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帕金森病患者血浆中亲环素 Ａ的含量及其与炎症因子的相关性分析
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摘　要：目的　探讨帕金森病患者血浆中亲环素 Ａ（ＣｙＰＡ）的含量变化并分析其与炎症因子的相关性。方法　收集 ２０１５
年６月至２０１７年６月我院神经内科收治的帕金森病患者 ８０例（帕金森组），另选取同期健康体检者 ８０例为对照（对照

组）。全自动生化分析仪检测 ＣｙＰＡ、超敏 Ｃ反应蛋白（ｈｓＣＲＰ）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、白细胞介素６（ＩＬ６）和白细胞

介素１β（ＩＬ１β）含量；分析 ＣｙＰＡ含量与 ｈｓＣＲＰ、ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β含量的相关性；实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）和免

疫印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测 ＬＰＳ处理后 ＣｙＰＡｍＲＮＡ和蛋白表达变化；小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）敲减 ＣｙＰＡ的表达并验证后，

采用酶联免疫分析法（ＥＬＩＳＡ）检测 ｈｓＣＲＰ、ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β的含量。结果　帕金森组患者血浆 ＣｙＰＡ含量及血清中

炎症因子含量高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＣｙＰＡ含量与 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β呈正相关关系（Ｐ＜０．０５），与 ｈｓＣＲＰ无相关性

（Ｐ＞０．０５）。ＬＰＳ处理 ＢＶ２小胶质细胞可使 ＣｙＰＡｍＲＮＡ和蛋白质含量表达增加（Ｐ＜０．０５）。ｓｉＲＮＡ敲减 ＣｙＰＡ的表达

可降低 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β的含量（Ｐ＜０．０５），对 ｈｓＣＲＰ含量则无影响（Ｐ＞０．０５）。结论　帕金森病患者血浆 ＣｙＰＡ

含量升高可促进小胶质细胞炎症因子分泌，ＣｙＰＡ可作为抑制或缓解小胶质细胞炎症状态的靶点。
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　　中枢神经系统退行性疾病如帕金森病（Ｐａｒｋｉｎ
ｓｏｎ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）等可诱导小胶质细胞（ｍｉｃｒｏｇｌｉａ）
激活，促进多种促炎细胞因子的释放［１］，同时可诱

导一氧化氮、前列腺素 Ｅ２和活性氧等的释放促进
神经元的病变和凋亡，导致恶性循环，对中枢和外

周神经系统产生严重损伤［２］。相关抗炎治疗也被

证明可缓解神经退行性疾病患者神经元的炎症状

态，因此抑制或缓解小胶质细胞炎症是减缓神经退

行性疾病中神经元死亡的重要策略之一［３］。亲环

素 Ａ（ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＡ，ＣｙＰＡ）是一种具有多种生物学
功能的可释放型蛋白质，多项研究显示 ＣｙＰＡ是炎
症和氧化应激的新型介导物，是神经退行性疾病、

心血管疾病、糖尿病、病毒感染和血栓形成等疾病

的主要参与者［４－５］。在帕金森病患者外周血中

ＣｙＰＡ含量变化如何及其与促炎细胞因子关系如何
尚不清楚，因此本研究以帕金森患者及 ＢＶ２小胶
质细胞为研究对象，探讨 ＣｙＰＡ在帕金森患者神经
元炎症状态中的作用，为帕金森病的抗炎治疗提供

实验基础。

１　对象与方法
１．１　研究对象

收集 ２０１５年 ６月至 ２０１７年 ６月我院神经内
科收治的帕金森病患者 ８０例（帕金森组），男 ４８
例，女 ３２例，年龄 ５９～９２岁，平均年龄（７２．７±
９．５）岁。病程 １～２５年，其中 １～５年 ２０例，５～
１０年 ３１例，１０年 以 上 ２９例。按 照 帕 金 森 病
Ｈｏｎｅｈｎ＆Ｙａｈｒ分级标准对所有患者进行分级，其中
早期 １８例，中期 ３４例，晚期 ２８例。帕金森病诊
断标准参照２０１６版中国帕金森病诊断标准。排除
标准：①近期有全身性或系统性感染者；②合并自
身免疫性疾病或活动性免疫性疾病者；③合并单一
或多种恶性肿瘤者；④严重肝肾功能障碍者等。另
选取与帕金森组年龄和性别构成相匹配的同期健

康体检者 ８０例为对照（对照组），其中男 ４０例，女
４０例，年龄 ６０～８７岁，平均年龄（７０．６±８．３）
岁。

１．２　主要仪器和试剂
１．２．１　主要仪器　全自动生化分析仪（Ｂｅｃｋｍａｎ

Ｃｏｕｌｔｅｒ，美国）；低温高速离心机（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，
美国）；超净工作台（苏州安泰，中国）；普通 ＰＣＲ
仪（ＢｉｏＲａｄ，美国）；实时荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩ，美
国）；电泳仪、电转仪及凝胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ，美
国）；恒温气浴摇床（海门其林贝尔仪器制造有限

公司，中国）、多功能酶标仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ，美
国）。

１．２．２　主要试剂　ＬＰＳ（Ａｂｃａｍ，美国）；ｈｓＣＲＰ，
ＴＮＦα，ＩＬ６和 ＩＬ１βＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，美
国）；总 ＲＮＡ提取试剂盒（天根生化科技（北京）有
限公司，中国）；逆转录试剂盒（宝生物工程（大

连）有限公司，日本）；荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（ＱＩＡ
ＧＥＮ，美国）；ＰＣＲ引物 （华大基因，中国）；ａｎｔｉ
ＣｙＰＡ（Ａｂｃａｍ，美国）；ａｎｔｉＧＡＰＤＨ及 ＨＲＰ标记二抗
（北京中杉金桥生物技术有限公司，中国）、ＥＣＬ发
光液（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）。
１．３　实验方法
１．３．１　血浆 ＣｙＰＡ及血清促炎细胞因子检测　所
有受检者空腹采集外周静脉血，１ｈ内离心分离血
浆或血清。离心速度为 ３０００ｒ／ｍｉｎ，离心 １０ｍｉｎ。
分离血浆或血清后，全自动生化分析仪检测 ＣｙＰＡ
和超敏 Ｃ反应蛋白（ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅＣｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，
ｈｓＣＲＰ）、肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）、白细胞介素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）和白细
胞介素 １β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）的含量。
１．３．２　ＢＶ２小胶质细胞培养　采用含 １０％胎牛
血清和 １％青链霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液培养
ＢＶ２小胶质细胞，置于３７℃，含５％ ＣＯ２培养箱中
静置培养。待细胞融合度达到 ８０％时，以０．２５％
胰酶ＥＤＴＡ消化细胞并进行传代培养。
１．３．３　ＲＴｑＰＣＲ检测 ＣｙＰＡｍＲＮＡ的表达变化　
按 ＲＮＡ提取试剂盒和逆转录试剂盒说明书提取总
ＲＮＡ并逆转录为 ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板进行 ＲＴ
ｑＰＣＲ反应。ＣｙＰＡ和 ＧＡＰＤＨ引物序列见表 １。反
应条件如下：９５℃变性 ５ｍｉｎ，９５℃变性 １０ｓ，５９℃
退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，４０个循环。根据目的基
因的相对量 ＝２（ＣｔＧＡＰＤＨＣｔＣｙＰＡ）计算 ＣｙＰＡｍＲ
ＮＡ的表达变化。
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表１　ＣｙＰＡ及ＧＡＰＤＨ引物信息

基因名称 引物序列（５’－３’） 产物大小（ｂｐ）

ＣｙＰＡ
上游　ＡＣＴＣＣＴＣＡＴＴＴＡＧＡＴＧＧＧＣＡＴＣＡ

１２６
下游　ＧＡＧＴＡＴＣＣＧＴＡＣＣＴＣＣＧＣＡＡＡ

ＧＡＰＤＨ
上游　ＧＴＣＧＣＣＡＧＣＣＧＡＧＣＣＡＣＡＴＣ

１０７
下游　ＣＣＡＧＧＣＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡ

１．３．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＣｙＰＡ蛋白的表达变化　
以 ＲＩＰＡＢｕｆｆｅｒ提取总蛋白，加入 ５×ＳＤＳＬｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ，９９℃加热 ５ｍｉｎ使蛋白变性。取 ２０μｇ进行
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，切取凝胶进行电转，３５Ｖ湿
转过夜，５％ＢＳＡ室温封闭 ２ｈ，ＰＢＳＴ洗 ３次，每次
５ｍｉｎ；室温孵育一抗 １ｈ，ＰＢＳＴ洗 ３次，每次５ｍｉｎ；
室温孵育二抗 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗三次，每次 ５ｍｉｎ：室
温孵育 ＥＣＬ发光液 １ｍｉｎ，进行凝胶成像并拍照，
以灰度值 ＣｙＰＡ／灰度值 ＧＡＰＤＨ计算目的蛋白的表
达变化。

１．４　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析，计量资料

以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用
ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，多样本均数间比较采用单因素方
差分析，组间的两两比较采用 ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ

检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　帕金森组和对照组 ＣｙＰＡ和促炎细胞因子含
量比较

帕金森组血浆 ＣｙＰＡ，血清 ｈｓＣＲＰ、ＴＮＦα、ＩＬ６
和 ＩＬ１β含量均高于对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见表 ２。

表２　两组患者血浆ＣｙＰＡ和血清促炎细胞因子含量比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数
ＣｙＰＡ
（ｎｇ／Ｌ）

ｈｓ－ＣＲＰ
（ｍｇ／Ｌ）

ＴＮＦ－α
（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＬ－６
（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＬ－１β
（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 ８０
２．３５±
０．３７

１．７４±
０．８６

１６５．７６±
８２．１６

２．８０±
１．４１

２２．２２±
１４．０７

帕金森组 ８０
６．０２±
０．５７

４．９３±
１．５６

３３２．６９±
８７．５３

２０．２±
７．０５

２３１．１１±
７２．５８

ｔ ５５．３６ １６．００ １２．４４ ２１．４１ ２５．２７
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

２．２　帕金森病患者 ＣｙＰＡ含量促炎细胞因子含量
的相关性

相关性分析结果显示，帕金森病患者血浆 ＣｙＰＡ
含量与 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β呈正相关关系（Ｐ＜
０．０５），与 ｈｓＣＲＰ无明显相关性（Ｐ＞０．０５），见图 １。
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图 １　帕金森病患者 ＣｙＰＡ含量与促炎细胞因子含量的相关性。

２．３　帕金森病患者血浆 ＣｙＰＡ含量与疾病病程及
Ｈ＆Ｙ分级的关系

帕金森病患者血浆 ＣｙＰＡ含量与疾病病程长短
无关（Ｐ＞０．０５），而与疾病严重程度有关（Ｐ＜０．０５），
随着疾病加重，ＣｙＰＡ含量升高，见表３。

２．４　ＬＰＳ诱导的 ＢＶ２小胶质细胞炎症模型 ＣｙＰＡ
ｍＲＮＡ和蛋白的表达变化

与未处理 ＬＰＳ组比较，ＬＰＳ处理 ＢＶ２小胶质细
胞后，ＣｙＰＡｍＲＮＡ和蛋白的表达增加，两组比较，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图 ２。
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表 ３　帕金森病患者血浆 ＣｙＰＡ含量与疾病病程及 Ｈ＆Ｙ分级

的关系　（ｘ±ｓ）

指标
疾病病程（年）

１～５ ５～１０＞１０
Ｈ＆Ｙ分级
早期 中期晚期

ＣｙＰＡ
（ｎｇ／Ｌ）

５．９８±０．５５５．９９±０．５８６．０２±０．４６ ５．５１±０．５１６．００±０．４３６．３４±０．３６

Ｆ ０．０４１ ２０．６３０
Ｐ ０．９５９ ０．０００

２．５　ＣｙＰＡ对细胞促炎因子表达的影响
采用 ｓｉＲＮＡ敲减 ＬＰＳ诱导的 ＢＶ２小胶质细胞

中 ＣｙＰＡ的含量，结果显示，敲减 ＣｙＰＡ可减少 ＴＮＦ

α、ＩＬ６和 ＩＬ１β的含量，与对照组比较，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），而对 ｈｓＣＲＰ含量无明显影
响（Ｐ＞０．０５），见图 ３。
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图２　ＬＰＳ诱导的ＢＶ２小胶质细胞炎症模型ＣｙＰＡｍＲＮＡ和蛋白的表达变化

注：为与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１
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图３　ＣｙＰＡ对细胞促炎因子表达的影响

注：为与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论
帕金森病最主要的病理改变是中脑黑质多

巴胺能神经元的变性死亡，并由此引起纹状体

多巴胺含量显著性减少而致病。但目前具体的

病因仍不清楚，遗传因素、环境因素、年龄老化

和氧化应激等均可能参与帕金森病多巴胺能神

经元的变性死亡过程［６］。有研究发现［７］，神经

炎症是帕金森等神经退行性疾病的一种主要病

理过程，在帕金森病患者的黑质纹状体中存在

大量小胶质细胞激活，激活后产生的多种细胞

因子（如 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β等）可以引起炎
症反应，促进神经元的病变和凋亡，导致恶性循

环，对中枢和外周神经系统产生严重损伤。因

此，控制小胶质细胞炎症是帕金森的治疗策略

之一［８］。本研究以帕金森患者和 ＢＶ２小胶质

细胞为研究对象，寻找控制小胶质细胞炎症反

应的可能靶点，为帕金森病的治疗提供实验基

础。帕金森病患者外周血促炎细胞因子含量检

测结 果 显 示，ｈｓＣＲＰ、ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β含
量高于对照组，提示帕金森患者确实处于炎症

状态，与文献报道一致。

亲环素 Ａ（ＣｙＰＡ）是最早发现的亲环素家族
蛋白，由 １６５个氨基酸组成，存在于哺乳动物
所有类型细胞中。ＣｙＰＡ具有肽脯氨酰顺反异
构酶活性，作为分子伴侣参与体内多种蛋白的

成熟、折叠、活化、稳定及定位［９］。近年来的研

究发现，ＣｙＰＡ与炎症的发生密切相关，是氧化

应激和炎症的新型介导物［１０，１１］。ＣｙＰＡ是一种

胞内蛋白，但多种因素可导致其释放，如炎症、

缺氧、氧化应激及其他刺激。Ｈｅｉｎｚｍａｎｎ等［１２］研

究发现，新型细胞外 ＣｙＰＡ抑制剂 ＭＭ２８４可减
少肌钙蛋白 Ｉ诱导的心肌炎小鼠模型的心肌炎
症。Ｌｉ等［１３］研究发现，在 ＬＰＳ诱导的小鼠急性

肺损伤模型中，ＣｙＰＡ抗体处理可减轻肺组织炎
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症反应，并 可 显 著 减 少 血 清 中 ＩＬ１β的 含 量。
本研究结果显示，ＣｙＰＡ含量与 ＴＮＦα、ＩＬ６和
ＩＬ１β呈 正 相 关 关 系，与 ｈｓＣＲＰ无 明 显 相 关
性，且帕金森病患者血浆 ＣｙＰＡ含量与疾病病程
长短无关，而与疾病严重程度有关，提示 ＣｙＰＡ
可能与疾病进展有关。在 ＬＰＳ诱导的 ＢＶ２小
胶质细胞炎症模型结果显示，敲减 ＣｙＰＡ的表达
可减少 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β含量，而对 ｈｓＣＲＰ
无明显影响，说明 ＣｙＰＡ可通过促进促炎细胞因
子的分 泌 导 致 炎 症 反 应。Ｓｕｎ等［１４］研 究 发 现

ＣｙｐＡ可与 ＮＦκＢ亚基 ｐ６５／ＲｅｌＡ相互作用并促
进 ＮＦκＢ激活信号传导，而 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ
１β均为 ＮＦκＢ信号通路的炎症因子，因此本研
究结果与 Ｓｕｎ等［１４］文献报道一致。

综上所述，ＣｙＰＡ可能通过 ＮＦκＢ信号通路
促进促炎细胞因子的分泌进而导致炎症反应，

而炎症反应又 可 进 一 步 促 进 小 胶 质 细 胞 释 放

ＣｙＰＡ，导致恶性循环，加重神经系统的炎症反
应。本研究为以神经炎症为病理过程的神经退

行性疾病的抗炎治疗提供了实验基础。
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