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绿茶多酚对帕金森病小鼠多巴胺能神经元保护作用研究
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　　摘　要：目的　探索绿茶多酚（ＧＴＰｓ）对神经毒素１甲基４苯基－１，２，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）诱导的帕金森病（ＰＤ）小鼠黑质

多巴胺能神经元预防性保护作用及机制。方法　采用Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠共６０只，分为空白对照组、预防组、ＭＰＴＰ组和治疗组（狀＝

１５）。ＭＰＴＰ组以 ＭＰＴＰ腹腔注射７ｄ（３０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）；预防组同以上述剂量注射 ＭＰＴＰ前３个月开始ＧＴＰｓ干预至 ＭＰＴＰ

处理后３个月；治疗组以相同 ＭＰＴＰ处理后开始ＧＴＰｓ干预３个月；空白对照组：腹腔注射同体积的生理盐水，连续７ｄ，饮水中未

加入ＧＴＰｓ，余处理方法及时长同治疗组。免疫组织化学法观察黑质多巴胺能神经元计数，比色法观察中脑超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）反映氧化应激水平。结果　预防组、ＭＰＴＰ组和治疗组黑质多巴胺能神经元数量显著减少（犘＜０．０５），氧

化应激水平明显升高（犘＜０．０５）。结论　预防性使用ＧＴＰｓ对ＰＤ小鼠的多巴胺能神经元具有高于治疗的保护作用，其机制可能

为预先增强抗氧化应激能力，提高发生病理改变的阈值。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是中老年常见的神经

系统退行性疾病，其复杂的病因和发病机制至今尚未阐明，更

无有效的治疗手段，在早期如何通过一系列的干预手段预防或

延缓ＰＤ的发生、发展具有重大意义
［１２］。目前倾向于认为氧

化应激水平的提高是ＰＤ重要的病理生理机制之一
［３５］。绿茶

多酚（ｇｒｅｅｎｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ，ＧＴＰｓ）是一种抗氧化剂，ＧＴＰｓ是

绿茶中所提取的多酚类化合物，含丰富的儿茶素，其中以表没

食子儿茶素没食子酸酯（ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ３ｇａｌｌａｔｅ，ＥＧＣＧ）含

量最多，占儿茶素含量的５０％～６０％，被认为是ＧＴＰｓ的主要

活性物质，具有抗氧化、清除自由基的积极作用［６７］，在许多神

经变性疾病中如阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）显示

出神经保护作用［８１０］。本研究以神经毒素１甲基４苯基１，２，

１２７重庆医学２０１３年３月第４２卷第７期
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目（２０１００５１１）。　作者简介：陈敏（１９７９～），讲师，硕士，主要从事帕金森病早期标志物研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３６７７３６８９０；Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｗｅｉ

ｌｉｕ＠１６３．ｃｏｍ。



３，６四氢吡啶（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＭＰＴＰ）注射Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠建立ＰＤ模型，研究

ＧＴＰｓ是否存在对ＰＤ多巴胺能神经元的保护和修复作用并进

一步探讨其可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，ＳＰＦ级，６～８周

龄，６０只，体质量２０～２５ｇ，由北京华阜康生物科技股份有限

公司提供，许可证编号：ＳＣＸＫ（京）２００９０００４；饲养条件：桂林

医学院ＳＰＦ级实验动物饲养室，许可证号：ＳＹＸＫ 桂２００７

０００１。饲以实验动物中心提供的饲料（成分为大米粉、玉米粉、

鱼粉等）。自由摄食、饮水，适应环境１周后进行实验。实验室

温度２５～２８℃，通风、自然采光。

１．２　主要试剂　ＧＴＰｓ由浙江东方茶业科技有限公司提供，

生产批号为２００７０５１８，ＧＴＰｓ纯度１００％，其中ＥＧＣＧ 含量为

７０．７５％。ＭＰＴＰ购自 Ｓｉｇｍａ公司。兔酪氨酸羟化酶抗体

（ＴＨ）由Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司提供，超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓ

ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）和脂质过氧化物丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）

试剂盒均购自南京建成公司。其他试剂均为国产或进口分

析纯。

１．３　动物分组　实验动物随机分成预防组、ＭＰＴＰ组、治疗组

和空白对照组各１５只。ＭＰＴＰ组：每天上午腹腔注射 ＭＰＴＰ

３０ｍｇ／ｋｇ体质量，每天１次，连续７ｄ；ＧＴＰｓ干预方式为在小

鼠饮水中掺入 ＧＴＰｓ，含量为０．１％（Ｗ／Ｖ）。预防组：注射

ＭＰＴＰ前３个月开始ＧＴＰｓ干预至 ＭＰＴＰ处理后３个月。治

疗组：ＭＰＴＰ处理后开始 ＧＴＰｓ干预３个月。空白对照组：腹

腔注射同体积的生理盐水，连续７ｄ，饮水中未加入 ＧＴＰｓ，余

处理方法及时长同治疗组。

１．４　黑质多巴胺能神经元计数　各组动物按分组处理方式结

束后５ｄ各取７只进行免疫组织化学方法测定黑质多巴胺能

神经元数目。麻醉动物后以４％多聚甲醛经心灌注，断头取脑

后固定，常规脱水，石蜡包埋，连续冠状切片（片厚４μｍ）后行

ＴＨ染色：二甲苯梯度脱蜡，无水乙醇，９５％乙醇，蒸馏水进行

水化处理，０．０１Ｍ 磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，

ＰＢＳ）洗３次；切片甩干，用免疫组织化学专用油笔在脑切片周

围画圈；３％过氧化氢室温孵育３０ｍｉｎ；０．０１ＭＰＢＳ洗３次；加

封闭液室温２０ｍｉｎ；加ＴＨ（１∶２００）４℃过夜；０．０１ＭＰＢＳ洗

３次；加二抗（１∶２００）室温，２ｈ孵育；０．０１ＭＰＢＳ洗３次；加

链霉亲和素标记的辣根过氧化物酶（１∶１００），室温１ｈ。ＤＡＢ

液显色３～１０ｍｉｎ；ＰＢＳ终止反应；苏木素复染５ｍｉｎ；梯度乙醇

脱水，中性树脂封片。

１．５　ＳＯＤ和 ＭＤＡ含量测定　４组动物按分组处理方式结束

后５ｄ各取８只进行ＳＯＤ和 ＭＤＡ含量测定。小鼠迅速断头

取脑，冰上分离中脑腹侧组织，吸干称重后置于匀浆器内充分

匀浆，低温１４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，参照试剂盒说明书分别

测定氧化应激标志物ＳＯＤ和过氧化物 ＭＤＡ含量。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学数据分

析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用方差齐性检验、狋检验

和χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　黑质多巴胺能神经元计数　空白对照组、预防组、治疗组

及 ＭＰＴＰ组ＴＨ阳性细胞计数结果分别为（２４９．０±３２．７０）、

（２１４．０±２６．５０）、（１９８．０±３０．９０）和（１５６．０±２８．２０）个／视野。

预防组、治疗组及 ＭＰＴＰ组与空白对照组比较，ＴＨ阳性细胞

明显减少（犘＜０．０５），见图１。预防组、治疗组、ＭＰＴＰ组减少

率依次增高（犘＜０．０５），见图２。

　　Ａ：预防组；Ｂ：治疗组；Ｃ：空白对照组；Ｄ：ＭＰＴＰ组。

图１　　小鼠脑组织黑质ＴＨ阳性细胞（免疫组织化学染色，×１００）

图２　　ＴＨ阳性细胞减少率

２．２　ＳＯＤ和 ＭＤＡ含量测定结果　ＭＰＴＰ组、预防组和治疗组

ＳＯＤ含量均较空白对照组降低，而 ＭＤＡ含量则相反，４组ＳＯＤ

和 ＭＤＡ变化的幅度比较差异有统计学意义，见表１和图３。

表１　　４组ＳＯＤ和 ＭＤＡ含量测定结果（狓±狊）

组别 狀 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

空白对照组 １５ ８０．００±９．１２ ０．９２±０．２７

预防组 １５ ７１．００±７．８５ １．２６±０．２８

治疗组 １５ ６２．００±７．４３ １．５３±０．２９

ＭＰＴＰ组 １５ ５１．００±８．８１ １．７４±０．３５

　　：犘＜０．０５，与空白对照组比较。
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图３　　ＳＯＤ和 ＭＤＡ变化率

３　讨　　论

本研究以 ＭＰＴＰ诱导Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠建立ＰＤ模型
［１１］，并

用ＧＴＰｓ进行干预，发现ＧＴＰｓ能够减轻ＭＰＴＰ造成的黑质多

巴胺神经元的丢失，降低ＳＯＤ及提高 ＭＤＡ含量和活性，增加

抗氧化能力，尤其是在造模前使用ＧＴＰｓ干预的预防组各个指

标均优于ＧＴＰｓ后处理的治疗组。

ＰＤ是与衰老密切相关的神经系统退行性疾病，其特征性

病理变化为黑质多巴胺能神经元的大量变性，缺失达到６０％

～８０％含量时就会出现典型的运动症状
［１２］。本实验应用

ＧＴＰｓ干预后证实，ＧＴＰｓ能够减少多巴胺能神经元的缺失，起

到保护作用，而在损伤前进行预防性用药则能达到更佳效果。

ＰＤ发病机制至今不甚明了，但是，随年龄增长同时升高的氧化

应激含量已为大多数学者所关注和认同［１３］。ＳＯＤ和 ＭＤＡ等

抗氧化指标的测定是研究氧化应激含量的常用手段。ＧＴＰｓ

的重要活性成分是ＥＧＣＧ，后者主要以原型存在于血液和靶器

官中，且能够通过血脑屏障渗入神经系统［１４］，成为其发挥神经

保护作用的前提。预防性使用ＧＴＰｓ，将整体内环境包括神经

系统在内的抗氧化能力和清除自由基的功能在病变之前先提

升到更高水平［１５］，同时促进内源性抗氧化酶如ＳＯＤ的生成，

从而提高发生病理改变的阈值，在同等的致病条件下能降低被

损伤程度和范围，最大限度地保护包括黑质多巴胺能神经元在

内的神经系统，其效果远远大于病变之后的治疗性用药的神经

修复作用。ＧＰＴｓ通过抗氧化、抗炎等广泛的生物活性途径起

到神经保护作用，作为防治ＰＤ和其他神经系统退行性疾病的

潜在性药物，具有良好的应用前景。
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