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硫化氢预处理改善大鼠肺泡II型上皮细胞缺氧/复氧

损伤的机制研究
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(1温州医科大学缺血/再灌注损伤研究所, 温州 325035; 2宜宾学院体育与大健康学院, 宜宾 644000)

摘要      该研究探讨硫化氢 (hydrogen sulfide, H2S)预处理对大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞 (alveolar 
epithelial cell type Ⅱ, AEC Ⅱ)缺氧/复氧(hypoxia/reoxygenation, H/R)损伤的影响及其潜在作用机制。

采用免疫荧光法进行细胞鉴定 , 检测各组细胞活性 , 超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD)
活性、丙二醛 (malondialdehyde, MDA)和乳酸 (lactate)含量 ; ELISA检测 IL-1β、IL-18含量 ; Western 
blot检测有氧糖酵解指标HK2、PKM2和细胞焦亡指标NLRP3、GSDMD-N、cleaved-Caspase1、
cleaved-IL-1β、cleaved-IL-18蛋白水平 ; qRT-PCR检测HK2、PKM2、NLRP3 mRNA水平 ; 免疫荧

光法观察HK2、NLRP3的表达 , 评估H/R中有氧糖酵解和细胞焦亡的表达情况及H2S对H/R损伤的

影响。此外, 为深入研究有氧糖酵解与细胞焦亡间的联系, 使用HK2抑制剂2-脱氧葡萄糖(2-deoxy-
glucose, 2-DG), 并通过上述实验室方法检测有氧糖酵解和细胞焦亡指标表达情况。研究结果显示

H/R可激活有氧糖酵解和细胞焦亡 , 使用H2S后有氧糖酵解和细胞焦亡指标表达水平均下调且改善

H/R诱导的细胞损伤; 使用2-DG 后细胞焦亡表达下调且细胞损伤得到改善。研究结果表明, H2S可
显著改善大鼠AEC Ⅱ缺氧/复氧损伤, 其机制可能与抑制HK2-NLRP3-GSDMD通路减轻细胞焦亡有

关。
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in Rat Alveolar Epithelial Cell Type Ⅱ

WANG Xiaoting1, LUO Zhenzhen1, XU Junpeng1, ZHANG Qihao1, CAO Wenjie1, HUANG Man1, 
TIAN Yunna1, SHI Lu2*, WANG Wantie1*

(1Institute of Ischemia/Reperfusion Injury, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325035, China; 
2College of Physical Education and Health, Yibin University, Yibin 644000, China)

Abstract       This study aims to investigate the effect of H2S (hydrogen sulfide) preconditioning on H/R (hy-
poxia/reoxygenation) injury in rat AEC Ⅱ (alveolar epithelial cell type Ⅱ) and the underlying mechanism. The cells 
were identified by immunofluorescence. Detection of each cell activity, SOD (superoxide dismutase) activity, MDA 
(malondialdehyde) and lactate content were measured. The levels of IL-1β and IL-18 were detected by ELISA. The 
protein levels of aerobic glycolysis markers HK2 and PKM2 and pyroptosis markers NLRP3, GSDMD-N, cleaved-
Caspase1, cleaved-IL-1β, and cleaved-IL-18 were detected by Western blot. qRT-PCR was used to detect the mRNA 
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levels of HK2, PKM2, and NLRP3. Immunofluorescence was used to observe the expression of HK2 and NLRP3, 
and to evaluate the expression of aerobic glycolysis and pyroptosis indicators in H/R and the effect of H2S on H/R 
injury. In addition, to further investigate the link between aerobic glycolysis and pyroptosis, the HK2 inhibitor 2-DG 
(2-deoxyglucose) was used and its expression was detected by the laboratory methods described above. The results 
showed that H/R could activate aerobic glycolysis and pyroptosis. H2S treatment down-regulated the expression of 
aerobic glycolysis and pyroptosis indicators and ameliorated H/R-induced cell injury. After using 2-DG, pyroptosis 
indicators expression was down-regulated and cell damage was improved. This study indicates that H2S can signifi-
cantly improve hypoxia/reoxygenation injury of AEC Ⅱ in rats, and its mechanism may be related to inhibiting the 
HK2-NLRP3-GSDMD pathway and reducing pyroptosis.

Keywords       hydrogen sulfide; rat alveolar epithelial cell type Ⅱ; hypoxia/reoxygenation injury; the HK2-
NLRP3-GSDMD pathway

肺缺血 /再灌注损伤 (lung ischemia/reperfusion 
injury, LIRI)常作为并发症发生在某些手术治疗过程

中[1-2], 目前尚无有效的预防及治疗措施, 且LIRI的病

理生理过程尚不完全清楚 , 在临床中有高发病率和

死亡率的特点。

近20年H2S一直是人们关注热点 , H2S属于一类

被称为气体递质的分子 , 具有抗炎、抗氧化、抗凋

亡等 [3-4]作用。哺乳动物细胞通过酶途径 [5]产生内

源性H2S: 半胱氨酸和同型半胱氨酸作为底物 , 由胱

硫氨酸 -γ-裂解酶 (cystathionine-γ-lyase, CSE)和胱硫

氨酸 -β-合酶 (cystathionine-β-synthase, CBS)催化的多

种反应产生硫化氢。硫氢化钠 (sodium hydrosulfide, 
NaHS)作为常见的外源性H2S供体 , 已被广泛证明对

缺血/再灌注损伤动物模型有保护作用。有研究显示

给予H2S供体NaHS预处理能减轻大鼠急性肺组织损

伤[6]。还有研究报道, 内源性H2S通过清除氧自由基、

抗氧化而对缺血/再灌注的肺组织起到保护作用[7]。

有氧糖酵解(aerobic glycolysis)是指葡萄糖在非

氧化的条件下经过多种酶的催化代谢最终生成乳酸

的复杂过程 [8]。有氧糖酵解又称“Warburg”效应 , 过
去被认为是肿瘤细胞独有的产能方式。最近许多研

究发现, “Warburg”效应不再是肿瘤细胞的专属, 也可

发生在慢性肺疾病患者以及动物模型中 [9-10]。肺是

代谢旺盛的器官, 葡萄糖利用率比其他脏器如心、脑、

肾都高。ZHANG等[11]发现, 在大脑缺血/再灌注损伤期

间, 有氧糖酵解水平增加。HU等[12]发现 , 急性肺损伤

(acute lung injury, ALI)时有氧糖酵解程度增加, 且抑

制有氧糖酵解可减轻肺部炎症反应 , 从而改善肺损

伤。以上数据提示 , 有氧糖酵解不失为防治ALI的
重要靶点。更重要的是 , 脂多糖 (lipopolysaccharide, 

LPS)处理巨噬细胞可诱导细胞焦亡 , 同时伴有有氧

糖酵解速率增加 , 且抑制有氧糖酵解能够逆转LPS
诱导的细胞焦亡 [13]。这一发现提示有氧糖酵解与细

胞焦亡存在一定的联系。AEC Ⅱ是肺表面活性物质

的主要来源也是LIRI中主要的效应细胞 , 故本研究

以大鼠肺泡 II型上皮细胞为主要研究对象 , 通过建

立细胞H/R损伤模型 , 模拟大鼠在体LIRI, 旨在进一

步明确H2S在H/R损伤中的作用机制 ; 同时以有氧糖

酵解为研究靶点 , 通过HK2抑制剂2-DG对肺泡 II型
上皮细胞进行处理 , 研究有氧糖酵解在H/R诱导的

肺泡损伤中的可能作用以及调控机制 , 从而为在体

肺缺血/再灌注损伤的防治提供参考。

1   材料和方法
1.1   细胞与主要试剂  

RLE-6TN大鼠肺泡 Ⅱ型上皮细胞系 , 由常州

灏天启生物技术有限公司提供 ; RPMI-1640培养

液、RPMI-1640无糖培养液购自美国Gibco公司 ; 胎
牛血清购自上海富衡生物科技有限公司 ; PBS缓冲

液、青–链霉素双抗混合液和无血清细胞冻存液购

自北京索莱宝科技有限公司 ; CCK-8试剂盒购自上

海陶术生物科技有限公司 ; 硫氢化钠购自上海阿拉

丁生化科技股份有限公司 ; 2-DG购自美国APEXBIO
公司; BCA试剂盒、TRizol购自上海雅酶生物医药科

技有限公司 ; 总超氧化物歧化酶、丙二醛和乳酸试

剂盒购自南京建成生物工程研究所 ; β-tubulin一抗购

自Abmart公司 ; NLRP3一抗购自沈阳万类生物科技

有限公司 ; GSDMD-N、Caspase1一抗、IL-1β一抗、

IL-18一抗、HK2一抗、PKM2一抗均购自Proteintech
公司, SP-C一抗购自美国Abcam公司; HK2、PKM2、
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NLRP3引物购自上海生工生物工程股份有限公司。

1.2   方法

1.2.1   主要试剂配制      (1) 硫氢化钠溶液: 根据文

献[14-17]及预实验, 称取22.4 mg硫氢化钠固体溶于

4 mL PBS缓冲液中 , 配制成母液 , 现用现配 , 使用时

稀释。(2) 2-DG溶液: 根据文献[18-19]及预实验, 配制

成50 mmol/L的母液, 现用现配, 使用时稀释。(3) 10%
完全培养液: 按照RPMI-1640:FBS:双抗=89%:10%:1%
的比例进行配制。

1.2.2   实验分组及AEC Ⅱ缺氧 /复氧模型的制备      
按照随机原则将细胞随机分为6组。(1) 常氧组(Con-
trol): 用完全培养液在常氧箱内37 °C孵育6 h 5 min; 
(2) 常氧+硫氢化钠组 (Control+NaHS): 用含终浓度

为50 μmol/L NaHS的完全培养液于常氧箱中37 °C孵
育6 h 5 min; (3) 常氧+2-DG组(Control+2-DG): 用含

终浓度为0.02 mmol/L 2-DG的完全培养液于37 °C常
氧箱中孵育6 h 5 min; (4) 缺氧 /复氧组 (H/R): 置换无

糖无血清培养液并放于低氧培养箱 (1% O2)中 , 缺氧

处理6 h后更换为完全培养液, 再放回常氧箱内复氧

5 min; (5) 硫氢化钠+缺氧 /复氧组 (NaHS+H/R): 缺
氧处理前用完全培养液配制的50 μmol/L NaHS溶液

预处理30 min, 缺氧处理同H/R组; (6) 2-DG+缺氧/复
氧组(2-DG+H/R) : 缺氧处理前用完全培养液配制的

0.02 mmol/L 2-DG溶液预处理1 h, 缺氧处理同H/R组; 
实验结束 , 收集细胞进行后续处理。模型复制在借

鉴周卓琳等 [20-23]其他学者研究方法的基础上 , 通过

多次预实验并改进。首先 , 选取对数生长期 , 形态正

常的AEC Ⅱ饥饿处理24 h。完成后更换为无糖无血清

培养液 , 放于提前设置好参数的低氧培养箱 (37 °C、
94% N2、1% O2、5% CO2)中培养6 h, 此为缺氧。再

将无糖无血清培养液更换为完全培养液 , 放于常氧

培养箱 (37 °C、74% N2、21% O2、5% CO2)中复氧

5 min。通过以上处理, 模拟细胞缺氧/复氧损伤的病

理生理过程。

1.2.3   免疫荧光标记法      用4%多聚甲醛室温固定

细胞30 min, 经打孔处理后 , 进行封闭处理 , 滴加相

应一抗(SP-C、HK2、NLRP3稀释比例均为1500׃)后
放于湿盒内避光, 4 °C冰箱孵育过夜, 磷酸缓冲盐溶

液(phosphate buffer solution, PBS)洗涤后用对应的荧

光二抗(1500׃)室温避光孵育1 h, 再次PBS充分洗涤, 
用含DAPI的抗荧光淬灭封片剂小心封片 , 蔡司荧光

倒置显微镜下观察荧光强度并定量分析。

1.2.4   CCK-8法检测细胞活性      根据CCK-8试剂盒

说明书进行实验, 37 °C孵育1 h, 于450 nm波长处测

每孔的吸光度(D)值。

1.2.5   检测肺泡细胞超氧化物歧化酶 (superoxide 
dismutase, SOD)活力      首先 , 用蛋白酶抑制剂

(phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF)+细胞组织快

速裂解液 (radio immunoprecipitation assay, RAPI)法
提取细胞蛋白样品 , 用BCA法测蛋白浓度 , 再按照

SOD试剂盒使用说明步骤对试剂反应液进行配制和

添加, 水浴锅37 °C孵育30 min后在450 nm波长处测

定吸光度(D)值, 计算SOD活力, 计算公式如下:

C待测: 待测样品蛋白浓度(mgprot/mL)(prot指蛋

白); 12: 反应体系稀释倍数。

1.2.6   检测肺泡细胞丙二醛(malondialdehyde, MDA)
的含量      提取细胞蛋白并测定蛋白浓度。按照试

剂盒说明书滴加反应液, EP管用针头刺一小孔, 放于

95 °C水浴锅高温孵育40 min, 流水下冲洗使之逐渐

冷却 , 低温低速离心机2 200 ×g离心 , 吸取等体积上

清液在96孔板中 , 酶标仪立即测定各孔在532 nm波

长处的吸光度(D)值, 计算MDA含量, 公式如下:

C标准: 标准品浓度, 10 nmol/mL; C待测: 待测样本

蛋白浓度(mgprot/mL)。
1.2.7   肺组织乳酸(lactate, LA)检测      提取细胞蛋

白并测定蛋白浓度 , 再按照MDA试剂盒使用说明步

骤对试剂反应液进行配制和添加 , 37 °C水浴锅孵育

30 min后立即在酶标仪530 nm波长处测定吸光度(D)
值, 计算乳酸含量, 计算公式如下:

C标准: 标准品浓度 , 3 mmol/L; Cpr: 组织匀浆蛋

白浓度, gprot/L。
1.2.8   ELISA检测肺泡细胞 IL-1β、IL-18的含量      
实验采用双抗体夹心法测定大鼠AEC Ⅱ中 IL-1β、
IL-18水平。按说明书步骤进行操作 , 于450 nm波长

处测量各孔的吸光度(D)值。

1.2.9   Western blot检测HK2、PKM2、NLRP3、GS-
DMD-N、cleaved-Caspase1、cleaved-IL-1β、cleaved-
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IL-18蛋白的表达情况      造模结束后立即按照

PMSF:RAPI裂解液=1100׃配制裂解混合液 , 冰上裂

解细胞30 min后收集6孔板裂解液, 超声后离心收集

细胞上清液并用BCA法测定蛋白浓度, 变性制样。依

次经电泳仪电泳、转膜(湿转)、10%脱脂牛奶室温封

闭2 h, Tris-HCl缓冲盐溶液+Tween 20(TBST)洗膜3次。

HK2一抗、PKM2一抗(均1000 6׃); NLRP3、GSDMD-
N(均1500׃); Caspase1、IL-1β、IL-18(均1300׃) 4 °C孵
育过夜。蛋白条带经TBST洗涤(4 min/次), 共洗涤3次, 
再用二抗(1000 20׃)室温孵育1 h, 5 min/次TBST洗膜, 
共3次洗膜后 , 滴加ECL发光液 , 用化学发光成像系

统进行曝光拍摄, 半定量分析。

1.2.10   qRT-PCR检测HK2、PKM2、NLRP3表达

水平      使用Trizol法提取细胞总RNA。将RNA逆

转录成 cDNA, 然后进行PCR扩增。HK2引物序列

Forward: 5′-GGT GCT GTG GCG AAT CAA AG-
3′; Reverse: 5′-CCT TAT GGA GAC GCT TGG CA-
3′; PKM2引物序列Forward: 5′-GTG GAC ATG GTG 
TTT GCG TC-3′; Reverse: 5′-TCG GTT GCA TCG 
TCC AAT CA-3′; NLRP3引物序列Forward: 5′-GTA 
CGC TTC CTC TTT GGC CT-3′; Reverse: 5′-GCT 
TCT TGG CCT TGG CTT TC-3′; β-tubulin引物序列

Forward: 5′-CAA CTA TGT GGG GGA CTC GG-3′; 
Reverse: 5′-TGG CTC TGG GCA CAT ACT TG-3′。
1.2.11   统计学分析      采用GraphPad Prism 9软件

统计分析, 实验数据以x
_
±s表示, 两组间比较用t检验, 

多组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差异有

统计学意义。

2   结果
2.1   大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞的鉴定

用免疫荧光标记法检测肺泡 Ⅱ型上皮细胞的

特异性表达标志物之一 : SP-C。荧光显微镜观察结

果显示 : 蓝色荧光标记为细胞核 ; 绿色荧光标记为

SP-C蛋白位置, 定位于AEC Ⅱ胞质。以此为据, 证实

本实验细胞为AEC Ⅱ(图1)。
2.2   CCK-8检测NaHS改善细胞H/R损伤的最佳浓

度

CCK-8结果显示: 0~3 200 μmol/L的NaHS溶液正

常培养AEC Ⅱ 24 h无明显细胞毒性(P>0.05)(图2A); 与
Control组相比, H/R组细胞活性下降(P<0.000 1); 与H/R
组相比, 50 μmol/L的NaHS可明显增加H/R损伤的细

胞活性(P<0.001)。因此选择50 μmol/L的NaHS作为

治疗浓度进行后续实验(图2B)。
2.3   CCK-8检测2-DG改善细胞H/R损伤的最佳浓

度

CCK-8结果显示 : 在0~20 mmol/L的2-DG溶液

正常培养AEC Ⅱ 24 h的条件下 , 大于 1 mmol/L的
2-DG显著降低细胞活性 (P<0.000 1)(图3A); 故采用

0~1 mmol/L的2-DG在H/R损伤细胞中进一步检测 ,
结果显示 : 与Control组相比 , H/R组细胞活性下降

(P<0.000 1), 与H/R组相比 , 0.02 mmol/L的2-DG可

明显增加缺氧/复氧诱导AEC Ⅱ损伤的活力(P<0.01) 
(图3B)。因此, 选择0.02 mmol/L的2-DG进行后续实

验。

2.4   H/R激活有氧糖酵解和细胞焦亡

Western blot检测有氧糖酵解和细胞焦亡相关

指标显示 : 与Control组相比 , H/R组HK2、PKM2、
NLRP3、cleaved-Caspase1、cleaved-IL-1β、cleaved-
IL-18蛋白表达水平均上调(P<0.05), GSDMD-N蛋白表

达水平明显上调 (P<0.01)(图4)。以上结果提示 , 大鼠

肺泡Ⅱ型上皮细胞H/R可激活有氧糖酵解和细胞焦亡。

2.5   NaHS预处理对H/R诱导AEC Ⅱ损伤的影响

2.5.1   NaHS预处理对H/R诱导AEC Ⅱ损伤具有保护

图1  肺泡II型上皮细胞鉴定图 
Fig.1   Identification of type II alveolar epithelial cells 

20 µm
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作用      与Control组相比, Control+NaHS组的细胞活

力无显著差异(P>0.05); 与Control组相比 , H/R组细胞

活力显著降低 (P<0.000 1); 与H/R组相比 , NaHS+H/R
组细胞活力明显上升 (P<0.01)(图5)。这证实H/R可
以降低细胞活力 , 引起细胞损伤 ; 而NaHS预处理可

减轻H/R引起的AEC Ⅱ损伤, 对细胞起到一定的保护

作用。

2.5.2   NaHS预处理减轻AEC Ⅱ缺氧 /复氧引起的氧

化应激反应和降低乳酸含量      与Control组相比 , 
Control+NaHS组的SOD活力、MDA含量、Lactate
含量无显著差异 (P>0.05); 与Control组相比 , H/R
组SOD活力明显降低 , MDA含量明显增加 , Lactate
含量上升 (P<0.000 1); 与H/R组相比 , NaHS+H/R组
SOD活力明显上升 , MDA含量明显下降 , Lactate含
量下降(P<0.000 1)(图6A~图6C)。

2.5.3   NaHS预处理可抑制细胞缺氧 /复氧损伤

引起的炎症因子的释放       与 Control组相比 , 
Control+NaHS组细胞中 IL-1β、IL-18含量无差异

(P>0.05); 与Control组相比 , H/R组细胞中 IL-1β、
IL-18含量显著上升 (P<0.000 1); 与H/R组相比 , 
NaHS+H/R组细胞中 IL-1β含量明显下降 (P<0.001), 
IL-18含量显著下降(P<0.000 1)(图7A和图7B)。
2.5.4   各组大鼠肺泡上皮 Ⅱ型细胞中有氧糖酵

解和细胞焦亡相关蛋白的表达情况      Western 
blot结果显示 : 与Control组相比 , Control+NaHS组
HK2、PKM2、NLRP3、GSDMD-N、cleaved-IL-
1β、cleaved-IL-18蛋白水平无显著差异 (P>0.05); 与
Control组相比 , H/R组HK2、cleaved-Caspase1蛋白

表达水平上调 (P<0.01), GSDMD-N蛋白表达水平上

调 (P<0.001), PKM2、NLRP3、cleaved-Caspase1、

A: CCK-8检测不同浓度2-DG作用24 h对正常细胞的影响; B: CCK-8检测不同浓度2-DG对H/R模型细胞的影响。n=4, **P<0.01, ****P<0.000 1。
A: CCK-8 was used to detect the effect of different concentrations of 2-DG on normal cells for 24 h; B: CCK-8 was used to detect the effects of differ-
ent concentrations of 2-DG on H/R model cells. n=4, **P<0.01, ****P<0.000 1.

图3   CCK-8检测2-DG改善细胞H/R损伤的最佳浓度

Fig.3   Optimal concentration of 2-DG for ameliorating cell H/R injury as determined by CCK-8
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图2   CCK-8检测NaHS改善细胞H/R损伤的最佳浓度

Fig.2   The optimal concentration of NaHS for ameliorating H/R injury in cells detected by CCK-8
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A: HK2、PKM2、NLRP3、GSDMD-N、cleaved-Caspase1、cleaved-IL-1β、cleaved-IL-18蛋白表达变化; B: Western blot统计图。n=3, *P<0.05, 
**P<0.01。
A: protein expression changes of HK2, PKM2, NLRP3, GSDMD-N, cleaved-Caspase1, cleaved-IL-1β and cleaved-IL-18; B: Western blot statistical 
plot. n=3, *P<0.05, **P<0.01.

图4   H/R诱导AEC II损伤中有氧糖酵解和细胞焦亡相关指标的变化

Fig.4   Changes in indicators related to glycolysis and pyroptosis in H/R-induced AEC II injury
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图5   各组AEC II细胞活力变化统计图

Fig.5   Statistical plot of changes in AEC II cell viability in each group
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cleaved-IL-1β、cleaved-IL-18蛋白表达水平上调

(P<0.05); 与H/R组相比, NaHS+H/R组NLRP3、GSD-
MD-N、cleaved-Caspase1蛋白表达水平下降(P<0.01), 
HK2、PKM2、cleaved-IL-1β、cleaved-IL-18蛋白水

平下降(P<0.05)(图8)。
2.5.5   各组大鼠肺泡上皮Ⅱ型细胞中HK2、PKM2、
NLRP3的基因表达情况      qRT-PCR结果显示 : 与
Control组相比 , Control+NaHS组 HK2、PKM2、
NLRP3基因表达水平均无显著差异 (P>0.05); 与

Control组相比, H/R组HK2、NLRP3基因表达水平上

调 (P<0.000 1), PKM2基因表达水平上调 (P<0.001); 
与H/R组相比 , NaHS+H/R组HK2基因表达水平下

降 (P<0.05), PKM2、NLRP3基因表达水平下降

(P<0.001)(图9A~图9C)。
2.5.6   各组大鼠肺泡上皮Ⅱ型细胞中HK2、NLRP3
免疫荧光表达变化      免疫荧光结果显示: 与Control
组相比 , Control+NaHS组未见HK2、NLRP3阳性表

达细胞; 与Control组相比, H/R组HK2、NLRP3阳性

A: NaHS预处理对各组SOD活性变化的影响 ; B: NaHS预处理对各组MDA水平变化的影响 ; C: NaHS预处理对各组Lactate含量变化的影响。

n=4, nsP>0.05, ****P<0.000 1。
A: effect of NaHS pretreatment on SOD activity in each group; B: effect of NaHS pretreatment on MDA level in each group; C: effect of NaHS pretreat-
ment on Lactate content in each group. n=4, nsP>0.05, ****P<0.000 1.

图6   各组SOD活性、MDA水平、Lactate含量变化统计图

Fig.6   Statistical plots of changes in SOD activity, MDA level, and Lactate content in each group
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A: 各组AEC Ⅱ中IL-1β含量; B: 各组AEC Ⅱ中IL-18含量。n=4, nsP>0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1。
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图7   NaHS预处理对H/R诱导的细胞损伤中各组IL-1β, IL-18含量变化的影响

Fig.7   Effects of NaHS preconditioning on the levels of IL-1β and IL-18 in H/R-induced cell injury in each group
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A: HK2、PKM2、NLRP3、GSDMD-N、cleaved-Caspase1、cleaved-IL-1β、cleaved-IL-18蛋白表达变化; B: Western blot统计图。n=3, nsP>0.05, 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: protein expression changes of HK2, PKM2, NLRP3, GSDMD-N, cleaved-Caspase1, cleaved-IL-1β and cleaved-IL-18; B: Western blot statistical 
plot. n=3, nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图8  H/R诱导AEC II损伤中各组有氧糖酵解和细胞焦亡相关指标的变化

Fig.8   Changes in markers related to pyroptosis and aerobic glycolysis in each group during H/R-induced AEC II injury

n=5, nsP>0.05, *P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1.
图9   H/R诱导AEC II损伤中各组HK2、PKM2、NLRP3的mRNA水平

Fig.9   mRNA levels of HK2, PKM2 and NLRP3 in each group during H/R-induced AEC II injury
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表达细胞数显著增加 ; 与H/R组相比 , NaHS+H/R组
HK2、NLRP3阳性表达细胞数显著下降(图10A和图

10B)。以上结果表明 , H/R激活有氧糖酵解和细胞

焦亡 , NaHS通过抑制有氧糖酵解和细胞焦亡发挥对

AEC Ⅱ的保护作用。

2.6   2-DG对H/R诱导AEC II损伤的影响

2.6.1   2-DG对H/R诱导AEC Ⅱ损伤具有保护作用      
与Control组相比 , Control+2-DG组的细胞活力无显

著差异 (P>0.05); 与Control组相比 , H/R组细胞活力

显著下降 (P<0.000 1); 与H/R组相比 , 2-DG+H/R组
细胞活力明显上升 (P<0.01)(图 11)。该结果显示 , 
2-DG可减轻H/R诱导的AEC Ⅱ损伤。

2.6.2   2-DG减轻 AEC Ⅱ缺氧 /复氧引起的氧化

应激反应和降低乳酸含量      与Control组相比 , 
Control+2-DG组的SOD活力、MDA含量、Lactate
含量无显著差异 (P>0.05); 与Control组相比 , H/R
组 SOD活力下降 , MDA水平增加 , 乳酸含量上升

(P<0.000 1); 与H/R组相比 , 2-DG+H/R组SOD活力

明显上升(P<0.001), MDA含量明显下降(P<0.000 1), 
Lactate含量下降(P<0.000 1)(图12)。
2.6.3   2-DG抑制细胞缺氧 /复氧损伤引起的炎症

因子的释放      ELISA结果显示 : 与Control组相比 , 
Control+2-DG组细胞中 IL-1β、IL-18含量无显著

差异 (P>0.05); 与Control组相比 , H/R组细胞中 IL-
1β、IL-18含量显著上升(P<0.000 1); 与H/R组相比 , 
2-DG+H/R组细胞中IL-1β含量明显下降(P<0.000 1), 
IL-18含量明显下降(P<0.001)(图13)。

2.6.4   各组大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞中有氧糖酵解和

细胞焦亡相关蛋白的表达      Western blot结果显

示: 与Control组相比, Control+2-DG组HK2、PKM2、
NLRP3、GSDMD-N、cleaved-Caspase1、cleaved-
IL-1β、cleaved-IL-18蛋白水平均无显著差异(P>0.05); 
与Control组相比 , H/R组HK2、PKM2、cleaved-
IL-18蛋白水平上调 (P<0.05); NLRP3、GSDMD-N、

cleaved-Caspase1、cleaved-IL-1β蛋白表达水平上调

(P<0.01); 与H/R组相比 , 2DG+H/R组HK2, PKM2、
NLRP3、GSDMD-N、cleaved-IL-18蛋白表达水平

下降(P<0.05), cleaved-Caspase1、cleaved-IL-1β蛋白

水平下降 (P<0.01)(图14)。
2.6.5   各组大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞中HK2、PKM2、
NLRP3的基因表达情况      qRT-PCR结果显示 :
与Control组相比 , Control+2-DG组HK2、PKM2、
NLRP3基因表达水平均无显著差异 (P>0.05); 与
Control组相比 , H/R组HK2、NLRP3基因表达水平

上调(P<0.000 1), PKM2基因表达水平上调(P<0.01); 
与H/R组相比 , 2-DG+H/R组HK2基因表达水平下

降 (P<0.000 1), PKM2、NLRP3基因表达水平下降 
(P<0.001)(图15)。
2.6.6   各组大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞中HK2、NLRP3免
疫荧光表达变化      免疫荧光结果显示: 与Control组
相比 , Control+2-DG组HK2、NLRP3阳性表达细胞数

未见明显增加; 与Control组相比, H/R组HK2、NLRP3
阳性表达细胞数显著增加 ; 与H/R组相比 , 2-DG+H/R
组HK2、NLRP3阳性表达细胞数显著下降(图16)。

A: 各组AEC Ⅱ中HK2免疫荧光表达; B: 各组AEC Ⅱ中NLRP3免疫荧光表达。

A: HK2 immunofluorescence expression in AEC Ⅱ of each group; B: immunofluorescence expression of NLRP3 in AEC Ⅱ of each group. 
图10   各组AEC II中HK2、NLRP3的免疫荧光染色

Fig.10   Immunofluorescence staining of HK2 and NLRP3 in AEC II of each group

(A) (B)
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n=4, nsP>0.05, **P<0.01, ****P<0.000 1.
图11   各组AEC II细胞活力变化统计图

Fig.11   Statistical plot of changes in AEC II cell viability in each group

A: 2-DG对各组SOD活性变化的影响; B: 2-DG对各组MDA水平变化的影响; C: 2-DG对各组Lactate含量变化的影响; n=4, nsP>0.05, ***P<0.001, 
****P<0.000 1。
A: effect of 2-DG on SOD activity in each group; B: effect of 2-DG on MDA level in each group; C: effect of 2-DG on Lactate content in each group; 
n=4, nsP>0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1.

图12   各组SOD活性、MDA水平、Lactate含量变化统计图

Fig.12   Statistical plots of changes in SOD activity, MDA level, and Lactate content in each group
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A: 各组AEC Ⅱ中IL-1β含量; B: 各组AEC Ⅱ中IL-18含量。n=4, nsP>0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1。
A: IL-1β content in AEC Ⅱ of each group; B: IL-18 content in AEC Ⅱ of each group. n=4, nsP>0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1.

图13   2-DG对H/R诱导的细胞损伤中各组IL-1β、IL-18含量变化的影响

Fig.13   Effects of 2-DG on the changes of IL-1β and IL-18 contents in H/R-induced cell injury in each group
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A: HK2、PKM2、NLRP3、GSDMD-N、cleaved-Caspase1、cleaved-IL-1β、cleaved-IL-18蛋白表达变化; B: Western blot统计图。n=3, nsP>0.05, 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: protein expression changes of HK2,PKM2, NLRP3, GSDMD-N, cleaved-Caspase1, cleaved-IL-1β and cleaved-IL-18; B: Western blot statistical 
plot. n=3, nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图14   H/R诱导AEC II损伤中各组有氧糖酵解和细胞焦亡相关指标的变化

Fig.14   Changes in markers related to aerobic glycolysis and pyroptosis in each group during H/R-induced AEC II injury

n=5, nsP>0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1.
图15   H/R诱导AEC II损伤中各组HK2、PKM2、NLRP3的mRNA水平

Fig.15   mRNA levels of HK2, PKM2 and NLRP3 in each group during H/R-induced AEC II injury
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3   讨论
缺血/再灌注损伤在临床上并不罕见, 因其复杂

的病理生理机制, 想要预防或者改善存在一定难度。

H2S是一种具有多种生物学效应的新型气体信号分

子, 发挥着抗炎、抗氧化、调节血管功能等积极作用。

近年来H2S在LIRI中的作用备受关注。H2S可通过抑

制细胞凋亡、氧化应激、严重反应等途径 , 以达到

减轻LIRI的保护作用 [24-25]。由此可见 , H2S对LIRI的
保护作用已得到广泛认可 , 有望成为防治LIRI的新

手段。然而, 有关H2S改善LIRI的机制仍未被完全阐

明。本实验研究发现H/R组细胞活力显著下降, 氧化

应激反应增加, 抗氧化能力下降。H2S(50 μmol/L)预
处理可有效改善H/R诱导的细胞损伤 , 结果显示细

胞活性增加, SOD活性上调, MDA含量下降, 抗氧化

能力增加, 氧化应激反应下降。以上结果提示H2S有
抗氧化作用, 对H/R诱导的细胞损伤有保护作用。

XIE等 [26]研究发现 , 在大鼠脊髓缺血再灌注损伤

中GYY4137(H2S缓释供体 )通过下调NLRP3、GSD-
MDN等表达发挥保护神经作用。课题组前期研究发

现抑制细胞焦亡可改善H/R诱导的大鼠AEC Ⅱ损伤[23]。

越来越多的研究资料表明 , 炎症细胞的能量代谢状

态是显著影响炎症结局转归的可控性因素 , 调控能

量代谢可望成为减轻炎症损伤的新途径 [27], 有氧糖

酵解途径作为主要能量供应被广泛研究。AKI等 [13]

在巨噬细胞中研究发现抑制有氧糖酵解能够逆转细

A: 各组AEC Ⅱ中HK2免疫荧光表达; B: 各组AEC Ⅱ中NLRP3免疫荧光表达。

A: HK2 immunofluorescence expression in AEC Ⅱ of each group; B: NLRP3 immunofluorescence expression in AEC Ⅱ of each group.
图16   各组AEC II中HK2、NLRP3的免疫荧光染色 

Fig.16   Immunofluorescence staining of HK2 and NLRP3 in AEC II of each group 

(A) (B)
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2-DG+H/R 2-DG+H/RH/R H/R

胞焦亡。因此 , 本实验室检测乳酸、IL-1β和 IL-18
含量 ,  有氧糖酵解和细胞焦亡相关指标的蛋白、

mRNA、免疫荧光表达, 发现H/R显著上调损伤细胞

中乳酸、IL-1β和 IL-18含量以及有氧糖酵解和细胞

焦亡水平。而NaHS+H/R组中乳酸、IL-1β和IL-18含
量显著下降 , 有氧糖酵解和细胞焦亡水平下调。以

上结果提示H2S保护大鼠AEC Ⅱ可能与其下调有氧

糖酵解和细胞焦亡有关。为明确有氧糖酵解和细胞

焦亡间的联系, 本实验在大鼠AEC Ⅱ H/R模型上应用

HK2抑制剂2-DG, 实验结果发现2-DG+H/R组细胞活

力增加, 氧化应激反应下降, 抗氧化能力增强; 乳酸、

IL-1β和IL-18含量显著下降; 细胞焦亡相关指标低表

达。结果提示2-DG(0.02 mmol/L)通过抑制细胞焦亡

发挥对大鼠AEC Ⅱ的保护作用。

综上所述 , H/R可激活并上调有氧糖酵解和细

胞焦亡表达水平; H2S预处理可显著改善大鼠AEC II
缺氧 /复氧损伤 , 其机制可能与其抑制HK2-NLRP3-
GSDMD通路减轻细胞焦亡有关。本研究仅为细胞

实验 , 还需从动物实验中进一步探讨H2S改善大鼠

LIRI的机制。
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