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３硝基丙酸预处理保护多巴胺神经元机制研究

梁直厚，邓学军，孙圣刚，曹学兵，李红戈
（华中科技大学同济医学院附属协和医院神经科，武汉　４３００２２）

［摘　要］　目的　研究３硝基丙酸（３ＮＰＡ）多次预处理保护多巴胺神经元的作用及其可能机制。方法　使用
ＭＰＰ＋在分泌多巴胺的人神经纤维瘤细胞ＳＨＳＹ５Ｙ上制作帕金森病细胞模型，在模型制作前分别１或５次加入３ＮＰＡ
（０．２ｍｍｏｌ·Ｌ１）进行预处理，分别应用液闪烁仪检测［３Ｈ］ＤＡ摄取率，双波长分光光度仪检测细胞内游离钙离子
（Ｃａ２＋）浓度的改变，观察３ＮＰＡ预处理保护多巴胺神经元的作用。结果　ＭＰＰ＋可降低［３Ｈ］ＤＡ摄取率，升高细胞内游
离钙离子浓度，３ＮＰＡ预处理可提高［３Ｈ］ＤＡ摄取率，降低胞内游离钙离子浓度，３ＮＰＡ多次预处理较３ＮＰＡ单次预处
理的作用更好。结论　３ＮＰＡ预处理对多巴胺神经元有明显的保护作用，可能与其降低胞内游离钙离子浓度有关。
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　　帕金森病是以中脑黑质多巴胺神经元变性致纹状
体多巴胺含量减少而引起的运动障碍疾病，其发病的

机制与多种因素有关，如遗传因素，氧化应激，兴奋性

氨基酸的过度释放、凋亡等，目前普遍认为该病与线粒

体功能障碍后钙超载的关系更为密切。３硝基丙酸
（３ＮＰＡ）是线粒体复合体Ⅱ的抑制药，该药可抑制氧
化磷酸化，减少 ＡＴＰ的合成，大剂量或长时间小剂量
使用可引起纹状体变性［１］，但是，小剂量、间隔一定时

间的应用可提高神经元对缺血缺氧的耐受性［２］。笔

者初步研究也发现３ＮＰＡ预处理可减轻ＭＰＴＰ对多巴
胺能神经元的损害，且多次预处理较单次预处理的保

护作用更强。那么３ＮＰＡ多次预处理保护多巴胺神经
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元的作用是否也与减轻钙超载有关？为此，笔者使用

１甲基４苯基吡啶离子（ＭＰＰ＋）制造体外帕金森病模
型，应用 Ｆｕｒａ２检测胞内自由钙浓度，液闪测定仪检
测［３Ｈ］ＤＡ摄取率，研究３ＮＰＡ多次预处理保护多巴
胺神经元的可能机制。

１　材料与方法　
１．１　实验细胞与动物　 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞购自中国协和
医科大学细胞典藏中心；３ＮＰＡ，ＭＰＰ＋，Ｆｕｒａ２／ＡＭ，二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ），胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ），神经生长因子
（ＮＧＦ）为 Ｓｉｇｍａ公司产品，ＤＭＥＭ／Ｆ１２，胎牛血清为
Ｇｉｂｃｏ公司产品，［３Ｈ］ＤＡ为 Ａｍｅｒｓｈａｍ ｐｈａｒｍａｃｉａ
ｂｉｏｔｅｃｈ公司产品。
１．２　仪器　双波长荧光分光光度计（Ｈｉｔａｃｈｉ８５０），
液闪测定仪（ＢｅｃｋｍａｎＬＳ６５００）。
１．３　细胞的培养　 将 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞放在含１０％胎
牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（青霉素 １００Ｕ·ｍＬ１，链霉素
１００Ｕ·ｍＬ１）培养液的培养瓶中，置于３７℃，５％二氧
化碳的培养箱，稳定传代１或２次后，加入０．２５％胰
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酶，３７℃消化２０ｍｉｎ，并滴管吹打制成细胞悬液，按每
孔５×１０５的浓度分别接种于９６孔板中，３７℃，５％二
氧化碳培养箱培养待处理。作［３Ｈ］ＤＡ摄取率的细胞
加用神经生长因子，促使其转化为神经元细胞，待细胞

突触形成后测定。

１．４　药物处理与分组　药物终浓度：ＭＰＰ＋ ０．２５
ｍｍｏｌ·Ｌ１，３ＮＰＡ０．２ｍｍｏｌ·Ｌ１，将细胞分为７组，分
别进行胞内游离钙浓度测定和 ［３Ｈ］ＤＡ摄取率测定。
空白对照组（８孔）：不加任何处理药物；ＭＰＰ＋组（８
孔）：每孔加入 ＭＰＰ＋１０μＬ，药物终浓度为 ０．２５
ｍｍｏｌ·Ｌ１，孵育３０ｍｉｎ；３ＮＰＡ单次预处理 ＋ＭＰＰ＋组
（８孔）：每孔先加３ＮＰＡ１０μＬ，药物终浓度为０．２０
ｍｍｏｌ·Ｌ１，３０ｍｉｎ后去除３ＮＰＡ，ＰＢＳ冲洗２次，换用
培养液３０ｍｉｎ后加入ＭＰＰ＋１０μＬ；３ＮＰＡ多次预处理
＋ＭＰＰ＋组（８孔）：每孔先加３ＮＰＡ１０μＬ，３０ｍｉｎ后
去除３ＮＰＡ，ＰＢＳ冲洗２次，换用培养液３０ｍｉｎ后再加
入３ＮＰＡ１０μＬ，３０ｍｉｎ后除去３ＮＰＡ，ＰＢＳ冲洗２次，
换用培养液３０ｍｉｎ，再加３ＮＰＡ１０μＬ…，如此反复５
次制作３ＮＰＡ多次预处理模型，最后加入ＭＰＰ＋１０μＬ
孵育３０ｍｉｎ；
１．５　［３Ｈ］ＤＡ摄取率测定　各组处理后的细胞经
ＰＢＳ冲洗，加入含２０μＣｉ·ｍＬ－１［３Ｈ］ＤＡ的 ＨＢＳ液
（１０ｍｍｏｌ·Ｌ１Ｈｅｐｅｓ，１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液，ｐＨ
值 ＝８．０）２０μＬ，（［３Ｈ］ＤＡ的终浓度为 ５×１０４

ｂｑ·ｍＬ－１），２５℃，３０ｍｉｎ，冰 ＰＢＳ冲洗 ３次，加入 ２
ｍｍｏｌ·Ｌ１ＮａＯＨ２００μＬ破坏细胞，最后将细胞加入
２．０ｍＬ闪烁液中，测定［３Ｈ］ＤＡ摄取率（Ｂｅｃｋｍａｎ液
闪测定仪）。［３Ｈ］ＤＡ摄取率＝实验组／空白对照组×
１００％。
１．６　细胞内钙离子（Ｃａ２＋）浓度的测定　从培养板上
吸出处理后的细胞，应用 ＰＢＳ吹打，转移至 ＥＰ管中，
４０００ｇ离心５ｍｉｎ，弃去上清液；重复离心１次，弃去
上清液；加入 ＰＢＳ使细胞悬浮，加入 Ｆｕｒａ２／ＡＭ４μＬ
（每孔终浓度为４μｍｏｌ·Ｌ１），３７℃避光孵育４５ｍｉｎ。
３０００ｇ离心，弃去上清液，加入 ＰＢＳ冲洗；重复离心，
冲洗１次，制成细胞悬液，在双波长（３４０，３８０ｎｍ）分
光光度计上测定细胞内游离钙离子（Ｃａ２＋）浓度：选用
ＴｒｉｔｏｎＸ１００（１％）破坏细胞膜，使细胞内 Ｆｕｒａ２被
Ｃａ２＋饱和，测定胞内最大 Ｃａ２＋浓度；加入比胞外 Ｃａ２＋

浓度高２～３倍的 ＥＧＴＡ络合全部的 Ｃａ２＋而使 Ｆｕｒａ２
游离，测定胞内最小 Ｃａ２＋浓度；Ｃａ２＋浓度用两者的比
值Ｒ（ｒ＝Ｆ３４０／Ｆ３８０）依下列公式计算：［Ｃａ

２＋］＝Ｋｄ×
（Ｒ－Ｒｍｉｎ）÷（ＲｍａｘＲ）×Ｆｆ２÷Ｆｂ２，其中Ｋｄ＝２２４ｎｍ，
Ｒ，Ｒｍａｘ，Ｒｍｉｎ分别为测得的荧光比值，最大荧光比值，最

小荧光比值，Ｆｆ２，Ｆｂ２分别为无 Ｃａ
２＋和 Ｃａ２＋饱和时

３８０ｎｍ激发光产生的荧光强度。
１．７　统计学方法　实验数据以（ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ１０．０统计学软件分析，多组间比较采用单因素方
差分析（ＡＮＯＶＡ），两两比较采用ｑ检验，各组同一指标
的比较采用配对ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有显著性。
２　结果　
２．１　３ＮＰ多次预处理对［３Ｈ］ＤＡ摄取率的影响　通
过［３Ｈ］ＤＡ摄取率的检测，可以反映多巴胺能神经元
突触前功能的情况，间接反映多巴胺神经元的功能状

况。经过 ＭＰＰ＋处理后，细胞的［３Ｈ］ＤＡ摄取率降至
（５０．１±５．９）％，较空白对照组明显降低（Ｐ＜０．０１），
提示多巴胺神经元明显损伤；３ＮＰＡ单次预处理后，
［３Ｈ］ＤＡ摄取率较 ＭＰＰ＋组增加［（６５．８±８．３）％］
（Ｐ＜０．０５），说明３ＮＰ单次预处理可增强多巴胺神
经元对ＭＰＰ＋毒性的耐受性。而３ＮＰＡ多次预处理对
［３Ｈ］ＤＡ摄取率升高的程度更大（Ｐ＜０．０１），其［３Ｈ］
ＤＡ摄取率为（８０．３±９．３）％，单次３ＮＰＡ预处理与
多次３ＮＰＡ预处理间差异有显著性（Ｐ＜０．０５），显示
３ＮＰＡ多次预处理对多巴胺神经元的抗毒性作用较３
ＮＰＡ单次预处理的作用更好。结果见表１。
２．２　３ＮＰＡ多次预处理对胞内 Ｃａ２＋浓度的影响　本
实验中，ＭＰＰ＋处理后的细胞内游离 Ｃａ２＋浓度明显升
高，空白对照组为（１０３．３４±１１．２８）ｎｍｏｌ·Ｌ１，ＭＰＰ＋组
为（２７６．６５±４５．７９）ｎｍｏｌ·Ｌ１，两组比较差异有极显著
性（Ｐ＜０．０１）；３ＮＰＡ单次预处理可使胞内游离Ｃａ２＋浓
度下降至（２１２．４４±４４．２０）ｎｍｏｌ·Ｌ１（Ｐ＜０．０５），而３
ＮＰＡ多次预处理后胞内游离 Ｃａ２＋浓度下降更为明显
［（１５５．７７±４３．９６）ｎｍｏｌ·Ｌ１］（Ｐ＜０．０１），说明３ＮＰＡ
预处理可降低ＭＰＰ＋引起的Ｃａ２＋超载，而且３ＮＰＡ多次
预处理的作用更强。结果见表１和图１～４。
　　表１　４组细胞［３Ｈ］ＤＡ摄取率与胞内钙浓度测定结果　

ｘ±ｓ，ｎ＝８

组别
［３Ｈ］ＤＡ摄取
率／％

细胞内游离Ｃａ２＋

浓度／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）
３ＮＰＡ单次预处理＋ＭＰＰ＋组 ６５．８±８．３ ２１２．４４±４４．２０
３ＮＰＡ多次预处理＋ＭＰＰ＋组 ８０．３±９．３ １５５．７７±４３．９６
ＭＰＰ＋组 ５０．１±５．９ ２７６．６５±４５．７９
空白对照组 １００．０±０．０ １０３．３４±１１．２８

３　讨论　
３．１　３ＮＰＡ预处理对［３Ｈ］ＤＡ摄取率的影响　通过
检测［３Ｈ］ＤＡ摄取率，可以反映多巴胺神经元突触前
功能的情况，间接反映多巴胺神经元的功能状况。本

实验中笔者发现，经过ＭＰＰ＋处理后，细胞的［３Ｈ］ＤＡ
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图１　空白对照组不同时间胞内钙离子电流　

图２　ＭＰＰ＋组不同时间胞内钙离子电流　

图３　３ＮＰＡ单次预处理＋ＭＰＰ＋组不同时间
胞内钙离子电流　

图４　 ３ＮＰＡ多次预处理＋ＭＰＰ＋组不同时间
胞内钙离子电流　

摄取率较空白对照组明显降低（Ｐ＜０．０１），提示多巴
胺能神经元明显损伤；３ＮＰＡ单次预处理后，［３Ｈ］ＤＡ
摄取率较ＭＰＰ＋组明显增加（Ｐ＜０．０５），说明３ＮＰＡ
单次预处理可增强多巴胺神经元对ＭＰＰ＋毒性的耐受
性。而３ＮＰＡ多次预处理对［３Ｈ］ＤＡ摄取率升高的程
度更大（Ｐ＜０．０１），单次３ＮＰＡ预处理与多次３ＮＰＡ
预处理间也差异有显著性（Ｐ＜０．０５），提示３ＮＰＡ多

次预处理对多巴胺神经元的抗毒性作用较３ＮＰＡ单
次预处理的作用更好。３ＮＰＡ预处理保护多巴胺神经
元的作用机制尚不清楚，根据其保护缺血缺氧神经元

的机制和之前的研究，可能包括：①抑制凋亡。笔者之
前的研究发现，经过３ＮＰＡ预处理后，细胞的凋亡率
较ＭＰＰ＋组明显下降，而３ＮＰＡ多次预处理后，细胞的
凋亡率下降更为明显；显示阻断ｊｕｎ激酶／应激活化蛋
白激酶（ＪＮＫ／ＳＡＰＫ）的信号传导通路，使其下游的 Ｃ
ｊｕｎ表达水平下降，可以抑制凋亡的发生；另有报道３
ＮＰＡ预处理抑制凋亡的机制还包括促进 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
转录及其蛋白质表达［３］，中和自由基的毒性，并与 ｂａｘ
形成异二聚体阻止线粒体膜转移孔道的开放，抑制

Ｃａｓｐａｓｅ９的激活［４］；②减轻 ＡＴＰ水平下降的程度［２］。

在３ＮＰＡ预处理后，ＡＴＰ水平虽仍比空白对照组低，
但较ＭＰＴＰ组高，说明３ＮＰＡ可减缓或减轻 ＭＰＴＰ对
能量代谢的影响［５］；③激活腺苷受体。文献报道腺苷
受体拮抗药茶碱可逆转３ＮＰＡ预处理对缺血缺氧神
经元去极化的延迟作用，表明３ＮＰＡ预处理可能通过
激活腺苷受体，减少突触前兴奋性氨基酸的释放［６］。

３．２　３ＮＰＡ多次预处理对胞内游离 Ｃａ２＋浓度的影响
　ＭＰＰ＋可引起胞内Ｃａ２＋浓度的急剧增加［７，８］，本实验

结果显示，经过ＭＰＰ＋处理后３０ｍｉｎ，细胞内游离Ｃａ２＋

浓度上升（Ｐ＜０．０１），在３ＮＰＡ单次预处理后其浓度
下降（Ｐ＜０．０５），而３ＮＰＡ多次预处理后浓度下降更
明显，３ＮＰＡ多次预处理较３ＮＰＡ单次预处理效果更
明显。说明３ＮＰＡ预处理可对抗ＭＰＰ＋引起的降低胞
内游离 Ｃａ２＋浓度的升高程度。ＭＰＰ＋引起胞内游离
Ｃａ２＋浓度升高的原因与线粒体损害后线粒体产生氧化
应激反应有关［９］。ＭＰＰ＋为线粒体复合体Ⅰ的抑制
药，由于细胞的氧化磷酸化过程被打断，ＡＴＰ产生减
少，引起氧化应激反应。在生理状况下，细胞内９０％
的Ｃａ２＋均集中在线粒体上，仅有 ＜１０％以游离形式存
在于内质网中，当线粒体功能发生障碍，氧化应激增强

时，激发线粒体基质钙外流，内质网 Ｃａ２＋释放，同时由
于细胞膜Ｃａ２＋通道的激活，引起胞外Ｃａ２＋内流。但当
细胞培养液中没有Ｃａ２＋存在时，胞内Ｃａ２＋浓度明显下
降，这证明了ＭＰＰ＋可激活细胞膜上的 Ｃａ２＋通道。胞
内游离Ｃａ２＋的异常增多可激活钙蛋白酶（Ｃａｌｐａｉｎ），钙
蛋白酶可介导细胞骨架及结构蛋白的过度降解，溶酶

体膜的破裂，引起细胞死亡；同时钙蛋白酶还能促进

Ｃａｓｐａｓｅ３，ｂａｘ的激活，引起细胞 ｂａｘ／ｂｃｌ２的比例增
高，促使神经元凋亡［１０］。３ＮＰＡ预处理降低胞内游离
Ｃａ２＋的机制还不清楚，根据本实验结果和国外文献报
道，笔者认为与其保护线粒体的功能有密切关系。３
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ＮＰＡ是一种存在于植物激真菌的毒素，可以不可逆转
地抑制琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ），即线粒体复合体Ⅱ抑制
药，它可使氧化磷酸化解耦联，ＡＴＰ产生减少。但小剂
量的应用进行３ＮＰＡ预处理可使 ＡＴＰ水平的下降变
小，变慢，甚至在３ＮＰＡ预处理后的第３天，ＡＴＰ水平
反而升高［５］，其机制可能为３ＮＰＡ轻度抑制氧化磷酸
化后刺激细胞其他的产能途径。由于能量障碍的消

除，细胞和线粒体的氧化应激反应均减少，故胞内游离

Ｃａ２＋浓度较ＭＰＰ＋组降低［１１］。

综上所述，３ＮＰＡ预处理可明显减轻 ＭＰＴＰ
（ＭＰＰ＋）对中脑黑质多巴胺神经元超微结构和多巴胺
神经元突触前膜的损害，减少胞内游离钙浓度，其中

３ＮＰＡ多次预处理较３ＮＰＡ单次预处理的作用更强。
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红车轴草异黄酮雌激素样作用研究

曾　伶，曾　劲，薛存宽，李　颖
（华中科技大学同济医学院附属梨园医院，武汉　４３００７７）

［摘　要］　目的　探讨红车轴草异黄酮的雌激素样作用。方法　摘除大鼠双侧卵巢，制作大鼠雌激素水平低下模
型，观察不同剂量红车轴草异黄酮对去势大鼠生殖器官和血清雌二醇（Ｅ２）水平的影响。结果　连续给药３个月后，给予
红车轴草总异黄酮剂量分别为１００，６０和２０ｍｇ·（１００ｇ）１·ｄ１的去势大鼠子宫系数分别为７０．２１，６６．７２和５１．２２
ｍｇ·ｋｇ１，红车轴草总异黄酮剂量为１００和６０ｍｇ·（１００ｇ）１·ｄ１的大鼠阴道上皮细胞角化程度分别较对照组增加
５５．０％和４０．０％；大鼠生殖器官雌性化程度随红车轴草总异黄酮浓度的增高而增加；Ｅ２水平仅红车轴草剂量为１００

ｍｇ·（１００ｇ）１·ｄ１时差异有显著性。结论　红车轴草总异黄酮具有雌激素样作用，且具开发价值。
［关键词］　异黄酮；红车轴草；雌激素样作用；子宫系数；阴道上皮细胞角化
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