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　　［摘要］　目的　探讨依达拉奉（ｅｄａｒａｖｏｎｅ）对１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）诱导的Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ帕金森病模型

小鼠的保护作用及相关机制。方法　９０只雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为依达拉奉组（ＥＤ组）、帕金森病模型组（ＰＤ组）和生
理盐水对照组（ＮＳ组），每组３０只。ＥＤ组和ＰＤ组小鼠给予皮下注射 ＭＰＴＰ建立ＰＤ模型后，ＥＤ组给予依达拉奉（３ｍｇ／ｋｇ）

治疗。用滚轴实验检测小鼠的旋转次数，用免疫组织化学实验检测小鼠黑质酪氨酸羟化酶（ＴＨ）的表达，用ＲＴＰＣＲ和免疫

印迹实验分别检测小鼠黑质脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）ｍＲＮＡ与蛋白的表达。结果　与 ＮＳ组比较，ＥＤ组、ＰＤ组小鼠
在滚轴实验中的旋转次数下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），黑质ＴＨ表达减少（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），黑质ＢＤＮＦ的ｍＲＮＡ（Ｐ均＜

０．０１）和蛋白（Ｐ均＜０．０５）表达降低；与ＰＤ组比较，ＥＤ组小鼠在滚轴实验中的旋转次数增加（Ｐ＜０．０５），黑质ＴＨ表达增加

（Ｐ＜０．０５），黑质ＢＤＮＦ的ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１）和蛋白（Ｐ＜０．０５）表达升高。结论　依达拉奉可增加Ｃ５７ＢＬ／６ＪＰＤ模型小鼠
黑质区ＢＤＮＦ的ｍＲＮＡ及蛋白表达，降低 ＭＰＴＰ对小鼠黑质的损伤，对多巴胺能神经元有保护作用。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是神经系

统退行性疾病之一，６５岁以上人群的发病率约为
１％～３％［１］，其典型的病理改变是黑质致密部多巴

胺能神经元进行性退化、缺失［２］，目前尚缺乏特异性
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的治疗方法。氧化应激在ＰＤ的发生发展中起着重

要作用，针对氧化应激的治疗可以改善 ＰＤ症状或

延缓病情进展［３］。

　　依达拉奉 （ｅｄａｒａｖｏｎｅ，３甲基１苯基２吡唑啉

５酮）是一种广泛用于脑卒中患者的氧自由基清除

剂［４５］，它可以通过抗氧化应激和调控凋亡抑制细胞

死亡，从而发挥神经保护作用。目前，依达拉奉在

ＰＤ治疗中的作用已有少许报道。本研究通过应用

依达拉奉对ＰＤ模型小鼠进行治疗，观察小鼠黑质脑

源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃ

ｔｏｒ，ＢＤＮＦ）表达的改变，探讨依达拉奉对ＰＤ模型小

鼠的脑保护机制。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　选用９０只１０～１２周龄、体

质量１９～２０ｇ清洁级健康成年雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠

［由河北医科大学动物中心提供；生产许可证号：

ＳＣＸＫ（冀）２００８１００３，使用许可证号：ＳＹＸＫ（冀）

２００８００２６］，自由进食饮水，室温２０～２２℃，人工昼

夜节律（光照与黑暗时间为１２ｈ１２ｈ）。采用完全

随机方法将动物分为３组：依达拉奉组（ＥＤ组）、ＰＤ
模型组（ＰＤ组）、生理盐水对照组（ＮＳ组），每组３０
只。ＥＤ组与ＰＤ组小鼠颈部皮下注射 ＭＰＴＰ（用生

理盐水溶解，终浓度为１ｇ／Ｌ），每次１５ｍｇ／ｋｇ，连续

注射４次，每次间隔２ｈ，建立急性ＰＤ小鼠模型。

ＮＳ组在相同时间点以相同方式注射等容量的生理

盐水。成功建模２４ｈ后，ＥＤ组给予依达拉奉注射

液（３ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射，每日１次，连续２周，ＰＤ组

及ＮＳ组给予注射等剂量的生理盐水。

１．２　滚轴实验（ｒｏｔａｒｏｄ实验）检测小鼠的旋转次

数　依达拉奉治疗后第２天，使用ＪＸＤＰ１型小动物

疲劳仪测试小鼠的旋转行为表现。测试时将小鼠置

于２０ｒ／ｍｉｎ、直径２．５ｃｍ的旋转杆上，每次同时测

定５只小鼠，每个隔室中１只，测试小鼠从旋转杆开

始旋转到离开旋转杆所旋转的圈数，测定时间为

５ｍｉｎ，每次检测间隔５ｍｉｎ，连续测５次取平均值。

１．３　免疫组织化学染色检测小鼠黑质酪氨酸羟化

酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）的表达　在滚轴实验

２４ｈ后，ＥＤ、ＰＤ、ＮＳ组各取１０只小鼠，取鼠脑并将

鼠脑固定。２４ｈ后将固定好的组织块常规梯度乙醇

脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、连续切片。将切片常

规脱蜡至水，０．３％过氧化氢室温下孵育２０ｍｉｎ，０．１

ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液（ｐＨ６．０）微波炉内修复，１０％

山羊血清３７℃温箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ，加入一抗（兔

抗ＴＨ多克隆抗体，１５０００；美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司

生产），４℃过夜。滴加二抗工作液，３７℃温箱湿盒内

孵育３０ｍｉｎ。滴加 ＨＲＰ标记链霉卵白素工作液，

３７℃温箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色２～５ｍｉｎ。

用自来水充分冲洗，终止显色。封片。用ＪＤ８０１图

像采集及图像分析系统对各组切片进行观察，选取

３个相同的黑质致密部切面，１００倍光镜下计数一侧

ＴＨ免疫反应阳性（ＴＨｉｒ）细胞数，并计算一个切面

的平均值。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测小鼠黑质ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ的表

达　在滚轴实验２４ｈ后，ＥＤ、ＰＤ、ＮＳ组各取１０只

小鼠，取出脑组织并分离出黑质，用 ＴＲＩｚｏｌ法提取

总 ＲＮＡ，合成ｃＤＮＡ。βａｃｔｉｎ 上游引物：５′ＴＣＡ

ＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧ３′，下游引物：５′

ＴＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣＴＡ３′，扩增片段

长度３０２ｂｐ。ＢＤＮＦ上游引物：５′ＴＣＧＣＴＴＣＡＴ

ＣＴＴＡＧＧＡＧＴ３′，下游引物：５′ＴＣＡＡＣＡＴＡＡ

ＡＣＣＡＣＣＡＡＣ３′，扩增片段长度４４５ｂｐ。循环参

数：９４℃预变性２ｍｉｎ进入循环，９４℃变性４５ｓ，５５℃
退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，经３０个循环扩增后７２℃
延伸５ｍｉｎ。ＢＤＮＦ和βａｃｔｉｎ的ＰＣＲ反应产物进

行１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像分析系统进

行图像分析，计算二者的比值作为ＢＤＮＦｍＲＮＡ蛋

白的相对表达量。

１．５　免疫印迹分析检测小鼠黑质ＢＤＮＦ蛋白的表

达　在滚轴实验２４ｈ后，ＥＤ、ＰＤ、ＮＳ组各取剩余１０
只小鼠，取出脑组织并分离出黑质。提取组织总蛋

白，分离蛋白质。转膜，结合兔源ＢＤＮＦ多克隆抗体

（美国Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司生产）。采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件

进行条带光密度分析，以βａｃｔｉｎ光密度值为内对照，

ＢＤＮＦ／βａｃｔｉｎ值作为ＢＤＮＦ蛋白的相对表达量。

１．６　统计学处理　所有数据均用珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＡＳ８．１软件进行统计分析，多组间比较采用单因

素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两组间比较采用

ＳＮＫ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　滚轴实验结果　ＮＳ组、ＥＤ组和ＰＤ组小鼠停

留于滚轴上的旋转次数分别为（９３．４±５．９）次、

（８１．８±３．１）次和（７２．２±５．６）次。与ＮＳ组比较，ＥＤ
组、ＰＤ组小鼠停留于滚轴上的旋转次数下降 （ＥＤ组：

Ｐ＜０．０５，ＰＤ组：Ｐ＜０．０１）；与ＰＤ组比较，ＥＤ组小鼠
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停留于滚轴上的旋转次数增加 （Ｐ＜０．０５）。

２．２　小鼠黑质 ＴＨ 免疫组织化学染色结果　ＴＨ
阳性染色表现为细胞质和突起呈棕黄色。ＮＳ组黑

质区ＴＨｉｒ细胞密集，着色深，突起较长，胞体较大。

与ＮＳ组比较，ＰＤ组黑质区 ＴＨｉｒ细胞数量减少

（９８．１６±９．１２ｖｓ４８．５８±５．７６，Ｐ＜０．０１），减少比例

为５１％，胞质着色浅，分布稀疏。与ＰＤ组比较，ＥＤ
组黑质区ＴＨｉｒ细胞胞质着色较深，分布较密集，细

胞计数较ＰＤ组增加（６８．９７±４．３１ｖｓ４８．５８±５．７６，

Ｐ＜０．０５），但少于ＮＳ组（Ｐ＜０．０５）。见图１。

图１　３组小鼠黑质ＴＨｉｒ细胞的表达

Ｆｉｇ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅ（ＴＨｉｒ）

ｃｅｌｌｓｉｎｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

Ａ：ＥＤ （ｅｄａｒａｖｏｎｅ）ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＰＤ （Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ）

ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＮＳ（ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ）ｇｒｏｕｐ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　小鼠黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达　ＮＳ组、ＥＤ组和

ＰＤ 组 小 鼠 黑 质 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表 达 量 分 别 为

０．８７４±０．０５２、０．６９７±０．０６４和０．５３４±０．０６７。与

ＮＳ组比较，ＥＤ组、ＰＤ组小鼠黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表

达降低（Ｐ均＜０．０１）；与ＰＤ组比较，ＥＤ组小鼠黑质

ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜０．０１）。见图２。

图２　３组小鼠黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＤＮＦｍＲＮＡ
ｉｎｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ＥＤ：Ｅｄａｒａｖｏｎｅ；ＰＤ：Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ；ＮＳ：

Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＢＤＮＦ：Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ

２．４　小鼠黑质 ＢＤＮＦ蛋白表达　ＮＳ组、ＥＤ组和

ＰＤ 组 小 鼠 黑 质 ＢＤＮＦ 蛋 白 的 表 达 量 分 别 为

０．８７７±０．０４９、０．８０４±０．０６２和０．６８６±０．０５７。与

ＮＳ组比较，ＥＤ组、ＰＤ组小鼠黑质ＢＤＮＦ蛋白的表

达降低（Ｐ 均＜０．０５）；与ＰＤ组比较，ＥＤ组小鼠黑
质ＢＤＮＦ蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５）。见图３。

图３　３组小鼠黑质ＢＤＮＦ蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＤＮＦｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

ＥＤ：Ｅｄａｒａｖｏｎｅ；ＰＤ：Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ；ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａ

ｌｉｎｅ；ＢＤＮＦ：Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ

３　讨　论

　　ＰＤ的发病机制和病因至今仍不十分清楚，目前

治疗ＰＤ的主要药物仍然为左旋多巴类药物，但治疗

后期多巴胺（ＤＡ）氧化应激产物蓄积常引起症状波

动，抗氧化治疗已成为近年ＰＤ治疗的研究热点。依

达拉奉作为一种新的氧自由基清除剂，已用于治疗

脑血管病［６］、脑创伤［７］、扩张型心肌病［８］等方面。另

有研究表明依达拉奉能够保护黑质多巴胺能神经

元，其潜在机制可能与其抗凋亡、抗氧化应激和抗炎

作用有关［９］。但依达拉奉对黑质ＢＤＮＦ的影响未见

报道。

　　ＰＤ患者的运动障碍表现为运动协调能力降低，

在本实验中，用滚轴实验作为测定动物协调运动能

力的指标。该实验需要动物在旋转杆上保持平衡并

连续运动，是被广泛采用的检测运动协调性的实验

方法［１０］。结果显示：与 ＮＳ组比较，ＥＤ组、ＰＤ组小

鼠停留于滚轴上的旋转次数下降 （Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１）；而 ＥＤ组小鼠停留于滚轴上的旋转次数较

ＰＤ组增加 （Ｐ＜０．０５）。结果表明ＥＤ组、ＰＤ组小

鼠的协调能力下降，但ＥＤ组的协调能力优于ＰＤ
组，间接说明了依达拉奉的神经保护作用。

　　本研究探讨了依达拉奉对黑质多巴胺能神经元

的保护作用。ＴＨ是催化酪氨酸合成多巴胺的限速

酶，在多巴胺能神经元中含量丰富，是脑内多巴胺能

神经元的标志。黑质区其他神经元缺乏 ＴＨ，故

ＴＨｉｒ神经元即多巴胺能神经元［１１１２］。本研究用

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠给予皮下注射 ＭＰＴＰ复制ＰＤ模型，

对比了ＥＤ组、ＰＤ组、ＮＳ组ＴＨｉｒ神经元数量和形

态的变化。实验结果显示，ＮＳ组黑质区ＴＨｉｒ细胞

密集，着色深，突起较长，胞体较大；与ＮＳ组比较，ＰＤ
组黑质区ＴＨｉｒ细胞数量减少（Ｐ＜０．０１），减少比例

为５１％，胞质着色浅，分布稀疏。与ＰＤ组比较，ＥＤ组

黑质区ＴＨｉｒ细胞胞质着色较深，分布较密集，细胞

计数较ＰＤ组增加（Ｐ＜０．０５），但少于 ＮＳ组（Ｐ＜
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０．０５）。说明用Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠皮下注射 ＭＰＴＰ成功复

制了ＰＤ模型，并进一步证实了依达拉奉能够保护多

巴胺能神经元，降低 ＭＰＴＰ所致的神经损伤。

　　关于ＰＤ的病因及发病机制近年来提出了神经

营养因子（ＮＴＦ）缺乏假说，认为各种神经营养因子

的缺乏可能是黑质神经元退变的原因［１３］。ＢＤＮＦ能

促进啮齿类动物受损多巴胺能神经元的存活，ＢＤ

ＮＦ缺乏在 ＰＤ 发生中起重要作用［１４］。本研究表

明，与ＮＳ组比较，ＥＤ 组、ＰＤ 组小鼠黑质ＢＤＮＦ

ｍＲＮＡ（Ｐ均＜０．０１）及蛋白（Ｐ均＜０．０５）的表达降

低；而ＥＤ组小鼠黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１）及

蛋白（Ｐ＜０．０５）的表达高于ＰＤ组。这说明依达拉

奉能够上调黑质ＢＤＮＦ的表达，从而对多巴胺能神

经元有保护作用。本实验室前期的报道也证明上调

ＢＤＮＦ的表达可以保护黑质多巴胺能神经元［１５］。

　　本实验证实了依达拉奉可上调黑质ＢＤＮＦ表

达，对中脑黑质多巴胺能神经元具有较好的保护作

用，可为临床上应用依达拉奉治疗ＰＤ提供依据。但

依达拉奉能否上调其他神经营养因子，有待进一步

研究。
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