小鼠脑部SIRT1与IR受体的共定位
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【摘要】 目的 组蛋白去乙酰化酶1(SIRT1)是一种NAD依赖的组蛋白去乙酰化酶，参与中枢神经系统复杂的生理过程。最近研究显示其参与外周组织糖原的代谢过程及胰岛素分泌。在成年C57BL/6小鼠脑部，探讨组蛋白去乙酰化酶1(SIRT1)与胰岛素受体(IR)是否存在共定位，为揭示SIRT1与IR之间的联系及其可能起到的调控作用提供形态学依据。方法 应用免疫荧光双标技术研究SIRT1与胰岛素受体之间是否存在共定位，及其在脑组织中的分布情况。结果 SIRT1表达于小鼠海马CA1区椎体细胞，主要在神经元中表达。免疫荧光双标染色重叠图片显示，SIRT1与IR存在共定位，且其主要分布在小鼠的海马区、皮层、下丘脑等部位。体外研究显示胰岛素调节SIRT1的表达。结论 SIRT1主要表达于脑组织的神经元中，并与IR存在共定位现象。本研究结果为探讨SIRT1与IR在脑组织的生理及疾病过程中的调节机制提供了形态学依据。
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【Abstract】 Objectives To investigate if SIRT1 co-locates with IR in the adult C57BL/6 mice brain, which may provide morphological evidence for inherent relationship between SIRT1 and IR in brain. The NAD-dependent deacetylase SIRT1 appears to have evolved complex roles in central nervous system. Recent studies suggest that SIRT1 has been involved in the processes of glucose and insulin secretion. Methods Using double immunofluorescence staining to investigate if SIRT1 co-locates with IR and the distribution in the brain. Results SIRT1 immunoreactivity was mainly observed in the hippocampal CA1 pyramidal cells. The co-location analysis showed that SIRT1 was co-located with IR in the hippocampus, cortex and hypothalamus of adult mouse brain. In vitro, insulin regulated the expression of SIRT1. Conclusions SIRT1 was rich in neuron and collocated with IR. The results provide a morphological clue to explain the role of SIRT1 and IR in the brain function and neurological disorders.
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胰岛素在中枢神经系统中起着重要作用，其主要是通过胰岛素酪氨酸激酶受体-胰岛素受体底物1（IRS-1）-磷酸肌醇3激酶（PI3K）-AKT信号通路级联反应实现生理调节功能[1]。胰岛素受体主要分布在嗅球、海马、皮层、下丘脑等脑区[2]，参与很多脑部的生理功能，如调节能量代谢、摄食、体重、繁殖、学习与记忆力等[3]。
近年来的研究显示，表观遗传学对学习和记忆力过程具有重要的调控作用[4]。组蛋白去乙酰化酶（Sirtuins）属于蛋白家族，在从细菌到人类的进化过程中起着多效性作用。最早发现啤酒酵母中的Sir2是第一个人们所认知的NAD+依赖的组蛋白去乙酰化酶[5]。组蛋白去乙酰化酶1(SIRT1)是7种sirtuins家族中的成员，与Sir2具有高度同源性。除了调节组蛋白乙酰化的状态以外，SIRT1可以通过调节一些转录因子和转录辅助因子在各种生理过程中起到调节作用[6]，如参与能量代谢过程、突触可塑性等。最近研究显示，SIRT1在中枢神经系统的生理和疾病过程中起着重要作用[7]，但具体的分子机制尚未明确。此外，SIRT1还参与糖原代谢过程和调节胰岛素分泌，当小鼠体内分泌胰岛素的β细胞受到葡萄糖刺激时，SIRT1可以通过上调胰岛素的分泌从而改善体内葡萄糖耐受水平。目前，尚无有关SIRT1与IR是否存在相互作用的报道，因此在成年小鼠脑组织中研究二者是否存在共定位，为进一步研究SIRT1在脑组织中的生理及病理作用提供形态学依据。
1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 SH-SY5Y细胞培养
SH-SY5Y细胞株培养条件为：MEM培养基中加入10％胎牛血清、15 mmol／L 4-HEPES、青霉素100 IU／mI、链霉素100 IU／mL，于37℃、5％C02中培养，每周换液2次，传代1次。
1.1.2 实验动物  
4月龄健康的C57BL/6小鼠4只购自北京华阜康生物科技股份有限公司，合格证号为【SCXK(京)2009-0007】。动物饲养于恒温为25℃，具有独立通风系统的动物房，光照12h，黑暗12h，自由饮水取食。动物使用许可证编号：【SYXK(京)2011-0022】
1.1.3 实验试剂  
小鼠抗小鼠SIRT1单克隆抗体和MAP2单克隆抗体购自Abcam有限公司，噻唑蓝(MTT)和PI3K抑制剂LY294002购自Sigma有限公司，兔抗小鼠IRα多克隆抗体购自Millipore有限公司。异硫氰荧光素(FITC)标记的山羊抗兔IgG、罗丹明(TRITC)标记的山羊抗小鼠IgG、含有DAPI的水溶性封片剂购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
1.1.4 组织制备  
雄性4月龄的C57BL/6J小鼠采用安乐死并迅速取出脑组织。用OCT复合物包埋脑组织，采用冠状面的方向进行切片，切片厚度为10μm。切片在含有4%的多聚甲醛溶液中固定20min，0.01M的PBS浸泡30min，100%酒精浸泡2min。固定好的脑组织切片可以放入-20℃冰箱中保存。
1.2 实验方法
1.2.1 噻唑蓝(MTT)代谢率测定细胞活性
每孔加MTT(5mg／mL)20μL，37℃孵育4 h，吸出培养液，每孔加入DMSO200mL，振摇10min后用酶标仪(Diagnostic Pasteur LP400)测定550nm处光密度值(OD)。
1.2.2 Western blotting  
SH-SY5Y细胞接种于6孔板内，选定胰岛素100nM/L作用12h，及加入胰岛素信号PI3K抑制剂LY294002浓度为20μM/L作用2h后加入胰岛素检测胰岛素信号通路对SIRT1的调节作用。将l×104／mI SH-SY5Y细胞接种于75mL细胞培养瓶中，细胞80％汇合后，更换为无血清MEM培养基，分为空白对照组、100nM/L胰岛素组、LY294002组、LY294002加胰岛素组。于12h后提取细胞蛋白，以GAPDH为内参照，用Bandscan软件分析条带灰度。
1.2.3 免疫组化染色  
SIRT1的组化染色按照试剂盒说明步骤进行，SIRT1一抗稀释比例为1：200。图像拍照及分子应用ProgRes CCD摄像头及分析软件。
1.2.4 免疫荧光双标染色  
冰冻切片经0.5%Triton X-100作用15min后，接下来经8%山羊血清室温封闭30min，直接滴加稀释好的两个不同来源的一抗，SIRT1、IRα的稀释比例分别为1：200、1：100，4℃过夜。次日用0.01MPBS清洗后加入混合稀释的荧光标记二抗，稀释比例为1：200，37℃水浴箱内孵育40min后，0.01MPBS充分洗涤后用含有DAPI的水溶性封片剂封片。用激光共聚焦显微镜系统（Leica TCS-SP5）对荧光染色切片进行拍照及分析。
1.2.5 统计学处理
所得数据均以均数士标准差表示，应用SPSS13.0软件进行单因素方差分析检验，以P<0.05为差异有统计学意义。
2  结果
2.1  SIRT1在小鼠脑组织中分布
应用免疫组织化学方法检测4月龄C57小鼠脑组织中组蛋白去乙酰化酶1（SIRT1）分布，结果显示SIRT1在脑组织中分布广泛，分布于：皮层、海马、下丘脑、杏仁核等部位（见图1），提示其与脑组织的发育、结构和功能存在一定联系。
2.2  SIRT1表达于神经元中
微管相关蛋白2（microtubule-associated protein 2，MAP2）是一种神经元标记物，由FITC绿色荧光基团标记以胞浆着色为主，海马CA1区椎体细胞可见绿色荧光基团。同时，在海马CA1椎体细胞层的神经元胞核均有SIRT1的表达，为红色。拍照后的图像叠加处理发现，SIRT1主要在神经元中表达(见图2)。
2.3  SIRT1与IRα的共表达
IRα为包膜蛋白，FITC绿色荧光基团标记的阳性神经元主要以包膜着色为主，胞质淡染。阳性染色神经元主要分布在皮层、海马、下丘脑区域（见图3）。拍照后的图片叠加处理后发现，IRα染色阳性（绿色）的皮层区域、海马CA1区及下丘脑区的神经元胞核均有SIRT1表达（红色）。DAPI复染细胞核形成的蓝色区域与红色区域重叠证实SIRT1表达于神经元细胞核内。
2.4  胰岛素改善SH-SY5Y细胞系的活性
检测不同浓度的胰岛素(1、10、100、200nM)12h后对细胞活性的影响。如图4所示，应用100nM的胰岛素可以增加SH-SY5Y细胞活性。向细胞内加入100nM胰岛素培养12h，与对照相比细胞活性明显改善（P<0.01）（见图4）。
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图4  MTT检测胰岛素对细胞活性的影响。
Fig. 4 Cell viability was determined by methyl thiazole tetrazolium (MTT) assay. (# P<0.01). 
2.5  胰岛素调节SIRT1表达
如图5所示在对SH-SY5Y细胞应用100nM胰岛素12h后SIRT1蛋白表达水平增加。提前加入PI3K抑制剂LY294002(20μM)，2h后再加入胰岛素，Western blotting结果显示PI3K抑制剂LY294002可以降低SIRT1蛋白表达，提示胰岛素信号调节SIRT1表达(见图5)。
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图5 胰岛素调节SIRT1表达
Fig. 5 Insulin regulate the expression of SIRT1 protein. (A) The SH-SY5Y cells were treated 

with 100nM Insulin for 12h, and then subjected to Western blotting with SIRT1. Data are expressed as mean±SEM. (n=4) *P<0.05 vs. control. (B) PI3-kinase inhibitor inhibits the insulin-induced expression of SIRT1 protein.

3  讨论
组蛋白去乙酰化酶1（SIRT1）不但影响组蛋白乙酰化状态，而且可以通过影响某些转录因子和转录辅助因子调节不同的生理过程。有研究显示，SIRT1通过影响一些与能量代谢相关的转录因子，影响外周组织的能量代谢状态[8]。Sirt1mRNA表达于POMC(pro-opiomelanocortin)神经元，对脑组织的正常能量及糖原代谢过程中起着重要调节作用[9]。在外周胰岛素抵抗的情况下，SIRT1可以抑制PPT1B(Protein tyrosine phosphatase1B)的转录改善胰岛素抵抗状态[10]。胰岛素受体在脑组织中表达广泛，主要表达于皮层、海马、下丘脑，参与正常的生理过程，脑部胰岛素抵抗可导致脑部多疾病的发生（如阿尔茨海默病等）。本实验研究发现SIRT1和胰岛素受体（IR）在成年小鼠皮层、海马、下丘脑神经元存在定位，此外，体外研究显示胰岛素可以调节SIRT1的表达，表明其二者之间存在一定联系影响脑部的生理及病理状态。
    近年来，染色质重塑对学习记忆的调控作用越来越成为研究的热点。本研究发现，SIRT1在小鼠海马CA1区锥体细胞核内表达丰富，且与IR存在明显共定位现象。有报道显示，SIRT1敲除小鼠其海马CA1区神经元出现树突分支减少、树突长度变短，海马依赖的短时程和长时程记忆力缺陷[11]。相反，在SIRT1过表达小鼠的学习记忆力明显改善。临床及流行病学研究显示，患有2型糖尿病的患者其发展成阿尔茨海默病的概率明显增加[12]。对患有阿尔茨海默病(Alzheimer disease，AD)的患者研究发现，其脑部胰岛素及胰岛素受体表达水平下降。而应用胰岛素治疗可以通过调Aβ和磷酸化tau蛋白改善海马依赖的学习记忆力[13]。
在对胰岛素β细胞特异性过表达SIRT1的转基因小鼠研究发现，该模型小鼠的胰岛素β细胞在糖原刺激下其分泌胰岛素明显增强[14]。肝脏特异性敲除SIRT1的小鼠模型出现胰岛素抵抗病理状态。综上所诉，SIRT1与2型糖尿病发病过程存在某种联系。因此，推测SIRT1可能在脑部的胰岛素分泌及疾病过程中起到关键性作用。接下来，我们将会在AD动物模型中进一步研究SIRT1与胰岛素信号通路之间是否存在一点联系，这将会为AD机制研究提供新的探讨。
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图1 免疫组化染色显示，SIRT1表达于小鼠脑组织的大部分区域。

Fig. 1 SIRT1 immunostaining in coronal sections of C57BL/6J mouse brain from the cortex

 to the amygdala. Scale bars indicate 500 μm.
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图2 小鼠海马CA1区SIRT1免疫荧光染色阳性细胞存在于MAP2标记的神经元细胞
Fig. 2 The immunofluorescence assays SIRT1 positive cells co-location with SIRT1 in the hippocampal CA1.
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图3 小鼠脑部IRα免疫荧光染色阳性细胞分布及与SIRT1的共定位
Fig. 3 Immunofluorescence assays on the distribution of IRα positive cells and co-location with SIRT1 in the mouce brain.







