
书书书

ＤＯＩ：１０．７６８３／ｘｘｙｘｙｘｂ．２０２０．１１．００１
收稿日期：２０２０－０４－０１
基金项目：河南省高等学校重点科研项目（编号：１８Ａ３２００５２）。
作者简介：姬亚杰（１９８７－），女，河南洛阳人，硕士，主治医师，研究方向：神经病学

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

氉

氉氉

氉

。

本文引用：姬亚杰，任向阳，尹变利，等．微ＲＮＡ２０５对帕金森病大鼠脑额叶皮层纹状体多巴胺能神经元凋亡的

影响［Ｊ］．新乡医学院学报，２０２０，３７（１１）：１００１１００６．ＤＯＩ：１０．７６８３／ｘｘｙｘｙｘｂ．２０２０．１１．００１． 【基础研究】

微 ＲＮＡ２０５对帕金森病大鼠脑额叶皮层纹状体多巴胺能神经元凋
亡的影响
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摘要：　目的　探讨微ＲＮＡ２０５（ｍｉＲ２０５）通过胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）／蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）／叉头框蛋白Ｏ３ａ
（ＦｏｘＯ３ａ）通路对帕金森病（ＰＤ）大鼠脑额叶皮层纹状体多巴胺能神经元凋亡的调控作用。方法　将 ３０只雄性
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为干预组、阴性对照（ＮＣ）组、假手术组，每组１０只。干预组、ＮＣ组大鼠经脑立体定位仪注
射６羟多巴胺建立ＰＤ模型，假手术组大鼠注射等体积的生理盐水。建模成功后２４ｈ，干预组和ＮＣ组大鼠于纹状体
内分别注射ｍｉＲ２０５双链寡核苷酸抑制剂（ｍｉＲ２０５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及 ｍｉＲ２０５阴性对照试剂（ｍｉＲ２０５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ）２μＬ，
假手术组大鼠注射等量的磷酸缓冲盐溶液。观察干预１周后大鼠一般情况，比较各组大鼠异常不自主动作（ＡＩＭ）评
分；脱氧核糖核苷末端转移酶介导的缺口末端标记法检测各组大鼠纹状体神经元凋亡情况；实时荧光定量聚合酶链

式反应检测各组大鼠纹状体中ｍｉＲ２０５及ＩＧＦ１、Ａｋｔ、ＦｏｘＯ３ａｍＲＮＡ表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠纹状体中ＩＧＦ１、
Ａｋｔ、磷酸化Ａｋｔ（ｐＡｋｔ）、ＦｏｘＯ３ａ、磷酸化ＦｏｘＯ３ａ（ｐＦｏｘＯ３ａ）蛋白表达。结果　干预１周后，假手术组大鼠进食、饮水、
活动正常；ＮＣ组大鼠进食、进水、活动减少，活动时动作缓慢或姿势异常，部分有易激惹、狂躁、自残行为；干预组大鼠
上述症状轻于ＮＣ组。ＮＣ组、干预组大鼠ＡＩＭ评分和神经元凋亡率均显著高于假手术组（Ｐ＜０．００１）；干预组大鼠ＡＩＭ评
分和神经元凋亡率显著低于ＮＣ组（Ｐ＜０．００１）。ＮＣ组、干预组大鼠纹状体中ｍｉＲ２０５ｍＲＮＡ相对表达量显著高于假手术组
（Ｐ＜０．００１），干预组大鼠纹状体中ｍｉＲ２０５ｍＲＮＡ相对表达量显著低于ＮＣ组；ＮＣ组、干预组大鼠纹状体中ＩＧＦ１ｍＲＮＡ
相对表达量显著低于假手术组（Ｐ＜０．００１），干预组大鼠纹状体中ＩＧＦ１ｍＲＮＡ相对表达量显著高于ＮＣ组（Ｐ＜０．００１）；
３组大鼠纹状体中Ａｋｔ、ＦｏｘＯ３ａｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＮＣ组、干预组大鼠纹状体中
ＩＧＦ１蛋白相对表达量及ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ显著低于假手术组（Ｐ＜０．００１）；干预组大鼠纹状体中ＩＧＦ１蛋
白相对表达量及ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ显著高于ＮＣ组（Ｐ＜０．００１）。结论　通过抑制大鼠脑额叶皮层纹状体
中ｍｉＲ２０５表达可抑制多巴胺能神经元凋亡，改善ＰＤ症状，其机制可能与上调ＩＧＦ１表达及ｐＡｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ水平有关。
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ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍｉＲ２０５ｍＲＮＡｉｎｓｔｒｉａｔｕｍｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１）；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＩＧＦ１ｍＲＮＡｉｎｓｔｒｉａｔｕｍｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１），ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦ１ｍＲＮＡｉｎｓｔｒｉａｔｕｍ
ｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＡｋｔ
ａｎｄＦｏｘＯ３ａｍＲＮＡａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦ１，ｐＡｋｔ／ＡｋｔａｎｄｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｔｒｉａｔｕｍｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１），ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦ１，ｐＡｋｔ／ＡｋｔａｎｄｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｔｒｉａｔｕｍｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２０５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｓｔｒｉａｔｕｍｏｆｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓｃａｎｉｍｐｒｏｖｅＰＤｓｙｍｐｔｏｍｓｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅＩＧＦ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐＡｋｔａｎｄｐＦｏｘＯ３ａ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ；ｓｔｒｉａｔｕｍ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ２０５；ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１；ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ；ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘ
ｐｒｏｔｅｉｎＯ３ａ；ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓ

　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种老年
人常见的神经退行性疾病，以运动缓慢、静止性震

颤、肌肉强直及姿势步态障碍为主要临床表现，随着

病程进展可出现高级神经功能障碍，最终发展为痴

呆，其发病率随年龄的增加而增加，对中老年人健康

及生活质量造成严重影响［１２］。纹状体黑质多巴胺
能神经元退行性变性及凋亡是 ＰＤ的重要病理变
化，因此，抑制多巴胺能神经元凋亡是 ＰＤ防治的重
要措施［３］。目前，临床治疗 ＰＤ主要以多巴胺替代
疗法或手术治疗为主，但仅可暂时缓解早期的运动

障碍，因此，寻找更有效的治疗方法成为临床研究重

点。微 ＲＮＡ２０５（ｍｉｃｒｏＲＮＡ２０５，ｍｉＲ２０５）属于微
ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）家族，其可参与调节神经
系统的发育过程及神经细胞生长、凋亡等［４］。研究

表明，大脑皮层 ｍｉＲ２０５表达异常与皮质神经元缺
血缺氧损伤有关［５］。目前，虽然有关于 ｍｉＲ２０５在
神经退行性病变中的相关研究，但其在ＰＤ纹状体中
的表达以及对神经元凋亡的影响和机制尚未明确。

本研究采用脑立体定位仪注射６羟多巴胺建立 ＰＤ
大鼠模型，探讨ｍｉＲ２０５在脑额叶皮层纹状体中的表
达及其对多巴胺能神经元凋亡的调控作用，旨在为

ＰＤ的基因靶向治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物　无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ
ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠３０只，６
周龄，体质量２００～２２０ｇ，购自北京维通利华实验动

物技术有限公司，许可证号 ＳＣＸＫ（京）２０１７０００１。
本研究符合实验动物伦理，遵循使用动物“３Ｒ”
原则。

１．２　主要药物、试剂和仪器　６羟多巴胺购自美国
Ａｍｒｅｓｃｏ公司，阿扑吗啡购自东北制药集团沈阳第
一制药有限公司（国药准字 Ｈ２１０２２４３５，１ｍＬ５
ｍｇ）；ｍｉＲ２０５双链寡核苷酸抑制剂（ｍｉＲ２０５ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ）及其阴性对照试剂（ｍｉＲ２０５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ）购自
美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，水合氯醛购自美国 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ
公司，ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量分析试剂盒购自上海远慕生物
科技有限公司，电化学发光（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓ
ｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显影液购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，磷酸缓
冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）购自上海研
拓生物科技有限公司，兔抗鼠胰岛素样生长因子１
（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）、蛋白激酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）、叉头框蛋白 Ｏ３ａ（ｆｏｒｋｈｅａｄ
ｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＯ３ａ，ＦＯＸＯ３ａ）抗体、βａｃｔｉｎ抗体、羊抗兔
免疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）抗体购自美
国Ｚｙｍｅｄ公司，脱氧核糖核苷末端转移酶介导的缺
口末端标记法（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰｂｉｏｔｉｎ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｓｓａｙ，
ＴＵＮＥＬ）细胞凋亡原位检测试剂盒购自北京博奥森
生物工程有限公司；脑立体微量注射泵购自美国

ＫＤＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，脑立体定位仪购自美国 Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ
公司，Ｍｘ３００５Ｐ实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌ
ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
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ｑＲＴＰＣＲ）仪购自美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司，ＣＸ３１倒置光学
显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，凝胶成像系统购自美
国ＵＶＰ公司，Ｔｅｃａｎ５０８２Ｓｕｎｒｉｓｅ全自动酶标仪购自
瑞士Ｔｅｃａｎ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　实验分组及干预措施　将３０只 ＳＤ大鼠随
机分为干预组、阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）组和假
手术组，每组１０只。干预组和ＮＣ组大鼠参照文献［６］
方法制备ＰＤ模型，具体方法：应用２０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥
钠腹腔注射麻醉大鼠，头部固定于立体定位仪，术区皮

肤消毒后，沿头部矢状线剪开头皮和骨膜，充分暴露前

囟。干预组、ＮＣ组大鼠颅内注射６羟多巴胺１次，具
体方法：于前囟右侧３．５ｍｍ、前囟后３．７ｍｍ、硬膜下
４．５ｍｍ（纹状体区）及矢状缝向右侧１．７ｍｍ、硬膜下
７．８ｍｍ（右侧前脑内侧束区）双点注射３ｇ·Ｌ－１６羟多
巴胺６μＬ（溶于５ｍＬ含２ｇ·Ｌ－１抗坏血酸的生理盐水
中），注射速度为 １μＬ·ｍｉｎ－１，留针 １０ｍｉｎ后以
１ｍｍ·ｍｉｎ－１速度缓慢拔针，然后逐层缝合；肌肉注
射青霉素，每次８万Ｕ，每日１次，连续 ７ｄ。假手术
组大鼠同法注射等量含２ｇ·Ｌ－１抗坏血酸的生理盐
水，共１次。干预１０ｄ后，干预组和 ＮＣ组大鼠以阿
扑吗啡０．５ｍｇ·ｋｇ－１腹腔注射诱发旋转试验，诱导大
鼠向对侧旋转，观察 ３０ｍｉｎ，以平均旋转次数 ＞
７ｒ·ｍｉｎ－１为建模成功，干预组和ＮＣ组大鼠均建模成
功。干预组和ＮＣ组大鼠分别在建模成功后２４ｈ于右
侧纹状体内立体定位注射 ２μＬｍｉＲ２０５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、
２μＬｍｉＲ２０５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ（应用无菌０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＢＳ配置，最终质量浓度为２０μｇ·Ｌ－１）。注射位点：
前囟１．０ｍｍ、中线旁开３．０ｍｍ、硬膜下４．５ｍｍ，注射
速度为１．０μＬ·ｍｉｎ－１，留针１０ｍｉｎ后以１．０ｍｍ·ｍｉｎ－１

速度缓慢拔针，假手术组大鼠注射相同体积的

０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ。
１．３．２　一般情况观察及异常不自主动作（ａｂｎｏｒ
ｍａｌｉｎｖｏｌｕｎｔａｒｙｍｏｖｅｎｍｅｎｔ，ＡＩＭ）评分　给药１周
期间观察大鼠进食、饮水、活动等一般情况。给药１
周后评价ＡＩＭ，包括肢体运动障碍、轴性运动、咀嚼
行为和对侧旋转，根据症状的有无及严重程度分为

５个等级（０～４分）［８］：无为０分；偶尔出现为１分；
经常出现为２分；持续性存在，刺激可使之停止为３
分；持续存在，刺激仍无法停止为４分。每次评定持
续１４０ｍｉｎ，每次间隔３５ｍｉｎ，共评定４次，４次评分
之和为最终得分，得分数越高表明症状越严重。

１．３．３　组织取材及保存　末次 ＡＩＭ评定后以断头
法处死大鼠，迅速取出完整脑组织，于冰上分离摘取

右侧纹状体，一半组织保存于 －８０℃冰箱备用，另
一半组织置于４０ｇ·Ｌ－１中性甲醛溶液中固定备用。
１．３．４　ＴＵＮＥＬ法检测大鼠纹状体神经元凋
亡　取于４０ｇ·Ｌ－１中性甲醛溶液中固定２４ｈ的大
鼠纹状体组织，梯度乙醇脱水，常规石蜡包埋，连续

冠状切片，厚度４μｍ，采用ＴＵＮＥＬ细胞凋亡原位检
测试剂盒进行染色，严格按照试剂盒说明书操作，封

片后于显微镜下观察。每张切片随机取５个高倍镜
视野，应用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ软件计数视野内的阳性细
胞数及细胞总数，以细胞核显棕色或棕黑色为阳性

细胞，取平均值，以阳性细胞占细胞总数的比率表示

凋亡率。

１．３．５　ｑＲＴＰＣＲ检测大鼠纹状体中 ｍｉＲ２０５及
ＩＧＦ１、Ａｋｔ、ＦＯＸＯ３ａｍＲＮＡ表达情况　取冷冻保
存的大鼠纹状体组织，ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，经反转
录试剂盒反转录成ｃＤＮＡ，ｑＲＴＰＣＲ检测目的基因的
表达。按照试剂盒说明书设定反应体系，ｍｉＲ２０５
上游引物序列为 ５′ＡＴＡＡＧＣＴＧＣＴＡＧＣＴＡＴＡＧＡＣＧ
ＴＡ３′，下游引物序列为 ５′ＴＡＧＣＴＣＡＴＧＡＴＣＧＴＡＴ
ＣＡＧＴＣＡＧ３′；ＩＧＦ１上游引物序列为５′ＴＡＡＧＴＣＧ
ＴＡＧＡＡＣＴＧＡＣＴＡＧＡＴ３′，下游引物序列为 ５′ＡＴ
ＡＧＣＡＧＡＴＧＴＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧ３′；Ａｋｔ上游引物序列
为５′ＴＧＡＴＡＧＣＴＡＧＡＴＧＴＧＣＡＴＧＴＡ３′，下游引物序
列 为 ５′ＣＧＴＣＣＴＡＧＴＧＣＡＧＡＴＣＣＡＧＴＡ３′；ＦｏｘＯ３ａ
上游引物序列为 ５′ＴＡＣＧＡＣＧＴＴＧＡＧＣＴＡＴＡＧＣＴ
ＧＴＣＧＣ３′，下 游 引 物 序 列 为 ５′ＡＧＣＡＴＴＣＡＴ
ＡＧＣＧＣＴＡＴＧＴＡＴＧＣＣＡ３′；Ｕ６上游引物序列为
５′ＡＧＧＴＡＴＡＣＧＡＧＣＴＡＡＧＡＴＣＡ３′，下游引物序列
为 ５′ＧＣＴＡＴＡＣＧＴＡＧＧＴＣＡＧＴＡＧＣ３′；βａｃｔｉｎ上游
引物序列为 ５′ＴＡＧＣＣＴＴＡＧＣＧＧＴＡＧＣＣＴＡＧＴＡＧＣ
３′，下游引物序列为５′ＴＡＧＣＧＴＧＡＡＧＣＣＧＴＡＧＴＡＧ
ＴＡＧＧＴ３′。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变
性 ３５ｓ，５６℃退火３５ｓ，７０℃延伸１ｍｉｎ，进行３０个
循环；再次 ７２℃延伸１０ｍｉｎ。以 Ｕ６为内参基因，
采用２－△△Ｃｔ法计算 ｍｉＲ２０５ｍＲＮＡ的相对表达量；
以βａｃｔｉｎ为内参基因，采用 ２－△△Ｃｔ法计算 ＩＧＦ１、
Ａｋｔ、ＦｏｘＯ３ａｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠纹状体中 ＩＧＦ１、
Ａｋｔ、磷酸化 Ａｋｔ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡｋｔ，ｐＡｋｔ）、
ＦｏｘＯ３ａ、磷酸化 ＦｏｘＯ３ａ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＦｏｘＯ３ａ，
ｐＦｏｘＯ３ａ）蛋白表达情况　取冷存的大鼠纹状体组
织，液氮中研磨后置于离心管，加入细胞裂解液，置

于冰上裂解，ＢＣＡ法进行蛋白定量，取待检测蛋白，
应用质量分数１０％的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
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凝胶（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳分离，常规转膜，加入
５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶室温封闭１ｈ，ＰＢＳ洗涤后加入
兔抗鼠 ＩＧＦ１（１５００）、Ａｋｔ（１８００）、ＦｏｘＯ３ａ
（１３００）、βａｃｔｉｎ（１２０００）稀释液，４℃摇床过夜，
加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ二抗稀释
液（１５０００），常温孵育３０ｍｉｎ，ＥＣＬ试剂盒暗室中
曝光、显影、定影，ＩｍａｇｅＪ凝胶成像系统分析各条带
灰度值，以ＩＧＦ１、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、ＦｏｘＯ３ａ、ｐＦｏｘＯ３ａ与内
参βａｃｔｉｎ灰度值的比值表示蛋白相对表达量，并计
算ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ比值。
１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据统
计与分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多
组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用最

小显著性差异法 ｔ检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　３组大鼠一般情况　给药１周后，假手术组大
鼠进食、进水、活动正常；ＮＣ组大鼠进食、进水减少，
活动减少，常出现蜷缩或长时间姿势单一不变，活动

时动作缓慢或姿势异常，腹部贴地或不停嗅地，部分

可见易激惹或狂躁，甚至有自残行为；干预组大鼠上

述表现较ＮＣ组轻。
２．２　３组大鼠 ＡＩＭ评分比较　假手术组、ＮＣ组、
干预组大鼠 ＡＩＭ评分分别为（０．００±０．００）、
（３５．３６±５．３６）、（２４．３２±４．３０）分，３组大鼠 ＡＩＭ
评分比较差异有统计学意义（Ｆ＝１２．１８９，Ｐ＜０．００１）。
干预组和ＮＣ组大鼠 ＡＩＭ评分显著高于假手术组，
差异有统计学意义（ｔ＝２０．８６２、１７．８８５，Ｐ＜０．００１），
干预组大鼠ＡＩＭ评分显著低于 ＮＣ组，差异有统计
学意义（ｔ＝５．０８１，Ｐ＜０．００１）。
２．３　３组大鼠纹状体神经元凋亡率比较　结果见
图１。假手术组、ＮＣ组、干预组大鼠纹状体神经元凋
亡率分别为（４．３２±１．０２）％、（３０．０２±５．５６）％、
（１８．５２±３．５８）％，３组大鼠纹状体神经元凋亡率比
较差异有统计学意义（Ｆ＝１１１．０５３，Ｐ＜０．００１）；
干预组和 ＮＣ组大鼠纹状体神经元凋亡率显著高
于假手术组，差异有统计学意义（ｔ＝１４．３７７、
１２．０６３，Ｐ＜０．００１）；干预组大鼠纹状体神经元凋亡
率显著低于ＮＣ组，差异有统计学意义（ｔ＝５．４９９，
Ｐ＜０．００１）。

Ａ：假手术组；Ｂ：ＮＣ组；Ｃ：干预组。

图１　３组大鼠纹状体神经元ＴＵＮＥＬ染色（×２００）

Ｆｉｇ．１　ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｓｔｒｉａｔａｌｎｅｕｒｏｎｓｏｆｒａｔ′ｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（×２００）

２．４　３组大鼠纹状体中 ｍｉＲ２０５及 ＩＧＦ１、Ａｋｔ、
ＦｏｘＯ３ａｍＲＮＡ相对表达量比较　结果见表 １。３
组大鼠纹状体中ｍｉＲ２０５和ＩＧＦ１ｍＲＮＡ相对表达
量比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；ＮＣ组和
干预组大鼠纹状体中ｍｉＲ２０５ｍＲＮＡ相对表达量显
著高于假手术组，差异均有统计学意义（ｔ＝９．９７９、
４．３１９，Ｐ＜０．００１）；ＮＣ组和干预组大鼠纹状体中
ＩＧＦ１ｍＲＮＡ相对表达量显著低于假手术组，差异均
有统计学意义（ｔ＝１５．５５６、９．３８３，Ｐ＜０．００１）；干预
组大鼠纹状体中ｍｉＲ２０５ｍＲＮＡ相对表达量显著低
于ＮＣ组，ＩＧＦ１ｍＲＮＡ相对表达量高于ＮＣ组，差异
均有统计学意义（ｔ＝６．１５９、５．６９８，Ｐ＜０．００１）。

３组大鼠纹状体中 Ａｋｔ、ＦｏｘＯ３ａｍＲＮＡ相对表达量比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表１　３组大鼠 ｍｉＲ２０５及 ＩＧＦ１、Ａｋｔ、ＦｏｘＯ３ａｍＲＮＡ相
对表达量比较

Ｔａｂ．１　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２０５，
ＩＧＦ１，ＡｋｔａｎｄＦｏｘＯ３ａｍＲＮＡａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｍｉＲ２０５ ＩＧＦ１ Ａｋｔ ＦｏｘＯ３ａ
假手术组 １０ ０．９３±０．１５ ０．８０±０．１０ ０．５８±０．０７ ０．６２±０．０７
ＮＣ组 １０ １．８５±０．２５ａ ０．２５±０．０５ａ ０．６０±０．０６ ０．６５±０．０８
干预组 １０ １．２５±０．１８ａｂ ０．４２±０．０８ａｂ ０．５５±０．０５ ０．６３±０．０６
Ｆ ５５．７４１ １２５．８７３ １．７２７ ０．４７０
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．１９７ ０．６３１

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．００１；与ＮＣ组比较ｂＰ＜０．００１。
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２．５　３组大鼠纹状体中 ＩＧＦ１蛋白相对表达量及
ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ比较　结果见图 ２
和表２。３组大鼠纹状体中 ＩＧＦ１蛋白相对表达量
及ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．００１）；ＮＣ组和干预组大鼠纹状体中
ＩＧＦ１蛋白相对表达量及 ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／
ＦｏｘＯ３ａ显著低于假手术组，差异有统计学意义（ｔ＝
１７．７６６、１２．０１７，１４．１４２、５．６６８，１５．３６３、１０．１９０；Ｐ＜
０．００１）；干预组大鼠纹状体中 ＩＧＦ１蛋白相对表达
量及ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ显著高于ＮＣ组，差
异有统计学意义（ｔ＝６．０７３、８．６７７、６．５０８，Ｐ＜０．００１）。

Ａ：假手术组；Ｂ：ＮＣ组；Ｃ：干预组

图２　３组大鼠纹状体中 ＩＧＦ１、ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ、

ＦｏｘＯ３ａ蛋白相对表达量

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ１，ｐＡｋｔ，Ａｋｔ，

ｐＦｏｘＯ３ａ，ＦｏｘＯ３ａｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔ′ｓｓｔｒｉａｔｕｍ ｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅ

ｇｒｏｕｐｓ

表２　３组大鼠纹状体中 ＩＧＦ１蛋白相对表达量及 ｐＡｋｔ／

Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦ１

ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｐＡｋｔ／Ａｋｔ，ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅ

ｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＩＧＦ１ ｐＡｋｔ／Ａｋｔ ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ
假手术组 １０ ０．７８±０．０８ ０．５２±０．０６ ０．５５±０．０７
ＮＣ组 １０ ０．２５±０．０５ａ ０．２２±０．０３ａ ０．１８±０．０３ａ

干预组 １０ ０．４０±０．０６ａｂ ０．３８±０．０５ａｂ ０．３０±０．０５ａｂ

Ｆ １７９．１２０ ９６．５７１ １２８．７９５
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．００１；与ＮＣ组比较ｂＰ＜０．００１。

３　讨论

ＰＤ病因迄今未明，目前认为其与神经退行性

变、遗传、感染、药物、氧化应激、自身免疫、细胞凋亡

等因素密切相关［９］。随着我国人口老龄化加剧，ＰＤ
发病率逐渐升高，不仅影响患者的生活质量，也造成

了一定的社会负担。研究发现，ＰＤ的主要病理变化
为纹状体、黑质致密部、蓝斑等部位多巴胺能神经元

缺失，多巴胺能递质生成障碍［１０］。目前，ＰＤ的治疗
方法以补充纹状体多巴胺为主，虽然可在一定程度

上缓解症状，但是无明显的神经保护作用。因此，了

解ＰＤ进展过程中神经元的凋亡机制及关键基因的
表达，对于ＰＤ的防治具有重要意义。

ｍｉＲＮＡｓ是长约２２个核苷酸的非编码 ＲＮＡ，可
与靶基因ｍＲＮＡ的３′末端非翻译区部分或全部结
合，导致靶 ｍＲＮＡ降解或翻译抑制，调控人体超过
３０％的基因表达，参与细胞增殖、分化、侵袭、凋亡，
癌症的发生、发展，以及神经系统发育等多种生物学

活动［１１１２］。杨恩慧［１３］研究发现，ｍｉＲ２０５与神经系
统中髓鞘的形成密切相关，在 Ｃ１型尼曼匹克病小
鼠海马中ｍｉＲ２０５表达上调可导致髓鞘标志物相关
蛋白表达下降。ＰＡＴＩＬ等［１４］认为，ｍｉＲ２０５异常表
达与ＰＤ的发生有关，参与代谢、神经营养素信号调
节等生物学过程。本研究结果显示，给药１周后，与
假手术组比较，ＮＣ组和干预组大鼠进食、进水减少，
活动减少，有易激惹、狂躁、自残行为，干预组大鼠上

述症状较ＮＣ组轻；干预组和ＮＣ组大鼠 ＡＩＭ评分、
纹状体神经元凋亡率及ｍｉＲ２０５相对表达量显著高
于假手术组，而干预组大鼠上述指标均显著低于ＮＣ
组，提示通过抑制脑额叶皮层纹状体中 ｍｉＲ２０５的
表达，可抑制神经元凋亡，进而改善ＰＤ症状。

神经元凋亡受信号转导、基因调控和凋亡程序

的执行３个过程的调节，其中信号转导过程的激活
是启动细胞凋亡的前提。ＩＧＦ１／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ３ａ通路
是介导神经元凋亡的重要信号通路。ＩＧＦ１属于多
肽类神经营养因子，其结构和功能与胰岛素类似，是

海马组织、大脑皮层等神经系统结构中的营养因子，

参与神经功能的维持和调节，可抑制神经元凋亡，促

进神经元的存活、分化和成熟［１５］。此外，ＩＧＦ１还是
介导细胞存活通路磷脂酰肌醇 ３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉ
ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ信号转导通路的激活
剂。ＩＧＦ１与其受体结合后，可激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通
路，活化的 ＰＩ３Ｋ通过３磷酰化磷酸肌醇脂和磷酸
肌醇脂依赖性激酶激活 Ａｋｔ，活化的 Ａｋｔ能进一步
激动促活因子的转录，发挥抗凋亡作用［１６１７］。

ＦｏｘＯ３ａ是 Ａｋｔ的下游靶基因，受 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
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路的调控，在转录调控细胞生长发育、代谢、周期阻

滞、凋亡诱导等方面有重要作用［１８］。研究表明，活

化的Ａｋｔ可直接使 ＦｏｘＯ３ａ磷酸化激活，使 ＦｏｘＯ３ａ
与细胞核内结构蛋白特异性结合，并运转至细胞质，

抑制凋亡过程［１９］。郑世茹等［２０］研究发现，上调

ＩＧＦ１和活化 Ａｋｔ／ＦｏｘＯ３ａ通路相关蛋白可抑制多
巴胺能神经元的凋亡或坏死。本研究结果显示，ＮＣ
组和干预组大鼠纹状体中 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ、蛋白相对
表达量及 ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ均显著低于
假手术组，而干预组 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ、蛋白对表达量及
ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐＦｏｘＯ３ａ／ＦｏｘＯ３ａ均显著高于 ＮＣ组，提
示ｍｉＲ２０５通过抑制 ＩＧＦ１／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ３ａ信号通路
而抑制ＰＤ大鼠脑额叶皮质神经元凋亡，从而改善
ＰＤ症状。

综上所述，下调大鼠脑额叶皮层纹状体中

ｍｉＲ２０５的表达可抑制纹状体神经元凋亡，从而改善
ＰＤ症状，其机制可能与 ＩＧＦ１／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ３ａ信号通
路的激活有关，可考虑将 ｍｉＲ２０５作为 ＰＤ靶向治
疗的基因，但多巴胺能神经元凋亡受多基因调控，且

发生机制较为复杂，今后应进一步研究其他基因及

信号通路对多巴胺能神经元凋亡的调控作用。
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