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ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠ＣＢＳ过表达对Ａβ代谢及认知功能的影响
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　　［摘要］　目的　探讨ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠胱硫醚β合酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）过表达
对Ａβ代谢及认知功能的影响。方法　向ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠脑组织内注射慢病毒构建ＣＢＳ过表达模
型，以空载病毒作阴性对照。４周后行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测各组小鼠认知功能，敏感硫电极、免疫组化测
定海马组织Ｈ２Ｓ、ＣＢＳ、Ａβ１－４２含量。结果　①过表达 ＣＢＳ组小鼠脑组织内 Ｈ２Ｓ含量显著增加（Ｐ＜
００５）；②过表达ＣＢＳ组小鼠逃避潜伏期缩短（Ｐ＜０．０５），穿越平台次数增加（Ｐ＜０．０５）；③过表达ＣＢＳ
组小鼠脑组织内Ａβ１－４２含量明显降低（Ｐ＜０．０１），所形成老年斑的数量和大小明显减少。结论　增加
ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠脑组织内ＣＢＳ表达含量可减少Ａβ１－４２生成并改善小鼠认知功能。
　　［关键词］　 阿尔茨海默病；硫化氢；胱硫醚β合酶；β淀粉样蛋白；认知功能损害
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　　阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）作为痴
呆最常见的原因，主要临床表现为持续进行性认知功

能障碍；特征性病理改变为细胞外老年斑 （ｓｅｎｉｌｅ
ｐｌａｑｕｅｓ，ＳＰ）沉积、细胞内神经原纤维缠结和神经元
丧失等。目前对该病的发病机制尚不完全清楚。β淀
粉样蛋白 （ａｍｙｌｏｉｄｂｅｔａｐｅｐｔｉｄｅ，Ａβ）级联代谢学说认
为，脑内Ａβ过度形成和老年斑沉积启动了ＡＤ的发病
过程并起关键作用［１］，因此减少不溶性 Ａβ的产生成
为研究和治疗ＡＤ的靶点。
　　既往研究发现，内源性硫化氢 （ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ，
Ｈ２Ｓ）降低可能通过多种途径参与 ＡＤ的发生、发展，
补充外源性 Ｈ２Ｓ可以改善痴呆小鼠认知功能

［２］。本

课题组近期研究发现，作为中枢神经系统内重要 Ｈ２Ｓ
合成酶的胱硫醚β合酶 （ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＣＢＳ）在９、１２月龄 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠脑组织内表达明显
减少，且与 Ｈ２Ｓ含量降低呈正相关

［３］，但是不明确

ＣＢＳ过表达后 Ｈ２Ｓ含量、Ａβ代谢及小鼠认知功能等
变化。因此，本实验通过建立ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠脑
组织内ＣＢＳ过表达模型，观察内源性Ｈ２Ｓ含量、Ａβ水
平及小鼠认知功能等变化。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　兔抗多克隆ＣＢＳ抗体（ａｂ１３５６２６，Ａｂｃａｍ），兔抗多
克隆 Ａβ１－４２抗体（ｂｓ０１０７Ｒ，北京博奥森），生物素标
记羊抗兔 ＩｇＧ（ＳＡ００００４２，武汉三鹰），免疫组化染色
试剂盒（ＳＰ９００１，中杉金桥），离子计（ＰＸＳＪ２２６，雷
磁），ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（Ｐ００１０，碧云天）；ＣＢＳ
高表达慢病毒颗粒由上海吉凯公司包装合成；小鼠脑

立体定位仪、Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫及分析软件等设备由重庆
医科大学实验室提供。

１．２　动物分组及处理
　　ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠（ＡＰＰｓｗｅ×ＰＳ１Ｅ９）由南
京大学模式动物研究所提供，另取同窝野生型小鼠作

为空白对照。饲养环境宽松，室温及空气湿度恒定，饮

食规律，昼夜节律正常。选用１２月龄鼠，不分雌雄，体
质量２５～３０ｇ，分为３组，每组９只。Ａ组：野生型 ＋
空载病毒组；Ｂ组：转基因型＋空载病毒组；Ｃ组：转基
因＋ＣＢＳ病毒组，注射高效价 ＣＢＳ高表达慢病毒。
４周后即进行水迷宫测试及后续实验。
１．３　慢病毒载体注射
　　６％水合氯醛（０．６ｍＬ／１００ｇ）腹腔麻醉后，将小鼠
固定于脑立体定位仪，头顶部常规备皮、消毒，暴露前

囟部位。按小鼠脑立体定位图谱进行定位，确定前后

囟在同一水平线后，以前囟为零点，将２μＬＣＢＳ过表
达慢病毒或空载病毒以０．５０μＬ／ｍｉｎ的速度注入海马
（ＡＰ２．３，ＭＬ２．０，ＤＶ１．７），留针约 ５ｍｉｎ后缓慢拔
针，缝合消毒，待其苏醒。术后注意保温。

１．４　水迷宫实验
　　实验过程中保持环境安静，空间参照物品位置不
变，以排除外界干扰。整个实验共计６ｄ，分别为连续
５ｄ的定位航行实验和第６天的空间搜索实验。
　　定位航行实验：小鼠每天训练４次，每次从不同象
限入水，每次训练间隔１ｈ。记录小鼠寻找平台所需时
间（逃避潜伏期）。若小鼠没有在９０ｓ内找到平台，按
９０ｓ计算逃避潜伏期。空间搜索实验：第６天撤去平
台，选择离平台最远的象限入水，记录小鼠在９０ｓ内
穿越平台所在位置的次数。

１．５　免疫组织化学染色
　　取海马组织石蜡包埋，冠状位连续切片，按ＳＰ三
步法进行标本染色，检测 ＣＢＳ、Ａβ１－４２。具体步骤按免
疫组化试剂盒说明书进行：将切片放入６０℃恒温烤箱
中６０ｍｉｎ。二甲苯脱蜡，梯度酒精复水；微波法修复抗
原并自然冷却至室温；滴加３％ Ｈ２Ｏ２去离子水，室温
５～１０ｍｉｎ；滴加山羊血清（勿洗），室温１０～１５ｍｉｎ；配
置适当比例稀释后的一抗，４℃孵育过夜（ＣＢＳ１∶１００；
Ａβ１∶１５０）；次日依次加入二抗、辣根酶标记链霉卵白
素工作液，３７℃孵育１０～１５ｍｉｎ。各步骤间用ＰＢＳ溶
液漂洗５ｍｉｎ×５次。最后 ＤＡＢ显色、复染、脱水、透
明、中性树脂封片。染色完毕后，光学显微镜下观察阳

性表达并照相。

１．６　敏感硫电极法
　　敏感硫电极法根据 Ｈ２Ｓ的理化特性，通过检测微

量Ｓ２－浓度，间接换算出组织中内源性 Ｈ２Ｓ的含量。
电极在每次使用之前需在去离子水中活化２ｈ以上；
一个样品测定结束，需再次放入去离子水中以保持活

化状态。

　　称取新鲜剥离的海马组织５０ｍｇ，加入生理盐水
制备成质量分数为１０％的组织匀浆；将组织匀浆加入
锥形反应瓶（瓶底中央有直径１．０ｃｍ，高度０．８ｃｍ的
中央孔），再加入０．５ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ促使组织释放
Ｈ２Ｓ，向中央孔内加入０．５ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ以吸收生
成的Ｈ２Ｓ并转化为Ｓ

２－；迅速封口后置于３７℃水浴摇
床孵育４ｈ；取中央孔液体进行测定，利用标准曲线计
算出Ｓ２－浓度。剩余组织匀浆根据 ＢＣＡ测定蛋白浓
度，组织Ｈ２Ｓ含量以ｎｍｏｌ／ｍｇ表示。
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１．７　ＥＬＩＳＡ检测Ａβ１－４２水平
　　采集新鲜海马组织制备组织匀浆，离心后取上清
液备用。实验前需将试剂平衡至室温。

　　实验严格按照试剂盒说明书进行，具体步骤如下：
将标准品及处理后的待测样品按每孔各５０μＬ依次加
入包被微孔板，再分别加入２５μＬ酶联亲和物，覆膜，
３７℃孵育反应６０ｍｉｎ后充分弃尽孔内液体，用清洗液
冲洗５次，并扣干孔内剩余液体。每孔依序分别加入底
物Ⅰ和Ⅱ各５０μＬ，室温下避光反应１５ｍｉｎ。反应过
后每孔加入终止液５０μＬ，终止反应。在３０ｍｉｎ内使用
酶标仪读取光密度值［Ｄ（４５０）］。在标准曲线图上查找
出每个待测样本对应的浓度范围，结果以ｐｇ／ｍＬ表示。
１．８　统计学处理
　　所有数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件
进行重复测量数据的方差分析及单因素方差分析。

２　结果

２．１　水迷宫行为学检测
２．１．１　定位航行实验　　各组小鼠逃避潜伏期见表
１，在定位航行实验训练中，各组小鼠平均逃避潜伏期
均呈下降趋势。与Ａ组小鼠相比，Ｂ组小鼠潜伏期均
延长（Ｐ＜０．０１）；Ｃ组和 Ｂ组相比，在第１、２、３天，潜
伏期有所降低，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５），第４、
５、６天潜伏期有统计学差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜００１），且
第４天差异更为明显（Ｐ＜０．０１）。
２．１．２　空间搜索实验　　撤去平台后各组小鼠在９０ｓ

内穿越平台次数见表１。与 Ａ组小鼠相比，Ｂ组小鼠
穿越平台次数明显减少（Ｐ＜０．０１）；过表达 ＣＢＳ后，Ｃ
组小鼠穿越平台次数较Ｂ组有所增加（Ｐ＜０．０５）。
２．２　海马组织中ＣＢＳ蛋白表达
　　各组小鼠脑组织中均可见 ＣＢＳ蛋白阳性表达，为
棕黄色颗粒，主要为分布于神经元胞膜上。与 Ａ组相
比，Ｂ组阳性表达数量明显减少，颜色变浅；Ｃ组较 Ｂ
组阳性表达增加，颜色变深（图１）。
２．３　海马组织中Ｈ２Ｓ含量测定
　　经敏感硫电极测定，Ｂ组小鼠海马组织内Ｈ２Ｓ（８６２±

０．７５）ｎｍｏｌ／ｍｇ较Ａ组含量（１４．９４±１．２８）ｎｍｏｌ／ｍｇ明
显降低（Ｐ＜０．０１）；过表达ＣＢＳ后，Ｃ组小鼠海马组织
内Ｈ２Ｓ（１０５２±１．６０）ｎｍｏｌ／ｍｇ较Ｂ组含量有所增加，
且差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　各组小鼠海马组织中 Ａβ１－４２含量及老年斑分布

情况

　　ＥＬＩＳＡ检测各组小鼠海马组织内 Ａβ１－４２含量，发
现与Ａ组（２５６．４２±７３．１０）ｐｇ／ｍＬ相比，Ｂ组含量
（６１０．０６±８２．９４）ｐｇ／ｍＬ明显增多（Ｐ＜０．０１）；过表达
ＣＢＳ后，Ｃ组 Ａβ１－４２含量（４８１．０９±９６．１５）ｐｇ／ｍＬ较
Ｂ组明显减少（Ｐ＜０．０１）。在光镜下观察，Ａβ１－４２沉积
形成的老年斑呈菊花状斑块，周边为退变神经轴突，中

央颜色较深，为淀粉样物质（图２）。在 Ａ组海马组织
中几乎没有看到明显的斑块形成；Ｂ组和 Ｃ组海马中
均可见阳性表达；与Ｂ组相比，Ｃ组淀粉样斑块直径变
小，数量减少。

表１　各组平均逃避潜伏期及穿越平台次数 （ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

逃避潜伏期（ｓ）
组别 穿越平台次数

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天

野生型＋空载病毒组 ４６．３３±８．５２ ４１．４７±５．８１ ３５．６０±６．４３ ２４．３８±４．４５ ２０．８４±４．６１ １７．１５±５．５８ ６．６７±２．５０

转基因型＋空载病毒组 ５６．０２±５．７３ａ ５３．３１±５．５６ａ ４６．５６±６．２０ａ ４１．８３±５．５５ａ ３３．６８±５．４７ａ ３１．５３±５．０４ａ ２．２３±１．５６ａ

转基因型＋ＣＢＳ病毒组 ５３．５６±５．３９ ４９．７６±４．８６ ４３．０５±３．４５ ３４．３９±４．３５ｃ ２８．５６±３．８０ｂ ２５．５０±３．３２ｂ ４．５６±１．８８ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与Ａ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ｂ组比较

!

"

#

Ａ：野生型＋空载病毒组；Ｂ：转基因型＋空载病毒组；Ｃ：转基因型＋ＣＢＳ病毒组
图１　各组海马组织内ＣＢＳ蛋白表达比较　（ＳＰ×４００）
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Ａ：野生型＋空载病毒组；Ｂ：转基因型＋空载病毒组；Ｃ：转基因型＋ＣＢＳ病毒组　↑：示老年斑
图２　各组海马组织内老年斑分布情况 　（ＳＰ×４０）

３　讨论

　　目前，ＡＤ的病因及发病机制尚不清楚，治疗也缺
乏针对性。Ａβ被认为在ＡＤ的发病中起关键作用［４］。

Ａβ由 ＡＰＰ经 β位淀粉样前体蛋白裂解酶１（βｓｉｔｅ
ＡＰＰｃｌｅａｖｉｎｇｅｎｚｙｍｅ１，ＢＡＣＥ１）和 γ分泌酶（γｓｅｃｒｅ
ｔａｓｅ）酶切产生［５］。当 Ａβ在脑内异常沉积时，可引发
炎症、氧化应激、神经元丧失，并引起 Ｔａｕ蛋白异常磷
酸化、轴突损伤、突触丢失最终导致患者失智和失

认［６］。因此，减少 Ａβ的生成可能是治疗 ＡＤ的途径
之一。Ｈ２Ｓ作为第３种内源性气体信号分子，在哺乳动
物体内发挥重要生理作用。体内的Ｈ２Ｓ主要由３种酶
合成，分别是 ＣＢＳ、胱硫醚γ合酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγ
ｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）和 ３巯基丙酮酸硫基转移酶（３ｍｅｒｃａｐｔｏ
ｐｙｒｕｖａｔｅｓｕｌｆｕｒｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，３ＭＳＴ），其中，ＣＢＳ和 ３ＭＳＴ
主要在中枢神经系统表达［７－８］。

　　１９９６年日本学者首次发现 Ｈ２Ｓ在中枢神经系统
内可以选择性地提高 Ｎ甲基Ｄ天门冬氨酸（Ｎｍｅｔｈ
ｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅ，ＮＭＤＡ）受体介导作用并有助于促进海
马长时程增强、参与学习记忆调节［９］；另有报道指出，

与健康成年人相比，ＡＤ患者脑组织中 Ｈ２Ｓ水平明显

降低［１０－１１］。这些研究提示，脑组织中 Ｈ２Ｓ含量减少
可能与ＡＤ发生具有一定的联系。
　　本课题组前期研究发现，ＡＤ患者血浆内 Ｈ２Ｓ含
量较健康人明显降低，且与疾病严重程度呈负相

关［１２］；随后，我们在ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠脑组织中同
样发现Ｈ２Ｓ水平降低的现象，当外源性补充ＮａＨＳ后，
小鼠认知功能可得到一定改善；之后我们进一步研究

发现，ＮａＨＳ可以通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路降低 ＢＡＣＥ１、
ＰＳ１的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平，使 ＡＰＰ的代谢向非淀
粉样物质途径进行转换，从而减少Ａβ产生［３，１３］。

　　既往研究发现，在ＡＤ模型鼠脑组织内Ａβ异常沉

积所诱导的炎症介质释放可以引起 ＣＢＳ的下调并最
终导致Ｈ２Ｓ合成下降

［１４］。本课题组前期实验亦证实，

ＣＢＳ在ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠脑组织内的表达随年龄
的增长逐渐下降，而 Ｈ２Ｓ水平的降低呈现相同趋势。
我们推测，作为中枢神经系统内重要的 Ｈ２Ｓ合成酶，
ＣＢＳ在脑组织中的表达失调影响了 Ｈ２Ｓ合成，最终通
过多种途径参与ＡＤ的发生、发展。
　　为了验证ＣＢＳ对 Ｈ２Ｓ生成及小鼠认知功能的影
响，我们进行了本实验。结果显示，１２月龄 ＡＰＰ／ＰＳ１
双转基因小鼠较同窝野生型小鼠认知功能明显减退，

且脑组织内Ａβ１－４２含量及老年斑沉积明显增多，说明
双转基因鼠能够较好地模拟出 ＡＤ的行为学变化及病
理特征。接着我们检测到双转基因小鼠脑组织内ＣＢＳ
蛋白及Ｈ２Ｓ含量较野生型小鼠降低更为明显，当我们
向双转基因小鼠脑组织注射 ＣＢＳ过表达慢病毒后，
ＣＢＳ蛋白表达数量增加、Ｈ２Ｓ含量也相应增多，与此同
时，脑组织内Ａβ１－４２含量及老年斑沉积显著减少，短期
内小鼠的空间学习与记忆能力也有所改善。因此我们

推测，增加脑组织内ＣＢＳ表达可以通过提高内源性Ｈ２
Ｓ水平最终达到改善小鼠认知功能的目的。
　　目前关于Ｈ２Ｓ与ＡＤ相关性的研究均把 ＮａＨＳ作
为外源性Ｈ２Ｓ供体，尚不能准确还原哺乳动物体内生
理状态。本实验通过慢病毒注射的方法提高内源性

Ｈ２Ｓ含量，更能反映出模型动物体内 ＣＢＳ表达与 Ｈ２Ｓ
含量变化的真实情况，具有较大的参考价值。下一步，

我们将进一步研究针对ＣＢＳ过表达减少Ａβ产生的具
体机制及可能经过的信号通路。
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ａｎｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｎｅｕｒｏｍｏｄｕｌａｔｏｒ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，１９９６，１６

（３）：１０６６－１０７１．

［１０］ＫｉｍｕｒａＹ，ＫｉｍｕｒａＨ．Ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅｐｒｏｔｅｃｔｓｎｅｕｒｏｎｓｆｒｏｍ

ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２００４，１８（１０）：１１６５－

１１６７．

［１１］ＥｔｏＫ，ＡｓａｄａＴ，ＡｒｉｍａＫ，ｅｔａｌ．Ｂｒａｉｎｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅｉｓ

ｓｅｖｅｒｅｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ

ＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００２，２９３（５）：１４８５－１４８８．

［１２］刘祥琴，刘小琦，蒋萍，等．阿尔茨海默病和血管性痴

呆患者血浆硫化氢与同型半胱氨酸水平的变化及意义

［Ｊ］．中华医学杂志，２００８，８８（３２）：２２４６－２２４９．

［１３］ＺｈａｎｇＨ，ＧａｏＹ，ＺｈａｏＦ，ｅｔａｌ．Ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅｒｅｄｕｃｅｓ

ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｂｅｔａｓｉｔｅａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏ

ｔｅｉｎｃｌｅａｖｉｎｇｅｎｚｙｍｅ１ｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｃｈｅｍＩｎｔ，

２０１１，５８（２）：１６９－１７５．

［１４］ＬｅｅＭ，ＳｃｈｗａｂＣ，ＹｕＳ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｐｒｏｄｕｃｅｔｈｅａｎｔｉ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄｎｅｕｒｏｐｒｏｔｃｔｉｖｅａｇｅｎｔｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ［Ｊ］．

ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＡｇｉｎｇ，２００９，３０（１０）：１５２３－１５３４．
（收稿：２０１４１２０７；修回：２０１５０１０８）

（编辑　王小寒）
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