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·论著·
α-突触核蛋白寡聚体经氧化应激途径致帕金森病小鼠

模型多巴胺能神经元损伤
洪梅 1，黄梦阳 2，江红 3a，康慧聪 3b，许峰 3b，刘晓艳 3b，龚权 1，胡琦 3a，张存泰 3a，朱遂强 3b
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摘要 目的：通过鱼藤酮持续灌胃构建的帕金森病小鼠模型研究α-突触核蛋白寡聚体（α-Syn）的毒性作用机

制。方法：48只老年雄性C57小鼠随机分为鱼藤酮组和对照组，每组24只，鱼藤酮组灌注0.01 mL/g鱼藤酮

氯仿溶液，对照组灌注0.01 mL/g 氯仿溶液，均连续灌胃12周。于灌胃后取脑，行蛋白质印迹实验检测α-Syn

表达水平、透射电镜观察中脑黑质神经元超微结构；于灌胃前、后取脑，免疫组化染色观察黑质部位酪氨酸

羟化酶（TH）阳性细胞密度，并检测脑组织中超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）和丙

二醛（MDA）水平。结果：灌胃12周后，Western blot显示鱼藤酮组中脑α-Syn的表达较对照组明显增多（P＜

0.05）。免疫组化染色显示鱼藤酮组中TH阳性细胞数量较对照组明显减少（P＜0.05）。透射电镜显示鱼藤

酮组小鼠黑质部可见线粒体、高尔基体不规则肿胀。鱼藤酮组SOD、GSH-PX水平较对照组明显下降（P＜

0.05），MDA水平较对照组显著增多（P＜0.05）。 结论：鱼藤酮小剂量持续灌胃可在脑内诱发形成α-Syn寡

聚体，α-Syn寡聚体可能经氧化应激途径导致多巴胺神经元损伤。
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Technology, Wuhan 430030, China

Abstract Objective: To explore the mechanisms of the impairment of dopaminergic neurons by

alpha-synuclein (α-Syn) oligomers in the Parkinson’s disease (PD) mouse model established by gavage with

constant low-dose rotenone. Methods: A total of 48 elderly male C57 mice were randomly divided into the

rotenone group and control group with 24 mice per group. Mice in the rotenone group were administered 0.01

mL/g rotenone by gavage while mice in the control group were administered 0.01 mL/g chloroform. Mice were

sacrificed after 12 weeks of continuous treatment. In mice brains harvested after treatment, western blotting and

immunohistochemical staining were carried out to detect α-Syn expression levels; electron microscopy was used

to observe the ultrastructure of substantia nigra neurons in the midbrain. In mice brains harvested before and

after treatment, immunohistochemical staining of tyrosine hydroxylase (TH) was performed to examine the

density of TH-positive neurons in the substantia nigra, and levels of superoxide dismutase (SOD), glutathione

peroxidase (GSH-PX), and malondialdehyde (MDA) in the brain tissue were determined. Results: After the

12-week treatment, western blotting demonstrated that α-Syn expression in the midbrain of the rotenone group

mice was significantly higher than that of the control group mice (P<0.05). Immunohistochemistry showed that

there was a significant decrease in TH-positive neurons in the midbrain of the rotenone group mice compared

with that of the control group mice (P<0.05). Electron microscopy showed swollen mitochondria and Golgi in

the substantia nigra of the rotenone group mice. Compared to the control group, the rotenone group showed

significantly decreased levels of SOD and GSH-PX (P<0.05) and significantly increased levels of MDA (P<

0.05). Conclusion: α-Syn oligomers can form in the brain after continuous intragastric administration of

low-dose rotenone. α-Syn oligomers in the midbrain might impair dopaminergic neurons via oxidative stress.

Key words Parkinson’s disease; rotenone; alpha-synuclein; oxidative stress; dopaminergic neuron

帕金森病（Parkinson disease，PD）是常见

的神经变性疾病，全球发病率达0.3%左右[1]，

临床症状包括静止性震颤、肌僵直、运动迟

缓和姿势平衡障碍等[2]，病理改变主要是中

61



Neural Injury And Functional Reconstruction, February 2019, Vol.14, No.2

脑 黑 质 致 密 部 含 黑 色 素 的 多 巴 胺 能 神 经 元

（dopaminergic neuron，DN）变性、缺失及残存神经元内

以α-突触核蛋白（α-Synuclein，α-Syn）为主要成分的路

易小体形成[3]。α-Syn是一种主要位于突触前末梢的酸

性蛋白，在游离状态下其单体呈无序的未折叠结构，与

生物膜结合时则表现为α-螺旋结构，当表达增加或变

异时，可转变为淀粉纤维样的β-折叠结构，形成寡聚体

和多聚体 [4,5]。目前认为α-Syn 寡聚体毒性是导致 DN

变性、缺失的重要原因，但具体生物学机制仍不清楚。

本研究拟经鱼藤酮持续灌胃构建PD小鼠模型，初步探

讨α-Syn寡聚体导致DN变性缺失的可能生物学机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 12月龄清洁级健康雄性C57BL/6小

鼠，体质量约 28 g，由武汉大学动物实验中心提供，许

可证号 SCXK（鄂）2008-0004。

1.1.2 主要试剂与材料 鱼藤酮购自美国Sigma公司；

氯仿购自天津市化学试剂公司；羧甲基纤维素购自上海

KaYon 生物科技有限公司；BCA 试剂盒购自 Thermo

Fisher Scientific公司；兔抗小鼠α-Syn、β-actin抗体均购

自美国Santa Cruz公司；DAB、Mayor’s苏木素均购自武

汉博士德生物公司；兔抗小鼠酪氨酸羟化酶（tyrosine

hydroxylase，TH）抗体购自美国Chemicon公司；超氧化

物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、谷胱甘肽过氧

化 物 酶（glutathione peroxidase，GSH-PX）、丙 二 醛

（maleic dialdehyde，MDA）试剂盒购自南京建成生物工

程研究所。鱼藤酮溶液的配制：将鱼藤酮粉末溶于

12.5%氯仿，配制成 50 mg/mL鱼藤酮溶液，20 ℃避光

保存；灌胃时再将鱼藤酮氯仿溶液与2%羧甲基纤维素

溶液搅拌混匀，小鼠鱼藤酮灌胃剂量为 5 mg/kg，溶液

体积为 0.01 mL/g。同时，将氯仿、2%羧甲基纤维素按

上述比例配制成空白对照溶液。

1.2 方法

1.2.1 灌胃处理 取小鼠48只，随机分为对照组和鱼

藤酮组，每组各24只（实验过程中如有小鼠死亡，则根

据死亡数量补齐）。鱼藤酮组灌注0.01 mL/g鱼藤酮氯

仿溶液，对照组则灌注 0.01 mL/g的空白对照溶液，灌

胃5 d/周，休息2 d，均连续灌胃12周。

1.2.2 Western blotting 检测α-Syn 表达水平 于灌胃

12周后，各组取小鼠 6只，麻醉后断头取中脑，提取蛋

白，采用BCA法测定蛋白的含量。以SDS-PAGE凝胶

电泳分离蛋白。实验结果以α-Syn与β-actin条带灰度

的比值表示α-Syn相对表达水平。

1.2.3 免疫组织化学染色 于灌胃前、灌胃 12周后，

各组取小鼠4只，麻醉后断头取中脑，常规法制作石蜡

切片，切片脱蜡，置PBS中加热煮沸 15 min修复抗原，

3% H2O2 孵育 10 min 以耗竭内源性过氧化物酶，1%

BSA 封闭 30 min，去除封闭液，加入抗 TH 一抗抗体

（1 ∶1 000）4℃过夜，PBS 漂洗 5 min×3 次，加入二抗

37 ℃ 孵育30 min，DAB显色，苏木素复染1～2 min，梯

度酒精脱水，二甲苯透明中性树脂封片，显微镜下观察，

每个标本选5张连续切片观察黑质部分。每张切片先

在低倍镜下选取TH阳性细胞密集区，再在高倍镜下随

机选取10个视野，进行阳性细胞数，计算出平均值。

1.2.4 电镜观察 灌胃12周后，各组取小鼠2只，灌注

固定后取黑质约0.5 mm3，2.5%戊二醛、1%锇酸铅双重

固定，脱水，Epon812包埋，LKB-Ⅲ切片机超薄切片，醋

酸铀硝酸铅双重染色，IEM-1200EX透射电镜观察。

1.2.5 氧化应激水平的测定 灌胃前及灌胃12周后，

各组取小鼠 4只，麻醉后断头取中脑，匀浆，采用BCA

法测定蛋白的含量，SOD 的测定采用水溶性四唑盐

（WST-1）法，GSH-PX的测定采用比色法，MDA测定采

用硫代巴比妥酸（TBA）法，具体操作按南京建成生物

工程研究所试剂盒说明书进行。

1.3 统计学处理

采用SPSS 17.0软件处理数据。符合正态分布以

及方差齐性的计量资料以（x±s）表示，组间比较采用独

立样本均数 t检验；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 中脑黑质α-Syn表达水平比较

Western blotting检测结果显示，灌胃12周后，鱼藤

酮组中脑黑质处α-Syn单体和α-Syn寡聚体的表达量均

较对照组明显增多（P＜0.05及P＜0.01），见图1。

2.2 中脑黑质TH阳性细胞数比较

灌胃前，鱼藤酮组和对照组小鼠中脑黑质处TH阳

性细胞数分别为（25.15±1.63）个和（24.70±1.69）个，差

异无统计学意义（P=0.397）。灌胃12周后，鱼藤酮组和

对照组小鼠中脑黑质处TH阳性细胞数分别为（20.90±

1.62）和（22.9±2.17），鱼藤酮组较对照组明显减少，差

异有统计学意义（P=0.002），见图2。

2.3 电镜结果

灌胃12周后，对照组黑质部胞内细胞器未见明显

肿胀，而鱼藤酮组小鼠黑质部胞内线粒体、高尔基体均

可见明显不规则肿胀，见图3。
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2.4 氧化应激水平

灌胃前，2 组双侧黑质 SOD、MDA、GSH-PX 水平

差异无统计学意义（P＞0.05）。灌胃12周后，鱼藤酮组

双侧黑质 SOD、GSH-PX 水平低于对照组（P＜0.05），

MDA水平高于对照组（P＜0.05），见表1。

3 讨论

PD的经典病理改变为中脑DN变性缺失，目前认

为α-Syn异常聚集的寡聚体具有细胞毒性，是导致DN

变性缺失的主要原因[4,5]，但具体生物学机制仍不清楚。

既往缺乏理想的PD动物模型用于研究α-Syn寡聚

体的毒性作用机制。如经皮下注射 6-羟基多巴[6]构造

的 PD 大鼠模型虽有行为学改变，但不能在体内形成

α-Syn 寡聚体。皮下或脑内注射鱼藤酮 [7]虽可形成

α-Syn寡聚体，但鱼藤酮本身也可直接损伤系统性线粒

体复合酶Ⅰ、诱导神经元凋亡等，导致在此模型体内难

以区分α-Syn寡聚体与鱼藤酮的细胞毒性作用。近年

采用低剂量鱼藤酮持续灌胃老年小鼠的方法制备出慢

性PD模型，发现神经元缺失、α-Syn寡聚体沉积等病理

改变由胃肠道神经丛逐渐散播至中脑黑质。模型小鼠

脑和血液内鱼藤酮滴度、线粒体复合酶Ⅰ活性未发现

显著性改变[8]。而截断连接脑干和胃肠道的迷走神经

干后，再对小鼠采取鱼藤酮持续灌胃处理，则小鼠中脑

内未再出现上述病理改变[9]。该模型的生物学机制很

可能是肠壁神经丛内形成的α-Syn寡聚体经类朊蛋白

途径沿神经传导通路缓慢播散至中脑所致[10]，而非鱼

藤酮直接损伤DN。因此，此模型是研究α-Syn寡聚体

细胞毒性机制的理想动物模型。

本课题组使用C57老年小鼠持续鱼藤酮灌胃构造

上述模型，灌胃 12 周后免疫组化染色结果显示中脑

DN明显减少，行为学检测也有显著性改变，证实该PD

小鼠模型构造成功[11]。Western blotting结果显示中脑
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图2 中脑黑质TH阳性细胞数比较（免疫组化，×40）
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注：鱼藤酮组神经元内线粒体（A1）、高尔基体（A2）出现明

显肿胀，对照组胞内线粒体（B1）和高尔基体（B2）未见明显肿胀

图3 灌胃12周2组小鼠中脑黑质超微病理（×5000）

组别

对照组

鱼藤酮组

P值

只数

4

4

SOD/(U/mgprot)

灌胃前

128.14±10.60

124.64±13.01

0.736

灌胃后

108.12±5.39

68.15±9.37

0.004

组别

对照组

鱼藤酮组

P值

MDA/(nmol/mgprot)

灌胃前

2.68±0.59

2.59±0.62

0.875

灌胃后

2.92±0.42

5.89±0.47

0.001

GSH-PX/(mg/mL)

灌胃前

23.85±4.18

24.98±3.29

0.731

灌胃后

19.70±2.23

14.22±2.40

0.044

表1 2组小鼠中脑SOD、MDA、GSH-PX表达水平比较（x±s）
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α-Syn寡聚体显著性增加，而寡聚体是α-Syn异常聚集

体中的主要毒性成分[12,13]。本研究还发现中脑内SOD、

GSH-PX 浓度显著降低，MDA 显著增多，提示细胞内

活性氧物质增加，超氧阴离子自由基的清除能力明显

下降，透射电镜也发现黑质部线粒体、高尔基体等均出

现不规则肿胀，以上结果提示α-Syn寡聚体有可能通过

氧化应激途径导致DN的损伤。Parihar等[14]将从大鼠

神经元内先分离出来的线粒体孵育在含有α-Syn寡聚

体的溶液中30 min，再采用免疫荧光显像发现α-Syn寡

聚体可进入线粒体内，并导致胞内活性氧物质含量和

蛋白质酪氨酸硝化水平升高。而Devi等[15]采用蛋白质

印迹技术发现PD患者黑质纹状体神经元内线粒体内

存在明显α-Syn沉积，且使线粒体复合酶Ⅰ亚基活性显

著降低。因此，α-Syn寡聚体可能通过抑制线粒体复合

酶Ⅰ活性而导致线粒体功能障碍、活性氧物质产生增

加，经氧化应激途径导致DN损伤。

研究还发现α-Syn寡聚体可通过其他途径对神经

元产生毒性作用。首先，α-Syn多聚体可通过TLR4受

体活化神经元周围的胶质细胞[16]，活化的胶质细胞上调

胞内NADPH氧化酶和诱导型一氧化氮合酶的表达，释

放过氧化物、一氧化氮至胞外，进而加重 DN 损伤 [17]。

其次，α-Syn聚集物还可结合Tau蛋白，促进Tau蛋白聚

集，抑制微管蛋白合成，改变细胞骨架从而导致神经元

损伤[18]。再次，α-Syn寡聚体还可在细胞膜上形成跨膜

小孔，破坏细胞膜的完整而发挥其毒性作用[19]。最后，

α-Syn寡聚体可损伤泛素-蛋白酶体系统或/和自噬-溶

酶体途径，致使清除异常蛋白作用下降，进一步加重

α-Syn异常聚集，最后导致神经元死亡[20]。

综上所述，经低剂量鱼藤酮持续灌胃老年小鼠可

导致中脑内出现α-Syn 增多及 DN 减少缺失，α-Syn 寡

聚体有可能通过氧化应激途径对DN产生细胞毒性，

但详细的生物学机制还需进一步深入研究。
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