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原儿茶酸对帕金森病模型小鼠中脑和纹状体 D2DR、iNOS 和 TH 表达的影响 

尹  雪，苏新云，王秀华，苏佳丽，廉  艳，张秀丽* 
滨州医学院药学院，山东 烟台  264003 

摘  要：目的  考察原儿茶酸对 1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶（MPTP）致帕金森病（PD）小鼠中脑和纹状体多巴胺 D2
受体（D2DR）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）和酪氨酸羟化酶（TH）表达的影响。方法  选用 C57BL 褐鼠为实验动物，

连续 7 d ip MPTP（25 mg/kg）制备 PD 动物模型。造模前后分别 ip 给予原儿茶酸（10 mg/kg）或阳性对照药美多芭（125 mg/ 
kg）进行预防和治疗。应用 Western blotting 的方法，观察原儿茶酸对 PD 模型小鼠中脑和纹状体内 D2DR、iNOS 和 TH 表

达的影响。结果  PD 模型小鼠脑组织内 iNOS 表达升高，D2DR 和 TH 表达下降，而原儿茶酸能够显著降低 PD 模型小鼠脑

中 iNOS 的表达，提高 D2DR 和 TH 的表达量。结论  原儿茶酸对 MPTP 诱导的 PD 模型小鼠有保护作用，可能通过提高 PD
模型小鼠中脑和纹状体内 D2DR 和 TH 的表达，降低 iNOS 的表达发挥作用。 
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Effects of protocatechuic acid on expression of D2DR, iNOS, and TH in striatum 
and midbrain of Parkinson’s disease model mice 
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Abstract: Objective  The aim of this paper is to investigate the effects of protocatechuic acid (PCA) on the expression of D2DR, iNOS, 
and TH in striatum and midbrain of Parkinson’s disease (PD) mice induced by MPTP. Methods  C57BL brown mice were used as 
experimental animals and were injected with MPTP (25 mg/kg.d) for 7 d to build PD model mice. PCA (10 mg/kg.d) and Madopar (125 
mg/kg.d) had been ip administered to the PD mice for the precaution and treatment at the first and lasted for 7 d. The expression of D2DR, 
iNOS, and TH in the striatum and midbrain of PD mice induced by MPTP was detected by Western blotting method. Results  The results 
showed that iNOS expression increased while D2DR and TH expression decreased in the striatum and midbrain of MPTP-induced PD 
mice. However, PCA significantly decreased the expression of iNOS while obviously increased the expression of D2DR and TH in the 
striatum and midbrain of MPTP-induced PD mice. Conclusion  PCA has a neuroprotective effect on the PD mice induced by MPTP, and 
its protective effects on mice brain are achieved at least partly by increasing TH and D2DR expression while decreasing iNOS expression. 
Key words: Parkinson’s disease; protocatechuic acid; MPTP; dopamine D2 receptor; inducible nitric oxide synthase; tyrosine hydroxylase 
 

帕金森病（Parkinson’s disease, PD）是一种严重

影响中老年人身体健康和生活质量的常见疾病，是锥

体外系的一种变性疾病，主要临床特点为静止性震

颤、肌强直、姿势异常和运动减少。该病平均发病年

龄为 55 岁，65 岁以上人群发病率 1%～2%，显著降

低了老年人的生活质量和预期寿命，社会危害很大[1]。

目前发病机制仍不十分清楚，研究显示其主要病理特

征为选择性黑质多巴胺（DA）神经元缺失，残存神

经元呈现 α-突触核蛋白和泛素染色阳性的胞浆内包

涵体形成，黑质-纹状体通路 DA 释放减少，患者出现

静止性震颤、肌张力增高、运动减少等一系列症状[2-3]。 
目前，PD 的治疗方法有药物治疗、外科手术

治疗和细胞基因移植治疗，其中以药物治疗最为广

泛。PD 模型的建立对阐明其发病机制、发现药物 
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作用靶标和新药研发具有重要意义。自从 1982 年

发现 1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶（MPTP）能在

人类产生酷似 PD 的症状以来，人们对 MPTP 的神

经毒性作用进行了大量研究[4]。由于 MPTP 对中脑

黑质多巴胺神经元有选择性破坏作用，从而使其成

为诱导 PD 模型的有效药物。MPTP 进入体内通过

血脑屏障在神经胶质细胞中单胺氧化酶的作用下

转化为其有效成分 1-甲基-4-苯基吡啶离子（MPP+）

发挥其毒性作用。MPTP/MPP+诱导的 PD 实验模型

成为最常用的并最具有代表性的 PD 模型[5-6]。 
原儿茶酸是天然存在于许多蔬菜和果实中的

一种酚酸类物质，并且是很多中药中的活性成分，

如丹参、芙蓉等[7]。早期的研究已经证明，原儿茶

酸具有抗血小板凝集、降低心肌耗氧量、抑菌、镇

痛等多方面药理活性，是一种重要的天然活性物

质。近年来研究发现原儿茶酸可以抑制 H2O2 诱导

的 PC12 细胞凋亡、抑制 MPP+导致的 PC12 细胞损

伤[8-9]。其机制与抑制神经细胞凋亡、提高细胞抗氧

化能力有关。体内动物实验表明原儿茶酸能提高脑

组织内源性抗氧化酶活力[10]。这些结果表明原儿茶

酸对神经损伤具有显著的保护作用，进一步在动物

模型上研究原儿茶酸对 PD 的作用机制非常必要。

本实验以 MPTP 致小鼠 PD 为模型，考察原儿茶酸

对MPTP 致 PD小鼠保护作用。应用Western blotting
的方法检测纹状体和中脑中的酪氨酸羟化酶（TH）、

多巴胺 D2 受体（D2DR）、诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）的表达情况，观测原儿茶酸的调控作用，

为其开发和临床应用奠定理论基础。 
1  材料和方法 
1.1  实验材料 

原儿茶酸（质量分数＞99%，批号 110809- 
201205），中国食品药品检定研究院；美多芭（上

海罗氏制药有限公司生产，批号 SH0884）；抗 iNOS
抗体，Cell Signaling 生产；兔抗鼠（1∶1 000）抗

D2DR 抗体，SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY 生

产；兔抗鼠（1∶200）抗 TH 抗体，Cell Signaling
生产；兔抗鼠（1∶1 000）二抗，HRP 标记的山羊

抗兔的抗体（1∶2 000～1∶10 000）碧云天生产；

化学发光试剂（A 和 B 两种）：北京中山公司；Tris、
PMSF、SDS、丙烯酰胺、亚甲双丙烯酰胺、聚山

梨酯 20、TritonX-100、考马斯亮蓝 G250、BSA、

TEMED、甘氨酸购于 Sigma 公司；其他试剂为国

产分析纯。 

1.2  实验动物饲养、分组 
健康 C57BL 褐鼠（2 月龄），购于北京华阜康

生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ， 动 物 合 格 证 号

11401300020700，体质量（25±5）g，分笼喂养于

室温控制在（24±1）℃的室内，自由进食进水。

将小鼠随机分成 6 组，每组 15 只，分别为对照组、

模型组、原儿茶酸预防组、原儿茶酸治疗组、阳性

对照预防组、阳性对照治疗组。 
1.3  造模及给药方案 

预防药物组在实验第 1～10 天每天 ip 给予原儿

茶酸（10 mg/kg）或阳性对照药美多芭（125 mg/kg），
在实验第4～10天给药后再 ip给予MPTP（25 mg/kg）
造模；治疗药物组在实验第 4～10 天 ip MPTP 造模，

在实验第 4～13 天造模后再 ip 给予原儿茶酸（10 
mg/kg）或美多芭（125 mg/kg），对照组与模型组均

ip 等量生理盐水。 
1.4  脑组织处理及脑总蛋白的提取 

给药结束后，动物禁食后于第 14 天颈椎脱臼

处死，在冰袋上小心快速剥离脑组织，用 0.9%冰冷

生理盐水洗净表面血液后，分离出中脑和纹状体，

放入−80℃冰箱保存。将取出的脑组织放入玻璃匀

浆管中，根据记录的中脑的质量按照 1∶9 的比例

加入裂解液于匀浆器中，进行匀浆。冰上反复研磨，

裂解 30 min 后，4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min，取

上清液分装于 0.5 mL 离心管中，置于−20 ℃保存。 
1.5  SDS-PAGE 电泳 

考马斯亮蓝法测定蛋白的量，计算含 50 μg 蛋

白的溶液体积即为上样量。上样前将样品至沸水中

煮 5 min，使蛋白质变性。加上样缓冲液后进行恒

压电泳 2～3 h，电压为 100 V，至溴酚蓝到底线停

止电泳，进行转膜。印迹后的膜用含 5%脱脂奶粉

的 TBST 缓冲液封闭 30 min（室温），然后用特异

的抗体在 4 ℃孵育过夜，α-tubulin 作为内参。次日，

用杂交膜清洗液洗膜 3 次，每次 5 min；然后用辣

根过氧化物酶标记的 IgG 孵育 1 h，洗膜后加入化

学发光液，曝光后进行扫描和拍照，用凝胶图像处

理系统分析目标条带的灰度值。 
1.6  统计学处理 

利用 SPSS 13.0 软件进行数据分析，数据均以

±x s 表示，采用 Student’s-t 检验进行组间比较。 
2  结果 
2.1  对 PD 模型小鼠中脑和纹状体 TH 表达的影响 

模型组小鼠中脑和纹状体中TH表达量明显减少；
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原儿茶酸预防组和治疗组明显提高了 TH 表达量。结

果说明原儿茶酸能够增加PD模型小鼠中脑中TH的表

达量，且作用效果和阳性对照药美多芭相当。见图 1。 
2.2  对PD模型小鼠中脑和纹状体D2DR表达的影响 

与对照组比较，模型组小鼠中脑和纹状体内的

D2DR 的表达量明显降低（P＜0.01）；原儿茶酸预

防组和治疗组及阳性药物美多芭都能明显提高

D2DR 表达量（P＜0.01），说明原儿茶酸能增加

MPTP 诱导的 PD 小鼠中脑和纹状体中的 D2DR 的

表达量，效果接近于阳性药物美多芭。见图 2。 
  

              

             

        
 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01，下同 
##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01vs model group; same as below 

图 1  原儿茶酸对 PD 模型小鼠中脑 (A) 和纹状体 (B) TH 表达的影响 ( x s , n± = 5 ) 
Fig. 1  Effects of protocatechuic acid on TH expression in striatum (A) and midbrain (B) of PD model mice ( x s , n± = 5 ) 

 

            
        
   

                

 

图 2  原儿茶酸对 PD 模型小鼠中脑 (A) 和纹状体 (B) D2DR 表达的影响 ( x s , n± = 5 ) 
Fig. 2  Effects of protocatechuic acid on D2DR expression in striatum (A) and midbrain (B) of PD model mice ( x s , n± = 5 ) 
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2.3  对PD模型小鼠中脑和纹状体 iNOS表达的影响 
模型组小鼠中脑和纹状体中 iNOS 的表达量比

对照组明显增多（P＜0.01）；原儿茶酸预防组和治

疗组明显减少了 iNOS 的表达量（P＜0.01）；阳性

药物美多芭亦能减少 iNOS 的表达量（P＜0.01）。
说明原儿茶酸能减少 PD 小鼠脑中 iNOS 的表达量，

进而减轻脑中氧化损伤，药物治疗组效果更加明

显。见图 3。
 

          

 

        
 

 

图 3  原儿茶酸对 PD 模型小鼠中脑 (A) 和纹状体 (B) iNOS 表达的影响 ( x s , n± = 5 ) 
Fig. 3  Effects of protocatechuic acid on iNOS expression in striatum (A) and midbrain (B) of PD model mice ( x s , n± = 5 ) 

3  讨论 
PD 是威胁老年人健康的一类重大疾病，文献

报道 PD 的自然发病率为 0.1%～0.2%，其中在 55
岁以上人群发病率上升为 1.4%，75 岁以上人群为

3.4%。随着社会老龄化进程加快，PD 患者发病率

及致残率在世界范围内显著增加。美国目前约有 50
万 PD 患者，且以每年 5 万例的速度递增[11]。我国

临床上 PD 患者已达到 200 万人，每年新增 PD 患

者近 20 万人。如不及时进行治疗，患者病情呈进行

性加重，晚期往往全身僵硬以致活动受限，约 30%
中晚期患者生活不能自理，常死于各种并发症[12]。

因此，PD 的有效治疗不仅有助于缓解患者疾苦，

而且能够极大地减轻其家庭及社会负担。 
PD 的主要病变部位在中脑黑质及纹状体，中

脑黑质产生 DA 的神经细胞大量变性坏死、减少或

消失，导致 DA 生成减少，纹状体缺乏 DA。DA 为

丘脑纹状体的抑制性神经递质，乙酰胆碱是兴奋性

神经递质，正常人体内这两种神经递质处于动态平

衡状态，在 PD 时，由于 DA 减少，从而引起乙酰

胆碱作用的相对亢进，出现静止性震颤、运动减少、

动作迟缓、肌强直和姿势平衡障碍等一系列胆碱能

增多的症状。当黑质多巴胺神经元缺失超过 90%
时，出现多巴胺受体超敏现象。随着时间延长，黑

质多巴胺细胞不断减少，分泌输送到纹状体的 DA
量不断减少，最终导致受体上调应激反应下降，受

体数目也下降[13]。D2DR 是位于中枢突触后多巴胺

能神经元的一种 G 蛋白偶联受体，在 PD 发病机制

中不仅由于脑中 DA 的量降低，D2DR 的损害也起

重要作用。一氧化氮（NO）是一种自由基性质的生

物活性分子，在中枢神经系统具有多种生理功能，

但在一定条件下产生过多则可能成为毒性物质[14]，

可能通过脂质过氧化、线粒体损伤和抗氧化作用的

抑制等几种机制引起神经元的凋亡。iNOS 可以诱导

产生 NO，在 PD 病人体内发现脑内 iNOS 的表达[15]。

TH 是 DA 生物合成途径的关键酶，PD 是由于黑质

纹状体 DA 严重不足导致的一种神经变性疾病[16]。
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许多研究证明，PD 时 TH 明显减少[17-19]。 
本实验选用 MPTP 致小鼠 PD 为动物模型，主

要通过 ip 给予原儿茶酸观察原儿茶酸对 PD 模型小

鼠中脑和纹状体的影响，应用 Western blotting 的方

法，观察 PD 模型小鼠中脑和纹状体内 TH、D2DR
和 iNOS 表达情况及原儿茶酸的干预作用。研究结

果表明，MPTP 诱导的 PD 模型小鼠中脑和纹状体

中 D2DR 和 TH 表达量减少，而 iNOS 的表达量增

多；原儿茶酸可以显著降低 PD 模型小鼠脑组织内

iNOS 表达量，同时能提高 TH 和 D2DR 的表达量，

效果与已应用的治疗 PD 的药物美多芭效果相当；

原儿茶酸预防给药对 PD 模型小鼠脑组织内 TH、

D2DR 和 iNOS 的表达有明显作用，而治疗给药作

用更强。 
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