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摘要：目的 探讨尼古丁对 ６羟多巴胺（６ＯＨＤＡ）
诱导ＰＣ１２细胞凋亡的拮抗作用及其与烟碱受体的
关系。方法 用６ＯＨＤＡ诱导大鼠肾上腺嗜铬细胞
瘤细胞株ＰＣ１２细胞凋亡的细胞模型；用 ＭＴＴ、二乙
酸荧光素活细胞染色、流式细胞仪和 ＤＮＡ琼脂糖凝
胶电泳等方法检测ＰＣ１２细胞的凋亡；用尼古丁及 Ｎ
型和Ｍ型受体拮抗剂预处理，观察尼古丁的拮抗作
用及其与受体的关系。结果 尼古丁可明显拮抗６
ＯＨＤＡ（５０μｍｏｌ·Ｌ

－１）诱导 ＰＣ１２细胞凋亡，呈钟型浓
度效应关系，１０μｍｏｌ·Ｌ

－１尼古丁的拮抗作用最强。

用１０μｍｏｌ·Ｌ
－１尼古丁预处理 ＰＣ１２细胞２ｈ可明显

降低６ＯＨＤＡ诱导的细胞凋亡。用 １０μｍｏｌ·Ｌ
－１六

甲溴胺阻断烟碱受体，可取消尼古丁对６ＯＨＤＡ诱导
细胞凋亡的拮抗作用；但用阿托品阻断 Ｍ型胆碱受
体，对尼古丁的拮抗作用则无明显影响。结论 尼

古丁对６ＯＨＤＡ诱导的 ＰＣ１２细胞凋亡有明显的拮
抗作用，这种作用由烟碱受体所介导。
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目前，尼古丁及其受体的研究、烟碱受体激动剂

的开发已成为人们关注的热门课题，这主要是由于

许多研究证实，神经系统退行性疾病如帕金森病

（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）和阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ
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ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的脑中烟碱受体明显丢失，用尼古丁
（ｎｉｃｏｔｉｎｅ）治疗可以缓解ＰＤ病人的认知、学习、短期记
忆、运动和行为障碍等症状［１］；也有流行病学研究报

道，吸烟与神经系统退行性疾病如 ＰＤ和 ＡＤ的患病
率呈明显的负相关［２］，改善病人的症状，认为这可能

与烟草中所含的尼古丁成分有关；研究还显示，尼古

丁对中枢神经系统有一定的保护作用［３～５］。但其保

护机制仍未清楚。由于 ６羟多巴胺（６ｈｙｄｒｏｘｙ
ｄｏｐａｍｉｎｅ，６ＯＨＤＡ）通过使儿茶酚胺神经元变性可复
制ＰＤ的大鼠模型。大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞株
ＰＣ１２细胞与多巴胺神经元有许多特性相似，因此，本
实验用ＰＣ１２细胞作为ＰＤ的体外细胞模型［６～８］，探讨
尼古丁对６ＯＨＤＡ所致ＰＣ１２细胞损伤的保护作用以
及与烟碱受体的关系。

１ 材料与方法

１．１ 材料与药品
大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞株ＰＣ１２细胞由中国

科学院上海细胞研究所细胞库提供。９６孔培养板、培
养皿均为Ｃｏｒｎｉｎｇ公司产品；ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛
血清购自 ＧｉｂｃｏＢＲＬ；６ＯＨＤＡ、噻唑蓝（ＭＴＴ）、二乙酸
荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＦＤＡ）、尼古丁、聚赖氨酸
（ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ）、六甲溴铵（ｈｅｘａｍｅｔｈｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，Ｃ６）、
二甲亚砜、碘化丙啶（ＰＩ）均为Ｓｉｇｍａ产品；琼脂糖凝胶
和神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）购自
ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司。ＧＡＳ７００１ＢＵＶＩ凝胶图像
分析系统购自ＵＶＩ公司，Ｏｌｙｍｐｕｓ相差显微镜和荧光
显微镜购自Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２ ＰＣ１２细胞培养及凋亡模型的建立［８］

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞株 ＰＣ１２细胞在
ＲＰＭ１６４０培养基（内含 ５％马血清、５％小牛血清和
５％胎牛血清）中分裂增殖，并保持嗜铬细胞瘤的特
性。当培养基中加入 ＮＧＦ，ＰＣ１２细胞即停止分裂增
殖，胞体增大并形成突起，表现交感神经元的特征。

取加入ＮＧＦ（１００μｇ·Ｌ
－１）后培养４ｄ的ＰＣ１２细胞，经
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０．２５％胰蛋白酶消化后制成细胞悬液待用。加入５０

μｍｏｌ·Ｌ
－１的６ＯＨＤＡ处理２４ｈ诱发 ＰＣ１２细胞凋亡，

加入６ＯＨＤＡ前２ｈ分别加入不同浓度的尼古丁，观察
其对６ＯＨＤＡ诱导ＰＣ１２细胞凋亡拮抗作用的量效关
系。用Ｃ６和阿托品观察介导尼古丁拮抗作用的受
体。

１．３ ＭＴＴ检测细胞凋亡
取９６孔板，每孔加入２００μＬＰＣ１２细胞悬液，加

入２０μＬＭＴＴ，终浓度为０．５ｇ·Ｌ
－１，并置于３７℃的ＣＯ２

培养箱放置４ｈ，轻轻吸出培养液，每孔加入１００μＬ二
甲亚砜使细胞溶解，用 Ｅｌｘ酶联免疫检测仪测定 Ａ
值，以 Ａ值计算细胞的存活率。
１．４ 二乙酸荧光素活细胞染色法［９］

ＰＣ１２细胞悬液去除培养液，用冷磷酸缓冲液
（ＰＢＳ）轻轻冲洗后加入ＦＤＡ（１０ｇ·Ｌ－１），３７℃避光孵育
５ｍｉｎ后弃上清液，室温干燥后用图像分析仪计数活
细胞。

１．５ 流式细胞仪法
ＰＣ１２细胞悬液经离心（２４０×ｇ，５ｍｉｎ）弃上清

液，取其沉淀物加入７０％乙醇４℃固定过夜，再次离
心后，其沉淀物加入ＰＢＳ（内含５ｇ·Ｌ－１ＲＮａｓｅ），３７℃
孵育３０ｍｉｎ后加入５０ｇ·Ｌ－１ＰＩ，４℃避光放置１ｈ，用
ＦＡＣＳ４２０型流式细胞仪检测细胞亚二倍体峰，实验数
据经凋亡分析软件 ＭｏｄＦｉｔＬＴ处理，计算凋亡细胞
ＤＮＡ断裂的百分比。
１．６ ＤＮＡ提取及琼脂糖凝胶电泳法

按文献［１０］提取ＤＮＡ进行琼脂糖凝胶电泳。
１．７ 统计学处理

实验数据以珋ｘ±ｓ表示，多组间数据比较用 Ｆ检
验，两组间比较再用 ｔ检验。

２ 结果

２．１ 尼古丁对６ＯＨＤＡ所致ＰＣ１２细胞损伤的保护
作用

正常对照组 ＰＣ１２细胞生长旺盛，加入５０μｍｏｌ·
Ｌ－１６ＯＨＤＡ，用 ＭＴＴ法检测细胞的存活率为（４５±
８）％，加入不同浓度的尼古丁预处理２ｈ后，加入５０

μｍｏｌ·Ｌ
－１６ＯＨＤＡ作用２４ｈ。结果显示，尼古丁对６

ＯＨＤＡ所致 ＰＣ１２细胞损伤有明显的保护作用，作用
随尼古丁的浓度而变化，呈钟型量效关系，１０μｍｏｌ·
Ｌ－１尼古丁保护作用最强，此后随剂量进一步增大，其
保护作用反而减弱（表１）。

Ｔａｂ１． ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｃｏｔｉｎｅｏｎＰＣ１２ｃｅｌｌ
ｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙ６ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ（６ＯＨＤＡ）

Ｎｉｃｏｔｉｎｅ／

μｍｏｌ·Ｌ
－１

６ＯＨＤＡ／

μｍｏｌ·Ｌ
－１

Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆ
ＰＣ１２ｃｅｌｌ／％

０ ０ １００±０

０ ５０ ４５±８

０．１ ５０ ５６±４＃

１ ５０ ６９±６＃＃

１０ ５０ ７６±１０＃＃

１００ ５０ ７２±９＃＃

１０００ ５０ ６２±１２＃＃

Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｉｃｏｔｉｎｅｆｏｒ２ｈ，ｔｈｅｎ６ＯＨＤＡｗａｓ
ａｄｄｅｄａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄ２４ｈ．ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴ
ｍｅｔｈｏｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝７． Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；
＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ５０μｍｏｌ·Ｌ

－１６ＯＨＤＡａｌｏｎｅ．

２．２ 二乙酸荧光素染色法检测尼古丁对６ＯＨＤＡ诱
导ＰＣ１２细胞凋亡的影响

ＦＤＡ活细胞染色显示，对照组 ＰＣ１２细胞生长密
度均匀，胞体清晰，细胞间通过突起相互交织连接成

网状，图像分析仪计数活细胞为２５６±３２（表２）。用
５０μｍｏｌ·Ｌ

－１６ＯＨＤＡ处理细胞２４ｈ后，细胞密度明显
减少，核仁聚集、胞体皱缩、正常胞突网状连接消失，

镜下活细胞数为３８±１２，与对照组有显著差异。从尼
古丁保护６ＯＨＤＡ所致ＰＣ１２细胞损伤的量效关系中
显示，１０μｍｏｌ·Ｌ

－１尼古丁的拮抗效应最明显，因此，选

择此剂量来检测尼古丁拮抗６ＯＨＤＡ诱导ＰＣ１２细胞

Ｔａｂ２． ＡｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｃｏｔｉｎｅｏｎＰＣ１２ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ６ＯＨＤＡｗｉｔｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅ
ｔａｔｅｎｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ

－１ Ｓｕｒｖｉｖａｌｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２５６±３２

６ＯＨＤＡ５０ ３８±１２

Ｎｉｃｏｔｉｎｅ１０＋６ＯＨＤＡ５０ １９６±２９＃＃

Ｃ６１０＋ｎｉｃｏｔｉｎｅ１０＋６ＯＨＤＡ５０ ３５±１８

Ａｔｒｏｐｉｎｅ０．１＋ｎｉｃｏｔｉｎｅ１０＋６ＯＨＤＡ５０ ２２９±３２＃＃

６ＯＨＤＡｇｒｏｕｐ：ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ６ＯＨＤＡｆｏｒ２４ｈ．Ｎｉｃｏｔｉｎｅ＋６
ＯＨＤＡｇｒｏｕｐ：ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｎｉｃｏｔｉｎｅｆｏｒ２ｈｂｅｆｏｒｅｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｗｉｔｈ６ＯＨＤＡ．Ｈｅｘａｍｅｔｈｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ（Ｃ６）ｏｒａｔｒｏｐｉｎｅ＋ｎｉｃｏｔｉｎｅ＋
６ＯＨＤＡｇｒｏｕｐ：ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＣ６ｏｒａｔｒｏｐｉｎｅｆｏｒ２ｈ，ａｎｄｆｏｌ
ｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｓｎｉｃｏｔｉｎｅ＋６ＯＨＤＡｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ６ＯＨＤＡｇｒｏｕｐ．
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凋亡的作用。在加入６ＯＨＤＡ前用１０μｍｏｌ·Ｌ
－１尼古

丁预处理ＰＣ１２细胞２ｈ，活细胞计数为１９６±２９，与对
照组比较无显著性差异（Ｐ＞０．０５），较６ＯＨＤＡ组显
著增多；用１０μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｃ６预先阻断烟碱受体２ｈ，或
用０．１μｍｏｌ·Ｌ

－１阿托品预先阻断Ｍ型胆碱受体２ｈ，
再加入１０μｍｏｌ·Ｌ

－１尼古丁重复以上实验，结果可见，

Ｃ６预处理组的活细胞数降至６ＯＨＤＡ组水平，说明尼
古丁的拮抗作用被阻断，而阿托品预处理组的活细胞

数与对照组比无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。
２．３ 流式细胞仪检测尼古丁对６ＯＨＤＡ诱导 ＰＣ１２
细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测 ＰＣ１２细胞，在对照组未见凋亡
峰出现（图１Ａ）。加入５０μｍｏｌ·Ｌ

－１６ＯＨＤＡ后２４ｈ，可
见明显的ＰＣ１２细胞凋亡峰（图１Ｂ）。在加入６ＯＨＤＡ
前用５或１０μｍｏｌ·Ｌ

－１尼古丁预处理ＰＣ１２细胞２ｈ，流
式细胞仪又未能检测出明显的凋亡峰（图１Ｃ，Ｄ）。用
１０μｍｏｌ·Ｌ

－１的Ｃ６预先阻断烟碱受体后出现明显的凋
亡峰（图１Ｅ），提示尼古丁对６ＯＨＤＡ诱导的Ｐ１２细胞
凋亡的拮抗作用是由烟碱受体介导的。用０．１μｍｏｌ·
Ｌ－１的阿托品预先阻断 Ｍ型胆碱受体，再加入 １０

μｍｏｌ·Ｌ
－１尼古丁重复实验，流式细胞仪检测不到凋亡

峰（图１Ｆ，表３），提示尼古丁对６ＯＨＤＡ诱发 Ｐ１２细
胞凋亡的拮抗作用与Ｍ型胆碱受体无关。

Ｆｉｇ１． ＡｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｃｏｔｉｎｅｏｎＰＣ１２ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ６ＯＨＤＡｗｉｔｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．
Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｅａｋａｒｅａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒ．Ａ：ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：６ＯＨＤＡ５０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｆｏｒ２４ｈ；Ｃ，Ｄ：ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｎｉｃｏｔｉｎｅ５ａｎｄ１０μｍｏｌ·Ｌ

－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，２ｈｂｅｆｏｒｅ６ＯＨＤＡｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔ；Ｅ，Ｆ：ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣ６１０μｍｏｌ·Ｌ

－１（Ｅ）ｏｒａｔｒｏｐｉｎｅ０．１

μｍｏｌ·Ｌ
－１（Ｆ）ｆｏｒ２ｈ，ａｎｄｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｓｎｉｃｏｔｉｎｅ１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１＋６ＯＨＤＡ５０μｍｏｌ·Ｌ

－１．

Ｔａｂ３． ＡｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｃｏｔｉｎｅｏｎＰＣ１２ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ６ＯＨＤＡｗｉｔｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ

－１ ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６．８±１．５

６ＯＨＤＡ５０ ４５．４±４．９

Ｎｉｃｏｔｉｎｅ５＋６ＯＨＤＡ５０ ２２．４±２．３＃＃

Ｎｉｃｏｔｉｎｅ１０＋６ＯＨＤＡ５０ １３．３±２．１＃＃

Ｃ６１０＋ｎｉｃｏｔｉｎｅ１０＋６ＯＨＤＡ５０ ３８．７±４．３

Ａｔｒｏｐｉｎｅ０．１＋ｎｉｃｏｔｉｎｅ１０＋６ＯＨＤＡ５０ １７．８±１．４＃＃

ＳｅｅＦｉｇ１ｆｏｒｔｈｅｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ； ＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ６ＯＨＤＡ
ａｌｏｎｅ．

２．４ 凝胶电泳检测尼古丁对６ＯＨＤＡ诱导的 ＰＣ１２
细胞凋亡的影响

在对照组，Ｐ１２细胞的ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳未见
ＤＮＡ梯度条带（图２，泳道１）。在加入５０μｍｏｌ·Ｌ

－１６
ＯＨＤＡ２４ｈ后，Ｐ１２细胞的ＤＮＡ电泳呈现典型的梯度
条带（泳道２）。在加入６ＯＨＤＡ前用１０μｍｏｌ·Ｌ

－１的

尼古丁预处理 ＰＣ１２细胞２ｈ，ＤＮＡ电泳未见 ＤＮＡ梯
度条带（泳道４）。用１０μｍｏｌ·Ｌ

－１的Ｃ６预先阻断烟碱
受体，尼古丁不能拮抗 ６ＯＨＤＡ的作用，凝胶电泳
又出现典型的ＤＮＡ梯度条带（泳道３）。结果提示尼

Ｆｉｇ２． ＡｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｃｏｔｉｎｅｏｎＰＣ１２ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ６ＯＨＤＡｗｉｔｈＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａ
ｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｉｎａｇａｒｏｓｅｇｅｌ．Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；ｌａｎｅ
１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ｌａｎｅ２：６ＯＨＤＡ５０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｆｏｒ２４ｈ；ｌａｎｅｓ
３－５：Ｃ６＋ｎｉｃｏｔｉｎｅ＋６ＯＨＤＡ，ｎｉｃｏｔｉｎｅ＋６ＯＨＤＡａｎｄａｔｒｏｐｉｎｅ＋
ｎｉｃｏｔｉｎｅ＋６ＯＨＤＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣ６
１０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｏｒａｔｒｏｐｉｎｅ０．１μｍｏｌ·Ｌ
－１ｆｏｒ２ｈｂｅｆｏｒｅｎｉｃｏｔｉｎｅ１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１，６ＯＨＤＡ５０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｗａｓａｄｄｅｄ２ｈａｆｔｅｒｎｉｃｏｔｉｎｅａｎｄ
ｃｏｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒａｎｏｔｈｅｒ２４ｈ．

·８· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００４ Ｆｅｂ；１８（１）



古丁能明显拮抗６ＯＨＤＡ诱导 ＰＣ１２细胞凋亡，这种
作用是通过烟碱受体介导的。用０．１μｍｏｌ·Ｌ

－１的阿

托品预先阻断Ｍ型胆碱受体，再加入１０μｍｏｌ·Ｌ
－１尼

古丁重复实验，ＤＮＡ电泳无典型的梯度条带（泳道
５），提示尼古丁对６ＯＨＤＡ诱发的 Ｐ１２细胞凋亡作用
与Ｍ型胆碱受体无关。

３ 讨论

本研究用ＭＴＴ法、ＦＤＡ活细胞染色、流式细胞仪
和ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳等方法检测６ＯＨＤＡ诱导的
ＰＣ１２细胞凋亡。观察到６ＯＨＤＡ明显降低 Ｐ１２细胞
的存活率，使ＰＣ１２细胞出现凋亡峰和明显的ＤＮＡ梯
度条带，提示６ＯＨＤＡ可诱导Ｐ１２细胞凋亡。尼古丁
可明显减少６ＯＨＤＡ诱导的 ＰＣ１２细胞的凋亡，呈钟
型量效关系，提示尼古丁可拮抗 ６ＯＨＤＡ诱导的
ＰＣ１２细胞凋亡。用非竞争性 Ｎ受体阻断剂 Ｃ６可阻
断尼古丁拮抗６ＯＨＤＡ诱导 ＰＣ１２凋亡的作用；而 Ｍ
型胆碱受体阻断剂阿托品则无此作用。这些结果提

示，尼古丁具有拮抗６ＯＨＤＡ诱导 ＰＣ１２细胞凋亡的
作用，这种作用是由烟碱受体介导的，Ｍ型胆碱受体
不参与这种作用。

据报道，ＰＤ病人脑内［１０，１１］和尿中［１２］含有 ６
ＯＨＤＡ，因此，６ＯＨＤＡ可能在 ＰＤ发病中起作用。６
ＯＨＤＡ引起神经元进行性损伤的机制尚未完全阐明，
有研究提示其可能介导氧化应激的增强［１３］和增加细

胞内Ｃａ２＋浓度［６］，可能促进诱导神经元的凋亡［１４］。
对６ＯＨＤＡ诱导ＰＣ１２细胞凋亡的机制也从生物化学
和分子水平上进行了大量的研究。研究证实，在 ６
ＯＨＤＡ诱导 ＰＣ１２细胞凋亡过程有早反应基因起作
用［１３］；半胱天冬酶（ｃａｓｐａｓｅ）则起重要作用［１５］。而转
录因子ＮＦκＢ通过增强抗凋亡基因 ｂｃｌ２，ｂｆｌ１的表
达，对６ＯＨＤＡ诱导的ＰＣ１２细胞凋亡有抑制作用［１６］。

ＰＤ病人的尸体解剖研究证实，ＰＤ病人的脑内烟
碱受体明显丢失，尤其在尾壳核的背侧和腹侧、豆状

核等部位的烟碱受体明显减少［１７］。为了开发有效的

烟碱受体激动剂治疗 ＰＤ，不少研究集中在 ＰＤ病人
或动物模型中枢烟碱受体亚型丢失。大鼠和猴的研

究证实，黑质和纹状体有α６亚基组成的烟碱受体亚

型，在黑质和纹状体受到损害时该亚型受体最易受

损。因此，认为开发含α６Ｎ型受体激动剂可能用于

ＰＤ病人的治疗［３］。应用重组多肽的特异性抗体，通
过免疫印迹技术，检测ＰＤ病人尸检标本发现，与对照

病例相比，尽管豆状核的［３Ｈ］尼古丁结合显著减少，
但组成神经元型烟碱受体不同亚型的α３，α４，α７，β２

和β４亚基的免疫活性没有丢失，而α５和α６亚基免疫

活性显著减少，提示后二者亚基参与组成的烟碱受体

亚型可能与 ＰＤ的发病有关［１８］。虽然本研究结果清
楚地证明，尼古丁对６ＯＨＤＡ诱导 ＰＣ１２细胞的凋亡
有明显的拮抗作用，这种拮抗作用是Ｎ受体介导的，
但本研究使用的不是Ｎ受体亚型的高特异性拮抗剂，
因此，无法分析某一类Ｎ受体亚型在其中的作用，这
些工作有待进一步研究。
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