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!!"摘要#!目的!探讨蛋白酶体功能障碍对散发性帕金森病的发病机制的影响% 方法!观察组大鼠 "$

只"将蛋白酶抑制剂注入大鼠的右侧黑质致密部位"构建蛋白酶体功能障碍模型"对照组大鼠 "$ 只采用生理

盐水注射% 观察两组大鼠的行为学改变情况"通过:)染色检测路易#小$体形成率"半定量逆转录聚合酶链

反应#;<*=>;$&?@AB@03 C.9BB-3D分子生物学方法检测黑质部位
!

*突触核蛋白#

!

*EF3$表达情况% 结果!观察

组路易#小$体形成率高于对照组#!G$H$#$% ;<*=>;&?@AB@03 C.9BB-3D分子生物学检测结果显示观察组
!

*

EF3显著高于对照组#!G$H$#$% 结论!蛋白酶体功能障碍可以导致路易#小$体形成率及黑质部位
!

*EF3形

成"是散发性帕金森病的危险因素%

!!"关键词#!路易#小$体形成率'!

!

*突触核蛋白'!散发性帕金森'!发病机制
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!!原发性帕金森是一种慢性的神经系统疾病"是

一种中老年的常见性疾病"临床上主要表现为震颤&

肌肉强直&运动迟缓等"主要的病理特征是出现黑质

的致密部位多巴胺能神经元的选择性丧失"出现残

存路易小体% 本病包括帕金森病痴呆和路易体痴

呆"其中 %$X的患者呈现散在发生"即散发性的帕

金森(#)

% 目前本病主要的治疗方法包括药物及外

科手术治疗"但是都只是针对病症"并不能阻止疾病

的进程"致残率相当高% 本病的发病机制尚未完全

明确"与遗传及环境因素有关"研究发现蛋白纤维化

是散发性帕金森导致神经元死亡的重要原因(K)

%

在疾病形成的过程中"

!

*突触核蛋白#

!

*EF3$是与

本病最为密切的相关蛋白"具有一定的神经毒性"同

时受到脂肪酸的作用"在蛋白酶体功能障碍时会发

生结构和构象变化"泛素*蛋白酶体系是细胞蛋白的

重要系统"可以参与降解蛋白质和氧化蛋白质(6)

%
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帕金森患者中黑质致密部位氧化损伤的蛋白质表达

升高% 多项研究都表明蛋白酶体可诱导神经细胞凋

亡"同时促进胞质内泛素M

!

*共核蛋白免疫反应阳性

包涵体形成(I)

"提示蛋白酶体障碍对神经系统发病

起着重要作用% 本研究通过探讨蛋白酶体功能障碍

对散发性帕金森病发病机制的影响"以期为研究散

发性帕金森发病机制提供依据"现报道如下%

B6材料与方法

BCB6主要试剂&细胞与仪器!广东动物实验中心的

' 周健康的 #$$ 只雄性 ?-AB,0大鼠作为本研究对

象"体重为 K"$ ]6$$ D% 逆转录试剂盒#[̂ _公司"美

国$"辣根过氧化物酶#O90A@0,L-AO Q@09W-L,A":;=$标

记山羊抗兔_D̀&:;=标记山羊抗小鼠 _D̀ #碧云天

生物技术有限公司$" 9̀,B,3B-*0,CC-B_D̀ :;=" 9̀,B

,3B-*+91A@_D̀*:;="

!

*EF3 0,CC-BQ9.F8.93,._D̀ 和
"

*

,8B-3#>I$+91A@+9398.93,._D̀##购自美国 E,3B,>01a

-̂9B@8O39.9DF公司$"避光 I b保存% 半干式转移和

电泳仪#购自美国 _̂c*;J/公司$% 倒置相差显微

镜#cVd[=eE"日本$&全能型高性能台式冷冻离心

机#:@,@1A" -̂9P1D@EB0,B9A德国$&深低温冰箱#EJZdc"

J.B0,V9T日本$&实时定量荧光=>;仪#;9B90*D@3@6$$$"

澳大利亚$%

BCD6实验方法6观察组大鼠 "$ 只腹腔注射戊巴比

妥钠 K" DMV进行麻醉"利用立体定向仪#f1@1@AFA*

B@+A<[K&##"美国$"切开大脑的脑颅部"暴露出颅骨"

在坐标骨膜下完成钻孔[VU6HK ++"J=U("HK ++"

/\U&HK ++"将V,8B,8FAB-3 #$

#

D以速度 $H"

#

.M+-3

注射至大鼠右侧黑质中"留针 #$ +-3 可进行缓慢退

针% 对照组大鼠 "$ 只进行同样的麻醉和定位"待钻

孔完成将生理盐水以 $H"

#

.M+-3 的速度注入到大

鼠右侧黑质中"留针 #$ +-3 可进行缓慢退针% 继续

喂养大鼠 K# L% 所有大鼠均在清洁级实验室中采用

单笼饲养"温度 K$ ]KK b"相对湿度 ""X ]5"X%

喂食基础饲料"自由摄食&饮食% 观察组大鼠出现自

主活动减少&觅食差&体重减轻&弓背&竖毛等症状"

对照组大鼠未见类似行为改变% 所有大鼠饲养 K# L

后予以 I$ DMV多聚甲醛从左心室灌注固定"将大鼠

断头取脑"将双侧黑质分离"并在冰上进行组织匀浆器

充分匀浆"之后将其转移至)=管中"以 #I $$$ 0M+-3

离心 6$ +-3"取上清液移至新 )=管保存"使用前经

>̂J法测定蛋白浓度%

BCE6:)染色!采用 E=检测法"切片脱蜡"加入 6X

过氧化氢封闭阻断内源性过氧化物酶""$

#

.非免疫

动物血清封闭"加:)染色剂"中性树胶固封% 结果

判定!阳性细胞为细胞胞浆胞膜在倒置显微镜下出

现深棕黄色的染色%

BCF6半定量逆转录聚合酶链反应#;<*=>;$方法!

取组织 #$$ +D"提取总 ;ZJ% 取 K

#

D总;ZJ行逆

转录8/ZJ"反应体系为 K$

#

.% 吸取逆转录产物 K

#

."

分别加入 #'A;ZJ&

!

*EF3的引物进行=>;反应% 反

应条件均为 %" b预变性 " +-3"%I b变性 6$ A"5$ b

6$ A"&K b 5$ A"&K b & +-3"循环 6$ 次% =>;产物

溴化乙锭 #H"X琼脂糖凝胶电泳"凝胶成像分析系

统下进行观察并拍摄电泳图像% 以 #'A;ZJ作为内

参照"进行 =>;产物的半定量分析"测量各电泳条

带之吸光度积分值#J值$%

BCG6?@AB@03 C.9BB-3D方法!取组织提取 #$$ +D总

蛋白% E/E*=J̀ )凝胶电泳"半干法转膜"加
!

*EF3

一抗##g"$$$"Ib孵育过夜':;=标记的羊抗兔二

抗##g# $$$$6& b孵育 # O% 电子发光#)>V$光化

学法显色"用彩色图像分析系统测定吸光度%

BCH6统计学方法6应用 E=EE#%H$ 统计软件进行数

据分析"计量资料以均数h标准差#

!

Fh<$表示"采用

6检验"计数资料采用
!

K 检验"!G$H$" 为差异有统

计学意义%

D6结果

DCB6两组大鼠路易#小$体形成率的比较!两组大

鼠:)染色结果显示观察组路易#小$体形成率高于

对照组"差异具有统计学意义#!G$H$#$% 见表 #%

表 #!两组大鼠路易!小"体形成率的比较#'!X"$

组!别 动物数 非实验侧 实验侧

观察组 "$ K#IH$$ I5#%KH$$

对照组 "$ ##KH$$ K#IH$$

!

K

( $H6II &IH$&%

! ( $H"5$ $H$$$

DCD6两组大鼠
!

*EF3 +;ZJ相对表达量的比较!

;<*=>;检测结果显示观察组
!

*EF3 显著高于对照

组"差异具有统计学意义#!G$H$#$% 见表 K%

表 K!两组大鼠
!

*EF3 +;ZJ相对表达量的比较!

!

Fh<"

组!别 动物数 非实验侧 实验侧

观察组 "$ $H5' h$HK6 #H"5 h$HI"

对照组 "$ $H&K h$HK $H'$ h$H6#

6 ( KH$&K %H&#K

! ( $H##$ $H$$$

DCE6两组大鼠
!

*EF3蛋白表达的比较!?@AB@03 C.9B*

B-3D分子生物学检测结果显示观察组
!

*EF3显著高于

*&&##*
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对照组"差异具有统计学意义#!G$H$#$% 见表 6%

表 6!两组大鼠
!

*EF3蛋白表达的比较!

!

Fh<"

组!别 动物数 非实验侧 实验侧

观察组 "$ #H"K h$H&K 6HK6 h#H%%

对照组 "$ #H"5 h$H'5 #H5% h$H'5

6 ( $H'#$ 5HI%%

! ( $H"I$ $H$$$

E6讨论

ECB6帕金森病是临床上常见的神经退行性疾病"是

与选择性的中脑黑质致密部位的多巴胺能神经元丢

失和退化相关"主要特征是中枢神经系统的变性(")

%

最新的研究发现蛋白酶体受到抑制可以导致神经细

胞的死亡"形成胞质的泛素*

!

*共核蛋白免疫反应包

涵体"使神经元退变"伴随着黑质致密部位多巴胺的

丧失"出现神经元的损伤"有研究发现蛋白酶体受损

之后"多巴胺能神经元会使蛋白酶抑制剂敏感性提

高"个别神经细胞出现凋亡"通过选择性损伤的机制

促使神经细胞的氧自由基增多"需要蛋白酶体来清

除这些受损的蛋白(5 ]')

% 蛋白酶体抑制剂选择性损

害多巴胺能神经元可能与
!

*共核蛋白削弱了突触

囊泡对多巴胺的储存"从而进一步增加了胞浆内多

巴胺及氧自由基"进而导致细胞氧化受损(%)

% 黑质

致密部的多巴胺能神经元的路易#小$体是诊断帕

金森病的重要依据"也是帕金森病主要病理特征%

有研究发现大部分散发性帕金森病具有明显的路易

#小$体形成"而染色体隐性遗传患者并无明显路易

#小$体形成"提示路易#小$体形成情况利于提高家

族型和散发性帕金森病的检出率(#$"##)

%

ECD6目前临床尚未明确
!

*EF3的正常功能"在多数

散发性帕金森病病例中未发现其基因突变"提示
!

*

EF3可能在散发性帕金森病发病中起着重要作用%

泛素蛋白酶体系统是
!

*EF3 的主要降解途径"如果

发生障碍则会导致
!

*EF3 聚集"从而诱发散发性帕

金森病的发病(#K)

% 研究发现蛋白酶体成为影响细

胞功能的重要药物靶点% 该靶点的抑制剂在临床研

究中被广泛应用"

!

*共核蛋白的生理功能尚不清楚"

同时散发性帕金森患者的黑质致密部内
!

*共核蛋

白量增多(#6"#I)

% 通过多种翻译后修饰形式"引起黑

质多巴胺能神经元死亡"中脑黑质内多种细胞&生化

及分子改变已被发现"散发性帕金森患者蛋白酶体

!

亚单位丢失"蛋白酶体活化因子表达下降"水解功

能减弱(#")

% 大量的研究表明在帕金森病发病机制

中蛋白酶体功能下降起重要作用"参与了黑质的神

经元内蛋白质聚集及神经元变性(#5)

% 本研究结果

显示":)染色结果显示观察组路易#小$体形成率

高于对照组"两组比较差异有统计学意义';<*=>;&

?@AB@03 C.9BB-3D分子生物学检测结果显示观察组
!

*

EF3显著高于对照组"两组比较差异有统计学意义%

蛋白酶体功能障碍可以导致路易#小$体形成率及黑

质部位
!

*EF3 形成"是散发性帕金森病的危险因素%

蛋白酶体功能受损后不能降解氧化受损的蛋白质"从

而降低了蛋白酶体的清除能力"同时氧化受损的蛋白

集聚增多"从而造成恶性循环"导致神经元死亡(#&)

%

综上所述"蛋白酶体功能障碍可导致
!

*EF3 聚

集及路易#小$体形成"是发生散发性帕金森病的重

要危险因素"蛋白酶体功能下降可引起多巴胺能神

经元内
!

*共核蛋白聚集导致细胞功能的紊乱"最终

促进了多巴胺能神经元的凋亡"应引起相关医护工

作者在临床中的高度重视%
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临床研究!论著

复方益消复瘫汤联合鼠神经生长因子治疗

K 型糖尿病合并脑梗死的疗效评价

刘正国!!包志英!!祁!琴

作者单位! &66K%%!甘肃"天祝县疾病预防控制中心#刘正国$' &66K%%!甘肃"天祝县藏医院内科#包志英$' &6$$K$!兰州"甘肃省第

三人民医院内分泌科#祁!琴$

作者简介! 刘正国##%&# ($"男"大学本科"医学学士"主治医师"研究方向!中医治疗糖尿病及并发症% )*+,-.!DABa8L8BC4#K5789+

通讯作者! 祁!琴##%'# ($"女"大学本科"硕士学位"主治医师"研究方向!中西医结合治疗糖尿病及并发症% )*+,-.!6"''$K$##4kk789+

!!"摘要#!目的!评价复方益消复瘫汤联合鼠神经生长因子#+Z̀ j$治疗 K 型糖尿病合并脑梗死的疗效%

方法!选取 K$#"*$' ]K$#5*$' 该院收治的 K 型糖尿病合并脑梗死患者 %' 例作为研究对象"按照随机数字表

法分为治疗组和对照组各 I% 例% 在常规降糖治疗的同时"对照组给予+Z̀ j治疗"治疗组在对照组基础上联

合复方益消复瘫汤治疗"两组均治疗 ' 周% 观察两组患者的临床疗效&神经功能&日常生活能力以及血浆内皮

功能等指标% 结果!治疗组基本痊愈 " 例"显效 K% 例"有效 #K 例"无效 6 例% 对照组基本痊愈 K 例"显效 K6

例"有效 ##例"无效 #6例% 治疗组疗效优于对照组#!G$H$"$% 治疗 '周后治疗组神经功能缺损评分#Z_:EE$

和日常生活能力量表#J/V$评分分别为#"H&I h#HK'$分和##5H"& h6HI6$分"均低于对照组#!G$H$#$'治疗

组的内皮素#)<$值和一氧化碳#Zc$值分别为#""HI6 h5HK&$QDM+.和#&6H"' h&HI$$

#

+9.MV"均优于对照组

#!G$H$#$% 结论!复方益消复瘫汤联合+Z̀ j能够有效改善 K 型糖尿病合并脑梗死患者血糖和神经功能"

提高临床疗效%

!!"关键词#!复方益消复瘫汤'!鼠神经生长因子'!K 型糖尿病'!脑梗死'!临床疗效
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