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帕金森病（Parkinson's disease，PD）自1817年首次报道以

来，越来越受到关注。该病是仅次于阿兹海默病（Alzheimer's
disease，AD）的世界第二大中老年慢性神经退行性疾病[1]。据

统计，分别有超过 1%的年龄在 65岁以上和 4%的年龄在 85
岁以上的老年人患有此病[2]。鉴于其发病率在世界范围内与

日俱增，对PD致病机理的研究显得日益迫切。

α-Synuclein（α-syn）蛋白是PD的主要病理特征之一路

易小体（lewybody）的主要组成成分。α-syn基因也是最早发

现的与PD致病相关的基因之一，且该基因的突变也与一些

家族性PD有关[3~5]。虽然科研人员对α-syn蛋白的PD致病机

理已进行了体外实验、细胞实验、动物实验等大量研究，得到

了一系列该蛋白参与PD发病过程的证据，但其完整的致病
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机理仍未能得到有效的阐明[6~8]。

与细胞等体外模型相比，动物模型在对疾病的发生机

制，诊断及治疗的研究方面，起着十分重要甚至是不可或缺

的作用。就PD而言，该疾病是一种和年龄紧密相关的疾病，

其发生、发展进程具有很强的时间依赖性。它的两个主要的

病理特征——多巴胺能神经元的特异性死亡以及路易小体

的形成，都是PD的致病机制长期作用的结果[9]。利用转基因

技术构建PD动物模型的优势在于它可以通过对于PD相关

基因的敲除或过表达模拟PD的发生。不但可以从整体上分

析和研究目标基因对动物病症产生的影响，更可以深入到组

织水平或者分子水平，为PD的发病机制、药物筛选生物标志

物提供很好的研究平台。由于转基因动物具有发育过程，在

模型建立后具备一定的时间和空间性，能够对动物发育过程

中伴随产生的PD发生过程进行跟踪，检测动物的行为改变，

更好地了解PD的发生和发展。

本研究利用过表达野生型人源α-syn WT 和突变型α-
syn A30P蛋白的C57BL/6J小鼠为PD模型，进一步探索α-syn
蛋白与PD之间的关系。该模型的造模原理是利用高表达的

α-syn蛋白，在纹状体中长时间表达积累后使小鼠产生PD病

状，因此需要较长的生长时间，一般为 7月龄以上。通过对

这 2种转基因小鼠纹状体氧化应激水平以及生物内源性毒

素儿茶酚胺异喹啉物质的含量变化进行检测，力求进一步

揭示α-syn蛋白的致病机理，为阐明 PD的发病机制提供实

验依据。

1 实验设计

常用的PD动物模型主要分为PD灵长类模型和PD鼠模

型。由于灵长类动物来源少，价格贵，饲养条件要求高，实验

消耗大，不适用于处于初期阶段的实验研究。实验用鼠能够

实现造模需要，很好的模拟PD症状，其获得途径相对简单，

费用较小，是研究PD的主要动物模型手段之一。

PD鼠模型的建立方法主要有 6-OHDA损毁大鼠黑质模

型、MPTP注射诱导 PD鼠模型和转基因 PD模型鼠 3类 [10,11]。

前两者都是利用化学物质造成实验用鼠的黑质区神经元死

亡，使实验用鼠表现出PD的临床和病理特征，如：协调能力

下降、自主活动减少，黑质区多巴胺羟化酶减少等。这类PD
模型的建立可以在一定程度上模拟PD的发生和发展，对PD
的研究起到了重要的作用，但是这两种方法都是模拟环境因

素诱发 PD的过程，而无法解释遗传因素导致 PD的发生机

制。转基因模型鼠则是过表达或敲除与PD相关的基因，使

小鼠在生长过程中表现出PD症状，此类造模方法耗时较前

两类时间长，常用于研究模型鼠在病程中的相关变化[11]。本

文主要报道α-syn的PD致病机理。α-syn A30P是α-syn的常

见突变蛋白之一，有一定代表性[12]。因此，本研究选用过表达

野生型人源α-syn WT和突变型α-syn A30P蛋白的C57BL/6J
小鼠为PD模型。

PD的发病机制除与遗传因素有关外，还与环境因素有关，

更可能是两者共同作用的结果[13,14]。1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-
四氢吡啶（1- methyl- 4- phenyl- 1,2,3,6- tetrahydropyridine，
MPTP）是公认的 PD致病性神经毒素之一，由于人们日常活

动中能够接触到该物质的机会较小，因此寻找内源性的

MPTP结构类似物是研究PD致病机理的一个热点领域。儿

茶酚异喹啉类物质是多巴胺（dopamine，DA）与活性醛合成的

产物，是外源性神经毒素MPTP的结构类似物。同时研究发

现，在 PD病人脑中存在 salsolino（Sal）及它的氮甲基化产物

N-methy salsolinol（NMSal）这两种儿茶酚异喹啉类物质 [15,16]，

因此儿茶酚异喹啉类物质被认为是最有可能导致PD的一类

内源性神经毒素。许多研究表明，α-syn的过量表达会引起

线粒体损伤，使细胞发生氧化应激反应[17]产生活性醛，而 Sal
恰恰是DA与活性醛合成产物。因此，研究α-syn是否会引起

Sal和NMSal在纹状体内表达水平的升高，是探索PD致病机

理，联接遗传因素和环境因素的桥梁。

基于以上原因，本研究围绕α-syn过表达、氧化应激与

Sal和NMSal之间的关系展开。由于过氧化氢（H2O2）和丙二

醛（malonaldehyde, MDA）是两个具有代表性的氧化应激产

物，实验中通过检测MDA和 H2O2含量反映氧化应激的水

平。先对转基因鼠进行行为学及脑部纹状体损伤检测，确认

造模成功，随后检测H2O2和MDA表达水平的变化，再对纹状

体中Sal和NMSal进行检测，研究α-syn的过表达是否能引起

神经内源性毒素Sal和NMSal生成量的增加。

2 材料与方法

2.1 实验动物

C57BL/6J-TgN小鼠，16只；6J-TgN（α-synWT）ZLFILAS
PD模型鼠，14只；L/6J-TgN（α-synA30P）ZLFILAS PD 模型

鼠 14只，雌雄各半。购自中国医学科学院实验动物研究所，

卫生部人类疾病比较医学重点实验室。

2.2 试剂

H2O2、MDA试剂盒，南京建成生物工程研究所。

甲酸铵、氯化钠及 30% H2O2均为分析纯，北京化学试剂

公司；甲酸为色谱纯，购自迪马科技有限公司；甲醇为色谱

纯，购自美国Fisher公司；实验用水为Milli-Q纯水系统所制

三蒸水。

2.3 主要设备

Discovery®HS F5五氟苯基柱，西格玛奥德里奇（上海）贸

易有限公司；大小鼠转棒仪DXP-3，中国医学科学院药物研

究所；Centrifuge 5417R高速冷冻离心机，德国 Eppendorf公
司；Agilent1290高效液相色谱，Agilent6460三重四级杆质谱，

安捷伦科技（中国）有限公司。

2.4 实验步骤

2.4.1 小鼠的饲养

饲养条件：按照小鼠类型、雌雄分笼培养。饲养密度≤
5只/笼，温度为 18~21℃，湿度＞40%，自然光照，自由摄食与

进水。
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2.4.2 转棒实验

转棒（rota rod）实验是对小鼠协调能力检测常用的一种

实验方法。实验前，先对每只小鼠训练5 min，使其适应转棒

仪，休息后即进行实验。转棒仪转速为15 r/min，以老鼠自然

掉下转棒仪的时间为计时终点。每只老鼠进行 3次实验，取

平均值作为该小鼠实验结果，并用SPSS软件分析处理数据，

分别对7月、9月、11月龄小鼠进行测试。

2.4.3 小鼠组织器官的获得

将小鼠称重后用无水乙醚将小鼠深度麻醉，剪开胸腔，

进行心脏灌流，待血液完全排出，断头取脑，称重后，取出纹

状体，再次称重后，放入 1.5 mL离心管中，液氮速冻，备用。

同时，分别取得小鼠心、肝、脾、肺和肾进行称重，并用锡箔纸

包裹，液氮速冻。

2.4.4 小鼠纹状体内H2O2和MDA含量的检测

取出纹状体称重后，按1 mg纹状体加入10 mL生理盐水

的比例加入生理盐水，随后置于组织研磨器中，在冰上进行

研磨，破碎时间为2 min。将所得组织匀浆液于17000 r/min、
4℃离心 30 min，取上清测定蛋白浓度后用试剂盒进行H2O2

和MDA的含量进行检测。

2.4.5 纹状体内Sal和NMSal含量的检测

取出纹状体并称重后，按1 mg纹状体加入10 mL溶剂的

比例，加入100 μg/L 3,4-二羟基苯甲胺（3,4-dihydroxybenzyl⁃
amine，DHBA)的生理盐水，按上述方法将组织匀浆，离心获得

上清，加入30 μL高氯酸溶液，混匀，于4℃放置30 min，充分沉

淀蛋白，再用17000 r/min，4℃离心30 min，取上清，用0.22 μm
水系滤膜过滤，置于HPLC进样瓶中，放于-80℃待测。

检测过程使用的色谱条件为 Discovery®HS F5 柱（150
mm×2.1 mm，3 μm）；流动相为 5 mmol/L 甲酸铵缓冲溶液

（pH=3.0）-甲醇（80∶20，体积比）；流速：0.15 mL/min；进样量

5 μL。质谱条件采用电喷雾电离正离子源（ESI+），多反应检

测（MRM）模式监测反应质荷比（m/z）: 123→51（DHBA），

180→117（Sal），194→117（NMSal)；碎裂电压（fragmentor）为

135 V；碰撞能量分别为26、20、24、20 V。其他质谱参数：干燥

气流速6.0 L/min；干燥器温度325℃；雾化器压力35.0 psi。
2.4.6 统计学方法

本实验数据均采用 -
x ± s表示，采用SPSS18.0统计软件，

组间比较采用单因素方差分析，n为实验鼠数量，以P<0.05表
示差异具有统计学意义。

3 结果与分析

3.1 PD小鼠模型协调能力

对比同一月龄的正常鼠、过表达α-syn WT、α-syn A30P
蛋白模型小鼠各 14只的行为学差异可以看出（图 1），在 7月
龄时，两种不同类型的PD鼠模型与正常组相比，运动协调能

力下降（P<0.05），9月龄和11月龄时，与正常组相比协调能力

进一步衰退，在转棒仪上停留时间明显减短（P<0.01），同时

出现前肢震颤的症状。

进一步对比同一类型鼠在不同月龄时行为能力变化，可

以看到，随着年龄增长，包括正常鼠在内的3种类型小鼠的行

为能力都有不同程度降低，但是PD模型鼠的运动能力下降

程度极为显著（P<0.01）（图2）。

通过对PD模型鼠行为学的监测发现，7月龄时，PD模型

鼠的运动协调能力远低于正常鼠，且随着年龄的增长，这种

差异更加明显。虽然正常鼠的协调能力也随着年龄的增加

而下降，但是下降的速度远低于模型鼠。由此可见，过表达

的α-syn WT及α-syn A30P对小鼠的脑部产生了一定的影

响，从而干扰了其运动协调能力。

3.2 PD模型鼠纹状体占全脑质量

对 3种类型小鼠（各 14只）的心、肝、脾、肺、肾的脏器系

数，及全脑占体重的百分比进行比较。发现各小鼠间的脏器

系数并没有显著性差别（图 3）。由于PD的发病部位位于大

脑黑质纹状体，因此对纹状体占全脑质量的百分比进行计

算。通过比较发现，过表达α-syn蛋白的小鼠纹状体质量占

全脑质量的比例比正常鼠显著下降（P<0.05，P<0.01）（图4）。

图1 3种类型小鼠不同年龄转棒实验

Fig. 1 Rota rod test for three types of mice of
different months

图2 3种类型小鼠随年龄增长，转棒实验检测

Fig. 2 Rota rod test for three types of mice of 7
months, 9 months and 11 months

*：P<0.05; **：P<0.01 对比正常鼠

*：P<0.05; **：P<0.01 对比7月龄
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可见，α-syn的过表达并不影响小鼠其他器官的正常生

长和发育。同时，对大脑占体重的百分比进行比较，差异也

不显著。其原因在于虽然纹状体多巴胺神经元特异性缺失

是PD的一个病理特征，但是纹状体自身体积较小，它的部分

缺失对整脑质量的改变影响不大。因此，其全脑与体重的比

值与正常鼠相比没有显著变化。但比较纹状体占整脑的比

重时发现，PD鼠模型纹状体所占整脑的比重远小于正常鼠，

且过表达α-syn A30P的小鼠纹状体所占比重更小，这一结果

显示，转基因小鼠的纹状体受到了一定的损伤。

3.3 PD模型鼠脑内纹状体氧化应激水平

对 3种类型小鼠脑（每种各 14只）纹状体中的MDA和

H2O2含量进行检测，发现模型鼠纹状体中MDA和H2O2的含量

比正常鼠纹状体中的含量都有所升高（P<0.05, P<0.01）（图

5，图 6），这说明过表达的α-syn蛋白和其突变蛋白均能增加

鼠脑纹状体中氧化应激的水平。

3.4 PD鼠脑纹状体中儿茶酚异喹啉类物质

对小鼠脑部纹状体中儿茶酚异喹啉类物质 Sal和NMSal
的含量进行检测。过表达人源α-syn WT蛋白的小鼠纹状体

中Sal含量的变化与正常鼠相比不明显（P>0.05），但是过表达

α-syn A30P蛋白的小鼠纹状体中Sal含量有所升高（P<0.05）
（图7）。

同样，在过表达α-syn WT蛋白的小鼠纹状体中NMSal含
量的变化与正常鼠相比虽然浓度有一定的升高，但是不具备

显著差异（P>0.05）。而过表达α-syn A30P蛋白的小鼠纹状

体中NMSal含量却有所升高（P<0.05），如图8所示。

图4 3种类型小鼠纹状体占全脑质量百分比

Fig. 4 Percentages of striatum in the total brain of the
three types of mice

图3 3种小鼠间脏器占体重百分比

Fig. 3 Comparison of main organ coefficients
among the three types of mice

图6 3种类型小鼠脑部纹状体内H2O2浓度比较

Fig. 6 Levels of H2O2 in the striatum of the three
types of mice

图5 3种类型小鼠脑部纹状体内MDA浓度比较

Fig. 5 Levels of MDA in the striatum of the three
types of mice

*：P<0.05; **：P<0.01 对比正常鼠

*：P<0.05; **：P<0.01 对比正常鼠

*：P<0.05 对比正常鼠
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以上结果显示，过表达α-syn WT小鼠的纹状体中NMSal
的含量有了一定程度增高，但增高程度并不明显，而过表达

α-syn A30P的小鼠纹状体中Sal、NMSal的含量均有显著性的

升高，说明α-syn A30P的过表达相对于α-syn WT蛋白更容

易引起神经内源性毒素的产生，会对纹状体多巴胺能神经元

细胞造成损伤，这一结果也与本实验中过表达α-syn A30P的

小鼠脑中纹状体组织占全脑组织比重较其他两类小鼠显著

降低的原因相统一。

4 讨论与结论

α-Syn蛋白是公认的与散发性和遗传性PD有关的关键

性致病蛋白，其突变或者遗传会诱导产生PD；Sal、NMSal这两

种儿茶酚异喹啉类物质是潜在的内源性神经毒素。目前，大

量关于PD致病性的研究都是围绕单因素展开，或是遗传因

素，或是环境因素，很少将二者相结合。本研究将PD遗传致

病因子α-syn蛋白与内源性神经毒素 Sal和NMSal的关系进

行了研究，发现二者存在一定的联系，这为更好地阐明PD的

致病机理提供了新的思路。

通过分别对过表达野生型人源α-syn WT及其突变体α-
syn A30P蛋白的转基因小鼠的行为学检验、脑部纹状体中氧

化应激水平和儿茶酚胺异喹啉物质水平的检测，发现α-syn
WT蛋白及其突变产物α-syn A30P蛋白的过表达能够引起

PD鼠脑纹状体内氧化应激水平的升高，增加内源性神经毒素

儿茶酚异喹啉类物质的合成水平，从而造成黑质多巴胺能神

经元的损伤。这一研究结果将α-syn蛋白的过表达与 Sal和
NMSal在纹状体中表达量的升高相联系，为遗传因素理论与

环境因素理论提供了纽带，为进一步了解PD的发病机制提

供了新的思路。
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图8 3种类型小鼠纹状体中NMSal的质量浓度比较

Fig. 8 Levels of NMSal in the striatum of the three
types of mice

*：P<0.05 对比正常鼠

图7 3种类型小鼠脑部纹状体中Sal的浓度比较

Fig. 7 Levels of Sal in the striatum of the three
types of mice

*：P<0.05 对比正常鼠
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