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摘要：目的 研究3⁃巯基丙酮酸硫转移酶（3⁃mercaptopyruvate sulfurtransferase，3⁃MST）产生的硫化氢（hydrogen sulfide，H2S）在

大鼠脑血管张力和血管内皮细胞缺氧损伤中的作用。方法 将大鼠脑基底动脉血管按随机数字表法分为Krebs Henseleit缓
冲液对照组、3MP组、ASP组、SIN⁃1组、ASP＋SIN⁃1组、3MP＋SIN⁃1组。通过微血管张力仪来测量大鼠脑基底动脉血管的张

力，收集张力仪浴槽中的灌注液并测定灌注液中硫化氢含量。原代培养大鼠脑血管内皮细胞，将细胞按随机数字表法分为对

照组、模型组、3MP组、ASP组、SIN⁃1组、3MP＋SIN⁃1组。除对照组外，其他5组建造急性缺氧4 h模型，用药组分别给予相应的

药物预处理。然后测定缺氧损伤后内皮细胞活力，上清液中乳酸脱氢酶（LDH）含量，以及活性氧的含量。结果 3⁃MST底物

硫基丙酮酸二水合物（3⁃mercaptopyruvate，3MP）和 3⁃MST激动剂 5⁃氨基⁃3⁃（4⁃吗啉基）⁃1，2，3⁃恶二唑鎓盐酸盐（3⁃morpholino
sydnonimine hydrochloride，SIN⁃1）能够舒张血栓素 A2 受体激动剂 U46619预收缩的大鼠脑基底动脉，最大收缩率为（94.67 ±
3.99）%；与单独使用SIN⁃1相比，3⁃MST抑制剂天门冬氨酸（L⁃aspartic acid，ASP）能够减弱SIN⁃1舒张血管的作用，而3MP能增

强 SIN⁃1的血管舒张作用。同时，3MP和 SIN⁃1可以增加血管灌注液中的硫化氢的含量（90.09 ± 5.36）μmol，而ASP可以减少

SIN⁃1增加的硫化氢。与急性缺氧组相比，3⁃MST抑制剂ASP能够进一步降低细胞活力，升高LDH活性；而3⁃MST激动剂SIN⁃1
和底物3MP能够改善细胞损伤，提高细胞活力，降低LDH活性（112.63±8.08）U/L，降低活性氧。结论 3⁃MST产生的硫化氢可

介导脑血管舒张，保护脑血管内皮细胞。

关键词：缺氧缺血，脑； 3⁃巯基丙酮酸硫转移酶； 基底动脉； 硫化氢； 内皮细胞； 大鼠

Role of H2S produced by 3⁃mercaptopyruvate sulfurtransferase
in cerebral vascular tone and cerebral vascular endothelial

cell hypoxia injury
LI Meng，LI Yanan，LIU Xin，WANG Xiangyi，GUO Yan，CHEN Zhiwu

Author Affiliation：Departments of Pharmacology and Physiology，Anhui Medical University，

Hefei，Anhui 230000，China

Abstract：Objective To investigate the role of hydrogen sulfide（H2S）produced by 3 ⁃mercaptopyruvate sulfurtransferase（3 ⁃
MST）in cerebral vascular tone and hypoxia injury in rats.Methods The cerebral basilar artery of SD rats was randomly assigned
into Krebs Henseleit buffer control group，3MP group，ASP group，SIN⁃1 group，ASP+SIN⁃1 group and 3MP+SIN⁃1 group.The chang⁃
es of vasomotor tension in the blood vessels were detect by microvascular tonometry，the perfusate in the tension meter bath were
collected and the H2S content in the perfusate was determined.The cerebral vascular endothelial cells of rats were cultured in prima⁃
ry culture，and the cells were randomly assigned into control group，model group，3MP group，ASP group，SIN⁃1 group and 3MP+SIN
⁃1 group.In addition to the control group，the other 5 groups were constructed with an acute hypoxia injury model with 4 h，and the
drug groups were pretreated with the corresponding drugs.The survival rate of endothelial cells after hypoxia injury，the content of
lactate dehydrogenase（LDH）in the supernatant and the content of reactive oxygen species were determined.Results 3⁃MST sub⁃
strate thiopyruvate（3MP）and 3⁃MST agonism 5⁃Amino⁃3⁃（4⁃morpholinyl）⁃1，2，3⁃oxadiazolidine hydrochloride（SIN⁃1）are capa⁃
ble of relaxing U46619 pre⁃contracted rat cerebral basilar artery and the maximum shrinkage rate is（94.67 ± 3.99）%.Compared with
SIN⁃1 alone，3⁃MST inhibitor aspartate（L⁃aspartic acid，ASP）can inhibit the vasodilation of SIN⁃1，while 3MP can promote the va⁃
sodilation of SIN⁃1.At the same time，3MP and SIN⁃1 can increase the content of H2S（90.09 ± 5.36）μmol in vascular perfusate，
while ASP can reduce the increased H2S of SIN⁃1.Compared with the acute hypoxia group，3⁃MST inhibitor（ASP）can further re⁃
duce cell viability and increase lactate dehydrogenase activity；while 3⁃MST agonist SIN⁃1 and substrate 3MP can improve cell dam⁃

··2342



安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2019 Dec，23（12）

age and increase cells，reduce lactate dehydrogenase activity（112.63 ± 8.08）U/L，and reduce reactive oxygen species.Conclusion
H2S produced by 3⁃MST can mediate cerebral vasodilation and protect brain vascular endothelial cells from hypoxia injury.
Key words：Hypoxia⁃ischemia，brain； 3⁃mercaptopyruvate sulfurtransferase； Basilar artery； Hydrogen sulfide； Endothelial
cells； Rats

缺血性脑血管疾病是一种普遍的临床疾病，而

且，目前对于全球，都是一个重要的公共卫生问题，

可是它发病的病理、生理机制还不是很清楚。因

此，对于医学界，如果能够明确缺血性脑损伤的机

制是非常有价值的［1］。内源性硫化氢（hydrogen sul⁃
fide，H2S）是由血管内皮细胞产生和释放，并且参与

脑血管疾病的过程。内源性硫化氢主要由胱硫醚⁃β
⁃合成酶（l⁃cystathionine⁃β⁃synthetase，CBS）和胱硫醚

⁃γ⁃裂解酶（L⁃cystathionine⁃γ⁃lyase，CSE）催化半胱氨

酸（l⁃cysteine，L⁃Cys）生成［2］。线粒体酶 3⁃巯基丙酮

酸硫转移酶（3⁃mercaptopyruvate sulfurtransferase，3⁃
MST）是在各种细胞和组织中新发现的内源性硫化

氢来源之一［3］。据报道，3⁃MST主要存在于线粒体

中，可催化线粒体中硫化氢的生成［4］，有研究表明外

源性硫化氢供体硫氢化钠对线粒体有明显的保护

作用，可减少线粒体的损伤［5］。还有研究表明低浓

度的硫化氢以及内源性线粒体内产生的硫化氢有

利于哺乳动物细胞中线粒体电子运输和 ATP 生

成［6］。因此，硫化氢可能也是保护线粒体免于损伤

的一个重要的因素。鉴于硫化氢是参与缺血性脑

损伤的重要因子，而目前文献资料对细胞质中CSE
或CBS 产生的硫化氢研究较多，但对线粒体中

3⁃MST生成的硫化氢研究较少，而后者也有大量的

硫化氢生成，因此本研究于 2017年 10月至 2018年

12月探讨内源性硫化氢来源之一——3⁃MST产生的

硫化氢对血管张力的影响以及对缺氧损伤的血管

内皮细胞是否具有保护作用。

1 材料与方法

1.1 材料 血栓素A2受体激动剂U46619（美国Sigma
公司，批号 0481065）；硫基丙酮酸二水合物（3⁃mer⁃
captopyruvate，3MP）（美国 Sigma公司，批号 90374）；

天门冬氨酸（L⁃aspartic acid，ASP）（北京 Solarbio公
司，批号 506B041）；5⁃氨基⁃3⁃（4⁃吗啉基）⁃1，2，3⁃恶
二唑鎓盐酸盐（SIN⁃1）（阿拉丁，批号C1828094）；乙

酰 胆 碱（acetylcholine）（源 叶 生 物 公 司 ，批 号

M20A9K68269）；3⁃（4，5⁃二甲基噻唑⁃2）⁃2，5⁃二苯基

四氮唑溴盐（MTT）（西陇化工厂）；H2DCFH⁃DA检测

试剂盒（碧云天公司）；Krebs Henseleit缓冲液（分别

含氯化钠 119 mmol/L，氯化钙 2.5 mmol/L，氯化钾

4.7 mmol/L，碳酸氢钠 15 mmol/L，硫酸镁 1.17 mmol/

L，磷酸二氢钾1.18 mmol/L，葡萄糖 5.5 mmol/L，调节

PH至7.4）。
1.2 方法

1.2.1 血管环的制备和内皮完整性的检测［7］ SD
大鼠 60只，雌雄各半，7~8周龄，200~220 g，购于安

徽医科大学实验动物中心，医学实验动物合格证号

与使用许可证号均为 SCXK（皖）2017⁃001。本研究

符合一般动物实验伦理学原则。称重，记录水合氯

醛剂量（10%，0.3 mL/100 g）；腹腔注射，麻醉；麻醉

后，取脑，放置于4 ℃的Krebs Henseleit缓冲液中，该

液通入95%氧气和5%二氧化碳；显微镜下，分离基

底动脉，再制成3 mm的血管环，并且把血管固定在

张力传感器的浴槽内；浴槽中有盛有 5 mL Krebs
Henseleit缓冲液（PH为 7.4），37 ℃恒温并且持续不

断的通入95%氧气和5%二氧化碳的混合气体。张

力仪调零平衡后，再次调整，给予血管环预负荷张

力 2 mN，待血管稳定，用 100 nmol/L的U46619收缩血

管环 10 min，再用 10 nmol/L乙酰胆碱舒张血管，检

测内皮完整。如果血管舒张率高于 80%，那么，认

为内皮完整；如果血管舒张率低于 20%，即认为去

除内皮。

1.2.2 观察 3⁃MST 底物 3MP 和抑制剂 ASP 对 U46619
预收缩的血管环的影响 将内皮完整的 SD大鼠脑

基底动脉血管按随机数字表法分为：Krebs Henseleit
缓冲液对照组、3MP组、ASP组、SIN⁃1组、ASP＋SIN⁃
1组及3MP＋SIN⁃1组，共6组。血管平衡后，用10-7

mol/L U46619收缩血管稳定后，观察 3MP和ASP在 1×
10-5.5~1×10-3 mol/L范围内和SIN⁃1在1×10-7~1×10-3.5

mol/L 范围内对血管的舒张作用。以加入 1×10-7

mol/L U46619诱发的收缩张力为100%，按照下列各式

计算 ASP 等的血管舒张百分率。舒张百分率＝

（U46619 诱导的收缩张力－加 ASP 等后收缩张力）/
U46619诱导的收缩张力×100%。再制备一批去内皮血

管环，检测 SIN⁃1对U46619预收缩的去内皮血管环的

影响。

1.2.3 血管内腔灌注液中硫化氢含量的测定 各

组血管实验结束，收集灌注液。取 0.1 mL灌注液，

根据试剂盒说明操作，按顺序加入各个试剂（蒸馏

水、醋酸锌、硫酸铁铵等），室温静置20 min后，波长

调为 665 nm，用紫外分光光度计检测，记录各组的
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吸光度值（A665）。用硫氢化钠制备硫化氢标准曲

线，计算各组硫化氢的含量。

1.2.4 原代培养大鼠脑血管内皮细胞 取大鼠 6
只，麻醉，用 75%乙醇消毒 2 min。将大鼠放在无菌

操作台上，注射用 0.9%氯化钠溶液进行心脏灌流，

无菌状态下断头取脑，置于显微镜下小心剥离脑血

管，用无菌磷酸缓冲盐溶液（PBS）涮洗 2遍，将血管

转移至预先加有胶原酶Ⅱ（工作浓度为2 mg/mL）的

EP管中，用眼科剪将脑血管反复剪碎后，37 ℃消化

30 min，消化后离心，保留沉淀。给予培养液培养；

1~3 h后换液，目的是把悬浮的细胞和组织碎块去

除，之后根据细胞状态，3~5 d再次换液。等到 80%
细胞融合，传代，进行实验。

1.2.5 实验分组以及内皮细胞缺氧损伤模型的建

立 将铺满单层且生长状态良好的内皮细胞按随

机数字表法分为6组，对照组，模型组，3MP组，ASP
组，SIN⁃1组，3MP＋SIN⁃1组；除对照组以外，其他5
组进行缺氧处理，即将细胞置于 37 ℃，95%氮气、

5%二氧化碳的厌氧室中，厌氧室中的氧气浓度用

氧传感器监测且维持在低于1%，急性缺氧4 h。
1.2.6 ASP、3MP 及 SIN⁃1 对内皮细胞活力的影响

按照“1.2.5”分组，检测细胞生存率。缺氧4 h后，每

孔加入20 μL MTT（5 mg/mL），于37 ℃，5%二氧化碳

避光孵育4 h，吸弃上清液，加入150 μL二甲基亚砜

（DMSO），震摇10 min。于490 nm波长，用酶标仪检

测吸光度，重复3次。

1.2.7 3⁃MST活性对内皮细胞培养上清中乳酸脱氢

酶（LDH）的影响 将细胞按照“1.2.5”分组，缺氧后，

收集培养液上清，测定LDH水平。LDH含量用二硝

基苯肼法测定，反应完成后，溶液显红棕色，按照朗

伯比尔定律（Lambert⁃Beer law），可比色得到酶活力。

1.2.8 3 ⁃MST 对内皮细胞活性氧的影响 采用

H2DCFH⁃DA荧光探针，检测细胞内活性氧，细胞种

板后，细胞生长至70%时用无血清的DMEM饥饿24
h，处于同一生长周期后，按照“1.2.5”分组给药，缺氧

4 h，加入H2DCFH⁃DA荧光探针后，37 ℃避光孵育

30 min后，荧光显微镜下观察细胞内活性氧情况。

1.3 统计学方法 采用Graphpad 6软件对实验数

据进行分析，所有数据均以 x̄ ± s表示。两组间比较

采用成组 t检验；多组之间比较用单因素方差分析

（one⁃way ANOVA），组间两两比较用 SNK法。P＜

0.05时，认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ASP、3MP对 U46619预收缩的血管环的影响

如表 1 所示，与对照组相比，3⁃MST 抑制剂 ASP 对

U46619预收缩的血管环差异无统计学意义（P＞0.05）；
3⁃MST底物 3MP（1×10-5.5~1×10-3mol/L）可使U46619预

收缩的血管环舒张，最大效应（Emax）为（25.36 ±
0.81）%。与对照组相比，差异有统计学意义（P＜

0.05）。
表1 梯度浓度的ASP、3MP对血管张力的影响（n＝6）

浓度

（lgM）
-5.5
-5
-4.5
-4
-3.5
-3

舒张率/（%，x̄ ± s）
对照组

5.95±3.62
6.42±1.81
5.89±1.64

11.32±1.24
10.47±2.66
8.55±2.52

ASP组
2.39±2.95
6.44±4.65
7.25±3.55

11.42±2.62
13.92±4.21
13.68±4.93

3MP组
12.06±2.47a

22.19±3.15a

22.21±1.61a

25.36±0.81a

23.49±4.67a

22.97±3.20a

F值

15.423
13.291
23.703
19.042
2.425
5.111

P值

0.002
＜0.001
＜0.001

0.001
＜0.001

0.020
注：ASP为天门冬氨酸，3MP为硫基丙酮酸二水合物。与对照

组相比较，aP＜0.05
2.2 SIN⁃1对U46619预收缩内皮完整和去内皮血管

环的影响 如表 2 所示，3⁃MST 激动剂 SIN⁃1（1×
10-4.5~1×10-3.5 mol/L）能够舒张大鼠脑基底动脉环（P＜

0.05），并且具有浓度依赖性，其引起 50%最大效应

浓度（EC50）为（10-4.63 ± 100.058）mol/L，Emax 为（94.67 ±
3.99）%；与内皮完整动脉环（+Endo）相比，SIN⁃1在

1×10⁃4.5，1×10-4 mol/L浓度下，去内皮动脉环（-Endo）
对 SIN⁃1的敏感度降低，但与对照组比较依然差异

有统计学意义（P＜0.05），EC50为（10-4.073 ±100.059）mol/
L，Emax为（102.50 ± 5.51）%，甚至超过在内皮完整动

脉环上的Emax。

表2 梯度浓度的SIN⁃1对内皮完整/去内皮血管环的

影响（n＝6）
浓度

（lgM）
-7
-6.5
-6
-5.5
-5
-4.5
-4
-3.5
F值

P值

舒张率/（%，x̄ ± s）
对照

（+Endo）组
3.58±0.48
6.12±1.45
7.65±3.60
8.38±3.91
13.27±2.82
15.36±3.40
14.82±5.11
14.58±5.51

1.691
0.139

对照

（-Endo）组
5.38±1.76
9.61±2.47
6.25±3.40
7.92±2.94
9.89±4.01
8.05±2.30
10.20±2.96
16.83±3.03

1.426
0.222

SIN⁃1
（+Endo）组
1.23±1.22
3.40±2.72
4.20±1.98
9.61±3.21
15.66±3.99
57.11±5.68a

79.87±7.42a

94.67±3.99a

50.487
＜0.001

SIN⁃1
（-Endo）组
8.22±2.23
10.40±3.50
6.68±3.18
11.35±2.94
12.63±4.04
28.41±4.89bc

46.16±8.94bc

102.50±5.51b

45.354
＜0.001

注：SIN⁃1为5⁃氨基⁃3⁃（4⁃吗啉基）⁃1，2，3⁃恶二唑鎓盐酸盐，+Endo
示内皮完整动脉环，⁃Endo示去内皮动脉环。与对照（+Endo）组相比

较，aP＜0.05；与对照（⁃Endo）组相比较，bP＜0.05；与 SIN⁃1（+Endo）
组相比较，cP＜0.05
2.3 ASP、3MP对 SIN⁃1舒张血管的影响 如表 3
所示，SIN⁃1 的 EC50 为（10-4.63 ± 100.058）mol/L，Emax 为
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（99.49 ± 6.46）%。与单用 SIN⁃1组比较，ASP+SIN⁃1
组能够减弱SIN⁃1舒张血管作用，EC50升高至（10-3.886±
100.622）mol/L，Emax为（95.56 ± 9.62）%，差异有统计学

意义（P＜0.05）；而 3MP+SIN⁃1组能够增强 SIN⁃1舒

张血管的作用，EC50降至（10-5.586 ± 100.1003）mol/L，Emax
为（111.49±9.62）%，差异有统计学意义（P＜0.05）。

表3 ASP、3MP对SIN⁃1舒张血管的影响（n＝6）
浓度

（lgM）
-7
-6.5
-6
-5.5
-5
-4.5
-4
-3.5

舒张率/（%，x̄ ± s）
SIN⁃1组
3.58±2.22
7.65±2.72

14.32±3.98
28.71±3.21
39.36±3.99
57.11±5.68
79.87±7.42
99.49±6.46

ASP+SIN⁃1组
3.39±2.84
6.25±3.30

11.69±3.50a

18.77±6.54
31.25±8.35
40.10±3.72a

71.71±4.43
95.56±9.62

3MP+SIN⁃1组
7.71±3.97
9.29±4.26

20.66±6.05ab

30.66±9.65ab

58.89±8.32ab

97.13±9.50ab

105.13±14.18ab

111.49±9.62a

F值

3.730
1.143
5.915
5.00

23.46
113.16

8.287
5.46

P值

0.051
0.344
0.013
0.021

＜0.001
＜0.001

0.003
0.016

注：ASP为天门冬氨酸，3MP为硫基丙酮酸二水合物，SIN⁃1为5⁃
氨基⁃3⁃（4⁃吗啉基）⁃1，2，3⁃恶二唑鎓盐酸盐。与SIN⁃1组相比较，aP＜

0.05；与ASP+SIN⁃1组相比较，bP＜0.05
2.4 3MP、SIN⁃1及ASP等对血管内腔灌注液中硫

化氢含量的影响 结果如图 1，大鼠基底动脉在用

U46619收缩后（对照组）就有（40.87 ± 4.83）μmol硫化

氢的产生，与对照组比较，3MP（1×10-5mol/L）组硫化

氢的含量（51.19±2.45）μmol增加，差异有统计学意

义（P＜0.01），SIN⁃1（1×10⁃3.5mol/L）组硫化氢的含量

（80.39 ± 3.09）μmol 增加（P＜0.01），而单独用 ASP
（1×10⁃3mol/L）组硫化氢的含量（36.77 ± 1.88）μmol
没有影响（P＞0.05）。与单用 SIN⁃1组比较，ASP＋
SIN⁃1 组硫化氢含量（69.25 ± 2.26）μmol 降低（P＜

0.01），3MP＋SIN ⁃ 1 组硫化氢含量（90.09 ± 5.36）
μmol升高，差异有统计学意义（P＜0.01）。
2.5 3MP、SIN⁃1及ASP对内皮细胞活力的影响

结果如图2所示，与对照组比较，模型组MTT染色可

见细胞活力（56.75 ± 1.59）%降低（P＜0.01）。与模

型组相比，3MP组细胞活力（66.05±3.07）%增加，差

异有统计学意义（P＜0.05），SIN⁃1 组细胞的活力

（66.89±4.46）%也增加（P＜0.05），3MP＋SIN⁃1组更

加提高了细胞活力（75.41 ± 6.81）%，差异有统计学

意义（P＜0.05），而ASP组细胞活力（48.40 ± 3.13）%
下降（P＜0.05）。
2.6 3MP、SIN⁃1及ASP对内皮细胞培养上清液中

LDH的影响 如表 4所示，与对照组比较，模型组

培养液中LDH升高（P＜0.01），表明缺氧所致血管内

皮细胞损伤引起LDH漏出增多；与模型组相比，单

独使用 3MP和 SIN⁃1，能使内皮细胞上清液中 LDH

下降（P＜0.01）；3MP＋SIN⁃1组，LDH水平下降（P＜

0.01）；使用ASP，上清液中LDH有所升高（P＜0.01）。
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注：ASP为天门冬氨酸，3MP为硫基丙酮酸二水合物，SIN⁃1为5⁃
氨基⁃3⁃（4⁃吗啉基）⁃1，2，3⁃恶二唑鎓盐酸盐。与对照组比较，aP＜

0.01；与SIN⁃1组比较，bP＜0.01
图1 ASP、3MP及SIN⁃1对灌注液中硫化氢含量的影响
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注：ASP为天门冬氨酸，3MP为硫基丙酮酸二水合物，SIN⁃1为5⁃
氨基⁃3⁃（4⁃吗啉基）⁃1，2，3⁃恶二唑鎓盐酸盐。整体方差分析 F＝
73.28，P＜0.001。与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.05

图2 MP、SIN⁃1及ASP对内皮细胞活力的影响

表4 各组细胞培养液中LDH含量比较

组别

对照组

模型组

3MP组
ASP组
SIN⁃1组
3MP+SIN⁃1组
F值

P值

处理试剂浓度/（μmol/L）

50
100
10

50+10

LDH/(U/L，x̄ ± s)
43.93±3.99

174.24±2.44a

137.96±6.40b

198.02±9.85b

136.17±9.56b

112.63±8.08b

253.2
<0.001

注：LDH为乳酸脱氢酶，ASP为天门冬氨酸，3MP为硫基丙酮酸

二水合物，SIN⁃1为 5⁃氨基⁃3⁃（4⁃吗啉基）⁃1，2，3⁃恶二唑鎓盐酸盐。

与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01
2.7 3MP、SIN⁃1及ASP对细胞内活性氧含量的影

响 如图3所示，与对照组相比，模型组活性氧水平
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注：3MP为硫基丙酮酸二水合物，ASP为天门冬氨酸，SIN⁃1为5⁃氨基⁃3⁃（4⁃吗啉基）⁃1，2，3⁃恶二唑鎓盐酸盐。整

体方差分析F＝20.79，P＜0.001。与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.05
图3 3MP、SIN⁃1及ASP对细胞内活性氧的影响（H2DCFH⁃DA荧光探针×200）（n＝3）：A为对照组，B为模型组，C为3MP
组，D为ASP组，E为SIN⁃1组，F为3MP+SIN⁃1组,G为量化图

（487.5 ± 19.48）%明显升高（F＝21.54，P＜0.01）；与

模型组比较，SIN⁃1组活性氧水平（310.18±42.80）%
降低（P＜0.05），3MP＋SIN⁃1组活性氧水平（300.18±
40.01）% 降 低（P＜0.05）；但 是 3MP 组（390.30 ±
92.72）%和ASP组（520.87 ± 14.82）%对活性氧水平

影响小，差异无统计学意义（P＞0.05）。
3 讨论

脑血管疾病是致死的重要原因之一［7］。对于脑

缺血疾病，脑血管的自我调节对于保护大脑是具有

重要意义的［8］。有研究表明，外源性新型硫化氢供

体GYY4137能够减轻大鼠肾缺血损伤［9］。近年来，

证实了硫化氢是一种重要的内源性的气体［9］，并具

有广泛的生理功能，如硫化氢参与调解血管舒张与

收缩［10⁃12］、细胞的增殖和凋亡、脑保护等［13］。而在冠

状动脉中，3⁃MST依赖 3⁃MP产生内源性的硫化氢，

进一步支持了 3⁃MST 是硫化氢的重要来源的观

点［14］。而且，据报道，3⁃MST在血管内皮细胞［15］，星

形胶质细胞［16］和神经元［17］等都有表达。

在此基础上，本研究通过运用 3⁃MST的抑制剂

ASP，底物3MP和激动剂SIN⁃1探讨3⁃MST生成的硫

化氢对血管舒张是否有作用以及能否保护脑血管

内皮细胞，结果提示对于血管舒缩来说，3⁃MST底物

3MP能够促进血管舒张，3⁃MST激动剂SIN⁃1对大鼠

基底动脉有浓度依赖性的舒张作用，而ASP虽然有

引起血管收缩的趋向，可是差异无统计学意义；ASP
能够减弱SIN⁃1舒血管作用，3MP能够增强SIN⁃1舒

血管作用。血管环灌注液中硫化氢含量同样表明，

3MP和 SIN⁃1能够增加硫化氢的生成量，并且 3MP
和 SIN⁃1有协同作用，而ASP能够抑制 SIN⁃1的作

用，这与上述血管舒张作用的结果是一致的，进一

步说明了3⁃MST生成的硫化氢参与了舒张脑基底动

脉血管作用。

本研究进一步发现，SIN⁃1对内皮完整血管的

舒张效应胜过去内皮血管，提示 3⁃MST产生的硫化

氢介导的舒血管作用有内皮依赖性机制的参与，也

就是说，内皮细胞可以通过 3⁃MST来产生释放硫化

氢，舒张大鼠脑血管。因此，我们检测了3⁃MST的活

性对内皮细胞的影响。内皮细胞缺氧损伤后，通过

测定细胞活性、LDH漏出和活性氧的含量来反应细

胞损伤程度。结果提示，3⁃MST的活性能够明显影

响到内皮细胞的活力，加入 ASP 能够降低细胞活

力，而使用 3MP，SIN⁃1 能够增加细胞活力，减少

LDH漏出，减少细胞中活性氧的水平，保护线粒体。

结果表明，3⁃MST产生的硫化氢对于缺氧的内皮细

胞具有保护作用。

综上所述，3⁃MST可催化硫化氢的生成，对脑基

底动脉有舒张作用而且能够保护缺氧损伤的脑血

管内皮细胞。
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限制性片段长度多态性聚合酶链反应法检测人细胞色素
氧化酶 2D6药物代谢相关基因位点多态性

夏清荣，单锋，徐亚运，梁俊，曹银，柳杨，闫春宇

作者单位：合肥市第四人民医院药剂科、安徽省精神卫生中心精神药理研究室，安徽 合肥 230022

摘要：目的 建立测定人细胞色素氧化酶2D6（CYP2D6）基因多态性的限制性片段长度多态性聚合酶链反应（polymerase chain
reaction⁃restriction fragment length polymorphism，PCR⁃RFLP）检测方法。方法 通过增加PCR扩增体系中DNA模板上样体积、

降低引物浓度以及减少限制性内切酶的用量等方法改进、优化实验条件，建立以PCR⁃RFLP法为基础的肝药酶CYP2D6基因型

检测方法。结果 采用PCR⁃RFLP法能够检测CYP2D6∗2、CYP2D6∗10和CYP2D6∗14基因型，且过程简便，经济实用。结论

该方法检测CYP2D6药物代谢相关基因位点基因型具有简便、高效、准确和经济的特点，可在临床及实验室推广使用。

关键词：细胞色素P450 CYP2D6； 多态性，限制性片段长度； 扩增片段长度多态性分析； 基因检测

Detection of CYP2D6 drug metabolism related locus
polymorphism by PCR⁃RFLP

XIA Qingrong，SHAN Feng，XU Yayun，LIANG Jun，CAO Yin，LIU Yang，YAN Chunyu
Author Affiliation：Department of Pharmacy，Hefei Fourth People’s Hospital，Mental Pharmacology of

Anhui Mental Health Center，Hefei，Anhui 230022，China

Abstract：Objective To establish a method for the determination of human cytochrome P450 2D6（CYP2D6）gene polymorphism
by polymerase chain reaction⁃restriction fragment length polymorphism（PCR⁃RFLP）.Methods The experimental conditions were
improved and optimized by increasing the sample size of DNA template，reducing the primer concentration and the amount of re⁃
striction endonuclease in PCR amplification system.The method for detecting the CYP2D6 genotype of liver drug enzyme based on
PCR⁃RFLP method was established.Results The CYP2D6∗2，CYP2D6∗10 and CYP2D6∗14 genotypes could be detected by PCR⁃
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