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　　［摘要］　目的　探讨Ｈｕｍａｎｉｎ（ＨＮ）对鱼藤酮（ｒｏｔｅｎｏｎｅ，Ｒｏｔ）诱导的多巴胺神经元毒性损伤的保护
作用和机制。方法　构建Ｒｏｔ染毒ＰＣ１２细胞模型，实验设对照组、Ｒｏｔ染毒组、ＨＮ预处理Ｒｏｔ染毒组、
单独ＨＮ处理组。采用ＥＬＩＳＡ检测Ｒｏｔ染毒细胞内外ＨＮ的含量，ＣＣＫ８法检测细胞活性，ＡＴＰ检测试
剂盒检测细胞内ＡＴＰ含量，ＤＣＦＨＤＡ探针检测细胞内ＲＯＳ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测线粒体自噬调
控蛋白 Ｐｉｎｋ１、Ｐａｒｋｉｎ、ｐＰａｒｋｉｎ、ｐ６２、ＬＣ３，线粒体生物发生调控蛋白 ＰＧＣ１α和分裂／融合调控蛋白
ＯＰＡ１、ＭＦＮ２、ＤＲＰ１、ｐＤＲＰ１以及抗氧化应激调控蛋白Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２的表达。采用ＨＢＡＤｍｃｈｅｒｒｙＥＧＦＰ
ＬＣ３腺病毒转染细胞观察自噬体和自噬溶酶体的数量。结果　Ｒｏｔ染毒组 ＰＣ１２细胞内 ＨＮ浓度显著
高于对照组（Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，Ｒｏｔ染毒组 ＰＣ１２细胞活性下降，ＡＴＰ含量下降，ＲＯＳ的生成增
加，Ｒｏｔ染毒后ＰＣ１２细胞内Ｐｉｎｋ１、ｐＰａｒｋｉｎ表达升高，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值升高，ｐ６２表达下降，细胞线粒
体生物发生蛋白ＰＧＣ１α和线粒体融合蛋白ＭＦＮ２、ＯＰＡ１表达下降，而线粒体分裂蛋白 ｐＤＲＰ１表达升
高，抗氧化应激蛋白Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２表达下降（Ｐ均＜０．０５）；与对照组比较，Ｒｏｔ染毒组ＰＣ１２细胞中自噬
体和自噬溶酶体数量增多（Ｐ＜０．０５），而２０μｍｏｌ／ＬＨＮ预处理可以改善 Ｒｏｔ染毒引起的上述变化（Ｐ＜
０．０５）。结论　ＨＮ通过抑制线粒体自噬和线粒体分裂、促进线粒体生物发生和融合以及抗氧化应激，
改善Ｒｏｔ诱导的多巴胺神经元毒性损伤。
　　［关键词］　 Ｈｕｍａｎｉｎ；鱼藤酮；多巴胺神经元；线粒体
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　　鱼藤酮（ｒｏｔｅｎｏｎｅ，Ｒｏｔ）作为农业生产中广泛使用
的杀虫剂，容易在环境中造成污染，生物细胞中的线粒

体、ＮＡＤＨ脱氢酶及其他物质接触Ｒｏｔ后易发生损伤、
失活等毒性改变［１］。大量研究表明，Ｒｏｔ作为线粒体
复合物Ⅰ的抑制剂，能有效损伤线粒体功能，造成多巴
胺神经元损伤，因而研究者使用 Ｒｏｔ染毒模型开展帕
金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）研究［２］。Ｒｏｔ对多巴
胺神经元的损伤可能存在以下机制：既可增强多巴胺

神经元对其他毒害因素的敏感性，也可直接诱发多巴

胺神经元细胞凋亡，也涉及氧化应激、自由基损伤、兴

奋性氨基酸的毒性作用、线粒体过度自噬、钙超载、线

粒体功能异常、生物膜损害等［３］。ＰＣ１２细胞源于大鼠
肾上腺髓质嗜铬细胞瘤，具有多巴胺神经元的生理特

性和功能，广泛用于神经系统疾病的体外研究，ＰＣ１２
细胞染毒可复制出 ＰＤ体外模型。前期研究表明，Ｒｏｔ
诱导ＰＣ１２细胞损伤与线粒体稳态、线粒体膜通透性、
氧化应激等有关［４］。另外，Ｒｏｔ暴露可导致线粒体自
噬相关蛋白表达水平发生变化［５］。

　　Ｈｕｍａｎｉｎ（ＨＮ）是２００１年发现的一种线粒体衍生
肽，由线粒体１６Ｓ核糖体ＲＮＡ（１６ＳｒＲＮＡ）上的开放阅
读框编码，在线粒体中，它是由２１个氨基酸组成的肽，
而在细胞质中，它是由２４个氨基酸组成的肽，虽然序
列不同，但它们都具有相似的生物学功能［６］。ＨＮ是
细胞产生的，也可作为分泌型多肽，它可直接在细胞内

发挥作用，也可以自分泌后与细胞发生作用［６］。近年

来的研究证实，ＨＮ对大脑、心脏、胰腺和睾丸等器官具
有广泛的保护作用［７－８］。ＨＮ可通过抗炎、抗凋亡和抗
氧化应激等作用发挥保护功能［９－１０］。在创伤性脑损伤

中ＨＮ可抑制自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１和 Ｖｐｓ３４
活化，并在创伤性脑损伤后受损皮层和海马中维持ｐ６２

水平，进而抑制细胞凋亡和自噬发挥保护作用［１１］。研

究发现ＨＮ可通过增加细胞活力，降低乳酸脱氢酶释
放减少 ＮＭＤＡ暴露后 ＲＯＳ的产生，改善 ＮＭＤＡ诱导
的神经元损伤［１２］。ＨＮ还可通过改善大脑线粒体功能
在脑的Ｉ／Ｒ损伤期间发挥神经保护作用［１３］。然而，目

前国内外关于 ＨＮ对 ＰＤ的干预效应尚不清楚。本研
究拟探讨ＨＮ对Ｒｏｔ诱导的多巴胺神经元变性损伤的
保护作用和可能的作用机制，为 Ｒｏｔ诱导的多巴胺神
经元损伤和ＰＤ的防治提供新的策略。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
　　ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ２Ｅ多功能酶标仪购自美国美谷分子
公司；台式低温离心机购自美国贝克曼库尔特公司；超

声破碎仪购自德国Ｈｉｅｌｓｃｈｅｒ公司；荧光倒置显微镜购
自日本奥林巴斯公司；凝胶成像系统购自法国 Ｖｉｌｂｅｒ
Ｌｏｕｒｍａｔ公司；激光共聚焦显微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ公
司；电泳仪购自北京六一生物科技有限公司；Ｒｏｔ（纯度
≥９５％，溶于 ＤＭＳＯ）、ＨＮ（纯度≥９５％，溶于双蒸水）
购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基、青链霉素双
抗、胎牛血清、胰蛋白酶 ＥＤＴＡ溶液购自以色列 Ｖｉｖａ
Ｃｅｌｌ公司；ＣＣＫ８试剂盒、ＡＴＰ检测试剂盒、ＲＯＳ检测
试剂盒、ＰＡＧＥ快速凝胶试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒、ＲＩＰＡ裂解液、βＡｃｔｉｎ一抗、ＰＧＣ１α一抗、山羊抗
兔及山羊抗鼠抗体、抗荧光淬灭封片液、ＤＡＰＩ染色液
购自上海碧云天生物技术有限公司；ＥＣＬ发光液购自
美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；Ｐｉｎｋ１、Ｐａｒｋｉｎ、ｐ６２、ＬＣ３、ＤＲＰ１、
ＭＦＮ２一抗购自美国 ａｂｃａｍ公司；ｐＤＲＰ１、ＯＰＡ１一抗
购自美国 ＣＳＴ公司；ｐＰａｒｋｉｎ一抗购自西班牙 Ａｆｆｉｎｉｔｙ
公司；Ｋｅａｐ１一抗购自美国ＡＢｃｌｏｎａｌ公司；Ｎｒｆ２一抗购
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自英国 Ｃｏｈｅｓｉｏｎｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；ｍｃｈｅｒｒｙＥＧＦＰＬＣ３
腺病毒购自上海汉恒生物科技有限公司；大鼠 ＨＮ肽
（ＭＴＲＮＲ２）酶联免疫吸附测定试剂盒购自上海酶联
生物有限公司。

１．２　细胞培养
　　将从中国科学院细胞库（上海）购买的高分化
ＰＣ１２细胞株传代处理，培养在含１０％血清和１％双抗
的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，孵育在３７℃、５％ＣＯ２的细胞
培养箱中，当细胞密度达到约 ８０％时再次传代，使细
胞保持在对数期。

１．３　ＰＣ１２细胞的存活率检测
　　实验设对照组、Ｒｏｔ染毒组、浓度梯度（５、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ）的 ＨＮ预处理 Ｒｏｔ染毒组、浓度梯度（５、
１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）的ＨＮ单独处理组、空白组，其中对照
组接种ＰＣ１２细胞并加入完全培养基，空白组只加入
完全培养基，无其他处理因素。实验分组后，将生长至

８０％的ＰＣ１２细胞按照分组接种到９６孔板，每组６个
复孔，每孔接种１×１０４个细胞并加入１００μＬ完全培养
基。细胞密度达到约 ６５％时，分别用不同浓度的 ＨＮ
进行预处理８ｈ，后用１μｍｏｌ／ＬＲｏｔ染毒处理２４ｈ；更
换新的完全培养基后，每孔加入１０μＬ的 ＣＣＫ８工作
液，在培养箱中放置２ｈ，进行细胞活性检测，以对照组
细胞存活率为参考（细胞存活率设定为 １００％），其余
各组细胞存活率＝［（处理组 ＯＤ值－空白对照组 ＯＤ
值）／（对照组ＯＤ值－空白对照组ＯＤ值）］×１００％。
１．４　细胞分组及处理
　　实验分为对照组、Ｒｏｔ染毒（Ｒｏｔ）组、ＨＮ预处理
Ｒｏｔ染毒（ＨＮ＋Ｒｏｔ）组、单独 ＨＮ处理（ＨＮ）组。Ｒｏｔ染
毒剂量根据课题组前期研究结果确定［４］，ＨＮ干预浓
度根据本研究方法１．３部分细胞存活率的实验结果确
定。当细胞密度达到约 ６５％时，用 ２０μｍｏｌ／Ｌ的 ＨＮ
预处理对应的实验组８ｈ后，再用１μｍｏｌ／ＬＲｏｔ染毒
２４ｈ后开展后续实验。
１．５　细胞内及培养液中ＨＮ浓度的检测
　　将ＰＣ１２细胞按照２×１０５个／孔接种到６孔板，每孔
加入２ｍＬ的完全培养液，分组处理（本实验目的是检测
ＨＮ浓度，因此不设ＨＮ干预组），每组６个复孔，染毒时
更换细胞培养液，染毒 ２４ｈ后提取细胞培养液，４℃
１０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清液置于冰上；培养皿底部的
细胞用预冷的ＰＢＳ清洗２遍后，加入１００μＬ的裂解液，
冰上裂解３０ｍｉｎ，而后使用细胞刮刮取细胞裂解液，置
于预冷的ＥＰ管中，超声１０ｓ，按４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离
心３０ｍｉｎ，取上清液置于冰上。按照 ＢＣＡ蛋白浓度
测定试剂盒说明书的操作方法予以蛋白定量，用裂解

液配平后按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行检测。

１．６　ＡＴＰ含量检测
　　将ＰＣ１２细胞按照２×１０５个／孔接种到６孔板，每孔
加入２ｍＬ的完全培养液，按照本研究方法１．４部分所
述分组处理细胞，每组６个复孔，处理结束后用ＡＴＰ检
测试剂盒进行检测，根据标准曲线计算ＡＴＰ的浓度。
１．７　ＲＯＳ水平检测
　　将ＰＣ１２细胞按照２×１０５个／孔接种于６孔板，每
孔２ｍＬ新鲜的完全培养基，按照前述方法分组处理
细胞，处理完成后用预冷的 ＰＢＳ洗２遍。用无血清培
养液将ＤＣＦＨＤＡ探针按照１∶１０００稀释成１０μｍｏｌ／Ｌ。
将稀释好的 ＤＣＦＨＤＡ按每孔 １ｍＬ加入 ６孔板中，
３７℃细胞培养箱内孵育２０ｍｉｎ，每隔３～５ｍｉｎ取出颠
倒混匀，促进细胞和探针充分接触。细胞用无血清细

胞培养液洗涤 ３次，将未进入细胞内的 ＤＣＦＨＤＡ充
分去除。将细胞置于荧光倒置显微镜下观察、拍照并

计算荧光强度。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　ＰＣ１２细胞分组处理后，每皿ＰＣ１２细胞用１００μＬ
预冷的含有蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）的 ＲＩＰＡ
裂解液充分裂解后提取细胞蛋白，蛋白定量后等质量等

体积配平，加入Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，９８℃变性１０ｍｉｎ。采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组蛋白中 Ｐｉｎｋ１、Ｐａｒｋｉｎ、ｐＰａｒｋｉｎ、
ＬＣ３、ｐ６２、ＰＧＣ１α、ＭＦＮ２、ＯＰＡ１、ＤＲＰ１、ｐＤＲＰ１、
Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２的表达情况。在凝胶成像装置（Ｆｕｓｉｏｎ
ＦＸ）进行曝光拍照，使用ＩｍａｇｅＪ软件测定相关蛋白条
带的灰度值，以相对蛋白含量比值对条带进行分析。

１．９　ＨＢＡＤｍＣｈｅｒｒｙＥＧＦＰＬＣ３腺病毒转染观察细胞
自噬流

　　在２４孔板中制作爬片，将 ＰＣ１２细胞按照１×１０５

个／孔接种于２４孔板，每孔加入５００μＬ完全培养液，
恒温培养箱内进行培养，过夜贴壁细胞融合率达到

３０％～５０％时，按照 ＨＢＡＤｍＣｈｅｒｒｙＥＧＦＰＬＣ３腺病毒
（上海汉恒生物公司）说明书进行腺病毒感染。将分

组处理后的 ＰＣ１２细胞用 ４％多聚甲醛室温固定
３０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ缓冲液洗３遍，每次５ｍｉｎ。加入少
量的ＤＡＰＩ染色液，室温放置 ５ｍｉｎ，吸去 ＤＡＰＩ染色
液，用ＰＢＳ缓冲液洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ。准备载玻片，
做好标记，在载玻片底部正中央滴１滴抗荧光淬灭封
片液，用镊子和钩针勾起爬片倒扣在抗荧光淬灭封片

液上，放入暗盒中，４℃ 保存。激光共聚焦显微镜下
观察自噬体和自噬溶酶体并拍照。统计各组细胞中红

色斑点和黄色斑点的数量并进行分析。

１．１０　统计学分析
　　所有实验重复至少３次。结果以 珋ｘ±ｓ表示。均数
比较使用 ＳＰＳＳ２６．０统计软件进行单因素方差分析
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（ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＬＳＤ检验，Ｐ＜０．０５被
认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｒｏｔ染毒对ＰＣ１２细胞分泌释放ＨＮ的影响
　　Ｒｏｔ染毒组细胞内的ＨＮ含量较对照组升高，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。而细胞培养液的ＨＮ
含量与对照组比较，差异无统计学意义（图１Ｂ）。
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１：对照组；２：Ｒｏｔ染毒组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：对照组和Ｒｏｔ染毒组细胞内ＨＮ浓度比较；Ｂ：对照组和
Ｒｏｔ染毒组细胞培养液中ＨＮ浓度比较

图１　对照组和Ｒｏｔ染毒组细胞内和细胞外ＨＮ浓度

２．２　ＨＮ预处理对Ｒｏｔ染毒ＰＣ１２细胞活性的影响
　　Ｒｏｔ染毒组细胞的存活率较对照组明显降低（Ｐ＜
０．０５）。用不同浓度的 ＨＮ预处理可以提高细胞存活
率，尤其是浓度梯度为２０μｍｏｌ／Ｌ时，ＨＮ对Ｒｏｔ诱导的

细胞损伤有明显的保护作用（Ｐ＜０．０５，图２），因此本
研究使用的ＨＮ浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｒｏｔ染毒组比较

图２　Ｒｏｔ染毒和浓度梯度的ＨＮ干预后细胞存活率的变化

２．３　ＨＮ预处理对Ｒｏｔ染毒 ＰＣ１２细胞线粒体功能和
线粒体稳态的影响

　　与对照组比较，Ｒｏｔ染毒组细胞内 ＡＴＰ浓度明显
降低（Ｐ＜０．０５），ＨＮ预处理能显著提高 ＡＴＰ浓度（Ｐ＜
０．０５，图３Ａ）；Ｒｏｔ染毒组 ＰＧＣ１α、ＭＦＮ２、ＯＰＡ１、ＤＲＰ１
蛋白表达水平下降，而ｐＤＲＰ１蛋白表达水平升高，与
对照组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＨＮ预处
理能明显逆转Ｒｏｔ染毒诱导的线粒体稳态相关蛋白表
达水平的变化（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ～Ｇ）。
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１：对照组；２：Ｒｏｔ染毒组；３：ＨＮ预处理Ｒｏｔ染毒组；４：ＨＮ单独处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与
Ｒｏｔ染毒组比较
Ａ：Ｒｏｔ染毒或ＨＮ干预后细胞内ＡＴＰ浓度变化；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测线粒体稳态相关蛋白表达；Ｃ～Ｇ：线粒体稳态
相关蛋白半定量分析

图３　Ｒｏｔ染毒或ＨＮ干预后细胞内ＡＴＰ浓度和线粒体稳态相关蛋白表达水平变化
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２．４　ＨＮ预处理对Ｒｏｔ染毒ＰＣ１２细胞ＲＯＳ水平和抗
氧化应激蛋白表达影响

　　Ｒｏｔ染毒组细胞内 ＲＯＳ水平较对照组明显增高，
ＨＮ预处理能有效降低Ｒｏｔ引起的 ＲＯＳ水平升高（Ｐ＜
０．０５，图４Ａ、Ｂ）。Ｒｏｔ染毒组抗氧化应激蛋白 Ｋｅａｐ１
和Ｎｒｆ２表达水平与对照组比较显著下降（Ｐ＜０．０５），
ＨＮ预处理可以显著改善 Ｒｏｔ暴露细胞内 Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２
蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ～Ｅ）。
２．５　ＨＮ预处理对Ｒｏｔ染毒 ＰＣ１２细胞内线粒体自噬

的影响

　　与对照组比较，Ｒｏｔ染毒组细胞变圆、突触消失，
自噬体和自噬溶酶体数量增多（Ｐ＜０．０５）；ＨＮ预处理
Ｒｏｔ染毒组细胞形态有所改善，自噬体和自噬溶酶体
数量减少，与 Ｒｏｔ染毒组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图５Ａ～Ｃ）。Ｒｏｔ染毒组细胞内 Ｐｉｎｋ１、ｐＰａｒｋｉｎ
蛋白表达水平升高，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值升高，ｐ６２蛋白
表达水平下降，与对照组比较均有显著性差异（Ｐ＜
０．０５），ＨＮ预处理可以抑制 Ｒｏｔ染毒所致 ＰＣ１２细胞
内线粒体自噬相关蛋白表达变化，与 Ｒｏｔ染毒组比较
有显著差异（Ｐ＜０．０５，图５Ｄ～Ｉ）。

３　讨论

　　ＰＤ的发病率逐年升高，严重影响老年患者的生活

质量，需切实有效的治疗和预防方法［１４］。本研究通过

建立Ｒｏｔ染毒的多巴胺神经元毒性损伤模型，探究ＨＮ
的保护作用及相关可能机制，为研究治疗和预防 ＰＤ
提供一定的理论依据。

　　ＰＤ发病机制还没有完全阐明，但大量研究证明线
粒体功能障碍是导致 ＰＤ的重要机制之一［１５］。已有

研究证实，氧化应激、炎症和自噬功能异常是导致线粒

体功能障碍的重要原因［１６－１７］。本研究发现，与正常对

照组比较，Ｒｏｔ染毒组ＰＣ１２细胞明显变圆、突触消失，
部分细胞死亡漂浮，通过检测 ＰＣ１２细胞的活性、ＡＴＰ
的含量和细胞内外 ＨＮ含量发现，染毒组的细胞活性
和ＡＴＰ的含量较对照组下降，细胞内 ＨＮ的含量显著
增加，其可能的原因是 Ｒｏｔ染毒环境下，ＰＣ１２细胞线
粒体复合体Ⅰ的功能被抑制从而使ＡＴＰ生成受限、细
胞活性下降，最终导致 ＰＣ１２细胞损伤，而外源性 ＨＮ
的干预可以有效改善这一过程。有研究证实ＨＮ通过
增加线粒体质量，提高 ｍｔＤＮＡ／ｎＤＮＡ的比例，显著促
进线粒体生物合成，从而增加ＡＴＰ的水平［１８］。

　　课题组前期研究发现，线粒体生物发生以及线粒
体分裂融合在Ｒｏｔ暴露所致的线粒体功能障碍中有着
不可替代的作用［４］。线粒体通过生物发生、分裂和融

合来保持稳态，维持线粒体稳态在细胞代谢或细胞面

临外界压力时对维持线粒体功能发挥着关键的作用。
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Ｒｏｔ染毒组比较
Ａ：Ｒｏｔ染毒或ＨＮ干预后 ＤＣＦＨＤＡ探针染色观察；Ｂ：Ｒｏｔ染毒或 ＨＮ干预后细胞内平均荧光强度变化；
Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗氧化应激相关蛋白表达；Ｄ～Ｅ：抗氧化应激相关蛋白半定量分析

图４　Ｒｏｔ染毒或ＨＮ干预后细胞内ＲＯＳ水平和抗氧化应激蛋白表达水平变化
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１：对照组；２：Ｒｏｔ染毒组；３：ＨＮ预处理Ｒｏｔ染毒组；４：ＨＮ单独处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与
Ｒｏｔ染毒组比较
Ａ：Ｒｏｔ染毒或ＨＮ干预后自噬双标共聚焦图像；Ｂ～Ｃ：Ｒｏｔ染毒或ＨＮ干预后细胞内自噬体和自噬溶酶体数量变
化；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测线粒体自噬相关蛋白表达；Ｅ～Ｉ：线粒体自噬相关蛋白半定量分析

图５　Ｒｏｔ染毒或ＨＮ干预后自噬流和自噬相关蛋白表达水平变化
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本研究结果表明，Ｒｏｔ诱导ＰＣ１２细胞中线粒体生物发
生和线粒体融合能力下降，线粒体分裂蛋白 ＤＲＰ１磷
酸化水平升高，加剧线粒体分裂，而ＨＮ预处理可以显
著改善这种情况。与此一致的是，ＰＧＣ１α已被证实在
ＰＤ患者中显著下调［１９］。也有研究表明，ＰＤ中的细胞
功能障碍和线粒体异常与ＤＲＰ１蛋白使线粒体片段化
密切相关［２０］。因此，本研究结果证明 ＨＮ是通过促进
线粒体生物发生和融合、抑制线粒体分裂调节线粒体稳

态和功能，从而改善Ｒｏｔ诱导的ＰＣ１２细胞毒性损伤。
　　自噬是细胞进行线粒体质量控制维持线粒体稳态
的最关键途径之一［１７］。线粒体自噬（一种特殊的自

噬）介导功能失调的线粒体的选择性清除，以防止细

胞内功能失调的细胞器的有害影响。线粒体自噬受多

种信号通路的调节，Ｐｉｎｋ１／Ｐａｒｋｉｎ信号通路是其中的
经典通路［２１］。已有研究证实，在氧化应激、膜电位降

低和蛋白聚集时线粒体外膜的 Ｐｉｎｋ１招募 Ｐａｒｋｉｎ，
Ｐａｒｋｉｎ发生磷酸化，后通过下游自噬相关受体与吞噬
泡上的ＬＣ３结合，并促使ＬＣ３Ⅰ向ＬＣ３Ⅱ转化，促进自
噬体形成，启动自噬过程［２２－２３］。本研究发现，在 Ｒｏｔ
的作用下，ＰＣ１２细胞自噬体和自噬溶酶体数量显著增
加，自噬流增强，细胞变圆、轴突变短，Ｐｉｎｋ１、ｐＰａｒｋｉｎ
蛋白表达水平上调，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值升高，ｐ６２蛋白
表达水平下调，而 ＨＮ预处理可以显著改善 Ｒｏｔ诱导
的ＰＣ１２细胞线粒体过度自噬，与金丝桃苷通过抑制
自噬减轻 Ｒｏｔ诱导的中枢神经元损伤结果一致［２４］。

因此，ＨＮ通过调控线粒体自噬来改善 Ｒｏｔ诱导的
ＰＣ１２细胞毒性损伤。
　　氧化应激在 ＰＤ病的发生发展中扮演重要角
色［１６］。Ｒｏｔ靶向线粒体复合物 Ｉ抑制其活性，诱导线
粒体活性氧的产生，同时破坏机体抗氧化应激系

统［２５］。本研究发现，Ｒｏｔ处理的 ＰＣ１２细胞，ＲＯＳ水平
显著升高，伴有 Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２蛋白表达的降低，而 ＨＮ
预处理显著逆转Ｒｏｔ暴露所致的氧化应激的增加。说
明ＨＮ通过激活抗氧化机制来改善Ｒｏｔ暴露所致的神
经毒性。

　　综上所述，ＨＮ可显著改善Ｒｏｔ所致多巴胺神经元
毒性损伤，其保护作用涉及抗氧化应激、线粒体生物发

生和分裂融合、自噬等通路相关蛋白的表达调控，但相

关详细的机制需要继续深入探究。相信随着研究的不

断拓展，线粒体衍生肽 ＨＮ可能会成为 ＰＤ治疗和预
防的新的研究热点。

参考文献：

［１］ＢＩＳＢＡＬＭ，ＳＡＮＣＨＥＺＭ．Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅｐｅｓｔｉｃｉｄｅ

ｒｏｔｅｎｏｎｅｏｎｎｅｕｒｏｎａｌｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ：ａｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃａｐｐｒｏａｃｈ
［Ｊ］．ＮｅｕｒａｌＲｅｇｅｎＲｅｓ，２０１９，１４（５）：７６２－７６６．ＤＯＩ：１０．
４１０３／１６７３５３７４．２４９８４７．

［２］ＲＡＤＡＤＫ， ＡＬＳＨＲＡＩＭ Ｍ， ＡＬＥＭＡＭ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｏｔｅｎｏｎｅ：ｆｒｏｍ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇｔｏｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎＰａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＦｏｌｉａＮｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ，２０１９，５７（４）：３１７－３２６．
ＤＯＩ：１０．５１１４／ｆｎ．２０１９．８９８５７．

［３］ＯＬＵＢＯＤＵＮＯＢＡＤＵＮＴＧ，ＩＳＨＯＬＡＩＯ，ＡＤＥＹＥＭＩＯＯ．
Ｉｍｐａｃｔｏｆｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｔｏｘｉｃａｎｔｓｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎｇｕｔｂｒａｉｎａｘｉｓ
ｉｎＰａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＤｒｕｇＭｅｔａｂＰｅｒｓＴｈｅｒ，２０２２，３７
（４）：３２９－３３６．ＤＯＩ：１０．１５１５／ｄｍｐｔ２０２１０１４４．

［４］ＰＥＮＧＫＧ，ＸＩＡＯ ＪＳ，ＹＡＮＧ Ｌ Ｋ， ｅｔａｌ． Ｍｕｔｕａｌ
ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ ｏｆＰＩＮＫ１／ｐａｒｋｉｎａｎｄＰＧＣ１α ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏ
ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｉｎｒｏｔｅｎｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｔｏｘＲｅｓ，２０１９，３５（２）：３３１－３４３．
ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１２６４００１８９９５７４．

［５］ＳＨＡＲＭＡＳ，ＰＡＴＥＬＦ，ＡＲＡＨ，ｅｔａｌ．Ｒｏｔｅｎｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄ４
ＨＮＥ ａｇｇｒｅｓｏｍｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＬ１
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ：ｒｏｌｅｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｆｌｕｘ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，
２０２２，２３（９）：４６７５．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２３０９４６７５．

［６］ＣＯＲＡＤＤＵＺＺＡＤ，ＣＯＮＧＩＡＲＧＩＵＡ，ＣＨＥＮＺＣ，ｅｔａｌ．
Ｈｕｍａｎｉｎ ａｎｄ ｉｔｓｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｏｌｅｓｉｎ ａｇｉｎｇ： ａ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｂａｓｅｌ），２０２３，１２（４）：５５８．
ＤＯＩ：１０．３３９０／ｂｉｏｌｏｇｙ１２０４０５５８．

［７］ＲＯＣＨＥＴＴＥＬ，ＭＥＬＯＵＸＡ，ＺＥＬＬＥＲＭ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆ
ｈｕｍａｎｉｎ，ａｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｒｉｖｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，２０２０，１１３（８／９）：５６４－

５７１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｃｖｄ．２０２０．０３．０２０．
［８］ＴＨＩＡＮＫＨＡＷＫ，ＣＨＡＴＴＩＰＡＫＯＲＮＫ，ＣＨＡＴＴＩＰＡＫＯＲＮＳ

Ｃ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｓｏｆｈｕｍａｎｉｎａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｎｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｂｉｏｃｈｉｍ
ＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａＧｅｎＳｕｂｊ，２０２２，１８６６（４）：１３００９７．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｂｂａｇｅｎ．２０２２．１３００９７．

［９］ ＺＡＰＡＡ Ｂ，ＫＡＣＺＹＮＳＫＩ，ＫＩＥＣＷＩＬＫ Ｂ，ｅｔａｌ．
Ｈｕｍａｎｉｎｓ，ｔｈｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｎｄｃｙｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｗｉｔｈａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃａｎｄａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ［Ｊ］．
ＰｈａｒｍａｃｏｌＲｅｐ，２０１０，６２（５）：７６７－７７７．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｓ１７３４１１４０（１０）７０３３７６．

［１０］ＷＡＮＧＹＹ，ＬＩＮＹ，ＺＥＮＧＺＹ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｉｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｔｈｅｏｖａｒｉｅｓｏｆｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｏｖａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｐａｔｉｅｎｔｓｖｉａｔｈｅＫｅａｐ１／Ｎｒｆ２ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＭｏｌＨｕｍＲｅｐｒｏｄ，
２０２１，２７（２）：ｇａａａ０８１．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｍｏｌｅｈｒ／ｇａａａ０８１．

［１１］ＷＡＮＧＴ，ＺＨＡＮＧＬ，ＺＨＡＮＧＭ，ｅｔａｌ．Ｇｌｙ１４］Ｈｕｍａｎｉｎ
ｒｅｄｕｃｅｓｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｏｕｔｃｏｍｅａｆｔｅｒ
ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，２０１３，
２３１：７０－８１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ．２０１２．１１．０１９．

［１２］ＹＡＮＧＸＲ，ＺＨＡＮＧＨＭ，ＷＵＪＺ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｉｎ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓＮＭＤＡｉｎｄｕｃｅｄｅｘｃｉｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＲＯＳ

６７６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＪＮＫ／ｐ３８ＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，
２０１８，１９（１０）：２９８２．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ１９１０２９８２．

［１３］ＸＵＸＳ，ＣＨＵＡＣＣ，ＧＡＯＪＰ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｕｍａｎｉｎｏｎｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｓ
ｍｅｄｉａｔｅｄｂｙａＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓ，２００８，
１２２７：１２－１８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｒａｉｎｒｅｓ．２００８．０６．０１８．

［１４］ ＳＩＭＯＮＤＫ，ＴＡＮＮＥＲＣＭ，ＢＲＵＮＤＩＮＰ．Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ
ｄｉｓｅａｓｅ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ， ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ａｎｄ
ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＧｅｒｉａｔｒＭｅｄ，２０２０，３６（１）：１－
１２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｇｅｒ．２０１９．０８．００２．

［１５］ＭＡＬＰＡＲＴＩＤＡＡＢ，ＷＩＬＬＩＡＭＳＯＮＭ，ＮＡＲＥＮＤＲＡＤＰ，
ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ
ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ：ｆｒｏｍ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｔｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．
ＴｒｅｎｄｓＢｉｏｃｈｅｍＳｃｉ，２０２１，４６（４）：３２９－３４３．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｔｉｂｓ．２０２０．１１．００７．

［１６］ＤＯＲＳＺＥＷＳＫＡＪ，ＫＯＷＡＬＳＫＡＭ，ＰＲＥＮＤＥＣＫＩＭ，ｅｔａｌ．
ＯｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｆａｃｔｏｒｓｉｎＰａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒａｌ
ＲｅｇｅｎＲｅｓ，２０２１，１６（７）：１３８３．ＤＯＩ：１０．４１０３／１６７３
５３７４．３００９８０．

［１７］ＥＬＤＥＥＢＭ Ａ，ＴＨＯＭＡＳＲＡ，ＲＡＧＨＥＢＭ Ａ，ｅｔａｌ．
ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｉｎＰａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＲｅｖ，２０２２，１０２（４）：１７２１－１７５５．
ＤＯＩ：１０．１１５２／ｐｈｙｓｒｅｖ．０００４１．２０２１．

［１８］ ＱＩＮＱＱ，ＪＩＮＪＱ，ＨＥＦ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｉｎｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃＭＩＮ６βｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１８，４９７（１）：２９２－２９７．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１８．０２．０７１．

［１９］ＨＳＵＨＴ，ＹＡＮＧＹＬ，ＣＨＡＮＧＷ Ｈ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃ
ｏｘｙｇｅｎｔｈｅｒａｐｙｉｍｐｒｏｖｅｓＰａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓｖｉａｔｈｅＳＩＲＴ１／ＰＧＣ１αｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］．Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２２，１２（５）：６６１．ＤＯＩ：１０．３３９０／

ｂｉｏｍ１２０５０６６１．
［２０］ＺＨＡＮＧＸＬ，ＨＵＡＮＧＷＭ，ＳＨＡＯＱＨ，ｅｔａｌ．Ｄｒｐ１，ａ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｆｏｒＰａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ｉｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｏｌｆａｃｔｏｒｙｂｕｌｂｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌａｌｔｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ
Ｒｏｔｅｎｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄｒａｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌＬｅｔｔ，２０２０，３２５：
１－１３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｏｘｌｅｔ．２０２０．０２．００９．

［２１］ＬＩＪ，ＹＡＮＧＤＭ，ＬＩＺＰ，ｅｔａｌ．ＰＩＮＫ１／ｐａｒｋｉｎｍｅｄｉａｔｅｄ
ｍｉｔｏｐｈａｇｙｉｎｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＡｇｅｉｎｇＲｅｓ
Ｒｅｖ，２０２３，８４：１０１８１７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｒｒ．２０２２．
１０１８１７．

［２２］ＲＡＫＯＶＩＣＡ，ＺＩＥＧＬＥＲＪ，Ｍ?ＲＴＥＮＳＳＯＮＣＵ，ｅｔａｌ．
ＰＩＮＫ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｉｔｏｐｈａｇｙｉｓｄｒｉｖｅｎｂｙｔｈｅＵＰＳａｎｄｃａｎ
ｏｃｃｕｒｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙｏｆＬＣ３ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈ
Ｄｉｆｆｅｒ，２０１９，２６（８）：１４２８－１４４１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１８
０１８０２１９ｚ．

［２３］ＺＨＯＵＱ，ＺＨＡＮＧ Ｙ，ＬＵ Ｌ，ｅｔａｌ．Ｃｏｐｐｅｒｉｎｄｕｃｅｓ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａｍｅｄｉａｔｅｄｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＲＯＳ／ＮＦκＢ
ｐａｔｈｗａｙａｎｄｍｉｔｏｐｈａｇｙｄｉｓｏｒｄｅｒ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍＴｏｘｉｃｏｌ，
２０２２，１６８：１１３３６９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｆｃｔ．２０２２．１１３３６９．

［２４］ＦＡＮＨＪ，ＬＩＹＲ，ＳＵＮＭＹ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅｒｅｄｕｃｅｓ
ｒｏｔｅｎｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏｎａｌｉｎｊｕｒｙｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙ
［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｃｈｅｍＲｅｓ，２０２１，４６（１２）：３１４９－３１５８．ＤＯＩ：
１０．１００７／ｓ１１０６４０２１０３４０４ｚ．

［２５］ＡＲＡＢＨＨ，ＳＡＦＡＲＭＭ，ＳＨＡＨＩＮＮＮ．ＴａｒｇｅｔｉｎｇＲＯＳ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＡＫＴ／ＧＳＫ３β／ＮＦκＢａｎｄＤＪ１／Ｎｒｆ２ｐａｔｈｗａｙｓ
ｂｙｄａｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｎｅｕｒｏｎａｌｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｍｏｔｏｒ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｒｏｔｅｎｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄＰａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅｒａｔ
ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＡＣＳＣｈｅｍＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０２１，１２（４）：６８９－７０３．
ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓｃｈｅｍｎｅｕｒｏ．０ｃ００７２２．

（收稿：２０２３０９１５；修回：２０２３１２２１）

（编辑　邓强庭）

７７６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）




