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摘要：目的　研究帕金森病（ＰＤ）大鼠肠功能的改变，探讨趋化因子ＣＸＣＬ１２受体ＣＸＣＲ４在肠神经系统中的功能
及作用机制。方法　将２０只ＳＤ大鼠随机分为６ＯＨＤＡ组和对照组。６ＯＨＤＡ组经６ＯＨＤＡ脑内定点注射建立
ＰＤ动物模型，建模４周后收集两组大鼠１ｈ粪便排出量，计算粪便含水量。利用免疫荧光染色法检测胃肠神经细
胞ＣＸＣＲ４表达的变化。结果　与对照组相比，６ＯＨＤＡ组大鼠１ｈ粪便排出量及含水量明显降低（Ｐ＜０．０１），而
且胃肠神经组织中ＣＸＣＲ４阳性细胞数量明显减少，但荧光强度显著增强（Ｐ＜０．０１）。结论　ＰＤ大鼠胃肠神经系
统中ＣＸＣＲ４表达水平降低与其胃肠功能障碍密切相关。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是老年人常
见的神经退行性病，主要病理改变为脑内黑质和纹

状体通路进行性退变。随着社会老龄化，ＰＤ患病率

明显升高，目前尚无有效治疗办法［１］。ＰＤ除了有
震颤、僵直等运动障碍外，常伴有认知、睡眠、便秘等

非运动障碍。其中便秘是ＰＤ最常见的非运动症状
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之一，甚至在运动症状前即可出现［２］。大量研究发

现，在ＰＤ发病早期，患者即可出现明显的胃肠神经
功能紊乱等非运动症状，如消化道运动迟滞、顽固性

便秘等［３５］，严重影响了患者的生活质量［６］。然而

ＰＤ患者胃肠功能紊乱的机制尚不明确。研究 ＰＤ
肠神经系统病变的发生和发展，不仅可以为探究ＰＤ
早期发病机制提供实验依据，也可为探索预防和改

善肠神经系统功能紊乱的治疗靶点，综合治疗 ＰＤ
提供有效方法和理论依据。

研究发现，趋化因子 ＣＸＣＬ１２及其受体 ＣＸＣＲ４
可能参与ＰＤ的发病机制。ＰＤ患者

"

质的ＣＸＣＬ１２
以及多巴胺能神经元上 ＣＸＣＲ４表达增高，同时活
化的小胶质细胞增多；在 ＭＰＴＰ诱导的 ＰＤ动物模
型上则发现黑质先出现 ＣＸＣＬ１２及 ＣＸＣＲ４表达增
高，而后才出现多巴胺能神经元减少［７］。在 ＰＤ肠
神经细胞病理变化过程中，趋化因子 ＣＸＣＬ１２及其
受体ＣＸＣＲ４的作用尚未见报道。本实验拟利用ＰＤ
动物模型，观察 ＰＤ大鼠肠功能的改变，探讨 ＣＸ
ＣＬ１２／ＣＸＣＲ４在肠神经系统中的功能及作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物与分组　健康雄性 ＳＤ大鼠２０只，体
质量（２００±２０）ｇ，购自山东大学实验动物中心，鼠
颗粒饲料喂养，常规饮水和照明。随机分为６ＯＨＤＡ
组和对照组，每组１０只。
１．１．２　主要试剂与仪器　６ＯＨＤＡ及阿朴吗啡
（ａｐｏｍｏｒｐｈｉｎｅ，ＡＰＯ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；兔抗鼠
ＣＸＣＲ４多克隆抗体、四甲基异硫氰酸罗丹明（ｔｅｔｒａ
ｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＴＲＩＴＣ）标记山羊抗
兔ＩｇＧ、正常山羊血清均为北京中杉金桥生物技术
有限公司产品。

１．２　方法
１．２．１　大鼠ＰＤ模型的制作　６ＯＨＤＡ组ＳＤ大鼠
１％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉后，固定于脑
立体定位仪上，常规消毒，沿中线纵形切开头皮约

１．０ｃｍ，剥离骨膜。选择前囟为定位原点，参照
ＰａｘｉｎｏｓＷａｔｓｏｎ大鼠脑立体定位图谱，确定右侧中
脑黑质区域定位坐标，前囟后５．０ｍｍ，中线右侧旁
２．４ｍｍ，硬脑膜下７．６ｍｍ；注射６ＯＨＤＡ溶液５μＬ
（２μｇ／μＬ，溶于含０．２％维生素Ｃ的生理盐水中），
注射速度为 １μＬ／ｍｉｎ，注药完毕后，留针 １０ｍｉｎ。
再次消毒、缝合皮肤。对照组以相同方法向上述每

个坐标点内注射含有０．２％维生素 Ｃ的生理盐水

５μＬ。术后２周，０．１％ＡＰＯ颈部皮下注射，剂量为
０．２ｍＬ／只，记录旋转圈数。
１．２．２　尼氏染色造模　１２周后，１０％水合氯醛
（４００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，４％多聚甲醛灌注固
定。开颅取脑，置于４％多聚甲醛中后固定６ｈ，然
后移入含２０％蔗糖的磷酸缓冲液内过夜。取脑黑
质区，－２０℃恒冷连续冠状切片。切片ＰＢＳ洗涤后
放入２％硫堇中，３７℃染４５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗后梯度
乙醇分化，二甲苯透明，中性树胶封片。

１．２．３　大鼠肠功能检测　造模后第２８天，６ＯＨＤＡ
组及对照组分别取５只大鼠，收集每只大鼠１ｈ内
排出的粪便，称取粪便湿重；收集的粪便于６５℃恒
温干燥 １２ｈ后再次称取粪便干重，计算粪便含水
量：粪便含水量（％）＝（粪便湿重 －粪便干重）／
粪便湿重×１００％。
１．２．４　灌注取材切片　造模后第２８天，６ＯＨＤＡ组
及对照组分别取５只大鼠，１０％水合氯醛（４００ｍｇ／ｋｇ）
腹腔注射麻醉，４％多聚甲醛灌注固定，迅速剖腹，取
胃窦及全结肠组织清洗后，放入４％多聚甲醛中固
定２４ｈ。ＰＢＳ清洗３次后，进行１０％、２０％、３０％蔗
糖梯度沉糖。用 ＯＣＴ包埋组织，制作恒冷切片，片
厚２０μｍ。
１．２．５　结肠组织ＣＸＣＲ４表达水平的免疫荧光检测
　取出切片，ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ。１０％山羊血清
室温封片１ｈ。滴加兔抗鼠ＣＸＣＲ４一抗（５μｇ／ｍＬ），
４℃孵育过夜。ＰＢＳ清洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ。加入
ＴＲＩＴＣ标记的山羊抗兔的 ＩｇＧ二抗（１∶１００），３７℃
孵育２ｈ。ＰＢＳ清洗３次，每次１５ｍｉｎ。９５％甘油封
固后，荧光显微镜观察并拍照。以 ＰＢＳ代替一抗作
为阴性对照。

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１７．０软件，实验数据
以 珋ｘ±ｓ表示，两组数据间比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＰＤ模型鼠行为变化　对照组大鼠注射 ＡＰＯ
不能诱发旋转行为。而 ６ＯＨＤＡ组大鼠术后第 ２
周注射ＡＰＯ即可诱发明显旋转行为，表现为向健侧
的首尾相接状旋转。旋转圈数可达９转／ｍｉｎ以上，
并保持稳定。

２．２　尼氏染色结果　健侧黑质区可见大量多角形神
经元，轮廓清晰，胞体大，核圆，胞浆内充满蓝紫色尼

氏小体，见图１Ａ。毁损区神经元数量明显减少，大部
分神经元丢失，尼氏小体消失，细胞轮廓不清，见图１Ｂ。
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两侧比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图１　ＰＤ模型鼠黑质尼氏染色
Ａ：健侧黑质区可见较多神经元，胞浆内含大量尼氏
体；Ｂ：毁损侧黑质区见多数神经元死亡，胞浆内尼氏
体消失。
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ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｏｆｕｎｉｎｊｕｒｅｄｓｉｄｅ；Ｂ：Ｉｎｔｈｅｓｕｂｓｔａｎ
ｔｉａｎｉｇｒａｏｆｉｎｊｕｒｅｄｓｉｄｅ，ｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｓｔｒｏｎｇｌｙｉｎ
ｓｕｌｔｅｄａｎｄｓｅｖｅｒｅｃｅｌｌｌｏｓｓｃｏｕｌｄｂｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．

２．３　１ｈ粪便排出量及含水量　见表１。６ＯＨＤＡ
鼠１ｈ粪便排出量及含水量均明显减少，与对照组
相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表１　１ｈ粪便排出量及含水量比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
组别 粪便排出量（ｇ） 粪便含水量（％）

６ＯＨＤＡ组 ０．８０±０．３４ ２０．２０±４．５６

对照组 １．６２±０．３１　 ４２．０１±３．２１　
　　Ｐ＜０．０１ｖｓ对照组。

２．４　ＣＸＣＲ４免疫荧光染色结果　对照组大鼠胃窦
及结肠组织中可见大量ＣＸＣＲ４阳性细胞，主要分布
于黏膜下腺体之间和肌层，见图２Ａ、２Ｂ，而６ＯＨＤＡ
组大鼠胃肠肌间神经组织中 ＣＸＣＲ４阳性细胞数量
则明显减少，但细胞荧光强度明显增强，见图 ２Ｃ、
２Ｄ。两组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图２Ｅ、
２Ｆ。

图２　ＣＸＣＲ４在胃窦及结肠组织中的表达 （免疫荧光检测，×２００）
Ａ：对照组胃窦；Ｂ：对照组结肠；Ｃ：６ＯＨＤＡ组胃窦；Ｄ：６ＯＨＤＡ组结肠；Ｅ：两组阳性细胞数
比较（Ｐ＜０．０１）；Ｆ：两组荧光强度比较（Ｐ＜０．０１）。

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｉｎｓｉｎｕｓｅｓｖｅｎｔｒｉｃｕｌｉａｎｄｃｏｌｏｎ（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）
Ａ：Ｔｈｅｓｉｎｕｓｅｓｖｅｎｔｒｉｃｕｌｉｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｈｅｃｏｌｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｈｅｓｉｎｕｓｅｓ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌｉｏｆｔｈｅ６ＯＨＤＡｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｔｈｅｃｏｌｏｎｏｆｔｈｅ６ＯＨＤＡｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｐｏｓｉ
ｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１）；Ｆ：Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１）．

３　讨　论

ＰＤ是一种多系统受累的神经变性疾病，其病因
及发病机制不明。传统观念认为，ＰＤ神经系统变性
始于黑质的多巴胺系统，然而越来越多的学者对此

提出了不同的观点。Ｂｒａａｋ等［３］认为，外源性病原

体通过周围神经进入嗅球以及肠道黏膜，引起 α突
触核蛋白沉积，然后借助于神经元之间的轴突连接

及信号途径，诱发中枢神经系统 α突触核蛋白沉
积，导致神经元变性死亡。大量研究证实，在 ＰＤ发
病早期，从消化道运动迟滞到顽固性便秘等胃肠神

经功能紊乱的症状已成为明显的临床表现，严重影

响患者的生活质量［４，８］，且不能用左旋多巴缓解［９］。

本研究利用ＰＤ动物模型探讨趋化因子受体ＣＸＣＲ４
与ＰＤ肠神经系统病变的关系。

调控胃肠功能的神经网络十分复杂，包括中枢

神经系统、自主神经系统和肠神经系统。肠神经系

统由肠壁内肌间神经丛和黏膜下神经丛共同构成，

可独立调节胃肠道功能［１０１１］。研究证实，胃肠功能

紊乱是肠神经系统和迷走神经背侧运动核异常的表

现［８，１２１３］。在ＰＤ的非运动症状中，便秘是最常见的
胃肠道症状，见于７０％～８０％的ＰＤ患者［１４］。我们

的研究结果显示，ＰＤ模型鼠在造模后２８ｄ粪便排
出量及含水量均明显减少，与对照组相比差异有统

计学意义，提示可能出现肠道蠕动减弱，结肠运输时
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间延长，粪便在结肠中潴留时间过长，水分被肠黏膜

大量吸收，粪便干燥，含水量减少。Ｊｏｓｔ等［１５］也发

现，在 ＰＤ患者中，约有８０％存在结肠传输时间延
长。然而ＰＤ患者伴发便秘的机制尚不明确，可能
与胃肠蠕动减少、肠神经丛神经元变性、多巴胺受体

激动剂和抗胆碱能药物的使用有关［１６］。有证据表

明，随着胃肠蠕动受损，ＰＤ肠神经系统中会出现 α
突触核蛋白沉积、路易氏小体和路易神经索［３，１７］，提

示肠神经系统可能存在神经元的变性及神经递质的

改变。

趋化因子是一些小分子量分泌蛋白质，能够吸

引白细胞移行到感染部位（如 ＩＬ８、ＭＣＰ１等），在
炎症反应中具有重要作用。其中趋化因子 ＣＸＣＬ１２
及其受体ＣＸＣＲ４在神经组织中不仅参与多种神经
细胞的迁移、轴突生长、神经递质传递等生理作用，

也参与了神经系统的炎症反应。ＣＸＣＲ４广泛表达
于胚胎及成年后的中枢神经来源的神经前体细

胞［１８］，影响神经干细胞的迁移和增殖［１９２０］，诱导神

经嵴细胞迁移，形成背根神经节和交感神经节两个

功能各异的结构［２１］，并诱导颅面部神经嵴源性细胞

正确迁移［２２］。大量研究表明，在脑肿瘤、脑缺血、ＨＩＶ
病毒性脑炎等脑组织损伤中，ＣＸＣＬ１２及 ＣＸＣＲ４表
达明显升高［２３２５］。ＣＸＣＲ４途径被激活后，可通过Ｇ
蛋白偶联信号转导途径，使细胞内钙离子浓度增加，

进而诱发神经元凋亡［２６］。研究证实，ＰＤ患者的
"

质ＣＸＣＬ１２以及其受体 ＣＸＣＲ４表达增高，并伴有
活化的小胶质细胞增多，在 ＭＰＴＰ诱导的 ＰＤ动物
模型上发现黑质先出现 ＣＸＣＬ１２及 ＣＸＣＲ４的表达
增高，而后才出现多巴胺能神经元的减少［７］，提示

ＣＸＣＬ１２及其受体 ＣＸＣＲ４可能参与 ＰＤ的发病机
制。我们的研究结果显示，正常大鼠胃窦及结肠的

黏膜下腺体之间和肌层组织中可见大量 ＣＸＣＲ４阳
性细胞，而ＰＤ大鼠胃肠神经组织中ＣＸＣＲ４阳性细
胞数量则明显减少，但细胞荧光强度显著增强，与正

常对照组相比差异有统计学意义，表明 ＰＤ大鼠胃
肠神经组织中出现了 ＣＸＣＲ４阳性细胞的丢失，这
种丢失可能与 ＰＤ的肠神经系统功能紊乱密切
相关。

总之，６ＯＨＤＡ诱导的 ＰＤ大鼠存在明显的便
秘，这可能与肠神经系统中神经元 ＣＸＣＲ４表达增
强有关。我们推测，过量表达的 ＣＸＣＲ４与配体结
合后，可能通过改变下游分子的表达而诱发胃肠神经

细胞的变性，导致便秘发生。干预趋化因子ＣＸＣＬ１２
及其受体ＣＸＣＲ４的作用途径，可能成为治疗 ＰＤ的
新思路。
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