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　 　 【摘要】 　 目的　 研究白藜芦醇(resveratrol,RES)对 α-突触核蛋白(α-synuclein,α-Syn) A53T 转基因小鼠运动

功能障碍及外周免疫的影响。
 

方法　 选取 8 月龄的 A53T 转基因小鼠,随机分成 4 组:对照组( WT)、对照治疗组

(WT
 

+
 

RES)、模型组(PD)、模型治疗组(PD
 

+
 

RES)。 治疗组每 3
 

d 灌胃 RES,用药 3 个月;对照组和模型组给予

等量生理盐水。 通过爬杆实验、转棒实验、前脚抓力实验、四肢抱紧实验检测各组小鼠运动水平。 流式细胞仪检测

小鼠 T 淋巴细胞亚群,酶联免疫吸附试验( ELISA)检测小鼠血清中白细胞介素-6( IL-6)、肿瘤坏死因子-α( TNF-
α)、白细胞介素-18(IL-18)以及转化生长因子-β(TGF-β)的水平。

 

结果　 与对照组相比,模型组运动功能评分均较

低;与模型组相比,模型治疗组运动功能评价显著改善。 流式结果显示,与对照组比,模型组小鼠外周 T 细胞占比、
CD4+ T 细胞占比、CD4+ / CD8+比值均降低,CD8+ T 细胞占比无统计学意义。 与模型组相比,模型治疗组 T 淋巴细胞

占比和 CD4+ T 细胞占比均显著升高,有统计学意义,CD4+ / CD8+ 比值也升高,但差异无统计学意义。 外周血血清

ELISA 结果显示,与对照组相比,模型组小鼠 IL-6、IL-18 均升高,TGF-β 降低,TNF-α 浓度无统计学差异。 与模型组

相比,模型治疗组 IL-6、IL-18 浓度显著下降,TGF-β 有所上升,结果无统计学意义。
 

结论　 RES 通过调节小鼠外周

免疫,减少神经炎症反应,从而显著改善 A53T 转基因小鼠的运动功能障碍。
【关键词】 　 白藜芦醇;α-突触核蛋白 A53T 转基因小鼠;帕金森病;运动功能障碍;外周 T 淋巴细胞
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【Abstract】　 Objective　 To
 

illustrates
 

the
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

on
 

motor
 

dysfunction
 

and
 

peripheral
 

immunity
 

in
 

α-
synuclein

 

A53T
 

mice. Methods 　 Eight-month-old
 

A53T
 

α-syn
 

transgenic
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups:
 

model
 

group
 

(PD),
 

model
 

treatment
 

group
 

(PD
 

+
 

RES),
 

control
 

group
 

(WT)
 

and
 

control
 

treatment
 

group
 

(WT
 

+
 

RES).
 

The
 

treatment
 

groups
 

were
 

given
 

Resveratrol
 

( RES) by
 

gavage
 

every
 

3
 

days
 

for
 

11
 

months,
 

while
 

the
 

control
 

and
 

model
 

groups
 

were
 

given
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

normal
 

saline.
 

The
 

motoric
 

function
 

of
 

the
 

animals
 

was
 

analyzed
 

with
 

a
 

forelimb
 

grip
 

strength
 

test,
 

Rotarod
 

test,
 

and
 

Pole
 

climbing
 

test.
 

The
 

proportion
 

of
 

T
 

lymphocyte
 

subsets
 

in
 

different
 

groups
 

of
 

mice
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

IL-6,
 

TNF-α,
 

IL-18
 

and
 

TGF-β
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

an
 

ELISA
 

kit. Results　 the
 

motor
 

function
 

scores
 

in
 

the
 

PD
 

group
 

were
 

worse
 

than
 

those
 

in
 

the
 

WT
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

PD
 

group,
 

the
 

motor
 

function
 

score
 

of
 

the
 

PD
 

+
 

RES
 

group
 

was
 

significantly
 

improved.
 

The
 

flow
 

cytometry
 

result
  

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

WT
 

group,
 

the
 

T
 

lymphocyte
 

ratio,
 

CD4+ T
 

cell
 

ratio,
 

and
 

CD4+ / CD8+
 

ratio
 

were
 

less
 

in
 

the
 

PD
 

group,
 

while
 

the
 

CD8+ T
 

cell
 

ratio
 

was
 

not
 

significantly
 

different.
 

After
 

RES
 

treatment,
 

T
 

lymphocytes,
 

CD4+
 

cells,
 

and
 

the
 

CD4+ / CD8+
 

ratio
 

were
 

significantly
 

greater
 

in
 

the
 

PD
 

+
 

RES
 

group
 

than
 

the
 

PD
 

group.
 

The
 

ELISA
 

result
  

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

WT
 

group,
 

the
 

IL-6
 

and
 

IL-18
 

levels
 

in
 

the
 

PD
 

group
 

were
 

greater,
 

the
 

TGF-β
 

level
 

were
 

less,
 

and
 

the
 

TNF-α
 

level
 

showed
 

no
 

significant
 

statistical
 

difference.
 

After
 

RES
 

treatment,
 

compared
 

with
 

the
 

PD
 

group,
 

the
 

IL-6
 

and
 

IL-18
 

levels
 

in
 

the
 

PD
 

+
 

RES
 

group
 

were
 

significantly
 

less,
 

while
 

the
 

TGF-β
 

level
 

was
 

greater;
 

however,
 

the
 

result
  

showed
 

no
 

statistical
 

difference.
Conclusions 　 Resveratrol

 

can
 

reduce
 

motor
 

disorders,
 

regulate
 

peripheral
 

immune
 

function,
 

and
 

effectively
 

reduce
 

neuroinflammation.
【Keywords】　 resveratrol;

 

α-synuclein
 

( α-Syn)
 

A53T
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Parkinson’ s
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motor
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T
 

lymphocytes
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　 　 帕金森病(Parkinson’s
 

disease,PD)也称为震颤

麻痹(paralysis
 

agitans),在中老年人群中多发,随着

人口老龄化的不断加剧,PD 的发病率不断升高[1] 。
PD 的主要病理特征为中脑黑质和纹状体处多巴胺

(dopamine,DA)能神经元进行性丢失以及 α-突触核

蛋白(α-synuclein,α-Syn)的积累,临床上伴随典型

运动迟缓、静止性震颤等运动功能障碍[2] 。 有研究

发现,PD 患者的血清及脑脊液中促炎因子 IL-6
(interleukin-6)、IL-1β 升高,抗炎因子 IL-10 降低,
说明 PD 患者存在神经炎症反应[3] 。 PD 患者的外

周血中 CD3+ T 细胞、CD4+ T 细胞占比减少,说明 PD
患者存在免疫调节异常的现象[4] 。 目前,PD 的具

体发病原因及机制尚不明确,缺乏有效的治疗方

法[5] 。 白藜芦醇( resveratrol,RES)是一种药食同源

的天然多酚类化合物,具有抗炎、抗凋亡、抗氧化及

神经保护等作用[6] 。 同时,RES 是沉默信息调节器

1(silence
 

information
 

regulator
 

1,SIRT1)的变构激活

剂,具有调控自噬作用[7] 。 在 PD 患者中,SIRT1 的

酶活性降低,减弱了其抵抗神经毒素的能力,导致

神经炎症发生[8] 。 研究表明,RES 在帕金森动物模

型中具有神经保护作用[9-11] 。 Prnp-SNCA-A53T 转

基因小鼠是过表达包含 A53T 突变的人源 SNCA 基

因的 PD 模型小鼠,后代纯合子小鼠从 8 月龄开始

出现进行性运动障碍[12-13] 。 该模型很好的模拟帕

金森症发病情况,是研究 PD 发病机制较理想的小

鼠模型。 研究发现 RES 对该模型小鼠运动、认知功

能和神经病理具有积极改善作用[14-16] 。 RES 的上

述作用机制尚不明确,因此,本实验以 RES 灌胃治

疗 A53T 转基因小鼠 3 个月,研究 RES 对该模型小

鼠运动功能、T 淋巴细胞亚群和外周炎症因子影响,
为应用 RES 治疗 PD 提供实验依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

12 只 SPF 级 8 月龄 A53T 转基因阳性小鼠及

12 只同窝转基因阴性小鼠,雄性,体重 20
 

~
 

30
 

g,本
研究所用 A53T 转基因小鼠是武汉大学张振涛教授

实验室【SCXK(鄂)2019-0004】赠予,在襄阳市第一

人民医院转化医学中心动物实验室 【 SYXK ( 鄂)
2022-0093】扩繁和饲养。 昼夜各半循环照明,环境

相对湿度 40%
 

~
 

60%,温度控制范围 20
 

~
 

24℃ 之

内,日温差
 

≤
 

1℃ ,食物供给充足,按照实验动物使

用原则(3R 原则)给予人道主义关怀。 本项目动物

实验均通过襄阳市第一人民医院动物伦理委员会

审批(2021DW008)。
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1. 1. 2　 主要试剂与仪器

白藜芦醇 ( 1602105-100MG, Sigma-Aldrich, 美

国);IL-6(MM-1011M2)、IL-18(MM-0169M1)、TNF-
α(MM-0132M2)及 TGF-β( MM-45041M2) ELISA 试

剂盒(江苏酶免实业有限公司),单抗试剂:APC-Cy7
 

anti-mouse,Percpcy
 

5. 5
 

anti-mouse
 

CD3e,FITC
 

anti-
mouse

 

CD4,PE
 

anti-mouse
 

CD8a( BD,美国),SYBR
 

Green
 

PCR
 

Mix(Promega,美国),实验所用引物由湖

北省武汉市金开瑞生物工程有限公司合成(武汉),
Phospho-alpha-Synuclein ( S129 ) Antibody ( PPS091,
R&D

 

SYSTEMS,
 

美国)。 SpectraMax
 

i3x 酶 标 仪

(Molecular
 

Devices,美国); ABI
 

7500
 

PCR 仪 ( Life
 

technology,美国);BD
 

FACS
 

AriaII 流式细胞分析仪

(BD,美国);XR501 型大小鼠抓力测定仪(上海欣

软信息科技有限公司);XR-6C 型小鼠转棒疲劳仪

(上海欣软信息科技有限公司); 自备一根直径

1
 

cm、长度 50
 

cm 的表面粗糙的木杆。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验设计

8 月龄 SPF 级 A53T 转基因阳性小鼠 12 只,随
机分成两组, 模型组 ( PD ), 模型治疗组 ( PD

 

+
 

RES);选取同窝转基因阴性小鼠 12 只,随机分成两

组,对照组(WT),对照治疗组(WT
 

+
 

RES),给药组

每 3
 

d 灌胃 1 次 RES(30
 

mg / kg),至 11 月龄;对照

组和模型组每 3
 

d 灌胃等容积生理盐水。 在治疗的

4 个时间点(0、1、2、3 月)进行运动行为学测试,治
疗终点取小鼠外周血进行 T 淋巴细胞亚群和血清

炎症因子检测。
1. 2. 2　 荧光定量 PCR 检测 SNCA 基因表达

剪小鼠尾尖组织, 提取小鼠组织 DNA。 按

SYBR
 

Green 试剂盒说明进行扩增,PCR 体系为 20
 

μL,反应条件:95℃变性 15
 

s,60℃
 

30
 

s,40 个循环。
每个样品设 3 个复孔,引物序列见表 1。 转基因阳

表 1　 引物列表

Table
 

1　 List
 

of
 

primers
基因名称
Gene

 

name
引物类型

Primer
 

type
序列(5’→3’)

Sequence
 

(5’→3’)

内参基因
上游

Forward CACGTGGGCTCCAGCATT

Internal
 

positive
 

control 下游
Reverse TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG

突触核蛋白基因
上游

 

Forward TGACGGGTGTGACAGCAGTAG

SNCA 下游
Reverse CAGTGGCTGCTGCAATG

性小鼠的基因型是通过使用适当的内源参照基因

片段,将每个未知样本的 2-ΔΔCt 值与已知的纯合子

和杂合子对照进行比较确定的。 计算方法如下,将
样本差异以内参基因均一化, ΔCt

 

=
 

Ct目的基因 -
Ct内参基因;然后,将待测样本与对照样本比较得出

ΔΔCt,ΔΔCt
 

=
 

ΔCt处理样本 -ΔCt对照样本;利用公式计算

获得待测样本的 RQ 值(倍数变化)=
 

2-ΔΔCt。
1. 2. 3　 免疫组化检测 P-α-Syn( S129)蛋白在小鼠

中脑组织中的表达

取小鼠中脑脑组织,4%的多聚甲醛固定、石蜡

包埋,5
 

μm 连续切片。 采用免疫组织化学方法检测

中脑组织中,P-α-Syn 蛋白的表达。 阳性染色为棕

黄色。 首先选择在低倍镜观察整个组织切片,圈定

4 个细胞染色清晰、组织结构良好的区域视野,最后

选择高倍镜观察。
1. 2. 4　 小鼠行为学测试

(1)爬杆实验:记录小鼠从爬杆顶部爬至杆底

的时长,每只小鼠重复 3 次,取平均值。 (2)转棒实

验:将小鼠置于恒定转速(30
 

r / min,以正常小鼠 3
 

min 内掉下为标准)的转棒仪上,记录小鼠掉落时所

转的总路程,每只小鼠重复 3 次,取平均值。 (3)抓

力实验:依次将小鼠放于抓力测试仪上,抓住鼠尾,
当小鼠前爪在仪器抓杆上抓牢后,以匀速匀力向后

拉,待小鼠松爪,记录小鼠前爪最大拉力,每只小鼠

重复 3 次,取平均值。 (4)下肢抱紧实验:尾根部悬

吊小鼠并坚持 15
 

s 后,根据后肢抱紧的严重程度进

行评分,进行评分从 0 到 3 计算:0
 

=
 

后肢远离腹

部,向外张开;1
 

=
 

观察期间一侧下肢部分向腹部内

缩回至少 50%;2
 

=
 

在观察期双下肢部分向腹部内

缩回至少 50%;3
 

=
 

观察期间两后肢完全向腹部内

缩少于 50%。 评分为 0. 5 分属正常数值,在连续 3
 

d
的 3 个独立实验后,取平均值。
1. 2. 5　 外周血 T 淋巴细胞及其亚群检测

采用多色抗小鼠单克隆抗体( mAbs)联合试剂

APC-Cy7
 

anti-mouse
 

CD45, Percpcy
 

5. 5
 

anti-mouse
 

CD3,FITC
 

anti-mouse
 

CD4,PE
 

anti-mouse
 

CD8 和匹

配的同型对照,在灌胃 RES
 

治疗 3 个月后,取血至

EDTA 抗凝小管中,进行抗体染色,PBS 清洗两次

后,进行流式细胞术检测,计数 1
 

×
 

105 个细胞。 所

有样本均采用 BD
 

FACS
 

Aria
 

II 流式细胞仪进行检

测,应用 Flow
 

J 软件对检测结果进行分析。
1. 2. 6　 外周血血清炎症因子检测

取外周血后,分离血清,- 20℃ 保存,测定前复
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融,混匀,2000
 

r / min 转速离心 20
 

min,取上清后按

ELISA 试剂盒说明书进行操作。 检测 IL-6、IL-18、
TNF-α 及 TGF-β 表达。
1. 3　 统计学分析

应用 SPSS
 

24. 0 统计学软件对数据进行统计学

分析并整理,连续变量用均值表示,计量资料采用

平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,两组间比较采用独立

样本 t 检验,P
 

<
 

0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 帕金森病 A53T 转基因小鼠鉴定

荧光定量 PCR 检测 A53T 转基因阳性小鼠的

SNCA 基因鉴定结果如表 2 所示;免疫组化检测小

鼠中脑中 P-α-Syn( S129)蛋白的表达,结果与对照

组相比,A53T 小鼠的 P-α-Syn 蛋白表达显著增多

(图 1) ,表明本实验所用小鼠基因型正确符合

要求。

表 2　 A53T 转基因小鼠 SNCA 基因鉴定

Table
 

2　 SNCA
 

gene
 

identification
 

in
 

α-Synuclein
 

A53T
 

mice
内参校准值

Internal
 

reference
 

calibration
 

value
检测 RQ 值

Detection
 

of
 

RQ
 

values
检测的动物

Animals
 

tested
基因型

Genotype
1. 02 0. 00 野生对照 Wild

 

contrast 野生型 WT
0. 97 1. 00 杂合对照 Hybrid

 

control 杂合子 Mut / WT
1. 01 1. 63 鼠 1

 

Mouse
 

1 纯合子 Mut / Mut
1. 02 1. 48 鼠 2

 

Mouse
 

2 纯合子 Mut / Mut
0. 98 1. 88 鼠 3

 

Mouse
 

3 纯合子 Mut / Mut
0. 99 1. 57 鼠 4

 

Mouse
 

4 纯合子 Mut / Mut
1. 02 1. 61 鼠 5

 

Mouse
 

5 纯合子 Mut / Mut
1. 04 1. 83 鼠 6

 

Mouse
 

6 纯合子 Mut / Mut
0. 98 1. 44 鼠 7

 

Mouse
 

7 纯合子 Mut / Mut
1. 00 1. 72 鼠 8

 

Mouse
 

8 纯合子 Mut / Mut
0. 99 1. 83 鼠 9

 

Mouse
 

9 纯合子 Mut / Mut
0. 96 1. 96 鼠 10

 

Mouse
 

10 纯合子 Mut / Mut
1. 01 1. 74 鼠 11

 

Mouse
 

11 纯合子 Mut / Mut
0. 99 1. 85 鼠 12

 

Mouse
 

12 纯合子 Mut / Mut

注:免疫组化法检测 P-α-Syn 蛋白在中脑组织中的表达。

图 1　 A53T 转基因小鼠鉴定

Note.
 

The
 

protein
 

levels
 

of
 

P-α-Syn
 

in
 

midbrain
 

tissue
 

was
 

detected
 

using
 

immunohistochemical.

Figure
 

1　 Identification
 

of
 

α-synuclein
 

A53T
 

mice

2. 2　 RES 对 A53T 转基因小鼠运动功能障碍的

影响

RES 治疗 3 个月后,与模型组相比,模型治疗组

小鼠爬杆总时长显著缩短(P
 

<
 

0. 01) (图 2A)。 与

对照组相比,模型组小鼠前脚抓力显著较小(P
 

<
 

0. 05),RES 治疗后,与模型组相比,模型治疗组小

鼠前脚抓力显著增加(P
 

<
 

0. 05)(图 2B)。 同时,与
对照组相比,模型组小鼠转棒总路程显著缩短(P

 

<
 

0. 05),RES 治疗后,与模型组相比,模型治疗组小

鼠转棒总路程显著延长(P
 

<
 

0. 05) (图 2C)。 与对

照组相比,对照治疗组爬杆时长,抓力大小以及转

棒总路程均不具有统计学意义(图 2)。
同时,对小鼠体重进行测量,发现 RES 对小鼠

体重无显著差异(图 3A);与对照组相比,模型组小

鼠在尾部悬吊之后表现出下肢抱紧行为,这是神经

退行性疾病小鼠模型常见的运动障碍特征;RES 治

疗后,与模型组相比,模型治疗组小鼠抱紧行为改

善(图 3B)。 与对照组相比,模型组小鼠四肢抱紧

运动功能评分升高(P
 

<
 

0. 005);RES 治疗后,与模

型组相比,模型治疗组小鼠四肢抱紧运动功能评分

显著降低(P
 

<
 

0. 01)。 与对照组相比,对照治疗组

四肢抱紧运动功能评分无显著性差异(图 3C)。
2. 3　 RES 对 A53T 转基因小鼠外周 T 淋巴细

胞及其亚群影响

流式圈门策略及典型示例见图 4 所示。 流式检

测结果显示:与对照组相比,模型组 T 淋巴细胞占

比显著降低,差异具有显著性(P
 

<
 

0. 001);经 3 个

月 RES 灌胃治疗后,与模型组相比,模型治疗组 T
淋巴细胞占比增加,差异具有统计学意义 ( P

 

<
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注:A:爬杆实验;B:抓力实验;C:转棒实验。 与对照组比,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01,∗∗∗P
 

<
 

0. 005;与模型组比,#P
 

<
 

0. 05,##P
 

<
 

0. 01。
(下图同)

图 2　 RES 治疗后小鼠行为学检测结果

Note.
 

A.
 

Pole
 

climbing
 

test.
 

B.
 

Forelimb
 

grip
 

strength
 

test.
 

C.
 

Rotarod
 

test.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 005.
 

Compared
 

with
 

PD
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

2　 Motoric
 

function
 

results
 

of
 

mice
 

after
 

RES
 

treatment

注:A:RES 对小鼠体重的影响;B:下肢抱紧评分根据严重程度从 0
 

~
 

3;C:小鼠的代表性图像。

图 3　 RES 治疗后小鼠体重、运动功能评分

Note.
 

A.
 

Effect
 

of
 

RES
 

on
 

body
 

weight
 

of
 

mice.
 

B.
 

The
 

hindlimb
 

clasping
 

score
 

was
 

rated
 

from
 

0
 

~
 

3
 

based
 

on
 

severity
 

Representative
 

images
 

of
 

mouse
 

littermates
 

treated
 

with
 

RES
 

or
 

vehicle.
 

C.
 

Representative
 

images
 

of
 

mouse
 

littermates
 

treated
 

with
 

RES
 

or
 

vehicle.
 

Figure
 

3　 Body
 

weight
 

and
 

motor
 

function
 

scores
 

of
 

mice
 

after
 

RES
 

treatment

0. 001)(图 5A)。 与对照组相比,模型组 Th 细胞

(CD3+ CD4+ )占比显著降低,差异具有统计学意义

(P
 

<
 

0. 001);与模型组相比,模型治疗组 Th 细胞

(CD3+ CD4+ )占比增加,差异具有统计学意义(P
 

<
 

0.
 

005)(图 5C)。 与对照组相比,模型组 Tc 细胞

(CD3+ CD8+ )占比差异不具有统计学意义;与模型

组相比,模型治疗组 Tc 细胞(CD3+ CD8+ )占比不具

有统计学意义 ( 图 5B)。 与对照组相比,模型组

CD4+ / CD8+比值降低,差异具有统计学意义(P
 

<
 

0. 05);与模型组相比,模型治疗组 CD4+ / CD8+比值

增加,差异不具有统计学意义(图 5D)。 与对照组

相比,对照治疗组 T 淋巴细胞占比、CD4+ T 淋巴细
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胞占比、CD8+ T 淋巴细胞占比及 CD4+ / CD8+比值均

不具有统计学意义(图 5)。

注:A:对照组;B:对照治疗组;C:模型组;D:模型治疗组。

图 4　 A53T 转基因小鼠外周血 T 淋巴细胞、CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞流式散点图

Note.
 

A.
 

WT.
 

B.
 

WT
 

+
 

RES.
 

C.
 

PD.
 

D.
 

PD
 

+
 

RES.

Figure
 

4　 Flow
 

cytometry
 

results
 

of
 

T
 

lymphocyte,
 

CD4+ T
 

cell
 

and
 

CD8+ T
 

cell

2. 4　 RES 对 A53T 转基因小鼠外周血血清炎症因

子的影响

与对照组相比,模型组小鼠血清中 IL-6、IL-18
含量显著增加,差异具有统计学意义(P

 

<
 

0. 005,

P
 

<
 

0. 01) ;经 3 个月 RES 灌胃治疗后,与模型组

相比,模型治疗组小鼠血清中 IL-6、IL-18 含量显著

减少, 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( P
 

<
 

0. 001, P
 

<
 

0. 05) (图 6A,6B) 。 在各组间血清 TNF-α 含量差

异不具有显著性(图 6C) 。 与对照组相比,模型组

小鼠血清 TGF-β 含量显著减少,差异具有统计学意
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注:与对照组比,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 001;与模型组相比,###P
 

<
 

0. 005,####P
 

<
 

0. 001。

图 5　 A53T 转基因小鼠外周血流式细胞仪检测结果

Note.
  

Compared
 

with
 

WT
 

group,
  ∗∗∗∗P

 

<
 

0. 001.
 

Compared
 

with
 

PD
 

group,
 ###P

 

<
 

0. 005,
 ####P

 

<
 

0. 001.
 

Figure
 

5　 Flow
 

cytometry
 

results
 

of
 

peripheral
 

blood
 

of
 

α-synuclein
 

A53T
 

mice

图 6　 A53T 转基因小鼠血清炎症因子检测结果

Figure
 

6　 Results
 

of
 

serum
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

α-synuclein
 

A53T
 

mice

义(P
 

<
 

0. 05);与模型组相比,模型治疗组小鼠血清

中 TGF-β 含量回升,差异不具有统计学意义(图

6D)。 与对照组相比,对照治疗组 IL-6、IL-18、TNF-α
及 TGF-β 含量均不具有统计学意义(图 6)。

3　 讨论

近年来大量研究证实 RES 可以减少神经元细

胞的凋亡,从而减少神经炎症发生[17] 。 RES 作为
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SIRT1 基因的激活剂,可激活线粒体自噬,减轻 DA
能神经元中 α-Syn 低聚物的形成,保护神经元,从而

改善 PD 模型大鼠运动障碍[8,18] 。 本研究显示,RES
缩短 A53T 转基因小鼠爬杆时长,降低小鼠四肢抱

紧运动功能评分,增加 A53T 转基因小鼠转棒路程

及前脚抓力,说明应用 RES 治疗 PD 有较大潜力,这
与已有报道一致。

PD 患者普遍存在免疫功能异常,T 淋巴细胞介

导的细胞免疫功能减退[19] 。 正常情况下,在中枢神

经系统中激活的 T 淋巴细胞较少出现,当中枢神经

系统发生炎症反应时,神经元释放促炎因子(IL-1β、
TNF-α 等),改变血脑屏障通透性,从而在中枢神经

系统中产生激活的 T 淋巴细胞,被激活的 T 淋巴细

胞会进一步迁移至神经元损伤部位,加速神经炎症

的发展[20] 。 研究发现,激活的小胶质细胞以及星形

胶质细胞会释放 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 等细胞因子,
诱导神经炎症的发生,导致 DA 能神经元的损伤以

及神经元数量减少[21-22] 。 以上研究提示,免疫功能

的紊乱及神经炎症的发生是 PD 病理进展的重要方

面。 研究指出,PD 患者外周血中 CD3+ T 淋巴细胞

占比、CD4+ T 细胞占比及 CD4+ / CD8+ T 细胞比值与

健康对照人群相比显著降低[23] ,IL-6 作为主要的炎

症因子参与炎症反应,是组织损伤程度与炎症反应

的重要标志物之一,与健康对照相比,在 PD 患者血

浆中 IL-6 的表达增高[24-25] 。 IL-18 作为白细胞介素

的重要成员,通过参与 CD4+ T 细胞的增值与分化过

程、增加促炎因子 TNF-γ 的产生发挥免疫应答作

用[26] ,最近的研究发现 IL-18 可以与小胶质细胞受

体结合,加快小胶质细胞的激活,激活的小胶质细

胞进一步释放炎性因子,恶性循环的过程导致神经

炎症的发生,加速 PD 的进展[27] 。 同时,研究指出

另一种参与免疫调节的重要成员 TGF-β,其是具有

免疫抑制功能的细胞因子,可以通过对黏附分子的

下调作用,参与机体免疫耐受过程。 TGF-β 可刺激

T 细胞分化成 CD4+ CD25+ 调节性 T 细胞( Treg) 细

胞,分泌 IL-10 等抑制性细胞因子维持机体免疫系

统的平衡,这也是 Treg 细胞发挥免疫抑制功能的重

要途径之一[28] 。 因此,T 淋巴细胞的免疫调节作用

和炎症因子异常释放参与 PD 发病进展。
本研究发现 A53T 转基因小鼠与野生型小鼠相

比,T 淋巴细胞占比、CD4+ T 细胞占比、CD4+ / CD8+

比值均显著降低,说明 A53T 转基因小鼠存在免疫

功能减退和免疫系统失调。 有研究证实,淋巴细胞

占比下降和 CD4+ T 细胞百分比减少有关[29] ,这说

明 A53T 转基因小鼠 CD4+ T 细胞介导的免疫过程存

在异常。 CD4+ / CD8+比值可以间接反应机体免疫状

态,A53T 转基因小鼠与野生型小鼠相比 CD4+ /
CD8+比值下降,说明 A53T 转基因小鼠存在免疫调

节异常。 同时,A53T 转基因小鼠与野生型小鼠相

比,IL-6、IL-18 表达显著增高,TGF-β 表达降低,一
方面说明,A53T 转基因小鼠存在机体内的神经炎症

反应;另一方面说明,抗原提呈细胞抗原提呈的过

程受到影响,抑制了 T 淋巴细胞及 CD4+ T 细胞增殖

与分化,免疫系统的平衡存在紊乱。 RES 治疗后显

著增加 T 淋巴细胞占比、 CD4+ T 细胞占比以及

CD4+ / CD8+比值;显著降低了 IL-6、IL-18 炎症因子

的表达,说明 RES 可改善 A53T 转基因小鼠的免疫

功能异常。
综上所述,Prnp-SNCA-A53T 转基因小鼠可模拟

帕金森病的部分外周免疫异常状态,本研究结果证

实 RES 可显著改善该模型小鼠的运动功能障碍,通
过调节小鼠外周 T 淋巴细胞数量和炎症因子水平,
使小鼠免疫状态恢复正常。 本研究为 RES 在 PD 的

临床应用提供了实验依据。
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