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ＭＰＴＰ对快速老化小鼠黑质纹状体系统的急性损害及小胶质细胞的激活
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１．河北医科大学第一医院，河北省脑老化与认知神经科学重点实验室，石家庄０５００１７

２．唐山市工人医院神经内科，唐山０６３０００

［摘要］　目的：探讨 ＭＰＴＰ（１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶）对快速老化小鼠（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｏｕｓｅｐｒｏｎｅ８，ＳＡＭＰ

８）黑质纹状体系统的急性损害及小胶质细胞激活与损害的关系。方法：５７只健康雄性１２周龄ＳＡＭＰ８小鼠，随机分为生理

盐水对照组和 ＭＰＴＰ组，每组再分别于第１次给药后６ｈ、２４ｈ、３ｄ和８ｄ四个时间点处死小鼠，每个时间点６～９只。ＳＡＭＰ８
小鼠背部皮下注射 ＭＰＴＰ２０ｍｇ·ｋｇ－１，１次／２ｈ，注射４次，观察各时间点小鼠的自主活动；免疫组织化学染色检测各时间点

黑质ＴＨ＋神经元数量、纹状体ＴＨ免疫反应性及小胶质细胞的状态；ＨＰＬＣ技术检测纹状体ＤＡ含量。结果：第３次注射后

小鼠出现明显活动减少，并于第１次给药后４８ｈ恢复近正常水平。与对照组相比：ＭＰＴＰ组黑质ＴＨ＋神经元数目于第１次注

射后６ｈ、２４ｈ、３ｄ、８ｄ分别减少７．０６％（Ｐ＝０．２３５）、１２．７９％（Ｐ＜０．０５）、２２．４９％（Ｐ＜０．０１）、４２．３９％（Ｐ＜０．００１），两个时间点

之间比较３ｄ与８ｄ有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；与对照组相比，ＭＰＴＰ组纹状体ＴＨ免疫反应性（ＣＯＤ值）减低，６ｈ（Ｐ＜０．０５）、

２４ｈ（Ｐ＜０．０１）、３ｄ（Ｐ＜０．００１）、８ｄ（Ｐ＜０．００１），两个时间点之间比较２４ｈ与３ｄ比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；纹状体多

巴胺含量６ｈ降低７９．０９％ （Ｐ＜０．００１），２４ｈ降低８０．３％ （Ｐ＜０．００１），３ｄ降低８６．６％ （Ｐ＜０．００１），８ｄ降低８１．０％ （Ｐ＜
０．００１），但２４ｈ、３ｄ、８ｄ比较无统计学差异。纹状体小胶质细胞于给药后２４ｈ免疫反应性明显增强，３ｄ明显激活，８ｄ激活现象

明显回落。结论：ＭＰＴＰ可导致ＳＡＭＰ８小鼠黑质纹状体系统的急性损害，出现自主活动减少、黑质多巴胺能神经元减少及纹状

体多巴胺能纤维脱失，多巴胺含量降低；小胶质细胞激活可能与 ＭＰＴＰＳＡＭＰ８小鼠的黑质纹状体系统损伤有关。

［关键词］　快速老化小鼠；ＭＰＴＰ；小胶质细胞；黑质纹状体；帕金森病
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（２）：１５１１５６］

　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是常见的老
年神经变性疾病之一，临床病程呈慢性进行性发展，
且发病与年龄相关［１］。ＰＤ的确切病因目前尚不清
楚，一般认为与多种因素有关，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［２］，小胶质细胞激活在ＰＤ的发病机制中起重要
作用。衰老是ＰＤ最显著的危险因素［３］。快速老化
小鼠（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｏｕｓｅｐｒｏｎｅ８，ＳＡＭＰ
８）是研究衰老及衰老相关性疾病的理想动物模型之
一［４５］，如将ＳＡＭＰ８小鼠应用于ＰＤ研究可能具有
独到之处。但需首先探讨 ＭＰＴＰ（１甲基４苯基１，

２，３，６四氢吡啶）是否可导致ＳＡＭＰ８小鼠黑质纹状
体系统损害。为此，本研究在ＳＡＭＰ８小鼠背部皮
下注射 ＭＰＴＰ，观察其行为学及黑质纹状体病理形
态学、神经生化学的改变，及其对小胶质细胞状态的
影响，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　雄性ＳＡＭＰ８小鼠５７只，１２
周龄，体质量２３～２７ｇ，由香港中文大学解剖学系惠
赠。随机分为：生理盐水对照组（２４只）和 ＭＰＴＰ组
（３３只），每组再分别于第１次注射后６ｈ、２４ｈ、３ｄ
和８ｄ四个时间点处死，每个时间点６～９只；自由进
食水，室温２０～２２℃，保持１２ｈ照明、１２ｈ黑暗的周
期，适应环境１周后进行实验。给药方法：小鼠背部
皮下注射 ＭＰＴＰ（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），每次２０ｍｇ／ｋｇ，连
续注射４次，每次间隔２ｈ。对照组注射等体积生理
盐水代替 ＭＰＴＰ。

１．２　行为学观察　一般行为监测：每次 ＭＰＴＰ注
射后２０ｍｉｎ进行一般情况观察，包括自主活动、动
作、后肢僵硬、竖尾、竖毛、蜷卧以及对外界刺激的反
应等。自主活动计数：分别于给药前及第１次给药
后６ｈ、２４ｈ、３０ｈ、４８ｈ、３ｄ和５ｄ检测。方法：小鼠
在自主活动仪暗箱适应２ｍｉｎ后，测定每只小鼠

５ｍｉｎ内的活动次数，每只小鼠测３次取平均值作为
一个时间点的最终数据。

１．３　免疫组织化学染色

１．３．１　脑组织获取　各时间点取小鼠３～４只，于
腹腔内注射１０％水合氯醛麻醉，经左心室依次灌入
生理盐水３０ｍｌ，４％多聚甲醛液１００ｍｌ（０．５～１ｈ），
立即取脑组织。所取脑标本置于４℃多聚甲醛溶液
中，后固定２４ｈ，进行常规梯度乙醇脱水，二甲苯透
明，石蜡包埋。将小鼠脑组织分别于纹状体和中脑
部分做连续冠状切片，片厚５μｍ，每隔１４张取２张，
分别用于ＴＨ（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ）和小胶质细胞
（ｃｄ１１ｂ）免疫组织化学染色。

１．３．２　ＡＢＣ法染色　将切片常规脱蜡至水，０．０１
ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ６．０）枸橼酸缓冲液抗原修复，３％Ｈ２Ｏ２室
温４０ｍｉｎ，１０％正常羊血清封闭３７℃１ｈ，加兔抗ＴＨ
（１５０００，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）或兔抗ｃｄ１１ｂ（１４００，Ａｂｃａｍ），

４℃过夜后３７℃１ｈ，随后依次加入１％生物素化二抗
和辣根过氧化物酶标记三抗（北京中杉公司），均３７℃
３０ｍｉｎ，最后ＤＡＢ（北京中杉公司）显色，自来水终止。
梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。在孵育
过程中用ＰＢＳ溶液代替一抗做空白对照。

１．４　高效液相电化学法（ＨＰＬＣＥＣＤ）检测ＤＡ样
本　按照实验小鼠分组，各时间点取小鼠３～５只，
迅速断头，取出脑标本，将小鼠脑组织迅速于冰皿上
取出纹状体部分，称质量，立即液氮中冷冻，－８０℃
保存，送检于首都医科大学神经科学研究所。

１．５　图像分析及统计学处理　黑质多巴胺能神经
元计数：每只小鼠中脑黑质区共取８～９张脑片（取
片方法见上），显微镜下观察黑质ＴＨ阳性神经元表
达，盲法由第３人于２００倍视野下计数脑片上同一
侧黑质区的ＴＨ阳性神经元数目，取均值，每个时间
点计数３只小鼠，再取均值后作为这一时间点的最
终数据。纹状体ＴＨ 免疫反应性：每只小鼠纹状体
区取６张脑片（取片方法见上），应用 ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓ
ｉｍａｇｉｎｇｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｎｉｋｏｎ）测定纹状体区ＴＨ免疫阳
性产物的光密度值（Ｄ 值），并减去同一张切片上胼
胝体的Ｄ 值作为实际Ｄ 值 （矫正光密度值，ＣＯＤ
值），用ＣＯＤ值进行比较分析，取均值，每个时间点
计数３只小鼠，取均值后作为这一时间点的最终数
据。以上均采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件，采用 Ｏｎｅ
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ｗａｙＡＮＯＶＡ方法，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。纹状体区ｃｄ１１ｂ阳性表达：用光学显微镜观
察并确定ｃｄ１１ｂ免疫阳性产物，分析阳性细胞的表
达状态。小鼠自主活动计数采用重复测量方差分
析，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　注射 ＭＰＴＰ后小鼠一般行为表现　对照组小
鼠在注射生理盐水前后，其行为表现无明显变化，

ＭＰＴＰ组小鼠于第２次注射 ＭＰＴＰ后出现明显的
竖毛；于第３次注射后出现明显活动减少；第４次注
射后几无自主活动，在刺激下有短暂的竖尾现象，甚
至尿失禁，对外界刺激反应低下。

２．２　自主活动的改变　对照组注射前后各时间点比
较无统计学差异；ＭＰＴＰ组与对照组自由活动次数变
化幅度不同，小鼠自主活动减少，于第１次给药后６ｈ
达最低水平，有统计学差异（Ｐ＜０．０５），４８ｈ及其后与
给药前比较无统计学差异，恢复正常水平（图１）。

图１　两组ＳＡＭＰ８小鼠自主活动变化

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎ

ＳＡＭＰ８ｍｉｃｅｏｆ２ｇｒｏｕｐｓ

２．３　黑质多巴胺神经元ＴＨ 免疫组织化学染色　
ＴＨ阳性神经元于 ＭＰＴＰ第１次注射后开始减少，
与对照组比较分别为：６ｈ（７．０６％，Ｐ＝０．２３５），２４ｈ
（１２．７９％，Ｐ＜０．０５），３ｄ（２２．４９％，Ｐ＜０．０１），８ｄ
（４２．３９％，Ｐ＜０．００１）；其中 ＭＰＴＰ注射后两时间点
之间比较，３ｄ和８ｄ比较有统计学差异（Ｐ＜０．０１），
神经元的丢失以３～８ｄ最为显著（表１和图２）。

２．４　纹状体区ＴＨ 免疫组织化学染色结果　纹状
体区ＴＨ 阳性产物呈棕黄色，对照组纹状体区 ＴＨ
阳性产物染色较深，均匀。ＭＰＴＰ组随时间延长纹
状体区ＴＨ染色逐渐变浅淡，不均匀，于注射后第３
日明显，第８日最为浅淡。与对照组 ＣＯＤ值比较
（表１和图３），６ｈ（Ｐ＜０．０５），２４ｈ（Ｐ＜０．０１），３ｄ
（Ｐ＜０．００１），８ｄ（Ｐ＜０．００１）；其中 ＭＰＴＰ注射后两
时间点之间比较，２４ｈ和３ｄ比较有统计学差异
（Ｐ＜０．０５），纹状体 ＴＨ 阳性纤维的脱失从６ｈ即
有，３ｄ最显著，８ｄ达到稳定。

２．５　纹状体区小胶质细胞的激活———ｃｄ１１ｂ的表达

　对照组纹状体区ｃｄ１１ｂ阳性细胞零星分布，胞体
小，免疫反应性弱；ＭＰＴＰ注射后６ｈ，ｃｄ１１ｂ阳性细
胞有增多趋势，免疫反应性增强；２４ｈ阳性细胞明显
增多，但多数细胞胞体小、突起多而细长；３ｄ阳性细
胞多，胞体大、突起变短，免疫反应性强，呈明显的激
活状态；８ｄ时激活现象明显回落（图３）。

２．６　纹状体ＤＡ含量变化　与对照组相比，ＭＰＴＰ
组注射后６ｈ降低７９．０９％（Ｐ＜０．００１），２４ｈ降低

８０．３３％（Ｐ＜０．００１），３ｄ降低８３．８６％（Ｐ＜０．００１），

８ｄ降低８０．１４％（Ｐ＜０．００１），但６ｈ、２４ｈ、３ｄ、８ｄ
间比较无统计学差异（表１）。

表１　各组ＳＡＭＰ８小鼠黑质ＴＨ＋神经元计数、纹状体ＴＨｉｒＣＯＤ值和ＤＡ含量的变化

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＨ＋ｎｅｕｒｏｎａｌｎｕｍｂｅｒｓｉｎＳＮ，ＣＯＤｖａｌｕｅｏｆＴＨｉｒ，ａｎｄｓｔｒｉａｔａｌＤＡｌｅｖｅｌｓ

ｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＨ＋ｎｅｕｒｏｎａｌｎｕｍｂｅｒ ＣＯＤｖａｌｕｅｏｆＴＨｉｒ ＤＡｌｅｖｅｌｃＢ／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｓａｌｉｎｅ（Ｃｏｎｔｒｏｌ） １８１．４±１０．４ ０．０５３０７±０．００３８ ８１５．９±８７．５
ＭＰＴＰ６ｈ １６８．６±１２．７ ０．０４２６７±０．００６８ １７０．６±１３２．５

ＭＰＴＰ２４ｈ １５８．２±２１．１ ０．０４１５８±０．００２０▲ １６０．５±１２０．１

ＭＰＴＰ３ｄ １４０．６±４．６△△ ０．０３０８３±０．００１６ １３１．７±５２．２

ＭＰＴＰ８ｄ １０４．５±５．１ ０．０２６５６±０．００４２ １６２．０±６８．９

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＭＰＴＰ８ｄ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＭＰＴＰ３ｄ

３　讨　论

　　ＰＤ是年龄相关的神经退行性疾病，临床特点是
运动迟缓、静止性震颤、强直和姿势障碍；病理表现

为黑质致密带大量多巴胺能神经元变性，纹状体内
多巴胺能纤维严重丢失，神经生化以纹状体多巴胺
含量降低为特点［１］。目前大部分用于阐明ＰＤ多巴
胺能神经元死亡根本机制的研究是在ＭＰＴＰ小鼠
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图２　各组ＳＡＭＰ８小鼠黑质ＴＨ＋神经元免疫组织化学染色

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆＴＨ＋ｎｅｕｒｏｎｓｉｎｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ，Ｆ：Ｓａｌｉｎｅ；Ｂ，Ｇ：ＭＰＴＰ６ｈ；Ｃ，Ｈ：ＭＰＴＰ２４ｈ；Ｄ，Ｉ：ＭＰＴＰ３ｄ；Ｅ，Ｊ：ＭＰＴＰ８ｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＥ）；×２００（ＦＪ）

图３　各组ＳＡＭＰ８小鼠纹状体ＴＨ免疫反应性及小胶质细胞组织化学染色

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆＴＨｉｒａｎｄｍｉｃｒｏｇｌｉａｉｎｓｔｒｉａｔｕｍｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅ
ＡＥｗｅｒｅｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＴＨ；ＦＯｗｅｒｅｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｄ１１ｂ．Ａ，Ｆ，Ｋ：Ｓａｌｉｎｅ；Ｂ，Ｇ，Ｌ：ＭＰＴＰ６ｈ；Ｃ，Ｈ，Ｍ：ＭＰＴＰ２４ｈ；Ｄ，Ｉ，Ｎ：ＭＰＴＰ３ｄ；Ｅ，

Ｊ，Ｏ：ＭＰＴＰ８ｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＥ）；×２００（ＦＪ）；×４００（ＫＯ）

模型上完成的［６］。研究［７］表明小胶质细胞激活在

ＰＤ的发病机制中起重要作用。ＭＰＴＰ的ＰＤ模型
研究显示小胶质细胞激活参与黑质纹状体系统的损

害［８１０］，许多ＰＤ的动物模型研究也证实抑制小胶质
细胞激活的药物能减轻黑质多巴胺神经元的变

性［１１１３］。

　　ＭＰＴＰ老年动物模型有益于ＰＤ发病机制的研
究。研究者［３，１４］已开始关注在ＰＤ的研究中老年动
物的应用，但因这些老年动物饲养周期长（如老年猴

２０年以上，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１２个月龄以上）和不易获
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得等原因，不利于 ＭＰＴＰ老年动物ＰＤ模型的研究
发展。快速衰老小鼠是在２０世纪８０年代由日本

Ｋｙｏｔｏ大学的Ｔａｋｅｄａ教授等人培育出来的，来源于

ＡＫＲ／Ｊ小鼠近交系，包括９种快速衰老亚系（即Ｐ
系，ＳＡＭＰ），生命周期短。其中，ＳＡＭＰ８小鼠在

４～６个月成熟期后便迅速衰老，平均寿命１０～１７个

月［１５］；是目前公认的研究衰老和衰老相关性疾病很

好的动物模型［４５］。ＳＡＭＰ８小鼠应用于ＰＤ的研究

将具有独特的价值。

　　本研究发现，１２周龄ＳＡＭＰ８小鼠背部皮下注
射 ＭＰＴＰ２０ｍｇ·ｋｇ－１，１次／２ｈ，注射４次，可使小

鼠自主活动减少；黑质ＴＨ阳性神经元于注射后８ｄ
减少４２．３９％，神经元的脱失以第１次 ＭＰＴＰ注射
后３～８ｄ最为显著。纹状体ＴＨ免疫反应性降低，
即ＤＡ能投射纤维的脱失在２４ｈ～３ｄ最为显著；纹
状体ＤＡ能投射纤维的脱失先于黑质ＴＨ阳性神经

元的减少，这与文献［１６１８］报道 ＭＰＴＰＰＤ动物模型

中纹状体ＤＡ投射纤维、神经元突起末端的损伤脱
失先于且重于神经元胞体的丢失的观点是一致的。
同时 ＭＰＴＰ注射后６ｈ，纹状体小胶质细胞即有增
多趋势，免疫反应性增强；２４ｈ阳性细胞明显增多；３
ｄ时阳性细胞多，胞体大、突起变短，免疫反应性强，
呈明显的激活状态；８ｄ时激活现象明显回落，可见
小胶质细胞从静息状态到明显激活的变化，与纹状
体ＤＡ能投射纤维的脱失基本一致。文献［８，１０］也报

道 ＭＰＴＰ急性模型中黑质纹状体小胶质细胞激活
于 ＭＰＴＰ后１～３ｄ明显，７ｄ后回落，参与黑质纹状
体系统的损害。提示小胶质细胞激活也可能参与

ＭＰＴＰＳＡＭＰ８小鼠黑质纹状体系统的损伤。

　　本研究中纹状体ＤＡ水平于第１次注射后６ｈ
时即有显著降低，ＤＡ的降低早于多巴胺能神经元
的脱失且更为严重，纹状体ＤＡ水平的降低较多巴
胺能神经元ＴＨ的脱失对 ＭＰＴＰ更敏感［１４，１９２０］，推

测可能是 ＭＰＴＰ抑制了 ＴＨ 酶的活性影响ＤＡ的
生物合成，但尚未影响ＴＨ蛋白的实际水平和细胞
数量［２０］。另本室其他研究人员也发现给予ＳＡＭＰ８
小鼠皮下注射 ＭＰＴＰ３６ｍｇ／ｋｇ，每天１次，连续

５ｄ，在 ＭＰＴＰ注射后１４ｄ，黑质多巴胺能神经元减

少５０．５％［２１］。

　　综上所述，ＭＰＴＰ可导致ＳＡＭＰ８小鼠黑质纹
状体系统的损害，产生自主活动减少，ＤＡ能神经元
减少，ＤＡ含量降低等ＰＤ样改变；且小胶质细胞的
激活可能与 ＭＰＴＰＳＡＭＰ８小鼠黑质纹状体系统的
急性损害有关。
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