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摘 要:目的 探究阿拉伯木聚糖(araboxylan,AX)联合美多芭对鱼藤酮诱导的帕金森病(parkinson’sdisease,PD)大鼠

模型炎症因子TNF-α、IL-1β及IFN-γ的影响。方法 42只大鼠随机选取28只进行PD造模,造模后分为帕金森模型组

(PD组)、美多芭组(M组)和阿拉伯木聚糖组(AX组)、美多芭+阿拉伯木聚糖组(MX组)4个组;其余14只随机均分为

空白组和溶剂组,每组7只。M组美多芭干预,AX组AX干预,MX组AX联合美多芭干预,灌胃14d,每天1次。进行

悬挂试验及爬杆实验,蛋白免疫印迹(WesternBlotting,WB)检测黑质纹状体IFN-γ蛋白和免疫组化检测黑质纹状体IL-
1β蛋白,采用酶联免疫吸附法(ELISA)检测各组血清TNF-α、IL-1β的表达。结果 悬挂实验:AX、M 组、MX组较PD
组悬挂时间延长,四肢肌力改善,且 MX组症状恢复更明显(P<0.01)。WB:AX组、M组、MX组与PD组比较,黑质纹

状体IFN-γ的含量减少(P<0.05)。免疫组化:AX组、M组、MX组与PD组比较,黑质纹状体IL-1β表达量明显减少。

ELISA:AX组、M组、MX组与PD组比较血清TNF-α降低。差异有统计学意义(P<0.05),MX组较AX组明显降低,

差异有统计学意义(P<0.05)。结论 阿拉伯木聚糖联合美多芭抑制鱼藤酮诱导的帕金森病大鼠炎症因子TNF-α、IL-
1β及IFN-γ的释放,较好地改善了大鼠的神经功能。
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofaraboxylan(AX)combinedwithmadoparoninflamma-
toryfactorsTNF-α,IL-1βandIFN-γinratswithrotenone-inducedParkinson’sdisease(PD). Methods 
Twenty-eightratswererandomlyselectedfromforty-tworatsforPDmodeling,andtheyweredividedinto4
groupsafterPDmodeling:Parkinson’smodelgroup(PDgroup),madopargroup(Mgroup),araboxylan
group(AXgroup),andmadopar+araboxylangroup(MXgroup).Theremaining14ratswererandomlydivid-
edintoblankgroupandsolventgroup,with7ratsineachgroup.TheMgroupwastreatedwithmadopar;The
AXgroupwastreatedwitharaboxylan,andtheMXgroupwastreatedwithacombinationofmadoparandar-
aboxylan.Alltheratsweretreatedbyintragastricgavagefor14days,onceaday.Thesuspensiontestand
climbing-poletestwereperformed,andWesternBlotting(WB)wasusedtodetectIFN-γproteininthesub-
stantianigrastriatum,whileimmunohistochemistrywasusedtodetectIL-1βproteininthesubstantianigra
striatum.Enzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA)wasusedtodetecttheexpressionofTNF-αandIL-1β
intheserumofeachgroup. Results Inthesuspensiontest,comparedwiththoseofthePDgroup,thehang-
ingtimewasprolongedandlimbmusclestrengthwasimprovedintheAX,MandMXgroups,andrecoveryof
symptomswasmoreobviousinMXgroup(P<0.05);theresultsofWBshowedthat,comparedwiththatof
PDgroup,theconcentrationofIFN-γinthesubstantianigrastriatumdecreasedintheAX,MandMXgroups
(P<0.05).TheresultsofImmunohistochemistryshowedthat,comparedwiththatofthePDgroup,theex-
pressionofIL-1βinsubstantianigrastriatumintheAXgroup,Mgroup,MXgroupsignificantlydecreased.
TheresultsofELISAshowedthat,comparedwiththatofthePDgroup,theserumTNF-αdecreasedinthe
AX,MandMXgroups,thedifferenceswerestatisticallysignificant(P <0.05),MXgroupwassignificantly
lowerthanAXgroup,thedifferenceswerestatisticallysignificant(P <0.05). Conclusion Araboxylan
combinedwithmadoparinhibitthereleaseofinflammatoryfactorsTNF-α,IL-1βandIFN-γinratswithrote-
none-inducedParkinson’sdisease,andimprovetheneurologicalfunctionofratsquitewell.
  Keywords: araboxylan;Parkinson’sdisease;neuroinflammation;TNF-α;IL-1β;IFN-γ

  帕金森病(Parkinson’sdisease,PD)是第二种常

见的神经退行性疾病,全球发病率估计为0.1%~
0.2%[1]。其典型的病理特征是黑质(SN)中多巴胺能

神经元的逐渐丧失,以及α-突触核蛋白(α-synuclein,

α-syn)在中枢神经系统(centralnervoussystem,CN
S)的异常聚集导致路易小体(lewybody)的形成[2]。
近年来关于 Toll样受体/核转录因子-κB(TLR/NF-
κB)信号通路与PD相关炎症介质产生的研究越来越

多[3]。簇集的α-突触核蛋白与Toll样受体结合并激

活小胶质细胞,核因子-κB(NF-κB)活化,启动肿瘤坏

死因子α(TNF-α)及白细胞介素1(IL-1β)的表达,促
炎细胞因子过度产生和分泌诱导细胞死亡并加速PD
发病及病程进展[4]。γ干扰素(IFN-γ)是一种由I型

辅助性T细胞产生的促炎细胞因子[5]。目前的治疗

方法,如多巴胺能激动剂、抗胆碱能药或单胺氧化酶抑

制剂可以缓解PD症状,长期用药副作用较大,急需研

发新药物,减缓或停止潜在的神经变性过程。然而,目
前的治疗方法不足以根除或限制疾病的发展,它们只

有助于症状的改善,且治疗过程中常常出现“开关现

象”、“剂末现象”、“晨僵现象”等,影响治疗效果。阿拉

伯木聚糖(araboxylan,AX)是一种多糖,由阿拉伯糖、

木糖和少量其他碳水化合物组成。AX具有抗氧化抗

炎、降血糖、抗肿瘤和肠道益生菌菌群的增殖能力[6]。

本研究拟采用鱼藤酮诱导PD大鼠模型,通过 AX干

预后观察PD大鼠的运动症状改变情况,检测炎性因

子(TNF-α、IL-1β、IFN-γ)分泌,了解各组大鼠炎症因

子TNF-α、IL-1β及IFN-γ的变化与PD大鼠的神经功

能相关性,探讨AX防治PD可能作用机制,为AX用

于预防和/或治疗PD临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 健康雄性SPF级Sprague-Dawley
(SD)大鼠42只,6~8周龄,体重160~180g,购买于

广东维通利华实验动物技术有限公司,许可证号:

SCXK(粤)2022-0063。大鼠饲养于右江民族医学院

SPF医学实验动物研究中心,大鼠自由摄食,并适应

饲养环境1周。实验中涉及的动物操作程序已得到右

江民族医学院实验动物伦理委员会批准。

1.1.2 主要试剂及仪器 鱼藤酮及葵花油(美国Sig-
ma公司),美多芭(上海罗氏制药有限公司),阿拉伯

木聚糖(AX)(赛普瑞特分子生物科技辽宁有限公司),
兔抗IL-1β单克隆抗体及兔抗IFN-γ单克隆抗体(英
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国Abcam生物试剂公司),鼠抗β-actin单克隆抗体

(中国武汉Protein公司),山羊抗鼠二抗和山羊抗兔

二抗(美国 ThermoFisher公司),冰冻切片机(德国

LEICA公 司),光 学 显 微 镜 (德 国 LEICA 公 司),

ELISA试剂盒(中国武汉伊莱瑞特生物科技公司)。

1.2 方法

1.2.1 动物分组 SD成年雄性大鼠42只,随机选取

28只进行PD造模,造模后并分为帕金森模型组(PD
组)、美多芭组(M组)和阿拉伯木聚糖组(AX组)、美
多芭+阿拉伯木聚糖组(MX组)4个组,每组7只。
其余14只随机分为空白对照组和溶剂对照组,每组7
只。

1.2.2 造模 采用颈背部皮下注射鱼藤酮法制备PD
模型:鱼藤酮(1.5mg/kg)溶解于葵花油,浓度1.5
mg/mL,给予颈背部皮下注射[7],每连续给药6d后,
停药1次,连续28d。按照YANGY等[8]行为学标准

评分,PD模型大鼠出现典型的毛色变黄变脏、弓背、
拒捕减弱、震颤等表现则视为造模成功。溶剂对照组:
连续颈背部皮下注射葵花油1.5mg/(kg·d),每连

续给药6d后,停药1次,连续28d。

1.2.3 给药方法 空白对照组、溶剂对照组及PD
组:不予处理,正常饲养。AX组、M 组、MX组模型制

备成功后,M 组美多芭灌胃(50mg/kg,每天1次)干
预,AX组使用 AX灌胃(0.8g/kg,每天1次)干预,

MX组使用AX(0.8g/kg,每天1次)联合美多芭(50
mg/kg,每天1次)灌胃,各组大鼠在喂养14d,最后一

次灌胃后24h,应用悬挂试验及爬杆进行行为学研

究。

1.2.4 行为学检测方法 干预后每只大鼠进行悬挂

爬杆和爬杆训练3次,训练完毕对其进行行为学测定。
悬挂实验:用于检测大鼠肌张力,将大鼠两前爪悬挂于

水平放置的金属丝(直径2mm、长约30cm)上,金属

丝距地面1m,记录大鼠落地前的时间。对悬挂时间

进行评分:0~4s为0分,5~9s为1分,10~14s为

2,15~19s为3分,20~24s为4分,25~29s为5
分,超过30s为6分。每只大鼠重复测量3次,每次

间隔5min。爬杆实验:评估大鼠四肢运动的协调性,
木杆上顶端放置圆形球,杆(高60cm、直径0.7cm)用
医用纱布缠好,保证有摩擦力;将大鼠头向下放置在木

杆的顶部,使大鼠沿杆自然爬下,观察其下行过程中的

行为并计分,每只鼠允许爬杆3次。评分标准如下:四
肢并用,一次顺利从杆上爬下为0分;螺旋向下爬行但

兼有后肢滑行行为的为0.5分;上杆后间歇停顿数次

后爬下,但可抱紧金属杆为1分;滑行后掉落为1.5
分;不能抓杆,直接掉落为2.0分。

1.2.5 样本提取 所有大鼠进行行为学测试完成后,
次日每组随机选取6只大鼠用异氟醚对大鼠进行深度

麻醉后,开腹腔腹主动脉采血,常温静置1h后,于4
℃离心机1000r/min,离心20min,取上清液,放-80
℃存冰箱。每组随机选取6只大鼠,断头取脑,于冰盘

上迅速开颅取脑,液氮急速冷冻,放置-80℃冰箱保

存备用,用于 WB检测大鼠黑质纹状体的IFN-γ蛋白

表达;另外剩下每组1只大鼠进行心腔内注射生理盐

水和4%多聚甲醛进行内固定,迅速取脑,置于4%多

聚甲醛室温保存,应用免疫组化检测IL-1β蛋白的表

达。

1.2.6 实验方法

1.2.6.1 ELISA检测大鼠血清TNF-α、IL-1β含量 
从-80℃冰箱取出血清,静置20min。按照说明书给

样本及标准品稀释,每孔100μL加样分别加入样品稀

释液、不同浓度梯度的标准品、待测样品,封板膜封板,

37°孵育,加酶,显色后加入终止液,用酶标仪检测波长

在450nm处吸光度值。

1.2.6.2 免疫组化 从4%多聚甲醛取出大脑,按照

大鼠脑定位图谱,切到大鼠黑质纹状体层面,常规脱蜡

至水,厚度为6μm,切片用3%柠檬酸修复液高压修

复,打开顶阀后修复10min。将压力锅自然冷却至室

温,然后用蒸馏水洗涤5min。加入3%甲醇过氧化氢

20min,用蒸馏水冲洗5min,用PBS浸泡1min,滴

5%BSA,室温孵育30min弃去,滴一抗工作溶液在4
℃过夜,滴二抗,在37℃孵育20min,封片,显微镜观

察、图像采集。

1.2.6.3 WB检测 从-80°冰箱取出样本,随机分

离出一侧中脑黑质放于离心管中,于研钵中磨碎黑质

脑组织,蛋白提取试剂盒提取总蛋白,BCA法测定蛋

白浓度,依次进行12.5%SDS-PACE电泳分离白,电
泳至溴酚蓝刚跑出即可终止,转印至 PDDF膜上,快
速封闭液封,一抗孵育过夜,TBST洗膜3遍,加入二

抗,室温孵育2h,ECL法发光显影,图片保存,ImageJ
软件分析数据,以β-actin为内参,计算相对表达量。

1.3 统计学方法 所有数据以(췍x±s)表示。采用

SPSS27.0中的单因素方差分析进行数据分析统计,
对组间两两比较:方差齐采用LSD检验;方差不齐采

用Dunnett’sT3检验。P <0.05为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 行为学结果

2.1.1 悬挂实验 PD模型组与空白组、溶剂组悬挂

时间明显缩短,差异有统计学意义(P <0.001);AX
组、M组与PD模型组比较,悬挂时间延长,差异有统
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计学意义(P<0.05);MX组与PD模型组比较,悬挂

时间延长,差异有统计学意义(P <0.01);而且 MX
组较AX组、M 组悬挂时间延长,差异无统计学意义

(P>0.05);说明各组大鼠给予干预后,明显改善了

大鼠的肌张力,而且联合干预改善症状更明显。见表

1。
表1 各组大鼠悬挂实验结果

组别 n 悬挂评分

空白组 7 4.00±1.91
溶剂组 7 3.57±1.72
PD组 7 0.57±0.79a

AX组 7 2.43±1.40b

M组 7 2.57±1.51b

MX组 7 2.86±1.57c

F 7.134
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组相比,a:

P<0.001;与PD组相比,b:P<0.05,c:P<0.01。

2.1.2 爬杆实验 PD模型组与空白组、溶剂组,大
鼠四肢协调能力明显减弱,下滑加速,甚至不能抱杆、
直接坠落,差异有统计学意义(P <0.001)。AX组、

M组大鼠与PD组比较,四肢协调力显著改善,差异有

统计学意义(P<0.05)。MX组较PD组明显改善症

状,爬杆过程中,四肢并用,动作协调,能一次性爬到杆

底,差异有统计学意义(P <0.01);说明各组大鼠给

予干预后,明显改善了大鼠的四肢协调力,而且联合干

预改善症状更明显。见表2。

表2 各组大鼠爬杆实验结果

组别 n 爬杆评分

空白组 7 0.21±0.27
溶剂组 7 0.29±0.27
PD组 7 1.50±0.41a

AX组 7 0.93±0.45b

M组 7 0.93±0.53b

MX组 7 0.79±0.15c

F 9.937
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组相比,a:

P<0.001;与PD组相比,b:P<0.05,c:P<0.01。

2.2 ELISA检验 与空白对照组、溶剂对照组比较,

PD模型组血清TNF-α含量增高,差异有显著意义(P
<0.001);AX、M 组、MX组与PD模型组比较血清

TNF-α含量均降低,AX组与PD模型组比较,差异无

统计学意义(P >0.05);M 组与PD模型组比较,差

异有统计学意义P<0.05;MX组与PD模型组比较,
差异有显著意义(P <0.001)。MX组与 M 组比较,
差异无统计学意义(P>0.05);MX组与AX组比较,
差异有统计学意义(P<0.05)。与空白对照组、溶剂

对照组比较,PD模型组血清IL-1β含量增高,差异有

显著意义(P<0.001);AX、M 组、MX组与PD模型

组比较血清IL-1β含量均降低,AX组与PD模型组比

较,差异有统计学意义(P <0.05);M 组、MX组与

PD模型组比较,差异有显著意义(P <0.001)。MX
组与 M 组比较,差异无统计学意义(P >0.05);M
组、MX组与 AX组比较,差异有统计学意义(P <
0.05)。见表3。

表3 各组大鼠ELISA检测TNF-α、IL-1β结果 单位:μg/μL

组别 n TNF-α IL-1β
空白对照组 6 66.26±38.17 116.70±13.56
溶剂对照组 6 59.90±56.92 127.80±17.54
PD组 6 215.30±99.33a 218.30±24.35a

AX组 6 184.70±39.24 189.50±22.57b

M组 6 109.60±27.94b 160.40±26.13c

MX组 6 82.43±15.83cd 143.40±29.21cd

F 8.951 17.147
P <0.001 <0.001

  注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常组相比,

a:P<0.001,与PD组相比,b:P<0.05,c:P<0.001;与AX
组比较,d:P<0.001。

2.3 WB检测各组大鼠脑黑质纹状体组织中IFN-γ
蛋白相对表达量比较 与空白对照组、溶剂对照组比

较,PD组黑质纹状体IFN-γ的含量增高,差异有统计

学意义(P<0.001);与PD组比较,AX组、M组黑质

纹状体IFN-γ的含量降低,差异有统计学意义(P <
0.05);与PD组比较,MX组黑质纹状体IFN-γ的含

量降低,差异有统计学意义(P <0.001)。与 AX组

比较,MX组黑质纹状体BDNF蛋白表达增加,差异

无统计学意义(P>0.05)。M组与AX组比较,差异

无统计学意义(P>0.05)。见图1、图2。

注:IFN-γ(γ干扰素);β-actin内参。

图1 黑质纹状体IFN-γ蛋白表达情况

2.4 免疫组化 与空白对照组、溶剂对照组比较,模
型组黑质纹状体IL-1β表达量明显增加;与PD组比

较,AX、M组、MX组黑质纹状体IL-1β表达量减少。
如图3。
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注:IFN-γ(γ干扰素);两组比较,*P<0.001,**P<0.05。

图2 黑质纹状体IFN-γ蛋白相对表达量

注:细胞核为蓝色,阳性表达为棕黄色。

图3 免疫组化黑质纹状体IL-1β蛋白表达情况

3 讨论

PD是一种进行性神经退行性疾病,神经炎症反

应是导致多巴胺能神经元神经变性的原因之一[9-10]。
大量研究结果表明,炎症和氧化应激与PD发病机制

之间的联系已被证实,大脑中促炎症细胞因子的水平

升高,如TNF-α、IL-1β和IFN-γ,是PD的主要病理特

征之一[11]。中枢神经系统的免疫细胞,如小胶质细胞

和星形胶质细胞,通过释放因子来调节炎症,以及活性

氧的形成[12]。这些因素的释放导致炎症反应,对神经

元有毒性作用。因此,过度和不规则的小胶质细胞激

活在PD病理中起着重要作用,促炎症细胞因子的释

放,导致细胞凋亡,以及多巴胺能神经元的损失[4]。过

去数年发表的大量关于炎症在多巴胺能神经元逐渐丧

失中的作用的研究证实,神经炎症是PD致病的重要

组成部分[13]。在动物模型中,已知农药鱼藤酮能诱导

多巴胺能神经元的中度损伤,并再现PD的许多运动

和非运动症状,包括周围病变、神经炎症、睡眠障碍,目
前已是造PD大鼠模型的经典方法[14]。本研究采用

连续颈背部皮下注射鱼藤酮溶剂于葵花油1.5mg/
(kg·d),每连续给药6d后,停药1次,连续28d,PD
模型大鼠出现典型的毛色变黄变脏、弓背、拒捕减弱、
震颤等表现则视为造模成功[15]。研究表明,AX是较

为有效的免疫调节剂,还具有抗炎、抗氧化、降血糖和

抗肿瘤的特性[16-17]。AX干预大鼠后抑制了 NF-κB
的表达[18-19],NF-κB信号通路与氧化应激和炎症反应

密切相关[20],NF-κB可以改变炎症细胞因子如TNF-α
和IL-1β的表达[19]。本研究中探讨了AX对PD动物

模型脑内神经炎性损伤的保护作用,实验结果表明,神
经毒性物质鱼藤酮诱导的PD模型脑内黑质纹状体小

胶质细胞和星形胶质细胞的激活,促进血清中炎症因

子TNF-α和IL-1β的释放,脑内黑质纹状体IL-1β和

IFN-γ表达量增高。AX组、M 组、MX组与PD组比

较,血清中TNF-α、IL-1β的含量均降低,而且 MX组

与AX组、M组比较,其降低更为明显;血清中TNF-α
在 MX组与AX组比较中,差异有统计学意义。大脑

内黑质纹状体 WB结果显示,AX组、M 组、MX组给

予干预后IFN-γ蛋白相对的表达量均较低,而且 MX
组与AX组、M 组比较,其降低较为明显;在行为学悬

挂实验和爬杆实验中发现各组大鼠给予干预后症状明

显改善,结果表明AX能有效地改善PD大鼠的运动

症状及抑制炎症因子的释放。
本研究结果表明,AX联合美多芭能有效的抑制

炎症因子TNF-α、IL-1β和IFN-γ的释放,减轻PD大

鼠黑质纹状体神经元的损失,较好地改善PD的神经

功能,为AX联合美多芭用于治疗PD的临床应用提

供了新的靶点,同时为临床用药选择提供了新的思路。
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