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利血平对脊髓小脑共济失调 3 型（SCA3）细胞模型的影响 
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摘  要：目的  阐明利血平对脊髓小脑共济失调 3 型（SCA3）细胞模型的潜在作用。方法  通过核质分离、免疫荧光、

Western blotting、微孔过滤和细胞活性等实验探索利血平对 SCA3 发病过程中 ataxin-3 核质转运、ataxin-3 可溶性蛋白水平、

蛋白包涵体、细胞活性等一系列病理变化的影响。结果  利血平对 ataxin-3 核质转运和可溶性蛋白水平没有显著性影响，但是

增加了 ataxin-3 形成的包涵体数量，并且增加了细胞毒性。结论  利血平通过增加包涵体数量导致 SCA3 细胞活性减弱，为老

药新用发现提供了理论依据。 
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Effect of reserpine on spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3) cell model 
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Abstract: Objective  To clarify the potential effect of reserpine on spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3) cell model. Methods  The 

effects of reserpine on ataxin-3 nuclear and cytoplasmic transport, ataxin-3 soluble protein level, protein inclusion body and cell 

viability during the pathogenesis of SCA3 were investigated by nucleocytoplasmic separation, immunofluorescence, Western blotting, 

filter trap and CCK-8 methods. Results  Reserpine had no significant effect on the nucleocytoplasmic transport and soluble protein level of 

ataxin-3, but increased the number of inclusion bodies formed by ataxin-3 and increased cytotoxicity. Conclusion  Reserpine decreases 

the SCA3 cell viability by increasing the number of inclusion bodies, which provides a theoretical basis for the new discovery of old 

drugs. 
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脊髓小脑共济失调 3 型/马查多约瑟夫病（SCA3/ 

MJD，简称 SCA3）是一种常染色体显性遗传的神

经退行性疾病，是仅次于亨廷顿舞蹈症的第 2 大类

多聚谷氨酰胺（polyQ）疾病[1-2]。该病是由 ATXN3

基因编码的 ataxin-3 蛋白 polyQ 异常扩增引起的。

一般情况下，健康人群 polyQ 重复序列数目 12～

43，SCA3 患者会增加至 51～91。正常 ataxin-3 蛋

白是一种胞浆蛋白，含有异常扩增 polyQ 的 ataxin-3

蛋白在各种致病因素的刺激下进入细胞核，在核内

募集其他多种组分包括转录因子、泛素蛋白酶、伴

侣蛋白或 RNA 等形成核内包涵体（SCA3 标志性

病理特征），从而导致核内转录异常、蛋白稳态失

衡、能量代谢障碍、运输障碍等，最终导致神经细

胞死亡[3-4]。因此，与其他很多神经退行性疾病的致

病蛋白一样，细胞核是关键的病理位点，ataxin-3 的

病理入核现象和核内包涵体的形成是 SCA3 早期重

要的病理特征和发病机制[5]。 

利血平是从印度萝芙木属蛇根木 Rauvolfia 

serpentina (L.) Benth. ex Kurz 中提取的一种生物碱，

是具有温和持久特点的抗高血压药物[6-8]。但同时， 
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利血平能够诱发帕金森综合征和抑郁症[9-10]。研究

表明，利血平能够促使人神经母细胞 SH-SY5Y 的

凋亡和诱导自噬损伤，引发α-synuclein蛋白聚集体，

并能影响 Ddc-GAL4 果蝇的运动能力[11]。利血平作

为单胺类抑制剂，可治疗运动机能亢进，已被广泛

用于亨廷顿舞蹈症的抽动症[12]。结合利血平对神经

系统疾病的影响，本研究探讨利血平在 SCA3 致病

过程中对一系列细胞水平病理变化的影响，分析最

早期的病理变化 ataxin-3 核质转运，观察可溶性

ataxin-3 蛋白水平以及 ataxin-3 形成的包涵体数量，

检测 SCA3 细胞活性，进而阐明利血平对 SCA3 细

胞模型的影响，揭示老药新用的药理作用，为临床

用药提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  药物和试剂 

利血平（批号 83580）、阴性对照 DMSO 溶剂

（批号 32160405）均购自 Sigma-Aldrich 公司。β-半

乳糖苷酶抗体（β-gal，货号 200-4136，稀释比例为

1∶10 000）购自 Enzo Life Science 公司，为细胞质

内参蛋白；LaminAC 抗体（货号 7293，稀释比例为

1∶500）购自 Santa cruz biotechology 公司，为细胞

核内参蛋白；1H9 抗体（货号 MAB5360，稀释比例

为 1∶2 500）购自 Merck Millipore 公司，为检测

ataxin-3 蛋白；Actin 抗体（货号 A5441，稀释比例

为 1∶10 000）购自 Sigma Aldrich 公司，为内参蛋

白；辣根过氧化物标记二抗 Anti-Mouse IgG（货号

9597364，稀释比例为 1∶2 500；Anti-Rabbit IgG（货

号 9596107，稀释比例为 1∶2 500）均购自 GE 

Healthcare Life Science 公司；荧光标记二抗 Anti-

Mouse IgG（Alexa Fluor 488，货号 A-21202，稀释

比例为 1∶200）购自 Life Technologies 公司；

Attractene 试剂（货号 301005）购自 Qiagen 公司；

Prestoblue Cell Viability 试剂（货号 A13262）购自

Life technologies 公司。 

1.2  细胞及质粒 

中国仓鼠卵巢CHO 细胞和人胚肾HEK293T细

胞均由德国图宾根大学 Thorsten Schimdt 博士惠赠；

野生型 peGFP-ataxin-3-15Q（正常）、polyQ 中度扩

增型 peGFP-ataxin-3-77Q（中度患病）和 polyQ 中

度扩增型 peGFP-ataxin-3-148Q（重度患病）质粒均

由德国图宾根大学 Thorsten Schimdt 博士惠赠。 

1.3  仪器 

荧光显微镜（蔡司 Axioscope 5）；酶标仪（Bio-

Tek Synergy HT microplate reader，内含 Gen5 软件）；

Li-Cor C-DiGit®化学发光扫描仪，含 Image Studio 软

件；96 孔 Bio-Dot 微孔过滤仪（Bio-Rad 公司）。 

1.4  细胞培养及转染 

CHO 细胞和 HEK293T 细胞培养在含有 10%胎

牛血清、1%青链霉素的 DMEM 培养液中，在含有

5% CO2 的细胞培养箱中 37 ℃培养。转染前 1 天将

细胞传代至 6 孔板，第 2 天使用 Attractene 转染试

剂按照说明书进行质粒转染，将 1.2 μg DNA 质粒

（溶解在 TE 缓冲液中）稀释在总体积 100 μL 的

DMEM 培养液（不含血清和双抗）中，加入 4.5 μL

的 Attractene 转染试剂混匀，室温孵育 15 min，将

转染混合物加入到 6 孔板中，按照倒八字摇匀后放

回培养箱继续培养。转染 48 h 后进行后续实验。 

1.5  细胞质核分离 

收集细胞，加入 200 μL的细胞质缓冲液（10 mmol/L 

HEPES pH 7.5，10 mmol/L KCl，0.1 mmol/L EDTA，

0.1 mmol/L EGTA，1 mmol/L DTT，0.5% NP40，加

入蛋白酶抑制剂），吹打混匀，置冰上 20 min，期间

涡旋 2 次，每次 5 s。在 4 ℃条件下 13 000 r/min 离

心 5 min，上清即为细胞质蛋白。向细胞沉淀中加入

80 μL 的细胞核缓冲液（细胞质缓冲液＋1% NP40），

吹打混匀，置冰上 30 min，其间涡旋 3 次，每次 5 s。

在 4 ℃条件下 13 000 r/min 离心 20 min，上清液即

为细胞核蛋白。 

细胞核分布百分比＝细胞核 ataxin-3/laminAC/（细胞质

ataxin-3/β-gal＋细胞核 ataxin-3/laminAC） 

β-gal 抗体为细胞质内参蛋白；laminAC 为细胞核内参蛋白 

1.6  全蛋白提取 

收集细胞，离心，在细胞沉淀中加入 100 μL 的

蛋白裂解缓冲液 TNES（1 mol/L Tris pH 7.5，5 mol/L 

NaCl，0.1%聚山梨醇酯 20，加入蛋白酶抑制剂），

吹打混匀，置冰上 15 min，其中涡旋 2 次，每次 5 s。

在 4 ℃条件下 13 000 r/min 离心 5 min，上清即为

细胞全蛋白。 

1.7  蛋白印迹实验 

采用 Bradford 方法测定蛋白浓度，每孔蛋白上

样量为 30 μg，加入一定量的上样缓冲液，煮沸 5 min

进行变性，离心，取蛋白上清上样，进行 SDS-PAGE

电泳，结束后转膜，电压 80 V 转膜 2 h，取出硝酸

纤维素膜，采用含 5%脱脂奶粉的 1×TBST 进行室

温封闭 2 h，加入一抗 4 ℃孵育过夜，使用 1×TBST

漂洗 3 次，每次 10 min，加入二抗室温孵育 1 h，再
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使用 1×TBST 漂洗 3 次，每次 10 min，加入 ECL

底物进行显色，在 LI-COR Odyssey 成像仪上拍照

分析。一抗：1H9 抗体用于检测 ataxin-3 蛋白；稀

释倍数为 1∶1 000。辣根过氧化物标记二抗稀释倍

数均为 1∶2 000。 

1.8  免疫荧光实验 

将细胞接种在含有 4%多聚赖氨酸预处理的盖

玻片（盖玻片放置于 6 孔板中）上生长过夜。第 2

天弃掉培养液，用 1∶1 的甲醇和丙酮固定 5 min，

用预冷的 PBS 洗 1 次，加入封闭液室温封闭 20 min，

加入一抗室温孵育 1 h，PBS 洗 3 次，每次 5 min，

室温孵育二抗 1 h，洗涤同上，随后用 DAPI 染核 10 

min，洗涤后，加入封片剂和盖玻片，在荧光显微镜

下观察拍照。采用 Image J 软件分析 ataxin-3 蛋白在

细胞核和细胞质的荧光值，计算 ataxin-3 在细胞核

分布的百分比。 

1.9  微孔过滤实验 

该方法用于检测不溶于 SDS 的蛋白包涵体，分

析 ataxin-3 形成的包涵体数量。细胞转染 72 h 后，

收集细胞，1 500 r/min 离心 5 min，将含有蛋白酶抑

制剂的 PBS 加入到细胞沉淀中进行重悬，用超声破

碎仪裂解细胞和 DNA 片段。采用 Bradford 方法测

定蛋白浓度，在蛋白样品中加入 2% SDS，煮沸 5 

min 使蛋白质完全变性，将醋酸纤维素膜在 1×

TBST（含 2% SDS）中浸润预处理，安装并打开微

孔过滤仪，在每孔中加入 100 μg 的蛋白样品，在抽

滤真空泵的作用下，小分子蛋白通过醋酸纤维素膜，

而大分子蛋白包涵体会留在膜上，PBS 冲洗 3 次，

待样品全部吸附在滤膜上，将滤膜取出放置在含 5%

脱脂奶粉的 1×TBST 进行 4 ℃孵育过夜，之后进

行一抗、二抗孵育以及 ECL 显色等步骤进行

Western blotting 实验。 

1.10  细胞活性检测实验 

PrestoBlue 细胞活性检测试剂盒是一种以

resazurin 为基础的用于检测细胞活性的试剂。将细胞

铺板至 96 孔板，每孔 5×104个细胞，利血平或DMSO

处理后，加入 PrestoBlue 试剂孵育 10 min，采用酶标

仪进行检测（激发光：535 nm，发射光：615 nm）。 

1.11  统计学方法 

每个实验至少进行 3 次以上独立性重复实验，

数据均以 ±x s 表示。采用 Grahpad Prism 9 软件进

行统计学分析，细胞活性分析涉及 2 个因素影响不

同处理组之间进行比较采用双因素方差分析（Two-

Way ANOVA），其他实验分析涉及 2 个不同处理组

的比较采用独立样本 t 检验。 

2  结果 

2.1  利血平对 ataxin-3 核质转运的影响 

结果表明，与 DMSO 组相比，利血平组对野生

型和突变型 ataxin-3 核质分布没有影响，差异均无统

计学意义（图 1），表明利血平对 ataxin-3 核质转运

没有影响。同时，本研究采用免疫荧光实验进一步

验证利血平对 ataxin-3 入核的影响。结果表明，与 

 

图 1  Western blotting 实验探索利血平对野生型（A）和突变型 ataxin-3（B）核质转运的影响（n＝3） 

Fig. 1  Effects of reserpine on translocation of wild-type (A) and mutant ataxin-3 (B) investigated by Western blotting (n＝3) 
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DMSO 组相比，利血平组对野生型和突变型 ataxin-3

的核质分布的影响差异均无统计学意义（图 2）。通

过以上方法得出利血平对 SCA3 早期的病理变化

ataxin-3 核质转运没有显著影响。 

 

 

 

 

 

图 2  转染 ataxin-3-15Q（A）或 ataxin-3-77Q（B）的 CHO 细胞和 ataxin-3 在细胞核分布的百分比（C） 

Fig. 2  Percentage of the nuclear distribution of ataxin-3 (C) in CHO cells transfected with ataxin-3-15Q (A) or ataxin-3-

77Q (B)  
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2.2  利血平对 ataxin-3 可溶性蛋白的影响 

如图 3 所示，利血平对野生型和突变型 ataxin-3

可溶性蛋白均没有影响，说明利血平没有通过改变

ataxin-3 可溶性蛋白水平对 SCA3 致病过程产生影响。 
 

            

图 3  利血平对 ataxin-3 可溶性蛋白水平的影响（n＝3） 

Fig. 3  Effect of reserpine on ataxin-3 soluble protein level (n＝3) 

2.3  利血平对 ataxin-3 蛋白包涵体数量的影响 

如图 4 所示，在过表达野生型 ataixn-3 的细胞

模型中，DMSO 组和利血平组均没有发现蛋白包涵

体；对于含异常扩展 ployQ的突变 ataxin-3在DMSO

处理组和药物处理组均存在蛋白包涵体。而且，与

DMSO 组相比，利血平能够显著增加蛋白包涵体数

量，具有统计学意义（P＜0.05）。表明利血平能够

增加突变 ataxin-3 形成的蛋白包涵体数量。 

2.4  利血平对 SCA3 细胞活性的作用 

如图 5 所示，与 DMSO 组相比，利血平（100 

μmol/L）处理 24 h 时，能够显著降低 SCA3 细胞的

活性（P＜0.01）。但处理时间为 2 h，利血平的毒性

作用并不明显，表明利血平长时间处理才会引起对

细胞的毒性，这和蛋白包涵体的结果相一致。 

   

与 DMSO 组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs DMSO group 

图 4  利血平对 ataxin-3 蛋白包涵体数量的影响（n＝4） 

Fig. 4  Effect of reserpine on the aggregates formed by expanded ataxin-3 (n＝4) 

 

与 DMSO 组比较：**P＜0.01 

**P < 0.01 vs DMSO group 

图 5  处理 2 h（A）或 24 h（B）利血平对 SCA3 细胞活性的作用（n＝3） 

Fig. 5  Effect of reserpine on SCA3 cell viability after 2 h (A) or 24 h (B) (n＝3) 
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3  讨论 

利血平用于治疗高血压已经在临床应用很多

年，通过阻断神经末梢内囊泡单胺转运体的形成，

使突触前神经末梢产生的去甲肾上腺素等物质在未

受保护的情况下被耗竭，缓解了应激损伤，对机体

有保护作用。而且，利血平能够通过耗竭单胺类神

经递质而改善亨廷顿舞蹈症的多动性运动障碍[13]。

但是，利血平的不良反应是会引起帕金森综合征和

抑郁症。最新研究表明，利血平能够损伤自噬系统，

并增加 α-synuclein 蛋白聚集体[11]。鉴于此，本研究

通过分析利血平对 ataxin-3 核质转运、ataxin-3 可溶

性蛋白水平以及蛋白包涵体的影响，进一步探究利

血平对 SCA3 细胞活性的影响，阐明该药物对 SCA3

疾病的潜在作用。 

研究表明，单给利血平对 PC12 细胞无毒性作

用，但利血平与多巴胺共同作用后可明显增加多巴

胺的毒性作用，从而诱发神经细胞的凋亡[14]。另有

研究表明，在秀丽隐杆线虫实验中，利血平在浓度

为 60 μmol/L 时会降低线虫的存活率[15]。考虑到利

血平的毒性作用，本研究采用小剂量（10 μmol/L）

进行实验。在该浓度下，利血平虽然对 ataxin-3 核

质转运和 ataxin-3 可溶性蛋白水平没有显著性影

响，却增加了蛋白包涵体的形成，但是该浓度对细

胞的活性影响不大。虽然 ataxin-3 核质转运是 SCA3

最早期的病理症状，入核后才会进一步诱发核内包

涵体的形成，这是一个关键影响因素。但蛋白包涵

体的形成是一个动态过程，还受到蛋白降解的影响。

因此，利血平可能通过影响蛋白降解过程作用于蛋

白包涵体的形成。另外，利血平是否通过已报道的

自噬途径对 ataxin-3 蛋白包涵体产生作用，其具体

分子机制可能需要阐明。本研究结果还发现，利血

平在 100 μmol/L 时对 SCA3 细胞活性具有毒性，这

种毒性可能是通过增加胞内包涵体的数量实现的，

上述实验结果与文献报道结果部分一致[16]。后续仍

需要探索 10～100 μmol/L浓度梯度的利血平对细胞

活性的影响。 

另有一些研究表明，利血平作为多靶点药物，

在阿尔茨海默症的小鼠模型和线虫模型中，能够减

少 β 淀粉样蛋白沉积形成的老年斑，增加活动认知

能力，但是在这些研究中并没有进行可靠的定量分

析和科学的统计学分析，研究方法具有一定的局限

性[17-19]。重要的是，SCA3 疾病表现为认知行为丧

失，由于脑中胆碱能神经元变性导致的血清素神经

传递减少是主要功能障碍，因此，利血平作为多巴

胺系统的效应药物减少了血清素等神经递质对

SCA3 来说是不利的，而且利血平通过促进蛋白包

涵体的形成而对 SCA3 细胞模型具有毒性作用，为

老药新用提供了理论依据。 
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