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摘要：双硫仑(disulfiram，DSF)被广泛地用于治疗肿瘤、莱姆病和可卡因成瘾等研究，而DSF的神经

毒性限制了其临床应用，因此，DSF(特别是DSF-铜离子复合物)的神经毒性及其分子机制的研究具有

重要的意义。将不同浓度(100 nmol/L、200 nmol/L和400 nmol/L)的DSF/Cu复合物分别作用于PC12细胞

48 h后，用甲基噻唑基四唑(methyl thiazolyl tetrazolium，MTT)方法检测DSF/Cu复合物对细胞生存增殖

的抑制；流式细胞仪检测PC12细胞内活性氧(reactive oxygen species，ROS)水平；试剂盒用于检测

PC12细胞的丙二醛(malondialdehyde，MDA)、抗氧化因子谷胱甘肽(glutathione，GSH)和超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase，SOD)含量；细胞核内DAPI染色法研究细胞凋亡程度；Western blot法检测不

同浓度DSF/Cu复合物处理后PC12细胞中p38蛋白表达水平的差异；苏木素-伊红(hematoxylin and eo-
sin，HE)染色检测腹腔注射给药的BALB/c-nu雄性裸鼠脑组织病理变性情况。实验结果表明，DSF/Cu
复合物剂量依赖性地抑制PC12细胞的增殖，如200 nmol/L、400 nmol/L DSF/Cu复合物处理后存活率分

别是54.6%和42.9%(P<0.001)；DSF/Cu复合物作用24 h后，与空白对照组(Control)相比，细胞内ROS和
MDA含量显著增加(P<0.001)，GSH含量和SOD活力显著降低(P<0.01，P<0.001)；DAPI染色说明DSF/
Cu复合物引起细胞明显凋亡；Western blot分析结果表明DSF/Cu复合物显著上调了p38蛋白的表达；HE
染色实验说明，DSF/Cu复合物能够引起裸鼠脑组织结构异常，出现病变。结果表明，DSF/Cu复合物

可抑制PC12细胞生长并引发氧化应激，提示其存在一定的神经毒性，其机制可能为诱导细胞内ROS堆
积而激活下游丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinases，MAPK)通路，引发细胞凋亡。
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Evaluation of neurotoxicity and molecular mechanism induced
by the combination of disulfiram and copper ion
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Abstract: Disulfiram has been widely used in the treatment of tumors, Lyme disease and cocaine addiction.
However, the neurotoxicity of DSF limits its clinical application, so it is important to study the neurotoxicity of
DSF (especially DSF-copper ion complex) and its molecular mechanism meaning. PC12 cells were cultured to
simulate neurons. The DSF/Cu complexes of 100 nmol/L, 200 nmol/L and 400 nmol/L were used to act on
PC12 cells, respectively. The MTT method was used to detect the inhibition of the DSF/Cu complex on cell
survival. Flow cytometry was used to detect ROS levels in the treated PC12 cells. Commercial kits were used
to detect the contents of MDA, antioxidant factor GSH and SOD in PC12 cells. Cell nuclear DAPI staining was
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used to study cell apoptosis. The expression of p38 protein in cells was examined by Western Blot.
Hematoxylin and eosin staining was used to detect the pathological degeneration of the brain tissue of BALB/
c-nu male nude mice administered by intraperitoneal injection. The experimental results show that the DSF/Cu
complex inhibited the proliferation of PC12 cells in a dose-dependent manner. For instance, the treatment of
cells with 200 nmol/L and 400 nmol/L DSF/Cu complexes for 48 h inhibited the cell viability by 54.6% and
42.9%, respectively (P<0.001). After being treated with the DSF/Cu complex for 24 h, the intracellular ROS
level and MDA content increased significantly (P<0.001), while the GSH content and SOD activity were
significantly reduced (P<0.01, P<0.001) compared with the control group. The results of DAPI staining
showed that the DSF/Cu complex caused the significant cell apoptosis. Western Blot results show that the
DSF/Cu complex significantly up-regulated the expression of p38 protein. The HE staining experiment showed
that the DSF/Cu complex caused abnormal structure changes and appearance of lesions in the brain tissues of
the nude mice. In conclusion, the DSF/Cu complex inhibited the growth of PC12 cells and caused oxidative
stress, suggesting that it had certain neurotoxicity. The mechanism might be related to the accumulation of
intracellular ROS and activation of downstream MAPK pathway, causing cell apoptosis.
Key Words: disulfiram combined with copper; neurotoxicity; PC12 cells; reactive oxygen species; oxidative
stress; MAPK

双硫仑(disulfiram，DSF)是临床上被批准用于

酒精药物中毒治疗的戒酒药物之一[1,2]。近年来研

究表明，DSF能够治疗肿瘤、莱姆病和可卡因依赖

等疾病[3,4]。DSF具有抗伯氏疏螺旋体菌、抑制多

巴胺-β-羟化酶等作用[5]。并且，DSF进入细胞后可

自发地与铜离子结合形成DSF/Cu复合物[6-8]。DSF/
Cu复合物能够特异性地作用于泛素-蛋白酶体途

径，抑制蛋白质降解过程和积累大量残留蛋白，

诱导癌细胞凋亡[9,10]。因此，DSF被认为是一种较

为理想的治疗肿瘤、莱姆病和成瘾的有效药

物[11,12]。

然而研究发现，在每日服用250~500 mg DSF
的条件下，有一部分患者会出现严重的副作

用[13]。在副作用中，最严重的是各种神经毒性，

包括脑病、周围神经病变、脱髓鞘和基底节区白

质损伤[14,15]。值得注意的是，很多文献报道过DSF/
Cu复合物的细胞毒性要远远大于单独应用DSF和
铜的作用[16]。但目前对于DSF/Cu复合物是否也有

类似的神经毒性作用尚不清楚。

据报道，活性氧(reactive oxygen species，
ROS)等氧化自由基积累导致的氧化-还原失衡状态

即氧化应激，表现为脂质氧化水平提高，引起过

氧化 [ 1 7 ]。与此同时，抗氧化因子谷胱甘肽

(glutathione，GSH)和清除自由基能力相关酶超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)活性降

低[18,19]。这一系列反应会诱导细胞凋亡[20,21]。神经

元细胞耗氧量高，抗氧化能力弱，氧化应激状态

极易对中枢和外周神经系统造成损伤[22]。因此，

检测氧化应激相关指标可能提示药物是否存在神

经毒性[23,24]。PC12大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞是

来源于交感神经系统的一种细胞系，在神经生长

因子诱导下会停止分裂并长出神经突[25,26]。PC12
细胞具有神经细胞的特性，因此常被作为探索药

物神经毒性的体外模型[27]。N-乙酰半胱氨酸(N-
acetylcysteine，NAC)是一种巯基氨基酸，具有清

除氧化自由基、补充GSH、抑制脂质过氧化、下

调氧化应激以及炎症等功能，在神经系统疾病的

治疗中显示出积极的疗效。因此，本研究采用抗

氧化剂NAC作为对照，通过测定体外氧化应激相

关指标和丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated
protein kinases，MAPK)信号通路蛋白表达情况，

对DSF/Cu复合物诱导神经毒性作用以及可能机制

进行初步探讨，并结合动物体内实验来进一步研

究DSF/Cu复合物引起神经毒性的作用，对于DSF/
Cu复合物的临床研究与应用具有重要的意义。
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1 材料与方法

1.1 试剂和材料

DSF购自河北百灵威科技有限公司；CuCl2
•2H2O、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)购
自Sigma公司；NAC、ROS检测试剂盒、4%多聚甲

醛固定液均购自上海碧云天生物技术有限公司；

PC12大鼠肾上腺嗜铬瘤细胞系购自ATCC公司；

RPMI-1640培养基购自Gibco公司；胎牛血清购自

以色列Beit Haemek公司；甲基噻唑基四唑(methyl
thiazolyl tetrazolium，MTT)粉末、RIPA蛋白裂解

液、苏木素-伊红(hematoxylin and eosin，HE)染色

试剂盒均购自北京索莱宝生物技术有限公司；

BCA蛋白检测试剂盒购自大连美仑生物技术有限

公司；细胞内丙二醛(malondial dehyde，MDA)、
GSH和SOD测定试剂盒均购自南京建成生物工程

研究所；2-羟丙基-β-环糊精购自美国aladdin公
司；本研究所用抗体均购于Ce l l S i g n a l i n g
Technology公司。

1.2 仪器

CO2细胞培养箱购自Thermo Scientific公司；

流式细胞仪购自Becakman Coulter Commercial
Enterprise公司；凝胶成像仪Alphalmager HP
System购自Cell Biosciences。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养及分组

使用含有10%胎牛血清的RPMI-1640培养基培

养PC12细胞，培养箱条件设置为37 ℃、5% CO2进

行孵育，使用处于对数生长期的细胞用于后续实

验。细胞分组：(1)空白对照组(Control)，加入不含

任何药物的培养基；(2) DSF/Cu组，加入浓度摩尔

比为1：1的DSF和CuCl2•2H2O，DSF/Cu终浓度分

别为100 nmol/L、200 nmol/L、400 nmol/L；(3)
NAC组，400 nmol/L NAC。
1.3.2 MTT实验

MTT法检测细胞生存率。首先，调整PC12细
胞浓度以每孔4×103个细胞接种于96孔板中，培

养12 h后，按“1.3.1”细胞分组分别加入相应

药物100 μL，所有浓度均设3个复孔，孵育48 h后
向每孔添加20 μL的MTT溶液(5 mg/mL)，继续培养4 h
后弃去所有液体，向每孔添加DMSO溶液150 μL，

低速匀速振摇，15~20 min后使用酶标仪测定570
nm处各孔的吸光度值。

1.3.3 细胞内ROS含量的测定

ROS含量的测定采用的是化学荧光法。调整

PC12细胞浓度为每孔2×104个，接种至6孔板中。

待细胞贴壁后(约12 h)，按“1.3.1”细胞分组分别

加入相应药物2 mL，继续培养24 h后收集每孔细

胞，离心之后弃去上清液保留细胞沉淀，向里面

加入使用无血清RPMI-1640培养基稀释配制成的浓

度为10 μmol/L的DCFH-DA探针以重悬细胞沉淀，

置于37 ℃黑暗环境中孵育30~40 min。孵育完毕，

细胞悬液用无血清培养基洗涤3次，PBS洗涤2次
后，最终用400~500 μL PBS重悬后转移到新流式

管中，使用流式细胞仪进行检测最佳激发波长500
nm，最佳发射波长525 nm，以相对荧光强度值显

示DCFH-DA染色结果。

1.3.4 BCA法测定蛋白浓度

将BCA试剂盒里的蛋白标准品溶液用PBS溶
液进行稀释并得到浓度为0.5 mg/mL的标准品溶液

作为母液，依次取0 μL、1 μL、2 μL、4 μL、8
μL、12 μL、16 μL、20 μL的标准品溶液加至96孔
板中，各孔用PBS溶液补足至20 μL。用PBS适当

稀释待测样品后将20 μL添加至96孔板中。向标准

品和样品溶液的每孔加入200 μL的BCA工作溶

液，并在37 ℃放置20 min。测定不同浓度的标准

品溶液在562 nm处的吸光度并绘制标准曲线，以

计算待测样品的蛋白质浓度。

1.3.5 细胞内MDA、GSH含量及SOD活性的测定

细胞接种与药物处理步骤同“1.3.3”，药物

作用24 h后，收集每孔细胞，1 500 r/min离心5
min，保留细胞沉淀，按照相应试剂盒说明书

操作。

1.3.6 细胞DAPI染色

调整PC12细胞密度为每孔1×105个的细胞量接

种至12孔板中，于培养箱中培养12 h后弃去培养

基，按“1.3.1”细胞分组分别加入相应浓度的

药物2 mL，作用24 h后，弃去所有培养基，每孔

加入‒20 ℃预冷的1：1配制的丙酮-甲醇溶液600
μL，固定细胞15 min。用PBS溶液进行洗涤，每孔

加入500 μL的DAPI染液，室温黑暗条件下孵育15
min，在用PBS洗涤3次后将板置于荧光显微镜下，
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观察细胞形态和凋亡情况。

1.3.7 Western blot法检测细胞中相关蛋白的表达

细胞接种与药物处理步骤同“1.3.3”，药物

作用24 h后弃掉培养基。向每个孔添加100 μL裂解

液，使之覆盖到细胞上，将细胞收集至预冷的EP
管中并冰上裂解30 min。在4 ℃、12 000 r/min离心

10 min，取上清液为蛋白质样品。取5 μL蛋白样品

用BCA法确定其蛋白浓度，将上样缓冲液加入到

其余样品中于95 ℃变性5 min。以总蛋白为25 μg上
样，进行电泳转膜实验。将PVDF膜置于5%脱脂奶

粉中进行封闭，转移于4 ℃的一抗孵育液中，在摇

床上低速摇晃过夜后，于相应的二抗溶液中室温

孵育2 h。滴加ECL显色液，并使用Alphalmager HP
system成像系统进行拍照，使用Image J软件进行半

定量分析。

1.3.8 DSF环糊精包合物的制备

将1.5 g 2-羟丙基-β-环糊精粉末溶解于10 mL
双蒸水后得到浓度为150 mg/mL的2-羟丙基-β-环糊

精的水溶液。将50 mg DSF先溶解于300 μL乙腈

中，将DSF乙腈溶液缓慢滴加至5 mL 2-羟丙基-β-
环糊精水溶液中，并在40 ℃、400 r/min条件下避

光搅拌2 h，以获得DSF环糊精包合物。

1.3.9 实验动物及分组

BALB/c-nu雄性裸鼠(SPF级) 10只，6~7周
龄，20~22 g，购自北京华阜康实验动物中心，动

物证号为SCXK(京) 2020-0004，饲养于温度为25
±2 ℃、相对湿度50%±15%。裸鼠随机分两组：模

型对照组(Control) 5只，腹腔注射生理盐水体积为

100 μL/20 g；DSF/Cu组5只，早上灌胃给予2 mg/
kg的葡萄糖酸铜水溶液，晚上腹腔注射50 mg/kg的
DSF环糊精包合物，注射体积为100 μL/20 g。小

鼠每天给药一次，连续给药3周后处死，剥离脑部

组织保存于4%的多聚甲醛溶液中以进行后续

实验。

1.3.10 HE染色法

将脑部组织脱水后包埋在石蜡中，截面厚度

为4 μm，将石蜡切片脱蜡并水化，并用水洗至透

明。在苏木素染液中染色3~5 min，在1%盐酸酒精

中分化，再用氨水溶液蓝化，并用水彻底清洗。

依次经85%和95%乙醇脱水后，放置于伊红染液中

进行染色5 min。依次经70%、80%、95%不同浓度

乙醇进行脱水处理后，放入二甲苯中浸没两次，

透化处理后，使用中性树胶密封装片。将切片放

置于光学显微镜下观察病理情况并拍照。

1.3.11 统计学分析

采用GraphPad Prism 5.0软件分析数据，所有

结果以均值±标准差(mean±SD)表示，采用单因素

方差分析(one-way ANOVA)，结合Tukey's Multiple
Comparison Test比较各组间差异，以P<0.05为有显

著性差异。

2 结果

2.1 DSF/Cu对PC12细胞生存率的影响

MTT结果表明，与空白对照(Control)相比，

给予阳性对照NAC后，细胞生存率仍保持在85%以

上，没有统计学差异。但是，不同浓度的DSF/Cu
复合物(100 nmol/L、200 nmol/L和400 nmol/L)作用

于PC12细胞，均能显著抑制细胞的存活(P<0.01，
P<0.001)，细胞生存率分别降低至83.5%±4.4%、

54.6%±3.4%、42.9%±2.3%(图1)，表明随着DSF/Cu
复合物浓度的增加，对细胞生存和增殖的抑制作

用也显著增加，作用呈浓度依赖性。

2.2 DSF/Cu对PC12细胞中ROS水平的影响

以空白对照(Control)组荧光强度为1，各处理

组相对荧光强度见图2，在加入抗氧化剂NAC处理

24 h后，细胞的ROS水平低于空白对照(Control)
组，说明NAC会降低ROS含量，具有抗氧化性。

PC12细胞经DSF/Cu复合物(200 nmol/L、400 nmol/L)
处理24 h后，ROS含量显著上升(P<0.001)，且400
nmol/L DSF/Cu处理组升高程度更显著，是空白对

**P<0.01，***P<0.001，与对照组(Control)比较，n=3

图1 MTT法检测DSF/Cu作用下PC12细胞的存活率
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照组的5倍多。说明DSF/Cu复合物能使PC12细胞

内ROS水平升高，且呈浓度依赖性。

2.3 DSF/Cu对细胞内MDA、GSH含量及SOD活
性的影响

如图3所示，细胞按分组给药后，NAC组细胞

MDA含量低于空白对照(Control)组，而DSF/Cu组
细胞MDA含量均高于Control组，其中400 nmol/L
DSF/Cu组MDA含量升高至1.80±0.23 nmol/mg
prot，显著高于Control组(P<0.001)。PC12细胞给

药后，400 nmo l / L NAC组GSH含量升高至

22.61±2.91 μmol/g prot，显著高于Control组
(P<0.01)，而400 nmol/L DSF/Cu组GSH含量降低至

6.88±1.42 μmol /g prot，显著低于Contro l组
(P<0.01)。400 nmol/L NAC处理后，细胞SOD活性

升高至26.40±4.55 U/mg prot，显著高于Control组
(P<0.01)，而DSF/Cu处理后，200 nmol/L和400
nmol/L组细胞SOD活性降低至13.84±0.82 U/mg

prot、11.09±1.26 U/mg prot，显著低于Control组
(P<0.01，P<0.001)。以上结果说明，抗氧化剂

NAC能够降低神经细胞的氧化应激水平，而DSF/
Cu复合物产生的作用与NAC相反，说明DSF/Cu复
合物能明显增加神经细胞内的氧化应激水平而产

生神经毒性。

2.4 DSF/Cu诱导PC12细胞凋亡

DAPI染色结果显示，Control组细胞核大小均

匀、染色质无浓缩；而不同浓度的DSF/Cu复合物

处理后，如黄色箭头所示，随着浓度升高，细胞

数逐渐减少，出现凋亡小体的数量逐渐增加，胞

质浓缩，甚至出现细胞核破碎(图4)，说明DSF/Cu
复合物可以浓度依赖性诱导PC12细胞凋亡。

2.5 DSF/Cu对PC12细胞中MAPK信号通路的

影响

如图5所示，100 nmol/L、200 nmol/L、400 nmol/L
的DSF/Cu复合物作用于PC12细胞24 h后，与

Control组相比，各个浓度的DSF/Cu复合物能够上

调p38蛋白的表达(均有显著性差异，P<0.05)，激

活p38MAPK通路，且上调程度与给药浓度呈正

相关。

2.6 DSF/Cu诱导裸鼠脑部出现病变

对裸鼠连续腹腔注射给药，研究体内的神经

毒性。将脑部组织剖出并制备成病理切片，于光

学显微镜下观察发现，在Control组中，裸鼠脑组

织中的皮层、海马区和丘脑区域神经元数量丰富

且结构完整，胞核胞质之间分界清晰，未见明显

的变性和坏死。而在DSF/Cu组中，如黑色箭头所

示，裸鼠皮层和海马区等区域可见个别的神经元

呈现皱缩，染色程度加深，胞体变小，核仁不明

**P<0.01，***P<0.001，与对照组(Control)比较，n=3

图2 荧光探针检测DSF/Cu作用于PC12细胞ROS的变化

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，与Control比较，n=3

图3 DSF/Cu作用下PC12细胞MDA(A)、GSH(B)含量和SOD(C)活性的变化
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显，胞核和胞质的分界不清晰(图6)。

3 讨论

DSF是一种临床常用于治疗酒精依赖的药

物，能抑制乙醛脱氢酶，阻碍乙醇的正常代谢。

近年来，越来越多的证据表明，DSF及其代谢物通

过与二价金属铜形成络合物，在肿瘤、莱姆病和

可卡因成瘾等疾病的治疗中，表现出优越的治疗

效果[28,29]。众多的临床研究资料显示，DSF具有一

定的神经毒性，在长期给药的条件下会引起大鼠

脱髓鞘。因此，深入研究DSF/Cu复合物介导的神

经毒性及可能的分子机制，对各类疾病的预防及

治疗均具有重要的研究意义和临床价值。

本研究使用具有类神经元特性的PC12细胞，

初步探究DSF/Cu复合物对神经细胞的毒性作用。

MTT实验结果表明，随着浓度的增加，DSF/Cu复
合物对PC12细胞的毒性增强。正常情况下，ROS
作为活性因子维持着细胞氧化-还原水平的平衡状

态。当某些因素诱导ROS水平升高之后，氧化-还
原状态平衡被打破，细胞内DNA、RNA和蛋白质

结构被破坏，细胞产生氧化胁迫并凋亡[30]。本研

标尺=100 μm

图4 DSF/Cu对PC12细胞凋亡的影响
*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，与对照组(Control)比较，n=3

图5 DSF/Cu对PC12细胞内p38蛋白表达的影响

标尺=100 μm

图6 DSF/Cu对裸鼠脑部的组织病理学检查
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究以抗氧化剂NAC作为对照，探究DSF/Cu复合物

对氧化还原指标水平的影响。结果发现，NAC的
抗氧化作用使PC12细胞内ROS和脂质过氧化产物

MDA水平降低，细胞内GSH和SOD水平增加，意

味着细胞清除活性氧及超氧阴离子等超氧化物的

能力增强。与NAC造成的影响相反，在DSF/Cu复
合物作用下，细胞ROS和MDA水平明显提高，抗

氧化因子GSH和SOD水平降低，综合以上结果表

明，DSF/Cu复合物可能通过提高ROS水平，产生

氧化应激。进一步通过DAPI染色研究DSF/Cu复合

物对细胞凋亡的影响，观察发现，DSF/Cu复合物

处理后，细胞染色质浓缩聚集，出现凋亡小体并

呈现凋亡相关特征，提示DSF/Cu复合物具有一定

的神经毒性。MAPK是一类与细胞凋亡密切相关的

酶家族，其中p38作为MAPK通路上的一个因子，参

与调节细胞增殖、分化和凋亡过程。研究显示，p38
可被ROS活化[31,32]。本研究结果显示，200 nmol/L、
400 nmol/L DSF/Cu复合物可明显活化p38 MAPK通
路，且活化程度随DSF/Cu复合物的给药浓度升高

而升高，表明DSF/Cu复合物可浓度依赖性地激活

PC12细胞中的ROS/p38 MAPK通路，使神经细胞

产生氧化应激的表现，进而引发凋亡。且动物实

验结果也证明，DSF环糊精包合物联合铜给药后，

裸鼠脑组织出现病变，一定程度上证明了DSF与铜

联用会引起神经毒性的相关表现。

综上所述，DSF/Cu复合物具有一定神经毒

性，抑制PC12细胞增殖和促进凋亡，引起一系列

氧化应激指标的改变，其机制可能与诱发氧化应

激损伤以及激活ROS下游通路MAPK有关。该项目

的研究结果为后期进一步深入探讨改善DSF/Cu复
合物神经毒性作用方面的研究奠定了一定基础。
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