
第 37 卷第 3 期  2022 年 3 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 37 No. 3 March 2022 ·453· 

环泊酚通过 Wnt/β-catenin 信号通路对帕金森病大鼠的神经保护作用 
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摘  要：目的  探讨环泊酚通过 Wnt/β-catenin 信号通路对帕金森病模型大鼠的神经保护作用。方法  采用随机抓取的方

法将 30 只大鼠分为对照组、模型组和环泊酚组，每组各 10 只。模型组和环泊酚组复制帕金森病模型，对照组注射等量

葵花油。环泊酚组大鼠 ig 环泊酚溶液 2 mg/kg，对照组和模型组大鼠 ig 等量生理盐水，1 次/d，连续 14 d。电镜下观察中

脑神经细胞的超微结构，免疫组化染色观察黑质酪氨酸羟化酶（TH）阳性表达，Western blotting 法检测 Wnt 和 β-catenin

蛋白表达。结果  与模型组比较，环泊酚组神经细胞和线粒体数量增多，TH 阳性表达率升高，Wnt5a、磷酸化 β-catenin 和

核内 β-catenin 蛋白表达量下降，差异均有统计学意义（P＜0.05）。结论  中脑神经细胞减少、线粒体功能障碍、TH 阳性表

达下降以及 Wnt/β-catenin 信号通路异常激活可能与帕金森病的发生有关，而环泊酚可通过改善神经细胞和线粒体功能、增

加 TH 表达以及抑制 Wnt/β-catenin 信号通路激活对帕金森病发挥神经保护作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the neuroprotective effect of cyclophenol for Parkinson's disease rats through Wnt/ β-catenin 

signaling pathway. Methods  30 Rats were divided into control group, model group, and cyclophenol group according to random 

grab method,10 rats in each group. The Parkinson's disease model was established in model group and cyclophenol group, and the 

control group was injected with the same amount of sunflower oil. Then the cyclophenol group was ig administered with cyclophenol 

solution (2 mg/kg), and the control group and model group were ig administered with the same amount of normal saline, once daily 

for 14 d. The ultrastructure of midbrain neurons was observed under electron microscopy, positive expression of tyrosine hydroxylase 

(TH) in substantia nigra was stained by immunohistochemistry, and Wnt and β-catenin proteins expression were detected by Western 

blotting method. Results  Compared with the model group, the number of nerve cells and mitochondria in the cyclophenol group 

were increased. The positive expression rate of TH in cyclophenol group was higher than that in model group, and Wnt5a, 

phosphorylate β-catenin, and intranuclear β-catenin proteins were decreased, with statistically significant differences (P < 0.05). 

Conclusion  Neurocytopenia, mitochondrial dysfunction, less TH positive expression, and abnormal activation of Wnt/β-catenin 

signaling pathway in midbrain may be related to the occurrence of Parkinson's disease, and cyclophenol can improve the function of 

nerve cells and mitochondria, increase TH expression and inhibit activation of Wnt/β-catenin signaling pathway, which plays a 

neuroprotective role in Parkinson's disease. 
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帕金森病是临床常见的神经退行性疾病，以典

型的运动功能障碍为临床症状，严重降低患者的活

动能力和生活质量。帕金森病患者运动迟缓和减少

往往与肌肉强直痉挛同时发生，多伴有非运动症状

异常，如情感淡漠、植物神经紊乱、食欲减退、睡

眠障碍等[1-2]。帕金森病的常规临床治疗以口服左旋

多巴居多，长期应用易发生耐药和开关现象[3]。对

于中重度病情的帕金森病患者可适量进行药物镇

静治疗，可改善肌肉痉挛和运动减少的症状[4]。环

泊酚属于短效 γ-氨基丁酸 A 型（GABAA）受体激

动剂，主要通过增强 GABA 功能进而调节氯离子的

内流发挥麻醉和镇静作用，新近用于多种侵入性检

查、外科手术的全身麻醉以及重症监护室的麻醉管

理[5]。目前环泊酚主要的适应症是消化内镜检查的

术中镇静和成年患者外科手术的全身诱导麻醉[5]。

研究提示，环泊酚麻醉对改善患者血流动力学和认

知障碍有一定效果[5]。Wnt/β-catenin 信号通路是调

控神经系统递质释放和功能表达的重要成分，与多

巴胺和乙酰胆碱的表达密切相关[6]。基于此，本研

究探讨环泊酚通过 Wnt/β-catenin 信号通路对帕金

森病模型大鼠的神经保护作用。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

UC6 超薄切片机（德国莱卡公司），H-7650 透

射电子显微镜、光学显微镜（日本日立公司），蛋

白电泳仪（北京六一厂）。 

鱼藤酮（质量分数≥95%，货号 83-79-4）、葵

花油（质量分数≥99%，货号 8001-21-6）购自美国

Sigma 公司，环泊酚注射液购自辽宁海思科制药有

限公司（规格 50 mL∶500 mg，批号 S20200603），

乌拉坦购自广东云门生物技术有限公司（批号

202109230267），兔抗鼠酪氨酸羟化酶（TH）抗体

一抗、羊抗兔抗体二抗购自美国 R&D 公司，辣根

酶标记链霉卵白素工作液购自北京中杉金桥生物

有限公司，BCA 蛋白定量试剂盒购自美国 Santa 

Cruz 公司，小鼠抗大鼠 Wnt 和 β-catenin 单克隆抗

体一抗购自美国 Invitrogen 公司，兔抗小鼠抗体二

抗购自美国 GE 公司，GAPDH 抗体购自美国

Bio-Rad 公司，ECL 化学发光试剂购自美国 Applied 

Biosystems 公司。 

1.2  实验动物 

8 周龄健康 SPF 级雄性大鼠，共 30 只，平均体

质量 220 g，购自上海生工动物中心，合格证号为

SCXK（沪）2015-1326。大鼠分笼饲养，室温 20～

22 ℃，相对湿度 60%～65%，光照与黑暗各 12 h，

自由活动和饮水，适应性饲养 1 周。 

1.3  动物模型制备 

参照 Sherer 等[7]推荐方法复制帕金森病动物模

型。将鱼藤酮溶于葵花油乳化液，调整终质量浓度

为 1.5 mg/mL，按 1.5 mg/(kg∙d)于大鼠颈背部连续

sc 14 d，出现典型的帕金森症状（毛色变硬，弓背，

步态失稳，自主活动减少，四肢力量减弱，四肢肌

肉肌张力升高伴有震颤）。根据 Voitenko 等[8]制定的

行为学评分标准，2～8 分为帕金森病造模成功。 

1.4  分组和给药 

采用随机抓取的方法将 30 只大鼠分为对照组、

模型组和环泊酚组，每组各 10 只。模型组和环泊

酚组大鼠复制帕金森病模型，对照组大鼠注射等量

葵花油（鱼藤酮的溶剂）。环泊酚组大鼠 ig 环泊酚

溶液 2 mg/kg[5]，对照组和模型组大鼠 ig 等量生理

盐水，1 次/d，连续 14 d。观察大鼠的活动、饮食、

精神情况。 

1.5  检测方法 

每组 10 只动物模型随机分为 3 份，其中 4 只

动物标本用于电镜观察，观察中脑神经细胞的超微

结构；3 只标本用于免疫组化染色黑质 TH 阳性表

达；3 只标本用于 Western blotting 检测 Wnt 和 β- 

catenin 蛋白表达。 

1.5.1  电镜观察中脑神经元超微结构  实验结束

后采用 20%乌拉坦（5 mL/kg）ip 麻醉大鼠，冰上

迅速剥离中脑的黑质纹状体结构，制备组织切片，

厚度为 4 μm。3 组大鼠中脑组织切片随机选择 30

张，每组各 10 张，每张切片随机选择 3 个视野，

于 7 000 倍电镜视野下观察神经细胞和内部结构。 

1.5.2  免疫组化染色观察黑质纹状体的神经细胞

TH 阳性表达  切片经复温、脱蜡、水化和抗原修

复后，依次加入 3% H2O2溶液和山羊血清工作液进

行孵育以封闭抗原活性。PBS洗涤后滴加兔抗鼠TH

抗体一抗（工作浓度 1∶2 000）于湿盒内 4 ℃孵育

过夜，以正常大鼠 IgG 代替一抗作为阴性对照；PBS

洗涤或滴加羊抗兔抗体二抗（工作浓度 1∶500）于

湿盒中 27 ℃孵育 20 min；PBS 洗涤后滴加辣根酶

标记链霉卵白素工作液，于湿盒中27 ℃孵育20 min。

PBS 振荡洗涤、DAB 显色，光学显微镜下观察。以

胞浆或胞核黄染为阳性，计数阳性细胞占随机视野

内所有细胞的百分比。对 3 组大鼠中脑组织切片随
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机选择 30 张，每组各 10 张，每张切片随机选择 3

个视野，以光学显微镜 200 倍放大视野进行观察并

计数，结果取平均值。 

1.5.3  Western blotting法检测Wnt和 β-catenin蛋白

表达  中脑组织经超声波匀浆后加入 RIPA 细胞裂

解液，提取细胞总蛋白，BCA 定量法检测蛋白的浓

度和纯度，符合实验要求。然后取 30 μg 样本蛋白

和等量标准参照蛋白，经 8% SDS-PAGE 电泳分离

后，将分离区带电转移至 PVDF 膜。依次加入小鼠

抗大鼠 Wnt 和 β-catenin 单克隆抗体一抗（工作浓

度为 1∶2 000）静置过夜，PBS 洗涤后加入兔抗小

鼠对应抗体二抗（工作浓度为 1∶500）室温下孵育

4 h。经 PBS 洗涤和 ECL 显色，结果扫描保存，Lab 

Works4.5 凝胶成像系统软件（美国 Invitrogen 公司）

行半定量分析，结果以目的蛋白（Wnt 和 β-catenin）

与内参蛋白（GAPDH）电泳条带灰度值的比值表

示。对 3 组大鼠中脑组织分别重复进行 10 次电泳

检测，并取平均值。 

1.6  统计学方法 

采用 SPSS 20.0 统计软件进行数据处理，计量

资料以x±s 表示，组间比较采用 ANOVA 分析和

LSD-t 检验。 

2  结果 

2.1  环泊酚对行为学评分的影响 

对照组行为学评分为 0 分，模型组行为学评分

3～7 分，环泊酚组行为学评分 0～2 分。模型组行

为学评分显著高于对照组，环泊酚组行为学评分显

著低于模型组，差异均有统计学意义（P＜0.001），

见表 1。 

表 1  各组大鼠行为学评分比较（x ± s ） 

Table 1  Comparison on behavior scores in each group (x ± s ) 

组别 n/只 剂量/(mg∙kg−1) 行为学评分 

对照 10 — 0 

模型 10 — 5.2±2.1*** 

环泊酚 10 2 1.3±0.4****### 

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.001 
***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs model group 

2.2  环泊酚对神经细胞的影响 

对照组黑质纹状体区域神经细胞数量较多，结

构清晰，核染色质均匀分布，胞质内细胞器丰富，

线粒体数量较多，形态规则，未发现凋亡小体。模

型组神经细胞数量较对照组明显减少，核染色质聚

集，胞浆内出现空泡，线粒体数量减少，肿胀，结

构紊乱，可见较多的凋亡小体。环泊酚组比模型组

神经细胞数量增多，核染色质聚集减少，胞浆内空

泡减少，线粒体数量增多，形态基本正常，仅可见

散在的凋亡小体，比模型组明显减少。见图 1 

   

对照                模型            环泊酚 2 mg∙kg−1 

图 1  各组大鼠中脑黑质纹状体的神经细胞电镜图（×7 000） 

Fig. 1  Electron microscope images of neurons in the midbrain 

nigrostriatum of rats in each group (×7 000) 

2.3  环泊酚对 TH 阳性表达的影响 

模型组 TH 阳性表达率明显低于对照组，而环

泊酚组明显高于模型组，但仍低于对照组，差异有

统计学意义（P＜0.05）。见图 2、表 2。 

   
对照                模型            环泊酚 2 mg∙kg−1 

红色箭头表示阳性染色 TH 

red arrows indicate positive staining for TH 

图 2  各组大鼠中脑黑质纹状体的神经细胞 TH 阳性表达

（×200） 

Fig. 2  Positive expression of TH in neurons in the midbrain 

nigrostriatum of rats in each group (×200) 

表2  各组中脑黑质纹状体神经细胞中TH阳性表达率（x ± s） 

Table 2  Positive expression rate of TH in the midbrain 

nigrostriatal neurons in each group (x ± s ) 

组别 视野数目/个 剂量/(mg∙kg−1) TH 阳性表达率/% 

对照 30 — 78.6±18.4 

模型 30 — 46.9±12.3* 

环泊酚 30 2  57.9±13.6*# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

2.4  环泊酚对 Wnt 和 β-catenin 蛋白表达的影响 

模型组 Wnt5a、磷酸化 β-catenin 和核内 β- 

catenin 蛋白表达量比对照组明显增加（P＜0.05），

而环泊酚组 Wnt5a、磷酸化 β-catenin 和核内

β-catenin 蛋白表达量比模型组明显下降，仍高于对

照组，差异有统计学意义（P＜0.05）。见表 3、图 3。 
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表 3  各组中脑组织 Wnt 和 β-catenin 蛋白表达（x ± s，n = 10） 

Table 3  Expression of Wnt and β-catenin protein in brain tissue in each group(x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) Wnt5a/GAPDH 磷酸化 β-catenin/GAPDH 核内 β-catenin/GAPDH 

对照 — 0.320 1±0.065 3 0.263 5±0.052 4 0.120 3±0.032 3 

模型 — 0.429 6±0.085 9* 0.409 2±0.086 9* 0.296 8±0.096 8* 

环泊酚 2 0.359 6±0.075 4*# 0.310 8±0.062 6*# 0.200 1±0.055 4*# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

 

图 3  各组大鼠中脑组织 Wnt 和 β-catenin 蛋白表达的电泳图 

Fig. 3  Electrophoresis images of Wnt and β-catenin protein  

expression in midbrain of rats in each group 

3  讨论 

目前，关于帕金森病患者是否需要应用麻醉药

物进行镇静治疗还没有形成统一意见。针对帕金森

病患者出现异动症、肌肉强制性痉挛导致的运动减

少、情感障碍（如狂躁）等可适量应用麻醉药物，

改善肌肉强制性痉挛，控制静止性震颤，稳定情绪，

从而改善临床症状[9]。研究提示[10-11]，适量丙泊酚

麻醉治疗中重度帕金森病以及左旋多巴反复治疗

效果较差的患者可改善外周血多巴胺和乙酰胆碱

的浓度，改善不自主的运动症状，有一定的临床辅

助治疗价值。但是麻醉药物治疗帕金森病的具体机

制还尚不清楚。环泊酚作为一种新型的全身麻醉药

物对帕金森病是否有一定的疗效尚未见临床报道。

本研究从动物模型的角度来探讨环泊酚对帕金森

病是否有神经保护作用。 

本研究发现，模型组中脑黑质纹状体区域的神

经细胞和线粒体数量比对照组明显减少（P＜0.05），

环泊酚组神经细胞和线粒体数量比模型组明显增

多（P＜0.05）。中脑黑质纹状体的神经变性坏死导

致多巴胺分泌减少已经被证实是帕金森病发生的

主要病理机制。林瑶等[12]研究发现，帕金森病大鼠

中脑神经细胞凋亡和线粒体功能障碍的表现尤为

突出。环泊酚能够通过抑制中脑黑质纹状体的神经

细胞凋亡，改善线粒体功能，发挥治疗帕金森病的

作用。本研究还发现，模型组 TH 阳性表达率比对

照组显著降低，Wnt5a、磷酸化 β-catenin 和核内

β-catenin 蛋白表达量显著增加（P＜0.05），而环泊

酚组 TH 阳性表达率比模型组明显升高，Wnt5a、

磷酸化 β-catenin 和核内 β-catenin 蛋白表达量明显

下降，差异均有统计学意义（P＜0.05）。提示中脑

黑质纹状体的神经细胞中 TH 表达与 Wnt/β-catenin

信号通路激活参与了帕金森病的发生，环泊酚能够

通过增加 TH 表达和抑制 Wnt/β-catenin 信号通路激

活发挥治疗帕金森病的作用。黄佩珍等 [13]研究表

明，帕金森病大鼠脑黑质中 TH 阳性细胞数和

IRE1α/JNK 信号通路活化程度与疾病的发生有关。

TH 是儿茶酚胺生物合成的初始和限速步骤，儿茶

酚胺缺乏症患者最显著的神经退行性变发生在黑

质纹状体中儿茶酚胺神经元。因此推测 TH 在帕金

森病的病理生理学中起着重要作用[14-15]。研究表

明，编码 TH 基因在帕金森病和多巴反应性肌张力

障碍患者中表达明显降低，TH 是多巴胺生物合成

的限速酶[16]。TH 可通过泛素-蛋白酶体系统的降解

途径以及帕金森病中 α-突触核蛋白的增殖发挥生

物学功能[17-18]。 

无翅型小鼠乳腺肿瘤病毒整合位点（Wnt）/ 

β-catenin 信号通路是多巴胺能神经发生的重要途

径，是胚胎发育和衰老过程中的重要信号系统，也

是帕金森病最关键的危险因素[19]。脑室下区是由成

熟大脑中黑质纹状体多巴胺终末支配的最大生发

区，以及中脑导水管室周区 Wnt 敏感的生发区。

Wnt/β-catenin信号通路的标志是β-catenin在胞浆积

累，进入细胞核与特定转录因子结合，导致 Wnt

靶基因的转录，协调神经细胞的增殖、存活、迁移

和分化等功能[20]。 

综上所述，中脑神经细胞减少、线粒体功能障

碍、TH 阳性表达下降以及 Wnt/β-catenin 信号通路

异常激活可能与帕金森病的发生有关，而环泊酚可

通过改善神经细胞和线粒体功能、增加 TH 表达以

 
对照     模型   环泊酚 2 mg∙kg−1 

2 

Wnt5a 

磷酸化 β-catenin 

核内 β- catenin 

GAPDH 
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及抑制 Wnt/β-catenin 信号通路激活对帕金森病发

挥神经保护作用，为环泊酚临床治疗帕金森病提供

了重要理论依据。 
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