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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨沉默信息调节因子 1(SIRT1) / 叉头转录因子 O1(FOXO1)在 H2S 拮抗 H2O2 诱导内皮细

胞衰老过程中的作用。 [方法] 　 建立内皮细胞衰老模型,通过衰老相关 β-半乳糖苷酶(SA-β-gal)染色在光学显微

镜下观察到的蓝染细胞数(即衰老细胞)计算阳性细胞率。 采用 Western blot 检测细胞 P21、P53、纤溶酶原激活物

抑制剂 1(PAI-1)、叉头转录因子 O1(FOXO1)、乙酰化 FOXO1(ac-FOXO1)、锰超氧化物歧化酶(MnSOD)及过氧化

氢酶的蛋白表达水平,采用生物素转换法测定 S-巯基化 SIRT1 的表达,采用活性氧(ROS)检测定量评估细胞内

ROS 水平。 [结果] 　 经 100 μmol / L H2O2 处理可显著提高 SA-β-gal 染色阳性细胞率和 P21、P53、PAI-1 的蛋白表

达,提示衰老细胞模型成功建立,而 100 μmol / L NaHS 可明显拮抗这一作用,SA-β-gal 染色阳性细胞数明显下降

(P<0. 01),P21、P53、PAI-1 的蛋白表达显著降低(P<0. 01)。 与对照组相比,H2O2 组 SIRT1、FOXO1、ac-FOXO1、
MnSOD 及过氧化氢酶的蛋白表达显著降低(P<0. 05 或 P<0. 01),ac-FOXO1 / FOXO1 比值显著增加(P<0. 01),ROS
水平明显升高(P<0. 01)。 与 H2O2 组相比,NaHS+H2O2 组 SIRT1、S-巯基化 SIRT1、FOXO1、ac-FOXO1、MnSOD 及过

氧化氢酶的蛋白表达显著升高((P<0. 05 或 P<0. 01),ac-FOXO1 / FOXO1 比值显著下降(P<0. 01),ROS 水平明显

降低(P<0. 05)。 [结论] 　 H2S 可拮抗 H2O2 诱导的 HUVEC 衰老,其机制与促进 SIRT1 巯基化和减少 FOXO1 乙酰

化有关。
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The antagonist role of H2S against senescence of HUVEC may involve activation of
SIRT1 S-sulfhydrylation and reduction of FOXO1 acetylation
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the role of silent information regulator 1(SIRT1) / forkhead transcription factor O1
(FOXO1) in H2S antagonism of H2O2 -induced endothelial cell senescence. 　 　 Methods　 The positive cell rate was cal-
culated by the number of blue-stained cells (senescent cells) observed under the light microscope by senescence-associated
β-gal (SA-β-gal) staining. 　 Western blot was used to detect the expression levels of P21, P53, plasminogen activator in-
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hibitor-1 (PAI-1), FOXO1, acetylated FOXO1 (ac-FOXO1), manganese superoxide dismutase (MnSOD) and catalase
proteins, and biotin-switch assay was used to measure the expression of S-sulfhydration of SIRT1, and ROS detection was
used to quantitatively evaluate intracellular reactive oxygen species (ROS) level. 　 　 Results　 Treatment with 100 μmol /
L H2O2 significantly increased the SA-β-gal staining-positive cell rate and the expression of P21, P53 and PAI-1 proteins,
suggesting that the senescent cell model was successfully established, whereas 100 μmol / L NaHS significantly antagonized
this effect, and the number of SA-β-gal staining-positive cells decreased significantly (P<0. 01), and the expression of
P21, P53 and PAI-1 proteins significantly reduced (P<0. 01). 　 Compared with the control group, the expression of
SIRT1, FOXO1, ac-FOXO1, MnSOD and catalase proteins in the H2O2 group significantly decreased (P<0. 05 or P<
0. 01), the ac-FOXO1 / FOXO1 ratio significantly increased (P<0. 01), and the ROS level significantly increased (P<
0. 01). 　 Compared with H2O2 group, the expression of SIRT1, S-sulfhydration of SIRT1, FOXO1, ac-FOXO1, MnSOD
and catalase proteins in the NaHS+H2O2 group was significantly increased (P<0. 05 or P<0. 01), and the ac-FOXO1 /
FOXO1 ratio was significantly decreased (P<0. 01), while the ROS level was significantly reduced (P<0. 01). 　 　 Con-
clusion　 H2S can antagonize H2O2 -induced senescence of HUVEC by a mechanism related to promoting SIRT1 sulfhydry-
lation and reducing FOXO1 acetylation.
[KEY WORDS]　 hydrogen sulfide;　 silent information regulator 1;　 S-sulfhydration;　 forkhead transcription factor O1;
endothelial cell senescence

　 　 硫化氢(hydrogen sulfide,H2S)在心血管等多个

系统中发挥着广泛的生物学效应,是一重要的内源

性气体信号分子[1-2]。 目前,H2S 在抑制动脉粥样硬

化、逆转血管重塑以及抗氧化应激等心血管效应方

面获得了大量的基础医学研究证据[2-5]。 尽管国内

外的研究业已证明 H2S 可延缓内皮细胞衰老,并在

一定程度上可使受损的内皮细胞功能得到恢复[6],
但其具体机制仍不明确。

衰老构成了癌症和心血管疾病等年龄相关疾

病的关键风险因素。 沉默信息调节因子 1(silent in-
formation regulator 1,SIRT1)在心血管系统拮抗内皮

衰老中扮演重要角色,翻译后修饰可调节其活性作

用[7-8]。 由 H2S 参与介导靶蛋白的 S-巯基化则是在

特定半胱氨酸残基上发生的一种新型翻译后修饰。
目前,有关 H2S 是否能够通过靶蛋白 SIRT1 的 S-巯
基化来拮抗氧化应激延缓内皮细胞衰老方面仍需

更多的研究证据支持。 众所周知,叉头转录因子 O1
(forkhead transcription factor O1,FOXO1) 是 SIRT1
脱乙酰基的重要转录因子,也是衰老和长寿的重要

决定因素[9-10]。 研究表明,SIRT1 通过 FOXO1 依赖

性机制抵抗氧化应激反应从而延缓心脏衰老[11]。
具体而言,SIRT1 主要是通过 FOXO1 去乙酰化、增
强转录活性以及上调抗氧化酶的表达来抵抗细胞

氧化应激。
因此,本研究作了一个假说,即 H2S 可通过

S-巯基化 SIRT1 导致 FOXO1 去乙酰化,拮抗氧化应

激反应从而发挥拮抗内皮细胞衰老的有益心血管

效应。 为了验证这一假说,开展了本实验研究,拟

为 H2S 在抗心血管衰老方面提供新的基础医学研

究证据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞和试剂

人脐静脉内皮细胞株(human umbilical vein en-
dothelial cells,HUVEC)购自中国科学院细胞库;胰
蛋白酶购自 Gibco 公司;DMEM 培养基、胎牛血清购

自 HyClone 公 司; 外 源 性 H2S 供 体 硫 氢 化 钠

(NaHS)、H2O2 购自 Sigma-Aldrich 公司;衰老相关

β-半乳糖苷酶(senescence-associated β-galactosidase,
SA-β-gal)染色试剂盒购自 Cell Signaling Technology
公 司; P21、 P53、 纤 溶 酶 原 激 活 物 抑 制 剂 1
(plasminogen activator inhibitor-1,PAI-1)、SIRT1、锰
超氧化物歧化酶 (manganese superoxide dismutase,
MnSOD)、过氧化氢酶多克隆抗体购自 Proteintech
Group 公司;活性氧( reactive oxygen species,ROS)检
测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。
1. 2　 细胞分离、培养与实验分组

细胞贴壁生长于无菌细胞培养瓶中,结合细胞

的生长情况、培养基的状态等综合情况定期更换新

鲜培养基。 按照相关操作技术规范进行消化、传
代,取生长至亚融合状态的细胞进行实验,实验前

需要更换新鲜的培养基再给予处理因素预处理。
在后续实验研究中,将细胞随机分为对照组、H2O2

组和 H2O2+NaHS 组。
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1. 3　 内皮细胞衰老模型的建立

采用 100 μmol / L H2O2 预处理细胞后,在形态

学方面通过 SA-β-gal 染色,在蛋白质分子层面通过

Western blot 检测 P21、P53、PAI-1 衰老相关蛋白的

表达,综合确定 H2O2 诱导 HUVEC 衰老模型是否成

功建立。 其中,SA-β-gal 染色是在衰老特异性 β-半
乳糖苷酶催化下生成蓝色产物,在光学显微镜下可

观察到蓝染的衰老细胞,即阳性细胞,并计算阳性

细胞率,阳性细胞率 = (染色阳性细胞数 / 总细胞

数)×100% 。
1. 4 　 Western blot 检测 P21、P53、PAI-1、FOXO1、
ac-FOXO1、MnSOD 及过氧化氢酶的蛋白表达

使用 RIPA 蛋白提取试剂裂解细胞,取细胞中

的总蛋白质,BCA 法测定蛋白浓度、电泳、转膜和封

闭。 将膜与抗体 P21(1 ∶ 1 000)、P53(1 ∶ 1 000)、
PAI-1(1 ∶ 1 000)、 FOXO1 (1 ∶ 1 000)、 ac-FOXO1
(1 ∶ 1 000)、 MnSOD ( 1 ∶ 1 000 )、 过 氧 化 氢 酶

(1 ∶ 1 000)和 GAPDH(1 ∶ 1 000)孵育过夜。 孵育

结束后用稀释好的二抗共同孵育,滴加 ECL 化学发

光剂通过成像分析系统显影、拍照,采用图像分析

系统分析。 本研究均采用 GAPDH 作内参。
1. 5　 ROS 检测

ROS 检测是一种定量的、利用 DCFH-DA 来评

价胞内 ROS 水平的方法。 DCFH-DA 探针本身不带

有荧光,在胞内可被酯酶水解生成 DCFH(不能穿透

包膜),而胞内的 ROS 又可将无荧光的 DCFH 氧化

为有荧光的 DCF,最终通过倒置荧光相差显微镜观

察 DCF 的荧光强度可判断胞内 ROS 水平。 将细胞

进行传代培养并接种于 6 孔板中,予以处理因素干

预后弃旧培养基,加入 DCFH-DA,于 37 ℃条件下孵

育 20 min 后用无血清培养基洗涤除去未进入细胞

内的 DCFH-DA,利用倒置荧光相差显微镜进行观察

并拍照,所得结果采用 Image-Pro Plus 软件进行

分析。
1. 6　 生物素转换实验

生物素转换实验是一种可以用来检测蛋白质

S-巯基化的生物素标记方法。 其是将未发生修饰的

自由巯基封闭,将 S-巯基化的巯基在抗坏血酸的作

用下逆转为自由巯基,使蛋白被生物素标记,后者

利用生物素抗体进行 Western blot 进行分析:1)按

要求常规提取细胞蛋白;2)加入 4 ℃ 预冷的 10%
CHAPS,混匀后加入封闭液于 50 ℃ 孵育 20 min;
3)加入预冷的丙酮于-20 ℃下静置 20 min,离心后

弃上清液留沉淀;4)加入 4 μL biotin-HPDP 溶液,再
加入 0. 8 μL 抗坏血酸钠溶液充分混匀,在 25 ℃下

孵育 2 h;5)加入 250 μL 预冷的丙酮于-20 ℃下放

置 20 min,离心后弃上清,加少量的预冷丙酮清洗管

壁及沉淀表面以去除残留的 biotin-HPDP;6)加入

HENS buffer 80 μL 使蛋白尽量溶解不留沉淀,然后

加入 160 μL 中和液,再加入 20 μL streptavidin-
agarose 于 4 ℃ 下旋转过夜;7) 加入洗涤液洗涤

5 次,弃上清留沉淀;8)最后 1 次吸尽上清,加入

10 μL 5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液,冷却后使用

Western blot 检测。
1. 7　 统计学分析

应用 GraphPad Prism 5. 0 软件进行统计分析。
计量资料以 x±s 表示,组间比较采用 t 检验或单因

素方差分析,P<0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 衰老细胞模型

HUVEC 分别予以 0、25、50、100 μmol / L H2O2

处理,经 SA-β-gal 染色,与 0 μmol / L H2O2 组相比,
100 μmol / L H2O2 组阳性细胞数明显增加,差异具

有统计学意义(P<0. 01;图 1)。 Western blot 检测显

示,100 μmol / L H2O2 组 P21、P53 和 PAI-1 的蛋白

表达均有显著增加,分别是 0 μmol / L H2O2 组的 6. 8
倍、1. 6 倍和 2. 6 倍,差异均有统计学意义(P<0. 01;
图 2)。 因此,将 100 μmol / L 作为本研究中 H2O2 诱

导 HUVEC 衰老的浓度。
2. 2　 H2S 对 H2O2 诱导 HUVEC 衰老的影响

与 H2O2 + 0 μmol / L NaHS 组 相 比, H2O2 +
100 μmol / L NaHS 组、H2O2 +200 μmol / L NaHS 组

的阳性细胞数明显下降,分别下降了 43. 8% 和

46. 6% (P<0. 01),但 H2O2 +100 μmol / L NaHS 组

与 H2O2 + 200 μmol / L NaHS 组之间无明显差异

(图 3)。 Western blot 检测显示,与 H2O2 +0 μmol / L
NaHS 组相比,H2O2 +100 μmol / L NaHS 组、H2O2 +
200 μmol / L NaHS 组 P21、P53 和 PAI-1 的蛋白表达

显著降低,其中H2O2+100 μmol / L NaHS 组 P21、P53、
PAI-1 的蛋白表达分别降低了 49. 4%、49. 7% 和

67. 6%(P<0. 01),H2O2 +200 μmol / L NaHS 组 P21、
P53、PAI-1 的蛋白表达分别降低了 83. 9%、89. 6%和

63. 8%(P<0. 01;图 4)。 因此,将 100 μmol / L 作为

NaHS 处理浓度。
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图 1. 衰老细胞模型的建立(n=5)
左图为倒置相差显微镜下的 SA-β-gal 染色结果(10×10),镜下蓝染细胞即衰老细胞;右图为 SA-β-gal 阳性细胞率的分析统计图。

a 为 P<0. 01,与 0 μmol / L H2O2 组比较。

Figure 1. Establishment of a senescence cell model(n=5)

图 2. 不同浓度 H2O2 对 P21、P53 和 PAI-1蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与 0 μmol / L H2O2 组比较。

Figure 2. The effect of different concentrations of H2O2 on the expression of P21, P53 and PAI-1 proteins(n=3)

图 3. 不同浓度 NaHS 对 H2O2 诱导的 HUVEC 衰老的影响(n=5)
左图为倒置相差显微镜下的 SA-β-gal 染色结果(10×10),右图为 SA-β-gal 阳性细胞率的分析统计图。

a 为 P<0. 01,与 H2O2 +0 μmol / L NaHS 组比较。

Figure 3. The effect of different concentrations of NaHS on H2O2 -induced senescence of in HUVEC(n=5)
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图 4. 不同浓度 NaHS 对 P21、P53、PAI-1蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与 H2O2 +0 μmol / L NaHS 组比较。

Figure 4. The effect of different concentrations of NaHS on the expression of P21, P53 and PAI-1 proteins(n=3)

2. 3　 H2S 拮抗 HUVEC 衰老过程中对 SIRT1 蛋白

表达及其 S-巯基化的影响

与对照组相比,H2O2 组 SIRT1 蛋白表达降低了

61. 4% (P<0. 01),而 H2O2 +NaHS 组 SIRT1 蛋白表

达比 H2O2 组增加 2. 2 倍 ( P < 0. 01 )。 S-巯基化

SIRT1 在对照组和 H2O2 组中均未明显检测到,但在

加入 NaHS 后 S-巯基化 SIRT1 蛋白表达明显增加

(P<0. 01;图 5)。 以上提示 H2S 可显著增加 SIRT1
和 S-巯基化 SIRT1 蛋白的表达。

图 5. NaHS 对内皮细胞衰老模型中 SIRT1 蛋白表达

及其 S-巯基化的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 H2O2 组比较。

Figure 5. The effect of NaHS on the expression of SIRT1
protein and S-sulfhydrated SIRT1 in

endothelial cell senescence model(n=3)

2. 4 　 H2S 拮抗 HUVEC 衰老过程中对 FOXO1、ac-
FOXO1 蛋白表达和 ac-FOXO1 / FOXO1 比值的影响

与对照组相比,H2O2 组 FOXO1、ac-FOXO1 蛋

白的表达显著降低,分别降低了 28. 3% 、73. 8% (P<
0. 05 或 P < 0. 01), ac-FOXO1 / FOXO1 比值增加了

84% (P < 0. 01);与 H2O2 组相比,H2O2 +NaHS 组

FOXO1 蛋白表达增加了 84. 1%(P<0. 01),ac-FOXO1
蛋白表达明显增加(P<0. 01),ac-FOXO1 / FOXO1 比

值下降了 48. 4% (P<0. 01;图 6)。

图 6. NaHS 对内皮细胞衰老模型中 FOXO1、ac-FOXO1
蛋白表达及 ac-FOXO1 / FOXO1 比值的影响(n=3)

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;
c 为 P<0. 01,与 H2O2 组比较。

Figure 6. The effect of NaHS on the expression of FOXO1,
ac-FOXO1 proteins and ac-FOXO1 / FOXO1 ratio

in endothelial cell senescence model(n=3)
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2. 5　 H2S 拮抗 HUVEC 衰老过程中对 MnSOD、过氧

化氢酶蛋白表达和 ROS 水平的影响

与对照组相比,H2O2 组 MnSOD、过氧化氢酶蛋

白表达显著降低,分别降低了 43. 9%和 45. 4% (P<
0. 01),细胞 ROS 水平升高 3. 8 倍(P<0. 01);而在

加入 NaHS 后, MnSOD、过氧化氢酶蛋白表达较

H2O2 组明显升高,分别升高了 38% 和 38. 7% (P<
0. 05),细胞 ROS 水平则降低了 46. 2% (P<0. 05;图
7 和图 8)。

图 7. NaHS 对内皮细胞衰老模型中 MnSOD、过氧化氢酶蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H2O2 组比较。

Figure 7. The effect of NaHS on the expression of MnSOD and catalase proteins in
endothelial cell senescence model(n=3)

图 8. NaHS 对内皮细胞衰老模型中 ROS 水平的影响(n=3)
左图为倒置荧光相差显微镜下 ROS 检测结果(10×20),右图为 Image-Pro Plus 软件分析 DCF 的平均荧光强度。

a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H2O2 组比较。

Figure 8. The effect of NaHS on ROS levels in endothelial cell senescence model(n=3)

3　 讨　 论

衰老在细胞水平上的发展被描述为“细胞衰

老”。 细胞衰老可由衰老、DNA 损伤或 ROS 水平升

高等因素所诱发[12]。 不同的心血管细胞类型衰老

与多种心血管疾病相关,包括动脉粥样硬化[13]、瓣
膜性心脏病[14]、心肌病[15] 以及心律失常[16]。 深入

了解细胞衰老对如何防治心血管疾病至关重要。
内皮细胞约占心脏中非心肌细胞的 60% 左

右[17]。 内皮细胞通过分泌血管活性化合物和生长

因子来调节血管舒张和血管张力[18]。 在动脉粥样

硬化斑块、衰竭心脏(特别是舒张功能不全)和房颤

心脏中均可观察到大量衰老的内皮细胞。 H2O2 诱

导的 HUVEC 衰老是一成熟的衰老细胞模型。 利用

SA-β-gal 染色观察阳性细胞率是用来鉴定细胞衰老

的经典形态学方法。 衰老机制的关键信号成分,如
P21 和 P53 作为干细胞功能的关键调节因子对于不

可逆的生长停滞和衰老细胞极其重要[19-20]。 P21、
P53 蛋白表达水平的增加可间接作为评价细胞衰老

的有效指标[21-22]。 PAI-1 是衰老相关的关键成分和

调节细胞衰老的直接介质[23],也是目前被广泛用于

评价细胞衰老的可靠指标之一。 基于上述评价指

标的确立,本研究成功复制了 H2O2 诱导的 HUVEC
衰老模型。

本课题组前期研究表明,H2S 可有效抵抗 H2O2

诱导的内皮细胞衰老[24]。 本研究再次得到了一致

性的结论,且本研究在机制方面进行了新的探索。
SIRT1 一直以来被认为是一种长寿基因,与生物体
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的寿命具有密切联系,在抵抗氧化应激反应、延缓

心血管衰老等方面具有重要的生物学效应。 沉默

SIRT1 基因可以诱导内皮细胞衰老,而 SIRT1 蛋白

表达的增加是抵抗细胞衰老的有效途径[8]。 除了

增加其表达,SIRT1 的活性还同时受到其翻译后修

饰的影响。 S-巯基化则是其中一种非常普遍的蛋白

质翻译后修饰,目标蛋白通过 S-巯基化后通常可增

加其反应性[25]。 而由 H2S 介导的 S-巯基化是一种

在靶蛋白特定半胱氨酸残基上发生的翻译后修饰,
研究发现其参与了机体广泛的细胞功能和代谢途

径[26]。 H2S 可诱导心血管系统中的某些酶或受体、
转录因子和离子通道发生 S-巯基化[27],这些靶蛋白

特定半胱氨酸残基上的 S-巯基化改变与众多相关

心血管疾病的发展密切相关[28]。 Xie 等[29] 的研究

表明,H2S 可通过 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1(Keap1)
的 151 位半胱氨酸残基发生 S-巯基化以及激活核因

子 E2 相关因子 2(Nrf2)信号通路来抑制氧化应激

反应。 Huang 等[30] 新近研究发现, H2S 提高了

Keap1 的 S-巯基化作用继而减少了动物体内的氧化

应激。 那么,H2S 是否能通过 S-巯基化 SIRT1 来抵

抗氧化应激,从而延缓内皮细胞衰老是本研究有待

探索的问题。 本研究发现,在加入 NaHS 后能明显

促进 S-巯基化 SIRT1 的表达。
SIRT1 可通过 FOXO1 抵抗氧化应激从而延缓

衰老[11,31]。 FOXO1 在内皮细胞中高度表达[32],同
时也是 SIRT1 脱乙酰基的重要转录因子。 SIRT1 通

过与 FOXO1 结合使其达到去乙酰化状态使其增强

活性,增加一系列抗氧化酶的表达来抵抗氧化应激

从而延缓衰老。 本研究发现,H2O2 明显降低了

FOXO1 蛋白的表达,而 NaHS 能够显著抑制这一作

用。 值得注意的是,H2O2 还同时降低了 ac-FOXO1
蛋白的表达,并且通过 NaHS 的预处理在一定程度

上拮抗了 ac-FOXO1 蛋白表达水平降低的趋势。 由

这项研究结果所推断的结论与本研究组之前的假

说似乎是矛盾的,但 ac-FOXO1 / FOXO1 比值的变化

值得我们重新去思考和解读。 结果表明,H2O2 可提

高 ac-FOXO1 / FOXO1 比值,而 NaHS 明显降低其比

值。 换而言之,H2O2 能促进 FOXO1 蛋白乙酰化,而
H2S 则降低 FOXO1 乙酰化水平。 Cui 等[33] 的研究

表明,FOXO1 的乙酰化可导致 ROS 生成增多。 而

进一步的研究提示,SIRT1 通过减少靶蛋白 FOXO1
的乙酰化改变了其下游靶基因 MnSOD、过氧化氢酶

的转录活性,从而减少了 ROS 的积累[34]。 本研究

也显示,H2S 降低了 FOXO1 的乙酰化水平,明显增

加了抗氧化酶 MnSOD、过氧化氢酶蛋白的表达,最
终降低细胞内 ROS 水平。

综上所述,H2S 可拮抗内皮细胞衰老,其机制与

促进 SIRT1 巯基化和降低 FOXO1 乙酰化有关。 上

述结果为阐明 H2S 防治心血管疾病的机制提供了

新的思路。
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