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磷酸化ＥＲＫ１／２对 ＭＰＴＰ帕金森病模型小鼠黑质ＮＦκＢｐ６５表达的影响
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　　［摘要］　目的　研究磷酸化ＥＲＫ１／２（ｐＥＲＫ１／２）对１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）所致帕金森病（ＰＤ）小鼠
模型黑质ＮＦκＢｐ６５的表达调控作用。方法　应用 ＭＰＴＰ建立ＰＤ小鼠模型，观察小鼠行为学变化；采用免疫组织化学和免
疫蛋白印迹法观察小鼠黑质抗酪氨酸羟化酶（ＴＨ）、ＮＦκＢｐ６５及ｐＥＲＫ１／２的表达变化；并观察给予ＥＲＫ特异性抑制剂

Ｕ０１２６后对上述变化的影响。结果　模型组小鼠于 ＭＰＴＰ第３次注射后１ｈ，黑质区ｐＥＲＫ１／２阳性细胞数多于ＮＦκＢｐ６５
阳性细胞，第５次注射后２４ｈ，ＮＦκＢ阳性细胞增多，ｐＥＲＫ１／２阳性细胞减少，同时伴有ＴＨ阳性神经元丢失；给予ＥＲＫ特异

性抑制剂Ｕ０１２６后，上述变化明显减轻。结论　在 ＭＰＴＰ所致ＰＤ小鼠模型中ＥＲＫ１／２信号通路可能通过调控 ＮＦκＢｐ６５
活化从而导致多巴胺能神经元变性丢失。

　　［关键词］　帕金森病；ＭＰＴＰ中毒；磷酸化 ＥＲＫ１／２；ＮＦκＢｐ６５；黑质
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）的病理特征为
中脑黑质多巴胺能神经元进行性变性丢失，其确切发
病机制不详。有研究认为，ＮＦκＢｐ６５可能在ＰＤ发
病过程中起重要作用，抑制ＮＦκＢｐ６５活化对多巴胺
能神经元起到保护作用［１］。体外实验中，ＥＲＫ１／２通
路活化可激活ＮＦκＢ，导致ＰＣ１２细胞凋亡［２］；ＥＲＫ１／

２通路抑制剂 Ｕ０１２６可阻断离体的大鼠星形胶质细

胞中ＮＦκＢｐ６５的表达［３］。那么，在ＰＤ发病过程中，

ＥＲＫ１／２通路是否参与调节ＮＦκＢ因子，类似机制是
否存在于１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）
致模型动物多巴胺能神经元丢失过程仍不清楚。本
研究采用 ＭＰＴＰ制备ＰＤ小鼠模型，观察ｐＥＲＫ１／２
对黑质区ＮＦκＢ表达的影响，以期为寻找ＰＤ有效的
防治策略提供线索。
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１　材料和方法

１．１　动物来源　Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ小鼠７５只，雄性，８～
１２周龄，体质量２５～３０ｇ，购于北京维通利华公司
实验动物中心，动物自由进食饮水，室温喂养（２５±
２）℃，自然光照。

１．２　试剂来源　ＭＰＴＰ（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），大鼠抗酪
氨酸羟化酶（ＴＨ）单克隆抗体（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ，ＵＳＡ）；兔
抗鼠ｐＥＲＫ 单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ，ＩＮＣ）；兔抗鼠ＮＦκＢｐ６５多克隆抗体（北京博奥
森生物技术有限公司），兔抗人 ＮＦκＢ（ｐ６５）多克隆
抗体，浓缩型免疫组织化学超敏ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭＳＰ
试剂盒（福州迈新生物技术开发有限公司）；ＦＩＴＣ标
记山羊抗兔ＩｇＧ二抗 （北京中杉金桥生物技术有限
公司），ＴＲＩＴＣ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ二抗 （北京中杉
金桥生物技术有限公司）。

１．３　动物分组　动物随机分成５组：（１）模 型１～２
组：每组１５只，腹腔注射０．３％ＭＰＴＰ（３５ｍｇ／ｋｇ），

１次／ｄ，分别连续３ｄ和５ｄ，并分别于第３次注射后

１ｈ和 第５次注射后２４ｈ取材。（２）抑制剂１～２
组：每组１５只，除给予模型１～２组相同处理外，并
于 ＭＰＴＰ注射前３ｈ腹腔注射 Ｕ０１２６（２０ｍｇ／ｋｇ），

１次／ｄ，分别连续３ｄ和５ｄ，并分别于第３次注射后

１ｈ和第５次注射后２４ｈ取材。（３）对照组：１５只，
注射与模型组等体积的生理盐水。

１．４　免疫组织化学染色　小鼠麻醉后，用４０ｇ／Ｌ
多聚甲醛磷酸盐缓冲液常规灌注固定，开颅取脑，后
固定，石蜡包埋、切片。每只小鼠取中脑黑质３个相
同断面切片行免疫组化染色。切片常规脱蜡至水
后，Ｔｒｉｓ缓冲液 （ｐＨ７．４±０．２）洗涤；水浴法热修
复；３０ｍｌ／Ｌ过氧化氢阻断内源过氧化物酶，ＴＢＳ洗
涤；非免疫动物血清室温孵育１０ｍｉｎ；相邻切片分别
加入兔抗人ＮＦκＢｐ６５多克隆抗体 （１∶１００），大鼠
抗ＴＨ单克隆抗体（１∶４００），兔抗鼠ｐＥＲＫ１／２单
克隆抗体 （１∶１００）４℃过夜；ＴＢＳ洗涤，生物素标
记羊抗兔ＩｇＧ二抗（１∶１５０）室温孵育２０ｍｉｎ；ＴＢＳ
洗涤，链霉菌抗生物素蛋白过氧化酶溶液室温孵
育，ＤＡＢ显色，自来水冲洗，苏木精复染，梯度乙醇
脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，光镜下观察。选
定黑质所在区域采用 ＣＭＩＡＳ真彩色医学图像免疫
组化自动分析系统进行阳性细胞计数，各组每只动
物的３张脑片数值相加后取平均值。

１．５　免疫荧光组织化学染色　取脑组织切片室温
放置３０ｍｉｎ后，用 ＰＢＳ（ｐＨ７．４±０．２）洗涤；正常
非免疫动物血清室温孵育３０ｍｉｎ，同一组织相邻切

片分别加入大鼠抗ＴＨ单克隆抗体（１∶３００）与兔抗
鼠ｐＥＲＫ１／２单克隆抗体（１∶１００）一抗混合液、大
鼠抗ＴＨ单克隆抗体（１∶３００）与兔抗鼠ＮＦκＢｐ６５
多克隆抗体（１∶１００）一抗混合液４℃过夜，ＰＢＳ振
洗３ 次，１５ｍｉｎ，加入 ＦＩＴＣ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶６０）和 ＴＲＩＴＣ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶１００）荧
光二抗混合液，３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ振洗３次，１５
ｍｉｎ，双蒸水振洗１０ｍｉｎ，甘油缓冲液封片，激光共聚
焦显微镜观察照相。绿色荧光为ｐＥＲＫ１／２和ＮＦ
κＢｐ６５表达，红色荧光为ＴＨ表达，橘黄色为双重荧
光染色。

１．６　蛋白质免疫印迹分析　动物麻醉后迅速取脑，
分离中脑黑质部分，置入４℃细胞裂解液中，低温匀
浆，静置３０ｍｉｎ，１２０００×ｇ４℃离心１５ｍｉｎ，取上清
液，－８０℃保存备用。蛋白定量后加入４倍体积样
本缓冲液，９５℃变性５ｍｉｎ。蛋白上样量为３０μｇ，
样品在１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶上电泳并转移至硝酸
纤维素膜，以标准蛋白标记物为参照，依相对分子质
量大小切取条带，相应条带分别加入 ＮＦκＢｐ６５多
抗 （１∶４００）、ｐＥＲＫ１／２单抗（１∶３００）和ＴＨ 单抗
（１∶１０００），４℃过夜。室温孵育１ｈ后，ＴＢＳ洗５
次，每次３ｍｉｎ；分别加入二抗（生物素标记羊抗兔

ＩｇＧ，１∶５００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳ洗５次，每次３
ｍｉｎ；加入链霉菌抗生物素蛋白过氧化酶溶液室温
下孵育０．５ｈ，ＴＢＳ洗５次，每次３ｍｉｎ；ＤＡＢ显色，
扫描蛋白印迹条带，作定量分析。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行
统计学处理。组间比较采用单因素方差分析及ｑ检
验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　实验动物数量分析　本实验中动物无死亡，７５
只小鼠均进入结果分析。

２．２　免疫荧光双重染色　模型组中脑黑质区可见：

ＴＨ 免疫荧光单标记细胞为红色 （图 １Ａ、１Ｄ），

ｐＥＲＫ和 ＮＦκＢｐ６５免疫荧光单标记细胞为绿色
（图１Ｂ、１Ｅ），融合图像可见橘黄色荧光，表明ｐ
ＥＲＫ、ＮＦκＢｐ６５与ＴＨ有部分共定位（图１Ｃ、１Ｆ）。

２．３　黑质区 ＴＨ 阳性细胞数量变化　对照组中脑
黑质致密部可见大量ＴＨ 阳性神经元，排列整齐呈
条带状，胞体呈梭形或锥形，胞质棕黄色，轴突纤维
排列整齐。ＭＰＴＰ注射５ｄ的模型２组黑质区ＴＨ
阳性神经元减少，胞间纤维缺失，与之对应的抑制剂

２组ＴＨ阳性细胞数减少较模型组为轻。两组间阳
性细胞数差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。
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图１　ｐＥＲＫ和ＮＦκＢｐ６５与ＴＨ免疫荧光双标记染色

Ｆｉｇ１　ＤｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｉｎｇｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｏｆｐＥＲＫ，ＮＦκＢｐ６５ａｎｄＴＨ
Ａ，Ｄ：ＴＲＩＴＣｌａｂｅｌｉｎｇｆｏｒＴＨ（ｒｅｄ）；Ｂ，Ｅ：ＦＩＴＣｌａｂｅｌｉｎｇｆｏｒｐＥＲＫａｎｄＮＦκＢｐ６５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（ｇｒｅｅｎ）；Ｃ：ＭｅｒｇｅｄｉｍａｇｅｏｆＡａｎｄＢ；Ｆ：

ＭｅｒｇｅｄｉｍａｇｅｏｆＤａｎｄＥ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　第５次注射 ＭＰＴＰ后ＴＨ阳性神经元在不同组中的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｆｔｈｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＭＰＴＰｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ＡＣ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｉｎｇＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ２ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ：×２００．Ｄ：ＮｕｍｂｅｒｏｆＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝９，珚ｘ±ｓ．

ＭＰＴＰ：１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ

２．４　黑质区ｐＥＲＫ和ＮＦκＢｐ６５免疫组化结果

２．４．１　ｐＥＲＫ　对照组偶见ｐＥＲＫ阳性细胞，胞
质着色较浅；模型１组可见大量ｐＥＲＫ阳性细胞，
胞质呈棕黄色，偶有质、核均着色细胞；模型２组细
胞数量减少；与模型组相比，与之对应的抑制剂１～２
组ｐＥＲＫ阳性细胞均大幅减少，且胞质着色略浅。
图像分析结果显示，抑制剂组与相对应的模型组间阳
性细胞数差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ａ～
３Ｆ）。

２．４．２　ＮＦκＢｐ６５　对照组偶见 ＮＦκＢｐ６５阳性
细胞，胞质着色浅；模型１～２组黑质区 ＮＦκＢｐ６５
阳性细胞大量增加，胞质着色明显，以模型２组增加
更为显著，胞质着色更深；与模型组比较，抑制剂

１～２组细胞数量减少，且胞质着色略浅。图像分析

结果显示，抑制剂组与相对应的模型组间阳性细胞
数差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ｇ～３Ｌ）。

２．５　蛋白质印迹检测结果　预染蛋白标准相对分
子质量约４４０００／４２０００和６５０００处分别可见

ｐＥＲＫ１／２与ＮＦκＢｐ６５特异性蛋白条带，对照组条
带不明显，模型组条带着色较深。其中ｐＥＲＫ１／２
以模型１组着色最深，ＮＦκＢｐ６５以模型２组着色
最深。抑制剂１～２组与模型组比较，蛋白条带着色
均显著变浅。经图像分析，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、４Ｂ）。预染蛋白标准相对分子质
量约６１０００处可见ＴＨ特异性蛋白条带，对照组蛋
白条带着色最深，模型组着色较浅，抑制剂组同模型
组相比条带着色较深，经图像分析，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ）。
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３　讨　论

　　本实验采用 ＭＰＴＰ制备ＰＤ小鼠模型，研究了

ｐＥＲＫ１／２与ＮＦκＢｐ６５和多巴胺能神经元丢失的
关系，结果显示对照组偶见ｐＥＲＫ１／２、ＮＦκＢｐ６５
阳性细胞；第３次注射 ＭＰＴＰ后１ｈ可见大量ｐ
ＥＲＫ１／２免疫反应阳性细胞，ＮＦκＢｐ６５阳性细胞
数仅有少量增多；第５次注射 ＭＰＴＰ后２４ｈｐ
ＥＲＫ１／２表达呈下降趋势，但 ＮＦκＢｐ６５阳性细胞
显著增多；５次 ＭＰＴＰ注射后ＮＦκＢ免疫反应阳性
维持高水平状态。蛋白质免疫印迹分析亦支持以上
结果。这些数据提示，ＥＲＫ１／２的磷酸化早于 ＮＦ
κＢｐ６５的表达，ｐＥＲＫ１／２一过性激活后随时程延
长呈降低趋势，而 ＮＦκＢｐ６５表达则在ｐＥＲＫ１／２
活化后维持在高水平状态，反映出ＥＲＫ１／２信号通
路可能参与黑质内ＮＦκＢｐ６５表达的调控。在进一
步的实验中我们采用ＥＲＫ特异性抑制剂 Ｕ０１２６进
行干预，发现随着ｐＥＲＫ１／２的水平下降，ＮＦκＢ
ｐ６５阳性细胞数和蛋白表达水平显著降低。

　　核因子ＮＦκＢ是一种转录调控因子，通过传递
细胞核内外信息，在免疫、应激反应和细胞凋亡等方
面具有重要作用［４］。尸检发现，ＰＤ患者脑内存在

ＮＦκＢ亚基ｐ６５免疫反应阳性，这与中脑黑质多巴
胺能神经元死亡有关［５］，此外，抑制 ＮＦκＢ活化能
显著较少ｉＮＯＳ表达，从而对多巴胺能神经元产生
明显保护作用［６］。Ｑｉｎ等［７］在ＬＰＳ所致小鼠ＰＤ模
型中发现ＮＦκＢｐ６５显著表达，同时伴有多巴胺能
神经元明显丢失。我们的实验结果也显示，随着

ＭＰＴＰ注射时间的延长，ＮＦκＢｐ６５表达明显增加，
同时伴随ＴＨ 阳性神经元（多巴胺能神经元）的减
少。这些研究均提示，ＮＦκＢｐ６５的激活可能参与
了ＰＤ发病的病理过程。

　　有证据表明，ＥＲＫ１／２通路激活参与了ＰＤ的发
病过程，阻断ＥＲＫ１／２通路可减轻 ＭＰＴＰ的毒性作
用［８９］，我们实验室前期工作发现正常和病理情况下

ＥＲＫ１／２均有一定水平的表达，而ｐＥＲＫ１／２只有
在模型组显著出现，因此也证实了ＥＲＫ１／２通路在

ＰＤ的病理过程的作用［１０］。值得注意的是，在星形
胶质 细 胞 瘤 和 ＲＡＷ２６４．７ 巨 噬 细 胞 中，抑 制

ＥＲＫ１／２通路可以阻抑 ＮＦκＢ的活性［３］；在人类肺
癌细胞Ａ５４９中，ＥＲＫ抑制剂Ｕ０１２６可下调ＴＮＦα
的表达而使ＮＦκＢｐ６５阳性反应下降［１１］，这些证据
表明，ＥＲＫ１／２通路活化可能是导致ＮＦκＢ激活的
重要因素。那么，类似机制是否也存在于ＰＤ中呢？
鉴于ＥＲＫ１／２可能与ＮＦκＢｐ６５的关系，我们观察
了给予ＥＲＫ特异性抑制剂 Ｕ０１２６后的效果，结果

发现Ｕ０１２６显著抑制了黑质区ＥＲＫ１／２活化，ＮＦ
κＢｐ６５表达也大幅减少，同时多巴胺神经元丢失得
到了一定程度减轻。

　　以上证据表明，在本实验条件下，ＥＲＫ１／２通路
激活可引起ＮＦκＢｐ６５活化，进而导致多巴胺能神
经元的丢失，抑制ＥＲＫ１／２信号通路对ＰＤ小鼠可
产生一定的神经保护作用，为以ＥＲＫ１／２为靶点寻
找ＰＤ有效的防治策略提供了线索。
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