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【摘要】α-synuclein是一种位于突触前末梢的蛋白，是遗传性和散发性帕金森病的特征性包涵体——路易小体的主要成分。α-synuclein基因突变或者遗传改变可导致帕金森病。大量研究揭示α-synuclein参与了神经元的变性过程。本文对α- synuclein在帕金森疾病中的神经元毒性机制以及α- synuclein转基因帕金森病动物模型研究进展进行了综述。
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【Abstract】α-synuclein, a presynaptic protein, was found to be the major component of the lewy bodies in inherited and sporadic Parkinson’s disease（PD）. α-synuclein  point mutations or genetic alteration can cause Parkinson’s disease（PD）. It is thought to be involved in the processes of neurodegeneration. This paper reviewed the toxic mechanisms of α- synuclein in Parkinson disease and α- synuclein transgenic animal models.
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帕金森病（Parkinson's disease，PD）是最常见的慢性神经系统退行性病变之一, 其主要症状是运动功能的改变，如运动过缓、静止震颤、步态畸形和姿势不稳等病变，最后导致运动能力丧失。流行病学调查显示，随着年龄增长PD患病率逐渐增高，55岁以上的人群中，帕金森病的患病率超过1%，65岁以上约为2%[1]。
PD按遗传发病形成可分为家族性与散发性两种，家族性PD约占PD总数的10%～15%左右，具有明显家族遗传倾向（显性或隐性），而散发性PD则占PD的绝大多数，无明显遗传倾向，但表现为某种遗传易感性。α- synuclein是一种位于突触前末梢的蛋白，该基因的两种错义突变与家族性帕金森病密切相关。大量研究发现α- synuclein存在于许多神经系统变性疾病的突触末梢或细胞浆包涵体中，揭示该基因参与了神经元的变性过程。
1  α-synuclein的表达与帕金森病
α-synuclein是一种分子量为14kD的小分子酸性可溶性蛋白。α - synuclein主要分布于神经元突触前末梢, 尤其在脑内新皮层、海马、嗅球、纹状体、背侧丘脑、下丘脑、黑质及小脑等部位的神经元胞液中含量更加丰富[2]。PD病理特征是黑质纹状体多巴胺(Dopamine, DA)神经元死亡，细胞质内类蛋白质物质减少以及特征性Lewy小体（Lewy Body, LB）。LB内多种蛋白质富集，包括α-synuclein、parkin、泛素等，其中，α-synuclein蛋白是其主要成分。作为LB的重要组成部分，α-synuclein既见于散发的帕金森病患者，又见于有α-synuclein 基因突变的帕金森病患者[3]。在大小鼠中，过度表达的野生型或突变型α-synuclein 均能引起人类帕金森病的部分关键表型和病理特征[4]。
2   α-synuclein神经元毒性机制

PD主要源于中脑黑质致密部多巴胺神经元退行性变导致的细胞死亡。α-synuclein的异常表达、聚集与神经元变性密切相关。根据目前的研究进展，可以将α-synuclein的神经元毒性机制概括为如下四个方面。
（1）α-synuclein寡聚体和路易小体

在α-synuclein蛋白纤维化的过程中，存在α-synuclein寡聚体、寡聚体中间构象——初原纤维(protofibrils)和最终的淀粉样纤维包涵体（fibrillar inclusions）等不同聚集状态[5-6]。首先，自然状态下, α-synuclein呈无序的未折叠结构的单体, 但在高浓度时, 它可转变成α-synuclein寡聚体的中间构象——初原纤维(protofibrils), 与单体不同, 这类寡聚体富含B片层结构，在原子力显微镜及电镜下，可以观察到这类寡聚体的形成过程中，这类寡聚体先呈包含20～30个α-synuclein分子的圆柱状结构, 随后彼此聚合形成链条状, 最终转化可溶性纤维多聚体。最后，借助于微管转运，细胞有时能将这些小球状的聚集物形成更大的包涵体，其中包含了纤维状的a-synuclein及其他几种蛋白质。其中寡聚体毒性机制可能是通过整合于细胞膜引起胞膜的瞬时通透性增加及膜内包含物的外渗[7-8],初原纤维多聚体的出现则与破碎的高尔基器相关，是细胞变性的早期特征[9-10]，而包涵体（如路易小体）的形成可能是细胞自我保护的一种方式。

（2）线粒体功能障碍
线粒体功能障碍（主要是呼吸链功能异常）导致ATP合成衰竭也可出现帕金森病的临床表现，使用相应的药物可使早期帕金森病患者的症状缓解。因此，线粒体功能障碍是PD研究中解释神经元损伤一个重要机制。研究发现，α-synuclein基因过度高表达促进GT1-7细胞内线粒体形态改变，如线粒体肿胀、嵴空泡化[11]，在PC12细胞中引起线粒体去极化和诱发线粒体依赖的细胞死亡[12]，而且，表达α-synuclein的细胞对于蛋白复合体I抑制剂鱼藤酮更加敏感[13]。现已证实，α-synuclein可与线粒体呼吸系统的关键酶细胞色素C氧化酶（COX）特异结合[14]。但是胞浆里的α-synuclein如何接触、作用于线粒体内膜的机制尚有待阐明。
（3）内质网、高尔基体应激
α-synuclein过表达引起内质网应激、内质网-高尔基体囊泡运输障碍，进而干扰细胞或者神经元的正常功能[15]。在瞬时高表达α-synuclein的COS7细胞中观察到高尔基体碎片[9]，这可能是α-synuclein异常积聚导致的结果。PC12细胞中过表达α-synuclein，导致GRP 78和磷酸化的起始因子2α（eIF-2α）等两种内质网应激标记物表达上调，而内质网应激抑制剂salubrinal能够一定程度上防止细胞死亡[16]。内质网应激发生在α-synuclein诱导表达后的4-8个小时之后和细胞死亡之前。在α-synuclein过表达果蝇模型上，通过增加囊泡运输调节蛋白Rab1的表达水平，能够一定程度上减少α-synuclein诱导的多巴胺神经元丢失[15]。值得警惕的是，降低内质网、高尔基体应激并不能完全逆转多巴胺神经元丢失，这表明在更复杂的系统中可能存在多种机制。然而，这些因素都还不能精确的解释α-synuclein如何影响内质网的，也不能真正解释DA神经元群在PD中的选择性损伤。
（4）氧化应激

多巴胺能神经元损伤是PD的主要病理特征，异常的a-synuclein聚集会破坏多巴胺的自身平衡，并增加黑质神经元的氧化应激。多巴胺在多巴胺能神经元胞质内合成后立即被转运到单胺能囊泡中储存，如果未被储存，多巴胺能够自氧化生成有毒性的多巴胺醌类物质，伴随超氧化基和过氧化氢产生[17-18]。在多巴胺能神经元中，变异a-synuclein导致囊泡数量减少，胞质内多巴胺浓度升高，使多巴胺依赖的氧化应激增强。在SH-SY5Y细胞内过度表达野生型和突变型的a-synuclein都会导致细胞内ROS水平升高，在多巴胺存在下，细胞存活数量大大减少，尤其是表达突变型的细胞[19]。因此，a-synuclein聚集和多巴胺引起的氧化应激可能是PD发病机制的重要环节。

4. α-synuclein帕金森动物模型

为了阐明α-synuclein在PD中的可能作用机制，人们开始尝试建立各种动物模型包括转基因模型和病毒载体注射等其它模型。这些转基因模型不同程度模拟了PD患者的病理表型，如α-synuclein蛋白的聚集和病理性沉积，转基因动物表现出运动协调能力丧失等，表一对不同启动子调控表达的α-synuclein转基因动物模型的表型进行了比较。
表一、α-synuclein转基因大鼠、小鼠模型的关键表型比较
Table 1 Comparison of key phenotypes of α-synuclein transgenic mice and rat models

	转基因模型
	启动子
	启动子表达谱
	基因型
	运动障碍
	黑质神经病变
	Synuclein聚集
	文献 

	转基因小鼠

	PDGF-β


	神经元中广泛表达
（新皮层，嗅球和中脑，
神经元和神经胶质细胞）
	WT
A53T
	+
+
	-
-
	+
+
	[4] [17]

	
	PrP


	神经元表达包括运动神经元
	A30P
	+
	-
	-
	[18]

	
	Teto
	四环素诱导表达
	A53T
	+
	+
	+
	[22]

	
	thy1 
	皮层及皮层下神经元包括黑质，不包括胶质、脊髓和神经肌肉神经元
	WT

A30P 

A53T
	ND

ND

ND
	-

-

-
	+

+

+
	[20] 

[20]

[19]

	转基因大鼠
	thy1 
	神经元特异
	A30P-A53T
	-
	-
	-
	[23]


注：thy1，酪氨酸酶相关蛋白1启动子；PrP，朊蛋白启动子； PDGF，血小板源生长因子启动子；Teto，四环素诱导人工启动子；ND，没有检测；-，是；+，否。

Note: thy1, tyrosinase related protein 1 promoter; PrP, Prion protein promoter; PDGF，Platelet derived growth factor promoter; Teto，Tetracycline inducible artificial promoter; ND，not detected; -，yes；+，no.
（1） PDGF-β αSNCAWT转基因小鼠模型
Masliah等[4]制作和分析了人类野生型α-synuclein转基因小鼠。转基因小鼠可检测到胞浆及核内的有电子致密包涵体，DA能神经元减少、纹状体内酪氨酸羟化酶（Tyrosine hydroxylase , TH）活性减低及运动行为障碍等。与人类PD不同的是，黑质内DA能神经元无变性缺失。
（2） PDGF-αSNCAA53T转基因小鼠模型

高宁等[20]建立了A53T突变型α-synuclein转基因小鼠，免疫组化显示，转基因小鼠大脑海马、新皮层、纹状体区出现人α-synuclein阳性标记的细胞。转棒实验结果显示，转基因小鼠存在明显的进行性运动能力障碍。
（3）PrP-αSNCAA30P转基因小鼠模型

αSNCAA30P转基因小鼠表现出进行性运动能力障碍，如僵直、步态畸形和静止震颤等。病理学结果发现，转基因小鼠中枢神经系统进行性神经胶质增生，未发现LB样α-synuclein包涵体，黑质多巴胺神经元系统无退行变性[21]。

（3）Thy1-αSNCAA53T和Thy1-αSNCAWT转基因小鼠模型

Putten等[22]制作了α-synuclein野生型和A53T突变型小鼠，结果发现两种转基因鼠的神经系统均出现了与PD病人相似的α-synuclein病理学改变。
（4）Thy1-αSNCAA30P和Thy1-αSNCAWT转基因小鼠模型

Kahle等[23]也通过建立转基因鼠研究野生型和A30P突变型α-synuclein的亚细胞定位，发现两种类型的α-synuclein在两种转基因鼠的神经元和轴突中都有异常聚集。 
（5）α-Synuclein细菌人工染色体转基因小鼠（α-synuclein BAC）
Yamakado H等[24]建立人α-synuclein BAC转基因小鼠，该转基因小鼠表现出焦虑样行为（可能反映PD早期的非运动症状）减少，下降的SERT表达水平可能提示其内在分子机制。因此，α-synuclein BAC转基因小鼠可以作为评价α-synuclein剂量效应的工具，具有重要研究价值。
（6）四环素诱导型SNCAA53T转基因小鼠（tetO-SNCAA53T）
Lin X等[25]成功建立了tetO- SNCAA53T转基因小鼠。与野生型小鼠相比，转基因小鼠呈现严重的运动障碍和中脑多巴胺能（mDA）神经元变性，模拟了PD关键的运动表型和病理表型。而且，mDA神经元也有明显的亚细胞改变，如多巴胺释放减少，高尔基体碎片，自噬体溶酶体系统损伤。此模型适用于PD的发病机制研究和α-synuclein蛋白积聚引发的神经损伤。
（7）α-synuclein转基因大鼠帕金森模型（Thy-A30P -A53T）
F. Lelan等[26]建立了Thy-A30P -A53T转基因SD大鼠，转基因大鼠虽然不存在运动障碍，但呈现出嗅觉障碍的PD早期非运动表型。人α-synuclein蛋白共定位于TH阳性的嗅球（OB）神经元上，而前脑脑室下区SVZ区则不表达。Thy-A30P -A53T转基因大鼠可以作为研究人突变的α-synuclein对于嗅觉障碍的发展机制的有用工具。
（8）重组腺伴随病毒介导α-synuclein过表达大鼠帕金森模型（rAAV-CBA-α-synuclein）
大鼠黒质纹状体注射rAAV-CBA-α-synuclein载体，α-synuclein野生型和突变型手术大鼠均表现出30-80%黒质多巴胺神经元丢失，纹状体内多巴胺水平下降40-50%。多巴胺神经元丢失50-60%以上的大鼠还表现出严重的运动功能障碍[27]。因此，rAAV-CBA-α-synuclein大鼠可以作为一种PD模型，它成功复制了人PD的主要病理特征、神经生化特征和行为学特征。
综上所述，大量研究工作揭示α-synuclein与神经元变性相关。首先，α-synuclein蛋白聚集，形成具有疏水性的寡聚体，表现出较强的细胞毒性。其次事件还包括ER内质网应激、线粒体功能障碍和氧化应激等。最后，以上事件激发的细胞死亡。这些结论都依赖于α-synuclein相关动物模型的发展[28-29]。这些动物模型惊人地重现了PD疾病的早期特征。因此，应合理地将其应用到PD发病机制研究及其药物治疗研究等领域，为PD的研究提供重要手段。
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