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【摘 要】 目的 探讨睾i5结台蛋白D28k(caBe)~ 金森病，I’1))发病机制中的作用 方法 将 1一甲基一4-苯基一I，2，3，6- 复吡 

啶CMinr')~ 30m~kg体重腹腔注射缔 C57BL小鼠，建立PD鼠模型。用反转录PER投原位分子杂交方法榆驯 PD鼠和正常鼠脑内 

EaBP nfftNA的表达变化 结果 与正常鼠刈比．c丑BP nff~NA在 PD鼠的悔马、纹状体、黑质等脑区的表达水平明 下酬 结论 

CaBP可能通过埘特定脑区神经元的保护作用来抵御 PD的发生 ， 
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【A'b~ract】 Objective To study d】e possib}e role of Calbindin—lY28k(CaBP)in the pathogeneais of Parkit~son’s disease(PD)．Methods 

I-methy】4 pheny]-I，2，3，6-tetrahydropyridlne(MFFP)was irtlmperitonea]]y injected into C57BL t~fice to estabtish PD rr oe mode] Reverse tra／i· 

谢On PE R and in situ hybridization we used to detect tlm expression changes of CaBP mRNA in the brain of PD and control n6ce．Resolt~ 

0mlpaI划 1】】control nfi,r．'e，there was a s 6carIt decrease in CaBP mlLNA levels in Idppoc~ pus，striatttm and suh．stamia n主g∞ in PD mice Con· 

duslon CaBP nmy pmvi~ pmt~tive rote soII nel1]FOilS a nsL the pathogenesis process resp~ible for PD 

【Key'w'olt*d~】 Calbindin-D28k Parkit~m’s disease Mouse 

帕金森病(PD)的发病机制尚未清楚，有证据表明 

细胞毒性机制起着重要的作用。在一定的因素作用 

下，脑内一些区域的神经元受到毒性损害，使得其合成 

多巴胺的能力下降或丧失，导致 PD症状的产生。l一甲 

基-4．苯基．1，2，3，6．四氢吡啶(MPTP)是一种神经毒素。 

可以诱导 PD的产生，常用于 PD动物模型的建立 。。 

CaBP是分子量为28千道尔顿的钙结合蛋白，可以结 

台细胞内的钙离子，使细胞免受钙离子过高而产生的 

毒性作用，因此具有细胞保护作用 j。本研究利用反 

转录PCR及原位杂交方法检测 PD鼠脑内CaBP mRNA 

的表达变化，为探讨 CaBP在 PD发病机制中的作用提 

供依据。 

材料与方法 

一

、动物模型的建立 

C57BL小鼠 18只，体重 24—25克，随机分成两 

组。实验组(n=10)小鼠每 日腹膜腔内注射 30mg／kg 

体重 MPTP，连续 3天。对照组(n=8)腹膜腔内注射等 

容量生理盐水。 

二、反转录PcR 

部分实验组(n：4)和对照组(1'1：4)小鼠于麻醉下 

经心灌流 DEPC处理磷酸盐缓冲液处理后，快速取海 
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马，纹状体及黑质，按常规方法提取总 mRNA，以 Oligo 

(d[) ． 及反转录酶用反转录 PcR法合成 eDNA第一 

条链，置 一3o℃保存。 

CaBP引物由Takara公司合成，序列为：上游引物： 

5’一TGG ATG A rA CGA AAC TTG GTG．3’，下游引物为： 

5’．GAA CAG C3T CAG cAT GAG GTC一3’，扩增片段太 

小为394bp。已合成的为模板，进行 PCR扩增 同时 

以口_actin引物进行扩增，作为对照。扩增产物经 3％ 

琼脂糖凝胶电泳检测。 

三、原位杂交 

另一部分小鼠于麻醉下，快速断头取脑，置于干冰 

粉末中。恒玲箱切片，片厚 14／zm，一70℃冰箱中保存 

备用。实验所用 CaBP探针为含 39个碱基的寡核苷酸 

探针，其序列与小鼠脑内CaBP的一部分(454—492号 

碱基)相互补 ，探针用3’末端标记法及[ S dATP 

(Amersham)标记。其特异放射活性为 1．2一J．6× 
109dpm／／

~tg。切片快速干燥后依次人4％多聚甲醛，0．1 

moUL PB及杂交前处理液。杂交时将200—300td杂交 

液(含50％甲酰胺、0．025％ tRNA等)，15ta Drrr及标 

记探针滴于切片表面，置湿盒中于40℃孵育48h。杂 

交后，用 J×SSC冲洗(55℃，3×20rain)，最后将 LM一1 

型乳胶(Amersham)涂于切片表面，暗盒中曝光(4℃) 
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4周后，用 Kodak D一19显影液显影，I?-5时膜定影液定 

影，1％硫堇复染。脱水、透明、封片，光镜下明、R 观 

察。 

结 果 

一

、反转录 PCR结果 

用反转录PCR对 CaBP nLRNA表达水平的检测结 

果见图 l。与对照组相比，PD鼠脑内海马、纹状体及 

曝质内的CaBP mRNA的表达水平明显下调。PD鼠与 

对照鼠上述脑区内 caBP扩增产物的条带密度有明显 

差异(图2) 以8．actin引物进行扩增的产物的量，在 

PD鼠与对照鼠问基本相等，表明在试验过程中所加模 

板的量是一致的(图 】) 
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图1 CaBPmRNA在 PD鼠{左侧条带)和对照鼠(右侧条带) 

海马{ )、纹状体(St)、黑质(SN)内的表达。AcliII在上 

述脑区的扩增产物作为对照 

、 一正常组 口PD组 
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图2 PD鼠和对照鼠脑内不同区域 CaBP扩增产物电泳条带 

_的密度水平 

二 、原位杂交结果 

发现 PD鼠海马、纹本及黑质内 CaBP mRNA的杂 

交信号强度明显低于对照组(附表)，而且 CaBP mRNA 

阳性神经无的数量也有下降 

附表 PD鼠及对照鼠脑内杂交信号强度 

*P<o．05与对照鼠挪比， 检验 
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讨 论 

本研究观察到在 PD小鼠脑内的海马、纹状体 、黑 

质等区域的 CaBP mRNA表达水平明显降低，表明在 

PD条件下，这些匿域的神经元台成 CaBP的能力下降。 

海马、纹状体及黑质是 PD时主要的病变区域，因此 

CaBP的下调可能与 PD的发病有密切关系 

既往的一些研究结果表明 CaBP的变化与衰老及 

神经变性疾病有关0。衰老往往伴随着富含 CaBP的 

区域如小脑、基底核等的神经元的丢失 。CaBP的减 

少还参与 zheimer的发病 发育方面的研究还证 

实CaBP的合成与神经元细胞骨架的形成有关 细胞 

骨架对维持神经元的正常生理功能具有非常重要的作 

用，而细胞骨架的形成具有钙离子依赖性，过量的细胞 

内钙则可破坏细胞骨架的形成 。超微结构的研究表 

明 CaBP位于细胞浆基质及细胞骨架上，可 结合细 

胞内过剩的钙离子，从而使神经元免受细胞内钙水平 

的影响，对神经元的活r性及正常功能具有保护作用。 

在给予 诱发的PD状态下，海马、纹状体、黑 

质等与 PD发病密叼相关的脑区的神经元对 CaBP的 

合成能力下降或丧失，从而对细胞内钙离子水平的调 

节能力下降，神经元对由于细胞内钙离子浓度升高所 

造成的细胞毒性作用不能予 抵御，导致神经元活性 

下降甚至死亡，这可能是 PD的发病机制之一。因此 

CaBP具有神经保护作用，神经元内CAB]?正常浓度的 

保持对维持神经元的活性，防止 PD的发生具有非常 

重要的作用。 
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