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&建立帕金森病"
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&大鼠模型的方法!并对模型进行综合评价'方

法
!

应用立体定向单针道双靶点方法在大鼠黑质致密部注射乳胞素!观察大鼠行为变化%黑质细胞形态及黑质致密部酪氨酸羟化

酶的变化'结果
!

注射乳胞素
%

周后!大鼠出现活动迟缓%震颤%少动%头向健侧倾斜%竖毛等行为改变!阿扑吗啡诱导后出现向左

旋转$给药后
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周!每组大鼠运动活跃性均低于生理盐水组'病理学检查发现进针部位均有小胶质细胞增生%多巴胺能神经元胞

体肿胀或萎缩$
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组变化较明显!部分黑质细胞内出现嗜伊红包涵体$
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组的酪氨酸羟化酶"
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&免疫阳性细胞数与生

理盐水组相比差异有统计学意义"

K

#

)')%

&!随着注射剂量的提高
DR

免疫阳性细胞数逐渐减少'结论
!

采用单针道双靶点注

射
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能成功建立临床症状和病理特征均符合
T"

要求的大鼠模型'
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帕金森病$

T8<L;5095K0,;04804T"

&#是一种常见于中老年

人的第二大中枢神经系统退行性疾病#发病率在
BP

岁以上老

年人群中接近
&S

#其发病率随年龄增长而升高#我国每年新

增的
T"

患者近
%)

万人'

%

(

)帕金森病模型的建立是探讨其发

病机制*治疗手段的前提条件)本研究将乳胞素通过单针道双

靶点法注射入大鼠黑质致密部制备
T"

大鼠模型#观察其行为

学和组织学变化#证实了该模型的科学性和可靠性#以期为
T"

的研究提供了一种简便有效的模型制作方法)
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材料与方法
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动物与试剂
!

健康清洁级雄性
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大鼠#体质量
&1P

$

*&P

@

#购于湖北医药学院实验动物中心)脑立体定向仪$江

湾
7

*

型&上海第二军医大学产品#蛋白酶体抑制剂乳胞素$

38>7

:8>

I

0:;5

&$

UB1+P

&购自
.;

@

?8

公司#

.7T

超敏试剂盒$

YMD7

A1%)

&*

"2!

$

"2!7))*%

&购自
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T"

大鼠模型制作
!

将
+)

只大鼠按给药剂量不同随机分

为
(

组#其中
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组
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只#
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组
&(

只#

+
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@

组
&(

只和生理

盐水对照组
+

只#经反复行为检测确认其无旋转行为后进行实

验)按照
&'P?U
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@

体质量腹腔注射
%)S

水合氯醛麻醉#固

定到脑立体定向仪上#颅顶备皮#铺巾#消毒#沿
."

大鼠矢状

线切开头皮及筋膜#暴露前后囱%立体定向仪进行准确定位并

标记#牙科钻钻孔#据包新民和舒斯云'

&

(报道的方法确定右侧

黑质致密部坐标#前囟后
P??

#矢状缝右
&'(??

#颅骨下
+
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和
1'P??

单针道双靶点按上述分组剂量注射
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#注射时间控制在
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#以便于药物的吸收与利用#生理

盐水组注射等体积的生理盐水)注毕留针
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#以
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的速度缓慢退针#链霉素喷淋*消毒处理后缝合伤口#术后

肌肉注射青霉素$
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万
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"只&#连续注射
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周)
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观察大鼠行为学变化及阿扑吗啡诱导旋转实验
!

在黑质

致密部注射
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后第
&

*

(

*

B

周#观察自主行为变化)随

后皮下注射多巴胺受体激动剂盐酸阿朴吗啡$
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导动物旋转行为#记录
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内动物旋转次数)
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旷场实验$
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术后第
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周分别行

旷场实验检测)旷场实验箱!黑色敞口木箱一只$规格为
P)

>?VP)>?V*)>?

#箱底划为
&P

个方格
*+>?V%)>?

&#将

."

大鼠放入正中一格#

&)0

后开始记录
%P?;5

内的各项行为

指标)反映运动活跃性的指标有!$

%

&大鼠躯干处于水平位置

时向前*后或左右两侧运动的时间为总跑动时间%$

&

&规定时间

内跑动的格子数$两爪以上跨入邻格为跑动
%

格&为穿梭距离%

$

*

&大鼠不表现任何活动的时间即无头或肢体运动及理毛行为

的时间为总停息时间%$

(

&下肢站立时左侧或右侧前肢倚靠箱

壁的次数%$

P

&双前肢抬起离地
%>?

以上的次数为下肢站立次

数%$

B

&嗅觉实验#大鼠靠近箱壁进行探究活动鼻子距离箱壁
P

>?

以内的次数%$

1

&大鼠自发向左侧或右侧行
%

"

(

弧度的环形

活动次数为反映不对称运动行为的指标)实验在
%B

!

))

$

&%

!

))

进行#实验室内暗光*安静#两次实验之间将箱底彻底打

扫干净)
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重庆医学
&)%%

年
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月第
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卷第
&A

期
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试验组与生理盐水组大鼠活动活跃性记录#
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K

#
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#与相同时间生理盐水组比较%

*

!

K

#

)')P

#与第
(

周同剂量组比较)
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大鼠黑质病理学检测
!

用药后第
&

*

(

*

B

周每组随机取大

鼠各两只#

%)S

水合氯醛麻醉后用
(S

多聚甲醛灌注固定后#

取中脑组织$含黑质&#置于
(\

固定液中继续固定)

%

周后取

材#常规脱水*石蜡包埋#切片#行黑质的
RO

染色及酪氨酸羟

化酶$

DR

&免疫组化染色$

.7T

法&#光镜观察)

B'G

!

统计学处理
!

应用
.T..%*')

软件包进行数据分析#数

据用
M_1

表示#采用单因素方差分析#各组间进行
"H5>850

多

重比较#

K

#

)')P

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C'B

!

动物的行为表现
!

&

*

(

*

+

!

@

组均在给药后
%

周开始出现

活动迟缓*静止性震颤*嗅探*抓握*少动*头向健侧倾斜*觅食

差*弓背*身体俯曲*竖毛等行为改变)

2Tc

诱导后给药组
1&

只大鼠#

%(

只不旋转#

%&

只右转#

(B

只左转)

&

*

(

*

B

周恒定左

转的小鼠平均转速均大于
1<

"

?;5

#且
*

个不同时期平均转速

之间差异无统计学意义$

K

$

)')P

&#为成功的
T"

模型)

C'C

!

旷场实验
!

在术后第
(

周#各剂量组在穿梭距离*总跑动

时间*总停息时间及旷场实验中反映运动活跃性的指标均低于

生理盐水组#且第
B

周与之比较差异有统计学意义$

K

#

)')P

&)下肢站立次数第
(

周
&

!

@

组与生理盐水组比较差异

无统计学意义$

K

$

)')P

&#其他各剂量组与生理盐水组比较差

异有统计学意义$

K

#

)')P

&#第
B

周各组与生理盐水组比较差

异有统计学意义$

K

#

)')P

&#

(

*

+

!

@

组与第
(

周比较差异均无

统计学意义$

K

$

)')P

&#见表
%

)

C'D

!

RO

染色和
DR

免疫组化结果
!

RO

染色显示#

*

种给药

剂量进针部位均有小胶质细胞增生#可见多巴胺能神经元胞体

肿胀或萎缩#

+

!

@

组损伤较明显#可见神经元包膜不完整#结

构不清#胞浆内见嗜伊红包涵体#见封
*

图
%

)

DR

免疫组化

示!在注射
38>:8>

I

0:;5&

周后#

&

*

(

*

+

!

@

组与生理盐水组对比#

DR

免疫阳性细胞元的数量差异均有统计学意义$

K

#

)')%

&#

随着注射剂量的提高#

DR

免疫阳性细胞的数量逐渐减少#见

封
*

图
&

*

*
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&
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表
&

!!

注射
38>:8>
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0:;5

后
DR

免疫阳性细胞元的

!!!

数量#

M_1

%个$

时间
&

!

@

组
(

!

@

组
+

!

@

组 生理盐水组

第
&

周
(P'AB_*'&&

"

*(')%_&'*B

"#

&&'(A_%'%)

"%

BB'(B_&'1P

第
(

周
*+'AA_%'1*

"

&+'+B_&'&1

"#

%+'1P_%'+P

"%

BB'%A_&'&(

第
B

周
*1'%&_&'&)

"*

&1'%A_%'11

"*#

%1'%1_&'%B

"*%

BB'PP_%'*&
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"

!

K

#

)')%

#与生理盐水组比较%

*

!

K

$

)')P

#与第
(

周同剂量组

比较%

#

!

K

#

)')P

#与
&

!

@

组比较%

%

!

K

#

)')P

#与
(

!

@

组比较)

D

!

讨
!!

论

引起
T"

发病的遗传和获得性因素十分复杂#目前尚没有

一种动物模型能模拟帕金森发病的过程及病理特征)

T"

是一

种神经退行性疾病#其病理特征是中脑黑质多巴胺能神经元选

择性*进行性变性和缺失#残存神经元呈
'

7

突触核蛋白和泛素

染色阳性的胞浆内出现
U4J

I

体#而
'

7

突触核蛋白主要由清理

毒性蛋白的泛素
7

蛋白酶体系统$

HE;

X

H;:;5

F

<9:4809?40

I

0:4?

#

WT.

&降解'

P

(

)

U8>:8>>

I

0:;5

是一种不可逆的哺乳动物的蛋白

酶体抑制剂#难以通过细胞膜#但在细胞培养介质中能转变为

>380:9738>:8>

I

0:;57

&

738>:954

进人细胞内#通过组织细胞内
&).

蛋白酶体与蛋白起接触反应的
'

亚单位#抑制
&).

"

&B.

蛋白酶

体功能#使
WT.

功能异常#导致
'

7

突触核蛋白单体及寡聚体降

解受阻在细胞内堆积#引起氧化应激水平的升高#氧化产物增

加#损害线粒体功能#诱发内质网应激#激活小胶质细胞#这些

因素将导致多巴胺能神经元损伤#最终导致
T"

的发生'

B7+

(

)

该实验用蛋白酶体抑制剂
U84:8>

I

0:;5

立体定向注入大鼠单侧

黑质致密部#能够阻碍
'

7

突触核蛋白的降解#由此建立有
U4J

I

体的
T"

大鼠模型)传统的
T"

模型只能复制出选择性多巴

胺神经元损伤#

U4J

I

体形成少#不能完全反映帕金森病的病理

特点)

T"

大鼠模型的制作方法有多种#主要由单点和多点注射

给药#注射部位包括中脑黑质*纹状体*内侧前脑束$

-$!

&以

及中脑黑质被盖区等'

A7%)

(

)

U44

等'

%%

(采用黑质致密区四点注

射法成功制造
T"

模型#多点注射可以提高模型的成功率#但

造成的机械损伤不可避免#死亡率高#操作难度大#同时也不符

合
T"

的病理改变和不利于后续实验)单点注射法亦见报道#

如
2=?8,

等'

%&

(采用纹状体单点注射法#

a93,

等'

%*

(采用前脑

内侧束单点注射法#均可建立
T"

模型)本科室根据脑立体定

向图谱精确定位后#采用单针道双靶点法将
38>:8>

I

0:;5

注入黑

质建立
T"

大鼠模型#与传统的单针道单靶点相比减少了用药

的剂量*扩大了药物的浸润范围#克服了因定位不准或操作技

术不稳定导致实验失败的困难#提高了制备模型的成功率%与

传统的双针道多靶点相比#降低了对动物模型的损伤程度#简

化了过程#使大鼠模型的存活率和成功率均得到提高)

T"

理想模型的标准是有能测量的行为学异常或缺陷#同

时伴有解剖和生化的改变'

%(

(

)旋转行为的出现及频率是鉴定

模型成功和损毁程度的一个重要标志#一般公认的标准是
*)

?;5

内旋转圈数大于或等于
&%)

圈#并且连续
(

次以上为合格

T"

模型'

%P

(

)本实验组中
1&

只大鼠中#经
2Tc

诱导后
(B

只

恒定向左转且转速大于
1<

"

?;5

#占
B(S

#术后
B

周的动物旋转

行为同术后
(

周无显著改变$

K

$

)')P

&#免疫组化亦发现术后

B

周的
DR

反应阳性神经元数目同术后
(

周相比差异无统计

学意义$

K

$

)')P

&#说明本研究建立的
T"

大鼠模型的稳定性)

在组织学评价上#

DR

免疫阳性细胞计数是重要的评价指标#

该实验大鼠黑质部位神经元变性#数量减少#小胶质细胞增生#

高剂量病理变化更加明显#发生神经元细胞膜不完整#结构不

清晰#胞浆内出现嗜红包涵体)免疫组化显示#各实验组
DR

阳性细胞数均发生明显减少#并呈现剂量和时间的依赖性#体

现了
T"

的缓慢性和渐进性的特点#说明其组织学与行为学改

变的一致性#也说明该模型更符合
T"

患者的临床过程)

综上所述#本实验通过立体定向采用单针道双注法将蛋白

酶体抑制剂注入大鼠黑质部成功构建了在行为学*形态学等方

面接近于人类特点的
T"

模型#为帕金森病的预防*发病机制

及治疗等研究提供了良好的实验基础)
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