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脑黑质单侧注射鱼藤酮制备帕金森小鼠模型方法探讨

谷　争，侯田田，周度爽，董高攀，赵二奇，赵　营
（新乡医学院药学院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨应用鱼藤酮建立帕金森病小鼠模型的方法。方法　取３０只清洁级国立卫生研究院（ＮＩＨ）小
鼠，随机分为正常组、溶媒组和实验组，每组１０只。实验组采用立体定向微量注射法，将溶解于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
的鱼藤酮注射入小鼠脑右侧黑质致密区；溶媒组以同样的方法仅注射相同体积的ＤＭＳＯ，正常组不做任何处理。观察
３组小鼠的行为变化，并采用免疫组织化学法分析黑质酪氨酸羟化酶（ＴＨ）水平。结果　建模前，３组小鼠体质量、爬
杆实验得分、悬挂实验得分、水平和垂直自由活动得分比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。建模后，３组小鼠体质量
均高于建模前（Ｐ＜０．０５）；实验组小鼠体质量明显低于对照组和溶媒组（Ｐ＜０．０５）；对照组和溶媒组小鼠体质量比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。建模后，正常组和溶媒组小鼠爬杆实验得分、悬挂实验得分、水平和垂直自由活动得
分与建模前比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；实验组小鼠爬杆实验得分、悬挂实验得分、水平和垂直自由活动得
分较建模前、正常组和溶媒组建模后明显下降（Ｐ＜０．０５）。建模后，正常组和溶媒组小鼠两侧脑黑质中 ＴＨ阳性神经
元数量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；实验组小鼠右侧脑黑质中ＴＨ阳性神经元数量低于左侧（Ｐ＜０．０５）。３组
小鼠左侧阳性神经元数量比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；实验组右侧阳性神经元数量低于正常组和溶媒组
（Ｐ＜０．０５）。结论　鱼藤酮能选择性损毁黑质多巴胺能神经元，可较快建立稳定的、成功率较高的帕金森模型。

关键词：　鱼藤酮；脑黑质；多巴胺神经元；帕金森病
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是第２大常
见的神经退行性疾病，人群患病率０．３％，６５岁以上
人群患病率１％～３％，严重威胁中老年人的健康及
生存质量［１］。ＰＤ临床症状主要表现为静止性震颤、
肌肉僵直、运动迟缓、姿势平衡障碍等，主要病理学

特征是中脑黑质区多巴胺能神经元选择性缺失，从

而导致纹状体中多巴胺含量降低［２］。环境中的有

害物质已被视为 ＰＤ的重要致病因素之一［３５］。目

前，国内外对ＰＤ的研究仍建立在动物ＰＤ模型基础
上，如何模拟人类 ＰＤ，建立理想的动物模型是研究
者探索的目标。目前常用的由１甲基４苯基１，２，
３，６四氢吡啶（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６ｔｅｔｒａｈｙ
ｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）诱导的 ＰＤ动物模型具有抑制多
巴胺能神经元线粒体复合体Ｉ的特点，但与ＰＤ患者
全身线粒体复合体 Ｉ抑制的特性不符，且既不能有
效复制ＰＤ患者的Ｌｅｗｙ小体病理特征，也不能复制
ＰＤ患者病情进行性发展的特点［６７］。鱼藤酮对黑质

多巴胺能神经元具有明显的神经毒性作用，其诱导

的ＰＤ模型较 ＭＰＴＰ诱导的 ＰＤ模型能更有效地复
制ＰＤ患者的病理特征，与ＰＤ患者病情进行性发展
亦更为接近，因此，使用鱼藤酮建立 ＰＤ模型已被众
多研究者认可［８９］。另外，至今在国内外尚未见小鼠

用黑质致密区立体定位注射制备 ＰＤ模型的报道。
可能的原因是小鼠黑质致密区域较小，进行局部脑

内注射比较困难。为探讨提高鱼藤酮建立 ＰＤ小鼠
模型成功率的方法，本研究将小剂量鱼藤酮单侧注

射入小鼠脑区黑质致密区，结果表明可成功制作ＰＤ
模型（持续时间大约６周），现报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物　无特定病原（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ
ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级美国国立卫生研究院（ｎａｔｉｏｎａｌｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
ｏｆｈｅａｌｔｈ，ＮＩＨ）小鼠 ３０只，雌性，６周龄，体质量
２２～２５ｇ，由河南省华兰生物有限公司小动物饲养
中心提供，批号：４１００１７００００１４１６。
１．２　试剂与仪器　分析纯鱼藤酮（武汉三洹医药
化工有限公司）；阿扑吗啡（湖北科益药业股份有限

公司，国药准字Ｈ２００５０９７０）；兔抗酪氨酸羟化酶、免
疫亲和素生物素复合物（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｃｏｍ
ｐｌｅｘ，ＳＡＢＣ）试剂盒（武汉博士德生物工程有限公

司）；二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色试
剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）；ＳＴ５ＮＤＢ
型小鼠脑立体定向仪（成都仪器厂）；ＺＨＧＳＺ型高
级颅骨钻（安徽正华生物仪器设备有限公司）；免疫

组织化学成像系统（日本尼康ＥＣＬＩＰＳＥＴｉＳ）。
１．３　模型建立及动物分组　实验小鼠均给予正常
饲养。将３０只小鼠随机分为实验组、溶媒组和正常
组，每组１０只。经反复行为检测确认其无旋转行为
后进 行 实 验。实 验 组：腹 腔 注 射 水 合 氯 醛

３５０ｍｇ·ｋｇ－１，将小鼠麻醉后，严格颅平位（使用耳
栏在立体框架中稳定小鼠头部，前囟与后囟水平高

度相差０．１ｍｍ以下）固定于小鼠脑立体定向仪，用
微量注射器抽取溶于二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘ
ｉｄｅ，ＤＭＳＯ）的鱼藤酮１μＬ（０．５ｇ·Ｌ－１）注射到脑右
侧黑质致密区，注射速度为０．２μＬ·ｍｉｎ－１，缓慢进
针至靶点，注射完毕留针５ｍｉｎ待药物充分弥散，缓
慢匀速拔针。注射靶点坐标为：前囟门后３．０ｍｍ，
外侧向中线１．３ｍｍ，头骨表面腹侧４．７ｍｍ。给予
碘附涂抹消毒，撒少量青霉素粉末，缝合伤口。术后

碘附连续涂抹３ｄ，每日２次。溶媒组：小鼠固定方
法及注射靶点同实验组，每只小鼠注射 １μＬＤＭ
ＳＯ。正常组：不做任何处理，饲养方式同实验组和
溶媒组。

１．４　行为检测及评分　术后４周给予３组小鼠颈
后皮下注射阿扑吗啡（１ｍｇ·ｋｇ－１）诱导旋转，等待
小鼠适应环境５ｍｉｎ后，开始计时，记录小鼠１０ｍｉｎ
旋转圈数。模型建立成功判定标准：出现恒定转向

左侧的自发性旋转行为且结果稳定，旋转圈数每小

时＞２１０；有震颤、活动迟缓、嗅探、觅食、竖尾等异常
表现。

１．５　爬杆实验　将一直径为２５ｃｍ的软木小球固
定于一根长５０ｃｍ、粗１ｃｍ的木杆顶端，木杆上缠以
纱布防止打滑，将小鼠置于小球上，做如下记录：

（１）小鼠从小球下来所用时间；（２）小鼠爬完上半根
杆子所用时间；（３）小鼠爬完下半根杆子所用时间。
计分标准：３ｓ内完成上述某一动作记３分；６ｓ内完
成记２分；超过６ｓ记１分。
１．６　悬挂实验　将自制的有机玻璃悬挂于实验箱，
水平放置的金属杆直径１．５ｍｍ，距地面３０ｃｍ，金
属杆上方１ｃｍ加盖，以免小鼠翻坐于金属杆上，记
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录落地前时间，评分标准：０～４ｓ记０分；５～９ｓ记１
分；１０～１４ｓ记２分；１５～１９ｓ记３分；２０～２４ｓ记４
分；２５～２９ｓ记５分；超过３０ｓ记６分。
１．７　自由活动实验　选用３６ｃｍ×３６ｃｍ×４０ｃｍ
的纸箱，箱底分为９个小方格（１２ｃｍ×１２ｃｍ），将小
鼠置于中间的小格内，１０ｍｉｎ后记录５ｍｉｎ内的各
项行为，并进行评分。评分标准：水平得分（穿梭距

离）：以规定时间内跑动的格子数表示（两爪以上跨

入邻格为跑动１格）；垂直得分（下肢站立）：以双前
肢抬起离地１ｃｍ以上的次数表示。
１．８　免疫组织化学检测酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）变化　分别取实验组成功建模小
鼠（旋转圈数应接近或等于成功模型小鼠的平均旋

转圈数）、正常组小鼠、溶媒组小鼠各６只，水合氯
醛麻醉后，经左心室行主动脉灌注固定，先用

０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ，ＰＢＳ）
进行预灌注，以将其体内血液冲出，再用４０ｇ·Ｌ－１

多聚甲醛进行灌注固定，完整剥取脑组织，在同一固

定液中再固定１２～１６ｈ，从立体定位针孔处做冠状
切，取材常规脱水，石蜡包埋。切 ０．５μｍ切片。
ＰＢＳ液中浸洗３次，每次５ｍｉｎ；微波炉加热进行抗
原修复；质量分数３％过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）去除内源性
过氧化物酶活性，ＰＢＳ浸洗３次，每次５ｍｉｎ；牛血清
白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）封闭液封闭
３０ｍｉｎ，加入１１００稀释的 ＴＨ兔抗多克隆抗体，
４℃ 过夜；ＰＢＳ浸洗３次，每次５ｍｉｎ；加入生物素化
山羊抗兔ＩｇＧ，３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗３次，每
次５ｍｉｎ。加入链霉亲和素生物素过氧化物酶复合
物，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液浸洗；ＤＡＢ显色，脱水，

透明，封片，镜检。ＴＨ阳性细胞呈棕黄色，仅显示细
胞轮廓者为阴性细胞。每只小鼠取中脑５个切片断
面计数黑质 ＴＨ阳性神经元数量。使用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６．０图像分析软件进行结果分析。
１．９　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进
行分析，计量数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间
比较采用ｔ检验；计数资料比较采用 χ２检验。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组小鼠生存情况比较　溶媒组和正常组小
鼠在４周观察期间均未见死亡，实验组小鼠在建模
第２周和第３周分别死亡１只，至第４周实验组小
鼠存活８只。３组小鼠的病死率比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。
２．２　３组小鼠体质量，爬杆实验、悬挂实验及自由
活动得分比较　结果见表１。建模前，正常组、溶媒
组和实验组小鼠体质量、爬杆实验得分、悬挂实验得

分、水平和垂直自由活动得分比较差异均无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。建模后，正常组、溶媒组和实验组
小鼠体质量均高于建模前（Ｐ＜０．０５）；实验组小鼠
体质量明显低于对照组和溶媒组（Ｐ＜０．０５）；对照
组和溶媒组小鼠体质量比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。建模后，正常组和溶媒组小鼠爬杆实
验得分、悬挂实验得分、水平和垂直自由活动得分与

建模前比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；实验
组小鼠爬杆实验得分、悬挂实验得分、水平和垂直自

由活动得分较建模前、正常组建模后和溶媒组建模

后明显下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表１　３组小鼠建模前后体质量，爬杆实验、悬挂实验及自由活动得分比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｊｕｎｇｌｅｐｏｌｅｓｃｏｒｅｓ，ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｔｅｓｔｓｃｏｒｅｓ，ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｓｗｉｎｇａｎｄｖｅｒｔｉｃａｌｓｗｉｎｇｔｅｓｔｓｃｏｒｅｓ
ｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 体质量／ｇ 爬杆实验得分 悬挂实验得分
自由活动

水平得分 垂直得分

正常组

　　建模前 １０ ２２．９５±０．９４ ７．１２±０．９９ ４．２０±０．６３ １１３．１２±１６．８７ ３４．２１±８．６４
　　建模后 １０ ４０．２０±０．９４ａｂ ７．００±０．９５ｂ ４．４０±０．５２ｂ １１６．１０±１６．７８ｂ ３２．１０±３．９８ｂ

溶媒组

　　建模前 １０ ２２．６１±７４．７０ ７．４１±０．８４ ４．１０±０．５７ １１６．８０±２１．１３ ３４．２２±７．８５
　　建模后 １０ ３９．７３±０．７１ａｂ ７．００±０．８２ｂ ３．９０±０．７０ｂ １２１．００±１８．１５ｂ ３１．６２±４．３８ｂ

实验组

　　建模前 １０ ２２．９３±０．８７ ７．７５±１．２８ ４．１０±０．５３ １２３．３８±１３．５０ ３０．２０±５．０４
　　建模后 ８ ２８．８２±１．３２ａ ４．７５±０．７１ａ ０．８８±０．５７ａ ８０．５０±９．８２ａ ６．６３±２．７７ａ

　　注：与建模前比较ａＰ＜０．０５；与实验组建模后比较ｂＰ＜０．０５。

２．３　３组小鼠脑组织 ＴＨ阳性神经元比较　结果
见图１、表２。正常组和溶媒组小鼠脑黑质中 ＴＨ染
色细胞丰富，细胞着色均匀，突出丰富，左右２侧ＴＨ
阳性神经元数量比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。实验组小鼠右侧脑黑质中 ＴＨ染色细胞比

例明显缺失，右侧 ＴＨ阳性神经元数量低于左侧
（Ｐ＜０．０５）。正常组、溶媒组和实验组左侧ＴＨ阳性
神经元数量比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）；
实验组ＴＨ右侧阳性神经元数量低于正常组和溶媒
组（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ１、Ａ２、Ａ３：分别为正常组、溶媒组、实验组左侧脑黑质致密区；Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３：分别为正常组、溶媒组、实验组右侧脑黑质致密区。

图１　３组小鼠ＴＨ阳性神经元免疫组织化学染色结果（×１００）
Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｓｔａｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｙ（×１００）
表２　３组小鼠建模后脑黑质ＴＨ阳性神经元数量比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎ

ａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 左侧 右侧

正常组 ６ １７０．００±１３．１０ １６３．５０±１１．０４
溶媒组 ６ １７２．３３±１４．６７ １６０．８３±１４．８５
实验组 ６ １７０．６７±１５．１３ａ ５７．８３±１１．７７ａｂ

　　注：与左侧比较ａＰ＜０．０５；与正常组和溶媒组右侧比较ｂＰ＜

００５。

３　讨论

ＰＤ是中老年人群常见的一种神经退行性疾病，
近年来，ＰＤ的发病率呈明显上升趋势，严重影响老
年人群的生活质量，也给患者家庭带来巨大负

担［１０］。关于ＰＤ的发病机制目前尚不完全清楚，主
要认为选择性黑质多巴胺神经元缺失和泛素染色阳

性的胞质中包涵体形成是导致 ＰＤ的主要原因之
一［１１１２］。ＰＤ以药物治疗为主，但是，药物数量有
限，因此，研发和筛选有效、安全地针对 ＰＤ的新药
成为急需解决的问题。临床前药物疗效的筛选主要

在动物水平上进行，如何得到较好的 ＰＤ动物模型
对新药研发意义重大。目前大多数 ＰＤ模型采用大
鼠构建［１３１４］，在小鼠中建模的报道较少，小鼠在基

因上和人具有更高的同源性，在小鼠 ＰＤ模型研究
其发病机制和研发新药具有重要意义。

目前，用于建立ＰＤ动物模型的方法较多，以药
物诱导的ＰＤ模型在临床前研究过程中应用较多，
这些药物包括利血平［１５］、六羟基多巴胺［１６］和鱼藤

酮［１７］等。鱼藤酮自２０世纪４０年代以来一直被认
为是最安全有效的杀虫剂，近年来发现其对机体神

经功能具有一定的影响，长时间暴露于鱼藤酮者患

ＰＤ的机会明显增加［１８］。鱼藤酮是一种脂溶性分

子，具有较好的血脑屏障穿透力，很容易通过细胞

膜，不依赖多巴胺运转体就可以直接进入细胞质，并

选择性地聚集于线粒体等细胞体，抑制氧化磷酸化

复合体Ｉ活性，进而发挥细胞毒作用［１９］。

本研究采用鱼藤酮建立小鼠 ＰＤ模型，实验组
所有小鼠出现了不同程度的ＰＤ症状，符合ＰＤ模型
成功判断标准，正常组与溶媒组小鼠未出现 ＰＤ症
状。实验组小鼠在建模后死亡２只，正常组和溶媒
组小鼠未见死亡，实验组小鼠死亡率高于正常组和

溶媒组，但差异无统计学意义。说明鱼藤酮作为ＰＤ
建模药物，如果在掌握药物剂量的前提条件下完全

可以降低建模的死亡率。实验进一步对 ＰＤ模型小
鼠的行为进行了比较分析，以证实建模的成功性。

结果显示，建模后实验组小鼠体质量、爬杆实验积

分、悬挂实验得分、水平和垂直自由活动得分较正常

组、溶媒组明显下降，同时较实验组术前明显下降。

通过免疫组织化学分析显示，建模后３组小鼠脑黑
质左侧 ＴＨ阳性神经元数量比较差异无统计学意
义，表明右侧脑黑质给药的方法不会引起脑黑质左

侧的ＴＨ缺失。实验组小鼠建模后右侧脑黑质中
ＴＨ阳性神经元数量较左侧下降，同时较正常组和溶
媒组右侧显著下降，而正常组和溶媒组 ＴＨ阳性神
经元数量比较差异无统计学意义，表明适宜剂量的

ＤＭＳＯ不会对脑黑质 ＴＨ产生影响，而鱼藤酮能选
择性地引起脑黑质 ＴＨ水平下降，进而影响多巴胺
神经元的数量。实验组小鼠脑黑质两侧 ＴＨ阳性神
经元数量差异有统计学意义，表明此方法能准确模

仿ＰＤ的病理变化。
本研究结果显示，采用鱼藤酮定位给药建立ＰＤ
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小鼠模型，外周毒性小，死亡率低，成功率高，可获得

与人类ＰＤ患者类似的行为变化及病理学变化，本
研究为研发治疗 ＰＤ的药物和研究 ＰＤ发病机制奠
定了基础。
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（上接第１０７页）
本实验采用均匀设计法对吴茱萸半仿生提取法

工艺条件进行优选，以吴茱萸碱含量、总黄酮、挥发

油量、干浸膏得率为指标，并对４个指标的数据进行
标准化处理，以消除各指标之间的单位和量纲的不

同，以及各标准变量范围相差悬殊所造成的影响，其

结果根据各指标在工艺选择中的主次，给予不同的

加权系数，确定综合评价 Ｙ值，并优选出半仿生提
取法最佳条件；３煎用水 ｐＨ值依次为６．００、６．５０、
９．００；煎煮时间依次为１８８、９５、４７ｍｉｎ。结合生产实
际，确定吴茱萸用半仿生提取法提取的工艺条件为：

３煎用水 ｐＨ值依次为６．００、６．５０、９．００，煎煮时间
依次为３．０ｈ、１．５ｈ、４０ｍｉｎ。
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