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外源性硫化氢通过 ATP 敏感钾通道诱导人子宫肌瘤细胞凋亡

唐彩霞,张树友,何英新
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摘摇 要:摇 目的摇 探讨 ATP 敏感钾通道(KATP)在外源性硫化氢(H2S)诱导人子宫肌瘤细胞凋亡中的作用。 摇
方法摇 用硫氢化钠(NaHS)作为 H2S 的供体处理原代培养的人子宫肌瘤细胞,KATP通道抑制剂格列本脲(Gly)预处

理细胞。 实验分为对照组、不同浓度 NaHS 组、ATP 敏感性钾通道(KATP)抑制剂组和 Gly + NaHS 组。 用流式细胞

术检测细胞凋亡率,采用实时定量 PCR 和 Western blot 分别检测 p53 和 bcl鄄2 mRNA 和蛋白的表达。 摇 结果摇 与对

照组比较,NaHS(10 - 4和 10 - 3 mol / L)处理人子宫肌瘤细胞 24 和 48 h 后以剂量和时间依赖的方式增加了细胞的凋

亡率(均 P < 0. 05)。 与对照组比较,NaHS(10 - 4 mol / L)处理人子宫肌瘤细胞 24 h 后 p53 的表达显著增加(P <
0郾 05),而 bcl鄄2 表达显著降低(P < 0. 05)。 Gly 没有影响人子宫肌瘤细胞的凋亡率、p53 和 bcl鄄2 的表达,但部分地

拮抗 NaHS 的致凋亡作用以及 NaHS 诱导的子宫肌瘤细胞中 p53 表达的上调和 bcl鄄2 表达的下调(均 P < 0. 05)。 摇
结论摇 外源性 H2S 诱导子宫肌瘤细胞凋亡,其机制与 H2S 开放 KATP通道有关。
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Extrogenous Hydrogen Sulfide Induces the Apoptosis Through
ATP鄄sensitive K + Channels in Human Uterine Leiomyoma Cells

TANG Caixia,ZHANG Shuyou,HE Yingxin
(Department of Gynaecology and Obstetrics,the Affiliated Nanhua Hospital,

University of South China,Hengyang,Hunan 421002,China)

Abstract:摇 Objective摇 To explore the role of ATP鄄sensitive K + channels in the apoptosis induced by extrogenous hy鄄
drogen sulfide (H2S) in human uterine leiomyoma cells. 摇 Methods 摇 The human uterine leiomyoma cells were treated
with a H2S donor sodium bisulfide (NaHS). The inhibitor of ATP鄄sensitive K + channels glybenclamide (Gly) was used.
The cells were divided into control,the different concentration NaHS,Gly and NaHS + Gly groups. The rates of apoptosis of
cells were measured by flow cytometry. The mRNA and protein expressions of p53 and bcl鄄2 in human leimyoma cells were
measured by Real鄄time PCR and Western鄄Blot. 摇 Results摇 Compared with the control,the rates of apoptosis were signifi鄄
cantly increased in human uterine leiomyoma cells by treatment with NaHS (10 - 4 and 10 - 3 mol / L) for 24 and 48 h in a
dose鄄dependent and time鄄dependent manner. Compared with the control,the expression of p53 was significantly up鄄regulated
and expression of bcl鄄2 was significantly down鄄regulated by treatment with NaHS (10 - 4 mol / L) for 24 h. Gly did not affect
the rates of apoptosis,expression of p53 and bcl鄄2 in human uterine leiomyoma cells. Gly partly blocked the effect of H2S
which induced the apoptosis,up鄄regulated the expression of p53 and down鄄regulated the expression of bcl鄄2. 摇 Conclusio
ns摇 Extrogenous H2S promotes the apoptosis in human uterine leiomyoma cells,which is related with the activation of ATP鄄
sensitive K + channels by H2S.
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摇 摇 子宫肌瘤是女性生殖系统最常见的良性肿瘤,
在 30 ~ 50 岁的育龄妇女中发病率最高,达到20% ~
30% ,严重威胁着妇女的健康[1]。 子宫肌瘤的病因

及发病机制目前尚未完全阐明,但被认为是一种激

素依赖性肿瘤[2]。 硫化氢(hydrogen sulfide,H2S)是
一种具有臭鸡蛋气味的气体,是继一氧化氮和一氧

化碳之后被发现的第三种气体信号分子,广泛分布

于心血管、内脏和神经系统等,其具有广泛的生理作

用,并参与了多种疾病的发生发展[3鄄4]。 研究显示

H2S 在多种肿瘤的发生和发展过程中发挥重要作

用,能调节肿瘤细胞的增殖与凋亡[5]。 然而 H2S 是

否影响子宫肌瘤细胞的增殖和凋亡还不清楚。 研究

发现 H2S 是内源性 ATP 敏感性钾通道(ATP鄄sensi鄄
tive K + channels,KATP)的开放剂[6]。 因此,本研究应

用硫氢化钠(sodiumhydrosulfide,NaHS)作为 H2S 供

体处理人子宫肌瘤细胞,探讨了外源性 H2S 对人子

宫肌瘤细胞增殖和凋亡的影响并探讨 KATP通道在其

中的作用,为子宫肌瘤的治疗提供新的线索。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 硫氢化钠、KATP抑制剂格列本脲(glybenclamide,
Gly)、胰蛋白酶、玉型胶原酶和四甲基偶氮唑盐(MTT)购
自美国 Sigma 公司;DMEM 培养基和胎牛血清购自美

国 Gibi鄄CO 公司;MMLV 第一链 cDNA 合成试剂盒和

Hot Star Taq Master Mix 试剂盒为美国 Invitrogen 公司

产品。 兔抗人 p53 和 bcl鄄2 单克隆抗体以及辣根过氧

化物酶标记的二抗均购自美国 Santa Cruz 公司,PCR 引

物由上海生工合成。 CO2 细胞培养箱为美国 Becton鄄
Dickinson 公司产品,流式细胞测定仪为德国 Beckman
公司产品,Elx800 型酶标仪为美国 Bio鄄TEK 公司产品,
ABI7500 型荧光定量 PCR 仪为美国 ABI 公司产品,垂
直电泳槽与转膜系统为美国 BioRad 公司产品,凝胶成

像分析系统为美国 UVP 公司产品。
1郾 2摇 方法

1郾 2郾 1摇 原代人子宫肌瘤细胞培养摇 在超净工作台

中,无菌条件下,将手术中切除的病人子宫肌瘤组织

剪成碎块,用 PBS 清洗 3 遍。 用含玉型胶原酶(800
U / mL)的 DMEM 培养液在 37 益下孵育子宫肌瘤组

织碎块 6 h,消化至绒溶状。 用吸管反复吹打成细胞

悬液,过 200 目筛网除去未消化的组织。 滤液在

1 000 r / min 离心 20 min,收集细胞。 台盼蓝染色,

观察细胞活性并进行细胞记数。 将细胞浓度调整至

3 伊 105 个 / mL,接种于 6 孔培养板,用含 10%胎牛血

清的培养液培养于 37 益、5% CO2 培养箱中。 细胞

经免疫组化鉴定为子宫肌瘤细胞。 每 2 ~ 3 天换液

和传代 1 次。 取呈对数生长且生长状态稳定的细胞

用于实验。
1郾 2郾 2摇 实验分组摇 实验分为以下各组:对照组;不同浓

度 NaHS 组:分别用 10 -5、10 -4和 10 -3 mol / L 的外源性

硫化氢共体硫氢化钠(sodium hydrosulfide,NaHS)敷育

细胞 12、24、48 h;ATP 敏感性钾通道(KATP)抑制剂组:
KATP抑制剂格列本脲(Gly)10 滋mol / L 敷育细胞;Gly +
NaHS 组:用 10 滋mol / L Gly 预敷育细胞 30 min 后,用
10 -4 mol / L 的 NaHS 敷育细胞 24 h。
1郾 2郾 3摇 PI 染色流式细胞术检测细胞凋亡摇 对数生长

期的子宫肌瘤细胞,以 1 伊104 个细胞 /孔接种于 24 孔

培养板。 培养 24 h,细胞贴壁后,实验组分别加入终浓

度为 10 -5、10 -4和 10 -3 mol / L 的硫氢化钠,每组设 3 个

重复孔。 分别培养 12、24、48 h 后,收集细胞,用 PBS 清

洗 2 次,1 500 r / min 离心 5 min,弃上清。 用 70%乙醇

4 益下过夜固定。 用 PBS 清洗 2 次后,加入含 PI(100
滋g / mL)和Rnase A(20 U/ mL)DNA 染液300 滋L。 室温

下、避光、反应 30 min 后,上流式细胞仪检测,激发波长

为 488 nm,发射波长为610 nm。 以DNA 组方图中低于

G1 期 DNA 含量的亚 G1 峰的大小代表凋亡的细胞数,
计算细胞凋亡率。
1郾 2郾 4摇 实时定量 PCR 检测人子宫肌瘤细胞中 p53 和

bcl鄄2 mRNA 表达摇 取对数生长期的原代培养人子宫肌

瘤细胞,用硫氢化钠(10 -4 mol / L)处理 24 h 后,经胰蛋

白酶消化后,收集细胞。 用 Trizol 试剂盒按操作说明提

取细胞的总 RNA。 以提取的总 RNA 为模板用逆转录

试剂盒按操作说明进行逆转录反应,合成 cDNA 第一

链。 选取合成的 cDNA 第一链样品 10 倍梯度稀释后,
分别进行实时定量 PCR 反应,反应总体系为 30 滋L,包
括 cDNA 4 滋L,上下游引物各 1 滋L,dNTP Mix(2 伊 )8
滋L,用无菌去离子水补足 30 滋L。 PCR 扩增反应参数

为:95 益 8 min 激活 Taq 酶, 94 益 50 s,72 益 60 s,35
个循环。 p53 引物: 上游: 5忆鄄GTTTCCGTCTGGGCTTCT鄄
TG 鄄3忆,下游:5忆鄄CACAACCTCCGTCATGTGCT鄄3忆。 bcl鄄2
引物:上游:5忆鄄GAACTGGGGGAGGATTGTGG鄄3忆,下游:
5忆鄄CCGGTTCAGGTACTCAGTCA鄄3忆。 茁鄄actin 引 物: 上

游: 5忆鄄ACACTGTGGCCCATCTACGAGG鄄3忆, 下 游: 5忆鄄
CTTTGCGGATGTCCACGTC鄄3忆。 采用 2鄄吟吟CT 法处理

荧光定量 PCR 数据,以对照组 mRNA 表达水平为
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100%对目的基因的 mRNA 表达进行分析。
1郾 2郾 5摇 Western blot 检测人子宫肌瘤细胞中 p53 和

bcl鄄2 蛋白表达摇 取对数生长期的原代培养人子宫肌

瘤细胞,用硫氢化钠(10 -4 mol / L)处理 24 h 后,经胰

蛋白酶消化后,收集细胞。 加入蛋白裂解液 500 滋L
裂解细胞 30 min,20 000 / min 离心 15 min,收集上清,
提取细胞的总蛋白。 用 BAC 法测定蛋白质浓度。 取

100 滋L 蛋白样本加入到 2 伊 SDS 凝胶缓冲液中,煮沸

使蛋白变性。 在电压为 80 mV 下,6% SDS鄄聚丙烯酰

胺凝胶电泳 2 h 分离蛋白。 将分离的蛋白转膜至聚

偏氟乙稀膜上,丽春红染色观察转移效果。 10%脱脂

牛奶室温下封闭 2 h,加入兔抗人 bcl鄄2 (1颐 200)、p53
(1颐 200)和 茁鄄actin (1颐 200)抗体,4 益下过夜。 TBST
洗膜 3 次,然后加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二

抗,4 益下孵育4 h,TBST 洗膜3 次。 蛋白质印迹检测

试剂盒显示于 X 光片,经显影和定影后,图像分析系

统对胶片进行扫描和半定量分析。
1郾 3摇 统计学方法

采用 SPSS17. 0 统计软件进行分析处理。 所有

数据以均数 依标准差表示。 组间比较采用单因素方

差分析;两两比较采用 SNK鄄q 检验。 P < 0郾 05 为差

异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2郾 1摇 外源性硫化氢促进人子宫肌瘤细胞凋亡

摇 摇 表 1 所示:与 0 mol / L 硫氢化钠组相比,10 - 4和

10 - 3 mol / L 硫氢化钠处理人子宫肌瘤细胞 24、48 h
后以剂量依赖的方式增加了细胞的凋亡率(均 P <
0. 05)。 与硫氢化钠处理 0 h 组相比,10 - 4 和 10 - 3

mol / L 硫氢化钠处理人子宫肌瘤细胞 24、48 h 后以

时间依赖的方式增加了细胞的凋亡率 (均 P <
0郾 05)。 10 - 5 mol / L 硫氢化钠处理 12、24 和 48 h 及

10 - 5、10 - 4和 10 - 3 mol / L 硫氢化钠处理 12 h 均没有

影响人子宫肌瘤细胞凋亡(均 P > 0. 05)。 其最佳的

药物浓度和处理时间为 10 - 4 mol / L 硫氢化钠处理

24 h,用于后续的实验。

表 1摇 不同时间不同浓度外源性硫化氢处理对人子宫肌瘤细胞凋亡的影响(% )

硫氢化钠(mol / L) 0 h 12 h 24 h 48 h
0 3. 16 依 0. 53 4. 54 依 0. 65 6. 31 依 0. 84 8. 27 依 1. 04
10 - 5 3. 04 依 0. 24 10. 27 依 1. 24 18. 74 依 2. 45 25. 61 依 3. 14
10 - 4 4. 12 依 30. 38 19. 62 依 2. 73 35. 15 依 5. 02abde 51. 37 依 6. 45abdef

10 - 3 3. 75 依 0. 49 27. 53 依 2. 51 44. 63 依 4. 69abcde 58. 44 依 6. 84abcdef

摇 摇 与 0 mol / L 组比较,a:P < 0. 05;与 10 - 5mol / L 组比较,b:P < 0. 05;与 10 - 4mol / L 组比较,c:P < 0. 05;与 0 h 比较,d:P < 0. 05;与 12 h 比较,
e:P < 0. 05;与 24 h 比较,f:P < 0. 05

2郾 2摇 KATP通道抑制剂格列本脲拮抗外源性硫化氢

诱导的人子宫肌瘤细胞凋亡

用 10 滋mol / L KATP抑制剂格列本脲(Gly)预处

理 30 min 后,10 - 4 mol / L 硫氢化钠(NaHS)敷育人

子宫肌瘤细胞 24 h。 图 1 所示:Gly 本身没有影响

人子宫肌瘤细胞的凋亡率,但是却能显著地部分地

拮抗 10 - 4 mol / L NaHS 的致凋亡作用(P < 0. 05)。

图 1摇 格列本脲对外源性硫化氢诱导的人子宫肌瘤细胞凋亡的

影响摇 与对照组比较,*:P <0. 05;与 NaHS 组比较,**:P <0郾 05

2郾 3 KATP通道抑制剂格列本脲拮抗外源性硫化氢诱

导的子宫肌瘤细胞中 p53 表达的上调和 bcl鄄2 表达

的下调

图 2 所示:与对照组比较,NaHS(10 - 4 mol / L)
处理人子宫肌瘤细胞 24 h 后 p53 mRNA 和蛋白的

表达均显著增加(均 P < 0. 05),而 bcl鄄2 mRNA 和蛋

白的表达均显著降低(均 P < 0. 05)。 KATP通道开放

剂 Gly 本身没有影响人子宫肌瘤细胞中 p53 和 bcl鄄
2 的表达,但是与 NaHS(10 - 4 mol / L)组比较,NaHS
+ Gly 组 p53 mRNA 和蛋白的表达均显著降低(均
P < 0. 05),而 bcl鄄2 mRNA 和蛋白的表达均显著增

加(均 P < 0. 05)。 结果显示 Gly 部分地拮抗 10 - 4

mol / L NaHS 致子宫肌瘤细胞中 p53 表达的上调和

bcl鄄2 表达的下调。
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图 2摇 格列本脲对外源性硫化氢诱导的人子宫肌瘤细胞中 p53 表达的上调和 bcl鄄2 表达的下调的影响摇 与对照组比较,*:P
< 0. 05;与 NaHS 组比较,**:P < 0. 05

3摇 讨摇 摇 论

子宫肌瘤是育龄期妇女生殖器系统最常见的良性

肿瘤之一。 临床表现主要为子宫增大、邻近器官压迫

症状、腹痛、阴道不规则出血、月经异常以及不孕和流

产等[7]。 子宫肌瘤是导致子宫切除的主要原因之一,
严重危害了育龄妇女的身心健康,因此寻找新的治疗

途径具有十分重要的意义。 子宫肌瘤的发病机理以及

发生发展的分子生物学基础尚不完全清楚,目前研究

认为子宫肌瘤是一种激素依赖性疾病。 雌、孕激素受

体的高表达是子宫肌瘤细胞生物学特性之一[8]。
研究表明 H2S 和 NO、CO 一样,符合作为细胞内

及细胞间信使物质的标准,被认为是第三种气体信号

分子。 H2S 可以在哺乳动物细胞中经胱硫醚 茁 合成

酶、胱硫醚 1 裂解酶和、半胱氨酸转移酶等催化产

生[9]。 H2S 在体内存在有两种形式,既气体 H2S 形式

和硫氢化钠(NaHS)形式。 NaHS 在体内液体环境中

可离解为钠离子和硫氢根离子,而硫氢根离子与体内

的氢离子结合生成 H2S,H2S 和 NaHS 之间形成一种

动态平衡[10]。 NaHS 比 H2S 更容易保证溶液中 H2S
浓度的稳定和准确度,因此常使用 NaHS 作为外源性

H2S 的供体。 H2S 的生理和病理生理作用目前尚未

完全阐明,它不仅在生理条件下参与了许多机体生理

功能的调节,而且还参与许多疾病的病理过程[11鄄12]。
子宫肌瘤的发生发展与子宫肌瘤细胞的增殖、分

化和凋亡的异常密切相关,对细胞增殖和凋亡进行干

预是目前肿瘤治疗的一种新策略。 H2S 可以对多种

细胞的增殖和凋亡有调节作用,一方面,它可以通过

活化细胞周期促进细胞增殖,另一方面,它可以启动

细胞凋亡机制诱导细胞死亡,其效应与 H2S 的剂量和

细胞类型有关[13]。 本文结果显示硫氢化钠以浓度依

赖的方式抑制人子宫肌瘤细胞的增殖促进其细胞凋

亡。 Chattopadhyay 等[14] 发现 H2S 可通过 NF鄄资B 信

号通路抑制人乳腺癌细胞的增殖诱导其细胞凋亡。
孙东升等[15]也研究外源性 H2S 可以促进人胃癌细胞

的凋亡,但是刘安文等[16] 的研究结果却显示硫化氢

没有影响肝癌细胞的凋亡,却能诱导肝癌细胞增殖。
这些矛盾的结果可能与细胞的种类不同有关,详细的

机制也有待进一步的研究。
p53 和 bcl鄄2 蛋白是重要的凋亡调节蛋白,p53

是重要的肿瘤抑制基因,能与 DNA 特异结合,控制

着细胞周期的启动。 bcl鄄2 是细胞凋亡线粒体途径

中重要的调节因子,bcl鄄2 可通过多种途径抑制凋亡

的发生,是重要的抗凋亡基因。 本文结果显示硫氢

化钠以浓度依赖的的方式上调了人子宫肌瘤细胞中

p53 mRNA 和蛋白表达水平,而下调了 bcl鄄2 mRNA
和蛋白的表达。
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研究表明 H2S 是一种作用较强的内源性 ATP
敏感的钾通道(KATP)开放剂。 KATP是一种重要的钾

离子通道,广泛分布于全身各个组织器官,如心肌、
平滑肌、骨骼肌、垂体和胰腺的 茁 细胞等,参与了多

种细胞功能的调控,如神经元再生、死亡、细胞周期

和细胞凋亡的调控等[17]。 KATP通道开放能对抗氧

化应激引起的心肌细胞凋亡[18]。 KATP通道开放可

抑制内皮素 1 诱导的血管平滑肌细胞增殖,调节

bcl鄄2 / Bax 表达增加血管平滑肌细胞凋亡[19]。 本课

题组的实验结果表明 KATP 通道抑制剂格列本脲

(Gly)本身没有影响人子宫肌瘤细胞的凋亡率、p53
和 bcl鄄2 的表达,但部分地拮抗 NaHS 的致凋亡作用

以及 NaHS 诱导的子宫肌瘤细胞中 p53 表达的上调

和 bcl鄄2 表达的下调。 这些结果表明 H2S 开放 KATP

通道有关可能是 H2S 诱导人子宫肌瘤细胞凋亡的

机制之一。
总之,外源性 H2S 诱导子宫肌瘤细胞凋亡,其

机制可能与 H2S 开放 KATP通道,上调 p53 的表达而

下调 bcl鄄2 的表达有关。
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