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【摘要】 目的  探讨硫化氢（H2S）对小肠缺血 / 再灌注损伤（IRI）大鼠磷脂酰肌醇 3 - 激酶 / 蛋白激酶 B

（PI3K/Akt）信号通路表达的影响。方法  将 30 只雄性 Wistar 大鼠按随机数字表法分为假手术组（Sham 组）、

IRI 组、H2S 供体硫氢化钠（NaHS）干预组（IRI+NaHS 组），每组 10 只。采用无损伤血管夹夹闭肠系膜上动

脉（SMA）60 min、再灌注 120 min 的方法建立大鼠肠 IRI 模型；Sham 组仅分离 SMA 后关腹。恢复 SMA 血流

前 10 min，IRI+NaHS 组经尾静脉注入 100 μmol/kg NaHS 后以 1.07 mmol·kg-1·h-1 的速度维持输注至再灌注 

120 min；Sham 组和 IRI 组则给予等体积生理盐水。实验结束后取下腔静脉血，采用敏感硫电极法测定血浆

H2S 浓度。取血后处死大鼠取回肠组织，采用苏木素 - 伊红（HE）染色观察组织病理学改变并进行 Chiu 评分；

用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测磷酸化 Akt（p-Akt）、Akt、PI3K、活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋

白酶 9（caspase-9）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）蛋白表达。结果  与 Sham 组比较，IRI 组肠黏膜组织

结构紊乱、水肿，绒毛断裂、脱落，病理评分明显升高（分：4.21±0.15 比 0.15±0.03，P＜0.01），血浆 H2S 水平

明显降低（μmol/L：26.72±3.17 比 38.34±5.24，P＜0.01），回肠组织 p-Akt、PI3K、caspase-9、mTOR 蛋白表达明

显升高（p-Akt/GAPDH：2.67±0.12 比 0.24±0.05，PI3K/GAPDH：1.42±0.07 比 0.57±0.08，caspase-9/GAPDH：

4.23±0.61 比 0.13±0.02，mTOR/GAPDH：2.17±0.23 比 0.23±0.02，均 P＜0.01）。 与 IRI 组 比 较，IRI+NaHS

组肠黏膜病理改变减轻，病理评分明显下降（分：1.56±0.02 比 4.21±0.15，P＜0.01），血浆 H2S 水平明显升高

（μmol/L：32.36±2.45 比 26.72±3.17，P＜0.01），回肠组织 p-Akt、PI3K 蛋白表达进一步升高（p-Akt/GAPDH：

5.12±0.08 比 2.67±0.12，PI3K/GAPDH：3.14±0.05 比 1.42±0.07，均 P＜0.01），而 caspase-9、mTOR 蛋白表达

明显降低（caspase-9/GAPDH：2.12±0.24 比 4.23±0.61，mTOR/GAPDH：1.37±0.28 比 2.17±0.23，均 P＜0.01）。

结论  H2S 通过上调 PI3K/Akt 信号通路表达，下调 caspase-9、mTOR 表达，从而减轻 IRI 大鼠肠损伤。
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【Abstract】 Objective  To explore the effect of hydrogen sulfide (H2S) on expression of phosphatidylinositol 3  
kinase/protein kinase B (PI3K/Akt) signal pathway in rats with intestinal ischemia/reperfusion (IRI) injury.  Methods   
Thirty male Wistar  rats were  divided  into  sham  operation  group  (Sham  group),  IRI  group,  and H2S  precursor  sodium 
hydrosuphide  (NaHS)  intervention  group  (IRI+NaHS  group)  by  random  number  table  method,  with  10  rats  in  each 
group.  The  animal  model  of  IRI  was  established  by  60  minutes  superior  mesenteric  artery  (SMA)  blockage  with  
non-invasive vascular clamp and 120 minutes reflow. SMA was dissociated and peritoneum cavity was closed in Sham 
group. The rats in IRI+NaHS group was received NaHS (100 μmol/kg bolus+1.07 mmol·kg-1·h-1 infusion) 10 minutes 
prior  to  the  onset  of  reperfusion,  while  the  rats  in  IRI  group  and  Sham  group were  received  equal  volume  of  normal 
sodium. Blood  in  vena cava was collected. H2S was detected by  sensitive  sulfide  electrode. Rats were  sacrificed after 
blood collection. Histopathology change was observed by hematoxylin-eosin (HE) staining,  ileal pathological score was 
studied by Chiu score. The protein expressions of phosphated Akt  (p-Akt), Akt, PI3K, cleaved caspase-9, mammalian 
target of  rapamycin  (mTOR) were determined by Western Blot.  Results  Compared with  the Sham group,  there was 
intestinal  mucosa  structure  disorder  edema  and  shedding  villous  fracture  in  the  IRI  group.  Ileal  pathological  score 
in  IRI  group was  significantly  increased  (4.21±0.15  vs.  0.15±0.03, P  <  0.01),  while  plasma H2S  in  IRI  group was 



·  1248  · 中华危重病急救医学  2020 年 10 月第 32 卷第 10 期  Chin Crit Care Med，October   2020，Vol.32，No.10

  研究表明，硫化氢（H2S）减轻缺血 / 再灌注大

鼠小肠损伤［1-2］。磷脂酰肌醇 3 -激酶 / 蛋白激酶Ｂ 

（PI3K/Akt）信号通路在促进细胞生长、抑制细胞

凋亡、维持细胞生存等机制中具有重要作用［3-4］。 

H2S是否通过调控PI3K/Akt途径，进而对肠缺血 /再

灌注损伤（IRI）发挥保护作用鲜见文献报道。本研

究中通过建立大鼠肠 IRI 模型，旨在探讨 H2S 是否

通过调控 PI3K/Akt 途径，从而对损伤肠组织发挥 

保护作用。

1 材料和方法 

1.1  主要试剂：H2S 供体硫氢化钠（NaHS）购自美

国 Sigma 公司；羊抗大鼠磷酸化 Akt（p-Akt）、Akt、

PI3K、活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 9

（caspase-9）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、 

3 -磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）一抗单克隆抗体；

辣根过氧化物酶标记兔抗羊免疫球蛋白 G（IgG）、 

3，3' -二氨基联苯胺（DAB）显示剂、十二烷基硫酸

钠 - 聚丙烯酰氨凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶、电化

学发光液、转膜液、硝酸纤维膜和 Bradford 蛋白试

剂盒均系北京中山生物技术有限公司产品。

1.2  实验动物分组和处理：SPF 级健康雄性 Wistar

大鼠，6 周龄，体重（240±15）g，由浙江大学医学院动

物中心提供，动物合格证号：SCXK（浙）2010-1018。 

按随机数字表法将 30 只雄性 Wistar 大鼠分为假手

术 组（Sham 组）、IRI 组、NaHS 干 预 组（IRI+NaHS

组），每组10只。大鼠经腹腔注射20%乌拉坦5 g/kg 

麻醉、剖腹、游离并用动脉夹阻断肠系膜上动脉

（SMA）60 min、松夹再灌注 120 min、关腹建立小

肠 IRI 模型［1-2］；Sham 组只游离 SMA。再灌注前 

10 min，IRI+NaHS 组大鼠经尾静脉注射 100 μmol/kg  

NaHS，然后以 1.07 mmol·kg-1·h-1 的速度输注直到

再灌注120 min；IRI组和Sham组大鼠尾静脉注入同

体积生理盐水，作用时间和持续时间均与IRI+NaHS 

组相同。

  本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准，

并经过龙游县人民医院动物伦理委员会批准（审批

号：2019-12）。

1.3  检测指标及方法：实验结束后收集 5 mL 静脉

血，离心分离血浆，置于小离心管（EP 管）-20 ℃保

存备检。取血后处死大鼠，用焦碳酸二乙酯（DEPC）

溶液清洗回肠标本，一部分保存在液氮中，用于蛋白

表达测定；另一部分经中性甲醛溶液固定，用于组

织病理学观察。

1.3.1  血浆 H2S 测定：采用敏感硫电极法测定血浆

H2S 浓度［5］。

1.3.2  回肠组织病理学改变：石蜡包埋回肠标本、

超薄切片、苏木素 - 伊红（HE）染色，光镜下观察组

织病理学改变，并进行 Chiu 评分以评价肠黏膜损伤

程度［6］。

1.3.3  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）测定回

肠组织 PI3K、p-Akt、Akt、caspase-9、mTOR 蛋白表

达：碾碎 RIPA 裂解液中 0.5 g 回肠标本，用 Bardford

蛋白试剂盒检测总蛋白量。取 50 μg 蛋白行 10% 

SDS-PAGE，转膜；预杂交室温 3 h，加入一抗，按

p-Akt抗体1∶500、Akt抗体1∶600、PI3K抗体1∶750、

caspase-9 抗体 1∶500、mTOR 抗体 1∶300、GAPDH

抗体 1∶1 000 比例稀释，4 ℃过夜；漂洗，加入二抗

反应（28 ℃、1.5 h），0.1% Tris-HCl 缓冲盐溶液洗膜，

电化学发光、压片并显影，胶片灰度值用 BandScan

软件处理，p-Akt、Akt、PI3K、caspase-9、mTOR 蛋白

表达量用相应蛋白灰度值与内参 GAPDH 灰度值的

比值表示。

significantly  decreased  (μmol/L:  26.72±3.17  vs.  38.34±5.24,  P  <  0.01).  Ileal  p-Akt,  PI3K,  caspase-9  and  mTOR 
protein in IRI group were significantly increased (p-Akt/GAPDH: 2.67±0.12 vs. 0.24±0.05, PI3K/GAPDH: 1.42±0.07 
vs.  0.57±0.08,  caspase-9/GAPDH:  4.23±0.61  vs.  0.13±0.02, mTOR/GAPDH:  2.17±0.23  vs.  0.23±0.02,  all P < 
0.01). Compared with  the IRI group, pathological changes of  intestinal mucosa  in  the IRI+NaHS group was  improved, 
ileal pathological score was significantly decreased (1.56±0.02 vs. 4.21±0.15, P < 0.01), plasma H2S was significantly 
increased (μmol/L: 32.36±2.45 vs. 26.72±3.17, P < 0.01) and ileal p-Akt, PI3K were significantly increased (p-Akt/
GAPDH: 5.12±0.08 vs. 2.67±0.12, PI3K/GAPDH: 3.14±0.05 vs. 1.42±0.07, both P < 0.01), while caspase-9, mTOR 
in  IRI+NaHS  group  were  significantly  decreased  (caspase-9/GAPDH:  2.12±0.24  vs.  4.23±0.61,  mTOR/GAPDH: 
1.37±0.28 vs. 2.17±0.23, both P < 0.01).  Conclusion  H2S attenuates intestinal injury in IRI rats by up-regulating 
PI3K/Akt signal pathway and down-regulating caspase-9 and mTOR.

【Key words】  Intestinal ischemia/reperfusion injury;  Hydrogen sulfide;  Phosphatidylinositol 3 kinase/protein 
kinase B signal pathway

Fund program: National Natural Youth Science Foundation of China (81201672); Quzhou City Science Guidance 
Project of Zhejiang Province of China (2019136); Yiwu City Talents Project of Zhejiang Province of China (2012-R-04)
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1.4  统计学处理：应用 SPSS 13.0 软件对数据进行

统计学分析。计量资料均呈正态分布，以均数 ± 标

准差（x±s）表示，单因素方差分析和 SNK-q 检验法

比较样本均数间差异。P＜0.05 表示差异具有统计

学意义。

2 结 果 

2.1  血浆 H2S 水平（表 1）：IRI 组血浆 H2S 水平较

Sham 组显著降低（P＜0.01）。IRI+NaHS 组血浆 H2S

水平较 IRI 组显著升高（P＜0.01）。

2.2  回肠组织病理学改变（表 1；图 1）：HE 染色

显示，Sham 组回肠黏膜完整、排列整齐，绒毛无脱

落。IRI 组回肠黏膜组织结构紊乱、水肿，绒毛断

裂、脱落；回肠组织病理评分较 Sham 组显著升高 

（P＜0.01）。IRI+NaHS 组回肠组织病理改变较 IRI

组明显减轻，且回肠组织病理评分明显低于 IRI 组

（P＜0.01）。 3 讨 论 

  HE 染色显示，IRI 组回肠黏膜组织结构紊乱、

水肿，绒毛断裂、脱落，回肠组织病理评分显著高于

Sham 组，提示肠 IRI 大鼠模型制备成功。

  H2S 系继一氧化氮（NO）、一氧化碳（CO）后第三 

气体信号分子，以 L - 半胱氨酸为底物，由关键酶

胱硫醚 -γ- 裂解酶催化产生。本实验结果显示，

IRI+NaHS 组经大鼠尾静脉给予 NaHS 干预后，血浆

H2S 水平显著高于 IRI 组，HE 染色见回肠黏膜组织

结构破坏、部分绒毛出现水肿、断裂等病理改变较

IRI 组减轻，且回肠组织病理评分显著低于 IRI 组。

提示 H2S 可减轻 IRI 大鼠小肠损伤，其保护机制尚

在研究阶段。

  PI3K/Akt 信号通路在 IRI 的病理生理中起重要

作用。正常状态下细胞质内 PI3K 和 P85-P110 形成

复合物。当 PI3K 受到缺血、缺氧刺激后激活生成

三磷酸肌醇（PIP3），PIP3 与 Akt 结合催化 Akt 磷酸

化获得活性，进一步激活 / 抑制 caspase-9、核转录

因子- κB（NF-κB）、mTOR 等下游因子，介导多种生

表 1 各组大鼠血浆 H2S、回肠组织病理评分以及肠组织 p-Akt、Akt、PI3K、caspase-9、mTOR 蛋白表达的比较（x±s）

组别
动物数

（只）

血浆 H2S

（μmol/L）

回肠组织病理

评分（分）

p-Akt/

GAPDH

Akt/

GAPDH

PI3K/

GAPDH

caspase-9/

GAPDH

mTOR/

GAPDH

Sham 组 10 38.34±5.24 0.15±0.03 0.24±0.05 0.78±0.02 0.57±0.08 0.13±0.02 0.23±0.02
IRI 组 10 26.72±3.17 a 4.21±0.15 a 2.67±0.12 a 0.80±0.12 1.42±0.07 a 4.23±0.61 a 2.17±0.23 a

IRI+NaHS 组 10 32.36±2.45 b 1.56±0.02 b 5.12±0.08 b 0.81±0.09 3.14±0.05 b 2.12±0.24 b 1.37±0.28 b

F 值 15.650 6.520 8.520 2.240 7.340 5.680 5.210
P 值   0.000 0.001 0.000 0.320 0.000 0.004 0.007

注：Sham 组为假手术组，IRI 组为肠缺血 / 再灌注损伤组，IRI+NaHS 组为硫化氢（H2S）供体硫氢化钠干预组；p-Akt 为磷酸化蛋白激酶 B 

（Akt），PI3K 为磷脂酰肌醇 3- 激酶，caspase-9 为活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 9，mTOR 为哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，GAPDH 为 

3 -磷酸甘油醛脱氢酶；与 Sham 组比较，aP＜0.01；与 IRI 组比较，bP＜0.01

图 1  光镜下观察各组大鼠回肠组织病理学改变　假手术
组（Sham 组，A）回肠黏膜完整、排列整齐，绒毛无脱落；肠缺
血 / 再灌注损伤（IRI）组（B）肠黏膜组织结构紊乱、水肿，绒
毛断裂、脱落；硫化氢供体硫酸化钠干预组（IRI+NaHS 组，C）
回肠黏膜组织结构出现破坏，部分绒毛出现水肿、断裂　HE
染色　中倍放大

Sham 组为假手术组，IRI 组为肠缺血 / 再灌注损伤组，IRI+NaHS 组
为硫化氢供体硫酸化钠干预组；Akt 为蛋白激酶 B，p-Akt 为 

磷酸化 Akt，PI3K 为磷脂酰肌醇 3 -激酶，caspase-9 为 
天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 9，mTOR 为哺乳动物 
雷帕霉素靶蛋白，GAPDH 为 3 -磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组大鼠回肠组织 
Akt、p-Akt、PI3K、caspase-9、mTOR 蛋白表达

2.3  回肠组织 p-Akt、Akt、PI3K、caspase-9、mTOR

蛋白表达（表 1；图 2）：与 Sham 组比较，IRI 组 p-Akt、

PI3K、caspase-9、mTOR 蛋白表达明显上调（均 P＜
0.01）；与 IRI 组比较，IRI+NaHS 组 p-Akt、PI3K 蛋

白表达进一步上调（均 P＜0.01），caspase-9、mTOR

蛋白表达明显下调（均 P＜0.01）。各组间 Akt 蛋白

表达差异无统计学意义。
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长因子诱发的细胞增殖、迁移等，减轻 IRI 大鼠小肠

损伤［4，7-8］。本研究显示，IRI 组 PI3K、p-Akt 蛋白

表达显著高于Sham组，而 IRI+NaHS组 PI3K、p-Akt

蛋白表达水平进一步高于 IRI 组，可见在回肠组织

受到缺血、缺氧刺激后通道部分被激活，引起 Akt 磷

酸化，与文献［8］研究结果一致；当血浆 H2S 水平

升高时进一步上调 PI3K、p-Akt 蛋白表达，对回肠组

织发挥保护作用。

  本研究结果显示，IRI 组 caspase-9、mTOR 蛋白

表达显著高于 Sham 组，而 IRI+NaHS 组 caspase-9、

mTOR 蛋白表达均明显低于 IRI 组，提示 IRI 时回

肠组织 PI3K、p-Akt 蛋白表达上调，激活靶基因

caspase-9、mTOR，引起回肠 IRI；H2S 可进一步上调

PI3K、p-Akt 蛋白表达，抑制 caspase-9、mTOR 表达，

对回肠组织发挥保护作用。

  综上所述，H2S通过上调PI3K、p-Akt蛋白表达，

下调 caspase-9、mTOR 蛋白表达，从而减轻 IRI 大鼠

肠损伤。
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达格列净可降低患者出现不良肾脏和心血管疾病预后的风险： 
一项随机对照试验

  患有慢性肾脏病的患者出现不良肾脏和心血管疾病预后的风险较高。新型降糖药物钠 - 葡萄糖协同转运蛋白 2（SGLT2）

抑制剂达格列净在患有或不患有 2 型糖尿病的慢性肾脏病患者中的作用尚不清楚。为此，有学者进行了相关研究，研究人

员随机分配了 4 304 例参与者〔估算肾小球滤过率（eGFR）为 25～75 mL·min-1·1.73 m-2，尿白蛋白与肌酐比值为 200～500 

（白蛋白以 mg 为单位，肌酐以 g 为单位）〕，分别给予达格列净（10 mg、每日 1 次）或安慰剂治疗。主要评价指标是 eGFR 持续

下降至少 50%、终末期肾脏疾病或者因肾脏或心血管原因死亡的复合终点事件发生率。结果显示：由于疗效明显，独立数据

监视委员会建议提前停止试验。在 2.4 年的中位随访期中，达格列净组 2 152 例参与者中 197 例（9.2%）发生了主要结局事件，

安慰剂组 2 152 例参与者中 312 例（14.5%）发生了主要结局事件〔风险比（HR）＝0.61，95% 可信区间（95%CI）为 0.51～0.72， 

P＜0.001〕。eGFR 持续下降至少 50%、终末期肾脏疾病或肾脏原因死亡的复合终点事件的 HR 为 0.56（95%CI 为 0.45～0.68， 

P＜0.001）；因心血管原因死亡或因心力衰竭住院的复合终点事件的 HR 为 0.71（95%CI 为 0.55～0.92，P＝0.009）。达格列净

组和安慰剂组分别有 101 例（4.7%）、146 例（6.8%）参与者死亡（HR＝0.69，95%CI 为 0.53～0.88，P＝0.004）。达格列净的作用

在患有 2 型糖尿病的受试者与未患有 2 型糖尿病的受试者中相似。研究人员据此得出结论：在患有慢性肾脏疾病的患者中，

无论是否存在糖尿病，达格列净均可降低其出现不良肾脏和心血管疾病预后的风险。

罗红敏，编译自《N Engl J Med》，2020，383：1436-1446


