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左旋多巴对帕金森病大鼠神经行为学影响的动态研究 

丁宏娟，何建成，王文武 

(上海中医药大学中医诊断教研室，上海 201203) 

【摘 要】目的：探讨50 mg／kg剂量左旋多巴(L—dihydroxy-．-phenylalanine，L-dopa)对帕金森病(Parkinson disease。PD)大鼠神经 

行为学影响的动态变化。方法：采用经典的6-OHDA脑立体定向注射术建立大鼠PD模型，并将成功PD模型随机分成 2组：pD 

模型组和 L-dopa组，其中L—dopa组连续腹腔注射50 mg／kg剂量的L-dopa，共 8周，并在不同时间点(2．4、6、8周)观察PD大 

鼠神经行为学(大鼠对侧旋转圈数、旋转启动时间、旋转持续时间、剂峰旋转圈数和大鼠AIM评分)变化。结果：随着L—dopa用 

药时间的延长，①大鼠对侧旋转圈数不断增加，且在 6周时达到峰值，与2周比较，差异有统计学意义(P<0．05)；②旋转启动时 

间不断减少，但差异无统计学意义(尸>0．05)；③旋转持续时间不断增加，且 6、8周时与2、4周比较，差异均有统计学意义(P< 

0．05)；④剂峰旋转圈数有不断增加趋势，且 6周时与2周比较，差异有统计学意义(P<0．05)；~AIM评分不断增加，其中6、8周 

时与2周比较，差异有统计学意义(户l<0．05或P<0：O1)，8周时与4周比较，差异有统计学意义(尸≮O．05)。结论：50 mCk,g剂量的 

L-dopa对PD大鼠具有明显的神经毒性，模型动物具有典型的神经行为学改变且稳定可靠，可用于L-dopa毒副反应的研究。 
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The dynamic study On the behaviorall effect on rats with Parkinson’s disease 

treated by Levodopa 

DING 觎 ，HE Jian-cheng，WANG Wen-wu 

(Department of Traditional Chinese Diagnostics，Shanghai University of Traditional Chinese Medicine) 

【Abstract]Objective：To observe the behavioral effect on rats with parkinson disease treated by 50 mg／kg dose of L-dopa(L---di-一 

hydroxy-phenylalanine)．Methods：The PD model rats were established through stereotaxic injection of 6-OHDA，and the successful 

models of PD were randomized into two groups：the PD control group and the LD model group，then the LD model group was treated 

intraperitoneally with 50 mg／kg dose of L-dopa for 8 weeks,,Then at different time(2，4，6，8 weeks)，the behavioral changes of PD 

models(include the rotation behavior induced by APe，the initiating time of rotation，the lasting time of rotation，the maximum number 

of rotation，and the score of abnormal involuntary movement)were observed．Results：As the time given L-dopa went by④Ithe rotation 

behavior induced by APe gradually increased，and reached the peak at 6 weeks，compared with 2 weeks，there was difference(P< 

0．05)；②tlle initiating time of rotation gradually decreased，but there was no difference(P>O．05)；~the lasting time of rotation gradu— 

ally increased，and 6，8 weeks compared with 2，4 weeks，there were significant difference(P<0．05)；@)the maximum number of rota— 

tion gradually increased，and 6 weeks compared with 2 weeks，there were difference(P<0．05)；⑤the score of abnormal involuntary 

movement gradually increased，and 6，8 weeks compared with 2 weeks，there were difference(P<0．05 or P<O．01)，8 weeks compared 

with 4 weeks，there was also difference(P<0．05)．Conclusion：The 50 mg／kg dose of levodopa has neurotoxic effect on rats with PD， 

the models display the typical and stable behavior，so it is suitable for the side--．effect study of LD． 
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左旋多巴(L-dihydroxy—phenylalanine，L-dopa)替代疗法 

仍是目前治疗帕金森病(Parkinson disease，PD)的主要手段， 

是其它治疗方法和药物所无法替代和比拟的f1]。但近来研究 
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发现 U．-dopa具有神经毒性作用田，且随着服药时间的增加 ， 

其毒副反应愈加明显。本研究采用在经典的 6-OHDA黑质 

偏侧注射致 PD模型基础上 ，观察 50 ms／ks剂量的L一-dopa对 

PD大鼠模型神经行为学的影响，进一步探讨 L-·-dopa治疗 

PD的效果和毒副反应，以期为后续 L—dopa毒副反应的研究 

提供可靠的实验动物模型，同时也为I临床应用L—dopa治疗 

PD提供依据。 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物 SD大鼠，180只，SPF级，雄性，体重 180～200 g， 

由上海中医药大学实验动物中心提供。许可证号：SYXK(沪) 

2004—0005。实验条件：动物饲养在上海中医药大学实验动物 

中心，恒温(23±2)℃，自动光一暗控制(LD12：12，即 07：00～19：00 

光照，19：00～07：00暗置)，相对湿度 60％～65％，动物摄食饮 

水 自由。 

1．1．2 药品 水合氯醛：分析纯，上海国药集团；L-dopa干 

粉 ：美 国 Sigma公司产品；苄丝肼：美国 Sigma公司产品；庆 

大霉素：上海第一制药厂产品。 

1．1．3 试剂 6一羟基多巴胺(6一hydroxydopamine，6-OHDA)： 

美国Sigma公司产品；阿扑吗啡(Apomorphine，APO)：美国 

Sigma公司产品；抗坏血酸(Antiscorbie acid)：美国Sigma公 

司产品。 

1．1．4 仪器 大鼠脑立体定位仪：TOW一3A型，广东汕头市 

教育医学仪器厂；微量进样器(5 1)：上海第三分析仪器厂。 

1．2 模型制备方 法 

采用经典、公认的 Ungerstedt等[31所创立的方法制备 PD 

模型。术前按常规进行行为测试，确认无异常旋转行为后，用 

10％水合氯醛(35 mg／kg)腹腔注射麻醉。然后将大鼠固定于 

脑立体定位仪上，头部去毛，苯扎溴铵(商品名 ：新洁尔灭)常 

规消毒。无菌条件下 ，沿正中线切开大鼠颅顶皮肤 ，剥离骨 

膜 ，暴露前 囟。以前囟为准．根据包新民等 大鼠脑立体定位 

图谱 ，确定右侧黑质二坐标 ：①前囟后 5．2 mm。正中线右侧 

1．0 mm，硬膜下 9．0 mm；②前 囟后 5．2 mm，正中线右侧 2．5 

mm，硬膜下 8．5 mm。用颅骨钻于手术要求部位小心钻开颅 

骨，用 5 l微量进样器将 6-OHDA(溶于含 0．02％抗坏血酸 

的生理盐水中，即秤量药品抗坏血酸 0．001 g，溶于生理盐水 

0．5 ml中)注入右侧黑质部(以 1．0 mm／min速度缓慢进针)， 

每孔 3 wl，注射速度为 1~l／min，注射完毕后留针 5 min，然 

后以 1．0 mm／min速度缓慢退针。手术完成后，用医用明胶海 

绵填塞颅骨孔，缝合切口皮肤，肌肉注射庆大霉素7 d，待动 

物清醒后放回饲养笼中饲养。假手术组只注射含 0．02％维生 

素C的等量生理盐水。其余条件与造模手术相同。正常对照 

组只固定大鼠，不进行任何处理。10 d后，以腹腔注射APO 

0．5 mg／kg诱发大鼠向一侧旋转，记录开始旋转至 30 min内的 

旋转圈数 ，以旋转圈数平均>7 7．~／min者为合格的PD模型 。 

1．3 L-dopa毒副反应的行为学观察 

将造模成功的 72只 PD大鼠随机分为 PD模型组和 L— 

dopa组，各 36只。其中 L—dopa组于每 13 9：00和 17：o0行 

腹腔注射 50 mg／kg剂量的 L-dopa，配成 10 mg／ml(即按 50 

mg／kgL-dopa和 12．5 mg／kg苄丝肼溶于含 0．05％的乙醇和 

0．1％的抗坏血酸的注射用水中)；PD模型组于每 日9：00和 

17：00给予腹腔注射等量的含 0．05％的乙醇和0．1％的抗坏 

血酸的注射用水。均连续注射8周。(1)APO诱导大鼠对侧旋 

转行为的评定 ：2组大鼠均腹腔注射 AP0 0．5 mg／kg以诱发 

大鼠向对侧旋转 ．记录开始旋转至 30 min内总的旋转圈数。 

每2周观察 1次。(2)对侧旋转行为的评定：L—dopa组大鼠 

在腹腔注射L—dopa后进行行为学观察 ，记录用药后每 5 min 

的旋转圈数，同时记录L—dopa用药后旋转启动时间，剂峰旋 

转圈数以及旋转持续时间。每2周观察1次。(3)异常不自主 

动作(Abnormal involuntary movement，AIM)评分：每2周观察 

1次。①肢体运动障碍：损毁对侧前肢重、节律性的反射运动 

或肌肉运动障碍；②轴性运动：头部及躯体朝向损毁侧的侧 

屈及轴性旋转：③咀嚼行为：重复性的吐舌及下颚咀嚼行为； 

④对侧旋转：向损毁对侧转身或旋转。各组大鼠于用药期间 

进行 AIM评分，每次评定结果由经用药后每间隔35 min的 

AIM总分数组成，每次连续评定4组数据，持续 140 min，4次 

评分之和为最终得分目。 

1．4 统计学处理方法 

所有资料均用平均数±标准差( ±s)表示 ，采用 SPSS13．0 

版软件进行齐性检验，对 L—dopa组与PD模型组同一时间点 

的比较采用 t检验，其余不同时间点的比较均采用单因素方 

差分析 ，多个样本均数间的两两比较采用 SNK q检验。 

2 结 果 

2．1 L—dopa对 APO诱导 PD大鼠对侧旋转行为的影响 

L—dopa组大鼠注射APO后0．5～5 min时，均出现了旋转 

行为。随着 L—dopa使用时间的延长 ，L—dopa组旋转圈数不断 

增加，6周时达到峰值，其中6周与 2周 比较，差异有统计学 

意义(P<0．05)；在各个时间点，L—dopa组与 PD模型组 比较。 

旋转圈数均明显增加，差异有统计学意义( ．O1或P<O．001 o 

详见表 1、图 1。 
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图 1 L-dopa对 APO诱导 PD大鼠旋转圈数的影响 

2．2 L—dopa对 PD大鼠旋 转启动 时间的影响 

随着 L-dopa用药时间的延长，旋转启动时间有降低趋 

势，但在不同时间点，差异无统计学意义(P>0．05)。见表 2、 

图 2。 

表 1 L-dopa对APO诱导 PD大鼠对侧旋转行为影响的动态研究(i±s，r／30min) 
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表2 L-dopa对 PD大鼠旋转启动时间影响的动态研究(i±s。s) 

组 别 旋转启动时间 

2周 

4周 

6周 

8N 

n=36 

n=36 

n=24 

n=l2 

439．47±223．2O 

371．80±223．47 

363．20±l16．25 

298．50±l73．16 
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图 2 L-dopa对 PD大鼠旋转启动时间的影响 

2-3 L—dopa对 PD大鼠旋转持续时间的影响 

随着 L—dopa用药时间的延长 ，旋转持续时间有增加的 

趋势。在6、8周时，与2、4周比较，差异有统计学意义(P< 

0．O5)。见表 3、图 3。 

表 3 L-dopa对 PD大鼠旋转持续时间影响的动态研究 

(i±s。rain) 

组 别 旋转持续时间 

2周 (n=36) 

4周 (n=36) 

6周(n=24) 

8周(n=12) 

15O．67±43．34 

152．13±46．14 

185．5O士33．45 

188．40±32．17 

要啪J J_上 端 I J l 
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图 3 L-dopa对 PD大鼠旋转持续时间的影响 

2．4 L-dopa对 PD大鼠剂峰旋转圈数的影响 

随着 L—dopa用药时间的延长 ．剂峰旋转圈数有增加趋 

势 ，且 6周与 2周比较，差异有统计学意义(P<0．05)。见表 4、 

图4。 

表 4 L—dopa对 PD大鼠剂峰旋转圈数的影响(i±s。5rain) 

组 别 旋转圈数 

2周 (n=36) 

4周 (n=36) 

6N (n=24) 

8N (n=12) 

86．03±39．19 

107．3O±47．OO 

116．15±52．5O 

l15．2O士13-3O 

注：}，P<0．05，与2周比较 

2．5 L—dopa对 PD大鼠 AIM评分的影响 

L-dopa组大鼠主要表现出程度不同的 AIM．包括刻板 

动作和对侧旋转行为。前者又包括损毁对侧前肢不自主拍动 

(前肢 AIM)、躯体和颈部不 自主向对侧弯曲、扭转(轴性 

AIM)和不自主向对侧舔食动作(口面部AIM)，对侧旋转行 
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图4 L-dopa对 PD大鼠剂峰旋转圈数的影响 

为与刻板动作几乎同时发生。随L—dopa用药时间的延长。 

AIM评分有增加的趋势。6、8周与2周比较．差异均有统计 

学意义(P<0．05或P<0．O1，8周与4周比较，差异有统计学意 

义(P<0．05)见表 5、图5。 

表 5 L-dopa对 PD大鼠AlM评分影响的动态研究(i±S) 

组 别 AIM评分 

2周(n=36) 

aN(n=36) 

6周(n=24) 

8N f =12) 

注：}，P≮O．05 ，P<0．01与2周比较；#，P<0．05与4周比较 
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图5 L-dopa对 PD大鼠AIM评分的影响 

3 讨 论 

PD是以震颤、肌强直、运动减少和姿势异常为特征的慢 

性神经系统变性疾病。随着人口的老龄化，其发病率日渐攀 

升『11q。L-dopa迄今仍是PD治疗的金标准药物，但在其治疗的 

2~5年内常出现诸多毒副反应如运动障碍、开关现象、剂末 

现象等。有一些副反应如运动障碍等比疾病本身更加严重 ， 

严重影响了 PD患者的生活质量。我们前期、初步的研究发 

现，50 mg，kg剂量的 L-dopa在 PD大鼠治疗中随着治疗时间 

的延长，其旋转圈数增加、旋转启动时间减少、持续时间增 

加、剂峰旋转圈数增加、AIM评分增加，且在电镜观察中存在 

多巴胺能神经元凋亡的形态学改变等嘲。本实验从不同的时 

间点(2、4、6、8周)，进一步观察了50 mg／kg剂量 L—dopa对 

PD大鼠行为学影响的动态变化。 

对于 PD大鼠的行为学评价，由于迄今 尚无有效的非侵 

袭性生理学方法检测该模型DA能神经系统的损伤程度 ， 

APO诱发的旋转实验依然是最主要的评价指标唧。当黑质纹 

状体系统 DA下降超过 80％。DA受体就会出现超敏现象㈣。 

本实验研究发现，2组大鼠注射 APO后 0．5～5 min时，均出现 

旋转行为。而且L—dopa组大鼠的旋转圈数较单纯的PD模型 
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组大鼠明显增加(P<0．01或 P<0．001)。这是因为此时细胞外 

的 L—dopa浓度升高，而残存的DA能神经元处于超敏状 

态，故 L—dopa的摄入可使大鼠表现为向健侧旋转【11]。也说明 

受损的黑质纹状体 DA能系统易受L—dopa毒性作用的损伤 

。 同时我们的研究还发现 ，随着 L—dopa用药时间的延长， 

模型大鼠的旋转圈数也明显增加，且在 6周时达到峰值，并 

与2周比较，差异有统计学意义(R，0．05)，说明随着L-dopa的 

蓄积，其对黑质的损伤程度越严重。但由于对侧旋转行为与 

刻板运动同时发生，而当刻板运动严重时对侧旋转运动明显 

受到抑制，这可能是8周时旋转圈数低于 6周的原因，且依 

据 Lundblad等旧的研究 ，对侧旋转行为与人类的异动症(Lev一 

0dopa—induced dyskinesia，LID)之间的关系不明确，因此对侧 

旋转行为不适于单独用于LID模型的评定。 

已有的临床调查结果表明，约有 30％～80％的PD患者经 

长期 L—dopa治疗后可出现 LID，并且随着疾病的加重及治 

疗时间的延长 ．其 LID程度和发生频率均会增加；PD患者的 

LID多为单侧性发作，主要累及PD症状严重侧肢体，而且各 

个体间 LID的易患性、LID严重程度、表现形式、发生时间等 

也均存在显著性差异㈣。同时近年来国内外研究表明，大鼠 

经长期 L-dopa治疗后也会出现一些 AIM，与人类 LID在许多 

方面具有相似之处[151。 

在研究 中发现 ，L—dopa组大 鼠均表现出程 度不 同的 

AIM，包括刻板动作和对侧旋转行为，前者又包括损毁对侧 

前肢不自主拍动(前肢 AIM)、躯体和颈部不自主向对侧弯曲、 

扭转(轴性 AIM)和不 自主向对侧舔食动作(口面部 AIM)，对 

侧旋转行为与刻板动作几乎同时发生。其行为学特点与 

Lundblad等旧的报道一致。同时我们还发现 。虽然各类型 

AIM在每只大鼠身上的表现程度虽轻重不一。但每只大鼠于 

每次用药后的 AIM表现形式总是相对固定的。提示此模型稳 

定，也提示 AIM评分可用于对 L—dopa组大鼠的定量分析。因 

此 ，在进一步的定量分析研究中我们发现，AIM开始出现以 

后，随 L—dopa用药时间的延长，AIM评分有增加的趋势。6、8 

周与 2周比较，差异均有统计学意义 (P<0．05或 P<0．01)；8 

周与 4周比较 ，差异有统计学意义(P<0．05)，此研究结果与 

我们前期研究及徐氏【 5l等研究的结果相一致。 

除此以外，PD大鼠旋转启动时间、剂峰旋转圈数、持续 

时间也可用来评价黑质损伤程度 ，启动越快、转速越高、旋转 

持续时间越长，则黑质损伤越重[161。在我们的研究中，随着 L— 

dopa使用时间的延长，L—dopa组大鼠的旋转启动时间有降 

低趋势，但不同时间点，差异无统计学意义(尸>0．05)；L—dopa 

组大鼠的旋转持续时间有增加的趋势，在6、8周时，与2．4 

周比较，差异均有统计学意义(P<0．05)；L—dopa组大鼠的剂 

峰旋转圈数有增加趋势，且 6周与 2周比较，差异有统计学 

意义(P<O．05)。 

综上，随着 L-dopa使用时间的延长，L—dopa组大鼠 APO 

诱导的对侧旋转圈数增加、旋转启动时间减少、旋转持续时 

间延长、剂峰旋转圈数增加、AIM评分增加等，这与我们前期 

的研究 结果相一致，也说明 50 mg／kg剂量 L—dopa有明显 

的神经毒性作用，且随着使用时间的延长，神经毒性作用越 

严重。同时本次实验 L—dopa组大鼠于每次用药后的AIM表 

现形式相对稳定，说明该模型稳定、可靠，可用于后续研究。 
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