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硫化氢供体对低氧大鼠肺动脉平滑肌细胞小窝蛋白的影响 

袁  平1，王丽丽2，王  岚1，赵勤华1，姜  蓉1，宫素岗1，刘锦铭1* 
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【摘   要】目的  探讨硫化氢供体硫氢化钠（NaHS）对低氧大鼠肺动脉平滑肌细胞小窝蛋白1（Cav-1）的影响。

方法   采用间断常压低氧法建立低氧大鼠模型。利用混合气体培养法制备大鼠低氧肺动脉平滑肌细胞模型。将32

只SD大鼠随机分为4组（每组8只）：常氧组、低氧组、常氧＋NaHS组和低氧＋NaHS组。免疫组织化学方法检测肺

小动脉中膜厚度、肌化及增殖程度。采用荧光探针法检测活性氧（ROS）含量。蛋白免疫印迹法检测Cav-1的表达。

结果   低氧组大鼠右心室收缩压、右心室质量指数、肺小动脉中膜厚度、肌化及平滑肌增殖程度明显增加；低氧

组大鼠肺动脉平滑肌细胞ROS产生增加及Cav-1表达降低；NaHS给予大鼠可改善肺动脉血流，缓解肺动脉中膜增

厚，抑制肺动脉平滑肌细胞增殖，减少肺动脉平滑肌细胞ROS产生及增加Cav-1表达。结论  NaHS可通过降低低

氧大鼠肺动脉平滑肌细胞ROS产生，上调Cav-1表达，抑制肺动脉平滑肌细胞增殖，缓解肺动脉重构。  
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Effect of hydrogen sulfide donor on caveolin-1 expression in pulmonary 
artery smooth muscle cells from hypoxic rats 

YUAN Ping1, WANG Li-Li2, WANG Lan1, ZHAO Qin-Hua1, JIANG Rong1, GONG Su-Gang1, 

LIU Jin-Ming1* 
(1Department of Pulmonary Circulation, Shanghai Pulmonary Hospital, Tongji University, Shanghai 200433, China; 2Clinical 
Laboratory, Zhejiang Provincial Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Hangzhou 310003, China) 

【Abstract】 Objective  To determine the effect of hydrogen sulfide donor, sodium hydrosulfide (NaHS), on caveolin-1 (Cav-1) 

expression in pulmonary artery smooth muscle cells from hypoxic rats. Methods  The chronic hypoxic rat model was established by 

intermittent normobaric hypoxia exposure. The hypoxic rat pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) were cultured under 

mixed gas conditions. Thirty-two Sprague-Dawley (SD) rats were randomly and equally divided into four groups (normoxia group, 

hypoxia group, normoxia ＋ NaHS group and hypoxia ＋ NaHS group). The pulmonary arteriole intima-media thickness, 

muscularization and PASMCs proliferation was measured by immunohistochemical assay. Reactive oxygen species (ROS) was 

assessed by fluorescent probe assays. Western blotting was used to detect the protein expression of Cav-1. Results  Compared with 

control rats, right ventricular systolic pressure (RVSP), right ventricular mass index (RVMI), medial wall thickness, fully 

muscularized vessels and proliferation of PASMCs were significantly enhanced in response to hypoxia. The level of ROS was 

significantly higher and the expression of Cav-1 was decreased in the PASMCs of hypoxia group than in control groups. NaHS 

treatment resulted in improvement of pulmonary arterial blood flow, alleviation of medial wall thickness, inhibition of PASMCs 

proliferation, decrease of ROS production, and enhancement of Cav-1 protein expression. Conclusion  NaHS treatment alleviates 

pulmonary vascular structural remodeling in chronic hypoxic rats by decreasing ROS production, up-regulating the expression of 

Cav-1, and inhibiting PASMCs proliferation. 
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低氧性肺动脉高压是临床许多心肺疾病发生发

展过程中伴随或最终的重要病理生理过程。肺血管

收缩和肺动脉压力升高是低氧性肺动脉高压的始动

环节和主要病理过程，后期以肺血管重构为主要病

理生理改变[1,2]。因此，寻找抑制或缓解肺动脉重构

的新靶点或许能给低氧性肺动脉高压提供新的治疗

方法。肺脏是机体气体交换及代谢的重要场所，气

体信号分子对肺循环的影响具有非常重要的意义。

硫化氢（hydrogen sulfide，H2S）是新近发现的一种

新型气体信使分子，具有舒张血管、抑制平滑肌细

胞增殖的作用 [3]。既往研究提示低氧性肺动脉高压

大鼠血浆H2S浓度显著下降[4]。随后同一课题组发现

外源性H2S可缓解低氧性肺动脉高压大鼠的肺动脉

高压[5]。但是H2S发挥保护作用具体机制仍然不是完

全清楚。此外，我们新近研究结果表明低氧性肺动

脉 高 压 大 鼠 肺 动 脉 平 滑 肌 细 胞 小 窝 蛋 白

（caveolin-1，Cav-1）表达显著降低[6]。那么H2S是

否通过调节Cav-1发挥缓解低氧性肺动脉重构作用

尚不清楚。因此，本实验拟在体内和体外实验观察

H2S的供体硫氢化钠（sodium hydrosulfide，NaHS）

对慢性低氧性肺动脉高压大鼠肺动脉平滑肌细胞

Cav-1的影响及对血管重构的作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

选用雄性Sprague-Dawley（SD）大鼠，体质量

180～220g（上海斯莱克有限公司动物房）。DMEM

高糖培养基（Sigma公司，批号：EE37812）；胎牛

血清（Gibco澳洲血清，批号：10099-141）；EDTA

（上海华美生物工程有限公司）；5−溴−2¢−脱氧尿

嘧啶细胞增殖ELISA（密理博中国有限公司，批号：

NG1758228）；增殖细胞核抗原（proliferating cell 

nuclear antigen，PCNA）单克隆抗体（浙江省联科

生物科技有限公司，批号：SPO735）；细胞内活性

氧（reactive oxygen species，ROS）检测试剂盒（江

苏省碧云天生物科技有限公司，批号：S0033）；小

鼠抗大鼠Cav-1单克隆抗体（美国CST公司，批号：

31-073）。 

1.2  动物模型建立 

SD大鼠32只随机分为4组（n＝8）：常氧组、低

氧组、常氧＋NaHS组、低氧＋NaHS组。将低氧组

和低氧＋NaHS组大鼠置于常压低压氧舱内（含10%

氧气，90%氮气）每天持续6h，共4周。对常氧＋NaHS

组及低氧＋NaHS组大鼠常氧或低氧处理3周后，每

天常氧或低氧前NaHS[50µmol/（kg·d）]腹腔注射

从第4周开始，共7d；常氧组及低氧组注射生理盐水。

4组大鼠生活条件和饲料条件均相同自由摄食和饮

水，光照为亮/暗12h交替，温度、湿度和通风符合

该动物房动物管理条例。 

1.3  原代培养肺动脉平滑肌细胞及细胞模型制备 

采用酶消化法培养原代肺动脉平滑肌细胞。取

150～180g SD健康雄性大鼠，开胸取肺，镜下剥离

肺动脉，去掉血管周围组织及血管外膜及内膜，将

肺动脉置于酶消化液中，37℃消化20min，离心弃上

清，细胞培养液重悬吹打，接种于培养皿中，24h

后换液。取3～8代细胞进行实验，将肺动脉平滑肌

细胞分为4组（n＝12）：常氧组，低氧组（5%O2，

5%CO2 ）， 常 氧 ＋ NaHS 组 ， 低 氧 ＋ NaHS 组

（30µmol/L）培养48h后用于后续实验。 

1.4  大鼠右心室收缩压测定及右心室质量指数检测 

动 物 实 验 结 束 后 ， 用 6% 的 水 合 氯 醛

（1.2ml/100g）麻醉大鼠，采用右心导管法检测右

心室收缩压（ right ventricular systolic pressure，

RVSP） [7]。测定完后，取出大鼠心脏，剪掉心房，

分离右心室和左心室＋室间隔，滤纸吸干称其湿

重，计算右心室质量指数（ right ventricular mass 

index，RVMI） [7]。 

1.5  肺血管形态学改变 

左肺叶经10%甲醛（中性福尔马林）溶液固定

后，将标本严格于垂直位石蜡包埋，垂直于支气管

细支气管断面，矢状位取材，沿肺门横断取材，连

续切片，切片厚度5µm。切片用苏木素−伊红染色和

免疫组织化学染色（α-SM-actin）。血管中膜厚度计

算公式：中膜厚度（%）＝血管壁厚度/血管外膜直

径×100，每张切片观察30根血管外径约50～100µm

的血管。显微镜400倍镜下观察100根血管外径约为

10～50µm的小肺动脉，观察血管肌化程度[8]。 

1.6  肺动脉平滑肌细胞增殖检测 

采 用 PCNA检 测 试 剂 盒 检 测 肺 动 脉 平 滑 肌 细

胞增殖程度。肺动脉中PCNA表达的阳性信号为细

胞 浆 呈 棕 黄 色 染 色 。 每 只 大 鼠 选 择 血 管 外 径 为

20～100µm的血管各30条。光学显微镜下检测。  

1.7  细胞内活性氧含量测定 

采用ROS检测试剂盒测定平滑肌细胞内ROS的

含量。各组细胞预先培养在96孔板中48h，然后按照

试剂盒说明书严格进行ROS检测。 
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1.8  Western印迹法检测细胞蛋白表达 

取等量已变性处理的细胞蛋白，采用12%SDS

聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳进行分离，然后转至PVDF

膜上（280mA，90min），用含5%脱脂奶粉的封闭液

室温摇动封闭2h，加入Cav-1蛋白一抗（1∶1000），

4℃过夜，室温下洗膜3次后加入辣根过氧化物酶耦

联的二抗（1∶2000），室温孵育1h，洗膜3次，加化

学发光物于膜上，反应3min显影。经凝胶成像系统

分析处理数据，计算灰度值。 

1.9  统计学处理 

采用SPSS17.0软件进行统计学分析。所有数据均

以均数±标准差（ x±s）表示，以多组间方差分析做

统计学处理。以P＜0.05为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  NaHS对大鼠RVSP、RVMI及肺动脉形态学指

标的影响 

与常氧组相比，低氧组大鼠RVSP显著升高，

RVMI明显增加，光镜下该组大鼠肺小动脉管壁明

显增厚，血管肌化程度显著增加，差异有统计学意

义（均P＜0.01）；NaHS治疗可逆转这些现象，即

低氧＋NaHS组大鼠RVSP和RVMI较低氧组显著降

低，肺小动脉管壁明显变薄，肌化程度显著降低（均

P＜0.01）；常氧＋NaHS组大鼠这些指标与常氧组

大鼠类似，差异并无统计学意义（P＞0.05）；与常

氧 ＋ NaHS 组 相 比 ， 低 氧 ＋ NaHS 组 大 鼠 RVSP 、

RVMI、血管中膜厚度及肌化程度均显著增加（均

P＜0.05；表1，图1）。 

2.2  NaHS对大鼠肺动脉平滑肌增殖的影响 

图2结果表明，常氧组和低氧组大鼠肺动脉平滑

肌 细 胞 PCNA阳 性 率 分 别 为 （ 10.70 ± 1.31 ） %和

（24.85±2.57）%，两组比较差异具有统计学意义

（P＜0.01）；与低氧组大鼠相比，低氧＋NaHS组大

鼠平滑肌细胞增殖[（16.35±1.98）%]明显降低，差异

具有统计学意义（P＜0.05）；常氧＋NaHS组大鼠

平滑肌细胞增殖（12.90±1.35）%与常氧组大鼠类

似，差异并无统计学意义（P＞0.05）；与常氧＋NaHS

组大鼠相比，低氧＋NaHS组大鼠平滑肌细胞增殖

显著增加（P＜0.05）。 

2.3  NaHS对肺动脉平滑肌细胞ROS含量的影响 

与常氧组比较，低氧处理组大鼠肺动脉平滑肌

细胞ROS的产生百分率显著增加[（99.65±6.58）% 

vs （177.74±7.45）%，P＜0.05]；低氧＋NaHS组

（140.80±9.41）%与低氧组相比可明显抑制ROS的

释放（P＜0.05）；与常氧＋NaHS组（108.28±8.16）%

相 比 ， 低 氧 ＋ NaHS组 ROS释 放 增 加 ， 且 差 异 具

有 统计学 意义（ P＜0.05；图3）。 

2.4  NaHS对肺动脉平滑肌细胞Cav-1的影响 

常氧组和低氧组肺动脉平滑肌细胞Cav-1蛋白

表达相对量分别是（1.12±0.18）和（0.57±0.15），

两组比较差异具有统计学意义（P＜0.05）；低氧＋

NaHS组平滑肌细胞Cav-1蛋白表达（0.77±0.11）较

低氧组显著增加（P＜0.05），但仍比常氧＋NaHS

组（1.08±0.20）Cav-1蛋白表达低（P＜0.05）；类

似于上述结果，常氧＋NaHS组与常氧组肺动脉平

滑 肌 细 胞 Cav-1 蛋 白 表 达 差 异 并 无 统 计 学 意 义

（ P＞0.05；图4）。  

3  讨  论 

低氧性肺血管重构是低氧性肺动脉压力持续性

升高的主要原因之一。血管重构主要由血管收缩物

质和舒张物质失衡，导致血管内皮细胞和平滑肌细

胞紊乱和增殖、凋亡抑制、炎症细胞浸润、细胞外

基质聚集、血栓形成等引起的 [9]。目前研究选择与

肺动脉重构和右心室肥厚的相关指标来探讨NaHS

对肺动脉平滑肌增殖的影响机制。前期已有文献报

道在大鼠低氧性肺动脉高压时，机体内源性H2S体系

下 调，补充 H2S对 低氧诱导 的肺动 脉高压 和肺动  

 
表1  4组大鼠血流动力学和肺动脉形态学指标的比较 

                Table 1  Comparison of hemodynamics and pulmonary artery morphology between four groups of rats      (n＝8, x±s )   

Muscularization (%) 
Group RVSP (mmHg) RVMI Medial wall 

thickness (%) Non-muscularized Partially 
muscularized 

Fully 
muscularized 

Normoxia 27±2 0.23±0.03 18±1 59±2 34±2 07±1 

Hypoxia 49±4** 0.45±0.06** 37±2** 11±1** 38±2 51±2** 

Normoxia＋NaHS 28±3## 0.26±0.04## 21±1## 52±3## 37±4 11±1## 

Hypoxia＋NaHS 35±2##△ 0.32±0.05##△ 27±2##△ 41±4##△ 39±3 20±3##△ 

F value 20.76 8.98 24.40 165.06 4.33 439.41 

RVSP: right ventricular systolic pressure; RVMI: right ventricular mass index. 1mmHg＝0.133kPa. Compared with normoxia group, 
**P＜0.01; compared with hypoxia group, ##P＜0.01; compared with normoxia＋NaHS group, △P＜0.05 
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图1  4组大鼠肺动脉HE染色和α-SM-actin表达情况 

Figure 1  HE staining and expression of α-SM-actin in pulmonary artery of four groups of rats 
A−D: HE staining; E−H: expression of α-SM-actin 

 

 
图2  4组大鼠肺动脉PCNA阳性表达的比较 

Figure 2  Comparison of PCNA positive expression in pulmonary 
artery between four groups of rats 

PCNA: proliferating cell nuclear antigen. Compared with normoxia 
group, *P＜0.05; compared with hypoxia group, #P＜0.05, ##P＜0.01; 

compared with normoxia+NaHS group, △P＜0.05 

 
图3  4组大鼠肺动脉平滑肌细胞ROS产生的比较 

Figure 3  Comparison of ROS production in pulmonary artery 
smooth muscle cells between four groups of rats 

Compared with normoxia group, *P＜0.05; compared with hypoxia group, 
#P＜0.05, ##P＜0.01; compared with normoxia＋NaHS group, △P＜0.05 

 

 
图4  4组大鼠肺动脉平滑肌细胞Cav-1表达的比较 

Figure 4  Comparison of Cav-1 expression in pulmonary artery 
smooth muscle cells between four groups of rats 

Cav-1: caveolin-1. Compared with normoxia group, *P＜0.05; compared with hypoxia 

group, #P＜0.05, ##P＜0.01; compared with normoxia+NaHS group, △P＜0.05 
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脉重构有明显的缓解作用[4,10]。我们的研究与这两项

研 究 结 果 一致 ， 进 一步证 实 外 源 性补 充 H2S供 体

NaHS 可 改 善 低 氧 性 肺 动 脉 高 压 大 鼠 的 RVSP ， 

RVMI，肺动脉重构。我们采用更加客观的肺血管形

态学指标即肺动脉中膜厚度和血管肌化程度来体现

肺动脉重构的改变。 

低氧性肺动脉压力持续性升高的另一个主要原

因是肺血管收缩[11,12]。近年来研究表明慢性低氧时

过度生成的ROS与肺血管收缩和肺血管重构均有关

联。ROS是肺血管系统内一种重要的信号传导分子。

ROS过度生成可调节血管舒张因子的表达[13,14]，刺

激肺动脉平滑肌收缩，在慢性低氧性肺病的发生、

发展中起重要作用。我们在实验中发现，给予NaHS

可有效抑制低氧性肺动脉高压大鼠ROS生成，表明

NaHS可能通过减少氧化应激反应缓解肺血管收缩

和重构。 

目前仅有一篇关于H2S与Cav-1的研究 [15]，该

研究报 道H2S并 不影 响大 鼠阴茎 海绵 体内 皮细胞

的Cav-1表达。但是H2S对于其他疾病细胞的Cav-1

表达尚不清楚。Cav-1、2、3是组成细胞质膜微囊

的主要蛋白质成分，是其标志性蛋白。它们富含

于多种类型的细胞内，如血管内皮细胞和平滑肌

细胞。膜受体可与Cav-1结合对细胞内信号途径发

挥重要调节作用，可抑制细胞增殖，调节细胞周

期 ， 调 节 细 胞 凋 亡 等 生 物 学 效 应 [16] 。 野 百 合 碱

（ monocrotaline ） 可 减 少 肺 动 脉 内 皮 细 胞 表 面

Cav-1的表达，导致细胞增殖 [17]，但我们新近研究

结果表明低氧性肺动脉高压大鼠肺动脉平滑肌细

胞的Cav-1的表达显著降低 [6]。为了明确Cav-1的表

达是否受NaHS影响，我们用NaHS刺激正常氧浓度

和低氧状态下平滑肌细胞Cav-1的表达，结果首次

发 现 NaHS 可 上 调 平 滑 肌 细 胞 Cav-1 的 表 达 的 情

况，但是不影响正常状态下平滑肌细胞膜Cav-1的

表达，这提示NaHS可能通过影响Cav-1调节细胞

内信号途径发挥抑制细胞增殖作用。  

综上所述，本研究证实NaHS参与低氧性肺动

脉高压肺血管重构可能是通过抑制氧化应激反应，

调节肺动脉平滑肌细胞Cav-1的表达，减少细胞增

殖实现的。Cav-1作为保护性因子参与低氧性肺动

脉高压肺血管重构的病理生理学过程。NaHS作为

H2S的随时供体，毕竟不同于H2S，因此接下来我们

将进一步深入探讨H2S对Cav-1上游和下游信号通

路的具体作用机制，这将对我们重新认识低氧性肺

动脉高压发病机制、寻找一条新的预防和治疗途径

具有重要意义。 
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