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[摘要] 目的 探究姜黄素对1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP)诱导的帕金森病(Parkinsondisease,

PD)模型小鼠的神经保护作用及其机制。方法 将72只雄性C57BL/6J 小鼠,随机分为Control组(A组)、MPTP
组(B组)和 MPTP+姜黄素组(C组)。实验前5d,B、C组小鼠每天腹腔注射 MPTP30mg/kg,A组小鼠腹腔注射

等量生理盐水;第6天始,C组小鼠每天腹腔注射姜黄素(溶于DMSO)50mg/kg,A、B组小鼠每天腹腔注射等量的

DMSO,连续7d。给药结束后,采用行为学实验评估各组小鼠的运动、学习和记忆力功能。实验第15天,取各组小

鼠黑质区,ELISA法检测TNF-α、IL-1β和IL-6的含量,蛋白印迹法检测CD86和 NF-κB的相对含量,荧光免疫组

织化学染色检测TH阳性神经元的数量。结果 与B组相比,A、C组小鼠的下降时间明显减少,脱落潜伏期和交

替百分比明显增加(F=17.29~19.28,P<0.05),黑质中TNF-α、IL-1β和IL-6的含量明显减少(F=31.73~80.97,

P<0.05),黑质中CD86、NF-κB蛋白的表达明显减少(F=24.93、55.61,P<0.05),黑质中TH阳性神经元的数量

显著增加(F=47.64,P<0.05)。结论 姜黄素可有效改善PD模型小鼠的行为障碍,发挥神经保护作用,其机制

可能与抑制NF-κB信号通路,致小胶质细胞活化抑制、炎性反应发生降低、多巴胺能神经元退化减轻有关。
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TheneuroprotectiveeffectofcurcumininamousemodelofParkinson’sdiseaseanditsmechanism
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheneuroprotectiveeffectofcurcuminonmicewith1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tet-

rahydropyridine(MPTP)-inducedParkinson’sdisease(PD)anditsmechanism. Methods Atotalof72maleC57BL/6J mice

wererandomlydividedintocontrolgroup(groupA),MPTPgroup(groupB),andMPTP+curcumingroup(groupC).Forthe

5dbeforetheexperiment,themiceingroupsBandCweregivenintraperitonealinjectionofMPTPeveryday,andthoseingroup

Aweregivenintraperitonealinjectionofanequalvolumeofnormalsaline;sinceday6,themiceingroupCweregivenintraperito-

nealinjectionofcurcumindissolvedinDMSOatadoseof50mg/kg,andthoseingroupsAandBweregivenintraperitonealinjec-

tionofanequalvolumeofDMSO,everydayfor7consecutivedays.Aftertheendofadministration,behavioralexperimentswere

usedtoevaluatethemotor,learning,andmemoryfunctionsofmiceineachgroup.Onday15oftheexperiment,thesamplesof

substantianigrawerecollectedfromthemiceineachgroup,andELISAwasusedtomeasurethecontentoftumornecrosisfactor-α
(TNF-α),interleukin-1β(IL-1β),andinterleukin-6(IL-6);WesternblottingwasusedtomeasuretherelativecontentofCD86

andNF-κB;immunohistochemicalstainingwasusedtomeasurethenumberofTH-positiveneurons. Results Comparedwith

groupB,groupsAandChadasignificantreductionindescendingtime,significantincreasesindroplatencyandpercentageofal-

ternation(F=17.29-19.28,P<0.05),significantreductionsinthecontentofTNF-α,IL-1β,andIL-6(F=31.73-80.97,P<

0.05)andtheexpressionofCD86andNF-κBinthesubstantianigra(F=24.93,55.61,P<0.05),andasignificantincreaseinthe

numberofTH-positiveneuronsinthesubstantianigra(F=47.64,P<0.05). Conclusion Curcumincaneffectivelyimprovebe-

haviordisorderandexertaneuroprotectiveeffectinPDmice,possiblybyinhibitingtheNF-κBsignalingpathway,therebyleading

totheinhibitionofmicroglialcellactivation,thereductionininflammatoryresponse,andthealleviationofdopaminergicneuronde-

generation.
[KEYWORDS] Parkinsondisease;Diseasemodels,animal;Curcumin;Microglia;NF-kappaB;Neuroinflammatorydisea-

ses;Neuroprotection

  帕金森病(Parkinson’sdisease,PD)是一种常

见的神经变性疾病。研究发现,PD患者黑质中存

在神经炎症,当小胶质细胞过多分泌炎性因子时,易
对多巴胺能神经元产生毒性,并最终致其发生进行

性死亡[1-2]。因此通过干预降低黑质区促炎因子的

水平,减缓PD患者神经炎症进展,是目前比较有效

治疗措施之一。目前临床主要使用的一线药物有左

旋多巴和多巴胺受体激动剂,但效果并不满意,长期

服用患者可产生耐药性,甚至出现异动症、妄想和焦

虑等不良反应[3]。姜黄素提取于姜黄的根茎,具有

抗炎、抗氧化应激、抗凋亡等作用,而且毒副作用
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小[4-6]。本研究通过腹腔注射1-甲基-4-苯基-1,2,3,

6-四氢吡啶(MPTP)构建PD模型小鼠,观察姜黄素

对小鼠行为学习和记忆功能的影响,并进一步探究

其作用机制,为PD患者的临床治疗提供实验数据

参考。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

姜黄素购于美国Sigma公司,小鼠TNF-α、IL-
1β和IL-6ELISA试剂盒均购于上海江莱生物有限

公司,MPTP购于美国 GLPBIO 公司,兔抗 CD86
抗体、兔抗p-NF-κBp65抗体和GAPDH均购买于

英国 Abcam 公司,抗酪氨酸羟化酶抗体购于美国

CST公司。转棒测试仪和Y迷宫全自动测试仪购

于美国 MedAssociates公司。

1.2 动物分组与处理

健康成年雄性C57BL/6J 小鼠72只购自斯贝

福(北京)生物有限公司(No.11032422010540776-
5),随机分为Control组(A组)、MPTP组(B组)和

MPTP+姜黄素组(C组),每组24只。实验前5d,

B、C组小鼠每天腹腔注射 MPTP30mg/kg,A组

小鼠腹腔注射等量生理盐水;第6天始,C组小鼠腹

腔注射姜黄素(溶于DMSO)50mg/kg,A、B组小鼠

每天腹腔注射等量的DMSO,连续7d[7]。

1.3 行为学实验评估各组小鼠的运动、学习和记忆

功能

1.3.1 爬杆实验[8] 实验第13天时,分别从各组

小鼠中随机选取8只,置于表面粗糙木杆顶部(直径

8mm、高55cm),测量小鼠自顶部至前爪到达地面

的时间(下降时间)。每只小鼠隔30min测量一次,
连续测试3次,结果取平均值。每次实验结束后均

将小鼠放回。

1.3.2 转棒实验[9] 爬杆实验结束后,间隔6h,分
别从各组中再随机选取8只小鼠进行转棒实验。将

各组小鼠放置于转棒测试仪的转棒上,从4r/min
到40r/min匀速调节转棒的速度,记录脱落潜伏期

(小鼠从转棒上掉落的时间)。每只小鼠测试3次,
每次测试的间隔时间大于30min,结果取均值。每

次实验结束后均将小鼠放回。

1.3.3 Y迷宫实验[8] 实验第14天时,分别从各

组中再随机选取8只小鼠进行Y迷宫实验。将各

组小鼠放置在Y迷宫全自动测试仪的一臂末端,并
允许其在每个臂上自由爬行。记录小鼠8min内入

臂次数(当小鼠的后爪完全进入其余任何手臂时,认

为完成一次入臂过程)和自发交替次数(小鼠依次进

入不同臂认为完成一次交替)。交替百分比=[(自
发交替次数)/(入臂次数-2)]×100%。

1.4 ELISA法检测各组小鼠黑质中TNF-α、IL-1β
和IL-6的含量

实验第15天时,将每组24只小鼠随机分为3
份,每份8只。随机取其中的一份8只小鼠,以异氟

烷吸入麻醉后处死,剥离出小鼠脑组织,用浓度

0.01mol/L的PBS(pH7.4)冲洗后,分离出黑质并

测量其质量后,按照1∶9比例(1g脑组织对应

0.01mol/L的PBS9mL)加入PBS溶液,置于冰上

充分研磨、离心后,收集上清液。按照ELISA试剂

盒的说明检测黑质中TNF-α、IL-1β和IL-6的含量。

1.5 蛋白印迹法检测各组小鼠黑质中CD86以及

NF-κB的相对含量

再随机取其中的一份8只小鼠,以异氟烷吸入

麻醉后处死,剥离出脑组织,用浓度0.01mol/L的

PBS(pH7.4)冲洗后,分离出黑质并测量其质量后,
取20mg的黑质组织依次加入400μL的RIPA裂

解液、4μL蛋白酶抑制剂和4μLcolktail后,置于

冰上充分研磨、离心后,收集上清液。提取黑质的蛋

白样本,样本经过电泳、转膜、封闭等操作后,分别与

一抗抗 CD86(1∶1000)、抗 p-NF-κBp65(1∶
1000)和抗GAPDH(1∶5000)在4℃下孵育过夜。

TBST冲洗3次后,将膜分别与相应的二抗(1∶
5000)在37℃下孵育2h。TBST冲洗3次后显

影,以ImageJ软件分析条带灰度值。

1.6 荧光免疫组织化学染色检测各组小鼠黑质中

TH阳性神经元数量

剩余的一份8只小鼠,以异氟烷吸入麻醉后处

死,将脑组织经过剥离、固定、脱水等操作后。参考

小鼠脑图谱[10],将其沿冠状面以10μm 厚进行切

片。选择其中含有黑质组织的切片,经过冲洗、通透

以及封闭等操作后。用抗酪氨酸羟化酶(TH)抗体

(1∶200)孵育切片并于4 ℃下过夜。第2天用

0.01mol/L的PBS冲洗切片3次,共计15min,以
荧光二抗(绿色,1∶100)在室温下孵育1h。用

BX53荧光显微镜和DP50数码相机观察并拍摄黑

质中TH阳性神经元数目。

2 结  果

2.1 姜黄素对各组小鼠运动、学习以及记忆功能的

影响

三组小鼠的下降时间、脱离潜伏期、交替百分比
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比较差异有显著性(F=17.29~19.28,P<0.05),各
组间两两比较,差异也均具有显著意义(P<0.05)。
见表1。

2.2 姜 黄 素 对 各 组 小 鼠 黑 质 中 TNF-α、IL-1β和

IL-6含量的影响

三组小鼠黑质中TNF-α、IL-1β、IL-6含量比较

差异均有显著性(F=31.73~80.97,P<0.05),各组

间两两比较,差异也均具有显著意义(P<0.05)。
见表2。

表1 姜黄素对各组小鼠运动、学习和记忆功能的影响

(n=8,x±s)

组别 下降时间(t/s) 脱离潜伏期(t/s) 交替百分比(χ/%)

A组 4.65±1.16 88.25±23.92 69.09±9.50
B组 8.38±1.35 34.75±13.05 47.21±7.29
C组 6.29±1.09 59.13±13.10 57.85±4.75

表2 姜黄素对各组小鼠黑质中TNF-α、IL-1β和IL-6
含量的影响(ρ/ng·L-1,n=8,x±s)

组别 TNF-α IL-1β IL-6

A组 65.53±17.35 72.05±15.47 39.21±10.36
B组 168.62±29.16 162.93±15.53 80.08± 8.92
C组 106.22±12.48 109.27±11.75 59.72±11.35

2.3 姜黄素对各组小鼠黑质中CD86和NF-κB表

达的影响

蛋白印迹法检测结果显示,A~C组小鼠黑质

中CD86蛋白的相对表达量分别为1.00±0.00、

1.78±0.33、1.37±0.17,p-NF-κBp65蛋白的相对表

达量分别为1.00±0.00、1.44±0.12、1.22±0.13。
各组间上述指标比较差异均具有统计学意义(F=
24.93、55.61,P<0.05),各组间两两比较,上述两个

指标差异也均具有显著性(P<0.05)。见图1。

A~C分别代表A~C组

图1 各组小鼠黑质中CD86和NF-κB蛋白表达量比较

2.4 姜黄素对各组小鼠黑质中TH阳性神经元数

量的影响

A~C组小鼠黑质中TH阳性神经元数目分别

为(60.62±10.29)、(25.25±4.83)、(39.00±5.55)个,
各组间比较差异有显著性(F=47.64,P<0.05),各

组间两两比较,差异均具有显著意义(P<0.05)。
见图2。

A~C分别代表A~C组,免疫荧光染色,100倍

图2 姜黄素对各组小鼠黑质中TH阳性神经元数量的影响

3 讨  论

PD是一种多因素导致的以黑质中多巴胺能神

经元进行性死亡为特征的疾病。目前的治疗方案不

能有效阻止或减缓PD的神经退行性病变[11]。因

此,需要进一步探索PD发生发展的相关机制,并找

寻有效的治疗药物。大量研究表明,神经炎症参与

PD的病理生理过程。在PD患者的大脑中,均发现

小胶质细胞的活化以及促炎因子的过度表达[12-14]。
姜黄素具有显著的抗炎、抗氧化以及抗癌的特

性[15-17]。最近的一些研究指出,姜黄素在PD、阿尔

兹海默症和多发性硬化等神经系统疾病中,具有神

经保护作用[18-20]。另有研究显示,姜黄素可以通过

抑制NLRP3炎症小体的活化,以及缓解Drp1介导

的线粒体功能障碍,发挥对PD患者的神经保护作

用[21]。本研究采用 MPTP构建经典PD模型小鼠,
通过爬杆实验、转棒实验和Y迷宫实验,对小鼠的

运动、学习以及记忆功能进行测试,结果表明,与

MPTP组小鼠相比,经姜黄素治疗的PD模型小鼠,
下降时间缩短、脱离潜伏期增加和交替百分比提高。
提示姜黄素可有效改善PD模型小鼠的运动、学习

和记忆功能障碍。虽然目前已经有大量研究证实,
姜黄素具有神经保护作用,然而姜黄素治疗PD的

机制尚不清楚。
在本研究中,首先鉴定了姜黄素对促炎因子的

影响,再进一步研究其对 MPTP诱导的小鼠黑质中

小胶质细胞的作用。ELISA法检测结果显示姜黄

素能够减少黑质中TNF-α、IL-1β和IL-6的过度释

放,验证了姜黄素对神经炎症的调控作用。蛋白印

迹法结果表明,姜黄素可以抑制 MPTP诱导的小鼠

黑质中小胶质细胞表面标记物CD86的表达,表明

姜黄素可以抑制小胶质细胞的活化。为了进一步探

讨姜黄素调控小胶质细胞活性的分子机制,本研究

还采用蛋白印迹法检测了小鼠黑质中 NF-κB通路

相关蛋白,发现姜黄素抑制了 MPTP诱导的小鼠黑

质中NF-κB通路相关蛋白的表达。以上结果表明
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姜黄素抑制小胶质细胞,减轻神经炎症可能通过调

控细胞中NF-κB信号通路蛋白的表达来实现的。
研究表明,小胶质细胞可以促进神经炎症的发

生发展。在黑质中可使多巴胺能神经元发生退化,
因此抑制黑质中小胶质细胞介导的神经炎症,也许

可以作为一种治疗PD的方案[22]。小胶质细胞长

期持续活化,会分泌如TNF-α、IL-1β和IL-6等促炎

因子。研究发现PD患者血清、黑质和脑脊液中的

炎性因子浓度较正常人群明显升高。TNF-α是炎

症反应过程中出现最早、最重要的炎性介质。研究

发现TNF-α主要由小胶质细胞产生,也能激活小胶

质细胞产生IL-6等炎症因子,诱导黑质中多巴胺能

神经元的渐进性丧失。IL介导了神经炎症的恶性

循环过程,对炎症起主导作用。当过度激活IL-1β
和IL-6时,就会引起胶质细胞活化并对神经元产生

损伤[23]。此外,NF-κB是炎性细胞因子的关键转录

因子。研究表明,NF-κB这一经典信号转导通路已

被证明可以促进小胶质细胞介导的神经炎症,抑制

NF-κB的活化可以改善小鼠的运动迟缓症状[24]。

NF-κB的激活可增加小胶质细胞对IL-6和IL-1β
等促炎因子的释放,并且在6-OHDA介导的PD动

物模型中,NF-κB信号通路的活化参与黑质中多巴

胺能神经元的死亡过程[25]。

TH代表黑质-纹状体通道的初始阶段。此通

路为大脑中比较重要的多巴胺传递途径,因此TH
在多巴胺合成中发挥不可或缺的作用。TH作为多

巴胺能神经元标志物,其水平与多巴胺能神经元的

活性有关。黑质中TH阳性神经元的表达随PD的

发展进行性减少,也是PD进展的标志[26]。本研究

中姜黄素治疗可显著抑制 MPTP诱导的小鼠黑质

中TH阳性神经元的减少。这些结果证实姜黄素

对PD具有显著的神经保护作用。
综上所述,姜黄素可有效改善PD模型小鼠的

运动、学习、记忆障碍,降低黑质中TNF-α、IL-1β和

IL-6含量,抑制黑质中小胶质细胞活化,减缓黑质

中多巴胺能神经元退化,从而发挥神经保护作用,其
机制或与抑制 NF-κB信号通路相关。本研究为姜

黄素应用于PD治疗提供了理论和实验支持。

伦理批准和动物权利声明:本研究涉及的所有动物实验均已通过青
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