
本文引用: 刘艳文, 徐 倩, 周 坤, 等. 硫化氢对巨噬细胞吞噬脂质过程中钙化的影响及其机制[ J]. 中国动脉硬化杂志,
2025, 33(4): 317-325. 　 　 DOI: 10. 20039 / j. cnki. 1007-3949. 2025. 04. 006.

[收稿日期] 　 2025-01-16 [修回日期] 　 2025-04-01
[基金项目] 　 江苏经贸职业技术学院“领军人才培养计划”资助;国家自然科学基金项目(91839103)
[作者简介] 　 刘艳文,硕士研究生,讲师,研究方向为动脉硬化发生机制,E-mail:305092969@ qq. com。 通信作者姜志胜,教
授,博士研究生导师,研究方向为动脉粥样硬化病因发病学及心肌缺血损伤的细胞分子机制与防治,E-mail:zsjiang2005@
163. com。

[文章编号] 　 1007-3949(2025)33-04-0317-09 ·实验研究·

硫化氢对巨噬细胞吞噬脂质过程中钙化的影响及其机制
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1. 江苏经贸职业技术学院,江苏省南京市 211168;2. 南华大学心血管疾病研究所,湖南省衡阳市 421001

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨硫化氢对巨噬细胞钙化的影响及其潜在分子机制。 [方法] 　 采用油红 O 染色观察细胞

内脂质蓄积情况,von Kossa 染色和原子吸收光谱法分别对单核巨噬细胞钙化模型的钙盐沉积和细胞内钙含量进行

形态学分析及定量分析。 利用 Western blot 和 RT-PCR 检测硫化氢不同剂量和不同处理时间下骨桥蛋白(OPN)的

mRNA 和蛋白表达。 同时,利用 Western blot 检测早期生长反应因子 1(EGR1)和内质网应激相关标志物 C / EBP 同

源蛋白(CHOP)和葡萄糖调节蛋白 78(GRP78)的表达变化,活性氧荧光探针检测评估活性氧水平,并结合 von
Kossa 染色和钙离子荧光探针检测评估硫化氢对巨噬细胞钙化的影响。 通过干扰 EGR1 表达和使用内质网应激抑

制剂 4-苯基丁酸(4-PBA)探讨硫化氢影响巨噬细胞钙化的分子机制。 [结果] 　 与氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)
组相比,β-甘油磷酸钠(β-GP)+40 g / L ox-LDL 组细胞内脂质蓄积明显增加,硫化氢显著抑制巨噬细胞钙化,且呈剂

量和时间依赖性。 与 β-GP+ox-LDL 组相比,100 μmol / L NaHS 处理 4 天效果最为显著,细胞内钙含量降低 66% (P<
0. 01),细胞间钙盐沉积减少 71% (P<0. 01),OPN mRNA 和蛋白表达分别降低 50% 和 48% (P<0. 05)。 硫化氢处

理使 EGR1 的表达上调了 21% ,CHOP 和 GRP78 的表达分别下调了 58%和 59% (P<0. 01)。 内质网应激抑制剂 4-
PBA 使 OPN 表达下调 73% (P<0. 01),而干扰 EGR1 表达则完全抵消了硫化氢对 OPN 表达及钙盐沉积的抑制作用

(P<0. 01)。 [结论] 　 硫化氢通过上调 EGR1 表达抑制内质网应激,从而显著抑制巨噬细胞钙化。
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Effect of hydrogen sulfide on calcification during macrophage phagocytosis of lipids
and its mechanisms
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of hydrogen sulfide on macrophage calcification and its underlying mo-
lecular mechanisms. 　 　 Methods　 Oil red O staining was used to observe intracellular lipid accumulation, and von Kossa
staining and atomic absorption spectroscopy were used for morphological and quantitative analysis of calcium deposition and
intracellular calcium content in a mononuclear macrophage calcification model. 　 Western blot and RT-PCR were used to
detect the mRNA and protein expression of osteopontin (OPN) at different doses and treatment times of hydrogen sulfide.
At the same time, Western blot was used to detect the expression changes of early growth response factor 1 (EGR1), endo-
plasmic reticulum stress-related markers C / EBP homologous protein (CHOP) and glucose-regulated protein 78 (GRP78).
Reactive oxygen species levels were evaluated by fluorescence probe staining, and the effect of hydrogen sulfide on macro-
phage calcification was evaluated by combining von Kossa staining and calcium ion fluorescence probe staining. 　 The mo-
lecular mechanisms of hydrogen sulfide affecting macrophage calcification were explored by interfering with EGR1
expression and using endoplasmic reticulum stress inhibitor 4-phenylbutyric acid (4-PBA). 　 　 Results　 Compared with
oxidized low density lipoprotein (ox-LDL) group, β-glycerophosphate (β-GP)+40 g / L ox-LDL group showed a significant
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increase in intracellular lipid accumulation, while hydrogen sulfide significantly inhibited macrophage calcification in a con-
centration- and time-dependent manner. 　 Compared with the β-GP+ox LDL group, the most significant effect was observed
after incubation with 100 μ mol / L NaHS for 4 days. 　 The hydrogen sulfide group showed a 66% decrease in intracellular
calcium content (P< 0. 01), a 71% decrease in intercellular calcium deposition (P < 0. 01), and a 50% and 48%
decrease in OPN mRNA and protein expression, respectively (P<0. 05). 　 Hydrogen sulfide treatment upregulated the ex-
pression of EGR1 by 21% , while downregulating the expression of CHOP and GRP78 by 58% and 59% , respectively (P<
0. 01). 　 The endoplasmic reticulum stress inhibitor 4-PBA could downregulate OPN expression by 73% (P<0. 01),
while interfering with EGR1 expression completely counteracts the inhibitory effect of hydrogen sulfide on OPN expression
and calcium deposition (P<0. 01). 　 　 Conclusion　 Hydrogen sulfide significantly inhibits macrophage calcification by
upregulating EGR1 expression and suppressing endoplasmic reticulum stress.
[KEY WORDS]　 hydrogen sulfide;　 calcification;　 macrophage;　 early growth response factor 1;　 endoplasmic retic-
ulum stress

　 　 在心血管疾病的演变过程中,动脉血管壁的钙

盐沉积扮演着重要的角色,尤其是在动脉粥样硬化

的晚期阶段,这种内膜的钙化现象尤为明显。 在斑

块形成的关键时刻,内膜钙化会削弱斑块的稳定

性,进而增加血栓形成的风险。 研究表明,硫化氢

作为一种与一氧化氮和一氧化碳类似的气体信号

分子,可抑制心血管疾病的发生发展。 本研究拟探

讨硫化氢对巨噬细胞吞噬脂质过程中钙化的影响

及其机制,旨在为血管钙化的干预提供新的靶点和

策略。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞

小鼠单核巨噬细胞 RAW264. 7 购自上海细胞

生物学研究所细胞库。
1. 2　 主要试剂

碱性品红、硝酸银、超氧阴离子活性氧检测试

剂盒、β-甘油磷酸钠(β-glycerophosphate,β-GP)、氧
化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipoprotein,
ox-LDL)及 Fluo-4 AM(钙离子荧光探针)试剂盒。
β-actin 一抗、兔抗鼠辣根过氧化物酶标记的二抗

(武汉博士德);RT-PCR 试剂盒(北京博大泰克);
骨桥蛋白(osteopontin,OPN)单克隆抗体(Santa Cruz
公司);早期生长反应因子 1 ( early growth response
factor 1,EGR1)一抗(Proteintech 公司);C / EBP 同源

蛋白(C / EBP homologous protein,CHOP)和葡萄糖调

节蛋白 78(glucose-regulated protein 78,GRP78)一抗

(戴格生物);Taq PCR MasterMix 及 DNA marker(北
京天根公司)。
1. 3　 钙化模型制备

在 37 ℃、5%CO2 的细胞培养箱内培养 RAW264. 7
细胞,每隔两天更换一次培养基,并进行细胞传代操

作。 选取处于指数增长阶段的细胞用于实验。 依

照文献[1-3],采用 5 mmol / L β-GP 和 40 g / L ox-LDL
来激活复制小鼠单核巨噬细胞钙化模型。
1. 4　 实验分组

1. 4. 1　 硫化氢对巨噬细胞钙化影响的剂量效应和

时间效应实验分组 　 　 实验分为对照组、ox-LDL
组、β-GP +ox-LDL 组、硫化氢组(用 25、50、100 和

200 μmol / L NaHS 处理细胞 6 天或 100 μmol / L
NaHS 处理细胞 0、2、4 和 6 天)。
1. 4. 2　 巨噬细胞钙化进程中 EGR1 的表达变化与

内质网应激的发生实验分组　 　 实验分为对照组、
β-GP 组、ox-LDL 组和 β-GP+ox-LDL 组。
1. 4. 3　 硫化氢对巨噬细胞 EGR1 表达及内质网应

激的影响实验分组　 　 实验分为对照组、β-GP+ox-
LDL、β-GP+ox-LDL+内质网应激抑制剂 4-苯基丁酸

[(4-phenylbutyric acid,4-PBA),1 μmol / L]组和 β-
GP+ox-LDL+H2S 组。
1. 4. 4　 硫化氢经 EGR1 调控内质网应激影响巨噬

细胞钙化实验分组　 　 实验分为对照组、β-GP+ox-
LDL+NC 组、β-GP+ox-LDL+H2S+NC 组和 β-GP+ox-
LDL+H2S+shEGR1 组。
1. 5　 von Kossa 染色

利用硝酸银染色法进行细胞钙化模型的形态

学鉴定,在光镜下,钙化组细胞间有大量黑色或褐

色颗粒,对照组细胞间无黑色或褐色颗粒。
1. 6　 RT-PCR 检测 OPN mRNA 表达

在 1. 5%琼脂糖凝胶上对 RT-PCR 产物进行分

离,每个样品的 OPN 加样量为 5 μL,GAPDH 的加

样量为 1 μL,随后使用溴化乙锭进行显色处理。 通

过凝胶成像系统对分离后的条带进行成像和数据

分析,评估目的基因的表达变化。 本实验每个条件

均重复操作 3 遍以确保结果的可靠性。
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1. 7　 Western blot 检测巨噬细胞中 EGR1、GRP78 和

CHOP 蛋白表达

加药处理的巨噬细胞经 PBS 洗涤后,用 RIPA
裂解缓冲液冰上裂解 30 min,于 4 ℃、12 000 r / min
离心 10 min,收集上清。 BCA 法测定蛋白浓度,样
品与上样缓冲液混合煮沸变性,经 10% SDS-PAGE
电泳分离后湿转至 PVDF 膜,用 5% 脱脂牛奶封闭

3 h,与 一 抗 ( EGR1、 GRP78 和 CHOP 稀 释 比 为

1 ∶ 1 000)于 4 ℃ 孵育过夜,再与羊抗兔 IgG 二抗

(1 ∶ 1 000)于室温孵育 1 h。 显影后凝胶成像仪成

像,利用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值。
1. 8　 钙离子荧光染色

加药处理的巨噬细胞经 PBS 洗涤 3 次后,加入

Fluo-4 AM 工作液,于 37 ℃避光孵育 30 min 完成荧

光探针装载。 PBS 洗涤 3 次去除未装载探针,继续

孵育 30 min。 相差倒置荧光显微镜观察 Fluo-4 荧光

信号,绿色荧光代表细胞内钙离子含量。
1. 9　 活性氧检测

加药处理的巨噬细胞经 PBS 洗涤 3 次后,加入

适量的 DHE 染色液,于 37 ℃避光孵育 30 min,PBS
洗涤 2 次后置于相差倒置荧光显微镜下观察并拍

照,红色荧光代表活性氧水平。
1. 10　 油红 O 染色观察细胞内脂质蓄积

将细胞接种于 6 孔板内,加入 PMA 处理 24 h,
诱导成为巨噬细胞,各组给予不同处理因素作用一

定时间后,加固定液固定细胞 10 min,去除固定液,
用 PBS 冲洗 2 遍,于 6 孔板中取出盖玻片,生长有

细胞的一面朝上,加 4% 多聚甲醛固定细胞 10 ~
15 min;60%异丙醇漂洗;0. 3% 油红 O-异丙醇溶液

染色 10 ~ 15 min;60%异丙醇松化数秒;苏木精复染

色 1 ~ 5 min;自来水冲洗返蓝 1 min;甘油明胶封固,
光镜下观察。
1. 11　 统计学分析

采用 SPSS18. 0 软件对数据进行统计分析。 计

量资料以 x±s 表示,多组间比较采用单因素方差分

析,组间两两比较采用 t 检验,P<0. 05 表示差异有

统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 巨噬细胞钙化情况

von Kossa 染色显示,对照组细胞间无黑色颗粒

沉积,β-GP +ox-LDL 组细胞间有大量黑色颗粒沉

积,说明细胞间出现钙盐沉积(图 1)。 油红 O 染色

显示,ox-LDL 组和 β-GP+ox-LDL 组细胞内脂质蓄积

与对照组相比显著增加,β-GP+ox-LDL 组细胞内脂

质蓄积与 ox-LDL 组相比显著增加(图 2)。

图 1. 细胞间钙盐沉积

Figure 1. Intercellular calcium salt deposition

图 2. 巨噬细胞钙化过程中脂质蓄积情况

Figure 2. Lipid accumulation during macrophage
calcification process

2. 2　 硫化氢对巨噬细胞钙化影响的剂量效应和时

间效应

2. 2. 1　 硫化氢对细胞间钙盐沉积和钙含量的影响

　 　 随着硫化氢处理剂量的增加,细胞间钙盐沉积得

到明显改善。 与 β-GP +ox-LDL 组相比,100 μmol / L
NaHS 处理后细胞间钙盐沉积降低了 71% ,细胞内

钙含量减少了 66% ,效果最为显著(P<0. 01)。 随

着硫化氢处理时间的延长,细胞间钙盐沉积(黑色

颗粒)明显减少,以处理 4 天作用最为明显。 细胞

内钙含量和钙盐沉积的变化与形态学结果一致。
以上结果表明,硫化氢能够减少巨噬细胞内外钙的

蓄积(图 3)。
2. 2. 2　 硫化氢对细胞 OPN mRNA 和蛋白表达的影

响　 　 与对照组和 β-GP+ox-LDL 组对比,硫化氢组

OPN mRNA 和蛋白的表达显著降低,OPN mRNA 的

表达减少了 51% ,OPN 蛋白的表达减少了 49% (P<
0. 05),以 100 μmol / L NaHS 作用最为显著。 用

100 μmol / L NaHS 处理不同时间,随着硫化氢作用

时间的延长,OPN mRNA 和蛋白的表达显著降低,
OPN mRNA 的表达降低了 50% ,OPN 蛋白的表达降

低了 48%,以处理 4 天作用最为显著(P<0. 05;图 4)。
2. 3　 硫化氢对细胞钙化作用的机制探讨

2. 3. 1　 巨噬细胞钙化进程中 EGR1 的表达与内质

网应激的发生　 　 von Kossa 染色显示,与 β-GP 组

和 ox-LDL 组相比,β-GP+ox-LDL 组出现明显阳性染
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图 3. 硫化氢不同剂量和不同时间处理对细胞间钙盐沉积和钙含量的影响

A 为 von Kossa 染色显示硫化氢不同剂量处理对细胞间钙盐沉积的影响,B 为 von Kossa 染色显示硫化氢不同时间处理对细胞间钙盐

沉积的影响,C、D 为硫化氢不同剂量处理细胞内钙含量和细胞间钙盐沉积量,E、F 为硫化氢不同时间处理细胞内钙含量和细胞间钙盐沉积。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,与 0 μmol / L NaHS 组比较;d 为 P<0. 01,与 100 μmol / L NaHS 处理 0 天比较。

Figure 3. The effects of different doses and different treatment times of hydrogen sulfide on intercellular
calcium deposition and calcium content

图 4. 硫化氢不同剂量和不同时间处理对细胞 OPN mRNA 和蛋白表达的影响(n=3)
A、B 分别为硫化氢不同剂量处理对细胞 OPN mRNA 和蛋白的表达,C、D 分别为硫化氢不同时间处理对细胞 OPN mRNA 和蛋白的表达。

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 0 μmol / L NaHS 组比较;c 为 P<0. 05,与 100 μmol / L NaHS 处理 0 天比较。

Figure 4. The effects of different doses and treatment times of hydrogen sulfide on the expression of
OPN mRNA and protein in cells(n=3)
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色,表明钙盐沉积增多;这一结果在钙离子荧光染

色中得到进一步验证,β-GP+ox-LDL 组绿色荧光强

度显著增强。 Western blot 结果显示,与 β-GP 组和

ox-LDL 组相比,β-GP +ox-LDL 组 OPN 的表达分别

增加了 52%和 77% (P<0. 01)。 以上结果证实巨噬

细胞钙化模型构建成功。 与 β-GP 组和 ox-LDL 组

相比,β-GP + ox-LDL 组 EGR1 的表达分别降低了

23%和 44% (P<0. 01),提示 EGR1 可能参与调控巨

噬细胞钙化进程。 与 β-GP 组和 ox-LDL 组相比,β-
GP+ox-LDL 组 CHOP 和 GRP78 的表达分别增加了

1 倍、79% 和 47% 、90% (P<0. 01)。 活性氧荧光探

针检测显示,β-GP+ox-LDL 组活性氧水平显著升高

(图 5)。 这些结果表明,在巨噬细胞钙化进程中伴

随着内质网应激反应的激活。

图 5. 巨噬细胞钙化进程中 EGR1 的表达与内质网应激的发生(n=3)
A 为 von Kossa 染色检测细胞间钙盐沉积水平,B 为钙离子荧光探针检测细胞内钙离子含量,C 为 Western blot 检测巨噬细胞钙化时

EGR1、OPN、CHOP 和 GRP78 的表达,D 为活性氧荧光探针检测细胞内活性氧水平。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 ox-LDL 组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 β-GP 组比较。

Figure 5. Expression of EGR1 and occurrence of endoplasmic reticulum stress during
macrophage calcification process(n=3)
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2. 3. 2　 硫化氢对巨噬细胞 EGR1 的表达及内质网

应激的影响　 　 Western blot 结果显示,与 β-GP+ox-
LDL 组相比,β-GP+ox-LDL+H2S 组 EGR1 的表达增

加了 21% , CHOP 和 GRP78 的表达分别降低了

58% 和 59% , OPN 的表达降低了 75% ( 均 P <
0. 01),提示硫化氢可能通过调控 EGR1 的表达和内

质网应激抑制巨噬细胞钙化。 von Kossa 染色显示,
β-GP+ox-LDL+H2S 组钙盐沉积显著减少;钙离子荧

光探针检测显示,β-GP+ox-LDL+H2S 组荧光强度显

著低于 β-GP + ox-LDL 组。 与 β-GP + ox-LDL 组相

比,4-PBA 干预后 OPN、CHOP 和 GRP78 的表达分

别降低了 73% 、51% 和 97% (P<0. 01)。 活性氧荧

光探针检测显示,4-PBA 干预后活性氧水平显著低

于 β-GP+ox-LDL 组(图 6)。 以上结果表明,硫化氢

可能通过调控 EGR1 的表达和内质网应激发挥抗钙

化作用。

图 6. 硫化氢对巨噬细胞 EGR1 的表达及内质网应激的影响(n=3)
A 为 Western blot 检测 EGR1、OPN、CHOP 和 GRP78 的表达,B 为 von Kossa 染色检测细胞间钙盐沉积,

C 为钙离子荧光探针检测细胞内钙离子含量,D 为活性氧荧光探针检测细胞内活性氧水平。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 β-GP+ox-LDL 组比较。

Figure 6. Effect of hydrogen sulfide on the expression of EGR1 in macrophages and endoplasmic reticulum stress(n=3)
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2. 3. 3　 硫化氢经 EGR1 调控内质网应激影响巨噬

细胞钙化 　 　 Western blot 结果显示,与 β-GP +ox-
LDL+NC 组相比,β-GP +ox-LDL+H2S+NC 组 EGR1
的表达增加了 35% ,CHOP 和 GRP78 的表达分别降

低了 62%和 48% ,OPN 的表达降低了 62% (均 P<
0. 01)。 敲低 EGR1 后,硫化氢对 OPN、CHOP 和

GRP78 表达的调控作用被显著抑制(P<0. 05),提
示 EGR1 可能是硫化氢发挥抗钙化作用的关键分

子。 von Kossa 染色显示,与 β-GP+ox-LDL+NC 组相

比,β-GP+ox-LDL+H2S+NC 组钙盐沉积显著减少,
而敲低 EGR1 后这种保护作用被显著削弱。 钙离子

荧光探针检测显示,β-GP+ox-LDL+H2S+NC 组荧光

强度显著低于 β-GP +ox-LDL+NC 组,而 β-GP +ox-
LDL+H2S+shEGR1 组荧光强度显著回升。 活性氧

荧光探针检测显示,β-GP+ox-LDL+H2S+NC 组活性

氧水平显著降低,而敲低 EGR1 后活性氧水平显著

升高(图 7)。 以上结果表明,硫化氢可能通过 EGR1
调控内质网应激影响巨噬细胞钙化。

图 7. 硫化氢经 EGR1 调控内质网应激影响巨噬细胞钙化(n=3)
A 为 Western blot 检测 EGR1、OPN、CHOP 和 GRP78 的表达,B 为 von Kossa 染色检测细胞间钙盐沉积,C 为钙离子荧光探针检测细胞内

钙离子含量,D 为活性氧荧光探针检测细胞内活性氧水平。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,
与 β-GP+ox-LDL+NC 组比较;e 为 P<0. 05,f 为 P<0. 01,与 β-GP+ox-LDL+H2S+NC 组比较。

Figure 7. Hydrogen sulfide affected macrophage calcification by regulating endoplasmic reticulum stress via EGR1
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3　 讨　 论

硫化氢作为一种环境污染的有毒气体,对人类

健康构成了重大威胁,是导致空气和水体污染以及

若干职业病的罪魁祸首[4-6]。 研究指出,超出正常

生理剂量的硫化氢会对人体的中枢神经和呼吸系

统产生抑制作用。 然而,在近年来的科学研究中,
人们逐渐认识到硫化氢也具有对人体有益的特性。
与一氧化氮和一氧化碳等信号分子类似,硫化氢在

生物体内或许承担着不可或缺的角色。
众多研究指出,在心血管疾病的发展过程中,

血管钙化是一种普遍的病理现象[7-9]。 特别是动脉

粥样硬化,其进程常常伴随着血管壁钙盐沉积,尤
其是在斑块晚期阶段,内膜的钙化现象尤为显著。
这一现象加剧了斑块的不均匀受力,增加了易损斑

块的数量,加速了血栓形成的过程。 在动脉粥样硬

化和血管钙化的形成机制中,巨噬细胞的功能、形
态及代谢的改变扮演了关键角色。 巨噬细胞释放

的骨形成相关蛋白是促进细胞间钙盐沉积和表型

转变的核心因素。 此外,通过 PKC / MAPK 信号途

径,巨噬细胞释放的 TNF-α、IL-1β、IL-6 等炎症因子

还可以进一步促进钙化的发生和发展。
已有文献证实,β-GP 是促进细胞内钙磷沉积的

关键因素之一[10]。 血管平滑肌细胞经过连续 10 天

的 β-GP 处理,能够形成明显的钙化点,进而构建出

平滑肌细胞钙化模型。 本研究采用 β-GP 与 ox-LDL
共同作用,构建巨噬细胞钙化模型。 实验显示,
5 mmol / L β-GP 与 40 g / L ox-LDL 的作用下,细胞出

现显著的钙盐沉积现象,细胞内钙含量显著增高。
以此模型为基础,本研究深入探讨了硫化氢对巨噬

细胞钙化的影响,目的是寻找新的治疗手段和策

略,以应对动脉粥样硬化的形成与进展。
内源性硫化氢的转化路径[11-13] 包括以下几种

方式:首先,线粒体将硫化氢转化为硫代硫酸盐,进
而形成亚硫酸盐及硫酸盐(为主要产物)。 其次,硫
化氢与高铁血红蛋白结合,形成硫血红蛋白,这一

过程同样涉及一氧化氮和一氧化碳的代谢途径。
第三,硫化氢与过氧亚硝酸盐发生反应,并且还与

过氧化氢、超氧阴离子、次氯酸根起作用,这可能与

机体清除自由基的机制相关。 最后,硫化氢可被硫

氰酸酶分解[14-16]。 由此可见,许多因素都可能影响

硫化氢的作用效果。 研究表明,氧化应激参与了许

多病理过程,如动脉粥样硬化、老年期痴呆、癌症

等。 在心血管疾病中,高脂、高血压等多个重要的

致病因素都可以通过激活胞内的氧化压力通路,选

择性上调炎症因子的表达。 不同种类的氧化应激

可激活内皮细胞并诱导活性氧生成,活性氧自身及

其调控的目标分子都能激活炎症相关基因。
本研究结果发现,硫化氢能够显著抑制巨噬细

胞钙化,且呈剂量和时间依赖性。 100 μmol / L NaHS
处理 4 天效果最为显著,细胞间钙盐沉积显著减少,
细胞内钙含量显著降低,钙化标志蛋白 OPN 的

mRNA 和蛋白表达也明显降低。 已有研究表明,硫
化氢可通过多种机制影响疾病进展,例如通过抑制

炎症反应、减少氧化应激和调节细胞凋亡等[17-18]。
然而,关于硫化氢在巨噬细胞钙化中的具体作用机

制尚未完全阐明。 本研究从 EGR1 和内质网应激的

角度揭示了硫化氢的抗钙化机制,为相关研究提供

了新的方向。
EGR1 是一种重要的转录因子,参与调控细胞

增殖、分化和应激反应等多种生物学过程[17]。 本研

究发现,硫化氢显著上调 EGR1 表达,而干扰 EGR1
表达则完全抵消了硫化氢对 OPN 表达和钙盐沉积

的抑制作用,提示 EGR1 可能是硫化氢发挥抗钙化

作用的关键分子。 然而,EGR1 在巨噬细胞钙化中

的具体调控机制仍需进一步研究。
内质网应激是细胞应对内质网功能紊乱的一

种保护性反应,但其过度激活可导致细胞凋亡和功

能障碍[18]。 本研究发现,硫化氢显著抑制内质网应

激标志物 CHOP 和 GRP78 的表达,而内质网应激抑

制剂 4-PBA 可显著下调 OPN 表达,提示内质网应

激可能参与巨噬细胞钙化的调控。 这一结果在血

管平滑肌细胞钙化的研究中得到了佐证,Lee 等[19]

研究发现 C5a-C5aR1 可诱导内质网应激,进而激活

PERK / eIF2α / ATF4 通路,加速血管平滑肌细胞成骨

转分化。 此外,另一些研究同样也证实了这一观

点[20-21]。 然而,关于内质网应激在巨噬细胞钙化中

的作用机制目前仍不明确。
本研究提出硫化氢可能通过 EGR1 /内质网应

激轴抑制巨噬细胞钙化的假说。 具体而言,硫化氢

通过上调 EGR1 表达,进而抑制内质网应激和活性

氧生成,最终减轻巨噬细胞钙化。 这一假说得到了

多项实验结果的支持:首先,硫化氢显著上调 EGR1
表达;其次,硫化氢显著抑制内质网应激标志物

CHOP 和 GRP78 的表达;最后,干扰 EGR1 表达完

全抵消了硫化氢对 OPN 表达及钙盐沉积的抑制作

用。 尽管本研究揭示了硫化氢通过 EGR1 /内质网

应激轴抑制巨噬细胞钙化的分子机制,但仍存在一

些局限性:首先,本研究仅基于细胞实验,未来需通

过动物实验进一步验证;其次,EGR1 调控内质网应
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激的具体分子机制尚未完全阐明,未来需要通过转

录组学和蛋白质组学等技术进行深入研究;最后,
硫化氢在巨噬细胞钙化中的作用是否涉及其他信

号通路仍需进一步探讨。
综上所述,本研究以硫化氢为切入点,通过模

拟巨噬细胞钙化过程,深入分析了硫化氢对巨噬细

胞钙盐沉积的作用及其机制,揭示了硫化氢通过上

调 EGR1 表达抑制内质网应激,进而显著抑制巨噬

细胞钙化的分子机制,为血管钙化的防治提供了新

的潜在靶点。 未来的研究可进一步探讨 EGR1 /内
质网应激轴在血管钙化中的作用及其调控机制,为
相关疾病的治疗提供新的思路。
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