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·论著·

全反式维甲酸通过增强调节性 Ｔ细胞的抑炎效应
发挥对多巴胺能神经元的保护作用

潘宏旭，方亮娟

中南大学湘雅医院神经内科，湖南省长沙市　４１０００８

摘　要：目的　探讨全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）对帕金森病（ＰＤ）小鼠多巴胺能神经元的作用及其机制。方法　将野生型小
鼠随机分为 ＭＰＴＰ对照组与 ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组，造模前后进行行为学检测，流式细胞学技术检测外周 Ｔ淋巴细胞亚群，实时

定量 ＰＣＲ法检测脉络丛黏附分子和中脑黑质区炎症因子的表达，免疫荧光法检测黑质区胶质细胞活化及多巴胺能神经

元存活情况。结果　经 ＡＴＲＡ预处理的 ＰＤ小鼠外周调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇｓ）数目增多［（２．３±０．２１）％；Ｐ＜０．０５］。ＰＤ１

表达上调［ＣＤ４＋：（４．６５±０．６１）％；ＣＤ８＋：（３．５０±０．３１）％；Ｐ＜０．０５］。黏附分子（Ｉｃａｍ１：０．３７±０．１３；Ｖｃａｍ１：

０．３２±０．０６）及炎症因子（ＩＬ６：０．１６±０．０５；ＴＮＦα：０．２９±０．１２）相对表达均下调（Ｐ＜０．０５）。黑质区胶质细胞活化

减少，多巴胺能神经元存活率提高。小鼠的协调能力［转棒停留总时间：（１５７．５±２４．５）ｓ］及自主运动能力［运动总距

离：（４２．５８±２．９６）ｍ］均得到改善（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＴＲＡ可能通过增强 Ｔｒｅｇｓ的抑炎效应，间接发挥多巴胺能神经元

保护作用。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）的主要病
理学特征为黑质致密部多巴胺能神经元的变性死

亡以及 α突触核蛋白（ａｌｐｈａｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，αｓｙｎ）的错
误折叠和异常聚集；主要生化改变为纹状体区多巴

胺递质降低，也是临床症状的根源所在［１］。ＰＤ发
病机制复杂，目前认为与环境因素（如 １甲基４
苯基１，２，３，６四氢吡啶，ＭＰＴＰ）和遗传因素相
关，但尚不能完全阐明。

越来越多的研究表明炎症反应参与 ＰＤ的发生
和发展［２，３］。在神经系统疾病中，调节性 Ｔ细胞
（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇｓ）可以直接抑制活化的小胶
质细胞，诱导其凋亡；还可以分泌多种免疫抑制因

子如 ＴＧＦα和 ＩＬ１０，下调小胶质细胞表面 ＭＨＣ
Ｉ／ＩＩ分子的表达，从而减少炎症反应，间接发挥神
经元保护作用［４］。ＰＤＬ１ＰＤ１配体受体通路以及一
些环境因素，如芳烃受体激动剂和全反式维甲酸

（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）等，能够诱导 ＣＤ４＋Ｔ
细胞分化为 Ｔｒｅｇｓ，此外，ＡＴＲＡ还能稳固 Ｔｒｅｇｓ表
型［５］。

脉络丛是血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的
重要组成部分，当脑组织损伤时，ＢＢＢ通透性增
高，外周血免疫细胞浸润至 ＣＮＳ，发生免疫反应，促
进脑组织修复，但过度的免疫反应反而会加重脑组

织损伤［６］。

综上，本研究通过探索 ＡＴＲＡ在 ＭＰＴＰ诱导的
ＰＤ小鼠模型中的抑炎作用及其机制，期望为 ＰＤ发
病机制及治疗方法的研究提供新的线索。

１　材料和方法
１．１　动物和试剂

健康雄性 Ｃ５７ＢＬ６小鼠，８周龄，体重 ２２～２５
ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动物公司。在中南大
学医学遗传学实验室动物实验中心适应性饲养 １
周后进行实验。实验方案获得中南大学实验动物

伦理委员会批准。抗小鼠 ＣＤ３（ＦＩＴＣ，５５３０６１）、
ＣＤ４（ＰａｃｉｆｉｃＢｌｕｅ，５５８１０７）、ＣＤ８（ＰＥＣｙ７，５５２８７７）、
ＣＤ２５（ＰｅｒＣＰＣｙ５．５，５５１０７１）、Ｆｏｘｐ３（ＰＥ，５６０４０８）、
ＰＤ１（ＰＥ，５５１８９２）抗体和红细胞裂解液（５５５８９９）
购自美国 ＢＤ公司；ＭＰＴＰ粉末（Ｍ０８９６）、ＡＴＲＡ粉
末（Ｒ２６２５）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ｃＤＮＡ试剂盒和
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭｉｘ购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；Ｉｃａｍ
１、Ｖｃａｍ１、ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ６、βａｃｔｉｎ和 ＧＡＰＤＨ
等引物由上海生工生物工程公司合成。序列如下

表所示：

表１　引物序列

基因 序列

Ｉｃａｍ１ ｆｏｒｗａｒｄ ５’ＡＧＡＴＣＡＣＡＴＴＣＡＣＧＧＴＧＣＴＧＧＣＴＡ３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’ＡＧＣＴＴＴＧＧＧＡＴＧＧＴＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡ３’

Ｖｃａｍ１ ｆｏｒｗａｒｄ ５’ＴＧＴＧＡＡＧＧＧＡＴＴＡＡＣＧＡＧＧＣＴＧＧＡ３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’ＣＣＡＴＧＴＴＴＣＧＧＧＣＡＣＡＴＴＴＣＣＡＣＡ３’

ＴＮＦα ｆｏｒｗａｒｄ ５’ＧＣＣＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣＣＴＧＣＴＴ３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’ＣＴＣＣＴＣＣＡＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧ３’

ＩＦＮγ ｆｏｒｗａｒｄ ５’ＡＧＣＧＧＣＴＧＡＣＴＧＡＡＣＴＣＡＧＡＴＴＧＴＡＧ３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’ＧＴＣＡＣＡＧＴＴＴＴＣＡＧＣＴＧＴＡＴＡＧＧＧ３’

ＩＬ６ ｆｏｒｗａｒｄ ５’ＣＡＡＡＧＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＴＣＡＧＡ３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’ＧＡＴＧＧＴＣＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣ３’

βａｃｔｉｎ ｆｏｒｗａｒｄ ５’ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ３’

ＧＡＰＤＨ ｆｏｒｗａｒｄ ５’ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ３’

１．２　实验方法
１．２．１　小鼠 ＰＤ模型制备　流程如图 １所示，ＡＴ
ＲＡ溶于 ＤＭＳＯ后以 ８ｍｇ／ｋｇ进行腹腔注射，隔日
注射 １次，连续 ４次，对照组等量注射 ＤＭＳＯ；ＭＰＴＰ
溶于生理盐水后进行腹腔注射（２０ｍｇ／ｋｇ），每日
注射 １次，共注射 ５ｄ，对照组等量注射生理盐水。
注射完成后继续饲养 ２１ｄ。
１．２．２　行为学检测　转棒实验借助小鼠转棒仪
（意大利 ＵＧＯ公司），前 ３天训练，第 ４天检测，以
２０ｒｐｍ的速度起始运动，记录小鼠在转棒仪上停
留的时间；旷场实验采用开口的黑色木盒和 Ａｎｉｍａｌ
ＶｉｄｅｏＴｒａｃｋｉｎｇＡｎａｌｙｓｉｓＳｏｆｔｗａｒｅ等设备记录小鼠移动
总距离、跨越方格总数和周边时间。

１．２．３　外周血免疫细胞检测　分离小鼠脾脏，制
成单细胞悬液。分两管，每管取 １×１０６个细胞。
第一管加入抗小鼠 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８和 ＣＤ２５荧光
抗体，第二管加入抗小鼠 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８和 ＰＤ１荧
光抗体，避光静置 １ｈ，在 ＰＢＳ中洗涤两次。第一管
加入破膜液，４℃过夜后加入抗小鼠 Ｆｏｘｐ３荧光抗
体，避光静置１ｈ，在 ＰＢＳ中洗涤两次。洗涤完成后
上流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩ，美国 ＢＤ公司）进行检
测。全部数据采用 ＦｌｏｗＪｏ１０．０软件进行分析。
１．２．４　实时定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒ
ａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）　ＭＰＴＰ注射完成２１ｄ
后，取小鼠脑组织，分离黑质以及脉络丛，按照试

剂盒说明书提取总 ＲＮＡ，逆转录生成 ｃＤＮＡ后行
ＰＣＲ扩 增 与 荧 光 检 测。ＲＴｑＰＣＲ 反 应 程 序 为：
９５℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ２０ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃ ２０ｓ，循环
４０次。
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图 １　实验方案

１．２．５　小鼠脑组织病理切片检测　具体方法参
考郭彦杰等的研究［７］。所使用一抗包括：兔抗鼠

ＧＦＡＰ （ａｂ５３５５４， Ａｂｃａｍ）、 兔 抗 鼠 Ｉｂａ１
（ａｂ１７８８４７，Ａｂｃａｍ）和鸡抗鼠 ＴＨ（ａｂ７６４４２，Ａｂ
ｃａｍ）；二抗包括：山羊抗兔荧光抗体（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８，ａｂ１５００７７，Ａｂｃａｍ）和山羊抗鸡荧光抗体（Ａｌ
ｅｘａＦｌｕｏｒ ６４７，ａｂ１５０１７５，Ａｂｃａｍ）。采用荧光共
聚焦显微镜（Ｅ８００，Ｎｉｋｏｎ）显微分析染色结果。
１．３　统计学方法

本实验相关结果均应用 Ｐｒｉｓｍ５软件进行数据
分析，以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，各组之间比较
采用单因素方差分析，并用 ｔ检验进行两两比较，
以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＡＴＲＡ对 ＰＤ小鼠行为学的影响

在给予 ＭＰＴＰ后，小鼠出现震颤、竖毛、行动缓
慢和活动减少等 ＰＤ典型症状。ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组小
鼠在转动棒上停留平均时间为（１５７．５０±２４．４６）ｓ，
较 ＭＰＴＰ对照组（１２０．８８±３０．４３）ｓ显著延长；与

转棒实验结果相似，ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组小鼠平均移动
距离为（４２．５８±２．９６）ｍ，优于 ＭＰＴＰ对照组小鼠
（３７．７６±２．７９）ｍ，差异均具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。以上行为学结果表明 ＡＴＲＡ可以改善 ＰＤ
小鼠的活动度，但仍未恢复至基线水平。见表 ２。

表２　ＭＰＴＰ／ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ处理前后小鼠行为学的变化　（ｘ±ｓ）

分组 停留时间／ｓ 移动距离／ｍ
ＭＰＴＰ对照组 基线值 ２５７．５０±１７．７０ ５２．９７±２．５７

最终值 １２０．８８±３０．４３ ３７．７６±２．７９

ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组 基线值 ２５６．３８±１６．４４ ５２．７９±２．２９
最终值 １５７．５０±２４．４６ ４２．５８±２．９６

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５

注：表示最终值与基线值之间差异存在统计学意义，Ｐ＜０．０５。

２．２　ＡＴＲＡ对 ＰＤ小鼠脾脏 Ｔ淋巴细胞亚群的影响
流式细胞学结果分析表明，ＡＴＲＡ预处理的 ＰＤ

小鼠脾脏 Ｔｒｅｇｓ（ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋）百分比均值
为 ２．３１±０．２１，较 ＭＰＴＰ对照组的１．１９±０．０５增
多（Ｐ＜０．０５）。我们还发现，经 ＡＴＲＡ预处理后，
脾脏 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞相对数目均减少，百
分比分别为 １７．４０±０．４８、１０．８８±０．５０，而未经
ＡＴＲＡ处理组分别为 ２１．０８±１．３３、１３．１４±０．７６，
提示 ＡＴＲＡ可能通过某种途径抑制 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ
细胞的增殖和活化。进一步研究表明，有抑制 Ｔ细
胞增殖活化及分泌炎性介质作用的负向调控因子

ＰＤ１在 ＡＴＲＡ预处理的 ＰＤ小鼠中表达上调，分别
为（４．６５±０．６１）％（ＣＤ４＋）、（３．５０±０．３１）％
（ＣＤ８＋）（Ｐ＜０．０５），提示 ＡＴＲＡ处理组小鼠免疫
功能处于抑制状态。见表 ３。

表３　不同亚群间Ｔ淋巴细胞相对数目的比较　（ｘ±ｓ）

分组 Ｔｒｅｇｓ ＣＤ４＋ ＣＤ８＋ ＣＤ４＋ＰＤ１＋ ＣＤ８＋ＰＤ１＋

ＭＰＴＰ对照组 １．１９±０．０５ ２１．０８±１．３３ １３．１４±０．７６ ２．７０±０．２０ ２．４４±０．１３
ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组 ２．３１±０．２１ １７．４０±０．４８ １０．８８±０．５０ ４．６５±０．６１ ３．５０±０．３１

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２．３　ＰＤ小鼠脑组织黑质促炎因子表达的变化
促炎因子 ＩＬ６和 ＴＮＦα对神经元均有毒害作

用。ＲＴｑＰＣＲ结果显示 ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组小鼠脑黑
质 ＩＬ６和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ相对表达量分别为０．１６
±０．０５和０．２９±０．１２，与 ＭＰＴＰ对照组的１．０４±
０．２０和 １．０２±０．１３相比，显著下调（Ｐ＜０．０５），
表明 ＡＴＲＡ可通过下调促炎因子的表达减少 ＰＤ小
鼠脑内炎症反应。见表 ４。

２．４　ＡＴＲＡ对 ＰＤ小鼠脑组织脉络丛黏附分子表
达的影响

表达于 ＢＢＢ的 Ｉｃａｍ１和 Ｖｃａｍ１是促进外周白
细胞中枢迁移的重要黏附分子。ＲＴｑＰＣＲ结果分
析如表 ４显示，ＭＰＴＰ对照组 Ｉｃａｍ１和 Ｖｃａｍ１相
对表达量分别为 １．０４±０．２０和 １．０１±０．０９，而
ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组相对表达量下降至 ０．３７±０．１３
他 ０．３２±０．０６（Ｐ＜０．０５）。ＩＦＮγ为促进 Ｉｃａｍ１
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和 Ｖｃａｍ１表达的关键上游分子，本研究发现 ＩＦＮ

γ在 ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组小鼠脉络丛中的相对表达量
为 ０．７７±０．０８，低于 ＭＰＴＰ对照组 １．０１±０．０９，
未发现差异存在统计学意义，其原因可能是由于上

游分子 ＩＦＮγ的表达在检测时已出现下调，提示我
们后续需设立多个时间点进一步研究。因此，ＡＴ
ＲＡ预处理小鼠 ＢＢＢ的黏附分子表达下调，外周淋
巴细胞中枢迁移受限。

表４　黏附分子与促炎因子相对表达量的比较　（ｘ±ｓ）

分组 ＩＬ６ ＴＮＦα Ｉｃａｍ１ Ｖｃａｍ１ ＩＦＮγ
ＭＰＴＰ对照组 １．０４±０．２０ １．０２±０．１３ １．０４±０．２０ １．０１±０．０９ １．０１±０．０９
ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组 ０．１６±０．０５ ０．２９±０．１２ ０．３７±０．１３ ０．３２±０．０６ ０．７７±０．０８

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＮＳ

　　注：ＮＳ为差异无统计学意义。

２．５　ＰＤ小鼠黑质多巴胺能神经元存活及胶质细
胞活化情况

免疫荧光结果显示，ＡＴＲＡ预处理的 ＰＤ小鼠黑
质区 ＧＦＡＰ与 Ｉｂａ１表达量降低，提示活化的星形
胶质细胞和小胶质细胞数目较少；与之相反，ＡＴＲＡ

预处理的 ＰＤ小鼠 ＴＨ＋神经元数量较多，未经 ＡＴ
ＲＡ预处理的 ＰＤ小鼠多巴胺能神经元死亡率高
（图 ２）。上述结果表明，ＡＴＲＡ起着保护多巴胺能
神经元的作用。
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图 ２　ＰＤ小鼠脑组织黑质内胶质细胞活化情况及多巴胺能神经元存活情况

注：Ａ：ＭＰＴＰ对照组活化的星形胶质细胞，标记物为 ＧＦＡＰ；Ｂ：ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组活化的星形胶质细胞，标

记物为 ＧＦＡＰ；Ｃ：ＭＰＴＰ对照组活化的小胶质细胞，标记物为 Ｉｂａ１；Ｄ：ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组活化的小胶质细

胞，标记物为 Ｉｂａ１；Ｅ：ＭＰＴＰ对照组多巴胺能神经元，标记物为 ＴＨ；Ｆ：ＡＴＲＡ＋ＭＰＴＰ组多巴胺能神经

元，标记物为 ＴＨ。

３　讨论
对 ＰＤ患者尸检发现，疾病早期即出现小胶质

细胞增殖与活化，随着疾病的进展，多巴胺能神经

元变性死亡程度与促炎因子表达水平息息相关［８］。

由此可见，减少中枢神经系统持续慢性炎症反应，

是延缓甚至阻止多巴胺能神经元进行性死亡的策

略之一。

ＡＴＲＡ是维生素 Ａ的中间代谢产物，具有很强
的诱导细胞分化及免疫调节作用，目前在治疗急性

早幼粒细胞白血病和骨髓异常增生等血液系统恶

性疾病中有较好的临床应用［９］。ＡＴＲＡ能够诱导

Ｔｒｅｇｓ分化并稳定其表型［１０］，同样，本研究也表明

ＡＴＲＡ能够促进 ＰＤ小鼠外周 Ｔｒｅｇｓ的增殖分化，进
而抑制 ＣＤ４＋及 ＣＤ８＋Ｔ细胞的活化。ＰＤ１及其配
体 ＰＤＬ１属于协同刺激分子，ＰＤ１激活后招募酪氨
酸磷酸化酶 ＳＨＰ２和 ＳＨＰ１到 ＰＤ１的胞内区，抑制
ＴＣＲ信号传导，负向调节细胞活化［１１］。本研究发

现，经 ＡＴＲＡ预处理的 ＰＤ小鼠，外周 ＰＤ１表达上
调，小鼠处于免疫功能抑制状态。

脉络丛是白细胞浸润至中枢的通道，由白细胞

归巢和转运因子介导，包括 Ｉｃａｍ１、Ｖｃａｍ１、ｃｘｃｌ
１０和 ｃｃｌ２等［１２］，并受 ＩＦＮγ信号通路调控［１３］。
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在本研究中，经 ＡＴＲＡ预处理的 ＰＤ小鼠脉络丛
Ｉｃａｍ１和 Ｖｃａｍ１表达下调，可能与 Ｔｒｅｇｓ数量增
多，进而抑制脉络丛 ＩＦＮγ信号通路有关。但是，
实验组和对照组 ＩＦＮγ表达差异无统计学意义，其
可能的原因是 ＩＦＮγ信号通路的作用具有时效性，
当其下游信号即 Ｉｃａｍ１和 Ｖｃａｍ１表达出现改变
时，上游信号分子 ＩＦＮγ表达的改变已不明显，因
此，提示研究者进行进一步深入研究时应设置时间

对照组，比较 ＡＴＲＡ作用不同时间点时 ＩＦＮγ的表
达情况。

小胶质细胞是 ＣＮＳ主要固有免疫细胞，其在黑
质部最为密集［１４］。在 ＰＤ中，慢性刺激导致小胶质
细胞持续激活，产生大量氧自由基和多种促炎因子

如 ＩＬ６、ＴＮＦα和 ＩＬ１β等，并进一步激活小胶质
细胞形成恶性循环，加速多巴胺能神经元死亡［１５］。

星形胶质细胞在一定条件下也具有免疫细胞的特

征，如表达模式识别受体（Ｔｏｌｌ样受体和清道夫受
体等）、激活后分泌细胞因子和趋化因子（ＩＬ６、
ＴＮＦα和 ＣＣＬ２等）、通过 ＮＦκＢ信号通路生成氧
自由基诱导神经元死亡［１６１８］。与上述研究结果一

致，我们的研究发现 ＡＴＲＡ处理的 ＰＤ小鼠黑质区
活化的小胶质细胞和星形胶质细胞数量减少，存留

的 ＴＨ＋神经元数量较多；黑质区促炎因子 ＩＬ６，
ＴＮＦα的表达下调；功能学检测显示 ＡＴＲＡ处理
ＰＤ小鼠协调运动能力与自主活动度均得到改善。

综上所述，ＡＴＲＡ可能通过增强 Ｔｒｅｇｓ抑炎效
应，间接发挥多巴胺能神经元的保护作用，有望成

为延缓 ＰＤ进展甚至治疗 ＰＤ的潜在药物之一。
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