
血管紧张素域对鱼藤酮诱导的多巴胺能细胞氧化应激的影响
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咱摘 要暂 目的院探讨血管紧张素域渊葬灶早蚤燥贼藻灶泽蚤灶 域袁粤灶早域冤对多巴胺能细胞损伤的影响及其机制遥 方法院体外培养 悦粤栽匀援葬细
胞袁鱼藤酮和渊或冤粤灶早 域处理细胞 圆源 澡遥 采用噻唑蓝渊皂藻贼澡赠造贼澡蚤葬扎燥造赠造凿蚤责澡藻灶赠造鄄贼藻贼则葬扎燥造蚤怎皂 遭则燥皂蚤凿藻袁酝栽栽冤法检测细胞存活率袁蛋白
印迹技术检测血管紧张素域原员型受体渊葬灶早蚤燥贼藻灶泽蚤灶 域 贼赠责藻 员 则藻糟藻责贼燥则袁粤栽员砸冤和血管紧张素域原圆 型受体渊葬灶早蚤燥贼藻灶泽蚤灶 域 贼赠责藻 圆
则藻糟藻责贼燥则袁粤栽圆砸冤蛋白表达袁流式细胞仪检测细胞内活性氧渊则藻葬糟贼蚤增藻 燥曾赠早藻灶 泽责藻糟蚤藻泽袁砸韵杂冤含量袁荧光定量 孕悦砸检测尼克酰胺腺嘌
呤二核苷酸磷酸渊灶蚤糟燥贼蚤灶葬皂蚤凿藻 葬凿藻灶蚤灶藻 凿蚤灶怎糟造藻燥贼蚤凿藻 责澡燥泽责澡葬贼藻袁晕粤阅孕匀冤氧化酶亚基 早责怨员责澡燥曾和 责远苑责澡燥曾基因表达袁免疫荧光检测
早责怨员责澡燥曾蛋白表达遥 结果院粤灶早 域通过 粤栽员砸导致鱼藤酮诱导的 悦粤栽匀援葬细胞存活率降低渊孕 约 园援园缘冤遥 粤灶早 域使 晕粤阅孕匀氧化酶亚
基 早责怨员责澡燥曾和 责远苑责澡燥曾表达增加渊孕 约 园援园缘冤袁并呈剂量依赖性促进细胞内 砸韵杂产生遥 粤栽员砸阻滞剂氯沙坦和晕粤阅孕匀氧化酶抑制剂
夹竹桃麻素使 粤灶早 域诱导的 砸韵杂产生减少渊孕 约 园援园员冤遥结论院粤灶早 域作用于 粤栽员砸袁通过晕粤阅孕匀氧化酶产生 砸韵杂袁促进鱼藤酮诱导
的多巴胺能细胞损伤袁参与帕金森病的发生与发展遥
咱关键词暂 血管紧张素域曰鱼藤酮曰晕粤阅孕匀氧化酶曰活性氧曰帕金森病
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耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 葬灶早蚤燥贼藻灶泽蚤灶 域 燥灶 燥曾蚤凿葬贼蚤增藻 泽贼则藻泽泽 蚤灶 则燥贼藻灶燥灶藻鄄蚤灶凿怎糟藻凿 凿燥责葬皂蚤灶藻则早蚤糟 糟藻造造泽
在澡葬燥 匀燥灶早则怎蚤袁宰怎 蕴蚤葬灶早袁栽蚤葬灶 再燥怎赠燥灶早袁郧葬燥 匝蚤灶早袁悦葬燥 允蚤藻袁韵怎 在澡燥怎袁杂澡葬 在澡蚤贼葬燥袁郧藻灶早 悦燥灶早袁在澡葬灶早 再蚤灶早凿燥灶早鄢
渊阅藻责葬则贼皂藻灶贼 燥枣 晕藻怎则燥造燥早赠袁 晕葬灶躁蚤灶早 匀燥泽责蚤贼葬造 粤枣枣蚤造蚤葬贼藻凿 贼燥 晕允酝哉袁 晕葬灶躁蚤灶早 圆员园园园远袁 悦澡蚤灶葬冤
咱Abstract暂 Objective院栽燥 蚤灶增藻泽贼蚤早葬贼藻 贼澡藻 藻枣枣藻糟贼泽 燥枣 葬灶早蚤燥贼藻灶泽蚤灶 域渊粤灶早 域冤 燥灶 蚤灶躁怎则赠 燥枣 凿燥责葬皂蚤灶藻则早蚤糟 糟藻造造泽 葬灶凿 蚤贼泽 怎灶凿藻则造赠蚤灶早
皂藻糟澡葬灶蚤泽皂泽援 酝藻贼澡燥凿泽院 悦粤栽匀援葬 糟藻造造泽袁 葬 凿燥责葬皂蚤灶藻则早蚤糟 灶藻怎则燥灶葬造 糟藻造造 造蚤灶藻 泽贼葬遭造赠 藻曾责则藻泽泽蚤灶早 粤灶早 域贼赠责藻 员 则藻糟藻责贼燥则 渊粤栽员砸冤 葬灶凿 粤灶早
域 贼赠责藻 圆 则藻糟藻责贼燥则渊粤栽圆砸冤袁 憎藻则藻 藻曾责燥泽藻凿 贼燥 则燥贼藻灶燥灶藻 葬造燥灶藻 燥则 蚤灶 糟燥皂遭蚤灶葬贼蚤燥灶 憎蚤贼澡 粤灶早 域 枣燥则 圆源 澡援 栽澡藻 糟藻造造 泽怎则增蚤增葬造 则葬贼藻 憎葬泽
皂藻葬泽怎则藻凿 遭赠 皂藻贼澡赠造 贼澡蚤葬扎燥造赠造 凿蚤责澡藻灶赠造鄄贼藻贼则葬扎燥造蚤怎皂 遭则燥皂蚤凿藻 渊酝栽栽冤援 栽澡藻 责则燥贼藻蚤灶 造藻增藻造泽 燥枣 粤栽员砸 葬灶凿 粤栽圆砸 憎藻则藻 凿藻贼藻糟贼藻凿 遭赠 宰藻泽贼藻则灶
遭造燥贼援 栽澡藻 蚤灶贼则葬糟藻造造怎造葬则 造藻增藻造泽 燥枣 则藻葬糟贼蚤增藻 燥曾赠早藻灶 泽责藻糟蚤藻泽渊砸韵杂冤 憎藻则藻 皂燥灶蚤贼燥则藻凿 怎泽蚤灶早 枣造燥憎 糟赠贼燥皂藻贼则赠援 栽澡藻 造藻增藻造泽 燥枣 早责怨员责澡燥曾 葬灶凿 责远苑责澡燥曾袁
贼澡藻 贼憎燥 皂葬蚤灶 泽怎遭怎灶蚤贼泽 燥枣 灶蚤糟燥贼蚤灶葬皂蚤凿藻 葬凿藻灶蚤灶藻 凿蚤灶怎糟造藻燥贼蚤凿藻 责澡燥泽责澡葬贼藻 渊晕粤阅孕匀冤 燥曾蚤凿葬泽藻袁 憎藻则藻 藻曾葬皂蚤灶藻凿 遭赠 砸栽鄄孕悦砸 葬灶凿
蚤皂皂怎灶燥枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 泽贼葬蚤灶灶蚤灶早援 砸藻泽怎造贼泽院 栽澡藻 则藻泽怎造贼泽 泽澡燥憎藻凿 贼澡葬贼 则燥贼藻灶燥灶藻 糟葬怎泽藻凿 葬 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼造赠 则藻凿怎糟贼蚤燥灶 燥灶 贼澡藻 泽怎则增蚤增葬造 则葬贼藻 燥枣
悦粤栽匀援葬 糟藻造造泽 渊孕 约 园援园缘冤袁 憎澡蚤糟澡 糟燥怎造凿 遭藻 枣怎则贼澡藻则 藻曾葬糟藻则遭葬贼藻凿 遭赠 粤灶早 域 增蚤葬 葬灶 粤栽员砸鄄凿藻责藻灶凿藻灶贼 皂葬灶灶藻则 渊孕 约 园援园缘冤援 酝藻葬灶憎澡蚤造藻袁
憎藻 则藻增藻葬造藻凿 贼澡葬贼 粤灶早 域 藻曾葬糟藻则遭葬贼藻凿 贼澡藻 则燥贼藻灶燥灶藻鄄蚤灶凿怎糟藻凿 蚤灶糟则藻葬泽藻 蚤灶 蚤灶贼则葬糟藻造造怎造葬则 造藻增藻造泽 燥枣 砸韵杂 渊孕 约 园援园缘冤 葬泽 憎藻造造 葬泽 贼澡藻
藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 早责怨员责澡燥曾 葬灶凿 责远苑责澡燥曾 渊孕 约 园援园缘冤援 栽澡蚤泽 藻曾葬糟藻则遭葬贼蚤燥灶 憎葬泽 葬遭燥造蚤泽澡藻凿 遭赠 晕粤阅孕匀 燥曾蚤凿葬泽藻 蚤灶澡蚤遭蚤贼燥则 葬责燥糟赠灶蚤灶 渊孕 约 园援园员冤 燥则
粤栽员砸 遭造燥糟噪藻则 造燥泽葬则贼葬灶 渊孕 约 园援园员冤援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶院栽澡藻泽藻 枣蚤灶凿蚤灶早泽 蚤灶凿蚤糟葬贼藻 贼澡葬贼 粤灶早 域 蚤灶贼藻则葬糟贼泽 憎蚤贼澡 粤栽员砸 葬灶凿 泽怎遭泽藻择怎藻灶贼造赠
藻曾葬糟藻则遭葬贼藻泽 贼澡藻 则燥贼藻灶燥灶藻鄄蚤灶凿怎糟藻凿 蚤灶躁怎则赠 燥枣 凿燥责葬皂蚤灶藻则早蚤糟 糟藻造造泽 增蚤葬 藻造藻增葬贼蚤燥灶 燥枣 砸韵杂 造藻增藻造泽 贼澡则燥怎早澡 葬 晕粤阅孕匀 燥曾蚤凿葬泽藻鄄凿藻责藻灶凿藻灶贼
皂葬灶灶藻则援 栽澡藻泽藻 枣蚤灶凿蚤灶早泽 澡葬增藻 凿藻藻责藻灶藻凿 燥怎则 怎灶凿藻则泽贼葬灶凿蚤灶早 燥灶 贼澡藻 则燥造藻 燥枣 粤灶早 域 蚤灶 贼澡藻 责葬贼澡燥早藻灶藻泽蚤泽 燥枣 孕葬则噪蚤灶泽燥灶爷泽 凿蚤泽藻葬泽藻袁 葬灶凿
泽怎责责燥则贼 贼澡藻 怎泽藻 燥枣 粤栽员砸 遭造燥糟噪藻则泽 蚤灶 贼澡藻 贼则藻葬贼皂藻灶贼 燥枣 贼澡蚤泽 凿藻增葬泽贼葬贼蚤灶早 凿蚤泽藻葬泽藻援
咱Key words暂 葬灶早蚤燥贼藻灶泽蚤灶 域曰 则燥贼藻灶燥灶藻曰 晕粤阅孕匀 燥曾蚤凿葬泽藻曰 则藻葬糟贼蚤增藻 燥曾赠早藻灶 泽责藻糟蚤藻泽曰 孕葬则噪蚤灶泽燥灶爷泽 凿蚤泽藻葬泽藻

咱Acta Univ Med Nanjing袁20员缘袁猿缘渊园远冤院苑远远鄄苑苑员暂

咱基金项目暂 国家自然科学基金渊愿员圆苑员源员愿冤曰江苏省自然科学基金渊月运圆园员圆缘圆源冤曰江苏省野六大人才高峰冶项目渊晕园圆园员圆鄄宰杂鄄
园愿远冤
鄢通信作者渊悦燥则则藻泽责燥灶凿蚤灶早 葬怎贼澡燥则冤袁耘鄄皂葬蚤造院扎澡葬灶早赠蚤灶早凿燥灶早岳 葬造蚤赠怎灶援糟燥皂

南京医科大学学报渊自然科学版冤
ACTA UNIVERSITATIS MEDICINALIS NANJING渊Natural Science冤

第 猿缘卷第 远期
20员缘年 远月苑远远窑 窑



帕金森病渊孕葬则噪蚤灶泽燥灶爷泽 凿蚤泽藻葬泽藻袁孕阅冤是一种包含
运动和非运动临床症状的神经退行性疾病遥 目前的
治疗主要是减轻患者症状袁而不能从根本上减少神
经元的丢失遥 越来越多的研究证据显示氧化应激在
孕阅等一些神经退行性疾病中发挥着重要作用咱员原猿暂遥
血管紧张素域渊葬灶早蚤燥贼藻灶泽蚤灶 域袁粤灶早 域冤作用于

血管紧张素域原员型受体 渊葬灶早蚤燥贼藻灶泽蚤灶 域 贼赠责藻 员 则藻鄄
糟藻责贼燥则袁粤栽员砸冤袁 通过氧化应激和炎性反应在心脏和
肾脏等疾病中发挥着重要作用咱源暂遥 粤灶早 域是肾素原血
管紧张素系统渊则藻灶蚤灶鄄葬灶早蚤燥贼藻灶泽蚤灶泽赠泽贼藻皂袁砸粤杂冤中最重
要的一种血管肽袁参与调节血压和水盐平衡遥 研究
表明袁许多组织中含有局部的 砸粤杂袁其中脑袁包括基
底节和多巴胺系统袁也存在局部的 砸粤杂咱缘暂遥 砸燥凿则蚤早怎藻扎鄄
孕藻则藻扎等咱远暂指出在一些对多巴胺能退行性变更易感
的动物模型袁如老龄和绝经期动物模型袁黑质中的
砸粤杂 活性增高遥 尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸
渊灶蚤糟燥贼蚤灶葬皂蚤凿藻 葬凿藻灶蚤灶藻 凿蚤灶怎糟造藻燥贼蚤凿藻 责澡燥泽责澡葬贼藻袁
晕粤阅孕匀冤氧化酶是线粒体外活性氧渊则藻葬糟贼蚤增藻 燥曾赠早藻灶
泽责藻糟蚤藻泽袁砸韵杂冤 的最主要来源遥 粤灶早 域作用于 晕粤
阅孕匀氧化酶袁产生的 砸韵杂在高血压尧糖尿病尧动脉
粥样硬化等年龄相关性疾病中发挥重要作用咱苑原愿暂遥然
而袁粤灶早 域是否参与 孕阅的发生发展及其机制尚不
明确遥 本研究用神经毒性药物鱼藤酮渊则燥贼藻灶燥灶藻袁
砸燥贼冤处理多巴胺能神经元 悦粤栽匀援葬细胞作为 孕阅的
细胞模型袁探讨 粤灶早 域在 孕阅 中的作用袁为 孕阅 的
治疗提供新的理论依据遥
员 材料和方法

员援员 材料
悦粤栽匀援葬细胞 渊粤栽悦悦袁 美国冤袁砸孕酝陨鄄员远源园培养

基尧园援圆缘豫的胰酶 辕 耘阅栽粤消化液尧马血清尧胎牛血清
渊郧蚤遭糟燥 公司袁美国冤袁砸燥贼渊则燥贼藻灶燥灶藻袁砸燥贼冤尧粤灶早 域尧氯
沙坦 渊造燥泽葬则贼葬灶冤尧 夹竹桃麻素 渊葬责燥糟赠灶蚤灶袁粤责燥冤尧
孕阅员圆猿猿员怨渊杂蚤早皂葬公司袁美国冤袁兔抗 粤栽员砸抗体尧兔
抗 粤栽圆砸抗体尧羊抗 早责怨员责澡燥曾抗体尧鼠抗 茁鄄葬糟贼蚤灶抗体
渊杂葬灶贼葬 悦则怎扎公司袁美国冤袁羊抗兔 陨早郧 辕 匀砸孕尧羊抗鼠
陨早郧 辕 匀砸孕尧驴抗羊 陨早郧 辕 云陨栽悦渊武汉博士德公司冤袁噻
唑蓝 渊皂藻贼澡赠造贼澡蚤葬扎燥造赠造凿蚤责澡藻灶赠造鄄贼藻贼则葬扎燥造蚤怎皂 遭则燥皂蚤凿藻袁
酝栽栽冤试剂盒渊南京凯基公司冤袁砸韵杂检测试剂盒渊海
门碧云天生物技术研究所冤袁栽砸陨扎燥造 渊陨灶增蚤贼则燥早藻灶 公
司袁美国冤袁逆转录试剂盒尧杂再月砸 孕则藻皂蚤曾 耘载 栽葬择定
量 孕悦砸试剂盒渊大连宝生物公司冤遥
员援圆 方法
员援圆援员 悦粤栽匀援葬细胞培养及分组

悦粤栽匀援葬细胞常规培养在含 愿豫马血清和 源豫胎牛
血清的 砸孕酝陨鄄员远源园培养基中袁 置于含 缘豫悦韵圆尧猿苑益培
养箱内培养遥 待细胞贴壁并 愿缘豫融合时用含 员豫胎牛
血清的砸孕酝陨鄄员远源园培养基培养遥 给予 砸燥贼 员园园 灶皂燥造 辕蕴
制作 孕阅细胞模型袁加入 粤灶早域 员园园 灶皂燥造 辕 蕴刺激或用
粤栽员砸阻滞剂氯沙坦渊造燥泽葬则贼葬灶冤员 滋皂燥造 辕 蕴尧粤栽圆砸阻滞
剂 孕阅员圆猿猿员怨 员 滋皂燥造 辕 蕴 和 晕粤阅孕匀 氧化酶抑制剂
粤责燥预处理 猿园 皂蚤灶后袁 加入 粤灶早域 员园园 灶皂燥造 辕 蕴袁各
组细胞分别培养 圆源 澡遥 各组实验至少重复 猿次遥
员援圆援圆 酝栽栽检测细胞存活率
怨远孔板中培养各组 悦粤栽匀援葬细胞袁 加入新鲜配

置的 酝栽栽溶液 园援缘 皂早 辕皂蕴 猿苑益 孵育 猿 澡袁 再加入
员园园 滋蕴二甲基亚砜渊阅酝杂韵冤袁孵育 员园 皂蚤灶袁并使用微
量振荡器振荡使结晶完全溶解袁 用全自动酶标仪于
源怨园 灶皂波长测吸光度值遥 各组实验至少重复 猿次遥
员援圆援猿 宰藻泽贼藻则灶 遭造燥贼检测
各组处理同前袁于 员园 糟皂培养皿内加入 缘园园 滋蕴

蛋白裂解液提取细胞总蛋白袁蛋白含量采用 月悦粤蛋
白浓度测定试剂盒测定遥 取等量样品经 杂阅杂鄄孕粤郧耘
电泳后转移至 孕灾阅云 膜上袁 用含 缘豫脱脂奶粉的
栽月杂栽室温封闭 圆 澡袁加入抗 粤栽员砸渊员颐员 园园园冤尧粤栽圆砸
渊员颐员 园园园冤尧内参 茁鄄葬糟贼蚤灶渊员颐员 园园园冤抗体 源益孵育过夜袁
栽月杂栽洗膜 猿次袁每次 缘 皂蚤灶袁加入 员颐猿 园园园的羊抗兔和
羊抗鼠 陨早郧 辕匀砸孕二抗室温孵育 圆 澡袁栽月杂栽洗膜 猿次袁
每次 缘 皂蚤灶袁耘悦蕴显影液显色并曝光成像遥 图像采用
陨皂葬早藻 允分析软件进行灰度分析遥
员援圆援源 流式细胞仪检测细胞内 砸韵杂含量
取生长良好的 悦粤栽匀援葬制成细胞悬液 圆 皂蕴 辕孔

接种于 远孔板袁置 猿苑益 缘豫悦韵圆的培养箱中孵育 圆源 澡遥
根据活性氧检测试剂盒说明书袁 按照 员颐员 园园园用无
血清培养液稀释 阅悦云匀鄄阅粤袁使终浓度为 员园 滋皂燥造 辕 蕴遥
去除细胞培养液袁 加入适当体积稀释好的细胞
阅悦云匀鄄阅粤袁细胞培养箱中孵育 圆园 皂蚤灶遥 用无血清细
胞培养液洗涤细胞 猿次袁收集细胞后用流式细胞仪
检测遥流式细胞仪参数为院激发波长 源愿愿 灶皂袁发射波
长 缘圆缘 灶皂遥 各组实验至少重复 猿次遥
员援圆援缘 荧光定量 孕悦砸
采用 栽砸陨扎燥造法抽提细胞总 砸晕粤遥按逆转录试剂

盒说明书操作逆转录合成 糟阅晕粤袁 利用 孕则蚤皂藻则 孕则藻鄄
皂蚤藻则 缘援园设计引物袁引物序列见表 员遥 以 糟阅晕粤为模
板袁按荧光定量 孕悦砸试剂盒说明书操作袁在反应体
系中加入目的基因的引物设定反应参数进行目的

基因的扩增袁总反应体系为 圆缘 滋蕴遥 反应参数院预变
性 怨缘益 缘 皂蚤灶曰变性 怨源益 猿园泽袁退火 远园益 猿园 泽袁延伸

赵洪锐等院血管紧张素域对鱼藤酮诱导的多巴胺能细胞氧化应激的影响
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苑圆益 源园 泽袁共 源园个循环曰终末延伸 苑圆益 员园 皂蚤灶遥 以
郧粤孕阅匀 作为内参袁 用 粤月陨 苑缘园园 型实时荧光定量
孕悦砸仪进行熔解曲线分析袁结果用 圆原驻驻悦贼法计算遥

员援圆援远 细胞免疫荧光染色

细胞爬片袁用预冷的 源豫多聚甲醛固定 员园 皂蚤灶袁
加入一抗 早责怨员责澡燥曾渊员颐员园园冤袁湿盒 源益孵育过夜袁二抗
选用 云陨栽悦标记的荧光抗体袁用 阅粤孕陨染核袁在荧光
显微镜下以 猿缘员 灶皂 和 源怨园 灶皂 分别激发 阅粤孕陨 和
云陨栽悦并拍照袁以仪器内部软件将其进行合图遥
员援猿 统计学方法
采用 杂孕杂杂员苑援园行统计学处理袁 数据用均数 依

标准差渊x 依 s冤表示袁 组间比较采用单因素方差分
析袁 组间两两比较采用 栽怎噪藻赠法袁孕臆 园援园缘 为差异
有统计学意义遥
圆 结 果

圆援员 粤灶早 域通过 粤栽员砸促进鱼藤酮诱导的 悦粤栽匀援葬
细胞损伤

如图 员 所示袁悦粤栽匀援葬 细胞经 砸燥贼 员园园 灶皂燥造 辕 蕴
处理 圆源 澡后袁酝栽栽法检测细胞存活率与对照组相比
明显下降袁差异具有统计学意义渊孕 约 园援园缘冤遥 加用
员园园 灶皂燥造 辕 蕴 粤灶早 域处理组细胞存活率下降袁为对照
组的渊源愿援猿猿 依 愿援缘园冤豫袁与 砸燥贼组相比袁差异具有统计

学意义渊孕 约 园援园缘冤遥 造燥泽葬则贼葬灶 员 滋皂燥造 辕 蕴预处理 猿园 皂蚤灶
后袁再加入 员园园 灶皂燥造 辕 蕴 粤灶早 域袁砸燥贼垣粤灶早 域垣造燥泽葬则贼葬灶
组细胞存活率为对照组的渊苑园援员圆 依 苑援怨员冤豫袁与 砸燥贼垣
粤灶早 域组相比袁差异具有统计学意义渊孕 约 园援园缘冤遥 而
加用 孕阅员圆猿猿员怨 员 滋皂燥造 辕 蕴 处理的 砸燥贼 垣粤灶早 域 垣
孕阅员圆猿猿员怨 组袁 细胞存活率为对照组的 渊源远援园圆 依
愿援圆苑冤豫袁与 砸燥贼垣粤灶早 域处理组相比袁差异无统计学
意义渊孕 跃 园援园缘冤遥
圆援圆 粤灶早 域 对 粤栽员砸和 粤栽圆砸蛋白表达的影响

宰藻泽贼藻则灶 遭造燥贼结果显示袁与对照组相比袁员园园 灶皂燥造 辕 蕴
粤灶早 域刺激 圆源 澡 后袁粤栽员砸 表达增加渊孕 约园援园缘冤袁
员 滋皂燥造 辕 蕴 造燥泽葬则贼葬灶处理组 粤栽员砸较 粤灶早 域处理组降
低渊孕 约 园援园缘袁图 圆粤尧月冤遥 员园园 灶皂燥造 辕 蕴 粤灶早 域刺激 圆源 澡
后袁也可使 粤栽圆砸表达增加袁与对照组相比袁差异具
有统计学意义渊孕 约 园援园缘冤袁而 员 滋皂燥造 辕 蕴 造燥泽葬则贼葬灶处理
组 粤栽圆砸表达与 粤灶早域处理组相比袁 差异无统计学
意义渊孕 跃 园援园缘袁图 圆粤尧悦冤遥

表 员 荧光定量 孕悦砸 引物序列
栽葬遭造藻 员 孕则蚤皂藻则 泽藻择怎藻灶糟藻泽 怎泽藻凿 枣燥则 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 孕悦砸
基因

早责怨员责澡燥曾

责远苑责澡燥曾

郧粤孕阅匀

引物序列渊缘忆寅猿忆冤
上游鄄悦粤郧郧粤郧栽栽悦悦粤粤郧粤栽郧悦悦栽郧
下游鄄郧粤栽栽郧郧悦悦栽郧粤郧粤栽栽悦粤栽悦悦
上游鄄悦粤郧悦悦粤郧悦栽栽悦郧郧粤粤悦粤栽郧
下游鄄郧粤悦粤郧栽粤悦悦粤郧郧粤栽栽粤悦粤栽悦
上游鄄悦郧栽悦悦悦 郧栽粤郧粤悦粤粤粤粤栽郧
下游鄄栽粤郧栽郧郧郧郧栽悦栽悦郧悦栽悦悦

员圆园
员园园
愿园
远园
源园
圆园
园

鄢裕鄢裕
鄢 鄢

与对照组比较袁鄢孕 约 园援园缘曰与 砸燥贼垣粤灶早域组比较袁裕孕 约 园援园缘遥
图 员 粤灶早域对鱼藤酮诱导的 悦粤栽匀援葬细胞存活率的影响
云蚤早怎则藻 员 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 粤灶早 域燥灶 贼澡藻 泽怎则增蚤增葬造 则葬贼藻 燥枣 则燥贼藻灶燥灶藻鄄

蚤灶糟怎遭葬贼藻凿 悦粤栽匀援葬 糟藻造造泽

粤栽员砸

粤栽圆砸

茁鄄葬糟贼蚤灶

猿

圆

员

园

裕

鄢

裕

圆援园

员援缘

员援园

园援缘

园援园

鄢 鄢
粤 月 悦

与对照组比较袁鄢孕 约 园援园缘曰与 砸燥贼垣粤灶早域组比较袁裕孕 约 园援园缘遥
图 圆 粤灶早 域对鱼藤酮诱导的 悦粤栽匀援葬细胞 粤栽员砸和 粤栽圆砸蛋白表达的影响

云蚤早怎则藻 圆 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 粤灶早域燥灶 贼澡藻 责则燥贼藻蚤灶 造藻增藻造泽 燥枣 粤栽员砸 葬灶凿 粤栽圆砸 蚤灶 则燥贼藻灶燥灶藻鄄蚤灶糟怎遭葬贼藻凿 悦粤栽匀援葬 糟藻造造泽
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圆援猿 粤灶早域对鱼藤酮诱导的 悦粤栽匀援葬 细胞内 砸韵杂
的影响

细胞内 砸韵杂增加是细胞氧化应激状态的主要
标志遥 流式细胞仪检测细胞内 砸韵杂含量如图 猿所
示袁悦粤栽匀援葬 细胞经 员园园 灶皂燥造 辕 蕴 砸燥贼 处理 圆源 澡 后袁
细胞内 砸韵杂水平较对照组显著增加遥 员尧员园尧员园园和
员 园园园 灶皂燥造 辕 蕴 粤灶早 域刺激 圆源 澡袁细胞内 砸韵杂产生分
别是对照组的 圆援缘园尧猿援园圆尧源援员员和 源援愿猿倍袁随 粤灶早 域
剂量的增高而增多袁且 员园园 灶皂燥造 辕 蕴和 员 园园园 灶皂燥造 辕 蕴
粤灶早域处理组细胞内 砸韵杂产生与单用 砸燥贼处理组相
比袁差异具有统计学意义渊孕 约 园援园缘冤遥 与对照组相
比袁单独给予 员园园 灶皂燥造 辕 蕴 粤灶早 域处理 悦粤栽匀援葬细胞
后袁砸韵杂水平也增加渊孕 约 园援园缘冤遥
圆援源 粤灶早 域对 晕粤阅孕匀氧化酶活性的影响
晕粤阅孕匀 氧化酶的两个主要亚基为 早责怨员责澡燥曾 和

责远苑责澡燥曾遥 荧光定量 孕悦砸 结果显示袁悦粤栽匀援葬 细胞经
员园园 灶皂燥造 辕 蕴 砸燥贼处理 圆源 澡后袁早责怨员责澡燥曾和 责远苑责澡燥曾表达
较对照组增高遥 员园园 灶皂燥造 辕 蕴 粤灶早 域刺激后袁早责怨员责澡燥曾
和 责远苑责澡燥曾表达增高袁与 砸燥贼组比较袁差异有统计学意
义渊孕 约 园援园缘冤遥 员 滋皂燥造 辕 蕴 造燥泽葬则贼葬灶处理的 砸燥贼垣粤灶早 域
垣造燥泽葬则贼葬灶组袁早责怨员责澡燥曾和 责远苑责澡燥曾表达较 砸燥贼垣粤灶早 域组
降低渊孕 约 园援园缘袁图 源粤尧月冤袁各处理组 早责怨员责澡燥曾蛋白的
荧光表达如图 源悦所示院砸燥贼处理组 早责怨员责澡燥曾蛋白表
达较对照组增多袁砸燥贼垣粤灶早域组 早责怨员责澡燥曾蛋白表达较

砸燥贼 处理组增多袁 而 员 滋皂燥造 辕 蕴 造燥泽葬则贼葬灶 处理后的
砸燥贼垣粤灶早域垣造燥泽葬则贼葬灶组袁早责怨员责澡燥曾蛋白表达较 砸燥贼垣粤灶早
域组减少遥
圆援缘 粤灶早 域受体阻滞剂和 晕粤阅孕匀氧化酶抑制剂对
粤灶早 域诱导的氧化应激的影响
流式细胞仪检测细胞内 砸韵杂含量如图 缘所示袁

悦粤栽匀援葬细胞经 员园园 灶皂燥造 辕 蕴 砸燥贼处理 圆源 澡后袁 细胞
内 砸韵杂水平较对照组增加遥 员园园 灶皂燥造 辕 蕴 粤灶早域刺激
后袁砸韵杂产生为对照组的 源援员园倍袁 且与 砸燥贼处理组
相比袁 差异有统计学意义 渊孕 约 园援园缘冤遥 员 滋皂燥造 辕 蕴
造燥泽葬则贼葬灶处理的 砸燥贼垣粤灶早域垣造燥泽葬则贼葬灶组袁砸韵杂表达较

对照组 砸燥贼组 砸燥贼垣粤灶早域组 砸燥贼垣粤灶早域垣造燥泽葬则贼葬灶组

粤尧月院荧光定量 孕悦砸检测各组 早责怨员责澡燥曾渊粤冤尧责远苑责澡燥曾渊月冤 皂砸晕粤的表达袁与对照组比较袁鄢孕 约 园援园缘曰与 砸燥贼垣粤灶早域组比较袁裕孕 约 园援园缘遥 悦院免疫荧光染色
检测 早责怨员责澡燥曾的表达渊伊源园园冤袁悦粤栽匀援葬细胞 阅粤孕陨染核渊蓝色荧光冤袁各组 早责怨员责澡燥曾蛋白表达渊绿色荧光冤遥

图 源 荧光定量 孕悦砸检测各组 早责怨员责澡燥曾尧责远苑责澡燥曾皂砸晕粤的表达及免疫荧光染色检测 早责怨员责澡燥曾的表达
云蚤早怎则藻 源 栽澡藻 造藻增藻造泽 燥枣 晕粤阅孕匀 燥曾蚤凿葬泽藻 泽怎遭怎灶蚤贼泽 早责怨员责澡燥曾 葬灶凿 责远苑责澡燥曾 蚤灶 则燥贼藻灶燥灶藻鄄蚤灶糟怎遭葬贼藻凿 悦粤栽匀援葬 糟藻造造泽 憎藻则藻 凿藻贼藻糟贼藻凿 遭赠 砸栽鄄

孕悦砸 葬灶凿 蚤皂皂怎灶燥枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 泽贼葬蚤灶蚤灶早

悦

猿援园
圆援缘
圆援园
员援缘
员援园
园援缘
园援园

鄢裕

鄢

鄢裕

圆援缘
圆援园
员援缘
员援园
园援缘
园援园

裕

鄢

裕

粤 月

远
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圆
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鄢

与对照组比较袁鄢孕 约 园援园缘曰与单用 砸燥贼组比较袁裕孕 约 园援园缘遥
图 猿 粤灶早域对 悦粤栽匀援葬细胞 砸韵杂生成量的影响

云蚤早怎则藻 猿 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 粤灶早域 燥灶 贼澡藻 蚤灶贼则葬糟藻造造怎造葬则 砸韵杂 造藻增藻造泽 蚤灶
则燥贼藻灶燥灶藻鄄蚤灶糟怎遭葬贼藻凿 悦粤栽匀援葬 糟藻造造泽

鄢 鄢
鄢
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粤灶早域渊灶皂燥造 辕 蕴冤 园 园 员 员园 员园园 员园园园 员园园
砸燥贼渊灶皂燥造 辕 蕴冤 园 员园园 员园园 员园园 员园园 员园园 园
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砸燥贼垣粤灶早 域处理组降低渊孕约 园援园缘冤遥 晕粤阅孕匀氧化酶抑
制剂 粤责燥 缘园园 滋皂燥造 辕 蕴预处理 猿园 皂蚤灶袁砸燥贼垣粤灶早域垣粤责燥
组砸韵杂水平较 砸燥贼垣粤灶早 域处理组降低渊孕约 园援园缘冤遥

猿 讨 论

孕阅 为继阿尔茨海默病 渊粤造扎澡藻蚤皂藻则爷泽 凿蚤泽藻葬泽藻袁
粤阅冤之后的临床常见神经变性病袁以多巴胺能神经
元变性尧脱失为主要病理特征遥虽然家族性 孕阅有一
些基因突变基础袁 但大多数原发性 孕阅的病因尚不
清楚袁近年来研究表明多种机制参与多巴胺能神经
元的变性袁包括线粒体功能障碍尧氧化应激尧炎症和
泛素原蛋白酶体系统激活等咱怨暂遥
由于神经元的高氧耗致其对氧化损伤更易感袁

氧化应激被认为是神经退行性疾病的主要发病机制

之一遥氧化应激主要发生在多巴胺能神经元线粒体和
细胞膜等电子丰富的细胞器袁导致神经元损伤咱员园暂遥 更
重要的是袁砸韵杂可以直接激活细胞内的凋亡级联系
统袁促进多巴胺能细胞凋亡咱员员暂遥粤灶早 域激活小胶质细
胞及 晕粤阅孕匀氧化酶袁释放 砸韵杂袁促进多巴胺能细胞
凋亡咱员圆暂遥 在葬憎葬凿葬等咱员猿暂在一种多巴胺能细胞系中证
实了 晕粤阅孕匀氧化酶和线粒体之间存在相互联系遥
员原甲基原源原苯基吡啶离子渊酝孕孕垣冤处理的神经元诱导
线粒体释放 砸韵杂袁 后者可以导致 晕粤阅孕匀氧化酶产
生 砸韵杂袁 而且 晕粤阅孕匀 氧化酶产生的 砸韵杂可以被
粤栽员砸阻滞剂氯沙坦阻断遥线粒体和 晕粤阅孕匀氧化酶
产生的 砸韵杂通过相互之间的一种正反馈形式形成
恶性循环袁导致细胞内 砸韵杂水平增高遥 砸燥贼常被用

来制作 孕阅的细胞和动物模型遥 本课题组前期实验
证明坎地沙坦酯通过抑制内质网应激对 砸燥贼诱导的
孕阅模型有保护作用咱员源暂遥 在本研究中袁粤灶早域可显著
增加 砸燥贼 诱导的 砸韵杂 产生 袁 而这种作用可被
晕粤阅孕匀氧化酶的抑制剂夹竹桃麻素阻断遥在 粤灶早域
作用下袁晕粤阅孕匀氧化酶的亚基 早责怨员责澡燥曾和 责远苑责澡燥曾表
达增加袁 这些表明 粤灶早域通过 晕粤阅孕匀氧化酶对多
巴胺能细胞产生氧化损伤遥
最近研究显示 砸粤杂和黑质纹状体系统直接相

互调节袁而且 粤灶早 域和多巴胺之间不正常的反应在
神经退行性疾病的进展中发挥重要作用咱员缘暂遥 脑内存
在局部的 砸粤杂系统袁可以调节氧化应激和纹状体多
巴胺的释放咱员远暂遥 粤灶早 域主要通过 粤栽员砸和 粤栽圆砸两
种受体起作用袁而且两种受体作用相反咱员苑暂遥 在鱼藤酮
所致的 孕阅细胞模型中袁粤栽圆砸的激动剂 悦郧孕源圆员员圆
可以抑制 晕粤阅孕匀氧化酶袁减轻氧化应激咱员愿暂遥 本实验
发现袁在 悦粤栽匀援葬细胞中袁粤灶早域可使 粤栽员砸和 粤栽圆砸
表达增加遥 粤灶早 域诱导的氧化应激可以被 粤栽员砸阻
滞剂氯沙坦阻断袁而不能被 粤栽圆砸阻滞剂 孕阅员圆猿猿员怨
阻断遥而且袁氯沙坦可以阻断 粤灶早域诱导的细胞存活
率下降遥
综上所述袁本研究结果表明在鱼藤酮诱导的 孕阅

细胞模型中袁粤灶早 域通过 晕粤阅孕匀氧化酶促进细胞
损伤袁参与 孕阅的发生与发展袁且 粤灶早域的这种作用
是通过 粤栽员砸实现的遥 但对于其详细的作用机制和
分子通路袁尚需进一步研究遥
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