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NaHS抑制创伤出血性休克导致的大鼠心肌组织的凋亡
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摘要 目的：创伤导致的失血性休克是临床上常见的导致死亡的原因之一，传统的快速扩容措施会导致缺血 -再灌注损伤，诱发炎
症反应和组织细胞的凋亡坏死；新型气体信号分子硫化氢(H2S)具有抗炎、促进心血管增生等多种生理保护功能，在此实验中我们
探索了新型气体信号分子硫化氢(H2S)对出血性休克大鼠心肌的保护作用。方法：复制雄性 SD大鼠出血性休克模型：复制大鼠腹
中正切口造成创伤模型，然后经右侧股动脉插管放血，造成失血性休克，右侧股静脉建立液体通道准备复苏，给药组大鼠经腹腔

给予 NaHS（28 滋mol/kg），经左侧股动脉插管至左心室监测大鼠血流动力学的影响；取大鼠复苏后 2 h静脉血，测量血清肌酸激酶
（CK）及乳酸脱氢酶（LDH）水平，比较各组心肌酶改变。以蛋白印记法观察大鼠心肌组织凋亡相关因子 Bcl-2、Bax、与 Caspase-8
的表达变化。结果：外源性 H2S对创伤性休克大鼠的血流动力学指标有不同程度的改善，保护了创伤休克导致的心肌细胞的损
伤，并上调了大鼠心肌组织中抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达，下调了促凋亡蛋白 Bax及 Caspase-8的表达。结论：外源性硫化氢可能通
过抑制凋亡途径来保护创伤性休克导致大鼠的心肌组织的损伤，从而起到保护作用。
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Exogenous H2S Protects Cardiac Tissue Through Inhibiting Apoptosis
in a Traumatic-hemorrhagic Shock Rat Model

Trauma induced hemorrhagic shock is a common death reason clinically. Traditional rapid fluid infusion
method will result in ischemia-reperfusion injury, inflammation response, and apoptosis even necrosis in cells or tissues. The new
gaseous signaling molecule H2S possesses kinds of physiological protective funciotns such as anti-infammation and pro-angiogenesis. In
the present study, we explored the protective effects of H2S on a mimetic traumatic-hemorrhagic shock rat model. Duplicate
male SD rats traumatic-hemorrhagic shock models, hemodynamic data was recorded by inserting a PE-50 catheter to left femoral artery
of the rats which were treated with NaHS (28 滋mol/kg) in advance. Two hours after injection NaHS, the rats' vein blood was obtained.
Serum CK and LDH levels were analyzed and Bcl-2, Bax and Caspase-8 in rat cardiac tissue were detected by Western-blot assays.
Exogenous H2S improved rats' hemodynamic function, protected rats' cardiac tissue from traumatic-hemorrhagic shock, up-regulated ex-
pression of Bcl-2 and down-regulated expression of the pro-apoptosis factors Bax and Caspase-8 in rats' cardiac tissue. Ex-
ogenous H2S may exert cardio-protective effects through inhibiting apoptosis pathway.
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前言

创伤出血性休克是目前临床上创伤病人死亡的主要原因

之一，并且以青壮年为主，占所有死亡人数的 10%[1]。创伤出血

性休克通常是机体在遭受严重创伤后所引起的急性循环功能

不全,常常表现为微循环系统的障碍，并继而导致的多种组织

器官缺血、缺氧和功能损害的一种综合征。在创伤失血性休克

进展过程中，炎症、凋亡是多器官缺血缺氧的结果，并反过来加

重了组织缺血缺氧，因此，如何及时有效的改善机体缺血 -再

灌损伤，抑制炎症及凋亡等病理反应是影响疾病转归的关键所

在。继 NO和 CO被发现之后，H2S是最近被发现的一种新的气
体信号分子，后来多项研究发现它具有保护心血管系统、抑制

炎症因子表达、抗氧化应急等多种病理生理学的作用，并且具

有诱导生物体产生类似于冬眠的效应，因而可以降低机体的代

谢活动，减少氧代谢而提高氧供，进而发挥细胞保护的作

用 [2,3]。正常生理状态下，H2S以 18.5%的 H2S与 81.5%的 NaHS

的形式维持动态平衡，在发挥其生理功能的同时维持了内环境

pH值的恒定[4]。外源性硫化氢的供体 NaHS可以在体内快速分
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解，释放出 H2S，产生多种保护作用，多项研究发现 NaHS具有

抗炎、抗氧化应激及促血管生成的作用[5,6]。我们之前的研究发

现腹腔给予外源性硫化氢可以减轻创伤失血性休克导致的大

鼠继发性肺损伤[7]，并抑制休克导致的炎症因子的过量表达[8]。

本实验将深入探讨外源性硫化氢供体 NaHS对创伤失血性休

克大鼠心脏的保护作用，通过复制创伤失血性休克大鼠模型，

通过观察 NaHS对创伤失血性休克大鼠的血流动力学改善，对

心肌酶谱的影响，以及对凋亡相关蛋白表达的调节作用，进一

步探讨其心脏保护作用的机制，进而为临床救治创伤失血性休

克提供基础实验资料。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器
Bcl-2单克隆抗体（江苏碧云天生物技术有限公司）、鼠抗

Bax单克隆抗体（江苏碧云天生物技术有限公司）、兔抗 Cas-

pase-8单克隆抗体（cell signaling公司，波士顿，美国）、HRP标

记羊抗兔二抗（北京中杉金桥生物技术有限公司）、HRP标记羊

抗小鼠二抗（北京中杉金桥生物技术有限公司）、酶标仪、Pow-

erLab生物信号采集处理系统等常规实验室仪器以及 NaHS等

药品见之前实验[7-9]。

1.2 动物实验与分组
1.2.1 实验动物及分组 将 200 g-250 g大小的 40只雄性 SD

大鼠（购自第四军医大学动物实验中心）随机分为四组：假手术

组（SHAM, n=10）,创伤出血性休克模型组（THS, n=10），生理盐

水组（NS, n=10），NaHS处理组（NaHS组, n=10）。
1.2.2 THS动物模型的复制及处理 参照我们之前的实验方

法复制创伤出血性休克模型[9]，简述如下：手术造成大鼠创伤出

血，监测其动脉血压,维持血压 35-40 mmHg水平 1.5小时,林格

斯液复苏大鼠，其中假手术组（SHAM组）大鼠给予创伤出血性

休克动物模型制备操作，但无任何手术操作，并不予复苏，在与

创伤组大鼠的相同时间点（复苏前），不给予药物及生理盐水。

模型组（THS组）大鼠接受创伤出血性休克动物模型制备所有

手术，但在相同的复苏时间点不给予药物及生理盐水。生理盐

水组（NS组）大鼠接受创伤出血性休克动物模型制备所有手

术，且在复苏前 20分钟给予生理盐水 0.5 mL。治疗组（NaHS

组）大鼠给与创伤出血性休克动物模型制备所有操作，在复苏

前 20 min给予 NaHS 28 滋mol/kg（生理盐水稀释至 0.5 ml）。复

苏后 2 h将大鼠杀死取静脉血，留取大鼠心尖的心肌组织浸泡

于 0.4%甲醛中，固定 72 h，准备下一步实验。
1.3 检测指标
1.3.1 血流动力学监测 持续监测平均动脉压 MAP(mmHg)、

心率 HR(次 /分)，分别记录各组在休克前、休克 90 min，复苏后
30 min、45 min、60 min和复苏 60 min的指标。
1.3.2 心肌酶学检测 抽取大鼠复苏后 2 h静脉血，采用商品

化的检测试剂盒测量血清肌酸激酶（CK）及乳酸脱氢酶（LDH）
水平，比较各组心肌酶改变。

1.3.3 心肌组织切片 HE染色 将固定好的心肌组织制作常

规石蜡切片，进行常规的 HE染色，光镜下由病理学专家观察

各组大鼠复苏后心肌组织病理学改变（双盲法）。

1.3.4 Western blot检测心肌组织凋亡相关的蛋白 提取各组

大鼠心肌组织蛋白，Western blot检测 Bcl-2、Bax 与 Caspase-8

的表达变化（稀释浓度：Bcl-2 为 1：500；Bax 为 1：400；Cas-

pase-8为 1：800）。
1.4 统计学处理

数据以均数± 标准差（X± SD）表示，采用 SPSS16.0统计
软件进行数据分析。行单因素方差分析（ANOVA），组内及组间

两两比较采用 LSD-T检验。对不满足正态和方差齐性条件的，

组内及组间采用 Dunnett's C检验。以 P <0.05认为有统计学意

义。

2 结果

2.1 NaHS改善了创伤出血性休克导致的大鼠血流动力学变化
2.1.1 NaHS对创伤出血性休克大鼠 MAP 的作用 休克前，

四组大鼠的平均动脉压 (MAP) 比较无明显统计学差异（P ＞
0.05）。休克 90 min，创伤失血性休克、生理盐水、NaHS三组大

鼠的 MAP明显低于假手术组（P ＜ 0.01），没有观察到三组间存

在明显统计学差异（P ＞ 0.05），据此判断休克模型建立成功。复

苏后 15 min，创伤失血性休克、生理盐水、NaHS三组大鼠的
MAP均有所回升。创伤失血性休克、生理盐水组大鼠的 MAP

在复苏初期出现一过性的升高，继而下降；而 NaHS组大鼠的
MAP在复苏后 15 min即达峰值，并一直维持，并且明显高于创

伤失血性休克组及生理盐水组大鼠（P <0.05）。

注：数据以 X± SD表示，n=10，*P＜0.05,与假手术组比较；#P＜0.05,与创伤休克组及生理盐水组比较。

Note: Data are expressed as X± SD, n=10, *P＜0.05, compared with SHAM group; #P＜0.05, compared with THS or NS group.

表 1 各组大鼠MAP变化（n=10）

Table 1 MAP changes of each groups of rats (n=10, X± SD)

Group

分组

Before shock

休克前

Shock 90

休克 90分钟

Recovery 15

复苏 15分钟

Recovery 30

复苏 30分钟

Recovery 45 min

复苏 45分钟

Recovery 60 min

复苏 60分钟

SHAM

假手术组
113.5± 4.4 112.2± 4.6 111.6± 6.4 113.7± 4.7 111.7± 3.2 114.9± 5.2

THS

创伤休克组
114.7± 3.1 39.5± 2.1* 87.7± 3.3* 83.6± 1.4* 76.9± 2.3* 76.8± 1.3*

NS

生理盐水组
117.4± 2.8 38.9± 1.7* 89.8± 2.9* 82.9± 1.8* 81.5± 1.7* 80.4± 1.8*

NaHS

治疗组
116.7± 3.5 37.8± 1.6* 97.7± 4.5*# 95± 1.7*# 96.6± 1.4*# 94.3± 1.6*#
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2.1.2 NaHS对创伤出血性休克大鼠 HR的影响 休克前四组

大鼠的心率(HR)比较无明显统计学差异，休克 90 min，创伤失
血性休克、生理盐水、NaHS三组 HR均较假手术组明显降低

（*P＜ 0.05），此表现与休克中后期病理生理学过程相符。复苏

后 15 min，创伤失血性休克、生理盐水、NaHS三组 HR上升，且

明显高于假手术组（*P<0.05）；但自复苏后 45 min时间点开始，
THS、NS及 NaHS治疗组三组大鼠 HR有轻微下降，但组间比

较无明显统计学差异（P>0.05）。

注：数据以 X± SD表示，n=10，*P＜0.05,与假手术组比较。

Note: Data are expressed as 391.2± 18.4± SD, n=10, *P＜0.05, compared with SHAM group.

表 2 NaHS对 HR变化影响（n=10）

Table 2 HR changes of each group of rats (n=10, X± SD)
Group

分组

Before shock

休克前

Shock 90

休克 90分钟

Recovery 15

复苏 15分钟

Recovery 30

复苏 30分钟

Recovery 45

复苏 45分钟

Recovery 60

复苏 60分钟

SHAM

假手术组
404.7± 22.6 398.5± 18.8 393.2± 19.4 397.6± 21.3 395.8± 22.5 388.9± 22.6

THS

创伤休克组
418.3± 12.2 327.7± 19.3* 423.5± 13.7* 424.1± 11.2* 401.5± 21.3 400.6± 21.2

NS

生理盐水组
420.6± 14.3 326.7± 22.6* 424.7± 15.7* 421.2± 11.5* 395.7± 21.3 395.5± 20.7

NaHS

治疗组
404.5± 23.2 328.4± 21.5* 415.3± 23.1* 410.7± 21.2* 401.9± 24.6 391.2± 18.4

2.2 NaHS减少了创伤失血性休克引起的大鼠心肌酶谱的表达

复苏后 2小时，THS、NS及 NaHS三组血清 CK浓度明显
高于假手术组（#P<0.05，图 1），给予 NaHS组 CK 浓度明显低

于休克及生理盐水二组（*P<0.05）（图 1A）。同样地，在复苏后 2

小时，THS、NS及 NaHS 三组血清的 LDH 浓度亦明显高于假

手术组（#P<0.05），给予 NaHS组的 LDH浓度也明显低于休克
和生理盐水两组。（*P<0.05）。（图 1B）。

图 1 NaHS对各组大鼠心肌酶 CK和 LDH的影响

Fig. 1 NaHS effects on CK and LDH of rat serum (n=10)

注：数据以 X± SD表示，n=10，#P＜0.05,与模型组，生理盐水组及 NaHS干预组比较; *P＜0.05,与创伤休克组及生理盐水组比较。

Note: Data are expressed as X± SD, n=10, #P＜0.05, compared with THS, NS, and NaHS groups; *P＜0.05, compared with THS and NS groups。

2.3 NaHS对创伤失血性休克大鼠心肌形态学的影响
HE染色显示假手术组大鼠心肌细胞排列紧密整齐，组织

染色均匀（图 2A）；创伤失血性休克与生理盐水两组大鼠的心

肌细胞表现：排列出现紊乱、淡染、细胞间隙增宽、局部水肿，但

无明显的炎症细胞侵润 （图 2B，C）；NaHS干预组的心肌细胞
排列较休克组与生理盐水两组整齐，组织染色较均匀，水肿程

度较轻（图 2D）。
2.4 Western blot检测凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax、caspase-8蛋白
表达（n=5）

经过创伤出血休克之后,创伤失血性休克组、生理盐水组

两组大鼠的 Bcl-2 蛋白与假手术组相比显著降低（#P<0.05），

NaHS干预后增加了 Bcl-2蛋白的表达（* P<0.05；见图 3A、B）；

同时创伤出血性休克之后休克组、生理盐水组两组大鼠的 Bax

与Caspase-8蛋白表达较假手术组明显增加(*P<0.05)，而 NaHS

干预使得二者的表达均被明显降低（# P<0.05；分别见图 3A、C

和图 3A、D）。

3 讨论

创伤出血性休克是临床上常见的严重危及病人生命的情

况，常常被认为是预后差的一个指标[10]。其病理生理学机制极

为复杂，因创伤失血而导致有效循环血量不足，在毛细血管形

成大量的微血栓而诱发微循环障碍，继而由于组织缺血缺氧、
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炎症物质大量释放、氧化应激导致细胞呼吸链的破坏等等因素

而使得心脏等重要脏器发生细胞凋亡甚至坏死，进而诱发多器

官功能失调（MODS）[11,12]。虽然早期、快速、足量扩容是目前临

床上救治创伤出血性休克的一个非常必要的手段，但由于快速

的扩容等措施又会造成重要器官的缺血 -再灌注损伤 (IRI)，由

于组织缺血缺氧，活性氧大量生成，氧化 -抗氧化系统的失衡，

机体氧化应激反应被启动；再灌注过程中由于组织重新获得氧

供应，中性粒细胞耗氧量显著增加，释放氧自由基和组织因子，

由此，氧化应激反应与炎症反应形成正反馈回路，继而使得组

织器官的氧耗增加，加剧 "氧供 -氧耗 "的失衡，其结果是进一

步导致细胞凋亡及组织的坏死[13,14]。目前很多研究者在液体复

苏治疗创伤失血性休克方面做了大量工作，国内的一个研究组

发现一种改良的复苏液可以有效减少创伤导致的大鼠组织水

肿及器官损伤 [15]；Subeq等发现低温慢速限量液体复苏可以减
少创伤失血休克导致的器官损伤[16]；但是目前关于凋亡在创伤

失血性休克中的作用研究尚少。如何在使用传统方法救治创伤

失血性休克的同时打破氧化应激 -炎症反应的正反馈回路，抑
制炎症反应，减少细胞损伤和细胞凋亡成为目前研究救治创伤

出血性休克所面临的重要的科学问题。

H2S曾经长期以空气污染源而闻名于世。近年来 H2S越来
越引人注目，如今已经被公认为是继 NO与 CO之后的第三种
气体信号分子。近来的大量研究证实了 H2S参与了机体的多种
生理病理过程，具有代谢抑制作用，可减少机体氧耗，调节 "氧

供 -氧耗 "的平衡，且有诱导机体进入一种 "类冬眠状态 "[17,18]。H2S

对心血管系统的保护作用日益惹人注目，研究表明：H2S可以

在多种疾病的动物模型中起到增强心功能、抗氧化应激、抑制

炎细胞聚集及促进毛细血管生成的作用[5,6,19]。有的研究也显示

了 H2S在心肌缺血 -再灌注动物模型中发挥了抗凋亡的作用，

其抗凋亡作用涉及调控多种凋亡相关基因与蛋白的表达，可能

是通过抑制促凋亡蛋白 Bax与 Caspase家族的表达，升高抑凋

亡蛋白 Bcl-2的表达有关[6,20,21]。因此，我们假设 H2S的抗凋亡效

应可能在创伤失血性休克过程中起到了重要作用，在本研究

中，我们观察了 H2S对心肌组织在休克过程中的凋亡相关蛋白

表达的影响。

我们的研究表明：外源性 H2S的供体 NaHS干预创伤出血
性大鼠模型后，改善了创伤失血导致的大鼠血流动力学的变

化，逆转了平均动脉压的降低；明显降低了 CK和 LDH（心肌损

伤指标），因此，NaHS能够减轻创伤出血性休克导致的心肌损

伤；HE染色可见：NaHS干预后，创伤出血性休克导致的心肌

排列紊乱、心肌间隙增宽和水肿等表现被明显减轻。另外，

NaHS干预增加了抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达，抑制了凋亡蛋白
Bax与 Caspase-8的表达。因此，我们的实验结果表明 NaHS可

能在创伤出血性休克大鼠模型中起到了一定的抗凋亡作用。有

研究表明在炎症信号通路与凋亡信号通路之间存在交叉联系：

Fas/FasL同时介导炎症与凋亡，在肺损伤中起到促进作用[22]。尽

管我们的研究显示了 NaHS的抗炎抗凋亡的作用，然而，NaHS

图 2 NaHS减轻了创伤失血性休克导致的大鼠心肌组织的损伤

Fig. 2 NaHS attenuated rat cardiac tissue injury induced by THS (HE staining, original amplification× 40)

注：A：假手术组；B：创伤休克组; C：生理盐水组；D:NaHS治疗组。图中标尺为 20 μ m。

Note: A:Sham group; B:THS group; C:NS group; D:NaHS group; the bar in the pictures represents 20 μ m.

图 3 NaHS抑制了创伤出血性休克导致的大鼠心肌凋亡相关蛋白表达

Fig. 3 NaHS inhibited expression of apoptotic proteinsresulted by THS in rat cardiac tissue

注：数据以 X± SD表示，n=5，*P＜0.05,与模型组、生理盐水组及 NaHS干预组比较; #P＜0.05,与创伤休克组及生理盐水组比较。

Note: Data are expressed as X± SD, n=10, *P＜0.05, compared with THS, NS, and NaHS groups; #P＜0.05, compared with THS and NS groups;
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的抗凋亡作用与其抗炎抗氧化应激之间的关系，以及三者各自

在保护创伤失血性休克过程中的贡献比例依然需要进一步探

讨。

作为凋亡通路中的重要因子，Bcl-2家族成员在细胞凋亡
过程中扮演了促凋亡和抗凋亡两个截然不同的角色，因此可以

将 Bcl-2家族分为两类：其中一类是以 Bax为代表的促细胞凋

亡因子；另一类则是以 Bcl-2为代表的抗细胞凋亡因子。促细

胞凋亡因子与抗细胞凋亡因子相互对抗，促凋亡 /抗凋亡细胞

因子在体内的水平（同样以 Bax/Bcl-2水平为代表）的变化会表

现为促凋亡或抗凋亡效应[23]。在创伤失血、氧化应激、炎症等外

源性因素的刺激下，Bax蛋白被活化，从胞液迁移到线粒体，它

一方面与线粒体膜上的 Bcl-2蛋白结合而形成 Bax-Bcl-2异二

聚体，抑制 Bcl-2的抗凋亡作用；另一方面，游离状态的 Bax能

够直接在线粒体膜上形成 Bax-Bax同二聚体，增加线粒体膜的

渗透性，并形成 Bax通道，促使细胞色素 C由线粒体释放到细

胞浆，并使 Bcl-2与 Apaf-1分离,导致凋亡蛋白酶 Caspase级

联反应激活，最后通过 Caspase-3等执行凋亡过程[24]。我们的实

验结果显示：Bcl-2在创伤失血性休克大鼠心肌组织中的表达

明显低于假手术组，经给予 NaHS后，Bcl-2的表达明显增加，

同时 Bax的表达也被 NaHS所明显抑制。

Caspase-8 在 Fas/FasL 凋亡通路中发挥了重要的启动作

用，在凋亡通路被激活后，Fas相关的死亡结构域（FADD）募集
Caspase-8的前体，经由死亡诱导的信号复合体（DISC）活化为

有活性的 Caspase-8，Caspase-8具有 FADD样的死亡效应结构

域（DED），能够通过 DED结构域与 FADD结合，所以 cas-

pase-8可以在凋亡过程中间接与细胞膜受体发生联系，从而将

信号从细胞膜传导至细胞浆，引起凋亡信号的逐级活化。我们

的研究显示 NaHS处理减少了 Caspase-8蛋白在大鼠心肌组织

中的表达，这可能是 NaHS抑制凋亡的一个重要途径。当然，
Caspase家族还有很多分子，它们之间的联系与 NaHS的抗凋
亡作用机制仍需进一步研究。

综上所述，外源性 H2S供体 NaHS可以明显改善创伤出血

性休克大鼠的平均动脉压、保护心肌组织；同时增加了抗凋亡

蛋白Bcl-2的表达，减少了促凋亡蛋白 Bax和 Caspase-8的表

达；本实验的结果显示抑制凋亡途径可能是 NaHS保护创伤出
血性休克的一个重要机制。因为硫化氢的心血管保护作用，目

前已经有许多 H2S的外源性供体被开发出来，例如 H2S的缓释

供体 GYY4137[25]，还有多种复合性的 H2S供体如双氯芬酸衍

生物等[26,27]。研究者们希望复合性的 H2S供体药物能够在治疗

创伤、感染甚至抗肿瘤方面发挥多重作用，但迄今为止 H2S类

药物距离临床应用还有一段距离。在下一步工作中我们将进一

步探讨 NaHS在创伤失血性休克中的抗氧化应激的作用，进一

步揭示其抗炎、抗凋亡与抗氧化应激之间的联系。我们的研究

进一步揭示了 H2S的保护作用机制，可能为将来的 H2S供体的

药物开发及临床治疗创伤出血性休克提供基础的参考资料，然

而未来还有很多工作需要我们进一步完善，我们将在未来工作

中深入探讨其作用机制。
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