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摘要：目的　进行１甲基４苯基吡啶离子（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＰ＋）诱导大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤 ＰＣ１２细胞铁死亡
（Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ）的研究。方法　采用噻唑蓝法（ＭＴＴ）检测细胞存活率和筛选铁死亡抑制剂（Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１）的最佳作用浓度；倒置
显微镜观察Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对ＰＣ１２细胞的保护作用；ＭＤＣ染色检测细胞自噬；ＥＬＩＳＡ法检测ｃａｓｐａｓｅ３的酶活性；流式细胞术检
测活性氧ＲＯＳ。结果　１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋对ＰＣ１２细胞有明显抑制作用；５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１能够明显提高ＰＣ１２细胞
的存活率；倒置显微镜观察结果表明Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１预保护后，ＰＣ１２细胞损伤明显减少；ＭＤＣ染色检测细胞自噬和 ＥＬＩＳＡ法检
测ｃａｓｐａｓｅ３的酶活性结果显示Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对ＭＰＰ＋诱导的ＰＣ１２细胞自噬和凋亡的保护作用不明显；ＲＯＳ活性氧检测结果
显示ＲＯＳ在胞内增加，可能发生氧化应激，加Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１后 ＲＯＳ荧光强度减弱。结论　Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ能够显著抑制 ＭＰＰ＋诱
导的ＰＣ１２细胞损伤，且Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对细胞的自噬和凋亡作用不明显，推测出ＭＰＰ＋诱导ＰＣ１２细胞的损伤可能有Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
的存在。
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ｅｎｃｅｏｆｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｏｎｔｈｅｍｏｄｅｌｏｆＭＰＰ＋ｄａｍａｇｅｄＰＣ１２ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ；Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；ＭＰＰ＋；Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１；ＰＣ１２ｃｅｌｌｓ

　　帕金森病（ＰＤ）是由于纹状体多巴胺含量明显
减少和黑质纹状体多巴胺能神经元进行性缺失为

特征的中枢神经系统退行性疾病［１］。１甲基４苯
基吡啶离子（ＭＰＰ＋）是１甲基４苯基１，２，３，６四
氢吡啶（ＭＰＴＰ）的体内代谢产物，是一种多巴胺能
神经元毒素，被普遍应用于帕金森症各种细胞或动

物模型的研究。近几年研究发现，小分子化合物

（包括 ｅｒａｓｔｉｎ，盐酸兰吡立松，荜茇酰胺等）可以导
致ＲＡＳ基因突变，肿瘤细胞会发生一种氧化性的、
非凋亡性的细胞死亡［２３］。这种细胞死亡形式的作

用机制与谷氨酸的氧化毒性相类似，柳氮磺胺吡

啶、ｅｒａｓｔｉｎ、盐酸兰吡立松等药物可通过抑制胱氨
酸／谷氨酸反转运体来抑制胱氨酸的跨膜穿梭，细
胞内的氧化还原平衡被破坏并且最终形成了铁离

子依赖性的氧化性死亡方式，即铁死亡（Ｆｏｒｒｏｐｔｏ
ｓｉｓ）［４］，因此，铁的集聚和铁依赖的脂质和胞质 ＲＯＳ
的生成是 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ的必要条件［４］。近些年，国内

外研究表明帕金森病及细胞凋亡［５］、自噬［６］等死亡

形式有关，但帕金森病与 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ的相关文章还
未见报道。

目前，有报道表明［７］，Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ的发生可能与
肿瘤和神经退行性疾病有关，铁在帕金森病发生时

参与了细胞死亡的现象，并且在帕金森病病人的脑

内发现铁的沉积，同样，氧化应激反应的增强、自由

基的大量生成对神经细胞造成氧化损伤是导致帕

金森病的主要原因之一［８］，而 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ的发生也
是由于氧化损伤，并且根据发生条件推测帕金森病

可能也与Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ有关。本研究探讨帕金森病中
可能的一种新的死亡形式———Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ，为帕金森
病的研究开拓新的领域，为其机制的研究和临床治

疗提供理论依据和新的突破口。

１　材料与方法
１．１　试剂　大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤ＰＣ１２细胞购自
中科院上海细胞生物学研究所。ＭＰＰ＋、二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）、丹酰戊二胺（ＭＤＣ）均购自 Ｓｉｇｍａ公司；铁

死亡抑制剂（Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１）购自 ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ抑
制剂专家；噻唑蓝（ＭＴＴ）购自武汉生命技术有限公
司，Ａｍｅｒｓｃｏ进口分装；ＰＢＳ购自北京中杉生物技术有
限公司；ＲＰＭＩｌ６４０购自 Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白酶购自
Ａｍｅｒｓｃｏ公司；乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡＮａ２）购自
Ｓｉｇｍａ进口分装，沃德赛斯生物公司；Ｃａｓｐａｓｅ３活性
检测试剂盒均购自南京建成生物工程研究所、ＲＯＳ荧
光测定试剂盒购自上海碧云天生物技术公司。

１．２　仪器　艾科浦超纯水系统购自重庆颐洋企业
发展有限公司；灭菌锅购自日本 ＴｏｍｙＫＯＱＹＯ公
司；电子精密天平购自上海精密科学仪器有限公

司；ＭＣＯ１７５型 ＣＯ２培养箱购自日本 Ｓａｎｙｏ公司；
ＬＤ４８型低速离心机购自北京医用离心机厂；
ＳＷＣＪ１Ｆ型洁净工作台购自苏净集团安泰公司；
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ５多功能酶标仪购自美国 ＭＤ公司；
水浴恒温箱购自常州国华电器有限公司；快速混匀

器购自常州国华电器有限公司；－８０℃冰箱购自日
本Ｓａｎｙｏ公司；ＣＫ２型倒置显微镜和 ＢＸ６０型荧光
显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．３　细胞培养及分组　ＰＣ１２细胞接种于培养瓶
中，培养基采用ＲＰＭＩ１６４０（含１０％胎牛血清、青霉
素１００Ｕ·ｍＬ－１和链霉素 １００Ｕ·ｍＬ－１）置于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱，相对饱和湿度的条件下培
养。细胞呈单纯贴壁生长，隔日换液，待细胞长至

８０％～９０％的密度，用细胞消化液消化传代，每２～
４ｄ传代１次，当细胞达到对数生长期时进行实验。
实验分为正常对照组（０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、ＭＰＰ＋模型
组（１ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１给药组（２．５、５、１０
μｍｏｌ·Ｌ－１）。
１．４　建立ＭＰＰ＋损伤ＰＣ１２细胞的模型　取对数
生长期的 ＰＣ１２细胞，实验设 ６个复孔，每孔 １００
μＬ，设置空白对照组和正常对照组，放置在 ５％
ＣＯ２、３７℃培养箱中培养过夜后，加入不同浓度的
ＭＰＰ＋（０．２５、０．５、１、２、４ｍｍｏｌ·Ｌ－１），经２４ｈ后，
然后加５ｇ·Ｌ－１的ＭＴＴ每孔２０μＬ，继续再培养箱
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孵育４ｈ，弃去旧培养基，每孔加１５０μＬＤＭＳＯ，振
荡１０ｍｉｎ后，用酶标仪检测４９０ｎｍ处吸光度值。
１．５　不同剂量 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对 ＰＣ１２细胞的影响
操作同“１．４”项，加入不同浓度的 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１
（２．５、５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１）作用 ＰＣ１２细胞２４ｈ后，进
行ＭＴＴ检测。
１．６　Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对 ＭＰＰ＋损伤 ＰＣ１２细胞存活
率的影响　操作同“１．４”项，加入不同浓度的 Ｆｅｒ
ｒｏｓｔａｔｉｎ１（２．５、５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１）预保护２ｈ，再加入
１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋，２４ｈ后，进行ＭＴＴ检测。
１．７　不同浓度的 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对 ＭＰＰ＋损伤
ＰＣ１２细胞的形态　取对数生长期的 ＰＣ１２细胞，消
化收集细胞悬液并接种于６孔板中，每孔２ｍＬ。置
于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ贴壁后，按照
“１．３”项的细胞分组进行给药处理，继续培养２４ｈ
后，利用倒置显微镜观察各组细胞形态并拍照。

１．８　ＭＤＣ染色检测自噬　将对数生长期的 ＰＣ１２
细胞，消化离心，吹打均匀后种于６孔板中，每孔２
ｍＬ，置于培养箱中过夜培养，细胞完全贴壁后，弃去
旧培养液，按照“１．３”项下的细胞分组进行给药，处
理２４ｈ后，弃去旧培养基，用ＰＢＳ洗２遍，每孔加入
５０μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＭＤＣ染液５００μＬ，于培养箱中避
光孵育３０ｍｉｎ后，用 ＰＢＳ洗３次，置于倒置荧光显
微镜下观察。

１．９　ｃａｓｐａｓｅ３活性检测　按照试剂盒的说明书进
行样品处理，离心收集细胞后，用冷 ＰＢＳ洗２次后，
在细胞中加入１００μＬ冷的裂解缓冲液，置冰上１５
ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ高速涡旋振荡１５ｓ，离心后将上清
液吸入另一个干净离心管。再按照说明书检测

ｃａｓｐａｓｅ３活性，每个组分别取１０μＬ裂解上清液，
加入 ９０μＬ检测缓冲液，再分别加入 １０μＬ
ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ，避光，３７℃过夜，测定 Ａ＝４０５ｎｍ，
利用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度。
１．１０　流式细胞术检测细胞内活性氧（ＲＯＳ）　取
对数生长期的 ＰＣ１２细胞，消化收集后，细胞悬液接
种于６孔板中，每孔２ｍＬ。置于培养箱中过夜培养，
细胞完全贴壁后，弃去旧培养液，按照“１．３”项下的
细胞分组进行给药，处理２４ｈ后，弃去旧培养基，用
ＰＢＳ洗２遍，加入含有Ｈ２ＤＣＦＨＤＡ荧光染料的无血
清培养基，在培养箱中孵育２０ｍｉｎ，避免光照，再用预
冷的ＰＢＳ洗２次去除多余染料后收集细胞，加入７００
μＬＰＢＳ轻轻混匀细胞，立即在流式细胞仪上检测（激
发波长：４８５ｎｍ；发射波长：５３０ｎｍ）。
１．１１　统计学方法　实验数据均为计量资料，用
ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分析＋ＬＳＤｔ检

验。使用统计软件 ＳＰＳＳ１７．０进行统计。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＭＰＰ＋诱导 ＰＣ１２细胞损伤模型的建立　如
图１所示，ＭＰＰ＋对 ＰＣ１２细胞的损伤呈现一定的
时效和量效关系，随着 ＭＰＰ＋作用剂量的增加，细
胞的存活率呈下降趋势。１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋作用
于 ＰＣ１２细胞 ２４ｈ时与正常对照组相比，细胞存
活率下降至（５０．２０±２．１０）％，接近 ＩＣ５０值。因此
我们选择１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋作为造模的最佳
浓度。

　　注：与正常对照组比较，ａＰ＜０．０１。

图１　不同剂量ＭＰＰ＋作用于ＰＣ１２细胞２４ｈ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．２　Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对 ＰＣ１２细胞存活率的影响　
如图２所示，２．５～１０μｍｏｌ·Ｌ－１范围内的 Ｆｅｒｒｏｓｔａ
ｔｉｎ１对ＰＣ１２细胞作用２４ｈ后与正常对照组相比，
细胞存活率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），表明在
２．５～１０μｍｏｌ·Ｌ－１剂量范围内，Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对
ＰＣ１２细胞的生长无显著影响。

图２　不同剂量Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对ＰＣ１２细胞存活率的影响
（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．３　Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对 ＭＰＰ＋损伤 ＰＣ１２细胞存活
率的影响　如图３所示，Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对ＭＰＰ＋损伤
ＰＣ１２细胞成一定的量效关系，５μｍｏｌ·Ｌ－１和 １０
μｍｏｌ·Ｌ－１可显著提高细胞存活率，细胞存活率分
别为（７０．８０±１．９０）％和（７７．８２±０．５６）％，与模型
组（４９．９±０．９２）％相比，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。
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　　注：与正常对照组比较，ａＰ＜０．０１；与模型组比较，ｂＰ＜０．０１。

图３　Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对ＭＰＰ＋损伤ＰＣ１２细胞
存活率的影响（ｎ＝３）

２．４　不同浓度的 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对 ＭＰＰ＋损伤
ＰＣ１２细胞的形态影响　 倒置显微镜观察正常细胞
形态，可见细胞形态完整且成梭形，折光性强，轴突

清晰，贴壁性好，背景清晰（如图４Ａ）；１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＭＰＰ＋作用２４ｈ后，细胞形态不完整且皱缩成球形

或椭圆形，折光性弱，轴突凌乱断裂，贴壁不牢，背

景深（如图 ４Ｂ）；加入 ２．５、５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｅｒ
ｒｏｓｔａｔｉｎ１预保护２ｈ，再加入１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋作
用２４ｈ后，细胞形态与模型组比较为完整，折光性
也较强，轴突较清晰，贴壁相对较好（如图 ４Ｃ、
Ｄ、Ｅ）。
２．５　ＭＤＣ荧光染色检测自噬　如图 ５所示，１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋损伤ＰＣ１２细胞产生自噬泡，出现
许多亮绿色荧光点状聚集，表明ＭＰＰ＋作用于ＰＣ１２
细胞后，细胞自噬增加；Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１给药组与模型
组相比，亮绿色荧光没有显著变化。

２．６　ｃａｓｐａｓｅ３酶活性检测　ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡
过程中的一个关键酶，细胞发生凋亡阶段，ｃａｓｐａｓｅ３
被激活，活化的ｃａｓｐａｓｅ３裂解相应的胞浆胞核底

　　注：Ａ．正常对照组；Ｂ．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋组；Ｃ．２．５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１＋１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋组；Ｄ．５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１＋１

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋组；Ｅ．１０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１＋１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋组。

图４　倒置显微镜观察ＰＣ１２细胞形态学变化（×４００）

　　注：Ａ．正常对照组；Ｂ．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋组；Ｃ．２．５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１＋１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋组；Ｄ．５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１＋１

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋组；Ｅ．１０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１＋１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＰＰ＋组。

图５　ＭＤＣ荧光染色法对细胞自噬的检测（×２００）
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物，最终导致细胞凋亡。将ｃａｓｐａｓｅ３序列特异性的
多肽偶联至发色基团，当该底物被特定的 ｃａｓｐａｓｅ３
剪切后，发色基团即游离出来，通过酶标仪（λ＝４０５
ｎｍ或４００ｎｍ）测定其吸光值，考察 ｃａｓｐａｓｅ３的活
化程度。如图 ６所示，与对照组相比，模型组的
ｃａｓｐａｓｅ３的酶活性明显升高（Ｐ＜０．０５），Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ
１给药组与模型组相比 ｃａｓｐａｓｅ３活性变化不显著，
基本没有降低活性（Ｐ＞０．０５）。

图６　Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对ＭＰＰ＋损伤ＰＣ１２细胞
ｃａｓｐａｓｅ３的活性检测结果（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．７　ＲＯＳ活性检测　本研究采用二氯二氢荧光
素乙酰乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ）荧光探针法经流式细胞
仪检测细胞内ＲＯＳ的含量，该探针可自由穿入细胞
膜，进入细胞内后可被细胞内酯酶水解为无荧光的

ＤＣＦＨ，ＤＣＦＨ不易穿透细胞膜，但可与细胞内 ＲＯＳ
反应生成强荧光的 ＤＣＦ，且荧光强度与活性氧的生
成量成正比。如图７所示实验结果显示，与对照组
相比模型组荧光强度明显增强，表明 ＭＰＰ＋可诱导
ＰＣ１２细胞产生大量的 ＲＯＳ，与模型组相比，加药组
荧光强度降低，说明 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１可减少 ＲＯＳ的
产生。

　　注：与正常对照组比较，ａＰ＜０．０１；与模型组比较，ｂＰ＜０．０１。

图７　Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１对ＭＰＰ＋损伤ＰＣ１２细胞ＲＯＳ的
影响（ｎ＝３）

３　讨论
帕金森病是仅次于阿尔兹海默症的第二大神

经退行性疾病。在全球人口老龄化的趋势下，帕金

森病的机制研究越来越受到人们的关注，因为机制

研究是疾病研究的基础。目前，关于帕金森病的病

因尚未清楚，已有研究表明其与遗传、环境因素、感

染、衰老、氧化应激、自由基、神经生长因子缺乏及

线粒体功能缺陷等有关，是多种机制协同作用的结

果。近年来，铁依赖性的细胞死亡形式———Ｆｅｒｒｏｐ
ｔｏｓｉｓ备受关注，研究表明这种细胞死亡形式可能与
神经退行性疾病（帕金森病、阿尔兹海默症等）的发

生发展密切相关［７］。本研究建立 ＭＰＰ＋诱导 ＰＣ１２
细胞损伤的模型，在体外模拟帕金森病的病理过

程，以初步探索 ＭＰＰ＋诱导的细胞 Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ的存
在，开辟帕金森病研究的新机制。

２０世纪７０年代末研究发现 ＭＰＴＰ可导致帕金
森病及多巴胺能神经退行性疾病，ＰＣ１２细胞系即大
鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞克隆，是目前广泛被用来

研究神经细胞的功能、分化和死亡的一种体外细胞

培养模型。利用ＭＰＰ＋对ＰＣ１２细胞造帕金森模型
已被公认为经典模型之一［９］。

Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ是在生物化学、形态学和遗传学等
方面不同于凋亡、自噬和坏死的一种细胞死亡方

式。Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ的形态学特征为线粒体变小，但线
粒体的双层膜密度增加，并且细胞质和脂质 ＲＯＳ
增多。凋亡的形态学特征为细胞皱缩、染色质边

集、核浓缩、膜起泡、出现凋亡小体、ＤＮＡ降解
等［１０］。坏死的形态学特征是细胞肿胀、膜破裂、

线粒体受损、染色体溶解，之后细胞被溶解［１１］。

自噬的形态学特征为细胞内出现许多双层膜结构

的自噬泡，自噬泡内为细胞质和核糖体、高尔基

器、内质网等细胞器，但细胞骨架成分却大部分保

存基本被保留［１２］。Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ的潜在的分子标记
物是前列腺素内过氧化物合酶２（Ｐｔｇｓ２）的ｍＲＮＡ
水平上调［１３］，凋亡的标志是 ｃａｓｐａｓｅ３的活化［１４］，

自噬的标志是 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值的升高［１５］，

ＭＤＣ能够特异性的标记细胞内自噬体和溶酶体，
自噬体增多时其荧光强度会相应增强。Ｆｅｒｒｏｓｔａ
ｔｉｎ１是 一 种 潜 在 的 特 异 性 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ抑 制
剂［１６１７］，能够降低 ｅｒａｓｔｉｎ引起的肿瘤细胞的死亡
率，在神经退行性疾病中，这种非凋亡进程的抑制

剂 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１可能能够保护生物体免受神经损
伤。有相关研究表明，Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１在亨廷顿舞蹈
病、脑室周围白质软化症等细胞模型中能够抑制

细胞死亡［１８］。Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１是一种抗氧化剂，抑制
脂质过氧化作用，但是不能抑制线粒体 ＲＯＳ的产
生和不能降低溶酶体膜通透性，线粒体 ＲＯＳ的产
生 与 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ的 发 生 无 关。本 实 验 中，
Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１能够抑制胞内 ＲＯＳ的产生，且能抑制
ＭＰＰ＋对 ＰＣ１２细胞的损伤，可能与其抑制了产生
Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ的铁依赖的 ＲＯＳ有关，从而达到保护
ＰＣ１２细胞免受损伤的作用，我们推测帕金森模型
中可能存在 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ。ＭＤＣ是一种嗜酸性染色
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剂，可作为细胞自噬的标志［１９］，可以特异性的标

记自噬体和溶酶体，自噬小体增多时，它的荧光强

度也会相对增强。本实验研究结果表明，与正常

对照组比，模型组出现自噬小体，荧光增强，与模

型组相比，Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１给药组的 ＭＤＣ荧光强度和
自噬程度变化不大，说明 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１不能够阻止
ＭＰＰ＋诱导的 ＰＣ１２细胞自噬，因而，间接性的表
明其不能够保护细胞免受自噬的损伤。ｃａｓｐａｓｅ３
是细胞凋亡蛋白酶级联反应的重要部分，也是凋

亡的关键酶和最终效应器。有研究表明，ＭＰＰ＋
能够诱导促凋亡蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３的表达增加［２０］，本

实验的研究结果表明，与正常对照组相比，模型组

的ｃａｓｐａｓｅ３酶活性明显增加，与 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１给药
组相比 ｃａｓｐａｓｅ３酶活性差异无统计学意义，说明
Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１可能不能抑制 ＭＰＰ＋引起的 ＰＣ１２细
胞凋亡。

综上所述，Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１能够保护 ＰＣ１２细胞免
受ＭＰＰ＋的损伤，通过对 ＭＤＣ、ｃａｓｐａｓｅ３的检测排
除自噬和凋亡的影响，因此，其保护机制与自噬、凋

亡无关，可能与 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ有关，Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１又可
以抑制能够引起 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ产生的 ＲＯＳ的增加，以
上结果都证明了ＭＰＰ＋诱导ＰＣ１２细胞损伤中可能
存在 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ，关于 Ｆｏｒｒｏｐｔｏｓｉｓ方面机制的研究，
有待进一步的探讨。
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［１５］胡文君，戴敏．细胞自噬在动脉粥样硬化发生发展中的作用

［Ｊ］．安徽医药，２０１５，１９（１２）：２２４５２２５０．

［１６］ＪＩＡＮＧＬ，ＫＯＮＮ，ＬＩＴ，ｅｔａｌ．Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓａｓａｐ５３ｍｅｄｉａｔｅｄａｃｔｉｖｉ

ｔｙｄｕｒｉｎｇｔｕｍｏｕｒｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１５，５２０（７５４５）：５７

６２．

［１７］ＦＲＩＥＤＭＡＮＮＡＮＧＥＬＩＪＰ，ＳＣＨＮＥＩＤＥＲＭ，ＰＲＯＮＥＴＨＢ，ｅｔａｌ．

ＩｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒＧｐｘ４ｔｒｉｇｇｅｒｓａｃｕｔｅｒｅｎａｌ

ｆａｉｌｕｒｅｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１４，１６（１２）：１１８０１１９１．

［１８］ＳＫＯＵＴＡＲ，ＤＩＸＯＮＳＪ，ＷＡＮＧＪ，ｅｔａｌ．Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎｓｉｎｈｉｂｉｔｏｘｉｄａ

ｔｉｖｅｌｉｐｉｄｄａｍａｇｅａｎｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｄｉｖｅｒｓｅｄｉｓｅａｓｅｍｏｄｅｌｓ［Ｊ］．Ｊ

ＡｍＣｈｅｍＳｏｃ，２０１４，１３６（１２）：４５５１４５５６．

［１９］ＰＡＮＤＥＹＮ，ＳＣＨＭＩＤＴＲＥ，ＧＡＬＶＩＮＪＥ．Ｔｈｅａｌｐｈａｓｙｎｕｃｌｅｉｎｍｕ

ｔａｔｉｏｎＥ４６Ｋｐｒｏｍｏｔｅｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＥｘｐＮｅｕ

ｒｏｌ，２００６，１９７（２）：５１５５２０．

［２０］ＬＩＵＷＢ，ＺＨＯＵＪ，ＱＵＹ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｏｓｔｈｏｌｅｏｎ

ＭＰＰ＋ｉｎｄｕｃｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓｖｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｃｈｅｍＩｎｔ，

２０１０，５７（３）：２０６２１５．

（收稿日期：２０１６０８２１，修回日期：２０１６１２０２）

·５２２·安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｆｅｂ，２１（２）


