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摘 要 : 铁在帕金森病 ( aP kr i ns on
` 5 id s

ea se
,

P D )的发病机制中起着非常关键的作用
,

为了探讨 PD 中铁升高的机

制
,

本实验观察了 卜甲基4
一

苯基
一

l
,

2
,

3
,

6
一

四氢毗咤 ( M p T P )处理小鼠黑质 (
s

ub st an t ia in gar
,

S N ) 内铁摄取及新的铁转

运蛋白二价金属离子转运蛋白 1 ( D M IT ) 的表达变化
。

结果表明
:

( 1) M PT I〕 处理组小 鼠 SN 内铁染色增高
,

注射

M盯P 7 d 组明显高于 3 d 组
。

( 2) M叮P 处理组小鼠
,

酪氨酸轻化酶 ( T H )免疫阳性细胞数 目显著减少
。

( 3) M盯P

处理组小鼠
, “ 一

IR E
”

型 D M IT 表达在各组中均增加
,

而
“

+I RE’’ 型 D M IT 仅在 M碑P 处理后 7 d 才出现变化
。

上述

结果提示
,

这种新发现的哺乳动物跨膜铁转运蛋 白表达增加可能是引起 M lyr P 处理小鼠 s N 中铁升高的关键因素
,

铁的升高进一步导致 D A 神经元的死亡
。
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T o il l u s t r a te t h e m e e h a n i s m u n d e lr y i n g

th e i n e r e a s e o f i or n i n s u b s t a n ti a n i gar ( S N ) i n PD
, e h a n g e s o f t h e e x p r e s s i o n o f d i v a l e n t m e t a l t r a n s p o rt e r

l ( D M T I )
a n d i or n e o n t e n t w e r e e x a m i n e d i n S N i n l

一

m e th y l并
一

p h e n y l
一

1
,

2
,

3
,

6
一
t e t r a h y d or p y ir d i n e

( M PTP ) ter a te d m i e e u s i n g im m u n o h i s t o e h e m i s t仃 a n d h i s t o e h e m i s t口 r e s p e e t iv e ly
.

F o l l o w i n g M盯 P t er a t
-

m e n t fo r 3 d
, e l e v a te d ior n s ta i n i n g w a s fo u n d in S N

.

A fu rt h e r i n e r e a s e in i or n e o n t e n t w a s o b s e vr e d aft
e r

7 d
.

In t h e s e l e s i o n e d a n im a l s ,
ty or s i n e h yd or x y la s e 一

i m m u n o er a e t i v e D A n e u or n s e x h ib i t e d a d e e r e a s e i n

n u m b e r a n d m o印h o lo g i e a l e h a n g e s a s w e l l
.

hT
e er w e er t

wo i s o fo mr
s of D MT I e x p er s s e d i n S N o f m i e e

.

A -f

t e r M PT P t r e at m e n t
,

th e e x p er s s i o n o f DM T I w i th o u t IR E fo mr i n e er a s e d i n e i th e r g or u p
,

w h e er a s D MT I

w it h IRE fo mr in e er a s e d o n l y aft
e r 7 d of M PT P t er a t m e n t

.

hT
e s e o b s e vr a ti o n s s u g g e s t t h a t D MT I 15 p o s s ib l y

in v o l v e d in t h e p or e e s s o f i r o n a e e u m u l a ti o n i n S N o f M盯 P
一

t er a t e d m i e e ,
w h i e h m i gh t b e r e s p o n s ib le fo r

th e s u b s e q u e n t d e a th o f D A n e u or n s
.
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帕金森病 ( Pakr
i n s on

` 5 d i s e a s e ,

P D )是一种常见

的多发的神经系统退变性疾病
,

其病理学特征为黑质

( sub
st ant ia in gar

,

S N )多巴胺 ( d叩~ ne
,

DA )能神经

元渐进坏死及伴发纹状体轴突末梢 D A 的耗竭
。

早在

1924 年就发现 P D 病人 S N 中铁含量明显高于正常

人
,

随着研究的深人
,

人们逐渐认识到铁在 P D 的发

病机制中起着关键作用 〔’ 」 ,

而导致铁增高的原因目前

仍不清楚
,

有可能是某些铁转运蛋白表达失控 〔’ 川
。

199 5 年
,

urG en he 记等 〔̀ 〕在研究具有天然抗性的巨噬

细胞蛋 白 l (
n at u er er s i s t a n e e 一 a s s o e iat e d m a e or ph路e

p m et in l
,

N~
p l) 的过程中发现了另一种与 N r a l l l p l

有极高同源性 (达 78 % )和相似的二级结构的蛋 白质
。

这种新发现的蛋白质被称为具天然抗性的巨噬细胞

蛋白 2 ( N ar m p Z )
。

然而当时并不清楚它的功能
。

199 7

年
,

哈佛大学川 和耶鲁大学 61[ 的两个研究组分别报

告了 Nr
a m v Z 是哺乳类第一个跨膜铁转运蛋白

。

由于

它具有转运二价阳离子的功能
,

因此称之为二价金属

离子转运蛋白 l ( d i v al e n t
me

t al t r an s卯 rt e r l
,

D MT I )
。

它的发现解释了铁代谢领域中一直让人费解的两个

最重要的问题
,

即铁如何被小肠吸收以及如何从内吞

小体移位人胞浆
。

DM T I 的 m RN A 存在两种形式
,

即
“ + I RE

”

( D M T I + IRE )和
“ 一 I RE

”

型 ( DM T I 一 IRE )
。

“ + I RE
”

型的 3
`

非翻译区含有与转铁蛋白受体 ( t

~
s -

fe 币 n er e e p t o r厂n R ) m RN A 的 3
’

非翻译区相似的铁调

节元件 ( i or n er 即 l a t o叮 e l e m e n t
,

IRE )
。 “ 一 IRE

”

型则

不包含有 IRE 结构
。

在脑 内
,

免疫印记实验发现

DMT I 的 m NR A 同时在脉络丛的神经元和上皮细胞表

达
,

在黑质中等程度表达
。

D MT I 的表达部位和它的

功能特性均说明它在脑内生理性铁转运中可能起到

非常重要的作用
。

DM T I 的表达异常很可能是导致神

经退行性疾病的重要原因
。

在 DP 病人中
,

已发现黑

质内受损的神经元中 D M T I 表达增高
。

这可能是导

致铁含量增高的原因
,

继而导致 RO S 的产生增多
,

最

终导致神经元的死亡
。

我们的实验目的就是阐明 PD

黑质内铁水平增高的原因是否与 D MT I 有关
。

本实验采用 1
一

甲基 4
一

苯基
一

1
,

2
,

3
,

6
一

四氢毗陡

( l
一

m e th y l 4
一

p h e n y l
一

l
,

2
,

3
,

6
一

te tar h y d or p y ir d in e ,

M盯P )制备 P D 模型小鼠
,

观察其 S N 内铁摄取及

D M IT 表达的改变
,

以阐明 P D S N 内铁增高的原因
,

为 P D 的病因学和治疗学提供新的实验依据
。

1
.

2 p D 模型小 鼠的制备 M盯 p ( M叮 p
一

H C I
,

iS gm
a ,

溶于 0
.

9 % 生理盐水 )
,

腹腔注射
,

30 m岁

k g
,

制备 PD 模型
。

动物被随机分成 3 组
:
对 照组

(腹腔注射生理盐水组 )
,

M P r p 注射 3 d 组
,

M p T p

注射 7 d 组
。

动物在分别腹腔注射 M P T I
)

3 d 和 7 d

后断头取脑行组织切片
。

1
.

3 组织准备 动物用 8% 水合氯醛腹腔注射麻

醉
,

400 m扩k g
,

心室内灌注 0
.

9% 生理盐水 5 m in
,

然后灌注 4 % 多聚 甲醛 20 m in
。

断头取脑后在 4 %

多聚甲醛中固定 s h
,

然后转移到 25 % 的蔗糖溶液

中直至脑组织下沉
。

在恒冷切片机中切片
,

厚度为

10 林m
,

载玻片预先用 明胶处理
,

空 气 中干 燥
,

一 2 0℃保存备用
。

1
.

4 免疫组织化学方法 切片在空气中放置至室

温
,

在 0
.

l m澎 L 磷酸盐缓冲液 (BP )S 中浸泡 10 而 n ,

然后转移至 1% 过氧化氢 ( 99 % 甲醇 )溶液中 30 而
n ,

以去除内源 性过氧化物酶
。

P BS 冲洗 3 次后
,

于

1
.

5 % 正常山羊血清 37 ℃孵育 l h
。

兔抗 DM IT + I RE
和 D MT I 一 IRE 单克隆抗体 ( 1 : 500 稀释

,

lA p ha iD ag
-

on st i c
公司 ) 在湿盒中 4 ℃过夜

。

酪氨酸轻化酶 ( yt or
-

is en hy d or xy las e ,

TH )抗体是小鼠抗 TH 单克隆抗体

( l : 2X() 稀释
,

N o v o Ca s tar 公司 )
。

P B S 冲洗 3 次后
,

生物素标记二抗 ( 1 : 200 ) 37 ℃ 孵育 l h
。

然后用亲和

素/ 过氧化物酶复合物放大 ( v e e t a s t a i n A B C ki t
,

V e c -

t o r ,

B u lr i n罗me
,

U S A )
,

用 V e e t o r DA B 试剂盒显色 5

m in
,

观察反应
。

不加一抗的切片不显色
。

1
.

5 铁染色组织化学法 上述切片同样用于 eF
, +

的

染色 (非血红素铁 )
。

切片在含有 2 % 亚铁氰化钾的

2% 盐酸溶液中孵育 50 m in
。

BP S 冲洗后浸泡在 1%

H Z o :
中去除内源性过氧化物酶

,

在含有 0
.

25 n l
g/ 而

D AB 和 0
.

02 % v/ v H Z O :
的 PB S 溶液中显色 10 而 n 。

1
.

6 统计学处理 结果 以显微镜 ( iN k on
,

Jap an )

4 0 倍物镜下阳性细胞所占的面积百分数来表示
,

用

xm a g i n g S y s t e m G m b H 软件分析 (德国 )
。

实验结果

以 m e a n 士 SE 表示
,

采用 t 检验统计学处理
,

尸 <

0
.

05 表明结果有统计学意义
。

1 材料和方法

1
.

1 动物准备 C 5 7 BL/ 6 雄性小鼠
,

体重 2 0 一 4 0

g
,

室温 20 ℃
,

24 h 昼夜循环光照
,

自由饮水
、

取食
。

2 结果

2
.

1 M p T p 组小鼠 S N 内 F e 3十

染色的变化

在正常小鼠脑内
,

eF
, 十 主要存在于 SN 少突胶

质细胞的胞体和突起中
。

M叮 P 腹腔注射 3 d 后
,

S N 内 r e , 十

(图 I B ) 明显高于对照组 (图 l及 )
,

M件 P

腹腔注射 7 d 后
,

也观察到同样的结果 (图 I C )
。

统

计学分析见图 I D
。
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2
.

3 N任叮 P组小鼠 S N内 DM TI一刃 E R免疫阳性细胞

的变化

正常 S N内的细胞可以表达 M DI T一
I RE (图

3 A )
,

腹腔注射 M PT P 后
,

D M T I 一 IR E 免疫阳性细胞

数目明显增多
,

而且染色深度增加 (图 3 B 和 C )
。

M P r P 注射 3 d 和 7 d 组之间没有差异
。

统计学分析

见图 3 D
。

2
.

4 N IF T P 组小鼠 S N 内 D M T I + IR E 免疫阳性细胞

的变化

正常 S N 内的细胞 可 以表达 D M IT + IRE ( 图

4A )
,

腹腔注射 M PT P 3 d 后
,

DM T I + I RE 免疫阳性

细胞数目没有明显增加 ( 图 4 B )
。

而 M ly FP 注射 7 d

后
,

s N 内 DMT I + I RE 阳性细胞数目及染色深度明显

增加 (图 4 C )
。

统计学分析见图 4 D
。

3 讨论

我们前期工作表明
,

6
一

经基多巴胺制备的 PD 模

型大鼠 SN 内铁含量明显高于正常大鼠
,

S N 内高铁不

仅影响纹状体 D A 的释放
,

而且还影响 SN
一

纹状体系

统 D A 及其代谢产物的含量 〔’ ,
。

在前期工作的基础

上
,

为了阐明导致 S N 内铁升高的原因
,

本工作采用

MP I
,

P 处理小鼠
,

观察 D M IT 是否是 P D S N 铁升高的

原因
,

分析如下
。

3
.

1 M F TP 制备的 DP 模型小鼠 SN 内铁增高的原因

M PT p 是一种神经毒素
,

它可以在许多动物身上

引起 P D 的症 状
,

如大 鼠
、

小鼠
、

狗
、

猫
、

猴 子和人
。

M l
y
l

,

p 虽然可通过血脑屏障
,

这种药物本身对脑组织

没有毒性作用
,

但其经过两步生物转化后形成它的代

谢物 M PP
` ,

则具有神经毒性作用
,

但是 M PP
十

不能

通过血脑屏障 [ 8〕。

腹腔注射后 M p T p 后
,

在脑内单胺

氧化酶 B ( m o n o

am i n e 。 x id a s e ,

M AO
一

B )的作用下形成

M PD P
+ 。

M A o
一

B 主要存在于星形胶质细胞中
,

也存

在于 5
一

经色胺能神经元中
,

但不存在于 D A 能神经

元
。

M PD P
十

可自发氧化成为 M PP
+ 。

胶质细胞通过

神经元外的单胺转运体将 M P P
+

主动分泌到细胞外

液图
。

随后
,

D A 能神经元末梢可通过胞膜上的多巴

胺转运体 ( d o p a m i n e

atr
n s p o rt e r ,

D A T ) 特异性摄取

M即
+ 。

DAT 不仅存在于神经末梢
,

在神经元的树突

上也有表达
,

因此
,

M PT P 的毒性作用不仅作用于纹

状体
,

而且还作用于 S N
。

细胞内游离的 M P P
十

最终

通过耗能的主动转运方式进人线粒体
。

它与呼吸链

的复合物 I结合
,

阻断线粒体电子传递系统
,

通过耗竭

ATP 从而导致能量代谢障碍
,

自由基的生成增加
。

线

粒体功能的损伤最终导致细胞死亡
,

如同我们在实验

中所观察到的 T H 免疫阳性 DA 能神经元数目在腹腔

注射 M rP P 后显著降低
。

据报道 M盯 P 导致的神经毒性作用中有 RO S

( er a e tive
。 x y郎。 , p e e i e s

)的参与 [ ’ o〕 。

在 PD 病人中观

察到氧化应激反应增强
,

以及发生变性 S N 的神经元

的特点 (即铁水平升高和抗氧化水平降低 )均说明它

能够导致 RO S 的生成增加
。

业已表明 M PT p 可以促

进 Ro s 的生成 I`0j
,

而铁在 M p T p 的毒性作用中起着

关键的作用
,

它可以在 D A 能神经元中诱发 F即 ton 反

应
。

我们的实验证实 M PT P 可导致 SN 内铁增高
,

这

与其他研究者的工作是一致的〔川
。

s N 内 eF , `

浓度

增高能够增强 M l
)
r P 的毒性作用

,

而 M班P 又可以增

加 s N 铁的摄取
。

体外实验已证实 eF
Z +

可以使 M p T p

转化成 M P P
十 ,

结果使 eF
, 十

增高
。

M盯 P 的神经毒性

作用是由 D A 导致的氧化应激反应介导的
,

尤其是

sN 致密带神经元的铁含量很高石” ,
。

M p T p 引起 s N

内铁聚积的原因现在还不清楚
。

有报道称轴突切断

术后细胞由转铁蛋白介导的铁摄取增加
,

而且这种作

用对于创伤后神经的再生和修复起到非常关键的作

用
。

这一机制同样适用于 PD 模型小鼠 S N 的 D A 神

经元
,

因为 M P TP 会损伤 S N 神经元的末梢
。

3
.

2 N IP T P 制备的 PD 模型小鼠 S N 内 D M T I 表达增

加的可能机制

我们的结果表明 M p Tp 制备的 PD 模型小 鼠 SN

内两种形 式的 DM IT 表达都增加
。

我们 观察 到
“ 一 IRE

”

型 D M T I 比
“ + I RE

”

型 D M T I 反应灵敏
。

在

M F r P 注射 3 d 后就可观察到
“ 一

IR E
”

型 DM IT 表达

增加
,

而
“ + I RE

”

型 D M IT 表达则没有变化
。

直到注

射后 7 d 才能够观察到
“ + I RE

”

型 D M T I 表达增加
。

在实验中
,

我们没有发现 M IP , 注射后 SN 内

T fR 的变化 (结果待发表 )
。

其他研究者的实验也证实

在 6
一

经基多巴胺所致的 PD模型脑内 T fR 没有改变
,

说明转铁蛋白依赖途径在这些细胞的铁摄取增加中

并不起作用 〔̀ ,〕 。

由于在这一过程中
,

T fR 的表达没有

变化
,

因此 SN 内铁含量的增加不是转铁蛋白依赖性

的铁转运增加
。

在这一过程中必然有其他蛋白的参

与
。

已有证据表明 D M IT 参与脑内铁的转运
,

在一些

神经变性疾病中 DM IT 表达失控可能是导致铁聚积

的原因之一
,

但是
,

D M IT 表达的生理调控机制目前

还不清楚
。

业 已报道在小鼠
、

大鼠和人
,

DMT I 可能

参与非转铁蛋 白依赖的铁摄取困
。

最新研究表明

DM IT 不能转运 eF , ` ,

eF
, `

必须还原 eF “ `

为后才能被

DM IT 转运〔’ 4〕 。

D M IT 表达增加可能是导致这一部位
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铁摄取增加的原因
,

然后通过生成 R OS
,

最终导致细

胞的死亡 〔’ 」。

尽管 D MT I 在中枢神经系统的其他功

能尚需进一步研究
,

但是由于它的表达失控会使 RO S

的生成增加
,

很可能是导致神经退行性疾病的原因之

一困
。

本研究通过对于两种形式 D MT I 表达变化的

观察使我们更进一步地了解 P D S N 内铁聚积的原因
,

至少部分是通过 D M IT 铁转运体表达异常所致
。

本

研究结果可进一步阐明铁参与 DP 的发病机制
,

提供

新的实验依据
。
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