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６羟多巴损伤黑质导致迷走神经背核乙酰胆碱转移酶和酪氨酸羟化酶表达变化
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　　［摘要］　目的　观察６羟多巴（６ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ，６ＯＨＤＡ）损伤大鼠黑质后迷走神经背核（ｄｏｒｓａｌｍｏｔｏｒｎｕｃｌｅｕｓｏｆ
ｔｈｅｖａｇｕｓ，１０Ｎ）中乙酰胆碱转移酶（ｃｈｏｌｉｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣｈＡＴ）和酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）含量的变化。
方法　１６只ＳＤ大鼠根据随机数字表分为６ＯＨＤＡ大鼠组和对照组。６ＯＨＤＡ大鼠组双侧黑质（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａ，ＳＮ）内注
射６ＯＨＤＡ，对照组双侧ＳＮ内注射等体积的生理盐水。６周后断头取脑，Ｎｉｓｓｌ染色观察 ＳＮ和１０Ｎ中的 Ｎｉｓｓｌ小体，免疫
荧光和免疫印迹检测ＳＮ内ＴＨ和１０Ｎ内ＣｈＡＴ与ＴＨ的表达。结果　 与对照组比较，６ＯＨＤＡ大鼠组ＳＮ内ＴＨ阳性细
胞数量从（５４±５）个减少至（１３±２）个（Ｐ＜０．０５），蛋白表达水平从０．６２±０．１３降低至０．３４±０．１１（Ｐ＜０．０５），１０Ｎ中
ＣｈＡＴ阳性细胞数量从（３７±３）个减少到（２６±５）个（Ｐ＜０．０５），ＴＨ阳性细胞数量从（６±３）个增加到（１３±２）个（Ｐ＜
００５），背侧延髓内ＣｈＡＴ的蛋白表达水平从０．０７±０．０２下降至０．０５±０．０２（Ｐ＜０．０５），ＴＨ蛋白表 达水平从０．０８±０．０５
增高到０．１３±０．０４（Ｐ＜０．０５）。结论　 ６ＯＨＤＡ大鼠１０Ｎ中ＣｈＡＴ和ＴＨ表达变化可能与帕金森病患者的胃排空障碍存
在一定的联系。

　　［关键词］　 ６羟多巴；迷走神经背核；乙酰胆碱转移酶；酪氨酸羟化酶
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ｃｅｎｔａｓｓａｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＴＨｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＳＮａｎｄＣｈＡＴａｎｄＴＨｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｔｈｅ１０Ｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＴＨｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎ
ｔｈｅＳＮｏｆｔｈｅ６ＯＨＤＡｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｆｒｏｍ５４±５ｔｏ１３±２（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＴＨ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｆｒｏｍ０．６２±０．１３ｔｏ０．３±０．１１（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＣｈＡＴｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅ
１０Ｎｏｆｔｈｅ６ＯＨＤＡｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｆｒｏｍ３７±３ｔｏ２６±５（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＴＨｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅ
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　　迷走神经背核（ｄｏｒｓａｌｍｏｔｏｒｎｕｃｌｅｕｓｏｆｔｈｅｖａｇｕｓ，
１０Ｎ）在调节胃的运动中起主要作用，１０Ｎ中几乎所有
的运动神经元都含有乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ），
许多运动神经元含有去甲肾上腺素（ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ，
ＮＥ）和多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）［１－３］。酪氨酸羟化酶
（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）是含有儿茶酚胺能（ＮＥ、肾
上腺素和 ＤＡ）的神经元和内分泌细胞的标志［４］。免

疫组织化学研究已经证明了１０Ｎ中含有儿茶酚胺［５］。

超过８０％的帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）患者
同时伴有胃排空障碍［６］。胃的运动过程中，１０Ｎ中的
胆碱能和儿茶酚胺能神经元起主要作用。目前，黑质

（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａ，ＳＮ）内注射 ６羟多巴（６ｈｙｄｒｏｘｙｄｏ
ｐａｍｉｎｅ，６ＯＨＤＡ）制备的 ＰＤ模型得到了广泛应用。
研究发现，用６ＯＨＤＡ损伤双侧ＳＮ中的ＤＡ能神经元
（以下称６ＯＨＤＡ大鼠），大鼠的运动协调能力降低，
同时存在胃排空障碍［７］。因此，我们研究了６ＯＨＤＡ
大鼠１０Ｎ中乙酰胆碱转移酶（ｃｈｏｌｉｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＣｈＡＴ）和ＴＨ含量的变化，为进一步揭示ＰＤ患者胃排
空障碍的发生机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　成年健康ＳＤ品系雌性大鼠１６只，体质量２２０～２５０ｇ（新
乡医学院实验动物中心提供）。大鼠均进行行为检测，确认无

震颤、运动减少、肢体僵硬、竖毛、竖尾等行为后，每笼４只喂养
（室温２４℃，湿度４５％）。３ｄ后根据随机数字表分为对照组
与６ＯＨＤＡ大鼠组（ｎ＝８），６ＯＨＤＡ大鼠组双侧 ＳＮ内分别注
射２μｌ６ＯＨＤＡ，其中４只做免疫荧光染色，４只做免疫印迹。

１．２　６ＯＨＤＡ大鼠模型的建立
　　大鼠用１０％水合氯醛腹腔注射麻醉后，固定于脑立体定位
仪上，剪去头部毛发，在常规消毒下，于头颅正中切开头皮和皮

下组织，确定前囟坐标，参照大鼠脑立体定位图谱，确定两侧

ＳＮ坐标：前囟尾侧 ４．４ｍｍ，矢状缝两侧 １．２ｍｍ，硬膜下
７．８ｍｍ。进行标记定位后，牙科钻在相应部位钻透颅骨，勿损
伤硬脑膜。用５μｌ微量进样器吸取６ＯＨＤＡ４μｌ（４μｇ／μｌ），
每孔２μｌ，缓慢进针至预定深度，１μｌ／ｍｉｎ注入，注射完毕后留
针１０ｍｉｎ，１ｍｍ／ｍｉｎ缓慢退出，缝合皮肤。对照组大鼠用同样
的方法在两侧ＳＮ给予等体积的生理盐水。术后前３ｄ腹腔注

射青霉素钠２０×１０４Ｕ／只，以预防感染。

１．３　Ｎｉｓｓｌ染色
　　６周后，分别取２组大鼠４只，依次用１０％水合氯醛腹腔
注射麻醉，４％多聚甲醛灌流固定，取大脑，在同种固定液中继
续固定２４ｈ，然后依次用 １５％和 ３０％的蔗糖溶液梯度脱水
４８ｈ，－８０℃深冻冰箱中放置３０ｍｉｎ后，根据大鼠脑图谱确定
ＳＮ和１０Ｎ的位置，做冰冻连续冠状切片，切片２０μｍ厚。切片
入蒸馏水洗涤２ｍｉｎ，Ｎｉｓｓｌ染色液染３ｍｉｎ，蒸馏水洗涤１ｍｉｎ
后，依次脱水、透明、封片，显微镜下观察 ＳＮ和１０Ｎ中的 Ｎｉｓｓｌ
小体。

１．４　ＣｈＡＴ和 ＴＨ免疫荧光染色
　　切片经微波辐射法抗原修复１５ｍｉｎ，５％的山羊血清封闭
３０ｍｉｎ，ＳＮ处滴加小鼠单克隆抗体 ＴＨ（１∶１００００，Ｓｉｇｍａ），１０Ｎ
处分别滴加小鼠单克隆抗体 ＣｈＡＴ（１∶１００，Ｃｈｅｍｉｃｏ）和小鼠单
克隆抗体ＴＨ（１∶１００００），４℃孵育 １２ｈ后，１０Ｎ处 ＴＨ滴加
ＡｌｅｘａＦｌｕｒｏ４８８标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶５００，碧云天生物技术有
限公司），其余滴加Ｃｙ３标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（１∶５００，碧云天生
物技术有限公司），室温反应１ｈ，抗荧光淬灭封片剂封片。荧
光显微镜下观察ＳＮ中ＴＨ和１０Ｎ中ＣｈＡＴ与ＴＨ的表达，计数
每个视野中阳性细胞的数量。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＮ中ＴＨ和背侧延髓中ＣｈＡＴ、
ＴＨ的表达

　　按１．３中方法麻醉其余大鼠，冰上直接断头快速取出大鼠
ＳＮ及背侧延髓组织。常规提取组织中蛋白质，考马斯亮蓝法
检测蛋白浓度。２组蛋白各取样１００μｇ进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，
电转移至ＰＶＤＦ膜，裁剪目的条带。５％脱脂奶粉封闭２ｈ，小
鼠单克隆抗体ＴＨ（１∶１００００），小鼠单克隆抗体ＣｈＡＴ（１∶１０００，
Ｃｈｅｍｉｃｏ），４℃过夜；ＨＲＰ标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ（１∶５０００，碧云
天生物技术有限公司）孵育２ｈ，ＥＣＬ显色。应 ＦｌｕｏｒｃｈｅｍＶ２．０
系统进行光密度测定，以目的条带与内参照 ＧＡＰＤＨ的平均光
密度的比值表示蛋白水平，进行分析。

１．６　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件，组间比较进
行方差分析及ｑ检验。

２　结果

２．１　Ｎｉｓｓｌ染色结果
　　Ｎｉｓｓｌ染色可见ＳＮ和１０Ｎ处神经元的 Ｎｉｓｓｌ小体。与对照
组相比，６ＯＨＤＡ大鼠组ＳＮ处的Ｎｉｓｓｌ小体明显减少，１０Ｎ中的
Ｎｉｓｓｌ小体未见明显变化。见图１。

!

" #

$

%& !'

%& !'

%& !'

%& !'

Ａ、Ｃ：对照组；Ｂ、Ｄ：６ＯＨＤＡ组；Ａ、Ｂ：ＳＮ；Ｃ、Ｄ：１０Ｎ
图１　２组大鼠ＳＮ和１０Ｎ处的Ｎｉｓｓｌ染色观察
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２．２　６ＯＨＤＡ大鼠组ＳＮ的病变
　　ＴＨ是儿茶酚胺合成过程中的限速酶，是确定儿茶酚胺能
神经元的标志。ＳＮ中ＴＨ阳性的神经元大部分是ＤＡ能的，ＴＨ
阳性的神经元可间接地反映ＳＮ中ＤＡ能神经元的分布。与对
照组相比，６ＯＨＤＡ大鼠组注入 ＳＮ６周后，免疫荧光染色可见
ＳＮ中每个视野（×１００）ＴＨ的阳性的神经元数量从（５４±５）个
减少至（１３±２）个（Ｐ＜０．０５，图２）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析可见 ＳＮ
中 ＴＨ的蛋白水平从 ０．６２±０．１３降低至 ０．３４±０．１１（Ｐ＜
００５，图３）。
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Ａ：对照组；Ｂ：６ＯＨＤＡ大鼠组
图２　２组大鼠ＳＮ中ＴＨ免疫荧光染色结果
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１：对照组；２：６ＯＨＤＡ大鼠组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组大鼠ＳＮ中ＴＨ蛋白表达

２．３　１０Ｎ中ＣｈＡＴ和ＴＨ阳性神经元的分布
　　免疫荧光染色可见 ＣｈＡＴ分布于神经元的细胞体，ＴＨ分
布于神经元的细胞体和突起。与对照组相比，６ＯＨＤＡ大鼠组
１０Ｎ中每个视野（×２００）ＣｈＡＴ阳性神经元数量从（３７±３）个减
少到（２６±５）个（Ｐ＜０．０５）；ＴＨ阳性神经元数量从（６±３）个增
加到（１３±２）个（Ｐ＜０．０５），突起密度增高。在１０Ｎ的背侧，同
时可观察到 ＣｈＡＴ和 ＴＨ在孤束核（ｎｕｃｌｅｕｓｔｒａｃｔｕｓｓｏｌｉｔａｒｉｅｓ，
Ｓｏｌ）的分布与１０Ｎ中ＣｈＡＴ和ＴＨ的变化趋势一致。见图４。

２．４　背侧延髓ＣｈＡＴ和ＴＨ蛋白水平Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　１０Ｎ及其背外侧的 Ｓｏｌ均位于延髓的背侧。６ＯＨＤＡ注入
ＳＮ６周后，背侧延髓ＣｈＡＴ的蛋白表达水平从０．０７±０．０２下降
至０．０５±０．０２（Ｐ＜０．０５，图５），ＴＨ的蛋白表达水平从０．０８±
０．０５增高到０．１３±０．０４（Ｐ＜０．０５，图５）。
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１：对照组；２：６ＯＨＤＡ组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组大鼠背侧延髓处ＣｈＡＴ和

ＴＨ蛋白的表达

３　讨论

　　６ＯＨＤＡ损伤ＳＮ６周后，１０Ｎ中ＣｈＡＴ含量减少，
ＴＨ含量增多，提示在ＳＮ和１０Ｎ之间可能存在直接或
间接地纤维联系。研究表明，ＳＮ的 ＤＡ能神经元可投
射至下丘脑，ＳＮ中的ＤＡ能神经元可通过儿茶酚胺的
传输而激活自主神经［８］。同样，在下丘脑与１０Ｎ之间
也存在纤维联系。因此，ＳＮ中 ＤＡ能神经元的退行性
变可能会通过下丘脑影响１０Ｎ中一些神经元的活性。
ＳＮ与１０Ｎ之间是否存在直接的纤维联系，尚需进一
步研究。在损伤了 ＳＮ的 ＤＡ能神经元后，１０Ｎ中 ＴＨ
的表达却增高了，具体机制尚不清楚。

　　通过迷走神经，１０Ｎ中胆碱能神经元主要促进胃
排空，儿茶酚胺能神经元则主要抑制胃的运动［９］。因

此１０Ｎ中乙酰胆碱含量的降低和儿茶酚胺含量的增
多均可导致ＰＤ大鼠胃运动功能障碍。胃壁平滑肌中
的乙酰胆碱和多巴胺可来源于迷走神经末梢，也可来

源于消化道肌间神经丛中的胆碱能和 ＤＡ能神经元。
１０Ｎ中ＤＡ能神经元释放的 ＤＡ可以通过作用于消化
道肌间神经丛中胆碱能神经元上的 Ｄ２能受体而减少
Ａｃｈ的释放而抑制胃运动［１０］。由于 ＤＡ的长期抑制，
可能导致胆碱能神经元的萎缩。因此，１０Ｎ中胆碱能
神经元的减少和儿茶酚胺能神经元的增多可直接或间

接导致胃壁平滑肌中乙酰胆碱含量的降低。

　　胃的感觉信息主要是由Ｓｏｌ的神经元接收并整合
才传递至１０Ｎ［１１］。本实验在Ｓｏｌ可以观察到儿茶酚胺
能的神经元（释放ＮＥ或ＤＡ），ＰＤ大鼠背侧延髓中ＴＨ
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Ａ、Ｃ：６ＯＨＤＡ组；Ｂ、Ｄ：对照组；ＣｈＡＴ为红色，ＴＨ为绿色
图４　１０Ｎ中ＣｈＡＴ和ＴＨ免疫荧光染色结果
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的蛋白表达水平增高。研究表明，１０Ｎ投射至胃的神
经元中，通过细胞膜上的Ｄ１或Ｄ２样受体介导，ＤＡ可
分别与２８％或４３％的神经元产生兴奋性或抑制性的
效应［３］。ＮＥ则可作用于１０Ｎ神经元上的α１和α２受
体，多数情况下，ＮＥ可激活 α２受体引起细胞膜超级
化［１２］。因此，Ｓｏｌ中儿茶酚胺释放量的增多可能会抑
制胆碱能神经元细胞膜的兴奋性效应，引起胆碱能神

经元的减少，这可能是 ＰＤ大鼠胃运动功能障碍的主
要原因。具体的机制尚需进一步的研究。

　　本实验利用免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测技
术，用６ＯＨＤＡ损伤双侧 ＳＮ中的 ＤＡ能神经元，１０Ｎ
中ＣｈＡＴ表达减少，ＴＨ增多，二者含量的变化可能与
胃排空障碍存在一定的联系，为揭示 ＰＤ患者胃排空
障碍的发病机制提供了依据。
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）

　　（上接１７５３页）
患者予胰岛素泵治疗，由于其自身原因，未使用，故予甘精胰岛

素＋诺和锐３餐前注射，根据血糖调整，出院时患者的方案为甘
精胰岛素９Ｕ／晚，诺和锐４Ｕ／早，１４Ｕ／中，１１Ｕ／晚，出院４个月
后，患者自行在家严格控制饮食，规律运动，监测血糖调整胰岛

素用量为甘精胰岛素９Ｕ／晚，诺和锐４Ｕ／早，８Ｕ／中，７Ｕ／晚，现
血糖控制为空腹５～６ｍｍｏｌ／Ｌ，餐后２ｈ６～８ｍｍｏｌ／Ｌ，极少发
生低血糖，即便发生也可很快纠正，无严重低血糖出现，患者生

活质量明显提高。

２　讨论

　　胃大部切除术使残胃容量小，术后残胃与空肠吻合，食物
迅速通过胃排空而到空肠，吸收面积增大，易于消化，使餐后血

糖迅速升高，因此使用口服降糖药即便是“餐时调节剂”———瑞

格列奈，３０ｍｉｎ起效，１ｈ内血浆药物浓度达峰值，然后血浆浓
度迅速下降，４～６ｈ被清除，代谢物无降糖作用，但在该患者身
上用０．２５ｍｇ的小剂量仍可致其６～８ｈ后持续发生低血糖。
因此，对这类患者，使用口服降糖药是不合理的。由患者目前

使用的胰岛素剂量可以看出，其基础胰岛素与餐时胰岛素的比

例（９∶１９≈１∶２）离１∶１相去甚远，患者餐前所需量较大，基础量
较小，而目前我们使用的预混胰岛素（类似物），基础与餐时的

比例最小为１∶１，也达不到１∶２，因此，对她而言，使用预混胰岛
素（类似物）也不合理。由此，我们有理由认为，胃大部切除术

后的糖尿病患者要控制血糖，用胰岛素泵或者基础胰岛素（长

效胰岛素）＋餐时胰岛素（速效胰岛素）是比较合理的方案。
近年出现的有望可治愈２型糖尿病的胃转流术［１］，它与胃大部

切除术有类似之处，但荟萃分析表明［２－３］，其治疗２型糖尿病
的治愈率为７８％，因此那些没有被治愈的２型糖尿病患者术后
仍需要降糖治疗，那么这部分患者我们在予以降糖方案的选择

时要考虑肠吸收与胃吸收的不同，予口服降糖药可能导致持续

性低血糖的发生，此时，也许胰岛素是更好的选择，而预混胰岛

素（类似物）比例固定，不能个体化的满足每个患者的具体需

求，因此，我们认为，在这种情况下，应当首先考虑胰岛素泵或

者长效胰岛素＋速效胰岛素的方案控制患者血糖。
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