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氧化苦参碱对帕金森小鼠中枢神经系统氧化应激的影响

孙　冰１，徐玉英２

（１．洛阳市第三人民医院神经内科，河南　洛阳　４７１００２；２．河南中医药大学基础医学院 ，河南　郑州　４５００００）

摘要：　目的　探讨氧化苦参碱对帕金森小鼠中枢神经系统氧化应激的影响及其可能机制。方法　将８０只
Ｃ５７ＢＬ／６小黑鼠随机分为正常组、模型组及氧化苦参碱低、高剂量组，每组２０只。模型组及氧化苦参碱低、高剂量组
小鼠分别给予１甲基４苯基１、２、３、６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）３０ｍｇ·ｋｇ－１溶入０．６ｍＬ生理盐水腹腔注射建立帕金森病小
鼠模型，正常组小鼠腹腔注射生理盐水０．６ｍＬ，每日１次，连续７ｄ。动物模型制备成功后，氧化苦参碱低、高剂量组
小鼠分别给予氧化苦参碱１５０、２５０ｍｇ·ｋｇ－１溶入０．２ｍＬ生理盐水中腹腔注射，正常组、模型组小鼠分别给予０．２ｍＬ
生理盐水腹腔注射，均每日１次，连续２７ｄ。小鼠处死前每日测体质量。分别于末次注射 ＭＰＴＰ后的第１、７、２７天采
用旷场实验测量各组小鼠水平运动距离。末次注射ＭＰＴＰ后的第２７天处死小鼠取脑组织，苏木精伊红染色观察４组
小鼠脑组织黑质纹状体处神经元损伤情况；比色法检测４组小鼠脑组织中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、还原型谷胱甘肽
（ＧＳＨ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）及丙二醛（ＭＤＡ）含量，末端脱氧核苷酸介导的ｄＵＴＰ缺口末端标记测定法检
测４组小鼠脑组织细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测４组小鼠脑组织中Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋白１（Ｋｅａｐ１）、核
因子红细胞系２相关因子２（Ｎｒｆ２）、抗氧化反应元件（ＡＲＥ）蛋白表达。结果　造模前，４组小鼠体质量比较差异无统
计学意义（Ｆ＝０．２１４，Ｐ＞００５）；造模后５、９、１３、１７、２１、２７ｄ，４组小鼠体质量比较差异均有统计学意义（Ｆ＝１．０５７、
１．０８７、１．３４４、５．３７４、３．５８２、６．２７４，Ｐ＞００５），其中模型组及氧化苦参碱低、高剂量组小鼠体质量均低于正常组（Ｐ＜
００５），氧化苦参碱低剂量组小鼠体质量高于模型组（Ｐ＞００５）；氧化苦参碱高剂量组小鼠造模后第１７、２１、２７天的体
质量与模型组比较显著增高（Ｐ＜００５）；氧化苦参碱高剂量组小鼠造模后第 ２７天的体质量高于低剂量组 （Ｐ＜
００５）。末次注射ＭＰＴＰ后第１天起，模型组小鼠水平运动距离即显著短于正常组（Ｐ＜００５）；第１、７天时，氧化苦参
碱低、高剂量组小鼠水平运动距离与模型组比较差异无统计学意义（Ｐ

!

０．０５）；第２７天时，氧化苦参碱低、高剂量组小
鼠的水平运动距离大于模型组（Ｐ＜００５）；末次注射ＭＰＴＰ后第１、７、２７天，氧化苦参碱高剂量组小鼠水平运动距离与
低剂量组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。末次注射 ＭＰＴＰ后第２７天，模型组及氧化苦参碱低、高剂量组小鼠脑
组织细胞损伤率高于正常组（Ｐ＜００５）；氧化苦参碱低、高剂量组小鼠脑组织细胞损伤率低于模型组（Ｐ＜００５）；氧化
苦参碱高剂量组小鼠脑组织细胞损伤率低于氧化苦参碱低剂量组（Ｐ＜００５）。４组小鼠脑组织中 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、
ＧＳＨ、ＭＤＡ相对表达量比较差异均有统计学意义（Ｆ＝１１．３７４、１０．９２５、６．６８８、９．３４６，Ｐ＜００５）。与正常组比较，模型
组及氧化苦参碱低、高剂量组小鼠脑组织中ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＧＳＨ含量显著降低，ＭＤＡ含量显著增高（Ｐ＜００５）；氧化苦
参碱低剂量组小鼠脑组织中ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＧＳＨ、ＭＤＡ相对表达量与模型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；氧化
苦参碱高剂量组小鼠脑组织中ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＧＳＨ相对表达量显著高于模型组和低剂量组（Ｐ＜００５），ＭＤＡ相对表
达量显著低于模型组和低剂量组（Ｐ＜００５）。与正常组比较，模型组、氧化苦参碱低、高剂量组小鼠脑组织细胞凋亡
率显著升高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，氧化苦参碱低、高剂量组小鼠脑组织细胞凋亡率显著减少（Ｐ＜００５）；与氧化
苦参碱低剂量组比较，高剂量组小鼠脑组织细胞凋亡率显著减少（Ｐ＜００５）。４组小鼠脑组织Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白
表达比较差异均有统计学意义（Ｆ＝１０．９５４、８．２４１、１０．６９９，Ｐ＜００５）。与正常组比较，模型组及氧化苦参碱低、高剂
量组小鼠脑组织中Ｋｅａｐ１蛋白相对表达量显著降低，Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白相对表达量显著升高（Ｐ＜００５）；氧化苦参碱低
剂量组小鼠脑组织中Ｋｅａｐ１、ＡＲＥ、Ｎｒｆ２蛋白相对表达量与模型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与模型组和氧化
苦参碱低剂量组比较，氧化苦参碱高剂量组小鼠脑组织中Ｋｅａｐ１蛋白相对表达量显著降低，Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白相对表达
量显著升高（Ｐ＜００５）。结论　氧化苦参碱能有效抑制帕金森小鼠中枢神经系统氧化应激反应，该作用可能是通过
激活Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路活性发生的。

关键词：　氧化苦参碱；帕金森病；氧化应激；Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋白１／核因子红细胞系２相关因子２／抗氧
化反应元件信号通路
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ｏｃｃｕｒｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＫｅａｐ１／Ｎｒｆ２／ＡＲＥｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖｉｔｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ；Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２／ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）又称震颤麻
痹，是常见的神经系统变性疾病，多发病于中老年阶

段，临床表现为运动功能障碍、静止性震颤、肌肉强

直以及姿势异常等［１］。随着我国社会老年化，ＰＤ的
发病率呈逐年上升趋势，该疾病症状严重，病程长，

治愈率低，给患者和家属造成很大的心理、身体和经

济负担［２］。ＰＤ的发病机制尚未完全清楚，但有研究
发现其与线粒体功能障碍、老化、氧化应激（ｏｘｉｄａ
ｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ＯＳ）及炎症等造成的细胞凋亡有关［３］。

ＯＳ是指机体受到刺激后产生大量活性氧自由基
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），氧化物的清除速度
远低于产生速度，导致 ＲＯＳ在体内蓄积，从而引起
组织损伤的过程［４］。研究表明，Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙
烷相关蛋白１（ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，
Ｋｅａｐ１）／核因子红细胞系２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃ
ｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）／抗氧化反应元
件（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）信号通路是
调控细胞内 ＯＳ反应的重要通路之一［５６］。氧化苦

参碱又称苦参素，是植物苦参根茎中生物碱的主要

有效成分，有抗炎、镇静催眠、抗肿瘤、抗氧化等广泛

的药理活性，且其不良反应小［７］。有研究发现，氧

化苦参碱能通过增强谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉ
ｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）的活性改变细胞内的ＯＳ，从
而减轻组织损伤［８］，但目前尚未不明确氧化苦参碱

能否通过调控 Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路发挥抗氧
化作用。因此，本研究通过建立帕金森小鼠模型，探

讨氧化苦参碱对帕金森小鼠中枢神经系统 Ｋｅａｐ１／
Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　８周龄无特定病原体级雄性
Ｃ５７ＢＬ／６小黑鼠８０只，体质量１８～２３ｇ，购自北京

维通利华实验动物技术有限公司，小鼠批号：ＳＣＸＫ
（京）２０１３０００１，质量合格证号：１１４００７００１３９３３２。实
验前于温度２０～２５℃、湿度６０％ ～７０％的环境中
适应饲养１周，每日更换垫料、饲料、饮水，自由饮
食，然后将８０只小鼠随机分为正常组、模型组及氧
化苦参碱低、高剂量组，每组２０只。
１．２　主要试剂与仪器　氧化苦参碱购自江苏正大天
晴药业集团有限公司，１甲基４苯基１、２、３、６四氢吡
啶 （１ｍｅｔｈｙ１４ｐｈｅｎｖｌ１、２、３、６ｔｅｔｒａｈｖｄｒｏｐｖｒｉｄｉｎｅ，
ＭＰＴＰ）购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ公 司，苏 木 精伊 红
（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染液购自北京索莱宝科技
有限公司，ＧＳＨＰｘ、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、还原型谷胱甘肽 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，
ＧＳＨ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒
购自南京建成生物工程研究所，末端脱氧核苷酸转

移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端标记测定法［ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｄｅｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＴｄＴ）ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋ
ｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ］试剂盒购自美国 Ｒｏｃｈｅ公司，
二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量分析
试剂盒购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，兔单克隆抗体
Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＡＲＥ、内参磷酸苷油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌ
ｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）购自美国
Ａｂｃａｍ公司，放射性免疫沉淀法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅ
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液购自上海碧云天生物
技术有限公司；ＰＬ１００２Ｅ电子天平购自瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ公司，７６０ＣＲＴ双光束紫外可见分光光度计购自
杭州汇尔仪器设备有限公司，５４１５Ｒ高速冷冻离心机购
自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａ小型垂直
电泳槽和小型转印槽购自美国Ｂｉｏｒａｄ公司，石蜡切片
机、石蜡包埋机、脱水机购自德国Ｌｅｉｃａ公司，ＣＫＸ５３普
通显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，ＣＭａｘＰｌｕｓＣＭａｘＰｌｕｓ
酶标仪购自美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司。
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１．３　方法
１．３．１　动物模型制备　模型组及氧化苦参碱低、高
剂量组小鼠分别给予 ３０ｍｇ·ｋｇ－１的 ＭＰＴＰ溶入
０．６ｍＬ生理盐水中腹腔注射，每日１次，连续７ｄ；
正常组小鼠腹腔注射生理盐水０．６ｍＬ，每日１次，
连续７ｄ。给予 ＭＰＴＰ７ｄ后，出现明显震颤、竖毛、
易激怒、尾僵及过伸、肢体及躯干僵直、活动迟缓及

动作减少等异常表现者为帕金森小鼠模型制备成

功。动物模型建立后，氧化苦参碱低、高剂量组小鼠

分别给予氧化苦参碱 １５０、２５０ｍｇ·ｋｇ－１溶入
０．２ｍＬ生理盐水中腹腔注射，正常组、模型组小鼠
每只分别给予０．２ｍＬ生理盐水腹腔注射，均每日
１次，连续２７ｄ。
１．３．２　４组小鼠体质量测定　从造模前开始直至
小鼠处死前，每日清晨９：００进行腹腔注射以前采用
电子天平称量４组小鼠的体质量。
１．３．３　旷场实验测定４组小鼠的水平运动距离　
分别于末次注射ＭＰＴＰ后的第１、７、２７天，采用旷场
实验测定４组小鼠的水平运动距离：将不透明钢板
制成的旷场（１００ｃｍ×１００ｃｍ×４０ｃｍ）置于暗室，将
小鼠置于旷场中心自由活动 １０ｍｉｎ，使用 ＨＤＲ
ＣＸ４５０摄像机进行全程拍摄，用Ｓｍａｒｔｖｉｒｓｉｏｎ２．５软
件（上海欣软科技有限公司）跟踪记录小鼠１０ｍｉｎ
内的行径，计算小鼠运动总路程。

１．３．４　小鼠脑组织取材　末次注射 ＭＰＴＰ后的第
２７天，用１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠（５０ｍｇ·ｋｇ－１）腹腔
注射麻醉小鼠，将小鼠置于仰卧位，用预冷的生理盐

水进行心脏灌注，直至肝脏变成土黄色，取出大脑，

将左侧大脑在 ４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液中固定
２４ｈ，采用梯度乙醇（体积分数 ７０％、８０％、９０％、
９５％、１００％）脱水，二甲苯固定，石蜡包埋；右侧大
脑保存于－８０℃冰箱备用。
１．３．５　ＨＥ染色观察４组小鼠脑组织细胞损伤情
况　将４组小鼠的大脑蜡块切成层厚５μｍ的石蜡
切片，经二甲苯脱蜡，梯度乙醇（体积分数 １００％、
９０％、８５％、７０％）水化，自来水冲洗２次，每次２０ｓ，
放入苏木精染液浸泡 ５ｍｉｎ，自来水洗５ｍｉｎ，置于
体积分数１％盐酸乙醇１０ｓ，自来水冲洗５ｍｉｎ，置于
伊红染液浸泡５ｍｉｎ，自来水冲洗２０ｍｉｎ，梯度乙醇
（体积分数７０％、８０％、９０％、９５％、１００％）和二甲苯
脱水，中性树脂封片。用ＣＫＸ５３普通显微镜观察脑
组织黑质纹状体处神经元，出现核固缩者为神经元

受损，计数每个视野中的神经元总数和受损神经元

数，细胞损伤率＝受损神经元数／神经元总数×１００％。
检测３个视野，取均值。
１．３．６　比色法检测４组小鼠脑组织中ＳＯＤ、ＧＳＨ、
ＧＳＨＰｘ、ＭＤＡ含量　分别取４组小鼠右侧脑组织
０．２ｇ，加入１ｍＬＲＩＰＡ裂解液，在冰盒上用玻璃匀
浆器研磨，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清液提
取总蛋白。用比色法按照试剂盒的步骤使用 ＣＭａｘ
ＰｌｕｓＣＭａｘＰｌｕｓ酶标仪分别在４５０、４２０、４１２、５３２ｎｍ
波长处测定脑组织匀浆吸光度值，计算 ＳＯＤ、ＧＳＨ、
ＧＳＨＰｘ及ＭＤＡ含量。蛋白相对表达量 ＝［（测定
组吸光度值对照组吸光度值）／（标准组吸光度值
空白组吸光度值）］×标准品浓度／待测样本蛋白浓
度。实验重复３次，取均值。
１．３．７　ＴＵＮＥＬ染色测定４组小鼠脑组织中细胞
凋亡情况　将４组小鼠大脑蜡块制成层厚５μｍ的
石蜡切片，按照说明书要求进行 ＴＵＮＥＬ染色法检
测，显微镜下观察染色情况，每张切片随机选取５个
视野，以出现黄褐色颗粒细胞为 ＴＵＮＥＬ阳性细胞，
即凋亡细胞，蓝色细胞为正常细胞，细胞凋亡率＝凋
亡细胞／正常细胞×１００％。观察５个视野，取均值。
１．３．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ４组小鼠脑组织中
Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白表达　取 ６０ｍｇ冻存脑组
织，加入６００μＬ裂解液，在冰浴条件下研磨２ｍｉｎ，
静置３０ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取 １０μＬ
上清，按照ＢＣＡ蛋白定量试剂盒说明书进行操作，
用ＣＭａｘＰｌｕｓＣＭａｘＰｌｕｓ酶标仪测定总蛋白浓度。
将其余上清液加等量５×Ｌｏｄｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，９５℃水浴
煮１０ｍｉｎ，自然冷却后置于 －２０℃冰箱备用。取
２０μｇ样品与上样缓冲液混合，进行十二烷基硫酸
钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离（１００Ｖ、８０ｍｉｎ），电转
至硝酸纤维素膜（３００ｍＡ、５０ｍｉｎ），加入封闭液室
温孵育 ２ｈ，洗膜后，加入一抗Ｋｅａｐ１（１５００）、Ｎｒｆ２
（１５００）、ＡＲＥ（１５００）和 ＧＡＰＤＨ（１２０００），
４℃摇床孵育过夜，洗膜后加入相应的山羊抗兔辣
根过氧化物酶标记二抗（１２０００），室温孵育１ｈ，
每张膜上加入２００μＬ显色液，暗室中曝光显影，应用
凝胶成像系统扫描拍照，采用ＩｍａｇｅＪ软件分析各条
带的灰度值，以待测蛋白灰度值与内参蛋白灰度值的

比值表示蛋白相对表达量。实验重复３次，取均值。
１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计分
析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较
采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　４组小鼠体质量比较　结果见表１。造模前，４
组小鼠体质量比较差异无统计学意义（Ｆ＝０．２１４，
Ｐ＞００５）。造模后５、９、１３、１７、２１、２７ｄ，４组小鼠体
质量比较差异均有统计学意义（Ｆ＝１．０５７、１．０８７、
１．３４４、５．３７４、３．５８２、６．２７４，Ｐ＞００５）；其中模型组及

氧化苦参碱低、高剂量组小鼠体质量均低于正常组，差

异有统计学意义（Ｐ＜００５）；氧化苦参碱低剂量组小鼠
体质量与模型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；氧
化苦参碱高剂量组小鼠造模后第１７、２１、２７天的体质量
显著高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；氧化
苦参碱高剂量组小鼠造模后第２７天的体质量显著高
于低剂量组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

表１　４组小鼠体质量比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
体质量／ｇ

造模前 第５天 第９天 第１３天 第１７天 第２１天 第２７天

正常组 ２０ ２０．１６±０．９２ ２０．５９±０．３６ ２１．１３±０．５１ ２１．９１±０．５４ ２２．５１±０．３８ ２３．１８±０．７６ ２３．６１±０．５２

模型组 ２０ ２０．０３±０．２１ １８．１３±０．４２ａ １７．７２±０．３２ａ １８．１６±０．８９ａ １８．６７±０．６２ａ １９．１７±０．７７ａ １９．３１±０．５９ａ

氧化苦参碱低剂量组 ２０ ２０．２８±０．７４ １７．９４±０．４２ａ １８．０９±０．７８ａ １８．３６±０．３７ａ １９．８３±０．３５ａ ２０．１２±０．２４ａ ２０．１２±０．４９ａ

氧化苦参碱高剂量组 ２０ ２０．０３±０．６７ １８．２３±０．８７ａ １８．６５±０．４４ａ １９．１３±０．９８ａ ２０．７７±０．２１ａｂ ２１．２１±０．２６ａｂ ２１．７６±０．３７ａｂｃ

Ｆ ０．２１４ １．０５７ １．０８７ １．３４４ ５．３７４ ３．５８２ ６．２７４

Ｐ ＞００５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与正常组比较ａＰ＜００５；与模型组比较ｂＰ＜００５；与低剂量组比较ｃＰ＜００５。

２．２　４组小鼠旷场实验水平运动距离比较　结果
见表２。末次注射ＭＰＴＰ后第１天起，模型组小鼠水
平运动距离即显著短于正常组，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）。末次注射ＭＰＴＰ后第１、７天，氧化苦参碱
低、高剂量组小鼠的水平运动距离与模型组比较差异

无统计学意义（Ｐ
!

０．０５）；末次注射ＭＰＴＰ后第２７天，
氧化苦参碱低、高剂量组小鼠的水平运动距离大于模

型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。末次注射ＭＰＴＰ
后第１、７、２７天，氧化苦参碱高剂量组小鼠的水平运动
距离与低剂量组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
表２　４组小鼠水平运动距离比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｍｏｖｅｍｅｎｔｄｉｓｔａｎｃｅｏｆ

ｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
水平运动距离／ｍ

第１天 第７天 第２７天

正常组 ２０ ４１．１３±６．４９ ４０．２６±３．０１ ４２．３１±１２．２１
模型组 ２０ ３２．２９±５．２１ａ ３４．３１±０．８９ａ ２６．５１±２．６３ａ

氧化苦参碱低剂量组 ２０ ３７．２５±７．９６ ３６．６４±５．９８ ３５．３１±７．３９ａｂ

氧化苦参碱高剂量组 ２０ ３９．６２±１３．０７ ３７．８３±５．８６ ３８．７５±６．４８ｂ

Ｆ ６．２４５ ３．０４１ ４．８４９
Ｐ ＜００５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与正常组比较ａＰ＜００５；与模型组比较ｂＰ＜００５。

２．３　４组小鼠脑组织细胞损伤率比较　结果见图１。
正常组、模型组及氧化苦参碱低、高剂量组小鼠脑组

织中细胞损伤率分别为（２５．７５±１．１１）％、（６６．７５±
１．０３）％、（４８．７５±０．９５）％、（３２．００±０．９１）％。模型
组及氧化苦参碱低、高剂量组小鼠脑组织细胞损伤率

高于正常组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；氧化苦

参碱低、高剂量组小鼠脑组织细胞损伤率低于模型

组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；氧化苦参碱高剂
量组小鼠脑组织细胞损伤率低于氧化苦参碱低剂量

组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：氧化苦参碱低剂量组；Ｄ：氧化苦参碱高剂

量组；红色箭头所示为损伤细胞，绿色箭头所示为正常细胞。

图１　４组小鼠脑组织细胞损伤情况（ＨＥ染色，×４００）

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｊｕｒｙｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｃｅｌｌｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｆｏｕｒ

ｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．４　４组小鼠脑组织 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＧＳＨ、ＭＤＡ
含量比较　结果见表 ３。４组小鼠脑组织中 ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ、ＧＳＨ、ＭＤＡ含量比较差异均有统计学意义
（Ｆ＝１１．３７４、１０．９２５、６．６８８、９．３４６，Ｐ＜００５）。与
正常组比较，模型组及氧化苦参碱低、高剂量组小鼠

脑组织中 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＧＳＨ含量显著降低，ＭＤＡ

含量显著增高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。氧
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化苦参碱低剂量组小鼠脑组织中 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、

ＧＳＨ、ＭＤＡ含量与模型组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞００５）；氧化苦参碱高剂量组小鼠脑组织中

ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＧＳＨ含量显著高于模型组，ＭＤＡ含量

显著低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

氧化苦参碱高剂量组小鼠脑组织中 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、

ＧＳＨ含量显著高于低剂量组，ＭＤＡ含量显著低于低

剂量组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
表３　４组小鼠脑组织中ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＳＨＰｘ、ＭＤＡ含量比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＯＤ，ＧＳＨ，ＧＳＨＰｘａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＳＯＤ ＧＳＨＰＸ ＧＳＨ ＭＤＡ

正常组 ２０ ２７．５９±３．０９ １６１．２８±１２．０９ １８．１１±２．６６ ３６．８９±４．１１

模型组 ２０ １６．４２±２．８７ａ １２１．３６±１０．２７ａ ９．２３±１．３６ａ ４８．３１±５．５４ａ

氧化苦参碱低剂量组 ２０ １８．２３±２．１１ａ １４０．２１±９．１９ａ １１．２８±２．０１ａ ４２．２５±５．８９ａ

氧化苦参碱高剂量组 ２０ ２３．３８±３．０１ａｂｃ １５３．３１±２．０８ａｂｃ １５．６７±３．０９ａｂｃ ３８．０９±４．６９ａｂｃ

Ｆ １１．３７４ １０．９２５ ６．６８８ ９．３４６

Ｐ ＜００５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与正常组比较ａＰ＜００５；与模型组比较ｂＰ＜００５；与低剂量组比较ｃＰ＜００５。

２．５　４组小鼠脑组织中细胞凋亡情况比较　结果见

图２。正常组、模型组、氧化苦参碱低、高剂量组小鼠

脑组织中细胞凋亡率分别为（１８．７５±１．４９）％、

（８２．００±１．８７）％、（５４．００±１．６８）％、（３９．００±０．９１）％。

与正常组比较，模型组、氧化苦参碱低、高剂量组细胞

凋亡率显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与

模型组比较，氧化苦参碱低、高剂量组细胞凋亡率显

著减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与氧化苦参

碱低剂量组比较，氧化苦参碱高剂量组细胞凋亡率

显著减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：氧化苦参碱低剂量组；Ｄ：氧化苦参碱高剂量组。

图２　４组小鼠脑组织细胞凋亡情况（ＴＵＮＥＬ染色，×４００）

Ｆｉｇ．２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．６　４组小鼠脑组织中Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白相对

表达量比较　结果见图３、表４。４组小鼠脑组织中

Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白相对表达量比较差异均有统计

学意义（Ｆ＝１０．９５４、８．２４１、１０．６９９，Ｐ＜００５）。与正

常组比较，模型组及氧化苦参碱低、高剂量组小鼠脑

组织中Ｋｅａｐ１蛋白相对表达量显著降低，Ｎｒｆ２、ＡＲＥ

蛋白相对表达量显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５）。氧化苦参碱低剂量组小鼠脑组织中 Ｋｅａｐ１、

ＡＲＥ、Ｎｒｆ２蛋白相对表达量与模型组比较差异无统计

学意义（Ｐ＞００５）。与模型组和氧化苦参碱低剂量

组比较，氧化苦参碱高剂量组小鼠脑组织中Ｋｅａｐ１蛋

白相对表达量显著降低，Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白相对表达量

显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：氧化苦参碱低剂量组；Ｄ：氧化苦参碱高剂

量组。

图３　４组小鼠脑组织中 Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白表达

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｅａｐ１，Ｎｒｆ２ａｎｄＡＲＥｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
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表４　４组小鼠脑组织中 Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白相对表达

量比较

Ｔａｂ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｅａｐ１，Ｎｒｆ２

ａｎｄＡＲＥｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒ

ｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｋｅａｐ１ Ｎｒｆ２ ＡＲＥ
正常组 ２０ ０．８６８±０．１０２ ０．２９８±０．０２１ ０．２３８±０．０１３
模型组 ２０ ０．６０８±０．０８９ａ ０．６３１±０．１０９ａ ０．４０９±０．０８９ａ

氧化苦参碱低剂量组 ２０ ０．５８６±０．０８４ａ ０．６６１±０．１０１ａ ０．３９７±０．０２９ａ

氧化苦参碱高剂量组 ２０ ０．２８０±０．０３１ａｂｃ ０．９０９±０．１５８ａｂｃ ０．８９６±０．０３５ａｂｃ

Ｆ １０．９５４ ８．２４１ １０．６９９
Ｐ ＜００５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与正常组比较ａＰ＜００５；与模型组比较ｂＰ＜００５；与低剂量

组比较ｃＰ＜００５。

３　讨论

ＰＤ为多发于中老年人的神经系统退行性疾病，

其主要病理特征是脑多巴胺能神经元凋亡、变性以

及在细胞质中生成路易小体［９］。ＯＳ、线粒体功能障

碍被认为是导致神经系统变性疾病和衰老的重要因

素之一，与ＰＤ多方面的病理机制均有联系［１０］。目

前尚无治疗 ＰＤ的特效药物，其治疗措施主要从延

缓病情、减轻痛苦、提高生活质量等方面入手［１１］。

氧化苦参碱因其抗炎、镇静催眠、抗肿瘤、抗氧化、不

良反应小等特点，成为研究较热的中药单体之

一［１２］。研究发现，氧化苦参碱具有抑制慢性脑缺血

大鼠海马ＣＡ１区神经元凋亡的作用，其机制可能与

其调节凋亡相关蛋白表达以及提高氧自由基清除能

力、抑制炎症反应有关［１３］。另有研究发现，氧化苦

参碱通过抑制脑组织细胞凋亡而对新生大鼠缺血缺

氧脑损伤具有保护作用［１４］。以上结果提示，氧化苦

参碱有缓解脑组织细胞凋亡的潜力。基于以上理论

基础，本研究检测了氧化苦参碱对帕金森大鼠脑组

织损伤及脑组织内细胞凋亡的影响，结果表明，与正

常组比较，模型组小鼠大脑纹状体出现广泛的核固

缩、神经细胞损伤和大量细胞凋亡，表明 ＰＤ对中枢

神经细胞造成损伤；与模型组比较，氧化苦参碱低、

高剂量组细胞凋亡率显著降低，说明氧化苦参碱能

够保护脑组织中的神经细胞免于凋亡和损伤；与氧

化苦参碱低剂量组比较，高剂量组细胞凋亡率显著

降低，说明氧化苦参碱的神经细胞保护作用具有剂

量依赖性。

目前，越来越多的研究证实，神经元细胞凋亡和

ＯＳ引起的细胞损伤是 ＰＤ的重要机制。帕金森小

鼠脑组织中ＯＳ反应产生的过量活性氧导致中枢神

经细胞凋亡，继而引发中枢神经退行性病变［１５］。研

究发现，氧化苦参碱可以上调氧化还原平衡中的关

键调节因子Ｎｒｆ２以及血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅ

ｎａｓｅ１，ＨＯ１）表达，从而减轻 ＲＯＳ对肺动脉造成的

氧化损伤［１６］，提示氧化苦参碱具有显著的抗氧化作

用。本研究探讨了氧化苦参碱对帕金森小鼠脑组织

细胞凋亡的影响及其可能存在的作用机制，为 ＰＤ

的临床治疗寻找新的治疗药物。ＲＯＳ作为一种诱

导机体产生 ＯＳ的主要物质，其含量变化反映了机

体的ＯＳ水平。ＭＤＡ是一种脂质过氧化产物，是通

过ＲＯＳ破坏细胞膜上的不饱和脂肪酸形成的，其含

量显著升高表示机体氧化抗氧化动态平衡被破

坏［１７］。细胞中的抗氧化剂如 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和 ＧＳＨ

能够与 ＲＯＳ发生氧化还原反应，将 ＲＯＳ有效清

除［１８］。本研究结果显示，与正常组比较，模型组中

ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和 ＧＳＨ含量均显著降低，而 ＭＤＡ含

量则显著升高，说明模型组小鼠脑组织中遭 ＯＳ，氧

化物大量积累，抗氧化物被大量消耗；与模型组比

较，氧化苦参碱低剂量组小鼠脑组织中 ＳＯＤ、ＧＳＨ

Ｐｘ、ＧＳＨ含量稍有升高而 ＭＤＡ含量略有降低，说明

低剂量的氧化苦参碱有调节氧化抗氧化平衡的趋

势；与模型组比较，氧化苦参碱高剂量组小鼠脑组织

中ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＧＳＨ含量显著升高而ＭＤＡ含量显

著下降，与氧化苦参碱低剂量组比较，氧化苦参碱高

剂量组小鼠脑组织中 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＧＳＨ含量显著

升高而ＭＤＡ含量显著下降，以上实验结果表明，氧

化苦参碱能通过提高帕金森小鼠脑组织抗 ＯＳ能力

而抑制脑组织细胞凋亡。

为了进一步探讨氧化苦参碱对 ＰＤ小鼠 ＯＳ能

力调节作用的机制，本研究检测了氧化苦参碱对小

鼠脑组织Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路相关分子表达的影

响。Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路是目前研究最多的抗ＯＳ

通路，该通路活化后能够激活抗氧化、抗炎基因的表

达，特别是对调节神经细胞氧化损伤具有重要意

义［１６］。Ｎｒｆ２是一种调控 ＯＳ损伤的关键转录因子，

在正常情况下，位于细胞质内的 Ｎｒｆ２与 Ｋｅａｐ１结合

成复合体，固定在肌动蛋白组成的细胞骨架上，经过

泛素蛋白酶途径降解，使其不能进入细胞核发挥转

录功能［１９］。当脑细胞受到活性氧刺激后，Ｋｅａｐ１的

构象被改变，Ｋｅａｐ１与 Ｎｒｆ２发生解离，Ｎｒｆ２被激活，
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随后进入细胞内，激活 ＡＲＥ，启动下游目标基因如

ＨＯ１、γ谷氨酰半胱氨酸连接酶等转录，增强细胞

抗ＯＳ的能力，促进细胞存活［２０］。本研究结果显示，

与正常组比较，模型组小鼠脑组织中 Ｋｅａｐ１蛋白的

表达下调，Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白表达上调，这一现象的原

因是模型组小鼠脑组织细胞因过量活性氧刺激，发

生ＯＳ反应，Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２结合物被降解，ｋｅａｐ１的构

象被改变，释放并激活 Ｎｒｆ２，继而激活 ＡＲＥ，因此，

ｋｅａｐ１蛋白表达下调，Ｎｒｆ２和 ＡＲＥ的表达量显著增

加；与模型组比较，氧化苦参碱高剂量组小鼠脑组织

中Ｋｅａｐ１蛋白表达显著降低，Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白表达显

著升高，说明氧化苦参碱可以进一步活化 Ｋｅａｐ１／

Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路，刺激机体发挥抗氧化作用；与氧化

苦参碱低剂量组比较，氧化苦参碱高剂量组小鼠脑

组织中Ｋｅａｐ１蛋白表达显著降低，Ｎｒｆ２、ＡＲＥ蛋白表

达显著升高，说明氧化苦参碱的抗氧化作用具有剂

量依赖性。

综上所述，氧化苦参碱能有效抑制 ＰＤ小鼠中

枢神经系统氧化应激反应，该作用可能是通过激活

Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路活性而发生的。
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