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左旋千金藤啶碱抑制 Tau 蛋白过度磷酸化改善帕金森病认知症状的相

关机制研究 
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(衢州市人民医院，a.神经内科，b.康复医学科，浙江 衢州 324000) 

 
摘要：目的  探讨左旋千金藤啶碱改善帕金森病(Parkinson disease，PD)认知症状的功能与 Tau 蛋白磷酸化程度之间的关

系｡方法  将 150 只大鼠随机分为空白对照组、1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

hydrochloride，MPTP)组及给药组，每组 50 只｡用 MPTP 建立 PD 大鼠模型。先测定各组大鼠的体质量，然后通过水迷宫

对大鼠的逃避潜伏期、游泳时间百分比以及海马锥体细胞顶树突分支数目和直径进行比较。对大鼠海马神经元进行采集，

通过酶联免疫吸附测定(enzyme linked immunosorbent assay，ELISA)法对 Tau 蛋白的磷酸化程度进行计算。最后对大鼠的

海马组织进行采集，利用流式细胞仪对大鼠海马神经元的凋亡率进行测定｡结果  与对照组相比，MPTP 组的体质量、游

泳时间百分比、锥体细胞顶树突分支数目、海马 P-Tau 蛋白表达明显降低(P<0.05)，逃避潜伏期明显延长(P<0.05)，脑外

伤海马神经元细胞的凋亡率明显升高(P<0.05)；与 MPTP 组相比，给药组体质量、游泳时间百分比、锥体细胞顶树突分支

数目、海马 P-Tau 蛋白表达明显升高(P<0.05)，逃避潜伏期、脑外伤海马神经元细胞的凋亡率明显降低(P<0.05)。结论  左

旋千金藤啶碱对 PD 模型大鼠具有保护作用，抑制 Tau 蛋白的过度磷酸化是左旋千金藤啶碱保护神经元的可能机制｡ 
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Study on the Related Mechanism of l-stepholidine Inhibited Phosphorylation of Tau Protein to Improve 
Cognitive Symptoms in Parkinson Disease 
 
HUANG Xiuqinga, ZHAO Xiaohuab, XU Jianb, ZHOU Chuna(Quzhou People’s Hospital, a.Department of Neurology, 

b.Department of Rehabilitation Medicine, Quzhou 324000, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the relationship between the improvement of cognitive symptoms correlation 
function and the degree of Tau protein phosphorylation in Parkinson disease (PD) treated by l-stepholidine. METHODS  One 
hundred and fifty rats were randomly divided into 3 groups, including blank control, MPTP group, drug group, 50 rats in each 
group. The PD rats model were established with MPTP. The body weight of rats were determined, than the latency time and the 
percentage of the swimming time through the Water Maze, the number and diameter of the apical dendritic branches in the 
hippocampal pyramidal cells were compared. The hippocampal neurons of rats were collected and the phosphorylation of P-Tau 
protein was calculated by enzyme linked immune sorbent assay (ELISA) method. Finally, the hippocampal tissues of rats were 
collected, and the apoptosis rate of hippocampal neurons was measured by flow cytometry. RESULTS  Compared with the 
control group, the body mass, percentage of swimming time, the number the apical dendritic branches and the expression of 
P-Tau protein in MPTP group were significantly decreased in drug group (P<0.05), while the latency time was significantly 
prolonged(P<0.05), and the apoptosis rate of hippocampal neurons was increased significantly(P<0.05). Compared with MPTP 
group, the body mass, percentage of swimming time, the number of the apical dendritic branches in the hippocampal pyramidal 
cells and the expression of P-Tau protein in hippocampus were increased significantly in drug group (P<0.05), while the the 
latency time and cell apoptosis rate decreased significantly (P<0.05). CONCLUSION  l-stepholidine has protective effects on 
rats model of PD, hyperphosphorylation of Tau protein is the possible mechanism of inhibition of l-stepholidine protects 
dopaminergic neurons. 
KEY WORDS: l-stepholidine; Parkinson disease; cognitive symptoms; Tau protein  
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帕金森病(Parkinson disease，PD)的发病诱因

仍是临床和科学研究的焦点[1-4]｡认知功能障碍是

PD 病人十分明显的非运动症状[5-6]，降低患者的生

活质量[7-8]｡左旋千金藤啶碱是属于金藤属植物中
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一类活性物质，属于多巴胺(dopamine，DA)受体

的高亲和力配体，存在 D1 激动-D2 阻滞的双重药

理作用[9-10]。左旋千金藤啶碱能够有效缓解晚期 PD

患者的临床症状，与左旋多巴联合使用，能有效

减轻左旋多巴长期治疗 PD 导致的运动障碍[11-12]。

左旋千金藤啶碱已知的药理作用并不能完全解释

它的临床效果，推测左旋千金藤啶碱对一些非 DA

受体，特别是 5-羟色胺 1A 受体存在着潜在效果，

并且通过这些受体对 PD 产生疗效[13]。Tau 蛋白是

关键的记忆相关蛋白[14-15]，在轴突以及树突的生

长点较集中｡本研究探究左旋千金藤啶碱治疗 PD

的分子机制，为 PD 的认知障碍的防治研究提供

新的靶点和突破口｡ 

1  材料 

1.1  试剂 

左旋千金藤啶碱溶液(成都瑞芬思生物科技

有限公司，批号：Z-059)；1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-

四 氢 吡 啶 (1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

hydrochloride，MPTP，西亚试剂有限公司，批号：

30187)；DMS0(碧云天生物技术有限公司，批号：

ST038)；胰蛋白酶(碧云天生物技术有限公司，批

号：C0201)；血清(碧云天生物技术有限公司，批

号：C0225)；培养基(Gibico 公司，批号：11039054)；

多聚赖氨酸 (普诺赛生物有限公司，批号：

PB180523)；阿糖胞苷(上海源叶生物有限公司，批

号：B28038)；ELISA 试剂盒(江苏科晶生物科技有

限公司，批号：KJ-2262)；PBS(碧云天生物技术有

限公司，批号：C0221A)。 

1.2  动物 

150 只健康的 18 月龄 SD 大鼠，SPF 级，♂，

购于北京维通利华实验动物有限公司，合格证号：

2008001661342，体质量为(350±50)g。在室温以

及安静的环境下进行喂养，日照时间在早上 7∶00 

到晚上 19∶00。由专业动物饲养人员每日给大鼠

提供足够的食物和水｡ 

1.3  仪器 

Morris 水迷宫视频分析系统(美国 CleverSys 

Inc 公司)；35 mm 平皿(中国百千生物公司)；

Thermo 赛默飞世尔细胞培养箱(美国赛默飞世尔

科技公司)；OLYMPUS BX41 型光学显微镜(日本

奥林巴斯公司)；Corning 细胞培养瓶(美国 Corning

公司)；CytoFLEX 流式细胞仪(美国贝克曼库尔特

公司)。  

2  方法 

2.1  动物分组及给药 

将大鼠随机分成 3 组，分别为空白对照组、

MPTP 组以及给药组(4 mg·kg1 左旋千金藤啶碱

+MPTP)，每组 50 只，对其进行称量并进行记录｡

实验的第 1 天，给药组大鼠按体质量 5 mL·kg1 的

体积对腹腔分别注射 0.8 mg·mL1的左旋千金藤啶

碱溶液，使左旋千金藤啶碱的作用浓度为

4 mg·kg1。实验的第 2~6 天，处理组大鼠先腹腔

注射相应剂量左旋千金藤啶碱溶液，其余组大鼠

按照体质量腹腔注射等容量含 3% DMSO 的生理

盐水｡30 min 后，给药组和 MPTP 组大鼠都进行腹

腔注射 30 mg·kg1 MPTP，空白对照组对大鼠腹腔

注射相同体积的生理盐水｡ 

2.2  行为学评价 

采用 Morris 水迷宫先进行定位航行试验，记

录逃避潜伏期， 大逃避潜伏期为 60 s。然后将平

台撤去，进行空间探索试验，记录 120 s 内大鼠在

原平台所处象限的游泳时间。 

2.3  大鼠海马神经元细胞原代培养  

在无菌条件下，将 SD 大鼠取出脑部，将海马

组织进行剥离，采用无菌生理盐水进行漂洗 3 次，

对脑膜以及血管进行剥离，将其切成直径约

0.5 mm 的碎块，采用含有 0.25%胰蛋白酶的没有

血清的细胞培养液进行消化 15 min，然后加入血

清细胞培养基使消化终止，对细胞组织进行反复

吹打，即为单细胞悬液｡将该悬液 1 000 r·min1 离

心处理 5 min，丢弃上清液，用完全细胞培养液对

细胞进行重新悬浮，过滤选择 200 目的滤网，将

细胞密度调整为 1×106 个·mL1，接种于放有预先

准备好的使用 0.1%多聚赖氨酸盖好的 35 mm 平皿

中，置于细胞培养箱中培养 1 d 后，换成维持细胞

培养液｡1 d 以后放入阿糖胞苷，使其终浓度达到

4 μg·mL1，从而阻滞神经胶质细胞的发展，1 d 后

第 2 次换成维持细胞培养液，以对阿糖胞苷进行

去除｡每 2 d 进行 1 次换液，培养到 7~10 d 左右，

用显微镜进行观测，能够看到饱满的神经元胞体，

能够用于相关指标的测定｡ 

2.4  ELISA 法检测大鼠海马 Tau 蛋白活性 

每组随机取 25 只大鼠海马组织在冰上研磨，

充分裂解、匀浆、离心取上清，按试剂盒操作，
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测出样品吸光度值，再计算出 Tau 蛋白的活性量｡  

2.5  流式细胞仪检测大鼠海马神经元的凋亡率 

采用 PBS(pH 7.4)对海马神经元细胞进行 3 次

漂洗，消化 5 min，采取含血清培养液终止消化，

对细胞反复吹打，制成单细胞悬液，将其一起放

到 15 mL 的离心管中，离心后丢掉上清，用 PBS

漂洗 3 次，丢弃上清液，对细胞进行悬浮，将细

胞浓度调整为 1×106·mL1｡取 100 μL 的细胞悬液

于 5 mL 流式管中，添加 5 μL Annexin V-FITC 和

10 μL 20 μg·mL1 的碘化丙锭溶液｡混匀后于室温

避光静置 15 min｡在反应管中添加 400 μL PBS，于

1 h 内用流式细胞仪对各组细胞凋亡率进行分析｡

所有数据均经 SystemⅡTM 软件收集处理｡每组分

别重复 3 次｡ 

2.6  统计学分析 

采用 SPSS 20.0统计分析软件(美国 IBM公司)

进行处理；计量资料用 sx  表示，组间比较用单

因素方差分析或者重复测量的方差分析，两两比

较用 LSD-t 检验；计数资料用百分率表示，组间

比较用2 分析；P<0.05 代表差异存在统计学意义｡ 

3  结果 

3.1  大鼠体质量和行为学比较 

采用左旋千金藤啶碱治疗后给药组与 MPTP

组的体质量均明显低于空白对照组，给药组体质

量明显高于 MPTP 组，差异均具有统计学意义

(P<0.05)｡与空白对照组比较，大鼠给药组与 MPTP

组逃避潜伏期均明显增加(P<0.05)；与 MATP 组相

比，给药组逃避潜伏期明显变短(P<0.05)，差异具

有统计学意义｡大鼠 MATP 组与空白对照组比较，

游泳时间百分比明显变短 (P<0.05)；给药组与

MATP 组相比，游泳时间百分比出现明显延长

(P<0.05)，差异具有统计学意义｡结果见表 1。 

表 1  大鼠体质量和行为学比较(n=50) 

Tab. 1  Comparison of body weight an0d behavior in rats 
(n=50) 

组别 逃避潜伏期/s 游泳时间/s 体质量/kg 

空白对照组 28.41±4.032) 75.23±4.622) 278.82±18.092) 

MATP 组 48.89±5.491) 53.39±7.271) 220.93±16.461) 

给药组  37.24±5.201)2)  65.99±2.121)2)  241.64±17.591)2)

注：与空白对照组比较，1)P<0.05；与 MATP 组比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with the blank control group, 1)P<0.05; compared with 
MATP group, 2)P<0.05. 

3.2  海马锥体细胞顶树突分支数目和直径的比较 

与空白对照组比较，MATP 组大鼠海马锥体细

胞顶树突分支数目明显减少(P<0.05)，一级树突直

径变细，差异具有统计学意义(P<0.05)。与 MATP

组相比，给药组大鼠海马锥体细胞顶树突分支数

目逐渐变多，差异具有统计学意义(P<0.05)，一级

树突直径明显变粗，差异具有统计学意义

(P<0.05)。结果见表 2。 

表 2  各组大鼠海马区锥体细胞顶树突分支数目和直径的

比较 

Tab. 2  Comparison of the number and diameter of the 
apical dendritic branches in the hippocampal pyramidal cells 
of the rat  

组别 顶树突分支数目/支 一级树突直径/μm 

空白对照组 17.31±1.822) 5.99±0.952) 

MATP 组 8.59±0.781) 5.41±0.831) 

给药组 11.29±0.801)2)  5.57±0.911)2) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.05；与 MATP 组比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with the blank control group, 1)P<0.05; compared with 
MATP group, 2)P<0.05. 

3.3  大鼠海马组织 P-Tau 的表达和海马神经元的

凋亡率 

与空白对照组比较，MATP 组海马组织 P-tau

的表达明显减少(P<0.05)；与 MATP 相比，给药组

海马组织 P-tau 的表达出现明显增多(P<0.05)，差

异具有统计学意义｡MATP 组与空白对照组相比细

胞凋亡率明显升高(P<0.05)；与 MATP 组比较，给

药组脑外伤海马神经元细胞的凋亡率均明显降低

(P<0.05)，差异具有统计学意义｡结果见表 3。 

表 3  各组大鼠海马组织 P-tau 的表达和海马神经元的凋

亡率 

Tab. 3  Expression of P-tau in hippocampal tissue and 
apoptosis rate of hippocampal neurons in rats 

组别 P-Tau 积分光密度 凋亡率/% 

空白对照组 30.31±0.722)  8.45±0.212) 

MATP 组  4.35±0.411) 31.31±0.531) 

给药组  19.79±0.491)2)  13.57±1.021)2) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.05；与 MATP 组比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with the blank control group, 1)P<0.05; compared with 
MATP group, 2)P<0.05. 

4  讨论 

PD 是一种常见的神经系统变性疾病，老年人

多见，平均发病年龄为 60 岁左右[16-17]｡Tau 蛋白是
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一类微管组装早期的中心，能够促进轴突微管的

平衡，维持物质运输神经细胞轴突之间的距离，

促进神经元的生长和发育，阻滞脂质过氧化反应，

阻滞微管蛋白发生聚集的蛋白[18]｡Tau 蛋白的微管

的结合能力主要由丝氨酸/苏氨酸指导调节，调控神

经元能力的关键方法是由于Tau蛋白的磷酸化[19-20]，

异常磷酸化会导致错误折叠和分子聚集，也可能

损害微管的稳定功能，引发神经递质运输、储存

以及释放的紊乱，引发轴突运输出现阻碍，从而

引发机体产生认知障碍｡磷酸化水平的增加与神

经纤维的缠结形成存在一定的关系，并可能对其

认知功能产生严重影响，表明 Tau 蛋白磷酸化程

度越高，其认知能力越低｡ 

本实验通过 Morris 水迷宫实验研究 PD 与认

知障碍的关系以及导致认知障碍的变化规律｡认

知功能是指大脑的能力，对外界刺激的关注以及

内在动机的分辨，并计划做出有意义的反应，包

括学习以及记忆在内的广义认知｡Morris 水迷宫是

一种国际通用的空间辨别学习模型，而且此模型

对海马和皮质的损伤反应较为灵敏｡本实验通过

空白对照组、MATP 组和给药组在模型建立后 7 d

的 Morris 水迷宫水下平台实验发现，与空白对照

组相比，MATP 组逃避潜伏期明显延长，表明造模

大鼠存在学习记忆力障碍；与 MATP 组相比，给

药组大鼠的逃避潜伏期明显变短｡与空白对照组

相比，MATP 组大鼠游泳时间百分比明显变短；与

MATP 组相比，给药组大鼠的游泳时间百分比明显

延长｡此外，为了观察 PD 认知功能障碍与突触的

关系，采用形态学方法对受伤前后树突棘数目和

形态的变化进行比较。实验结果表明，MATP 组大

鼠海马区锥体细胞顶树突分支与空白对照组进行

对比，数目明显变少，结果证明 PD 会引发大鼠海

马区树突棘数量的变少｡有研究表明 PD 病人脑内

树突棘数量也是变少的，因此可以推测 PD 导致

树突棘数目的降低可能是导致其认知障碍的主要

原因。 

Tau 蛋白是一种分布在中枢神经系统内的低

分子量含磷糖蛋白，它能够与神经轴突内的微管

产生结合，并具有促进微管蛋白聚合成微管、抑

制微管解聚和保持微管功能发生稳定的作用｡当

Tau 蛋白发生高度磷酸化后，使 Tau 蛋白失去和微

管的结合能力，损害了细胞骨架系统的平衡，同

时导致自身发生聚集，进而形成双股螺旋纤维｡临

床研究结果表明，PD 患者的症状越严重，其脑组

织中神经纤维缠结数量越大，说明 Tau 蛋白过度

磷酸化与 PD 的发生发展存在直接关系｡从我国云

南河谷地不容中提取的生物碱——左旋千金藤啶

碱，经动物实验研究结果表明，其对正常敏感的

DA 受体表现为阻滞作用，因此左旋千金藤啶碱的

D1激动作用可能存在对 PD有效的作用｡本实验研

究结果表明，与空白对照组比较，MATP 组海马

组织 P-tau 的表达明显减少；与 MATP 相比，给

药组海马组织 P-tau 的表达出现明显增多，差异具

有统计学意义｡MATP 组与空白对照组相比细胞

凋亡率明显升高；与 MATP 组比较，给药组脑外

伤海马神经元细胞的凋亡率均明显降低。说明左

旋千金藤啶碱具有降低海马 P-Tau 表达的作用｡研

究发现 PD 产生的认知障碍与细胞凋亡具有直接关

系，研究人员推测细胞凋亡是脑外伤神经元退行性

死亡的主要因素｡本研究采用Annexin V-FITC/PI荧

光双染检测给药组对大鼠海马神经元早期凋亡率

的影响，给药组可有效降低海马神经元早期凋亡

率，表明采用左旋千金藤啶碱治疗组能够抵抗海

马神经元早期凋亡，具有神经保护作用｡ 

本研究存在以下不足之处：①由于目前尚无

有效方式或药物可明显改善 PD 认知功能，因而本

研究未设置阳性对照组；②在借鉴前期已发表文

献的基础上[19-20]，本研究实验组只设置了一个药

物浓度，后期研究可同时设置多个药物浓度组，

以寻找 佳的给药剂量。 

综上所述，本研究推测 PD 引发的认知障碍主

要是由于海马 Tau 蛋白磷酸化调控蛋白升高，导

致 Tau 蛋白过度磷酸化，进而导致海马神经元凋

亡加剧， 终引发受试对象学习以及记忆功能降

低｡而左旋千金藤啶碱能够防治 PD 神经元损害，

可为 PD 引发的神经元损害的防治研究提供新的

靶点和突破口｡ 
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