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［摘 要］ 目的：探讨磷酸化α⁃突触核蛋白（phosphorylated α⁃synuclein，pSNCA）在帕金森病便秘（PD patients with constipation，
PDC）患者结肠黏膜中的表达及其与非运动症状的关系。方法：将10例PDC患者及10例性别、年龄匹配的功能性便秘（func⁃
tional constipation，FC）患者纳入研究，进行临床资料及非运动症状的评估。通过内镜活检获取每位受试者升、降结肠黏膜组织

各2块，用免疫组织化学技术染色并评估pSNCA和神经元标志物⁃神经丝蛋白（NF）的表达，并进行共定位。最后进行pSNCA
与非运动症状之间的相关性分析以探索非运动症状的发生机制。结果：所有PDC患者结肠黏膜均表达pSNCA（10/10），对照组

阳性率90%（9/10），两组阳性率差异无统计学意义；但两组pSNCA的表达量差异有统计学意义（P＜0.05），且PDC组更为显著；

PDC患者的pSNCA表达量与H⁃Y分期存在相关性（r=-0.59，P＜0.05），而与病程、UPDRS Ⅲ评分、LEDD无关，便秘严重程度与

UPDRS Ⅲ评分存在相关性（r=0.67，P＜0.05）。此外，患者非运动症状（包括焦虑、抑郁、睡眠障碍、疲劳、便秘）的严重程度与肠

道pSNCA的沉积无关。结论：pSNCA的沉积可能参与便秘以及帕金森病的发生发展，但与帕金森病的非运动症状无关。
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［Abstract］ Objective：To investigate the expression of phosphorylated α ⁃ synuclein（pSNCA）in colonic mucosa of Parkinson's
disease（PD）patients with constipation and its relationship with non ⁃motor symptoms. Methods：Ten constipated patients with PD
（PDC）and 10 gender⁃ and age⁃matched patients with functional constipation（FC）were enrolled in this study，and the clinical data and
non⁃motor symptoms were evaluated. Two specimens of ascending and descending colonic mucosa were obtained from each subject by
endoscopic biopsy. pSNCA and neurofilament protein（NF）were stained by immunohistochemistry and colocalized. Finally，the
correlation between pSNCA and non⁃motor symptoms was conducted to explore the mechanism of non⁃motor symptoms in PD. Results：
All PDC patients displayed pSNCA（10/10）in the colonic mucosa and 90%（9/10）in the control group，with no significant difference
between the two groups. However，there was a statistically significant difference between the two groups in the expression of pSNCA（P＜

0.05），and the PDC group was more significant. The level of pSNCA in PDC patients was related to H⁃Y stage（r=-0.59，P＜0.05），but
not with disease duration，UPDRS⁃Ⅲ score and LEDD. The severity of constipation in PD was associated with UPDRS⁃Ⅲscore（r=0.67，
P＜0.05）. In addition，the severity of non⁃motor symptoms（including anxiety，depression，sleep disturbances，fatigue，constipation）in
patients was not related to the deposition of pSNCA in the intestine. Conclusion：The deposition of pSNCA may be involved in the
development of constipation and Parkinson’s disease，but not corelate with the non⁃motor symptoms of Parkinson’s disease.
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帕金森病（Parkinson’s disease，PD）是临床常见

的神经变性病，至今病因不明。其诊断金标准是患

者脑黑质神经元胞体内存在路易氏小体（Lewy bod⁃
ies，LBs），LBs富含异常聚集的α⁃突触核蛋白（α⁃synu⁃
clein，α⁃syn）。磷酸化机制是调节α⁃syn蛋白特性和

生理功能的重要分子开关，且丝氨酸129（serine129，
ser129）的磷酸化是α⁃syn病理修饰的主要形式［1］。研

究发现共核蛋白病患者脑中 90％的α⁃syn发生了

ser129磷酸化，转变成了磷酸化α⁃突触核蛋白（phos⁃
phorylated α⁃synuclein，pSNCA）［2］，因此 pSNCA可能

会为研究PD的发病机制提供突破性契机。近年来

虽然分子遗传学技术及影像技术的进展提高了PD
的诊断水平，但早期诊断仍然面临很大挑战。

近来研究表明 PD并不局限于大脑，还影响外

周自主神经网络，尤其是肠道神经系统，甚至认为

其起源于肠道。从活体患者获取肠道组织相对于

脑组织容易得多；并且与皮肤和唾液腺相比，肠道

组织含有更为密集的神经元网络以及节后神经节

神经元突起。目前，大多数研究集中于肠道黏膜下

层和肌层［3-4］，主要是因为这两处神经网络较黏膜更

为密集；但在活体内，黏膜层因为损伤小、操作安全性

高而更为实用。相关调查表明，PD患者便秘的患病

率可高达70%，且其出现早于运动症状20余年［5］。但

是，PD便秘的相关机制还不明确；许多神经病理学

研究表明大多数PD患者肠内神经元存在LBs［4，6］，但

其是否与便秘的存在相关还未知。目前，对 PD胃

肠道的研究仍很受关注［7-8］，这对阐明PD肠道损害的

机制和开展PD的早期诊断具有重大意义。

迄今为止，在活体内研究 PD肠黏膜相关病理

的研究结果不太一致［7，9-10］。本研究通过免疫组织

化学法评估 PD患者及便秘对照患者肠道黏膜中

pSNCA的表达，并分析其表达是否与便秘的存在有

关，以探索 pSNCA的表达对于 PD早期诊断是否具

有特异性。

1 对象和方法

1.1 对象

选择 2017年 2—6月在南京医科大学第一附属

医院神经内科门诊就诊明确诊断为帕金森病便秘

（PD patients with constipation，PDC）的患者 10例及

我院消化内科门诊就诊的功能性便秘（functional
constipation，FC）患者10例作为对照。

PDC组入组标准：①符合英国帕金森病协会脑

库临床诊断标准［11］；②便秘症状满足罗马Ⅲ诊断标

准［12］；③无创伤性脑损伤史、脑肿瘤、其他神经系统

疾病；④活检前 1周未服用抗凝药物和抗血小板药

物；⑤无肠道活检禁忌证；⑥排除其他肠道疾病；⑦
认知功能得分（MMSE评分）＞24分。对照组入组标

准：①未被诊断过帕金森病、其他神经或精神疾病；

②FC诊断符合罗马Ⅲ诊断标准；③~⑦同上述。本

研究项目获南京医科大学第一附属医院伦理委员

会审批（批号：2017⁃SR⁃093），且所有患者均签署了

知情同意书。随访1年以上，以进一步明确诊断。

1.2 方法

1.2.1 临床资料

患者最初的临床诊断由1名运动障碍疾病专家

评估。对所有纳入患者进行临床资料收集，同时对

PDC患者进行统一帕金森病评定量表第 3部分（the
unified Parkinson’s disease rating scale Ⅲ，UPDRS
Ⅲ）、Hoehn⁃Yahr（H⁃Y）分期、左旋多巴每日等效剂

量（levodopa⁃equivalent daily dose，LEDD）、汉密尔顿

抑郁量表（the Hamilton depression scale，HAMD）、汉

密尔顿焦虑量表（the Hamilton anxiety rating scale，
HAMA）、简易智能精神状态检查量表（the mini men⁃
tal state examination，MMSE）、帕金森病睡眠量表

（Parkinson’s disease sleepiness scale，PDSS）、疲劳严

重程度量表（fatigue severity scale，FSS）、便秘严重程

度自评量表（patient assessment of constipation symp⁃
toms，PAC⁃SYM）等资料评估。经检验，PAC⁃SYM具

有良好的信效度［13］，此量表包含 12项，每项 0~5分

（0分：不存在；5分：非常严重）。此量表基于3项症

状：腹部症状、大便情况以及直肠症状，用以评估过

去 2周内便秘症状的严重程度。所有PD患者在来

访期间均处于“关期”——停止服用抗帕金森病药

物至少12 h。
1.2.2 结肠内镜活检

根据消化内科内镜处的标准程序进行结肠镜

检查及活检。使用标准活检钳（MTN⁃BF⁃23/16⁃A；

南京Micro⁃tech公司）进行活组织检查，每位受试者

升结肠和降结肠分别取 2块黏膜组织。其中 1例

PDC患者由于其降结肠水肿，为防止出血，仅取了

升结肠组织。共分析了 10例 PDC患者的 19个切

片，10例对照者的20个切片。

1.2.3 免疫组织化学染色

获取的黏膜组织立即用 10％中性福尔马林溶

液固定，随后分别进行升结肠和降结肠组织的石蜡

包埋，所剩样本在-80 ℃的冰箱中保存。石蜡块用

切片机进行连续切片，断面厚度为 4 μm。实验过
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程：首先将样本石蜡块进行脱蜡并透化，随后置于

柠檬酸盐缓冲液（pH 6.0）中，使用高压抗原修复法

进行抗原修复 2 min。然后用血清封闭以降低背景

染色。使用小鼠单克隆抗 ser129磷酸化α⁃syn抗体

（pSNCA）以及神经元标记物——神经丝 200 kDa抗
体（NF）对切片进行孵育，将切片置于4 ℃过夜。第

2天进行常规免疫组化及免疫荧光共定位：①常规

免疫组化程序：一抗 pSNCA（1∶800，code pSyn#64，
Wako公司，日本），NF（1∶500，MAB5256，CA52590，
Millipore公司，美国），第 2天 PBS冲洗 3遍后，切片

用生物素化的山羊抗小鼠 IgG（1∶400，北京 ZSGB⁃
BIO公司）孵育45 min；洗涤3次后，再用缀合辣根过

氧化物酶的抗生物素蛋白 ⁃ 生物素复合物溶液孵育

20 min；免疫反应物用 3，3′⁃二氨基联苯胺（DAB，
D5637，Sigma公司，德国）显色，反应物为棕色；以

PBS代替一抗作为阴性对照。切片用苏木精复染。

②免疫荧光程序：一抗 pSNCA抗体（1∶800）、NF抗

体（1∶800），第2天PBS洗片3 min×3次后，在暗处进

行后续操作，滴加适宜浓度的荧光二抗，湿盒中孵

育 1 h；PBS浸洗 3次后，滴加DAPI避光孵育 5 min，
对标本进行染核，PBS 5 min×4次洗去多余的DAPI；
用吸水纸吸干片上的液体，用含抗荧光淬灭剂的封

片液封片，然后在荧光显微镜下观察采集图像。

1.2.4 图片处理

使用配有数码相机（Leica公司，德国）的光学显

微镜（DM4000B，Leica公司，德国）观察切片。图像

由2名专业研究人员进行双盲处理和分析。结果判

定参考Dieleman等［14］的方法加以改进。每个切片

中阳性产物所占面积百分比的评分如下：1分：1%~
25％；2分：26%~50％；3分：51%~75％；4分：76%~
100％。染色强度以多数阳性细胞呈现的染色特征

为标准计分：0分：无着色；1分：淡黄色；2分：棕黄

色；3分：棕褐色。染色强度分数与阳性产物所占面

积百分比计分之和记为总分：≤1分：阴性；1~4分：

弱阳性；≥4分：强阳性。

1.3 统计学方法

使用 SPSS 22.0软件进行分析。计量资料中正

态分布数据用均数±标准差（x ± s）表示，采用两样

本 t检验进行分析；非正态分布数据用中位数（四

分位数）［M（Q25，Q75）］描述，采用独立样本Mann⁃
Whitney U检验进行分析；计数资料以例数或百分

比表示，组间比较采用卡方检验。采用 Pearson、
Spearman相关分析 pSNCA表达量、PDC严重程度

与UPDRS Ⅲ等临床因素之间的相关性。P ≤ 0.05

为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 临床资料

PDC组共 10例，其中男 4例，女 6例，年龄 47~
77岁，平均（63.60 ± 8.33）岁；FC组10例，其中男3例，

女7例，年龄54~83岁，平均（62.10 ± 9.01）岁。两组

年龄、性别差异均无统计学意义；PDC组中H⁃Y分期

平均为1.6期，其中1期4例，1.5期3例，2期2例，3期
1例，帕金森病病程、UPDRS Ⅲ评分、LEDD、HAMA
评分、HAMD评分、PDSS评分、FSS评分、PAC⁃SYM
评分等见表1。所有受试者在结肠镜检查期间或之

后没有发生并发症。

2.2 肠黏膜NF的表达

通过神经元标志物NF评估黏膜中神经元的存

在。NF的免疫阳性产物在所有受试者的肠黏膜中

均有发现（图1 B，D）。
2.3 神经元细胞胞浆中pSNCA的表达

升结肠或降结肠任一黏膜样本显示 pSNCA免

疫染色阳性的即考虑该受试者为阳性。pSNCA免

疫阳性产物表达的形态多种多样，通常分散地分布

在黏膜固有层内。颗粒状是最常见的，偶尔可见丝

状染色物围绕在肠腺周围。此外，弥漫性细胞质染

色的细胞，其分布常常靠近肠上皮层（图 2C），此类

细胞由Gray等［15］证实为巨噬细胞。荧光共定位显

示，pSNCA表达于神经元细胞的胞浆中（图 3）。在

结肠活检样本中，100%（10/10）PDC患者和 90%（9/
10）FC患者发现 pSNCA免疫染色阳性，两组阳性率

差异无统计学意义（P＞0.05，表 2）。pSNCA的表达

量个体间差异较大（图2）。
免疫组化半定量分析显示 PDC组 pSNCA表达

量显著高于FC组，差异具有统计学意义（P=0.043，
表 2，图 1）。随后，两组之间又分别进行了升、降结

肠pSNCA表达量的比较，结果显示差异无统计学意

义（表2）。
2.4 PDC组 pSNCA的表达与患者非运动症状之间

的相关性

采用线性相关分析显示，PDC患者pSNCA的表

达量仅与H⁃Y分期存在显著相关性（r=-0.59，P=
0.042），而与帕金森病的病程、UPDRS Ⅲ评分、

LEDD无明显相关性。此外，患者非运动症状（包括

焦虑、抑郁、睡眠、疲劳、便秘严重程度）的表达与肠

道pSNCA的沉积无关。

研究发现大部分来自便秘患者的结肠标本存
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在 pSNCA的阳性表达，但无论是 PDC组还是对照

组，其便秘严重程度均与蛋白沉积无明显相关性；

然而PDC组便秘严重程度与UPDRS Ⅲ评分存在显

著相关性（r=0.67，P=0.036，表3）。
3 讨 论

既往对尸体解剖标本或手术标本进行的研究表

明，在PD进展过程中，肠道神经系统是受损的［7］，这

可能是导致 PD胃肠道症状的原因［16］；而本研究结

果显示有便秘症状的患者结肠黏膜神经纤维中均

有pSNCA的表达。本研究早期PD患者的肠道神经

系统表达 pSNCA支持Braak的假说［17］：肠道可能是

PD的发病起源或肠道病变促进病程进展。

本研究中，早期阶段的 PD患者肠黏膜 pSNCA
阳性。Forsyth等［16］证实早期PD患者肠黏膜渗透性

增加，认为α⁃syn的沉积与肠黏膜屏障的损伤有关；

Zhou等［18］发现pSNCA通常存在于易受损脑区；胃肠

道含有最大且最丰富的微生物群，具有诱导炎症和

氧化应激的能力，因此推测 PD患者胃肠道是易损

的，易诱发pSNCA聚集。此外，有研究发现α⁃syn的
磷酸化受生理刺激的严格调控，增强的氧化应激可

以增加pSNCA的表达［19］。因此，本研究中pSNCA的

沉积可能反映出肠道神经系统的受损，最终导致相

关胃肠道症状。这与 Jost等［20］的发现一致：肠道神

经系统损伤所致的慢性结肠运动是PD患者便秘的

主要原因。

表1 PDC组与FC组临床资料的比较

Table 1 Comparison of clinical characteristics between PDC patients and FC patients （x ± s）

临床资料

性别（男/女）

年龄（岁）

PD病程［年，M（Q25，Q75）］

Hoehn⁃Yahr分期［期，M（Q25，Q75）］

UPDRS⁃Ⅲ评分（分）

LEDD（mg/d）
PAC⁃SYM评分［分，M（Q25，Q75）］

HAMA评分（分）

HAMD评分（分）

PDSS评分［分，M（Q25，Q75）］

FSS评分（分）

PDC组

4/6
63.6 ± 8.30

04.2（0.5，8.5）
01.6（1.0，2.0）
22.0 ± 11.7
596 ± 335

13.0（9.3，15.3）
10.3 ± 6.90
4.9 ± 3.6

11.5（6.8，30.5）
26.0 ± 14.5

FC组

3/7
62.1 ± 9.0

—

—

—

—

6.0（3.8，9.3）
—

—

—

—

统计量

—

0.387
—

—

—

—

2.700
—

—

—

—

P值

1.000
0.704
—

—

—

—

0.015
—

—

—

—

F

E

D

C

B

A

A、C、E：pSNCA的表达；B、D、F：NF的表达；A、B：C、D的低倍镜视野（×200，来源于同1例77岁女性PDC患者）；C、D：分散分布于黏膜固有

层内的pSNCA和NF免疫阳性产物（×400）；E、F：来源于同1例73岁女性FC组患者（×400）。
图1 PDC组及FC组结肠黏膜组织pSNCA及NF表达（免疫组化染色）

Figure 1 Expression of pSNCA and NF in colonic mucosa in PDC patients and FC patients（IHC）
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结肠黏膜固有层中pSNCA（A、D、G）与NF（B、E、H）的共定位；C、F、I：共定位图像；A~C，D~F：来源于1例77岁女性帕金森病便秘患者的升

结肠、降结肠；G~I：来源于1例59岁女性便秘患者；pSNCA表达于神经元细胞的胞浆中（箭头）。

图3 结肠黏膜层中pSNCA与NF的免疫荧光双标记共定位（免疫荧光染色，×200）
Figure 3 Immunofluorescence double⁃label colocalization of pSNCA and NF in the colonic mucosa（IHC，×200）

便秘人群存在结肠菌群的改变，这可能会影响

肠道上皮和黏膜功能［21］。本研究发现对照组大部

分患者亦表达pSNCA，这说明便秘患者的肠道神经

系统亦是受损的，同时也提示便秘患者存在肠道屏

障功能的损害。然而，到目前为止，关于单纯便秘

患者的肠道功能，特别是肠屏障功能相关的研究很

少。因此，便秘患者的肠道屏障功能是否受损还需

在今后工作中进一步研究。有证据表明健康人的肠

道屏障功能正常，且健康人的肠道不表达α⁃syn［16］。

一些研究者认为肠道α⁃syn阳性的健康人可能是PD
前驱期患者［22］。但这仅仅是推测，其是否正确有待

于后续随访观察。总之，本研究表明pSNCA的沉积

可能参与了便秘的发生发展，但无论是PDC组还是

对照组，其便秘严重程度均与蛋白沉积无明显相关

性，说明结肠中pSNCA的高发生率可能与便秘存在

一定相关性，但便秘的发生发展可能还存在其他机

A：pSNCA阴性表达（来源于1例73岁女性FC患者，）；B：pSNCA弱阳性表达（来源于1例58岁男性PDC患者）；C：pSNCA强阳性表达（来源

于1例58岁女性FC患者），靠近肠上皮下层分布可见弥漫性细胞质染色的细胞；以上图片说明，pSNCA的表达量个体间差异较大。

图2 结肠黏膜活检组织pSNCA表达的差异性（免疫组化染色，×400）
Figure 2 Differential expression of pSNCA in colonic mucosa biopsies（IHC，×400）
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制。此观点与 Lebouvier 等［23］的研究结果一致：α⁃
syn的沉积与慢性便秘的存在有关，但具体机制还

有待探索。

Ser129 在α⁃syn 神经毒性的形成中起关键作

用。α⁃syn在病理和遗传方面都与PD的发病机制密

切相关，磷酸化又是其主要修饰形式，这提示α⁃syn
磷酸化可能是共核蛋白病的重要调控机制。本文

两组便秘的受试者结肠黏膜几乎均有 pSNCA的表

达，这与Pouclet等［9］研究结果相悖，其对照组和PD
患者均未表达pSNCA。但是，其他研究结果与本文

一致［7-8，10］。pSNCA阳性率的差异可能源于所应用

的抗体灵敏度及分析方法不同，其中 Stokholm［8］、

Antunes等［10］与本研究应用的是免疫组化法，Visanji

等［7］应用的是免疫组化及PET印迹法。值得注意的

是，上述研究中，仅Pouclet等［9］的研究中没有应用抗

原修复技术进行抗原修复，且其对照组平均年龄（＜

60岁）显著较低。另外，标本差异也是造成结果差异

的主要因素。目前研究使用的均是手术标本或活检

组织［24］，Shin等［25］证实活检样本及手术样本可造成结

果的不一致。Corbillé等［26］用了一种不同方法（一维

和二维电泳分离蛋白）来检测结肠中的 pSNCA，结

果显示患者与对照组表达的pSNCA水平没有差异，

再次支持了本研究结果。尽管本研究没有招募完

全健康的人群作为对照组，但PDC与便秘对照组匹

配较好，并且会随访本研究中的所有个体，以进一

步明确诊断。因此，本文仍然推测pSNCA可能参与

便秘的发生发展。

值得注意的是，PDC患者便秘评分的确如预期

所想，比对照组更高，这表明 PDC患者便秘较单纯

便秘的人更严重，这与前人研究结果相吻合［26］。PD
患者便秘发生率比健康人更高［27］。本研究 PDC组

pSNCA的表达量与对照相比具有显著差异，且与H⁃
Y分期显著相关，这表明PD疾病本身可能也与pSN⁃
CA的沉积有关，且在便秘形成或加剧中起作用，换

句话说，pSNCA升高可能加剧了便秘。然而本研究

却并未显示便秘严重程度与 pSNCA的表达显著相

关，其原因可能是存在其他导致患者胃肠道神经系

统变性的潜在因素。国外研究表明帕金森病患者

便秘发生与疾病本身程度、年龄及其他生活因素有

关［28］。本研究发现UPDRS评分在便秘严重程度中

起作用，与国外报道大致相同。

本研究中仍存在一些局限性：①对便秘的评估

采用临床量表，主观性比较大；在未来工作中，采用

客观指标，如结肠运输时间、基于计算机断层扫描的

体积估算和胃排空来评估便秘严重程度，数据会更

准确。②本研究样本量相对较小，且没有设健康组，

但PDC组和便秘对照组在年龄和性别上匹配良好。

本研究相关分析得到一些阴性结果，可能与样本量

小、标本取材部位、主观评判的误差等因素有关，其

确切的内在关系还有待今后进一步证实。
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