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【摘要】 目的 观察不同剂量鱼藤酮皮下注射对大鼠行为学及脑纹状体多巴胺含量的影响,探讨鱼藤酮拟帕金森病大鼠模型的适宜造模条件。方法 Lewis大鼠分别给予鱼藤酮不同剂量(1.0、1.5和2.0 mg/kg/d)皮下注射共28d。应用旷场实验和斜板实验分别测定大鼠的运动功能和协调性，高效液相色谱-电化学法检测大鼠纹状体内多巴胺含量。结果 模型组大鼠存活率随鱼藤酮注射剂量的升高呈逐渐下降趋势。鱼藤酮2.0 mg/kg组大鼠体重最先明显降低，随着注射时间的延长，各模型组大鼠均出现显著的体重降低。旷场实验结果显示，各剂量鱼藤酮组大鼠跨格次数和站立次数均明显下降。斜板实验结果显示，鱼藤酮1.5 mg/kg组大鼠在斜板的停留角度较对照组显著减小。鱼藤酮1.5 mg/kg组大鼠脑纹状体内多巴胺含量显著降低。结论 鱼藤酮1.5 mg/kg皮下注射28d，大鼠出现明显的运动功能障碍和脑内多巴胺含量减少，而死亡率相对较低，因此是建立帕金森病大鼠模型的适宜剂量。
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Abstract Objective To observe the impact of different dosages of rotenone on behavior and dopamine content in stratium of rats, and explore the optimum experimental condition of PD rat model induced by rotenone injection. Methods The Lewis rats were subcutaneously injected by different dosage of rotenone (1.0, 1.5 and 2.0 mg/kg/day) for 28 days. The open field and inclined plane tests were used to evaluate the movement function and coordination, respectively. High performance liquid chromatography-electrochemical method was used to measure the content of dopamine in striatum. Results The survival rate of model rats decreased with the increase of rotenone dosage. The body weight of all 3 model groups declined significantly in a dose-dependent manner. The number of lattice and the stand-up times in the open field test decreased obviously in 3 groups of rotenone rats. The maximum angle of plane in the inclined plane test declined significantly in rotenone 1.5 mg/kg group compared with control. The dopamine content in striatum of rats reduced markedly in rotenone 1.5 mg/kg group. Conclusion Chronic exposure of rotenone at the dosage of 1.5 mg/kg could reproduce the behavioral and neurochemical features of PD. 
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帕金森病(Parkinson’s disease,PD) 是一种中老年人常见的中枢神经系统退行性疾病。越来越多的研究显示，线粒体功能损伤在PD的病理机制中起着重要的作用。近年来，随着科学家对线粒体功能认识的不断加深，研制以线粒体为靶的新型药物成为研究的热点【1】。建立良好的线粒体损伤实验动物模型可以为研究提供良好的平台。目前，线粒体呼吸链复合体I抑制剂所致PD动物模型被认为是研究PD发病机制的良好模型。
鱼藤酮（rotenone）是一种天然杀虫剂，能够抑制线粒体呼吸链复合体I的活性。Betarbet等【2】首先建立了鱼藤酮致PD大鼠模型。鱼藤酮给药大鼠出现行动缓慢、僵住症等PD样临床表现，同时，长期暴露于鱼藤酮的大鼠中脑黑质多巴胺能神经元内出现典型的路易氏小体。Greenamyre等【3】指出，环境毒素鱼藤酮能产生与PD流行病学和病理特征更为相似的表现，因而可能在机制上更接近于人类自然病程。近年来，国内学者对此模型进行了复制，多采用鱼藤酮皮下注射的造模方式，但所用鱼藤酮剂量各不相同，并且对此种模型进行系统性研究的报道尚不多见。为了更好地模拟帕金森病的缓慢疾病进程，根据国外学者的报道和我室前期研究结果【4】，我们选取了3个鱼藤酮造模剂量，用皮下注射方式建立拟PD大鼠模型，较系统地评价了鱼藤酮不同剂量对大鼠行为学及纹状体内多巴胺含量的影响，探讨鱼藤酮皮下注射拟PD大鼠模型的适宜造模条件。
1 材料和方法
1.1 材料

1.1.1 实验动物 lewis大鼠，雄性，SPF级，体重230±20 g，购自维通利华实验动物技术有限公司SCXK(京)2012-0001，在本院无特定病原体SPF级饲养间（SYXK京2010-0013）饲养。所有实验操作均经我院动物伦理委员会批准。
1.1.2 实验试剂及仪器 鱼藤酮（rotenone，RT）、多巴胺(dopamine, DA)、辛烷磺酸钠盐(octyl sulfate sodium salt, OSA)、葵花油均购自Sigma-Aldrich公司（美国）。乙酸钠、柠檬酸、乙二胺四乙酸二钠、甲醇购自北京化工厂。旷场分析箱由中国医学科学院药物研究所研制, 高效液相色谱仪为ESA公司产品（美国），T21型高速冷冻离心机为杜邦公司产品（美国）。
1.2 方法
1.2.1 动物分组及处理 lewis大鼠随机分为对照组（n=9），鱼藤酮小剂量组（1.0  mg/kg，n=12）、中剂量组（1.5 mg/kg，n=12）和大剂量组（2.0 mg/kg，n=12）。除对照组皮下注射葵花油外，其余各组大鼠皮下注射相应剂量的鱼藤酮葵花油乳液（2 ml/kg体重），每日1次，连续28d，同时监测动物体重。
1.2.2 旷场实验【5】 鱼藤酮皮下注射28d后开始旷场实验，连续测定3d。旷场分析箱箱底划分为25个方格(25 cm×25 cm)。沿四壁为外周格，其余为中央格。将动物放入正中方格中，观察3 min内动物的跨格次数(三爪以上跨入邻格)，和站立次数(两前肢离地 1 cm以上)。
1.2.3 斜板实验：鱼藤酮皮下注射28d后开始斜板实验。参考Rivlin等的方法略做修改【6】。由本课题组自行改良设计的Rivlin 斜板由两个矩形木板铰链形成，其中一块作为底板，另一块为可调节角度的倾斜板，板面覆盖厚约0.2 cm 的橡胶垫。将大鼠垂直置于倾斜板上，并避免其抓附斜板边缘。倾斜板角度自25°开始，若大鼠可在其上停留5 s，则升高斜板角度5°，直至大鼠在斜板上的停留时间小于5 s，记录此角度作为其停留角度。共测试3 次，取其平均值。大鼠停留的倾斜角度越高，提示其运动协调能力越强。
1.2.4 纹状体内多巴胺含量的测定 行为学实验结束后，取大鼠纹状体，液氮冷冻后存于-80℃冰箱。样品处理：纹状体组织准确称重，按照 1:10（W/V）的比例加人0.4 mol/L高氯酸，制备组织匀浆，高速冷冻离心机12000转4℃离心15 min。取上清，再次于12000转4℃离心15 min。取上清10μL，应用高效液相色谱-电化学法测定各组大鼠纹状体内多巴胺含量。标准品配制：标准品溶于流动相中，使用时稀释到10 ng／mL，进样量lOμL。色谱条件：安捷伦公司碳十八反相色谱柱，洗脱液：70 mmol/L乙酸钠，柠檬酸50 mmol/L，乙二胺四乙酸二钠 100μmol/L，200μmol/L辛烷磺酸钠盐，10％甲醇。调pH为4.1，过滤脱气后使用，流量1.0 mL/min。检测器工作电压0.5 v，测定温度29℃。
1.2.5 统计学方法 数据应用SPSS 软件进行统计学分析。计量资料以x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析。P<0.05表示差异有显著性意义，P<0.01表示差异非常显著。

2 结果
2.1 不同剂量鱼藤酮对大鼠一般行为学的影响
对照组大鼠活动自如，毛色亮泽。造模第7天，鱼藤酮大剂量组（2.0 mg/kg）大鼠首先出现行动迟缓，身体向一侧偏斜，毛色发暗。随着造模时间延长，模型大鼠症状持续加重，出现偶发缓慢旋转，僵直，甚至口、鼻出血。至28 d造模结束时，鱼藤酮小剂量组（1.0 mg/kg）大鼠未出现明显的行为异常，中剂量组（1.5 mg/kg）中有7只大鼠出现后退步态、旋转，身体侧偏，僵直等症状（7/12），大剂量组大鼠中有9只出现上述异常行为(9/12)，其中7只因症状严重死亡。
2.2 不同剂量鱼藤酮对大鼠存活率的影响
对照组（n=9）和鱼藤酮小剂量组（n=12）大鼠均无死亡。鱼藤酮中剂量组大鼠存活率为83.3%（10/12），2只大鼠因症状严重于造模第28天时死亡；大剂量组大鼠存活率为41.7%（5/12），其中1只大鼠于造模第25天死亡，1只于造模第27天死亡，5只于造模第28天死亡。

2.3 不同剂量鱼藤酮对大鼠体重的影响
如图1所示，鱼藤酮皮下注射开始前各组大鼠体重无差异。造模9d后，鱼藤酮大剂量组大鼠与对照组相比，体重明显降低（P<0.01）。造模13d后，鱼藤酮中剂量和大剂量组与对照组相比，体重均明显降低（P<0.01），而且大剂量组大鼠体重下降程度较中剂量组更为显著。鱼藤酮皮下注射25d后，3个剂量的模型组大鼠体重与对照组相比均显著下降（P<0.01）
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图1. 不同剂量鱼藤酮对大鼠体重的影响。横坐标中-5d为鱼藤酮皮下注射开始之前5d。n=5-12，x±s；** P<0.01，与对照组相比。 
Fig.1 Impact of different dosage of rotenone on body weight in rats. Day -5 represents 5 days before rotenone injection. n=5-12，x±s；* P<0.05，compared with control group. 
2.4 不同剂量鱼藤酮对大鼠旷场实验的影响
以旷场实验检测各组大鼠运动功能，记录各组大鼠3 min内的跨格次数和站立次数。如图2所示，与对照组相比，鱼藤酮小、中、大剂量各组大鼠跨格次数和站立次数均显著减少（P<0.01），表明运动功能明显降低。
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图2. 不同剂量鱼藤酮对大鼠旷场实验的影响。左图：跨格次数；右图：站立次数。n=5-12，x±s；** P<0.01，与对照组相比。 
Fig.2 Impact of different dosage of rotenone on open field test in rats. n=5-12，x±s；** P<0.01，compared with control group.
2.5 不同剂量鱼藤酮对大鼠斜板实验的影响
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以改良的Rivlin斜板实验测定各组大鼠的运动协调性。如图3所示，与对照组相比，鱼藤酮中剂量组大鼠在斜板的停留角度显著减小（P<0.01），表明运动协调性明显降低。
图3. 不同剂量鱼藤酮对大鼠斜板实验的影响。n=5-12，x±s；** P<0.01，与对照组相比。
Fig.3 Impact of different dosage of rotenone on inclined plane test. n=5-12，x±s；** P<0.01，compared with control group.

2.6 不同剂量鱼藤酮对大鼠纹状体内多巴胺含量的影响


应用高效液相色谱-电化学法测定各组大鼠纹状体内多巴胺的含量。如图4所示，与对照组相比，鱼藤酮中剂量组大鼠纹状体内多巴胺含量明显降低（P<0.01）。
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图4. 不同剂量鱼藤酮对大鼠纹状体内多巴胺含量的影响。n=4-7，x±s；** P<0.01，与对照组相比。 
Fig.4 Impact of different dosage of rotenone on content of dopamine in striatum of rats. n=4-7，x±s；** P<0.01，compared with control group.
讨论

目前，线粒体呼吸链复合体I抑制性PD动物模型被认为是研究PD发病机制的较好模型。线粒体复合体I抑制剂鱼藤酮是一种天然杀虫剂，在害虫防治中应用广泛。鱼藤酮的长期使用以及慢性接触所造成的环境污染和对人类的危害日益引起关注。与其它线粒体复合体I抑制剂不同，鱼藤酮可以直接进入多巴胺能神经元而无需多巴胺转运体帮助【7】。鱼藤酮还能诱导多巴胺能神经细胞内α-synuclein基因过表达，促进神经退行性病变【8】。目前，国内学者亦有应用此模型进行PD相关研究【9】，但不同研究者所用动物品系、鱼藤酮造模途径、鱼藤酮用量各不相同。Betarbet【2】等比较了Lewis大鼠和SD大鼠对鱼藤酮的反应,发现后者对鱼藤酮的反应远不如前者稳定。因此，本研究选用了近交系的Lewis大鼠作为模型动物，以减少同组间大鼠的个体差异。
鱼藤酮长期小剂量皮下注射是目前最便捷的慢性拟PD动物模型。据已往的报道，鱼藤酮的造模剂量从1mg至5mg不等，造模时间从8d到60d不等【10-12】。为了模拟帕金森病渐进性病变，提高动物存活率，我们采用小剂量鱼藤酮皮下注射的方式建立大鼠模型。我室前期应用SD大鼠进行预试，实验结果显示：鱼藤酮3.0 mg/kg皮下注射引起SD大鼠一周内全部死亡；鱼藤酮2.0 mg/kg 皮下注射4周引起95%大鼠死亡。因此，在本研究中，我们分别应用鱼藤酮 1.0 mg/kg、1.5 mg/kg和2.0 mg/kg剂量以颈、背部皮下注射的方式建立PD大鼠模型。从体重曲线中，我们观察到鱼藤酮2.0 mg/kg组大鼠的体重最先出现显著性下降，随着鱼藤酮皮下注射时间的延长，3个剂量组大鼠的体重都随之逐渐降低，并呈现出一定的剂量依赖性。造模第28天时，鱼藤酮1.5 mg/kg组与2.0 mg/kg组大鼠的体重接近，而2.0 mg/kg组仅有5只大鼠存活，1.5 mg/kg组则仍有10只大鼠存活。根据已往的报道，同一品系的同组大鼠对鱼藤酮也存在一定的个体差异，结合我们对模型大鼠一般行为的观察，我们推测，鱼藤酮2.0 mg/kg组存活的5只大鼠可能是对鱼藤酮相对不够敏感的个体，因此该组大鼠的体重在第28天时未见明显轻于1.5 mg/kg组大鼠。
目前，国内对鱼藤酮模型大鼠的行为学观察多采用评分的方法【13,14】，此种方法会因评价者的主观感受不同而导致评分不同。本研究中，我们用旷场实验来检测各组大鼠的运动功能。实验结果表明，鱼藤酮各剂量组大鼠跨格次数和站立次数均显著减少，并呈现一定的剂量依赖性。但是，2.0 mg/kg组大鼠在旷场实验中所表现出的运动障碍并未见较1.5 mg/kg组加重。斜板实验最初用来判断脊髓损伤大鼠的肌肉协调性，现被认为能较好地判定鱼藤酮模型大鼠的运动功能【15】。本研究结果表明，鱼藤酮1.5 mg/kg组大鼠在斜板的停留角度较对照组显著减小，而2.0 mg/kg组大鼠在斜板的停留角度与对照组相比未见显著减小。
多巴胺能神经元对外周和内源性损伤都非常敏感。鱼藤酮可以阻断线粒体复合体I活性，引起能量产生减少，多巴胺能神经元突触前末端和树突损伤。另一方面，为了保持多巴胺能神经元的紧张性活跃状态，多巴胺能突触小体会引起线粒体活性增强，这样又导致了活性氧的产生增加，多巴胺能神经元损伤加剧，多巴胺含量降低【4】。本研究中，我们应用高效液相色谱-电化学法测定了各组大鼠纹状体内多巴胺含量。结果显示，鱼藤酮1.5 mg/kg组大鼠脑纹状体内多巴胺含量较对照组显著降低。关于2.0 mg/kg组大鼠脑内多巴胺含量与对照组相比仅轻微下降的原因，我们推测可能是因为该组大鼠中病情严重的个体已经死亡，仍存活的5只大鼠为病情较轻者，可能对鱼藤酮不太敏感。
综上所述，本研究显示，鱼藤酮 1.0 mg/kg皮下注射28d仅能引起大鼠部分行为异常，不能导致大鼠脑内多巴胺含量的显著下降。鱼藤酮 2.0mg/kg 皮下注射28d会导致大鼠很高的死亡率和剧烈的体重降低，而存活的大鼠可能是对鱼藤酮不够敏感的个体。鱼藤酮 1.5mg/kg 皮下注射28d可引起大鼠运动功能明显异常，脑内多巴胺含量显著降低，而死亡率并不高，因此是建立帕金森病大鼠模型的适宜剂量。
参考文献：
【1】 Edeas M, Weissig V. Targeting mitochondria: Strategies, innovations and challenges: The future of medicine will come through mitochondria [J]. Mitochondrion. 2013，Apr 3. pii: S1567-7249(13)00062-7. doi: 10.1016/j.mito.2013.03.009.
【2】 Betarbet R, Sherer TB, MacKenzie G, et al., Chronic systemic pesticide exposure reproduces features of Parkinson's disease [J]. Nat Neurosci, 2000, 3(12):1301-1306.
【3】 Greenamyre JT, Betarbet R, Sherer TB. The rotenone model of Parkinson’s disease: genes, environment and mitochondria [J]. Parkinsonism Relat Disord，2003, 9（2）：S59-64.
【4】 Alam M, Schmidt WJ. Rotenone destroys dopaminergic neurons and induces parkinsonian symptoms in rats [J]. Behav Brain Res. 2002，136 (1):317-324.

【5】 张如意，艾厚喜，张丽等。拟抽动秽语综合征大鼠模型的复制及再评价 [J]。中国神经精神疾病杂志，2010,36（9）：552-555。
【6】 Rivlin AS, Tator CH. Objective clinical assessment of motor function after experimental spinal cord injury in the rat [J].J Neurosurg.1977，47 (4):577-581。
【7】 Sherer TB, Richardson JR, Testa CM, et al.，Mechan ism of toxicity of pesticides acting at complex I: relevance to environmental etiologies of Parkinson’s disease [J]. Neurochem, 2007, 100(6): 1469- 1479.
【8】 Conway KA, Rochet JC, Bieganski RM, et al., Kinetic stabilization of the alpha-synuclein protofibril by a dopamine-alpha-synuclein adduct [J]. Science, 2001, 294(5545):1346-1349.
【9】 赵喜林,顾振纶,秦正红。长期低剂量皮下注射鱼藤酮制作大鼠帕金森病模型 [J]。中国药理学通报，2005，21(10) : 1274～1277。
【10】 Hu LF, Lu M, Tiong CX, et al., Neuroprotective effects of hydrogen sulfide on Parkinson’s disease rat models [J]. Aging Cell, 2010, 9(2):135-146.
【11】 Huang R, Ke W, Liu Y，et al., Gene therapy using lactoferrin-modified nanoparticles in a rotenone-induced chronic Parkinson model [J]. J Neurol Sci, 2010，290 (1-2):123-130.
【12】 Wen Y, Li W, Poteet EC, et al., Alternative mitochondrial electron transfer as a novel strategy for neuroprotection [J]. J Biol Chem, 2011, 286 (18):16504-16515. 

【13】 王彦春，王培峻，马骏等。电针对帕金森病模型大鼠黑质细胞线粒体复合物活性的影响 [J]。中国老年学杂志，2013,33（3）:581-583。

【14】 陈忻，张楠，厉春。鱼藤酮帕金森大鼠呼吸链复合酶I、Ⅳ的改变 [J]。中国实验动物学报，2009,17（2）：135-137。
【15】 何德富，张贝，王键等。鱼藤酮和哒螨灵慢性暴露对大鼠的神经毒性作用 [J]。中国老年学杂志，2005,25（9）1099-1101。
1.0





对照


Control





2.0





1.5





1.0





1.5





2.0





鱼藤酮 (mg/kg)


RT (mg/kg)





鱼藤酮(mg/kg)


RT （mg/kg）





斜 板 角 度


Angle of inclined plane (degrees)





**





对照


Control





2.0





**





1.5





DA含量（ng/mg）


Dopamine content (ng/mg)





1.0





鱼藤酮 (mg/kg)


RT (mg/kg)





� EMBED Origin50.Graph  ���





� EMBED Origin50.Graph  ���





**





**





**





� EMBED Origin50.Graph  ���





站 立 次 数


Stand-up times





**





**





**





**





**





**


















































� EMBED Origin50.Graph  ���





**





**





**





**





� EMBED Origin50.Graph  ���





对照


Control





2.0





1.5





1.0





鱼藤酮 (mg/kg)


RT  (mg/kg)





对照


Control





跨 格 次 数


Number of lattice





**





**





**





**





**





**





day





体重（g）


Body weight （g）








[image: image7.wmf]0

5

10

15

20

25

30

35

40

[image: image8.wmf]0

5

10

15

20

25

30

[image: image9.wmf]0

1

2

3

4

5

6

7

8

[image: image10.wmf]-5

0

5

10

15

20

25

30

200

220

240

260

280

300

320

340

360

380

 对照 (Control)�

 鱼藤酮 1.0mg/kg (RT 1.0mg/kg) �

 鱼藤酮 1.5mg/kg (RT 1.5mg/kg)

 鱼藤酮 2.0mg/kg (RT 2.0mg/kg)

_1432726130.bin

_1432726282.bin

_1435730560.bin

_1432713925.bin

_1432725891.bin

