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不同脑区注射 62羟基多巴胺制备帕金森病动物模型的方法
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摘要　帕金森病是中老年人常见的中枢神经系统退行性疾病 , 62羟基多巴胺 (62hydroxydopam ine , 62OHDA )

建立的模型是目前国内外公认的、可靠的 PD模型。本文拟就 62OHDA建立 PD模型脑内注射的方法、靶点

的选择进行综述。
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　　帕金森病 ( Parkinson’s D isease, PD )是一种常

见的中老年性疾病 ,主要病理学特征是中脑黑质部

位多巴胺 ( dopam ine, DA )能神经元变性死亡 [ 1 ] ,引

起纹状体内 DA递质含量显著降低。主要临床表现

为锥体外系功能失调 ,出现运动迟缓、静止性震颤、

肌肉强直、姿势不稳等症状 [ 2, 3 ]。物理、化学以及免

疫 [ 4 ]等手段损毁 DA能神经元均可以得到与 PD病

人临床表现及病理变化相似的动物模型。而 62OH2
DA偏侧 PD模型是目前 PD研究中最常用的模型之

一 ,多数采用黑质致密部、纹状体、中脑腹侧被盖区、

前脑内侧束单点或双点注射法 ,根据注射部位的不

同来制作不同的 PD模型。因此注射方法及靶点的

选择对模型的成功及模拟 PD不同临床阶段尤为关

键 ,现将其综述如下。

1　单靶点注射法

1. 1　黑质致密部 ( substantia nigra parts compacta,

SNc)注射法　SNc是多巴胺能神经元最密集的部

位 ,神经元由此发出纤维投射到纹状体的尾壳

核 [ 5 ]。早期经典的大鼠 PD模型就是通过在大鼠

脑内 SNc注射 62OHDA引起的。该处的 DA能神

经元遭受不可逆损伤 ,多巴胺受体数量和敏感性

代偿性增加 ,直接损毁 DA能神经元胞体 ,并延轴

突顺行变性引起同侧纹状体内 DA水平下降。注

射后数小时就可观察到 SNc内神经元广泛死亡 ,

DA含量急剧下降至 DA耗竭 ,经药物诱发后出现

特征性旋转行为。

由于损毁严重、迅速 ,属于急性的完全损毁模

型 ,与临床 PD病人黑质多巴胺能神经元进行性死

亡有所差异。其次黑质呈扁柱状 ,注射范围小 ,不

易定位 ,损毁部位紧邻神经元胞体 ,使得近距离的

损毁很难把握程度并且破坏的神经元局限于 A9

区 ,模型成功率较低。此外黑质注射存在机械损

伤 ,不利于区分 62OHDA所致的神经元损伤与造

模所致的神经元损伤。故该方法受到了限制 ,目

前主要用于神经组织移植和基因治疗的研究。

1. 2　纹状体 ( corpora striata, CS) 注射法 　多巴

胺能神经元投射主要有两条路径 [ 6 ]
,即黑质 2纹状

体通路和新边缘系统通路 ,前者是 SNc与纹状体

相连接 ,后者是中脑腹侧被盖区与纹状体相联系 ,

可见纹状体是影响 DA能神经元的关键部位。62
OHDA注入纹状体后作用于黑质纹状体通路 ,经

DA能神经末梢吸收 ,引起为期数周 ( 4～6周 )的

黑质纹状体系统缓慢逆行性退变 [ 7 ]。纹状体多巴

胺终末端通路发生部分耗竭 ,与临床上 PD病人的

病程进展类似 ,是一种渐进的退变过程。该模型

属于慢性不完全损毁模型 ,类似于 PD早、中期的

病理变化 ,是一种适用于各类物质如神经营养因

子对 PD保护机制研究的动物模型。

纹状体解剖结构相对较大 , 易于定位 ,机械损

伤较少 ,这也使得传统的微量注射方法所致毁损

往往较局限 ,在黑质内仍可见到 40%～50%的 DA

能神经元残存。据文献报道 ,只有当黑质部位的

DA能神经元毁损超过 90%时 ,才会出现相应的行

为学变化 [ 8 ]。单侧单点毁损纹状体所破坏 DA能

神经元的比例不足以达到 90% ,因而造成行为学

变化阳性率较低。国外有学者用药物灌流增强输

送法 [ 9 ]
,即在压力梯度泵的作用下将大剂量 62OH2

DA注入纹状体使其分布广泛而均匀。尽管纹状

体注射法有些不足 ,但它避免了对黑质的机械性
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损伤 ,是目前制作 PD模型最常用的方法之一。

1. 3　中脑腹侧被盖区 ( ventral tegmental area,

VTA )注射法　VTA是黑质 2纹状体、中脑 2皮层、中
脑 2边缘系统 DA能神经元及纤维的集中处。 62
OHDA注入该部位 ,不仅可以使黑质多巴胺能神经

元胞体发生逆行性变性 ,而且可以使纹状体多巴

胺能神经末梢发生顺行性变性。VTA是制作 PD

模型的重要位点 ,它的投射与躯体运动密切相关 ,

有学者发现 VTA作为一个放大中心可以增加阿朴

吗啡诱发的旋转行为。Thomas等 [ 10 ]报道 , VTA不

仅可以增加大鼠旋转的强度 ,并且发现黑质完全

毁损而 VTA正常的大鼠不出现旋转行为。黑质完

全毁损 , VTA毁损超过 40%的大鼠 ,阿朴吗啡仅能

诱发同侧旋转行为 ,而只有黑质完全毁损且 VTA

毁损超过 80% 的大鼠阿朴吗啡才能诱发典型的

对侧旋转行为。

1. 4　内侧前脑束 (medial forebrain bundle, M FB )

注射法　M FB是通过下丘脑外侧区的一束神经纤

维 ,连接隔区、下丘脑和中脑的被盖部位 , SNc的

DA神经元的轴突可以通过 M FB投射到纹状体。

62OHDA注入 M FB后 , 97%的黑质 DA能神经元在

较短时间内快速死亡 ,并且腹侧核、伏核和嗅结节

的 DA神经末梢完全消失 ,属于急性的完全损毁模

型 ,与 SNc注射法相似 ,多用于神经组织移植和基

因治疗的研究。M FB亦因解剖范围小 ,易变异 ,故

很难定位。单独应用 ,模型成功率不同。国内学

者单点注射 62OHDA于 MFB ,模型成功率仅为

2318%
[ 11 ]

,国外文献报道该模型的成功率一般在

30%～70%
[ 12 ]。

2　双靶点注射法

2. 1　同一脑区双靶点注射法 　该方法是在同一个

脑区选择两个不同的靶点进行注射造模。郑杰

胜 [ 13 ]将 62OHDA分两点注入大鼠右侧纹状体 ,术后

第 2周出现旋转行为 ,随后旋转次数缓慢上升 ,至第

5周升至较高水平并保持稳定 ,模型成功率达 60%。

此后多名学者采用该方法 ,成功率亦较高 ,验证了该

方法的有效性。为便于比较单点与双点注射的差异

性 ,张伟等 [ 14 ]向大鼠脑部左侧纹状体分别注射 4

μL (单点 )、8μL (单点 )、12μL (单点 )、8μL (双点 )

62OHDA。结果表明 , 12μL单点组动物模型病死率

低 ,模型成功率高 ,方法实用简单 ,旋转行为持续达

10个月之久。而双点组模型的病死率高于其余各

组。近两年 ,MFB的双点损毁较为常用。有报道 [ 15 ]

将同等剂量的 62OHDA注射于 MFB不同的部位 ,

(第 1组注射位点 :位点 1:前囟后 118 mm,右侧 210

mm ,背腹 810 mm;位点 2:前囟后 118 mm ,右侧 310

mm ,背腹 715 mm。第 2组注射位点 :位点 1:前囟后

118 mm,右侧 215 mm,背腹 810 mm;位点 2:前囟后

118 mm,右侧 215 mm,背腹 715 mm) ,结果第 1组注

射位点成功率为 51% ,第 2组为 77% ,有显著性差

异。并且后者只需钻颅一次 ,仅需上下移动微量注

射器 ,即可达到两位点注射的目的 ,不仅节约了时间

还降低颅内出血和感染的机会。此外也有选用单侧

黑质双靶点损毁 ,成功率亦较高。

2. 2　不同脑区双靶点注射法 　该方法即在不同脑

区选择两个不同的靶点进行注射。我国学者伦学

庆 [ 16 ]将 62OHDA分别注入大鼠右侧 SNc和 VTA

区 ,通过酪氨酸羟化酶免疫组化染色证实 ,旋转大鼠

损侧 SNc和 VTA区 DA能神经元丧失 ,残留的细胞

变性 ,模型成功率达 80%。邹志浩等 [ 17 ]将 62OHDA

间隔注射于 SNc和 VTA ,同时在制模后两周 ,无旋

转行为的不成功模型大鼠再次原靶点损毁 ,二次制

模成功率为 63. 2% ,制模总成功率为 82%。二次制

模增加了动物模型的成功率 ,节约资源 ,但同时也增

加了动物的死亡率。据报道将 62OHDA剂量加大 ,

注入上述两个脑区 ,不仅可以提高模型的成功率还

能缩短成模周期。最近几年有研究者选用 VTA和

MFB或 SNc和 MFB两脑区联合注射 ,模型成功率

均达到 70%以上。

两靶点注射 ,不仅使注射部位的 DA能神经元

发生损伤 ,还可使相应的黑质多巴胺能神经元出现

逆行性变性及纹状体多巴胺能纤维末梢顺行性变

性 ,造成更多由 A8、A9区向尾壳核投射的 DA能神

经纤维变性 ,因而模型制作成功率较高。但由于损

伤较重 ,不利于后续实验 ,并且增加了操作难度和工

作量 ,也造成实验动物手术时间过长 ,创伤大 ,病死

率高 ,动物出现吞咽不能、渴感缺乏、运动不能等症

状 ,因此实验动物需要悉心照料。

3　多靶点注射法

多靶点注射比较少见 ,一般是在同一脑区选

择两个以上靶点损毁。国内学者张力等 [ 18 ]以 62
OHDA对恒河猴右侧黑质进行 7靶点的损毁。术

后 2周出现间断的对侧肢体的细微震颤 , 4个月后

对侧肢体症状趋于稳定 ,类似于人类帕金森病的

渐进性表现。国外也有报道 [ 19 ]通过四点注射 62
OHDA到大鼠单侧纹状体制作慢性 PD模型 ,几周

后模型伤侧黑质缺失 75% DA能神经元。这种慢

性损伤模型与 PD发病经过相似而较多应用于发

病机制研究。

多靶点注射制作 PD模型 ,使 62OHDA在脑内
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浸润广泛 ,以利于分布在脑内的黑质多巴胺能神经

元轴突末梢获取 62OHDA ,虽然模型成功率较高 ,但

损伤严重 ,因此不常用。

4　总结

62OHDA脑内注射方法很多 ,但都属于单侧损

毁 ,其原因在于 :①为研究者提供同一动物患侧黑质

的手术前后对比及与正常侧对比等多种比较方

式 [ 20 ]。②单侧毁损手术操作相对较为容易 ,死亡

率较低。③进行双侧肢体运动的比较能区分细小的

异常行为。④双侧损毁靶点较多且同时一次性施加

62OHDA的量较大 ,极易影响脑干正常功能而增加

动物死亡率 [ 21 ]。然而 ,人类的 PD是脑内双侧的退

行性改变 ,动物模型的研制最终是为治疗病人服务

的 ,而单侧的动物模型由于损毁靶点位于一侧 ,因为

其本身的补偿机制 ,不能完美的模拟 PD发病的早

期过程 ,所以制作双侧动物模型的意义不言而喻。

国外有学者通过注射 62OHDA到双侧 SNc成功制作

出双侧模型 [ 22 ]
,但由于制作双侧模型的大鼠较易死

亡 ,所以仅应用在对比研究 PD模型的补偿机制实

验中。

综上所述 ,虽然 62OHDA建立 PD模型的方法

和靶点很多 ,但要找到能完全模拟 PD病人的理想

模型与注射方法 ,还有待于我们今后不断的探索。
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