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摘　要：目的　探讨漆黄素对帕金森病的神经保护作用及具体机制。方法　采用 ＭＰＴＰ腹腔注射复制亚急性 ＰＤ小鼠模
型，漆黄素灌胃给药，实验分为３组：ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＭＰＴＰ组、漆黄素 ＋ＭＰＴＰ组。通过旷场实验、爬杆实验、悬挂实验等行为学

指标评估小鼠的运动行为。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和免疫荧光技术检测纹状体中 ＴＨ水平和黑质中 ＴＨ阳性神经元数量。

采用尼氏染色检测黑质区神经元的损伤状况。通过检测纹状体区 ＧＳＨ、ＳＯＤ、ＴＡＯＣ、ＭＤＡ含量，评估脑组织中氧化应激

水平。结果　与 ＭＰＴＰ组相比，漆黄素 ＋ＭＰＴＰ组，小鼠的运动总距离及运动速度提高（Ｐ＜０．０５）；爬杆总时间及转头时

间缩短（Ｐ＜０．０５）。悬挂实验评分提高（Ｐ＜０．０５）。尼氏染色结果发现，漆黄素可缓解 ＭＰＴＰ小鼠黑质区神经元损伤

（Ｐ＜０．０５）。ＴＨ免疫印迹及免疫荧光实验发现漆黄素可改善 ＭＰＴＰ诱导的小鼠 ＴＨ表达量水平下降及阳性神经元丢失

（Ｐ＜０．０５）。同时，漆黄素处理后，提高了 ＭＰＴＰ小鼠 ＧＳＨ、ＳＯＤ、ＴＡＯＣ水平，降低了 ＭＰＴＰ小鼠 ＭＤＡ的含量（Ｐ＜

０．０５）。结论　漆黄素能有效改善帕金森病模型小鼠的运动功能，缓解黑质 －纹状体多巴胺能神经元损伤，其机制可能

与漆黄素的抗氧化作用有关。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）主要病理
特征是黑质致密部多巴胺能神经元（ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ
ｎｅｕｒｏｎｓ，ＤＡｎ）内 α突触核蛋白（αｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α
ｓｙｎ）的异常累积以及黑质 ＤＡｎ变性［１２］。ＰＤ患者
尸检发现，脑组织中 ＤＮＡ和蛋白质的高度氧化、脂
质过氧化水平增高及谷胱甘肽含量的减少［３］，并发

现活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）形成和线粒
体功能受损与 ＤＡｎ凋亡有关［４］。目前，研发具有

抗氧化剂等特性的天然药物成为预防和治疗 ＰＤ
的重要方向［５］。

漆黄素是一种具有多种生物活性的天然类黄

酮物质。最新研究表明，漆黄素在阿尔茨海默病、

亨廷顿舞蹈病、抑郁症等多种神经精神疾病模型中

发挥了神经保护作用，这可能与漆黄素的抗氧化应

激、线粒体保护、抗炎抗免疫等多靶点神经保护活

性有关［６］。然而，漆黄素在 ＰＤ中的作用及其机制
尚不明确。本研究拟通过行为学实验、病理及分子

生物学、氧化应激指标等多方面评估漆黄素对 ＰＤ
模型小鼠的神经保护作用。

１　材料与方法
１．１　材料

漆黄素 （３，７，３＇，４＇四羟基黄酮，ｆｉｓｅｔｉｎ）、
ＭＰＴＰ（１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶）、ＴＨ抗
体（Ｓｉｇｍａ，美国）；βａｃｔｉｎ抗体（ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，美国）；
还原 型 谷 胱 甘 肽 （ＧＳＨ）、总 超 氧 化 物 歧 化 酶
（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）测
定试剂盒（南京建成生物，中国）；甲苯胺蓝染液

（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，美国）。
１．２　实验动物

雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，１２～１３周龄，体重 ２４～
２８ｇ，由上海南方模式生物公司提供。每笼饲养 ５
只小鼠，自由进食和饮水，相对湿度 ４０％ ～５０％，
室温 ２０～２５℃，１２ｈ／１２ｈ昼夜节律。实验操作流
程严格遵循中国实验动物操作指南，已通过上海南

方模式 生 物 中 心 伦 理 委 员 会 的 批 准 （ＩＡＣＵＣ：

２０１８０００５）。
１．３　实验动物分组及造模

将小鼠随机分为 ３组：ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＭＰＴＰ组和漆
黄素 ＋ＭＰＴＰ组，每组５只，共１５只。ＭＰＴＰ组按照
３０ｍｇ／ｋｇ的剂量连续 ５ｄ腹腔注射，复制亚急性 ＰＤ
小鼠模型。漆黄素 ＋ＭＰＴＰ组小鼠给予 １００ｎｇ／ｋｇ
漆黄素［７］（溶于含１％ＤＭＳＯ的 ＰＢＳ溶液配制）连续
灌胃 ３０ｄ，ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＭＰＴＰ组同时给予等量含
１％ＤＭＳＯ的 ＰＢＳ溶液灌胃。在漆黄素给药的第 ２６
～３０ｄ，漆黄素 ＋ＭＰＴＰ组给予 ＭＰＴＰ连续腹腔注射
５ｄ。
１．４　行为学实验
１．４．１　旷场实验　实验开始前，将小鼠放至实验
环境中适应半小时。将小鼠放置于实验箱（４０ｃｍ×
４０ｃｍ）底部的中央区域。利用旷场工作站（ＭＥＤ
Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｇｅｏｒｇｉａ，ＶＴ，ＵＳＡ），连 续 采 集 并 分 析
１５ｍｉｎ内小鼠的平均速度、运动总距离等指标。
１．４．２　爬杆实验　自制爬杆装置［８］，并对各组小

鼠进行爬杆训练。ＭＰＴＰ末次注射后的次日进行爬
杆实验。将小鼠头朝上，上 肢 放 在 杆 顶 端 （高

８０ｃｍ，直径 １ｃｍ）。小鼠从放置到全身朝下的时
间为掉头时间，从放置到后肢着陆的时间为总时

间。每只小鼠测试 ３次，每次测试间隔 １ｈ以上。
１．４．３　悬挂实验　自制悬挂实验装置（中间铁丝
直径 ２ｍｍ，长 ５０ｍｍ；两端平台高 ３５ｃｍ），将小鼠
前爪放于铁丝中间以悬挂小鼠。记录 １８０ｓ内小
鼠掉落的次数以及到达两端平台的次数，并根据参

考文献［９］计算得分。小鼠的基础分数设为 １０分，
每掉落 １次减去 １分，到达平台 １次则加 １分。小
鼠中途掉落或者到达平台后将其重新悬挂，直至计

时达到 １８０ｓ。
１．５　蛋白免疫印迹

行为学实验结束后，对小鼠进行灌注并取材。

取小鼠一侧新鲜脑组织，将纹状体剥离并加入适量的

含ＰＭＳＦ的ＲＩＰＡ裂解液匀浆后，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ，离
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心１５ｍｉｎ。取上清液，采用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，将分离的蛋白质转移至
０．４５μｍ的 ＰＶＤＦ膜上。５％的脱脂牛奶封闭膜
１２０ｍｉｎ以抑制非特异性结合。随后按照蛋白分子
量裁剪目标条带，对应 ＴＨ抗体和 βａｃｔｉｎ抗体 ４℃
冰箱摇床孵育过夜。次日，ＴＢＳＴ清洗 ３次后，将目
标条带与对应种属的二抗室温孵育 １ｈ，蛋白印迹
智能成像系统扫描。

１．６　免疫荧光
取小鼠另一侧半脑，放入 ４％的多聚甲醛中固

定 ２４ｈ后，参考小鼠脑图谱制备小鼠脑组织黑质
区的石蜡切片。将石蜡切片放入二甲苯中脱蜡后，

放入不同梯度的乙醇中水合。随后将切片置于 ｐＨ
６．０的柠檬酸钠缓冲液中煮沸修复 ８ｍｉｎ，用组化
笔在脑组织周围画阻水圈，向阻水圈内滴加免疫荧

光封闭液，３７℃封闭 ２ｈ后，加入 ＴＨ抗体于 ４℃冰
箱孵育过夜。次日，ＰＢＳＴ清洗后加入免疫荧光二
抗，放置于湿盒中３７℃避光孵育３０ｍｉｎ。用含 ＤＡ
ＰＩ的抗荧光淬灭剂封片后，在荧光显微镜下观察。
１．７　尼氏染色

将小鼠脑组织黑质的石蜡切片依次放入二甲苯

和梯度乙醇中脱蜡和水合。在切片上滴加甲苯胺蓝

染液染色５ｍｉｎ，流水洗净。加入 １％的冰醋酸适当
分化后，二甲苯中透明５ｍｉｎ并用中性树胶封片。

１．８　氧化应激指标测定
取适量的小鼠纹状体组织，加入 ９倍预冷的生

理盐水于冰上制备 １０％的组织匀浆，随后 ３０００～
４０００ｒ／ｍｉｎ，离心匀浆液 １０ｍｉｎ，取上清液并严格
按照说明书操作，进行氧化应激指标 ＧＳＨ、ＳＯＤ、Ｔ
ＡＯＣ、ＭＤＡ的检测。
１．９　统计学方法

使用 ＳＰＳＳ２１．０软件和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件
进行统计学分析。计量资料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，多组间比较采用单因素方差（ＯｎｅＷａｙＡＮＯ
ＶＡ）分析。检验水准取双侧 α＝０．０５，以 Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。ＡｄｏｂｅＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒＣＣ２０１８绘图。
２　结果
２．１　漆黄素对 ＭＰＴＰ诱导的 ＰＤ模型小鼠行为学
障碍的影响

旷场实验结果发现，ＭＰＴＰ组小鼠的总运动距
离和平均速度低于 ｃｏｎｔｒｏｌ组，而漆黄素 ＋ＭＰＴＰ组
小鼠的总运动距离和平均速度都有提高（图 １Ａ、
图 １Ｂ）。与 ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＰＴＰ组小鼠的爬杆及
掉头动作较慢，漆黄素 ＋ＭＰＴＰ组小鼠的总运动时
间和掉头时间均缩短（图 １Ｃ、图 １Ｄ）。悬挂实验
中 ＭＰＴＰ组小鼠的掉落次数增多，而到达平台的次
数减少，总评分更低，而漆黄素干预能改善 ＰＤ小
鼠悬挂实验的掉落情况（图 １Ｅ）。
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图 １　漆黄素改善 ＰＤ模型小鼠行为学障碍
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２．２　漆黄素对 ＭＰＴＰ诱导的小鼠黑质区神经元
损伤的影响

Ｎｉｓｓｌ染色结果发现，ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠黑质区神经
元核仁及 Ｎｉｓｓｌ体呈浅蓝色且细胞结构完整，而
ＭＰＴＰ模型小鼠黑质区神经元呈固缩深染状态。与
ＭＰＴＰ组相比，漆黄素干预可显著改善小鼠黑质区
的神经元损伤情况。见图 ２。
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图２　漆黄素可以缓解ＭＰＴＰ诱导的神经元损伤（标尺＝１００μｍ）

２．３　漆黄素对 ＭＰＴＰ诱导的小鼠 ＴＨ水平下降及
阳性神经元丢失的影响

免疫荧光结果发现，相比于 ｃｏｎｔｒｏｌ组，ＭＰＴＰ组
ＴＨ阳性神经元的数量下降，表明ＰＤ模型构建成功。
而给予漆黄素处理后小鼠黑质区的 ＴＨ阳性神经元
较 ＭＰＴＰ组增多。蛋白免疫印迹结果显示 ＭＰＴＰ组
小鼠 ＴＨ蛋白水平相较于 ｃｏｎｔｒｏｌ组下降，而漆黄素干

预能缓解 ＭＰＴＰ诱导的 ＴＨ水平下降。见图３。
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Ａ、Ｂ：纹状体ＴＨ蛋白表达水平；Ｃ：黑质ＴＨ阳性神经元染色

（标尺 ＝１００μｍ）；ａ、ａａａ为与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ值分别为

＜０．０５、＜０．００１；ｂ为与ＭＰＴＰ组比较，Ｐ＜０．０５

图３　漆黄素缓解ＭＰＴＰ诱导的神经元损伤

２．４　漆黄素对 ＭＰＴＰ诱导的 ＰＤ模型小鼠氧化应
激的影响

与 ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＰＴＰ组小鼠的 ＭＤＡ含量升
高，而 ＧＳＨ、ＳＯＤ、ＴＡＯＣ水平较 ｃｏｎｔｒｏｌ组下降；而
漆黄素灌胃处理后 ＭＤＡ含量下降，ＧＳＨ、ＳＯＤ、Ｔ
ＡＯＣ水平升高（Ｐ＜０．０５）。见图 ４。
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图 ４　漆黄素改善 ＭＰＴＰ诱导的小鼠氧化应激损伤

３　讨论
ＰＤ病理机制中的多巴胺代谢、线粒体功能障

碍、蛋白质错误折叠及神经炎症均可导致 ＤＡｎ神经
元发生氧化应激损伤［１０］，而细胞氧化还原失衡后的

·６５３·

　 　　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＮｅｕｒｏｌｏｇｙａｎｄＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ　２０２０，４７（４）　



ＲＯＳ累积会导致脂质、蛋白质、ＤＮＡ和 ＲＮＡ的氧化
损伤，从而损害神经元功能和结构的完整性［１１］。

漆黄素具有抗癌、抗炎、抗病毒、免疫调节等多

种生物学特性［１２］。已有研究表明，漆黄素可通过

激活 ＥＲＫ改善与 ＳＯＤ１基因突变相关的肌萎缩性
侧索硬化症模型的氧化应激所致病理损伤［１３］。

本研究通过旷场实验、爬杆实验以及悬挂实验

评估小鼠的自主活动状态、有无运动迟缓以及运动

协调性。行为学结果发现，漆黄素处理可改善

ＭＰＴＰ小鼠的总运动距离，同时其平均速度提高、掉
头时间及总时间缩短以及悬挂评分提高。

酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）是多巴
胺合成的关键酶，常用于验证 ＰＤ模型的成功建立
及 ＰＤ病理严重程度的评估。通过免疫荧光结果
发现，漆黄素可显著提高 ＭＰＴＰ诱导的 ＴＨ水平，并
增加 ＴＨ阳性神经元数量。神经元损伤时，典型形
态变化可用 Ｎｉｓｓｌ染色检测，表现为神经元萎缩及
嗜碱性异常。尼氏染色结果发现漆黄素可显著缓

解 ＴＨ阳性神经元损伤。笔者认为，漆黄素可有效
改善 ＭＰＴＰ诱导的 ＰＤ模型小鼠的行为学障碍和多
巴胺能神经元损伤。

ＧＳＨ的主要功能是针对脑组织存在的自由基进
行防御。ＧＳＨ水平降低可能会阻碍 Ｈ２Ｏ２清除并促
进强的羟自由基的形成，导致氧化损伤［１４］。ＳＯＤ是
清除活性氧自由基的主要酶，ＴＡＯＣ反映机体酶类
和非酶类抗氧化物的总水平［４］。ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＴＡＯＣ
水平的高低反映了机体清除自由基和抗氧化损伤的

能力［１５］。丙二醛（ＭＤＡ）是多不饱和脂肪酸氧化的
最终产物，其水平可以间接反映氧自由基的代谢程

度，因此可以作为氧化损伤的指标［１７］。ＭＰＴＰ诱导
的小鼠中 ＭＤＡ水平升高表明氧化应激所产生的自
由基增加。本研究结果发现，ＭＰＴＰ组小鼠脑组织中
ＭＤＡ含量升高，而 ＧＳＨ、ＳＯＤ、ＴＡＯＣ水平下降。漆
黄素处理可使 ＭＰＴＰ小鼠脑组织的 ＧＳＨ、ＳＯＤ、Ｔ
ＡＯＣ水平升高，ＭＤＡ含量下降，表明漆黄素可以改
善 ＭＰＴＰ诱导的 ＰＤ小鼠脑内 ＲＯＳ产生与清除之间
的失衡，改善 ＭＰＴＰ小鼠脑组织的氧化损伤。

综上，漆黄素可抑制 ＭＰＴＰ诱导的多巴胺能神
经元损伤，有效改善 ＰＤ模型小鼠的运动功能障
碍。漆黄素的上述神经保护作用可能与其清除自

由基、抑制氧化应激密切相关。基于以上研究结

果，漆黄素有可能成为预防和治疗 ＰＤ的潜在神经
保护药物。
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