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!!!摘要"!目的!观察丙泊酚对帕金森病"bOMU>BA=B

"

A<>AIOAI%bc$模型小鼠黑质多巴胺能神经元凋亡及半胱氨酸蛋白酶D(

"KOAROAID($#WKLD+ 蛋白表达的影响& 方法!雄性'/CWa: 小鼠 ); 只%随机分为等渗盐水对照组#bc模型组#bc模型h+ 1脂

肪乳组#bc模型h+) 1脂肪乳组#bc模型h+ 1丙泊酚组#bc模型h+) 1丙泊酚组& 腹腔注射 *D甲基D)D苯基D*%+%(%:D四氢

吡啶"&bEb$(, N#?U#%连续 / <%建立小鼠bc模型& 最后一次注射&bEb后分别于 + 1#+) 1腹腔注射脂肪乳"*, Na?U#$或

丙泊酚"*,, N#?U#$& 最后一次腹腔注射药物后 *+ 1后处死小鼠取中脑黑质区& 采用免疫组化方法观察黑质区神经元凋亡

情况%采用免疫蛋白印迹法检测'OAROAID(#WKLD+ 蛋白的表达水平& 结果!与对照组比较%bc组模型及脂肪乳组%小鼠的黑质

神经元凋亡细胞均明显增加%同时凋亡相关蛋白'OAROAID( 表达明显升高%而抗凋亡蛋白WKLD+ 的水平明显下降& 与脂肪乳组

相比%丙泊酚组小鼠的黑质神经元凋亡细胞均明显减少%同时凋亡相关蛋白'OAROAID( 表达水平明显减低%而抗凋亡蛋白WKLD+

的水平明显上升%且分子表达改变在模型建立 +) 1后给予丙泊酚更显著& 结论!丙泊酚能减少bc小鼠黑质多巴胺能神经元

凋亡%同时上调抗凋亡蛋白WKLD+ 表达%下调促凋亡蛋白 'OAROAID( 蛋白的表达%丙泊酚通过调控凋亡相关蛋白表达水平产生

脑保护作用&

!!!关键词"!帕金森病'凋亡'丙泊酚'半胱氨酸蛋白酶D('WKLD+

!!!中图分类号"!9C)+7/!!!文献标志码"!%!!<=>$*,.(3:3?@7>AAB7*:C+D+C*87+,*/7,)7,,(!

D0##""#$%'"3)'3'"'('-+3'3%'&.&'"/'3+*.-#),.$-#1)'-&.-%0#&12&%+-%.+ -.,)+ '"*'1&#*'/#('"K+);

L.-&'-

"

&/.&#+&#

#549+)?8,-

*

% !$%29+)#:,-

+

% =F5O+,-)N9(,

*

% =F5H+8,

*

% ./0%.9',)<:,-

*

% =FG(+)?8,

*

% 4/52+)98+

*

;!*;K(B8"*L(,*:J$,(A)

*9(A+:<:-?% +;K(B8"*L(,*:JP8,Q+,- /(8<*9 !":*(7*+:,% %8,D+,- 1(,("8</:AB+*8<:J%8,D+,- 6+<+*8"?.:LL8,I% %8,D+,-% H+8,-A'

+*,,,+% .9+,8

!!

(42&%)+$%)!526#$%.7#!E==SAIMPIF1IIJJIKF=JRM=R=J=L=B BIGM=BOLOR=RF=A>AOB< IQRMIAA>=B =J'OAROAID( OB< WKLD+ RM=FI>B

>B F1IAGSAFOBF>OB>#MO=JN=GAIN=<IL=JbOMU>BA=B

"

A<>AIOAI78#%0'/&!%F=FOL=JJ=MFHI>#1FNOLI'/CWa: N>KITIMIMOB<=NLHOAD

A>#BI< F=A>Q#M=GRA*#M=GR "K=BFM=L% F1IMINO>B>B#J>PI#M=GRATIMIJ>MAFLHF=IAFOSL>A1 N=GAIN=<IL=JbOMU>BA=B

"

A<>AIOAI"bc$ T>F1

>BFMORIM>F=BIOL>B@IKF>=B =J*DNIF1HLD)DR1IBHLD*% +% (% :DFIFMO1H<M=RHM><>BI"&bEb$ (, N#?U#J=MJ>PIK=BAIKGF>PI<OHA7"BFMOL>R=A

"*, Na?U#$ =MRM=R=J=L"*,, N#?U#$ TOAMIARIKF>PILHO<N>B>AFIMI< >BFMORIM>F=BIOL>B@IKF>=B >B + 1 =M+) 1 OJFIMIAFOSL>A1F>=B =Jbc7

E1IN>KITIMIAOKM>J>KI< F=FOUIF1IAGSAFOBF>OB>#MOOJFIMF1ILOAF*+ 1 >BFMORIM>F=BIOL>B@IKF>=B =J<MG#A7%R=RF=A>ATOA=SAIMPI< >B AGSD

AFOBF>OB>#MOT>F1 >NNGB=1>AF=K1IN>AFMH% OB< F1IIQRMIAA>=B =JWKLD+ OB< RM=FI>B HAFI>BIRM=FI>BOAID( TIMIFIAFI< T>F1 fIAFIMB SL=F7

9#&1(%&!'=NROMI< T>F1 F1IN>KI>B K=BFM=L#M=GR% F1IN>KI>B bc#M=GR OB< >BFMOL>R=A#M=GR =JOR=RF=A>ABIGM=BATIMIA>#B>J>KOBFLH

>BKMIOAI< >B AGSAFOBF>OB>#MO=JN>KI% T1>LIF1IIQRMIAA>=B =JRM=FI>B 'OAROAID( TOA>BKMIOAI< A>#B>J>KOBFLHOB< F1ILIPILA=JF1IOBF>D

OR=RF=F>KRM=FI>B WKLD+ <IKMIOAI< =SP>=GALH7E1IN>KI>B R=R=J=L#M=GRA=JOR=RF=A>ABIGM=BATIMIA>#B>J>KOBFLH<IKMIOAI<% K=NROMI<

T>F1 F1IN>KI>B >BFMOL>R=A#M=GRA% 1=TIPIM% IQRMIAA>=B =JRM=FI>B 'OAROAID( OR=RF=A>AMILOFI< TOA<IKMIOAI< A>#B>J>KOBFLHOB< F1ILIPILA

=JF1IOBF>OR=RF=F>KRM=FI>B WKLD+ >BKMIOAI< =SP>=GALH% OB< F1IK1OB#I=JN=LIKGLOMIQRMIAA>=B TOAN=MIA>#B>J>KOBF>B +) 1 T1IB F1I

RM=R=J=LTOAO<N>B>AFIMI< OJFIMIAFOSL>A1NIBF=JbcN=<IL7:'-$(1&.'-!bM=R=J=LKOB MI<GKIOR=RF=A>A>B <=RON>BIM#>KBIGM=BAbc=J

AGSAFOBF>OB>#MO>B bcN>KI% OB< GR#MO<IIQRMIAA>=B =JOBF>OR=RF=F>KRM=FI>B WKLD+% <=TB#MO<IIQRMIAA>=B =JOR=RF=A>ARM=FI>B 'OAROAI

(7ZQRMIAA>=B LIPIL=JRM=FI>BAOR=RF=A>AMILOFI< TOAMI#GLOFI< F=RM=<GKIKIMISMOLRM=FIKF>=B SHRM=R=J=L7

!!(<#= >')/&)!bOMU>BA=B

"

A<>AIOAI' OR=RF=A>A' RM=R=J=L' KHAFI>BIRM=FIOAID(' WKLD+

基金项目$ 南京军区面上课题"*+&%,3*$'南京军区南京总

医院面上课题"+,*(,+:$

作者单位$ +*,,,+ 江苏南京%南京军区南京总医院%*7麻

醉科%+7干部保健科

通讯作者$ 朱四海%ZDNO>L*B@[H(,/\A>BO7K=N

!!帕金森病"bOMU>BA=B

"

A<>AIOAI%bc$是以中脑黑

质多巴胺能神经元进行性变性#缺失%导致黑质纹状

体多巴胺能神经系统失调而引发的中枢神经系统退

行性疾病(*)

& bc的发病机理复杂%-氧化应激伤学

说.得到公认%即自由基通过氧化神经膜类脂#破坏
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多巴胺能神经元膜功能或直接破坏细胞 c̀ %%最终

导致多巴胺能神经元的凋亡(+D()

& 目前丙泊酚脑保

护研究多限于缺血再灌注后或缺血再灌注预处理方

面()D/)

%而关于丙泊酚对bc患者多巴胺能神经元凋

亡的影响较少研究& 本研究通过小鼠腹腔注射 *D

甲基D)D苯基D*%+%(%:D四氢吡啶"&bEb$构建 bc模

型#丙泊酚干预#检测黑质中相关蛋白表达水平%测

定凋亡细胞%探讨丙泊酚对 bc小鼠多巴胺能神经

元凋亡的影响&

?@材料与方法

?7?@实验动物@经南京军区南京总医院动物医学

伦理会批准%健康雄性'/CWa:小鼠 );只%体重 +/ 2

(, #%出生 (: 2),周%由南京军区南京总医院动物实

验中心提供& 饲养条件*维持室温"+/ ]+$m%人工

昼夜循环光照节律"*+ 2*+ 1$%自由进食及饮水&

?7A@方法@

?7A7?@动物分组及模型制备!'/CWa: 雄性小鼠

); 只%实验动物随机分为 : 组&

&

组", 6;$*腹腔

注射等渗盐水 ( Na?U#%* 次?<%连续 / <&

'

组", 6

;$*腹腔注射&bEb"^>#NO%n̂%$(, N#?U#%* 次?<%

连续 / <&

$

组", 6;$*最后一次注射&bEb后 + 1%

腹腔注射脂肪乳 " ^>B=D̂TI< b1OMNOKIGF>KOL'=MR%

'1>BO$*, Na?U#&

(

组 " , 6; $*最后一次注射

&bEb后 +) 1%腹腔注射脂肪乳 *, Na?U#&

)

组",

6;$*最后一次注射 &bEb后 + 1 腹腔注射丙泊酚

"%AFMO[IBIKO%"FOLH$*,, N#?U#&

*

组", 6;$*最后一

次注射&bEb后 +) 1腹腔注射丙泊酚 *,, N#?U#&

?7A7A@标本采集!最后一次腹腔注射药物后 *+ 1

将每组 ) 只小鼠麻醉%经左心室等渗盐水灌洗后%再

用含 )i多聚甲醛的磷酸缓冲液"bŴ $灌注固定%

迅速开颅取脑& 石蜡包埋%切取中脑黑质区%切片厚

度为 /

+

N&

?7A7B@免疫组化染色!每组小鼠中随机取 ) 只进

行免疫组化染色& 切片脱蜡后%用 EŴ "RgC7)$洗

( 次%每次 *, N>B& 切片进行水浴法抗原修复后降

至室温'EŴ 洗 ( 次%每次 *, N>B'加g

+

j

+

阻断内源

性过氧化物酶%EŴ 洗 ( 次%每次 *, N>B& 分别采用

兔抗小鼠 WKLD+#'OAROAID( 多克隆抗体"*l+,,%'ILL

^>#BOL>B#EIK1B=L=#H%n̂%$加入稀释的羊抗兔 "#$D

g9b%室温温育 * 1%bŴ "RgC7)$漂洗 / N>B%共 (

次& 滴加c%W显色液显色 *, N>B%蒸馏水冲洗#复

染#脱水#封片&

?7A7C@免疫蛋白印迹"fIAFIMB SL=F$!每组剩余 )

只小鼠进行免疫蛋白印迹分析& 小鼠麻醉后取中脑

黑质部分%置入组织蛋白提取液中%低温匀浆%取出

上清液& 蛋白定量后取 (,

+

#样品%经 ;i^ĉ 凝胶

电泳后%转移至硝酸纤维膜上%室温下 /i脱脂奶粉

封闭 + 1后%取相应条带分别加入WKLD+ 兔抗小鼠一

抗"*l*,,,%'ILL̂>#BOL>B#EIK1B=L=#H%n̂%$%'OAROAID(

兔抗小鼠一抗"*l*,,,%'ILL̂ >#BOL>B#EIK1B=L=#H%

n̂%$%) m孵育过夜%EŴE清洗 ( 次%每次 / N>B%

加g9b标记的羊抗兔二抗"*l*,,,%^>#NO%n̂%$%

室温孵育 * 1& EŴE洗膜 ( 次%每次 / N>B& 暗室内

加 Z'a显影液显色曝光%扫描& 内参为
,

DOKF>B

"*l*,,,%'ILL̂>#BOL>B#EIK1B=L=#H%n̂%$&

?7B@统计学处理@采用 ^b̂^ *:7, 统计软件%组间

比较采用单因素方差分析%!-,.,/ 为差异有统计

学意义&

A@结@果

A7?@免疫组化@

&

组小鼠黑质可见大量神经元

"图 *%$%排列整齐呈条带状&

'

组和对照组比较%

黑质区神经元明显减少"图 *W$&

)

#

*

组与
'

组比

较%神经元明显增多"图 *W#Z#V$%但
$

#

(

组与
'

组比较%黑质区神经元减少无差异"图 *W#'#c$&

%*等渗盐水对照组'W*bc模型组''*脂肪乳 + 1干预组'c*脂肪乳 +) 1干预组'Z*丙泊酚 + 1干预组'V*丙泊酚 +) 1干预组

图 *!: 组小鼠黑质区多巴胺能神经元免疫组化染色结果% k+,,&
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A7A@fIAFIMB SL=F检测@bc模型组小鼠黑质区

'OAROAID( 蛋白含量最高"图 +$& 丙泊酚 +) 1 干预

组小鼠黑质区WKLD+ 蛋白的含量最高"图 ($&

!!

&

*等渗盐水对照组%

'

*bc模型组'

$

*脂肪乳 + 1 干

预组'

(

*脂肪乳 +) 1 干预组'

)

*丙泊酚 + 1 干预组'

*

*丙

泊酚 +) 1干预组& 与
&

组比较%

!

!-,.,/'与
'

组比较%

o

!

-,.,/

图 +!: 组小鼠黑质区'OAROAID( 蛋白的含量

!!

&

*等渗盐水对照组%

'

*bc模型组'

$

*脂肪乳 + 1 干

预组'

(

*脂肪乳 +) 1 干预组'

)

*丙泊酚 + 1 干预组'

*

*丙

泊酚 +) 1干预组& 与
&

组比较%

!

!-,.,/'与
'

组比较%

o

!

-,.,/

图 (!: 组小鼠黑质区WKLD+ 蛋白的含量

B@讨@论

bc是发生于中年以上的中枢神经系统进行性

退行性疾病%其主要病理改变为黑质致密部多巴胺

能神经元变性和坏死%流行病学研究显示该病为老

年性痴呆"%L[1I>NIM/A<>AIOAI$以外第二多见的神

经退行性病变(:)

& 随着人口老年化%接受外科手术

的老年患者逐年增加%这意味着越来越多的 bc患

者亦接受手术麻醉& 为了选择有利于 bc患者的麻

醉药物%本研究探讨了常用的静脉麻醉药丙泊酚对

bc模型小鼠黑质神经元凋亡的影响%发现
-

丙泊酚

减轻&bEb诱导帕金森小鼠黑质区组织学的改变%

减少凋亡细胞的产生'

.

丙泊酚可抑制帕金森小鼠

黑质凋亡蛋白'OAROAID( 的表达%同时上调抗凋亡蛋

白WKLD+ 的表达&

bc发病机制至今尚未完全阐明%普遍认为线粒

体 c̀ %的突变和氧化应激是主要致病因素(C)

&

&bEb可成功诱导小鼠bc模型(;)

%其机理可能为氧

化应激造成的线粒体复合酶的功能抑制(+)

%引起细

胞色素'释放%激活'OAROAID( 引起凋亡的产生(3D*,)

&

'OAROAID( 和WKLD+ 在细胞凋亡过程中起主要作用%

WKLD+ 和前凋亡蛋白WOQ聚合为复合体%降低WOQ活

性%抑制凋亡的发生(**D*+)

& 研究表明 bc患者黑质

区蛋白存在自由基调节损伤机制%自由基调节损伤

可激活前凋亡蛋白 WOQ%同时还可破坏线粒体 c̀ %

"NFc̀ %$%进一步加重 bc症状(*(D*))

& 而抑制

'OARAID( 蛋白的表达可以减轻黑质神经元凋亡(*/)

&

丙泊酚作为静脉麻醉药物广泛使用于临床麻醉

及重症监护患者的镇静治疗%研究表明丙泊酚可通

过清除自由基#降低脂质过氧化作用#抑制凋亡蛋白

的产生%而产生脑保护作用()%*:)

& 丙泊酚的脑保护

作用还表现为减少缺血再灌注后脑梗死面积(*C)

&

此外研究显示丙泊酚对 &bEb诱导的 bc小鼠多巴

胺能神经元产生保护作用%其机理是通过抑制环氧

化酶"'j8$蛋白表达来实现(*C)

& 因此%在本研究中

我们假设氧化应激在 bc病程发展中具有重要作

用(C)

%丙泊酚具有抗氧化#抑制凋亡蛋白表达等脑

保护作用%对&bEb诱导的bc小鼠黑质神经元亦具

保护作用&

本研究中%在&bEb诱导的小鼠帕金森模型中%

免疫组化显示黑质区多巴胺能神经元凋亡细胞增

加%经丙泊酚干预后多巴胺能神经元凋亡细胞减少%

说明丙泊酚具有抗凋亡作用& 丙泊酚处理后的

&bEb小鼠%免疫组化及 fIAFIMB SL=F显示 WKLD+ 表

达增加%而 WKLD+ 具有抗凋亡作用%可抑制脂质过氧

化(*:)

%表明丙泊酚抑制 bc小鼠黑质区神经元凋亡

可能通过抑制氧化应激实现的& fOB#等(*C)认为丙

泊酚脑保护并不存在剂量依赖性%而 $ILS 等(*;)认

为镇静剂量的丙泊酚不产生脑保护作用& 本研究中

丙泊酚剂量 *,, N#?U#%bc小鼠接受腹腔注射后 +

N>B后肢体反射消失%但呼吸存在%(, N>B后可恢复

"下转第 (C* 页%
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FHRI+ NH=KOM<>OL>BJOMKF>=B GA>B#O1>#1DAIBA>F>P>FHKOM<>OKFM=R=D

B>B "OAAOHT>F1 AIQDARIK>J>K33F1 RIMKIBF>LIASOAI< =B F1IF1>M< GD

B>PIMAOL<IJ>B>F>=B =JNH=KOM<>OL>BJOMKF>=B KLOAA>J>KOF>=B AHAFIN

(X)7'L>B '1IN%+,*/%:*")$*:/CD::(7
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处理前状态%这与 e=[GI等(*3)认为 *,, N#?U#丙泊

酚腹腔注射可提供 &bEb诱导 bc小鼠中等麻醉深

度结果一致&

本研究还观察了模型建立后 + 1和 +) 1给予丙

泊酚对黑质神经元凋亡的影响%发现 +) 1 后给予丙

泊酚显示出更好的抗凋亡作用%这可能与 &bEb诱

导的黑质神经元凋亡的时程相关%即模型建立后 +)

1时神经元的凋亡较 + 1时更显著%此时给予丙泊酚

显示更明显的抗凋亡效果%其机制需要进一步研究&

此外%相关研究认为通过连续 / 次腹腔注射 &bEb

可以构建稳定的小鼠亚急性 bc模型(+,)

%故本研究

中小鼠bc模型制备后未施行为学检测&

综上所述%丙泊酚可减轻 &bEb诱导的小鼠黑

质神经元的凋亡%该效应可能与其抑制'OAROAID( 活

性#促进WKLD+ 作用有关&
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