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硫化氢对 MPP + 诱导 PC12 细胞氧化
应激损伤的保护作用
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摘摇 要:摇 目的 摇 探讨硫化氢对 MPP + 诱导 PC12 细胞氧化应激损伤的保护作用。 摇 方法 摇 以 MPP + 损伤

PC12 细胞作为帕金森病的细胞模型,甲氮甲唑蓝(MTT)法检测细胞存活率;丙酮酸二硝基苯腙比色法检测细胞上

清液乳酸脱氢酶(LDH)漏出量;硫代巴比妥法检测细胞上清液中丙二醛(MDA)浓度;双氢罗丹明 123 染色 FCM 检

测细胞内活性氧水平变化;应用硫化氢钠( sodium hydrosulfide,NaHS)作为 H2S 的供体。 摇 结果摇 200 滋mol / L 和

400 滋mol / L 硫氢化钠呈浓度依赖性阻断 MPP + 引起 PC12 细胞存活率的降低;400 滋mol / L 硫氢化钠能明显抑制 400
滋mol / L MPP + 诱导的 PC12 细胞 LDH 的漏出,以及抑制 MDA 和活性氧的产生。 摇 结论 摇 硫化氢对 MPP + 诱导

PC12 细胞的氧化应激损伤具有保护作用。
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Protective Effect of Hydrogen Sulfide on MPP + 鄄Induced Oxidative
Stress Damage in PC12 Cells

YIN Wei鄄Lan,HE Jian鄄Qin,TANG Guo鄄Hua,et al
(Department of Physiology,University of South China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:Objective摇 To study the protective effect of hydrogen sulfide(H2S)on rat PC12 cells oxidative stress dam鄄
age induced by 1鄄Methyl 4鄄phenylpyridiniumion(MPP + )in vitro. 摇 Methods摇 Using MPP + induced PC12 cells damage as
the cell model of Parkinsons disease;The viability of PC12 cells was observed by 3鄄(4,5鄄dimethylthiazol鄄2鄄yl)鄄2,5鄄diphe鄄
nyltetrazolium bromide(MTT)assay;The transudation content of lactate dehydregenase(LDH)was measured by colorimet鄄
rically;The level of malondialde鄄hyde(MDA) in supernatant鄄conditioned media was monitored by thiobituric acid reaction
(TBA). The level of reactive oxygen species(ROS) in PC12 cells was tested by dihydrohodamine 123 stain FCM;Sodium
hydrosulfide(NaHS)was used as H2S donor. 摇 Results摇 NaHS(200 and 400 滋mol / L)dose鄄dependently blocked the inhi鄄
bition of cell viability induced by MPP + ;400 滋mol NaHS significantly inhibited the loss of LDH,the overproduction of
MDA and ROS in PC12. 摇 Conclusion 摇 H2S has the protective effect on PC12 cells oxidative stress damage induced
by MPP + .

Key words:摇 hydrogen sulfide;摇 PC12 cells;摇 MPP + ;摇 oxidative stress

摇 摇 帕金森病(parkinsons disease,PD)是一种进行

性神经系统退行性疾病,其病因仍不清楚,许多因素

如年龄、遗传、易感性、毒素(内源性或外源性)、氧

化应激等均被认为参与了发病。 氧化应激是自由基

在体内产生的一种负面作用,并被认为是导致衰老

和疾病的一个重要因素。 研究表明,PD 患者大脑黑
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质中表现出明显的氧化应激征象,氧化应激被认为

在 PD 的发病机制中起着中心地位[1],因此,如何减

轻神经细胞氧化应激损伤,提高神经细胞活性氧的

耐受性,对控制 PD 的发展具有重要意义。 现已把

减轻氧化应激作为神经保护的重要靶点,把抗氧化

作为 PD 等神经退行性疾病的重要防治策略[2]。
1996 年,Abe 等[3] 首次通过实验证明,内源性

H2S 可能作为一种神经活性物质而存在。 最近又有

学者发现生理浓度的 H2S 具有抗氧化应激损伤的

作用。 MPP + (1 -甲基 4 -苯基吡啶离子)是一种神

经毒,能引起神经细胞的氧化应激损伤,阻碍线粒体

呼吸链复合物的活动,最终导致多巴胺能神经元的

死亡。 人们常用 MPP + 损伤神经元细胞来作为复制

帕金森病的细胞模型。 H2S 既然具有抗氧化应激损

伤的作用,其对 MPP + 氧化应激损伤神经元是否具

有保护作用尚不是很清楚。 PC12 细胞由于其本身

的特性常用作神经元模型[4]。 因此, 本研究以

MPP + 损伤 PC12 细胞为 PD 的细胞模型,应用硫化

氢钠(sodium hydrosulfide,NaHS)作为 H2S 的供体,
观察 H2S 对 MPP + 抑制细胞生长、诱导细胞脂质过

氧化和升高细胞内活性氧水平的影响,探讨 H2S 对

MPP + 氧化应激损伤神经元的保护作用。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要试剂和仪器

硫氢化钠(NaHS)、甲氮甲唑蓝(MTT)、MPP + 、
PI、双氢罗丹明(DHR)、NaHS 购自美国 Sigma 公

司;RPMI - 1640 培养基、新生牛血清购自美国 Gibi鄄
co 公司;LDH 检测试剂盒和 MDA 检测试剂盒购自

南京建成生物工程研究所;流式细胞仪(德国 Beck鄄
man 公司);酶联免疫仪(Elx800) (美国 Bio - TEK
公司产品)。
1. 2摇 细胞培养和分组

PC12 细胞是大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞株,由
中山大学中山医学院生理学教研室馈赠,源于美国

典型培养物保藏中心(ATCC)。 培养于含体积分数

为 15%新生牛血清的 RPMI1640 完全培养基中,于
37益、5%CO2 条件下培养。 选取对数生长期细胞做

实验。
实验分为空白对照组、损伤处理组和保护处理

组。 损伤处理组分别给予 200 滋mol / L、400 滋mol / L
和 800 滋mol / L MPP + , 保 护 组 在 MPP + 损 伤 前

30 min分别给予 200 滋mol / L 和 400 滋mol / L NaHS

预处理,均培养 24 h。
1. 3摇 MTT 法检测细胞增殖状况

取对数生长期细胞,以 0. 5 伊 104 mL 接种于 96
孔培养板,180 滋L /孔。 在 37益5% CO2 条件下培养

过夜后,按分组要求给予不同处理因素,每组设 8 个

平行孔,培养 24 h 后,每孔加 5 mg / mL MTT 20 滋L,
再培养 4 h,倾去培养基,加 DMSO 100 滋L /孔,待甲

赞完全溶解后,用酶联免疫仪在波长 570 nm 处读取

吸光度(OD)。 按公式计算细胞存活率:细胞存活

率(% ) = (实验孔 OD 均值 /对照组 OD 均值) 伊
100%计算。
1. 4摇 细胞上清液中 LDH 漏出量的测定

采用乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒进行测定,LDH
能催化乳酸生成丙酮酸,丙酮酸与 2,2 - 硝基苯肼

反应生成丙酮酸二硝基苯腙,在碱性溶液中呈棕红

色,通过比色可求出酶活性。 实验时,取 100 滋L 上

清液,测定 LDH 活性。
1. 5摇 细胞上清液 MDA 浓度测定

过氧化脂质降解产物中的丙二醛(malondialde鄄
hyde,MDA)可与硫代巴比妥酸结合,形成红色产

物,在 532 nm 处有最大吸收峰,通过吸光度值计算

MDA 含量。 实验时,按南京建成生物公司提供的

MDA 测定试剂盒说明书提供的操作方法测定。
1. 6摇 细胞内活性氧的测定

取对数生长期细胞接种于 24 孔板内,500 滋L /
孔。 在 37益5%CO2 条件下生长至 80% 满,按分组

要求分别给予不同药物处理,每组设 3 个平行孔,处
理 24 h 后,倾去培养板内培养基,无血清的 RPMI -
1640 清洗 2 次,加入双氢罗丹明 123,于 37益 孵育

20 min 后,用流式细胞仪定量分析阳性细胞的平均

荧光强度,该值代表细胞内活性氧水平。
1. 7摇 统计学分析

所有实验结果以 x 依 s 表示,处理组间统计学差

异显著性用 SPSS 13. 0 统计软件作单因素方差分析

及 LSD - t 检验,P < 0. 05 表示差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 H2S 对 PC12 细胞活性的影响

200 滋mol / L、400 滋mol / L 与 800 滋mol / L MPP +

呈浓度依赖性地降低 PC12 细胞的存活率 ( P <
0郾 05)。 200 滋mol / L 与 400 滋mol / L NaHS 单独作用

于 PC12 细胞 24 h 后,对 PC12 细胞的存活率无明

显的影响,但分别呈浓度依赖性的抑制200 滋mol / L、
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400 滋mol / L 与 800 滋mol / L MPP + 引起的细胞存活

率的降低(P < 0. 05)(表 1)。

表 1摇 H2S抑制MPP +诱导的 PC12细胞存活率的降低(%,n =8)

NaHS
(滋mol / L)

MPP(滋mol / L)

0 200 400 800

0 100 依 6 78 依 2a 71 依 2b 67 依 2c

200 101 依 7 83 依 2d 77 依 3d 71 依 3d

400 99 依 8 88 依 1e 82 依 2e 76 依 3e

摇 摇 P < 0. 05,a:与 0 滋mol / L MPP + 组比较;b:与 200 滋mol / L MPP +

组比较;c:与 400 滋mol / L MPP + 组比较;d:与0 滋mol / LNaHS 组比较;
e:与 200 滋mol / L NaHS 组比较

2. 2摇 H2S 对 PC12 细胞上清液 LDH 漏出量的影响

400 滋mol / L MPP + 处理 24 h 后,细胞上清液中

LDH 漏出量升高,与对照组比较差异具有显著性(P
< 0. 01),表明MPP + 损伤 PC12 细胞,从而导致 LDH
漏出增多。 但是,400 滋mol / L NaHS 预处理 30 min
后再用 400 滋mol / L MPP + 处理 PC12 细胞 24 h 后,
上清液中 LDH 漏出量降低,与单用 400 滋mol / L
MPP + 处理组比较差异具有显著性(P < 0. 01),表明

硫化氢具有抑制 MPP + 诱导的 PC12 细胞的损伤作

用。 400 滋mol / L NaHS 单独处理组与对照组相比差

异无显著性(表 2)。

表 2摇 硫化氢对 MPP + 诱导的细胞上清液 LDH 和 MDA 以及细胞内活性氧水平的影响(n = 3)

组摇 别 LDH 漏出量(U / mL) MDA 含量(nmol / mL) ROS 含量(荧光强度)

对照组 36. 0 依 5. 5 0. 77 依 0. 18 5. 50 依 0. 7

400 滋mol / L MPP + 组 74. 0 依 5. 7a 3. 20 依 0. 29a 14. 53 依 0. 35a

400 滋mol / L MPP + + 400 滋mol / L NaHS 组 55. 0 依 5. 5b 1. 71 依 0. 19b 9. 70 依 0. 50b

400 滋mol / L NaHS 组 35. 3 依 5. 7 0. 79 依 0. 20 5. 10 依 0. 90

摇 摇 与对照组比较,a:P < 0. 01;与 400 滋mol / L MPP + 组比较,b:P < 0. 01

2. 3摇 H2S 对 PC12 细胞上清液中 MDA 含量的影响

400 滋mol / L MPP + 处理 24 h 后,细胞上清液中

MDA 水平升高,与对照组相比差异具有显著性(P
< 0. 01),表明 MPP + 具有升高细胞 MDA 水平的作

用。 但是,400 滋mol / L NaHS 预处理 30 min 后再用

400 滋mol / L MPP + 处理 PC12 细胞 24 h 后,上清液

中 MDA 水平降低,与单用 400 滋mol / L MPP + 处理组

比较差异具有显著性(P < 0. 01),表明硫化氢具有

抑制 MPP + 诱导的细胞脂质过氧化的作用。 400
滋mol / L NaHS 单独处理组与对照组相比差异无显著

性(表 2)。
2. 4摇 H2S 对 PC12 细胞内活性氧水平的影响

应用 FCM 检测细胞内双氢罗丹明 123(DHR)
的荧光强度能反映活性氧水平的改变。 DHR 的平

均荧光强度增大,反映活性氧生成增多。 表 2 显示,
应用 400 滋mol / L MPP + 对 PC12 细胞作用 24 h 后,
胞内 DHR 的强度明显增多,与对照组相比差异具有

显著性(P < 0. 01),表明 MPP + 引起活性氧水平增

高。 400 滋mol / L NaHS 本身不影响 PC12 细胞胞内

活性氧生成,但当 400 滋mol / L NaHS 与 400 滋mol / L
MPP + 共同作用 PC12 细胞 24 h 后,胞内 DHR 的荧

光强度明显减少,表明 NaHS 能抑制 MPP + 引起的

活性氧生成增多(表 2)。

3摇 讨摇 摇 论

H2S 是体内的第三种气体信号分子,具有调节

突触活动[3]、 舒张血管[5]及抑制红细胞氧化[6]等重

要的生理功能。 H2S 与神经系统疾病关系密切,研
究表明,脑内 H2S 水平明显降低(约 55% )可能是

AD 的病理机制之一[7];外源性地给予生理浓度的

H2S 可显著减轻次氯酸[8]、ONOO - [9] 和谷氨酸[10]

介导的对神经细胞的氧化应激损伤;本室之前的研

究也表明,H2S 对 H2O2 诱导的 PC12 细胞的损伤具

有保护作用[11]。
H2S 对 MPP + 诱导 PC12 细胞的氧化应激损伤

是否具有保护作用? 本研究结果显示,H2S 可以明

显降低 MPP + 对 PC12 细胞的生长抑制率 ( P <
0郾 05),减少 MPP + 诱导的 PC12 细胞 LDH 的漏出(P
< 0. 01),表明 H2S 对 MPP + 损伤 PC12 细胞具有保

护作用。 同时,本实验结果显示,H2S 处理后,细胞

上清液中 MDA 含量显著降低(P < 0. 01),细胞内

ROS 水平显著降低 ( P < 0. 01),表明 H2S 抑制

MPP + 损伤 PC12 细胞的作用在于其对抗 MPP + 的氧

化应激损伤效应。 上述结果表明,H2S 对 MPP + 诱

导 PC12 细胞的氧化应激损伤具有保护作用。
(下转第 17 页)
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NF鄄资B / p65 的核移位及核因子 资B 与靶基因启动子

区 DNA 的结合活性。 结果发现 50 mg / L ox鄄LDL 作

用于 RAW264. 7 巨噬细胞 2 h 后,细胞核 NF鄄资B /
p65 蛋白水平显著增加;并且 NF鄄资B / p65 蛋白与

DNA 的结合活性增强,这说明 ox鄄LDL 通过激活 NF鄄
资B 增强了 TNF鄄琢 的合成与释放;而与 50 mg / L ox鄄
LDL 单独处理细胞 2 h 相比较,MT 能够减少细胞核

NF鄄资B / p65 的蛋白水平并降低 NF鄄资B 与靶基因启

动子区 DNA 的结合活性,且这种作用呈剂量依赖

性。 因此,本研究结果说明 MT 可通过调节 NF鄄资B
的活性减少 ox鄄LDL 诱发的 TNF鄄琢 释放。

参考文献:
[1] 摇 Li AC,Glass CK. The macrophage foam cell as a target for thera鄄

peutic intervention[J] . Nat Med,2002,8(11):1235鄄1242.
[2] 摇 Mayo JC,Sainz RM,Tan DX,et al. Anti鄄inflammatory actions of me鄄

latonin and its metabolites,N1鄄acetyl鄄N2鄄formyl鄄5鄄methoxykynura鄄
mine (AFMK) and N1鄄acetyl鄄5鄄methoxykynuramine ( AMK), in
macrophages[J] . J Neuroimmunol,2005,165(1鄄2):139鄄149.

[3] 摇 Rezzani R,Porteri E,De Ciuceis C,et al. Effects of melatonin and

pycnogenol on small artery structure and function in spontaneously
hypertensive rats[J] . Hypertension,2010,55(6):1373鄄1380.

[4] 摇 Tamura EK,Cecon E,Monteiro AW,et al. Melatonin inhibits LPS鄄
induced NO production in rat endothelial cells[ J] . J Pineal Res,
2009,46(3):268鄄274.

[5] 摇 De Boer OJ,Van Der Wal AC,Becker AE. Atherosclerosis,inflam鄄
mation,and infection[J] . J Pathol,2000,190(3):237鄄243.

[6] 摇 Hansson GK. Immune mechanisms in atherosclerosis[ J] . Arterio鄄
scler Thromb Vasc Biol,2001,21(12):1876鄄1890.

[7] 摇 Monaco C,Andreakos E,Kiriakidis S,et al. Canonical pathway of
nuclear factor kappa B activation selectively regulates proinflamma鄄
tory and prothrombotic responses in human atherosclerosis [ J] .
Proc Natl Acad Sci USA,2004,101(15):5634鄄5639.

[8] 摇 Nava F,Calapai G,Facciola G,et al. Melatonin effects on inhibi鄄
tion of thirst and fever induced by lipopolysaccharide in rat[ J] .
Eur J Pharmacol,1997,331(2鄄3):267鄄274.

[9] 摇 Sacco S,Aquilini L,Ghezzi P,et al. Mechanism of the inhibitory
effect of melatonin on tumor necrosis factor production in vivo and
in vitro[J] . Eur J Pharmacol,1998,343(2鄄3):249鄄255.

[10] 摇 Richmond A. Nf鄄kappa B, chemokine gene transcription and
tumour growth[J] . Nat Rev Immunol,2002,2(9):664鄄674.

(此文编辑摇 朱雯霞

詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭詭

)

摇 摇 (上接第 9 页)
这些实验结果在某种意义上可能为 PD 的治疗

提供新的发展方向,但由于 PD 的病因及发病机制

尚还不十分清楚,而本文只是对 H2S 抗氧化损伤作

用做了初步研究,对 H2S 抗氧化作用的靶点还有待

进一步深入研究。 另外,还要进一步探讨在整体水

平如何增加脑内内源性 H2S 的含量,为 PD 的治疗

提供重要的科学依据。
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