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摘要：目的 建立可用于筛选防治老年退行性病变

和其他脑细胞损伤所致智能减退药物的模型。方法

应用脑内微透析技术，在清醒自由活动大鼠纹状体

内灌流含叠氮钠（ＮａＮ３，３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）和新斯的明
（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）的林格液，连续收集透析液。用高效

液相色谱柱后固定化酶反应器电化学检测器检测
乙酰胆碱（ＡＣｈ）和胆碱水平。结果 脑内灌流 ＮａＮ３
９０ｍｉｎ后该脑区细胞外液ＡＣｈ水平较正常组持续下
降（Ｐ＜０．０５～０．０１）。最低值在停止 ＮａＮ３灌流后
６０ｍｉｎ时出现，为相同时间点对照组水平的１０．０％；
此后有所恢复，但在恢复期 １８０ｍｉｎ内未能达到对
照组水平。阳性药甲磺酸阿米三嗪（１０ｍｇ·ｋｇ－１·
ｄ－１，ｉｇ，灌流前连续给药１４ｄ）可在停止 ＮａＮ３灌流
后３０和６０ｍｉｎ时明显减缓ＡＣｈ水平的下降（均 Ｐ＜
０．０５）。结论 大鼠脑内灌流ＮａＮ３使局部脑区胆碱
能神经功能损伤，可造成 ＡＣｈ水平持续下降的急性
模型。
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近年来，线粒体氧化磷酸化异常与线粒体 ＤＮＡ
缺陷在老年性痴呆（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ病，ＡＤ）发病中的作用
引起人们的重视。ＡＤ患者脑细胞中与线粒体氧化
代谢有关的丙酮酸脱氢酶复合物、α酮酸脱氢酶复
合物和细胞色素Ｃ氧化酶（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅ，
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ＣＯＸ）的活性严重降低，其中 ＣＯＸ活性的降低较为
明显且特异［１］。因此有学者认为 ＣＯＸ的抑制可能
导致培养细胞和动物体内出现类似 ＡＤ的病理改
变。叠氮钠（ｓｏｄｉｕｍａｚｉｄｅ，ＮａＮ３）是一种特异性 ＣＯＸ
抑制剂，作为工具药被广泛地应用于药理学研

究［２～７］。已有研究表明它可明显影响胆碱能神经系

统的功能［８］。

本研究拟用 ＮａＮ３纹状体内灌流造成灌流脑区
ＣＯＸ抑制，使线粒体功能障碍和细胞受损，进而影
响乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣｈ）水平，建立细胞外液
ＡＣｈ水平下降的急性模型。用于筛选防治老年退行
性病变和其他脑细胞损伤所致智能减退的药物。

１ 材料和方法

１．１ 动物

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，♂，体重 ２５０～３５０ｇ，
购于北京维通利华实验动物技术有限公司，许可证

编号ＳＯＸＫ（京）２００２０２０３。
１．２ 试剂和药品

氯化乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅ）、氯化胆碱
（ｃｈｏｌｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅ，Ｃｈ）、甲基硫酸新斯的明（ｎｅｏｓｔｉｇｍｉｎｅ
ｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｔｅ）均购自 Ｓｉｇｍａ公司。ＮａＮ３为 Ｍｅｒｃｋ产
品。１％ Ｋａｔｈｏｎ溶液由 ＢＡＳ公司提供。林格
（Ｒｉｎｇｅｒ）液为北京双鹤药业股份有限公司产品，批
号：０２１０１８７１２。甲磺酸阿米三嗪／萝巴新片（ａｌｍｉｔｒｉｎｅ
ｂｉｓｍｅｓｙｌａｔｅ／ｒａｕｂａｓｉｎｅ；又名都可喜，Ｄｕｘｉｌ）为法国
Ｓｅｒｖｉｅｒ药厂产品，批号：１Ｇ０８３８，上海福达制药有限
公司分装。

１．３ 仪器

脑内微透析系统包括ＣＭＡ／１２探针（透析膜长４
ｍｍ）及探针套管、ＣＭＡ／１２０清醒动物装置、ＣＭＡ／１０２
微量泵、ＣＭＡ／１１０液体开关、ＣＭＡ／１７０低温样品自
动收集器及软件均为ＣＭＡ公司产品。

高效液相色谱（ＨＰＬＣ）系统包括 ＣＭＡ／２６０除气
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装置、ＰＭ８０泵、Ｒｈｅｏｄｙｎｅ７１２５进样阀、ＬＣ４Ｃ电化
学检测器（ＥＤ）、ＡＣｈ分析柱（３μｍ，１００ｍｍ×４ｍｍ）
及固定化酶反应器（ＩＭＥＲ）、白金工作电极、Ａｇ／ＡｇＣｌ
参考电极和色谱工作站均为ＢＡＳ和ＣＭＡ公司产品。
１．４ 方法

大鼠随机分３组：对照组、模型组和阳性药甲磺
酸阿米三嗪组。甲磺酸阿米三嗪组以 １０ｍｇ·ｋｇ－１·
ｄ－１ｉｇ×１４ｄ，其余２组普通水 ｉｇ×１４ｄ。２周后，大
鼠ｉｐ２％戊巴比妥钠麻醉（４０ｍｇ·ｋｇ－１）后，于纹状体
内进行探针套管埋植术（定位坐标 Ａ：＋０．２ｍｍ，Ｌ：
＋３ｍｍ，Ｖ：７．５ｍｍ）。术后 ２４ｈ插入探针进行透
析。对照组大鼠用含 １０μｍｏｌ·Ｌ

－１新斯的明的林格

液（ＮＲ液）灌流４５０ｍｉｎ；模型组和甲磺酸阿米三嗪
组大鼠用 ＮＲ液灌流 １２０ｍｉｎ后，改用含 ３０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＮａＮ３的ＮＲ液灌流１５０ｍｉｎ，再恢复ＮＲ液灌流

１８０ｍｉｎ，共计４５０ｍｉｎ。灌流速度为２μＬ·ｍｉｎ
－１。平

衡６０ｍｉｎ后开始收集透析液，每 ３０ｍｉｎ收集 １管。
按照ＢＡＳ公司提供的ＡＣｈ／Ｃｈ试剂盒操作手册（ＭＦ
９０５３），用 ＨＰＬＣＩＭＥＲＥＤ测定透析液中 ＡＣｈ和 Ｃｈ
含量。

所有探针在使用前作回收率的测定。实验数据

采用两组 ｔ检验。
１．５ 高效液相色谱分析

流动相：每升含８５％磷酸３．４ｍＬ，１％ Ｋａｔｈｏｎ５

ｍＬ，用ＮａＯＨ调ｐＨ至８．５。流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１。工
作电压设为 ＋５００ｍＶ，滤波 ０．１Ｈｚ，增益 ０．２μＡ。
标准曲线用 ０．１２５，０．２５，０．５和 １μｍｏｌ·Ｌ

－１ＡＣｈ和
Ｃｈ混合标准液测定。

２ 结果

２．１ 乙酰胆碱和胆碱的基础水平

本实验中，对照组灌流 ２４０ｍｉｎ时透析液中
ＡＣｈ，Ｃｈ的基础水平分别为（０．２２±０．０８）和（０．２６±
０．０２）μｍｏｌ·Ｌ

－１（ｎ＝５）。与相似条件下的研究近
似［９］。经探针回收率校正后，所得大鼠纹状体细胞

外液中ＡＣｈ和 Ｃｈ的基础水平分别为（１．３±０．５）和
（１．２±０．１）μｍｏｌ·Ｌ

－１（ｎ＝５）。
２．２ 叠氮钠灌流对乙酰胆碱水平的影响

表１结果可见，模型组大鼠在用 ＮＲ液灌流的
开始６０～１２０ｍｉｎ内 ＡＣｈ，Ｃｈ水平均与对照组无显
著差异。加入 ＮａＮ３灌流后 ＡＣｈ水平逐渐下降，在
灌流２１０ｍｉｎ（ＮａＮ３灌流 ９０ｍｉｎ）时较对照组显著下
降，灌流２７０ｍｉｎ（ＮａＮ３灌流１５０ｍｉｎ）时下降到相同
时间点对照组水平的 ２２．７％。２７０ｍｉｎ起恢复 ＮＲ
液灌流，ＡＣｈ水平仍继续下降，至３３０ｍｉｎ（恢复 ＮＲ
液灌 流 后 ６０ｍｉｎ）时 达 到 本 次 实 验 的 最 低
值（２２．２±２．５）ｎｍｏｌ·Ｌ－１（未经回收率校正），为相同

Ｔａｂ１． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｔｒｉａｔａｌｐｅｒｆｕｓｉｏｎｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍａｚｉｄｅ（ＮａＮ３）ｏｎｓｔｒｉａｔａｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ（ＡＣｈ）ａｎｄ
ｃｈｏｌｉｎｅ（Ｃｈ）ｌｅｖｅｌｓｉｎｒａｔ
Ｔｉｍｅｏｆ

ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ／ｍｉｎ
ＡＣｈ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｍｏｄｅｌ ％
Ｃｈ／μｍｏｌ·Ｌ

－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｍｏｄｅｌ ％
９０ ３９５±２３９ ３９５±１６ １００．０ ０．６７±０．１３ ０．６４±０．２９ ９５．４
１２０ ３５４±１９８ ３２９±３３ ９３．０ ０．４９±０．０９ ０．４６±０．２２ ９３．５
１５０ ３２１±１５６ ２８８±２５ ９０．０ ０．４９±０．０９ ０．４６±０．２２ ９５．２
１８０ ２９７±１５６ ２４７±３３ ８３．３ ０．４５±０．０７ ２．２３±０．３６ ４９２
２１０ ２７２±９４ １４０±２５ ５１．５ ０．４１±０．０８ ３．０７±０．４７ ７５２
２４０ ２２２±９１ ７０．９±７．４ ３１．９ ０．３６±０．０９ ３．４４±０．５６ ９４６
２７０ ２１４±７４ ４８．６±４．９ ２２．７ ０．３２±０．０６ ３．７１±０．５９ １１６８
３００ １９８±８２ ３３．０±４．９ １６．７ ０．２８±０．０３ ３．９６±０．４２ １４０８
３３０ ２２２±１０７ ２２．２±２．５ １０．０ ０．２６±０．０２ ３．８６±０．５６ １４９２
３６０ ２３１±８２ ７４±４１ ３２．１ ０．２４±０．０６ ３．０２±０．４７ １２８０
３９０ ２１４±６６ １０７±７４ ５０．０ ０．２１±０．０５ ２．４３±０．４８ １１６６
４２０ ２２２±８２ ８２±３３ ３７．０ ０．２０±０．０５ ２．１７±０．４６ １０８６
４５０ ２２２±９１ ９１±３３ ４０．７ ０．１９±０．０６ １．９４±０．４５ １０２０

ＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｐｅｒｆｕｓｅｄｗｉｔｈＲｉｎｇｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０μｍｏｌ·Ｌ
－１ｎｅｏｓｔｉｇｍｉｎｅ（ＮＲｓｏｌｕｔｉｏｎ）ｆｏｒ４５０ｍｉｎ，２μＬ·ｍｉｎ

－１．Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓ
ｐｅｒｆｕｓｅｄｗｉｔｈＮＲｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒ１２０ｍｉｎ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＮＲｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＮａＮ３３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ１５０ｍｉｎ，ａｎｄａｇａｉｎＮＲｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒ１８０
ｍｉｎ．ＡＣｈａｎｄＣｈｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｅｖｅｒｙ３０ｍｉｎｆｒｏｍ６０ｍｉｎ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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时间点对照组水平的１０．０％。之后逐渐恢复，但至
５４０ｍｉｎ（恢复灌流１８０ｍｉｎ）始终低于同期的对照组。
２．３ 叠氮钠灌流对胆碱水平的影响

Ｃｈ水平在加入ＮａＮ３灌流后显著上升，ＮａＮ３灌流
６０ｍｉｎ（总灌流１８０ｍｉｎ）时即达到相同时间点对照组
水平的约 ５倍，之后继续增高。在恢复灌流 ３０ｍｉｎ
（总灌流 ３００ｍｉｎ）时达到本实验的最高值（３．９６±
０．４２）μｍｏｌ·Ｌ

－１（未经回收率校正），为对照组的１４倍。
然后Ｃｈ水平逐渐下降，但在恢复期的１８０ｍｉｎ内未能
恢复到对照组水平，始终有显著性差异（表１）。
２．４ 甲磺酸阿米三嗪对叠氮钠灌流大鼠纹状体细

胞外液乙酰胆碱水平的影响

甲磺酸阿米三嗪组在停止 ＮａＮ３灌流 ３０和 ６０
ｍｉｎ（总灌流３００和３３０ｍｉｎ）时间点的 ＡＣｈ水平较同
时间点的模型组增高（图 １）。表明其能减缓 ＮａＮ３
灌流所致纹状体细胞外液ＡＣｈ水平的下降。

Ｆｉｇ１． ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｕｘｉｌｏｎｓｔｒｉａｔａｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＡＣｈ
ｌｅｖｅｌｄｕｒｉｎｇｓｔｒｉａｔａｌｐｅｒｆｕｓｉｏｎｗｉｔｈＮａＮ３ｉｎｒａｔｓ．Ｔｈｅ
ｐｒｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｏｃｏｌｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＴａｂ１．Ｄｕｘｉｌ１０
ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｗａｓｇｉｖｅｎｉｇｆｏｒ１４ｄｂｅｆｏｒｅｔｈｅｓｔｒｉａｔａｌｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．
ＡＣｈｌｅｖｅｌｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｂａｓａｌｌｅｖｅｌｓｂｅｆｏｒｅ
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３ 讨论

ＡＣｈ是胆碱能神经传导的内源性神经递质，脑
内ＡＣｈ水平的平衡调节对维持学习、记忆、注意力
等脑高级功能的正常运作至关重要，ＡＣｈ的代谢异
常又与ＡＤ、帕金森病等多种神经退行性疾病的认知
功能密切相关。通过测定脑内 ＡＣｈ的含量可以较
可靠的反映脑内胆碱能神经的功能。

ＨＰＬＣＩＭＥＲＥＤ检测 ＡＣｈ，Ｃｈ的方法，和脑内
微透析技术相结合，可以动态检测脑内细胞外液中

ＡＣｈ，Ｃｈ的水平。由于是在体检测，ＡＣｈ由神经末

梢释放出后，很快就被脑内乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）水
解生成Ｃｈ，导致细胞外液中ＡＣｈ的浓度很低而难以
测出［１０］，所以在灌流液中加入可逆性 ＡＣｈＥ抑制剂
新斯的明阻止ＡＣｈ的水解。

有研究表明，药物作用后纹状体内细胞外液 Ｃｈ
水平的变化范围很大，这种变化的产生与Ｃｈ的摄取
密切相关［１１］。由此推测 ＡＣｈ水平降低的原因可能
有：①ＮａＮ３特异性抑制 ＣＯＸ，导致线粒体能量合成
障碍，ＡＴＰ产生减少，使ＡＴＰ依赖的 Ｎａ＋／Ｋ＋泵活性
下降，神经细胞膜电位异常，致使与膜电位密切相关

的Ｃｈ的摄取大量减少，细胞外液中 Ｃｈ水平增高而
神经末梢内用于合成ＡＣｈ的Ｃｈ减少，进而影响ＡＣｈ
的合成。②膜电位异常使 ＡＣｈ释放减少。③线粒
体能量合成障碍直接影响ＡＣｈ的合成［１２］。

应用ＮａＮ３作为工具药进行有关ＡＤ的研究多见
报道。有研究证明较低浓度ＮａＮ３可造成培养神经细
胞微管结构的改变，细胞及线粒体膜电位异常，硫氧

还蛋白ｍＲＮＡ表达量的下降和β淀粉样蛋白表达水
平的增高，进而引起神经细胞存活率的显著下

降［２～５］。ＮａＮ３脑内灌流可造成灌流脑区氧自由基的
显著升高［６］。这些神经生化与分子遗传方面的异常

与ＡＤ患者十分相似。并且已有利用微泵恒速皮下
灌注ＮａＮ３４周制备ＣＯＸ活性抑制动物模型出现明显
的学习记忆障碍的报道［７］。ＮａＮ３致线粒体损伤模型
可能成为ＡＤ发病机制以及药物研究的新靶点。

本研究表明，脑内灌流ＮａＮ３所致局部脑区 ＡＣｈ
和Ｃｈ水平异常的急性模型中，ＡＣｈ水平下降较稳
定，且持续时间较长，阳性药有一定的减缓 ＡＣｈ水
平下降的作用。因此该模型可能为防治 ＡＤ的药物
研究提供快速筛选的方法。
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