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应用6-羟多巴胺建立鼠帕金森病动物模型的研究 

罗海彦 ，彭国j乜2 
(1．重庆医科大学第二临床学院神经内科 重庆 400010；2．重庆医科大学神经病学研究所 重庆 400016) 

【摘 要】曰的：建立稳定的类似人类帕金森病病理改变的PD珈物模型 。方法：于黑质致密部，黑质旁音臣及纹状体区等不同 

部位采用不同剂量神经毒素6强 多巴胺注射，造成黑质多巴胺神经元不同程度损伤 。运用免疫组织化学方法，对各种不同程 

度损伤的帕金森病鼠黑质区和纹状体TH阳性神经元及神经纤维进行计数，井观察其与旋转行为，注射部位及剂量的关系。结 

果： (1)．单侧黑质致密部6_羟多巴胺8 g注射．可以造成注射侧黑质区1H神经元95％以上的映失。 (2) 单佣黑质旁部6_ 

羟多巴胺8 g注射，可以造成注射侧黑质区1H冲经元70％以上的缺失。 (3)．单侧纹状体区6_羟多巴胺三点注射，可造成注 
一 40％的缺失 。结论：6慢 多巴胺不同部位和不同剂量注射．可以建立模拟临床上不同病程时期PD 

动物模型，其症状稳定，为帕金森病的发病机制的研究．药物治疗及各种移植治疗提供了条件。 
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The establishment of Parkinson。S rat modeljnduced by 6一hydroxydopamine Iesione 
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【Abstract】 Objective：To establish Parkinson。s rat model mimicking different stages in the evolution ot 

Parkinson s disease．Methods：In three different lesion groups 6-OHDA was injected into substantia nigra,lateral 

substantia nigra pars eompaeta and strlatum．The behavioural and morphological change were observed after the 

microinjeetion with difierent amount of 6-OHDA solution．ResuIts：(1)Unilateml subtantla nigra lesion in rat 
cal~gs dopaminergic n~urons loss more than 95％ (2)Unilateral lateral substantia nigra lesion in rat causes 

dopaminergic neuToT~lOSS more than 70％．f3)Unilateral striatum lesion in mt causes dopaminergic I uroT1s loss 

less than 50％．ConcluMon：The different site ar,xl amount of microinjection 6．OHDA can establish PD rat 

mimicking different symptomatic stage in PD．It may be particularly useful as an experimental model in studies of 

experimental interventions aimed at neuroprnteetion，regeneration OF functional recovery in the nigrostriatal DA 

sy stem． 
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帕金森病 (Parkinsonsdisease，PD)多发生于中 

年以上的中枢神经系统变性疾病，严重影响患者的 

生活与工作，建立帕金森病动物模型可为深人研究 

该病提供有利条件。本实验采用不同剂量的6一羟多 

巴胺 (6-OHDA)于不同部位注射，选择性的破坏 

儿茶酚胺类神经元，造成黑质多巴胺神经元不同程 

度的缺失，建立模拟不同临床分期，与人类帕金森 

病的病理改变相同的帕金森病模型鼠，以期能为PD 

的深入研究奠定基础。 

1 材料与方法 

作者介绍：罗海彦 c1965-)．男．讲师．硕士 

主要研宽方向：帕金赢病． 

I 1 实验试荆及药品 

(1)6-羟多巴胺 (6-OHDAl 觥 司 (2)阿扑吗啡 

(apomoq~hin~)sigma公司 (3)苯丙胺 (amphctarain~)英 

国L．1igh公司。 

I．2 实验动物 

健康的Wlstar大鼠．体重200—250g．由我校实验动物 

中心提供，经反复行为检测确认其无旋转行为后，同性配 

伍，随机分为3组，分别为黑质致密体部组，黑质致密体旁 

组和纹状体区组。大自鼠给予自由饮水进食．白天和夜晚各 

12 h的睡眠、活动，术前12 h给予檗食．队3．5％水台氯醛腹 

腔注射麻醉。 

1．2 I 黑质致密体部组PD漠型鼠 

按照包新民的大鼠脑立体定位图 ，使上门齿钩平面 

比耳问线平面低2．4mm，使大鼠前囟和后囟在同一平面．参 

照 Stell 方法，头皮正中切 口．暴露前囟，于前囟后 
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4．4mm，矢状缝旁1．3mm，颅骨下8 5mm为注射点，使用微 

量注射器注：~j'6-OHDA8“g，注射速度2 rain，术毕留针 

10rain。 

1．22 黑质致密体旁部组PD模型鼠 

按照Lauri,~ 。方法，使前囟与后囟在同一平面，选择黑 

质致密体旁为注射点 《人字缝前3．5mm，矢状缝旁2．3mm， 

硬膜下6．8mm)，6-羟多巴胺注射量8“g，注射速度2“g／ 

rain，术毕留针10 min。 

1．23 纹扶体医组PD格l型鼠 

参照Kidk' 方祛，调节门齿钩与耳间线处于同一平面， 

吼前囟，矢状缝，硬膜为标志，以下三点为注射点 (AP+ 

1．0，ML-3．0，DV-5 0，TB·0 0)， (AP-0．1，ML-3．7，DV- 

5．0，3"130．0)及 《APo1．2，ML-4．5、DV-5．0，3"130．0)，分 

别挂人6_羟多巴胺7 g，注射速度2 rain，术毕留针10 

rain。 

1．3 动物行为检测及评价 

1．3．1 黑质致密体部组PD格l型鼠 

1．3．1．1 苯丙胺诱导的向损伤同侧旋转的行为超过5次／ 

rain，持续时间超过3o min。 

1．3．1．2 阿扑吗啡诱导的向损伤对侧的旋转行为超过7次／ 

rain，持续时间30 mln咀上。 

1．32 黑质致密体旁部组PD模型鼠 

1．32．1 苯丙胺诱导的旋转行为大干5次／min，持续时问30 

rain。 

1-32．2 阿扑吗啡诱导的旋转行为小于7次／min，持续时问 

不超过30rain。 

1．3．3 纹扶体区组PD格l型鼠 

1 3．3．1 苯丙胺诱导的向同侧损伤旋转行为大干5次／min， 

持续时间30 rain。 

1．3．3．2 阿扑吗啡诱导的向损伤对测的旋转行为小于7次／ 

min．持续时间不超过30 mln。 

1．4 病理学观察 

分别取不同注射部位组的PD模型鼠7只，吐3．5％水合氯 

醛麻醉．生理盐水lO0—20Oral左心室冲洗，然后吼4％多聚 

甲醛30Oral灌注，取脑组织于4％多聚甲醛24 h外固定，在 

20％蔗糖藏中脱水1—2天，于纹状体 《前囟后0．2．mm)及黑 

质区 《前囟后5．5mm)行连续冰冻横切片，片厚30“m， 每 

间隔5张取一片作为切片 。 
1．4．1 神经元尼氏体染色 采用0lszwsIci氏帆焦油肇染色方 

法， 

1 42 免疫组织化学浩 采用北京中山生物技术公司提供的 

过氧化酶标记的链霉卵白素(strcpmvidinedpermddes~)染色试 

荆盒。 

1 4．3 

1．4．3．1 每只大鼠均取6张中脑横切片，分别曩积左稠和右侧 

黑质区的TH样免疫反应阳性神经元数目．求出每张中脑横 

切片上左侧和右侧黑质区'：PTHtt免疫反应神经元数目。 

1．4 3 2 每只大鼠均取3张纹状体区：横切片，分别曩积右侧和 

左侧3个高倍视野下的TH样免疫反应神经纤维，求褥每张纹 

状体区左侧和右侧每一高倍镜下TH免疫反应阳性的神经纤 

维数。 

1．5 数据统计处理 

所有统计描述结果吼 ± 表示，组问比较采用I柱验或 

方差分析。 

2 结 果 

2．I 大鼠行为的检测 

不同注射部位组的PD模型鼠均于术后7、l5、 

22、30及60天分别给于苯丙胺及阿扑吗啡进行旋转 

行为检测。苯丙胺诱导旋转行为阳性时，以前肢为 

支撑点，头尾相接，身体弯曲成环状，向损伤同佣 

旋转。阿扑吗啡诱导旋转行为阳性时，大白鼠且多 

旋转侧前肢为支撑点向损伤对佣的原地转动。阿 

扑吗啡诱导的旋转行为只在黑质致密体部组PD模型 

中出现，而苯丙胺诱发的旋转行为在三种不同注射 

部位组PD鼠中均可见，在黑质致密体部组PD模型 

中苯丙胺诱发的旋转次数与阿扑吗啡诱发的旋转次 

数二者间有显著性差别 (尸<0．05)，各组PD鼠苯 

丙胺诱发的旋转次数不存在着显著性差异 (P 

0．05)，见表I。 。 

2．2 神经元尼氏体观察 

表1不同注射部位组PD模型鼠诱发旋转行为的变fl~(tums／min,j± ) 

注；’诱发试验旋转行为来引出 
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注：·与同程度未注射区比较P(0．0001： 与不同损伤程度PD注射侧比较P<0．05 

表4不同注射都位组PD鼠纹状体背外删部TH神经纤维的变化 (礼 ) 

注；+与同程度束注射区比较 00001 与 同损伤程度PD注射侧比较P<0．05 

不同注射部位组模型的PD鼠其注射侧黑质区神 3 讨 论 

经元尼氏体计数与非注射侧黑质区神经元尼氏体计 

数存在着显著性差别 (P<0．0001)，但各组PD鼠 

注射侧神经元尼氏体计数无显著性差异 (P> 

O．O5)。纹状体区、黑质致密体旁部、黑质致密体 

部组PD鼠其注射侧神经元尼氏体分别为非射侧神经 

元尼氏体的22％，30％，38％。见表2。 

2．3 免疫组织化学 

2．3、l 不同注射部位组的PD模型鼠损伤侧黑质区 

TH样免疫反应神经元数目较未注射侧明显减少， 

存在显著性差异 (P<O．05)而且各损伤程度PD鼠 

其损伤侧黑质区TH阳性神经元也存在显著差异 (P 

<O．O5)，黑质致密体部组损伤侧黑质TH神经元为 

未损伤佣的4％，黑质致密体旁部组为14％，纹状体 

区组为38％。见表3。 

2．3．2 不同注射部位组其损伤侧纹状体区背外侧部 

的TH阳性神经纤维的表达也存在着显著性的差 

异。黑质致密体部组损伤侧的下H阳性纤维表达为 

正常侧的8％，黑质致密体旁部组为32％，纹状体区 

组为51％。 

不同注射部位组PD鼠损伤侧纹状体区11{神经 

纤维计数与未注射侧存在着显著性差别 (P< 

O．001)，各注射部位PD鼠损伤侧纹状体区背外侧 

部TH神经纤维数有显著性差异 (P<0．05)，而未 

注射佣纹状体背外侧部TH神经纤维无显著性变化。 

见表4。 

帕金森病最恒定的病理改变是黑质及其他含黑 

色素神经核的黑色索细胞丧失，合格的帕金森病鼠 

的建立必须具有多巴胺能神经元减少及胶质细胞反 

应增生的基本病理特征。采用6-OHDA微量注射 

法，于黑质致密部、黑质旁部及纹状体部为注射 

点，根据不同的注射剂量及部位，造成不同程度的 

多巴胺神经元缺失，实验中发现不同部位的注射， 

可造成损伤佣神经元尼氏体数量减少、消失或溶 

解。在黑质致密部组模型中损伤侧尼氏体约为正常 

的22％，黑质旁部组为30％，纹状体部组为38％。 

但三者之间的损伤无显著差别，这说明神经元尼氏 

体不能作为不同损伤程度的PD鼠病理的指标。 

6-OHDA于黑质致密部，黑质旁部及纹状体部 

的注射，可 造成注射侧黑质区TH免疫活性表达的 

神经元数目减少，纹状体区的多巴胺神经纤维轴突 

变性、溶解，神经纤维的TH表达明显减少。在黑质 

致密部组模型中其损伤侧黑质区TH阳性神经元数为 

未损伤侧的4％，黑质旁部组为14％、纹状体部组为 

38％。 纹状体区的TH阳性神经纤维表达，黑质致 

密部组模型损伤侧为未损伤的8％，黑质旁部组为 

32％，纹状体部组为51％，这说明6-OHDA能选择性 

的毁损注射区内多巴胺神经元，井导致同侧纹状体 

内多巴胺纤维未梢的损害。实验中不同部位组的6- 

O[-IDA注入均可引起黑质区多巴胺能神经元的损 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报2002年第27卷第1期 (Journal of Ch0ngqing Medical Unbersity 2002．Vo1．27 No 1) ．31． 

害，尤其是来自于纹状体内的逆行性6-OHDA细胞 

毒性，也可以损伤多巴胺能神经元。提示除黑质之 

外，纹状体区损伤可以作为PD的动物模型原发病变 

部位。 

6-01-1DA与多巴胺竞争摄取位点，可以产生氧 

自由基，造成线粒休呼吸链NADH脱氢酶，细胞色 

素C氧化酶的阻滞，引起细胞凋亡或坏死，国内有 

人在6-OHDA注射造成的PD模型中发现DA能神经 

元缺失后，才有胶质细胞增生，所以6一OHDA动物 

模型的病理特点与人类PD病理相似。 

6-OHDA注入动物，c脑一侧纹状体通路中，能 

造成注射侧纹状体区内多巴胺丧失 及D：受体超 

敏 。本实验发现，在黑质致密部组PD动物模型 

鼠，黑质多巴胺神经元缺失只有达90％以上时阿扑 

吗啡才可诱导旋转行为出现，而在黑质旁部和纹状 

体部组PD鼠未能引出其旋转行为，说明阿扑吗啡诱 

导的旋转行为与黑质多巴胺细胞损害程度有关。苯 

丙胺诱导的旋转行为在各种损伤程度的PD鼠均出 

现，表明苯丙胺诱导旋转行为的产生与黑质多巴胺 

损伤程度关系不明显，只要黑质多巴胺神经元缺失 

50％以上时既可产生。实验结果显示黑质致密部组 

PD动物模型鼠的黑质多巴胺神经元缺失达96％，阿 

扑吗啡与苯丙胺诱导的旋转行为均为阳性，相当重 

度损伤模型 黑质致密体旁部组PD模型鼠的黑质多 

巴胺神经元缺失达84％，苯丙胺诱导的旋转行为阳 

性，相当中度损伤模型。纹状休区组PD模型鼠的黑 

质多巴胺神经元缺失达62％，苯丙胺诱导的旋转行 

为阳性，相当轻度损伤模型。 

应用6-OHDA不同部位及剂量的注射，可以建 

立不同程度损伤的帕金森病动物模型鼠，为帕金森 

病的药物及毒性机制研究提供了条件。且为黑质细 

胞，转基因细胞移植治疗及研究黑质纹状体系统在 

接受促生长因子及神经保护介质治疗后，其神经元 

再生和功能恢复提供了实验模型。 
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