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[摘要] 目的　探讨蛋白酶体抑制剂MG132对慢性缺氧所致小鼠记忆功能损伤的作用及其机制。方法　(1)利用低氧

工作站构建小鼠中脑多巴胺能神经元MN9D细胞缺氧损伤模型。将MN9D细胞分为常氧组及缺氧12 h、24 h和48 h组，观

察缺氧对MN9D细胞中酪氨酸羟化酶(TH)、泛素的K48链(Ub-K48)和Ub-K63表达的影响；将MN9D细胞分为常氧组、缺

氧组、缺氧+MG132(25、50、100、200) μmol/L组，观察MG132对缺氧细胞中上述蛋白表达的影响。(2)利用低压舱建立

低压缺氧小鼠记忆功能损伤模型。将C57小鼠随机分为常氧组、缺氧3 d组、缺氧21 d组，每组10只，观察低压低氧对小

鼠中脑黑质致密部(SNc)TH、Ub-K48和Ub-K63表达的影响；将小鼠随机分为常氧组、缺氧21 d组、缺氧21 d+MG132组，

每组8只，观察MG132对缺氧所致小鼠空间记忆损伤的影响。(3)采用Western blotting检测不同缺氧时长及MG132预处理

再低氧处理的MN9D细胞中TH、Ub-K48和Ub-K63的蛋白表达水平；采用新物体识别测试检测各组小鼠记忆功能，免疫

荧光染色检测 SNc 区 TH 阳性免疫反应面积百分比，Western blotting 检测小鼠 SNc 区 TH、Ub-K48 和 Ub-K63 表达水平。

结果　(1)与常氧组比较，缺氧 24 h组MN9D细胞中Ub-K48和Ub-K63表达水平增高(P<0.05)，TH表达水平降低(P<0.05)；

各缺氧组Ub-K48/TH和Ub-K63/TH表达水平均增高(P<0.05)。与缺氧组比较，缺氧+MG132 100 μmol/L组和缺氧+MG132 

200 μmol/L组MN9D细胞中Ub-K48/TH和Ub-K63/TH表达水平降低(P<0.05)。(2)与常氧组比较，缺氧3 d组和缺氧21 d组

小鼠中脑SNc区TH表达水平降低(P<0.001)，Ub-K48/TH和Ub-K63/TH表达水平升高(P<0.05)；缺氧21 d组小鼠新物体识

别指数降低(P<0.01)，SNc区多巴胺能神经元TH阳性免疫反应面积百分比降低(P<0.05)。与缺氧 21 d组比较，缺氧 21 d+

MG132组小鼠新物体识别指数升高(P<0.01)。结论　蛋白酶体抑制剂MG132可改善慢性缺氧所致小鼠记忆损伤，其机制

可能与抑制Ub-K48和Ub-K63，上调多巴胺能神经元TH表达有关。
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[Abstract] Objective　To investigate the effect and mechanism of proteasome inhibitor MG132 on memory impairment 

induced by chronic hypoxia in mice. Methods　(1) A hypoxic model of the mouse midbrain dopaminergic neuron cell line MN9D 

was established using a hypoxia workstation. To observe the effects of hypoxia on the expression of TH, Ub-K48 and Ub-K63, MN9D 

cells were divided into normoxia group and hypoxia (12 h, 24 h and 48 h) groups. To observe the effects of MG132 on the expression 

of the above-mentioned proteins, MN9D cells were divided into normoxia group, hypoxia group and hypoxia + MG132 (25, 50, 100, 

200 μmol/L) group. (2) A mouse model of memory impairment was established using a hypobaric chamber. To observe the effects of 

hypobaric hypoxia on the expression of TH, Ub-K48 and Ub-K63 in the substantia nigra compacta (SNc) of mice, thirty C57BL/6 

mice were randomly and equally divided into normoxia group and hypobaric hypoxia (3 d and 21 d) groups, 10 in each group. To 

observe the effects of MG132 on spatial memory impairment induced by hypobaric hypoxia, twenty-four C57BL/6 mice were 

randomly and equally divided into normoxia group, hypobaric hypoxia 21 d group and hypobaric hypoxia 21 d+MG132 group, 8 in 

each group. (3) The protein expression levels of TH, Ub-K48, and Ub-K63 in MN9D cells which were either subjected to different 

durations of hypoxia treatment or pre-treated with MG132 prior to hypoxia treatment were detected using Western blotting (WB). 

The novel object recognition test was used to detect the memory function of mice. Immunofluorescence was used to detect the 

proportion of positive immunoreactive area of TH response in the SNc region. The expression levels of TH, Ub-K48, and Ub-K63 in 

the SNc region were detected by WB. Results　 (1) Compared with normoxia group, MN9D cells in hypoxia 24 h group showed 

increasing expression of Ub-K48 and Ub-K63 (P<0.05), and decreasing expression of TH (P<0.05), and MN9D cells in all hypoxia 

groups showed increasing expression of Ub-K48/TH and Ub-K63/TH (P<0.05). Compared with hypoxia group, MN9D cells showed 

decreasing expression of Ub-K48/TH and Ub-K63/TH in hypoxia + MG132 100 umol/L group and hypoxia + MG132 200 umol/L 

group (P<0.05). (2) Compared with the mice in normoxia group, mice in 3 d and 21 d hypobaric hypoxia groups showed decreasing 

expression of TH (P<0.001), and increasing expression of Ub-K48/TH and Ub-K63/TH (P<0.05) in the SNc region. Compared with 

normoxia group, the mice in 21 d hypobaric hypoxia group showed a lower new object recognition index (P<0.01), and the proportion 

of positive immunoreactive area of TH response in the SNc region (P<0.05). Compared with 21 d hypobaric hypoxia group, the mice 

in hypobaric hypoxia 21 d+MG132 group showed a higher new object recognition index (P<0.01). Conclusion　The proteasome 

inhibitor MG132 could alleviate the memory impairment induced by chronic hypoxia in mice, and its mechanism may be related to 

the inhibition of Ub-K63 and Ub-K48, which in turn upregulates expression of TH in dopaminergic neurons. 

[Key words] hypoxia; memory impairment; proteasome inhibitors; tyrosine hydroxylase; ubiquitin-lysine 48

缺氧可造成记忆功能减退，该损伤随氧浓度的

降低和缺氧时间的延长而加重[1-2]。记忆功能减退过

程需要蛋白质参与调控，主要涉及蛋白质合成、降

解、转运及细胞定位等。泛素 - 蛋白酶体系统

(ubiquitin-proteasome system，UPS)可调控翻译后修

饰，是蛋白质降解的主要途径。UPS 主要由泛素分

子和一系列酶 [ 如泛素激活酶 (ubiquitin-activating 
enzymes， E1s)、 泛 素 结 合 酶 (ubiquitin-conjugating 
enzymes，E2s)、E3泛素连接酶(E3 ubiquitin ligases)和
26S 蛋白酶体]组成；其中，泛素分子包含 7 个赖氨

酸残基 (K6、K11、K27、K29、K33、K48 和 K63)、
1个N端甲硫氨酸残基(MET1)和1个C端甘氨酸残基

(Gly)。泛素的 K48 链(Ub-K48)目前研究较多，其可

被蛋白酶体识别并作为蛋白质降解信号；Ub-K63可

形成多聚链，调控蛋白质的内吞和转运等[3-4]。

MG132是一种常用的蛋白酶体抑制剂，可通过抑制

26S 蛋白酶体活性来降低 Ub-K48 和 Ub-K63 的表达，

进而促进其连接的蛋白质降解[5]。MG132 也可通过

抑制蛋白酶体活性调节突触可塑性，增强记忆功

能[6-7]。在记忆功能损伤小鼠中，UPS途径异常表达，

但其具体机制，特别是低氧所致小鼠记忆功能损伤

的UPS相关调控途径仍不清楚[8-9]。关于低压缺氧对

中脑多巴胺能神经元影响的相关研究也较少。

MG132 可显著逆转多巴胺转运体的降解[10]，提示

UPS 可能参与中脑多巴胺神经递质调节。然而，缺

氧所致多巴胺能神经元的损伤与 Ub-K48 和 Ub-K63
的关系尚不清楚。本研究观察缺氧后多巴胺能神经

元与 Ub-K48、Ub-K63 的结合特点，以及 MG132 对

缺氧所致小鼠记忆功能损伤的作用，旨在为缺氧所

致记忆损伤提供新的理论依据和治疗策略。

1　材料与方法

1.1　实验动物　雄性 C57BL/6 小鼠 54 只，体重 20~
25 g，购自陆军军医大学实验动物中心[实验动物生

产许可证号：SCXK(渝)20170002]。实验前在温度

(24±2) ℃、相对湿度 45%~60%、光/暗周期 12 h/12 h
的动物房适应性饲养 1 周，自由饮水，标准饮食。

本研究经陆军军医大学实验动物福利伦理审查委员

会批准(AMUWEC2020727)，动物饲养和实验操作符

合国家和单位的相关规定，在实验过程中最大程度

减少实验操作对动物的伤害。

1.2　细胞　小鼠中脑多巴胺能神经元MN9D细胞购
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自重庆巴尔思生物科技有限公司，使用含有1%青霉

素/链霉素和10%胎牛血清的高糖DMEM培养基进行

培养。

1.3　主要试剂及仪器　蛋白酶体抑制剂 MG132
(S2619) 购 自 美 国 Selleck 公 司 ； 酪 氨 酸 羟 化 酶

(tyrosine hydroxylase， TH) (ab137869)、 Ub-K48
(ab140601) 和 Ub-K63(ab179434) 一 抗 均 购 自 英 国

Abcam 公司；高糖 DMEM 培养基购自美国 Gibco 公

司；胎牛血清购自美国 HyClone 公司。低氧工作站

购自英国 Baker Ruskinn 公司；低压舱购自贵州风雷

航空军械有限责任公司；电泳仪、电泳槽、电转膜、

显影仪器均购自美国BioRad公司；激光共聚焦显微

镜购自日本Olympus公司。

1.4　细胞分组与处理　利用低氧工作站构建小鼠

MN9D 细胞缺氧损伤模型。(1)在观察缺氧对MN9D
细胞中 TH、Ub-K48 和 Ub-K63 表达的影响时，将

MN9D 细胞分为 4 组：常氧组及缺氧 12 h、24 h、
48 h 组。常氧组细胞置于 21% O2条件下培养，各缺

氧组均置于 1% O2条件下培养。(2)在观察MG132对

缺氧 MN9D 细胞中 TH、Ub-K48 和 Ub-K63 表达的影

响时，将 MN9D 细胞分为 6 组：常氧组、缺氧组、

缺氧+MG132(25、50、100、200 μmol/L)组。缺氧+
MG132组在给予不同浓度MG132干预后与缺氧组共

同置于1% O2条件下培养48 h。实验结束后收集细胞

标本。

1.5　动物实验分组与低氧模型的建立　利用低压舱

建立低压缺氧小鼠记忆功能损伤模型。根据不同实

验目的采用随机数字表法对小鼠进行分组。(1)在观

察低压低氧对小鼠中脑黑质致密部(SNc) TH、Ub-
K48 和 Ub-K63 表达的影响时，将 C57 小鼠随机分为

常氧组、缺氧3 d组、缺氧21 d组，每组10只。缺氧

组小鼠置于模拟海拔6000 m的低压舱中分别饲养3 d
和 21 d，常氧组则在平原环境(海拔 300 m，重庆)进
行饲养。低压低氧暴露后，通过新物体识别测试筛

选学习记忆下降的缺氧天数。行为学实验结束后，

小鼠继续置于低压舱中饲养，第 2 天麻醉后取材。

其中 5只小鼠用 4%多聚甲醛溶液灌注后用于免疫荧

光实验，并于冰上取脑组织进行 Western blotting 检

测。(2)在观察MG132对缺氧所致小鼠空间记忆的影

响时，将小鼠随机分为常氧组、缺氧 21 d 组、缺氧

21 d+MG132组，每组 8只。从缺氧第 17天开始，灌

胃给予 MG132，每两天一次，共 3 次。既往研究报

道，皮下注射 25 mg/kg MG132可显著抑制海马区蛋

白酶体系统的活性，灌胃给药量一般约为皮下注射

给药量的 2~4 倍[11-12]。故本研究采用的 MG132 灌胃

剂量为50 mg/(kg.次)。
1.6　行为学测试　低压低氧暴露完成后对小鼠进行

新 物 体 识 别 测 试 (novel object recognition test，
NORT)。新物体识别测试实验分为两个阶段：第一

个10 min时，两个相同的物体(旧物体O)放置在旷场

箱对角，小鼠自由探索；2 h 后进行第 2 次 10 min 的

测试，将其中一个旧物体O更换为新物体N(N大小

与O相似，但形状和颜色不同)，观察小鼠的记忆能

力。然后用诺达斯软件Ethovision 11.5记录小鼠探索

旧物体 (tO)和新物体 (tN)的时间，计算识别指数

(discrimination index，DI)，DI=(tN-tO)/(tN+tO)×100%。

1.7　Western blotting检测小鼠中脑SNc组织和MN9D
细胞中Ub-K63、Ub-K48、THb表达水平　行为学测

试结束后，取小鼠中脑 SNc组织，在冰上于RIPA裂

解缓冲液中匀浆裂解。离心 (15 000 r/min，4 ℃，

10 min)裂解物后取上清，采用 BCA 法测定蛋白浓

度。将蛋白质样品在 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶上

100 V 分离 100 min，然后以 400 mA 在快转液中转移

到PVDF膜上(20 min)。在室温下用蛋白封闭液封闭

1 h后，将膜与Ub-K63、Ub-K48一抗(稀释倍数均为

1:1000)4 ℃孵育过夜。然后TBST 洗膜 3次，将膜在

室温下与对应的HRP标记的二抗(1:2000)共同室温孵

育 1 h。二抗孵育结束后用 TBST 洗膜并使用 ECL 发

光液曝光。泛素抗体检测完毕后，使用 Western 一

抗、二抗去除液将抗体去除，之后按照上述步骤孵

育一抗(TH、β-actin 一抗，稀释倍数均为 1:1000)和
二抗并曝光。使用 Image J软件分析灰度值，用目标

条带与β-actin内参条带的比值反映蛋白的表达水平。

1.8　免疫荧光检测小鼠脑组织中 TH 的表达　行为

学测试结束后，小鼠经心脏灌注后取脑。取出的大

脑置于 4%多聚甲醛溶液中(含 20%蔗糖)充分固定脱

水，后转移到含30%蔗糖的4%多聚甲醛溶液中充分

脱水至大脑上浮。在冷冻切片机上连续切割厚度为

30 μm的冠状脑片并浸泡于保护液中储存于-20 ℃冰

箱。根据小鼠脑图谱选取脑片，用0.01 mol/L PBS漂

洗3次，5 min/次以除去冷冻保护剂溶液。然后将切

片与 TH 一抗(稀释倍数 1:500)在 4 ℃冰箱中孵育过

夜。PBS 清洗 3 次后，避光加入二抗 Alexa Fluor 647
标记山羊抗兔 IgG(H+L)(稀释倍数1:200)，37 ℃孵育

2 h。清洗后加入含荧光淬灭剂的DAPI进行封片。最

后，在激光共聚焦显微镜下观察并拍照。

1.9　统计学处理　采用 SPSS 16.0 软件进行统计分

析，用 GraphPad Prism 8.0 软件作图。计量资料方差

齐且数据经检验符合正态分布时，以 x̄±s表示，多组

间比较采用单因素方差分析(ANOVA)，进一步两两

比较采用LSD法或 t检验；方差不齐或不满足正态分

布时以M(Q1，Q3)表示，采用非参数检验。P<0.05为

差异有统计学意义。
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2　结　　果

2.1　缺氧对小鼠 MN9D 细胞中 TH、Ub-K48 和 Ub-
K63 蛋白表达的影响　Western blotting 检测结果显

示，与常氧组比较，缺氧 12 h 组、24 h 组和 48 h 组

MN9D 细胞中 TH 蛋白相对表达量均明显降低

(P<0.05)；缺氧24 h和缺氧48 h组Ub-K48蛋白相对表

达量均明显升高(P<0.05)；缺氧 12 h 组和 24 h 组 Ub-
K63 蛋白相对表达量均明显升高(P<0.05)；缺氧 12 h
组、24 h 组和 48 h 组 Ub-K48/TH 和 Ub-K63/TH 相对

表达量均明显升高(P<0.05，图1)。
2.2　MG132 预处理对缺氧小鼠 MN9D 细胞中 TH、

Ub-K48 和 Ub-K63 表达的影响　Western blotting 检测

结果显示，与常氧组比较，缺氧组MN9D细胞中TH
蛋白相对表达量明显降低(P<0.05)，Ub-K48 和 Ub-
K63蛋白相对表达量明显增高(P<0.05)。与缺氧组比

较，缺氧+MG132 200 μmol/L组MN9D细胞中TH蛋

白相对表达量明显增高 (P<0.05)；缺氧 +MG132 
100 μmol/L 组和缺氧+MG132 200 μmol/L 组 Ub-K48
蛋白相对表达量明显降低(P<0.05)，缺氧+MG132 

200 μmol/L 组 Ub-K63 蛋白相对表达量明显降低

(P<0.05)；缺氧+MG132 100 μmol/L组和缺氧+MG132
200 μmol/L 组的 Ub-K48/TH 和 Ub-K63/TH 相对表达

量也明显降低(P<0.05，图2)。
2.3　低压低氧暴露对小鼠记忆功能的影响　NORT
测试结果显示，与常氧组比较，缺氧 3 d 组和缺氧

21 d 组小鼠在旷场中的总路程差异无统计学意义

(P>0.05)。与常氧组比较，缺氧 3 d 组小鼠新物体识

缺氧 12 h、24 h、48 h 组分别以 1% O2处理 12 h、24 h 或 48 h；TH. 酪氨酸羟化酶；Ub-K48. 泛素的 K48 链；Ub-K63. 泛素的 K63 链；

*P<0.05

图1　缺氧对小鼠MN9D细胞中TH、Ub-K48和Ub-K63表达的影响(Western blotting, n=3)
Fig.1　Effect of hypoxia on the expression of TH, Ub-K48, and Ub-K63 in MN9D cells of mice (Western blotting, n=3)

452



Med J Chin PLA, Vol. 49, No. 4, April 28, 2024

别指数差异无统计学意义(P>0.05)；缺氧21 d组小鼠

新物体识别指数较常氧组和缺氧 3 d 组均明显降低

(P<0.01，图3)。

2.4　低压低氧暴露对小鼠SNc区TH、Ub-K48和Ub-

K63 表达的影响　免疫荧光染色结果显示，与常氧

组比较，缺氧 3 d 组小鼠 SNc 区多巴胺能神经元形

态、结构及数量均无明显差异；缺氧 21 d 组小鼠

SNc区多巴胺能神经元TH阳性免疫反应面积百分比

明显降低(P<0.05，图4)。Western blotting检测结果显

示，与常氧组比较，缺氧3 d组和缺氧21 d组小鼠中

脑 SNc 区 TH 表达水平均明显降低(P<0.001)，Ub-

K48、Ub-K63、Ub-K48/TH 和 Ub-K63/TH 均明显升

高(P<0.05，图5)。

2.5　MG132干预对低压低氧暴露所致小鼠记忆功能

损伤的影响　NORT测试结果显示，3组小鼠在旷场

中的总路程比较差异无统计学意义(P>0.05)。与常氧

组比较，缺氧 21 d 组小鼠新物体识别指数明显下降

(P<0.01)；与缺氧 21 d 组比较，缺氧 21 d+MG132 组

小鼠新物体识别指数明显升高(P<0.01，图6)。

3　讨　　论

低压缺氧对小鼠海马、皮质等多个脑区均有损

伤作用[13-15]。近年的研究显示，海马传入神经的一

个重要部分属于多巴胺能，并起源于中脑腹侧被盖

区(VTA)和黑质致密部(SNc)，多巴胺参与调节海马

体突触可塑性，并影响学习和记忆[16]。本课题组前

期研究也显示，缺氧所致记忆功能减退与多巴胺能

神经递质紊乱密切相关，可能是缺氧导致记忆功能

缺氧为1% O2处理48 h；TH. 酪氨酸羟化酶；Ub-K48. 泛素的K48链；Ub-K63. 泛素的K63链；*P<0.05

图2　MG132预处理对缺氧小鼠MN9D细胞中TH、Ub-K48和Ub-K63表达的影响(Western blotting)
Fig.2　Effect of MG132 pretreatment on the expression of TH, Ub-K48, and Ub-K63 in hypoxic MN9D cells of mice (Western blotting)
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损伤的重要机制之一[17]。中脑是产生多巴胺能神经

递质的主要场所，多巴胺能神经元的标记物 TH 在

多巴胺的合成中起关键作用[18-19]。

本研究首先采用小鼠中脑多巴胺神经元 MN9D

细胞作为细胞模型，观察缺氧条件下MN9D细胞中

TH、Ub-K48 和 Ub-K63 蛋白水平的表达变化，以及

MG132 对缺氧所致 TH、Ub-K48 和 Ub-K63 蛋白表达

水平改变的潜在干预作用。随后采用小动物低压舱

A. 新物体识别测试实验中动物轨迹行为热区图；B. 旷场中的总路程；C. 新物体识别指数；**P<0.01

图3　低压低氧暴露对小鼠学习记忆功能的影响(NORT测试，n=10)
Fig.3　Effect of hypobaric hypoxia exposure on learning and memory function in mice (NORT test, n=10)

TH. 酪氨酸羟化酶；A. 免疫荧光染色；B. TH阳性免疫反应面积百分比；*P<0.05

图4　低压低氧暴露对小鼠中脑黑质致密部TH表达和阳性免疫反应面积百分比的影响(免疫荧光染色， n=4)
Fig.4　Effect of hypobaric hypoxia exposure on the expression of TH and the proportion of positive immunoreactive area of TH response 
in mouse SNc region(Immunofluorescence staining, n=4)
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构建低压低氧暴露致小鼠记忆损伤模型，探索缺氧

条件下 MG132 是否可能通过干预 Ub-K48 和 Ub-K63

多聚泛素化抑制 TH 蛋白降解，进而减轻缺氧引起

的小鼠记忆功能损伤。

缺氧是指因组织的氧气供应不足或用氧障碍，

而导致组织的代谢、功能和形态结构发生异常变化

的病理过程[20]，根据持续时间可分为急性缺氧和慢

性缺氧，但对于急性缺氧和慢性缺氧在时间上目前

尚没有明确的界限[21]。有研究认为，高原低氧暴露

<3 d 为急性缺氧，3~7 d 为亚急性缺氧，>7 d 则为慢

性缺氧[22-23]。高原低氧暴露导致的脑功能损伤严重

程度主要与海拔和缺氧持续时间有关。Shi 等[24]报

道，模拟海拔6000 m低压低氧暴露3 d即可引起小鼠

脑血流变化、脑含水量增加，脑组织出现脂质氧化

损伤与氧化应激。 Cramer 等[13] 报道，模拟海拔

5000 m 低压低氧暴露 21 d，小鼠可出现学习记忆功

能损伤。因此，本研究选择模拟海拔 6000 m，缺氧

3 d和 21 d两个时间点观察，采用NORT测试小鼠的

学习记忆功能，结果显示，随着缺氧时间的延长，

缺氧21 d组小鼠识别指数较常氧组和缺氧3 d组均明

显降低，提示高原低压缺氧可损害小鼠的学习记忆

功能，与既往研究报道结果类似[25]。

多巴胺能神经元主要分布于中脑，含有并可释

放多巴胺作为神经递质，参与学习与记忆、运动控

制、奖赏等的调节；有研究报道通过操控多巴胺能

神经系统传递功能可明显增强记忆功能[26-28]。TH是

TH. 酪氨酸羟化酶；Ub-K48. 泛素的K48链；Ub-K63. 泛素的K63链；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图5　低压低氧暴露对小鼠中脑黑质致密部TH、Ub-K48和Ub-K63表达的影响(Western blotting, n=4)
Fig.5　Effect of hypobaric hypoxia exposure on the expression of TH, Ub-K48, and Ub-K63 in mouse SNc region (Western blotting, n=4)
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多巴胺能神经元中多巴胺合成的限速酶，也是多巴

胺能神经元表达的标志分子之一。本研究结果显示，

缺氧21 d组小鼠SNc区TH阳性免疫反应面积百分比

较常氧组明显降低，提示低压低氧暴露可能导致多

巴胺能神经元丢失，进而造成记忆功能损伤。既往

研究和本课题组前期的研究显示，高原低压缺氧暴

露所致记忆功能减退的过程中还伴随着多巴胺能神

经递质浓度紊乱。当进入高原后，多巴胺浓度水平

的变化可能是时间依赖性的，兴奋—抑制周期在进

入高原初重复较短的时间，然后逐渐发生高原习

服[13,29-30]。因此，在急性缺氧时因急性应激可能表现

为多巴胺水平升高，而长期慢性缺氧时则可能表现

为多巴胺水平的降低。Kumari 等[31]报道，在急性低

压缺氧暴露 3 d 或 7 d 的大鼠血浆及脑边缘组织中观

察到去甲肾上腺素、多巴胺、皮质酮和谷氨酸水平

升高，同时 5-羟色胺和 γ-氨基丁酸(GABA)水平下

降。本课题组前期研究显示，久居高原人群外周血

多巴胺水平明显降低，并且多巴胺水平的降低与认

知功能损伤存在一定的相关性；此外，在慢性低压

低氧暴露大鼠的血浆、脑脊液和大脑皮质中也观察

到多巴胺水平的降低[13]。

蛋白质泛素化是一种重要的翻译后修饰方式，

可调节多种细胞的功能，如蛋白质降解、细胞内吞

和免疫应答等[32]。目标蛋白的泛素化是通过不同的

泛素赖氨酸(K)连接介导的，并且泛素与底物的连接

位点决定蛋白质的命运。在不同类型的多泛素链中，

K48和K63是哺乳动物细胞中较多的泛素连接类型，

已被广泛研究[3-4]。Ub-K48连接参与蛋白质通过蛋白

酶体的降解，Ub-K63连接参与膜蛋白降解、信号转

导、DNA 损伤修复及自噬等过程[33-34]。低压低氧暴

露可能会导致蛋白质内稳态的破坏[35]。而缺氧导致

的TH表达水平变化是否与TH的泛素化降解有关尚

不明确。在衰老相关研究中，与 5 周龄小鼠相比，

21 月龄小鼠表达较多的 Ub-K48 泛素连接和较少的

TH与新生神经元，衰老促进了Ub-K48和Ub-K63泛

素连接及 TH 阳性蛋白质聚集体的形成，提示中脑

多巴胺能神经元 Ub-K48 和 Ub-K63 泛素赖氨酸连接

的表达可能参与衰老过程中多巴胺能神经元的丢

失[36]。本研究采用 Western blotting 检测接受不同低

氧时间处理的MN9D细胞及低压低氧暴露的小鼠中

脑 SNc 区中 Ub-K48、Ub-K63 和 TH 表达水平，结果

显示，缺氧可导致 TH 表达水平降低，而 Ub-K48 和

Ub-K63的表达水平升高。提示缺氧可能导致UPS途

径的异常表达，并且缺氧导致的 TH 表达下降可能

与Ub-K48和Ub-K63介导的泛素化降解有关。

作为一种有效的、可逆的蛋白酶体抑制剂，

A. 新物体识别实验中动物轨迹行为热区图；B. 旷场中的总路程；C. 新物体识别指数；**P<0.01

图6　MG132干预对低压低氧暴露导致的小鼠学习记忆功能的影响(NORT测试，n=8)
Fig. 6　Effect of MG132 intervention on the learning and memory impairment of mice induced by hypobaric hypoxia exposure (NORT 
test, n=8)
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MG132被报道可通过减轻炎症反应和氧化应激以及

诱导自噬，从而改善因缺氧缺血再灌注导致的组织

损伤[37-38]。缺氧导致记忆功能损伤的过程中伴随

UPS途径的异常表达，缺氧引起的TH表达降低可能

与其泛素化降解增加有关。给予泛素化抑制剂

MG132 干预是否能够逆转缺氧引起的 TH 降低并改

善记忆功能损伤尚不明确。本研究显示，在接受不

同低氧时间处理的MN9D细胞中，给予MG132干预

可抑制 Ub-K48 和 Ub-K63 的表达，降低 TH 的降解；

缺氧处理的同时给予MG132可改善缺氧导致的小鼠

记忆损伤。因此推测，MG132可能通过抑制Ub-K48
和 Ub-K63 泛素化修饰的水平，减少 TH 降解，从而

缓解缺氧所致的小鼠记忆损伤。

综上，本研究结果提示，在接受低氧处理的多

巴胺能神经元中，TH可能存在Ub-K48和Ub-K63依

赖的泛素化降解，MG132 通过抑制 Ub-K48 和 Ub-
K63 依赖的泛素化，可抑制缺氧多巴胺能神经元中

的 TH 降低，改善缺氧引起的小鼠记忆功能损伤。

因此，UPS 在缺氧所致记忆损伤中可能具有重要作

用，未来可围绕UPS 在缺氧所致记忆功能损伤中的

相关作用机制开展进一步研究，以期为治疗缺氧所

致记忆功能损伤的药物开发提供新的治疗靶点和

思路。
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