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摘 要 通过免疫组化方法检测黑质酪氨酸羟化酶阳性神经元的变化，HPLC-ECD 检测纹状体内多巴胺( DA) 及其代谢产

物含量变化，Western blot 检测黑质酪氨酸羟化酶的表达，探讨雷沙吉兰对 1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶( MPTP) 诱发

C57BL /6 小鼠帕金森病模型的疗效和行为学影响。结果显示，腹腔注射 MPTP 的小鼠出现一系列的急性行为学改变，雷沙

吉兰( 20 mg /kg) 治疗后黑质致密部酪氨酸羟化酶阳性细胞数目较模型组显著增加，纹状体内 DA 及 DA 代谢产物 HVA 和

DOPAC 含量也明显升高，雷沙吉兰明显改善 MPTP 诱导帕金森小鼠的运动行为学障碍，对帕金森小鼠模型的多巴胺系统具

有保护作用。
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Effect of rasagiline on neuroprotection and behavior improvement in MPTP-in-
duced acute mouse model of Parkinson's disease
YAN Ｒuizuo，GUO Baojian，YU Pei，ZHANG Zaijun*

Institute of New Drug Ｒesearch，College of Pharmacy，Jinan University，Guangzhou 510632，China

Abstract This study aimed at investigating the neuroprotective effect and behavior improvement of rasagiline on
1-methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine ( MPTP) model mice of Parkinson's disease. The tyrosine hydroxy-
lase ( TH) -positive dopaminergic neurons in substantia nigra were observed by immunocytochemistry. HPLC-ECD
was used to detect the dopamine and its metabolite levels. Western blot was used to examine the protein expres-
sion of TH. The results showed that the mice appeared a series of acute behavior change after the injection of
MPTP. Ｒasagiline ( 20 mg /kg) exerted significant protection against MPTP-induced loss of TH-positive dopamin-
ergic neurons. The TH-positive neurons in rasagiline-treated mice brain increased significantly compared with
those of MPTP-treated group. Ｒasagiline also enhanced dopamine and its metabolite levels in striatum significant-
ly. In conclusion，rasagiline has protective effect on the acute mouse model of MPTP-induced Parkinsonism.
Key words rasagiline; Parkinson's disease; 1-methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine; neuroprotection;

behavior improvement
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帕金森病 ( Parkinson' s disease，PD) 是常见于

老年人并有发病年轻化趋势的一种神经退行性疾

病，其典型的病理特征为中脑黑质多巴胺能神经元

缺 失 以 及 黑 质 纹 状 体 通 路 中 多 巴 胺 含 量 的 降

低［1］。该病的主要临床表现为运动迟缓、僵直、姿
势不稳和静止时的肌肉震颤等。在 PD 研究中，常

用的动物模型以诱导剂分类，主要有 1-甲基-4-苯
基-1，2，3，6-四氢吡啶( MPTP) 模型、6-羟基多巴胺

( 6-OHD A) 模型、百草枯( paraquat) 模型和鱼藤酮

( retonone) 模型等。在上述模型中，由于 MPTP 诱

发的 PD 动物模型在神经生化、病理和行为学方面

与人类 PD 最为相似，因此 MPTP 动物模型已被广

泛用于 PD 发病机制的研究。
根据 MPTP 在小鼠中注射的总剂量、注射间隔

时间、注射方式的不同，模拟了不同类型的 PD 模

型，目前实验中常用的 MPTP 模型有急性模型和慢

性或者亚急性小鼠模型，这些模型虽然在一定程度

上均模拟了帕金森病作为一种神经退行性疾病神

经元损伤的病理特征，但慢性或亚急性模型的行为

学表现不能令人满意，模型组动物和正常对照组之

间无显著性差异。雷沙吉兰( rasagiline) 是一种帕

金森病治疗药物，属于不可逆性 B 型单胺氧化酶

( MAO-B) 选择性抑制剂，可以通过抑制 MAO-B 活

性，升高体内多巴胺水平，提高多巴胺能活性，从而

调节多巴胺能运动功能障碍［2］。为了探讨雷沙吉

兰对 MPTP 诱发 C57BL /6 小鼠帕金森病模型的疗

效和形 为 学 影 响，在 本 课 题 组 报 道 selegiline 在

MPTP 亚急性小鼠模型中的神经保护和行为学改

善效果的基础上［3］，验证雷沙吉兰的神经保护和

行为学改善作用。

1 材 料

1. 1 试 剂

Anti-TH 兔抗鼠单克隆抗体( 美国 Millipore 公

司) ; 1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶 ( MPTP) 和

甲磺酸雷沙吉兰( 美国 Sigma 公司) ; GTVisionTMⅢ
抗鼠 /兔通用型免疫组化检测试剂盒( 上海基因科

技有限公司) ; 多聚甲醛( 上海碧云天生物技术有

限公司) 。其他试剂均为市售分析纯。
1. 2 仪 器

倒置荧光显微镜 ( 日本 Olympus 公司) ; 高效

液相库仑阵列电化学检测系统( 美国 ESA 公司) ;

C18 反相色谱柱( 美国 Agilent 公司) ; 台式高速冷

冻离心机( 德国 Eppendorf 公司) ; Carestream MI SE
系统成像系统( 美国 Kodak 公司) ; 半干转印槽( 美

国 Bio-rad 公司) ; 石蜡切片机、摊片机( 德国 Leica
公司) 、电子天平( 德国 Sartorius 公司) 。
1. 3 动 物

8 周龄 SPF 级雄性 C57BL /6 小鼠［( 23 ± 2) g，

中山 大 学 实 验 动 物 中 心，许 可 证 号: SCXK ( 粤 )

2010-0004］。动物饲养于暨南大学医学院 SPF 级

实验动物中心，许可证号: SCXK( 粤) 2011-0029，室

内温度保持在 ( 23 ± 2 ) ℃，房间保持 12 h 昼夜节

律，动物自由进食水。实验中所有操作均遵循 NIH
及暨南大学实验动物伦理委员会的规定。

2 方 法

2. 1 动物分组及模型建立

8 周龄雄性 C57BL /6 小鼠 30 只，普通饲料喂

养一周后随机分为生理盐水组( n = 10 ) 、MPTP 组

( n = 10) 和雷沙吉兰组( n = 10) 。MPTP 组腹腔注

射 MPTP 20 mg /kg，每间隔 2 h 腹腔左右交替注射

1 次，连续注射 4 次，建立急性帕金森病模型［4］。
正常对照组经腹腔注射相同体积的生理盐水，雷沙

吉兰组在第 1 次与最后一次给予 MPTP 前 1 h 预

先腹腔注射雷沙吉兰 1 mg /kg 进行预保护，从第 2
天开始，给药组腹腔注射给予 1 mg /kg 雷沙吉兰，

每天给药 1 次，连续给药 7 d，对照组和模型组给予

相同体积的生理盐水，行为学测试分别在第 1，4，7
天给药 1 h 后进行。
2. 2 体重变化

由于 MPTP 的全身毒性作用，给予 MPTP 后小

鼠表现为营养障碍和体重下降，因此体重变化可以

作为观察指标之一。在腹腔注射 MPTP 前一天，注

射 MPTP 后第 1，4，7 天分别称量小鼠的体重，统计

小鼠体重的变化。
2. 3 雷沙吉兰对小鼠四肢协调能力的影响

按照文献［5］和［7］的方法，通过爬杆测试和

脚印实验对小鼠的四肢协调运动能力进行测试。
分别记录造模前一天、腹腔注射 MPTP 后各组小鼠

在第 1，3，7 天的爬杆时间( 测定时限 60 s，小鼠不

能持杆完全自然下滑者，记录其爬杆时间为 60 s) ，

以及小鼠通过木槽所用时间及 脚 印 长 度 ( stride
length) 和跨距( step width) ，并进行统计学分析。
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2. 4 免疫组化染色检测黑质多巴胺神经元数量

造模第 7 天行为学测试完毕后，每组随机挑选

5 只小鼠，按文献［6］方法处死后取脑，石蜡包埋后

切片。大脑切片的免疫组化和 TH-阳性神经元的

计数方法参照文献报道的方法［7－ 8］。
2. 5 HPLC-ECD 技术检测纹状体内多巴胺( DA) 、
高香草酸( HVA) 及 3，4-二羟苯乙酸 ( DOPAC) 的

含量变化

每组剩余的 5 只小鼠，水合氯醛麻醉后，断头

后迅速取出大脑，低温分离双侧纹状体。组织称重

后按每 1 mg 组织加入 0. 1 mol /L 高氯酸提取液 10
μL，冰浴匀浆后 12 000 r /min 离心 15 min，取上清

液备用。纹状体内 DA、HVA 乙基 DOPAC 的测量

参照文献［9 － 11］报道的方法。以各标准品的浓

度为横坐标( X) ，各组分的峰面积为纵坐标( Y) 进

行回归，得到标准曲线。
2. 6 Western blot 检测黑质酪氨酸羟化酶的含量

表达［12］

小鼠大脑取出纹状体后，继续分离中脑黑质部

位，提取蛋白。利用 12% 十二烷基磺酸钠聚丙烯

酰胺凝胶( SDS-PAGE) 电泳分离蛋白后，加入 TH
一抗( 1∶ 1 000) ，4 ℃孵育过夜，再与辣根过氧化物

酶标记的抗兔 IgG( 1∶ 2 000) 于室温下孵育 2 h，采

用增强型化学发光液显色，Carestream MI SE 系统

成像显示蛋白条带，通过灰度计算衡量黑质酪氨酸

羟化酶的表达。
2. 7 统计学分析

数据采用 GraphPad Prism 5 软件进行处理，采

用 Student's t 检验分析组间差异，P ＜ 0. 05 表示存

在显著性差异。

3 结 果

3. 1 动物一般行为学表现

C57BL /6 小鼠在第 1 次腹腔注射 MPTP 后 10
～ 20 min 内出现明显的震颤、竖毛、呼吸急促、尾巴

过伸、弓背、运动适当减少、步态不稳等表现。在第

3 次腹腔注射 MPTP 后，小鼠自主活动明显减少，

肢体僵硬、后肢分开、运动不能，有的小鼠甚至出现

流涎现象，小鼠震颤现象更加严重。竖毛、弓背、震
颤症状 24 h 内消失，肢体僵硬、运动减少、平衡障

碍也于 24 h 内减退，而生理盐水组小鼠则无明显

异常表现。
3. 2 小鼠腹腔注射 MPTP 后的体重变化

从图 1 可以看出，C57BL /6 小鼠在造模前后

的体重发生变化，与生理盐水组相比，模型组小

鼠在第 1 ～ 4 天体重均明显逐渐减轻( P ＜ 0. 05 ) ，

到第 7 天时，体重略微增加，与 MPTP 组相比，雷

沙吉兰组在造模后第 1 天小鼠体重也明显下降，

但是从第 4 ～ 7 天小鼠的体重逐渐升高，显著高

于 MPTP 组( P ＜ 0. 05 ) 。

Figure 1 Ｒasagiline prevents body weight decrease in 1-methyl-4-phe-
nyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine ( MPTP) -induced mice model of Par-
kinsen's disease ( PD) ( 珋x ± s，n = 10)

DIV-1: the day before MPTP iv administration; DIV 1，DIV 4，DIV 7:

1st，4th，7th day after MPTP iv administration
* P ＜ 0. 05 vs saline group; # P ＜ 0. 05 vs MPTP group

3. 3 雷沙吉兰对 MPTP 引起的急性 PD 模型行为

学改善作用

3. 3. 1 爬杆实验 C57BL /6 小鼠爬杆实验结果如

表 1 所示。给 MPTP 前一天( DIV-1) ，各组间小鼠

爬杆时间无显著差异。给 MPTP 后第 1 天 ( DIV
1) ，与生理盐水正常对照组比较，MPTP 与雷沙吉

兰组小鼠爬杆时间均显著延长，但雷沙吉兰组小鼠

爬杆时间比 MPTP 组明显缩短，证明雷沙吉兰对

MPTP 引起的肢体运动协调下降有一定的改善效

果。给 MPTP 后第 4 天( DIV 4) 和第 7 天( DIV 7) ，

各组间爬杆时间无显著性差异。

Table 1 Ｒasagiline decreased the pole time in mice ( 珋x ± s，n = 10)

Group DIV-1 DIV 1 DIV 4 DIV 7
Saline 15. 5 ± 3. 3 19. 1 ± 8. 8 14. 1 ± 6. 5 7. 3 ± 1. 6
MPTP 12. 4 ± 7. 7 60 ± 0## 12. 5 ± 6. 4 8. 6 ± 2. 8
Ｒasagiline 17. 6 ± 6. 0 34. 3 ± 17. 7＊＊ 13. 6 ± 6. 4 10. 6 ± 4. 5

##P ＜ 0. 01 vs saline group; ＊＊P ＜ 0. 01 vs MPTP group
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3. 3. 2 脚印实验 从图 2 可以看出，与正常对照

组小鼠相比，MPTP 组小鼠穿过相同距离木槽所用

步数增 加，步 伐 凌 乱，平 均 步 长 显 著 缩 短 ( P ＜
0. 001) ，后肢步宽明显增加( P ＜ 0. 001 ) 。雷沙吉

兰组小鼠平均步长与 MPTP 组相比显著增长( P ＜
0. 001) ，后肢步宽显著缩短( P ＜ 0. 001 ) 。给药一

周后 MPTP 模型组小鼠通过木槽所用时间显著高

于正常生理盐水组( P ＜ 0. 01) ，雷沙吉兰组小鼠通

过木槽所用时间短于 MPTP 组，这表明雷沙吉兰能

显著改善 PD 小鼠肢体僵硬程度( 步幅与步宽) ，提

高小鼠运动速度( 通过时间) 和平衡能力。

Figure 2 Effect of rasagiline on the motor behavior dysfunction of MPTP-treated mice ( 珋x ± s，n = 10)

A: Stride length; B: Step width; C: Time crossing the corridor
＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001 vs control group; ###P ＜ 0. 001 vs MPTP group

3. 4 雷沙吉兰对黑质酪氨酸羟化酶( TH) 阳性神

经元数目的影响

TH 是多巴胺合成的限速酶，多巴胺神经元中

含量丰富，黑质致密部 TH 免疫反应阳性可作为脑

内多巴胺神经元的标志。正常小鼠黑质中 TH 免

疫阳性神经元清晰可见，神经元的胞体和纤维颜色

较深，有明显的免疫阳性突起( 如图 3-A 所示) ，免

疫组化结果显示，MPTP 造模后，小鼠黑质致密部

TH 免疫阳性神经元数目较正常对照组数量明显

降低( P ＜ 0. 001 ) ，神经元胞体损伤，边界模糊不

清。雷沙吉兰治疗组 TH 免疫阳性神经元数目较

模型组显著增加 ( 如图 3-B 所示) ，结果提示雷沙

吉兰能显著减少 MPTP 诱发的 PD 小鼠黑质中多巴

胺神经元的死亡。

Figure 3 Effect of rasagiline on the damage of TH-positive cells in the substantial nigra of MPTP-treated mice ( 珋x ± s，n = 5)

A: Microphotograph of TH immunostaining of mouse brain sections; B: Quantification of TH-positive neurons in various treatment groups
＊＊＊P ＜ 0. 001 vs control group; ###P ＜ 0. 001 vs MPTP group

3. 5 雷沙吉兰对 MPTP 诱导的急性 PD 模型纹状

体中 DA 及其代谢产物的影响

HPLC-ECD 检测 DA、DOPAC 和 HVA 标准品的

回归方程及相关系数( r) 如下: DA，Y = 7. 668 2X +
0. 994 2 ( r = 0. 999 9 ) ; DOPAC，Y = 7. 556 3X +
1. 835 4 ( r = 1 ) ; HVA，Y = 1. 483 4X + 14. 574
( r = 0. 999 9 ) 。脑内 DA 含量降低是 PD 最直接

的生化指标。在本实验中，模型组小鼠纹状体中

DA 及其代谢产物的含量较正常对照组显著降低

( P ＜ 0. 001) ，雷沙吉兰给药 1 周后，如图 4 所示，

纹状 体 内 DA、HVA 较 模 型 组 显 著 升 高 ( P ＜
0. 05) ，DOPAC 的含量较模型组也显著升高 ( P ＜
0. 001) ，这一结果说明雷沙吉兰能够增加 PD 小鼠

脑内 DA 及代谢产物含量。
3. 6 Western blot 检测雷沙吉兰对 MPTP 诱导的

PD 模型黑质 TH 蛋白表达的影响

为了进一步确证雷沙吉兰对黑质 TH 阳性神

经元的保护作用，用 Western blot 检测黑质组织 TH
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蛋白的表达。结果如图 5 所示，MPTP 显著降低了

小鼠中脑黑质组织 TH 蛋白表达( P ＜ 0. 05 ) ; 经雷

沙吉兰治疗后，TH 蛋白表达水平较 MPTP 组明显

上调( P ＜ 0. 05 ) 。该结果与免疫组化计数黑质多

巴胺神经 元 ( 图 5 ) 一 致，说 明 雷 沙 吉 兰 能 抑 制

MPTP 诱导的多巴胺神经元数目减少。

Figure 4 Effect of rasagiline on levels of striatal dopamine ( DA) ，3，4-dihydroxyphenylacetic acid ( DOPAC) ( B) and homovanillic acid ( HVA)

( C) in mice analyzed by HPLC ( 珋x ± s，n = 5)
＊＊＊P ＜ 0. 01 vs control group; #P ＜ 0. 05，###P ＜ 0. 001 vs MPTP group

Figure 5 Effect of rasagiline on protein expression of tyrosine hydroxy-
lase ( TH) in the substantia nigra pars compacta ( SNpc) of MPTP-trea-
ted mice ( 珋x ± s，n = 5)

A: Ｒepresentative blots of TH protein expression; B: Densitometric anal-
ysis of blots. ##P ＜ 0. 01 vs control group; ＊＊P ＜ 0. 01 vs MPTP group

4 讨 论

帕金森病常见临床特征包括静止性震颤、运动

迟缓和姿势不稳等行为，因此研究药物对改善 PD
动物模型神经运动障碍具有十分重要的意义。通

过对上述多种行为学评估及多个生化病理指标的

检测，客观地考察了雷沙吉兰对 PD 小鼠的治疗作

用。通过建立 MPTP 诱导的急性 PD 小鼠模型; 采

用 MAO-B 抑制剂雷沙吉兰给药治疗后，在爬杆实

验［13］中第 1 天和第 4 天可以看出雷沙吉兰明显缩

短小鼠的爬杆时间，而在第 7 天 MPTP 组小鼠的爬

杆时间长于假手术组，一方面这可能是由于机体自

身的调节作用所致［14］，另一方面有研究认为训练

次数的增多可以逐渐促使帕金森病小鼠行为学障

碍恢复［15］。因此，研究者认为应在 MPTP 最后一

次注射后第 3 天或第 4 天，即多巴胺神经元损伤完

全时进行行为学测试，从而更客观地检测小鼠 PD
模型的行为学变化［16］。

脚印实验具有适合分辨持久的运动功能损伤

与暂时性运动活性降低，获取数据更客观，人为影

响干扰小等优点，目前已成为检测 PD 运动协调性

的重要方法之一。在脚印实验中，雷沙吉兰能够明

显改善 PD 小鼠四肢僵硬程度、增大小鼠运动步

幅、缩短步宽和提高运动速度。实验结果进一步说

明雷沙吉兰在改善 PD 小鼠四肢协调性方面具有

一定的 效 果。最 后 采 用 神 经 生 化、免 疫 病 理 和

Western blot 实验确证了雷沙吉兰能够显著提高纹

状体内多巴胺含量和增加中脑黑质致密部位 TH
阳性神经元数目。

有文献报道 PD 的行为学障碍并非单一形式，

而常常是多种形式的综合结果，而且这些功能障碍

也常常相互影响［17］。以往实验研究中，给予 MPTP
后虽然均可以导致小鼠出现与人类 PD 患者类似

的黑质多巴胺能神经元减少和纹状体多巴胺水平

降低，但行为学检测结果差异很大，甚至出现相反

的结果，其原因可能与实验中 MPTP 给药的途径、
检测的时间点、采用评价方法差别有关。本实验建

立的急性 PD 模型方法具有周期短、操作简便、方

法可靠和重现性好等优点，在一定程度上可以为药

物的体内药效评价提供数据支持，从而为建立一种

更为统一、权威和标准的帕金森病模型检测评价方
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法提供科学参考。
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