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犌犺狉犲犾犻狀拮抗鱼藤酮诱导的多巴胺能细胞凋亡的机制研究

于剑涵；指导教师：姜　宏

青岛大学２０１１级临床医学五年制

　　【目的】　帕金森病（ＰＤ）是常见的神经退行性疾病之一，遗传和环境因素均可导致ＰＤ的发生，但９０％的ＰＤ

为散发性。由于病因不明，临床上的治疗多为对症治疗，且药物治疗的副作用大，因此，寻找新的预防和治疗ＰＤ

的生物活性物质具有重要的临床意义。Ｇｈｒｅｌｉｎ是１９９９年发现的由２８个氨基酸残基组成的脑肠肽，对其研究集

中在摄食和能量代谢的调控上，近年来发现Ｇｈｒｅｌｉｎ对下丘脑神经元具有保护作用，为了探讨Ｇｈｒｅｌｉｎ对多巴胺

（ＤＡ）能神经元的作用，本实验拟在环境毒素鱼藤酮制备的ＰＤ细胞模型上，观察其对ＤＡ能细胞损伤的保护作用，

并深入探讨其机制。

【方法】　本实验选用的ＤＡ能细胞是 ＭＥＳ２３．５细胞，具有ＤＡ能神经元的主要特点。实验分为三组：对照

组，鱼藤酮处理组（５００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤酮孵育２４ｈ），Ｇｈｒｅｌｉｎ＋鱼藤酮处理组（１０９ ｍｏｌ／Ｌ的Ｇｈｒｅｌｉｎ预孵育２０ｍｉｎ

后，加入５００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤酮共同孵育２４ｈ）。应用 ＭＴＴ法检测细胞存活率，流式细胞仪检测线粒体跨膜电位差

和ｃａｓｐａｓｅ３活性，酶活性检测技术测定线粒体呼吸链复合物Ｉ的活性，蛋白质印迹法检测线粒体细胞色素Ｃ的释

放，Ｈｏｅｃｈｓｔ染色观察细胞凋亡的形态学变化。

【结果】　鱼藤酮处理２４ｈ后，细胞存活率降低３９％（犘＜０．０１）。而Ｇｈｒｅｌｉｎ预孵育２０ｍｉｎ，能显著拮抗鱼藤

酮所致的细胞存活率的降低（犘＜０．０１）。Ｇｈｒｅｌｉｎ能够拮抗鱼藤酮导致的线粒体呼吸链复合物Ｉ活性的降低和跨

膜电位差的降低，并进一步抑制鱼藤酮诱发的细胞色素 Ｃ由线粒体的释放。我们还观察了凋亡效应酶ｃａｓｐａｓｅ３

活性的变化，在鱼藤酮处理组，细胞ｃａｓｐａｓｅ３的活性较对照组显著增加（犘＜０．０１），而 Ｇｈｒｅｌｉｎ预孵育后，细胞

ｃａｓｐａｓｅ３的活性较鱼藤酮组明显降低（犘＜０．０５）。鱼藤酮孵育后，细胞出现明显的核碎裂与核固缩现象，而Ｇｈｒｅ

ｌｉｎ预处理后上述现象明显减轻。

【结论】　环境毒素鱼藤酮能够通过抑制ＤＡ能细胞线粒体呼吸链复合物Ｉ的活性，从而导致其功能的损伤，

引起线粒体跨膜电位差的降低和细胞色素Ｃ的释放，并进一步诱发细胞的凋亡，而Ｇｈｒｅｌｉｎ能够通过作用于线粒

体呼吸链复合物Ｉ，从而恢复线粒体功能，抑制细胞凋亡，发挥其保护作用，但其细胞内的信号转导过程尚需进一

步探讨。
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犘犐３犓／犃犽狋／犌犛犓３β／β犮犪狋犲狀犻狀信号通路对局灶性脑缺血再灌注

大鼠神经元保护的实验研究

宋　路
１，唐佳文２；指导教师：邢雪松

１．沈阳医学院２０１０级临床医学

２．沈阳医学院２０１０级临床医学

　　【目的】　探讨ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在大鼠脑缺血再灌注损伤中对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的影响。

【方法】　健康雄性ＳＤ大鼠９６只，采用ｌｏｎｇａ法建立局灶性脑缺血再灌注模型，随机分为４组：假手术组（Ｓ

组）、脑缺血再灌注组（Ｉ组）、脑缺血再灌注＋ｂＦＧＦ后处理组（ｂＦＧＦ组）、脑缺血再灌注＋ｂＦＧＦ后处理＋

ＬＹ２９４００２（ＬＹ组），各组２４只大鼠。各组依据缺血后再灌注时间点１２、２４、４８、７２ｈ再分４个亚组。应用 ＨＥ染

色、ＴＵＮＥＬ法检测皮质组织形态变化及细胞凋亡情况。采用免疫组织化学法、原位杂交法、蛋白质印迹法分别检
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测在各组皮质不同再灌注时间点ＰＡｋｔ、ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、βｃａｔｅｎｉｎ的表达变化。

【结果】　免疫组织化学法检测ＰＡｋｔ蛋白水平，Ｉ组和ＬＹ组每一灌注时间点都高于Ｓ组表达水平，２４ｈ达

高峰。ｂＦＧＦ组各亚组皮质ＰＡｋｔ表达均较Ｉ组和ＬＹ组各亚组表达增多（犘＜０．０５）。应用原位杂交和蛋白质印

迹技术分别检测ＧＳＫ３βｍＲＮＡ和βｃａｔｅｎｉｎ在缺血再灌注皮质的表达。Ｉ组和ＬＹ组各亚组缺血皮质 ＧＳＫ３β

ｍＲＮＡ和βｃａｔｅｎｉｎ表达高于Ｓ组，分别在４８ｈ和７２ｈ达高峰。与Ｉ组和ＬＹ组比较，ｂＦＧＦ组各亚组缺血皮质

ＧＳＫ３βｍＲＮＡ表达明显降低，而βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达却显著增高（犘＜０．０５）。说明ｂＦＧＦ在缺血再灌注皮质通过

激活Ａｋｔ，抑制ＧＳＫ３β的活性，拮抗由ＧＳＫ３β、ａｘｉｎ和结肠多发性息肉样蛋白（ＡＰＣ）组成的复合物，使βｃａｔｅｎｉｎ

不能被磷酸化，游离的βｃａｔｅｎｉｎ在细胞浆内蓄积，继而进入胞核，促进 Ｗｎｔ靶基因转录，抑制细胞凋亡。从两条通

路主要成员激活的时间上，Ａｋｔ在皮质缺血再灌注后２４ｈ达高峰，而βｃａｔｅｎｉｎ是缺血再灌注后持续增高，一直到

７２ｈ达高峰。提示βｃａｔｅｎｉｎ参与了脑缺血再灌注ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ激活后的信号传导路径，Ａｋｔ对βｃａｔｅｎｉｎ的调控作用

同样在缺血性脑损伤中发挥作用，即ＡｋｔＧＳＫ３ββｃａｔｅｎｉｎ。

【结论】　脑缺血再灌注损伤中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路通过ＧＳＫ３β可以调控 Ｗｎｔ信号通路主要成员βｃａｔｅｎｉｎ，

这为深入研究βｃａｔｅｎｉｎ在缺血性脑损伤中的作用机制提供重要线索。

　　关键词：脑缺血；Ａｋｔ；ＧＳＫ３β；βｃａｔｅｎｉｎ；ｂＦＧＦ；ＬＹ２９４００２；皮质
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不同依赖时间对药物依赖者空间认知功能的影响

李景业１，边经纬１；指导教师：罗艳琳

１．首都医科大学２００９级临床医学七年制

２．首都医科大学２０１１级基础医学五年制

　　【目的】　探究不同依赖时间对甲基苯丙胺依赖者和海洛因依赖者空间认知功能的影响。

【方法】　甲基苯丙胺依赖者（４０例，Ｍ１：甲基苯丙胺依赖１年组１６例；Ｍ２：２年组２４例）、海洛因依赖者（３５

例，Ｈ１：海洛因依赖３年组１６例；Ｈ２：６年组１７例）及对照者（４０例）参与２个空间认知实验。实验１：判断６个不

同角度手／足图片的手指／足趾朝向，评估被试者空间定向能力。实验２：判断６个不同旋转角度手／足图片肢体的

左右，评估空间视觉化能力。

【结果】　（１）Ｍ１、Ｍ２组，Ｈ１、Ｈ２组与对照组相比，手足图片各个角度正确率无明显差异。（２）Ｍ１组对各个

角度足图片的反应明显慢于 Ｍ２、对照组。Ｍ１组对１５０°、１８０°和２１０°手图片的反应明显慢于对照组，２１０°上慢于

Ｍ２组。Ｈ２组对２４０°、２７０°和３００°足图片的反应慢于 Ｈ１、对照组，Ｈ２组对各个角度手图片的反应较 Ｈ１、对照组

慢。（３）Ｍ２组各个角度足图片正确率明显低于对照组。Ｍ１、Ｍ２组各角度手图片正确率降低。Ｈ１组在１２０°、

１８０°上，Ｈ２组在各个角度上，足图片的正确率显著低于对照组，且０°、２４０°和３００°上，Ｈ１与 Ｈ２两组之间存在差

异。Ｈ１组在０°、１８０°、２４０°和３００°上，Ｈ２组在各个角度上，手图片的正确率显著低于对照组；在６０°、１８０°、３００°上，

Ｈ１与 Ｈ２两组之间存在差异。（４）Ｍ２组对０°、６０°、１２０°和１８０°足图片的反应，及对各角度手图片的反应快于 Ｍ１、

对照组。Ｈ２组对各个角度足图片的反应慢于Ｈ１组，仅在０°上慢于对照组。Ｈ２组对各个角度手图片的反应慢于

Ｈ１、对照组。

【结论】　甲基苯丙胺与海洛因依赖不影响依赖者空间方位认知的准确性，但影响其认知速度。甲基苯丙胺和

海洛因依赖损伤依赖者空间视觉化能力的准确性与认知速度，且长时间依赖者更为突出。
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