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帕金森病>?,@A-26=2 B-61,61#?CD是一种好发于
中老年的慢性神经系统退变性疾病% 研究表明

?C 病人脑内多巴胺!CE"能神经元呈凋亡样改变#
提示细胞凋亡可能参与了 ?C 的发病过程 F’G#但其
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摘 要!&目的’ 观察姜黄素!<7@<7+-2#!7@"对 O??P诱导的 ?!IJ 细胞凋亡的保护作用 #并且探讨其与
-QRS 关系% &方法’采用碘化丙啶!?T" 染色流式细胞术 UV!OW 检测 ?!IJ 细胞凋亡#间接免疫荧光 V!O 检测
?!IJ 细胞 -QRS 的表达% &结果’?!IJ 细胞自然凋亡率为>I;K(";IWX#L;K ++=.(Y)’ O??P作用 HN Z 后#?!IJ 细
胞凋亡率为 UK(;K(J;&DX$J" !+=.)Y)I !7@ 和 ";I ++=.)Y)I 特异性 -QRS 抑制剂氨基胍 U,+-2=37,2-B-21[E\D对
?!’H 细胞作用 HN Z 后无明显凋亡诱导作用#但分别使 L;K ++=.)Y)’ O??P处理组细胞凋亡率由UK(;K(H;&DX下
降到!’K;((K;#"X和!#(;&(M;&"X U!] L;L’D$?!’H 细胞经 L;K ++=.)Y)’ O??P处理 HN Z 后#其 -QRS 表达率由正
常对照的!’#;K(’;K"X增加到U&’;((N;LDXU!] L;L’D[ 加入 HL !+=.)Y)’ !7@ 同时处理 HN Z 后#其 -QRS 蛋白表达
率由!&’;((N;L"X下降到!NL;L(#;L"XU!] L;L’D% &结论’!7@ 可以抑制 O??P诱导的 ?!’H 细胞凋亡#其作用机制
之一可能与抑制 -QRS 高表达有关%
关键词! 姜黄素$ O??P$凋亡$诱导型一氧化氮合酶
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具体机制尚未完全明瞭! 目前认为可能与脑内氧
化应激反应增强导致活性氧 "!"#$%&’" ()*+",
-.&/"-0 123#过多密切相关 456! 723 是具有很高生
物学活性的含氧分子$如8525$92$28:$25

;$脂质
过氧化物等$其中92 是一种细胞信号分子0参与神
经传导%记忆等重要生理功能$但过量的 92 具有
神经毒性作用$ 可能在神经退行性疾病的发生发
展中起重要作用! 92 由一氧化氮合酶<,&%!&/ ()&="
-*,%>?-"0 923@催化产生! 923 分为 A 型$即神经型
923 <,"B!(#C ,&%!&/ ()&=" -*,%>#-"$,923D$ 诱生型
923<&,=B/&EC" ,&%!&/ ()&=" -*,%>#-"$&923D$ 内皮源
型 923<",=(%>"C&#C ,&%!&/ ()&=" -*,%>#-"$"923D! 其
中 &923 为钙非依赖性$ 在正常状态下不表达$一
旦表达则催化持续产生大量的 92!8B,!% 等4F6观察

GH 患者脑内 &923 表达与神经损伤的关系$ 推测
中脑部反应性胶质细胞过度表达 &923 是黑质 HI
能神经元损伤的重要原因!姜黄素"/B!/BJ&,K LB!#
是从姜黄中提取的酚性色素$ 为姜黄的主要有效
成分$体内外实验证明它具有抗氧化$清除自由基
的作用 4M6! G#, 等 4N6发现 LB! 明显降低 OG3 激活的
巨噬细胞 &923 的产生!本实验室的前文报道 4P6LB!
可以抑制氧化应激Q8525D 诱导的 GLR5 细胞凋亡$
其机制可能与降低细胞内 723 的含量有关! 但是
LB! 对 GH 的细胞模型是否具有保护作用$罕见文
献报道 ! R"甲基"M"苯基"吡啶 "R"J"%>*C"M".>",*C"
.*!&=&BJ$SGGT# 是公认的可以诱导 GH 的神经毒
物$SGGT的神经毒作用可能与产生过量 92 有关
4U6!本实验应用SGGT处理具有神经元结构和功能特

性的 GLV5 细胞 $建立GH细胞模型 4W6$探讨LB! 对
SGGT诱导的 GLV5 细胞凋亡的保护作用及其与
&923 的关系$为防治 GH 提供新的实验依据!

V 材料和方法

VXR 试剂与设备
LB!%GY%79?-" I%IZ 和SGGT购自美国 3&+J?

公司&7GSY"VPM[ 培养基%马血清和胎牛血清购自
美国 Z&E/(\7O 公司& 特异性兔抗鼠 &923 单克隆
抗体购自美国 3?,%?L!B] 公司&羊抗兔 Y+Z"^Y_L 购
自武汉博士德公司!流式细胞仪$美国 \‘LaSI9"
L2bO_‘7 公司产品 Q‘OY_‘$激光波长 MWW ,J$功
率 VN JcD&离心机$上海安亭科学仪器厂产品"型
号 W["d\K容量 5[ JO#V5#!
VX5 细胞培养

GLV5 细胞由我校实验动物中心引入$培养于
含体积分数 V[e马血清%体积分数 Ne胎牛血清的

7GSY"RPM[ 培养基中$于 FU $%体积分数 NeL25

条件下培养! 选取对数生长期细胞实验!
RXF 分组与处理

GLR5 细胞<数密度为 R%R[fg OD根据要求分为’
!空白对照组"/(,%!(C#’在细胞培养基中不加入任
何药物&"LB! 组’在细胞培养基中加入 5[ #J(C(
O:R 姜黄素&$&923 抑制剂组’在细胞培养基中加
入 [XR JJ(C(O:RIZ&%SGGT组’在细胞培养基中加
入 [XN JJ(C(O:R SGGT&&LB! 加 SGGT组’在细胞培
养基中加入 5[ #J(C(O:R 姜黄素和 [XN JJ(C(O:R

SGGT&’SGGT加 &923 抑制剂组’在细胞培养基中
加入 [XR JJ(C(O:R IZ 和 [XN JJ(C(O:R SGGT!
RXM 流式细胞仪!!"#"检测 $"%&细胞凋亡
各实验组细胞按要求处理后$5XN +gO 胰蛋白

酶消化贴壁的 GLR5 细胞 $R [[[ !gJ&, 离心 R[
J&,$去上清$G\3 漂洗 5 次$沉淀中加入体积分数
U[e乙醇固定! R [[[ !gJ&, 离心 R[ J&,$去上清$
G\3 漂洗 5 次$调整细胞数密度为 R#R[P gJO! 加
N[ #O 79?-" 至终质量浓度 R +gO$FU &水浴 F[
J&,!加 GY 至终质量浓度 N[ J+gO$FN[ 目尼龙网滤
膜过滤去除细胞团块$M &避光染色 F[ J&, 后$上
^LS 检测"激发波长’MWW ,J&发射波长’PR[ ,J#
各期细胞 H9I 的含量! 测定数据按 ^LS 所配置
的软件进行数据处理$ 以 H9I 组方图出现低于
ZR 期 H9I 含量的亚 ZR 峰的大小代表凋亡细胞
的多少$计算凋亡率!
RXN !"#检测 ’()*的表达
收集细胞$调整为 R%R[U gJO! 每份标本分实

验管和对照管$各加入 R[[ #O 细胞!用 R[[ #O 固
定试剂<YL h&)?%&(, iBhh"!$"\&(-$&",$" 公司产品 D固
定 R >! 加入破膜试剂 <."!J"?i&C&]?%&(, iBhh"!K
"\&(-$&",$" 公司产品 DN[[ #O$离心去上清后再加
入 F[[ #O 破膜试剂$R[ J&, 后离心去上清! 实验
管加入 N[ #O 按 R’R[[ 用破膜剂稀释的一抗 "对
照管不加一抗#$室温<RW(5N &D孵育 F[ J&,! 两管
均用 N[[ #O G\3 洗两次后$ 加入按 R)5[[ 用 N +g
O 牛血清白蛋白g磷酸缓冲溶液"\3IgG\3#稀释的
二抗 R[[ #O$室温 <RW(5N &D孵育 F[ J&,$用 N[[
#O G\3 洗两次上机检测! 以对照管作为空白定
标$计数 R[ [[[ 个细胞$记录阳性细胞百分率!
RXP 统计学处理
数据经 3G33 RRX[ 统计软件进行统计分析$用

!!" 描述 $ 组间比较用单因素方差分析 <(,""j#*
I92kID 检验$ 后用最小有意义差异 # 检验"C"?-%
-&+,&h&$?,% =&hh"!",$""$$O3H"$#进行均数间的多重比
较$取 ! l [X[N!
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图 ! 不同处理方式对 "#!$ 细胞凋亡的影响!!%&"
’()*! +,,-./ 0, 1(,,-2-3/ /2-4/5-3/6 03 4707/06(6 0, "8!$

.-996
!"#!$% !&’(")*+ ,"#,"&-.# /0!%1+ &&’(")*+ /0# 23345 %16

&&7(")*+ 2334 # 8"94233!%:6 &&’(")*+ 2334 ;.< $% !&7(")*+

,"9,"&-.#/04233! %:6 &&7(")*+ 2334 ;.< %:+ &&7(")*+ /0:=>?
<;@$ ;9? 9?A9?B?.@?< ;B &?;. %CD &’()E -.<?A?.<?.@ ?FG?9-&?.@1
H.?*I;J /KHL/ I;B G?#M’#&?< ;.< #?NO;PO< ; BQRSQMQ,;S@ ?MM?,@T!U
VW1+X " Y%:%+Z:37B@ [7+ @OB@B TPO;B@ BQ\SQMQ,;S@ <QMM?9?S,?*#$)CD*#Z
B[7I?<5 ] " ^%:%6 ,7_A;9?< IQ@[ ,7S@97P \97"A #]]" Y %:%+ ,7_*
A;9?< IQ@[ ,7S@97P \97"A#‘‘ " Y %:%+ ,7_A;9?< IQ@[ 2334 \97"A

, 结 果

,-" :"";对 "8<$细胞凋亡的影响
采用 a82 检测细胞凋亡状况$结果如图 + 所

示$空白对照组 38+$ 细胞的凋亡率为T+:6%%:+Zb$
%16 __7P%)c+ 2334作用 $d [ 后&38+$ 细胞的凋亡
率为 T6V:6%$:WZe T"Y %:%+Z&表明 2334可以显著

诱导 38+$ 细胞凋亡’

,-, :"";和 !"#对 "8<$细胞 (=>?表达的影响
用a82检测细胞 QKHC蛋白的阳性表达率&结

果&38+$细胞经%:6 __7P")c+ 2334处理$d [后&其
QKHC蛋白表达率由正常对照的 (+E:6%+:6)e增加
到(W+:V%d:%)e&而同时加入 ,. !)(/%01" 的 23’&
则表达率降至(4.-.%5-.)6&5 组比较 !7,89-8&":
.-."&经 0;<1# 检验&两两之间 " 皆:.-."&表明 23’
可抑制 =>>?诱导的 @AB; 蛋白表达’
$:E 8@2 和 AB 对 :"";诱导 "8<C 细胞凋亡的
影响

采用 a82 检测细胞凋亡状况&结果如图 + 所
示&$% !_7P%)c+ 8"9 和 %:+ __7P%)c+/0并不诱导
38+$ 细胞凋亡& 上述浓度的8"9 和 /0 作用 38+$
细胞 $d [ 后 &38+$ 细胞的凋亡率分别为 T+:E%
%:+Ze和(+:W%%:+)e&与对照组fT+:6%%:+Zeg比较无
明显差异(" ^%:%6)#但是可以分别使%:6 __7P%)c+

2334处理的 38+$ 细胞的凋亡率由T6V:6%$:WZe下
降到 (+6:V%6:E)6T" Y %:%+Z 和 (EV:W%h:W)6T"Y

%:%+Z’ 结果表明8"9 和 /0 均能抑制 2334诱导的

细胞凋亡’

5 讨 论

3D 是一种严重影响中老年人身体健康的慢性
神经系统退变性疾病& 迄今其确切病因和发病机
制尚不清楚& 近年来诸多证据表明脑内氧化应激
在 3D 发病机制中起重要的作用’ KH 作为氧自由
基的一种&大量的证据表明它的神经毒性在 3D 发
病中起重要的作用 iVj’ 在中枢神经系统中&高浓度
的 KH 可透过细胞膜*线粒体膜等生物膜&修饰某
些蛋白质的巯基*血红素辅基及铁硫中心&从而抑
制各种线粒体呼吸链复合体的活力#另一方面&KH
与超氧阴离子(H$

c)发生快速反应X生成强氧化性的
过氧化亚硝基 TAO97FJSQ@9Q@O& HKHHcZ&而引起蛋白
质*类脂质及 DK/ 氧化&或分解转化为 Hkc自由基

对细胞有不可逆的氧化损伤i+%j’
病理状态下 QKHC 一旦表达后 X 则可持续存

在X 产生大量的 KH 引起神经损伤’ 3D 大鼠受损
侧黑质有明显的 QKHC 基因表达#未损侧仅有轻度
表达#对照组大鼠两侧黑质均无 QKHC 基因表达i++j’
k"S7@ 等 i+$j发现 3D 患者黑质中表达 QKHC 的胶质
细胞密度与健康对照组相比明显增高’ l9mNmSQ 等fVj

研究发现 XQKHC 抑制剂可以保护 D/ 能神经元变
性’本实验在 2334诱导的 3D 细胞模型中观察到&
2334可明显诱导 38+$ 细胞凋亡&并引起 QKHC 表
达上调&QKHC 的特异性抑制剂 /0 可抑制 2334诱

导的 38+$ 细胞凋亡&在细胞研究水平上&进一步
证实 QKHC 表达可能在 3D 的发病过程中起着重
要的作用’
姜黄是一种多年生的草本植物& 在亚洲的热

带地区广为栽培& 其根茎广泛用于食品上色和调
味剂&其粉末称之为姜黄根粉&也作为医用’8"9 是
从姜黄根茎中提取的一种酚性色素& 是姜黄的重
要活性成分&具有抗肿瘤*抗氧化*抗炎*降血脂等
广泛的药理作用’ 近年 8"9 的抗氧化作用日益受
到重视& 本实验室最近证实&8"9 对 k$H$ 诱导的

38+$ 细胞凋亡有保护作用fnj’ 本实验在 2334诱导

的 3D 细胞模型中也观察到 &8"9 不仅可以抑制
2334诱导的 38+$ 细胞凋亡 & 还可以明显抑制
QKHC 表达& 提示 8"9 的神经保护作用机制之一可
能与其降低 QKHC 的产生有关’
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心肌细胞内与未行转染的心肌细胞类似!只有微
量的 !"#$$%蛋白表达" 而正向插入的重组腺病毒
&’($!"#$$%)*#真核启动子在目的基因的上游$在心
肌细胞内得到高效表达! 表明心肌细胞能够高效
表达外源性 !"#!$% 基因! 同时提示只有将外源基
因正向导入靶细胞!才能使目的基因正常表达!而
反向插入的基因无法表达功能蛋白%
心肌对缺血缺氧异常敏感!心肌细胞遭受缺血
缺氧后会有大量的细胞凋亡+,-% 本实验以缺氧培养
成功诱导出心肌细胞凋亡! 并以重组腺病毒为载
体用 !"#!$% 基因来抑制细胞凋亡! 保护体外培养
的心肌细胞% 实验发现将 !"#!$% 基因正确导入细
胞后!心肌细胞缺氧诱导的凋亡指数明显降低!荧
光显微镜下未见凋亡小体! 而未转染 !"#!$% 基因
的心肌细胞因缺氧出现大量的凋亡细胞 . 表明心
肌细胞通过转染 !"#!$% 基因 . 虽然没有完全阻断
细胞凋亡!但大大提高了抗凋亡能力% 同时心肌细
胞的抗缺血&缺氧和抗损伤能力明显增强!提示转
染 !"#!$% 基因通过其抗凋亡作用能明显提高心肌
细胞在缺氧条件下的生存能力% 因此 !"#!$% 基因
对缺血性心脏病具有潜在的治疗价值%
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