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硫氢化钠对低氧诱导的肺动脉内皮细胞铜死亡的干预
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摘要      该文探讨了外源性硫化氢供体–硫氢化钠(NaHS)对低氧(hypoxia)诱导的人肺动脉内

皮细胞(HPAEC)功能、代谢的影响及其机制。采用免疫荧光法进行细胞鉴定, 通过CCK-8法确定

NaHS抑制低氧诱导HPAEC损伤的最适浓度。ELISA法检测HPAEC内皮素-1(endothelin-1, ET-1)、
一氧化氮(nitric oxide, NO)、前列环素(prostacyclin I2, PGI2)的含量; 荧光法检测各组HPAEC中Cu+浓

度; Western blot法检测铜转运蛋白CTR1、ATP7A、ATP7B以及铜死亡指标FDX1、LIAS、DLAT、
DLAT Dimer、DLST水平; RT-qPCR法检测FDX1、LIAS、DLAT、DLD mRNA表达水平; 免疫荧光法

检测FDX1和DLAT蛋白表达情况; JC-1线粒体膜电位检测试剂盒检测细胞线粒体膜电位变化; 化学

发光法检测细胞中的ATP含量; ELISA法检测丙酮酸脱氢酶E1亚基α1(pyruvate dehydrogenase E1 sub-
unit alpha 1, PDHA1)含量; 磺基水杨酸法检测柠檬酸(citric acid, CA)含量。研究结果显示: NaHS抑
制低氧诱导的HPAEC损伤的最佳浓度为200 μmol/L。低氧条件下, 内皮细胞分泌性介质ET-1的浓度

升高, NO和PGI2的浓度降低; 细胞中Cu+浓度明显增多, 铜转运蛋白1表达显著上调, 铜外排蛋白ATP7A/B
表达显著下调, 铜死亡指标FDX1、LIAS、DLAT、DLST表达水平均显著下调, 且DLAT Dimer表达水平

显著上调; 铜死亡FDX1、LIAS、DLAT、DLD基因表达水平均显著下调; 同时线粒体功能指标JC-1
和ATP表达水平显著降低; 三羧酸循环指标PDHA1和CA含量显著降低。加入NaHS(200 μmol/L)后, 
上述指标的异常变化均被不同程度逆转。研究结果表明: 缺氧可引发HPAEC铜死亡, 导致细胞线

粒体功能、代谢紊乱; NaHS可通过抑制铜死亡改善低氧诱导的HPAEC功能、代谢紊乱。

关键词      硫氢化钠; 肺动脉内皮细胞; 铜死亡; 低氧; 铜离子
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Abstract       This study aims to explore the effects and mechanisms of exogenous hydrogen sulfide donor-
NaHS (sodium hydrosulfide) on the function and metabolism of HPAECs (human pulmonary artery endothelial 
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cells) induced by hypoxia. Cell identification was performed using immunofluorescence. The optimal concentration 
of NaHS to inhibit hypoxia-induced HPAEC injury was determined using the CCK-8 assay. ELISA was used to 
measure the levels of ET-1 (endothelin-1), NO (nitric oxide) and PGI2 (prostacyclin I2) in HPAECs. Fluorescence 
was used to detect Cu+ concentration in each group of HPAEC. Western blot was used to detect copper transport 
proteins CTR1, ATP7A, ATP7B and cuproptosis markers FDX1, LIAS, DLAT, DLAT Dimer, DLST. RT-qPCR was 
used to detect the mRNA levels of FDX1, LIAS, DLAT and DLD. Immunofluorescence was used to observe the ex-
pression of FDX1 and DLAT. JC-1 mitochondrial membrane potential detection kit was usd  for monitoring chang-
es in cellular mitochondrial embrane potential. ATP levels in cells were detected by chemiluminescence. ELISA 
was used to detect the content of PDHA1 (pyruvate dehydrogenase E1 subunit alpha 1). Sulfosalicylic acid method 
was used to measure CA (citric acid) content. The research results showed that theoptimal concentration of NaHS 
to inhibit hypoxia-induced HPAEC injury was 200 µmol/L. Under hypoxic conditions, the concentration of the en-
dothelial cell-secreted mediator ET-1 increased, while the concentrations of NO and PGI2 decreased. Intracellular 
Cu+ levels rose significantly, copper transporter 1 expression was markedly upregulated, and copper effluxproteins 
ATP7A/B were significantly downregulated. The expression levels of cuproptosis markers FDX1, LIAS, DLAT, and 
DLST were significantly reduced, while DLAT Dimer expression was significantly increased. The expression levels 
of cuproptosis FDX1, LIAS, DLAT and DLD genes were all significantly downregulated. At the same time, mito-
chondrial function indicators JC-1 and ATP levels were significantly decreased, and tricarboxylic acid cycle indica-
tors PDHA1 and CA contents were significantly reduced. After adding NaHS (200 µmol/L), the abnormal changes 
in the above indicators were all reversed to varying degrees. The study results indicate that hypoxia can trigger cu-
proptosis in HPAECs, leading to mitochondrial dysfunction and metabolic disorders; NaHS can improve hypoxia-
induced HPAEC dysfunction and metabolic disorders by inhibiting cuproptosis.

Keywords       sodium hydrosulfide; pulmonary artery endothelial cells; cuproptosis; hypoxia; copper ion 

肺动脉高压 (pulmonary arterial hypertension, 
PAH)是一种破坏性疾病 , 其特征是严重的肺血管细

胞不可逆的损伤 , 内皮功能障碍可能是PAH的始动

因素之一 [1]。PAH具体发病机制尚不明确 , 目前发

现PAH常伴一氧化氮 (nitric oxide, NO)通路和前列

环素(prostacyclin I2, PGI2)通路的活性下调以及内皮

素G1(endothelin G1, ETG1)通路的过度激活[2]。

研究表明 , 铜是各种关键代谢酶的辅因子 , 这
些代谢酶推动了广泛的生理过程 [3]。铜死亡是一种

由铜离子过量引起线粒体内蛋白质酰化过程异常

而导致的细胞死亡方式 , 其不同于其他已知的细胞

死亡方式 , 如细胞凋亡、焦亡 (pyroptosis)和坏死性

凋亡 (necroptosis), 是一种金属离子诱导的调节性细

胞死亡 [4]。蛋白质脂酰化是一种赖氨酸翻译后修饰 , 
脂酰化蛋白通常存在于线粒体呼吸链的三羧酸循环

中, 在铜过量条件下, 铜离子会直接结合到脂酰化蛋

白N-端丝氨酸残基上 , 引起蛋白质构象的改变 , 从
而加重细胞的损伤 [5]。越来越多的证据表明 , 铜在

控制正常内皮细胞生长和伤口愈合中发挥着重要作

用: 铜转运ATP酶α(ATPase copper transporting alpha, 
ATP7A)过表达可能导致血管内皮细胞功能障碍 [6]; 
铜介导的自由基反应能损伤血管内皮细胞 [7]。以上

研究提示 , 内皮细胞的损伤与铜死亡存在着一定的

联系。

硫化氢 (hydrogen sulfide, H2S)是一种无色、可

燃的水溶性气体 , 主要经胱硫醚 γ裂解酶 (cystathio-
nine γ lyase, CSE)催化生成, 其在体内存在形式主要

以硫氢化钠为主 [8]。H2S可以特异性结合癌细胞中

的Cu2+, 导致超氧化物歧化酶1(superoxide dismutase 
1, SOD1)活性的降低 , 进而调控氧化还原稳态 [9], 还
可以通过增强Cu/Zn-SOD活性逆转铜浓度降低缺氧

心肌细胞中的活性氧水平 [10]。以上证据表明H2S可
以通过多条通路调控铜离子稳态。目前硫氢化钠是

否能通过调控肺动脉内皮细胞铜死亡途径而缓解肺

动脉高压 , 还未有相应报道。因此 , 本研究旨在建

立低氧诱导的人肺动脉内皮细胞(human pulmonary 
artery endothelial cells, HPAEC模型 , 观察硫氢化钠

对HPAEC中铜死亡的影响 , 从而为肺动脉高压的防
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治提供新的理论依据。

1   材料和方法
1.1   细胞与主要试剂

IM-H746-1永生化人肺动脉内皮细胞系 , 由上

海西梅生物科技有限公司提供 ; 1001ECM内皮细胞

培养基购自美国ScienCell公司; 胎牛血清(FBS)购自

南京森贝伽生物科技有限公司 ; CCK-8试剂盒购自

美仑生物技术有限公司 ; 人内皮素 -1(endothelin-1, 

ET-1) ELISA定量检测试剂盒购自广东优品生物科

技有限公司; FDX1一抗购自北京博奥龙生物科技有

限公司 ; β-actin、硫辛酸合成酶 (lipoic acid synthe-
tase, LIAS)、DLAT、二氢硫辛酰胺S-琥珀酰转移酶

(dihydrolipoamide S-succinyltransferase, DLST)、铜

转运蛋白 1(copper transporter 1, CTR1)、ATP7A、

ATP7B一抗均购自武汉博士德生物工程有限公司 ; 
FDX1、LIAS 、DLAT、DLD引物合成由浙江鹭鸣

生物科技有限公司完成。

1.2   方法

1.2.1   主要试剂配制      主要试剂配制方法如下。(1) 
按照双抗׃ECGF׃FBS׃ECM=1%88%׃10%׃1%׃的比例

配制10%完全培养液。(2) 配制浓度为1 mmol/L的
硫氢化钠母液: 称取0.11 g硫氢化钠固体溶于1.962 mL 
PBS缓冲液, 使用时合理稀释。

1.2.2      实验分组及HPAEC低氧模型的制备      取
传代次数三代以后的 HPAEC, 在其细胞密度在

70%~80%时常氧饥饿 24 h, 然后随机分为 2组 : 对
照 (Control)组和低氧 (Hypoxia)组 , 此两组细胞用来

检测低氧条件下铜离子浓度的变化趋势并观察铜

转运蛋白以及铜死亡相关蛋白的表达水平。之后

使用同样的细胞密度 , 随机分为4组 : 对照 (Control)
组、对照+硫氢化钠 (Control+NaHS)组、低氧 (Hy-
poxia)组和低氧+硫氢化钠 (Hypoxia+NaHS)组。其

中Control+NaHS组和Hypoxia+NaHS组用终浓度为

200 μmol/L NaHS的培养液培养 (药物浓度通过实验

2得出), 而Control组和Hypoxia组选用10%完全培养

液常规培养。将Control组和Control+NaHS组细胞放

入常氧箱 , Hypoxia组和Hypoxia+NaHS组细胞放入

低氧箱, 常氧箱氧气浓度设置为21%, 低氧箱氧气浓

度设置为1%, 处理时间均为24 h[11-12]。

1.2.3   免疫荧光( immunofluorescence, IF)染色      细
胞接种于共聚焦小皿中培养 , 造模结束后 , 用4%多

聚甲醛室温固定细胞20 min, 然后打孔封闭合为一步

(0.9 mL PBS+50 μL山羊血清+50 μL Triton X-100), 
滴加一抗 (CD31、FDX1、DLAT稀释比例均为

后放于4 ℃冰箱孵育(100׃1 12 h, 用 PBS洗涤后孵

育荧光二抗 最后用DAPI染料染细胞核 ,(000 3׃1) , 
及时使用荧光显微镜拍照并定量分析荧光强度。

1.2.4   CCK-8法检测细胞活性      根据文献[13-14]对
常氧条件下HPAEC设置不同浓度 (0~800 μmol/L)的
NaHS以检测其对于HPAEC细胞的作用效果, 实验步

骤按CCK-8试剂盒说明书操作 , 最后在450 nm波长

处测每孔的吸光度(D)值。

1.2.5   ELISA检测细胞 ET-1、NO、PGI2的含量      
实验测定HPAEC中ET-1、NO、PGI2水平采用双抗

体夹心法。设置标准品孔和样本孔 , 标准品孔各加

相应浓度的标准品50 μL, 在酶标包被板上待测样品

孔中按比例加样品稀释液和待测样品; 每孔加入酶标

试剂100 μL, 用封板膜封板后置于37 ℃温育60 min, 
经洗涤、拍干、显色等步骤后 , 于450 nm波长处测

量各孔的吸光度(D)值。

1.2.6   荧光法检测细胞中Cu+的含量      6孔板进

行细胞造模后 , 按照1×106个细胞加入200 μL 0.9% 
NaCl溶液提取细胞到EP管中 , 4 ℃、1 000 ×g离心

10 min取上清液。根据试剂盒说明书按照试剂一׃双
蒸水=19׃混匀配制试剂一工作液 , 随后设置空白孔

和测定孔 ; 在酶标板中每孔加入20 μL待测样本 , 试
剂一工作液每孔100 μL, 试剂二每孔100 μL; 振板5 s, 
37 ℃孵育10 min。在395 nm激发波长、480 nm发射

波长的条件下测定荧光值, ΔF=F测定孔荧光值–F空白孔荧光值。

1.2.7   Western blot实验      细胞造模结束后每孔加

入150 μL细胞蛋白裂解液, 裂解完成后收集细胞, 之
后4 ℃、12 000 r/min离心12 min吸取上清待用。以

每孔40 μg上样量进行蛋白电泳 , 按照蛋白分子量大

小用快速电转液转膜不同时间 , 转膜结束后用快速

封闭液封闭12~25 min。加一抗FDX1(稀释比例为

一抗LIAS、DLAT、DLST和CTR1(稀释 ,(000 3׃1

比例为 一抗ATP7A和ATP7B(稀释比例为 ,(1500׃1

于4 ℃冰箱过夜孵育。第二天充分洗膜后(000 1׃1 , 
加入二抗(1500׃)于37 ℃孵育1 h, 仪器曝光后保存条

带图片, 用Image-Fiji软件对条带进行分析。

1.2.8   RT-qPCR实验      细胞造模结束后每孔加入

约500 μL Trizol, 用细胞刮刀刮取细胞于EP管中, 随
后加入100 μL氯仿 , 充分涡旋后4 ℃、12 000 r/min
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离心 12 min, 取上清 , 后加入异丙醇混匀再次离

心 (4 ℃、12 000 r/min离心 12 min), 最后重复3次
洗涤沉淀。加DEPC水溶解RNA并测定其浓度 , 使
用 cDNA通过仪器进行PCR扩增。采用2–∆∆Ct法计算

mRNA的相对表达量。引物序列见表1。
1.2.9   细胞线粒体膜电位检测      细胞造模结束后, 
将培养板从培养箱中拿出, 弃去培养液。用PBS溶液

洗涤1次, 每孔加入1 mL细胞培养液和1 mL JC-1染色

工作液 , 充分混匀。另外把试剂盒中提供的CCCP按
照说明书比例加入到细胞培养液中 , 作为阳性对照

组处理20 min。放入细胞培养箱中37 ℃孵育20 min, 
孵育结束后用JC-1染色缓冲液洗涤2次, 最后加入2 mL
细胞培养液。JC-1单体在检测时设置发射波长为

530 nm, 激发波长为490 nm; JC-1聚合物在检测时设

置发射波长为590 nm, 激发波长为525 nm。线粒体

膜电位的变化以荧光强度比值来表示。

1.2.10   化学发光法检测细胞中的ATP含量      把ATP
标准溶液用ATP检测裂解液稀释为0.1、1和10 μmol/L
这几个浓度。按照6孔板每孔加入200 μL裂解液的

比例裂解细胞后收集细胞。按照说明书比例配制

ATP检测工作液, 每孔加入100 μL, 室温放置3~5 min
后在检测孔加上20 μL样品或标准品, 用化学发光仪

测定数据值。

1.2.11   ELISA法检测细胞中丙酮酸脱氢酶E1亚基

α1(PDHA1)含量      本研究采用双抗体夹心法测定

HPAEC中丙酮酸脱氢酶E1亚基α1(pyruvate dehydro-
genase E1 subunit alpha 1, PDHA1)含量。设置校准

品孔、样本稀释孔、空白孔和样本孔 , 校准品孔各

加不同浓度的校准品50 μL, 按说明书比例加入样本

稀释液和待测样本。除空白孔外 , 每孔加入生物素

抗体100 μL, 用封板膜盖住反应板。接着通过温育、

洗涤、加酶、温育、洗涤、显色、终止的步骤操作(常
规条件 ), 测量各孔的吸光度值并绘制标准曲线计算

样品中PDHA1含量。

1.2.12   磺基水杨酸法检测细胞中柠檬酸(citric acid, 
CA)含量      铁(III)-磺基水杨酸生成紫红色络合物 , 
可被柠檬酸还原褪至橙红色。在一定条件下 , 该溶

液在特定波长的吸光度 (D)的下降值与柠檬酸的含

量成正比。细胞造模结束后 , 每孔加入500 μL提取

液用细胞刮刀刮取 , 12 000 r/min、4 ℃离心10 min
后取上清液冰上待测。在96孔板中依次加入试剂一、

试剂二、提取液、待测样本和蒸馏水, 混匀, 室温条

件下孵育20 min, 于470 nm处读取吸光度值并计算。

1.2.13   统计学处理      所有统计分析均使用Graph-
Pad Prism10.3软件 , 数据用 x

_
±s表示。采用Shapiro 

Wilk检验评估数据的正态分布情况 , 实验数据不符

合正态分布时使用Kruskal-Wallis H检验 ; 当实验数

据符合正态分布和方差齐性时 , 两组间样本比较采

用t检验, 多组间比较采用单因素方差分析(One-Way 
ANOVA), 事后检验采用韦尔奇检验 , P<0.05为差异

有统计学意义。

2   结果
2.1   人肺动脉内皮细胞的鉴定

人肺动脉内皮细胞在光学显微镜下密度达

90%, 大片融合呈“铺路石样”外观 , 用免疫荧光标记

法检测内皮细胞的特异性表达标志物之一 : CD31。
荧光显微镜观察结果显示 : 蓝色荧光标记为细胞核 ; 

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
基因名称

Game name
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequences (5ʹ→3ʹ)

FDX1 Forward: CGG TCG CTG AGC GTG TC
Reverse: AGC AGA GAA TCA CCA ACT TTT CC

LIAS Forward: ATA TGC AGC CAA CAA GGC GT
Reverse: CCA AAG GGC CAC TTG CAG TA

DLAT Forward: CCT ACA CCT TCA GCA CCC TG
Reverse: ACC ATC TGG TCC TGT CCC TT

DLD Forward: TTG GCC AAG AGA GGC CAT TT
Reverse: TCC TCC AGG ACC AGA ACC TA

β-actin Forward: AAG AAG GTG GTG AAG CAG GC
Reverse: TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA
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红色荧光标记为CD31蛋白位置, 大量表达于HPAEC
胞质和细胞间紧密连接处。以此为据 , 证实本实验

细胞为HPAEC(图1A和图1B)。
2.2   CCK-8确认NaHS减轻HPAEC损伤的最佳浓度

实验结果显示 , 常氧+NaHS条件对细胞活性不

产生明显影响(P>0.05)(图2A)。而在低氧培养条件下, 
低氧组HPAEC细胞活性明显下降(P<0.000 1), NaHS
浓度在200 μmol/L时可显著上调低氧处理的HPAEC
细胞活性(P<0.000 1)。因此选择200 μmol/L的NaHS
作为治疗浓度进行后续实验(图2B)。
2.3   NaHS对HPAEC活性的影响

与Control组相比 , Control+NaHS组的细胞活性

无显著差异 (P>0.05); 与Control组相比 , Hypoxia组
细胞活力显著降低 (P<0.000 1); 与Hypoxia组相比 , 
Hypoxia+NaHS组细胞活性明显上升 (P<0.000 1)(图
3)。这证实Hypoxia可以降低HPAEC细胞活性 , 引
起细胞损伤 ; 而NaHS预处理可减轻Hypoxia引起的

HPAEC损伤。

2.4   各组HPAEC中ET-1、NO、PGI2的含量

与Control组相比 , Control+NaHS组的ET-1、
NO、PGI2的浓度均无显著差异 (P>0.05); 与Control
组相比 , Hypoxia组ET-1的浓度显著升高 (P<0.000 1), 
NO和PGI2的浓度显著降低 (P<0.01); 与Hypoxia组相

比 , Hypoxia+NaHS组ET-1的浓度显著降低(P<0.000 1), 

A: 光学显微镜下图; B: 免疫荧光鉴定图。

A: image under an optical microscope; B: immunofluorescence identification image.
图1   肺动脉内皮细胞鉴定图

Fig.1   Identification of pulmonary artery endothelial cells

50 µm 50 µm

(A) (B)

A: CCK-8检测不同浓度NaHS对对照组细胞的影响; B: CCK-8检测不同浓度NaHS在缺氧条件下的作用效果。n=4; ****P<0.000 1; ##P<0.01, 
####P<0.000 1。
A: CCK-8 was used to detect the effect of different concentrations of NaHS on control cells; B: CCK-8 was used to detect the effect of different concen-
trations of NaHS under hypoxic conditions. n=4; ****P<0.000 1; ##P<0.01, ####P<0.000 1.

图2   CCK-8检测NaHS对HPAEC细胞活性的影响

Fig.2   CCK-8 assay for detecting the effect of NaHS on the viability of HPAEC cells

(A) (B)

****

##

####

Ce
ll 

vi
ab

ili
ty

Ce
ll 

vi
ab

ili
ty

1.5

1.0

0.5

   0

1.1

1.0

0.9

0.8

0.7

NaHS /µmol∙L–1 NaHS /µmol∙L–1

Con
tro

l
Con

tro
l

80
040

0
20

010
05080

040
0

20
010

050 0



660 · 研究论文 ·

NO和 PGI2的浓度显著升高 (P<0.05或P<0.01)(图
4A~图4C)。
2.5   各组HPAEC中Cu+的含量

与Control组相比 , Hypoxia组的Cu+浓度的变化

差值在6 h、12 h、24 h有不同程度的升高(P<0.05或
P<0.001)(图5A)。与Control组相比 , Control+NaHS
组 Cu+浓度虽稍有升高但其差异并无统计学意义

(P>0.05); 与Control组相比 , Hypoxia组的Cu+浓度显

著升高 (P<0.01); 与Hypoxia组相比 , Hypoxia+NaHS
组的Cu+浓度明显降低 (P<0.001)(图5B)。实验结果

表明, 在细胞低氧模型中Cu+浓度升高且有时间依赖

性, 而NaHS处理可降低Cu+浓度, 对细胞起到一定的

保护作用。

2.6   低氧处理细胞后铜转运蛋白及铜死亡相关蛋

白表达情况

Western blot结果显示: 与Control组相比, Hypoxia
组的CTR1表达显著上调 (P<0.001), ATP7A、ATP7B
表达显著下调(P<0.01或P<0.000 1)(图6A和图6B), 以
上结果显示铜离子转运蛋白在细胞低氧条件下发生

相应变化 , 与铜离子浓度变化趋势一致。与此同时 , 
与Control组相比, Hypoxia组的FDX1、LIAS、DLAT、
DLST表达均显著下调(P<0.001或P<0.000 1)且DLAT 
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图3   各组HPAEC细胞活性变化统计图

Fig.3   Statistical plot of changes in HPAEC cell viability in each group
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图4   各组HPAEC细胞ET-1、NO、PGI2的浓度变化统计图

Fig.4   Statistical chart of concentration changes of ET-1, NO and PGI2 in HPAEC cell in each group
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图5   各组细胞中Cu+的浓度变化

Fig.5   Changes in Cu+ concentration in each group of cells

A、B: 低氧处理后铜转运蛋白的表达变化; C、D: 低氧处理后铜死亡相关蛋白的表达变化。n=5; **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1。
A,B: expression changes of copper transporters proteins after hypoxia; C,D: expression changes of cuproptosis related proteins after hypoxia. n=5; 
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1.

图6   低氧处理细胞后铜转运蛋白以及铜死亡相关蛋白的表达变化

Fig.6   Changes in the expression of copper transporters proteins and cuproptosis related proteins after hypoxia of cells
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Dimer表达显著上调 (P<0.0001)(图6C和图6D)。
以上结果提示低氧可激活肺动脉内皮细胞的铜

死亡。

2.7   各组HPAEC铜转运蛋白及铜死亡相关蛋白

表达情况

Western blot结果显示 :  与 Control组相比 , 

A、B: 各组中铜转运蛋白的表达变化 ; C、D: 各组中铜死亡相关蛋白的表达变化。n=5; nsP>0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1; 
##P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.000 1。
A,B: expression changes of copper transporters proteins in each group; C,D: expression changes of cuproptosis related proteins in each group. n=5; 
nsP>0.05 vs Control group; **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1; ##P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.000 1.

图7   各组细胞中铜转运蛋白以及铜死亡相关蛋白的表达变化

Fig.7   Changes in the expression of copper transporters proteins and cuproptosis related proteins in each group of cells
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Control+NaHS组各蛋白表达均无显著变化(P>0.05); 
与Control组相比 , Hypoxia组的CTR1表达显著上调

(P<0.000 1), ATP7A、ATP7B表达显著下调 (P<0.01
或P<0.000 1); 与Hypoxia组相比 , Hypoxia+NaHS组
的CTR1表达显著下调(P<0.000 1), ATP7A、ATP7B
表达显著上调(P<0.01或P<0.001)(图7A和图7B), 以
上结果显示铜离子转运蛋白在细胞低氧条件下发

生相应变化 , 加入NaHS可以逆转这一现象。与此

同时, 与Control组相比, Hypoxia组的FDX1、LIAS、
DLAT、DLST表达均显著下调 (P<0.01或P<0.000 
1)且DLAT Dimer显著上调 (P<0.000 1); 与Hypoxia
组相比 , Hypoxia+NaHS组的FDX1、LIAS、DLAT、
DLST表达均显著上调(P<0.01或P<0.000 1)且DLAT 

Dimer显著下调 (P<0.01)(图7C和图7D)。以上结果

显示铜死亡相关蛋白在细胞低氧条件下表达下调 , 
而NaHS可以逆转这一现象。

2.8   各组HPAEC中FDX1、LIAS、DLAT、DLD
基因mRNA表达情况

RT-qPCR结果 (图8A~图8D)显示 : 与Control组
相比 , Control+NaHS组各基因表达均无显著变化

(P>0.05); 与Control组相比, Hypoxia组FDX1、LIAS、
DLAT、DLD基因水平均有不同程度降低 (P<0.001
或P<0.000 1); 与Hypoxia组相比 , Hypoxia+NaHS组
各基因表达水平均显著升高 (P<0.01或P<0.001)。
以上结果与Western blot结果一致, 表明NaHS可抑制

HPAEC中的铜死亡。

A: FDX1的相对mRNA水平; B: LIAS的相对mRNA水平; C: DLAT的相对mRNA水平; D: DLD的相对mRNA水平。n=4; nsP>0.05, ***P<0.001, 
****P<0.000 1; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001。
A: relative mRNA level of FDX1; B: relative mRNA level of LIAS; C: relative mRNA level of DLAT; D: relative mRNA level of DLD. n=4; nsP>0.05, 
***P<0.001, ****P<0.000 1; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001.

图8   各组细胞中FDX1、LIAS、DLAT、DLD的mRNA水平

Fig.8   mRNA levels of FDX1, LIAS, DLAT, DLD in each group of cells
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2.9   各组HPAEC中FDX1、DLAT免疫荧光表达

变化

免疫荧光结果(图9A和图9B)显示: 与Control组
相比 , Control+NaHS组红色荧光强度均无显著变化

(P>0.05); 与Control组相比 , Hypoxia组红色荧光强

度降低, FDX1和DLAT蛋白表达均显著下调(P<0.01
或P<0.001); 与Hypoxia组相比, Hypoxia+NaHS组红

色荧光强度升高 , FDX1和DLAT蛋白表达均显著上

调(P<0.01)。

2.10   各组HPAEC中JC-1和ATP含量的变化情

况

与Control组相比, Control+NaHS组JC-1和ATP
含量均无显著变化 (P>0.05); Hypoxia组的 JC-1和
ATP的含量显著降低 (P<0.01或P<0.001); 与Hy-
poxia组相比 , Hypoxia+NaHS组的 JC-1和ATP含量

显著升高(P<0.05)(图10A和图10B)。以上结果表明, 
低氧组细胞中线粒体功能受损 , 加入NaHS有一定

的改善作用。
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图9   各组HPAEC中FDX1、DLAT的免疫荧光染色

Fig.9   Immunofluorescence staining of FDX1 and DLAT in HPAEC in each group
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2.11   各组HPAEC中PDHA1和CA含量的变化

与Control组相比 , Control+NaHS组 PDHA1
和CA浓度均无显著变化 (P>0.05); Hypoxia组的

PDHA1和CA浓度显著降低(P<0.000 1或P<0.05); 与
Hypoxia组相比 , Hypoxia+NaHS组的PDHA1和CA
浓度显著升高 (P<0.05或P<0.01)(图11A和图11B)。
以上结果表明 , 低氧组细胞中与线粒体呼吸有关的

三羧酸循环指标发生了明显变化 , 而NaHS可以逆

转这一现象。

3   讨论
肺动脉高压 (PAH)是各种原因导致的肺动脉压

力持续升高的一组病理生理综合征。肺动脉内皮

细胞 (pulmonary artery endothelial cell, PAECs)是单

层扁平上皮细胞 , 在维持肺血管稳态调控中发挥重

要作用 , 缺氧是引起PAH的常见原因之一 , 可导致

PAECs功能障碍。先前课题组多聚焦于研究缺氧

条件下肺动脉平滑肌细胞 (pulmonary artery smooth 
muscle cells, PASMCs)异常增殖引起的肺血管重建
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图10   各组细胞中JC-1和ATP含量表达水平

Fig.10   Expression levels of JC-1 and ATP concentrations in each group of cells
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Fig.11   Expression levels of PDHA1 and CA in each group of cells
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的分子机制 , 但该机制在肺动脉内皮细胞中的精准

调控作用尚不明确。为此 , 本实验建立低氧人肺动

脉内皮细胞损伤模型探讨潜在机制。内皮素-1(ET-1)
是内皮细胞生成的一种生物肽 , ET-1通过与ET-1
受体结合发挥作用 , 而肺血管内皮细胞中大量表

达内皮素受体B(endothelin receptor B, ETB), ET-1可
激活ETB诱导内皮细胞释放血管舒张因子如NO和

PGI2, 在肺动脉高压疾病过程中起保护作用 [15]。一旦

PAECs发生损伤 , 内皮血管活性介质释放可诱导肺血

管收缩, 使肺动脉阻力升高 [16-17]。本实验研究发现与

Control组相比 , Hypoxia组细胞活力显著下降 , 内皮

源性血管收缩因子ET-1的浓度显著升高而内皮源性

血管舒张因子NO和PGI2的浓度显著降低, 使用外源

性H2S—NaHS(200 μmol/L)预处理后细胞活力显

著上升 , ET-1的浓度明显下降 , 而NO和PGI2的浓度

明显升高 , 表明NaHS可有效改善Hypoxia诱导的内

皮细胞损伤, 逆转血管活性介质的变化。

早在20世纪80年代, 研究人员就在7名原发性肺

动脉高压患者和 6名正常女性中测量了血清铜水平

发现肺动脉高压患者的平均血清铜水平显著较高 , 
血清铜的升高可能是PAH的原因或标志 [18]。研究表

明在PAH的发生发展中伴随着铜离子的增多 [19], 铜
诱导的活性氧产生可导致蛋白质修饰和线粒体功能

障碍 , 可介导多种类型的细胞死亡。铜死亡是一种

新型的细胞死亡方式 , 其机制关键在于细胞内铜超

载 , 也与能量代谢和线粒体功能密切相关 [20]。有研

究发现高脂膳食模型小鼠中肝脏组织中铜死亡指

标铁氧化还原蛋白1(FDX1)和二氢硫辛酸转乙酰基

酶 (DLAT)表达随着铜浓度的升高而有所改变 [21]; 也
有学者通过加权相关网络分析 (weighted correlation 
network analysis, WGCNA)初步筛选出3个PAH相关

铜死亡基因 (包括LIAS)[22]。因此我们猜测 , 铜死亡

可能参与了PAH的发生发展, 但详细调控机制未明。

铜转运蛋白1(CTR1)位于肠黏膜细胞的刷状缘顶膜

一侧 , 是介导摄取的铜离子跨膜转运至细胞内的重

要载体 , 铜转运ATP酶α(ATP7A)和ATP7B通过N-端
的磷酸化结构域与质膜结合 , 将铜离子从细胞质内

部带入线粒体 , 是铜在线粒体内部转运的主要调节

因子[23]。本实验结果发现与Control组相比, Hypoxia
组细胞内Cu+浓度明显升高且有一定的时间依赖性 , 
CTR1蛋白含量显著增高, 铜转出相关蛋白ATP7A和

ATP7B含量显著降低 , 用NaHS治疗后出现相反的趋

势。结果表明低氧诱导的内皮细胞损伤模型中存在

铜代谢稳态失衡 , NaHS可调控铜离子浓度且对内皮

细胞有一定的保护作用。

蛋白硫辛酰化是蛋白质脂酰化的一种 , DLAT
和DLST的作用发挥依赖于硫辛酰化修饰的完成, 而
LIAS催化从头途径合成硫辛酸的最后一步 [24], 其减

少会严重影响蛋白质的硫辛酰化过程。研究已经证

明FDX1和LIAS是铜死亡的上游调控因子[4], 铜过量

与硫辛酰化蛋白结合导致这些蛋白的聚集 , 进而干

扰线粒体功能而导致细胞死亡。Western blot实验结

果表明 , 与Control组相比 , Hypoxia组与铜死亡相关

的蛋白FDX1、LIAS、DLAT、DLST表达均显著下

调且DLAT二聚体表达显著上调; RT-qPCR实验表明, 
Hypoxia组FDX1、LIAS、DLAT、DLD基因表达水

平均有不同程度降低 ; 免疫荧光实验表明 , Hypoxia
组FDX1和DLAT蛋白表达显著下调 , 以上结果提示

缺氧引起内皮细胞损伤过程中铜死亡相关指标发生

相应的变化 , 而使用NaHS治疗后出现相反的趋势。

结果表明 , 外源性H2S可改善缺氧引起的HPAEC损
伤 , 其机制可能与降低铜浓度 , 减轻细胞铜死亡有

关。

线粒体是双层膜包被 , 即线粒体外膜 (outermi-
tochondrial membrane, OMM)和线粒体内膜 (inner-
mitochondrialmembrane, IMM)的细胞器。线粒体包

含氧化磷酸化和糖酵解 2种能量代谢途径。糖酵解

的最终产物之一丙酮酸通过 IMM上的丙酮酸载体

转运至线粒体基质中 , 并在丙酮酸脱氢酶的作用下

转化为乙酰辅酶A(acetyl coenzyme A, acetyl-CoA)
并进入三羧酸循环 (tricarboxylic acid cycle, TCA)。
FDX1是一种线粒体还原酶 , 通过其在电子转移中

的作用被确定为铜转化途径的关键参与者 , 研究已

经证明了在FDX1缺失的细胞中 , 三羧酸循环可被

抑制 [4]。硫辛酰对多种 α-酮酸脱氢酶 (丙酮酸脱氢

酶、酮戊二酸脱氢酶、支链α-酮酸脱氢酶和酮己二

酸脱氢酶 )的功能至关重要 , 参与了线粒体代谢的多

个方面的基本功能 [25]。H2S已被报道在低水平下可

促进线粒体电子传递并提升细胞生物能量水平 [26], 
且H2S相关生物技术可诱导线粒体重编程, 进而对铜

死亡产生影响 [27]。本实验结果显示 , 与Control组相

比 , Hypoxia组线粒体功能指标 JC-1和ATP的含量显

著降低 , 三羧酸循环指标PDHA1和CA的浓度显著

降低, 用NaHS治疗后出现相反的趋势。国内外研究
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中有关H2S调控血管张力的机制包括H2S能通过抑

制核因子 -κB(nuclear factor-kappa-B, NF-κB)信号

通路减轻肺动脉内皮炎症来缓解PAH[28]; H2S通过

对骨形态发生蛋白4(bone morphogenetic protein 4, 
BMP4)及其下游信号分子的抑制来缓解过量的内

皮依赖性收缩 [29]。本文研究结果提示外源性H2S减
轻HPAEC损伤的机制可能与调控铜代谢稳态降低

铜浓度, 改善细胞线粒体功能、代谢有关, 其铜死亡

通路可能是不同于以往研究的新机制。

综上所述 , 缺氧可激活内皮细胞中铜死亡相关

蛋白的表达 , 引发肺动脉内皮细胞功能、代谢受损 ; 
NaHS对缺氧引起的HPAEC功能、代谢紊乱有一定

的改善作用 , 其机制可能是通过降低铜离子浓度抑

制铜死亡, 进而影响线粒体相关的三羧酸循环进程。
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