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ULK1小分子激活剂诱导细胞保护性自噬治疗帕
金森病疗效观察
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摘 要：目的 探究ULK1小分子激活剂通过诱导细胞进行保护性自噬进程治疗帕金森病(PD)的疗效及其机制。方法 使用

MPP+构建体外PD模型细胞；分别使用不同浓度的ULK1小分子激活剂BL918处理模型细胞，观察BL918对 PD模型细胞生存率、

凋亡情况影响；采用Western blotting检测BL918对 PD细胞模型中自噬特异性蛋白 P62及 LC3 II表达影响；分析应用自噬抑制剂

3MA对MPP+以及BL918诱导的自噬抑制程度。结果 随着MPP+浓度的升高，PD模型细胞活性呈现逐渐下降趋势；经BL918干预

后细胞活性有所提高。随着BL918干预浓度的升高，PD模型细胞的活性有所升高，在 0.5 mM浓度时PD细胞活性最大，明显高于

其他浓度(P<0.05)。流式细胞术检测显示，BL918的干预可以有效降低PD模型细胞的凋亡，凋亡率明显低于PD模型组(P<0.05)。
Western blotting检测显示BL918的应用可以升高P62蛋白以及LC3 II的表达(P<0.05)。经自噬抑制剂 3MA干预后，BL918减轻PD
模型细胞凋亡的趋势有所减弱。结论 ULK1的小分子激活剂对MPP+建立的 PD模型细胞具有较好的保护作用，能够显著降低

PD细胞凋亡，其原因可能与ULK1能够诱导细胞发生保护性自噬有关。
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Abstract： Objective To investigate the therapeutic effect and mechanism of asmall-molecule activator of ULK1 in the
treatment of Parkinson’s disease（PD）by inducing cytoprotective autophagy.Methods MPP+ was used to establish in vitro
PD model cells，and then the model cells were treated with different concentrations of BL918，a small-molecule activator of
ULK1，to observe the effect of BL918 on the viability and apoptosis of PD model cells. Western blotting was used to investi⁃
gate the effect of BL918 on the expression of the autophagy-specific proteins P62 and LC3 II in the PD cell models，and the
autophagy inhibitor 3MA was used to analyze its inhibitory effect on autophagy induced by MPP+ and BL918.Results With
the increase in MPP+ concentration，the viability of the PD model cells tended to decrease gradually，while the viability of
cells was improved after BL918 intervention. With the increase inthe concentration of BL918 intervention，the viability of
PD model cells increased and reached the peak at the concentration of 0.5 mM，which was significantly higher than the via⁃
bility of cells at other concentrations（P<0.05）. Flow cytometry showed that BL918 intervention effectively reduced the
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apoptosis of PD model cells，with asignificantly lower apoptosis rate than the PD model group（P<0.05）. Western blotting
showed that the application of BL918 increased the protein expression of P62 and LC3 II（P<0.05）. After intervention with
the autophagy inhibitor 3MA，the tendency of BL918 to reduce the apoptosis of PD model cells was weakened.Conclu⁃
sions The small-molecule activator of ULK1 has a good protective effect on PD model cells established by MPP+ and can
significantly reduce the apoptosis of PD cells，since ULK1 can induce protective autophagy in cells.

［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2021, 48(5): 451-455.］
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帕金森病是一种高发于中老年人的慢性神经系统退

行性疾病，85岁以上患病率约为3%~5%［1-2］。帕金森病患

者的主要临床表现包括不自主震颤、运动迟缓、肌强直等

运动障碍，该病具有进展性和不易控制等特点［3-5］。当前

对帕金森病的治疗多依赖服药干预，但传统的多巴胺治

疗方式一方面副作用大，另一方面也难以纠正 PD进程，

治疗效果差强人意，因而联合治疗成为帕金森症治疗研

究热点［6-7］。近些年随着分子生物学的发展，线粒体功能

障碍、氧化应激、神经炎症、自噬等多种PD发病机制逐渐

被发掘出来，从分子角度对PD实施干预已成为当下研究

热点方向之一［8-9］。ULK1小分子激动剂是近些年研究较

多的生物制剂，有研究显示此类制剂能够对细胞行为产

生明显的影响，但该制剂对 PD细胞的影响机制尚不清

晰［10］。本研究旨在通过建立体外细胞模型的方式，分析

ULK1小分子激动剂对 PD细胞行为、蛋白表达等方面的

干预效果，以期为改善PD患者预后提供临床参考。

1 实验材料与方法

1. 1 实验材料

MPP+和ULK1小分子激动剂BL918均购自美国Sigma
公司；PD模型细胞购自中国科学院细胞库；DMEM/F12培
养基、胰蛋白酶、牛血清等均购自美国GIBCO公司。

1. 2 细胞培养与干预方法

将模型 PD细胞置于 DMEM/F12培养基中，于 37℃、

5%CO2条件下进行集中培养，并取对数期的生长细胞进

行模型建立与观测。

1. 2. 1 MTT法检测不同浓度MPP+及不同时间干预对PD
模型细胞存活率影响 将生长状态良好的 PD模型细胞

消化传代后接种于培养板中，将培养板中的细胞在 37℃、

5%CO2条件下培养 12 h，区分为空白组和 0.1mM、0.5mM、

1.0mM和 2.0mM不同浓度MPP+干预组，分别孵育 6 h、12
h、24 h、48 h和 72 h后进行细胞存活率的检测。具体方式

为孵育结束前 4 h加入MTT溶液，继续孵育结束后加入

DMSO，震荡 10 min后使用酶标仪于 490 nm处检测样品

的吸光度（OD），细胞存活率=给药组 OD值/阴性组 OD
值×100（%）。

1. 2. 2 MTT法检测不同浓度BL918对 PD模型细胞活性

影响 将生长状态良好的 PD模型细胞消化传代后接种

于培养板中，将培养板中的细胞在 37℃、5%CO2条件下培

养12 h，区分为空白、0.1 mM、0.5 mM、1.0 mM和2.0 mM等

不同浓度 BL918干预组，分别进行干预 12 h后使用酶标

仪检测细胞存活率。

1. 2. 3 Hochest染色法检测MPP+和 BL918对 PD模型细

胞凋亡影响 将生长状态良好的 PD模型细胞消化传代

后接种于培养板中，将培养板中的细胞在 37℃、5%CO2条
件下培养 12 h，区分为空白、MPP+组、BL981组和BL918+
MPP+组，采用 Hochest染色法分别检测 4个组细胞凋亡

情况。

1. 2. 4 Western blotting法检测不同浓度 BL918干预对

PD自噬蛋白表达影响 将生长状态良好的 PD模型细胞

消化传代后接种于培养板中，将培养板中的细胞在 37℃、

5%CO2条件下培养 12 h，将细胞区分为空白、0.1 mM、0.5
mM、1.0 mM和 2.0 mM等不同浓度BL918干预组，于干预

12 h时采用Western blotting法检测 P62蛋白以及 LC3 II
蛋白的表达情况。

1. 2. 5 Hochest染色法检测自噬抑制剂 3MA对 PD模型

细胞凋亡影响 将生长状态良好的 PD模型细胞消化传

代后接种于培养板中，将培养板中的细胞在 37℃、5%CO2
条件下培养 12 h，将细胞区分为空白、BL918、MPP+、3MA、
3MA+MPP+、BL918+3MA组，采用Hochest染色法分别检

测5个组细胞凋亡情况。

1. 3 统计学方法

采用 SPSS 22.0统计软件进行数据处理和分析。计

数资料以例和百分率［n（%）］表示，组间比较行卡方检

验。计量资料以均数±标准差（x-±s）表示，多组间比较采

用单因素方差分析，多组间两两比较采用 SNK-q检验。P

<0.05有统计学意义。

2 结果

2. 1 PD模型细胞存活率随MPP+浓度变化

不同浓度的MPP+干预会对 PD模型细胞的存活率产

生明显的影响，随着MPP+浓度的升高以及干预时间延

长，PD模型细胞的存活率随之下降，呈负相关。不同浓

度MPP+干预下，处理时间延长会使 PD模型细胞损伤逐

渐加重，活性逐渐降低，选择同一时间点开展纵向比较显

示，MPP+浓度越大，细胞活性损伤越明显。见图1。
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2. 2 PD细胞活性随BL918浓度变化

随着BL918干预浓度升高，PD模型细胞存活率出现

了明显升高趋势，BL918浓度为 0.5 mM时，PD模型细胞

存活率达到最高，明显高于空白组细胞存活率，差异有统

计学意义（P<0.05），其余各组间差异不具有统计学意义

（P>0.05）。见图2。

2. 3 PD细胞凋亡率随MPP+和BL918变化

与空白组模型PD细胞相比较，MPP+的加入会明显升

高 PD细胞凋亡率；BL918会明显降低 PD细胞凋亡率；

BL918+MPP+的加入会使 PD细胞凋亡率维持在中间水

平。MPP+组PD细胞凋亡率明显高于空白组、BL918组和

BL918+MPP+组，差异有统计学意义（P<0.05）。见图3。

2. 4 PD细胞蛋白表达随BL918变化

同空白组相比较，加入BL918的 PD细胞中 P62蛋白

和 LC3II蛋白表达量明显更高，差异有统计学意义（P<
0.05）。见图4-5。

2. 5 PD细胞凋亡随自噬抑制剂3MA的变化

使用自噬抑制剂 3MA对PD模型细胞进行干预后，凋

亡率最高的是 3MA+MPP+组，凋亡率最低的是BL918组。

多组间 PD细胞凋亡率比较，差异有统计学意义（P<
0.05）。见图6。

①0.5 mM组与空白组比较，P<0.05
图2 不同浓度BL918对PD模型细胞活性影响
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图1 不同浓度MPP+及不同干预时间对PD细胞存活率影响
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A：P62蛋白；B：LC3 II；①与空白组相比较，P<0.05
图4 不同浓度BL918干预对PD细胞蛋白表达影响

空白组
0.1 mM组
0.5 mM组
1.0 mM组
2.0 mM组

2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

LC
3II

#

B

#

空白组
0.1 mM组
0.5 mM组
1.0 mM组
2.0 mM组

#
#1.5

1.0

0.5

0.0 A

TH

图5 P62及LC3 II蛋白条带图

空白组 0.1 mM组

LC3 II

TH
0.5 mM组 1.0 mM组 2.0 mM组

17 kDa

14 kDa

①3MA+MPP+组与BL918组比较，P<0.05
图6 自噬抑制剂3MA对PD模型细胞凋亡影响
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3 讨论

近些年 PD病因和发病机制逐渐被发掘出来，为 PD
的治疗提供了新的思路，诸如环境因素、遗传因素、中枢

神经系统自身衰老、氧化应激、线粒体功能障碍、神经炎

症、自噬等都被证实同 PD的发生和发展具有密切联

系［11］。细胞自噬是一种细胞膜包裹部分胞质、蛋白质和

细胞器并形成自噬体，而后内涵体与自噬体形成自噬内

涵体，并最终与溶酶体相结合形成自噬溶酶体，通过降解

捕获蛋白质、细胞器等进程，来达到稳定细胞内环境、更

新细胞器目的的过程［12-14］。自噬是一种细胞保守性机

制，该进程在机体的多种生理进程中发挥重要作用，诸如

受损蛋白质清理、病原体清理、细胞凋亡、肿瘤抑制

等［15-16］。近些年关于自噬与 PD的相关研究逐渐成为热

点话题，研究发现，PD的病理基础为黒质－纹状体多巴

胺的减少或缺失，以及 Lewy小体的形成有密切联系，而

细胞可以通过自噬进程来降解清除 Lewy小体，由此可见

自噬进程与PD的发生发展具有密切联系［17］。
本研究通过设立不同细胞分组的方式，就ULK1小分

子激活剂对PD细胞行为、蛋白表达等进程的影响进行了

分析，结果显示，接受不同浓度MPP+干预后的 PD模型细

胞在存活率方面存在明显的不同，MPP+是构建PD模型中

最为常用的毒性物质之一，该物质能够特异性抑制线粒

体的正常功能，从而造成神经细胞能量代谢障碍，最终使

多巴胺能神经元的损伤、凋亡与缺失。本研究的研空结

果显示，随着MPP+浓度的升高以及作用时间的延长，PD
模型细胞的活性越来越低，这提示MPP+细胞毒性较为明

显，可以作为 PD模型细胞处理对照来分析 BL918对 PD
细胞行为的影响。本研究进一步就不同浓度 BL918对
PD模型细胞活性影响进行了分析，结果显示，随着BL918
干预浓度的升高，PD细胞的存活率也出现了明显的升高

趋势，在 BL918浓度为 0.5 mM时，PD模型细胞的存活率

达到最高，明显高于空白组细胞存活率。已有研究指出，

对MPP+造模的 PD模型小鼠使用自噬激活剂处理后，小

鼠的多巴胺能神经元数量会出现明显升高，同时其运动

能力也会明显改善，该学者分析认为自噬进程有效缓解

了 PD模型小鼠的病情，效果明显［18］。本研究还就BL918
对PD细胞的凋亡情况进行了研究，结果显示BL918的加

入可以显著降低 PD细胞凋亡率，BL918+MPP+组别的设

置有效减小了实验误差，提示 BL918的应用切实降低了

PD细胞的凋亡。本文作者分析认为，该结果说明BL918
在 PD细胞模型中具有神经保护作用，能够减轻 PD细胞

的凋亡进程，结合上文中 BL918对 PD细胞活性的影响，

这说明 BL918对 PD细胞的行为会产生影响。本研究通

过设立 3MA组并进行组间比较发现，同空白对照组比较，

3MA的加入很明显增加了细胞的凋亡，3MA+MPP+组 PD
细胞凋亡率更是处于各组中最高水平，而 3MA组中

BL918的加入使 PD细胞凋亡情况得以改善，这印证了

BL918影响了PD细胞的生物活动进程。

本研究还就 BL918对自噬相关蛋白 LC3 II和 P62的
表达展开了研究，结果显示 BL918的加入明显升高了上

述蛋白的表达。已有研究指出，P62蛋白在阿尔兹海默

症、帕金森病、多系统萎缩等疾病特征性病理改变和淀粉

样小体中均表达为阳性，且形态与各种神经变性病组织

学一级响应特异性蛋白表达结果一致，推荐将 P62蛋白

作为神经变性病辅助病理诊断指标［19］。还有针对帕金森

大鼠开展的动物实验结果显示，PD模型大鼠 LC3 II蛋白

表达会出现显著升高，而利用五虎追风散能够通过调控

LC3 II蛋白的表达来调节神经元自噬进程，进而发挥神经

元保护作用［20］。本文作者分析认为，BL918对LC3 II蛋白

与 P62蛋白表达的调控一定程度上证实了ULK1的小分

子激活剂对PD模型细胞的保护作用，也印证了自噬进程

对PD细胞进程的影响。

综上所述，ULK1的小分子激活剂对MPP+建立的 PD
细胞模型具有较好的保护作用，能够显著降低PD细胞凋

亡，分析其原因可能与ULK1能够诱导细胞发生保护性自

噬有关。
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