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硫化氢通过CaMKKβ-AMPK信号通路延缓

大鼠主动脉内皮细胞老化
李  岩1  李洪民1  刘  磊1  乔伟丽1  崔  洁1  张  琳2  闫长栋1*

(1徐州医科大学生理学系, 徐州 221004; 2徐州医科大学病理学系, 徐州 221004)

摘要      该研究探讨了硫化氢(H2S)延缓大鼠主动脉内皮细胞(rat aortic endothelial cells, 
RAECs)老化的机制。原代RAECs传代培养至第4代为年轻组, 传代至第12代为老年组。从第4代
起, 给予H2S的供体NaHS培养至第12代为NaHS组; 从第4代起培养至第12代, 在提取处理细胞前6 h
加入CaMKKβ(Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase β)特异性抑制剂STO-609共培养, 即
STO-609组; 从第4代起, 给予H2S的供体NaHS培养至第12代, 在提取处理细胞前6 h加入STO-609共
培养, 即NaHS+STO-609组。采用SA-β-gal(senescence-associated β-galactosidase)染色法和DAPI荧光

染色法检测细胞的老化程度和老化相关异染色质(senescence-associated heterochromatin foci, SAHF)
的表达变化。通过化学比色法检测RAECs的NO(nitric oxide)含量。应用Western blot方法检测细

胞CaMKKβ、AMPK(AMP-activated protein kinase)和p-AMPK蛋白的表达。结果显示, 与年轻组相

比, 老年组细胞老化程度明显增加, 细胞中SA-β-gal阳性率和SAHF形成率显著增加(P<0.01), NO含

量明显下降(P<0.01)。与老年组相比, NaHS处理组的SA-β-gal阳性率和SAHF形成率明显下降, 同
时NO含量上升(P<0.01)。与年轻组相比, 老年组CaMKKβ、AMPK和p-AMPK蛋白质水平明显降

低(P<0.01), 而给予NaHS处理后, CaMKKβ、AMPK和p-AMPK增加(P<0.05)。给予STO-609阻断

CaMKKβ信号通路, 能够降低或消除NaHS的细胞保护作用(P<0.01)。结果表明, 外源性H2S通过影

响CaMKKβ-AMPK信号通路减轻RAECs的衰老过程, 延缓了细胞老化的进程。
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The Exogenous H2S Delays the Rat Aortic Endothelial Cells 
Senescence via CaMKKβ-AMPK Signaling Pathway 

Li Yan1, Li Hongmin1, Liu Lei1, Qiao Weili1, Cui Jie1, Zhang Lin2, Yan Changdong1*
(1Department of Physiology, Xuzhou Medical University, Xuzhou 221004, China; 

2Department of Pathology, Xuzhou Medical University, Xuzhou 221004, China)

Abstract       To investigate the effect of the exogenous H2S on RAECs (rat aortic endothelial cells) 
senescence and the underlying mechanisms, RAECs were cultured at fourth and twelfth passages as young and 
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old groups, respectively. Cultured RAECs from the fourth to twelfth passage with NaHS (a H2S donor) was taken 
as NaHS group. STO-609 [a specific inhibitor of CaMKKβ (Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase β)] 
added into the old group and NaHS group for 6 h before extracting the protein from the two groups as STO-609 and 
NaHS+STO-609 groups, respectively. The status of senescence of RAECs was measured by SA-β-gal (senescence-
associated β-galactosidase) staining, and SAHF (senescence-associated heterochromatin foci) formation was 
detected by DAPI fluorescent dying. Colorimetric methods were used to evaluate NO content of RAECs. The 
protein levels of CaMKKβ and AMPK (AMP-activated protein kinase) and p-AMPK (phosphorylation AMP-
activated protein kinase) were analyzed by Western blot in RAECs. The results showed that the levels of SA-β-gal 
positive cell numbers and SAHF formation rates in NaHS group were both lower than those in old group (P<0.01), 
but higher than those in young group (P<0.01), and the levels of NO were elevated in NaHS group compared to the 
old group (P<0.01), but lower than that in young group (P<0.01). STO-609 inhibited the effects of NaHS on the 
RAECs. Moreover, the protein levels of CaMKKβ, AMPK and p-AMPK in NaHS group were increased compared 
to the old group, but lower than that in young group (P<0.05), and STO-609 reversed the protective effects of 
NaHS on RAECs. These results indicate that H2S delays senescence of RAECs via CaMKKβ and AMPK signaling 
pathway.

Keywords       hydrogen sulfide; rat aortic endothelial cells; senescence; CaMKKβ; AMPK

衰老引起的血管结构和功能发生退行性变化

是心血管疾病的病理基础, 血管内皮细胞出现的功

能障碍是心血管疾病发生的始动环节[1]。血管内

皮细胞是血管内表面的一层薄细胞, 构成管腔内血

液与血管壁之间的界面, 通过合成和释放一氧化氮

(nitric oxide, NO)与其他活性调节因子(如内皮源性

极化因子和一氧化碳等)发挥血管屏障保护作用[2]。

血管内皮细胞合成和释放的NO减少是造成内皮细

胞功能紊乱的主要原因[3]。因此, 设法维持血管内皮

细胞的完整性对于血管结构和功能的稳定具有至关

重要的作用。如何防止和减少由血管内皮细胞功能

障碍引发的心血管疾病的发生对于维护老年人的身

体健康具有重要意义。

硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)是参与机体生理

功能调节的一种重要的气体信号分子, 在心血管系

统中, H2S参与舒张血管、调节血压、保护线粒体

功能、对抗氧化应激、抑制平滑肌细胞增殖和抑制

心肌细胞凋亡等生理过程[4]。据文献报道, H2S在心

血管系统中可以减少平滑肌细胞中的环腺苷酸、增

加内皮细胞NO的合成与生物利用度[5]。另有文献

报道, H2S在细胞中可以与S-亚硝基硫醇反应生成

HSNO(thionitrous acid), HSNO可以作为反应底物生

成NO[6]。NO通过调节血管收缩与舒张、抗血小板

聚集、减轻心肌细胞缺血/再灌注损伤等发挥保护

作用[7], 因此, 增加内皮细胞NO的合成与释放对心血

管系统功能的正常发挥具有重要意义。

腺苷酸活化蛋白激酶(AMP-activated protein 
kinase, AMPK)是一种重要的蛋白激酶, 在机体内

发挥着多种调控作用。有文献报道, AMPK是一种

能量平衡调控因子, 其过程涉及脂肪酸氧化、葡萄

糖转运、抗氧化机制和炎性过程的调节, 因其能量

平衡调节的功能, AMPK所在信号通路中, 若其中

一个环节出现功能紊乱, 则该环节可能成为致病因

素, 所以AMPK成为治疗代谢类疾病的潜在靶点备

受关注[8]。在AMPK参与调节内皮细胞NO的合成

和释放的过程中, 增加小鼠主动脉AMPK的磷酸化

水平可以明显增加内皮细胞NO的合成[9], 从而对心

血管系统的功能起到保护作用。研究发现, AMPK
通过调节p53、NF-κB、沉默信息调节因子T1(silent 
information regulator T1, SirT1)、哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白(mammalian target of rapamycin, mTOR)等
下游信号分子影响机体的老化进程[10]。其中, SirT1
在机体衰老过程中的作用备受关注, SirT1是一种

NAD+依赖的去乙酰化酶, 与血管内皮细胞功能的发

挥关系密切。SirT1可以增加内皮细胞NO的生成进

而促进血管内皮依赖性舒张反应, 起到抗血管老化
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作用[11]。我们在前期的研究中发现, 给予外源性H2S
处理可以明显延缓培养的人脐静脉内皮细胞的老化

进程, 其作用机制主要是通过上调SirT1的表达, 增
加内皮细胞NO的合成和释放, 抑制老化进程中的氧

化应激对内皮细胞的损伤作用, 延缓了内皮细胞的

老化进程[12]。然而, 促进SirT1表达的上游信号通路

在H2S保护内皮细胞中的作用如何, 值得进一步研

究。 
CaMKKβ(Ca2+/calmodulin-dependent protein 

kinase kinase β)参与调控许多重要生理病理过程, 
如能量平衡、肥胖、糖稳态、造血功能、免疫功

能和癌症[13]。有研究表明, CaMKKβ通过调控其下

游信号分子AMPK的活性发挥作用[14]。Xie等[15]发

现, H2S可以通过激活AMPK来对抗心肌细胞的缺血

/再灌注损伤。AMPK作为重要的能量平衡调控因

子, 同时受H2S影响。在血管老化的进程中, H2S可
能通过CaMKKβ调控AMPK的活性来维持内皮细胞

中的氧化应激状态的平衡, 从而延缓或逆转血管老

化的进程和发展。本实验通过培养的主动脉内皮

细胞, 观察外源性H2S对内皮细胞老化的影响, 探讨

CaMKKβ-AMPK信号通路在H2S延缓内皮细胞老化

中的作用。

1   材料与方法
1.1   实验试剂

RAECs(rat aortic endothelial cells)购自北京北

纳创联生物技术研究院。1640低糖干粉培养基、胎

牛血清、购自Gibco公司。分析纯NaHS、胰蛋白酶

(0.25% Trypsin-EDTA)购自Sigma公司。细胞衰老

β-半乳糖苷酶(senescence-associated β-galactosidase, 
SA-β-gal)染色试剂盒、DAPI(4,6-diamino-2-pheny-
lindole)荧光染色染液试剂盒购自上海碧云天生

物技术研究所。一氧化氮(nitric monoxide, NO)测
试盒购自南京建成生物工程研究所。山羊源抗体

CaMKKβ、STO-609购自Santa Cruz公司。兔源抗

体AMPK、p-AMPK、GAPDH和发光液BiodlightTM 

Western购自Bioworld公司。BCA蛋白定量检测试剂

盒购自上海捷瑞生物工程有限公司。RIPA裂解液、

SDS-PAGE凝胶配置试剂盒购自南京凯基生物科技

发展有限公司。

1.2   内皮细胞培养方法和实验分组

从液氮中取RAECs解冻复苏后, 在超净工作台

中进行无菌操作, 将其移入细胞培养瓶中, 加入含

10%胎牛血清的1640培养基, 将培养瓶置于37 °C、
5% CO2培养箱中静置培养。待细胞生长融合密

度达到一定程度后, 弃去瓶中培养基, 加入适量的

0.25%胰蛋白酶消化、吹打, 使细胞均匀分散开, 再
加入含10%胎牛血清的1640培养基制成细胞悬液。

将细胞密度调整为1×106/mL, 接种于细胞培养瓶中, 
再置于37 °C、5% CO2培养箱中继续静置培养。取

处于对数生长期的细胞进行实验。实验分为, (1)年轻

组(Young group): 将原代RAECs培养至第4代即为年

轻组; (2)老年组(Old group): 年轻组传代至第12代即为

老年组; (3)NaHS组(NaHS group): 从第4代开始, 在培

养基中加入NaHS(使其在培养基中浓度为10 μmol/L), 
培养至第12代; (4)STO-609组(STO-609 group): 传
代至第12代的细胞在使用之前6 h加入STO-609, 使
其在培养基中的浓度为0.1 μg/mL(DMSO在培养基

中浓度为0.01%); (5)NaHS+STO-609组(NaHS+STO-
609 group): 加入NaHS培养并传代至第12代的细胞

在使用之前6 h加入STO-609, 使其在培养基中的浓

度为0.1 μg/mL(DMSO在培养基中浓度为0.01%); (6)
DMSO组(DMSO group): 传代至第12代的细胞在使

用之前6 h加入DMSO, 使其在培养基中的浓度为

0.01%。培养瓶中的培养基每隔48 h需更换1次。

1.3   SA-β-gal染色法检测细胞老化程度　　

将各组细胞培养于24孔板中, 传代培养至满

足使用条件, 用PBS(pH7.2)洗单层细胞1次, 之后用

0.5%戊二醛溶液固定5 min, 然后用PBS(pH7.2, 内
含1 mmol/L MgCl2)洗1次, 最后用新配的X-gal染液

(1 g/L X-gal溶于PBS, 另内含0.12 mmol/L K3Fe[CN]6、

0.12 mmol/L K4Fe[CN]6、1 mmol/L MgCl2, pH6.0)于
37 °C环境中染色12~16 h。在Olympus BX51光学显

微镜下观察, 胞质呈蓝绿色者为阳性细胞, 表示细胞

处于衰老状态。SA-β-gal染色阳性率的计算方法为: 
在400倍镜下每孔中随机选取10个视野, 计算阳性细

胞数占总细胞数的百分比。

1.4   DAPI荧光染色法检测细胞老化相关异染色

质位点(SAHF)的形成　　

将各组细胞培养于24孔板中, 传代培养至满
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足使用条件, 用PBS轻洗2次, 之后4%多聚甲醛(溶
于PBS, pH7.4), 室温固定15 min, 再用PBS轻洗2次, 
加入10 μg/mL DAPI(4,6-二氨基-2-苯基吲哚, 荧光

性DNA结合染料, 使用含0.2% Triton的PBS溶解配

制而成), 于37 °C环境中孵育30 min。在Olympus 
BX51荧光显微镜下, 用400 nm激发光、455 nm发射

光观察。细胞SAHF的计算方法为: 400倍镜下每孔

中随机选取10个视野, 计算出SAHF细胞总数占总细

胞数的百分率。

1.5   化学比色法检测内皮细胞NO含量　

NO本身半衰期极短, 遇氧和水会生成硝酸盐和

亚硝酸盐, 后两者遇硝酸盐显色剂会生成淡红色偶

氮化合物, 通过与标准品比色可间接测得NO浓度。

按照NO测试试剂盒说明书描述步骤检测细胞培养

基中的NO含量, 在550 nm用可见光分光光度计测其

吸光度值, 利用比色法计算出相应的NO含量。

1.6   Western blot方法检测CaMKKβ、AMPK和

p-AMPK蛋白表达　　

各组细胞用含蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液裂

解细胞后提取细胞的总蛋白, 然后BCA法测定蛋白

浓度。取等量蛋白质样品经10% SDS-聚丙烯凝胶

电泳(SDS-PAGE)分离后, 以湿转法电转至PVDF膜
上, 转移后的PVDF膜经含1%血清的TBST封闭2 h, 
然后加入一抗室温摇床孵育4 h或4 °C过夜。一抗

孵育时间充足后, TBST洗膜3次, 加入到相应的二抗

中, 室温孵育2 h。二抗孵育时间充足后, TBST洗膜

后进入暗室用发光液BiodlightTM Western进行曝光。

胶片用扫描机扫描后, 用PhotoShop对Western blot结
果进行分析, 计算出各组的灰度值后, 以目的蛋白与

相应的GAPDH的灰度比值表示目的蛋白的相对含

量。

1.7   统计分析

用GraphPad Prism 5统计软件进行数据分析, 计
量资料以mean±S.D.表示, 多组之间比较采用方差分

析, 随后两两比较采用q检验, P<0.05时认为差异有

统计学意义。

2   结果
2.1   NaHS对大鼠主动脉内皮细胞老化的影响

结果显示, 与年轻组相比, 老年组内皮细胞

的SA-β-gal阳性率明显增加(P<0.01), 给予外源性

H2S供体NaHS处理后, 与单纯老年组相比, NaHS
处理能够显著减少内皮细胞的SA-β-gal阳性率

(P<0.01); 给予CaMKKβ阻断剂STO-609后, 与NaHS
组相比, NaHS+STO-609组内皮细胞的SA-β-gal阳
性率明显升高(P<0.01)。而老年组、STO-609组、

NaHS+STO-609组和DMSO组间SA-β-gal阳性率比

较, 其差异没有统计学意义。结果表明, NaHS处理

能够延缓RAECs的老化, STO-609阻断CaMKKβ信
号通路能够减弱NaHS的细胞保护作用(图1)。

各组SA-β-gal的阳性率。#P<0.05, ##P<0.01, 与年轻组比较; ++P<0.01, 与老年组比较; **P<0.01, 与NaHS组比较。标尺=50 μm。

The positive rates of SA-β-gal in each group. #P<0.05, ##P<0.01 vs Young group; ++P<0.01 vs Old group; **P<0.01 vs NaHS group. Scale bars=50 μm.
图 1   NaHS对大鼠主动脉内皮细胞老化的影响

Fig.1   Effect of NaHS on the senescence of rats aortic endothelial cells
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2.2   NaHS对内皮细胞老化相关异染色质位点

(SAHF)的影响

DAPI能够和双链DNA的A-T碱基结合, 细胞衰

老时, 核异染色质表达相应增加。实验结果显示, 与
年轻组相比, 老年组SAHF表达明显增加(P<0.01)。 
与单纯老年组相比, NaHS处理能够显著减少内皮细

胞SAHF的表达(P<0.01)。STO-609阻断CaMKKβ后, 
内皮细胞SAHF的表达明显升高(P<0.01)。而老年

组、STO-609组、NaHS+STO-609组和DMSO组间

SAHF的形成比较, 其差异没有统计学意义。结果表

明, NaHS处理能够延缓RAECs老化相关异染色质位

点的形成, STO-609阻断CaMKKβ信号分子能够使

NaHS的细胞保护作用减弱(图2)。
2.3   NaHS对大鼠主动脉内皮细胞NO含量的影响

结果显示, 与年轻组相比, 老年组内皮细胞

NO含量明显减少(P<0.01)。与老年组相比, NaHS
处理能够增加内皮细胞NO的含量(P<0.01), 给予

CaMKKβ阻断剂STO-609能够减少内皮细胞NO的产

生(P<0.01)。而老年组、STO-609组、NaHS+STO-
609组和DMSO组间NO含量比较, 其差异没有统

计学意义。结果表明, NaHS处理通过增加内皮

细胞NO的产生量延缓内皮细胞的老化进程, 阻断

CaMKKβ信号通路能够减弱H2S的抗细胞老化作用

(表1)。

表1   NaHS对大鼠主动脉内皮细胞NO含量的影响

Table 1   Effect of NaHS on the contents of NO in rats aortic endothelial cells
组别

Group
NO浓度(μmol/L)
NO concentration (μmol/L)

Young 3.405±0.820

Old 0.752±0.464##

NaHS 3.465±0.828++

STO-609 0.819±0.546##**

NaHS+STO-609 1.074±0.498##**

DMSO 1.279±0.788##**

数据用均数±标准差表示, n=6(进行6次平行试验)。##P<0.01, 与年轻组相比; ++P<0.01, 与老年组相比; **P<0.01, 与NaHS组相

比。

Data are shown as mean±S.D., n=6 (six parallel experiment was carried out). ##P<0.01 vs Young group; ++P<0.01 vs Old group; 
**P<0.01 vs NaHS group.
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各组SAHF的表达。##P<0.01, 与年轻组比较; ++P<0.01, 与老年组比较; **P<0.01, 与NaHS组比较。标尺=50 μm。

The expression levels of SAHF in each group. ##P<0.01 vs Young group; ++P<0.01 vs Old group; **P<0.01 vs NaHS group. Scale bars=50 μm.
图2   NaHS对大鼠主动脉内皮细胞老化相关异染色质位点(SAHF)形成的影响

Fig.2   Effect of NaHS on the senescence associated heterochromation foci (SAHF) formation in rats aortic endothelial cells
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2.4   NaHS对大鼠主动脉内皮细胞的CaMKKβ蛋
白质水平的影响

Western blot结果显示, 与年轻组相比, 老年组

CaMKKβ表达减少(P<0.01), NaHS处理能够增加

内皮细胞CaMKKβ的表达(P<0.05), STO-609阻断

CaMKKβ后, CaMKKβ蛋白质相当含量显著减少

(P<0.01)。老年组、STO-609组和NaHS+STO-609组
间CaMKKβ蛋白质水平比较, 其差异没有统计学意

义。结果表明, NaHS预处理通过上调CaMKKβ蛋白

质水平从而延缓内皮细胞的老化(图3)。
2.5   NaHS增加大鼠主动脉内皮细胞的AMPK蛋

白质水平

Western blot结果显示, 与年轻组相比, 老年

组AMPK蛋白质水平明显减少(P<0.01), NaHS处
理组的AMPK表达比老年组明显增加(P<0.05), 
STO-609阻断 CaMKKβ 后 ,  AMPK的蛋白质水

平显著减少(P<0.01)。而老年组、STO-609组、

NaHS+STO-609组和DMSO组间AMPK蛋白质水

平比较, 其差异没有统计学意义。结果表明, NaHS
处理通过上调AMPK蛋白质水平延缓内皮细胞的

老化(图4)。

2.6   NaHS增加大鼠主动脉内皮细胞的p-AMPK
蛋白质水平

Western blot结果显示, 老年组p-AMPK蛋白质

水平比年轻组明显减少(P<0.01), NaHS处理组的

p-AMPK蛋白质水平比老年组明显增加(P<0.01), 
STO-609阻断CaMKKβ后, p-AMPK蛋白质水平显

著减少(P<0.01)。而老年组、STO-609组、NaHS+ 
STO-609组和DMSO组间p-AMPK蛋白质水平比较, 
其差异没有统计学意义。结果表明, NaHS处理通过

增加p-AMPK蛋白质水平延缓内皮细胞的老化进程

(图5)。

3   讨论 
本研究结果显示, 外源性H2S能够延缓RAECs

的老化进程。H2S能使表达SA-β-gal细胞的阳性率

明显降低, 同时H2S明显减少老化相关SHAF的生成, 
增加内皮细胞NO的含量。我们在前期的研究中发

现, H2S是通过上调SirT1的表达对抗氧化应激作用, 
从而达到延缓内皮细胞的老化作用。本文进一步发

现, H2S上调SirT1的表达可能是通过改变CaMKKβ-
AMPK信号通路机制从而实现其延缓大鼠主动脉内
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Data are shown as mean±S.D., n=3. #P<0.05, ##P<0.01 vs Young group; +P<0.05 vs Old group; **P<0.01 vs NaHS group.
图3   NaHS处理对大鼠主动脉内皮细胞CaMKKβ蛋白质水平的影响

Fig.3   Effect of NaHS on the protein levels of CaMKKβ in rats aortic endothelial cells
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图4   NaHS处理对大鼠主动脉内皮细胞AMPK蛋白质水平的影响

Fig.4   Effect of NaHS on the protein levels of AMPK in rats aortic endothelial cells
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图5   NaHS处理对大鼠主动脉内皮细胞p-AMPK蛋白质水平的影响

Fig.5   Effect of NaHS on the protein levels of p-AMPK in rats aortic endothelial cells
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皮细胞老化作用的。

随着年龄的增长, 人的机体不断衰老, 因机体

老化引起的疾病所造成的威胁会愈发凸现出来, 其
中威胁老年人身体健康的心血管疾病是最危险的因

素之一。由于其发病率和死亡率较高, 无时无刻不

在威胁着老年人的健康[16]。研究表明, 心血管疾病

的主要病理学表现是血管内皮细胞功能紊乱, 一方

面造成血管舒张反应降低、血管管径变小、管壁顺

应性降低而张力增加; 另一方面影响内皮细胞血管

活性物质的释放, 造成内皮细胞NO的产生减少, 由
于血管活性物质释放的减少反过来影响血管功能的

发挥, 进一步形成恶性循环, 导致血管结构和功能障

碍的发生, 加速了机体衰老的进程[17]。由此可见, 血
管内皮细胞的结构和功能稳定对于维持心血管系统

的稳态具有重要作用。Schermer等[18]发现, 在高脂、

高胆固醇饮食的小鼠动脉粥样硬化模型中, 内皮细

胞功能的缺失会加快动脉粥样硬化的形成。在保护

血管内皮细胞功能完整性方面, 内皮细胞释放的NO
作用主要体现在两方面, 一是舒缓血管内皮, 减少

血管内皮细胞功能紊乱; 二是减轻因内皮细胞老化

引起的氧化应激反应[19]。因此, 血管内皮细胞NO合

成减少是造成血管内皮细胞功能紊乱的主要因素之

一。我们在实验中观察到, 老年组的NO含量明显低

于年轻组, 由此提示我们, 在老年组主动脉内皮细

胞中, 随着细胞老化程度的增加, 内皮细胞的功能

发生障碍, NO的合成和释放大幅减少。我们在前期

的在体实验中也已证明, 老年大鼠动脉内皮细胞的

NO产生减少[20]。因此, 内皮细胞NO合成量的多寡

可以作为衡量内皮细胞老化程度的重要指标。内

皮细胞老化时的主要特征表现是SA-β-gal阳性细胞

的出现、老化相关的异染色质(SAHF)的形成、细

胞周期调节因子的表达、端粒的缩短以及端粒酶

活性的降低[21-22]。在形态学上, 老年组细胞SA-β-gal
阳性率明显高于年轻组, 老年组SHAF生成明显多于

年轻组, 结果提示, 由内皮细胞发生的功能障碍影响

了内皮细胞的结构完整性, 老化加速了细胞衰老的

进程。因此, 设法促进血管内皮细胞活性物质的释

放将能够减缓内皮细胞的衰老, 进而减轻内皮细胞

的功能障碍, 将会减少由内皮细胞功能障碍引发的

心血管疾病的发生和发展。

H2S作为近年来新发现的气体信号分子, 在延

缓细胞老化进程和防治心血管疾病方面已经成为基

础医学和临床医学研究的热点。在神经系统中, 生
理浓度的H2S具有保护神经元的作用, 外源性H2S能
够抑制在阿尔兹海默病发病中起到关键作用的淀粉

样蛋白沉淀。在呼吸系统中, 给予外源性H2S处理能

够使肺动脉压降低, 减轻肺血管的重塑。在消化系

统中, 给予外源性H2S处理可以有效减轻大鼠胃黏膜

缺血/再灌注引起的损伤, 减少胃黏膜损伤面积和损

伤深度[23]。在心血管系统中, H2S具有舒张血管、调

节血压、抑制平滑肌细胞增殖、抑制心肌细胞凋亡

和对抗氧化应激等功能。由此可见, H2S在人体器官

和组织正常生理功能的发挥中起到保护作用。我们

前期的研究证实, 采用10 μmol/L的NaHS对细胞进行

处理, 结果显示, H2S能够有效延缓大鼠主动脉内皮

细胞的老化进程, 起到良好的细胞保护作用。我们

进一步的研究发现, H2S一方面通过上调SirT1信号

通路实现其细胞保护作用, 另一方面通过增加内皮

细胞NO的合成, 增强内皮细胞的功能来延缓细胞的

老化进程[12]。这提示我们, H2S的抗老化作用与其激

活内皮细胞SirT1信号通路有关, 那么, H2S是如何调

控SirT1信号通路、影响内皮细胞结构和功能的完

整性, 进而延缓内皮细胞老化的进程, 尚无定论。

CaMKKβ涉及多种病理生理学进程, 如能量代

谢、糖和脂肪代谢及癌症的发生等均与其有关联[24]。

目前, CaMKKβ的激活机制尚不明确, 但其表达受

Ca2+浓度的影响[25-26]。有研究表明, H2S能够调节细

胞内Ca2+浓度[27], 这提示H2S可能是通过调节Ca2+浓

度来实现对CaMKKβ表达的调控。此外, CaMKKβ
的表达具有细胞特异性, 在中枢神经系统中大量表

达[28], 由于在心血管系统中的作用尚不明确, 对此

展开研究具有非常重要的意义。有研究发现, 用线

粒体靶向的七叶甙原可以通过AMPK介导eNOS磷
酸化使人主动脉内皮细胞的NO生成量增加, 从而有

效防止由过氧化氢和血管紧张素II引起的内皮细胞

死亡[29], 提示AMPK在心血管系统的保护中起到重

要作用。Green等[30]发现, AMPK是CaMKKβ的下游

信号分子, 在HEK 293a细胞中, 用RNA干扰细胞内

CaMKKβ的表达可完全阻断AMPK的激活。本研究

发现, 用STO-609阻断CaMKKβ信号通路, NaHS处
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理引起的细胞保护作用明显减弱, 内皮细胞衰老加

速。如前所述, H2S可以通过上调AMPK的下游信号

分子SirT1来增加NO合成, 进而延缓细胞衰老。同时, 
Shang等[31]在研究二甲双胍和替米沙坦对心血管的

保护作用时发现, AMPK的磷酸化可以增加SirT1的
表达。因此, 我们认为, H2S很可能是通过调节Ca2+

浓度引起CaMKKβ-AMPK信号通路蛋白质水平变

化, 增加AMPK磷酸化水平, 从而影响内皮细胞活性

物质的合成与释放, 减少老化引起的内皮细胞的功

能障碍, 延缓了内皮细胞的老化进程。但H2S如何调

控CaMKKβ的确切分子机制还有待研究证实。

综上所述, 外源性H2S处理能够延缓大鼠主动

脉内皮细胞老化的进程, 其机制是通过调节细胞内

CaMKKβ表达, 进而上调AMPK的表达, 增加AMPK
的磷酸化, 促进内皮细胞NO的释放, 改善了内皮细

胞的结构和功能, 延缓了内皮细胞的老化进程。
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