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　　［摘要］　目的　观察胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）对大鼠嗜铬细胞瘤细胞（ＰＣ１２）胱硫醚β合成酶（ＣＢＳ）及硫化氢（Ｈ２Ｓ）
表达的影响以及可能的细胞信号通路机制。方法　用不同剂量ＩＧＦ１（２０、４０、８０ｎｇ／ｍｌ）作用体外培养的ＰＣ１２细胞２４ｈ，荧
光定量ＰＣＲ检测ＣＢＳ基因表达，蛋白质印迹分析检测ＣＢＳ、细胞外信号调节激酶／丝裂原活化蛋白激酶（ＥＲＫ／ＭＡＰＫ）相关蛋

白表达，敏感硫电极法检测 Ｈ２Ｓ气体含量。之后选取最佳剂量的ＩＧＦ１（８０ｎｇ／ｍｌ）作用于３０ｍｉｎ前已加入ＥＲＫ／ＭＡＰＫ抑

制剂ＰＤ９８０５９的ＰＣ１２细胞再次检测ＣＢＳ、ＥＲＫ／ＭＡＰＫ相关蛋白及 Ｈ２Ｓ气体表达水平。结果　ＩＧＦ１增加ＣＢＳ的表达和

Ｈ２Ｓ的含量，上调ｐＥＲＫ１／２的表达；而ＰＤ９８０５９能够抑制ＩＧＦ１的上述作用。结论　ＩＧＦ１及其调控的ＥＲＫ／ＭＡＰＫ信号
通路参与调节ＣＢＳ及 Ｈ２Ｓ的表达。
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　　硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）是继一氧化氮
（ＮＯ）和一氧化碳（ＣＯ）后发现的又一新型气体信号
分子。正常生理状态的内源性Ｈ２Ｓ可显著抑制高同
型半胱氨酸（Ｈｃｙ）水平、升高 ＮＯ水平、促进内皮型
一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）表达，调控血管平滑肌细胞舒
缩、增殖与凋亡、表型转化、细胞外基质合成等重要

细胞生物学行为；Ｈ２Ｓ通过开放细胞膜上的 ＫＡＴＰ通
道调节心脏功能、促进胰岛素释放；具有抗氧化、抗
炎等作用［１］。国内外研究均提示内源性 Ｈ２Ｓ异常是
多种疾病尤其是神经系统疾病如阿尔茨海默病

（ＡＤ）［２］的启动因素。胱硫醚β合酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）是内源性 Ｈ２Ｓ生成的限速酶，在神经
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系统特别是海马中高度表达。胰岛素样生长因子１
（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）有着类似于胰岛
素样的生理作用，且其受体在神经系统中广泛表达。
研究发现，血浆ＩＧＦ１水平与神经系统疾病如ＡＤ有
着密切的联系［３］。本研究对体外培养的大鼠嗜铬细
胞瘤细胞（ＰＣ１２细胞）给予外源性ＩＧＦ１，检测ＩＧＦ１
对ＣＢＳ和Ｈ２Ｓ水平的影响，并进一步探讨ＩＧＦ１导致

ＣＢＳ及Ｈ２Ｓ异常的可能机制，为与 Ｈ２Ｓ相关神经系
统疾病的预防及治疗提供新的视角。

１　材料和方法

１．１　主要仪器和试剂　ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄｉＱ５），离
子计（ＰＸＳＪ２２６）、敏感硫电极（上海雷磁仪器厂），

ＩＧＦ１（Ｓｉｇｍａ公司），细胞外信号调节激酶／丝裂原
活化蛋白激酶（ＥＲＫ／ＭＡＰＫ１／２）抑制剂 ＰＤ９８０５９
（上海碧云天生物技术有限公司），兔抗大鼠ＭＡＰＫ／

ＥＲＫ１／２、ＣＢＳ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。

１．２　细胞及分组　ＰＣ１２细胞（重庆医科大学神经
病学实验室提供）在含１０％小牛血清（杭州四季青）
的ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）内，置于３７℃、

５％（体积分数）ＣＯ２的细胞孵箱内培养。每２～３ｄ
传代１次，取处于对数生长期的细胞用于实验。实
验分为６组：正常对照组，ＩＧＦ１组（２０ｎｇ／ｍｌ，４０
ｎｇ／ｍｌ，８０ｎｇ／ｍｌ），ＩＧＦ１（８０ｎｇ／ｍｌ）＋ＰＤ９８０５９
（ＰＤ９８０５９浓度分别为２５μｍｏｌ／Ｌ，５０μｍｏｌ／Ｌ）。细
胞经传代培养２４ｈ后加入ＩＧＦ１，ＰＤ９８０５９组先加
入ＰＤ９８０５９，３０ｍｉｎ后再加入ＩＧＦ１。培养１８ｈ后
取样进行ＰＣＲ，２４ｈ后取样进行蛋白质印迹分析。

１．３　荧光定量ＲＴＰＣＲ检测ＣＢＳ基因表达　ＴＲ

Ｉｚｏｌ（Ｓｉｇｍａ公司）法提取各组ＲＮＡ，紫外分光光度

计测定提取的ＲＮＡ含量及纯度，２８Ｓ／１８Ｓ灰度比约

为２１。将以上提取的各组 ｍＲＮＡ按照反转录试

剂盒（ＴｏＹｏＢｏ）说明书的方法，反转录成ｃＤＮＡ以备

荧光定量ＰＣＲ用。以βａｃｔｉｎ作为内参照。ＣＢＳ引

物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，上

游序列：５′ＧＡＧＴＧＧＣＡＴＧＧＣＧＡＣＴＧＡ３′，下

游序列：５′ＣＧＧＧＡＴＣＴＡＣＡＣＣＧＡＴＧＡＴＴＴ
３′。扩增体系：上、下游引物各０．５μｌ、５×ｂｕｆｆｅｒ１０

μｌ、荧光探针０．５μｌ、ｄＮＴＰｓ０．５μｌ、ｃＤＮＡ５μｌ、Ｔａｑ
酶１μｌ、加双蒸水至总体积为５０μｌ。反应条件：

９５℃ 预变性５ｍｉｎ，９５℃ 变性３０ｓ、５７℃退火３０ｓ、

７２℃ 延伸３０ｓ，共３８个循环。收集荧光测量Ｃｔ值，
标准化后分析结果。

１．４　蛋白质印迹法检测 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２和 ＣＢＳ
蛋白表达　用细胞裂解液将各组细胞裂解后按照常

规蛋白质提取步骤提取蛋白，采用紫外分光光度法
进行蛋白质的定量分析。试验中用加样器针头插至
加样孔中缓慢加入样品（每组４０μｇ）进行１５％的十
二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）

４～５ｈ，转 印 至 ＰＶＤＦ 膜。将 膜 用 ＰＢＳ 冲 洗

５ｍｉｎ×３次，５％脱脂奶粉封闭约１ｈ，４℃冰箱中过
夜。ＰＢＳ清洗后分别加入一抗（１１０００），半胱氨
酸（１１０００）２５μｌ，每组均加βａｃｔｉｎ５μｌ。室温下
反应约１ｈ。ＰＢＳ清洗３０ｍｉｎ×１次，５ｍｉｎ×３次，
加入抗兔二抗１５μｌ（１２０００），反应１ｈ。最后ＰＢＳ
清洗、显影。重复做３次。

１．５　敏感硫电极测定 Ｈ２Ｓ［４］　本方法为通过测定

Ｓ２－反映 Ｈ２Ｓ含量。收集实验各组的细胞培养液。
测定前将硫电极在去离子水中活化２ｈ，使用标准

Ｓ２－溶液用抗氧化液稀释成１、１０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ
测定数值以保证标本Ｓ２－含量在该范围内，每测定一
个样本前均将电极浸入去离子水中保持活化状态。
测定时取样本培养液加入等体积抗氧化液，总量以
加入后溶液漫过电极为准。依次测定样本，读出数
值，分析结果。

１．６　统计学处理　数据均采用珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分析，各组均数比
较采用方差分析，两两比较采用ＬＳＤｔ检验。检验
水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＩＧＦ１上调ＣＢＳ的表达　荧光定量ＰＣＲ结果
显示，以空白对照组为１，ＩＧＦ１２０、４０及８０ｎｇ／ｍｌ
组 ＣＢＳ 基 因 表 达 量 分 别 为 ２．４２２±０．１８５、

３．５０４±０．１８５、４．８８１±０．１８５，均较空白对照组上调
（Ｐ＜０．０１），并且随浓度增高表达量也逐渐增高，８０
ｎｇ／ｍｌ组较２０ｎｇ／ｍｌ和４０ｎｇ／ｍｌ组上调更明显
（Ｐ＜０．０１）。

　　蛋白质印迹分析结果显示，ＩＧＦ１２０、４０及８０
ｎｇ／ｍｌ组 ＣＢＳ蛋白表达分别为０．４６３±０．１２３、

０．５７７±０．１２３、０．９１３±０．１２３，较 空 白 对 照 组
（０．２９４±０．１２３）上调（Ｐ＜０．０１），并且随浓度增高表
达量也逐渐增高，８０ｎｇ／ｍｌ组较２０ｎｇ／ｍｌ和４０ｎｇ／

ｍｌ组上调更明显（Ｐ＜０．０１），见图１。

２．２　ＩＧＦ１增高 Ｈ２Ｓ的含量　ＩＧＦ１２０、４０及８０
ｎｇ／ｍｌ组 的 Ｈ２Ｓ 浓 度 分 别 为 （６．４０８±０．２８２）、
（１１．４６８±０．２８２）、（２１．７１１±０．２８２）μｇ／Ｌ，均较对照
组（３．３８０±０．２８２）μｇ／Ｌ增高（Ｐ＜０．０１），且８０ｎｇ／ｍｌ
组较２０ｎｇ／ｍｌ和４０ｎｇ／ｍｌ升高明显（Ｐ＜０．０１）。

２．３　ＩＧＦ１ 上 调 ｐＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２ 蛋 白 的 表
达　蛋白质印迹分析结果显示ＩＧＦ１８０ｎｇ／ｍｌ明显
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上调ｐＥＲＫ１／２水平（１．０７４±０．０１８０ｖｓ０．７３８±
０．０１８，Ｐ＜０．０１）。而加入ＰＤ９８０５９２５、５０μｍｏｌ／Ｌ
后 ｐＥＲＫ１／２ 水 平 明 显 下 调 （０．５６３±０．０１８，

０．２６０±０．０１８０，Ｐ＜０．０１），ＰＤ９８０５９５０μｍｏｌ／Ｌ组
较２５μｍｏｌ／Ｌ 组 ｐＥＲＫ１／２ 下调更加显著（Ｐ＜
０．００１）。各组间总ＥＲＫ１／２差异无统计学意义（Ｆ＝
０．１０５，Ｐ＝０．９５５）。见图２。

图１　ＩＧＦ１对ＰＣ１２细胞ＣＢＳ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＧＦ１ｏｎＣＢＳｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＩＧＦ１２０ｎｇ／ｍｌ；３：ＩＧＦ１４０ｎｇ／ｍｌ；４：ＩＧＦ１８０ｎｇ／

ｍｌ．ＣＢＳ：Ｃｙｓｔａｔｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ

图２　加入ＰＤ９８０５９后对ＰＣ１２细胞ＣＢＳ、

ＥＲＫ及ｐＥＲＫ蛋白的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎＣＢＳ，

ＥＲＫ，ａｎｄｐＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＩＧＦ１８０ｎｇ／ｍｌ；３：ＩＧＦ１８０ｎｇ／ｍｌ＋ＰＤ９８０５９２５

μｍｏｌ／Ｌ；４：ＩＧＦ１８０ｎｇ／ｍｌ＋ＰＤ９８０５９５０μｍｏｌ／Ｌ．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．４　阻断 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２信号通路能抑制ＩＧＦ１
对ＣＢＳ和Ｈ２Ｓ的上调作用　ＩＧＦ１８０ｎｇ／ｍｌ明显上
调ＣＢＳ表达（０．９８０±０．００９ｖｓ０．３６３±０．００９，Ｐ＝
０．０００）。但加入２５、５０μｍｏｌ／Ｌ的ＰＤ９８０５９后ＣＢＳ表
达明显下调（０．２４４±０．００９，Ｐ＝０．０００；０．１４９±０．００９，

Ｐ＝０．０００），ＰＤ９８０５９５０μｍｏｌ／Ｌ组较２５μｍｏｌ／Ｌ组

ＣＢＳ表达下调更加明显（Ｐ＜０．０１）。见图２。

　　ＩＧＦ１８０ｎｇ／ｍｌ组较对照组 Ｈ２Ｓ浓度升高

（２４．３４２±０．３４１ｖｓ３．６３８±０．３４１，Ｐ＝０．０００），加入

ＰＤ９８０５９２５、５０μｍｏｌ／Ｌ后 Ｈ２Ｓ浓度较ＩＧＦ１８０
ｎｇ／ｍｌ组明显降低（４．９７９±０．３４１，Ｐ＝０．０００；

２．６１４±０．３４１，Ｐ＝０．０００），而且ＰＤ９８０５９５０μｍｏｌ／

Ｌ组较２５μｍｏｌ／Ｌ组降低更加明显（Ｐ＝０．０００）。

３　讨　论

　　内源性 Ｈ２Ｓ是以半胱氨酸为底物在胱硫醚γ
裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）、ＣＢＳ的作用下
生成的［５６］。ＣＳＥ主要存在于心血管系统，而 ＣＢＳ
特异性表达于神经系统的海马组织［７］。近年来研究
发现 Ｈ２Ｓ能够调节脑血管功能［８］、海马长时程增强
（ＬＴＰ）［９１０］、神经内分泌功能［１１］，保护神经细胞氧化
性损伤［１２］，对抗β淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄｐｅｐｔｉｄｅｓ，

Ａβ）诱导的细胞凋亡
［１３］，以及以剂量依赖性的方式

保护细胞免受谷氨酸的氧化毒性作用等［１４］。这些结
果均提示 Ｈ２Ｓ与神经系统疾病有着广泛密切的联
系。自人们发现ＣＢＳ在神经系统尤其是海马中特异
性表达以后，关于 Ｈ２Ｓ与神经系统疾病的研究越来
越多，近年来关于 Ｈ２Ｓ与 ＡＤ早期发病的研究也日
趋深入。本课题组在前期也证明了ＡＤ和血管性痴
呆（ＶＤ）患者血清 Ｈ２Ｓ明显降低且与病情严重程度
相关［１５］。ＩＧＦ１是一种生理性活性因子，作用肯定，
近年的研究肯定了ＩＧＦ１能引发胰岛素信号通路

ＭＡＰＫ／ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ等的变化［１６］。ＰＣ１２细胞
是大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤分化株，虽然与神经
元细胞有所区别，但目前认为其具有神经元特点，被
作为理想的研究神经细胞分化、生长和凋亡的细胞
模型，广泛用于神经系统生理、药理等领域的研
究［１７］。因此，我们用ＩＧＦ１干预ＰＣ１２细胞，检测

ＣＢＳ以及 Ｈ２Ｓ的表达有无变化，并研究其可能的相
关机制。

　　研究结果显示，加入ＩＧＦ１处理的ＰＣ１２细胞，
其ＣＢＳ及 Ｈ２Ｓ水平明显上调，并且随ＩＧＦ１浓度的
增高而增高。这提示ＩＧＦ１发挥了某种作用激活了

ＣＢＳ的表达，从而增加 Ｈ２Ｓ的产生。

　　ＥＲＫ１／２是目前研究最为彻底的丝裂原活化蛋白
激酶（ＭＡＰＫ）通路，在一系列复杂的细胞程序中起重
要作用，如细胞的增殖、分化、发育、转化和凋亡，其与

Ｈ２Ｓ存在着激活关系，有着广泛的调节功能［１８２０］，可
能从多方面参与记忆、学习形成过程［２１２２］。也有研究
表明胰岛素作用会激活 ＭＡＰＫ［２３２４］。在本实验中，加
入ＩＧＦ１８０ｎｇ／ｍｌ后，细胞磷酸化ＥＲＫ１／２（ｐＥＲＫ１／

２）较对照组明显上调，而给予 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路特异
性抑制剂ＰＤ９８０５９［２５２７］则明显抑制上述作用，且５０

μｍｏｌ／Ｌ浓度较２５μｍｏｌ／Ｌ浓度组抑制作用明显加强。
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表明ＩＧＦ１能激活 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２通路。同样，

ＰＤ９８０５９能抑制ＣＢＳ及Ｈ２Ｓ的产生。

　　上述研究说明，ＩＧＦ１能促进ＣＢＳ及 Ｈ２Ｓ的生
成，其机制是通过 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２通路实现的，并
且再次证明了ＣＢＳ是与 Ｈ２Ｓ生成相关的重要酶。
近年来Ｈ２Ｓ与神经系统疾病的联系日益被发现。虽
然ＰＣ１２细胞不能完全代表神经元，但这使为 Ｈ２Ｓ
相关神经系统疾病的预防及治疗提供新的靶点成为

可能。本研究选用体外实验，探讨了 Ｈ２Ｓ与神经系
统疾病可能的相关影响和机制，但与临床疾病之间
的关系有待动物模型的进一步验证，并且除了

ＭＡＰＫ／ＥＲＫ以外是否还有别的信号通路或因素参
与等，这些都是今后待解决的问题。
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