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犅犛１２６

犖犲狊犳犪狋犻狀１对帕金森病模型多巴胺能神经元的保护作用及其机

制研究

谭　圳；指导教师：徐华敏

青岛大学２０１１级临床医学五年制

　　【立论依据】　帕金森病（ＰＤ）是一种严重危害中老年人健康的神经退行性疾病，但至今尚无有效的药物或方

法能阻止或逆转ＰＤ的病情发展。Ｎｅｓｆａｔｉｎ１是２００６年发现的，由８２个氨基酸组成的能够抑制摄食的脑肠肽。

研究发现ｎｅｓｆａｔｉｎ１可通过抗凋亡及抗炎机制发挥神经保护作用，但是ｎｅｓｆａｔｉｎ１能否对多巴胺（ＤＡ）能神经元发

挥保护作用尚不清楚。本室前期研究证实ｎｅｓｆａｔｉｎ１能够改变ＤＡ能神经元的放电频率，因此，本研究拟在鱼藤酮

制备的ＰＤ模型上，观察ｎｅｓｆａｔｉｎ１对ＤＡ能神经元的保护作用，并探讨其机制。

【设计思路】　鱼藤酮是一种制备ＰＤ模型的环境毒素，是线粒体复合物Ｉ的特异性抑制剂，通过损伤线粒体途

径导致细胞凋亡。因此本实验拟在鱼藤酮诱导的ＰＤ细胞和大鼠模型上，观察ｎｅｓｆａｔｉｎ１对鱼藤酮诱导的线粒体

功能损伤及其介导的细胞凋亡的影响，并进一步研究其分子机制，阐明ｎｅｓｆａｔｉｎ１可能通过ＧｓｃＡＭＰＰＫＡ通路影

响Ｂａｄ蛋白的磷酸化水平从而发挥其保护线粒体及抗凋亡的作用。

【实验内容】　在鱼藤酮制备的ＰＤ细胞模型上，应用 ＭＴＴ法、流式细胞仪技术、激光共聚焦显微镜等方法，检

测ｎｅｓｆａｔｉｎ１对鱼藤酮所致的细胞存活率、线粒体复合物Ｉ的活性、线粒体跨膜电位差、活性氧、ＰＫＡ蛋白水平、

Ｂａｄ蛋白磷酸化、线粒体细胞色素Ｃ的释放、ｃａｓｐａｓｅ３活性及细胞凋亡形态学变化的影响。此外，在鱼藤酮制备的

ＰＤ大鼠模型上，应用免疫组织化学，蛋白质印迹、ＴＵＮＥＬ染色等方法进一步研究ｎｅｓｆａｔｉｎ１对黑质ＤＡ能神经元

的保护作用。

【材料】　ＭＴＴ、罗丹明１２３、Ｈ２ＤＣＦＤＡ、ＰＫＡ抗体、磷酸化Ｂａｄ蛋白抗体、ＴＨ抗体（Ｓｉｇｍａ公司），细胞色素Ｃ

单克隆抗体（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司），Ｃａｓｐａｓｅ３抗体凋亡试剂盒（ＢＤ公司），Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司），ＴＵＮＥＬ试剂

盒（Ｒｏｃｈｅ公司）。

【可行性】　前期研究已证实５００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤酮处理 ＭＥＳ２３．５细胞２４ｈ后，细胞存活率降低，线粒体跨膜电

位差降低，ｎｅｓｆａｔｉｎ１预孵育能拮抗鱼藤酮诱发的改变。实验所在学科为国家生理学重点（培育）学科，具备完成实

验所需实验技术和设备。

【创新性】　证实ｎｅｓｆａｔｉｎ１对ＤＡ能神经元的损伤具有保护作用，并阐明了介导的细胞信号转导通路和分子

机制，为研制新的预防和治疗ＰＤ的药物提供一定的实验依据。

　　关键词：帕金森病；多巴胺能细胞；Ｎｅｓｆａｔｉｎ１；线粒体；凋亡

犅犛１２７

犜犚犘犆通道在阿尔茨海默病（犃犇）大鼠的蛋白表达及其功能研

究

李　想
１，李俊波２，杨昕睿３，王煜晔３；指导教师：张丽艳

１．沈阳医学院２０１１级临床医学

２．沈阳医学院２０１０级临床医学

３．沈阳医学院２０１２级临床医学

　　【立论依据】　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓＤｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）也称老年痴呆症，是发生在老年人的一种中枢神经系
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统退行性疾病。临床表现为进行性记忆力丧失、认知功能减退以及人格改变。ＡＤ的发病病因和机制至今尚不清

楚。瞬时受体电位阳离子通道（ＴＲＰＣ）是一类非选择性Ｃａ２＋通道，广泛表达于平滑肌细胞、内皮细胞和中枢神经

系统，主要维持细胞内、ＥＲ和线粒体的Ｃａ２＋水平。在神经系统，主要参与神经增殖和退行性变。单核苷酸多态性

（ＳＮＰ）研究表明，ＴＲＰＣ４通道参与到阿尔茨海默病的发病中，但目前ＴＲＰＣ通道在阿尔茨海默病动物模型神经组

织中的表达和功能机制尚不清楚。

【设计思路】　本项目采用寡聚型Ａβ早期ＡＤ大鼠模型，对ＴＲＰＣ家族通道在神经系统的表达进行分析，给予

ＴＲＰＣ通道激活剂和阻断剂，观察分离神经细胞的钙代谢变化及 ＡＤ大鼠的行为学改变，探讨ＴＲＰＣ通道在 ＡＤ

发病过程中的作用。

【实验内容】　（１）大鼠海马区注射Ａβ寡聚体构建早期的阿尔茨海默病模型；Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测大鼠的神经

元损伤和学习记忆功能障碍及病理学改变。（２）分离海马区的神经元细胞，利用ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法检测

ＴＲＰＣ家族通道在神经组织中的表达。（３）分离海马区的神经元细胞，给予ＴＲＰＣ通道的激活剂和阻断剂，利用激

光扫描共聚焦显微镜技术，检测神经细胞的胞内钙离子浓度变化。（４）给予在体ＡＤ大鼠模型ＴＲＰＣ通道的激活

剂和阻断剂，观察大鼠的行为学改变。

【材料】　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫设备、激光扫描共聚焦显微镜。

【可行性】　研究室拥有本实验所需的设备和大鼠ＡＤ模型制备技术。学生拥有基本的分子生物学实验技能。

【创新性】　目前ＴＲＰＣ通道在阿尔茨海默病动物模型神经组织中的表达及其功能机制尚不清楚，未见有相

关报道；试验结果可以为以ＴＲＰＣ通道为靶点的阿尔茨海默病的药物治疗提供理论基础。

　　关键词：阿尔茨海默病；ＴＲＰＣ通道；神经系统退行性变

犅犛１２８

犈狓犲狀犱犻狀４对犃犇样学习记忆减退的保护作用及其机制的研究

金多晨１，唐文芳１，张建宇１，孙　洁
２，郑　晨

２；指导教师：邓艳秋

１．天津医科大学２０１１级临床七年制

２．天津医科大学病理生理学教研室

　　【立论依据】　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅＡＤ）是一种慢性神经退行性疾病。异常过度磷酸化的细胞

骨架蛋白Ｔａｕ和神经丝（ＮＦｓ）是早期病理改变，与胰岛素信号的失调存在密切关系。艾塞那肽Ｅｘｅｎｄｉｎ４是哺乳

动物胰高血糖素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，ＧＬＰ１）受体的有效激活剂，能够增加葡萄糖的利用和代谢，与脑

内ＧＬＰ１Ｒ结合后有神经保护作用。

【设计思路】　采用胰岛素抵抗的ＡＤ动物模型，研究艾塞那肽对ＡＤ样认知、记忆减退和神经纤维退行性变

的影响；检测动物的学习记忆能力、胰岛素信号分子、ＮＦ的糖基化和磷酸化、突触素的表达水平，进一步阐明胰岛

素信号和神经纤维退行性变的关系和可能的机制。

【实验内容】　（１）实验分组：本实验采用ＰＳ１／ＡＰＰ／Ｔａｕ三转基因鼠（３×ＴｇＡＤ）和ｃ５７ＢＬ６小鼠（野生鼠），每

种小鼠分４组：①、②组高糖高脂饲料饲养８周，腹腔注射ＳＴＺ一次建立Ⅱ型糖尿病模型；③、④组腹腔注射生理

盐水。①、③组皮下注射Ｅｘｅｎｄｉｎ４，给药治疗８周，②、④组不给药，等量注射生理盐水８周。（２）Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实

验检测小鼠学习记忆能力。（３）处死小鼠，迅速取脑，左半脑置于１０％中性甲醛固定，病理切片用于免疫组织化学

荧光。右半脑组织裂解匀浆，蛋白质印迹技术检测小鼠脑组织相关蛋白的改变。ＥＬＩＳＡ检测各组小鼠脑内Ａβ４０

和４２的沉积。

【材料】　动物：ＰＳ１／ＡＰＰ／Ｔａｕ三转基因鼠（３×ＴｇＡＤ）、ｃ５７ＢＬ６小鼠（野生鼠）；试剂：链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏ

ｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）、艾塞那肽（Ｅｘｅｎｄｉｎ４）

【可行性】　本团队前期Ｅｘｅｎｄｉｎ４对人神经母细胞瘤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的保护性实验，提示Ｅｘｅｎｄｉｎ４的保护作

用，给我们后期动物实验打下的基础。
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