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司来吉兰对帕金森病模型大鼠胃窦酪氨酸羟化酶和神经元型一氧化氮

合酶表达的影响
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１，高海英３

１．河北联合大学附属医院神经内一科，唐山０６３０００

２．唐山市开平区医院急诊科，唐山０６３０２１

３．唐山市丰南区医院神经内科，唐山０６３３００

　　［摘要］　目的　观察司来吉兰对帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）模型大鼠胃功能障碍及胃窦酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）及神经元型一氧化氮合酶（ｎｅｕｒｏｎａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｎＮＯＳ）表达的影响，探讨司来吉兰对ＰＤ胃功能障

碍的治疗作用及可能机制。方法　７２只健康ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、ＰＤ模型组和司来吉兰治疗组，后两组采用颈背

部皮下注射鱼藤酮制备ＰＤ模型，模型制备成功后，模型组每日并灌胃生理盐水，治疗组每日灌胃给药司来吉兰０．５ｍｇ／ｋｇ。

分别于治疗后４ｄ、８ｄ测定胃固体食物残留率，并采用免疫组化法和蛋白质印迹法检测胃窦ＴＨ和ｎＮＯＳ的表达。结果　与

对照组相比，模型组各时间点胃内固体食物残留率均增加，胃窦ＴＨ表达均减少，ｎＮＯＳ表达均增加，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。与模型组相比，治疗组各时间点胃内固体食物残留率均降低，胃窦ＴＨ表达均升高，ｎＮＯＳ表达均降低，差异有统计学

意义（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。与治疗４ｄ组相比，治疗８ｄ组大鼠胃内固体食物残留率明显降低，ＴＨ表达明显升高，ｎＮＯＳ阳

性细胞表达明显降低，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　司来吉兰可改善ＰＤ大鼠胃功能障碍，其作用机制可能与其

减轻ＰＤ模型大鼠胃窦多巴胺能神经元的损伤和抑制ｎＮＯＳ表达有关。

　　［关键词］　帕金森病；酪氨酸羟化酶；一氧化氮合酶；胃窦；司来吉兰
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种常见

于中老年的神经变性疾病，临床上以静止性震颤、肌

强直、运动迟缓和姿势步态障碍为主要特征，常伴胃

排空延迟、便秘等胃功能障碍［１］。ＰＤ胃功能障碍的

发生机制尚不清楚，可能与胃肠神经系统（ｅｎｔｅｒｉｃ

ｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＥＮＳ）内神经递质的变化密切相

关［２４］。酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）

是儿茶酚胺类活性物质生物合成的限速酶，这种酶

染色阳性的神经元可能产生多巴胺，ＴＨ 的变化可

能与ＰＤ的发生发展密切相关
［５］。一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ

ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）是ＥＮＳ主要抑制性神经递质之一，在体

内由神经元型一氧化氮合酶（ｎｅｕｒｏｎａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｎＮＯＳ）催化所产生，介导平滑肌的松弛效

应，在胃肠道蠕动反射中介导下行性抑制作用［６］。

司来吉兰（咪多吡，ｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ）是一种常用的单胺氧

化酶Ｂ抑制剂，能保护黑质细胞免于各种神经毒素

的侵害而阻止ＰＤ进展，具有神经保护作用
［７］，但其

对ＰＤ模型大鼠胃功能障碍有何影响尚不明确。本

研究通过观察司来吉兰对ＰＤ模型大鼠胃窦ＴＨ和

ｎＮＯＳ表达的影响，探讨司来吉兰对ＰＤ患者胃功能

障碍的治疗机制。

１　材料和方法

１．１　 主 要 试 剂 与 仪 器 　 司 来 吉 兰 （批 号

Ｈ２００４０４００；产地 ＯｒｉｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎＥｓｐｏｏ，Ｆｉｎ

ｌａｎｄ），片剂，规格５ｍｇ／片；鱼藤酮（批号２０１２１２）购

自北京博奥森生物工程有限公司；市售葵花油；ＳＰ

００２３免疫组化试剂盒（批号２０１３０２）、兔抗大鼠ＴＨ

抗体和兔抗大鼠ｎＮＯＳ抗体均购自北京博奥森生物

工程有限公司；ＤＡＢ显色液购自北京中杉金桥生物

技术有限公司；ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳低分子量

标准蛋白购自华美生物工程有限公司；奥林巴斯

ＢＸ６３全自动显微镜扫描系统由日本奥林巴斯公司

提供。高速台式离心机购自上海安亭科学仪器厂。

１．２　实验动物与分组　健康雄性ＳＤ大鼠７２只，体

质量２５０～３００ｇ，由北京华阜康生物科技股份有限

公司供给，合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１３００１３。在河北

联合大学屏障环境动物实验室饲养，室温控制在

（２３±２）℃，自然光照，自由进食。适应饲养２周后，

将大鼠随机分为正常对照组、ＰＤ模型组和司来吉兰

治疗组，并根据预实验结果将各组随机分为模型制

备成功后４ｄ、８ｄ两亚组。每组各１２只大鼠。

１．３　ＰＤ模型制备　采用颈背部皮下注射鱼藤酮制

备ＰＤ模型
［８］。鱼藤酮以葵花油溶解配制成２ｍｇ／

ｍＬ鱼藤酮葵花油乳液，充分震荡混匀后避光保存。

模型组和司来吉兰组大鼠每日经颈背部皮下注射鱼

藤酮葵花油乳液（鱼藤酮剂量为２ｍｇ／ｋｇ），对照组

每日颈背部皮下注射等量葵花油，待模型制备成功

后停止注射。以出现行为学改变作为判定模型成功

的指标［９］，选择得分２～６分者作为实验大鼠。

１．４　治疗方法　模型制备成功后，对照组和模型组

每日灌胃给生理盐水，治疗组每日灌胃给司来吉兰

０．５ｍｇ／ｋｇ，根据亚组分组情况分别连续给药４ｄ或

８ｄ。

１．５　胃固体食物残留率测定　参照朱红灿等
［６］报

道的方法，各组分别取６只大鼠，禁食不禁水１２ｈ后

自由进食１ｈ移去食物，进食前后分别称量食物以计

算食物的消耗量。２ｈ后腹腔注射１０％水合氯醛麻

醉处死大鼠，取胃用滤纸拭干后称量，沿胃大弯剪开

胃体，洗去胃内容物后拭干称量净质量，测定胃固体

食物残留率：胃固体食物残留率（％ ）＝（胃全质量－

胃净质量）／食物消耗量×１００％。

１．６　免疫组化法检测ＴＨ 和ｎＮＯＳ表达　按试剂

盒说明书操作要求检测各组 ＴＨ 和ｎＮＯＳ蛋白表

达。各组分别取６只大鼠，用１０％水合氯醛（３ｍＬ／

ｋｇ）腹腔麻醉动物，麻醉后经４％多聚甲醛灌流固定，

剖腹后取大鼠胃窦１．５～２．０ｃｍ，清洗干净胃内容

物，剪去胃窦周围的脂肪和结缔组织，用４％多聚甲

醛固定２４ｈ。常规包埋、切片、脱蜡、水化、抗原修

复；０．３％过氧化氢封闭内源性过氧化物酶２０ｍｉｎ；

１％山羊血清封闭２０ｍｉｎ，分别加入一抗（兔抗鼠

ｎＮＯＳ多抗；兔抗鼠 ＴＨ 单抗），４℃孵育过夜；加生

物素化二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ；再加辣根酶标记的链

酶卵白素，３７℃孵育３０ｍｉｎ。以上各步骤均用ＰＢＳ
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缓冲液浸洗５ｍｉｎ×３次。后加 ＤＡＢ显色，光镜下

观察。以胞质呈棕黄色，胞核呈浅蓝色或紫蓝色为

阳性细胞。高倍镜下随机观察各组大鼠胃窦不重叠

的６个视野，进行ＴＨ和ｎＮＯＳ阳性细胞计数。

１．７　蛋白质印迹法检测ＴＨ和ｎＮＯＳ蛋白表达　

取胃固体食物残留率测定后胃窦１．５～２．０ｃｍ，清洗

干净胃内容物，剪去胃窦周围的脂肪和结缔组织，即

刻投入液氮，后放入ＥＰ管中－８０℃保存。冷冻胃窦

按４０ｍｇ／ｋｇ加入蛋白裂解液，电动匀浆器匀浆，冰

浴中静置３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ（狉＝３ｃｍ），４℃，离心

１０ｍｉｎ。取上清液－２０℃保存。经蛋白定量后分

装，用４℃预冷 ＰＢＳ调蛋白浓度到一致（５．３μｇ／

μＬ），加入５×的上样缓冲液，使终浓度为１×，在沸

水中至少煮５ｍｉｎ，冷却至室温，置于４℃备用。取各

组制备好的胃窦组织１５μＬ （蛋白质量８０μｇ），

１０％、１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离后，以湿转法电转

移至聚偏二氟乙烯 （ＰＶＤＦ）膜上。将ＰＶＤＦ膜放

入封闭液中封闭１ｈ，加入稀释好的一抗（兔抗鼠

ｎＮＯＳ多抗；兔抗鼠 ＴＨ 单抗），浓度为１∶１０００，

４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗膜，加入相应稀释好的二抗（羊

抗兔１∶２０００），３７℃反应１ｈ，洗膜，以ＥＣＬ显色，

胶片曝光显影，结果用ＩｍａｇｅＪ分析。

１．８　统计学处理　所得数据以 Ｅｘｃｅｌ建库，用

ＳＰＳＳ１９．０软件包进行统计分析。计量资料以珔狓±狊

表示。数据做正态性犠 检验和方差齐性Ｌｅｖｅｎｅ检

验，采用随机区组设计的方差分析比较组间差异。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠胃固体食物残留率的比较　动物模

型大鼠经颈背部皮下注射鱼藤酮７周左右，出现ＰＤ

行为学改变，其中４只由于病情过重给予淘汰，另有

２只死亡，均给予相应补充。模型组大鼠各时间点胃

内固体食物残留率均高于对照组（均犘＜０．０１），治

疗组大鼠各时间点胃内固体食物残留率均低于模型

组（犘＜０．０５或犘＜０．０１），且治疗后８ｄ亚组大鼠胃

内固体食物残留率低于治疗４ｄ亚组（犘＜０．０５）。

具体数据见表１。

表１　各组大鼠胃固体食物残留率

犜犪犫１　犚犲狊犻犱狌犪犾狉犪狋犲狅犳狊狅犾犻犱犳狅狅犱犻狀狋犺犲犵犪狊狋狉犻犮

犪狀狋狉狌犿狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

珚狓±狊，狀＝６，％

Ｇｒｏｕｐ ４ｄ ８ｄ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４０．９４５±１．６１８ ４０．２９６±１．４９６

ＰＤ ６９．９２５±１．６３４ ６８．３６７±２．１０５

Ｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ ６０．２５９±１．２６１△ ５０．３１０±１．４１７△△▲

ＰＤ：Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ．犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜

０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓＰＤｇｒｏｕｐ；▲犘＜０．０５ｖｓｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ４ｄ

ｇｒｏｕｐ

２．２　各组大鼠胃窦ＴＨ 和ｎＮＯＳ免疫组化检测结

果　免疫组化结果显示，对照组大鼠各时间点胃窦

可见多量ＴＨ阳性细胞表达和少量ｎＮＯＳ阳性细胞

表达。与对照组比较，模型组各时间点胃窦ＴＨ 阳

性细胞表达均减少，ｎＮＯＳ阳性细胞表达均增加，差

异有统计学意义（均犘＜０．０１）。与模型组比较，治

疗组各时间点胃窦ＴＨ阳性细胞表达均增加，ｎＮＯＳ

阳性细胞表达均减少，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５或犘＜０．０１）。与治疗组术后４ｄ亚组比较，术

后８ｄ亚组大鼠各时间点胃窦ＴＨ阳性细胞数升高

（犘＜０．０５），ｎＮＯＳ阳性细胞数降低（犘＜０．０５）。具

体见表２和图１。

表２　各组大鼠胃窦犜犎、狀犖犗犛阳性细胞数的比较

犜犪犫２　犖狌犿犫犲狉狊狅犳犜犎犪狀犱狀犖犗犛狆狅狊犻狋犻狏犲犮犲犾犾狊犻狀狋犺犲犵犪狊狋狉犻犮犪狀狋狉狌犿狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

珚狓±狊，狀＝６，犃／ＨＰ

Ｇｒｏｕｐ
ＴＨ

４ｄ ８ｄ

ｎＮＯＳ

４ｄ ８ｄ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２６．００±２．００ ２４．８３±２．３２ ７．５０±１．８７ ６．０６±１．４１

ＰＤ ７．８３±２．６４ ７．１２±２．８８ ２１．１３±２．６１ １９．５２±１．８７

Ｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ １３．００±１．４１△ ２０．２６±２．３１△△▲ １４．６７±２．１６△ １０．３３±２．１１△△▲

ＴＨ：Ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ；ｎＮＯＳ：Ｎｅｕｒｏｎａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ＰＤ：Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ．犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

△犘＜０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓＰＤｇｒｏｕｐ；▲犘＜０．０５ｖｓｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ４ｄｇｒｏｕｐ
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图１　各组大鼠胃窦犜犎和狀犖犗犛免疫组化结果

犉犻犵１　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狉犲狊狌犾狋狊狅犳犜犎犪狀犱狀犖犗犛

犻狀狋犺犲犵犪狊狋狉犻犮犪狀狋狉狌犿狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

ＡＦ：ＴＨ；ＧＬ：ｎＮＯＳ．Ａ，Ｇ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ４ｄ；Ｂ，Ｈ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ４ｄ；Ｃ，Ｉ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ４ｄ；Ｄ，Ｊ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ８ｄ；

Ｅ，Ｋ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ８ｄ；Ｆ，Ｌ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ８ｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　各组大鼠胃窦ＴＨ和ｎＮＯＳ蛋白质印迹检测

结果　蛋白质印迹检测结果显示，对照组大鼠各时

间点胃窦ＴＨ 表达量较多，ｎＮＯＳ表达量较少。与

对照组比较，模型组各时间点胃窦ＴＨ表达量减少，

ｎＮＯＳ表达量增加，差异有统计学意义（均 犘＜

０．０１）。与模型组比较，治疗组各时间点胃窦ＴＨ表

达量增加，ｎＮＯＳ表达量减少，差异均有统计学意义

（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。与治疗组术后４ｄ时比

较，治疗后８ｄ时大鼠各时间点胃窦ＴＨ 表达量增

加，ｎＮＯＳ表达量降低（均犘＜０．０５）。具体见表３

和图２。

表３　各组大鼠胃窦犜犎和狀犖犗犛蛋白质印迹检测结果

犜犪犫３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳犜犎犪狀犱狀犖犗犛狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狋犺犲犵犪狊狋狉犻犮犪狀狋狉狌犿狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

珚狓±狊，狀＝６

ＧＧｒｏｕｐ
ＴＨ

４ｄ ８ｄ

ｎＮＯＳ

４ｄ ８ｄ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３．３２±０．１３ ３．３９±０．０３ ０．１７±０．０２ ０．１５±０．０３

ＰＤ １．５２±０．０９ １．５８±０．１４ ０．５２±０．０９ ０．５６±０．０８

Ｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ ２．１１±０．１８△ ２．９４±０．４２△△▲ ０．４０±０．０１△ ０．１８±０．０６△△▲

ＴＨ：Ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ；ｎＮＯＳ：Ｎｅｕｒｏｎａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ＰＤ：Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ．犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜

０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓＰＤｇｒｏｕｐ；▲犘＜０．０５ｖｓｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ４ｄｇｒｏｕｐ

图２　各组大鼠胃窦犜犎（犃）和狀犖犗犛（犅）蛋白质印迹检查结果

犉犻犵２　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳犜犎（犃）犪狀犱狀犖犗犛（犅）狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狋犺犲犵犪狊狋狉犻犮犪狀狋狉狌犿狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

ＴＨ：Ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ；ｎＮＯＳ：Ｎｅｕｒｏｎａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ＰＤ：Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ
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３　讨　论

ＰＤ患者常伴胃功能障碍等非运动症状，胃排空

延迟是ＰＤ患者常见的上消化道功能紊乱症状
［１０］。

本研究结果表明ＰＤ模型组大鼠进餐２ｈ后胃内固

体食物残留率大于对照组，说明ＰＤ模型组大鼠胃

排空速度明显减慢，ＰＤ可引起胃功能障碍，这与

Ｇｒｅｅｎｅ等
［１１］报道的结果一致。

ＰＤ的主要病理改变是黑质多巴胺能神经元的

变性丢失，ＰＤ除了中枢神经变性外，胃肠神经亦发

生变性，但其具体作用机制目前尚不清楚，有学者发

现ＰＤ患者胃窦肌层内多巴胺能神经元的数量较对

照组明显减少［１２］，提示ＰＤ胃功能障碍可能与胃窦

神经系统内神经递质的变化密切相关［２４］。ＴＨ 是

儿茶酚胺类活性物质生物合成的限速酶，在多巴胺

生物合成的调节中发挥重要作用［１３］。ＮＯ是一种具

有很强氧化还原特性的自由基性质的气体，在中枢

神经系统中发挥着重要作用。ＮＯ的半衰期非常短

并难以控制，而一氧化氮合酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎ

ｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）则相对稳定，且ＮＯＳ广泛分布于神经

元中，其在神经系统损伤中的表达变化已成为研究

热点。目前ＮＯＳ包括３种不同的亚型，分别为神经

元型（ｎＮＯＳ）、内皮型（ｅＮＯＳ）及诱导型（ｉＮＯＳ）。有

报道［１４］ＰＤ大鼠出现的胃肠功能障碍可能与胃肠神经

系统ｎＮＯＳ水平降低有关。本研究中免疫组化法和

蛋白质印迹检测结果均显示，模型组大鼠胃窦ＴＨ表

达比对照组明显降低，胃窦ｎＮＯＳ表达比对照组明显

升高，表明ＰＤ大鼠胃窦ＴＨ减少及ｎＮＯＳ增多在ＰＤ

的胃功能障碍发病过程中起着重要作用。

司来吉兰是一种常用的单胺氧化酶Ｂ抑制剂，

它能够选择性不可逆地抑制多巴胺降解为高香草

酸，从而增加多巴胺的蓄积，同时也能减少突触前膜

对多巴胺的再摄取，促进多巴胺的释放。这些都延

长了外源性及内源性多巴胺的作用时间而使ＰＤ患

者的临床症状得到改善，在临床应用中表现为较好

的治疗效果和耐受性［１５１６］。另外，研究证实司来吉

兰还能够抵抗氧自由基的氧化作用，上调超氧化物

歧化酶和过氧化氢酶水平，减少细胞凋亡［１７］；产生

神经营养因子，保护黑质细胞免于各种神经毒素的

侵害［１８１９］，阻止ＰＤ进展。本研究显示，经司来吉兰

治疗后，ＰＤ模型大鼠胃固体食物残留减少，同时，大

鼠胃窦ＴＨ表达明显增加，胃窦ｎＮＯＳ表达明显减

少，表明司来吉兰能改善ＰＤ患者的胃肠功能障碍，

其作用机制可能与其减轻ＰＤ模型大鼠胃窦多巴胺

能神经元的损伤和抑制ｎＮＯＳ表达有关，且随着时

间的延长，作用更明显。这为ＰＤ患者胃功能障碍

的防治提供了一定的理论依据。
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