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硫辛酸通过激活 PI3K/Akt通路保护帕金森小鼠神经元的作用研究 *

苏正伟 1 范文慧 2 王文慧 4 玄明文 5 赵 虹 3△

(哈尔滨医科大学附属第四医院神经内科五病房 黑龙江哈尔滨 150000)

摘要 目的：明确硫辛酸(lipoic acid，LA)是否通过活化脂酰肌醇 3-激酶 /蛋白激酶 B(Phosphoinositide 3-kinases/Protein kinase B，

PI3K/Akt)通路保护小鼠帕金森(Parkinson's disease，PD)神经元损伤。方法：将 130只健康 C57BL雄性小鼠随机分为 PD模型组(A

组)、PD模型自然恢复组(B组)、硫辛酸干预组(C组)、硫辛酸加阻滞剂干预组(D组)，对照组(E组)。采用免疫组化方法检测黑质内

酪氨酸羟化酶(Tyrosine hydroxylase，TH)阳性细胞数，Western Blot方法检测中脑 TH、总 Akt和 p-Akt蛋白表达，相应试剂盒检测

中脑内 GSH（Glutathione）和MDA（Malondialdehyde）的含量。结果：(1)与 E组比较，A组 TH阳性细胞数显著减少(P约0.01)，B组、
D组明显减少(P约0.05)，C组无明显统计学意义(P>0.05)。(2)与 E组比较，A组、B组 TH蛋白表达显著减少(P约0.01)，C组、D组 TH

表达明显减少(P约0.05)；分别与 A组、B组比较，C组 TH表达显著增多(P约0.01)，D组无明显统计学意义(P>0.05)。(3)与 E组比较，

A组、B组、D组中脑内 p-AKT表达显著减少(P约0.01)，C组差异无明显统计学意义(P>0.05)；分别与 A组、B组比较，C组 pAkt表

达显著增多(P约0.01)，D差异无明显统计学意义(P>0.05)。（4）与 E组比较，C组中脑 GSH水平明显增加(P约0.05)，A组、B组明显减
少(P约0.05)，D组差异无统计学意义(P>0.05；与 E组比较，A组、B组 MDA表达显著增加(P约0.01)，C组、D组差异无统计学意义
(P>0.05)。结论：硫辛酸可能通过激活 PI3K/Akt通路，减轻氧化应激损伤，进而发挥其保护神经元的作用。
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Mechanism of Lipoic Acid Protecting Neurons in Parkinson's Mice on
PI3K/Akt Pathway*

To determine whether lipoic acid (LA) could protect mouse Parkinson's disease (PD) neuronal damage by

activating the PI3K/Akt pathway. 130 healthy C57BL male mice were randomly divided into 5 groups (n=20): PD model group

(group A), PD model natural recovery group (group B), lipoic acid intervention group (group C), Lipoic acid with blocker intervention

group(group D), control group(group E). Immunohistochemistry was used to detect the number of tyrosine hydroxylase(TH) positive cells

in the substantia nigra; The expression of TH, Total Akt and p-Akt in the middle brain was detected by Western Blot. The corresponding

kits were used to detect GSH and MDA in the midbrain. (1)Compared with group E, the number of TH positive cells in group A

was significantly decreased (P<0.01); Group B and Group D were significantly decreased (P<0.05); group C was not statistically

significant(P>0.05). (2) Compared with group E, the expression of TH protein in group A and B was significantly decreased(P<0.01), and
the expression of TH in group C and D was significantly decreased (P<0.05); Compare with group A and group B respectively, the

expression of TH was significantly increased in group C(P<0.01), and group D was no significant (P>0.05). (3)Compared with group E,
the expression of pAKT in brains of group A, group B and group D was significantly decreased (P<0.01), and there was no significant
difference in group C (P>0.05); compared with group A and group B respectively. The expression of pAkt was significantly increased in

group C (P<0.01), and there was no significant different in group D(P>0.05).(4) Compared with group E, the level of GSH in the middle

brain was increased (P<0.05) in group C, and significantly decreased in group A and group B (P<0.05), group D was no significant

difference (P>0.05); Compared with group E, the expression of MDA in group A and group B was significantly increased (P<0.01), there
was no significant difference in group C and group D (P>0.05). Lipoic acid may play a role in protecting neurons by

activating the PI3K/Akt pathway, reducing oxidative stress damage.
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前言

帕金森病是一种以黑质神经黑色素降低，黑质致密部

(substantia nigra pars compacta，SNc) 的腹外侧部和尾部大量神

经元的丢失[1]，以及神经递质多巴胺含量减少为主要的病理特

征的神经系统退行性病变。PD的病因尚且不明，但既往研究表

明氧化应激、线粒体功能障碍、炎症反应和内源性或外源性毒

物因子与其发病密不可分[2]。其中，氧化应激(Oxidative stress)与

PD的发生关系密切。由于大脑本身对氧的需求量巨大，导致其

本身就处于容易受到氧化损伤的状态，平时由于抗氧化机制的

拮抗作用[3]，机体处于一种动态平衡的状态。但当氧化作用增强

或者抗氧化作用减弱时，大量的氧化中间产物的蓄积，会导致

能量代谢异常，炎性产物增加，进而导致细胞变性坏死。

硫辛酸，具有水溶性和脂溶性两种性特征，可以透过血脑

屏障直接发挥其抗氧化作用，被喻为 "抗氧化剂中的抗氧化

剂"[4]。目前，已有研究表明 LA可以在细胞中激活 PI3K/Akt信

号通路，诱导 Akt磷酸化 [5，6]。本研究拟探讨硫辛酸能否激活

PI3K/Akt通路，减轻氧化应激，进而保护帕金森小鼠神经元，以

期为硫辛酸用于治疗帕金森病提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

C57BL130只，雄性，鼠龄 8周，体重 22-25 g，SPF级饲养

条件，饲养条件为恒温(25± 2)℃，每日光照 12 h，饲养期间自

由进食、摄水，购于北京维通利华公司，动物生产许可证：SCXK

(京)2016-0006，所有动物实验遵照《实验动物关怀与使用指南》

进行，所有实验程序均由哈尔滨医科大学动物使用委员会批

准，动物使用许可证：SYXK(黑)2018-007。1-甲基 -4-苯基 -1,

2,3,6- 四氢吡啶 (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahyd-ropyridine，

MPTP)、硫辛酸购于美国 SIGMA公司，谷胱甘肽（glutathione，

GSH）检测试剂盒、丙二醛（Malondialdehyde，MDA）检测试剂

盒购于碧云天生物技术公司，TH、Akt和 p-Akt（Ser473）抗体购

于美国 ABCAM公司，特异性 PI3K/Akt通路阻滞剂 LY294002

购于北京碧云天公司，超敏 ECL化学发光试剂盒、磷酸酶抑制

剂购于万类生物公司，DAB显色试剂盒、购于索莱宝公司，舒

泰 50购于法国维克公司。

1.2方法

1.2.1 模型制备 MPTP与生理盐水 2.5 g：1 L的混合溶液，小

鼠称重后，每次 25 mg/kg(10 mL/kg)背部皮下注射，每周注射 2

次(周一和周五早上 10:00)，连续注射 5周，所用的溶液均每天

新鲜配制，配好溶液于 4℃保存，造模成功的模型可在给药后

出现震颤、竖毛、立尾、肌强直等表现，在最后一次给药后上述

症状持续 24h而仍然存在者视为造模成功。

1.2.2 实验分组和硫辛酸干预 130只小鼠分为对照组 (背部

皮下注射生理盐水)30只、PD造模组(背部皮下注射MPTP)100

只。100只 PD造模组小鼠 5周后随机取 80只成功造模小鼠按

随机数字法分为 4组(n=20)：PD模型组(A组)、PD模型自然恢

复组(B组)、LA干预组(C组)、LA加阻滞剂干预组(D组)，30只

假手术组 5周再随机取 20只作为对照组(E组)。造模成功后 B

组每日腹腔内注射等量生理盐水共 14 d；C组每日腹腔注射

LA 40 mg/kg共 14 d；D组每日腹腔注射 LA 40 mg/kg和特异

性 PI3K/Akt 通路阻滞剂：LY294002 0.3 mg/kg；E 组每日腹腔

注射等量生理盐水。

1.2.3 行为学检测 在停药后第二天，进行行为学检测：自主活

动计数(Openfield)：自制活动场地为底 30 cm × 30 cm，高 15 cm

的塑料盒，底部等分 25小格，在安静、昏暗的环境中进行测试。

在每组小鼠适应盒子中的条件后，记录 5分钟内移动小格的数

目(Ambulation)和在盒子里站起的次数(Rearing)，连续测量 5次

计算平均值。爬杆实验(Poletest)：制作直径 1 cm，高 55 cm的

直木棒，杆顶安装小球限制小鼠停留，木棒表面沾覆纱布。计

录各组实验对象从移动脚步到爬到底的时长。每个测试间隔为

1分钟，持续测量 5次计算出均值。求出变异系数(Coefficient

of variation, CV)：变异系数用于比较检测结果的稳定性。

1.2.4 免疫组织化学染色 分别取各组中脑做石蜡切片，按免

疫组织化学试剂盒使用说明操作，于显微镜下观察并摄影。每

只随机选取 3张，每张随机选取 4个视野，在同一视野面积，同

一放大倍数，同一背景光强度下采集图像。用 Image-Pro Plus

6.0图像分析系统软件统计 TH阳性细胞数。

1.2.5 Western blot 检测法 小鼠冰上断头分离脑后分离中

脑，生理盐水冲洗后称重，加入 RIPA裂解，匀浆器匀浆致细胞

全部溶解后，在离心机上 12000 r/min离心 30 min，取上清。使

用 5× 蛋白上样缓冲液混匀蛋白上清后于 95℃加热 10分钟，

待其充分变性。分别取五组中脑样本经 SDS -聚丙烯酰胺凝胶

电泳后，转印蛋白至 PVDF膜，脱脂奶粉封闭分别后加兔抗鼠

TH、Akt和 p-Akt单克隆抗体(1：500) 4℃孵育过夜，加 HRP标

记的羊抗兔的 IgG(1：1000)，室温孵育 2 h，TBST 漂洗后 ECL

显色，图像扫描计算处理。

1.2.6 氧化应激指标 应用相关试剂盒检测谷胱甘肽

（glutathione，GSH）和丙二醛（Malondialdehyde，MDA）水平。

1.3 统计学分析

应用 SPSS 21统计软件分析数据，采用 Graphpad 6.0 作

图。计量资料以均数± 标准差( x依s)表示，多组间比较采用单因
素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t检验，以 P<0.05为差异
有统计学意义。

2 结果

2.1 帕金森病模型小鼠的行为学变化

100只背部皮下注射 MPTP的 C57小鼠 5周后有 5只死

亡，E组 20只无死亡。在开放场地实验中，与 E组相比，A组、B

组、D组小鼠移动格数及站立次数显著减少(P<0.01)，C组无明
显统计学差异(P跃0.05)；在爬杆实验中，与 E 组相比，A 组、B

组、D组小鼠爬杆时间显著增加(P<0.01)，C组爬杆时间明显增
加(P<0.05)；与 A组相比，C组爬杆时间明显减少(P<0.05)。站立
次数计数较移动格数和爬杆实验变异系数略高，最高一组为

38%，但综合分析可见各实验变异系数均以较低幅度波动，显

示出结果的可靠性较高，见表 1、表 2。

2.2 免疫组化检测各组小鼠中脑黑质 TH的表达

E组右侧中脑黑质致密部可见大量 TH阳性神经元，排列

整齐，呈条带状。而 A组和 B组排列散乱稀疏，C组和 D组介

于二者之间；与 E组比较，A组 TH阳性细胞数显著减少 (P<
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表 2行为学检测第 1到第 5次结果的变异系数

Table 2 CV calculated from 1st to 5th test on behavioral exhibition of PD mice in 5 tests(n=5)

Turn
Ambulation Rearing Grid

A B C D E A B C D E A B C D E

1 9.77 12.16 6.65 11.39 7.87 17.59 17.61 10.75 20.57 11.19 7.44 12.12 14.14 12.81 9.19

2 13.21 7.11 11.91 15.32 12.63 13.12 18.06 8.67 22.75 12.56 27.21 15.92 14.61 19.85 16.22

3 6.89 11.37 9.84 9.3 9.38 20.16 13.73 15.76 19.85 10.49 16.78 22.95 23.27 9.38 20.22

4 7.54 15 7.58 10.36 8.61 38 20.34 12.36 17.09 12.52 10.45 16.98 19.68 13.84 16.69

5 9.84 8.26 13.89 14.84 5.95 31.07 20.95 12.72 24.98 14.34 11.74 15.96 24.98 9.18 11.16

表 1小鼠行为学实验结果( x依s，n=25)
Table 1 Result of behavioral exhibition( x依s, n=25)

0.01)，B组、D组明显减少(P<0.05)，C组 TH阳性细胞数无明显

统计学意义(P跃0.05)；分别与 A组、B组比较，C组 TH阳性细

胞数明显增多( P <0.05)，D组差异无明显统计学意义(P跃0.05)，
见图 1、图 2。

2.3 LA对脑 TH表达的影响

与 E 组比较，A 组、B 组中脑内 TH 表达显著减少 (P<
0.01)，C 组、D组明显减少(P<0.05)；分别与 A组、B组比较，C

组 TH表达显著增多(P<0.01)，D组差异无明显统计学意义(P>
0.05)，说明 LA可以增加中脑内 TH 蛋白的表达，但与 E组比

较，C仍存在差异，尚未达到治愈状态。见图 3。

2.4 LA对脑 Akt表达的影响

从结果上看，各组中脑内总 Akt与 E组相比变化不大，差

异无明显统计学意义(P>0.05)；但与 E组比较，A组、B组、D组

中脑内 pAKT表达显著减少 (P<0.01)，C组差异无明显统计学
意义(P>0.05)；分别与 A组、B组比较，C组 pAkt表达显著增多

(P<0.01)，D差异无明显统计学意义(P>0.05)，说明 MPTP会降

低磷酸化 Akt蛋白的表达，而 LA可以激活 PI3K/Akt信号通路

增加中脑内磷酸化 AKT蛋白的水平，同时 D组的结果显示出

PI3K阻滞剂 LY294002对硫辛酸增加磷酸化 Akt的阻断作用，

表明了 PI3K参与其中。见图 4。

图 1免疫组化各组小鼠中脑黑质 TH的表达(× 10倍)

Fig.1 Detection of TH expression in the substantia nigra in each group of mice by Immunohistochemistry(× 10)

图 2免疫组化切片 TH阳性细胞数分析

Fig.2 Analysis of the number of TH positive cells in immunohistochemical

sections

Note: Compared with group E, *P<0.05, **P<0.01; compared with group
A and group B, #P<0.05.

Note: Compared with group E, *P<0.05, **P<0.01; compared with group A and group B, #P<0.05, ##P<0.01.

Groups Ambulation ( n ) Rearing ( t ) Grid ( s )

A 76.44± 5.42** 22.6± 2.15** 18.99± 1.8**

B 86.2± 6.88** 25.6± 3.14** 14.81± 1.42**

C 156.76± 6.97## 62.4± 3.82## 6.66± 0.74*#

D 114.84± 9.32** 38.8± 2.86**# 12.74± 1.87**

E 170.32± 13.38 66.6± 3.87 5.38± 0.69
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图 3 Western blotting检测各组小鼠中脑 TH蛋白表达

Fig.3 Detection of TH protein expression in the brain of each group by

western blotting

Note: Compared with group E, *P<0.05, **P<0.01; compared with group
A and group B, ##P<0.01.

图 4 Western blotting检测各组小鼠中脑 pAKT蛋白表达

Fig.4 Detection of pAKT protein expression in the brain of each group by

western blotting

Note: Compared with group E, *P<0.05, **P<0.01; compared with group
A and group B, ##P<0.01.

A B C

GSH(mg/gprot) 23.66± 4.43* 25.52± 3.48* 33.12± 6.83*

MDA(nmol/mgprot) 8.81± 1.8** 7.5± 2.04** 5.5± 0.85

D

28.41± 1.8

5.79± 0.84

E

30.1± 5.86

4.96± 1.34

表 3各组小鼠中脑 GSH、MDA含量的比较( x依s，n=25)
Table 3 The GSH and MDA content in the midbrain of mice from different groups( x依s，n=25)

Note: Compared with group E, *P<0.05, **P<0.01.

2.5 各组小鼠中脑氧化应激水平比较

与 E组比较，C组中脑 GSH水平明显增加(P<0.05)，A组、
B组明显减少(P<0.05)，D组差异无统计学意义(P>0.05)；与 E

组比较，A组、B组MDA表达显著增加 (P<0.01)，C组、D组表
达相对变化较小无统计学意义(P>0.05)。以上结果表明 MPTP

可以诱导氧化应激加剧，而 LA可以在一定程度上拮抗其氧化

损伤。见表 3。

3 讨论

PD是一种同时具有神经系统和全身性非运动性病变的疾

病，是仅次于阿尔茨海默病的第二大常见的神经退行性疾病[7]，

发达国家发病率为每 10万人有 14个，多见于 65岁或以上的

人群。该疾病在 50岁之前的发病率相对较低，但随着年龄的增

长患病率逐年增加。65岁或以上人群的发病率，男性约为 2％，

女性约为 1.3％[8]。PD是一种复杂的多系统疾病，本质上是神经

退行性变性，其中静止性的震颤，平衡性障碍以及步态的异常

和跌倒是其普遍的临床表现[9]，其他的非运动性症状还包括嗅

觉性功能障碍[10]，睡眠和行为障碍(RBD)，抑郁表现和疼痛发作

等[11]，这些都对严重的影响了患者的生活质量，同时也对社会

造成沉重的负担，因此去寻找切实有效的治疗方法对于个人和

整个社会都是十分迫切的。

PD目前没有治愈的方法，临床上主要以控制运动和非运

动系统症状，同时预防并发症为主[12]。以左旋多巴制剂为代表

的药物治疗仍是最基本和有效的方法，但效果不甚理想[13]。其

他新兴药物如辅酶 Q10 [14]，由于生物利用度差和缺乏脑渗透

性，其功效受到了很大阻碍，除辅酶 Q10外，姜黄素因为其对

抗氧化应激和保护线粒体功能也是十分有前景的药物 [15]，然

而，其临床疗效受限于水溶性差，代谢快，组织吸收性差等，其

他的诸如白藜芦醇[16]、胡椒碱[17]等也都由于种种缺陷治疗效果

欠佳。除了药物治疗其他的新兴疗法，包括手术治疗，左旋多巴

-卡比多巴输注凝胶，皮下注射阿扑吗啡泵和深层脑刺激、聚

焦超声等[18]，这些治疗手段都可以在一定程度改善患者的临床

症状，特别是运动症状，但其治疗都存在一定局限性且个体差

异较大，远期收益有待考证。

近些年的研究发现 LA作为一种低分子量的两亲物质，可

以穿越血脑屏障直接减少中枢神经系统中的氧化应激水平，因

此它被认为是治疗神经退行性疾病如阿尔兹海默症 (AD)[19]的
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一种有效制剂，在治疗中风的辅助制剂 ALAnerv誖 [20]也含有硫

辛酸的有效成分，除此之外其他神经系统疾病如多发性硬化[21]，

创伤性脑损伤[22]等均有证据表明 LA对其有一定的治疗作用。

LA 已知的可以在包括单核细胞在内的多种细胞内激活

PI3K/Akt通路[5，6]，使 Akt磷酸化，而活化的 Akt可以通过激活

mTOR，与 Nrf2、HO-1 和 GSK-3茁 协调作用调节氧化还原稳
态[23]，对抗氧化应激。除此之外 LA还可以通过再生其他天然抗

氧化剂的水平如 GSH、生育酚、抗坏血酸等抗氧化剂以及增加

辅酶 Q10的含量对抗氧化损伤[24]，共同对抗氧化应激作用诱导

的细胞凋亡和神经元坏死，减轻中枢神经系统氧化损伤[25]。

MPTP由于其亲脂性的特性，可以透过血脑屏障生成有毒

性的MPP +，MPP +会在多巴胺能神经元的线粒体内蓄积，并

且进一步破坏线粒体复合物 I的功能，最终致使 ATP生成减少

和氧化中间产物的增加[26]，极大的加剧了细胞氧化应激损伤，

出现诸如静止性震颤、肌强直等帕金森样症状[27]。因此本实验

应用MPTP作为制备帕金森模型的诱导剂，又因为是慢性造模

更符合疾病的发展规律也更加稳定。磷脂酰肌醇 3-激酶 /蛋白

激酶 B即 PI3K / Akt通路是一条研究比较深入的信号传导通

路[28]，涉及神经元存活和突触可塑性，还包括维持线粒体 -电子

转移链的功能完整性和线粒体生物合成的调节[29，30]。目前在细

胞水平的实验中，有研究表明 ROS积累导致氧化应激，会介导

下调 p-PI3K / p-Akt水平，导致 Nrf2从细胞核转移到胞质引起

抗氧化能力的降低，同时通过上调 p-PI3K / p-Akt途径会减轻

氧化应激诱导的细胞损伤[31]。因此可知 PI3K/Akt通路的激活与

氧化应激损伤负性相关，激活该通路会降低氧化应激损伤，即

会增加 GSH含量同时降低MDA含量。

本实验着重研究硫辛酸在动物水平上的作用，利用 MPTP

制备小鼠帕金森模型，通过注射有效剂量的硫辛酸观察其能否

通过 PI3K / Akt通路发挥抗氧化应激作用。结果显示在行为学

检测中，LA可以明显改善帕金森小鼠的运动能力，减轻如竖

毛，震颤，姿势异常，步态缓慢等表现；Western Blot实验中表明

LA可以增加帕金森小鼠中脑内的 TH含量，即相对的增加中

脑内多巴胺的含量，这也是小鼠行为改善的原因之一；磷酸化

Akt结果显示，LA可以激活 PI3K / Akt通路，诱导 Akt磷酸化

对抗氧化应激损伤；同时在氧化应激相关检测中 LA可以增加

GSH的含量同时降低MDA的含量，显示出 LA可以通过激活

PI3K / Akt通路减轻氧化应激损伤。本实验还同时加入自然恢

复组和阻滞剂干预组进行对比，从结果上可以看出小鼠的运动

能力、脑内 TH和 p-Akt含量会随时间有一定程度的恢复，但对

比应用 LA后差异仍十分明显，阻滞剂干预组的结果与自然恢

复组相似甚至恢复程度好于自然恢复组，但对比只应用 LA差

异仍十分巨大，可以推测出 LA在保护神经元，改善小鼠运动

能力应该是具有多种途径的，而 PI3K/Akt信号通路是其中相

对比较重要的一种，因此在进行组间对比中自然恢复组的增设

是十分客观和有必要的。

综上所述，在 PD小鼠模型中，LA可以激活 PI3K / Akt信

号通路，从而发挥其抗氧化应激的作用进而保护神经元并恢复

酪氨酸羟化酶(TH)即黑质内多巴胺能神经元水平，而这种作用

可以被 PI3K/AKT通路阻滞剂(LY294002)在一定程度上所阻

滞。本实验目前仅检测 PI3K/Akt通路总 Akt和 p-Akt表达情

况，未检测其下游蛋白水平变化，有待进一步深入研究。同时未

来随着中国老龄化问题逐渐加剧，PD对家庭和社会带来的损

害和负担也会愈加凸显，因此寻找客观有效的治疗方法是十分

有前景和值得进一步深入研究的。
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