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丰富环境对 ＭＰＴＰ致快速老化小鼠脑损伤的干预效应
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　　［摘要］　目的　观察丰富环境（ＥＥ）对快速老化（ＳＡＭＰ８）小鼠黑质脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）的影响，探讨ＥＥ保护
黑质多巴胺神经元降低１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）损伤的机制。方法　８０只３个月龄雌性ＳＡＭＰ８小鼠随机
分为ＥＥ组和标准环境组（ＳＥ组）。饲养３个月后，ＥＥ组和ＳＥ组小鼠分别随机分为 ＭＰＴＰ组和生理盐水对照组（ＮＳ组），每

组２０只。ＭＰＴＰ组小鼠皮下注射ＭＰＴＰ（１４ｍｇ／ｋｇ每２ｈ一次，共４次），ＮＳ组小鼠皮下注射等量的生理盐水。第７天取鼠脑

采用ＲＴＰＣＲ方法观测黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ，免疫组织化学方法观察黑质ＢＤＮＦ免疫反应性的表达。结果　ＥＥ＋ＮＳ组与
ＳＥ＋ＮＳ组比较，黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达增加（Ｐ＜０．０１）；黑质区ＢＤＮＦｉｒ阳性细胞数及矫正光密度（ＣＯＤ）值均增加（Ｐ＜
０．０１）。ＳＥ＋ＭＰＴＰ组与ＳＥ＋ＮＳ组比较，黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达下降（Ｐ＜０．００１）；黑质区ＢＤＮＦｉｒ阳性细胞数及ＣＯＤ值均

下降（Ｐ＜０．０１）。ＥＥ＋ＭＰＴＰ组与ＳＥ＋ＭＰＴＰ组比较，黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达增加（Ｐ＜０．０１）；黑质区ＢＤＮＦｉｒ阳性细胞数

及ＣＯＤ值均增加（Ｐ＜０．０１）。结论　ＥＥ能增加ＳＡＭＰ８小鼠黑质区ＢＤＮＦｍＲＮＡ及ＢＤＮＦｉｒ的阳性表达，降低 ＭＰＴＰ对
ＳＡＭＰ８小鼠黑质的损伤，对黑质有保护作用。

　　［关键词］　丰富环境；１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶；快速老化小鼠；神经营养因子
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　　帕金森病 （Ｐａｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种慢性

进展性神经系统退行性疾病，其发病机制不清，使临

床预防和治疗受到一定限制。脑源性神经营养因子

（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）是细胞

凋亡介导细胞死亡的潜在抑制剂和毒素诱导多巴胺

神经元退化的抑制剂，越来越多证据显示ＢＤＮＦ缺

乏是ＰＤ发病原因之一［１］。大量的多巴胺能神经元

由于失去了ＢＤＮＦ的保护和营养作用，最后发生变

性、死亡。在病程上，黑质多巴胺能神经元减少发生

在临床症状出现之前，提示黑质多巴胺系统存在一

定的可塑性，上调黑质神经营养因子（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｆａｃｔｏｒｓ，ＮＴＦｓ）表达可能会减慢多巴胺能神经元退

行性变速度。因此对于ＮＴＦｓ的研究可能会对防治

ＰＤ提供有效策略。近年来，丰富环境（ｅｎｒｉｃｈｅｄｅｎ

ｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＥＥ）对实验动物行为及脑功能的研究越

来越受到重视。已报道ＥＥ能保护多巴胺能神经元

降低 ＭＰＴＰ的损伤［２］，那么ＥＥ是否通过上调黑质

部位 ＢＤＮＦ 的表达而发挥保护作用？本研究用

ＭＰＴＰ干预快速老化小鼠（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ

ｍｏｕｓｅｐｒｏｎｅ８，ＳＡＭＰ８）制备ＰＤ模型，探讨ＥＥ对

黑质部位ＢＤＮＦ表达的改变。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　选用雌性３个月龄ＳＡＭＰ８
小鼠８０只，平均体质量（２３．２３±０．１５）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。按体质量采用随机数字法将

ＳＡＭＰ８小鼠分为ＥＥ组和标准环境（ｓｔａｎｄａｒｄｅｎｖｉ

ｒｏｎｍｅｎｔ，ＳＥ）组，每组各４０只，分别在ＥＥ和ＳＥ条

件下饲养３个月。

１．２　环境

１．２．１　丰富环境　长×宽×高为５２ｃｍ×３７ｃｍ×

２２ｃｍ的塑料笼，内有２个滚轮（１５ｃｍ直径）、１个平

台（８ｃｍ 高）、６～７个隧道（４ｃｍ直径）、６～７个不同

形状和颜色的玩具。每３ｄ做一次清洁并用新形状、

颜色、材料的物品替换旧的物品，重摆物品的位置。

１笼内放８～１２只小鼠。

１．２．２　标准环境　长×宽×高为３２ｃｍ×２０ｃｍ×

１５ｃｍ的塑料笼，笼内只有垫料。１笼内放４～６只

小鼠。

１．３　试剂与仪器　１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡

啶（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，

ＭＰＴＰ，美国Ｓｉｇｍａ公司），兔源ＢＤＮＦ多克隆抗体

（美国Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司），ＢＤＮＦ引物（上海生工生物

工程技术服务有限公司），ＲＴ反应体系试剂、ＰＣＲ
反应体系试剂（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），生物素化二抗、

封闭用正常山羊血清、辣根过氧化物酶标记的链霉

卵白素原液（北京中杉金桥公司），其余试剂均为国

产分析纯。ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈＰＴＣ２００ＰＣＲ热循环仪

（美国），ＤＹＹⅢ６Ｂ电泳仪（中国北京），ＪＥＤＡ８０１Ｅ
捷达凝胶成像分析系统（中国江苏）。

１．４　模型制备　在不同环境中饲养３个月后，ＥＥ
组、ＳＥ组ＳＡＭＰ８小鼠随机分为 ＭＰＴＰ组和 ＮＳ
组，每组２０只。ＭＰＴＰ组背部皮下注射 ＭＰＴＰ（１４

ｍｇ／ｋｇ），每２ｈ一次，共４次；ＮＳ组背部皮下注射等

量的生理盐水。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测　在造模后第７天取 ＭＰＴＰ、

ＮＳ组ＳＡＭＰ８各１０只，快速断颈，迅速取出脑组

织，分离出黑质，液氮中冻存。用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总

ＲＮＡ。测定 ＲＮＡ 浓度，－８０℃保存备用。合成

ｃＤＮＡ，－３８℃保存备用。βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＴＣＡ

ＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧ３′，下游引物：５′

ＴＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣＴＡ３′，扩增片段

长度３０２ｂｐ；ＢＤＮＦ上游引物：５′ＴＣＧＣＴＴＣＡＴ

ＣＴＴＡＧＧＡＧＴ３′，下游引物：５′ＴＣＡＡＣＡＴＡＡ

ＡＣＣＡＣＣＡＡＣ３′，扩增片段长度４４５ｂｐ。具体循

环参数如下：９４℃预变性２ｍｉｎ进入循环，９４℃变性

４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，经３０个循环扩

增后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＢＤＮＦ反应产物和βａｃｔｉｎ的

ＰＣＲ反应产物用１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶进行电泳。用

凝胶成像分析系统进行图像分析，计算二者的比值，

以此作为ＢＤＮＦｍＲＮＡ的相对表达量。

１．６　免疫组织化学染色　在造模后第７天取

ＭＰＴＰ、ＮＳ组ＳＡＭＰ８各１０只，麻醉，开胸，灌注。

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。０．３％过氧化

氢室温下孵育２０ｍｉｎ。０．１ｍｏｌ／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ＢＤＮＦ多克隆抗

体）。４℃过夜。滴加生物素化二抗工作液，３７℃温

箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ。滴加辣根过氧化物酶标记的

链霉卵白素工作液，３７℃温箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ。
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ＤＡＢ显色２～５ｍｉｎ。自来水充分冲洗，终止显色。

封片。

　　选取左右对称、黑质解剖结构明显的切片，光镜

下 （×２００）对 各 组 黑 质 区 ＢＤＮＦ 免 疫 反 应 性

（ＢＤＮＦｉｒ）进行细胞计数。每只小鼠取３张脑片，各

组切片选取部位尽量一致，每张随机选一侧黑质区３
个不同的视野，计数胞体轮廓清晰的细胞，求其平均

值。并应用图像分析系统测定黑质区免疫阳性细胞

的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，同时测定同一张

切片上的大脑脚锥体束的 ＯＤ 值作为背景，用

ＢＤＮＦｉｒ细胞的ＯＤ值减去锥体束的 ＯＤ值作为矫

正光密度（ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＣＯＤ）值，用

ＣＯＤ值进行比较分析，每只小鼠取３张脑片，每张

随机选一侧黑质区３个不同的视野，求平均值。

１．７　统计学处理　所有数据均用珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＡＳ８．１软件进行统计分析，多组间差异应用单因

素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较用ＳＮＫ
检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达　由图１可见，ＥＥ＋

ＮＳ组与ＳＥ＋ＮＳ组比较，黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达

增加（Ｐ＜０．０１）；ＥＥ＋ＭＰＴＰ组与ＥＥ＋ＮＳ组比较，

黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ 表达下降（Ｐ＜０．００１）；ＳＥ＋

ＭＰＴＰ组与ＳＥ＋ＮＳ组比较，黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ表

达下降（Ｐ＜０．００１）；ＥＥ＋ＭＰＴＰ组与ＳＥ＋ＭＰＴＰ
组比较，黑ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达增加（Ｐ＜０．０１）。

图１　ＳＡＭＰ８小鼠黑质ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＤＮＦｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＥＥ＋ＮＳ；２：ＥＥ＋ＭＰＴＰ；３：ＳＥ＋ＮＳ；４：ＳＥ＋ＭＰＴＰ．

ＢＤＮＦ：Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ；ＥＥ：Ｅｎｒｉｃｈｅｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；

ＳＥ：Ｓｔａｎｄａｒｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＭＰＴＰ：１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎ

ｙｌ１，２，３，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ；Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１ｖｓＳＥ＋ＮＳ

ｇｒｏｕｐ；△△△Ｐ＜０．００１ｖｓＥＥ＋ＮＳｇｒｏｕｐ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＳＥ＋ＭＰＴＰ

ｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珔ｘ±ｓ

２．２　黑质ＢＤＮＦ免疫组织化学表达　ＢＤＮＦ免疫

反应阳性为细胞质着棕黄色。由图２可见，ＳＥ＋ＮＳ
组黑质区ＢＤＮＦｉｒ细胞密集，着色深；与ＳＥ＋ＮＳ组

比较，ＥＥ＋ＮＳ组黑质区ＢＤＮＦｉｒ细胞更加密集，着

色更深，ＢＤＮＦｉｒＣＯＤ值增加（Ｐ＜０．０１）。ＭＰＴＰ
组与ＮＳ组比较，胞质着色浅，分布较稀疏，有些细胞

看似空泡状，有些细胞已经破碎，以ＳＥ＋ＭＰＴＰ组

较为明显。ＥＥ＋ＭＰＴＰ组与ＳＥ＋ＭＰＴＰ组比较，

ＢＤＮＦｉｒＣＯＤ值增加（Ｐ＜０．０１）。

图２　ＳＡＭＰ８小鼠黑质ＢＤＮＦ免疫反应阳性细胞的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＤＮＦｉｒｃｅｌｌｓｉｎｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅ
１：ＥＥ＋ＮＳ；２：ＥＥ＋ＭＰＴＰ；３：ＳＥ＋ＮＳ；４：ＳＥ＋ＭＰＴＰ．ＣＯＤ：Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ；ＢＤＮＦ：Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ；ＥＥ：Ｅｎ

ｒｉｃｈｅｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ＳＥ：Ｓｔａｎｄａｒｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＭＰＴＰ：１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ；Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＳＥ＋ＮＳｇｒｏｕｐ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＥＥ＋ＭＰＴＰｇｒｏｕｐ；□□Ｐ＜０．０１ｖｓＳＥ＋ＭＰＴＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　 帕金森病（ＰＤ）是一种常见于中老年人的神经

系统退行性疾病，其基本病理改变是中脑黑质多巴

胺能神经元慢性退行性改变。合适的动物模型对于

ＰＤ的研究很重要。已有研究显示 ＭＰＴＰＳＡＭＰ８
模型在神经病理、神经生化和行为学方面表现出与

ＭＰＴＰＣ５７ＢＬ／６ＪＰＤ小鼠类似的特征［３４］。ＭＰＴＰ

ＳＡＭＰ８ＰＤ模型体现了衰老和神经毒素两方面的

作用。本研究选择ＳＡＭＰ８小鼠为实验动物制备

ＰＤ模型，而且选择环境干预年龄从３个月到６个

月，基本符合人类从青年到老年的年龄阶段。

　　 关于 ＰＤ 的病因及发病机制近年来提出了

ＮＴＦｓ缺乏假说，认为各种ＮＴＦｓ的缺乏可能是黑质

神经元退变的原因［５］。ＮＴＦｓ是靶细胞产生的天然

蛋白质。已从分子水平证实ＮＴＦｓ是神经细胞发生

中存活、分化的依赖因子，是发育成熟神经元功能的

调控因子，也是神经元受损害或病变中保护其存活

和促进其再生的必需因子。ＢＤＮＦ能促进啮齿类动

物受损的多巴胺能神经元的存活，ＢＤＮＦ缺乏可能

在ＰＤ发生上起重要作用［６］。大量的体内外实验均

表明［７８］ＢＤＮＦ对多巴胺能神经元具有显著的保护

和促进修复作用，可有效防止及对抗６羟基多巴、

ＭＰＴＰ等所致的多巴胺能神经元的变性、死亡，使酪

氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）阳性细胞和

神经突起数目增加，增强多巴胺能神经元的功能，提

高多巴胺水平，改善帕金森模型动物的症状。临床

研究发现ＰＤ患者黑质区ＢＤＮＦ蛋白及 ｍＲＮＡ表

达水平明显低于正常对照组［９１０］，有抑郁症的ＰＤ患

者在西酞普兰治疗后脑脊液中ＢＤＮＦ水平低于只

有抑郁症的患者［１１］。本研究也发现 ＭＰＴＰ 致

ＳＡＭＰ８ＰＤ小鼠模型黑质区ＢＤＮＦｍＲＮＡ、ＢＤＮＦ

ｉｒ阳性细胞及相应的 ＣＯＤ 值低于 ＮＳ组。提示

ＭＰＴＰＰＤ模型小鼠黑质区ＢＤＮＦ表达降低。所有

这些结果都提示ＢＤＮＦ与ＰＤ发生和发展有关。因

此，能够上调中脑黑质区ＢＤＮＦ表达的方法可能是

防治ＰＤ的有效策略之一。但ＢＤＮＦ相对分子质量

大，不能通过血脑屏障，常规的给药方式不能起作

用。

　　 近年来，对ＥＥ的研究越来越受到重视。ＥＥ指

的是环境设置：一组动物生活在较大的笼子内，内有

平台、滚轮、隧道和一些玩具，这个环境蕴含着社会

交往、学习和记忆、感觉和运动刺激［１２］。不同实验

室的ＥＥ设置不同。ＥＥ中较大的笼子提供动物更

多的活动机会，较多的动物能提供更多的交往，隧道

和玩具能增加探索、视觉和体感。动物可以通过滚

轮自愿运动，自愿的运动能明显影响脑功能、刺激运

动皮质。ＥＥ能增加脑重和体积，增加树突分支和突

触的形成，促进神经信号传导和可塑性，改变神经递

质系统［１３１４］、改变ＮＴＦｓ的水平［１５］。早期大量临床

研究集中在ＥＥ对脑卒中康复和脑发育的作用，发

现ＥＥ能够改善脑功能，加强在复杂的行为学测试

中解决问题的能力［１２］。国外研究报道ＥＥ在６羟基

多巴制作的ＰＤ鼠模型中可诱导黑质细胞可塑性并

改善运动行为［１６］，ＥＥ能保护整个黑质纹状体系统

抵抗６羟基多巴的毒素作用［１７］。我实验室已报道

ＥＥ能增强ＳＡＭＰ８小鼠抵抗 ＭＰＴＰ的能力，ＭＰＴＰ
注射后，ＥＥ组小鼠 ＴＨ ｍＲＮＡ下降明显少于ＳＥ
组，ＥＥ组小鼠ＴＨ免疫反应阳性细胞下降０．４２２８
而ＳＥ组小鼠下降０．５３７７［２］。

　　 本研究显示ＥＥ组小鼠黑质区ＢＤＮＦｍＲＮＡ、

ＢＤＮＦ蛋白表达均高于ＳＥ组，而且 ＥＥ组小鼠在

ＭＰＴＰ注射后黑质区ＢＤＮＦｍＲＮＡ、ＢＤＮＦ蛋白表

达均高于ＳＥ组 ＭＰＴＰ注射后的小鼠。神经元退行

性变的可能分子机制是神经元处于凋亡前状态，此

时若给予积极的干预措施，有望逆转或减缓神经元

退行性改变。ＥＥ可能是促使了内源性ＢＤＮＦ蛋白

的合成或局部分泌，从而保护或挽救受损的多巴胺

能神经元，也就有可能延缓或阻止多巴胺神经元的

变性、死亡，从而预防或延缓ＰＤ的发生。当然也可

能是多种ＮＴＦｓ参与保护多巴胺能神经元，ＥＥ是否

影响了其他ＮＴＦｓ共同保护多巴胺能神经元仍需进

一步探讨。
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《全身振动训练的理论与实践》已出版

　　本书由李玉章主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１０１１５４，１６开，定价：３３．００元。

　　振动训练法是一种新兴的非传统的训练方法，是一种让受试者借助于专门设计的振动平台的振动刺激使人体产生适应性

反应的外界干预方法。近些年来该方法在国外的众多领域得到广泛的推广和应用，取得了一些积极的治疗和训练效果。

　　本书共分为１１章。从对振动训练国内外前期研究成果的文献分析，到运用先进的表面肌电测试、足底压力测试以及关节

肌力测试等研究方法，对不同振动模式的振动特性、振动中的肌肉激活特征和协调模式、不同振动产生的足底压力特征、周期

性训练之后的关节肌力变化特征等实验研究，逐一展开深入、综合的讨论，以期为振动力量训练方法的创新提供理论依据，为

更科学地使用该类仪器提供客观参考。
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