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摘　要：目的：研究硫化氢（hydrogen sulfide, H2S）通过抑制小胶质细胞糖酵解，促进 M1 型小胶质细胞向 M2 型转化，从

而改善帕金森病抑郁的作用机制。方法：将培养的 BV2 小胶质细胞随机分为 4 组：对照组（Sham 组）、脂多糖组（LPS 组）、

LPS+ 硫氢化钠组（NaHS 组）、LPS+ 生理盐水组（NS 组）。选取 60 只 SPF 级大鼠，随机分为对照组（Sham 组）、PD+

皮质酮组（模型组）、PD+ 皮质酮 +NaHS（NaHS 组）、PD+ 皮质酮 +NS（NS 组），每组 5-10 只，其中对照组 15 只，

其余 45 只用于建立帕金森病合并抑郁大鼠模型。NS 组注射生理盐水，NaHS 组注射 NaHS。通过 Western-blot 检测各组

PDC、PDK2 的表达水平，用乳酸试剂盒测定乳酸浓度，采用免疫荧光技术分析 CD68 的表达水平，并利用 RT-qPCR 技

术检测小胶质细胞炎症因子肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）及白细胞介素 -10（IL-10）的

释放情况。动物实验中，通过旷场实验和高架十字迷宫来检测 NaHS 对帕金森病合并抑郁的影响。结果：体外实验结果表明，

与 LPS 组和 NS 组相比，NaHS 组显著降低了 PDK2 的表达，同时提高了 PDC 的表达，并减少乳酸浓度；此外，NaHS 组

的 CD68 平均荧光强度低于 LPS 组和 NS 组，且该组细胞中 iNOS、TNF-α 水平下降，IL-10 水平上升。动物实验结果显示，

与模型组相比，NaHS 组组织中的 iNOS、TNF-α 水平降低，而 IL-10 水平升高。在旷场实验中，NaHS 组小鼠进入中心

区域的次数和停留时间均增加；十字迷宫实验结果表明，NaHS 组小鼠在开放区域的进入次数和停留时间也有所增加。结论：

H2S 通过抑制糖酵解促进小胶质细胞向 M2 型极化，从而缓解帕金森病合并抑郁的症状。

关键词：H2S；小胶质细胞极化；糖代谢重编程；帕金森；抑郁

帕金森病（Parkinson’s Disease, PD）是以黑质多巴胺

能神经元进行性丢失、胞质内 α- 突触核蛋白聚集成路易

小体和小胶质细胞的过度活化为病理特征的神经系统退行

性疾病。由小胶质细胞介导的神经炎症相关细胞信号传导通

路引起中枢突触丢失，从而导致抑郁症 [1]。因此，通过调控

小胶质细胞活化及神经炎症，有望为 PD 合并抑郁提供干预

策略。

Warburg 效应亦称有氧糖酵解，细胞在有氧条件下能够

利用葡萄糖产生丙酮酸，但丙酮酸并不在线粒体内氧化磷酸

化为细胞提供能量，而是在胞质中酵解形成乳酸。当小胶质

细胞受到应激和损伤时，从静息态（M0）被激活为促炎表

型（M1）或抗炎型（M2）。在炎性刺激下，小胶质细胞活

化为 M1 型，其代谢方式由氧化磷酸化向 Warburg 效应转变，

导致细胞死亡。而 M2 型小胶质细胞，代谢方式向氧化磷酸

化转变，IL-10、转化生长因子 -β 等抗炎细胞因子增多，

保护神经元。抑制糖酵解可显著减少 M1 型小胶质细胞的激

活及促炎细胞因子的表达 [2]。因此，通过靶向调控小胶质细

胞引起的神经炎症反应，对于改善 PD 合并抑郁的治疗效果

及患者预后具有重要的临床意义。

H2S 是公认的继 NO、一氧化碳后被发现的第三种气体

信号分子，是有效的抗氧化剂、抗炎剂和抗凋亡剂，具有神

经保护作用。经研究发现，硫化氢可抑制海马 Warburg 效应

对帕金森病大鼠抑郁样行为有调控作用。本研究采用 6- 羟

基多巴胺（6-OHDA）诱导的帕金森病合并抑郁大鼠模型，

硫化氢供体 NaHS 干预后观察其糖酵解、小胶质细胞活化情

况及改善作用，探讨 H2S 通过调节糖代谢抑制炎症来保护

神经元的可能作用机制。
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1 实验材料

1.1 实验用动物

采用 SPF 级 Sprague-Dawley(SD) 雄性大鼠，体重 250-

280g，购自济南朋悦动物繁育公司（中国山东），实验动物

许可证号：SYXK（苏）2022-0050。大鼠在温度（21℃ ±2℃）

和湿度（55%±5%）控制室内饲养，昼夜交替 12 小时（08:00

时开灯光照 12 小时，黑夜 12 小时），可随意摄取食物和水。

实验用细胞：BV2 小胶质细胞购自北京协和医学院细胞资源

中心。

1.2 主要试剂

DMEM 培养皿（Gibco，USA），LPS、NaHS、6-OHDA、

阿扑吗啡（APO）购自美国 Sigma 公司，皮质酮（CORT）

购自上海凛恩科技发展有限公司，WB 一抗稀释液、WB

二抗稀释液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、RIPA 裂解液、

PMSF( 蛋白酶抑制剂 )、SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液、SDS-

PAGE 凝胶快速配制试剂盒购自中国碧云天生物技术有限

公司，乳酸测定试剂盒购自中国南京建成有限公司，PDK2

（ab68164）、PDC（ab168379） 和 beta Actin（ab8226）、

Anti-CD68 antibody（ab53444）、山羊抗鼠二抗（ab150113）

购自美国 abcam 公司，Trlzol®Reagent 购自美国 ambion 公司，

TB Green®Premix Ex Taq™II（RR820B）购自中国大连宝生

物工程有限公司，引物购自上海生工生物工程有限公司：

（TNF-α: Forward: 5’-TGTGCTCAGAGCTTTCAACAA-3’/

R e v e r s e :  5 ’ - C T T G A T G G T G G T G C A T G A G A - 3 ’ ；

iNOS: Forward: 5’-CAGCTGGGCTGTACAAACCTT-3’/

Reverse: 5’-CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG-3’；IL-

10: Forward: 5’-GGCATGAGGATCAGCAGGGGC-3’/

Reverse: 5’-TGGCTGAAGGCAGTCCGCAG-3’；GAPDH: 

Forward: 5’-GCCAAGGCTGTGGGCAAGGT-3’/Reverse: 

5’-TCTCCAGGCGGCACGTCAGA-3’）。

2 实验方法

2.1 细胞培养及分组

大鼠 BV2 细胞放置在含 10% 胎牛血清和 1% 青霉素 /

链霉素的 DMEM 培养基中，置于 5% CO2、37℃恒温培养箱

中 培 养。 分 为 4 组：Sham 组，LPS 组、NaHS 组、NS 组。

Sham 组加入常规培养基上清液；LPS 组加入含 1 µg/ml LPS

的上清液；NaHS 组加入 1 µg/ml LPS 上清液及 1000 µmol/L 

NaHS[3-4]；NS 组加入等量生理盐水。

2.2 帕金森病抑郁模型

2.2.1 动物

将体重 250-280g 的 SPF 级成年雄性 SD 大鼠分为 Sham

组和 PD 组。通过立体定位仪向 PD 组大鼠右侧纹状体（AP 

-0.2mm, ML 3.5mm, DV 4.8mm） 给 予 3 μg/mL 的 6-OHDA

溶液 1 μl，连续给药 3 周。通过阿扑吗啡不对称旋转测试

剔除失败模型。成功的 PD 模型大鼠连续给予 20 mg/kg 的

CORT 水溶液 4 周，用来建造抑郁模型 [5]。利用蔗糖偏好实

验（sucrose preference test，SPT）验证帕金森抑郁模型造模

效果。Sham 组大鼠给予正常饮用水。

2.2.2 阿扑吗啡不对称旋转测试

0.5 mg ／ kg 阿扑吗啡腹腔注射后记录其 30 min 内旋转

的圈数。若大鼠恒定向健侧旋转≥ 7 r ／ min，则为造模成功，

否则造模失败；而且若大鼠 15 min 内无旋转，亦为造模失败。

2.2.3 蔗糖偏好实验

首先第 1 日给予大鼠 2 瓶 100 ml 常规饮用水。第二日

给予大鼠 2 瓶 100 ml 的 1% 蔗糖溶液。第三日大鼠禁水 16 

h（饮食不限）后给予饮用水和 1% 蔗糖溶液各 100 ml，并

在 8 h 后交换位置。称重记录 2 h 后饮用水及蔗糖溶液的消

耗质量。蔗糖偏嗜度 = 蔗糖溶液消耗质量 /（饮用水消耗质

量 + 蔗糖溶液消耗质量）。

2.2.4 给药

造 模 成 功 的 大 鼠 分 为 PD+CORT 组（ 模 型 组 ），

PD+CORT+NS 组（NS 组）和 PD+CORT+NaHS 组（NaHS 组），

NaHS 组大鼠腹腔注射 NaHS(100 μmol/kg)[6]，每周一次，持

续 4 周，NS 组大鼠腹腔注射等量生理盐水。

2.3 免疫印迹（Western blotting，WB）

收集细胞或脑组织，离心后使用预冷的含磷酸酶 / 蛋

白酶抑制剂的 RIPA 裂解液重悬，冰上静置 20 min 裂解；

12000 rpm 离心 15 min，取上清液；加入 5× 蛋白上样缓冲

液，混合均匀，放置于 100℃浴热 5 min，待样品冷却后放

置于 -20℃保存；采用 5% 浓缩胶进行 SDS-PAGE 电泳并

恒压转印至 PVDF 膜。将 PVDF 膜放置于 5% 脱脂牛奶封闭

液中，室温封闭 2 小时。加入一抗 PDK2（1:1000）、PDC

（1:1000）和 beta Actin（1:1000），4℃摇床孵育过夜；次

日将 PVDF 膜置 PBST 中振摇漂洗 3 次；之后加入二抗孵育

2 h。将 ECL 发光液的 A 液和 B 液按照 1:1 比例混合，均匀

滴加到膜上，使其覆盖整个膜表面；使用化学发光仪对膜上
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的目的蛋白条带进行成像，用 Image J 软件分析蛋白条带积

分吸光度值。通过目标蛋白与内参蛋白积分吸光度值的比值

反映目标蛋白相对表达水平。

2.4 实时逆转录聚合酶链式反应（Quantitative reverse 

transcription PCR，RT-qPCR）

使 用 Trizol 从 各 组 细 胞 或 组 织 中 提 取 总 RNA， 并 使

用 cDNA 合成试剂盒将其逆转录为 cDNA。T 反应条件为：

95℃预变性 10 min，随后进行 40 个循环的 95℃（15 s）和

60℃（60 s）程序升温。采用 2- △△ Ct 法计算目标基因表

达量，以甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（GAPDH）作为内参对照。

所有数据均以 Sham 组为基准进行倍数变化表达量的计算。

2.5 免疫荧光染色

各组细胞在处理 24 h 后，室温条件下，放置在 4% 多

聚甲醛溶液中固定 10 min。使用 0.1% PBST 洗涤 3 次，每次

10 min，然后用 5% BSA 封闭 1 h。一抗 CD68（1:500），4℃

冰箱过夜。次日洗净一抗，加入荧光二抗（1:500），避光，

室温孵育 1 h。洗净二抗，使用含 DAPI 抗荧光淬灭剂封片，

共聚焦荧光显微镜下拍照。使用 lmage J 软件对阳性染色细

胞进行荧光强度分析。

2.6 旷场实验

在 PD+CORT 大鼠给药 4 周后进行。该实验设备主要由

长 100 cm、宽 100 cm、高 50 cm 的方形敞口盒子组成，盒

子底部分为周围区与中央区。将大鼠从同一位置放入，使其

自由探索 5 min。观察并记录大鼠进入中央区域的次数与停

留时间。

2.7 高架十字迷宫实验

在 PD+CORT 大鼠给药 4 周后进行。高架十字迷宫由

2 个宽 10 cm、长 50 cm、高 10 cm 的闭合臂和 2 个宽 10 

cm、长 50 cm 的开放臂通过宽 10 cm、长 10 cm 的平板组

合而成，离地高度 60 cm。将每只实验动物均放在同一位置，

让其自由探索 5 min，同时观察和记录大鼠进入开放臂的次

数和时间。

2.8 统计学处理

数据均采用 GraphPad Prism 软件 10.1.2 进行统计分析，

数据以均数 ± 标准误（x±SEM）表示。采用 Kolmogorov-

Smirnov 检验对数据正态性进行验证：符合正态分布的连续

变量采用学生 t 检验，非正态分布数据则使用 Mann-Whitney 

U 检验。多组间差异比较采用单因素方差分析，随后进行

Bonferroni 事后检验进行两两比较。组间随时间变化的均值

差异分析采用双因素方差分析，当结果显示显著性时差异采

用 Bonferroni 事后检验。

3 结果

3.1 体外实验，NaHS 抑制小胶质细胞 Warburg 效应

我们使用 LPS 构建激活的小胶质细胞模型，采用 WB

方法验证 NaHS 对 PDK2、PDC 的影响。其结果显示（如图

1A-C），与 LPS 组、NS 组相比，NaHS 明显减少了 PDK2

的表达，同时增加了 PDC 的表达。我们采用乳酸试剂盒验

证 NaHS 对乳酸浓度的影响（如图 1D）。其结果提示 NaHS

组乳酸浓度明显减少。因此，NaHS 可抑制有氧糖酵解。

（A-C）WB 检测小胶质细胞中 PDK2 和 PDC 的表达水平。 *P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 .n=5。（D）乳酸试剂

盒检测小胶质细胞中乳酸浓度。 *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 

****P < 0.0001 .n=5。

图 1  NaHS 抑制 LPS 激活的小胶质细胞 Warburg 效应

3.2 体外实验，NaHS 抑制 M1 型小胶质细胞极化并促进

其向 M2 型极化

我们通过免疫荧光技术，在 LPS 刺激小胶质细胞 24 h 后，

观察 NaHS 对 CD68（M1 型小胶质细胞标记物）活化的影响

（图 2A-B）。与 LPS 组、NS 组相比，NaHS 组显著降低了

M1 型小胶质细胞荧光强度。

我们通过 RT-qPCR 技术，在 LPS 刺激小胶质细胞 24h

后，观察 NaHS 对 M1/M2 小胶质细胞相关炎症因子表达的

影响。与 LPS 组、NS 组相比，NaHS 组 M1 型小胶质细胞相

关的 iNOS、TNF-α 基因表达明显减少（如图 2C-D）。提
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示 NaHS 可抑制 M1 型小胶质细胞。NaHS 组 M2 型小胶质细

胞相关的 IL-10 基因表达显著增多（如图 2E），提示 NaHS

抑制 M1 型小胶质细胞，促进了小胶质细胞向 M2 型转化。

（A-B）免疫荧光检测 M1 型小胶质细胞（CD68）荧光染色阳性结

果 ( 标尺 =50 μm)。（C）RT-qPCR 检测 iNOS 的基因表达。（D）

RT-qPCR 检测 TNF-α 的基因表达。(E)RT-qPCR 检测 IL-10 的基

因表达。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001，n=5。

图 2  H2S 对 M1 型小胶质细胞极化的影响。

3.3 帕金森抑郁大鼠中，NaHS 抑制小胶质细胞 M1 型极

化并促进其向 M2 型极化

我们在帕金森抑郁大鼠模型给药 4 周后，观察 NaHS

对 M1/M2 小胶质细胞相关炎症因子表达的影响。与模型

组、NS 组相比，NaHS 组 M1 型小胶质细胞相关的 iNOS、

TNF-α 基 因 表 达 明 显 减 少（ 如 图 3A-B），NaHS 组 中

M2 型小胶质细胞相关的 IL-10 基因表达显著增加（见图

3C），这表明 NaHS 能够抑制 M1 型小胶质细胞，并促进小

胶质细胞向 M2 型极化转化。

（A）RT-qPCR 检 测 iNOS 的 基 因 表 达。（B）RT-qPCR 检

测 TNF-α 的 基 因 表 达。(C)RT-qPCR 检 测 IL-10 的 基 因 表 达。

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001，n=5。

图 3  NaHS 对 M1 型小胶质细胞极化的影响

3.4 NaHS 改善了帕金森大鼠抑郁状态

我们在构建帕金森抑郁大鼠模型后，于给药 4 周时，

通过旷场实验和十字迷宫实验评估其抑郁状态。结果显示，

与 LPS 组、NS 组相比，NaHS 组大鼠进入中心区域的次数

和停留时间均增加（图 4A-B）；同时，NaHS 组大鼠进入

开放臂的次数和停留时间也显著增多（图 4C-D）。这提示

NaHS 能够改善帕金森病大鼠的抑郁状态。

（A）大鼠进入中央区域的次数。（B）大鼠进入中央区域的时间。（C）

大鼠进入开放臂的次数。（D）大鼠进入开放臂的时间。*P<0.05，

**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001，n=10

图 4  NaHS 对帕金森大鼠抑郁状态的影响。

4 讨论

神经炎症反应是帕金森病（PD）发病机制中的重要病

理过程，主要表现为小胶质细胞过度活化及炎症因子释放，

加速神经元损伤与死亡，进而推动 PD 的病理进程。α- 突

触核蛋白、LPS 等因素的长期刺激导致 M1 型小胶质细胞的

异常活化，并释放 TNF-α、IL-1β、NO 等促炎因子。过

度活化的 M1 型小胶质细胞会促进神经元损伤。因此，抑制

小胶质细胞 M1 型活化、减少炎症因子释放可能成为帕金森

病临床治疗的新方向。

在 M0 型小胶质细胞中，糖代谢途径通常由葡萄糖经糖

酵解转化为丙酮酸，随后进入三羧酸循环，最终通过氧化磷

酸化作用产生 ATP。其中 PDC（丙酮酸脱氢酶复合物）、

PDK2（丙酮酸脱氢酶激酶 2）是糖酵解的关键酶，对整个

代谢途径有至关重要的调控作用。M0 小胶质细胞需改变自

身的代谢模式并分泌大量细胞因子，才能转变为 M1 或 M2

激活态 [7]。其代谢重编程表现为从氧化磷酸化向有氧糖酵解

的转化。在此过程中，氧化磷酸化生成的丙酮酸不能直接进

入三羧酸循环，最终代谢为乳酸，这导致一氧化氮（NO）

和白细胞介素 -1β 水平升高，进而促进小胶质细胞活化，

使 其 从 M0 型 转 化 为 M1 型 小 胶 质 细 胞， 并 产 生 iNOS、

TNF-α 等促炎因子。而 M2 型小胶质细胞则依靠氧化磷酸
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化提供能量，可分泌 IL-10、转化生长因子 -β 等抗炎细胞

因子以保护神经元。LPS 可促发小胶质细胞的有氧糖酵解代

谢途径，通过抑制糖酵解可减轻神经炎症反应、调节免疫功

能及增加细胞活性 [8]。本研究采用 LPS 构建激活的小胶质细

胞模型，PDK2 高表达可抑制 PDC 活性，促进糖酵解过程，

导致小胶质细胞发生代谢重编程，并促进其向 M1 表型极化。

此过程中乳酸浓度升高，同时促炎因子 iNOS、TNF-α 的含

量也显著增加。

目前研究发现，H2S 广泛存在于神经系统、心血管系

统、肾脏及肝脏等多种组织器官中，并参与相关的病理生理

过程。由于 H2S 易挥发，而 NaHS 在溶液中的浓度更稳定，

因此 NaHS 常被用作 H2S 供体 [9]。有研究显示 H2S 可能通过

抑制有氧糖酵解，抑制 NLRP3/Caspase-1/IL-1β 通路进而

缓解肺动脉高压 [10]。Ghanbari 等研究表明 H2S 抑制神经炎

症以此减少甲基苯丙胺对海马的损伤 [11]。本研究结果显示，

在 LPS 诱导的小胶质细胞体外实验中，NaHS 处理后可抑制

PDK2，导致 PDC 增加，乳酸水平下降，进而减少有氧糖酵解。

这使得 M1 型小胶质细胞生成减少，iNOS 及 TNF-α 促炎因

子含量降低，并促进小胶质细胞向 M2 型极化，同时 IL-10

等抗炎因子含量增多。该结果在本研究的大鼠帕金森抑郁模

型中也得到了证实。

抑郁是帕金森病的一种非运动症状，与能量代谢密切相

关。研究发现，抑郁症患者的体内丙酮酸水平高于健康人群。

PAN 等 [12] 指出，成年抑郁症患者丙酮酸水平升高是由于线

粒体功能异常及三羧酸循环障碍所致，这导致糖代谢发生重

编程，进而使丙酮酸显著上升。研究表明在抑郁症中，脑内

（如岛回、额下回、前额皮质、下丘脑、海马等）有不同程

度的血流降低，葡萄糖代谢降低，有氧糖酵解增多，进行糖

代谢重编程 [13]。因此我们推测抑制有氧糖酵解可能改善帕

金森病合并抑郁的状况。我们通过旷场实验评估小鼠的抑郁

状态，结果显示 NaHS 能有效改善大鼠的抑郁症状。同时，

通过十字迷宫实验分析大鼠的焦虑状态，结果表明 NaHS 可

有效缓解焦虑。综上所述，我们得出结论：H2S 可通过抑制

有氧糖酵解，改善帕金森病合并抑郁的症状。

综上，H2S 可通过抑制糖酵解靶向调控小胶质细胞，促

进其从 M1 型向 M2 型转化，从而改善帕金森病合并抑郁，

并保护神经细胞，因此我们认为 H2S 可能成为治疗帕金森

病合并抑郁的新方法。然而，H2S 的最佳作用浓度及其是

否还存在除抑制糖酵解之外的其他作用机制，仍需进一步

研究。
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