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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨硫化氢对 HepG2 细胞 ATP 结合盒转运体 A1(ABCA1)蛋白及载脂蛋白形成的影响。 方法

将硫化氢供体硫氢化钠(NaHS)以不同浓度(25、50、100、200 及 400 滋mol / L)处理 HepG2 细胞 24 h 后,采用 MTT 法

检测 NaHS 对 HepG2 细胞细胞存活率的影响;HepG2 细胞以 100 滋mol / L NaHS 处理 4、12 及 24 h,实时定量 PCR 检

测 NaHS 对 HepG2 细胞 ABCA1 及载脂蛋白 A1(ApoA1)、载脂蛋白 A2(ApoA2) mRNA 的影响,Western blot 检测

NaHS 对 ABCA1、ApoA1 及 ApoA2 蛋白的影响。 结果 摇 MTT 结果显示,除 400 滋mol / L 以外,25、50、100 及 200
滋mol / L NaHS 对 HepG2 细胞的生长无抑制作用;Western blot 量效结果显示,NaHS 呈浓度依赖性地上调 ABCA1 蛋

白的表达;时效结果显示,100 滋mol / L NaHS 作用 4、12 及 24 h,均能上调 ABCA1 表达及促进培养上清 ApoA1、
ApoA2 的分泌,但不具时间依赖性;实时定量 PCR 结果显示,ABCA1、ApoA1 及 ApoA2 的 mRNA 均增加,其变化与

蛋白表达变化一致。 结论摇 硫化氢可以促进 HepG2 细胞 ABCA1 表达,进而促进载脂蛋白形成。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effects of hydrogen sulfide on the ABCA1 expression and the formation of apoli鄄
poprotein. 摇 摇 Methods摇 HepG2 cells were treated with different doses of hydrogen sulfide. 摇 The cell viability was meas鄄
ured by MTT, the expression of protein was tested by Western blot, the expression of mRNA was detected by real鄄time
PCR. 摇 摇 Results摇 Hydrogen sulfide had no influence on cell viability except for 400 滋mol / L. 摇 At range of 4 to 24 h or
0 to 200 滋mol / L, hydrogen sulfide could up鄄regulate the expression of ABCA1 and promote the serection of apolipoproteins
in a dose鄄dependent manner but not in a time鄄dependent manner, compared with the control group. 摇 The mRNA of ABCA1
and apolipoproteins change in accord with the proteins. 摇 摇 Conclusion摇 Hydrogen sulfide up鄄regulates ABCA1 expression
and promotes the formation of apolipoproteins.

摇 摇 高密度脂蛋白胆固醇减少,低密度脂蛋白胆固

醇升高是冠心病等心血管疾病的特征之一。 大量

的流行病学研究表明,血浆中高密度脂蛋白( high
density lipoprotein,HDL)含量与动脉粥样硬化的发

生呈负相关[1]。 HDL 颗粒在将胆固醇由外周组织

转运至肝脏代谢的过程中发挥关键作用,这个过程

即是胆固醇逆转运 ( reverse cholesterol transport,
RCT),RCT 可以促进动脉壁内沉积胆固醇外排,维
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持体内胆固醇稳态,对于防治动脉粥样硬化心血管

疾病具有重要作用[2]。 ATP 结合盒转运体 A1
( ATP鄄binding cassette transporter A1, ABCA1 ) 在

RCT 过程中发挥关键作用,被称作 RCT 的“看门

人冶,发挥抗动脉粥样硬化作用。 肝脏是最重要的

血浆 HDL 来源,约 80% 的血浆 HDL 稳态池是由肝

脏中的 ABCA1 决定的[3]。
动脉粥样硬化是一类以脂质蓄积和炎症为特征的

血管壁慢性病变,其病变过程包括血管炎症、内皮损

伤、平滑肌细胞迁移和增殖、泡沫细胞形成和脂质胆固

醇沉积等一系列过程。 硫化氢(hydrogen sulfide,H2S)
是近年来发现的第三种气体信号分子,其广泛分布于

各个系统中,研究也证实其广泛参与了心血管系统正

常生理功能的调控和病理生理过程,能够保护心

肌[4鄄5],调节心衰[6],舒张血管[7],保护血管内皮细

胞[8],此外也能够对抗心血管再灌注损伤[9],促进巨噬

细胞源性泡沫细胞细胞内胆固醇外排[10],减少巨噬细

胞脂质摄取[11],减少血管壁脂质沉积,参与心血管炎症

及抗氧化。 此外,其在神经系统、呼吸系统、内分泌系

统中也有着重要作用。 据报道,硫化氢对神经退行性

疾病有保护作用[12],抑制肝脏纤维化[13],硫化氢合成

过多可能与糖尿病发病有关[14]。 研究证实,注射

NaHS 可以防止 ApoE - / - 小鼠早期动脉粥样硬化病变,
能够延缓动脉粥样硬化进程,缩小动脉粥样硬化斑

块[15],但其抗动脉粥样硬化的具体机制尚不明确,因此

本研究旨在观察 NaHS 对 HepG2 细胞 ABCA1 和载脂

蛋白形成的影响,探讨硫化氢抗动脉粥样硬化机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料与试剂

摇 摇 NaHS 购自美国 Sigma鄄Aldrich 公司;MTT 试剂

购自 Sigma 公司;超滤管购自 Millipore 公司;三氯乙

酸、琢鄄tubulin 购自 Sigma 公司;DMEM 培养基购自

Gibco 公司;引物购自 Invitrogen 公司;逆转录试剂盒

及定量 PCR 试剂盒均购自 TaKaRa 公司。 ABCA1
抗体购自 Abcam 公司;ApoA1、ApoA2 抗体购自 ARP
公司。 HepG2 细胞购自中科院上海细胞库。
1郾 2摇 细胞培养及分组

HepG2 细胞培养于含 10% 胎牛血清的 DMEM
培养基中,于 37益、5% CO2 孵箱中培养。 每 2 ~ 3
天传代一次,取对数生长期的细胞做实验,其中

HepG2 细胞种板之前,需包被 玉 型胶原 ( 2 ~ 5
滋g / cm2)。 将 HepG2 细胞以 106 个 / 孔种于预包被

的 6 孔板中,培养 24 h 后,无血清同步化 12 h,以不

同浓度的 NaHS(25、50、100、200 及 400 滋mol / L)处
理24 h,或者以 100 滋mol / L NaHS 干预,分别作用

4 h、12 h 及 24 h 后,收集细胞蛋白或者提取细胞

RNA,检测蛋白水平的变化及 mRNA 变化。
1郾 3摇 MTT 法测定细胞的增殖活性

将 HepG2 细胞以 104 个 / 孔接种于 96 孔板。 培

养 24 h 后,吸去培养基,加新鲜含 10% FBS 的培养

基,对照组加 0郾 1% DMSO,药物处理组加入终浓度

为 100 滋mol / L NaHS,同时设定调零组。 培养 24 h
后,加入 10 滋L MTT,终浓度为 5 g / L,37益继续培养

4 h,弃去上清,每孔加入 100 滋L DMSO,37益避光孵

育 10 min,酶标仪检测吸光度(absorbance,A),检测

波长为 570 nm,根据吸光度值计算细胞存活率。 细

胞存活率 = (实验组 A 值 - 调零组 A 值) / (对照组

A 值 -调零组 A 值) 伊 100% 。 实验重复 3 次以上,
每组设置 6 个复孔。
1郾 4摇 超滤管浓缩细胞上清蛋白

100 滋mol / L NaHS 作用 HepG2 细胞不同时间

后,用 Amicon Ultra 0郾 5 mL 超滤离心管浓缩上清,
根据新生 ApoA1、ApoA2 蛋白分子量(28 kDa 和 17
kDa),选择 10 k 规格的超滤管。 将培养上清加入到

超滤管中,14000 g 离心 15 min,体积浓缩至 20 滋L,
在浓缩好的培养上清中加入 450 滋L NaCl 溶液(10
mmol / L),14000 g 离心 15 min,以充分平衡盐离子

浓度;往已经平衡好盐离子浓度的细胞上清中加入

40 滋L 2 伊上样缓冲液,充分混合均匀,处理好的细

胞上清液可以继续用于 Western blot 检测。
1郾 5摇 三氯乙酸 /丙酮法沉淀上清蛋白

100 滋mol / L NaHS 作用 HepG2 细胞不同时间

后,收集培养上清,取 360 滋L 上清,加入 100%三氯

乙酸(稀释浓度为 10% ),混合均匀,置于冰上孵育

30 min,15000 g 离心 15 min,收集棕红色沉淀,用预

冷的丙酮洗 2 遍,15000 g 离心 5 min,收集沉淀,加
入上样缓冲液,加热溶解,用于 Western blot 检测。
1郾 6摇 Western blot 检测细胞蛋白变化

NaHS 作用后,用预冷 PBS 洗涤 2 次,加入裂解

液,刮下细胞,置于冰上裂解 30 min。 12000 g 离心

15 min,取上清,采用 BCA 法定量。 分装于 EP 管

中,每管 20 滋g 总蛋白,总蛋白经 SDS鄄PAGE 电泳

后,转至 NC 膜上,用 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h 后,
分别孵育相应的抗体,4益过夜,用 TBST 洗 3 遍,每
次 10 min,室温孵育二抗(1颐 10000) 1 h,再用 TBST
洗 3 遍。 将 ECL 发光液均匀滴在膜表面,置于化学

发光成像系统中显影,显影结果采用 Quantity One
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软件进行半定量分析。
1郾 7摇 RT鄄PCR 检测 mRNA 表达

NaHS 处理 HepG2 后,PBS 洗 3 遍,采用 Trizol
提取细胞 RNA,氯仿、异丙醇、75% 乙醇分离纯化

RNA,检测 RNA 浓度。 将 RNA 稀释至合适浓度,采
用 TaKaRa 公司的逆转录试剂盒(DRR037A)进行逆

转录,反应体系为 30 滋L,合成 cDNA 单链。 取 cD鄄
NA 单链进行实时定量 PCR 反应,反应总体系为 25
滋L。 ABCA1 上 游 引 物 5忆鄄ATA GTA ACC TCT
GCGCTC GG鄄3忆,下游引物 5忆鄄GCT CGC AAT TAC
GGG GTT TT鄄3忆;ApoA1 上游引物 5忆鄄AGAGAC TGC
GAG AAG GAG GTC鄄3忆,下游引物 5忆鄄CAT AGTC
TCT GCC GCT GTC TT鄄3忆;ApoA2 上游引物 5忆鄄CCC
TCC CCA CTG TTA CCA AC鄄3忆,下游引物 5忆鄄ACC
AAA GCT CCT TCAAGG CT鄄3忆;茁鄄actin 上游引物 5忆鄄
GGC TAT GCT CTC CCT CAC G鄄3忆,下游引物 5忆鄄
CGC TCG GTC AGG ATC TTC AT鄄3忆。 定量 PCR 反

应条件为:95益预变性 7 min,1 个循环,95益 10 s,
60益 30 s,40 循环,溶解曲线分析:60益 1 s,98益 1
s,每秒 0郾 2益。 采用 2 - 驻驻Ct法处理数据。
1郾 8摇 统计学处理

数据以x 依 s 表示,均数间比较用单因素方差分析,
两两比较用 t 检验,P <0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 NaHS 对 HepG2 细胞存活率的影响

摇 摇 使用不同剂量的 NaHS 处理 HepG2 细胞 24 h
后,除 400 滋mol / L NaHS 对 HepG2 细胞有抑制作用

外,其余各剂量对 HepG2 细胞无抑制作用(图 1)。

图 1. 硫氢化钠对 HepG2 细胞存活率的影响 摇 摇 a 为 P <
0郾 05,与对照组比较。
Figure 1. Effects of NaHS on viability of HepG2 cells

2郾 2摇 NaHS 促进 HepG2 细胞 ABCA1 转录和蛋白

表达

HepG2 细胞 ABCA1 蛋白表达呈浓度依赖性增

加(图 2),综合考虑 NaHS 对 HepG2 细胞存活率的

影响,选择 100 滋mol / L NaHS 处理 HepG2 细胞。
100 滋mol / L NaHS 处理 HepG2 细胞 4 h、12 h 及

24 h,与对照组相比,ABCA1 mRNA 和蛋白表达的

水平显著上调(P < 0郾 05;图 3 和 4)。

图 2. 不同浓度硫氢化钠对 HepG2 细胞 ABCA1 表达的影

响摇 摇 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较。
Figure 2. Effects of NaHS on the expression of ABCA1 in
different dose in HepG2 cells

图 3. 硫氢化钠处理不同时间对 HepG2 细胞 ABCA1 mR鄄
NA 表达的影响摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

Figure 3. Effects of NaHS on the expression of ABCA1 mR鄄
NA in different time in HepG2 cells

2郾 3摇 NaHS 促进 HepG2 细胞 ApoA1、ApoA2 mRNA
和蛋白表达

与对照组相比,100 滋mol / L NaHS 处理 4 h、12 h
和 24 h 后,ApoA1 和 ApoA2 的 mRNA 表达显著上
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调(P < 0郾 05),其中 4 h、24 h 上调更明显(图 5)。
与对照组相比,100 滋mol / L NaHS 处理 4 h、12 h 和

24 h 后,培养基上清中 ApoA1、ApoA2 及细胞 ApoA1
总蛋白显著上调,其中 4 h、24 h 变化更明显(P <
0郾 05;图 6)。

图 4. 硫氢化钠处理不同时间对 HepG2 细胞 ABCA1 蛋白

表达的影响摇 摇 a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较。

Figure 4. Effects of NaHS on the expression of ABCA1 pro鄄
tein in different time in HepG2 cells

图 5. 硫氢化钠处理不同时间对 ApoA1 和 ApoA2 mRNA 表

达的影响摇 摇 a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较。

Figure 5. Effects of NaHS on the expression of ApoA1 and
ApoA2 mRNA in different time

3摇 讨摇 论

硫化氢是继 NO、CO 后发现的第三种信号分

子,发挥着广泛的生物学效应[16]。 在哺乳动物内,

图 6. 硫氢化钠对 HepG2 细胞载脂蛋白 A1 和 A2 的影响

ApoA1鄄S 代表细胞培养上清中分泌的 ApoA1,ApoA2鄄S 代表细胞培

养上清中分泌的 ApoA2,ApoA1鄄T 代表细胞内 ApoA1。 a 为 P < 0.
05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较。

Figure 6. Effects of NaHS on ApoA1 and ApoA2 in HepG2
cells

由胱硫醚鄄茁鄄合成酶(cystathionine鄄茁鄄synthase,CBS)、
胱硫醚鄄酌鄄裂解酶(cystathionine鄄酌鄄lyase,CSE)催化下

产生,其中 CBS 主要表达于脑、外周神经系统、肝、
肾,而 CSE 除在肝脏以外,主要表达于心、血管内皮

及平滑肌细胞,是心血管系统中硫化氢的主要来

源[17]。 研究表明,硫化氢可能通过保护内皮细

胞[18]、抗氧化[19]、抑制同型半胱氨酸引起的血管损

伤[20]、抑制血管平滑肌细胞增殖[21]、抑制高血

压[22]、抑制脂质摄取[23]、促进脂质流出[24] 等多方

面机制抗动脉粥样硬化。
ABCA1 是胆固醇逆向转运的关键成分,也是

HDL 生成的限速因子。 ABCA1 介导细胞内胆固醇、
磷脂与 ApoA1 结合,生成新生盘状高密度脂蛋白

(pre鄄茁 HDL),从而启动 RCT。 在 Tangier 病患者

中,ABCA1 基因发生突变,导致细胞内胆固醇及磷

脂流出障碍,血浆中 HDL 缺乏,新生的 ApoA1 迅速

降解,明显增加了动脉粥样硬化的易感性。 动物实

验也证实,敲除小鼠 ABCA1 基因后,小鼠血浆低高

密度脂蛋白胆固醇降低,细胞内胆固醇积聚,泡沫

细胞大量形成[25],ABCA1 已经成为抗动脉粥样硬

化药理学研究的重要靶标。 据报道,NaHS 能够通

过影响巨噬细胞膜上的清道夫受体抑制脂质摄取

以及上调泡沫细胞 ABCA1 表达促进胆固醇流

出[11,24]。 我们的研究表明,在 NaHS 处理 HepG2 细

胞后,NaHS 也能够上调 ABCA1 的 mRNA 及蛋白
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表达。
ApoA1 是 HDL 的主要组成成分。 在肝脏和小

肠中,ApoA1 与细胞表面的 ABCA1 结合,形成 HDL
颗粒。 据报道,ABCA1 对巨噬细胞 ApoE 的分泌具

有调节作用[26],ApoA 是 HDL 的主要组成部分,在
将外周组织的胆固醇转运至肝脏代谢的过程中有

着重要作用。 其对胆固醇的代谢及动脉粥样硬化

等病理生理过程的调节作用使其结构及功能的研

究成为近年来的热点之一。 因此我们检测了经

NaHS 处理的 HepG2 细胞培养上清中的 ApoA 和细

胞内的 ApoA,发现 NaHS 能够促进细胞内及上清中

的载脂蛋白的转录及表达,并且这种作用在 ApoA
的两个亚型 ApoA1 和 ApoA2 中都存在。

我们的研究证实了 NaHS 能够促进 HepG2 细胞

ABCA1 的表达,并进一步增加新生载脂蛋白的形

成。 这为深入阐明硫化氢在动脉粥样硬化中的作

用提供了新的资料,也为硫化氢抗动脉粥样硬化提

供了新的证据。
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