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摘　要:【目的】探讨纹状体源性神经营养因子(SDNF)在帕金森病(PD)治疗方面的应用前景。【方法】建立 6-羟基多巴

胺(6-OHDA)诱导的大鼠“半” PD 模型 ,进行早期一次性注射 SDNF , 以及损伤两周后重复注射 SDNF , 以观察 SDNF 对模型鼠

的治疗作用。【结果】早期一次性注射 SDNF 能明显阻止中脑黑质多巴胺(DA)神经元数量的减少。而损伤两周后重复注射

SDNF , 虽不再能改变 DA神经元的数量 , 但能降低模型鼠由阿朴吗啡(APO)诱导的旋转 , 以及增加损伤侧纹状体内 DA 含量

和降低 HVA(高香草酸)/ DA 值。【结论】SDNF 对 6-OHDA 诱导的中脑 DA 神经元的变性有阻止作用 ,同时对残留 DA 神经

元的功能有增强作用。
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Abstract:【Object ive】To explore the therapeutic po tential of st riatal-derived neuro trophic factor (SDNF)

in Parkinson′s disease.【Method】The 6-hydroxydopamine (6-OHDA)induced hemiparkinsonian rat model w as

established and the int ranigral single injection of SDNF at early stage of 6-OHDA lesion and the supernig ral re-

peated injection of SDNF 2 w eeks later in 6-OHDA lesion w ere performed to observe the therapeutic role of

SDNF on the rat model.【Results】The early single injection of SDNF could arrest a decline of the number of

mesencephalic dopamine(DA)neurons caused by 6-OHDA lesion.Although there w as no obvious inf luence on

the survival number of mesencephalic DA neurons in the repeated injection of SDNF 2 w eeks later in 6-OHDA

lesion , it could decrease the average rate of apomorphine-induced rotations of rat model and increase the level of

DA as w ell as reduce the rate of homovanillic acid(HVA)level to DA level in the lesion side of st riatum of rat

model.【Conclusion】SDNF may prevent the degeneration of mesencephalic DA neurons at early stage of 6-OH-

DA lesion and enhance the function of remaining DA neurons later.

Key words:st riatal-derived neurot rophic factor/ therapeutic use;Parkinson′s disease/drug therapy;disease

model , animal;6-hydroxydopamine;apomorphine

　　帕金森病(Parkinson′s disease , PD)是神经系

统锥体外系的一种慢性 、进行性的神经变性疾病

(neurodegenerative disorders), 中脑黑质多巴胺

(dopamine , DA)神经元的变性导致其靶 ———纹状
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体内 DA含量的下降是此病的主要神经化学特点。

我们实验室曾从纹状体提取液中分离并纯化到了

一种能促进体外中脑黑质 DA神经元的存活和神

经突起生长的蛋白质 ,命名为纹状体源性神经营养

因 子 (st riatal-derived neurot rophic factor , SD-

NF)[ 1] 。为了进一步探讨该因子在 PD治疗方面的

应用前景 ,我们用神经毒素 6-羟基多巴胺(6-OH-

DA)注入大鼠一侧中脑黑质 ,破坏该侧黑质-纹状

体通路 , 建立 6-OHDA 诱导的大鼠 “半” PD 模型

(hemiparkinsonian rat model)。然后用 SDNF 处理

模型鼠:6-OHDA 损伤早期一次性注射 SDNF ,观

察SDNF 有无阻止 DA 神经元变性的作用;6-OH-

DA损伤 2 周后重复注射 SDNF ,观察 SDNF 有无

促进残留 DA神经元功能的作用。无论是阻止 DA

神经元变性或是促进残留 DA神经元功能均有利

于 PD的治疗。近年来 , 神经营养因子研究领域

的迅速发展 , 已导致人们去了解如何把这类蛋白

质因子应用于临床治疗神经变性疾病。本实验期

望能展示 SDNF 在治疗 PD 中的潜力及其实用价

值。

1　材料和方法

1.1　SDNF的制备

用凝胶过滤和两步高效液相色谱(high perfo r-

mance liquid chromatography , HPLC)分析技术 ,从

新生大鼠纹状体提取液中分离纯化获得 SDNF[ 1] ,

取其反相高效液相色谱(reverse-HPLC , R-HPLC)

单一活性峰洗脱液脱盐后真空干燥备用 。

1.2　大鼠“半”PD模型的制作

6-OHDA(Sigma产品)8 μg(4μg×2μL 含 0.2

mL/L 抗坏血酸的无菌生理盐水)注入 SD 大鼠

(180 ～ 240 g ,中山医科大学动物中心提供)左侧中

脑黑质 ,破坏该侧黑质-纹状体通路 ,建立 6-OHDA

诱导的大鼠“半”PD模型 。主要参照 Perese等的方

法[ 2] ,但将其两点注射 6-OHDA 改为一点注射。

注射座标(以 200 g 鼠为标准 ,其余体重鼠作相应

调整)为:前后(AP), -5.1 mm(相对于前囟);内外

(ML),2.5mm(左侧);背腹(DV), 7.7 mm(从颅骨

表面标起)。立体定位注射的手术操作按先前报

道
[ 3]
。

部分实验的“半”PD 模型大鼠接受埋管手术:

先在原 6-OHDA 注射孔周围钻入 4颗固定螺丝 ,然

后将截短的 9 号注射针头(总长 6.5 mm)作为小

管 ,套在 5.5号针头上 ,由定位仪送入原注射孔内 ,

进管 1.5 mm(从颅骨表面算起),用牙科水泥封固

管的外露部分固定螺丝于颅骨表面。退针后再将

相同长度的 5.5号针头插入管内以防堵管 ,四环素

软膏封口 。

1.3　旋转行为测定

用阿朴吗啡(apomorphine ,APO)(Sigma)0.25

mg/kg 腹腔注射于“半”PD模型大鼠 ,诱发旋转。

开始旋转后计时和计数 ,每一个向健侧的 360°旋转

计数一次 ,持续 30 min ,注药后 15 min不旋转者不

再计数。

1.4　酪氨酸羟化酶(TH)免疫细胞化学

按先前报道[ 3] , 40 mL/L 多聚甲醛(Sigma)灌

注动物 ,作脑冰冻冠状切片(厚 37.5 μm)。从前囟

后 4.2 mm 到 6.0 mm 每间隔 300μm 取切片一张。

用ABC法进行 TH 单克隆抗体(Sigma)免疫细胞

化学染色 , DAB 显色。计数每张切片上能见到细

胞核的 TH阳性(TH
+
)细胞 ,并以存活百分数即损

伤侧(6-OHDA 注射侧)TH
+
细胞总数/健侧 TH

+

细胞总数×100%表示 TH 阳性细胞的变化。中脑

TH 阳性细胞数能近似地表示中脑多巴胺神经元

数量
[ 4]
。

1.5　HPLC-电化学检测(HPLC-ECD)

用于检测纹状体 DA及 HVA 含量 ,HVA(ho-

movanillic acid ,高香草酸)为 DA 的代谢终产物。

所用 DA及 HVA均为 Sigma产品。样品处理主要

参照佟宏霞等的报道
[ 5]
,将动物断头处死 ,低温下

速取其左右纹状体分置于塑料离心管中 ,快速称重

后放液氮中暂存 ,取材结束后全部样品融化 ,加入

高氯酸溶液 ,低温下粗研磨后超声波破碎 , 15 000

r/min (r =5.8 cm)4 ℃离心 30 min ,取上清进

样 ,用Watres高效液相色谱系统检测 ,色谱条件除

流速改为 1.2 mL/min 外 ,其余参照廖瑛等的报

道[ 6] 。

1.6　实验分组

1.6.1　6-OHDA损伤后早期一次性注射 SDNF 　

实验组大鼠 5只全部制成 6-OHDA诱导的“半”PD

模型 ,术后 12 h 一次性注射 SDNF(5 μg/μL ×2

μL)于同侧中脑黑质。对照组分 6-OHDA 对照组

(只注射 6-OHDA ,不注射 SDNF)、SDNF 对照组

(单独注射 SDNF 5 μg/μL ×2 μL 于正常鼠)和生

理盐水对照组(单独注射生理盐水 2 μL 于正常鼠)
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3组 ,每组动物均 5只 。4周后进行酪氨酸羟化酶

(ty rosine hydroxylase ,TH)免疫细胞化学分析。

1.6.2　6-OHDA损伤 2 周后重复注射 SDNF 　将

6-OHDA 诱导的“半”PD模型大鼠于术后两周进行

APO诱发的旋转行为测定 ,根据旋转测定结果将

16只大鼠分成体重和平均转速都较相近的两组

(每组 8只):一组为 SDNF 组 ,用于重复注射 SD-

NF;另一组为细胞色素 C(Cy t C)对照组(用 Cyt C

取代生理盐水作对照是因为 Cyt C本身只是细胞

呼吸链的成分并不参与细胞特殊功能的调节 ,而它

同时又与许多神经营养因子有相似的大小和电荷;

再者是考虑到动物体在反复接受外来蛋白质刺激

下极易产生免疫反应 ,为此加入一种蛋白质对照有

助于消除可能由免疫反应造成的误差)。两组大鼠

均接受埋管手术 ,埋管术后两天分别注入 SDNF 或

Cy t C于中脑黑质上部 ,进针深度根据每只鼠的原

始记录有所不同 ,假设其注射 6-OHDA的原始进针

深度为 X ,则注药时进针深度 X′=X +(6.5 -

1.5)-0.5(mm)。注射每 2天 1次 ,共 10次 ,每次

剂量为:SDNF 4μg(2 μg/μL×2 μL), Cy t C(医用

注射液)2μL 。注药后每 7天测定 1次旋转行为 ,

共3次(21 d)。然后每组各取 3只旋转数最接近

平均旋转数的鼠作HPLC-电化学分析 ,其余5只作

TH 免疫细胞化学分析。

2　结　果

2.1　6-OHDA损伤早期注射 SDNF的结果

实验组(6-OHDA 损伤后 12 h 注射 SDNF)大

鼠的腹侧中脑 TH
+
神经元存活百分数明显高于 6-

OHDA对照组(P <0.01)(图 1左和图 2)。在 SD-

NF 和生理盐水两对照组中 , SDNF 对照组的 TH
+

神经元存活百分数(其损侧 TH+细胞数与健侧的

几乎相同)高于生理盐水对照组(其损侧 TH+细胞

数低于健侧的)(P<0.05)(图 1右)。

2.2　损伤 2周后重复注射 SDNF的结果

APO诱导的旋转行为测试结果如图 3所示 ,

从曲线看出 SDNF 组旋转数保持稳定而 Cy t C 对

照组则不断增加 。TH 阳性神经元存活百分数的

比较如图 4所示 ,SDNF 和 Cy t C 两组无显著差异

(P >0.05)。纹状体中 DA 和 HVA 含量的 HPLC-

电化学分析结果见表 1 ,在损伤侧 ,SDNF 组的 DA

值约为Cy t C 组的 3倍 ,而HVA/DA值却比 Cy t C

组的低约 25%。在健侧 ,两组之间的数值几乎一

致。

图 1　各组大鼠第 4 周的中脑黑质 TH阳性

神经元的存活百分数

Fig.1　Survival percentage of TH positive neurons of

rat mesencephalic substantia nigra at the 4th

week after available treatment

Experimental group(6-OHDA+SDNF), Cont rol groups(6-OH-

DA , Saline , and SDNF cont rols).＊:P <0.01 , compared w ith 6-OH-

DA cont rol(Duncan' s new method);△:P <0.05 , compared wi th

S aline(normal saline)cont rol(one-side t-test)

图 2　实验组(上)和 6-OHDA对照组(下)大鼠

的损伤侧中脑黑质

Fig.2　The lesion side of rat mesencephalic substaintia nigra

in experimental group(upper)and 6-OHDA control

group(lower)

The su rvival of TH positive neurons has a signi ficant decrease in 6-

OHDA cont rol group compared with experimental group;TH immuno-

cytochemist ry staining;“ snc” stands for compact part of substant ia nigra

(SN),“ snr” stands for ret icular part of SN.Bar=120μm

415第 6期　郭畹华 ,等.纹状体源性神经营养因子治疗帕金森病大鼠模型的实验研究



图 3　6-OHDA损伤 2周后重复注射 SDNF 的大鼠(SDNF

组)由 APO诱导的每 30 min的旋转圈数

Fig.3　APO- induced rotations(every 30 min)of rat model

repeated injection of SDNF 2 weeks later in 6-OHDA

lesion( x ±s)

图 4　6-OHDA损伤 2周后重复注射 SDNF 的大鼠(SDNF

组)的中脑黑质 TH阳性神经元存活百分数平均值

Fig.4　Survival percentage of TH positive neurons of rat

mesencephalic substantia nigra repeated injection

of SDNF 2 weeks later in 6-OHDA lesion(SDNF

group)

表 1　“半”PD模型大鼠每克纹状体组织中 DA、HVA

含量的 HPLC-电化学法测定平均值

Table 1　Dopamine(DA)and homovanillic acid(HVA)mass

in one gram stria tum tissue of hemiparkinsonian rat

model measured by HPLC with electochemical

detection (n =3)

Group Region mDA/ ng mHVA/ ng mHVA/ mDA

SDNF group Lesion side 314.4 　103.7 0.33

Intact side 3 356.1 445.4 0.13

Cyt C g roup Lesion side 113.7 65.2 0.57

Intact side 3 646.2 376.8 0.10

3　讨　论

神经营养因子治疗 PD主要表现在两个方面:

一是对中脑 DA 神经元变性的直接阻止作用 ,二是

对残存 DA 神经元功能的改善作用 。实际上 ,功能

的改善本身又有利于阻止 DA神经元发生新的变

性。从本实验看出 , SDNF 同时具有这两种作用。

在损伤早期的实验中 ,实验组的 TH 阳性神经元的

存活百分数明显高于 6-OHDA对照组(图 1左和图

2),说明 SDNF 对 6-OHDA诱导的中脑 DA神经元

的变性具有阻止作用。另外 , SDNF 对照组的 TH

阳性神经元存活百分数在 90%以上明显高于生理

盐水对照组(接近 70%,图 1 右)。由于生理盐水

的损伤可能是机械性的 ,说明 SDNF 对机械性损伤

有极好的抵御作用。损伤 2周后的实验数据说明

SDNF 虽然已不再能改变“半”PD模型动物中残留

DA 神经元的数量(图 4),但却能改善其功能 ,主要

表现在降低由APO诱导的旋转率(图 3),以及增加

损侧(注射侧)纹状体中 DA的含量(表 1)。然而有

趣的是在增加 DA 的同时 , SDNF 却使 HVA/DA

值下降 。而一些其它因子如 GDNF (glial cell line-

derived neurot rophic facto r)[ 7 , 8] , BDNF(brain-de-

rived neuro trophic factor)
[ 9]
的相应研究中 HVA/

DA与 DA 含量多为同时增加。由于 HVA/DA 是

反映单个 DA神经元末梢上 DA转换率(turnover)

的一个指标[ 10] 。可以推测当 HVA/DA 与 DA 含

量同时增加时 , DA 的增加主要是靠每个末梢上

DA 产出率的增加来实现的;而当 DA 含量增加 、

HVA/DA没有相应增加或反而降低时 , DA含量的

增加主要靠末梢数量的增加所致 。在损伤 2 周后

的实验中 SDNF 并未改变中脑残留 DA 神经元的

数量 。它对残留 DA 神经元功能的改善作用很可

能是建立在增加每个残留 DA神经元末梢分枝的

基础上。

综上所述 ,可以认为 SDNF 是个既能阻止 DA

神经元变性又能增进其功能的神经营养因子 ,而且

其功能机制与已知的一些营养因子不完全相同 ,对

治疗 PD方面可能是个前景较好的因子之一。
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性和准确性。另外 ,由于 GC 含量很高 ,我们适当

地提高退火温度 ,以减少模板与引物的非特异性结

合。目前 ,我们正利用获得的含有 Exon 2 区基因

片段的重组质粒(pT-Ⅰ , pT-Ⅲ)来研究反义 RNA

(如 Ribozyme)对胶原蛋白基因表达的抑制作用 。
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