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炎症介导的 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１信号通路激活及内源性
Ｈ２Ｓ生成加剧重症急性胰腺炎肠道损伤
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　　［摘　要］　目的：探讨内源性硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｐｈｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）对重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ）肠道动力的调控及相关机制。方法：构建ＳＡＰ大鼠模型，观察大鼠粪便颗粒的排出情况及肠道炎症水平；采
用ＳＡＰ大鼠血浆、ＴＮＦα和ＩＬ６处理大鼠肠道平滑肌细胞，ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光染色等方法检测Ｈ２Ｓ
合成酶胱硫醚γ裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）、胱硫醚β合成酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）、转录因子
Ｓｐ１和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路关键蛋白的表达；采用ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂ＬＹ２９４００２处理细胞或转染Ｓｐ１的干扰序列至
细胞中，以验证 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１信号通路在肠道 Ｈ２Ｓ产生过程中的调控作用。结果：ＳＡＰ大鼠排便减少（Ｐ＜
００５），内源性Ｈ２Ｓ生成增加（Ｐ＜００５），血清 ＴＮＦα和 ＩＬ６含量增加（Ｐ＜００５）。ＳＡＰ大鼠血浆、ＴＮＦα和 ＩＬ６
可诱导肠道平滑肌细胞ＣＳＥ和ＣＢＳ的表达上调（Ｐ＜００５）。阻断ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１信号通路可以显著抑制肠道平滑
肌细胞ＣＳＥ和ＣＢＳ的表达（Ｐ＜００５）。结论：炎症反应介导的 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１信号通路激活和内源性 Ｈ２Ｓ产生增
多是ＳＡＰ肠道动力减退的潜在机制。
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梗阻、肠道细菌的移位和肠道脓毒症等，对ＳＡＰ预后
有重要影响［１３］。近年来发现的硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｓｕｌｐｈｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）是体内一种具有多种生物学活性的新
型气性分子［４５］。肠道组织可表达 Ｈ２Ｓ合成酶胱硫
醚γ裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）及胱硫醚β
合成酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ），能合成内源
性Ｈ２Ｓ，Ｈ２Ｓ对肠道动力具有抑制作用

［６］。

目前Ｈ２Ｓ与ＳＡＰ肠道动力及炎症的关系尚未见
相关报道，有研究发现 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１信号通路与
ＣＳＥ的表达调控存在一定联系［７］。本研究运用 ＳＡＰ
大鼠模型，探讨Ｈ２Ｓ对 ＳＡＰ肠道动力及炎症的影响
及相关机制。

材　料　和　方　法

１　动物及细胞
　　健康成年雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠由桂林医学院动物实
验中心提供，动物在室温２０～２５℃、湿度（５５±５）％
环境下笼内饲养，术前给予足够饲料及饮水。动物

实验方案获得桂林医学院伦理委员会批准。大鼠结

肠平滑肌细胞（ｃｏｌｏｎｉｃｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＣＭＣｓ）分离自距
回盲部 ２ｃｍ的近端结肠组织，用含 ０１５％胶原酶
ＩＩ、０１％胰蛋白酶抑制剂以及 ０２５％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基３７℃条件下常规培养。免疫荧光
染色检测αａｃｔｉｎ对ＣＭＣｓ进行鉴定。
２　主要试剂
　　抗ＣＳＥ、ＣＢＳ、磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ
ｎｏ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、ｐＰＩ３Ｋ、蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）、ｐＡｋｔ、Ｓｐ１以及 ＧＡＰＤＨ抗体均购自
Ａｂｃａｍ。ＰＩ３Ｋ的抑制剂ＬＹ２９４００２购自Ｓｉｇｍａ。
３　主要方法
３．１　ＳＡＰ大鼠模型构建　３０只大鼠随机分为３组，
每组１０只。假手术（ｓｈａｍ）组仅进行剖腹手术并对
十二指肠和胰腺等部位进行触碰；ＳＡＰ模型（ＳＡＰ）组
采用微量注射泵恒速注入新鲜溶于生理盐水的５％
牛磺胆酸钠进胰胆管（１ｍＬ／ｋｇ、０．１ｍＬ／ｍｉｎ），持续
１０ｍｉｎ后缝合伤口；ＳＡＰ＋丙炔基甘氨酸（ｐｒｏｐａｒｇｙｌｇ
ｌｙｃｉｎｅ，ＰＡＧ）组在注射牛磺胆酸钠溶液后腹腔注射
３０μｍｏｌ／ｋｇＰＡＧ（ＣＳＥ抑制剂）。所有大鼠手术完成
后立即皮下注射１０ｍＬ生理盐水，并禁食２４ｈ后处
死大鼠。

３．２　ＣＭＣｓ的处理　为了探讨炎症反应对ＣＳＥ的调
控及相关机制，我们给体外培养的 ＣＭＣｓ分别添加
５％的ＳＡＰ大鼠血浆、１０μｇ／Ｌ的 ＴＮＦα或１０μｇ／Ｌ
的 ＩＬ６进行处理。后续通过 ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测细胞中 ＣＳＥ，ＣＢＳ，Ｓｐ１和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的表

达。

３．３　敲减ＣＭＣｓ内Ｓｐ１基因的表达　特异性Ｓｐ１的
ｓｉＲＮＡ序列（５’ＧＣＡＡＣＡＵＧＧＧＡＡＵＵＡＵＧＡＡＴＴ３’）
由上海吉玛公司设计，合成双链后连接至ｐＧＬ３穿梭
载体。转染过程使用试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ），并按照其操作说明进行。实验分为４组，
ＮＣ对照组：正常培养的 ＣＭＣｓ；ＬＹ２９４００２组：ＣＭＣｓ
细胞加入５０μｍｏｌ／Ｌ的 ＬＹ２９４００２孵育２４ｈ；空载
体转染对照组：ＣＭＣｓ细胞转染空的 ｐＧＬ３载体；Ｓｐ１
干扰组：ＣＭＣｓ细胞转染 Ｓｐ１的 ｓｉＲＮＡ。每个实验设
置３个复孔。
３．４　肠动力评估　检测术前１ｈ及术后４、１４和２４
ｈ内大鼠自然排便颗粒数以评估肠道动力。
３．５　炎症因子检测　实验大鼠麻醉处死后并眼眶
采集外周血，采用 ＥＬＩＳＡ法检测炎症因子 ＴＮＦα和
ＩＬ６的浓度，具体操作方法参考试剂盒说明书进行。
３．６　免疫组织化学染色检测　免疫组织化学染色
检测ＣＳＥ和ＣＢＳ表达，对距回盲部２ｃｍ的近端结肠
组织进行固定包埋、切片、脱蜡并进行抗原修复处

理；滴加３％的Ｈ２Ｏ２溶液孵育１５ｍｉｎ以封闭内源性
过氧化物酶；漂洗后加入 Ｉ抗 ＣＳＥ（１∶２００）或 ＣＢＳ
（１∶５００），３７℃孵育３０ｍｉｎ后，４℃过夜；ＰＢＳ漂洗后
加入 ＩＩ抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗后加入带标
记抗生物素蛋白３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ染色３～１０
ｍｉｎ。玻片干燥后用苏木精复染。ＡｐｅｒｉｏＳｃａｎＳｃｏｐｅ
ＧＬ拍照。
３．７　ＲＴｑＰＣＲ实验　提取距回盲部２ｃｍ的近端结
肠组织或细胞的总 ＲＮＡ。βａｃｔｉｎ为内参照。采用
ＢｉｏＴｅｋｅ的ＳｕｐｅｒＭＭＬＶ反转录试剂盒处理总 ＲＮＡ
获取 ｃＤＮＡ模板，２０μＬｑＰＣＲ反应体系包含１０μＬ
的ＳＹＢＲ荧光染料及 ＴａｑＩＩ酶混合物，０５μＬ对应
引物（引物序列见表１），１μＬｃＤＮＡ模板以及８μＬ
去除ＲＮＡ酶的Ｈ２Ｏ。扩增循环参数为：９５℃１０ｍｉｎ；

表１　ＲＴｑＰＣＲ的引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣＳＥ，ＣＢＳａｎｄＳｐ１ｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）
Ｐｒｏｄｕｃｔ
（ｂｐ）

βａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡ １５０
Ｒ：ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ

ＣＳＥ Ｆ：ＴＧＡＴＧＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＣＡＧＧ １２７
Ｒ：ＧＡＴＧＧＣＡＧＴＧＡＣＡＡＡＡＣＧＡＧＧ

ＣＢＳ Ｆ：ＴＧＡＡＣＣＡＧＡＣＧＧＡＧＣＡＡＡＣ ２４８
Ｒ：ＧＧＧＣＡＧＧＡＴＧＡＣＣＡＣＡＣＡ

Ｓｐｌ Ｆ：ＧＣＣＧＣＣＴＴＴＴＣＴＣＡＧＡＣＴＣ １３１
Ｒ：ＴＴＧＧＧＴＧＡＣＴＣＡＡＴＴＣＴＧＣＴＧ

Ｆ：ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：ｒｅｖｅｒｓｅ．
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９５℃ １０ｓ、６０℃ ２０ｓ、７２℃ ３０ｓ，４０个循环。利用
ＤａｔａＡｓｓｉｓｔＳｏｆｔｗａｒｅｖｅｒｓｉｏｎ３．０软件，按照２－△△Ｃｔ的
方法分析计算出目标基因的相对表达水平。

３．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　采用Ｗａｎｌｅｉｂｉｏ总蛋白提取
试剂盒提取提取距回盲部２ｃｍ的近端结肠组织或
细胞样品。ＧＡＰＤＨ为内参照。ＢＣＡ方法确定样品
蛋白浓度，取４０μｇ的蛋白进行１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ。
将条带转膜至ＰＶＤＦ膜，ＴＢＳＴ清洗膜５ｍｉｎ，然后用脱
脂牛奶溶液封闭处理 １ｈ。分别孵育 Ｉ抗 ＣＳＥ
（１∶５００）、ＣＢＳ（１∶１０００）、ＰＩ３Ｋ（１∶２０００）、ｐＰＩ３Ｋ
（１∶１０００）、Ａｋｔ（１∶２０００）、ｐＡｋｔ（１∶１０００）、Ｓｐ１
（１∶２５００）和ＧＡＰＤＨ（１∶２０００），４℃过夜。ＴＢＳＴ振
荡漂洗４次，４℃孵育ＨＲＰ标准的 ＩｇＧ（１∶５０００）ＩＩ
抗４５ｍｉｎ。ＴＢＳＴ漂洗６次，ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ显色条带
并用ＧｅｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ拍照。采用ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ
分析条带灰度值评估以上蛋白的表达水平。

３．９　免疫荧光检测　免疫荧光方法检测敲减Ｓｐ１表
达后ＣＳＥ蛋白在细胞内的表达分布。将细胞接种至
２４孔培养板，ＰＢＳ漂洗后加入４％的多聚甲醛固定１５
ｍｉｎ；添加５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理３０ｍｉｎ增加细胞膜通
透性，ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ；１０％的山羊血清处理
１５ｍｉｎ；添加ＣＳＥ的Ｉ抗（１％的山羊血清稀释：稀释比
例１∶５０），４℃孵育过夜；显色时使用 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４
结合的ＩＩ抗室温孵育１ｈ；之后清洗细胞添加ＤＡＰＩ染
料，室温染色５ｍｉｎ；ＰＢＳ缓冲液漂洗５次，每次５ｍｉｎ。
待玻片干燥后采用荧光显微镜拍照。

４　统计学处理
所有数据都是以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）的

形式表示。组间数据的多重比较采用单因素方差分

析。方差齐则采用 Ｔｕｋｅｙ检验方法，方差不齐则采
用Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２检验方法。以 Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件制图以及
做统计分析处理。

结　　果

１　Ｈ２Ｓ参与肠动力减退的发生
ＳＡＰ组大鼠造模后２４ｈ内的排便颗粒数显著少

于假手术组（Ｐ＜００５），ＳＡＰ＋ＰＡＧ组排便颗粒数较
ＳＡＰ组显著增加（Ｐ＜００５），见图１，提示内源性Ｈ２Ｓ
生成与重症急性胰腺炎大鼠的肠动力减退相关。

Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｆｅｃａｌｐｅｌｌｅｔｓｉｎｔｈｅｒａｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝１０．
Ｐ＜００５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＳＡＰｇｒｏｕｐ．

图１　各组大鼠不同时间排便颗粒数的比较

２　ＳＡＰ诱导的炎症反应与内源性Ｈ２Ｓ生成相关
ＥＬＩＳＡ结果显示，ＳＡＰ组血浆中 ＴＮＦα和 ＩＬ６

的含量显著增加（Ｐ＜００５），使用 ＰＡＧ抑制 Ｈ２Ｓ生
成后可降低ＴＮＦα和 ＩＬ６含量（Ｐ＜００５），见图２。
免疫组化显示 ＳＡＰ组结肠黏膜、黏膜下层和肌层均
有ＣＳＥ和ＣＢＳ的分布，而ＳＡＰ＋ＰＡＧ组ＣＳＥ分布明
显减少，ＣＢＳ分布无明显变化；ＲＴｑＰＣＲ结果显示，
ＳＡＰ组的近端结肠 ＣＳＥ和 ＣＢＳｍＲＮＡ表达增加；
ＳＡＰ＋ＰＡＧ组的ＣＳＥｍＲＮＡ表达较ＳＡＰ组明显降低
（Ｐ＜００５），而 ＣＢＳｍＲＮＡ表达较 ＳＡＰ组无明显变
化，见图３。结果提示内源性 Ｈ２Ｓ与 ＳＡＰ诱导的炎
症反应存在密切联系。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｖｅｎｏｕｓｂｌｏｏｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝１０．Ｐ＜
００５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＳＡＰｇｒｏｕｐ．

图２　外周血炎症因子水平的比较
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Ｆｉｇｕｒｅ３．ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＨ２ＳｓｙｎｔｈｅｓｉｚｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＳＡＰ．Ａ：ｔｈｅｉｍａｇｅｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）；

Ｂ：ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＢＳａｎｄＣＳＥｉｎｃｏｌｏｎｏｆｒａｔｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝１０．Ｐ＜００５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ
ＳＡＰｇｒｏｕｐ．

图３　ＳＡＰ诱导Ｈ２Ｓ合成酶的产生

３　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１通路的激活
ＳＡＰ组近端结肠 ＣＢＳ和 ＣＳＥ蛋白表达水平均

高于假手术组，ＳＡＰ＋ＰＡＧ组的 ＣＳＥ蛋白表达水平
下调（Ｐ＜００５），见图 ４Ａ；ＳＡＰ组与 ＳＡＰ＋ＰＡＧ组
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ的磷酸化水平均明显高于假手术组（Ｐ＜
００５），Ｓｐ１表达上调（Ｐ＜００５）；而ＳＡＰ组和ＳＡＰ＋
ＰＡＧ组比较ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ磷酸化水平及 Ｓｐ１的表达
差异无统计学显著性见图４。
４　ＳＡＰ激活炎症反应促进内源性Ｈ２Ｓ的生成

分离培养 ＣＭＣｓ，使用 ＤＡＰＩ标记细胞核，使用
αａｃｔｉｎ对ＣＭＣｓ进行鉴定，见图５。分别使用ＳＡＰ组
大鼠的血浆，或 ＴＮＦα和 ＩＬ６处理培养的 ＣＭＣｓ２４
ｈ，发现均能显著提高 ＣＢＳ和 ＣＳＥ的 ｍＲＮＡ表达水
平（Ｐ＜００５），见图６Ａ；与对照组（细胞不做任何处
理）相比，ＳＡＰ组、ＴＮＦα组和 ＩＬ６组 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１
通路及ＣＳＥ蛋白表达也是呈现被激活的状态（Ｐ＜
００５），见图６Ｂ、Ｃ。使用免疫荧光方法检测 ＣＳＥ在
ＣＭＣｓ中的表达分布，其结果与 ＲＴｑＰＣＲ结果一致，
见图７。上述结果提示ＳＰＡ血浆及促炎症因子ＴＮＦ
α、ＩＬ６可促进肠道平滑肌细胞ＣＢＳ和ＣＳＥ的表达。
５　验证ＳＡＰ激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１通路促进内源性
Ｈ２Ｓ的生成

使用ＰＩ３Ｋ的特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２以及 Ｓｐ１
的ｓｉＲＮＡ（ｓｉＳｐ１）干预 ＳＡＰ血浆培养的 ＣＭＣｓ２４ｈ
后，ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白磷酸化水平及 Ｓｐ１蛋白表达明显
下降（Ｐ＜００５），ＣＭＣｓ的 ＣＳＥ蛋白表达水平降低
（Ｐ＜００５），见图８。ＣＳＥ的免疫荧光检测得到同样
结果，见图９。提示 ＳＡＰ大鼠血浆处理的 ＣＭＣｓ内
ＣＳＥ表达增加与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１通路的激活有关。

讨　　论

转硫化通路是细胞内提供半胱氨酸及合成氧化

还原调控分子的一个重要的机制，其可以防止活性

氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）引起的细胞损
害［８］。在肿瘤及其它多类疾病发展进程中转硫化通

路的缺失会引起促炎症因子的过度生成，进而导致

慢性炎症的发展［８］。内源性Ｈ２Ｓ合成受 ＣＳＥ和 ＣＢＥ
参与的转硫化通路调控［９］。近年来研究发现，Ｈ２Ｓ
参与多种生理功能的信号转导，且 Ｈ２Ｓ生成与炎症
反应相关［１０１１］。然而，Ｈ２Ｓ与炎症反应相互关系错
综复杂，Ｗａｌｌａｃｅ等［１２］认为 Ｈ２Ｓ可以抑制 ＴＮＦα的
生成及白细胞黏附在血管内皮细胞，从而保护胃肠

功能；Ｔａｍｉｚｈｓｅｌｖｉ等［１１］报道胰腺炎大鼠中 Ｈ２Ｓ可诱
发炎症反应。而Ｈ２Ｓ在ＳＡＰ中与肠道的关系未见相
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Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＳＥ，ＣＢＳ（Ａ）ａｎｄＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１（Ｂ）ｉｎｃｏｌｏｎｏｆｒａｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＳＡＰｇｒｏｕｐ．

图４　ＳＡＰ时ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１信号通路激活

Ｆｉｇｕｒｅ５．Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＭＣｓ（×２００）．
图５　ＣＭＣｓ的分离培养及鉴定

关报道，本研究从炎症及肠动力减退探讨 Ｈ２Ｓ在
ＳＡＰ中的作用。

已明确Ｈ２Ｓ可抑制肠道动力，本研究发现 ＳＡＰ
大鼠结肠 ＣＳＥ和 ＣＢＳ的表达增加，提示内源性 Ｈ２Ｓ
生成增加可能是 ＳＡＰ结肠动力减退的机制之一。
ＡＴＰ敏感性钾通道（ＡＴＰｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎ
ｎｅｌｓ，ＫＡＴＰ）是Ｈ２Ｓ主要的靶通道

［１３１４］，ＫＡＴＰ通道开放

使膜电位超极化，电压门控钙离子通道关闭，通过降

低胞内 Ｃａ２＋的浓度使得平滑肌松弛［１５］。推测在

ＳＡＰ时Ｈ２Ｓ生成增加，通过促进 ＫＡＴＰ通道开放从而
抑制结肠蠕动。

　　本研究发现 ＳＡＰ组血浆中 ＴＮＦα和 ＩＬ６的浓
度增加；使用 ＣＳＥ抑制剂 ＰＡＧ后 Ｈ２Ｓ合成减少，血
浆中ＴＮＦα和ＩＬ６的浓度显著降低，提示Ｈ２Ｓ和炎
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Ｆｉｇｕｒｅ６．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｎｄＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｔｈｅＣＭＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
５％ ｐｌａｓｍａｆｒｏｍｒａｔｓｗｉｔｈＳＡＰ，ＴＮＦαｏｒＩＬ６．Ａ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＳＥ，ＣＢＳａｎｄＳｐ１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＲＴｑＰＣＲ；Ｂ：ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＩ３Ｋ，ｐＰＩ３Ｋ，Ａｋｔ，ｐＡｋｔ；Ｃ：ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳｐ１ａｎｄＣＳＥ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图６　ＳＡＰ血浆、ＴＮＦα和ＩＬ６促进肠道平滑肌细胞ＰＩ３ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１信号通路激活及Ｈ２Ｓ生成

症因子之间可能存在相关性。使用ＳＡＰ大鼠血浆及
ＴＮＦα和 ＩＬ６分别培养肠道平滑肌细胞，均发现
ＣＳＥ和ＣＢＳ表达上调。以上结果提示在ＳＡＰ时Ｈ２Ｓ
可能为促炎因子，但导致 Ｈ２Ｓ为促炎因子的始动因
素尚不清楚。

　　ＣＳＥ和 ＣＢＳ是内源性的 Ｈ２Ｓ主要合成酶，而在
结肠以ＣＳＥ表达为主［６７］。有研究发现ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通
路可以通过 Ｓｐ１调控 ＣＳＥ的表达［７］，ＩＬ６和 ＴＮＦα
通过多种机制诱导 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活［１６１７］。本

研究发现 ＳＡＰ血浆中 ＩＬ６和 ＴＮＦα升高，同时
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路被激活且进一步上调了 Ｓｐ１的表达，

从而促进了 ＣＳＥ蛋白的合成；采用 ＰＩ３Ｋ的抑制剂
ＬＹ２９４００２可抑制 Ｓｐ１活性及 ＣＳＥ合成。从而我们
推测ＳＡＰ时炎症介质的产生增加激活了 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
通路，通过上调 Ｓｐ１的表达从而使内源性 Ｈ２Ｓ产生
增加。

　　综上所述，Ｈ２Ｓ可能参与 ＳＡＰ大鼠肠动力减退
的发病机制，并且可能作为促炎因子加速了 ＳＡＰ炎
症进程，肠道内源性 Ｈ２Ｓ的生成受炎症因子激活的
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｓｐ１的信号通路影响。本研究初步表明
Ｈ２Ｓ在ＳＡＰ的发病机制中可能具有重要作用，为探
讨ＳＡＰ肠功能紊乱的治疗方法提供了新的线索。
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