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【摘要】 目的 探讨京尼平苷对 1⁃甲基⁃4⁃苯基⁃1，2，3，6⁃四氢吡啶（MPTP）诱导帕金森病模型小鼠

的神经保护作用及其可能作用机制。方法 共 48只雄性 C57BL/6小鼠，随机分为正常对照组（对照组）、

帕金森病模型组（模型组）、京尼平苷组和MPTP + 京尼平苷组，自主活动计数观察小鼠行为学变化，免疫

组织化学染色观察中脑黑质酪氨酸羟化酶（TH）和 Bcl⁃2阳性细胞数目，原位末端标记法检测中脑黑质

神经元凋亡情况。结果 与对照组相比，模型组小鼠移动格子数［（76.33 ± 8.59）次/5 min 对（142.50 ±
11.65）次/ 5 min，P = 0.000］、站立次数［（19.58 ± 3.97）次/5 min对（39.17 ± 4.75）次/5 min，P = 0.000］、TH阳

性细胞数目［（12.83 ± 2.32）个/高倍视野对（35.67 ± 1.75）个/高倍视野，P = 0.000］和 Bcl⁃2阳性细胞数目

［（10.83 ± 2.23）个/高倍视野对（20.67 ± 1.75）个/高倍视野，P = 0.000］减少，凋亡细胞数目增加［（20.33 ±
2.58）个/高倍视野对（3.83 ± 1.67）个/高倍视野，P = 0.000］；经京尼平苷治疗后，MPTP + 京尼平苷组小鼠

移动格子数［（97.67 ± 13.15）次/5 min，P = 0.000］、站立次数［（29.33 ± 2.90）次/5 min，P = 0.000］、TH 阳性

细胞数目［（17.50 ± 2.07）个/高倍视野，P = 0.002］和 Bcl⁃2阳性细胞数目［（15.17 ± 2.79）个/高倍视野，P =
0.003］增加，凋亡细胞数目减少［（14.67 ± 3.08）个/高倍视野，P = 0.001］。结论 京尼平苷对 MPTP诱导

的帕金森病模型小鼠中脑黑质多巴胺能神经元具有保护作用，其作用机制可能与京尼平苷抑制神经元

凋亡有关。
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【Abstract】 Objective To investigate the neuroprotective effect of geniposide on 1⁃methyl⁃4⁃phenyl⁃
1, 2, 3, 6⁃tetrahydropyridine (MPTP) induced Parkinson's disease (PD) model mice and possible mechanism.
Methods A total of 48 male C57BL/6 mice were randomly divided into control, model, geniposide and
MPTP + geniposide groups. The behaviors of C57BL/6 mice were assessed by using open field test, the
tyrosine hydroxylase (TH) and Bcl⁃2 positive neurons in the midbrain substantia nigra of mice were detected
by immunohistochemistry and the number of apoptosis neurons were observed with TdT ⁃ mediated dUTP ⁃
biotin nick end labeling (TUNEL). Results The number of mobile grid [(76.33 ± 8.59) times/5 min],
standing [(19.58 ± 3.97) times/5 min], TH⁃positive neurons [(12.83 ± 2.32)/HPF] and Bcl⁃2⁃positive neurons
[(10.83 ± 2.23)/HPF] in model group were significantly lower than those in the control group [(142.50 ±
11.65) times/5 min, (39.17 ± 4.75) times/5 min, (35.67 ± 1.75)/HPF, (20.67 ± 1.75)/HPF; P = 0.000, for all].
The apoptosis neurons in model group [(20.33 ± 2.58)/HPF] were significantly higher than that in control
group [(3.83 ± 1.67) /HPF, P = 0.000). The number of mobile grid [(97.67 ± 13.15) times/5 min, P = 0.000],
standing [(29.33 ± 2.90) times/5 min, P = 0.000], TH ⁃positive neurons [(17.50 ± 2.07)/HPF, P = 0.002] and
Bcl ⁃ 2 ⁃ positive neurons [(15.17 ± 2.79) /HPF, P = 0.003] in MPTP + geniposide group were significantly
higher than those in model group. The number of apoptosis neurons [(14.67 ± 3.08) /HPF] in MPTP +
geniposide group was significantly lower than that in model group (P = 0.001). Conclusions Geniposide
can protect dopaminergic neurons in MPTP ⁃ induced neurodegeneration and the mechanism may be
associated with the inhibition of neuronal apoptosis.
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帕金森病（PD）是一种常见的好发于中老年人

的中枢神经系统变性病，临床上以静止性震颤、肌

强直、运动迟缓为主要症状，其病理学特征为中脑

黑质致密部多巴胺能神经元进行性变性缺失和路

易小体（LB）出现。帕金森病的病因和发病机制尚

不十分清楚，多项研究均表明细胞凋亡是引起多巴

胺能神经元退行性变的主要机制［1］。目前，帕金森

病的治疗原则主要以改善临床症状为主，其中左旋

多巴类药物、多巴胺受体激动剂、胆碱能抑制剂均

可改善临床症状，但不能延缓多巴胺能神经元凋

亡，不能改善已损伤的多巴胺能神经元功能，而且

长期应用还有明显不良反应，因此，研发一种新型

帕金森病治疗药物以延缓、阻止甚至逆转多巴胺能

神经元变性即成为目前研究的重点。

京尼平苷是栀子的主要成分，具有抗炎、抗氧

化和抗凋亡作用，可以透过血⁃脑屏障，亦是一种胰

高血糖素样肽⁃1（GLP⁃1）受体激动剂，可以通过作用

于 GLP⁃1 受体而发挥降糖和改善胰岛素抵抗作用，

并已被证实对糖尿病有较好疗效［2］。研究表明，糖

尿病与帕金森病密切相关，存在胰岛素抵抗的患者

罹患帕金森病的可能性显著增加［3］，京尼平苷可通

过激活 GLP⁃1受体显著改善糖尿病患者胰岛素抵抗

现象，从而使京尼平苷作为一种糖尿病治疗药物治

疗帕金森病成为可能。同时，多项研究表明，京尼

平苷具有广泛的神经营养和神经保护作用［4⁃6］。因

此，本研究通过 1⁃甲基 ⁃4⁃苯基 ⁃1，2，3，6⁃四氢吡啶

（MPTP）制备帕金森病模型，观察京尼平苷对帕金森

病小鼠行为学、黑质多巴胺能神经元数目、Bcl⁃2 阳

性细胞数目和黑质神经元凋亡数目的影响，以探讨

京尼平苷对帕金森病小鼠多巴胺能神经元的保护

作用及其可能机制。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物与分组 （1）动物来源：48 只无特

定病原体（SPF）级雄性 C57BL/6小鼠，8 ~ 10周龄，体

重 18 ~ 22 g，由中国食品药品检定研究院（NIFDC）
提供［许可证号：SCXK（京）2009-0017］，均于室温

21 ~ 23 ℃、相对湿度 55％ ~ 65％、12 h 昼-12 h 夜循

环照明环境中安静饲养，自由摄食、饮水。（2）动物

分组：采用随机数字表法将小鼠随机分为正常对照

组（对照组）、帕金森病模型组（模型组）、京尼平苷

组和MPTP + 京尼平苷组共 4组，每组各 12只小鼠。

2. 主要试剂与仪器 （1）实验药品：MPTP 购自

美国 Sigma 公司，京尼平苷为成都锦泰和医药化学

技术有限公司产品。（2）主要试剂：免疫试剂Ⅰ抗工

作液［包括兔抗小鼠酪氨酸羟化酶（TH，1∶300）和

Bcl⁃2（1∶100）单克隆抗体］，以及生物素标记的羊抗

兔 IgGⅡ抗（1∶500）均购自英国 Abcam 公司。免疫

组织化学染色 ABC试剂盒、原位末端标记（TUNEL）
检测试剂盒和二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒均为

武汉博士德生物工程有限公司产品。（3）主要仪器：

光学显微镜购自日本 Olympus 公司，数字病理扫描

系统 ScanScope CS由美国 Aperio公司提供。

二、实验方法

1. 动物模型制备 （1）模型制备方法：对照组小

鼠连续 5 d 腹腔注射生理盐水 0.20 ml；模型组小鼠

连续 5 d腹腔注射 MPTP（30 mg/kg）诱导帕金森病模

型；京尼平苷组小鼠连续 5 d 腹腔注射京尼平苷

（100 mg/kg）；MPTP + 京尼平苷组连续 5 d 腹腔注射

京尼平苷（100 mg/kg）前 1 h 注射 MPTP（30 mg/kg）。

（2）模型评价：参照文献［7］标准，小鼠于腹腔注射

MPTP 后 5 ~ 10 min 出现典型行为学改变，包括震

颤、竖尾、竖毛、运动迟缓、运动障碍等，并于 30 min
后逐渐恢复，视为模型制备成功。

2. 行为学实验 按文献［8］方法，制备 30 cm ×
30 cm × 15 cm 有机玻璃箱，底部刻画 6 cm × 6 cm 大

小格子，置于光线较暗的安静环境中，先使小鼠适

应环境 10 min，再计数小鼠 5 min内移动的格子数和

站立次数，连续检测 5次，取平均值。

3. 免疫组织化学染色检测小鼠中脑酪氨酸羟化

酶和 Bcl⁃2表达变化 行为学实验结束后，每组选择

6 只小鼠，腹腔注射质量分数为 12.5%的乌拉坦

0.30 ml行全身麻醉，左心室灌注，断头取脑，将脑组

织置于质量分数为 4%的多聚甲醛溶液中固定 48 h，
脱水、石蜡包埋，行脑组织切片，层厚 3 μm，选取中

【Key words】 Parkinson disease; Iridoides; Apoptosis; Disease models, animal
This study was supported by Scientific Research Support Project for Returnees of Shanxi Province

(No. 2011-044).
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脑黑质部位脑组织切片行免疫组织化学染色。二

甲苯脱蜡、梯度乙醇水化，置于体积分数为 0.3%过

氧化氢孵育 10 min，滴加抗原修复液，高压修复抗原

2 min，滴加 5%胎牛血清封闭抗原 30 min，同一组织

相邻切片分别滴加兔抗小鼠 TH 和 Bcl⁃2 单克隆抗

体，于 4 ℃孵育过夜，滴加生物素标记的羊抗兔 IgG
Ⅱ抗孵育 40 min，DAB 显色、苏木素复染、脱水、封

片。胞质和突起呈棕黄色为阳性细胞。每只小鼠

于前囟前后各 1 mm间取 6张切片，每张切片于黑质

外侧部和腹内侧部随机选择 3 个高倍视野（HPF），

分别计数 TH和 Bcl⁃2阳性细胞数目，取平均值。

4. 原位末端标记法检测小鼠中脑神经元凋亡

行为学实验结束后，每组选择剩余 6只小鼠，按照

免疫组织化学染色方法制备脑组织切片，并参照原

位细胞凋亡检测试剂盒进行神经元凋亡检测。二

甲苯脱蜡、梯度乙醇水化，20 μg/ml蛋白酶 K工作液

孵育 15 min，滴加体积分数为 5%胎牛血清于 37 ℃

湿盒封闭 30 min，滴加 100 μl 1 × TdT平衡缓冲液室

温湿盒平衡 10 min，滴加 500 μl TUNEL反应混合液

（50 μl TdT + 450 μl dUTP 液，混匀）于 37 ℃湿盒反

应 1 h，2 × 枸橼酸钠缓冲液室温浸泡 15 min，干燥后

滴加 50 μl 转化剂 POD 于 37 ℃湿盒内反应 30 min，
DAB 显色、苏木素复染、盐酸乙醇分化 2 s、脱水、封

片。胞核固缩、胞浆呈深棕褐色为 TUNEL 阳性细

胞。每只小鼠于前囟前后各 1 mm 间选取 3 张脑组

织切片，每张切片于黑质外侧部和腹内侧部随机选

择 3 个高倍视野，计数 TUNEL 阳性细胞数目，取平

均值。

三、统计分析方法

采用 SPSS 19.0 统计软件进行数据处理与分

析。计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，采用单

因素方差分析，两两比较行 LSD⁃t 检验。以 P ≤ 0.05
为差异具有统计学意义。

结 果

一、行为学观察

与对照组相比，京尼平苷组小鼠移动格子数和

站立次数无明显变化（P = 0.129，0.422），模型组小

鼠自主活动能力明显下降，表现为移动格子数和站

立次数明显减少（均 P = 0.000，表 1）。MPTP + 京尼

平苷组小鼠自主活动能力明显提高，表现为移动格

子数和站立次数高于模型组（均 P = 0.000），但仍低

于对照组（均 P = 0.000，表 1）。

二、免疫组织化学染色检测小鼠中脑酪氨酸羟

化酶和 Bcl⁃2表达变化

1. 酪氨酸羟化酶表达变化 对照组和京尼平苷

组小鼠中脑均可见大量 TH 阳性细胞，差异未达统

计学意义（P = 0.132）；与对照组相比，模型组小鼠中

脑 TH 阳性细胞数目明显减少（P = 0.000）；MPTP +
京尼平苷组小鼠中脑 TH 阳性细胞数目明显多于模

型组（P = 0.002），但仍少于对照组（P = 0.000；表 2，
图 1）。

2. Bcl⁃2 表达变化 对照组和京尼平苷组小鼠

中脑可见大量 Bcl⁃2 阳性细胞，差异无统计学意义

（P = 0.313）；与对照组相比，模型组小鼠中脑 Bcl⁃2
阳性细胞数目明显减少（P = 0.000）；MPTP + 京尼平

苷组小鼠中脑 Bcl⁃2 阳性细胞数目明显多于模型组

（P = 0.003），但仍少于对照组（P = 0.001；表 2，图 2）。

三、原位末端标记法检测小鼠中脑神经元凋亡

对 照 组 和 京 尼 平 苷 组 小 鼠 中 脑 仅 见 个 别

TUNEL阳性细胞，差异无统计学意义（P = 0.349）；与

对照组相比，模型组小鼠中脑 TUNEL阳性细胞数目

明显增加（P = 0.000）；MPTP + 京尼平苷组小鼠中脑

TUNEL 阳性细胞数目少于模型组（P = 0.001），但仍

高于对照组（P = 0.000；图 3，表 3）。

讨 论

帕金森病是以中脑黑质多巴胺能神经元进行

性缺失和纹状体多巴胺能神经递质减少为主要病

理学特征的神经变性病［9］。近年研究显示，细胞凋

亡增加是导致黑质纹状体多巴胺能神经元丢失的

主要原因［10］。细胞凋亡是细胞的程序性死亡，是细

胞受到体内外因素刺激情况下主动结束生命的死

亡方式，受凋亡基因调控。Bcl⁃2家族是一类重要的

细胞凋亡调控基因，分为两大类，一类是抗凋亡因

子，如 Bcl⁃2、Bcl⁃xL、Bcl⁃w、Bcl⁃1 等，另一类是促凋

亡因子，如 Bax、Bak、Bad、Bid等。其中 Bcl⁃2主要位

于线粒体外膜，可以拮抗促凋亡因子功能，研究表

明，Bcl⁃2 过表达可以抑制多种神经细胞凋亡，也可

以抑制 MPTP 和 6⁃羟多巴胺（6⁃OHDA）对多巴胺能

神经元的毒性作用，减少中脑黑质多巴胺能神经元

凋亡［11］。MPTP 是一种神经毒剂，其本身并无毒性

作用，当其进入体内后可被脑组织单胺氧化酶 B
（MAO⁃B）催化为 1⁃甲基 ⁃4⁃苯基吡啶离子（MPP+），
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MPP+可以进入多巴胺能神经元胞体，抑制线粒体呼

吸链复合体Ⅰ功能，从而使自由基生成增加，降低

细胞对自由基损伤的抵抗能力，最终引起中脑黑质

多巴胺能神经元凋亡。MPTP 诱导的 C57BL/6 小鼠

帕金森病模型是目前较为理想的帕金森病动物模

型之一，已被广泛应用。

Group
Control
Model
Geniposide
MPTP + geniposide
F value
P value

N
12
12
12
12

Mobile grid
142.50 ± 11.65
76.33 ± 8.59

135.25 ± 12.12
97.67 ± 13.15

89.730
0.000

Standing
39.17 ± 4.75
19.58 ± 3.97
37.75 ± 5.31
29.33 ± 2.90

52.262
0.000

表 1 不同处理组小鼠移动格子数和站立次数的比较
（x ± s，次/5 min）
Table 1. Comparison of the number of mobile grid andstanding between different groups (x ± s, times/5 min)

Group
Control
Model
Geniposide
MPTP + geniposide
F value
P value

N
6
6
6
6

TH
35.67 ± 1.75
12.83 ± 2.32
33.67 ± 2.57
17.50 ± 2.07
162.119

0.000

Bcl⁃2
20.67 ± 1.75
10.83 ± 2.23
19.33 ± 2.07
15.17 ± 2.79

23.632
0.000

表 2 不同处理组小鼠中脑黑质 TH 和 Bcl⁃2 阳性细胞数
目的比较（x ± s，个/高倍视野）

Table 2. Comparison of the number of TH ⁃ positive andBcl ⁃ 2 ⁃positive neurons in the midbrain substantia nigra ofmice between different groups (x ± s, /HPF)

图 1 光学显微镜观察所见 免疫组织化学染色（ABC法） × 400 1a 对照组小鼠中脑可见大量 TH 阳性细胞 1b 京尼平苷
组小鼠中脑可见大量 TH阳性细胞 1c 模型组小鼠中脑 TH阳性细胞数目明显减少 1d MPTP + 京尼平苷组小鼠中脑 TH阳性
细胞数目较模型组明显增加

Figure 1 Optical microscopy findings. Immunohistochemical staining (ABC) × 400 Both control group and geniposide group
showed a large number of TH⁃positive neurons (Panel 1a, 1b). TH⁃positive neurons were significantly decreased in model group (Panel
1c). Compared with model group, the number of TH⁃positive neurons in MPTP + geniposide group were significantly raised (Panel 1d).

MPTP，1⁃methyl⁃4⁃phenyl⁃1, 2, 3, 6⁃tetrahydropyridine，1⁃甲基⁃4⁃
苯基⁃1，2，3，6⁃四氢吡啶；TH，tyrosine hydroxylase，酪氨酸羟化酶

MPTP，1⁃methyl⁃4⁃phenyl⁃1, 2, 3, 6⁃tetrahydropyridine，1⁃甲基⁃4⁃
苯基⁃1，2，3，6⁃四氢吡啶
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图 2 光学显微镜观察所见 免疫组织化学染色（ABC法） × 400 2a 对照组小鼠中脑可见大量 Bcl⁃2阳性细胞 2b 京尼平
苷组小鼠中脑可见大量 Bcl⁃2阳性细胞 2c 模型组小鼠中脑 Bcl⁃2阳性细胞数目明显减少 2d MPTP+京尼平苷组小鼠 Bcl⁃2
阳性细胞数目较模型组明显增加

Figure 2 Optical microscopy findings. Immunohistochemical staining (ABC) × 400 Both control group and geniposide group
showed a large number of Bcl⁃2⁃positive neurons (Panel 2a, 2b). The number of Bcl⁃2⁃positive neurons were significantly decreased in
model group (Panel 2c). The number of Bcl⁃2⁃positive neurons in MPTP + geniposide group were significantly more than that in model
group (Panel 2d).

京尼平苷是一种环烯醚萜类化合物，也是一种

GLP⁃1 受体激动剂，具有抗凋亡、降血糖、改善胰岛

素抵抗等作用，目前研究表明，京尼平苷还具有神

经营养和神经保护作用［12⁃13］。我们的前期动物实验

显示，京尼平苷对阿尔茨海默病（AD）模型大鼠神经

元具有广泛保护作用，不仅可以改善大鼠行为障碍

和认知功能障碍，还可以通过糖原合成酶激酶 3β
（GSK⁃3β）信号转导通路抑制神经元凋亡［4］。我们

的前期细胞实验也表明，京尼平苷能够上调小鼠大

脑皮质原代神经元 Bcl⁃2 表达和下调 caspase⁃3 表

达，从而抑制鱼藤酮对神经元的损伤，发挥神经保

护作用。京尼平苷对帕金森病多巴胺能神经元是

否具有神经保护作用尚未见诸报道，基于帕金森病

与糖尿病的关系，以及 GLP⁃1 受体激动剂如艾塞那

肽和利拉鲁肽均对帕金森病有神经保护作用［14⁃15］，

因此，本研究采用 MPTP 诱导帕金森病小鼠模型以

探讨另一种 GLP⁃1受体激动剂京尼平苷对多巴胺能

神经元的保护作用。

本研究结果显示，模型组小鼠于模型制备成功

后 5 ~ 10分钟即出现活动减少、竖尾、竖毛和静止性

震颤等帕金森病特征性表现，与对照组相比，小鼠

自主活动能力下降，表现为移动格子数和站立次数

减少；免疫组织化学染色显示，MPTP损伤多巴胺能

神经元，造成大量多巴胺能神经元缺失，表现为 TH
和 Bcl⁃2阳性细胞数目明显减少、凋亡细胞数目明显

增加，表明 MPTP可以通过下调 Bcl⁃2表达而引起中

脑黑质神经元凋亡，这可能是引起中脑黑质多巴胺

能神经元丢失的主要方式；与模型组相比，MPTP +
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［1］

图 3 光学显微镜观察所见 TUNEL 染色 × 400 3a
对照组小鼠中脑仅见个别凋亡神经元 3b 京尼平苷组
小鼠中脑仅见个别凋亡神经元 3c 模型组小鼠中脑神
经元凋亡数目明显增加 3d MPTP + 京尼平苷组小鼠中
脑神经元凋亡数目较模型组明显减少

Figure 3 Optical microscopy findings. TUNEL
staining × 400 A few apoptosis neurons were observed
in both control group and geniposide group (Panel 3a, 3b).
The number of apoptosis neurons were significantly
increased in model group (Panel 3c). The number of
apoptosis neurons in MPTP + geniposide group were
significantly less than the model group (Panel 3d).

表 3 不同处理组小鼠中脑神经元凋亡数目的比较
（x ± s，个/高倍视野）

Table 3. Comparison of number of apoptosis neurons inthe midbrain substantia nigra of mice between differentgroups (x ± s, /HPF)
Group
Control
Model
Geniposide
MPTP + geniposide

N
6
6
6
6

Apoptosis neuron
3.83 ± 1.67

20.33 ± 2.58
5.17 ± 2.14

14.67 ± 3.08

F value

67.412

P value

0.000

京尼平苷组小鼠行为障碍明显减轻，自主活动能力

提高，表现为移动格子数和站立次数明显增加、TH
和 Bcl⁃2阳性细胞数目明显增加，表明京尼平苷可以

减轻 MPTP 对小鼠中脑黑质多巴胺能神经元的损

伤，抑制多巴胺能神经元的进行性丢失，增强运动

功能；同时，凋亡细胞数目明显减少，表明京尼平苷

对 MPTP 引起的细胞凋亡具有拮抗作用，通过上调

Bcl⁃2表达而保护多巴胺能神经元。

综上所述，京尼平苷对 MPTP 诱导的帕金森病

模型小鼠中脑黑质多巴胺能神经元具有保护作用，

其途径与抗凋亡作用有关。
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