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摘要# 目的!考察积雪草酸 "??$ 对 #’甲基’(’苯基’#% "% %% /’四氢吡啶 "C@*@$ 诱导小鼠帕金森 "@F$ 样运动
症状的影响及其神经保护机制& 方法!取雄性G.&a_A/小鼠 (. 只% 除对照组 ) 只小鼠外% 其余用 ". 1TA[TC@*@腹
腔注射 & >建立帕金森病模型% 随机分为模型组% 积雪草酸低’ 高剂量组% 阳性对照组& 造模同时开始连续 ## >灌胃
给予相应药物或溶剂 "$M.!羧甲基纤维素钠$% 第 #" 天进行行为学测试& 0_nB?试剂盒检测血清白介素’#& "n_’
#&$’ 肿瘤坏死因子’#"*HY’#$ 水平( 免疫组织化学法检测黑质酪氨酸羟化酶 "*P$ 阳性细胞( 检测中脑 SJV:"’
LFHV!’ 诱导型一氧化氮合酶 "1F!@$’ 环氧化酶’" "=!WV9$ 的 1LH?表达% 以及丙二醛 "CF?$ 含有量& 结果!

与模型组相比% 给予积雪草酸的小鼠在行为学测试中表现更好 ",h$M$.% ,h$M$#$& 而且% 积雪草酸通过上调 *P

表达’ 增加*P阳性细胞数量来有效保护黑质多巴胺能神经元 ",h$M$.$( 抑制中脑1F!@’ =!WV9’ SJV:"’ LFHV!的
1LH?表达 ",h$M$.% ,h$M$#$( 降低中脑CF?水平 ",h$M$#$( 降低血清n_’#&’ *HY’#含有量 ",h$M$.% ,h
$M$#$& 结论!积雪草酸能缓解@F小鼠运动障碍和多巴胺能神经元损伤% 抗炎’ 抗氧化是其可能的神经保护机制&
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!!帕金森病 "@F$ 是一种不可逆的慢性进展性
神经退行性疾病% 其临床运动症状主要为静止性震
颤’ 肌强直’ 运动迟缓’ 姿势步态异常,#- ( 特征
性病理改变是黑质致密部多巴胺能神经元选择性丢
失% 残余神经元内路易小体聚集,"- & 尽管 @F的发
病机制尚未完全阐明% 但许多证据表明神经炎症反
应和氧化应激在 @F的发病中占有重要地位,%’(- &
目前@F的治疗仍以多巴胺替代治疗为主% 但仅能
缓解运动症状% 而无法终止疾病进展,.- % 而且长
期的多巴胺治疗会产生一系列副作用% 如周围神经
损伤’ 症状波动’ 异动症,/’&- % 因此疗效好’ 副作
用小的@F治疗药物亟待研发&

积雪草酸 "??$ 是传统中草药积雪草中的一
种活性成分% 属五环三萜酸% 其生物活性非常丰
富% 如抗氧化’ 抗炎’ 肝保护’ 神经保护’ 抗肿
瘤,-’#"- & 有学者报道% 积雪草酸可以保护 BP’BN.N
细胞抵抗鱼藤酮诱导的细胞凋亡,#%- ( 本课题组前
期研究发现% 积雪草酸通过调节线粒体功能保护帕
金森样损伤的神经细胞,#(- % 这些研究成果提示积
雪草酸可能成为@F的候选治疗药物& 本研究采用
#’甲基’(’苯基’#% "% %% /’四氢吡啶 "C@*@$ 腹
腔注射建立@F动物模型% 研究积雪草酸对 @F小
鼠运动功能的影响% 探讨积雪草酸的神经保护
机制&
%K材料与方法
#M#!实验动物!雄性 G.&a,A/ 小鼠% 体质量 "" k
"/ T% 购自常州卡文斯实验动物公司% 动物合格证
号 $$%%(/#&
#M"!实验试剂!*P抗体’ &’?7S3; 抗体’ PL@’羊
抗鼠’ PL@’羊抗兔 " B2;S2GD<X公司% 批号 97’
"."/)’ 97’(&&&-’ 97’"$$.’ 97’"%.& $( CF?试剂
盒 "南京建成% 批号 "$#/$("-$( aG?蛋白试剂盒

"碧云天公司% 批号 Z$$$)$( *HY’#’ n_’#&0_nB?
试剂盒 "达科为公司% 批号 FJb#"’#$#"’$)/%
FJb#"’#&"$’$)/$( 左旋多巴 "罗氏公司% 批号
BP"((%$( 积雪草酸 "纯度 )&!% 批号 .(/&#"$’
C@*@"批号 C$-)/$ 等其余药品或试剂 " B3T12
公司$&
#M%!小鼠帕金森病模型的造模和给药!(. 只小鼠
随机分为溶剂对照组’ 模型组’ 积雪草酸低剂量干
预组’ 积雪草酸高剂量干预组’ 左旋多巴阳性对照
组% 每组 ) 只& 小鼠连续 & > 腹腔注射 C@*@
"". 1[A[T$ 建立帕金森病模型% 溶剂对照组腹腔
注射生理盐水& 在C@*@造模的同时开始连续给药
## >% 溶剂对照组和模型组小鼠灌胃给予 $M.!
GCG’H2% 积雪草酸干预组根据小鼠体质量分别灌
胃给予积雪草酸 #"M. 1[A[T和 ". 1TA[T"积雪草
酸溶于 $M.!GCG’H2中$% 左旋多巴阳性对照组根
据小鼠体质量灌胃给予左旋多巴 &. 1TA[T"左旋
多巴溶解于磷酸缓冲盐溶液$% 第 #" 天检测小鼠
行为学指标& 小鼠行为学实验结束后眼球取血% 断
头取脑&
#M(!行为学实验
#M(M#!爬杆实验 "Z8,+S+9S$ !在铁架台周围包裹
纱布使其表面粗糙% 将直径 . 71的泡沫板固定于
杆子顶部& 实验时将小鼠头朝上放置于杆子顶端%
记录小鼠调转方向头朝下的时间 "S<D; S31+$ 以及
小鼠爬至杆子底端所需要的总时间 "*’_?$& 每只
小鼠检测 % 次% 每次检测间隔 " 13;&
#M(M"!悬挂实验 "SD27S38; S+9S$ !悬挂实验可用
于评估小鼠的抓握力量,#.- & 用透明的有机玻璃制
作悬挂实验箱% 水平放置一根直径 $M. 71’ 距离
地面 %$ 71的木杆% 木杆上方 $M- 71加盖% 以防
止小鼠翻坐于木杆上& 实验中小鼠悬挂于木杆% 记
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录小鼠落地时间% 设置最大值 % 13;% 超过 % 13;
则记录为 % 13;& 每只小鼠检测 % 次% 每次检测间
隔 " 13;&
#M.!检测中脑黑质区 CF?水平!取部分小鼠
#". 11%大小的中脑组织% 加入 # 1_磷酸缓冲盐
溶液 "@aB$ 匀浆% ( f’ #" $$$ e2 离心 #$ 13;%
取上清% 参照CF?试剂盒说明书检测中脑组织中
的CF?水平&
#M/!酶联免疫吸附法 $0_nB?% 检测血清中 n_’#&
和*HY’#水平!小鼠眼球取血后室温静置% ( f过
夜% % .$$ DA13; 离心% 取上层澄清的血清% 参照
小鼠n_’#&和*HY’#0_nB?检测试剂盒说明书检测
各组小鼠血清n_’#&和*HY’#含有量&
#M&!L+2,’S31+定量@GL检测中脑炎症因子 1LH?
表达!提取小鼠中脑组织的 LH?并逆转录为 7F’
H?% 将 7FH?样本置于 L+2,’S31+定量 @GL体
系,)- & 引物序列! LFHV!正向 .m’G**G*c*G*?G*’
c??G**Gccc’%m% LFHV! 反 向 .m’G?ccG**c*’
G?G*Gc??****c’%( SJV:" 正 向 .m’?Gcc?G’
GGG????c?*c??c’%m% SJV:" 反向 .m’**G*GG?’
G?cGG?G??*c?c’%m( 1F!@ 正向 .m’cG???G?*’
G?G?**G?c?*GGG’%m% 1F!@ 反向 .m’*G?cGG*’
G?*cc*???G?Gc’%m( =!WV9 正 向 .m’?G?G*G’
*?*G?G*ccG?*GG’%m% =!WV9 反向 .m’c??ccc?’
G?GGG***G?G?*’%m( "V%.’1) 正向 .m’?GG**G*?’
G??*c?cG*cGc’%m% "V%.’1) 反向 .m’G*cc?*ccG’
*?Gc*?G?*cc’%m&
#M-!蛋白印迹 $b+9S+D; W,8S% 法检测中脑黑质区
*P表达!将小鼠中脑组织的蛋白样品通过 #.!
BFB聚丙烯酰胺凝胶电泳分离% 电泳结束后将蛋白
从凝胶转至 @̂FY膜上% aB?封闭液中封闭 # : 后
置于一抗稀释液中% ( f摇床孵育过夜% 清洗后加
入二抗稀释液中% 室温孵育 # :% 清洗后加入 0G_
发光液% 用*2;8;成像仪进行发光成像&
#M)!免疫组化检测中脑黑质区的 *P水平!小鼠
脑组织 (!甲醛固定% 常规石蜡包埋切片% 脱蜡水
化后用柠檬酸钠抗原修复液高压抗原修复% @aB 清
洗后 $M".! *D3S8;’‘#$$ 浸泡 #$ 13;% @aB 清洗后
%! P"E" 浸泡 #$ 13;% 加入 "M.! aB?封闭液室
温封闭 # :% 随后加入抗*P抗体稀释液% ( f孵育
过夜% @aB清洗后加入二抗稀释液% 室温孵育 # :%
清洗后滴加 F?a显色液% H3[8; 0G_n@B0*3显微
镜观察切片&
#M#$!数据统计!实验数据分析采用 cD2Z:@2>

@D31+. 统计软件% 8;+’U24?HÊ ?方差分析% 组
间比较采用K检验% 数据以均数 g标准差 "Dg3$
表示% ,h$M$. 为有统计学差异&
LK结果
"M#!积雪草酸对 @F小鼠行为学的影响!爬杆实
验可用于评估小鼠运动迟缓% 且有研究认为 *’_?
时间可能与多巴胺能神经元的丢失程度有一定相关
性,#/- & 与对照组比较% 模型组小鼠的运动协调明
显受损 ",h$M$#$% 积雪草酸和左旋多巴处理的
小鼠与模型组小鼠相比% 调头和爬到杆底所用的时
间显著减少 ",h$M$.% ,h$M$#$% 表明积雪草酸
和左旋多巴能有效改善 @F小鼠的运动迟缓& 与对
照组相比% @F小鼠的抓握能力显著降低 ",h
$M$#$% 积雪草酸干预组小鼠在木杆上悬挂停留时
间较模型组小鼠显著延长 ",h$M$#$% 而左旋多
巴治疗组小鼠与@F小鼠相比% 其悬挂时间无显著
差异 ",i$M$.$& 如图 # 所示&
"M"!积雪草酸对 @F小鼠黑质部分多巴胺能神经
元的影响!如图 " 所示% 与对照组小鼠相比% 模型
组小鼠黑质部分 *P阳性细胞显著减少 ",h
$M$#$% *P蛋白表达下调 ",h$M$#$& 积雪草酸
和左旋多巴能部分挽救 C@*@诱导的 *P阳性细胞
丢失并上调*P蛋白表达 ",h$M$.$&
"M%!积雪草酸对 @F小鼠中脑促炎因子和炎症介
质1LH?水平的影响!由图 % 可见% C@*@腹腔注
射可分别导致小鼠中脑1F!@和=!WV9 的1LH?水
平呈 % 倍及 / 倍增高 ",h$M$#$% 同时模型组小
鼠中脑的LFHV!和SJV:"的1LH?水平较对照组小
鼠也显著增加 ",h$M$#$& 与模型组相比% 积雪
草酸和左旋多巴处理组小鼠中脑 1F!@’ =!WV"’
LFHV!和SJV:"的1LH?水平显著降低 ",h$M$.%
,h$M$#$% 并且高剂量积雪草酸优于左旋多巴
",h$M$#$&
"M(!积雪草酸对 @F小鼠外周血促炎因子水平的
影响!@F小鼠外周血的 n_’#&和 *HY’#水平较对
照组显著上升 ",h$M$#$& 与模型组小鼠比较%
积雪草酸和左旋多巴能有效抑制 @F小鼠血清 n_’
#&水平 ",h$M$.$& 积雪草酸高剂量组小鼠血清
的*HY’#水平较模型组明显降低 ",h$M$.$% 而
左旋多巴对其无显著影响 ",i$M$. $& 见图
(?ka&
"M.!积雪草酸对@F小鼠中脑 CF?水平的影响!
如图 (G所示% 模型组小鼠中脑 CF?水平较对照
组显著增高 ",h$M$.$( 与模型组比较% 积雪草
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注! 与对照组 "积雪草酸$ 比较% ll,h$M$#( 与模型组 "C@*@$ 比较%!,h$M$.%!!,h$M$#( 与左旋多巴组比较%t t,h$M$#

图 %K积雪草酸对"D小鼠行为学损伤的影响 $#OS&
T(8Q%K)**+,-’*!!’6:+523(’027(/R2(0/+6-’*"D/(,+$#OS&

注! 与对照组 "积雪草酸$ 比较%ll,h$M$#( 与模型组 "C@*@$ 比较%!,h$M$.%!!,h$M$#

图 LK积雪草酸对"D小鼠多巴胺能神经元的影响 $#OX% LZZ Y&
T(8QLK)**+,-’*!!’6&’R2/(6+08(,6+V0’6.’*"D/(,+$#OX% LZZ Y&

酸和左旋多巴处理组小鼠中脑 CF?明显下降
",h$M$#$&

MK讨论
@F是最常见的神经变性疾病之一% 目前已用
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注! 与对照组 "积雪草酸$ 比较%ll,h$M$#( 与模型组 "C@*@$ 比较%!,h$M$.%!!,h$M$#( 与左旋多巴组比较%t t,h$M$#

图 MK积雪草酸对小鼠中脑"=3’’ ,3456’ 7=>5!’ ?/52"/>G!水平的影响 $#OS&
T(8QMK)**+,-.’*!!’6-5+/>G!7+3+7.’*"=3’% ,3456% 7=>5!26&?/52"(6-5+/(&:02(6’*/(,+$#OS&

注! 与对照组 "积雪草酸$ 比较%l,h$M$.%ll,h$M$#( 与模型组 "C@*@$ 比较%!,h$M$.%!!,h$M$#

图 PK积雪草酸对小鼠血清=GT4!’ @F4%#水平及中脑AD!含有量的影响 $#OS&
T(8QPK)**+,-.’*!!’6=GT4!26&@F4%#7+3+7.(6-5+.+0V/26&AD!,’6-+6-(6-5+/(&:02(6’*/(,+$#OS&

于临床的相关治疗药物无法预防 @F发生或阻止其
进展% 且长期使用会带来一定的副作用& 因此% 发
挥中医用药特色% 寻找有效治疗 @F的中药具有重
要意义&

C@*@是经典的帕金森造模剂% 其腹腔注射可
使小鼠黑质*P表达及 *P阳性细胞显著减少 "图
"$% 导致明显的帕金森样运动症状% 提示多巴胺
合成受限导致小鼠运动障碍& 积雪草酸和左旋多巴
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能有效挽救部分多巴胺能神经元% 并改善小鼠运动
障碍 "图 #$& 阳性对照组小鼠运动功能改善是由
于左旋多巴的直接补充% 积雪草酸干预组小鼠运动
障碍缓解可能归因于其对多巴胺系统的间接神经保
护作用&

硝基氧化应激可导致线粒体功能障碍% 从而促
进多巴胺能神经元的退变,#&- % 反之% 抑制3HEB 的
表达或活性是保护多巴胺能神经元的一种重要途
径,#-- & 本实验结果提示% 积雪草酸的神经保护作
用可能与其抑制 @F小鼠中脑 1F!@ 的 1LH?表达
水平有关 "图 %$& GE‘’" 参与神经炎症反应过
程,#)- % 并能诱导多巴胺氧化应激% 从而促进@F进
展,"$- & 在@F患者及小鼠的黑质中都存在 GE‘’"
表达上调,"#’""- % 可能成为@F治疗靶点% 有研究发
现GE‘’" 抑制剂对C@*@诱导的 @F小鼠运动障碍
和神经递质改变都有明显改善作用,"%’"(- & 非甾体
类抗炎药 "HB?nF9$ 对@F小鼠多巴胺神经元的丢
失有一定的抵抗作用,".- % 并且在一项随访研究中
发现规律服用HB?nF9能降低@F的发病风险,"/’"&- &
本实验结果与这些研究报道一致% 积雪草酸能抑制
@F小鼠中脑=!WV9 的1LH?表达% 从而保护多巴
胺能神经元& 此外% G:28,"--还发现积雪草酸能抑
制@F小鼠脑组织 3HEB 和 GE‘’" 的蛋白表达& 小
胶质细胞介导的慢性’ 持续性神经炎症在 @F的发
病及进展中都发挥了关键作用% 其活化后产生的
n_’#&’ *HY’#等促炎因子可促进多巴胺能神经元
的退变,")- % 反之% 使用n_’# 受体拮抗剂或 n_’# 基
因敲除小鼠阻滞n_’#&能改善多巴胺系统功能障碍
及运动缺陷,%$’%#- & 积雪草酸和左旋多巴显著抑制
了C@*@诱导的小鼠中脑LFHV!及 SJV:" 转录水平
的上调 "图 %$% 综上所述% 积雪草酸对 @F的神
经保护作用可能由于其缓解了中枢神经系统炎症
反应&

@F患者外周血 GF( I’ GF(.LEI*细胞 "活
化的*细胞$ 及 *HY’#水平显著上升,%"’%%- % 提示
外周免疫反应激活可能参与 @F的发病或发展&
C@*@诱导的@F小鼠外周血n_’#&’ *HY’#水平显
著上升 "图 ($% 积雪草酸有效降低了两者水平&
而且% 本课题组首次探讨了积雪草酸对 @F小鼠外
周炎症反应的抑制效应&

氧化应激对多巴胺能神经元的退变起着重要作
用,%(- % 自由基会破坏重要的细胞成分% 如蛋白质’
多糖’ 脂质双分子层’ FH?% 导致细胞氧化损伤&
本研究通过C@*@腹腔注射复制 @F动物模型% 发

现@F小鼠中脑CF?水平上升 "图 ($% 积雪草酸
显著降低了其水平% 表明它能缓解 @F小鼠脑组织
氧化应激& 此外% 积雪草酸能通过抗氧化途径保护
鱼藤酮诱导的 BP’BN.N细胞损伤,#%- & 多巴胺在富
氧环境下可发生自生氧化% 产生有害的活性氧
"LEB$% 导致细胞能量衰竭% 促进细胞损伤,%.- %
但实验结果显示左旋多巴治疗组的 @F小鼠脑组织
CF?水平较模型组显著下降% 其原因可能是细胞
的抗氧化保护机制未受破坏,%/- &

本研究发现% 积雪草酸能改善 C@*@诱导的
@F小鼠运动障碍% 保护多巴胺能神经元& 其神经
保护机制可能为抑制@F小鼠中枢神经系统及外周
免疫系统的炎症反应% 改善中枢氧化应激% 从而发
挥神经保护作用& 因此% 积雪草酸有望成为 @F治
疗的候选药物% 但其临床治疗的潜在应用仍需要更
多的基础研究和临床试验&
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