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帕金森病模型小鼠黑质纹状体系统

氧化应激的增龄性改变

张忠霞，马晓伟，王彦永，李晓丽，王铭维
（河北医科大学第一医院神经内科，河北省脑老化与认知神经科学实验室，河北 石家庄 ０５００３１）

摘要：目的　观察不同月龄小鼠帕金森病（ＰＤ）模型黑质纹状体系统氧化应激损伤的增龄性改变并检测老龄 ＰＤ
小鼠氧化应激相关基因的差异性表达。方法　选用健康雌性３、６、１０月龄快速老化小鼠 Ｐ８系（ＳＡＭＰ８）４２只，各
月龄小鼠随机平均分为 ＭＰＴＰ组与对照组，分别给予背部皮下急性注射 １甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶
（ＭＰＴＰ）及等量０．９％ＮａＣｌ处理。给药后７２ｈ，采用开放旷场实验观察其运动功能，高效液相色谱法检测黑质ＤＡ
含量，分光光度计法检测纹状体超氧化物歧化酶（ＳＯＤ１）活性和丙二醛（ＭＤＡ）含量，比较不同月龄小鼠黑质 ＤＡ
系统、纹状体氧化应激相关指标损伤的差异。采用ＰＣＲＡｒｒａｙ检测两组１０月龄小鼠纹状体氧化应激相关基因表
达的差异。结果　与对照组相比，ＭＰＴＰ组各月龄小鼠水平运动距离与站立次数均减少，ＤＡ水平、ＳＯＤ活性明显
下降，ＭＤＡ含量明显增加（Ｐ＜０．０５）；与３、６月龄相比，１０月龄小鼠上述指标变化更明显；与对照组相比，１０月龄
ＭＰＴＰ组小鼠环氧化酶２表达明显上调，而谷胱甘肽过氧化物酶３、６、８，乳酸过氧化物酶、核氧化还原酶、肌红蛋白、
神经珠蛋白酶、过氧化物还原酶１和嗜酸粒细胞过氧化物酶９种基因明显下调（倍数改变＞２）。结论　月龄是影响
ＰＤ模型黑质纹状体系统损伤的重要因素；与氧化应激相关的基因的上调或下调可能参与了ＰＤ的早期发病。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是目前发病
率仅次于阿尔茨海默病的神经退行性疾病，其发病

率随年龄的增长而增高。２００３年报道其发病率为
１％，近年已增至２％［１２］。尽管其典型的临床和病

理特征已经明确，但病因与发病机制仍不清楚。许

多细胞内机制如氧化应激、线粒体／溶酶体功能障
碍、神经免疫学改变等均可能参与了 ＰＤ的发生和
发展，而环境因素、基因突变及年龄增长也与 ＰＤ的
发生存在潜在联系，ＰＤ逐渐被认同为一种多因素导
致的综合征。本研究在应用经典的神经毒素 １甲
基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，
２，３，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）制作 ＰＤ模型的
基础上，选用不同月龄的快速老化小鼠 Ｐ８系（ｓｅ
ｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｏｕｓｅｐｒｏｎｅ８，ＳＡＭＰ８）进行实
验，同时纳入环境毒素和老化两种致病因素，检测黑

质纹状体系统氧化应激损伤的增龄性改变及氧化应

激相关基因的差异性表达，为明确 ＰＤ的病因及发
病机制提供依据［３４］。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组清洁级　ＳＡＭＰ８雌性小鼠
４２只（香港中文大学解剖学系惠赠），３、６、１０月龄
小鼠分别１２、１２、１８只，体质量分别（２１±２）、（２８±
２）、（３２±２）ｇ，自由饮食、水。各月龄小鼠均按照随
机数字表平均分为ＭＰＴＰ组和对照组。ＭＰＴＰ组小
鼠背部皮下急性注射 ＭＰＴＰ（１４ｍｇ／ｋｇ），每２ｈ注
射１次，连续４次；对照组每次均注射等体积无菌
０．９％ＮａＣｌ。所有小鼠于第１次注射后７２ｈ处死。
１．２　主要试剂与仪器　ＭＰＴＰ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），
ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂盒、ＲＴ２ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ试剂盒及ＲＴ２
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（美国 Ｑｉａｇｅｎ公司），小鼠
氧化应激和抗氧化 ＰＣＲ芯片（美国 ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），蛋白酶
抑制剂（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司），ＳＯＤ、ＭＤＡ试剂盒

（南京建成科技有限公司）；Ａ７５００实时荧光定量
ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司），ＮａｎｏｄｒｏｐＮＤ１０００紫外
分光光度计（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），
多功能酶标仪（美国ＴｈｅｒｍｏＬａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司，型号
ＳＮ３５４０１０１５）、超低温离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司，型号５４１７Ｒ）。
１．３　方法
１．３．１　行为学检测　采用开放旷场实验检测各组小
鼠给药后７２ｈ的自主活动水平。实验方法参照文献
［５６］。将小鼠单独置于灰色实验装箱（５０ｃｍ×
３０ｃｍ×１５ｃｍ，箱底被划分为 １０ｃｍ×１０ｃｍ的方
格）中，自由活动３ｍｉｎ，计数其跨过的方格数用于
计算移动距离，计数其垂直站立次数，作为自主探索

性活动次数。每只小鼠实验结束，用乙醇擦拭箱底，

以免留下气味影响其它小鼠。

１．３．２　标本留取　使用体积分数１０％的水合氯醛
麻醉小鼠，迅速断头取脑，在冰上剥离出中脑黑质、

纹状体组织，电子天平称重，置于液氮中冷冻，

－８０℃保存备用。
１．３．３　脑黑质 ＤＡ水平的检测　采用高效液相 －
电化学法（ＨＰＬＣＥＣＤ）检测黑质 ＤＡ的含量，样本
送检于首都医科大学神经科学研究所。

１．３．４　纹状体组织超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性及丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）含量的检测　在纹状体组织中加入组织裂解
液，冰上匀浆，提取蛋白，用 Ｌｏｒｒｙ法进行蛋白定量，
采用分光光度计测定ＳＯＤ的活性及 ＭＤＡ的水平，
按试剂盒说明书进行操作。

１．３．５　纹状体组织的基因芯片检测　小鼠氧化应
激和抗氧化ＰＣＲ芯片共有８４个基因，包括抗氧化
基因、活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）代谢
基因和氧运载基因。检测步骤为：①使用 ＲＮｅａｓｙ
Ｍｉｎｉ试剂盒提取冻存纹状体组织的 ＲＮＡ；②采用
ＮａｎｏＤｒｏｐ超微量分光光度计测定 ＲＮＡ浓度及质
量，２％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＲＮＡ的完整度；③取
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ＲＮＡ１μｇ，使用ＲＴ２ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ试剂盒逆转录为单
链 ｃＤＮＡ；④使用小鼠氧化应激和抗氧化 ＰＣＲ
Ａｒｒａｙ，检测１０月龄的两组小鼠氧化应激相关基因
的差异表达；⑤使用 ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＰＣＲＡｒｒａｙ数据
分析Ｅｘｃｅｌ模板对基因差异表达的结果进行分析。
１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件，实验数据
以 珋ｘ±ｓ表示，各组间差异比较应用单因素方差分析
（ＡＮＯＶＡ），两两比较使用 ＳＮＫ（ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎ
Ｋｅｕｌｓ）检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　行为学检测　结果与对照组相比，ＭＰＴＰ组各
月龄小鼠的水平运动距离及垂直站立次数均减少

（Ｐ＜０．０１）；与３、６月龄小鼠相比，１０月龄小鼠的自
主活动次数下降更明显，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。见表１。
２．２　ＤＡ水平的改变　与对照组相比，ＭＰＴＰ组各
月龄小鼠ＤＡ水平均明显下降（Ｐ＜０．０１），而１０月
龄小鼠比３、６月龄下降更明显（Ｐ＜０．０５）。见表２。

２．３　ＳＯＤ活力及ＭＤＡ水平　与对照组相比，ＭＰＴＰ
组各月龄小鼠ＳＯＤ活力下降、ＭＤＡ水平升高（Ｐ＜
０．０１）；与３、６龄小鼠相比，１０月龄小鼠 ＳＯＤ、ＭＤＡ
水平改变均更显著，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
对照组１０月龄与３、６月龄小鼠相比，其 ＳＯＤ活力
及ＭＤＡ水平分别有减低和升高的趋势，但是差异
无统计学意义。见表２。

表１　两组小鼠旷场实验成绩（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 水平运动距离（ｍ） 垂直站立次数

对照组

　３月龄 ６ ２３．６１±１．２３ ７．６３±０．９２

　６月龄 ６ ２１．４８±１．２５ ７．１４±０．８５

　１０月龄 ９ １９．３２±１．０２ ７．３３±０．８７

ＭＰＴＰ组

　３月龄 ６ １３．４６±１．４４ １．８３±０．３３

　６月龄 ６ １６．１２±１．３６ １．８６±０．４１

　１０月龄 ９ ７．３４±０．７３＃Δ １．２５±０．２７＃Δ

　　Ｐ＜０．０１ｖｓ对照组；＃Ｐ＜０．０５ｖｓ３月龄；ΔＰ＜０．０５ｖｓ
６月龄。

表２　两组小鼠ＤＡ、ＳＯＤ和ＭＤＡ的表达水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
组别 ＤＡ（ｎｍｏｌ／Ｌ）　　 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ蛋白）　　 ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ蛋白）　
对照组

　３月龄 ７４０．７１±１０５．６０ ７６．２８±１１．２３ ５．１５±１．０３
　６月龄 ７３６．３７±８０．５３ ７４．１３±８．２６ ４．９４±０．１４
　１０月龄 ７２０．１２±１１０．２１ ７０．１４±１３．１１ ５．７４±０．１１
ＭＰＴＰ组
　３月龄 ２１９．８３±５２．３７ ２４．４４±５．０３ １２．７７±１．２０

　６月龄 １９１．３４±７４．４９ ２１．０６±５．４３ １０．９４±１．４５

　１０月龄 １３０．２２±４５．６５＃Δ １４．７７±２．２０＃Δ １４．３７±０．７２＃Δ

　　Ｐ＜０．０１ｖｓ对照组；＃Ｐ＜０．０５ｖｓ３月龄；ΔＰ＜０．０５ｖｓ６月龄。

２．４　氧化应激相关基因的表达　与对照组相比，
ＭＰＴＰ组１０月龄小鼠环氧化酶２基因上调了８．６１
倍，谷胱甘肽过氧化物酶３、６、８，核氧化还原蛋白、
肌红蛋白、乳酸过氧化物酶、神经珠蛋白酶等７个基
因表达分别下调 ３．３７、２．７４、２．６８、２．２３、３．４４、
２．８５、２．２３倍，过氧化物氧化还原酶１和嗜酸粒细
胞过氧化物酶基因的表达分别下调了 ４．２９倍和
４．３２倍。

３　讨　论

ＰＤ是最常见的神经退行性疾病之一。黑质致
密部多巴胺能神经元的丢失与损伤是其病理性标志

的一种，也是导致 ＰＤ患者出现震颤、肌强直、动作
迟缓等运动功能障碍的主要原因，而氧化应激反应

增强是导致多巴胺能神经元损伤的可能因素

之一［７］。

利用选择性损伤 ＤＡ能神经元的神经毒素
ＭＰＴＰ制作ＰＤ模型，已成为目前公认的研究 ＰＤ的
理想方法［８］。ＭＰＴＰ在胶质细胞中转化为 ＭＰＰ＋
后被多巴胺转运体摄取到多巴胺能神经元内，通过

抑制线粒体内复合体Ⅰ的功能，导致细胞内ＲＯＳ的
过量产生，损伤包括核酸、脂类和蛋白等在内的所有

大分子，引起氧化应激的发生，从而导致生理机能的

进行性下降。而老龄机体对氧化应激反应过程中的

中间产物解毒与处理能力下降，更易受到氧化应激

的损伤［９］。

本研究选用生长周期快的 ＳＡＭＰ８小鼠进行实
验，这种小鼠的寿命仅１２～１７个月，因此３、６、１０月
龄可分别代表青年、中年和老年［４，１０］。分别对这三
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种月龄的小鼠进行ＭＰＴＰ注射，制备ＰＤ动物模型。
中脑黑质ＤＡ含量检测及行为学测试结果发现，各
月龄小鼠中脑的 ＤＡ含量均降低，自主活动次数减
少，而１０月龄小鼠的改变比６、３月龄小鼠更加明
显，说明衰老可以加剧其多巴胺能神经元的损伤，与

毒素在ＰＤ的发病过程中起到协同作用。
ＳＯＤ与 ＭＤＡ是反映氧化应激的两个常用指

标。ＳＯＤ通过歧化反应清除自由基，对氧化损伤起
保护作用；ＭＤＡ是体内脂质过氧化反应的最终代
谢产物，间接反映组织受自由基攻击的程度。本研

究发现，ＭＰＴＰ可致 ＳＡＭＰ８小鼠体内 ＳＯＤ活性下
降，ＭＤＡ含量增加，表明其氧化应激反应增强而抗
氧化能力受损；与３、６月龄小鼠相比，１０月龄小鼠
受到ＭＰＴＰ损伤后 ＳＯＤ的下降与 ＭＤＡ的上升更
显著，说明老龄小鼠氧化应激反应更强。同时发现，

对照组 ＳＯＤ的活力随月龄的增加而下降，而 ＭＤＡ
水平随月龄的增加而增加，说明 ＳＡＭＰ８小鼠本身
即存在随月龄增加而加重的氧化应激反应的失衡，

与Ｎｏｍｕｒａ等［１１］和 Ｆａｒｒ等［１２］的报道一致。上述结

果提示，年龄本身即是影响氧化应激的因素，而衰老

可以加重机体的氧化应激反应。

为了明确与衰老相关ＰＤ模型小鼠与氧化应激
相关基因表达的改变，本研究采用 ＰＣＲＡｒｒａｙ检测
了老龄ＳＡＭＰ８小鼠注射 ＭＰＴＰ后纹状体组织氧化
应激基因表达的变化，结果显示，谷胱甘肽过氧化物

酶等具有抗氧化活性酶类的表达明显下调，反映出

机体抗氧化应激能力下降；而能够引发氧化应激反

应的相关酶类的表达明显上调，如环氧化酶２可通
过产生 ＲＯＳ将体内的 ＤＡ氧化为有活性的 ＤＡ醌
类，进而使α突触核蛋白聚集，导致ＰＤ的病理性标
志物路易小体的形成［１３１４］，本研究结果显示，环氧

化酶２在ＭＰＴＰ组小鼠纹状体的表达比对照组小
鼠上调了８．６１倍。

总之，本研究结果表明，在 ＰＤ的发生与发展
中，与氧化应激相关的基因在 ｍＲＮＡ水平出现上调
或下调，提示氧化应激反应是ＰＤ的发病机制之一；
而且氧化应激的反应程度在老龄机体内表现更强

烈，说明衰老能够加剧环境毒素所致 ＰＤ的发生发
展。如何将相关的指标早期用于ＰＤ的辅助诊断与
治疗，仍需要进一步的研究。
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