, 
GSK-3β可以激活细胞凋亡的相关蛋白激酶半

胱氨酸特异的天门冬氨酸蛋白酶Caspase家族的

Caspase3、Caspase9, 造成核蛋白的分解与DNA
链的剪切断裂, 从而诱导细胞凋亡[6]. 硫化氢(so-
dium hydrogen, H2S)对肝纤维化有明显的细胞保

护作用目前已为广泛接受[7-13]. 本实验组前期试

验也表明[14]: 在H2S缺乏的状态下, 肝硬化大鼠

肝细胞的凋亡增加, 但其具体机制尚不清楚, 有
待于进一步研究. 对于H2S是否通过PI3K/AKT/
GSK-3β信号通路参与肝细胞的保护作用以达到

抗纤维化的研究仍不清楚. 因此本实验在建立

肝纤维化模型的基础上给予H2S和PI3K/AKT信
号通路的特异性抑制剂LY294002进行干预, 并
观察GSK-3β的变化, 以探讨外源性H2S是否通过

PI3K/AKT信号通路产生抗纤维化作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验大鼠48只购自新疆医科大学实

验动物中心, 均为同期出生、纯种系、SPF级
4-5周龄的健康♀S D大鼠, 体质量180-220 g. 
硫氢化钠(美国Sigma公司, MW: 56.06 g/mol), 
LY294002(美国Sigma公司, MW: 343.80 g/mol), 
DMSO(美国Amresco公司), 兔抗PI3K p110 α单
克隆抗体、兔抗p-AKT(Ser473)单克隆抗体、兔

抗GSAK-3β(美国CST公司), 小鼠抗β-actin单克

隆抗体、山羊抗兔IgG/辣根酶标记二抗、山羊

抗小鼠IgG/辣根酶标记二抗(北京中杉金桥生物

2014-08-18|Volume 22|Issue 23|WCJD|www.wjgnet.com
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■相关报道
于水等研究发现
外源性H2S后处理
通过PI3K/AKT信
号通路减轻离体
大鼠心肌缺血再
灌注的损伤. 而应
用信号通路抑制
剂(LY294002)阻断
PI3K/AKT通路后, 
H2S对心肌细胞的
保护作用被抵消, 
这说明H 2S通过
PI3K/AKT信号通
路参与了心肌细
胞的保护作用.

技术有限公司). 其他试剂均为市售化学纯. 
1.2 方法
1.2.1 制备模型及实施干预: 将48只♀SD大鼠

购回后适应性喂养1 wk后, 随机分为6组, 即正

常对照组(N组)8只、肝纤维化组(C组)8只、肝

纤维化+DMSO溶剂对照组(D组)8只、肝纤维

化+PI3K/AKT信号通路抑制剂LY294002组(LY
组)8只、肝纤维化+NaHS组(S组)8只、肝纤维

化+LY294002+NaHS组(LS组)8只. 根据既往方

法, 采用四氯化碳复合因素法复制肝纤维化模

型. 自建模第6周开始, 干预剂以腹腔注射, 1次/d, 
共注射12次. 具体如下: (1)N组和C组: 腹腔注射

0.9%氯化钠注射液, 剂量为6 mL/kg体质量; (2)D
组: 腹腔注射2‰DMSO溶液, 剂量为6 mL/kg体
质量; (3)LY组: 腹腔注射LY294002溶液, 剂量

为0.3 mg/(kg•d); (4)S组: 腹腔注射NaHS溶液, 
剂量为56 μmol/(kg•d); (5)LS组: 同时两侧注入

LY294002溶液和NaHS溶液, 剂量同LY组和S组. 
干预结束后, 将大鼠用乙醚麻醉后, 切取肝组织, 
取大鼠肝左叶以40 g/L中性甲醛溶液固定, 其余

肝脏投入液氮速冻后置于-80 ℃备用. 
1.2.2 肝组织学观察: 行病理组织切片HE染色评

价肝纤维化分期, 行HE染色观察肝纤维化分期, 
分期标准符合《病毒性肝炎肝炎防治方案》[15]. 
1.2.3 Western blot法检测肝组织中PI3K、p-AKT、
GSK-3β的表达: 利用组织匀浆器提取蛋白后, 经
10%SDS-PAGE凝胶分离后, 采用半干法转膜, 经
5%BSA封闭后, 一抗4 ℃孵育过夜, 二抗内室温

摇床上孵育2 h, 化学发光, 曝光, 于凝胶成像系统

中采集图像分析. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行分

析, 计量资料数据以mean±SD表示, 选择单因

素方差分析进行均数差异性比较, 多样本两两

比较选择Bonferron法; 肝纤维化分期半定量资

料的比较采用多样本比较的秩和检验(Kruskal-
Wallis法), 多样本间两两比较时选择Nemenyi法; 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝组织形态学观察 N组肝小叶结构清晰, 小叶

内肝细胞排列整齐, 无脂肪变性、坏死, 无炎症

细胞浸润及纤维结缔组织增生. C组肝小叶结构

紊乱, 纤维结缔组织增生、假小叶形成; 部分肝

细胞体积增大、胞浆内可见大小不等圆形空泡, 
可见气球样变; 有大量炎性细胞浸润. D组肝组织

形态学改变基本同C组, 肝细胞排列紊乱, 汇管区

纤维结缔组织明显增生, 大量的纤维结缔组织向

肝小叶内延伸, 包绕形成假小叶, 汇管区有明显

的炎细胞浸润. LY组肝内肝细胞排列不整齐, 汇
管区见纤维结缔组织增生, 纤维间隔菲薄, 部分

溶解消失, 肝细胞脂肪变性、坏死以及炎性细胞

浸润较D组减轻. S组肝组织仍可见假小叶结构, 
但部分区假小叶纤维间隔变窄或局灶模糊不清, 
肝细胞脂肪变性、坏死以及炎细胞浸润较C组为

轻. LS组肝内肝细胞排列均不整齐, 有不同程度

的纤维结缔组织增生, 和肝细胞脂肪变性、坏死

以及炎性细胞浸润, 但介于S组、LY组之间. 各组

间比较, 差异均具有统计学意义(表1, 图1). 
2.2 Western blot法检测肝组织PI3K、p-AKT表
达 N组肝组织中有少量PI3K、p-AKT蛋白表达. 
C组、D组肝组织中PI3K、p-AKT蛋白较N组表

达显著增多, 差异均具有统计学意义(P <0.01), 
而C组与D组间表达则无差异. 给予特异性阻断

剂LY294002干预的LY组肝脏中以上两蛋白较

C组和D组显著减少, 差异均具有统计学意义

(P <0.01). S组PI3K、p-AKT蛋白表达与C组、D

     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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表  1  大鼠肝组织纤维化分期结果 (n  = 8)

     

分组
肝纤维化分期

平均秩
0 1 2 3 4

N组 7 1 0 0 0   6.94

C组 0 0 0 2 6   25.56ac

D组 0 0 1 2 5   23.38ac

LY组 4 3 1 0 0  10.13e

S组 0 3 4 1 0 16.38

LS组 1 4 2 1 0 13.31

aP<0.05 vs  N组; cP<0.05 vs  LY组; eP<0.05 vs  S组. N: 对照; C: 肝纤维化; D: 肝纤维化

+DMSO; LY: DMSO+LY294002; S: 肝纤维化+NaHS; LS: 肝纤维化+LY294002+NaHS.



■创新盘点
本实验通过给予
H 2S供体 (NaHS)
及PI3K/AKT信号
通路特异性阻断
剂(LY294002)干
预, 观察肝脏组织
病理学变化以及
PI3K、p-AKT及
其下游蛋白GSK-
3β表达的变化, 为
明确H2S产生的抗
肝纤维化机制提
供了理论基础.

组无明显差异. LS组中PI3K、p-AKT蛋白表达

较LY组增多, 但较S组表达减少, 差异均具有统

计学意义(P <0.01或P <0.05)(图2).
2.3 Western blot法检测肝组织GSK-3β表达 N组

肝组织中有少量GSK-3β蛋白表达. C组、D组肝

组织中GSK-3β蛋白较N组表达显著增多, 差异

均具有统计学意义(P <0.05), 而C组与D组间表达

则无差异. 给予特异性阻断剂LY294002干预的

LY组肝脏中GSK-3β蛋白较C组和D组显著增多, 
差异均具有统计学意义(P <0.01). S组GSK-3β蛋

白表达与C组、D组显著减少, 差异均具有统计

学意义(P <0.01). LS组中GSK-3β蛋白表达较LY
组增多, 但较S组表达减少, 差异均具有统计学

意义(均P <0.01)(图3).

3  讨论

在肝纤维化形成过程中, 肝细胞发生炎症、坏

死及凋亡, 释放的脂质过氧化物等激活肝星状

细胞(hepatic stellate cell, HSC), 活化后的HSC合
成大量的细胞外基质(extracellular matrix, ECM), 
过多的ECM不断在肝脏内沉积并最终导致肝纤

维化[16]. 同时非实质细胞会侵入替代缺失的肝

组织. 在这些共同的作用下, 肝小叶结构会慢慢

变的紊乱, 肝实质细胞总数减少, 肝纤维化加重, 
形成假小叶. 

H 2S作为继一氧化碳 (c a r b o n i c  o x i d e , 
CO)、一氧化氮(nitric oxide, NO)之后发现的第

3种气体信使分子, 其发挥生物效应的重要机制

就是调节细胞的增殖与凋亡[17-19]. 有研究显示: 
H2S同NO、CO一样都参与了肝纤维化的进程

以及肝硬化门静脉高压的调节[20,21]; 在H2S缺乏

的状态下, 肝硬化大鼠肝细胞的凋亡增加[14]; 这
可能与H2S上调抗凋亡蛋白Bcl-2密切相关[10,11]. 
本项目组前期给予肝硬化大鼠模型外源性H2S
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图  1  大鼠肝组织HE染色结果(×100). A: N组; B: C组; C: D组; D: LY组; E: S组; F: LS组. N: 对照; C: 肝纤维化; D: 肝纤维化
+DMSO; LY: DMSO+LY294002; S: 肝纤维化+NaHS; LS: 肝纤维化+LY294002+NaHS.

     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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预处理后, 外源性H2S可明显下调肝组织中Ⅰ

型、Ⅲ型胶原表达, 起到抗肝纤维化作用[22]. 这
提示H2S可能通过减少肝细胞凋亡起到抗纤维

化作用. 
G S K-3是一种多功能的丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶, 除参与糖代谢外, 还参与细胞的分化、

增殖和凋亡. GSK-3主要有2种亚型: GSK-3α和

GSK-3β, 其中GSK-3β与凋亡的发生关系尤为

密切, 可抑制促存活转录因子如C反应元件结合

蛋白(C response element binding)、热休克因子

1(heat shock factor 1)、热休克蛋白70(heat shock 
protein 70), 同时GSK-3β可激活Bax、Bcl-2家族

成员髓细胞淋巴瘤-1(myeloid cells lymphoma-1), 
调节线粒体内多种凋亡相关蛋白的释放, 阻止

线粒体通透性转换孔开放, 抑制细胞色素C及凋

亡诱导因子释放, 致使Caspase9、Caspase3激活

最终引起细胞凋亡[23,24]. GSK-3β在体内受PI3K/
AKT信号通路的调控. PI3K/AKT信号通路广泛

存在细胞中, 是参与细胞生长、增殖、分化调

节、维持周期运行、抑制细胞凋亡的信号转导

通路[25,26], PI3K通过具有磷酸化酪氨酸残基的生

长因子受体或连接蛋白相互作用, 引起二聚体

构象改变而被激活; 或通过Ras和p110直接结合

导致PI3K活化[27]. 活化的PI3K促使PDK1磷酸化

的Ser308导致AKT活化. 活化的AKT通过磷酸化

GSK-3β[28,29], 抑制肝细胞的凋亡, 减轻凋亡肝细

胞通过诱导巨噬细胞和细胞吞噬凋亡小体释放

促纤维化因子并激活星形细胞的作用, 减轻肝

纤维化. 
本研究中肝纤维化大鼠中GSK-3β较正常

组明显增加(P <0.05), 提示GSK-3β造成了肝细

胞的损伤, 促进肝细胞凋亡, 加重了肝纤维化, 
给予H2S干预的S组肝内PI3K、p-AKT蛋白比

C组中的高, 但结果显示两组间的表达并无明

显差异, 但其下游蛋白GSK-3β差异却有统计

学意义(P <0.01), 这与其肝纤维化程度相符合

(P <0.05). 在H2S组GSK-3β较肝纤维化组明显降

低(P <0.01), 提示H2S很有可能通过激活PI3K/
AKT信号通路, 使磷酸化的AKT增多, 活化的

AKT通过磷酸化GSK-3β, 使肝纤维化肝脏中产

生的GSK-3β大量减少, 从而达到细胞保护作用, 
减少肝细胞的凋亡, 减轻肝纤维化的发展, 这与

本项目组的前期实验结果相符合[22]. 
为了进一步明确H2S是否通过PI3K/AKT信

号通路改善肝纤维化, 在给予H2S的基础上同时

给予AKT上游激酶PI3K特异抑制剂LY294002, 
观察在PI3K/AKT信号通路受到抑制的条件下, 
H2S对GSK-3β表达的影响. 在给予PI3K特异抑

制剂LY294002后, PI3K、p-AKT、GSK-3β较

C组、D组表达明显减少, 差异均具有统计学

意义(P <0.01). 这是因为LY294002特异性抑制

■应用要点
H 2 S通过 P I 3 K /
A K T信号通路
抑制其下游蛋白
GSK-3β的表达在
保护肝细胞和缓
解肝纤维化过程
中起到重要的作
用. 本文为肝纤维
化的临床治疗提
供了理论支持.
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图  2  大鼠肝组织PI3K、p-AKT蛋白的表达. A: Western 
blot; B: 统计图. aP<0.05 vs  LY组; bP<0.01, cP<0.05 vs  LS组. 
PI3K: 磷酯酰肌醇3激酶. N: 对照; C: 肝纤维化; D: 肝纤维化
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图  3  大鼠肝组织GSK-3β蛋白的表达. A: Western blot; B: 
统计图. aP<0.05 vs  LY组; bP<0.01, cP<0.05 vs  LS组. GSK-
3β: 糖原合成酶激酶-3β. N: 对照; C: 肝纤维化; D: 肝纤维化
+DMSO; LY: DMSO+LY294002; S: 肝纤维化+NaHS; LS: 肝纤

维化+LY294002+NaHS.
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PI3K后, PI3K活化AKT的能力减少, 致使内源

性的AKT抑制GSK-3β作用减弱, 从而导致LY组

GSK-3β较C组、D组明显增多. 而同时给予H2S
和LY94002后, 肝组织中PI3K、p-AKT、GSK-
3β介于分别给予H2S和LY294002两组之间, 差
异均具有统计学意义(P <0.01). 也就是说H2S逆
转了LY294002阻断PI3K/AKT的作用, 这直接证

明了H2S可通过PI3K/AKT信号通路发挥细胞保

护作用, 从而减轻肝纤维化. 实验中肝纤维化程

度从弱到强应依次为S组、LS组、LY组, 但实

验中在给予LY294002后LY组并没有出现肝纤

维化最严重的现象. 究其原因, 任嫱等[30]在其研

究中发现: 当PI3K/AKT信号通路被阻断时, H2S
的存在明显增强了LY294002诱导活化HSC的凋

亡的作用, 与此同时LY294002对HSC增殖的抑

制作用仍然持续. 在给予LY294002后, 内源性

H2S可能增强了LY294002的药物敏感性, 抑制

了在肝纤维化过程中处于中心环节的HSC的增

殖, 并促进HSC的凋亡, 减轻肝纤维化. 
本实验在前人基础上更加明确了H2S抗纤

维化的作用的PI3K/AKT信号通路机制, 但H2S
的抗纤维化作用可能通过多种途径产生的综合

作用的结果. 比如钾离子通道、钙离子通道、

氯离子通道等离子通道也是H2S发挥生物学效

应的重要分子靶点, 以及细胞丝裂原活化蛋白

激酶(mitogen activated protein kinase)信号通

路、核因子-κB信号通路等也是H2S调节细胞增

殖和凋亡的分子机制. 这些靶点及机制可能起

到的相似作用以及相互作用还需要进一步深入

研究[31-34]. 
总之, 本研究表明H2S可通过PI3K/AKT信

号通路抑制GSK-3β蛋白的表达, 减轻大鼠肝纤

维化过程中肝细胞的损伤及凋亡, 阻碍肝纤维

化的发生、发展. 
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