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ＭＰＴＰ对快速老化小鼠ＳＡＭＰ８学习记忆能力及黑质多巴胺神经元的影响
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［摘要］　目的：探讨１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）对ＳＡＭＰ８小鼠空间学习和记忆能力及黑质多巴胺神经元的

影响。方法：采用雄性３个月龄ＳＡＭＰ８小鼠皮下注射 ＭＰＴＰ（３６ｍｇ／ｋｇ），连续５ｄ。对照组皮下注射生理盐水（ＮＳ，３６ｍｌ／

ｋｇ）。用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试小鼠的寻找平台潜伏期及搜索策略。免疫组织化学观察黑质酪氨酸羟化酶（ＴＨ）阳性多巴胺能神

经元变化。结果：ＭＰＴＰ小鼠黑质致密部ＴＨ免疫反应阳性神经元数目明显少于对照组（Ｐ＜０．０１）。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验表明

ＭＰＴＰ小鼠寻找平台潜伏期较对照组明显延长（Ｐ＜０．０１），在目标象限（第Ⅰ象限）游泳时间比对照组明显降低（Ｐ＜０．０１），在

对侧象限（第Ⅳ象限）游泳时间比对照组明显升高（Ｐ＜０．０５），搜寻策略较对照组变差。结论：ＭＰＴＰ可造成ＳＡＭＰ８小鼠黑

质多巴胺神经元损伤，并出现空间学习记忆能力下降。
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［收稿日期］　２００８０５１５　　　　［接受日期］　２００８０７１５
［作者简介］　苑振云，博士生，副主任医师．Ｅｍａｉｌ：ｙｕａｎｚｙ２００１＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
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　　快速老化小鼠Ｐ８（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｉｃｅ
ｐｒｏｎｅ８，ＳＡＭＰ８）由日本京都大学竹田俊男教授开
发成功，其特点为寿命短、认知功能障碍及脑神经元

退行性改变等。ＳＡＭＰ８自建立以来，一直被用于研
究衰老与学习记忆功能及学习记忆功能障碍发生机

制。帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是中老年
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人常见的中枢神经系统退行性疾病。７０％ＰＤ患者
伴有痴呆。ＰＤ伴痴呆主要表现是记忆障碍和视空
知觉缺陷［１］。ＭＰＴＰ小鼠模型是最普遍应用的帕金
森病动物模型［２］。本研究用 ＭＰＴＰ干预ＳＡＭＰ８，
观察小鼠空间学习和记忆能力及多巴胺神经元的改

变，以探讨 ＭＰＴＰＳＡＭＰ８小鼠模型能否作为ＰＤ
并发痴呆的动物模型。

１　材料和方法

１．１　试剂和仪器　ＭＰＴＰ购于美国Ｓｉｇｍａ公司；
兔抗ＴＨ 多克隆抗体购于美国Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司；生
物素化二抗、封闭用正常山羊血清、辣根酶标记链霉
卵白素原液购于中国中杉金桥公司；其余试剂为国
产分析纯试剂。ＳＬＹＷＭＳＭｏｒｒｉｓ水迷宫分析系统
由安徽淮北正华生物仪器有限公司生产。

１．２　模型制备　选用雄性３个月龄ＳＡＭＰ８１６只，
平均体质量（２１．２３±０．１２）ｇ，由香港中文大学解剖
系姚大卫教授赠送。标准啮齿类动物饲料喂食，自
由进食水，室温２３～２５℃，保持１２ｈ照明、１２ｈ黑暗
的周期。将ＳＡＭＰ８按体质量采用随机数字法随机
分为实验组（ＭＰＴＰ组）８只、对照组（ＮＳ组）８只。
实验组每天上午９：００皮下注射 ＭＰＴＰ３６ｍｇ／ｋｇ，
连续５ｄ。对照组同法注射等量生理盐水。

１．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　迷宫主要由两部分组
成，即内含平台的圆形水池和记录装置。水池直径

１２０ｃｍ、高５０ｃｍ。池壁上标有东、南、西、北４个入
水点，将水池分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ４个象限。内置直径

１４ｃｍ、高２０ｃｍ的平台，加水至超过平台高度１～
１．５ｃｍ，为避免鼠直接看见平台，在水中加入墨水，
水温保持在（２２±２）℃。迷宫上方安置带有显示系
统的摄像机，计算机自动跟踪计时并记录游泳轨迹。
保持实验室内光线良好，周围参照物固定不变。测
试内容包括定位航行实验（ｐｌａｃｅｎａｖｉｇａｔｉｏｎ）和空间
探索实验（ｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅｔｅｓｔ）。（１）定位航行实验：
测试时，将平台置于圆池内第Ⅰ象限并固定，小鼠每
日分别从第Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ４个象限面向池壁轻轻放
入水中，记录该鼠自入水后至找到平台所需时间（寻
找平台潜伏期）。４次潜伏期成绩的平均值作为当
日最终成绩进入最后统计。如小鼠在１２０ｓ内找不
到平台，则由实验者将其引向平台，其潜伏期记为

１２０ｓ。每次测试间隔６０ｓ，连续４ｄ。（２）空间探索
实验：定位航行实验结束后撤除平台，自第Ⅳ象限作
为入水点将小鼠面向池壁放入水中，观察小鼠１２０ｓ
内寻找平台的游泳轨迹，并计算其在第Ⅰ象限及第

Ⅳ象限游泳的时间。水迷宫实验在造模后１～５ｄ

进行。

１．４　免疫组织化学测定鼠黑质酪氨酸羟化酶
（ＴＨ）　造模后第１４日动物经１０％水合氯醛腹腔
注射麻醉（４ｍｌ／ｋｇ），开胸，经左心室插管，灌注生理
盐水，待冲净血液后，灌注４％多聚甲醛。取鼠脑。
将鼠脑固定于４％多聚甲醛。２４ｈ后将固定好的组
织块经常规梯度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋。
连续切片，厚度为５μｍ，取切片裱于涂有多聚赖氨
酸的载玻片上。切片常规脱蜡至水。０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ。０．３％过氧化氢室温下
孵育２０ｍｉｎ。蒸馏水清洗３次，每次５ｍｉｎ。０．１
ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液（ｐＨ６．０）微波炉内修复，９８℃
维持２０ｍｉｎ。冷却至室温。１０％山羊血清，３７℃温
箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ。滤纸吸去多余血清，加入一
抗（兔抗 ＴＨ 多克隆抗体，１∶５０００）。４℃过夜。

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ。滴加生物
素化二抗（１∶１００）工作液，３７℃温箱湿盒内孵育３０
ｍｉｎ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ。滴加
辣根过氧化物霉标记链霉卵白素（１∶１００）工作液，

３７℃温箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清
洗３次，每次５ｍｉｎ。ＤＡＢ显色２～５ｍｉｎ。自来水
充分冲洗，终止显色。封片。光镜观察，选取３个相
同的黑质致密部切面，１００倍光镜下计数一侧 ＴＨ
阳性细胞数，并计算平均值。

１．５　统计学处理　各组实验数据均用ＳＡＳ８．１统
计软件做统计学处理，结果以珚ｘ±ｓ表示，对资料进
行两样本均数比较的ｔ检验。

２　结　果

２．１　注射 ＭＰＴＰ后动物的急性行为表现　ＭＰＴＰ
组小鼠于每次注药后出现不同程度的自主活动减

少、竖毛、对外界刺激反应迟钝，症状于２４ｈ后基本
消失。对照组未见类似表现。

２．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验

２．２．１　定位航行　ＭＰＴＰ组小鼠寻找平台潜伏期
较对照组明显延长（表１）。

２．２．２　空间探索　第５日撤除平台后，观察小鼠的
空间探索能力发现，ＭＰＴＰ组小鼠在目标象限游泳
时间较对照组明显降低，在对侧象限游泳时间较对
照组明显增高（表２）。小鼠寻找平台的轨迹经图形
叠加（８个图形叠加）处理后发现：ＮＳ组ＳＡＭＰ８
小鼠轨迹大部分位于原平台象限，其次较多地在原
平台象限相邻的左右两侧象限寻找，ＭＰＴＰ组小鼠
基本满池内寻找，其轨迹呈随机分布于各象限之中，
并有围绕池壁寻找现象（图１）。
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表１　水迷宫实验中两组小鼠寻找平台潜伏期的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｖｅｒａｇｅｌａｔｅｎｔｐｅｒｉｏｄｂｅｔｗｅｅｎＭＰＴＰａｎｄＮＳｇｒｏｕｐｓｉｎＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ，ｔ／ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅ

ｄ１ ｄ２ ｄ３ ｄ４
ＭＰＴＰ １１１．３２±５．８６ １０８．７２±５．３３ ７７．８０±４．６５ ６３．５９±５．８１

ＮＳ ７９．１８±５．４２ ５４．００±７．８０ ４９．２６±６．１５ ３８．８８±６．３２

　Ｐ＜０．０１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ．ＭＰＴＰ：１Ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ

表２　两组小鼠空间探索测试中在
目标象限及对侧象限游泳时间比较

Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｗｉｍｍｉｎｇｔｉｍｅｉｎｔｈｅ
ａｉｍｅｄａｎｄｏｐｐｏｓｉｔｅｑｕａｄｒａｎｔｓｉｎｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅｔｅｓｔ

（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ，ｔ／ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ａｉｍｅｄｑｕａｄｒａｎｔ（Ⅰ） Ｏｐｐｏｓｉｔｅｑｕａｄｒａｎｔ（Ⅳ）

ＭＰＴＰ ３４．０９±３．３３ ２２．１６±５．１２

ＮＳ ４５．３４±３．０６ １４．４４±３．０９

　Ｐ＜０．０５，＜０．０１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ

图１　ＳＡＭＰ８小鼠的空间探索轨迹

Ｆｉｇ１　ＲｏｕｔｅｓｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅｉｎｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅｔｅｓｔ
Ａ：ＭＰＴＰｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＮＳｇｒｏｕｐ

２．３　ＭＰＴＰ对ＳＡＭＰ８小鼠黑质致密部多巴胺神
经元的影响　ＮＳ组黑质可见大量棕黄色ＴＨ 阳性
细胞，细胞呈连续分布，纤维较多且有规律；ＭＰＴＰ
组ＴＨ阳性细胞减少，胞质着色程度减弱，细胞分布
不如ＮＳ组连续，纤维少而紊乱（图２）。表明 ＭＰＴＰ
组小鼠黑质致密部多巴胺神经元明显脱失。ＭＰＴＰ
组与ＮＳ组ＴＨ阳性细胞数比较差异有统计学意义
（５９±８ｖｓ１１９±９，ｎ＝８，Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　ＰＤ是以黑质纹状体通路多巴胺能神经元变性
为特征的中老年常见的神经系统变性疾病，居神经
系统退行性疾病第二位，６５岁以上患病率近１％～
２％［３］。随着人口老龄化，ＰＤ已成为严重的社会经
济问题。ＰＤ的发病机制和病因至今仍不十分清楚，
一般认为ＰＤ是一种多因子疾病，有着复杂的病因
学，包括遗传、内外环境毒素、衰老等，而且更倾向于
是多种因素共同作用的结果［４］。利用多种危险因素

图２　黑质致密部ＴＨ阳性细胞

Ｆｉｇ２　ＴＨ＋ｎｅｕｒｏｎｓｉｎＳＮｐｃ
Ａ：ＭＰＴＰｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＮＳｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

综合作用制作ＰＤ动物模型能更好地模拟人的ＰＤ
发病过程，为人类了解 ＰＤ、治疗 ＰＤ 提供新的思
路［５］。ＭＰＴＰ发现于２０世纪８０年代，具有特异性
的神经毒性作用，能产生可靠的、复制性良好的黑质
纹状体多巴胺能通路损害［６］，能导致人类及多种动
物产生ＰＤ症状。目前ＰＤ模型多选用Ｃ５７ＢＬ小鼠，
动物模型的发病因素相对单一［７］。ＰＤ的发病率随
年龄的增长逐渐增高，衰老是 ＰＤ 重要的危险因
素［８］。有学者认为动物的年龄是建立动物模型时应
考虑的重要因素，通过对老龄与小龄动物比较，从行
为和神经化学分析，认为 ＭＰＴＰ处理之老龄鼠可作
为研究帕金森病理想的动物模型［９］。但选老龄动物
做ＰＤ模型，不仅有饲养时间长、价格昂贵等不足，而
且老年动物健康状况差，因此在一定程度上制约了
用衰老动物制作模型的进展。ＳＡＭ 小鼠是日本京
都大学Ｔａｋｅｄａ教授经２０多年精心培育而得到的一

种近交系衰老模型鼠，ＳＡＭＰ８小鼠是ＳＡＭＰ系中
的一个亚系，具有典型的痴呆特征和脑部病理变化。

ＳＡＭＰ８小鼠在２月龄就开始出现学习记忆功能衰
退，并随增龄而加重［１０］。４～６个月成熟期后迅速衰
老，除具一般老化症状外，主要以学习记忆功能呈增
龄性加速衰退为特点，是研究衰老及衰老相关疾病
的很好的动物模型［１１］。如果用 ＭＰＴＰ干预ＳＡＭＰ８
造成小鼠ＰＤ模型的改变，体现了衰老和环境因素共
同作用的结果，在模拟ＰＤ的发病方面更具有独到之
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处，这比单因素造成 ＰＤ 模型更有优越性。而用

ＳＡＭＰ８制作ＰＤ模型还未见报道。

　　很多ＰＤ患者常伴有认知功能损害，严重影响其
社会功能和生活质量，相当一部分患者在病程中逐
渐进展成痴呆［１２］。Ｌｅｐｌｏｗ等

［１３］发现轻度ＰＤ患者
虽然没有明显出现学习记忆障碍的临床表现，在用
适当的行为学检测后也能发现轻度的空间学习记忆

能力的降低。帕金森痴呆（ＰＤＤ）在６５岁以上老年
人中的发病率将超过０．２％～０．５％［１４］。所以ＰＤＤ
的早期诊断和治疗极为重要。而目前并未有好的研
究ＰＤＤ的模型。

　　本研究首次用ＭＰＴＰ干预ＳＡＭＰ８，观察小鼠空
间学习和记忆能力及多巴胺神经元的改变。用

ＭＰＴＰ３６ｍｇ／ｋｇ，连续５ｄ皮下注射，ＭＰＴＰ组小鼠
于每次注药后出现不同程度的自主活动减少、竖毛、
对外界刺激反应迟钝。造模后第１４日取脑可观察
到 ＭＰＴＰ组小鼠黑质多巴胺能神经元显著损伤，

ＴＨ阳性细胞明显减少，成功模拟了帕金森病的病理
改变。在 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验中，检测出小鼠在４ｄ
的学习过程中，随着时间的推移，寻找平台潜伏期逐
渐缩短，提示寻找平台是一个学习和记忆的过程。
而 ＭＰＴＰ组小鼠寻找平台潜伏期显著长于对照组，
具有统计学意义。在第５日记忆能力测试中 ＭＰＴＰ
组小鼠的搜索策略明显不同于 ＮＳ组，在目标象限
（第Ⅰ象限）游泳时间比对照组明显降低，在对侧象
限（第Ⅳ象限）游泳时间比对照组明显升高，搜寻策
略较对照组变差。关于 ＭＰＴＰ鼠模型是否引起空间
学习记忆障碍，ＤａＣｕｎｈａ等［１５］报道 ＭＰＴＰ大鼠模
型有空间学习记忆功能障碍。殷盛明等［１６］报道

ＭＰＴＰ小鼠在黑质多巴胺能神经元损伤后，运动协
调性下降并伴有空间学习记忆能力的下降。其可能
机制主要是ＰＤ所涉及的单胺类神经递质、胆碱能递
质均与学习记忆 有 关。本 实 验 用 ＭＰＴＰ 干 预

ＳＡＭＰ８小鼠制作的模型，在黑质多巴胺能神经元损
伤后不仅有帕金森病样症状，还伴有一定程度空间
学习记忆能力的下降。我们将进一步研究 ＭＰＴＰ对

ＳＡＭＰ８小鼠纹状体ＴＨ、多巴胺转运体（ＤＡＴ）及多
巴胺含量的影响，以探讨ＳＡＭＰ８ＭＰＴＰ小鼠模型
作为ＰＤ并发痴呆动物模型的可行性。
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