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多巴胺犇２受体缺失加剧 犕犘犜犘诱导的小鼠帕金森病样改变

黄　彦，曹蓓蓓，刘　展，邱一华

南通大学医学院生理学系，南通２２６００１

　　［摘要］　目的　探讨多巴胺Ｄ２受体与帕金森病的运动行为学及发病间的关系。方法　Ｃ５７ＢＬ／６野生型及Ｄ２受体基

因敲除小鼠腹腔注射１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）制备帕金森病模型，爬杆实验、游泳实验观察比较两组小鼠行

为学的改变，免疫荧光染色法观察小鼠中脑黑质致密部ＴＨ阳性神经元数目的变化。结果　ＭＰＴＰ注射后，小鼠爬杆实验时

间延长，游泳实验评分降低，中脑黑质致密部ＴＨ阳性神经元数目下降（犘＜０．０５或犘＜０．０１）；且Ｄ２受体基因敲除小鼠的行

为学改变及ＴＨ神经元数目的减少较野生型小鼠更为明显（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。结论　多巴胺Ｄ２受体在小鼠肢体运动

协调方面起着重要作用，Ｄ２受体缺失加剧了 ＭＰＴＰ诱导的小鼠帕金森病样改变。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）的发病率仅

次于阿尔茨海默症，是一种进行性神经元退行性疾

病，患者主要的临床症状包括静止性震颤、运动减

少、僵硬和姿势失衡等［１２］。这些临床症状主要是由

于黑质多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）神经元进行性死亡、

存活的神经元胞质内路易小体形成、局部胶质细胞

增生和纹状体ＤＡ缺失，以及黑质与纹状体之间的

神经通路变性和缺失所致的［３５］。１甲基４苯基１，

２，３，６四氢吡啶（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６ｔｅｔｒａ

ｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）可透过血脑屏障，进入脑内后

转化成活性毒素分子１甲基４苯基吡啶离子（ｌ

ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍ，ＭＰＰ
＋），ＭＰＰ＋ 可被选

择性转运入ＤＡ能神经元，损伤ＤＡ能神经元。因

此，ＭＰＴＰ作为制备ＰＤ动物模型的经典神经毒素，

能在动物或人体诱发ＰＤ样病理和行为学改变
［６］。

ＤＡ受体家族是多巴胺信号系统的重要成员，其
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在众多的神经活动，包括自主运动、情感、奖赏等高

级功能中发挥着重要的作用［７］。ＤＡ受体包括Ｄ１

ｌｉｋｅ受体（ｄｏｐａｍｉｎｅＤ１ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ）和Ｄ２ｌｉｋｅ受

体（ｄｏｐａｍｉｎｅＤ２ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ）两型，Ｄ１ｌｉｋｅ受体又

包括Ｄ１和Ｄ５受体亚型；Ｄ２ｌｉｋｅ受体包括Ｄ２、Ｄ３

和Ｄ４受体亚型。许多证据显示，多种ＤＡ受体亚型

在运动功能调控中起关键作用，并与ＰＤ发病机制有

关。大量数据表明ＤＡ受体家族中Ｄ２受体与帕金

森病有着紧密的关系［８９］。动物实验表明，黑质纹状

体ＤＡ神经递质的慢性损伤会导致纹状体多巴胺靶

细胞超敏，并被认为与纹状体Ｄ２受体有关，后经原

位杂交证实，在６羟多巴胺诱导的帕金森病大鼠，纹

状体Ｄ２受体 ｍＲＮＡ 的表达增加，长期应用Ｄ２受

体激动剂则可逆转这种上调效应［１０］。有研究报道，

Ｄ２受体可能是遗传性帕金森病的相关基因
［１１］，老龄

Ｄ２受体敲除小鼠可表现出ＰＤ样病理特征，如神经

元丢失及形成聚集体等［１２］。Ｄ２受体激动剂对部分

ＰＤ患者有一定的治疗效果
［１３］。

基于此，本研究采用多巴胺Ｄ２受体基因敲除的

小鼠，以 ＭＰＴＰ致帕金森病小鼠模型，通过爬杆实

验、游泳实验，免疫组化染色观察酪氨酸羟化酶

（ＴＨ）阳性多巴胺神经元的变化来探讨多巴胺Ｄ２受

体在运动协调方面的作用，以及与ＰＤ病理表现之间

的关系，为ＰＤ的临床诊治提供参考建议。

１　材料和方法

１．１　动物来源及处理　８周龄雄性健康成年

Ｃ５７ＢＬ／６野生型（ＷＴ）小鼠由南通大学实验动物中

心提供。Ｄｒｄ２（Ｂ６．１２９Ｓ２Ｄｒｄ２ｔｍ１Ｌｏｗ／Ｊ）杂合子小鼠

来自美国Ｊａｃｋｓｏｎ实验室。本实验选用通过１０代回

交所得的Ｃ５７ＢＬ／６（自交系）背景的Ｄ２全身敲除小

鼠（Ｄ２－
／－），小鼠体质量为２５～３０ｇ。全价颗粒饲料

喂养，自由饮水，室温保持在（２４±１）℃，每天交替

进行１２ｈ光照，１２ｈ黑暗。实验前，将动物置于实

验环境适应３ｄ。所有程序均按照美国国立实验动

物保护和使用卫生指南执行，并获得动物保护和使

用委员会批准。

１．２　ＰＤ小鼠模型的制备　实验分为４组：对照组、

生理盐水组、ＰＤ 模型组（均为野生型Ｃ５７ＢＬ／６小

鼠）及Ｄ２受体敲除的ＰＤ模型组。ＭＰＴＰ（购自Ｓｉｇ

ｍａ公司，美国）溶于生理盐水，配成浓度５ｍｇ／ｍＬ，

两种ＰＤ模型组经腹腔注射 ＭＰＴＰ，每只小鼠按照

每次２０ｍｇ／ｋｇ体质量注射，间隔２ｈ注射１次，共

注射４次，１ｄ内注射完，上午９：００注射第１针，

１１：００注射第２针，１３：００注射第３针，１５：００注射最

后一针。６ｄ后，动物进行行为学检测，第７天处死，

取材检测中脑腹侧黑质致密部 ＴＨ 阳性神经元

数目。

１．３　爬杆实验　为检测Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肢体运动协

调情况，将一直径为１．５ｃｍ 的软木球固定于１根长

５０ｃｍ、直径１ｃｍ的木杆顶端，木杆上缠上纱布以增

加摩擦，然后将杠竖直放置，被测小鼠头朝上放置于

软木球下方不远处，记录下小鼠上到小球上至折返

回到杆底部所需时间。在 ＭＰＴＰ注射前１周，每天

在上午９：００对小鼠进行爬杆训练，共训练７次，剔

除差异特别大的小鼠以减小实验误差。小鼠造模６

ｄ后，再次对其进行爬杆实验，记录爬杆时间。

１．４　游泳实验　将受试小鼠放入１个２０ｃｍ ×３０

ｃｍ×２０ｃｍ的有机玻璃水箱中，水深１０ｃｍ，水温为

２４～２５℃。评分标准如下：在１ｍｉｎ内四肢无活动

者记为０分；偶尔用后肢浮动并漂浮在水箱一边者

记１．０分；偶尔游泳者记为１．５分；漂浮时间占整个

受试时间５０％以上者记为２．０分；大部分时间游泳，

仅偶尔漂浮者记为２．５分；连续不断游泳者记为３．０

分；间隔１ｍｉｎ检测１次，共检测１０ｍｉｎ，取平均值。

１．５　免疫荧光染色　各组小鼠行为学检测后，用

４％甲醛溶液灌注固定，取脑，沉糖后进行冰冻切片，

切片厚度为２５μｍ，隔３张取１张。根据Ｆｒａｎｋｌｉｎ

和Ｐａｘｉｎｏｓ
［７］小鼠脑图谱，挑选每只小鼠的黑质致密

部（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｐａｒｓｃｏｍｐａｃｔａ，ＳＮｐｃ）的１０张

实验切片进行 ＴＨ 免疫荧光染色。切片先用０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤３次，每次１０ｍｉｎ；然后

用１０％正常山羊血清室温封闭３０ｍｉｎ；吸弃血清，加

小鼠抗 ＴＨ 抗体（１∶４００），４℃孵育４８ｈ，加ＦＩＴＣ

标记的山羊抗小鼠抗体（１∶１００），４℃孵育１６ｈ。上

述步骤之间均用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤切片３次，每

次１０ｍｉｎ。甘油／ＰＢＳ（体积比１∶１）封片，荧光显微

镜摄片观察。采用捷达形态学分析系统对ＴＨ阳性

神经元的数目进行统计，计数每只小鼠１０张切片的

ＴＨ阳性神经元总数。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，计量

资料用珔狓±狊表示，方法采用单因素方差分析，进一步
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两两比较采用ＳＮＫ狇检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　爬杆实验　结果表明：野生型小鼠（Ｄ２
＋／＋）和

Ｄ２受体基因敲除小鼠（Ｄ２－
／－）在注射 ＭＰＴＰ之后，

爬杆时间均长于相应空白对照组，差异有统计学意

义（犘＜０．０１），且Ｄ２
－／－组小鼠在注射 ＭＰＴＰ之后

的爬杆时间延长得更明显（图１Ａ）；且Ｄ２－
／－组小鼠

爬杆时间延长百分率较Ｄ２＋
／＋组小鼠明显升高，差

异有统计学意义（犘＜０．０５，图１Ｂ）。结果提示：注射

ＭＰＴＰ之后小鼠的肢体运动协调能力下降，且

Ｄ２－
／－小鼠下降得更为明显。

图１　爬杆实验结果

犉犻犵１　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狆狅犾犲狋犲狊狋

Ａ：Ｔｈｅｔｉｍｅｔａｋｅｎｔｏｒｅａｃｈｔｈｅｆｌｏｏｒ（ＴＴｏｔａｌ）．犘＜０．０１ｖｓｉｎｔａｃｔ（Ｄ２＋
／＋）；△△犘＜０．０１ｖｓｉｎｔａｃｔ（Ｄ２－

／－）．Ｂ：Ｃｏｍｐａｒｉ

ｓｏｎｏｆｅｌｅｖａｔｉｏｎｉｎＴＴｏｙａｌｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅａｎｄＤ２ｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｅｌｅｖａｔｉｏｎｉｎＴＴｏｔａｌ

ｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅｗａｓ（ＴＴｏｔａｌｏｆＭＰＴＰ［Ｄ２
＋／＋］ｍｉｎｕｓＴＴｏｔａｌｏｆＩｎｔａｃｔ［Ｄ２＋

／＋］）／ＴＴｏｔａｌｏｆＩｎｔａｃｔ（Ｄ２＋
／＋）．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔ

ａｇｅｏｆｅｌｅｖａｔｉｏｎｉｎＴＴｏｔａｌｏｆＤ２ｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｗａｓ（ＴＴｏｔａｌｏｆＭＰＴＰ ［Ｄ２
－／－］ｍｉｎｕｓＴＴｏｔａｌｏｆＩｎｔａｃｔ

［Ｄ２－
／－］）／ＴＴｏｔａｌｏｆＩｎｔａｃｔ（Ｄ２－

／－），犘＜０．０５ｖｓＭＰＴＰ（Ｄ２＋
／＋）．狀＝４，珔狓±狊

２．２　游泳实验　结果表明：Ｄ２
＋／＋和Ｄ２－

／－小鼠在

注射 ＭＰＴＰ之后，游泳评分均明显低于相应的空白

对照组，差异均有统计学意义（犘＜０．０１），且Ｄ２
－／－

小鼠在注射 ＭＰＴＰ之后的游泳评分降低得更明显

（图２Ａ）；Ｄ２－
／－ 组小鼠游泳评分降低百分率较

Ｄ２＋
／＋组升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５，图

２Ｂ）。结果提示，注射 ＭＰＴＰ之后小鼠的肢体运动

协调能力下降，且Ｄ２受体基因敲除小鼠下降得更

为明显。

图２　游泳实验结果

犉犻犵２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狊狑犻犿犿犻狀犵狋犲狊狋

Ａ：Ｔｈｅｓｗｉｍｓｃｏｒｅｓｗｅｒｅｒｅｃｏｒｄｅｄ．犘＜０．０１ｖｓｉｎｔａｃｔ（Ｄ２＋
／＋），△△犘＜０．０１ｖｓｉｎｔａｃｔ（Ｄ２－

／－）．Ｂ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｗｉｍ

ｍｉｎｇｓｃｏｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅａｎｄＤ２ｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｓｗｉｍｓｃｏｒｅｏｆ

ｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅｗａｓ（ｓｗｉｍｓｃｏｒｅｏｆＩｎｔａｃｔ［Ｄ２
＋／＋］ｍｉｎｕｓｓｗｉｍｓｃｏｒｅｏｆＭＰＴＰ［Ｄ２＋

／＋］）／ｓｗｉｍｓｃｏｒｅｏｆＩｎｔａｃｔ（Ｄ２＋
／＋）．Ｔｈｅ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｓｗｉｍｓｃｏｒｅｏｆＤ２ｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｗａｓ（ｓｗｉｍｓｃｏｒｅｏｆＩｎｔａｃｔ［Ｄ２
－／－］ｍｉｎｕｓｓｗｉｍｓｃｏｒｅｏｆ

ＭＰＴＰ［Ｄ２－
／－］）／ｓｗｉｍｓｃｏｒｅｏｆＩｎｔａｃｔ（Ｄ２－

／－）．犘＜０．０５ｖｓＭＰＴＰ（Ｄ２＋
／＋）；狀＝４，珔狓±狊
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２．３　免疫荧光染色　结果表明：不管是野生型，还

是Ｄ２受体基因敲除小鼠，在未注射 ＭＰＴＰ之前，其

ＳＮｐｃ部位分布着较多的 ＴＨ 阳性神经元，层叠排

列，神经元突起较多；而在注射 ＭＰＴＰ之后，野生型

小鼠模型组和Ｄ２受体基因敲除小鼠模型组的ＳＮｐｃ

内ＴＨ阳性神经元数量明显减少，差异具有统计学

意义（犘＜０．０１），且Ｄ２受体基因敲除小鼠模型组

ＳＮｐｃ内ＴＨ阳性神经元数量的降低比野生型小鼠

模型组更明显（图３Ａ、３Ｂ）。因此，本研究将Ｄ２受

体基因敲除小鼠模型组和野生型小鼠模型组ＳＮｐｃ

内ＴＨ阳性神经元降低百分率作比较（图３Ｃ），发现

Ｄ２受体基因敲除小鼠模型组ＳＮｐｃ内ＴＨ 阳性神

经元数目降低百分率较野生型小鼠模型组高，差异

有统计学意义（犘＜０．０１）。结果提示，小鼠腹腔注

射 ＭＰＴＰ特异性破坏了ＳＮｐｃ中ＴＨ 阳性神经元，

且Ｄ２受体基因敲除小鼠更严重。

图３　免疫荧光染色结果

犉犻犵３　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犜犎狆狅狊犻狋犻狏犲狀犲狌狉狅狀狊

Ａ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＴＨｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｐａｒｓｃｏｍｐａｃｔａ．ＳｅｖｅｎｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔＭＰＴＰｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅＴＨｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｄ．Ｂ：ＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｒｅｃｏｒｄｅｄ．犘＜０．０１ｖｓｉｎｔａｃｔ（Ｄ２＋
／＋）；△△犘＜０．０１ｖｓｉｎｔａｃｔ

（Ｄ２－
／－）．Ｃ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅａｎｄＤ２ｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆｄｅｃｒｅａｓｅｉｎＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅｗａｓ（ＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｏｆＩｎｔａｃｔ［Ｄ２
＋／＋］ｍｉｎｕｓＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｏｆ

ＭＰＴＰ［Ｄ２＋
／＋］）／ＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｏｆＩｎｔａｃｔ（Ｄ２

＋／＋）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｄｅｃｒｅａｓｅｉｎＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｏｆＤ２ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｗａｓ（ＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｏｆＩｎｔａｃｔ［Ｄ２
－／－］ｍｉｎｕｓＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｏｆＭＰＴＰ［Ｄ２

－／－］）／ＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｎｅｕｒｏｎｓｏｆＩｎｔａｃｔ（Ｄ２－
／－）．犘＜０．０１ｖｓＭＰＴＰ（Ｄ２＋

／＋）．狀＝４，珔狓±狊

３　讨　论

自从发现帕金森病、精神分裂症、药物成瘾等神

经系统疾病与ＤＡ有关后，ＤＡ对躯体运动、认知和

精神活动的重要性已逐渐被人们认识到［１４］。这其

中，ＤＡ受体所起的关键性作用不言而喻
［１５］。近年

来，随着对日益增多的老年性疾病ＰＤ的研究，大量

的证据表明多巴胺Ｄ２受体与机体运动调控和神经

炎症有着密切关系。本研究采用多巴胺Ｄ２受体基

因敲除的小鼠，以 ＭＰＴＰ致帕金森病小鼠为模型，

对小鼠的行为学进行检测，结果发现注射 ＭＰＴＰ后

小鼠爬杆实验时间延长，游泳实验评分降低，说明注

射 ＭＰＴＰ后小鼠肢体运动协调能力下降；且Ｄ２受

体基因敲除小鼠爬杆实验时间的延长及游泳实验评

分的降低较野生型小鼠更为明显，说明ＤＡＤ２受体

的确在小鼠肢体运动协调方面起着重要作用，Ｄ２受

体缺失使得 ＭＰＴＰ所致ＰＤ样行为学改变更为严

重；此外，本研究还对ＳＮｐｃ部位 ＴＨ 阳性神经元，

即ＤＡ能神经元数目变化进行了检测，结果发现注

射 ＭＰＴＰ后，小鼠ＳＮｐｃ部位ＤＡ能神经元数目显

著下降，呈现ＰＤ样改变，且与野生型小鼠相比，Ｄ２

受体基因敲除小鼠ＳＮｐｃ部位ＤＡ能神经元数目下

降更加严重。这些结果均提示，Ｄ２受体基因敲除小

鼠对 ＭＰＴＰ更加易感，且ＤＡＤ２受体缺失加剧了

ＭＰＴＰ诱导的帕金森病样改变。

有报道表明，在Ｄ２受体缺失的情况下，小鼠脑
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内多个区域均呈现显著的炎症反应，且这一反应随

着年龄的增长逐渐增强［１６］。在神经毒素 ＭＰＴＰ诱

导的ＰＤ小鼠动物模型中，Ｄ２受体的缺失加剧了胶

质细胞的激活，使炎症反应更趋于严重，导致中脑

ＤＡ能神经元对神经毒素更加敏感，死亡率上升
［１７］，

这些报道合理地解释了我们的研究结果。在我们的

研究结果中，未注射 ＭＰＴＰ的Ｄ２受体基因敲除鼠，

不管是行为学方面还是脑内 ＴＨ 神经元的损伤方

面，均没有表现出帕金森病样的改变，这可能是因为

本实验所用小鼠均为８周的青壮年鼠。因此，只有

在注射 ＭＰＴＰ之后，Ｄ２受体基因敲除小鼠才表现

出比野生型小鼠对 ＭＰＴＰ这种神经毒素敏感性

更高。

综上所述，本研究进一步拓展了人们对ＤＡ受

体生理功能的理解，为今后选择合适靶点，有效地延

缓脑衰老，干预神经退行性疾病提供了有价值的

信息。
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