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外源性硫化氢对原代神经元早老素１和β淀粉样蛋白的影响

陈筱山，何选丽，朱丽娟，张　华，冯　飞，晏　勇　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经内科）

　　［摘要］　目的　探讨外源性 Ｈ２Ｓ对原代培养皮质神经元早老素１（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ１，ＰＳ１）和 β淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ，Ａβ）的影响及机制。方法 　①ＮａＨＳ为外源性Ｈ２Ｓ的供体，不同浓度ＮａＨＳ（０、５、１０、２０、３０、４０、５０μｍｏｌ／Ｌ）作用于
原代培养的皮质神经元，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡，酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测Ａβ１４２水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＳ１蛋
白表达水平。②神经元分为对照组（０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ）、２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ组、Ａ干预组（ＮａＨＳ２０μｍｏｌ／Ｌ加 ＰＩ３Ｋ通路阻断
剂ＬＹ２９４００２２０μｍｏｌ／Ｌ）和Ｂ干预组（ＮａＨＳ２０μｍｏｌ／Ｌ加ＭＡＰＫ通路阻断剂ＰＤ９８０５９２０μｍｏｌ／Ｌ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＳ１
蛋白表达。结果　 ①５～２０μｍｏｌ／Ｌ浓度ＮａＨＳ干预时，不引起明显神经元凋亡；３０～５０μｍｏｌ／Ｌ时，神经元凋亡明显增加
（Ｐ＜００５）；１０、２０μｍｏｌ／Ｌ浓度ＮａＨＳ显著降低 Ａβ１４２水平和ＰＳ１蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５）。②与对照组相比，２０μｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨＳ组和Ｂ干预组ＰＳ１蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），而Ａ干预组ＰＳ１蛋白表达无改变（Ｐ＞０．０５）；而２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ组和
Ｂ干预组间无差异（Ｐ＞０．０５）；与Ａ干预组相比，Ｂ干预组ＰＳ１蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　 低浓度外源性Ｈ２Ｓ
（３０μｍｏｌ／Ｌ浓度ＮａＨＳ范围内）不引起神经元明显凋亡，降低Ａβ１４２水平和ＰＳ１蛋白表达，并可能通过ＰＩ３Ｋ信号通路发
挥降低ＰＳ１蛋白表达的作用。
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μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ＋２０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２（ＰＩ３Ｋｓｉｇｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒ），ａｎｄ２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ＋２０μｍｏｌ／Ｌ
ＰＤ９８０５９Ｂ（ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＰＳ１．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
ＴｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｈａｄｎｏｏｂｖｉｏｕｓｃｈａｎｇｅｗｈｅｎｔｈｅｄｏｓｅｏｆＮａＨＳｗａｓ５，１０ａｎｄ２０μｍｏｌ／Ｌ，ａｎｄｗａｓｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｔｔｈｅｄｏｓｅｏｆ３０－５０μｍｏｌ／Ｌ（Ｐ＜０．０５）．ＮａＨＳｔｒｅａｔｍｅｎｔａｔ１０ａｎｄ２０μｍｏｌ／Ｌｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎ
ａｄｅｃｒｅａｓｅｉｎＡβ１４２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＰＳ１（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＳ１ｉｎｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓｔｒｅａｔｅｄｂｙ２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳｉｎｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒ
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ＰＤ９８０５９ＢｔｈａｎｔｈｏｓｅｂｙＬＹ２９４００２．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＬｏｗｄｏｓｅｄｅｘｏｇｅｎｏｕｓＨ２Ｓ（＜３０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ）ｄｏｅｓｎｏｔ
ｉｎｄｕｃｅｏｂｖｉｏｕｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡβ１４２ａｎｄＰＳ１ｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｎｅｕｒｏｎｓ，
ｗｈｉｃｈｐｒｏｂａｂｌｙｔｈｒｏｕｇｈＰＩ３Ｋｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ；ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｎｅｕｒｏｎｓ；ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ１

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７１２２２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹａｎＹｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｙｙａｎｐｒｏ＠１６３．ｃｏｍ

　　在中枢神经系统，新型气体信号分子 Ｈ２Ｓ发挥神
经保护和神经调质的作用，保护神经细胞免受炎症、凋

亡和氧化应激损伤，增强海马长时程电位（ｌｏｎｇｔｅｒｍ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＬＴＰ）［１］。阿 尔 茨 海 默 病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是常见的神经变性疾病，以记忆力下降并
伴其他认知功能减退为主要表现，病理特征为细胞外

老年斑（ｓｅｎｉｌｅｐｌａｑｕｅｓ，ＳＰｓ）形成，细胞内 Ｔａｕ蛋白变
性，神经原纤维缠结（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙｔａｎｇｌｅｓ，ＮＦＴ）以及
神经元丧失。Ａβ是老年斑的主要成分，Ａβ在脑内的
异常沉积是 ＡＤ发病的始动环节。在 ＡＤ患者脑和血
浆中，Ｈ２Ｓ水平明显降低，同型半胱氨酸水平增高，Ｈ２Ｓ
水平下降程度与 ＡＤ的严重程度相关［２－３］。γ分泌酶
是由淀粉样前体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＰＰ）
代谢，产生毒性Ａβ最后阶段的裂解酶，而ＰＳ１是构成
γ分泌酶的重要组成部分。ＰＳ１基因突变增加 Ａβ的
生成，与早发型家族性痴呆（ｅａｒｌｙｏｎｓｅｔｆａｍｉｌｉａｒＡｌｚｈｅｉ
ｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＦＡＤ）密切相关。目前少见 Ｈ２Ｓ与 ＰＳ１
代谢关系的报道。本研究以原代神经元为研究对象，

ＮａＨＳ为Ｈ２Ｓ的供体，旨在探讨外源性 Ｈ２Ｓ对 ＰＳ１和
Ａβ的影响及可能机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
　　ＮａＨＳ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国），胎牛血清、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养液、
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液、Ｂ２７添加物、谷氨酰胺、青链霉素双抗
（Ｇｉｂｃｏ，美国），Ａβ１４２酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（ＵＳＣＮ，
美国），ＴＵＮＥＬ细胞原位检测试剂盒（凯基，中国），ＬＹ２９４００２、
ＰＤ９８０５９（碧云天，中国），一抗羊抗兔 ＭＡＰ２（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，美
国），一抗鼠单克隆抗体 ＰＳ１（Ａｂｃａｍ，美国），二抗辣根过氧化
物酶标记山羊抗鼠 ＩｇＧ（碧云天，中国）。细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍａ
ｆｏｒｍａ，美国）。

１．２　原代神经元培养、鉴定
　　参照文献［４］，２４ｈ内新生ＳＤ大鼠（重庆医科大学实验动
物中心提供），断头，去除颅骨及脑膜，分离皮质神经元，剪碎脑

组织至 １ｍｍ３大小，０．１２５％胰酶消化 ３０ｍｉｎ，种植培养液
（ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液＋１０％胎牛血清＋青、链霉素双抗）中止消
化，缓慢吹打，种植培养液重悬细胞，计数后接种于多聚赖氨酸

铺板的６孔和 ２４孔培养板，１２ｈ后全量更换为维持培养液

（Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养液＋Ｂ２７添加物 ＋青链霉素双抗），每２天更
换一半培养液。按照以上相同方法培养原代、纯化及用ＭＡＰ２
抗体鉴定原代神经元。培养５～７ｄ的神经元，以ＮａＨＳ为外源
性Ｈ２Ｓ的供体，三蒸水配制不同浓度的ＮａＨＳ，按比例加入培养
液，使终浓度达到０、５、１０、２０、３０、４０、５０μｍｏｌ／Ｌ，以加三蒸水组
（０μｍｏｌ／Ｌ）为对照组。

１．３　ＴＵＮＥＬ法检测神经元凋亡
　　参照文献［５］及 ＴＵＮＥＬ试剂盒说明书操作，４％多聚甲醛
固定神经元（细胞计数３×１０５／ｍＬ），１％Ｔｒｉｔｏｎ通透；３％Ｈ２Ｏ２，
室温封闭１０ｍｉｎ；ＤＮａｓｅⅠ反应液制阳性片；ＴｄＴ反应液标记，
避光６０ｍｉｎ，荧光显微镜检测；使用 ＰＯＤ偶联的抗荧光素抗体
（ＰＯＤｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＡｎｔｉＦＩＴＣ）标记，避光，３０ｍｉｎ，３７℃；二氨基
联苯胺（ＤＡＢ）显色；苏木精轻度复染，脱水封片。光镜下观察：
细胞核中有棕黄色颗粒者为阳性细胞，即凋亡细胞。每张玻片

计数５个高倍镜视野（×２００），取平均值即为凋亡细胞数。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测Ａβ１４２
　　培养５～７ｄ的神经元，给予不同浓度 ＮａＨＳ干预２４ｈ，收
集培养液，以２０００ｒ／ｍｉｎ速度离心２０ｍｉｎ，收集上清液。按照
试剂盒说明书配制不同稀释浓度 Ａβ１４２的标准品，在酶标板
上设标准孔、空白对照孔，加入不同浓度１００μＬ标准液，设样
品孔，加入不同浓度的样品１００μＬ，加上覆膜后３７℃温育２ｈ，
每孔加入检测溶液Ａ１００μＬ，孵育１ｈ，洗涤后加入检测溶液Ｂ
１００μＬ，孵育３０ｍｉｎ，洗板甩干酶标板，加入底物溶液９０μＬ，加
覆膜后３７℃避光显色１０ｍｉｎ，当标准孔有梯度蓝色时，每孔加
终止液５０μＬ，４５０ｎｍ波长检测各孔的 ＯＤ值，以标准品的 ＯＤ
值与浓度建立标准曲线，计算出不同浓度ＮａＨＳ干预后Ａβ１４２
的分泌量。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　培养５～７ｄ的神经元［细胞计数（１～２）×１０６／ｍＬ］，不同
浓度ＮａＨＳ处理神经元２４ｈ，全蛋白提取试剂盒提取各组蛋白，
ＢＣＡ法测定蛋白浓度。按照每孔２０μｇ上样量进行ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，然后将蛋白转印至ＰＶＤＦ膜上，５％的脱脂牛奶封闭１ｈ，
加入ＰＳ１一抗（稀释比例１∶５０００），４℃过夜；二抗３７℃孵育
２ｈ；ＴＢＳＴ洗涤，ＥＣＬ发光，应用 ＢｉｏＲａｄ凝胶图像成像系统采
集图像，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行扫描分析。ＧＡＰＤＨ作为内参。
每组实验重复３次。

１．６　加入阻断剂干预后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　培养５～７ｄ的神经元，分为对照组、２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ组，
在２０μｍｏｌ／Ｌ浓度ＮａＨＳ干预神经元前３０ｍｉｎ，培养液中分别
加入 ＰＩ３Ｋ信号通路阻断剂 ＬＹ２９４００２２０μＬ（Ａ干预组）和
ＭＡＰＫ信号通路ＰＤ９８０５９２０μＬ（Ｂ干预组），２４ｈ后收集蛋白，
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进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，步骤同１．５。

１．７　统计学分析
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　原代神经元培养鉴定
　　倒置相差显微镜观察培养７ｄ的神经元：细胞贴壁生长，部
分生长成簇，立体感强，神经元突起生长好，连成网状，可见少

量残留胶质（图１Ａ）；ＭＡＰ２抗体免疫荧光鉴定神经元，神经元
突起生长好，连成网状（图１Ｂ）。对每一观察视野内 ＭＡＰ２染
色阳性细胞占总细胞数计算，神经元阳性率在９５％以上。

!

"

Ａ：倒置显微镜（×１００）；Ｂ：荧光显微镜（免疫荧光 ×２００）
图１　原代神经元的培养鉴定

２．２　ＮａＨＳ对原代神经元凋亡的影响
　　不同浓度ＮａＨＳ作用于神经元后，凋亡神经元开始增加，在
５～２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ浓度时，凋亡逐渐增加，在１０～２０μｍｏｌ／Ｌ
时，可见少量染成棕黄色的凋亡细胞，但凋亡率无明显增加

（Ｐ＞０．０５）；３０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ时，Ｈ２Ｓ诱导神经元凋亡增加
（Ｐ＜０．０５），在４０～５０μｍｏｌ／Ｌ时凋亡率显著增加（Ｐ＜０．０５）。
见图２、３。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
１：对照组；２～７：分别为５、１０、２０、３０、４０、５０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ浓度组

图３　不同浓度ＮａＨＳ对神经元凋亡率的影响

２．３　ＮａＨＳ对Ａβ１４２水平的影响
　　在 ＮａＨＳ的作用下，Ａβ１４２表达水平逐渐降低，在 １０、
２０μｍｏｌ／Ｌ浓度ＮａＨＳ时，与对照组相比，Ａβ１４２水平显著降低
（Ｐ＜０．０５），ＮａＨＳ浓度在３０～５０μｍｏｌ／Ｌ时，Ａβ１４２水平渐升
高，但与对照组相比，无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。见图４。

２．４　ＮａＨＳ对ＰＳ１蛋白表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度 ＮａＨＳ对原代神经元 ＰＳ１蛋白
表达的影响，结果显示：从５μｍｏｌ／Ｌ浓度ＮａＨＳ开始，ＰＳ１蛋白
表达降低，与对照组（１．１０±０．０４）相比，１０μｍｏｌ／Ｌ（０．８５±
００７）和２０μｍｏｌ／Ｌ（０．８１±０．１２）浓度 ＮａＨＳ时，ＰＳ１蛋白表达
明显降低（Ｐ＜０．０５），在３０μｍｏｌ／Ｌ浓度（０．９１±０．０５）ＮａＨＳ
时，ＰＳ１蛋白表达仍降低（Ｐ＜０．０５），在 ４０μｍｏｌ／Ｌ（０．９８±
０１４）到５０μｍｏｌ／Ｌ（１．０５±０．０７）时，ＰＳ１仍低于对照组，但呈
逐渐增高的趋势，与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见图５。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

１：对照组；２～７：分别为５、１０、２０、３０、４０、５０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ浓度组

图４　ＥＬＩＳＡ检测不同浓度ＮａＨＳ对Ａβ１４２的影响
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１：对照组；２～７：分别为５、１０、２０、３０、４０、５０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ浓度组

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度ＮａＨＳ对ＰＳ１蛋白表达的影响

２．５　ＰＩ３Ｋ和ＭＡＰＫ信号通路在 ＮａＨＳ对 ＰＳ１蛋白表
达中的作用

　　与对照组（１．１２±０．０１）相比，２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ组（０．６５±

０．４０）和Ｂ干预组（０．６２±０．０９）显著降低 ＰＳ１蛋白表达（Ｐ＜

０．０５），而２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ组与Ｂ干预组间无统计学差异（Ｐ＞

０．０５），对照组与Ａ干预组（０．９３±０．０５）相比，ＰＳ１表达无统计

学差异（Ｐ＞０．０５）；与 Ａ干预组相比，Ｂ干预组（０．６２±０．０９）

ＰＳ１蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。见图６。
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１：对照组；２：２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ组；３～４：Ａ干预组；５～６：Ｂ干预组

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＰＳ１蛋白表达

３　讨论

　　本课题组前期研究表明，ＮａＨＳ在５０μｍｏｌ／Ｌ时显
著降低 ＰＣ１２细胞的 Ａβ１４２水平，降低 ＰＣ１２细胞
ＢＡＣＥ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平［６］。该研究没有

ＮａＨＳ对ＰＣ１２细胞凋亡的报道，即是否在 ＮａＨＳ引起
ＰＣ１２细胞凋亡的情况下，引起 Ａβ和 ＢＡＣＥ１水平下
降？考虑到 ＰＣ１２在生长特性、对坏死、凋亡的耐受性
方面强于原代神经元［７］。因此，本研究以５０μｍｏｌ／Ｌ

ＮａＨＳ作为干预原代神经元的最大浓度，观察在
５０μｍｏｌ／Ｌ浓度ＮａＨＳ时对原代神经元凋亡的影响。
　　本研究采用ＮａＨＳ为外源性Ｈ２Ｓ的供体，ＮａＨＳ溶
解在水中时，释放出ＨＳ并与Ｈ２Ｏ的Ｈ

＋结合，形成Ｈ２Ｓ，
约占ＮａＨＳ３３％的 Ｈ２Ｓ被释放出来。使用 ＴＵＮＥＬ方
法观察，ＮａＨＳ在３０～５０μｍｏｌ／Ｌ浓度时，凋亡神经元
显著增加，在２０μｍｏｌ／Ｌ范围内未引起神经元凋亡改
变。在Ｃｈｅｕｎｇ等［８］的研究中，原代培养的神经元在

ＮａＨＳ浓度小于２００μｍｏｌ／Ｌ时即引起神经元凋亡，大
于２００μｍｏｌ／Ｌ时引起神经元死亡。而Ｋｕｒｏｋａｗａ等［９］

研究则表明，ＮａＨＳ浓度在大于１００μｍｏｌ／Ｌ时神经元
活性明显下降，在小于３０μｍｏｌ／Ｌ时神经元凋亡无明
显增加。尽管已有研究表明脑内的 Ｈ２Ｓ浓度在５０～
１６０μｍｏｌ／Ｌ范围内［１０］，但 Ｆｕｒｎｅ等［１１］使用气象色谱

法，检测脑内 Ｈ２Ｓ含量只有１５ｎｍｏｌ／Ｌ。综上，结合我
们的研究，Ｈ２Ｓ在脑内的浓度可能很低，在极低的范围
内发挥生物学作用。

　　Ａβ是在一系列蛋白水解酶作用下产生的，有 α
和β两条代谢途径。β代谢途径为淀粉样代谢途径，
ＡＰＰ在 β分泌酶（βｓｅｃｒｅｔａｓｅ）和 γ分泌酶（γｓｅｃｒｅ
ｔａｓｅ）作用下产生毒性、不可溶的Ａβ１４２。而α代谢途
径是非淀粉样代谢途径，ＡＰＰ分别被 α分泌酶
（αｓｅｃｒｅｔａｓｅ）和γ分泌酶裂解，产生具用营养作用的
Ａβ。ＡＤ发生时，β代谢途径激活，产生过多有毒性的
Ａβ，在脑内沉积，形成老年斑、氧化应激、炎症、Ｔａｕ蛋
白代谢异常及神经元纤维缠结［１２］。作为Ａβ代谢途径
必经的裂解酶，γ分泌酶由ＰＳ、前咽缺陷蛋白（Ａｐｈ１）、
早老素蛋白增强子２（Ｐｅｎ２）和单过性跨膜蛋白
（ｎｉｃａｓｔｒｉｎ，ＮＣＴ）组成。ＰＳ包括 ＰＳ１和 ＰＳ２两种同源
物，现阶段研究认为，ＰＳ１在γ分泌酶中具有重要的作
用。在ＰＳ１基因突变和敲除的实验中，Ａβ生成明显
减少［１３］。因此，干预ＰＳ１，降低γ分泌酶的活性，减少
Ａβ生成，成为治疗ＡＤ的途径之一。
　　本实验中，ＮａＨＳ浓度在１０、２０μｍｏｌ／Ｌ时显著减
少Ａβ１４２的分泌水平，而 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果也表
明，在１０、２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ时，ＰＳ１蛋白表达水平显著
降低。而自３０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ浓度起，降低 Ａβ１４２和
ＰＳ１蛋白水平的作用减低，且出现Ａβ１４２和ＰＳ１蛋白
表达逐渐升高的趋势。分析可能在２０μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ
范围内，Ｈ２Ｓ不引起神经元活力降低及凋亡，低浓度
Ｈ２Ｓ发挥降低 Ａβ１４２和 ＰＳ１蛋白的作用。当 ＮａＨＳ
浓度增高时，Ｈ２Ｓ对神经元毒性增加，诱导凋亡增加，
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加剧了神经元的损伤，引起Ａβ１４２和ＰＳ１表达增加。
　　磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）通路通过激活下游效
应器Ａｋｔ促进细胞存活和交流，ＦＡＤ中 ＰＩ３Ｋ突变，抑
制依赖 ＰＳ１的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ的激活，从而促进 ＧＳＫ３的
活性和 Ｔａｕ蛋白磷酸化［１４］。丝裂原活化蛋白激酶

（ＭＡＰＫ）信号通路主要与炎症和细胞凋亡等应激反应
有关。也有研究发现，ＭＡＰＫ通路在 ＡＤ转基因鼠中
激活，与Ａβ沉积相关［１５］。我们课题组也发现，Ｈ２Ｓ通
过ＰＩ３Ｋ通路而不是ＭＡＰＫ信号通路影响ＢＡＣＥ１蛋白
表达［６］。作为前期实验的延续，Ｈ２Ｓ是否同样通过
ＰＩ３Ｋ通路影响ＰＳ１代谢？为此，本实验使用显著降低
Ａβ１４２和 ＰＳ１的 ２０μｍｏｌ／Ｌ为 ＮａＨＳ干预浓度。在
给ＮａＨＳ干预神经元的同时，加入 ＰＩ３Ｋ通路和 ＭＡＰＫ
信号通路的阻断剂，发现与对照组相比，２０μｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨＳ同时加ＰＩ３Ｋ通路阻断剂后，ＰＳ１蛋白表达未降
低，而在加入 ＭＡＰＫ阻断剂后，ＰＳ１蛋白表达显著降
低，与加入２０μｍｏｌ／Ｌ浓度 ＮａＨＳ后作用相同。说明
Ｈ２Ｓ可能通过ＰＩ３Ｋ通路降低ＰＳ１蛋白的表达。
　　利用外源性Ｈ２Ｓ保护神经元的氧化应激损伤、凋
亡炎症损伤的作用，有体内实验证实，外源性 Ｈ２Ｓ能
减轻脂多糖诱导的神经炎症反应，改善实验鼠的认知

功能［１６］。韩晓伟等［１７］研究也表明，外源性 Ｈ２Ｓ通过
上调产生Ｈ２Ｓ的胱硫醚β合成酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎ
ｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）表达改善癫痫大鼠的认知功能。而我们的
研究从Ｈ２Ｓ影响Ａβ代谢的角度，发现Ｈ２Ｓ低浓度时，
对神经元活力无明显影响，不引起明显凋亡，可以降低

Ａβ１４２的水平，并可能通过 ＰＩ３Ｋ通路影响 ＰＳ１蛋白
表达。本实验从新的角度说明了 Ｈ２Ｓ的抗淀粉样蛋
白样物质（ａｍｙｌｏｉｄｏｓｉｓ）形成的作用，为 Ｈ２Ｓ在 ＡＤ治
疗中的应用提供了证据，但Ｈ２Ｓ对ＰＳ１及γ分泌酶的
其他作用，还需要进一步研究。
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