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肾上腺髓质脑内移植后帕金森病鼠纹状体内单胺类神经递质的变化
’

杨 辉 张可 成 蔡文琴” (第三军医大学附属 新桥医院神经外科 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 7

提 要 采用高压液相色谱— 电化学检测法测定纹状体内单胺类递质多 巴胺及其代谢产物 3
,

4
一

二轻

基苯乙酸
、

去甲肾上腺素
,

以研究肾上腺髓质脑内移植后帕金森病 ( P D )鼠纹状体内部分神经生化改变
。

结果

发现肾上腺髓质脑内移植可以基本矫正 P D 鼠异常旋转行为
、

弥补单胺类神经递质缺乏
。

研究结果提示肾上

腺髓质脑内移植后可能与宿主神经组织形成神经再支配
, ’

肾上腺髓质脑内移植是治疗 P D 的较有效的手段
。
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5

帕金森 氏病 ( P a r
k i n s o n ’ 5 d i s e a s e ,

P D )是一 种常

见的神经综合征
,

主要病理变化 是中脑黑质神经元变

性
、

坏死
,

及其 引 起 的黑 质 一 纹状 体 系统 内多 巴胺

( d o p a m in e ,

D A )及代谢产物含量降低
。

肾上腺髓质 ( a -

d r e n a l m e d u l la ,

A M ) 胞浆内含有丰富的 D A
,

因而将

A M 移植到黑质神经元靶 区作为外源性 D A 源
,

藉以

弥补纹状体内因失去黑质神经元支配后所致的 D A 含

量匾
,

达到外科治疗帕金森 氏病 的目的
。

测定 A M 脑

内移植 后纹状体内 D A 含量
,

可 以判断移植在宿主脑

内存活情况
,

D A 代谢产物 3
,

4
一

二轻基苯乙酸 ( 3
,

4
一

id
-

h y d r o x y h e y l a e e t i e a e i d
,

D O p A C )
、

去 甲肾上腺素 ( n o -

r a d r e n a h n e ,

N E )是移植物细胞 中单胺递质释放和分

解代谢 的直接证 据
,

D O P A C / D A 能准确地反映多 巴

胺能 ( A M )细胞的活性程度
。

上述 内容的研究将有助

于深入认识 A M 脑 内移植发挥作用的机理
。

为 3组
:

( 1 )非移植对照组即做移植处理但移植区无移植物
;

( 2) 移植对照组即移植物为坐骨神经片
; ( 3) 移植组移植异体

A M 于移植区
.

另外再设正常组
,

即未受任何处理的正常大鼠

组
。

取出青年大鼠的肾上腺置于无菌冷乳酸林格氏液中
,

迅速

将髓质剥出
,

制成小于 0
.

5 。 m ,

的移植块
,

并将其准确地置入

预置在黑质损毁同侧尾状核部头部的脑腔中
,

完成移植手术
。

移植对照组移植物大小与移植组一致
.

移植术后 6 个月于安静状态下在 自制断头刀 上迅速处死

各组动物
,

于冰碟上迅速分离所需组织供下述检测备用
。

取各组 (含移植物 )纹状体称重后参照 叶惟冷法 z[] 以高效

液相色谱一 电化学检测器测定 D A
、

以〕P A C
、

N E
。

移植术后两周
、

1 月
、

2 月
、

6 月分别按前述方法测试各组动

物的旋转行为并计数
.

数据采用本校编制的统计程序包对双因素差分析及 l 检

验
,

数据均以 厉 士 s :

表示
。

2 结果

材料与方法

健康 w is at r
种大鼠 96 只

,

雌雄各半
,

初用体重约 14 。士 10

g ; 6
一

经基多巴胺 ( 6
一

h y d r o x y d o p a
m i

n e ,

6
一

O H D A )及色谱标准品

D A 江X ) p A C
、

N E 购 自 S ig m a

公司
;

W
a t e r s 4 6 o 系列 高压液相

色谱仪及 M 4 60 电化学检测器
。

据 F r e e
d 法川用 6

一

O H D A 制备 P D 鼠模型
,

术后 2
、

4 周分

别用 A p o m or p hi n e
诱发旋转行为

,

连续计数 40 m in
,

两次诱发

平均速度 ) 7 圈 / m in 者
,

即为 P D 鼠模型
,

P D 鼠按随机原则分

2
.

1 旋转行为浏 试

大 鼠旋转行为是反映黑质神经元变性
、

坏死
,

纹状体失神

经支配
、

神经再支配的重要指标
,

移植前 2 周与移植前 1 周 比

较旋转次数无显著差异
,
移植两周后

,

移植组旋转次数有所减

少
,

有统计学意义
,

移植 1 月后
,

旋转次数进一步减少
,

与移植

前相比有显著性差异
,

但与移植术后 2 周相比
,

相差不明显 ;移

植术后 2 月及 6 月与移植术后 1 月 比较
,

旋转次数明显 减少

(见表 1 )
。

国家自然科学基金资助项 目
,

N o
.

3 9 3 7 0 2 4 8

基础部组织胚胎学教研室

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1995. 04. 007



第 4期 杨 辉
,

等
.

肾上腺髓质脑内移植后帕金森氏病鼠纹体内单胺类神经递质的变化 2 9 3

表 1 A M 脑内移植对 P D 鼠旋转行为影响

T a b 1 hT
e e f f e e t o f a d r e n a l m e d u l la o n t h e r o t a t i o n a l b e h a对 o r o f P D r a t s a f t e r i n t r a e e r e b r a l i m P la n t a t io n (了士 s :

)

杖 o t a t zo n ( t u r n s / 4 0 m
一n s

G r o u P

2 w e e k
s

p r e g r a f t

1 w e e k

p r e g r a f t

1 w e e k

p o s r 一g r a f r

1 m o n r h

p o s t 一 g r a
f t

N o n
一

g r a f t e d

C o n t r ol l g r o u p

G
r a f t e

d
e o n t

or l

g r o u P

4 2 6
.

6 7士 3 4
.

12

(
”
一 9 )

4 5 7
.

8 9士 4 0
.

23

(
n
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4 3 1
.

11士 5 2
.

1 6

4 4 7
.

22士 2 6
.

0 6 4 1 5
.

3 2士 3 6
.

3 5 4 3 8
.

0 9士 5 3
.

2 0

2 nr o n t h
s

p o s t 一 g r a f r

4 4 9
.

2 5士 7 0
.

1 1

6 nr o n t h s

p o s t 一 g r a f t

4 5 2
.

7 6士 3 9
.

0 3

n
= 9 ) n = 9 )

n
= 9 ) n = 9 ) n 一 9 )

4 3 9
.

5 6士 4 4
.

0 4 4 6 8
.

7 2士 4 9
.

2 8 4 3 6
.

1 1士 2 9
.

0 7 4 3 1
.

4 5士 6 5
.

4 3 4 4 3
.

7 9士 5 3
.

6 6
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n

= 9 ) n = 9 )
n
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4 6 3
.

2 8士 8 1
.

4 2 3 2 9
.

5 7 士 6 2
.

3 5 3 1 3
.

6 5士 9 6
.

3 7
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△ 1 9 2
.

0 0 士 7 2
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5 3
件 . △△ 7 6
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开 .
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f t e
d
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f t e d e o n t r o

l g r o u p
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3 纹状休内单胺 类递质变化

脑内移植术后 6个月各组纹状体内单胺类递质含量 (见表

2 )
,

移植对照组和非移植对照组的 D A 江X ) P A C 和 N E 含量明

显低于正常组
。

移植组的 D A
、

D O P A C 含量接近于正常组
,

D A

相当于正常组 7 7
.

83 %
、

D O P A C 相当于正常组的 84
.

72 %
,

但两

物质与正常组相差仍然显著
,

N E 含量与正常组 比较亦相差 显

著
;

移植对照组
、

非移植对照组分别与移植组 比较
,

移植组各物

质含量明显增加
。

表 2 脑移植术后`个月纹状体内单胺类递质含量

T a b 2 hT
e e o n t e n st o f m

o n o a
m i n e r g ie n e u r o t r a n s

m i t t e r s in t h e s t r i a t u m a f t e r 6 m
o n t h s i n t r a e e r e b r a l i m P l a n at t i o n (工士 s :

)

T h e e o n t e n t s o f m o n o a
nr

l n e r g 一e n e u r o t r a n s
m
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L
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m
e

d
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0 4 6
份
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.
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.

9 7
’

二 。 △△

N o

mr
a l g or

u p 5 6 5 3
.

2 1士 7 1
.

6 5 6 9 8
.

84 士 2 5
.

14 1
.

0 6 3士 0
.

0 1 4 3 0 3
.

9 4士 3 7
.
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N o n 一 g r a f t e d

e o n t
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G r a f r e
d

e o n t r o ll g r o u p

8 10 9
.

7 4士 1
.

5 2 △ 1 1 8
.

2 3士 2
.

0 7△ 1
.

0 5 8士 0
.

0 1 3 9 8
.

50士 1
.

3 3△

8 1 1 1
.

2 6士 1
.

3 8 △ 1 3 5
.

9 4士 1
.

7 6△ 1
.

0 8 4士 0
.

0 0 5 1 1 0
.

1 5士 2
.

9 1△

G r a f t e d g r o u p 6 50 8
.

4 1士 7
.

8 5△ 5 9 2
.

0 3士 3 8
.

2 9△ . 1
.

0 7 9士 0
.

0 2 2 1 7 4
.

7 9士 2 2
.

6 7△

△ P < 0
.

0 5
,

△△△ P < 0
.

0 0 5 v s n o r
m

a
l g r o u p ; `

P < 0
.

0 5
, * , `

P < 0
.

0 0 5 v s n o n 一g r a
f t e

d
e o n t r o

l g r o u p o r g r a f t e
d

e o n t r o
l g r o u p

3 讨论

3
.

1 脑内移植 A M 对 P D 鼠旋转行为的影响

本研究发现移植组动物在移植术后两周便出现旋

转行为的改善
,

尽管术后 2周至 1月动物的旋转行为改

善并不明显
,

但是
,

随着时间的推移
,

这些动物的异常

行为不断得到改善
,

整个 移植组的旋转次数由术前的

4 3 1
.

1士 5 2
.

1 6降至术后 6个月的 7 6
.

8 7士 7 0
.

5 6
,

旋转行

为改善非常 明显
,

这表明 A M 脑内移植 改善 P D 症状

不仅能产 生急性 效果
,

而且还 具有 长期疗 效
。

这与

D u n n e tt 圈用胎 中脑脑 内移植治疗 P D 猴观察到的结

论相符 合
。

移植对照组和非移植对照组动物的旋转行

为没有因时间推移得以矫正说明移植手术本身并非改

善旋转行为的根本原因
,

手术的机械 刺激作用不影响

P D 鼠的旋转行为
,

行 为矫正 的根本因素可能是 A M

移植物成活产生的
。

3
.

2 A M 脑 内移植后纹状体内单胺类递质含量改变

6
一

O H D A 能选择地损毁一侧黑质纹状体通路
,

造

成该侧纹状体内多 巴胺神经递质匾乏
,

但健侧纹状体

内该递质含量不受影响
,

两侧 D A 含量失衡便构成了
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P D鼠模型的神经生化基础
。

本 实验研 究发现移植对

照组和非移植对照组动物纹状体 内单胺类递质明显低

于正常组
,

这恰好支持了这两组动物旋转行为得不到

纠正 的事实
,

A M 胞浆 内含有 丰富的 D A
,

在 A T P 和

D A
一

日
一

轻化酶的作用下
,

D A 转化为 N E
。

D A
一

日
一

轻化酶

位于髓质交感神经末梢
,

交感神经兴奋冲动使 D A
一

件

轻化酶释放
。

本实验结果表明正常 A M 内 D A 含量很

高
,

并且在 D A
一

p
一

轻化酶的作用下
,

N E 含量占绝对优

势
。

脑内移植时已将 肾上腺髓质与皮质分离
,

交感神经

冲动无法 传至髓质细胞
。

胞浆 中 D A 失去了 D A
一

各轻

化 酶的 作用 而停滞于 D A 阶段 不再 进 一步 转化 为

N E
,

此外
,

皮
、

髓质分离后
,

来 自糖皮质激素调节作用

的苯氨 乙醇
一

N
一

甲基 转移酶 活性 丧失
,

增 加了 D A 含

量阳
。

任本等
〔 5〕
观察了人 A M 培养液里 N E

、

D A 含量

随时间变化的规律
,

发现随着时间延长
,

与 N E 比较
,

D A 合成
、

分泌均占绝对优势
。

我们的研究表 明在正常

A M 内由于单胺氧化酶的活性相对较低
,

因而
,

D A 的

另一重要代谢产物 D O P A C 含量明显比 N E 含量低
。

在神经组织中
,

即使在损毁 了黑质纹状体通路的组织

中
,

单胺氧化酶的活性相对较高
,

D O P A C 的含量相对

较高
。

D O P A C / D A 能 准确地反映 D A 能细胞的活性

程度
「̀ 〕 ,

从本实验 D O P A C / D A 含量可以看出
,

A M 脑

内移植 6个月后移植侧纹体内 D A 含量恢复近至正常

水平
,

即相 当于正常组的 77
.

83 %
,

D O P A C / D A 在 正

常范围 (即与正常组相 比无统计学差异 )
。

且具有神经

组织 D A 合成
、

代谢的特征
,

A M 的功能能够朝 D A 神

经元的功能转化
。

故用 A M 作为 D A 源脑内移植治疗

P D 的 D A 缺乏是一种切实可行的手段
。

用 6
一

O H D A 造成一侧黑质纹状体通路受损后
,

不

仅直接导致 D A 含量不足
,

而且还能间接地影响位于

多 巴胺能神经末梢后 的 D A D Z

受体密度
,

我 们先前的

研究表明 A M 脑 内移植后 移植物分泌 D A 能够 纠正

纹状体因失神经支配而造成的 D Z

受体密度过度增加
,

并且
,

这种作用不仅随移植存活时间而增强
、

明显直至

使之恢复近至正常水平
,

而且不影响受体亲和力
,

即受

体性 质
〔’ 弓。

A n g la
de 等 sj[ 发现 A M 移植物 与宿主脑组

织之间有酪氨酸轻化酶阳性 的纤维相互投射
,

并存在

突触结构 ; M ol o in 〔, 〕
证实胎 鼠中脑移植物与宿主形成

的上述突触结构有类似于黑质纹状人体完整侧的反馈

调节机制
,

有效地控制着 D A 合成
、

释放与分解代谢
。 。

综合本研究和先前的研究结果
,

可以设想 A M 移植物

可能与宿主脑发生神经整合
,

建立了突触联系
,

A M 移

植物长期发挥作用的机制可能是 A M 移植物与宿主

细胞间形成了神经再支配的结果
。

随着科学研究的深

入
,

A M 脑内移植 治疗 P D 的手段和理论将得到进一

步的发展和完善
。
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o n ,

丙型肝炎病毒外膜蛋白基因的克隆
、

序列分析及表达研究
’

C l o n i n g
, s e q u e n c i n g a n d e x p r e s s i o n o f e n v e l o p e E Z

/ N S , g e n e o f h e p a t i t i s

C v i r u s

沈定霞 李梦东 退好英“ (第三军医大学附属西南医院传染病中心 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 8

丙型肝炎病毒 ( h eP at iit
s C vi ur

s ,

H C V )是引起病毒性肝炎 应用全 自动 D N A 序列分析仪测出该基因 N 端 43 1 饰 的核昔

的病原之一 H C V 感染后
,

约 50 %病人转成慢性
,

并可能发展 酸序列
,

将此序列与其余 9个分别属于四种基因型的 H C V 分离

为肝硬化及肝细胞癌
.

对 H C V 基因组序列分析的结果表明
,

株核昔酸序列及其它们的推导氨基酸序列进行比较分析
,

结果

H C V 签因组具有高度变异的特点
。

根据 H C v 基因序列的差 表明
,

我们所克隆的 H C V E
Z

/ N S
I

基因与 H C V I 型基因序列具

异
,

目前可将 H C V 分为 I ~ W种基因型
。

在 H C V 基因组中
,

外 有较高的同源性
,

在该基因 N 端内具有两个与文献报道一致的

膜蛋白基因 E
l

和 E
:

/ N S
,

区变异最大
,

而且
,

在 E
Z

/ N S
,

区的 N H v R
。

我们还观 察到
,

在 H V R 内部和 外部 存在 有相对 保

端内具有两个高变部位 h( y eP vr ar ia b le er g i on
,

H v R )
,

即 H v R
,

守的氨基酸基团和氨基酸区域
,

它们的功能有待进一步深入研究
。

和 H V R : .

H C V 不同分离株的 H V R 序列各异
,

此部位又是体 将 H C V
、

E
Z

/ N S
I

基因亚克隆至融合 型表达载体 P R X 、

及

内免疫系统作用的主要靶目标
,

具有与细胞免疫反应和体液免 P G E X
一

Z T
,

在大肠杆菌中诱导表达
,

获得具有较高表达的工程

疫反应相关的抗原表位
。

在体内免疫选择的压力下
,

H C v 产生 菌 株
,

经免疫印迹试验 ( w es t e
m b lot )和酶联免疫吸附试验

逃避突变株
,

致使病毒难以清除
,

容易形成慢性感染
,

H V R 序 ( E L IS A )鉴定
,

表达的重组蛋白质具有抗原性
,

能与丙型肝炎

列的差异也影响干扰素的治疗效果
。

因此
,

对于 H C v 外膜蛋 病毒感染者血清发生特异性抗原抗体结合反应
。

本研究为令后

白
,

尤其是 H V R 序列特点
、

抗原性及免疫功能的深入研究
,

对 进一步研究 H C V 外膜蛋白的结构与功能
,

分析 H C V 的致病机

H C V 致病机理的探讨
,

H C V 感染的诊断
、

治疗
、

预后判断及疫 理及研制疫苗奠定了基础
。

苗的研制方面都具有重要意义
。

关键词 丙型肝炎病毒
;

包膜蛋白
;
序列分析

本文从我国丙型肝炎病人血清中经逆转录 一 聚合酶链反 中图法分类号 R 3 7 3
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