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　 　 【摘要】 　 目的　 探究金钗石斛(Dendrobium
 

nobile
 

Lindl,DNL)提取物在帕金森病( Parkinson’ s
 

disease,
PD)线虫模型中的神经保护作用。 方法　 分别用 7. 5、15 和 30

 

mg / L 的 DNL 提取物对转基因模型秀丽隐杆线

虫(Caenorhabditis
 

elegans,C.
 

elegans) NL5901 和经 6-羟基多巴胺(6-Hydroxydopamine,6-OHDA) 诱导的 N2、
BZ555、PD4521 及 CB7272 线虫进行处理,分别观测线虫生存率、基础减慢反应率、α -突触核蛋白( alpha-
synuclein,α-syn)聚集情况、多巴胺能神经元(dopaminergic

 

neurons,DNs)情况、体壁肌肉细胞线粒体分布密度

及膜内蛋白水平。 检测经 6-OHDA 诱导的 N2 线虫体内活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)、超氧化物歧化酶

(superoxide
 

dismutase,SOD)、谷胱甘肽(glutathione,GSH)活性,探究 DNL 对 PD 线虫模型的抗氧化应激能力的

作用。 结果　 与模型组相比,线虫经 DNL 及左旋多巴(levodopa,L-DOPA)处理后 DNs 荧光强度明显增强(P<
0. 05,P<0. 001),α-syn 聚集明显减少(P<0. 05,P<0. 001,P<0. 0001),基础减慢率均增加(P<0. 05,P<0. 01,P
<0. 0001),线粒体密度增大(P<0. 05,P<0. 01,P<0. 001),线粒体内膜蛋白含量增加(P< 0. 05,P< 0. 001,P<
0. 0001),并且 SOD 含量增加(P<0. 05),GSH 含量也呈上升趋势;线虫体内 ROS 含量减少(P<0. 01)。 在寿命

试验中,N2 野生型线虫和两种 PD 线虫经 DNL 处理后寿命均延长(P<0. 05,P<0. 01,P<0. 001)。 结论　 DNL
能有效改善 C. elegans

 

PD 模型的运动麻痹,改善 DNs 退化,抑制 α-syn 的聚集和神经元的损伤,增加抗氧化应

激能力,减缓线虫衰老过程。
【关键词】 　 金钗石斛;帕金森病;秀丽隐杆线虫;神经保护
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

neuroprotective
 

effect
 

of
 

Dendrobium
 

nobile
 

Lindl
 

(DNL)
 

extract
 

in
 

a
 

Caenorhabditis
 

elegans
 

(C. elegans) model
 

of
 

Parkinson’ s
 

disease
 

( PD).
 

Methods　 C.
 

elegans
 

NL5901
 

and
 

6-
hydroxydopamine

 

(6-OHDA)induced
 

N2,
 

BZ555,
 

PD4521,
 

and
 

CB7272
 

C.
 

elegans
 

strains
 

were
 

treated
 

with
 

DNL
 

7. 5,
 

15,
 

and
 

30
 

mg / L.
 

The
 

survival
 

rate,
 

basal
 

slowing
 

response
 

rate,
 

α-synuclein
 

( α-syn )
 

aggregation,
 

dopaminergic
 

neurons
 

(DNs),
 

mitochondrial
 

distribution
 

density
 

of
 

body
 

wall
 

muscle
 

cells,
 

and
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

membrane
 

were
 

observed.
 

In
 

addition,
 

reactive
 

oxygen
 

species(ROS),
 

superoxide
 

dismutase(SOD)
 

and
 

glutathione
(GSH)

 

in
 

6-OHDA
 

induced
 

N2
 

was
 

detected
 

to
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

DNL
 

on
 

the
 

antioxidative
 

stress
 

ability
 

of
 

PD
 

C.
 

elegans
 

models.
 

Results　 Compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

DN
 

fluorescence
 

intensity
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

nematodes
 

treated
 

with
 

DNL
 

and
 

levodopa( L-DOPA)
 

(P< 0. 05,
 

P< 0. 0001),
 

α-syn
 

aggregation
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05,
 

P<0. 001,
  

P<0. 0001),
 

the
 

basal
 

slowing
 

rate
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01,
  

P<0. 001),
 

mitochondrial
 

density
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01,
  

P<0. 001),
 

mitochondrial
 

intima
 

protein
 

content
 

(P<0. 05,
 

P<0. 001,
  

P<0. 0001),
 

SOD
 

content
 

( P < 0. 05),
 

and
 

GSH
 

content
 

were
 

all
 

increased.
 

The
 

ROS
 

content
 

was
 

reduced
 

in
 

nematodes(P<0. 01).
 

The
 

lifespans
 

of
 

N2
 

wild-type
 

and
 

PD
 

C.
 

elegans
 

models
 

were
 

prolonged
 

after
 

DNL
 

treatment
 

(P<0. 05,
 

P< 0. 01,
  

P< 0. 001).
 

Conclusions 　 DNL
 

can
 

effectively
 

improve
 

motor
 

paralysis
 

in
 

a
 

C.
 

elegans
 

PD
 

model,
 

improve
 

DN
 

degradation,
 

inhibit
 

α-syn
 

aggregation
 

and
 

neuronal
 

damage,
 

increase
 

the
 

antioxidative
 

stress
 

ability,
 

and
 

slow
 

the
 

aging
 

process
 

in
 

C.
 

elegans.
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neuroprotection
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　 　 神经退行性疾病严重危害全球老年人的健

康,帕金森病( Parkinson’ s
 

disease,PD)是这类疾

病中常见的一种[1] 。 PD 与黑质多巴胺能神经元

(dopaminergic
 

neurons,
 

DNs)损伤有关,导致静止

性震颤、运动迟缓和自主神经功能紊乱等。 其病

理特征是 α-突触核蛋白(alpha-synuclein,α-syn)
和泛素化蛋白聚集形成路易小体[2-3] 。 目前 PD
的标准临床治疗方法旨在缓解症状,并不能有效

阻止病情的发展,现美国食品药品监督管理局

(Food
 

and
 

Drug
 

Administration,FDA)批准用于治

疗 PD 的几类药物如长期使用可能造成运动障

碍、恶心、低血压等并发症[3] 。 所以寻找合适的

治疗策略以改善或者延缓疾病进展具有重要意

义。 虽然 PD 具体病因不明,但是丰富的资料表

明氧化应激和线粒体功能障碍在 DNs 变性中发

挥重要作用[4] 。
在神经系统、信号转导和衰老相关基因通路

等研究领域中, 秀丽隐杆线虫 ( Caenorhabditis
 

elegans,C.
 

elegans) 已然成为重要的模式生物。
C.

 

elegans 因生命周期短、通体透明、可大量同步、
培养环境简易等特点,而具有很多其他模式动物

都无法与之相较的优点,使其非常便于研究[5] 。
此外,C.

 

elegans 神经递质合成和释放通路与哺乳

动物有着较高的保守性,有包含 DNs 在内的完整

的神经元系统,且与哺乳动物(包括人类)的部分

基因在遗传学上高度保守,可从行为和遗传水平

探究其神经保护的机制[5-8] 。 C.
 

elegans 具有许

多与 PD 相关的同源基因,是研究 PD 的良好模式

生物[9] 。 在以往的线虫研究中,α-syn 聚集情况、
DNs 损伤程度、抗氧化应激能力、线粒体损伤情况

等是常用于研究 PD 的考察指标[10-11] 。
金钗石斛(Dendrobium

 

nobile
 

Lindl,DNL) 是

一种兰科属多年附生草本植物,又名金钗石、扁
金钗等,主要在云南、贵州、四川等地生长[12] 。 古

医书《神农百草经》记载了
 

DNL
 

具有“主伤中,除
痹,下气,补五脏虚劳、羸瘦、强阴” 之功效,可用
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于热病伤津、口渴舌燥、病后虚热等[13-14] 。 DNL
含多糖、 生物碱、 酚类和黄酮等多种化学成

分[15-16] ,已有研究报道石斛多糖在生物体中可以

调节免疫和抗氧化[17] ,石斛碱可改善阿尔茨海默

病[18] 。 研究表明,金钗石斛在动物体内具有确切

的氧化损伤保护和线粒体功能障碍的作用[19-20] 。
本研究选用产自四川泸州地区的 DNL,用水溶醇

提法提取并制成干燥粉末,二甲基亚砜作为溶剂

配制成 60 g / L 的母液,作用于线虫 PD 模型,探究

DNL 对 PD 线虫是否具有神经保护作用,为 DNL
的临床应用提供科研依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

　 　 C.
 

elegans 品系:野生型 N2,标记 α-syn 的转

基 因 线 虫 NL5901 ( pkIs2386
 

[ unc-54p::
 

α-
synuclein::YFP +unc-119]),标记 DNs 的转基因

线虫 BZ555( egIs1
 

[ dat-1p::GFP]),标记体壁肌

肉细 胞 中 的 线 粒 体 的 转 基 因 线 虫 PD4251
 

[(pSAK2) myo-3p:: GFP:: LacZ:: NLS + ( pSAK4
 

myo-3p::mitochondrial) GFP +dpy-20( +)],由绿、
红两种荧光分别标记咽肌及体壁中的复合物Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ和咽肌及表皮中的复合物Ⅳ、Ⅴ的转基因

线虫 CB7272,均由西南医科大学衰老与再生医学

实验室罗怀容团队惠赠。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 金钗石斛来自泸州市合江县。 取金钗石斛

干茎,粉碎,与 80%乙醇按 w ∶ v = 1 ∶ 10 料液比混

合,室温浸泡 12
 

h,微沸状态下回流 3 次,每次

2
 

h,过滤、弃渣;将滤液进行旋蒸浓缩、冷冻干燥,
碾磨制成粉末备用[21] 。

二甲基亚砜( dimethyl
 

sulfoxide,DMSO,碧云

天);胰蛋白胨(北京索莱宝科技有限公司);酵母

粉(北京索莱宝科技有限公司);琼脂粉(北京索

莱宝科技有限公司);胆固醇(北京索莱宝科技有

限公司);氟尿脱氧核苷(FUDR,阿拉丁);左旋多

巴胺( levodopa,L-DOPA,阿拉丁);6 -羟多巴胺

(6-OHDA,源叶生物);抗坏血酸(阿拉丁);盐酸

左旋咪唑(阿拉丁);H2DCF-DA 探针(碧云天);
SOD 试剂盒(碧云天);GSH 试剂盒(南京建成);
BCA 试剂盒(南京建成)。 NGM 培养基(400

 

mL)
由 1. 2

 

g 氯化钠、1. 0
 

g 蛋白胨、7. 0
 

g 琼脂粉和

5
 

mg / mL 胆固醇 400
 

μL 配制,经高压蒸气灭菌,
温度降至 60

 

℃ 后依次加入 1
 

mol / L
 

PB 缓冲液

10
 

mL、1
 

mol / L 硫酸镁溶液 400
 

μL、1
 

mol / L 氯化

钙溶液 400
 

μL。 分别将 DNL 与 L-DOPA 加入线

虫生长培养基( nematode
 

growth
 

media,NGM)中,
配制成 7. 5、 15、 30

 

mg / L
 

DNL 及 2
 

mmol / L
 

L-
DOPA 的药物培养基。

生化培养箱(上海一恒仪器有限公司);体视

显微镜(桂光仪器有限公司);倒置荧光显微镜

(尼康株式会社);离心机(湖南湘仪仪器有限公

司);高压灭菌锅(上海申安医疗器械公司);多功

能酶标仪(Tecan
 

Spark)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 线虫培养及同步化

把大肠杆菌(Esherichia
 

coil,
 

E.
 

coli)
 

OP50 涂

布于接种线虫的 NGM 培养基表面,将线虫接种后

置于 20
 

℃恒温培养。 将产卵期线虫用 M9 缓冲液

冲洗收集至离心管,添加线虫裂解液轻微摇动
 

3 min,待虫体完全裂解,2000
 

r / min 离心 1 min,丢
弃上层清液,以上操作重复两次,随后添加 M9 缓

冲液于 20
 

℃过夜培养,次日将其离心后去上清,将
沉淀的虫体置于涂有 E. coli

 

OP50 的 NGM 培养基

平板上,获得同步后的 L1 期秀丽隐杆线虫。
1. 3. 2　 使用 6-OHDA 诱导 DNs 变性

6-OHDA 可选择性地损伤线虫 DNs,构建 PD
模型。 按照之前的报道用 6-OHDA 处理线虫,造
成 DNs 损伤的 PD 线虫模型[22-23] 。 将同步化得

到的 L1 时期线虫,转移至 NGM 平板,20
 

℃ 恒温

培养至 L3 ~ L4 时期,用含有 50
 

mmol / L
 

6-OHDA
和 10

 

mmol / L 抗坏血酸的 M9 缓冲液处理线虫

1
 

h,每 10 min 轻柔上下颠倒混匀,以诱导 DNs 损

伤。 待线虫自然沉淀后弃上清,加
 

M9
 

缓冲液洗

涤,重复洗涤 3 遍。 虫体分为 6 组,其中 5 组用

6-OHDA 处理,另外一组用相同体积的 ddH2O 作

为对照(Control)组;经 6-OHDA 处理的线虫分为

5 组, 分别为模型 ( Model ) 组、 阳 性 药 物 ( L-
DOPA)组及 7. 5、15 和 30

 

mg / L
 

DNL 组。
1. 3. 3　 运动能力测定

 

将同步后的 L4 时期的 N2 线虫按照“1. 3. 2”
中的方法进行处理。 分组培养 3

 

d 后,将线虫挑

取在加有 M9 缓冲液的 96 孔板中, 线虫适应

1 min 后,记录在 20
 

s 中线虫身体弯曲的次数,作
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为运动能力的指标。 每组不少于 30 条线虫。
1. 3. 4　 多巴胺能神经元退化分析

将同步后的 L4 时期的 BZ555 线虫按照

“1. 3. 2”中的方法进行处理并分为
 

6
 

组。 分组培

养处理 3
 

d 后将线虫挑至含琼脂糖的载玻片上固

定,在荧光显微镜下进行拍摄。 用 Image
 

J
 

1. 54k
软件用于分析荧光强度[24] 。 每组不少于 30 条

线虫。
1. 3. 5　 α-syn 聚集分析

将同步后的 L4 时期的 NL5901 线虫分为

5 组,其中一组为对照组,另外 4 组分别用 7. 5、15
和 30

 

mg / L
 

3 种浓度 DNL 和 2
 

mmol / L
 

L-DOPA
进行处理,设置为 7. 5、15 和 30

 

mg / L
 

DNL 组及阳

性药物(L-DOPA)组。 20
 

℃培养 3
 

d 后再将线虫

挑至含琼脂糖的载玻片上固定,在荧光显微镜下

进行拍摄。 Image
 

J
 

1. 54k 软件用于分析荧光强

度[25] 。 每组不少于 30 条线虫。
1. 3. 6　 食物感知行为分析

将同步后的 L4 时期 N2 线虫用 6-OHDA 造

模。 分组培养 3
 

d 后,用 M9 收集线虫,并洗涤除

去线虫身上的细菌,分别放于有或无细菌的平板

上,静置 5 min 后开始。 记录每条线虫在 20
 

s 内

身体弯曲频率,每组设置 3 个平行,每个平行 10
条线虫。 基础减慢率= (食物缺失的移动速率-食
物存在的移动速率) / 食物存在的移动速率[9] 。
1. 3. 7　 寿命分析

分别将同步后的 L4 时期 N2 线虫分为对照

组、7. 5、15、30
 

mg / L
 

DNL
 

共 4 组;L4 时期 N2 线

虫按照“1. 3. 2”中的方法进行处理后分 6 组;L4
时期 NL5901 线虫按照“ 1. 3. 5” 中的方法分为 5
组。 所有的培养基中均加入 FUDR 以抑制线虫妊

娠,以排除线虫子代的干扰。 每组设置 3 个平行,
每个平行 50 条线虫。 线虫被转移至药板的时间

记为第 0 天,每天用铂丝轻触虫体,若无任何反

应,则记录为线虫死亡,剔除因爬至皿壁死亡的

线虫,观察记录各组线虫的存活和死亡情况,直
到线虫全部死亡。
1. 3. 8　 荧光标记线粒体密度分析

转基因线虫 PD4251 体壁肌肉细胞中的绿色

荧光蛋白( green
 

fluorescent
 

protein,GFP) 荧光标

记物质可以用于分析 DNL 对线虫的线粒体表达

变化情况[26] 。 将同步后的 L4 时期的 PD4251 线

虫按照“1. 3. 2”中的方法进行处理。 分组处理 3
 

d 后在荧光显微镜下进行拍摄,用 Image
 

J
 

1. 54k
软件分析荧光强度。
1. 3. 9　 荧光标记线粒体呼吸链复合物分析

在转基因线虫 CB7272 的咽肌和体壁中,GFP
标记了复合物Ⅰ~ Ⅲ;在咽肌和表皮中,红色荧光

蛋白(red
 

fluorescent
 

protein,RFP)标记了复合物

Ⅳ、Ⅴ。 分析 CB7272 荧光强度可以确定线粒体

呼吸链中复合物的变化情况[27] 。 将同步后的 L4
时期的 CB7272 线虫按照“1. 3. 2”中的方法进行

处理 3
 

d 后在荧光显微镜下进行拍摄,用 Image
 

J
 

1. 54k 软件分析荧光强度。
1. 3. 10　 体内 ROS 测定

将同步后的 L4 时期的 N2 线虫按照 1. 3. 2 中

的方法处理 3
 

d 后,用 M9 缓冲液冲洗收集线虫,
离心后加入 1

 

mL 浓度为 50 μmol / L 的 H2DCFDA
探针,20 ℃避光放置 1

 

h,用 M9 缓冲液清洗 3
 

次,
将线虫挑至含琼脂糖的载玻片上固定,荧光显微

镜下测定 488
 

nm 的荧光强度[28] 。 用 Image
 

J
 

1. 54k 软件分析荧光强度。 每组至少 30 只线虫。
1. 3. 11　 体内 GSH 和 SOD 测定

抗氧化防御系统是抗氧化能力的重要组成

部分,其中 SOD 负责清除活性氧,GSH 可以与自

由基结合加速自由基排泄。 为了研究 DNL 对 PD
线虫模型抗氧化防御系统的影响,检测线虫体内

SOD 与 GSH 的含量。 将同步后的 L4 时期 N2 线

虫分为对照组、模型组和 15
 

mg / L
 

DNL 组,分组

培养 3
 

d 后,用 M9 缓冲液收集线虫,加入裂解液,
用预冷的玻璃匀浆器进行碾磨,12

 

000
 

r / min 离

心 5 min,收集上清液,分别按照试剂盒的方法进

行 SOD 活性、GSH 含量测定[23] 。 蛋白浓度测定

使用
 

BCA 方法测定。
1. 4　 统计学方法

　 　 本研究的数据用 GraphPad
 

Prism
 

8. 4 软件进

行处理,数据以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,组间

差异采用单因素方差分析方法,多重比较方差齐

时,寿命实验采用 Kaplan-Meier 和 log-rank 检验

法分析。 以 P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 DNL 改善 PD 线虫的运动能力

　 　 PD 线虫模型的主要特点是运动障碍。 正常
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情况下,N2 线虫在 M9 缓冲液中会左右弯曲摆

动,线虫在液体中的移动速率,也称为摆动速率,
即单位时间内身体弯曲的次数。 通过观察线虫

身体摆动情况判断其运动能力。 与对照组相比,
模型组运动能力明显降低(P<0. 0001);7. 5、15 和

30
 

mg / L
 

DNL 组和阳性药物组与模型组相比,运动

能力均显著增强(P<0. 05)。 因此可以明确 DNL
具有改善 PD 线虫运动能力的作用(图 1)。

注:与对 照 组 相 比,#### P < 0. 0001; 与 模 型 组 相 比,∗ P <

0. 05,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 1　 DNL 改善 PD 线虫的运动能力

Note.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,#### P < 0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

1　 DNL
 

improved
 

the
 

motor
 

capacity
 

of
 

PD
 

C.
 

elegans

注:A:各组荧光显微镜下 α-syn 聚集图像;B:α-syn 相对荧光强度。 与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 2　 DNL 改善 NL5901 线虫 α-syn 聚集

Note.
 

A,
 

Image
 

of
 

α-syn
 

aggregation
 

in
 

each
 

group
 

under
 

fluorescence
 

microscope.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

α-syn.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 DNL
 

decreased
 

α-synuclein
 

aggregation
 

in
 

NL5901
 

C.
 

elegans

2. 2　 DNL 改善 NL5901 线虫 α-syn 聚集

　 　 当 α-syn 在 NL5901 线虫体内聚集时,可通过

荧光显微镜观察 GFP。 通过分析 α-syn 聚集情

况,可确定 DNL 是否有抑制 α-syn 聚集的作用。
与对照组相比,DNL

 

3 个浓度组 α-syn 聚集均减

少(P<0. 05)。 提示 DNL 有效改善 NL5901 线虫

体内的 α-syn 聚集(图 2)。
2. 3　 DNL 改善 6-OHDA 诱导的 BZ555 线虫多

巴胺能神经元损伤

　 　 雌雄同体的 C.
 

elegans 具有 8 个多巴胺能神

经元,包括多巴胺能神经元前斜角神经元、头感

觉神经元和后斜角神经元[28] 。 C.
 

elegans 的 DNs
胞体丢失,以及神经元轴突消失、突起断裂、树突

末梢退缩等都可以反映出线虫 DNs 的损伤。
BZ555 线虫的 DNs 特异性表达 GFP,经 6-OHDA
暴露后可在线虫头部区域观察到 DNs 形态异常。
对 BZ555

 

DNs 分析可确定 DNL 是否对线虫 DNs
具有保护作用。 如图 3 所示,与对照组相比,模型

组 DNs 荧光强度降低 14. 86%(P<0. 0001),并且

有神经元完整性的丧失,出现树突形状改变和缺

失。 与模型组相比,经 7. 5、15 和 30
 

mg / L
 

DNL 及

阳性药物处理的线虫 DNs 荧光强度分别增强

24. 59%、18. 70%、 13. 86%、 22. 47% ( P < 0. 05 )。
提示 DNL 能有效改善 6-OHDA 对线虫造成的
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注:A:各组荧光显微镜下多巴胺能神经元图像;B:多巴胺能神经元相对荧光强度。 与对照组相比,####P<0. 0001;与模型组相比,∗P<

0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 3　 DNL 改善 6-OHDA 诱导的 BZ555 线虫多巴胺能神经元损伤

Note.
 

A,
 

DNs
 

images
 

under
 

fluorescence
 

microscope
 

in
 

each
 

group.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

dopaminergic
 

neurons.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,####P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

3　 Protection
 

of
 

DNL
 

against
 

6-OHDA-induced
 

DNs
 

degeneration
 

in
 

BZ555
 

C.
 

elegans

DNs 损伤,对其具有保护作用。
2. 4　 DNL 提高 PD 线虫基础减慢率

　 　 DNs 的感知食物功能可以直接影响 C.
 

elegans 的行为。 正常摄食的线虫在有食物存在

的平板中运动缓慢,在没有细菌的培养板中运动

较快。 如果 DNs 破坏,会降低在有食物存在的情

况下线虫减慢运动速度的能力,导致爬行速度加

快[22] 。 所以进行食物感知行为分析可以确定

DNL 是否对于 DNs 具有保护作用。 经 6-OHDA
处理后,与对照组相比,模型组线虫基础减慢率

下降了 77. 20%(P<0. 0001),7. 5
 

mg / L
 

DNL 组与

模型组相比基础减慢率增加(P<0. 05),15
 

mg / L
 

DNL 组和 30
 

mg / L
 

DNL 组与模型组相比基础减

慢率增加了 240. 33%和 173. 19%(P<0. 0001),阳
性药物组与模型组相比基础减慢率增加了

127. 87%(P< 0. 01)。 提示 DNL 有效改善 PD 线

虫模型的食物感知行为,具有保护其 DNs 的作用

(图 4)。
2. 5　 DNL 提高线虫寿命

　 　 在 N2 线虫中,15
 

mg / L
 

DNL(P<0. 001)和 30
 

mg / L
 

DNL(P<0. 0001)均有效延长线虫寿命;在
经 6-OHDA 诱导的 PD 线虫中,DNL 各浓度组及

注:与对照组相比,####P<0. 0001;与模型组相比,∗P<0. 05,∗∗

P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 4　 DNL 提高线虫基础减慢率

Note.
  

Compared
 

with
 

Control
 

group,#### P < 0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

4　 DNL
 

improved
 

slowing
 

rate
 

of
 

C.
 

elegans

阳性药物组均有效提高线虫寿命(P<0. 01),其中

15
 

mg / L
 

DNL 组效果最为明显 (P < 0. 001);在

NL5901 线虫中 DNL 各组及阳性药物组均有效提

高线虫寿命(P<0. 05),其中 15
 

mg / L
 

DNL 组效果

最为明显(P<0. 001)。 说明 DNL 具有提高 N2 线
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虫和 PD 线虫模型寿命的作用(图 5)。
2. 6　 DNL 提高经 6-OHDA 诱导的 PD4251 线虫

线粒体密度

　 　 如图 6 所示,6-OHDA 导致 PD4251 线虫的线

粒体密度降低。 PD4251 线虫体壁和外阴肌肉中

表达的荧光标记物的变化情况可以反映线粒体

表达变化情况。 7. 5
 

mg / L
 

DNL 组与模型组相比,
平均荧光强度提高 36. 17%(P<0. 001),15

 

mg / L、
30

 

mg / L
 

DNL 和 L-DOPA 处理后的线虫平均荧光

强度分别提高 32. 78%、28. 36% 和 33. 03% (P <
0. 01)。 提示 DNL 可以改善 6-OHDA 引起的线粒

体减少。

注:A:N2 野生型线虫生存率;B:6-OHDA 诱导的 PD 模型线虫生存率;C:NL5901 线虫生存率。 与对照组相比,∗ P< 0. 05,∗∗ P<

0. 01,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001;与模型组相比,##P<0. 01,###P<0. 001。

图 5　 DNL 提高线虫寿命

Note.
 

A,
 

Survival
 

rate
 

of
 

N2
 

wild-type
 

nematodes.
 

B,
 

Survival
 

rate
 

of
 

6-OHDA-induced
 

PD
 

model
 

nematodes.
 

C,
 

Survival
 

rate
 

of
 

the
 

NL5901
 

model
 

nematodes.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01,∗∗∗ P < 0. 001,∗∗∗∗ P < 0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 ##P<0. 01,###P<0. 001.

Figure
 

5　 DNL
 

extended
 

the
 

lifespan
 

of
 

C.
 

elegans

注:A:线粒体密度;B:相对荧光强度。 与对照组相比,####P<0. 0001;与模型组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 6　 DNL 提高经 6-OHDA 诱导的 PD4251 线虫线粒体密度

Note.
 

A,
 

Mitochondrial
 

density.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,####P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

6　 DNL
 

increased
 

mitochondrial
 

density
 

in
 

PD4251
 

C.
 

elegans
 

induced
 

by
 

6-OHDA
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2. 7　 DNL 影响经 6-OHDA 诱导的 CB7272 线虫

内膜蛋白水平

　 　 呼吸链复合物Ⅰ ~ Ⅴ是线粒体氧化还原反应

与电子传递过程中重要的内膜蛋白,在线粒体的

注:A:CB7272 线虫 GFP、RFP 通道下线粒体呼吸链复合物Ⅰ ~ Ⅴ表达情况;B:GFP 相对荧光强度;C:RFP 相对荧光强度。 与对照

组相比,#P<0. 05,###P<0. 001;与模型组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 7　 DNL 影响经 6-OHDA 诱导的 CB7272 线虫内膜蛋白水平

Note.
 

A,
 

Expression
 

of
 

mitochondrial
 

respiratory
 

chain
 

complex
 

Ⅰ
 

toⅤ
 

in
 

GFP
 

and
 

RFP
 

channels
 

of
 

CB7272.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

GFP.
 

C,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

RFP.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,#P<0. 05,###P<0. 001.
 

Compared
 

with
  

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

7　 DNL
 

affected
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

CB7272
 

C.
 

elegans
 

induced
 

by
 

6-OHDA

生理活动中发挥关键作用[29] 。 在荧光显微镜下,
CB7272 线虫的咽部和体壁可观察到由 GFP 标记

的复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ,咽部和表皮可观察到由 RFP
标记的复合物Ⅳ和Ⅴ[27] 。 与对照组相比,模型组

GFP(P< 0. 001) 和 RFP (P < 0. 05) 表达均减少。
经 15、30

 

mg / L
 

DNL 和 L-DOPA 处理后,GFP 平均

荧光强度分别增加 14. 86% (P< 0. 001)、10. 70%

(P< 0. 05)、10. 83% (P< 0. 05);经 30
 

mg / L
 

DNL
处理后, RFP 平均荧光强度增加 20. 74% (P <
0. 0001),表明经 DNL 处理,增加了经 6-OHDA 诱

导 CB7272 线虫线粒体复合物Ⅰ~Ⅴ的表达(图 7)。
2. 8　 DNL 影响 6-OHDA 诱导的 N2 线虫 ROS、
SOD 和 GSH 水平

　 　 结果如图 8 所示,在 15
 

mg / L
 

DNL 处理后,
SOD 活性增加 47. 02%(P<0. 05),GSH 含量呈上

升趋势。 表明 DNL 可能通过提高线虫体内抗氧

化酶水平和参与氧化还原反应,间接改善 PD 模

型线虫的神经运动症状。
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注:A:ROS 荧光图像;B:ROS 相对荧光强度;C:SOD 活力;D:GSH 含量。 与对照组相比,#P<0. 05,####P<0. 0001;与模型组相比,∗P

<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 8　 DNL 影响 6-OHDA 诱导的 N2 线虫 ROS、SOD 和 GSH 水平

Note.
 

A,
 

ROS
 

fluorescence
 

image.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

ROS.
 

C,
 

SOD
 

activity.
 

D,
 

GSH
 

content.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,#P<0. 05,####P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

8　 DNL
 

affected
 

levels
 

of
 

ROS,
 

SOD
 

and
 

GSH
 

in
 

6-OHDA-induced
 

N2
 

C.
 

elegans

3　 讨论

　 　 将 DNL 作用于 PD 模型动物 C.
 

elegans,得到

的结果展现了 DNL 对其的保护作用,包括抑制

α-syn 的聚集、减少线虫神经元的破坏程度和延

长线虫的寿命等。
PD 患者的临床症状表现为动作迟缓、强直、

震颤和姿势稳定性降低,患者脑神经元内形成路

易小体和缺失黑质 DNs 是主要病理特征。 研究

发现当至少 50%的黑质 DNs 和 70%壳核多巴胺

能组织内容物缺失时,就会出现典型的运动迟缓

特征[30] 。 α-syn 基因是最早发现与帕金森病相关

的基因[31] ,也是研究最广泛的 PD 相关常染色体

显性遗传基因[2,31] 。 α-syn 作为 PD 的病理学标

志物,是路易小体的主要成分,也是导致发病的

重要因素。 PD 的发病机制与线粒体功能的缺失

与否有关。 6-OHDA 会诱导细胞的线粒体自

噬[32] ,引起线粒体断裂[33] 。 经 6-OHDA 诱导,
C.

 

elegans 体内引起氧化应激, α-syn 聚集, ROS
急剧增加,ROS 作用于脂肪酸产生过氧化脂质,
并通过干扰线粒体呼吸链降低 ATP 水平导致细

胞死亡[34] 。 ROS 受到多种内源性氧化酶的严密

调控,如 SOD 和 GSH 等,若机体的抗氧化能力降

低与 ROS 的产生不平衡,也会导致细胞损伤引起

细胞凋亡[35] 。
目前 PD 的药物治疗方法是用 L-DOPA 来替

代多巴胺,但是随着疾病的发展,多巴胺能神经

元损耗逐渐增加,需要的药物剂量也越大,并且

较多的 DNs 缺失和高剂量的 L-DOPA 组合会导

致 PD 患者出现各种运动障碍的并发症[36-37] 。 研

究发现,DNL 具有生物碱、倍半萜、菲和联苄类等

高活性药物成分[38] ,已有报道其在抗肿瘤[39] 、抗
衰老[38,40]等疾病方面的作用。 网络药理学研究

表明 DNL 具有 PD 相关靶点[41] ,对 PD 小鼠有一

定的神经保护作用,具有缓解运动障碍和降低炎

症因子的作用[21] 。
本实验探究了 DNL 对秀丽隐杆线虫 PD 模

型 NL5901 体内 α-syn 沉积的影响,结果显示给药

组线虫体内荧光蛋白和 unc-119 融合蛋白的荧光

减弱,证明 DNL 可以有效抑制 α-syn 的聚集。
DNs 减少也是帕金森病重要的病理特征之一,它
的缺损能导致发病体产生渐进性运动缺陷[42] 。
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本研究选择了能很好观测多巴胺能神经元变化

的 BZ555 线虫。 DNs 的感知食物功能可以直接

影响秀丽隐杆线虫的行为。 如果线虫 DNs 破坏,
有食物存在的情况下线虫减慢运动速度的能力

会降低。 对线虫进行食物感知行为分析,结果显

示 DNL 可以抑制由 6-OHDA 诱导的线虫体内

DNs 的破坏,体现了其对线虫的神经保护作用。
秀丽隐杆线虫的运动方式是一种类似于正弦波

动的身体摆动,利用与运动方向相反的背腹身体

弯曲来产生反向推力,通过检测线虫的身体弯曲

频率可以直观判断药物是否对线虫运动能力产

生影响[34] 。 运动测试结果表明 DNL 对身体弯曲

频率有一定的提高作用,表明其可以改善 PD 进

程中线虫的运动能力。
线粒体密度和线粒体呼吸链复合物检测结

果显示 DNL 增加 PD 线虫线粒体密度和线粒体

复合物的表达。 ROS、SOD 和 GSH 检测结果提示

DNL 可能通过提高 PD 线虫的氧化酶水平,增加

抗氧化应激能力,从而减少 ROS 生成,减少细胞

损伤,改善 PD 相关的神经行为。 综上,本研究以

秀丽隐杆线虫为模式生物,通过考察线虫的 α-syn
聚集 DNs 损伤、运动能力、寿命及线粒体、活性

氧、氧化酶等指标,证明 DNL 对帕金森病模型线

虫具有抗氧化应激,保护神经、延长寿命的作用。
本实验为后续的研究工作储备了重要铺垫。
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􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋进展快报

用丝状穿孔法成功评估小鼠弥漫性蛛网膜下腔出血的简单程序

蛛网膜下腔出血(SAH)小鼠模型是研究分子和细胞机制的重要实验工具,血管内丝穿孔技术可用

于模拟人类 SAH 后观察到的突出病理生理特征;然而,目前评估合适 SAH 模型的验证方法有限。 在

此,我们介绍一种选择弥漫性 SAH 小鼠模型的简单程序。 采用标准的丝状穿孔法诱导 24 只小鼠发生

SAH。 在确认小鼠存活 24
 

h 后,根据全脑磁共振成像(MRI)的 T2∗加权图像和透过硬脑膜对尾状脑室

(CM)的肉眼观察,将 SAH 评为 0-1。 基于 CM 的 SAH 分级与提取脑定义的参考参数有很好的相关性

(r2 = 0. 53,
 

P<0. 0001)。 接收器操作特征曲线显示,检测弥漫性 SAH 的灵敏度为 85%,特异性为 91%,
曲线下面积(0. 89±0. 06(平均标准误差))与基于 MRI 的分级(0. 72±0. 10,

 

P = 0. 12)相似。 我们的数

据表明,在 CM 中确认 SAH 血栓是选择与临床相关的弥漫性 SAH 模型的重要方法,可用于未来的实验

研究。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal

 

Models
 

and
 

Experimental
 

Medicine,
 

2024,
 

7(1):
 

77-81.
 

doi:
 

10. 1002 / ame2. 12372)。

24 中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4


