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PD模型小鼠未定带GABA能神经元的放电变化
李昂,陈凤华,王紫君,石丽敏

(青岛大学医学部基础医学院生理学与病理生理学系,山东 青岛 266071)

[摘要] 目的 探讨1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP)诱导的帕金森病(PD)模型小鼠未定带γ-氨基

丁酸(GABA)能神经元的放电变化。方法 8周龄雄性C57BL/6 小鼠14只,随机分为对照组及 MPTP组,每组7
只。MPTP组采用连续5d腹腔注射 MPTP(30mg·kg-1·d-1)的方法制备PD小鼠模型,对照组注射等量生理

盐水。利用免疫荧光技术观察小鼠黑质区酪氨酸羟化酶(TH)阳性神经元的数目变化,旷场实验观察小鼠运动行

为变化,膜片钳技术观察未定带区GABA能神经元的放电变化。结果 与对照组相比,MPTP组小鼠黑质区TH
阳性神经元数目明显减少(t=2.775,P<0.05);旷场检测结果显示,MPTP组小鼠在旷场中的运动距离较对照组明

显减少(t=17.870,P<0.001);MPTP组小鼠未定带区GABA能神经元放电频率较对照组降低,差异具有统计学

意义(t=5.895,P<0.001)。结论 MPTP诱导的PD模型小鼠未定带GABA能神经元放电频率显著降低。
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CHANGEINGABAERGICNEURONFIRINGINTHEZONAINCERTAINAMOUSEMODELOFPARKINSON’SDISEASE LI

Ang,CHENFenghua,WANGZijun,SHILimin (DepartmentofPhysiologyandPathophysiology,SchoolofBasicMedicine,

QingdaoUniversityMedicalCollege,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatethefiringchangeofgamma-aminobutyricacid(GABA)-ergicneuronsinthezona

incertainamousemodelofParkinson’sdiseaseinducedby1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine(MPTP). Methods

Fourteen8-week-oldmaleC57BL/6 micewererandomlydividedintocontrolgroupandMPTPgroup,withsevenmiceineach

group.AMPTPmodelwaspreparedbyintraperitonealinjectionofMPTP(30mg·kg-1·d-1)forcontinuousfivedaysinthe

MPTPgroup.Thecontrolgroupwasinjectedwithanequalamountofnormalsaline.Thenumberoftyrosinehydroxylase(TH)-

positiveneuronsinthesubstantianigrawasdeterminedbytheimmunofluorescencetechnique.Thelocomotoractivityofmicewas

observedbytheopenfieldtest.ThefiringchangeofGABAergicneuronsinthezonaincertawasmeasureusingthepatchclamp

technique. Results Comparedwiththatofthecontrolgroup,thenumberofTH-positiveneuronsinthesubstantianigraofthe

MPTPgroupwassignificantlyreduced(t=2.775,P<0.05).TheMPTPgroupshowedasignificantlyshorterdistanceofmovement

intheopenfieldthanthecontrolgroup(t=17.870,P<0.001).ThefiringrateofGABAergicneuronsinthezonaincertawassig-

nificantlylowerintheMPTPgroupthaninthecontrolgroup(t=5.895,P<0.001). Conclusion IntheMPTP-inducedPD

modelinmice,thefiringrateofGABAergicneuronsinthezonaincertawassignificantlyreduced.
[KEYWORDS] Parkinsondisease;zonaincerta;GABAergicneurons;electrophysiology;mice

  帕金森病(PD)是一种常见的神经退行性疾病,
主要发生于老年人[1],其神经病理学基础是黑质致

密带多巴胺能神经元选择性丢失,纹状体轴突末梢

多巴胺含量减少,基底神经核直接和间接通路失平

衡[2-3],从而引起一系列运动症状,包括静止性震颤、
运动迟缓、僵硬和姿势不稳等[4]。脑深部电刺激是

临床治疗PD运动症状的高效治疗手段,被认为能

干预被刺激核团神经元的放电活动,并影响相关神

经传导通路的信息传递,从而调控脑区的功能[5]。
丘脑底核和苍白球内侧部是最经典的刺激靶点,最
近的研究表明未定带也可作为脑深部电刺激的靶

点,未定带电刺激与丘脑底核电刺激相比效果相似

甚至更优[6-8],且无明显副作用,病人术后吞咽、认知

和语言功能均未受影响[9]。脑深部电刺激改善PD
病人运动症状的机制可能是影响了神经元的放电活

动[10],但在PD状态下未定带神经元的放电是否发

生了变化目前尚不清楚。本实验选用神经毒素1-
甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP)制备PD小

鼠模型,利用脑片膜片钳技术观察其未定带γ-氨基

丁酸(GABA)能神经元的放电变化,为了解未定带
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在PD进展和治疗中的作用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要试剂

SPF级8周龄C57BL/6 小鼠,由北京维通利

华公司提供。小鼠饲养于25℃、12h昼夜循环光

照条件下,可自由饮水、摄食、活动。动物手术符合

青岛大学动物伦理学要求。MPTP购自美国Sigma
公司,酪氨酸羟化酶(TH)抗体购于美国 Millipore
公司。参考文献方法配制人工脑脊液及冷冻切片液

进行脑片膜片钳实验[11]。

1.2 分组及给药方法

将26只小鼠随机分为对照组和 MPTP组,每
组13只,其中7只小鼠用于旷场实验和免疫荧光实

验,6只小鼠用于脑片膜片钳实验。MPTP组小鼠

连续5d腹腔注射 MPTP(30mg·kg-1·d-1),对
照组小鼠连续5d腹腔注射等量生理盐水。

1.3 旷场实验

在给药结束24h后进行旷场实验,将小鼠放于

旷场测试盒里,让其自由活动,利用EthvisionXT7
系统设定好旷场程序,将待测小鼠放在测试盒的中

心位置,点击开始,计时10min记录小鼠的运动情

况。每次检测结束后用体积分数0.75的乙醇及擦

手纸擦拭,彻底清理测试盒,散去味道后开始下一只

小鼠的测试,避免陌生味道对小鼠行为产生干扰。

1.4 脑标本采集

旷场实验结束之后进行脑标本的采集。麻醉小

鼠,固定其四肢,暴露心脏,将静脉注射针头小心插

入左心室同时剪开右心耳。先用9g/L的NaCl对

小鼠进行灌注,再应用40g/L的多聚甲醛溶液(用

0.1mol/L的PBS配制,pH值7.2~7.4,现用现配,

4℃避光保存)对小鼠进行灌注。待小鼠肝脏由红

色变为黄白色且四肢和尾部出现僵直时,停止灌注

操作。立刻取出小鼠大脑,在40g/L多聚甲醛溶液

中固定过夜,再用200g/L蔗糖溶液(用0.1mol/L
的PBS配制)脱水,大脑沉底后,转入到300g/L蔗

糖溶液中脱水,大脑沉入底部提示脱水完成。

1.5 脑组织切片及免疫荧光染色

用恒温冷冻切片机(Leica,CM1950)进行冷冻

切片。切片之前将机器预冷至-20℃,将脑组织用

包埋剂OCT(SakuraFinetek)包埋并固定在冻头托

上。将小鼠脑组织切成厚度为20μm的脑片,黑质

区脑片切成完整的4套,将脑片置于含有0.01mol/

LPBS溶液的12孔板中放在4℃保存,进行免疫荧

光实验时取出完整的1套进行染色。使用TH一抗

(稀释比为1∶1000,rabbit)和PBST稀释的荧光二

抗(donkeyanti-rabbit555,稀释比为1∶500),参照

文献方法进行免疫荧光染色[12]。在Olympus光学

显微镜下拍片,应用 OlyVIA软件进行计数。计数

该套脑片在20倍物镜下黑质区TH阳性神经元个

数,再乘以4即可得到黑质区TH阳性神经元的个

数。统计黑质区每个高倍视野(400倍)内的阳性细

胞数目并取平均值。

1.6 离体未定带脑片制备及电生理学记录

记录电极由水平拉制仪拉制而成,尖端直径为

1~2μm。选取电阻为4~9MΩ的玻璃电极进行

实验。参考文献的方法进行离体未定带脑片的制备

及电生理学记录[11]。

1.7 统计学分析

应用 GraphPadPrism6软件进行统计学分

析。实验结果以􀭺x±s表示,组间比较采用t检验。

P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结  果

2.1 PD模型小鼠黑质TH阳性神经元数目及运动

行为的变化

免疫荧光染色结果显示,与对照组相比,MPTP
组小鼠黑质区TH阳性神经元数目减少,差异具有

统计学意义(t=2.775,P<0.05),提示小鼠出现黑

质区多巴胺能神经元损伤。旷场实验结果显示,与
对照组相比,MPTP组小鼠在旷场中的运动距离明

显减少(t=17.870,P<0.001),提示小鼠出现运动

障碍,PD模型制备成功。见图1及表1。

表1 两组小鼠黑质区TH阳性神经元数目及旷场运动

距离比较(n=7,􀭵x±s)

组别 TH阳性神经元(个) 运动距离(l/cm)

对照组 3947±823 2476.79±254.76

MPTP组  2785±612*   532.03± 78.70**

  与对照组比较,*t=2.775,P<0.05;**t=17.870,P<0.001。

2.2 PD模型小鼠未定带GABA能神经元的放电

变化

在全细胞记录形成之后,转为电流钳模式,给予

神经元-200pA的超极化电流刺激,神经元膜电位

未出现显著的内向整流特征,且在 Gapfree模式

下,神经元表现出较快且规则的自发放电活动,判断
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为GABA能神经元[13]。本实验记录到的未定带神

经元放电频率约为24.17Hz,动作电位时程较短,
半宽高为(1.36±0.65)ms,符合GABA能神经元的

放电特征。本实验在每组6只小鼠中各记录10个

神经元,对照组和 MPTP组小鼠未定带 GABA能

神经元放电频率分别为(24.17±8.60)和(6.73±
2.18)Hz,MPTP组小鼠未定带GABA能神经元放

电频率较对照组显著降低(t=5.895,P<0.001)。
提示在PD状态下,未定带GABA能神经元放电活

动发生了变化。见图2。

图1 PD模型小鼠黑质区TH阳性神经元数目变化

图2 PD模型小鼠未定带GABA能神经元的放电变化

3 讨  论

未定带是底丘脑的重要核团,被认为是中脑网

状结构的吻部延伸,主要含 GABA 能神经元[14]。
在啮齿类动物中,未定带大致分为4个亚区(吻侧

区、背侧区、腹侧区和尾侧区),各亚区与不同的大脑

区域具有纤维联系,如背侧区和吻侧区的GABA能

神经元投射到皮质和丘脑,腹侧区的GABA能神经

元投射到基底前脑和脑干,尾侧区接收来自小脑的

纤维投射。此外,未定带内部的GABA能神经元之

间也有互相联系[7]。通过复杂的纤维投射,未定带

在机体多种功能的调控中均发挥重要作用,影响摄

食、姿势与运动、睡眠与觉醒、大脑皮质发育、神经病

理痛等多种生理病理过程[14-17]。
未定带与PD的研究近年来也受到较多关注。

有临床研究观察到,在未定带实施脑深部电刺激术

可显著改善PD病人的运动症状[18],这提示在PD
疾病状态下,未定带神经元出现异常的电活动。已

知大脑的许多功能都与神经元的电活动相关,脑深

部电刺激术被认为能干预被刺激核团神经元的异常

放电活动,并影响相关神经传导通路的信息传递,从
而调控脑区的功能[5]。本实验首次在 MPTP制备

的PD模型小鼠中,利用脑片膜片钳技术观察比较

未定带GABA能神经元的自发放电活动变化。本
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研究首先通过免疫荧光染色观察到黑质 TH 阳性

神经元数目减少,证实多巴胺能神经元受损,旷场行

为学检测进一步证明PD模型建立成功,然后观察

到未定带GABA能神经元自发放电频率在模型小

鼠中显著降低。以往研究也表明,在PD动物模型

中,多个与PD发病相关核团神经元的电活动都出

现了变化。例如,内侧苍白球神经元放电频率较正

常动物增加20%~50%,其中爆发式的放电类型显

著增加[19];PD大鼠模型中黑质网状带区GABA能

神经元自发放电频率显著增高,并且簇状放电的神

经元增多[20]。但神经元电活动出现变化的具体机

制还不明确,推测可能与离子通道的开放程度有关。
探索PD状态下神经元电活动的变化可为脑深部电

刺激提供可选择的刺激靶点。鉴于本团队前期研究

已经证实未定带神经元数目在PD小鼠模型中减

少[21],我们推测,在PD状态下未定带神经元出现

损伤,同时放电活动降低。本实验为进一步了解未

定带神经元在PD中的病理改变提供了实验依据。
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