
Thr231蛋白表达量的重要原因。

综上所述, 黄芪总苷对地塞米松和 A�25�35引起

的海马神经元损伤有一定的保护作用, 其作用机制

可能与黄芪总苷的抗氧化、抑制[ Ca
2+

] i升高有关,

具体机制有待进一步研究。
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神经元营养活性肽对帕金森病大鼠小胶质细胞保护作用及机制研究

殷盛明
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3� 大连医科大学, 辽宁 大连 � 116044)

摘 � 要:目的 � 观察从东亚钳蝎中提取的神经元营养活性肽 ( NNAP) 对帕金森病 ( PD) 大鼠的保护作用及其对小

胶质细胞的影响。方法 � 采用 6�羟多巴胺 ( 6�OH DA) 制备 PD 大鼠模型,通过行为学检测和中脑黑质致密部的酪

氨酸羟化酶 ( T H) 以及 OX�42 的免疫组织化学染色, 同时设立实验给药组, 观察 NNAP 对 PD 大鼠的旋转行为以

及黑质 DA 能神经元和小胶质细胞的影响。结果 � 经 ip NNAP [蛋白浓度为 0� 05 mg/ ( kg ∀ d) ] 处理 7 d 后的

PD 大鼠旋转次数较模型组明显减少 ( P< 0� 01)。在 6�OH DA 大鼠损毁侧, 实验给药组与模型组相比, 在黑质处
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20 000 �m2测量面积内, DA 能神经元的免疫反应阳性神经元数目和吸光度与模型组比较明显增高 ( P< 0� 01) ; 小
胶质细胞的数目和吸光度与模型组比较明显降低 ( P< 0� 01)。结论 � NNAP 对 PD 大鼠具有保护作用, 抑制小胶

质细胞免疫反应活性可能参与其机制。

关键词:神经元营养活性肽; 帕金森病; 多巴胺能神经元; 小胶质细胞

中图分类号: R282� 74� � � 文献标识码: A � � � 文章编号: 0253�2670( 2010) 11�1838�05

Protection of neuron nutrition active peptide on microglia in Parkinson�s disease rats
and its mechanism

YIN Sheng�ming1 , YU De�qin1 , PENG Yan2 , ZHAO Jie1 , T ANG Jin3 , ZHANG Wan�qin1

( 1�Depart ment o f Physio lo gy , Dalian Medica l Univer sity, Dalian 116044, China; 2. Functional Labo rato ry ,

Dalian Medical U niversit y, Dalian 116044, China; 3. Dalian Medical Univer sity, Dalian 116044, China)

Abstract: Objective � T o observ e the protect ion of neuron nutrit ion act iv e pept ide ( NNAP) on the Par�
kinson�s disease ( PD) rats and its ef fect on the micro glias. Methods � 6�H ydr oxydopamine ( 6�OHDA) w as

used to prepare the PD rat model. Fur ther, the ef fects of NNA P on the rotat ion behavio r and the immuno�
r eactivity of substant ial nigra dopaminergic ( DA ) neurons and m icrog lia cells w ere observed by behav io r

test and immunocytochemist ry . Results � T he r esults show that PD rats t reated w ith NNAP [ 0. 05 mg/

( kg ∀ d) , ip] for 7 d behaved the decr eased r otat ion t imes compared to PD g roup obviously ( P< 0� 01) .
Furthermore, in the lesion side of 6�OHDA rat , compared w ith the model g roup, the ther apeut ic rats re�
vealed the obvious increased number and the opt ical density of DA neurons in 20 000 �m

2
measure area

( P< 0� 01) ; The obvious decreased number and the opt ical density of the microg lia cells compared to PD

group in the midbrain ( P< 0� 01) . Conclusion � T he results suggest that NNAP could inhibit the immuno�
r eactivity of microg lia cells, w hich may involv e in the protect ion funct ion in PD rats.

Key words: neuron nutrition act ive pept ide ( NNAP) ; Parkinson�s disease ( PD) ; dopam inergic neu�
r ons; micr oglia cells

� � 帕金森病 ( Parkinson�s disease, PD) 是中老年

慢性神经系统变性疾病
[ 1]
。PD 发病机制尚不清

楚,多数学者认同小胶质细胞激活参与 PD 发病
[ 2]
。

有关 PD 的研究, 多采用 PD 动物模型。6�羟多巴
胺 ( 6�hydro xydopam ine, 6�OHDA ) 大鼠模型已被

广泛应用
[ 3]

, 其优点在于可以随着注药部位及注药

量不同,模拟早、中、晚各时期 PD 患者的病理变化,

是唯一评价药效的动物模型[ 4] 。

目前 PD 只能对症治疗, 药物副作用大。蝎毒

作为我国传统中药,可用于治疗 PD
[ 1]

,但其机制尚

不清楚。本课题组从东亚钳蝎中提取得到神经元营

养活性肽 ( NNAP, 国家发明专利: ZL0116116�9) ,
前期研究已发现 NNAP 对 1�甲基�4�苯基�1, 2, 3, 6�
四氢吡啶 ( M PT P) 小鼠 PD模型[ 5] 和 6�OHDA 偏

侧 PD动物中脑黑质内多巴胺 ( DA) 能神经元损伤

具有明显保护作用, 并能明显减轻 PD 动物行为学

改变及 PD 并发的学习记忆障碍
[ 6]
。NNAP 的保

护机制可能与抑制 MPT P 引起的海马和尾核内神

经元型一氧化氮合酶的过度表达和 NO 量的增加;

降低皮质、海马和尾核的前脑啡肽的过度表达;抑制

海马和额叶皮层的小胶质细胞的免疫反应活性有

关[ 7�8] ,但 NNAP 对 PD 的保护作用是否与抑制

6�OHDA 大鼠中脑的小胶质细胞的免疫反应活性

有关,尚未见报道。本研究采用 6�OHDA 大鼠模

型,观察 NNA P 对 PD 大鼠的旋转行为、DA 能神

经元和小胶质细胞免疫反应活性的影响, 以期为

PD发病机制及 PD治疗提供线索。

1 � 材料
1� 1 � 药品与试剂: 6�OHDA 和阿朴吗啡均购于美国

Sigma 公司。第一抗体 (酪氨酸羟化酶, TH�Ab, 1∃

1 000) 购于 Sigma 公司, OX # 42 ( 1 ∃1 000) 购于

美国 Chem icon 公司。生物素化的羊抗兔的 IgG

( 1 ∃400) ,购于武汉 Boster 公司。神经元营养活性

肽 ( NNA P) ,由大连医科大学中试基地提供 (含蛋

白 0� 05 mg/ mL) ,由东亚钳蝎提取。其余试剂均为

市售分析纯。

1� 2 � 动物: SD 大鼠为大连医科大学动物实验中心

提供。

1� 3 � 仪器: DKI 5600 型脑立体定位仪购于美国。

HPIAS 系列彩色病理图文分析系统, 购于华海电子

有限公司。ZPQ # 86 型振动切片机,购于上海海天

电子仪器有限公司。

2 � 方法

2� 1 � 偏侧 PD 动物模型:选用健康雄性 SD 大鼠,
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体质量 180~ 220 g, 用 4% 水合氯醛 ( 400 mg/ kg )

ip麻醉后, 固定于脑立体定位仪上, 门齿杆- 3� 4
mm。根据 George Pax inos & Char les Watson 大

鼠脑定位图谱选取靶点, 第一点为前脑内侧束,坐标

定位 AP= + 0. 2 mm (前囟前) , R= 2. 0 mm (向右

旁开) , H= 7. 5 mm (硬膜下) ; 第二点为黑质致密

部,坐标定位为 AP= - 5. 3 mm (前囟后) , R= 1. 8

mm (向右旁开) , H= 7. 8 mm (硬膜下)。模型组动

物脑内注射溶解于 Vehicle ( 0. 1% 抗坏血酸,

0� 9% NaCl) 的 6�OHDA, 第一点为 10 �g、3 �L,

第二点为 10 �g、0� 5 �L。注射速度为 1 �L/ min, 注

毕留针 5 m in。假手术组动物在相同条件下两靶点

内分别给以同等容积的 Vehicle。

2� 2 � NNAP 处理及动物分组: 将 PD 动物与假手

术组的动物均随机分为 2 组, 分别给予生理盐水

( NS, 2 mL/ kg) 和 NNAP ( 0� 05 mg/ kg, ip) 1周,

即实验给药组 ( 6�OHDA + NNAP) 和模型组 ( 6�
OHDA+ NS) , 单独给药组 ( N S+ NNAP) 和假手

术对照组。NNAP 剂量参考了前期研究工作, 并由

预实验确定。

2� 3 � 动物行为学检测: 术后两周,实验动物全部于

颈背部 sc 溶于 0� 4 mL 生理盐水中的阿朴吗啡

( 0� 5 mg / kg) , 诱发旋转运动, 记录 30 min 的旋转

次数,选择 7 r/ min 以上的左旋鼠为成功的 PD 大

鼠模型。注意保持测试环境安静。由两名有行为学

经验的研究人员进行人工观察记录。注意保持测试

环境安静。行为实验测试动物每组 10只。

2� 4 � 免疫细胞化学反应: 动物经 4% 水合氯醛

( 400 mg / kg, ip) 麻醉后, 分别用 1%、4% 多聚甲

醛进行灌流, 取脑放入 4% 多聚甲醛中固定, 再换

入 20% 蔗糖磷酸缓冲液 4 % 过夜。用振动切片机

切取 30 �m 厚的脑片, 进行下列免疫细胞化学反

应:用 ABC 法进行免疫组织/细胞化学染色。选取

中脑黑质脑片, 经磷酸缓冲液振荡漂洗 10 min & 3,

用含 1% 过氧化氢的磷酸缓冲液处理 10 m in 以消

除内源性过氧化物酶。磷酸缓冲液振荡漂洗 10

min & 3 后, 用含 1% 牛血清蛋白封阻 20 min。再

分别加入抗 T H、OX�42抗体。4 % 孵育过夜;然后

用磷酸缓冲液漂洗 10 min & 3; 用生物素化的二抗

室温孵育 1� 5 h; 3 次漂洗后与卵白素�生物素复合
物 A�B�PPS ( 1 ∃1∃ 200) 室温振荡孵育 1 h, 充分

漂洗后用新鲜配制的 0� 05% 的二氨基联苯胺�PBS
缓冲液加 0� 000 2% 过氧化氢显色,适时终止反应。

脑片帖片,晾干,酒精梯度脱水,二甲苯透明, 中性树

脂封片。对照组用 PBS 代替第一抗体。每组动物

为 6 只。

2� 5 � 免疫染色阳性细胞的计数:用病理图文分析系

统对 TH�IR、OX�42�IR 阳性细胞进行定量计数。
脑片的选取部位根据 Geor ge Paxinos & Char les

Watson 大鼠脑图谱, 先在 10 倍的物镜下观察脑

片,选取黑质致密部,在荧光屏上设定测量框的面积

为 20 000 �m2 ( 100 �m & 200 �m) , 选取 4个部位计

数,取其平均值。计算测量框内 TH�IR、OX�42�IR
阳性细胞的个数。并随机选 6个 T H�IR、OX�42�IR
阳性细胞,测其胞浆平均灰度。

2� 6 � 统计与分析: 各组实验数据用 x ∋ s 表示, 用

SPSS10� 0 软件进行统计学处理, 显著性检验用方

差分析法。

3 � 结果

3� 1 � 各组大鼠旋转行为变化:单独给药组及假手术

对照组大鼠无旋转行为, 实验给药组旋转次数较模

型组明显减少 ( P< 0� 01) , 提示 NNAP 可以改善

PD大鼠的异常旋转行为。见图 1。

与假手术对照组比较: * * P < 0� 01

与模型组比较: # # P < 0� 01

* * P < 0� 01 v s Sham cont rol group

# # P < 0� 01 v s model group

图 1 � 实验动物旋转行为变化 ( x∋ s, n= 10)

Fig. 1 � Rotation behavior change of experimental animals

( x∋ s, n= 10)

3� 2 � T H 免疫组化结果:实验给药组大鼠损毁侧黑

质致密部 TH 免疫反应阳性神经元数目和吸光度

较模型组明显增多 ( P< 0� 01) , 提示 NNAP 可以保

护 PD 大鼠的 DA 能神经元。见图 2~ 4。

3� 3 � OX�42 免疫组化结果: 实验给药组大鼠损毁

侧黑质致密部 OX�42 免疫反应阳性小胶质细胞数
目和吸光度较模型组明显减少 ( P < 0� 01) , 提示
NNAP 可以降低 PD 大鼠的黑质致密部小胶质细

胞的免疫反应活性。见图 5~ 7。

4 � 讨论

� � PD 是中老年人常见的神经系统变性疾病, 随

着人口的老龄化, 以及环境及食品等可能的相关因
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素出现,近 20年来, 中国 PD发病率至少增长了 20

倍。PD的病因和发病至今不清 , 很可能是多种因

1�假手术对照组 � 2�模型组 � 3�NS+ NNAP

4�6�OHDA+ NNAP

1�Sham cont rol group � 2�model grou p

3�NS+ NN AP � 4�6�OHDA+ NNAP

图 2� 大鼠损毁侧黑质致密部 TH 免疫反应阳性神经元

( x ∋ s, n= 6)

Fig. 2 � TH�Immunoreactivity positive neurons in substantia

nigra in lesion side of rats ( x∋ s, n= 6)

与假手术对照组比较: * * P< 0� 01

与模型组比较: # # P< 0� 01

* * P< 0� 01 v s Sh am cont rol group

# # P< 0� 01 v s model g rou p

图 3 � 大鼠损毁侧黑质致密部 TH免疫反应阳性神经元数目

Fig. 3� Number of TH�immunoreactivity positive neurons

in substantia nigra in lesion side of rats

与假手术对照组比较: * * P< 0� 01

与模型组比较: # # P< 0� 01

* * P< 0� 01 v s Sh am cont rol group

# # P< 0� 01 v s model g rou p

图 4 � 大鼠损毁侧黑质致密部 TH免疫反应阳性

神经元吸光度

Fig. 4� Optical density of TH�immunoreactivity positive

neurons in substantia nigra in lesion side of rats

1�假手术对照组 � 2�模型组� 3�NS+ NNAP � 4� 6�OHDA+ NNAP

1�Sham cont rol gr ou p � 2�model group

3�NS+ NNAP � 4� 6�OHDA+ NNAP

图 5 � 大鼠损毁侧黑质致密部 OX�42 免疫反应阳性

小胶质细胞 (x ∋ s, n= 10)

Fig. 5� OX�42�Immunoreactivity positive microglias in sub�

stantia nigra in lesion side of rats ( x∋ s, n= 10)

与假手术对照组比较: * * P < 0� 01

与模型组比较: # # P < 0� 01

* * P < 0� 01 v s Sham cont rol group

# # P < 0� 01 v s model group

图 6 � 大鼠损毁侧黑质致密部 OX�42 免疫反应阳性

小胶质细胞数目

Fig. 6� Number of OX�42�immunoreactivity positive micro�

glias in substantia nigra in lesion side of rats

与假手术对照组比较: * * P < 0� 01

与模型组比较: # # P < 0� 01

* * P < 0� 01 v s Sham cont rol group

# # P < 0� 01 v s model group

图 7 � 大鼠损毁侧黑质致密部 OX�42 免疫反应阳性

小胶质细胞吸光度

Fig. 7 � Optical density of OX�42�immunoreactivity positive

microglias in substantia nigra in lesion side of rats
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素长期作用的结果, 包括基因突变、接触环境毒物

(如鱼藤酮、MPT P、6�OHDA 等)、脑内炎症反应和

免疫功能失调等。PD 具有终生性和渐进性。自 20

世纪 60 年代初发现左旋多巴 ( L�Dopa ) 以来, 使

PD 的病死率和致残率明显下降, 问题在于尚不能

阻止黑质内 DA 能神经元的进行性变性,无法排除

L�Dopa 使用后的远期不良效应。而且长期替代疗

法将抑制残存和尚未受损的正常 DA 能神经元加

强释放 DA 的代偿能力。因此研制新型的保护神

经元型的 PD 治疗药物有着重要的意义。

小胶质细胞是脑内的免疫细胞, 易被激活。关

于小胶质细胞的激活与 DA 能神经元变性的因果

关系,已有许多报道 [ 9]。并且普遍认为激活的小胶

质细胞主要通过释放各种免疫因子和神经毒因子影

响神经元的存活。在 PD 患者和 PD 动物模型中除

了黑质致密部大量 DA 能神经元坏死外,还有大量

的小胶质细胞的增殖。这些激活的小胶质细胞可以

产生大量的超氧自由基, 超氧自由基被认为是造成

PD 患者脑中 DA 能神经元坏死的氧化应激的主要

原因。PD 患者脑中已发现促进小胶质细胞激活的

C 反应蛋白,表达上调的炎性因子和嗜铬粒蛋白 A

等。因此在 PD 持续激活的小胶质细胞释放的大量

炎性因子可能造成了 DA 能神经元的变性过程 [ 9]。

因此降低小胶质细胞的免疫反应活性是阻止 PD 病

程的关键靶点之一。

本课题组前期研究已发现 NNAP 可降低

MPTP 处理的 PD 小鼠脑内小胶质细胞的免疫反

应,对 DA 能神经元损伤有明显保护作用
[ 5�6]
。本研

究发现 6�OHDA 大鼠损毁侧与模型组相比, 实验给

药组旋转次数明显减少, 大鼠中脑 DA 能神经元的

免疫反应活性明显增高。提示 NNAP 可以改善

PD大鼠的异常旋转行为, 对 PD 大鼠中脑 DA 能神

经元具有保护作用。进一步研究发现与模型组相

比,实验给药组大鼠中脑小胶质细胞免疫反应活性

明显降低。提示 NNAP 降低小胶质细胞的免疫反

应活性可能参与其保护机制,未来对小胶质细胞表

达改变相关的定量研究和深入探讨与小胶质细胞激

活相关的机制, 将为新型 PD 治疗药物的研制开发

提供重要的理论依据和线索。
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通络单味药与复方通心络的通络效果比较研究
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摘 � 要:目的 � 探讨具有通络作用的单味代表药的通络效果, 并将其与复方通心络的通络作用进行比较。方法

建立内皮损伤、内皮损伤合并微血栓形成 (络脉瘀阻) 及内皮损伤合并急性心肌缺血 (络脉绌急) 大鼠模型,分别
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