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6-羟基多巴胺单侧两点注射法构建的帕金森病模型鼠*★

王玉玲1，高 华2，杨新玲1 (1新疆医科大学第一附属医院综合内科，新疆维吾尔自治区乌鲁木齐市 830011；2新疆医科大学第五附属

医院神经内科，新疆维吾尔自治区乌鲁木齐市 830054)

文章亮点：

1 实验特点为采用 6-羟基多巴胺单侧双点黑质致密部和中脑腹侧被盖区毁损的方法，模型的成功率可以

达到 44%，基本符合大多数对模型成功率的要求。

2 实验在黑质致密部和中脑腹侧被盖区两点注射 6-羟基多巴胺建立的帕金森病大鼠模型，表现出明显的

黑质神经元损伤帕金森病症状，诱导后出现旋转行为，说明手术定位的准确性，从检测模型鼠行为及病理 3
方面改变说明帕金森病大鼠模型制作成功。
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摘要

背景：帕金森病动物模型的建立对帕金森病的临床、基础实验研究中有重要作用，同时其稳定性也直接影响

到研究的结果。

目的：评价 6-羟基多巴胺单侧两点注射法构建的帕金森病模型大鼠行为及病理变化。

方法：SD大鼠 62只随机分为实验组 50只，正常组 12只，采用脑内立体定向，将 6-羟基多巴胺注入实验组

大鼠右侧黑质致密部和中脑腹侧被盖区以建立帕金森病模型，观察大鼠行为变化、酪氨酸羟化酶及脑内多巴

胺含量改变。

结果与结论：2周后实验组经阿朴吗啡诱导后，有 22只向左侧旋转速度>7 r/min，2周与 4周之间大鼠的旋

转圈数差异无显著性意义(P > 0.05)。模型组中酪氨酸羟化酶及脑内多巴胺含量明显减少。说明应用 6-羟基多

巴胺单侧两点注射可成功建立行为及病理相似的帕金森病大鼠模型。

Establishment of rat models of Parkinson’s disease by unilateral two-point injection
with 6-hydroxydopamine

Wang Yu-ling1, Gao Hua2, Yang Xin-ling1 (1Department of Internal Medicine, First Affiliated Hospital,
Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, Xinjiang Uygur Autonomous Region, China; 2Department of
Neurology, Fifth Affiliated Hospital, Xinjiang Medical University, Urumqi 830054, Xinjiang Uygur
Autonomous Region, China)

Abstract
BACKGROUND: The establishment of animal models of Parkinson’s disease plays an important role in clinical
and basic experiments of Parkinson’s disease, and its stability directly affected study results.
OBJECTIVE: To evaluate the behavior and pathological changes of rats with Parkinson’s disease established by
unilateral two-point injection with 6-hydroxydopamine.
METHODS: A total of 62 Sprague-Dawley rats were randomly assigned into experimental group (n=50) and
normal group (n=12). Using stereotatic technique, 6-hydroxydopamine was injected into the right substantia nigra
compact part and midbrain ventral tegmental area to establish models of Parkinson’s disease in the experimental
group. Behavioral changes of rats, tyrosine hydroxylase and dopamine content were observed.
RESULTS AND CONCLUSION: At 2 weeks, after induction with apomorphine, left rotation speed > 7 r/min was
observed in only 22 rats of the experimental group. No significant difference in the number of rotation between 2
and 4 weeks was detected (P > 0.05). Tyrosine hydroxylase and dopamine content significantly reduced in the
model group. Results indicated that unilateral two-point injection of 6-hydroxydopamine could be used to
successfully establish rat models of Parkinson’s disease with similar behaviors and pathologies.

Subject headings: Parkinson disease; hydroxydopamine; tyrosine 3-monooxygenase; models, animal; rotation
Funding: the Natural Science Foundation of Xinjiang Uygur Autonomous Region, No. 2013211A093*
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0 引言 Introduction

帕金森病是以多巴胺能神经元变性缺失，纹状体内

多巴胺含量下降引起的中老年常见的中枢系统变性疾

病，其发病机制尚未明了。探求一种更有效的治疗方案

成为近年医学热点。目前尚无有效根治或者逆转病情的

药物。为了更好地了解帕金森病的病理机制并寻求更有

效的治疗药物，建立帕金森病相关动物模型至关重要。

6-羟基多巴胺作为一种神经毒素可以有效建立帕金森

病大鼠模型。

目前使用6-羟基多巴胺建立帕金森病模型的方法

有：纹状体、黑质致密部、中脑腹侧被盖区及内侧前脑

束单点或多点注射等。其中，纹状体、黑质及其周围注

射小剂量6-羟基多巴胺，可保留相对较多的多巴胺能神

经元，模拟中、早期帕金森病患者的症状；内侧前脑束

注射会造成大多数神经元坏死，可模拟临床晚期帕金森

病患者的特征。

帕金森病模型的行为学判定标准主要是动物的旋

转行为及次数，阿朴吗啡诱导健侧旋转成为了鉴定帕金

森病模型的 常用方法，据研究表明阿朴吗啡诱导动物

的旋转圈数与黑质多巴胺能神经元的损毁程度成正比，

即多巴胺能神经元损伤轻微时，黑质-纹状体通路的代

偿作用造成应用阿朴吗啡后，不出现旋转现象。只有当

多巴胺能神经元损毁至一定程度时，阿朴吗啡诱导旋转

行为才会出现。

实验采用6-羟基多巴胺立体定向进行单侧黑质致

密部和中脑腹侧被盖区两点注射法建立帕金森病模型，

为进一步的研究治疗提供实验室基础研究平台。

1 材料和方法 Materials and methods

设计：随机对照动物实验。

时间及地点：实验于2010年4月至2011年2月在新

疆医科大学第一附属医院动物实验中心完成。

材料：

6-羟基多巴胺射法建造帕金森病模型鼠实验所需药品和

试剂：

实验动物：SPF级雄性SD大鼠62只，体质量(120±

10) g ，由新疆医科大学实验动物中心提供，动物质量

合格证号：A-20091208003，实验过程中对动物的处置

复合动物伦理学标准。大鼠饲养条件为：室温，光照，

明暗交替，自由饮水、进食。

实验方法：

实验分组：所有大鼠均经反复行为检测确认其无旋转

行为后，随机分为实验组50只、对照组12只。

6-羟基多巴胺单侧两点注射：将大鼠腹腔注射氯胺酮

复合剂(7.5 μL/g)麻醉后，剪去头顶部毛发，固定于脑立

体定位仪上(双侧耳杆尖端插入外耳道，使头部固定保持

水平，并尽量使前、后囟保持同一平面上)。碘酒消毒，

切开头皮、皮下组织和骨膜。牙科钻小心钻透定位处的

颅骨不要损伤硬脑膜，参照Paxinos等主编的《大鼠脑

立体定位图谱》 [1]，确定右侧、黑质致密部：前囟后

(5.4±0.1) mm，矢状缝右侧(1.4±0.1) mm，硬脑膜下

(7.8±0.1) mm；中脑腹侧被盖区：前囟后(5.0±0.1) mm，

中线右侧(0.9±0.1)mm，硬脑膜下(7.2±0.1) mm。确定

好的坐标将吸入药物的微量注射器连接于微量推进器

上，向黑质致密部和中脑腹侧被盖区注射配置好的6-羟
基多巴胺(2 g/L)5 μL，垂直入颅，缓慢进针，注射保持

速度为1 μL/min，留针10 min，缓慢退针1 mm/min，术
中观察大鼠生命体征。常规缝合，3 d连续腹腔注射青

霉素5×104 U以防治感染。

大鼠行为学检查：采用阿朴吗啡腹腔注射(0.5 mg/kg)
诱导旋转实验，分别在2，4周人工计数注射后10-30 min
时段内大鼠旋转圈数。若大鼠恒定转向左侧，且30 min
旋转圈数> 210 r，则视为成功帕金森病大鼠模型。

免疫组织化学检测：造模后4周取模型鼠和正常对照

组大鼠各2只，氯胺酮复合剂麻醉后，打开大鼠胸腔经

左心室行主动脉灌注固定，用300 mL生理盐水进行预灌

注，将其体内血液冲出，再用40 g/L多聚甲醛固定溶液

300 mL进行灌注固定，完整剥取脑组织后，将放入同一

固定液中固定24 h后行石蜡包埋，选取纹状体区(前囟后

0-2.0 mm)和黑质区(前囟后4.2-5.5 mm)，连续作冠状

切片，片厚为6 μm，然后行酪氢酸羟化酶的免疫组织化

学染色。具体方法参照李耀宇, 舒斯云等[2]免疫组织化

学方法，DAB 显色，观察目标阳性细胞胞浆呈棕黄色，

复染细胞核呈紫蓝色。选取每只符合位置要求的大鼠脑

切片间隔选取10张切片，每张切片在400倍相差显微镜

下随机取2个纹状体不重叠视野，采用数码医学图像分

析系统比较每个视野纹状体区的酪氢酸羟化酶免疫反

应阳性神经元数目并计算其均数。

高效液相色谱检测脑内多巴胺的含量：造模后4周取各

组大鼠10只，过量氯胺酮复合剂麻醉安乐处死，置冰盘

药品和仪器 来源

氯胺酮复合剂

6-羟基多巴胺、阿朴吗啡

DAB试剂盒

新疆医科大学实验动物中心

Sigma公司

北京中衫
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上快速分离鼠脑黑质-纹状体，吸干表面水分后，精密

称质量取纹状体0.2 g，并记录，-80℃冰箱保存。待测

时加入0.1 mol/L的高氯酸1 mL，除去蛋白，玻璃匀浆器

制成匀浆后，将匀浆于4℃低温10 000 r/min离心3 min，
取上清液过0.22 μm的滤膜，选用20 μL用于高效液相检

测。流动相缓冲液为：0.05 mol/L磷酸二氢钠-0.02 mol/L
柠檬酸-甲醇(72∶24∶2)，pH=6.0；流速：1.0 mL/min；
柱温：30℃；检测波长：280 nm；进样量：20 μL。检
测灵敏度为0.01 mV，记录45 min，并参照峰值面积计

算其测定值，以计算值/脑组织湿质量(μg/g)表示。

主要观察指标：①大鼠行为学检测结果。②免疫组

织化学检测大鼠脑损毁侧酪氢酸羟化酶反应阳性神经

元结果。③高效液相色谱检测大鼠脑内多巴胺的含量。

统计学分析：数据均采用
_

x±s表示，采用SPSS 17.0
软件包进行数据分析，两样本均数比较先进行方差齐性

检验，方差齐采用独立样本t 检验，方差不齐采用t’检验。

多个样本均数比较先进行方差齐性检验，方差齐时采用

单因素方差分析，方差不齐采用近似F 检验。检验水准

α=0.05，P < 0.05表示差异有显著性意义。

2 结果 Results

2.1 实验动物数量分析 实验选用大鼠62只，分为2
组，全部进入结果分析。

2.2 大鼠行为学检测结果 见表1。

造模后大鼠出现头偏斜、尾僵、嗅探等异常表现，

于第2，4周后腹腔注射阿朴吗啡诱发大鼠向左侧(健侧)
的旋转行为。注射后5-10 min大鼠就可出现行为学改

变，连续记录30 min：旋转时多数以左侧后肢为支点，

身体首尾相接，伴探嗅觅食样动作，旋转速度间断不等，

有的因速度过快甚至出现翻转。选取的50只实验大鼠中

有22只30 min恒定左转速度>210 r；21只 30 min恒
定左转速度<210 r；2只恒定右转鼠；5只大鼠出现嗅探、

躁动、激惹等无旋转现象(其中2只死亡：其中1只在手

术中死亡，1只在诱导旋转实验时死亡)。对照组动物未

见旋转。经阿朴吗啡诱导后2周，4周大鼠旋转圈数比较

见表1。
2.3 免疫组织化学检测结果 造模后4周时帕金森病

模型大鼠脑损毁侧酪氢酸羟化酶反应阳性神经元胞体

较大，突起明显，数量较正常组明显减少，差异有显著

性意义。见表2。

2.4 高效液相检测结果 造模后4周时帕金森病模型

大鼠脑内多巴胺含量同正常组大鼠比较含量减少，均数

不等，差异有显著性意义，见表3。

3 讨论 Discussion

帕金森病动物模型的建立对帕金森病的临床、基础

实验研究中有重要作用，同时其稳定性也直接影响到研

究的结果。

表 1 6-羟基多巴胺注入大鼠脑部经阿朴吗啡诱导后 2，4周大

鼠旋转圈数比较

Table 1 Comparison of the number of rotation at 2 and 4 wk
after induction with apomorphine in rats injected with
6-hydroxydopamine (

_

x±s, n=22)

注：2周与 4周之间大鼠的旋转圈数差异无显著性意义(P > 0.05)。

周数 圈数(r/5 min)

2周 40±6
4周 41±3

F 0.178
P 0.678

表 2 正常组与帕金森病模型组大鼠造模 4周纹状体区酪氢酸

羟化酶阳性的神经元数目

Table 2 The number of tyrosine hydroxylase-positive neurons
in the corpus striatum at 4 wk after model induction
between the normal and model groups (

_

x±s, n=2)

注：帕金森病模型大鼠脑损毁侧酪氢酸羟化酶反应阳性神经元数量较正常组

明显减少。

组别 酪氢酸羟化酶

正常组 45.25±5.87
模型组 10.09±3.04

F 24.776
P 0.000

表 3 高效液相色谱检测造模后 4周正常组与帕金森病模型组

大鼠脑内多巴胺的含量

Table 3 High performance liquid chromatogram of dopamine
content in the brain of rats of the normal and model
groups at 4 wk after model induction

(
_

x±s, n=10, μg/g)

注：帕金森病模型大鼠脑内多巴胺含量比正常组大鼠含量减少。

组别 多巴胺

正常组 44.25±2.87
模型组 10.23±3.04

F 30.276
P 0.000
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帕金森病动物模型的建立方法有多种。神经毒素模

型包括6-羟多巴胺模型、L甲基-4-苯基-l，2，3，6-四
氢吡啶模型、鱼藤酮立体定向模型、百草枯模型、脂多

糖模型。

6-羟多巴胺是多巴胺神经递质的羟基化衍生物，与

多巴胺结构类似，不能透过血脑屏障，需要局部定向注

射到黑质内侧前脑束或纹状体部位，损伤黑质纹状体多

巴胺能神经元通路，从而引发与人类帕金森病相似的病

理和生化表现。

利用L甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶制作的帕

金森病灵长类动物模型的症状、病理和生化指标均与人

类帕金森病表征相似，并且症状稳定。

鱼藤酮立体定向模型可以很好地模拟人类帕金森

病慢性进展病程，表现为谷胱甘肽和超氧化物歧化酶的

活性下降，符合帕金森病行为学和神经化学改变，并能

观察到路易小体的形成。

百草枯模型可模拟帕金森病病理和行为学方面的

部分改变，在研究环境因素与帕金森病发病机制的关系

中有一定价值。

脂多糖是一种强有力的炎症刺激物，黑质内注射脂

多糖可用于研究炎症反应在帕金森病发病机制中的作

用。此模型的缺点是造模周期较长。

新型神经毒素模型秀丽线虫是 近20年新兴的模

式动物，与传统模式动物相比，秀丽线虫具有遗传背景

清楚、基因操作简单、生命周期短、易大量保存和使用

等优点。

帕金森病遗传基因模型包括过表达基因模型、转基

因模型、基因敲除以及基因突变模型等。帕金森病遗传

基因模型一般般在病理特征、发病特点和症状表现上均

与人类帕金森病有较高的一致性，是新药开发和药物筛

选的良好模型。

目前 常用的是 6-羟基多巴胺制备的大鼠模

型 [3-24]，以及1-甲基-4-苯基-1，2，3，6四氢吡啶

(1-methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine，
MPTP)制作的小鼠或灵长类动物模型。帕金森病动物模

型的建立文献报道成功率见表4。
6-羟基多巴胺是神经递质多巴胺的羟基化衍生物，

能高选择地引起交感神经肾上腺素能神经末梢急性溃

变，竞争性抑制多巴胺阻滞黑质线粒体呼吸链[28]，是一

种非脂溶性物质，不能通过血脑屏障，需立体定向注入

脑内。6-羟基多巴胺建造帕金森病大鼠模型目前多采用

黑质致密部、中脑腹侧被盖区、纹状体及前脑内侧束单

点或双点注射法来制作单侧或双侧损毁帕金森病模

型[29]。黑质致密部区域小，一般造模成功率低。中脑腹

侧被盖区作为另一个重要靶点与躯体运动密切相关，与

帕金森病病理有关的重要区域，如果单独损伤，也会出

现造模率低的情况。采用黑质致密部与中脑腹侧被盖区

的双点联合毁损法，可以使损伤范围较大，缩短造模周

期，有效提高造模成功率建立稳定的模拟帕金森病中晚

期的大鼠模型，其次操作的熟练性和定位的准确性也是

大鼠模型成功与否的重要条件。

阿朴吗啡诱导造模大鼠的旋转行为目前已成为衡

量6-羟基多巴胺损毁效果，模型成功与否的 常用方

法[30]。6-羟基多巴胺单侧损毁法制备帕金森病模型是目

前很常用并且操作技术成熟的研究帕金森病的造模方

法，成功的模型动物在病理、生化和行为学等方面都有

与人类帕金森病有相似之处。酪氢酸羟化酶是多巴胺合

成限速酶，故酪氢酸羟化酶免疫阳性细胞数可反映多巴

胺能神经元的数量和功能状态[31]。注射6-羟基多巴胺建

立帕金森病模型大鼠脑部酪氨酸羟化酶阳性表达文献

报道见表5。
实验采用6-羟基多巴胺单侧双点黑质致密部和中

脑腹侧被盖区毁损的方法，模型的成功率可以达到44%
基本符合大多数对模型成功率的要求 [35]，但低于陆建

明，周厚广等 [36]帕金森病造模成功率在70%左右的报

道[37-38]。考虑可能是其所处脑内体积较小定位存在偏

移，动物个体差异性等。

表 4 注射 6-羟基多巴胺建立大鼠帕金森病模型成功率的文献

报道

Table 4 Reported studies concerning the success rate of
establishment of rat models of Parkinson’s disease by
injection with 6-hydroxydopamine

文献 方法
建模成功

标准
结果

梅加明

等[25]

利用立体定向技术向

大鼠纹状体内多靶

点(双靶点、三靶点及

四靶点)微量注射等

量 6-羟基多巴胺，于

注射后 2，3，4和 6
周观察阿朴吗啡诱

导的大鼠偏侧旋转

行为学改变。

大鼠经阿朴吗啡

诱导偏侧旋转

圈数

(210 r/
30 min)。

双靶点诱导组,大鼠成

模 型 率 为 43.3%
(13/30)；三靶点诱导

组,成模型率为 70%
(21/30)；四靶点诱导

组大鼠成模型率为

66.7% (20/30)。

陈刚等[26] 采用立体定向微量注

射 6-羟基多巴胺于

大鼠黑质致密部，观

察经阿朴吗啡诱导

后大鼠的行为及黑

质多巴胺能神经元

形态学变化。

经阿朴吗啡诱导

后 在 30 min
(P < 0.01) 的
平均旋转圈数

> 7 r/min。

术后 4周时，共 33只

大鼠经阿朴吗啡诱

导 后 在 30 min
(P < 0.01)的平均旋

转圈数> 7 r/min，模

型成功率为 82.5%
(33/40)。

贾丛康

等[27]

利用脑立体定向技术

将 6-羟基多巴胺注

入大鼠右侧黑质致

密部及中脑腹侧被

盖。

经阿朴吗啡诱导

表现为恒定左

侧旋转且旋转

圈 数 大 于

210 r/ 30 min。

80只大鼠中 32只旋转

圈 数 大 于 210 r/
30 min，成功率为

40%。
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实验在黑质致密部和中脑腹侧被盖区两点注射6-
羟基多巴胺建立的帕金森病大鼠模型，表现出明显的黑

质神经元损伤帕金森病症状，诱导后出现旋转行为。部

分大鼠于术后2-24 h可出现头偏斜、行动迟缓、少动、

尾僵、嗅探、躁动、激惹等现象，说明手术定位的准确

性。对帕金森病大鼠黑质区、纹状体区进行酪氢酸羟化

酶免疫组织化学染色，发现毁损侧酪氢酸羟化酶阳性细

胞较对侧显著减少(P < 0.05)。同时模型鼠的脑内的多

巴胺含量也明显减少，从检测模型鼠行为及病理3方面

改变说明帕金森病大鼠模型制作成功。帕金森病大鼠模

型的稳定建立也为后期进一步研究干预治疗帕金森病

提供基础平台。

作者贡献：设计、实施、评估为第本文作者，均受过专业

培训。

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济组

织直接或间接的经济或利益的赞助。

伦理要求：实验过程中对动物的处置符合2009年《Ethical

issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的条

例。

学术术语：酪氨酸羟化酶或酪氨酸 3-单加氧酶-是负责催

化氨基酸 L-酪氨酸转变为二羟基苯丙氨酸(多巴)的酶。

作者声明：文章为原创作品，数据准确，内容不涉及泄密，

无一稿两投，无抄袭，无内容剽窃，无作者署名争议，无与他

人课题以及专利技术的争执，内容真实，文责自负。
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Table 5 Reported studies addressing tyrosine hydroxylase
expression in the brain of rat models of Parkinson’s
disease established by injection with
6-hydroxydopamines

文献 方法 结果

孙玉娟

等[32]

采用 6-羟基多巴胺单侧损毁大鼠

内侧前脑束。

与未损毁侧及对照组相比，

损毁侧中脑黑质区酪氢酸

羟化酶阳性细胞显著减少

(t=20.619 ， 18.404 ，

P < 0.01)。

陈刚等[26] 采用立体定向微 注射 6-羟基多

巴胺于大鼠黑质致密部，观察经

阿朴吗啡诱导后大鼠的行为及黑

质多巴胺能神经元形态学变化。

经阿朴吗啡诱导后在 30 min
(P < 0.01)的平均旋转圈数 >
7 r/min，达到成功模型的标准。

免疫组织化学观察发现模

型组大鼠注射侧黑质区

多巴胺能神经元较对侧

和对照组注射侧区明显

减少(P < 0.01)。

贾丛康

等[27]

利用脑立体定向技术将6-羟基多巴

胺注入大鼠右侧黑质致密部及中

脑腹侧被盖，经阿朴吗啡诱导表

现为恒定左侧旋转且旋转圈数大

于 210 r/30 min，视为成功帕金

森病大鼠模型。

免疫组织化学显示大鼠模

型毁损侧黑质区和纹状

体区酪氨酸羟化酶阳性

的神经元较对侧及对照

组减少(P < 0.01)。

谭雪锋

等[33]

6-羟基多巴胺损伤大鼠一侧前脑

内侧束制备单侧帕金森病模型。

酪氨酸羟化酶蛋白表达在

术后1 d损伤侧黑质中无

明显变化，7 d开始下降，

14 d达 低，28 d开始

上升。

吕娥等[34] 6-羟多巴胺微量注射建立大鼠帕

金森病模型

6-羟多巴胺注射侧黑质致

密部酪氨酸羟化酶阳性

细胞数较正常侧均显著

降低
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