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摘要：以 HEK293-α-syn 细胞和野生型小鼠原代皮质神经元为实验模型,深入探讨了不同浓度(0,0.1,1.0,5.0mg/L)Maneb 暴露的环境神经毒性及机制.结

果表明,Maneb 暴露浓度依赖性地抑制 HEK293-α-syn 细胞活性,诱导原代神经元损伤.Maneb 暴露浓度越高,其毒性作用越显著,其中 0.1mg/L 实验组中

神经元凋亡率接近 60%.此外,Maneb 暴露诱导 HEK293-α-syn 细胞和原代神经元内 α-syn 发生聚集,刺激其在 S129 位点发生异常磷酸化,不溶性磷酸化

α-syn 水平上调,进一步形成路易小体(LB)样聚集体,表明 Maneb 对帕金森(PD)样神经毒性的诱发作用. 
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Abstract：HEK293-α-syn cells and primary cortical neurons of wild-type mice were used as experimental models to deeply 

explore the environmental neurotoxicity and mechanism of Maneb exposure at different concentrations (0, 0.1, 1.0, 5.0mg/L). The 

results showed that Maneb exposure inhibited the activity of HEK293-α-syn cells in a dose-dependent manner and induced 

primary neuronal damage. The higher the Maneb exposure concentration, the more significant its toxic effect. In the 0.1mg/L 

experimental group, the apoptosis rate of neurons was close to 60%. In addition, Maneb exposure induced the aggregation of 

α-syn in HEK293-α-syn cells and primary neurons, stimulated its abnormal phosphorylation at the S129 site, and upregulated the 

level of insoluble phosphorylated α-syn, further forming Lewy body (LB)-like aggregates, indicating that Maneb induces 

Parkinson's (PD)-like neurotoxicity. 
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代森锰(Maneb)是一种含锰的二硫代氨基甲酸

酯杀菌剂,其在农业中被广泛用于控制作物病害和

提高作物产量
[1]

.然而,在施用过程中,Maneb 的滥用

导致其在环境中以残留物的形式积累.近几十年来,

在各种环境介质中都检测到了 Maneb 及其降解产

物
[2-3]

.例如,在巴基斯坦的饮用水中检测到Maneb的

浓度为 1.5μg/L
[2]

,加纳地表水中预测 Maneb 环境浓

度为 120μg/L
[4]

,在番茄汁样本中,检测到的Maneb含

量为 450μg/L
[5]

.此外,欧盟关于食品中农药残留的报

告证实,苹果､橘子､西红柿和豆类等水果和蔬菜中

均含有 Maneb
[6]

.因此,环境中的 Maneb 残留可能会

危害人类健康和环境安全. 

流行病学研究显示,环境因素已成为导致帕金

森病(PD)发病的诱因之一.农药的施用与 PD发病可

能性增加之间存在明显的相关性
[7-8]

,长期暴露于

Maneb能增加人群PD患病的风险
[9]

.PD是一种高发

的神经退行性疾病
[10]

,60 岁以上人群患病率约为

1%
[11]

.PD 典型病理特征中脑黑质致密部的多巴胺

能神经元变性丢失,残存神经元中形成嗜酸性的包

涵体——路易小体(LB),其主要成分是异常聚集 
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的 α-突触核蛋白(α-syn).α-syn 可发生过度磷酸化

和聚集,从而形成有害的寡聚体和纤维,最终损害神

经元功能
[12]

.其中 ,α-syn 的 Ser129 位点磷酸化

(p-S129)是导致 PD发病的关键机制
[13]

. 

毒理学研究表明,Maneb 长期暴露能诱导小鼠产

生PD样行为学改变,并能造成小鼠线粒体功能障碍、

氧化应激和神经细胞凋亡
[14-18]

.Maneb 暴露还能诱导

多巴胺能神经细胞中 α-syn 聚集体的形成
[19-20]

, 

1μg/mL Maneb导致 PC12细胞发生凋亡、α-syn聚集

并导致线粒体通透性改变
[20-21]

.Maneb 和百草枯联合

暴露导致多巴胺能神经元数量减少,同时寡聚 α-syn

的表达明显增加
[19]

.然而,目前对 Maneb 暴露诱导的

神经毒性及 α-syn 聚集缺乏系统性的研究,多数研究

仅通过免疫印迹实验检测 α-syn在 Maneb暴露后的

表达水平变化
[19-20,22]

,未对 α-syn 的聚集具体情况及

LB 样聚集体的形成机制进行系统研究  

[8,23-25]
.其

次,Maneb暴露后诱导α-syn发生的异常聚集以及LB

样聚集体的形成,该过程是通过何种潜在机制导致

PD 样神经毒性尚不明确.因此,本研究以 HEK293- 

α-syn 细胞和野生型小鼠原代皮质神经元为实验模

型
[26]

,系统性地研究 Maneb 在体外暴露产生的环境

神经毒性,评估 α-syn在Maneb暴露后的聚集水平变

化,并进一步对 LB 样聚集体典型的生物标记物泛素

(Ubiquitin)、p62以及 α-syn p-S129 进行荧光共定位

分析,探究 α-syn 聚集的具体特征、部位、磷酸化位

点及程度,分析 LB样聚集体形成的原因,为后续研究

Maneb的神经毒性分子机制提供参考. 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及化学试剂 

Maneb 购 自 天 津 阿 尔 塔 科 技有限 公 司

(1ST21098),在二甲基亚砜(DMSO)中溶解配置浓度

为 2500mg/L 的储备液并保存,临用前在 DMEM 培

养基(Solarbio,11995)中稀释至实验所需浓度.α-syn 

PFFs 按照以往研究中描述的方法,通过大肠杆菌(E. 

coli)表达系统表达人源 α-syn 单体,经纯化后聚集形

成
[27]

.本研究使用的抗体和试剂包括 p62(Abcam, 

Ab56416),泛素(Cell Signaling Technology, 39367), 

HRP-conjugated anti-rabbit IgG(Bio-Rad, 170-6515), 

HRP-conjugated anti-mouse IgG(Bio-Rad, 170-6516), 

p-S129(Cell Signaling Technology, 23706s), p-S129 

(Biolegend, 825701), GAPDH (Proteintech, 60004- 

1-Ig), NeuN (Millipore, MAB3317), Map-2(Thermo 

Fisher Scientific, SF254293), Alexa Fluor 488- 

conjugated goat anti-rabbit IgG(Invitrogen, A-11012), 

Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-mouse IgG 

(Invitrogen、A-11005), DAPI (Biofroxx, EZ3412B205), 

Cell Counting Kit-8(CCK-8)细胞活性检测试剂盒

(Solarbio, CK04), TUNEL BrightRed细胞凋亡检测

试剂盒(Vazyme, A113-03). 

1.2  细胞培养和Maneb 处理 

本实验使用的 HEK293-α-syn细胞是一种基于

人胚胎肾细胞经基因工程改造的模型,改造后可产

生GFP-α-syn,表现出稳定和强烈的 α-syn积累和磷

酸化
[28]

,便于系统且全面地观察Maneb暴露对α-syn

聚集的诱导作用,常用于研究 PD和其他突触核蛋白

病中 α-syn的功能、聚集、毒性及其调控机制.使用

DMEM 培养基(含 10%胎牛血清,100μg/mL 青霉素-

链霉素溶液)于 37℃、5% CO2 恒温培养箱内培养.

为了促进内源性 α-syn的积累,本研究采用了 α-syn

预成纤维(PFFs).PFFs 是在特定条件下通过体外重

组人源α-syn形成的纤维状聚集体,它能够有效地触

发细胞和神经元内 α-syn 纤维的生成,模拟病理性

α-syn的构象
[29]

.PFFs诱导的 α-syn聚集模型与帕金

森病的相似度更高,目前被广泛用于 PD等神经退行

性疾病模型的建立和机制研究
[28-29]

.采用 6µg α-syn 

PFFs预处理 HEK293-α-syn 6h 后,加入不同环境浓

度梯度(0,0.1,1.0,5.0mg/L)的Maneb于培养基中培养

24h,对照组加入等量 DMSO.为接近真实环境条

件,Maneb 最低浓度的设置基于水生环境和食物样

本的数据
[4-5,30]

. 

1.3  原代神经元培养和Maneb 处理 

野生型小鼠原代皮质神经元购自 Thermo 

Fisher Scientific 公司(A15586)并进行正常培养 7d

后 

[31]
,将神经元暴露于 α-syn PFFs与Maneb 再次培

养7d,第14d使用含4%甲醛的溶液固定细胞,测定细

胞通透性,随后通过免疫荧光技术进行分析.其中,α- 

syn PFFs与Maneb浓度与HEK293-α-syn细胞中使

用的浓度一致. 

1.4  细胞活力 

将 HEK293-α-syn 细胞接种于 96 孔板中.经

Maneb处理24h后,每孔加入10μL CCK-8试剂并在培
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养箱中培养 2h,随后在 450nm 波段采用酶标仪测定吸

光度值,并计算相对于对照组的细胞活性百分 比. 

1.5  蛋白质免疫印迹 

为提取可溶性和不可溶性 α-syn,使用含有蛋白

酶和磷酸酶抑制剂的 1% Triton X-100(体积比)溶液

冲洗处理后的细胞两次,轻轻刮取细胞,经过 0.5s 的

脉冲后,冰上裂解 30min,4℃、15,000r/min 转速下离

心 1h.收集沉淀物上液体样本,即可溶部分.剩余的沉

淀物即不溶部分,将其溶解在含有 2%SDS的TBS溶

液中,加入蛋白酶和磷酸酶活性抑制剂.超声处理,脉

冲持续时间为 0.5s,振幅为 20%,共重复 15次.室温下

孵育 0.5h,离心后,保留含有不溶性组分的液体部分. 

BCA法定量蛋白质浓度.进行 SDS-PAGE凝胶电泳.

随后将蛋白质转印至 NC 膜,5%脱脂牛奶常温封闭

1h,一抗 4℃孵育过夜.TBST 溶液洗涤 3次,二抗室温

孵育 1h,再次洗涤 3 次后,在化学发光成像系统中显

影.采用 ImageJ 软件分析蛋白质条带灰度值. 

1.6  细胞凋亡检测 

使用 TUNEL BrightRed 细胞凋亡检测试剂盒检

测原代神经元凋亡情况.将细胞载玻片用 1×PBS(含

0.2% Triton X-100)处理 5min 使其通透,含 5% BSA的

1×PBS 溶液封闭 1h 后,将载玻片置于 TUNEL检测试

剂盒溶液中,标记后37℃孵育1h.PBS洗涤3次后,一抗

4℃孵育过夜,洗涤后,荧光二抗孵育 1h,再次进行洗涤.

为了观察细胞核,DAPI 染色 5min.PBS 洗涤 3 次后封

片,通过荧光显微镜观察正常细胞核和凋亡细胞核. 

1.7  免疫荧光染色 

使用 4%多聚甲醛和 0.1% Triton X-100 固定细

胞 15min.PBS 洗涤 3 次后,3% BSA 封闭 30min,一抗

4℃孵育过夜.二抗室温下孵育切片 2h.DAPI 染色

30s后,PBS洗涤3次.使用倒置荧光显微镜(TH4-200, 

Olympus)对密封玻片进行观察.统计分析重复 3 次,

每次视野内不少于 120 个细胞.使用 ImageJ 软件计

算细胞总数和荧光强度. 

1.8  统计分析 

通过 GraphPad Prism 8.0 对实验数据进行统计

分析和图表绘制.采用单因素方差分析(ANOVA)和

Tukey多重比较检验评估组间差异.所有数值均进行

了正态性检验,以平均值±SEM 表示,P<0.05 为具有

统计学意义.每个实验重复 3 次,至少进行 3 次独立

试验. 

2  结果与分析 

2.1  Maneb 在 HEK293-α-syn 细胞中诱导神经毒

性和 α-syn聚集 

为评估Maneb对HEK293-α-syn细胞生长的潜

在神经毒性,本研究测定了暴露于不同浓度梯度的

Maneb 24h 后的细胞活性和 α-syn聚集情况,结果如

图 1 所示.Maneb 浓度依赖性地降低细胞活性,与对

照组相比,Maneb 处理组的细胞活性明显下降.经 0.1

和 5.0mg/L Maneb 处理的 HEK293-α-syn细胞活力

从 90%下降至 30%,细胞活性大幅降低(图 1(a)).此外,

免疫荧光分析显示,1.0mg/L Maneb 暴露明显促进

HEK293-α-syn 细胞中 α-syn 聚集体的产生 ,而

0.1mg/L Maneb 组与 PFFs 组之间没有显著差异.当

浓度达到 5.0mg/L时,α-syn的聚集程度与PFFs组相

比显著增加(图 1(b,c)).这些结果表明,Maneb 暴露诱

导 HEK293-α-syn细胞神经毒性和 α-syn聚集. 

2.2  Maneb暴露诱导 α-syn形成 LB样聚集体 

为评估 Maneb暴露对 LB样聚集体形成的诱导

作用,本研究对 α-syn、泛素和 p62蛋白的水平变化

进行检测并进行双标记免疫荧光分析,结果如图 2

所示.经不同浓度 Maneb 处理 24h 后,α-syn 与泛素

共定位程度呈浓度依赖性增加.此外与 PFFs 组相

比,5.0mg/L Maneb实验组泛素化水平出现了显著变

化(图 2(a,c)).同样,随着 Maneb 暴露浓度的增加, 

α-syn和 p62蛋白发生了共定位,浓度为 5.0mg/L 时

的共定位程度最高(图 2(b,d)).泛素和 p62是LB样聚

集体的典型生物标记物
[32-33]

,α-syn与泛素和 p62的

共定位表明,Maneb 暴露不仅能促进 α-syn 的聚集,

还能诱导 α-syn形成类似 LB样聚集体,且该影响呈

浓度依赖性增加. 

2.3  Maneb暴露诱导 HEK293-α-syn细胞中 α-syn

磷酸化 

α-syn中 S129位点的磷酸化是 PD发病的关键

机制,为了评估 α-syn磷酸化水平,探明LB样聚集体

形成的原因,本研究从 HEK293-α-syn 细胞中分离

出了可溶性和不可溶性的 α-syn,并对其进行蛋白质

免疫印迹分析,结果如图 3 所示.Maneb 暴露诱导

α-syn在S129位点磷酸化,并显著增加了 α-syn的不

溶部分.此外,暴露于高浓度Maneb 后,不溶性磷酸化

α-syn的表达明显上调,表明 Maneb暴露诱导 α-syn
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聚集体增加.因此,Maneb 暴露加剧 α-syn 的磷酸化, 并促进体外产生更多的 α-syn 聚集体. 

 

图 1  Maneb 暴露诱导 HEK293-α-syn 细胞活性和 α-syn 聚集水平变化 

Fig.1  Cell viability and α-syn aggregation caused by maneb exposure in HEK293-α-syn cells 

(a)为Maneb暴露 24h后 HEK293-α-syn细胞活性水平变化(***P< 0.001,****P< 0.0001,n = 4);(b)为 α-syn PFFs及Maneb处理后免疫荧光分析

HEK293-α-syn细胞中 α-syn聚集情况,绿色荧光表示形成 α-syn聚集体,比例尺=20µm;(c)为各实验组形成 α-syn聚集体的柱形统计图(**P< 

0.01,****P< 0.0001,n=4) 
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图 2  Maneb暴露诱导 α-syn形成 LB样聚集体 

Fig.2  Maneb induces α-syn to form LB-like aggregates 

(a,b)分别为 α-syn PFFs和Maneb处理后 HEK293-α-syn细胞泛素和 p62的荧光图.红色荧光分别代表泛素和 p62,比例尺=20µm;(c,d)分别为泛素和 p62

平均荧光强度的柱形统计图(*P<0.05,**P<0.01,****P<0.0001,n=4). 

 

图 3  Maneb暴露诱导 HEK293-α-syn细胞中 α-syn磷酸化 

Fig.3  Phosphorylation of α-syn is induced by maneb in HEK293-α-syn cells 

(a)为α-syn PFFs和Maneb处理后可溶性和不可溶性p-S129 α-syn的水平变化;(b)为不可溶性/可溶性p-S129 α-syn含量柱形统计图(****P<0.0001,n=3) 

 

图 4  Maneb暴露对原代神经元的神经毒性作用 

Fig.4  Neurotoxic effects of maneb on primary neurons 

(a)为 α-syn PFFs和Maneb处理后的原代神经元中 NeuN和 TUNEL的共定位荧光图,比例尺=20µm;(b)为 TUNEL荧光的柱形统计图

(***P<0.001,****P<0.0001,n=4) 
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2.4  Maneb暴露诱导原代神经元毒性损伤 

海马体和皮层的神经元损伤是 PD 发病的关键

机制之一
[34-36]

.本研究进一步评估了 Maneb 对野生

型小鼠原代皮质神经元的毒性作用.Anti-NeuN 是

一种特异性神经元核抗原,常用于识别脑切片中的

神经元.免疫荧光染色结果如图 4 所示,随着 Maneb

浓度的上升,Anti-NeuN和 TUNEL共定位的神经元

数量增加.与单独暴露于 PFFs相比,Maneb暴露以浓

度依赖性的方式显著诱导神经元发生凋亡 .在

0.1mg/L实验组中,凋亡神经元接近60%.Maneb暴露

诱导小鼠皮质神经元神经变性 ,其中高浓度组

5.0mg/L Maneb暴露表现出显著的神经毒性. 

2.5  Maneb 暴露诱导原代神经元中 α-syn 磷酸化

并形成 LB样聚集体 

 

图 5  Maneb 暴露诱导原代神经元中 α-syn 磷酸化并形成 LB 样聚集体 

Fig.5  Phosphorylation of α-syn and the formation of LB-like aggregates induced by maneb in primary neurons 

(a)为α-syn PFFs和Maneb处理后的原代神经元Map-2和p-S129的荧光图,比例尺=10µm;(b)为原代神经元中p-S129和泛素的荧光图,比例尺=10µm.;(c)

为原代神经元中 p-S129和 p62的荧光图,比例尺=10µm;(d,e,f)分别为 p-S129、泛素、p62平均荧光强度的柱形统计图

(*P<0.05,**P<0.01,****P<0.0001,n=6). 
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为了研究 Maneb 暴露对野生型小鼠原代皮质

神经元中 α-syn 的聚集机制,本研究评估了 Maneb

暴露 7d 后神经元中 p-S129、泛素和 p62的水平变

化 ,结果如图 5 所示 .原代神经元的形态发生改

变,α-syn 磷酸化水平提高,神经元聚集体变得更加

突出,突触区缩小,形成球形聚集体.同样,在树突和

轴突中也观察到了丝状或带状的α-syn聚集体,这些

聚集体在原代神经元中形成了LB样聚集体(图5(a)).

与 PFFs 处理组相比,Maneb 暴露诱导神经元内 p- 

S129水平呈浓度依赖性增加(图5(d)),即Maneb能促

进原代神经元的 α-syn 磷酸化 .此外 ,神经元在

Maneb暴露下泛素和 p62表达水平呈浓度依赖性升

高(图 5(e,f)),表明神经元内形成了 LB 样聚集体.值

得注意的是,神经元中的 p-S129与泛素和 p62 标记

的聚集体共定位,泛素和 p62 大多以球状结构在神

经元突起和神经元细胞体附近被检测到(图 5(b,c)).

结果表明,α-syn 最初以纤维状聚集,最终在核周区

域以LB样聚集体的形式聚集.因此,Maneb暴露会浓

度依赖性诱导神经元变性和 α-syn 在 S129 位点的

磷酸化,原代神经元中 LB样聚集体增多. 

3  讨论 

Maneb 作为一种广泛使用的杀菌剂,主要通过

呼吸道、皮肤和消化道途径的吸收暴露对人类和其

他生物造成潜在神经毒性.Maneb 暴露在空气或潮

湿环境中易分解,主要降解物乙撑硫脲(ETU)具有多

种致畸、致癌及免疫毒性
[37,38]

.ETU在常温常压下性

质稳定,分解速率缓慢,在水中的溶解度很高,Maneb

及 ETU 进入生物体后,其残留物优先在甲状腺中累

积,其次为肝脏,长期低剂量暴露可能具有累积性风

险
[39]

.此外,Maneb 还具有潜在间接放大风险,进入环

境中的Maneb污染通过影响藻类、小型甲壳类、水

生昆虫等低级生物,进一步影响鱼类、鸟类,最终在

人体内进行蓄积.美国环境保护署指出,Maneb 暴露

对水生物种构成急性风险,对鸟类和哺乳动物则具

有一定的慢性风险
[40]

.在神经毒性效应方面,毒理学

研究表明,暴露于 Maneb 会降低斑马鱼的存活率和

孵化率 ,从而导致发育毒性 ,而暴露于高浓度的

Maneb 则会诱导斑马鱼神经中毒和运动功能障

碍  

[3,41]
.本课题组先前研究表明,Maneb 通过线粒体

凋亡途径引发多巴胺能神经细胞凋亡.随着 Maneb

浓度增加,细胞中 Bcl-2水平降低,Caspase-3水平升

高
[42]

.此外,Maneb 还能特异性诱导多巴胺能神经细

胞的毒性损伤,并导致小鼠出现类 PD行为学和病理

变化,表现为运动功能障碍和纹状体中多巴胺水平

降低
[43-44]

.然而,Maneb 诱发 PD 样神经毒性及潜在

分子机制还需要进一步阐明. 

3.1  Maneb暴露诱导神经毒性和 α-syn聚集 

本课题组先前研究发现 ,暴露于 60mg/kg 

Maneb的 α-syn A53T 转基因小鼠出现了类 PD的运

动功能障碍
[46]

.鉴于Maneb与PD发病之间潜在的流

行病学关联,为了进一步探索 Maneb 的毒性作用并

阐明其神经毒性机制,本研究在体外评估了 Maneb

暴露引发的神经毒性以及其对 α-syn聚集的诱导作

用.结果表明,暴露于 Maneb 后,HEK293-α-syn 细胞

活性水平显著降低,神经元凋亡水平显著提高,且均

呈浓度依赖性.此外,暴露于Maneb诱导 α-syn聚集,

加剧 α-syn 在 S129 位点的磷酸化,并导致不溶性磷

酸化 α-syn 的增加.值得注意的是,Maneb 暴露还诱

导 α-syn在 HEK293-α-syn细胞和原代神经元中形

成 LB 样聚集体.综上所述,本研究系统性研究了

Maneb暴露对细胞中 α-syn聚集并形成 LB样聚集

体的诱导作用,为Maneb暴露诱导PD的潜在危害和

机制提供了新的证据. 

泛素-蛋白酶体系统和自噬-溶酶体途径是细

胞质中 α-syn 降解和消除的主要机制.正常情况下, 

α-syn 单体通过泛素-蛋白酶体系统降解,而自噬-溶

酶体途径主要负责 PD中不溶性 α-syn的降解
[47]

.这

两条途径的功能障碍会导致α-syn的积累,最终促进

PD发病
[48]

.积累或细胞清除功能受损导致 α-syn的

分泌和释放,进一步导致了神经毒性.本研究发现,暴

露于 1.0和 5.0mg/L的Maneb 24h后,HEK293-α-syn

细胞中 α-syn聚集体含量显著增加.其他研究表明,1 

μg/mL的Maneb对 PC12 细胞产生神经毒性并导致

细胞凋亡的同时,α-syn 出现了大量聚集
[49]

.因此, 

α-syn的病理性聚集在 Maneb暴露诱发 PD样神经

毒性中起着至关重要的作用.此外,有研究指出在

Maneb的低剂量(150nmol/L)暴露下,α-syn的早期聚

集反应可能呈现毒物兴奋效应(Hormesis),即低剂量

激活适应性保护机制
[50]

.这一观点有待未来通过组

学分析等手段进行进一步验证. 

3.2  Maneb暴露诱导 α-syn形成 LB样聚集体 
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泛素和p62是LBs的典型标志物,它们的异常积

累反映了蛋白质降解系统的功能障碍,这是 PD的重

要病理特征.本研究中,Maneb 能浓度依赖性诱导

HEK293-α-syn 细胞和原代神经元中大量 α-syn 与

泛素和 p62出现共定位,并进一步形成LB样聚集体,

该现象与 PD样神经毒性损伤机制有密切联系. 

3.3  Maneb暴露诱导 α-syn在 S129位点磷酸化 

为了研究 Maneb 暴露诱发 α-syn 聚集的机制,

本研究评估了 Maneb暴露后 α-syn在 S129位点磷

酸化的表达水平.通过蛋白质免疫印迹法,本研究测

定了 HEK293-α-syn细胞中可溶性和不可溶性磷酸

化 α-syn的水平.α-syn的积累和毒性受到磷酸化过

程的显著影响,尤其是 S129 位点的磷酸化
[51]

.通

常,α-syn在神经元突触前端以可溶性单体形式表达,

然而,在病理条件下,α-syn 会在 S129 处发生异常磷

酸化,导致其二级结构发生变化,错误折叠并形成富

含 β-折叠的中间态,进一步形成稳定的交叉-β 片层,

并引发一系列有害的生化事件,包括氧化应激、炎症

和线粒体功能受损
[28]

,最终导致多巴胺能神经元变

性和损伤.本研究中,Maneb 暴露加剧了体外 α-syn

的磷酸化并提高了 α-syn 聚集体的水平.随后,本研

究通过免疫荧光分析验证了 Maneb 对原代神经元

的神经毒性作用,同样,Maneb 暴露显著诱导神经元

内 p-S129水平呈浓度依赖性增加.S129位点的磷酸

化状态影响着多巴胺能神经细胞病理进程.研究发

现,在 SH-SY5Y 细胞中,通过构建 S129A 突变体对

S129 位点的磷酸化进行阻断后,S129A 突变体的表

达减少了胞质溶胶中类似 LB 的嗜酸性细胞包涵体

的形成
[52]

.在大鼠模型中,构建 S129A突变体形成了

更大的 α-syn 病理性包涵体,延缓了病理进程
[53]

.同

样,在果蝇模型中阻断 S129位点的磷酸化后,包涵体

形成数量显著增加,但其形成时间更晚,同时抑制了

α-syn 诱导的多巴胺能神经元变性
[54]

.此外,也有研

究提出了相反的意见,p-S129 可能是一种病理标志

物,而非病理驱动因子,阻断 S129 磷酸化后,大鼠黑

质致密部和纹状体中的多巴胺能神经元病变加剧,

多巴胺(DA)和酪氨酸羟化酶(TH)水平显著降低
[55]

.

目前,p-S129 的致病相关性仍然存在争议
[56-57]

,在未

来研究中将针对该问题展开深入探讨,以进一步完

善相关机制的验证. 

毒理学研究表明,Maneb 暴露可诱导蛋白质硫

醇烷基化、氧化应激、细胞凋亡、线粒体功能损伤、

破坏线粒体膜电位、抑制脱氢酶等
[14,58-59]

.此

外,Maneb 可通过活性半胱氨酸硫醇与线粒体酶发

生特异性作用,并改变其硫醇氧化还原状态,从而导

致线粒体正常功能受损
[15]

.线粒体功能障碍在PD的

病理进程中起着至关重要的作用 .在大鼠体内 , 

Maneb 选择性地与线粒体复合物 III 结合并抑制其

活性
[59]

.同时,活性氧(ROS)的积累也会干扰线粒体

的正常生理功能,导致多巴胺能细胞发生凋亡
[60-61]

.

此外,Maneb还会影响小鼠中与 PD相关的生物标志

物如多巴胺转运体(DAT)和 TH 的基因表达
[62]

.通过

利用靶向代谢组学和蛋白质免疫印迹分析,本课题

组验证了Maneb暴露诱导了PD相关信号通路紊乱,

包括苯丙氨酸和色氨酸的代谢通路,以及多巴胺能

突触、突触囊泡循环、氧化应激和线粒体功能障

碍 

[46]
.此外, Maneb 还能通过 PKA/CREB 信号通路

和线粒体凋亡通路介导多巴胺能细胞凋亡
[18]

.综上, 

Maneb暴露诱导的神经毒性通过多种机制和信号通

路联合作用引起.因此,关于 Maneb 对于 PD 样神经

毒性的诱发及其具体机制有待进一步的研究. 

本研究首次系统性研究了 Maneb 在体外诱导

α-syn聚集的形态特征、具体部位和 Ser129磷酸化

位点及 LB样聚集体的形成,为阐明Maneb的 PD样

神经毒性分子机制提供证据.未来的研究将聚焦于

进一步阐明 Maneb 的神经毒性作用,并揭示 Maneb

诱导 PD的深层次毒性机制. 

4  结论 

4.1  Maneb 暴露具有环境神经毒性,浓度依赖性地

抑制 HEK293-α-syn 细胞活性,诱导野生型小鼠原

代皮质神经元形态发生改变,凋亡水平上升并造成

毒性损伤.Maneb 暴露浓度越高,其诱发的神经毒性

越显著,其中 0.1mg/L 实验组中神经元凋亡率接近

60%. 

4.2  Maneb 暴露诱导 HEK293-α-syn 细胞和野生

型小鼠原代皮质神经元内 α-syn聚集,泛素、p62蛋

白与 α-syn 共定位程度呈浓度依赖性增加,α-syn最

初以纤维状聚集,最终在核周区域形成 LB 样聚

集 体. 

4.3  Maneb 暴露加剧 HEK293-α-syn 细胞和野生

型小鼠原代皮质神经元内 α-syn 在 S129 位点磷酸
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化,且不溶性磷酸化 α-syn增加. 
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