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α⁃突触核蛋白对线粒体膜造成孔道样损伤

汪志鹏，　 高　 歌，　 段春礼，　 杨　 慧∗

（首都医科大学基础医学院神经生物学系；北京脑重大疾病研究院帕金森病研究所，

教育部神经变性病重点实验室，北京　 １０００６９）

摘要　 α⁃突触核蛋白（α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃ｓｙｎ）作为第一个发现的帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ）致

病基因，在 ＰＤ 发生发展过程中具有重要作用。 尽管有研究发现，α⁃ｓｙｎ 对线粒体功能有损伤作用，
但其对线粒体膜的损害机制尚不明确。 本实验旨在探究 α⁃ｓｙｎ 对线粒体膜形态的影响，并找到更

加微观的方式观察线粒体膜的变化。 Ｔｈｙ⁃１⁃α⁃ｓｙｎ 转基因动物与野生型动物相比，线粒体膜电势降

低 １７％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），膜通透性增加 ２０􀆰 ５％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），转基因组线粒体细胞色素 Ｃ 释放增多 ６４％
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），这有可能引起线粒体自噬和细胞凋亡。 原子力显微镜结果显示，野生型小鼠脑组织线

粒体表面光滑，α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠脑组织线粒体表面发现有锯齿状改变，而且在过表达 α⁃ｓｙｎ 的原

代神经元线粒体膜表面有许多小凹陷，出现口径 ６０ ～ ２００ ｎｍ，深达 ２０ ～ ６０ ｎｍ 的孔道。 这可能

是 α⁃ｓｙｎ 对线粒体膜造成的孔道样损伤。 过表达 α⁃ｓｙｎ 全长组和 Ｎ 端组的原代神经元电镜结果显

示，线粒体膜被破坏，并且出现空泡样线粒体和自噬小泡。 本研究发现，过表达 α⁃ｓｙｎ 可能在线粒

体表面形成孔道样改变，α⁃ｓｙｎ 的 Ｎ 端是引起线粒体膜损伤主要结构域。
关键词　 帕金森病； α⁃突触核蛋白； α⁃ｓｙｎ Ｎ 端结构域； 线粒体膜损伤； 原子力显微镜
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ２０􀆰 ５％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｉｎ α⁃ｓｙｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｉｍａｌｓ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｉｍａｌｓ．
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ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｕｎｓｍｏｏｔｈ． Ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ｓｙｎ
ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏｎｓ， ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｍａｎｙ ｓｍａｌｌ ｐｏｒｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｒｅｓ ｗｉｔｈ ａ
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ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ６０⁃２００ ｎｍ ａｎｄ ａ ｄｅｐｔｈ ｏｆ ２０⁃６０ ｎｍ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ α⁃ｓｙｎ． Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏｎｓ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｎｄ
ｖａｃｕｏｌａｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α⁃ｓｙｎ
ｃａｕｓｅｄ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ｃｏｕｌｄ
ｉｎｄｕｃｅ ｐｏｒｅ⁃ｌｉｋｅ ｄａｍａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ （ ＰＤ ）； α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ （ α⁃ｓｙｎ ）； Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α⁃ｓｙｎ； ａｔｏｍｉｃ
ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ）是仅次于

阿尔兹海默症的第二大神经退行性疾病。 ＰＤ 主要

病理学特征是中脑多巴胺能神经元丢失，在残存的

神经元中出现路易体，它的主要成分是 α⁃突触核蛋

白（α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃ｓｙｎ） ［１，２］。 α⁃ｓｙｎ 是由 １４０ 个氨基

酸组成的蛋白质，其 Ｎ 端由 １ ～ ６０ 位氨基酸残基

构成，核心部分的 ５ 个氨基酸重复序列（ＫＴＫＥＧＶ）
高度保守，可与细胞膜可逆结合，中间部分是高度疏

水的 ＮＡＣ 区（６１ ～ ９５），含有 ２ 个 ＫＴＫＥＧＶ 重复序

列，与形成富含 β 片层的淀粉样纤维有关；Ｃ⁃末端

（９６ ～ １４０）含有较多的酸性氨基酸［３］，可抑制 α⁃
ｓｙｎ 纤维的装配并可能使其行使类似分子伴侣的功

能。 随着病情的发展，路易体从脑干散播到中脑最

后遍布整个大脑皮层，帕金森患者主要表现为行动

迟缓、肌僵直、静止性震颤和姿势不稳。 同时，其他

神经调节和神经递质系统也受到影响，导致各种非

运动性症状，产生认知能力降低、抑郁、睡眠紊乱、嗅
觉障碍，排尿和胃肠道异常等症状［２］。 ＰＤ 的发病

是多种因素造成的，但主要是年龄、环境因素和基因

的改变共同作用造成线粒体功能障碍，最终导致细

胞死亡。 根据研究发现，α⁃ｓｙｎ 可以定位于神经元

的线粒体上。 而且有报道称，α⁃ｓｙｎ 可以损伤线粒

体功能［４］。 在 ＰＤ 患者的脑组织中，可见受损的线

粒体［５］；但是 α⁃ｓｙｎ 对线粒体形态的损伤机制尚不

清楚。 本研究主要观察 α⁃ｓｙｎ 过表达后对线粒体膜

电势和膜通透性的改变［６］。 并使用原子力显微镜

观察线粒体膜形态的损伤［７］，原子力显微镜已经普

遍用于医学和生物学的研究［８］，特别是观察在微观

结构的改变上常有应用。 本实验通过观察 α⁃ｓｙｎ 对

线粒体形态造成的改变，或许能为通过保护线粒体

完整性从而改善 ＰＤ 症状的研究提供新的思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

Ｔｈｙ１⁃α⁃ｓｙｎ ｌｉｎｅ１５ 雄性小鼠从美国独立科研机

构 Ｔｈｅ Ｊａｃｋｓｏｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 引进［９］，该品系小鼠会在

神经元内过表达 α⁃ｓｙｎ，取新鲜皮层组织提取线粒

体。 线粒体荧光观察使用德国 Ｌｅｉｃａ 公司的 ＴＣＳ
ＳＰ５ 激光共聚焦显微镜，线粒体结构观察使用日本

电子的 ＪＥＭ⁃１４００ＰＬＵＳ 透射电子显微镜，线粒体膜

形态观察使用美国 ＶＥＥＣＯ 公司的 Ｎａｎｏｓｃｏｐｅ ３Ｄ 原

子力扫描探针显微镜。 线粒体提取使用 Ｉｎｖｅｎｔ 线粒

体分离试剂盒（ＭＰ⁃００７）；线粒体膜电势检测使用

Ｓｉｇｍａ 公司 ５，５′，６，６′⁃四氯⁃１，１′，３，３′⁃甲基苯并咪

唑氢碘化物（ＪＣ⁃１，Ｔ４０６９）；线粒体膜通透性检测使

用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的线粒体膜通透性转运孔检测试

剂盒；原子力显微镜使用云母片购自 ＥＭＳ 公司。 α⁃
突触核蛋白抗体（＃６１０７８６，１ ∶ １ ０００）和细胞色素 Ｃ
抗体（＃５５６４３３３，１ ∶ ５００）购自 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司，
ＶＤＡＣ⁃１ 抗体（ ａｂ１４７３），ＣＯＸ⁃ＩＶ 抗体（ ａｂ１６０５６）和

β⁃微管蛋白抗体（ａｂ１８２０７）均购自 Ａｂｃａｍ 公司，稀
释比例均为 １ ∶ １ ０００，二抗购买自 ＬＩ⁃ＣＯＲ 公司，稀
释比例 １∶ １０ ０００，使用 Ｏｄｙｓｓｅｙ 成像系统进行扫描。
１􀆰 ２　 线粒体提取

（１）根据线粒体提取试剂盒说明书操作，将缓

冲液 Ａ 和缓冲液 Ｂ 完全解冻后摇匀，放置于冰上。
将离心管柱和接收管套管放置于冰上预冷。 （２）低
速离心（５００ ～ ６００ ｇ，５ ｍｉｎ）收集 ５ ～ ４０ × １０６个细

胞。 （３）用预冷的 ＰＢＳ 清洗细胞 １ 次，弃去上清，加
入 ２５０ μＬ 缓冲液 Ａ 涡旋震荡重悬细胞。 冰上孵育

５ ～ １０ ｍｉｎ，涡旋震荡 ２０ ～ ３０ ｓ。 将细胞悬液转入

离心管柱中，接转步骤 ４。 对于组织样品，将新鲜组

织或冷冻组织（２０ ～ ３０ ｍｇ）放置于离心管柱上。
加入 ２５０ μＬ 缓冲液 Ａ，用塑料棒反复扭转研磨组织

１ ｍｉｎ（如果样品是骨骼肌，在研磨前加入 １００ ～
１２０ ｍｇ 组织分离粉），开盖冰上孵育 ５ ｍｉｎ，接转步

骤 ４。 （４）１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ（１６ ０００ ｇ）离心 ３０ ｓ，弃去离

心管柱，涡旋震荡重悬沉淀。 （５）涡旋震荡重悬沉

淀，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ（沉淀为细胞核），将上清

液转移到新的 ２􀆰 ０ ｍＬ 离心管中，加入 ４００ μＬ 缓冲

液 Ｂ，涡旋震荡 １０ ｓ 混合溶液。 （６）１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
（１６ ０００ ｇ）离心 １０ ｍｉｎ。 弃去上清液（上清液包含

细胞浆和膜蛋白质），加入 ２００ μＬ 缓冲液 Ｂ 涡旋震

荡 １０ ｓ 重悬沉淀。 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ（７ ８００ ｇ）离心 ５
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ｍｉｎ（沉淀为比线粒体大的细胞器）。 将上清液转移

到新的 ２􀆰 ０ ｍＬ 离心管中，加入 １􀆰 ６ ｍＬ 预冷的 ＰＢＳ，
１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ（１６ ０００ ｇ）离心 １５ ｍｉｎ，弃去上清液

（上清为比线粒体小的细胞器），保存沉淀（沉淀为

分离出的线粒体）。
１􀆰 ３　 线粒体膜电势检测

取提取后的小鼠脑组织线粒体，用工作浓度为

８ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＪＣ⁃１ 染液在 ３７℃培养箱内孵育 １０ ｍｉｎ。
吸取 ５０ μＬ 线粒体悬液，滴加在载玻片上，用盖玻片

覆盖，共聚焦显微镜下进行检测，全程避光。 图片使

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析结果，每组随机挑取 ３ 个视野进行全

视野分析。 对发荧光的线粒体进行计数，重复 ３ 次，
分析膜电势正常线粒体（红色荧光）占全部线粒体

的比例。
１􀆰 ４　 线粒体膜通透性检测

（１）将提取的脑组织线粒体用 ＨＢＳＳ（含 Ｃａ２ ＋ ）
重悬，对照组和实验组各 ２ 管，都加入 １ μＬ Ｃａｌｃｅｉｎ
ＡＭ。 由于是小分子所以会进入线粒体内，并且发出

绿色荧光，在实验组里加入氯化钴淬灭剂，它可使

Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ 荧光淬灭，但由于分子质量较大无法进

入线粒体内，所以线粒体内部的荧光会保留，避光在

３７℃培养箱内孵育 １５ ｍｉｎ。 （２ ） 将 ４ 个样品在

１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 重悬样品，清洗荧

光染色液。 （３）吸取 ５０ μＬ 样品滴加在载玻片上，
用盖玻片覆盖，在共聚焦显微镜下进行观察。 （４）
将实验结果用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行分析。 分析方法与

膜电势检测相似。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹分析 α⁃突触核蛋白和细胞色素

Ｃ 的表达

提取同窝对照组与转基因组小鼠皮层线粒体蛋

白质与细胞浆蛋白质，并用 ＢＣＡ 法测蛋白质浓度。
采用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，半干转方法将蛋白质转印至 ＰＶＤＦ
膜，脱脂牛奶封闭 １ ｈ，孵育抗体（α⁃突触核蛋白抗

体、细胞色素 Ｃ 抗体、ＶＤＡＣ⁃１ 抗体、ＣＯＸ⁃ＩＶ 抗体、
β⁃微管蛋白抗体），４℃过夜，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，孵育相

应二抗 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，Ｏｄｙｓｓｅｙ 扫描仪成像。
１􀆰 ６　 线粒体微观形态观察

从动物脑组织及原代神经元提取线粒体后，将
线粒体悬液用 ＪＣ⁃１ 染色 １０ ｍｉｎ，在荧光显微镜下观

察确认为线粒体后，吸取 ２ μＬ 涂在干净的云母片

上，晾干后用多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ，用超纯水轻冲洗

多聚甲醛颗粒，放在烘箱内晾干，使用原子力显微镜

观察。 使用 ＯＴＲ８⁃１０ 型号探针检测线粒体，其纵向

分辨率为 ０􀆰 １ ｎｍ，横向分辨率为 ２ ｎｍ，采用敲击模

式进行检测，扫描范围为 ２ μｍ × ２ μｍ，图片分析采

用 Ｎａｎｏｓｃｏｐｅ５􀆰 ３１ｒ１ 软件分析，重建线粒体三维图

像，做表面径向分析。
１􀆰 ７　 原代神经元的线粒体电镜形态观察：

培养孕 １７ ｄ 胎鼠的皮层原代神经元。 培养第 ３
ｄ，加入全长 α⁃ｓｙｎ 病毒，α⁃ｓｙｎ Ｎ 端病毒，病毒空载

对照组，第 ４ ｄ 换培养液（２４ ｈ 后），于第 ７ ｄ 收集神

经元。 各组原代神经元样品经戊二醛固定后进行包

埋切片，观察。
１􀆰 ８　 统计学方法

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 软件进行统计学分析

处理。 数据统计描述以均数 ± 标准误（􀭰ｘ ± ＳＥＭ）表
示，组间比较采用非配对 ｔ 检验（ｕｎｐａｉｒｅｄ ｔ⁃ｔｅｓｔ），Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 被认为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 α⁃突触核蛋白转基因小鼠脑皮层组织线粒体

膜电势明显降低

Ｔｈｙ１⁃α⁃ｓｙｎ ｌｉｎｅ１５ 小鼠只在神经元内过表达 α⁃
ｓｙｎ，表达量可以达到普通野生型小鼠的 ２ 倍，是较

好的帕金森病模型。 从它大脑皮层中提取的线粒

体，会受到过表达的 α⁃ｓｙｎ 的影响。 线粒体膜电势

正常时，ＪＣ⁃１ 会聚集在线粒体膜上，此时显示红色

荧光。 当线粒体膜电势降低后，ＪＣ⁃１ 无法聚集，此
时单体 ＪＣ⁃１ 显示绿色荧光，在低倍镜视野下可以拍

到尽可能多的线粒体。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 统计红色荧光 ／
红色荧光 ＋ 绿色荧光的比例代表膜电势变化［１０］。
结果显示，转基因小鼠脑皮层组织线粒体膜电势与

野生型相比，降低 １７％ （ｎ ＝ ３， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｆｉｇ． １），说
明 α⁃ｓｙｎ 可导致线粒体膜电势减低。
２􀆰 ２　 α⁃突触核蛋白转基因组小鼠脑皮层组织线粒

体膜孔开放程度异常增大

正常线粒体膜仅允许小分子通过，有的大分子

虽然可以通过线粒体外膜，但是无法通过内膜进入

线粒体内部。 使用线粒体膜孔检测试剂盒进行检

测，如果线粒体膜通透性增大， 则线粒体内的

Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ 会被进入的氯化钴淬灭，反之则不会。
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 统计，加入淬灭剂后绿色荧光线粒体个

数 ／全部线粒体表示线粒体膜通透性正常的比例。
结果显示，转基因组绿色荧光个数比野生型组少

２０􀆰 ５％ （ｎ ＝ ３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （Ｆｉｇ． ２），说明其线粒体膜

通透性与野生型相比明显增大。 α⁃ｓｙｎ 过表达会损

伤线粒体膜，使大分子通过线粒体内膜进入线粒体

或者线粒体内容物流出。
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Ｆｉｇ． １　 α⁃Ｓｙｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　 　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＪＣ⁃１ （１ μＬ） ａｔ ３７℃ ｆｏｒ １０ ｍｉｎｕｔｅｓ． （Ａ） Ａｓ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｈａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｄ ｔｏ ｇｒｅｅｎ． （Ｂ） Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ａｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｒｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｔｏ ａｌｌ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＥＭ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｕｎｐａｉｒｅｄ ｔ⁃ｔｅｓｔ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ （ＷＴ： ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ； ＴＧ： α⁃ｓｙｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ）

Ｆｉｇ． ２　 α⁃Ｓｙｎ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｍＰＴＰ ｏｐｅｎ ａｂｎｏｒｍａｌｌｙ　 　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ （１ μＬ） ａｔ ３７℃ ｆｏｒ １５ ｍｉｎｕｔｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ， ｔｈｅｎ ＣｏＣｌ２（１ μＬ） ｗａｓ
ａｄｄｅｄ． ＣｏＣｌ２ ｃｏｕｌｄ ｅｎｔｅｒ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｔｏ ｃａｎｃｅｌ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｍＰＴＰ ａｂｎｏｒｍａｌｌｙ ｏｐｅｎ （Ａ）． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ａｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣｏＣｌ２ ｏｖｅｒ ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ＣｏＣｌ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （Ｂ）． Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＥＭ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｕｎｐａｉｒｅｄ ｔ⁃ｔｅｓｔ，∗∗

Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ （ＷＴ： ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ， ＴＧ： α⁃ｓｙｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ）

２􀆰 ３　 转基因小鼠脑皮层组织细胞浆蛋白质中细胞

色素 Ｃ 释放增多

Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测发现，α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠脑皮

层组织的细胞浆蛋白质中细胞色素 Ｃ 增多 ６４％ （ｎ
＝３， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（Ｆｉｇ． ３）。 这可能与线粒体膜电势降

低以及膜孔开放增大有关，细胞色素 Ｃ 可以通过对

凋亡信号的传导和放大促进细胞发生凋亡［１１］。 细

胞色素 Ｃ 的释放机制有多种假说，包括通过线粒体

膜孔开放，或者与线粒体外膜上的特异性通道有关，

也可能由于线粒体外膜直接受到机械性损伤导致内

容物外流。
２􀆰 ４　 转基因组小鼠脑皮层组织线粒体膜表面出现

凹陷并伴有孔道数量增多

原子力显微镜可直接观察到线粒体膜表面的变

化［１２］。 野生型（ＷＴ）小鼠脑组织表面光滑的线粒

体，使用 Ｎａｎｏｓｃｏｐｅ 软件分析后发现，线粒体膜表面

未见异常，形状为长棒状。 α⁃ｓｙｎ 转基因（ＴＧ）小鼠

脑组织线粒体，其膜表面出现许多凹陷（Ｆｉｇ． ４Ａ）。
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Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ Ｃｙｔｏ ｃ ｉｎ α⁃ｓｙｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ 　 　 （Ａ） Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｙｔｏ ｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ α⁃ｓｙｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｍｏｕｓｅ ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅ， ｕｓｉｎｇ Ｉｎｖｅｎｔ ｋｉｔ （ＭＰ⁃００７）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｙｓａｔｅｓ ｗｅｒｅ
ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ． Ｔｈｅ ＣＯＸ ＩＶ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｙｔｏ ｃ ｒｅｌｅａｓｅ ａｎｄ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＴＧ ｔｏ ＷＴ （Ｂ， Ｃ）． Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＥＭ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｕｎｐａｉｒｅｄ ｔ⁃ｔｅｓｔ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ （ＷＴ： ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ， ＴＧ： α⁃ｓｙｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ）

Ｆｉｇ． ４　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｇｒｏｕｐ ｂｅｃｏｍｅ ｓｗｏｌｌｅｎ ｗｉｔｈ ｕｎｓｍｏｏｔｈ ｓｕｒｆａｃｅ　 　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｆｉｘｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｃａ ｐｌａｔｅ ｂｙ ４％ ｐｏｌｙｏｘｙｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｆｏｒ １０ ｍｉｎｕｔｅｓ． （Ａ） ＡＦＭ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃａｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． （Ｂ）
Ｔｈｅ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｗｅｒｅ ｄｒａｗｎ ｂｙ ｎａｎｏｓｃｏｐｅ． （Ｃ） Ｔｈｅ ｄｅｐｔｈ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １０ ｎｍ ｗａｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ ａ ｐｏｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｒｅｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｕｎｔｅｄ ｉｎ ３０ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｕｎｐａｉｒｅｄ
ｔ⁃ｔｅｓｔ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ （ＷＴ： ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ， ＴＧ： α⁃ｓｙｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ）

７１０１



中国生物化学与分子生物学报 第 ３４ 卷

Ｎａｎｏｓｃｏｐｅ 软件分析发现，ＴＧ 组线粒体膜表面出现

锯齿样改变（Ｆｉｇ． ４Ｂ），说明线粒体膜不是平滑连续

的。 线粒体膜不平滑是由于 α⁃ｓｙｎ 导致线粒体膜的

坚固性降低。 这些凹陷是 α⁃ｓｙｎ 损伤线粒体膜后形

成的膜孔。 将深度大于 １０ ｎｍ 定义为 １ 个孔道。 野

生型小鼠线粒体表面孔道数量为（０􀆰 ６ ± ０􀆰 ４）个，
而转 基 因 组 线 粒 体 膜 单 面 孔 道 数 为 （ ４􀆰 ４ ±
０􀆰 ５１）个。

Ｆｉｇ． ５　 Ｏｖｅｒｅｘｐｅｒｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ａｎｄ Ｎ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｐｏｒｅ⁃ｌｉｋｅ ｄａｍａｇｅ　 　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏ
ｃｅｌｌｓ （Ａ）， ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ α⁃ｓｙｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏ ｃｅｌｌｓ （Ｂ）， ｏｒ ｃｅｌｌｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｏｆ ｄｅｌｅｔｅｄ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α⁃ｓｙｎ （Ｃ） ｏｒ Ｎ⁃
ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α⁃ｓｙｎ （Ｄ） ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ． ＡＦＭ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｅ⁃ｌｉｋｅ ｄａｍａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｔｈｅ ｍａｇｎｉｆｉｅｄ ｉｍａｇｅ ａｎｄ ｒｅｄ ｃｉｒｃｌｅｓ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｐｏｒｅ⁃ｌｉｋｅ ｄａｍａｇｅ． Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｕｎｐａｉｒｅｄ ｔ⁃ｔｅｓｔ，∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｄｅｌ⁃Ｎ⁃α⁃ｓｙｎ

２􀆰 ５　 原代神经元过表达 α⁃ｓｙｎ 全长及 Ｎ 端会导致

线粒体出现孔道样变化

α⁃Ｓｙｎ 的 Ｎ 端由 １ ～ ６０ 位氨基酸残基构成，

核心部分的 ５ 个氨基酸（ ＫＴＫＥＧＶ）高度重复，可
与细胞膜可逆结合 ［３］ 。 为了研究是否 α⁃ｓｙｎ 的 Ｎ
端结构域在损伤线粒体过程中发挥重要作用，将
携带 α⁃ｓｙｎ 全长的病毒、α⁃ｓｙｎ Ｎ 端的病毒以及 α⁃
ｓｙｎ 去 Ｎ 端的病毒分别感染原代神经元，７ ｄ 后提

取线粒体。 利用原子力显微镜观察 （ Ｆｉｇ． ５ ） 发

现，过表达 α⁃ｓｙｎ 全长及 α⁃ｓｙｎ 的 Ｎ 端组会引起

线粒体膜出现孔道样改变。 经 ｎａｎｏｓｃｏｐｅ 分析后

发现，线粒体膜表面出现锯齿样改变，膜孔可深

达 ２０ ｎｍ，已经贯穿了脂质双层膜结构，而去 Ｎ
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端组（ Ｆｉｇ． ５Ｄ）和对照组线粒体（ Ｆｉｇ． ５Ａ）表面平

滑，未见锯齿样改变。 经过对每组 １０ 个线粒体

膜孔数量进行统计，发现过表达 α⁃ｓｙｎ 组（ （４􀆰 ２
± １􀆰 ３） 个） 及 α⁃ｓｙｎ 的 Ｎ 端组 （ （ ５􀆰 ２ ± １􀆰 ３ ）
个）线粒体膜孔数量明显多于对照组 （ （ ０􀆰 ４ ±
０􀆰 ５）个） （ Ｆｉｇ． ５Ｅ） 。

２􀆰 ６　 原代神经元过表达 α⁃ｓｙｎ 及 Ｎ 端导致线粒体

发生自噬

在电镜下观察（Ｆｉｇ． ６），正常对照组的线粒体形

态正常，过表达 α⁃ｓｙｎ 组以及过表达它的 Ｎ 端组可

见大部分线粒体膜出现破损，并且发生了空泡样变，
说明 α⁃ｓｙｎ 的 Ｎ 端可以导致线粒体损伤。

Ｆｉｇ． ６　 Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｈａｐｅ　 　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ
ｐｌａｓｍｉｄｓ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ｏｒ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ｂｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｆｉｘｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｌｕｔｒｒａｌ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ
ｓｃａｎｎｅｄ ｂｙ ＴＥＭ． ＬＶ⁃ＧＦＰ ａｓ ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， α⁃ｓｙｎ ａｎｄ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α⁃ｓｙｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ｓｐｏｎｇｉｆｏｒｍ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ （ａｒｒｏｗ）

３　 讨论

α⁃Ｓｙｎ 不仅对线粒体的功能造成损伤，也会对

线粒体膜的结构造成影响。 据文献报道，α⁃ｓｙｎ 与

线粒体共孵育后，导致线粒体出现膜电势下降、膜通

透性增大、线粒体活性减弱、细胞色素 Ｃ 释放增多

等改变［２１］。 本文结果显示，过表达 α⁃ｓｙｎ 导致线粒

体膜电势降低约 ２０％ ，膜通透性明显增大，这种膜

功能的改变可能是膜的结构发生了改变。 有文献报

道，α⁃ｓｙｎ 可损伤线粒体膜的原有结构，也会使膜的

坚固性降低［１４］。 本研究使用原子力显微镜，观察了

α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠脑组织的线粒体，发现与野生型

鼠的脑组织线粒体相比，转基因小鼠的线粒体膜发

生凹陷，出现口径约 ６０ ｎｍ，深约 ２０ ｎｍ 的孔道，损
伤严重的线粒体膜上的孔道已经贯穿脂质双层膜。
在统计了线粒体的膜孔数量后，结果发现与野生型

相比，α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠的线粒体膜孔数量明显增

多，而野生型小鼠脑组织线粒体表面光滑平整。 我

们认为，从先后顺序上讲，可能是 α⁃ｓｙｎ 先导致线粒

体膜出现孔道，线粒体膜发生膜电势的翻转，使膜通

透性进一步增大。 在原子力显微镜结果可见，线粒

体周围有部分细小颗粒，可能是线粒体内容物流

出［１５］，最后引起线粒体自噬甚至是细胞凋亡。 鉴于

自噬是最后一步，本文并不认为线粒体孔道样改变

是自噬小泡造成的线粒体表面凹陷。 当然，线粒体

损伤的根本原因还是年龄增长、基因突变和环境因

素相互作用，导致帕金森病患者的多巴胺能神经元

丢失，并会逐渐出现帕金森病的症状［１６］。 α⁃Ｓｙｎ 的

Ｎ 端由 １ ～ ６０ 位氨基酸组成，包含 ５ 个重复序列，
这 ５ 个重复序列组成易与线粒体膜结合的膜序。 本

文中设计 Ｎ 端和去 Ｎ 端的 α⁃ｓｙｎ；同时也添加病毒

载体组来排除体系的影响。 本室前期结果证明，通
过过表达 α⁃ｓｙｎ 的 Ｎ 端结构域和去除 Ｎ 端结构域进

行比较，证明了 Ｎ 端是 α⁃ｓｙｎ 发挥线粒体损伤作用

的主要结构域。 α⁃Ｓｙｎ 穿孔可能有 ２ 种机制，一种

是有文献报道的 α⁃ｓｙｎ 可在人造的生物膜上形成孔

道，故其本身具有穿膜的特性［１７，１８］。 这种机制说

明，α⁃ｓｙｎ 在线粒体膜上可能是随机穿孔。 但是根
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据实验结果推测，α⁃ｓｙｎ 在线粒体膜上产生的孔道

大小不一，说明孔道的产生可能不仅是随机的；另一

种可能的机制是，α⁃ｓｙｎ 有时也作为细胞膜蛋白质

发挥穿膜作用［１４］，而且它的寡聚体形式［１９］ 毒性要

强于单体和纤维状态［２０］。 本室前期结果证实， α⁃
ｓｙｎ 的 Ｎ 端可与 ｍＰＴＰ 中的电压依赖性阴离子通道

蛋白 １（ｖｏｌｔａｇｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ， ＶＤＡＣ１）发
生相互作用［２１］，α⁃ｓｙｎ 的单体和寡聚体与线粒体膜

蛋白质相互作用引起膜孔异常开放，导致出现孔径

尺寸不同的孔道，而 Ｄｅｌ⁃Ｎ 则不存在这种相互作

用［２１］。 本室下一步计划，准备将线粒体与 α⁃ｓｙｎ 在

体外共孵育，检测线粒体的膜电势和线粒体功能，并
且在原子力显微镜下进行对膜孔的观察；或者采用

双重免疫金标电镜，观察 α⁃ｓｙｎ 的 Ｎ 端在线粒体膜

上的具体分布情况，与原子力显微镜结果相结合，以
期为 α⁃ｓｙｎ 对线粒体膜损伤的特异性提供依据。
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