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　　［摘　要］　目的：探索虫草素（ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ）对１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６
ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）诱导的帕金森病小鼠运动与认知能力的影响。方法：将 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠每天腹腔注射
ＭＰＴＰ（３０ｍｇ／ｋｇ），连续８ｄ，以建立帕金森病小鼠模型。ＨＥ染色检测虫草素对 ＭＰＴＰ诱导小鼠黑质致密部（ｓｕｂ
ｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｐａｒｓｃｏｍｐａｃｔａ，ＳＮｐｃ）细胞数目的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测黑质（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａ，ＳＮ）内酪氨酸羟化酶
（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）表达量的变化；采用旷场实验（ｏｐｅｎｆｉｌｅｄｔｅｓｔ，ＯＦＴ）、自发交替行为（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｌｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎｂｅｈａｖｉｏｒ，ＳＡＢ）及水迷宫实验（ｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ，ＷＭＴ）分别检测虫草素对帕金森病小鼠自发活动、情绪变化和认
知行为的影响。结果：ＨＥ染色结果表明，虫草素显著抑制由 ＭＰＴＰ引起的小鼠 ＳＮｐｃ细胞数目减少（Ｐ＜００５）；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明ＭＰＴＰ显著降低ＳＮ内ＴＨ的表达量（Ｐ＜００５），而虫草素可以逆转这种变化（Ｐ＜００５）；虫
草素可提高小鼠在ＯＦＴ中的平均速度（Ｐ＜００５），并增加小鼠在ＳＡＢ中的总进臂次数，提高正确率（Ｐ＜００５），但
对ＷＭＴ潜伏期并没有明显的影响。结论：虫草素能够减轻ＭＰＴＰ诱导的帕金森病小鼠早期的运动障碍和探索能
力降低，但对其记忆障碍并没有明显的影响。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种常见的
神经系统退行性变性疾病，为世界第二大神经性疾

病［１２］。目前，全球大约有０．３％的人口患有 ＰＤ，在
我国，６５岁以上人群中 ＰＤ发病率高达２％，占全球
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患者总数４０％以上［３４］。ＰＤ主要的病理特征是黑质
（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａ，ＳＮ）内多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）能
神经元变性和凋亡，导致ＤＡ释放不足，最终造成ＰＤ
的多种功能障碍［２，４６］。目前，ＰＤ的发病机制并不明
确，主流的学说认为ＰＤ是由神经炎症、氧化应激、兴
奋性毒性损害和线粒体功能障碍等导致的，也可能

是多种因素的综合作用［７９］。众所周知，ＰＤ主要的
临床表现为动作迟缓、姿势不稳及震颤等运动性功

能障碍［２，１０］，随着病情的不断发展，ＰＤ一些非运动
功能障碍，如睡眠障碍、焦虑、抑郁以及认知障碍等

也日益凸显［２，１１１２］。

虫草素（ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ）又称３’脱氧腺苷，为冬虫
夏草及人工蛹虫草的活性成分，具有抗炎症、抗氧化

和抗肿瘤等功效［１３１４］。在ＰＤ的细胞模型中，虫草素
通过增强细胞的抗氧化能力，从而起到保护细胞的

作用［１５］。另外，在对于ＰＤ的新药研究中发现，拮抗
腺苷Ａ２Ａ受体（ａｄｅｎｏｓｉｎｅＡ２Ａｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ａ２ＡＲ）可以缓
解ＰＤ的症状，Ａ２ＡＲ的选择性拮抗剂结合左旋多巴
的治疗方案已进入临床试验的第３阶段［１６］。在动物

模型中，Ａ２ＡＲ拮抗剂不仅减轻模型动物运动障碍，
还可以逆转认知功能障碍［１７１９］。作为一种腺苷类似

物，虫草素在体外及体内的研究均表现具有调节

Ａ２ＡＲ表达的作用
［１９２０］。因而本文希望通过探究虫草

素对ＰＤ小鼠运动、情绪和认知等行为的影响为 ＰＤ
的治疗提供一种新的思路。

材　料　和　方　法

１　动物
８周龄 ＳＰＦ级健康雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，购于中

山医科大学动物实验中心，合格证编号：ＳＣＸＫ（粤）
２０１６００２９。饲养温度（２４±２）℃，自然光照，给予充
足的饮水和食物，进行１周的适应性饲养。
２　主要试剂

虫草素由华南师范大学生命科学学院植物化学

研究室提供，纯度≥９８％［２１］；１甲基４苯基１，２，３，
６四氢吡啶（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙ
ｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）购自 Ｓｉｇｍａ；抗酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）抗体购自 Ａｂｃａｍ；其它化学试剂均
购自碧云天生物公司。

３　主要方法
３．１　帕金森小鼠模型的建立及分组处理　将小鼠
随机分为正常对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、模型（ＭＰＴＰ）组及虫
草素（ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ）组，每组２０只。Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ组提前
７ｄ给予口服虫草素溶液（２０ｍｇ／ｋｇ，共１５ｄ）；ｃｏｎｔｒｏｌ
组和ＭＰＴＰ组每天以同体积的生理盐水灌胃。自灌
胃的第８天起，ＭＰＴＰ组和 ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ组开始腹腔注
射ＭＰＴＰ溶液（３０ｍｇ／ｋｇ，连续８ｄ），建立ＰＤ小鼠模

型，ｃｏｎｔｒｏｌ组每天腹腔注射同体积的生理盐水。
３．２　ＨＥ染色　将动物麻醉之后，快速打开胸腔并
剪开心包，自心尖部插入针头，使其进入升主动脉，

剪开右心耳，生理盐水进行灌流２０ｍｉｎ，待肝脏变白
后，缓慢灌注４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎ。固定完毕
后，开颅取脑浸泡于新配制的４％多聚甲醛中固定
２４ｈ。常规脱水、透明、进蜡，石蜡包埋制作脑组织蜡
块标本。石蜡切片，每张蜡膜的厚度为５μｍ，进行
ＨＥ染色，光镜下观察黑质致密部（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａ
ｐａｒｓｃｏｍｐａｃｔａ，ＳＮｐｃ）细胞神态和数目变化［２２］。

３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　小鼠迅速断头取出脑组织，利用
脑模具分离出ＳＮ组织，加入强 ＲＩＰＡ细胞裂解液和
蛋白酶抑制剂进行裂解，４℃、１２０００ｒｐｍ离心 １０
ｍｉｎ后，提取总蛋白，并采用 ＢＣＡ法进行蛋白定量。
用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白并转印至硝酸纤维素膜
后，５％的牛奶封闭液室温封闭９０ｍｉｎ，加入抗ＴＨ抗
体（１∶２５００，Ａｂｃａｍ）和抗αｔｕｂｕｌｉｎ抗体（１∶１０００，碧
云天）４℃孵育过夜。次日，反复洗膜３次后，辣根过
氧化物酶偶联的Ⅱ抗（１∶１０００）室温孵育１５ｈ，化
学发光法显影，扫描。用图像处理系统对条带灰度

进行分析，以αｔｕｂｕｌｉｎ作为内参照。
３．４　旷场实验（ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ，ＯＦＴ）　旷场实验测
试前，小鼠放置在原鼠笼中，在旷场实验箱所在的室

内适应环境３０ｍｉｎ。正式记录前，用７５％乙醇清洁
测试区域，待气味散去，每只小鼠放置在独立旷场测

试区（４０ｃｍ×４０ｃｍ×３７ｃｍ）进行测试，录像 １５
ｍｉｎ，记录小鼠运动轨迹，并利用分析软件分析中间
区域活动时间和时间路程、速度以及总路程等实验

数据。

３．５　自发交替行为（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎｂｅｈａ
ｖｉｏｒ，ＳＡＢ）　自发交替行为测试全程保持黑暗，利用
Ｙｍａｚｅ装置进行自发交替评估探索和空间记忆能
力。小鼠在原鼠笼进行３０ｍｉｎ的暗适应后进行实
验。明确标记Ｙｍａｚｅ外侧三臂为“Ⅰ”“Ⅱ”和“Ⅲ”
后，将小鼠放进 Ｙｍａｚｅ的任一壁中，闭合各臂上方
挡板，开始观察并记录小鼠在 Ｙｍａｚｅ中的活动情
况。每只鼠测试１次，每次进行１０ｍｉｎ，记录小鼠进
入不同壁的顺序，统计小鼠总进臂次数及正确率。

３．６　水迷宫实验（ｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ，ＷＭＴ）　水迷宫
测试是用于测试实验动物对空间位置感和空间定位

的学习记忆能力。定位航行试验历时５ｄ，每天将小
鼠面向池壁分别从４个不同的入水点放入水中各１
次，记录其寻找到隐藏在水面下平台的时间，记为潜

伏期。在每日的测试中，每次的入水位置都是随机

的，若小鼠在６０ｓ内未找到平台，实验者需引导其至
平台并停留１５ｓ，并记其潜伏期为６０ｓ。
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４　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１７０对实验数据进行统计分析，数据以

均数±标准误（ｍｅａｎ±ＳＥＭ）表示。多组间比较采用单
因素方差分析，组间两两比较采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正的ｔ
检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　虫草素增加ＰＤ小鼠黑质致密部细胞数目
ＨＥ染色结果示，ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠的 ＳＮｐｃ细胞形

态正常，细胞数目明显多于 ＭＰＴＰ组（Ｐ＜００５）；而
ＭＰＴＰ组小鼠 ＳＮｐｃ内细胞胞体小，核变大，轮廓模
糊；虫草素可以明显增多细胞数目（Ｐ＜００５），说明
虫草素可以阻止由 ＭＰＴＰ所造成的 ＳＮｐｃ细胞数目
减少，见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＣｏｒｄｙｃｅｐｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＳＮｐｃ
ｉｎＰＤｍｉｃｅ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．
ｎ＝１０． Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ
ＭＰＴＰｇｒｏｕｐ．

图１　虫草素增加ＰＤ小鼠黑质致密部细胞数目

２　虫草素提高ＰＤ小鼠黑质内ＴＨ的表达量
ＭＰＴＰ导致小鼠 ＳＮ内 ＴＨ的表达量明显减少

（Ｐ＜００５），而虫草素可以明显逆转 ＴＨ表达量减少
的趋势（Ｐ＜００５），见图２，说明虫草素对ＳＮ内的多
巴胺能神经元有保护作用，减少ＭＰＴＰ的毒害。
３　虫草素减轻ＰＤ小鼠的运动迟缓

与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＰＴＰ组小鼠的平均速度明显
降低（Ｐ＜００５），中央区域路程减少，但并没有显著
差异，说明ＭＰＴＰ导致小鼠出现运动迟缓，但并不引
起焦虑行为；而虫草素显著提高小鼠的运动速度

（Ｐ＜００５），但并不影响小鼠在中央区域路程，说明
虫草素可以改善短期ＰＤ小鼠的运动异常，见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＣｏｒｄｙｃｅｐｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＨｉｎＳＮｉｎ
ＰＤｍｉｃｅ．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＰＴＰｇｒｏｕｐ．

图２　虫草素提高ＰＤ小鼠黑质内ＴＨ蛋白表达量

４　虫草素提高ＰＤ小鼠探索和空间记忆能力
与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＰＴＰ导致小鼠总进臂次数和

正确率都明显减少（Ｐ＜００５），说明ＭＰＴＰ导致小鼠
的探索能力和空间记忆能力出现障碍；虫草素能够

增加小鼠的总进臂次数并提高正确率（Ｐ＜００５），说
明虫草素改善ＰＤ小鼠的探索和空间记忆能力障碍，
见图４。
５　虫草素不影响ＰＤ小鼠学习记忆行为

与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＰＴＰ组小鼠的潜伏期有延
长，但没有显著差异；虫草素可以缩短由 ＭＰＴＰ引起
的潜伏期延长，但也没有显著差异；说明本研究所模

拟的ＰＤ小鼠模型更适用于研究 ＰＤ早期的症状，并
没有出现学习记忆能力的障碍，见图５。

讨　　论

ＰＤ最明显的特征是ＳＮ内多巴胺能神经元的坏
死，ＴＨ是儿茶酚胺合成过程中的限速酶，ＳＮ中 ＴＨ
阳性神经元大多是多巴胺能的，因此ＴＨ可以看作是
ＳＮ中多巴胺能神经元的标志物，ＳＮ内ＴＨ表达含量
成为检测ＰＤ模型的一大指标［２３］。Ｄｅｇｕｉｌ等［２４］使用

３０ｍｇ／ｋｇＭＰＴＰ连续腹腔注射５ｄ，发现小鼠 ＳＮ内
的ＴＨ阳性神经元急剧减少。在本研究中，采用３０
ｍｇ／ｋｇ的 ＭＰＴＰ连续注射 ８ｄ，ＨＥ染色结果显示，
ＭＰＴＰ导致小鼠ＳＮｐｃ内细胞数目明显减少，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果也显示 ＳＮ内 ＴＨ表达量明显降低，表明
ＭＰＴＰ导致小鼠出现ＰＤ样的病理特征。
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Ｆｉｇｕｒｅ３．ＣｏｒｄｙｃｅｐｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｄｂｒａｄｙｋｉｎｅｓｉａｉｎＰＤｍｉｃｅ．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝２０．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭＰＴＰ
ｇｒｏｕｐ．

图３　虫草素减轻ＰＤ小鼠的运动迟缓

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＣｏｒｄｙｃｅｐｉｎｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅｅｘｐｌｏｒａｔｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｉｎＰＤｍｉｃｅ．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝２０．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜００５ｖｓＭＰＴＰｇｒｏｕｐ．

图４　虫草素改善ＰＤ小鼠的探索及空间记忆能力

　　在ＰＤ的细胞模型中，虫草素通过提高细胞内氧
化酶的活性有效抑制由６ＯＨ多巴胺引起的细胞凋
亡，发挥保护细胞的作用［１５］。陈琴等［２５］也发现，虫

草素可以显著抑制鱼藤酮诱导的的细胞凋亡。另

外，虫草素对鱼藤酮引起的ＰＤ大鼠多巴胺能神经元
凋亡具有抑制作用［２６］。在本实验中，虫草素同样逆

转了ＭＰＴＰ引起的ＳＮｐｃ内的细胞数目减少和ＳＮ内
ＴＨ表达量降低的现象，表明虫草素可以减少 ＭＰＴＰ
对ＳＮ内多巴胺能神经元的损伤，在 ＰＤ小鼠中发挥
神经保护作用。

ＰＤ患者最明显的临床表现为出现严重的运动
功能障碍，并随着病情的加剧，萎靡不振、焦虑以及

认知障碍等非运动功能障碍越加明显［１１１２］。虫草素

对ＰＤ小鼠具有神经保护作用，那能否在行为上表现
出来？ＯＦＴ是用于评价小鼠自发行为以及焦虑状态
的经典行为学实验［２７］。本实验结果显示虫草素改善

由ＭＰＴＰ引起的平均速度减慢，总路程减少，但小鼠
并没有出现焦虑现象，表明虫草素可以改善ＰＤ小鼠
的运动迟缓症状。ＳＡＢ实验检测小鼠对新异环境的
探索能力以及空间记忆能力［２８］，虫草素增加小鼠的

总进臂次数，并提高其正确率，表明虫草素可以增强

ＰＤ小鼠的探索和空间记忆能力。ＷＭＴ检测实验动
物对空间位置感和方向感的学习记忆能力［２９３０］。本

实验结果显示，ＭＰＴＰ虽使小鼠的潜伏期增加，但是
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Ｆｉｇｕｒｅ５．ＣｏｒｄｙｃｅｐｉｎｈａｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙｉｎＰＤｍｉｃｅ．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝１２．
图５　虫草素不影响ＰＤ小鼠的学习记忆能力

并没有显著差异，虫草素虽有一定的改善作用，但也

并不明显。此结果表明，本实验所模拟的ＰＤ小鼠模
型可能更多地接近ＰＤ患者的早期症状，表现出运动
和探索能力下降，但并没有出现焦虑和学习记忆能

力的缺陷，说明此模型并不适用于研究ＰＤ患者后期
的各种非运动障碍，例如焦虑和记忆障碍等。

综上所述，我们发现ＭＰＴＰ处理导致小鼠 ＳＮ内
多巴胺能神经元丢失，并表现出ＰＤ早期的运动障碍
和探索能力下降，而虫草素处理后，可以明显减轻这

种症状，说明虫草素对 ＰＤ小鼠具有神经保护作用，
并能在运动和探索能力上显现出来。
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