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摘 要!"目的& 研究灵芝孢子油对 ’*羟多巴!’$LMNO"帕金森病!PN"大鼠模型行为学及病理改变的影响#
探讨该药对黑质多巴胺能神经元的保护作用’ (方法&%"" 只 <N 大鼠随机分为正常对照组 !" 只)’$LMNO 组 H"
只) 灵芝孢子油Q’$LMNO 组 H" 只* 通过脑部立体定向法将 ’$LMNO 注射到 <N 大鼠一侧黑质致密部建立 ’$
LMNO 大鼠 PN 模型# 灵芝孢子油Q’$LMNO 组在造模前 R E 开始给灵芝孢子油每天 #"" -S T US# 连续 %" E* ’$
LMNO 组喂食生理盐水做对照* 造模后每周给予阿朴吗啡观察大鼠旋转行为的变化#H 周后用高效液相色谱法
检测大鼠纹状体多巴胺及其代谢物含量#免疫组织化学法检测黑质致密部酪氨酸羟化酶!VM"阳性细胞数量#
45A@5W6 X09@ 法对 VM 蛋白进行半定量测定*(结果&! 灵芝孢子油Q’$LMNO 组出现旋转行为的大鼠比例为 %"Y#
’$LMNO 组为 H#Y#两组比较有显著性差异* " 纹状体多巴胺及其代谢物含量在两组间存在差异#多巴胺手术
侧含量 T手术对侧含量在灵芝孢子油Q’$LMNO 组为!’"+%!Z)+#"Y#在 ’$LMNO 组为!R&+#&Z)+!’"Y*# 在黑质致
密带区灵芝孢子油Q’$LMNO 组的 VM 免疫阳性细胞及 VM 蛋白表达量均较 ’$LMNO 组显著增多* (结论& 灵芝
孢子油能明显改善 ’$LMNO 大鼠模型行为学#增加纹状体多巴胺及其代谢物含量并提高黑质多巴胺能神经元的
残存率#提示灵芝孢子油可能具有减缓 PN 病变进程的神经保护作用*
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中脑黑质致密部多巴胺能神经元进行性减少

是帕金森病!!""的主要病理生理基础# 尽管应用
左旋多巴类替代治疗和多巴胺受体激动剂能有效

地减轻患者临床症状$却无法延缓帕金森病病程的
进展# 近年来$针对帕金森病的神经保护药物国内
外有不少研究$已开发出单胺氧化酶 # 抑制剂%儿
茶酚$氧位$甲基转移酶抑制剂等药物$但临床效果
尚不明显&%$&’# 本实验通过研究灵芝孢子油对 ’(羟
多巴!’$)*"+"帕金森病大鼠模型黑质多巴胺能神
经元的保护作用$为寻找有效的神经保护药物提供
新途径#

% 材料和方法

%,% 动物!试剂和仪器
健康雄性 -" 大鼠 %.. 只$体质量 &../&0. 1$

由中山大学药学院动物中心提供# 灵芝孢子油!香
港盈康科技公司"$’$)*"+%阿朴吗啡!-234+ "$
5* 一抗!6*7426)8$ -234+"$抗兔 213 试剂盒
!博士德"$ 9:;<:=>$?@A< 检测盒!BACD:"$脑部立体
定位仪!8+B2-*237$-B$E8"$ *!%.FG+ 电化学检
测器$#"-6%H 色谱柱$4I>I$J=A<:K> 222 型电泳槽%
电转移装置$纯硝酸纤维素膜!!+LL"#
%,& 动物模型
随机将 -"大鼠分为正常对照组 &. 只%’$)*$

"+组 F. 只%灵芝孢子油M’$)*"+ 组 F. 只# 所有
大鼠均进行脑立体定向手术$ 前囟为坐标原点$前
囟右旁开 %,’ NN$ 前囟后 F,G NN$ 脑面下 O,G NN
为右侧黑质致密部定位点$ 钻开颅骨后$’$)*"+
组和灵芝孢子油M’()*"+ 组用微量注射器注入 0
!L!共 %H !1"’()*"+ 溶液$正常对照组注入 & 1 P
L抗坏血酸生理盐水 0 !L# 灵芝孢子油M’()*"+
组在造模前 0 Q开始每天喂食灵芝孢子油 E.. N1 P
R1$ 连续 %. Q# ’()*"+组和正常对照组喂食生理
盐水做对照# 造模后 % 周腹腔注射 .,E N1 P R1阿朴
吗啡$观察动物行为变化$记录 F. NI> 内向手术对
侧旋转次数#每周诱发 % 次$连续 F周#造模 F周后
处死各组大鼠$断头在冰上取纹状体和中脑组织#
%,0 多巴胺及其代谢产物含量测定"
按 &. !L P N1 的比例在手术侧及对侧纹状体

加入 .,% NA@ P L 高氯酸!内含 % 1 P L 半胱氨酸"制成
匀浆$离心取上清液 &. !L上样检测#流动相$以缓
冲液(甲醇体积比为 G S % 混合$调 J* 值至 F,.$高
压泵流速 %,. NL P NI>$ 电化学检测器检测电压 .,’
T# 定性分析(以样品峰的保留时间与标准物保留
时间对照定性# 定量分析(以样品峰面积与内标峰

面积的比值进行定量分析$检测多巴胺及其代谢产
物 0$F(二羟基苯乙酸!")!+6"的含量#
%,F 免疫组织化学染色检测 !"阳性细胞
中脑作冰冻切片 $ 切片厚度 E !N$0 NL P L

*&)& 作用 &. NI>$E. NL P L 羊血清封闭 0. NI>$加
入 5*一抗!兔抗大鼠$6*7426)8 $ % U %.."$F V
过夜$次日予二抗 0O V孵育 0. NI>$滴加链酶亲和
素$过氧化物酶复合物作用 0. NI>$"+# 显色$封片
后观察#阴性对照以 !#-代替一抗#光镜下观察并
对双侧黑质致密带 5* 阳性细胞计数$每个标本取
黑质区切片 0张计数$取平均值#
%,E #$%&$’( 免疫印迹法检测 !" 蛋白含量
取手术侧中脑组织$ 称量后加入细胞裂解液$

匀浆%超声破碎后$将组织加热变性$高速离心后取
上清液$ 测量蛋白质浓度# 在垂直电泳仪中灌注
%.W分离胶和 EW成层胶$ 加入不同组样本$ 稳压
%’. T 电泳 H. NI>$然后在转膜仪上将凝胶上的蛋
白转移到 !T"X 膜上$稳压 %.. T 转移 ’. NI>$ 取
出膜封闭 ’. NI>$ 加入 5* 一抗 !小鼠抗大鼠$
-234+$ % U F..." FV过夜$ 次日加入二抗孵育 0.
NI>$予化学发光剂作用后在暗室中曝光%显影%定
影%观察结果# 9:;<:=> ?@A< 蛋白带测定吸光度!!"
值$"$KC<I>为内参照#
%,’ 统计学方法
采用 -!-- %%,. 软件包进行数据处理和分析#

所有数据用均数Y标准差!!"""表示进行描述$采用
#检验和 !&检验$ 检验标准取 "Z.,.E#

& 结 果

&,% 大鼠造模后 )*+ 周的行为学表现
注射阿朴吗啡后$正常对照组大鼠均无固定旋

转方向$’$)*"+ 组有 FEW !%H P F."大鼠出现向手
术对侧旋转运动$其 F. NI> 内旋转行为平均!&H’Y
’&"次$灵芝孢子油[’$)*"+ 组有 %.W !F P F."出
现向手术对侧旋转运动$ 其旋转行为每 F. NI> 平
均!%HOYE0"次$出现旋转行为的大鼠比例在 ’$)$
*"+组和灵芝孢子油[’$)*"+组之间有显著性差
异!#&Z%&,0$$ \ .,.%"#此外$ 注射阿朴吗啡后在未
出现旋转行为的大鼠中 ’$)*"+ 组另有 EFW !%& P
&&" 大鼠出现持续 %. NI> 以上向手术对侧扭转身
体咬抓对侧肢体行为$ 灵芝孢子油[’$)*"+ 组有
00W!%& P 0’"出现上述表现#
&,& 纹状体多巴胺及其代谢产物含量
在第 E 周取纹状体测定多巴胺%")!+6 的含

量# 多巴胺%")!+6 含量在手术侧 P手术对侧比值
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分别是!正常组为"!"#"$#%&#’和"!"(%)$)%!$*%灵
芝孢子油+&,-./0 组为 &&"%!$1%2$*和 &&1%2$
2%($*%&,-./0 组为&(3%&$1%($*和&)&%#$(%&$*’
结果显示灵芝孢子油+&,-./0 组术侧纹状体多巴
胺和 /-405 含量减少的程度轻于 &,-./0 组%两
组间比较有显著性差异"!6!(%#%" 7 "%"!$’
#%( 中脑黑质致密部 !"阳性细胞染色情况

8. 阳性细胞的细胞浆和突起均呈深棕黄色’
灵芝孢子油+&,-./0 组在手术侧仍有较多 8. 阳
性细胞 "图 !0$% 灵芝孢子油+&,-./0 组存活的

8. 阳性细胞着色深%形态正常%胞体完整%轮廓清
晰"图 !9$’ &,-./0组 8.阳性细胞数量明显减少
"图 !5$%&,-./0 组的 8. 细胞着色较浅% 轮廓模
糊%部分细胞体积缩小%细胞内有空泡"图 !/$’ 手
术对侧灵芝孢子油+&,-./0 组 8. 阳性细胞数量
接近正常对照组%&,-./0组减少较明显’经 !检验
行两两组间的差异性比较%结果显示 ( 组在手术侧
8. 阳性细胞存活数量有显著性差异 " 7 "%"! "见
图 #$’

图 # 各组黑质致密部 !"阳性细胞残存率
$%&’( )*+,%,-. +/0- 12 !" 314%0%,- 5-66 %7 )835 %7 .%22-+9
-70 &+1*34

:;<= >?@A A< ;BCDA! E<;=F>% GH<;? <B>"E< ;<AFAB<E$% &I-./0"E<
;<AFAB<E$%GH<;? <B>";<AFAB<E$ FEJ &I-./0 ";<AFAB<E$ C;<KH FLL<;JBEC>M

图 : 术侧 )835 区不同处理组 !"阳性细胞图
;%&’< !" 314%0%,- 5-664 %7 )835 12 6-4%17 4%.- %7 .%22-+-70 0+-/0 &+1*34

0! GH<;?G <B> +&I-./0 C;<KH "N#""$( 9! GH<;?G <B> +&I-./0 C;<KH &N)""$( 5! &I-./0 C;<KH &N#""$( /! &I-./0 C;<KH &N)""$

#%) =-40-+7 >610 半定量检测中脑 !" 蛋白含量
免疫印迹法对各组动物手术侧中脑 8. 蛋白

含量进行半定量检测结果显示%正常对照组 8. 含
量最高’ 灵芝孢子油+&,-./0 组无旋转行为大鼠
8. 含量比正常对照组略减少%&,-./0 组无旋转
行为大鼠的 8.含量比正常对照组明显减少’ 在有
旋转行为的大鼠中% 灵芝孢子油+&,-./0 组和 &,
-./0组 8.含量无明显差异%均显著减少’&图 ($

图 ? 术侧中脑 !"含量=-40-+7 >610 检测结果图
;%&@? !A- +-4*60 12 =-40-+7 >610 12 6-4%17 4%.-

!!E<;=F> C;<KH(#!GH<;?G <B> +&I-./0 C;<KH &E< ;<AFAB<E$((!
&I-./0 C;<KH &E< ;<AFAB<E $()!&I-./0 C;<KH &;<AFAB<E$(2!GH<;?G
<B> +&I-./0 C;<KH &;<AFAB<E$
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& 讨 论

&/" 本实验模型模拟了人类 !"的病理变化
由于特异地含有活性 01 离子! 以及多巴胺自

身代谢中可产生超氧自由基"醌类及半醌!黑质多
巴胺能神经元呈现对内源性"外源性毒物损伤的易
感性#&$% 随年龄增加的原发性氧化应激压力"各种
损伤引起线粒体功能障碍而出现的继发性氧化应

激" 泛素2蛋白酶途径介导的有害蛋白质降解过程
发生异常"以及小胶质细胞激活释放炎性细胞因子
促发毒性反应等多因素均可单独或协同导致黑质

多巴胺能神经元发生死亡#’$%
)23456 是多巴胺异常羟化的衍生物!内源性

)23456可能由过量 01&7诱发产生% 外源性给予 )2
3456 被多巴胺能神经元摄入后!可产生大量自由
基!抑制线粒体呼吸链的功能!最终导致多巴胺能
神经元死亡#)$% 黑质致密部注射 )23456数小时后
即可检测出黑质多巴胺能神经元发生细胞损伤!’8
( 9后有 ’.:8,.:多巴胺能神经元陆续出现凋亡"
坏死!;4 免疫阳性细胞逐渐减少"消失!靶区纹状
体多巴胺的含量显著减少!实验动物出现较特异的
行为学改变% 本实验 <5 组中有 ’(:大鼠能成功被
诱发出旋转行为!其余 ((:无旋转行为的大鼠术侧
;4阳性细胞残存率也仅为 &’$=)/*’:% 可见尽管
这部分动物无行为学变化!但多巴胺能神经元已明
显减少%
&/$ 灵芝孢子油的多种药理作用
灵芝是担子菌纲多孔菌科灵芝属真菌!被历代

医家推崇为滋补强壮"扶正固本的珍品% 灵芝孢子
是灵芝的生殖细胞% 本课题组谢安木等#*$使用灵芝

孢子粉预处理 )23456大鼠模型!能减少模型动物
的旋转行为出现率!减轻手术侧黑质神经元超微结
构线粒体的病理改变!提示灵芝孢子可能具有保护
黑质多巴胺能神经元的作用%而通过超临界二氧化
碳萃取的灵芝孢子油含三萜类"多糖"核苷类"脂肪
酸"有机锗及微量元素等其它成分!它们具有强烈
的生理活性%其中三萜类在灵芝孢子油中含量最高
达 &.:!该类物质有较高的脂溶性!相对分子量一
般为 ’..8)..!目前有 * 种不同的母核结构!分离
得到 "$.多种三萜类新化合物%目前国内多个实验
室的研究已证实三萜类具有降低化学性和免疫性

肝损害"抗氧化和清除自由基"调节免疫功能等较

广泛的药理作用#,2""$%
&/& 灵芝孢子油对帕金森病大鼠模型的保护作用
本研究证实使用灵芝孢子油干预能显著减少

)23456 大鼠旋转行为的发生!干预组手术侧纹状
体内多巴胺含量减少的程度明显轻于对照组!黑质
区免疫组化和 >1?@1AB CDE@ 检测结果显示 ;4 的细
胞数目及 ;4 蛋白表达量在灵芝孢子油7)23456
组均比 )23456对照组显著增多%以上结果高度提
示灵芝孢子油对 )23456 帕金森病大鼠模型的行
为学"神经递质"病理等方面均能显著改善!具有神
经保护作用%我们推测其机理可能与三萜类抗自由
基"减轻免疫反应的生物活性有关% 灵芝孢子油对
其它 <5 动物模型是否同样具有保护作用!具体机
制如何!我们拟在今后作进一步研究%
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