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帕金森病药物和干细胞治疗临床前动物实验模型选
择指南
[摘要] 帕金森病 （Parkinson’s disease， PD） 是中老年人常见的神经退行性疾病之一，其临床特征主要表现为
静止性震颤，运动迟缓，肢体僵硬以及姿势和步态不稳。除了运动障碍，大部分帕金森病患者还会伴有多种非运动
症状，包括记忆力减退、抑郁、疼痛、嗅觉减退和睡眠障碍等。PD 的发病原因尚未明确，其主要病理特征是以 α-
突触核蛋白 （α-synuclein） 为主要成分路易氏小体 （Lewy bodies） 的形成，路易小体不仅存在于黑质，还扩散至
迷走神经背核、蓝斑核等其他脑区，引起多巴胺能神经元退行性改变。PD 的诊断主要依赖临床症状和临床表现，
颅脑 CT 和 MRI 检查无明显异常。目前 PD 的药物治疗包括左旋多巴、多巴胺受体激动剂等，其他治疗方法还有深部
脑电刺激 （Deep brain stimulation， DBS） 和干细胞替代治疗等。由于 PD 的核心病理改变是中脑特异多巴胺能神
经元数量减少，应用不同来源神经干细胞和多巴胺前体干细胞移植成为目前最有前景的细胞治疗方法。无论是药
物，器械或细胞移植治疗，都需要用 PD 动物模型进行临床前实验，取得可靠治疗效果和安全性后，才能用于临床
治疗。因此本指南首先简述 PD 的病因、发病机理、临床表现和诊断，然后重点介绍药物诱导的大鼠、小鼠和非人
灵长类 PD 模型，转基因 PD 大鼠和小鼠模型，以及应用这些动物模型对药物和干细胞产品临床前评估等。本指南将
为研发治疗 PD 的新药和新技术选择动物模型提供理论和实验指导，同时为研发 PD 治疗药物提供标准化模型选择
框架。
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Guidelines for Selecting Preclinical Animal Models to Treat Parkinson's 

Disease with Drugs and Stem Cells

[ABSTRACT] Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative diseases in 
middle-aged and elderly people. Its clinical features mainly include tremor at rest, bradykinesia, abnormal 
posture and gait. In addition to motor dysfunction, most PD patients also show multiple non-motor 
symptoms, including memory loss, depression, pain, reduced olfaction, and sleep disorders. The major 
neuropathological hallmark of PD is the appearance of α -synuclein-containing Levy bodies in the 
substantia nigra of the midbrain and other brain regions, causing degeneration and loss of midbrain 
dopaminergic neurons. The diagnosis of PD mainly depends on clinical symptoms and manifestations, with 
normal cranial CT and MRI images. L-evodopa replacement therapy is the common treatment method for 
PD, although deep brain stimulation (DBS) and stem cell therapy are also applied recently. The 
transplantation of neural stem cells and precursor cells of dopaminergic neurons are the most promising 
cell therapy because it is proposed to implement restoration of dopamine level in the brain. Before clinical 
application of any new treatments, preclinical experiments using PD animal models are required for the 
development of new drugs, novel instruments, and cell transplantation therapy. This guide reviews the 
etiology, pathogenesis, clinical manifestations and diagnosis of PD, and focuses on the chemical-induced 
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rat and mouse PD models, transgenic PD models, non-human primate monkey PD models and behavioral 
evaluation using these models, providing theoretical and experimental guidelines for the development of 
new drugs and technologies for treatment of PD.
[Key words]  Parkinson's disease; Motor dysfunction; Dopaminergic neuron; Stem cell therapy; Animal 

model; Preclinical experiment

帕金森病（Parkinson’s disease，PD）是中老年

人常见的神经退行性疾病之一，其发病率仅次于阿尔

兹海默病，全球估计有超过600万患者［1］。PD病因复

杂，可以分为原发性PD和继发性PD综合征。原发性

PD病因不明，主要由于环境因素和遗传因素导致多巴

胺能神经元变性；继发性帕金森综合征则由明确的外

部因素如药物、中毒、脑卒中等疾病引起类似 PD症
状。PD的主要发病机制是中脑多巴胺能神经元退行性

丢失引起，在中脑黑质内的 α -突触核蛋白 （α
-synuclein）异常聚集形成路易氏小体（Lewy bodies）
是其典型的病理特征。PD最明显的症状是运动功能失

调，导致震颤、肢体僵硬、运动迟缓，以及姿势不稳

等。利用左旋多巴药物替代治疗和脑深部电刺激可以

减缓症状，但尚无法根治。通过动物模型深入研究和

阐明PD的关键机制，为寻找PD防治新靶点具有重要

的临床意义。

因此，中国研究型医院学会医学动物实验专家委

员会组织中国30余家科研院校的50多位基础和临床研

究专家共同参与制订本指南。本指南将重点介绍：不

同种属PD动物模型的特点、建模原理和方法、模拟的

病理生理机制及其临床相关性、神经行为学评价技术、

各种模型的优缺点及其适用的研究范围；PD临床前药

物试验的设计要点。希望本指南能作为 sICH临床前动

物模型选择和药物评价研究的指导，以促进我国脑卒

中基础研究成果的转化应用。

1　PD 病因学

1.1　环境因素
PD是多因素导致的老年神经退行性疾病。发病年

龄中位数一般为60岁左右，发病率随着年龄的增长而

上升［2］，根据发病年龄的不同，PD可分为早发性PD
（early-onset parkinson’ s disease， EOPD） 和晚发性

PD （late-onset parkinson’ s disease， LOPD），EOPD
发病年龄约为 20岁，通常<45岁。也可根据发病原因

将PD分为散发性PD和家族性PD。前者原因不明可能

主要由环境因素引起，后者主要由遗传因素引起。此

外，环境因素如吸烟，咖啡因的摄入量，杀虫剂、除

草剂和重金属的接触已被确认为 PD发病的主要风险

因素［3］。
1983年首次发现 1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四

氢吡啶（MPTP）与黑质纹状体退化相关。MPTP的毒

性作用主要由其代谢产物MPP+引起的，这是一种线粒

体复合物-1抑制剂，可以选择性的损伤黑质中的多巴

胺 能 神 经 元 。 鱼 藤 酮 （Rotenone） 和 百 草 枯

（Paraquat）的分子结构与 MPTP 相似，研究表明这两

种药物不仅可以损伤多巴胺能神经元，也可以通过抑

制线粒体复合物 I 的活性，引起 PD的发生，因此，

MPTP、6-OHDA、Rotenone、Paraquat是诱导 PD模型

的几种常用药物。 流行病学调查发现接触这些化学物

质与发生PD风险之间高度关联［4］。此外，长期暴露于

重金属锰作业的工人产生的锰中毒，其症状与PD非常

相似，也是由于锰中毒损伤中脑黑质的多巴胺能神经

元引起［5］。
1.2　遗传因素

自从 1997 年发现帕金森患者的突触核蛋白

（SNCA）基因突变，遗传因素越来越受到重视。据估

计家族性PD的发病率为10%-20%。目前发现100多个

基因或位点可能与PD发病相关，此外如果包括常见的

敏感遗传突变，总体的 PD 疾病遗传风险能达到

36%［6］。常见的PD相关基因包括常染色体显性遗传基

因 SNCA，LRRK2，VPS35，常染色体隐性遗传基因

Parkin、PINK1、DJ1等，另外GBA1基因突变也是 PD
的一个关键危险因素。此外非典型或复杂 PD可能与

ATP13A2、 DCTN1、 DNAJC6、 FBXO7、 PLA2G6、
SYNJ1 等基因突变有关，近来研究发现 CHCHD2、
LRP10、TMEM230、UQCRC1、VPS13C 可能是 PD 相

关［7］。研究认为 PD发病机制可能主要与α-synuclein
聚集引起突触功能障碍，溶酶体或囊泡运输障碍，线

粒体功能障碍和免疫神经炎症等相关［8］。
SNCA突变引起α-synuclein聚集和毒性是PD发病

的一个重要因素。SNCA突变包括错义变异和重复倍

增，常见的错义变异包括 p.A30G、p.A30P、p.E46K、
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p.H50Q、p.G51D、p.A53E、p.A53T和p.A53V等［7］。α
-synuclein突变转基因动物模型具有许多PD病理特征，

包括突触结构和功能的早期以及进行性损害。LRRK2
基因是另一关键PD基因LRRK2是一个大的胞质蛋白，

存在于神经突触处，能够与参与囊泡内吞和运输的许

多其他蛋白相互作用。 LRRK2常见的错义突变包括p.
N1437H、p.R1441C/G/H 、p.Y1699C、p.G2019S 和 p.
I2020T等。其中最常见的是 p.G2019S突变，该突变在

PD人群中的患病率为1%以上，并且具有遗传异质性。

同时许多与 LRRK2相互作用的蛋白也与 PD相关，包

括 SH3GL2，细胞周期蛋白 G 依赖性激酶 （GAK）、
RAB7L1、突触蛋白 1 （SYNJ1）和辅助素（DNAJC6）
等。此外，SH3GL2、GAK、DNAJC6和 SYNJ1参与网

格蛋白包被的囊泡内吞和再循环过程，也与EOPD有
关［7］。其中 SYNJ1突变引起常染色隐性遗传，它在突

触小泡动力学（包括内吞作用和再循环）中发挥着重

要作用，在基因敲除小鼠中表现内吞缺陷和网格蛋白

包被中间体的显著积累。

溶酶体自噬途径有助于α-synuclein稳态，溶酶体

功能障碍会阻碍α-synuclein清除，促进α-synuclein聚
集和细胞毒性［6］。研究发现PD相关基因与自噬溶酶体

相关，如参与溶酶体蛋白 lysosomal contents （CTSB）
和膜脂（GBA1，SMPD1，GALC）的降解，溶酶体酶

的 运 输 （SCARB2） 和 环 境 的 维 持 （ATP13A2， 
TMEM175）等。GBA1编码溶酶体酶-葡糖脑苷酯酶，

水解鞘磷脂和葡萄糖脑苷，产生神经酰胺，GBA1突变

导致溶酶体存储功能的紊乱，可以引起α-synuclein累
积，可能是由于葡糖神经酰胺和葡糖鞘氨醇的积累或

者自噬作用［9］。SMPD1 （编码酸性鞘磷脂酶） 和

GALC（半乳糖苷神经酰胺酶）也参与鞘脂代谢，PD
患者中SMPD1基因突变降低溶酶体活性，促进路易小

体中α-synuclein的累积和聚集［10］。SCARB2编码的蛋

白质负责将GBA1运输到溶酶体的受体，CTSB编码一

种溶酶体半胱氨酸蛋白酶，直接参与α-synuclein的溶

酶体降解。另外ATP13A2（溶酶体转运蛋白）突变能

够引起Kufor-Rakeb综合征，是一种青少年起病，认知

障碍和核上性凝视麻痹，ATP13A2敲低或过表达能够

增强或抑制α-synuclein的活性［6］。
研究发现影响线粒体功能的蛋白也与 PD发病相

关。PINK1 （一种丝氨酸-苏氨酸激酶）可以募集

PRKN（一种E3泛素连接酶），引起溶酶体自噬/线粒

体自噬，是线粒体稳态所需要的功能。PINK1基因突

变引起常染色体隐性遗传PD，，最常见的错义突变是

c.1040T>C （p.Leu347Pro）［7］。此外，CHCHD2基因突

变引起线粒体损伤，果蝇中CHCHD2缺失会导致与PD
病理学相关的线粒体改变和神经细胞表型，从而导致

多巴胺能神经元出现年龄依赖性神经变性［11］。
VPS13C基因突变最初在隐性 EOPD中发现， VPS13C
基因沉默会改变线粒体形态，降低线粒体膜电位，并

增强线粒体自噬作用。参与线粒体功能的PD基因可能

作为α-synuclein的下游基因发挥作用［6］。
另外 LRP10蛋白可以在高尔基体、内体和内质网

之间穿梭。LRP10蛋白定位于囊泡相关结构，与其他

蛋白如 VPS35，GGA 之间相互作用，可调节影响 α
-synuclein聚集、胞内转运、细胞间传递等过程［12］。
Deng等人 2016年发现 TMEM230可能与 PD相关。Lin
等人在2020年首次报道UQCRC1突变可能与家族性PD
相关，在一个台湾PD家系中发现UQCRC1基因杂合突

变 p. Y314S 与疾病共分离［13］。另外有研究发现

TMEM230基因突变可能与 PD相关，需要进一步验证

其致病机制［14， 15］。
1.3　PD 神经环路调控机制

大量研究表明 PD发生是多个神经环路受累［16］。
PD 病人大脑最明显标志就是中脑黑质的多巴胺能

（Dopaminergic，DA）神经细胞大量丢失，进而导致黑

质纹状体通路里的多巴胺水平降低［17］。脑内的多巴胺

主要存在于黑质（Substantia nigracompacta， SNc）和

腹侧被盖区（Ventral tegmental area， VTA）。大脑中与

PD相关的多巴胺传递通路主要有 2条：第一条通路是

黑质纹状体通路，此通路中黑质基底节的DA神经元主

要投射到尾状核/壳核或背侧纹状体，这条通路负责自

主运动的调节和控制，在黑质的DA神经元大量缺失的

情况下，会导致震颤和运动困难症状。第二条通路称

为中脑皮层通路，多巴胺由腹侧被盖区产生，主要投

射至前额皮层等区域，与抉择和学习记忆相关。多巴

胺水平过低时会出现学习记忆能力下降、动力不足和

情绪障碍等。服用左旋多巴成为临床对症治疗的主要

有效手段。左旋多巴进入人脑以后，除了会提高黑质

纹状体通路的多巴胺水平之外，也会提高中脑皮层通

路的多巴胺水平，导致 PD患者产生情绪冲动控制障

碍。人体运动是由纹状体和其他几个脑区组成大脑的

基底核团来调控，而黑质致密部（substantia nigra pars 
compacta，SNc）的DA神经元是其中的重要环节，其

投射到尾状核/壳核或背侧纹状体，在纹状体释放多巴
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胺调控其内神经元的活性从而协调运动（图1）。一旦 纹状体缺失了多巴胺，就会引起PD。

正常情况下，丘脑底核是整个大脑基底核中唯一

存在大量兴奋性神经元的核团，其兴奋时激活运动皮

质引起运动。而Gpi/SNr是丘脑的控制核团，可以调节

皮质运动兴奋程度。Gpi/SNr兴奋时引起丘脑兴奋性降

低，运动减少；反之亦然。直接通路起到抑制Gpi/SNr
的作用；间接通路起到兴奋 Gpi/SNr 的作用，抑制

运动［19］。
在PD患者中，黑质-纹状体多巴胺能减少，引起

直接通路抑制、间接通路兴奋，最终引起丘脑抑制，

从而引起运动缓慢、强直等运动减少的症状。在PD患
者中，Gpi或STN的毁损可以明显减轻运动迟缓，起到

治疗PD作用。因此Gpi和 STN是目前帕金森病患者行

DBS手术的两个作用靶点［20］。

2　PD 患者的临床表现

PD临床特征主要表现是运动迟缓，静止性震颤，

僵硬，以及姿势和步态的改变。除了运动障碍，大部

分 PD患者还会表现出多种非运动症状，包括嗅觉减

退，便秘，泌尿功能障碍，直立性低血压，记忆力减

退，抑郁，疼痛和睡眠障碍［21］。
大部分 PD病在 60岁以后才发病，仅有不到 20% 

的病人于 40 岁以前发病，性别分布以男性略多于

女性。

2.1　震颤
典型的震颤为静止性震颤，频率 4~5Hz（范围 3-

7Hz）。表现为粗大地节律性震颤，多从手指开始，可

呈搓丸样动作；上肢较下肢早出现；而下肢的震颤以

从踝关节开始者较多见；逐渐蔓延至全身，出现下颌、

注：大脑皮层和丘脑向纹状体提供兴奋性输入 （蓝色箭头），纹状体是基底神经节的主要输入核。基底神经节的输出是黑质网状部 （Sub‐
stantia nigra pars reticulata，SNr ） 和苍白球内侧部 （globus pallidus interior，GPi）， 并且主要投射到大脑皮层额叶区域的丘脑核，上丘脑
核和脚核。直接通路起源于纹状体投射神经元 （黄色），其轴突 （黄色箭头） 直接延伸至 GPi 和 SNr。间接通路起源于纹状体多巴胺能神经元

（绿色），其轴突终止于苍白球 （globus pallidus ，GP，现多称外侧苍白球 GPe），接下来 GP 中的神经元投射到丘脑底核 （subthalamic 
nucleus，STN），丘脑底核投射到 GPi 和 SNr。因此，纹状体多巴胺能神经元通过 GP 和 STN 与基底神经节的输出端黑质 （SNr） 和苍白球内侧

（GPi） 间接相连，绿色箭头为间接投射通路 ［18］。
Note：Cerebral cortex and thalamus send excitable input to striatum （blue arrows）. Striatum is the major nucleus of basal ganglia. Basal 
ganglia send output to SNr and Gpi， PPN ， Superior colliculus and thalamus （yellow arrows）. The neuronal axons of the striatum directly 
extend to GPi and SNr （yellow arrows）. The striatum also indirectly extend to Gp/Gpe and STN （Green arrows）. STN also extends to GPi and 
SNr. Thus， the dopaminergic neurons of striatum connect to SNr and GPi of basal ganglia through GP and STN.Neural circuit regulation of 
dopaminergic neurons in substantianigra of middle brain
图 1 黒质多巴胺能神经元相关的神经环路调控
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口唇、舌及颈震颤。运动时震颤减轻或消失，情绪激

动时加重，睡眠中消失。晚期强烈的震颤于运动中也

难消失。

2.2　僵直
PD病人的僵直是由于肌张力增强而造成的一组临

床综合征，为一种特征性的铅管样肌张力增强，常出

现于肢体与躯干肌群，同时累及伸肌与屈肌并持续于

被动运动的全过程。强直多自一侧上肢近端开始，逐

渐蔓延到远端、对侧，及至全身。 病人早期由于腕关

节伸肌的强直，病人搁肘于桌面，并使前臂于桌面垂

直，前臂及腕肌尽量放松时，腕关节或多或少仍保持

于伸直位（正常人呈90°屈曲），谓之“道标手”，有早

期诊断价值。因为颈肌强直，嘱病人屈颈时，头只能

缓慢地垂下，称“落下试验阳性”。

2.3　动作缓慢
动作缓慢是 PD病人随意动作显著减少，动作缓

慢，尤以走动时为甚。表现为书写困难，而且字越写

越小，谓为“写字过小症”。言语减少，语音低沉、单

调。目前认为此类症候的严重，症状愈明显。随意动

作的减少可表现为一种特殊的步态形式，即想迈步但

就是迈不出，双足象粘于地面一般，称为凝滞步态

（freezing of gait）。运动减少的病理生理机制可能为随

意运动内在的动态模式混乱的结果。

2.4　步态姿势障碍
步态姿势障碍是PD病人行走时上肢的协同摆动动

作减少或消失。踝和髋的协同运动障碍，步幅小且擦

地而行；加上体态前倾、身体重心前移；故以小步加

速前冲如似追逐重心，不能立即止步，称为“慌张步

态”，疾病晚期姿态严重失常。

2.5　其他症状
除了运动障碍，大部分PD患者还会表现出多种非

运动症状，包括嗅觉减退、便秘、泌尿功能障碍、直

立性低血压、记忆力减退、抑郁、疼痛和睡眠障

碍［21］。嗅觉障碍主要表现在嗅觉识别、辨别、察觉阈

值和气味记忆等方面的损伤，是PD患者最常见和最具

特征的早期非运动症状［22］。其他还有皮脂腺分泌过多

称为油脂脑（头），汗腺分泌增加或减少，垂涎等。

表 1　PD 早期和后期出现的运动和非运动症状[21]

Table 1　The motor symptoms and non-motor symptoms in early and later stages of PD

分类
Classification

PD 的运动症状
Motor symptoms of PD

PD 的非运动症状
Non-motor symptoms of PD

症状
Symptoms

运动迟缓

肌强直

震颤

步态改变
姿势改变

冻结步态

平衡运动
构音障碍和吞咽困难

嗅觉减退
睡眠障碍

神经精神科特征
自主神经功能障碍

轻度认知障碍
疼痛和躯体感觉障碍

痴呆

出现时
间

Stages

早期

早期

早期

早期
后期

后期

后期
后期
早期
早期
早期
早期
早期
早期
后期

临床表现
Manifestation

自发运动普遍缓慢和缺乏，手臂摆动、面部表情、手势减少，床上翻身困难，声音低下；
自主重复运动的速度和幅度逐渐降低，包括手指敲击、握力、旋前-炫后运动、脚趾敲
击和足跟踩踏。
肌肉僵硬
静止性震颤（4-6Hz）常发生于四肢，嘴唇，下巴，很少发生在头部。在以目标为导向的
随意运动中，幅度减少或消失，检查手部震颤时，双手放松，双臂支撑。
手臂摆动减少，拖着一条腿，走路时姿势微弯。
站立时躯干向前弯曲，双臂外展，肘部弯曲。
在步态开始，步态期间，转弯或者接近狭窄空间时，突然和短暂的无法进行有效的向
前迈步。
站立和行走时不稳。改变姿势反射，跌倒。
构音障碍和吞咽困难
多达 70% 患者报告嗅觉丧失
快速眼动睡眠行为障碍，失眠，周期性肢体运动，静坐不能，白天嗜睡等。
明显的冷漠，焦虑，抑郁。
便秘，胃排空延迟，尿急或尿失禁，勃起功能障碍，直立性低血压，怕热。
执行和注意力领域轻度认知下降
疼痛，感觉异常和烧灼感
大约 30% 患者会出现痴呆，患病率随着疾病发展而增加，常伴有幻觉和精神病。

注：PD，帕金森病
Note： PD， Parkinson’s disease
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注：PD，帕金森病

Note： PD， Parkinson’s disease
3　PD 的分子发病机制

PD的发病由老年化、遗传、环境等多种因素共同

影响，目前已研究报道 PD 的主要病理机制包括 α
-synuclein的错误折叠及过表达、氧化应激、线粒体功

能障碍、自噬和蛋白酶体功能障碍、神经炎症等。

3.1　α-突触核蛋白的错误折叠及过表达
正常情况下，α-synuclein以不同的形式（寡聚/单

体/聚集）存在，参与调节突触小泡运输和神经递质释

放。在 PD发病的情况下，这些蛋白质错误折叠和聚

集，形成包涵体或者路易小体（Lewy Body，LB）［22］。
其在大脑中扩散的方式有多种，如朊病毒样传播、外

泌体传播、隧道纳米管样传播等［23］。大量临床前动物

实验研究表明，α-synuclein诱导的包涵体、路易小体

毒性是多巴胺能神经元死亡的主要因素。

3.2　线粒体功能障碍
PD患者 SNc中线粒体复合物 I活性受损，表明散

发型PD发病机制中的线粒体功能障碍［24］。此外，家

族性PD涉及的许多基因与线粒体功能相关。PARK2和
PARK6功能缺失突变损害了参与线粒体自噬清除的蛋

白质（如 Parkin和 PINK-1）功能［25］，导致线粒体质

量控制过程的丧失。

α-synuclein也可以在线粒体内积累，导致复合体 I
功能障碍。有研究报道，注射包装A53T突变的人 α
-synuclein的腺相关病毒（AAV）到大鼠脑内，观察发

现线粒体断裂和功能障碍；而在纹状体注射 α
-synuclein的小鼠中，线粒体功能的降低和mtDNA的

退化在黑质区也有相似的表现。线粒体功能受损也是

LRRK2基因突变诱发PD的一个特征改变。

3.3　氧化应激
PD患者大脑中的氧化损伤表现为脂质过氧化、活

性氧（ROS）生成增加，例如由上述线粒体损伤或通

过单胺氧化酶B的多巴胺代谢引起；还表现为抗氧化

防御的减弱，主要表现为还原型谷胱甘肽水平的降低

等。鉴于PD动物模型中线粒体损伤的普遍性，氧化应

激是许多PD模型的共同特征。在炎症引起的PD模型

中，LPS被直接注射到大脑，可介导诱导型氧化氮合

酶 （iNOS） 的表达增加，引发 ROS 的产生。在 α
-synuclein诱导的大鼠模型中，给予过表达人A53T的
AAV病毒脑内注射，也表现出了非常明显的氧化应激

加强［26］。
3.4　自噬和蛋白酶功能障碍

受氧化应激或错误折叠的异常α-synuclein主要由

两个系统清除：泛素 -蛋白酶体系统 （Ubiquitin-
proteasome system， UPS）和自噬溶酶体系统［27］。UPS
清除过程包括两个步骤，先由泛素对蛋白底物进行标

记，接着蛋白酶对蛋白进行分解。在原发性PD患者脑

中，蛋白酶系统的催化活性降低，同时20S蛋白酶α亚
单位的表达降低。在家族性 PD病例中，PARK2基因

（导致E3泛素连接酶减少）和PARK5基因（导致泛素

C末端水解酶减少）突变引起的功能缺失也会导致蛋

白酶体系统受损。

自噬包括微自噬，即溶酶体自身吞噬受损的蛋白

质；大自噬，即自噬体在与溶酶体融合前吞噬异常蛋

白；以及分子伴侣介导的自噬，其中分子伴侣靶向并

运输受损蛋白至溶酶体。溶酶体蛋白（例如LAMP1和
LAMP2A）或分子伴侣（例如某些热休克家族蛋白）

水平的降低导致特发性PD中的自噬功能障碍，而基因

突变例如GBA1，可降低溶酶体酶GBA1和 PARK2或
PARK6的活性，损害自噬过程。这些研究结果都提示

自噬溶酶体系统参与了家族性PD病例的发病机制。

自噬功能障碍在多种其它模型中被证实存在。在6
羟基多巴胺（6-OHDA）大鼠模型和鱼藤酮大鼠模型

中，LAMP1表达和溶酶体蛋白酶活性降低；鱼藤酮大

鼠模型损伤还与自噬空泡的形成有关；脑内注射了α
-synuclein的小鼠由于自噬受损，表现出α-synuclein毒
性物质的沉积。然而，在嗅球中注射AAV-α-synuclein
的大鼠表现出自噬标记物的表达增加，在 SNc中注射

则导致蛋白酶体系统受损。在转基因PD模型中也观察

到继发于受损的线粒体功能和降低的自噬-溶酶体病理

特征，以及纹状体和皮层中自噬空泡的积累。

3.5　神经炎症
多数PD患者的大脑中存在明显的神经炎症，这可

通过星形胶质细胞增生、小胶质细胞增生、免疫细胞

浸润、补体激活和促炎细胞因子（如 IL-1β和TNF-α）
产生增加来证明，神经炎症被认为是 PD发病的原因

之一［28］。
PD转基因遗传模型中，虽然有报道α-synuclein模

型在多巴胺能神经元死亡之前，纹状体出现小胶质细

胞数量和促炎细胞因子增加，但是α-synuclein转基因

小鼠表现出非常复杂的反应，且结果不一致。其它转

基因模型也类似，在24个月大的LRRK2（G2019S）转
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基因小鼠中，SNc和纹状体中的GFAP免疫反应性增

加，但小胶质细胞数量没有变化；相比之下，在GBA1
杂合D409V/WT小鼠中，炎症反应发生在海马中增强，

但在SNc中未存在明显变化。

4　药物诱导小鼠和大鼠 PD 模型 4.1 药物诱导
小鼠帕金森病模型

PD的发病机制是复杂的和多因素的，主要有线粒

体损伤、氧化应激、自噬和蛋白酶体功能障碍、神经

炎症等，而且是多个致病机制交织在一起导致发病。

任何单一的动物模型都很难同时具有上述全部病理表

现和发病机制。通常使用药物诱导PD动物模型，包括

6-OHDA、MPTP，另外还有百草枯或鱼藤酮［29］。后

两种现在已经很少使用。这些模型中，如小鼠急性暴

露于神经毒素，则线粒体功能会遭到破坏，氧化应激

加强，黑质纹状体多巴胺能细胞快速死亡从而导致运

动缺陷，而慢性暴露于神经毒素可诱导进行性模型，

小鼠神经元中会出现α-synuclein聚集等现象。本章节

讨论的小鼠 PD模型主要是用MPTP诱导的动物模型，

尽管它在完全重现PD症状方面存在局限，但与其他毒

素诱导的动物模型相比，它具有成本低廉，易于操作，

伦理方面的考虑较少，几乎可以反映人类 PD的临床

症状［30， 31］。
在神经毒素诱导PD模型中，胶质细胞的激活和炎

症信号的变化在MPTP处理后的小鼠中多有报道。胶

质细胞增生在 6-OHDA造模的小鼠和大鼠、鱼藤酮造

模的大鼠的SNpc和纹状体中得到充分证明。用百草枯

处理的小鼠也表现出炎症信号通路活化增加。神经毒

素可介导小胶质细胞向M1型（促炎型）转变，激活炎

症信号通路，分泌大量促炎细胞因子，作用于多巴胺

能神经元，最终导致神经元损伤［32］。
4.1　1 模型制作方法

MPTP动物模型被认为是神经毒素诱导的PD动物

模型的经典范例。该模型不仅能够复制出中脑多巴胺

能神经元的损伤以及各种 PD的发病机制，如氧化应

激、活性氧、炎症和能量衰竭等，也能表现出运动和

非运动PD样症状；部分MPTP造模方法还能形成路易

小体；这些特点都和人的PD实际情况相符。

PD 造模常用腹腔注射、皮下注射或静脉注射

MPTP给药，而脑室内注射现在已经极少采用，所以造

模后是产生双侧脑内病变。试剂要现用现配，注射当

天配制好新鲜的MPTP溶液。

MPTP诱导的小鼠 PD模型对动物的性别、体重、

年龄甚至品系来源均有一定的选择性，因此在挑选动

物的时候要加以注意，对MPTP最敏感的小鼠品系是

C57BL/6，为获得更好的PD试验结果，一般选用雄性

小鼠、平均体重 22g，周龄≥8［33］。根据实验要求和目

的，可分为急性模型、亚急性和慢性模型。

急性快速模型可分为单次注射和多次注射。单次

腹腔注射剂量为 30mg•kg⁻¹，该模型损伤轻，易恢复；

多次注射的剂量为 15-20mg•kg⁻¹，每隔 2h注射 1次，

一天内共3-4次，持续1天。该模型损伤快且严重，模

型动物的死亡率也高达 50%。急性模型没有包涵体形

成。如果静脉注射，剂量减少，其换算公式：静脉剂

量=腹腔剂量×0.7（基于生物利用度差异）。

亚急性模型需多次注射，每次尾静脉或腹腔注射

的剂量为20mg•kg⁻¹，每天1次，连续5-7d。该模型的

成活率较高，实验周期较长。亚急性模型的DA神经元

死亡率和急性类似，但实验动物存活良好。亚急性模

型也没有包涵体形成。

慢性模型采用雄性C57BL/6N小鼠，腹腔注射使用

低剂量MPTP 20 mg•kg⁻¹，每周 3次，持续 1-3个月。

该模型死亡率低，黑质纹状体DA神经元进行性退化，

慢性模型中持续的神经炎症反应和运动障碍，类似于

PD的缓慢进行性神经变性过程。

4.1　2 分子病理
MPTP是一种亲脂性分子，很容易穿过血脑屏障。

全身给药后，MPTP 可被细胞中的单胺氧化酶 B
（MAO-B）氧化成 1-甲基-4-苯基吡啶鎓（MPP+）。
MPP+才是MPTP造模产生多巴胺能神经毒性的直接化

合物。由于它与多巴胺在结构上的相似性，它很容易

被多巴胺能神经元通过多巴胺转运体（DAT）摄取/吸
收，缺乏DAT的小鼠可免于MPTP中毒。MPP+可以在

囊泡单胺转运蛋白（VMAT）的帮助下转运到突触小泡

中，通过抑制线粒体中的复合物 I诱导神经细胞死亡。。

导致表达Tyrosine Hydroxylase （TH）的多巴胺神经元

数目减少，可用免疫组化方法检测。另外在MPTP诱
导的慢性 PD 模型中，会有 α -synuclein 磷酸化

（pS129），可用WB检测，这是 PD造模病理检测的双

重金标准。

对于急性和亚急性模型，造模之后的数天之内，

黑质TH免疫反应性神经元迅速消失，多巴胺能神经元

死亡率为 40-50%。因为MPTP下调 TH基因表达，这

种损失可能没有反映实际的DA细胞死亡。后来引入无
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偏倚的体视学来计数TH免疫反应性和尼氏染色的神经

元，而且在MPTP处理后至少7天染色，能更好的评估

DA细胞损失，结果发现单次注射MPTP （30 mg•kg⁻¹）
一般导致20-30%的多巴胺能神经元损失。此外，有证

据表明亚急性方案导致强烈的DA神经元随时间的恢

复，超过8天的亚急性方案只造成24%的DA神经元损

失。这些结果提示急性、亚急性损伤模型不足以永久

破坏黑质纹状体通路。

4.1　3 动物神经行为学表现与评估
神经行为评估是了解MPTP等药物损伤动物黑质-

纹状体多巴胺能神经元系统，是否产生PD的运动障碍

症状，是研究PD病理机制，药物筛选和治疗效果的关

键环节和评价造模是否成功的主要指标。根据PD的运

动障碍表现，药物诱导小鼠PD模型的运动障碍测试方

法主要有以下几种［34， 35］。
4.1.3　1 爬杆试验（Pole Test）

爬杆试验用于评估动物的敏捷性，是运动障碍的

一种测量方法。该装置由一根木杆（50厘米高，直径

0.5厘米，用纱布包裹以防止打滑）和顶部的一个木球

组成。杆的底部铺上垫料，以保护小鼠免受伤害。在

适应环境后，小鼠会预先接受三次爬杆训练，以确保

所有动物一旦被放在球上就会将头朝下。在爬杆测试

期间，记录小鼠从顶部到底部所需的总时间。具体测

试方法是将小鼠放置在杆的顶端附近，抬起头，记录

转身（第一次测量）和爬下（第二次测量）的时间。

这项任务需要熟练的前肢抓握和操纵，这需要完整的

基底神经节和红核脊髓通路的激活。因此，这项运动

对黑质纹状体功能障碍非常敏感。

另一种测试方法将小鼠置于木球上，分别记录其

从球顶爬到杆顶、从杆顶爬到杆中点、从杆中点爬到

杆底的时间。如果在3秒内完成记为3分，6秒内完成

记为2分，超过6秒或小鼠由杆上掉下记为1分，结果

用总分表示。

4.1.3　2 转棒实验（Rotarod Test）
转棒实验被广泛用于评估MPTP诱导小鼠PD模型

的运动功能［33］。小鼠进行正式转棒行为检测前，需进

行 5 天的训练再进行测量，以适应实验环境和减少因

不适应造成的误差，在给药前，所有小鼠均在转速为

3 ~ 5 r/min旋转棒上接受持续300秒的训练（如C57BL/
6建议初始转速 5 rpm，FVB/N小鼠需降低至 3 rpm）。
这一训练过程需重复 3轮以上，以达到所有小鼠可以

旋转棒上行走。小鼠经MPTP造模后，在 300 s内以 5 

~ 30 r/min的均匀加速的旋转棒上进行转棒试验，记录

跌落的潜伏期。即使有大量的训练，转棒实验还是有

较大的个体可变性。另外，转棒表现是否可以精确地

反映与MPTP中毒相关的实际多巴胺损失或外周毒性，

仍存在一定的争议。

4.1.3　3 步态试验 （Stepping test）
步态试验是将不透明跑道框（10×10×50cm）置于

记录纸上，跑道终点侧三分之二有不透明顶盖。将每

组小鼠两后爪用棉签涂不同颜色墨水以示区别。将小

鼠放入跑道内，对记录纸上的足迹进行分析。步距测

量至少记录小鼠开始爬行后的连续三步距离。将一只

后爪的连续两个脚印点与对侧后爪相应的一个脚印点

进行连线，形成一个三角形。测量连续的两个脚印点

间距离及对侧脚印点到该连线的垂直距离，即分别为

步长和步宽。

步距试验中，PD组小鼠均出现步宽增加、步长缩

短现象，与正常组小鼠对比差异具有统计学意义。

4.1.3　4 旷场试验（Open Field Test）
旷场试验评估动物的运动能力、焦虑水平及探索

行为。方法是利用50×50×50cm方盒作为场地，底部均

匀划分出10 cm×10cm的25个格子。小鼠在安静、光线

较暗的环境中测试，摄像机录像监控。小鼠适应环境

10分钟后，计算 5分钟内小鼠在在盒底部移动的格子

数（需三爪以上跨入格内），连续测5次取平均值。旷

场试验中，PD组小鼠均出现自由运动减少、爬越格子

数减少现象，与正常组小鼠对比差异具有统计学意义。

4.1.3　5 悬挂试验 （Wire Hang Test）
悬挂试验是一种评估小鼠运动能力和协调性的行

为学测试，通过观察小鼠在悬挂状态下的抓握能力来

评分，用于评估如PD等运动功能障碍。将C57BL小鼠

的两只前爪抓于一根水平金属线上，小鼠身体处于悬

挂状态，观察其两只后爪抓金属线情况并评分，最长

评测 1分钟。若小鼠能用双后爪抓住金属线记为 3分，

一只后爪能抓住金属线记为 2分，两只后爪均未能抓

住金属线或由金属线上掉下记为 1分。悬挂试验中，

正常对照组小鼠都能够快速上举双后爪并抓住金属线。

PD组小鼠出现躯干和四肢震颤、行动迟缓，双后爪不

能上举抓住金属线。两组小鼠悬挂试验评分差异具有

统计学意义。

4.1　4 应用范围
MPTP模型的应用包括评估非运动性PD症状和电

生理学研究。虽然大多数用MPTP造模的小鼠不出现
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持续的和进行性的运动功能障碍，MPTP可以导致小鼠

的黑质致密部（SNpc）和腹侧被盖区（VTA）超过一

半的DA神经元丢失。MPTP可以诱导增加海马和SNpc
中总的α-synuclein，磷酸化的α-synuclein以及微管蛋

白相关单位（Tau）。MPTP小鼠模型的优势之一是可以

对转基因小鼠进行研究。例如，α-synuclein和Bax在
MPTP模型中的有害作用已经用α-synuclein和Bax KO
小鼠证明。注意以下事项。

MPTP在不同种类的小鼠中表现出不同的敏感性。

小鼠中黑质多巴胺细胞损失取决于品系、年龄和性别。

C57BL小鼠对MPTP较为敏感，而CF-W小鼠、FVB/N
小鼠和BALB/c小鼠对MPTP的敏感性较C57BL小鼠稍

差，CF-1和CD-1对MPTP的敏感性最差。目前较常用

C57BL/6小鼠进行MPTP诱导PD造模。

另外该模型的损伤效果变异比较大，模型严重程

度取决于神经毒素的剂量，给药方式、以及所用的物

种和品系。与灵长类动物不同，啮齿类动物（以及不

同品系的小鼠）对MPTP毒性不太敏感，需要在几天

内多次给药来诱导神经元变性。因此，需要适当的给

药时间表。与MPTP相关的一个缺点是由于双侧病变，

小鼠模型没有健侧肢体维持生存。因此，需要更多的

努力来照顾动物的饮食，防止脱水，以减少死亡率。

MPTP 模型的显著优势在于黑质致密部（SNpc）
与纹状体展现出的对其高度的敏感性，这一特性使其

成为研究PD发病机理中线粒体复合物活性受抑等关键

环节的理想造模工具。特别地，MPTP诱导的PD动物

模型能够精确模拟出PD患者典型的运动障碍症状［36］，
为深入理解疾病表现提供了有力支持。然而，值得注

意的是，MPTP模型并非PD病理的全貌再现。它无法

完全复刻动物体内的PD病理特征，尤其是无法促使α
-synuclein聚集体的形成［37］，因此难以观察到路易小

体的生成，这在一定程度上限制了其对PD全面病理机

制的探索能力。此外，MPTP模型的构建结果深受用药

量及给药途径的影响，不同条件下差异显著［38］。在小

鼠造模过程中，不仅存在较高的死亡率，而且行为和

生化指标的可变性较大，这为实验结果的稳定性和可

靠性带来了挑战。更为复杂的是，小鼠对MPTP造成

的病理损害具有一定的自发修复能力［39］，这进一步增

加了模型解读的难度和复杂性。

4.2　药物诱导大鼠帕金森病模型
6-OHDA是一种选择性破坏儿茶酚胺能神经元的

神经毒素，它是与多巴胺和去甲肾上腺素结构相似的

化合物，经由多巴胺代谢产物的羟基化过程在体内自

然生成，并已被确认存在于人类的尾状核之中。早在

1968 年即有报道指出，向大鼠的黑质区域注射 6-
OHDA会引发黑质至纹状体通路中的多巴胺能神经元

发生顺行性变性。自那时以来，利用 6-OHDA诱导的

PD模型已成为探究该疾病神经元损失及行为改变特征

背后病理机制的最广泛应用的动物模型之一［38］。利用

6-OHDA诱导建立PD模型时，通常是单侧注射，因为

双侧注射则会导致较高死亡率［40］。这种毒素可以立体

定向注射到大鼠的纹状体、前脑中央束（MFB）或直

接注射到黑质（SNc）内，能导致大部分SNc致密部多

巴胺能神经元变性退化，随着时间的推移形成稳定的

运动缺陷。通过检查偏侧倾向性的旋转，可以较明确

评估损伤程度和治疗效果。

4.2　1 模型制作方法
6-OHDA粉剂一般 4℃存放，现用现配。配置 6-

OHDA溶液需要加入0.02% 抗坏血酸抗氧化。6-OHDA
须一次性全部配好，然后迅速分装，-80℃保存。使用

时配好的6-OHDA可以暂时4℃存放，避光保存。配好

的6-OHDA，时效一般为6小时，过时需要再配或者从

-80度冰箱中再取。

造模方法是将大鼠麻醉后固定于脑立体定位仪上。

剪开头皮后用棉签轻轻擦拭消毒颅骨表面，将前囟

（Bregma）和后囟（Lambda）点暴露。调节立体定位

仪，将前囟和后囟点的高度调节到一致。以前囟点为

原点，找到注射位点所在的坐标。AP（a）： -4.0mm；
L： 0.8 mm；V：-8.0 mm；齿杆：+3.4，用颅骨钻沿

注射坐标位点钻孔，以保证微量注射器进针时不碰到

孔壁。使用微量注射器吸取6-OHDA（避光），准确插

入注射位点，以 0.5-1ul/min的速度将 6-OHDA注射到

目标脑区，注射剂量为4.0-5.0ul。
4.2　2 分子病理

6-OHDA通过破坏黑质纹状体DA系统损伤多巴胺

能神经元来模拟PD发生。6-OHDA是一种高度可氧化

的多巴胺类似物，通过多巴胺转运蛋白（DAT）和去

甲肾上腺素再摄取转运蛋白进行转运。它通过不同的

途径发挥细胞毒性作用，主要包括产生自由基，直接

抑制呼吸链等。 这些不同的机制可能与活性氧（ROS）
的产生和细胞色素C的释放有关，所有这些最终导致

线粒体功能失调。

由于它不能穿过血脑屏障（BBB ），这种神经毒素

需被直接递送到靶区域。至少有三种 6-OHDA损伤模
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型被用于模拟PD：注射到前脑中央束、黑质致密部或

纹状体黑质纹状体通路的末端区域。因为 6-OHDA可
分别通过DAT和NET进入至多巴胺能和去甲肾上腺素

能神经元，也对去甲肾上腺素能神经元造成损伤，所

以在给予 6-OHDA的同时，给予去甲肾上腺素转运蛋

白（NET）抑制剂（如地昔帕明），能确保对多巴胺能

神经元的选择性损伤。6-OHDA注射的脑区，可以观

察到不同形式的神经元变性。如果将这种神经毒素注

射到纹状体中，注射后 3小时在纹状体中可以看到轴

突去神经样改变，导致纹状体轴突终末的损伤，随后

纹状体中的 6-OHDA导致DA神经元更进一步的退化，

SNc区域中的多巴胺能神经元丧失。这种注射会导致

逆行性神经元丢失，这也是在 PD患者中观察到的现

象。但 6-OHDA模型的缺点是不伴有α-synuclein聚集

或路易体样包涵体的形成。

4.2　3 神经行为学表现与评分
4.2.3　1 阿扑吗啡诱导转圈试验（经典旋转试验）

阿扑吗啡诱导转圈试验 （Apomorphine-Induced 
Rotation Test）是在大鼠的头部或颈部皮下注射0.1 mg•
kg⁻¹的盐酸阿扑吗啡（Apomorphine），该药物溶于含

1%的抗坏血酸的生理盐水溶液中。药物诱导PD造模

后 2-3周，注射阿扑吗啡后，将大鼠被放置在单独的

圆盆中观察记录大鼠转圈次数。该测试长期以来一直

是 6-OHDA损伤的金标准，因为旋转数据是客观的、

可靠的，并且清楚地测量了纹状体多巴胺受体的敏感

性，这是由黑质纹状体多巴胺几乎完全单侧缺失造成

的。如果30分钟内转圈的次数超过200圈 或者每分钟

内转圈的次数超过7圈，表示PD造模成功［41］。
该试验基于阿扑吗啡作为多巴胺受体激动剂的特

性，通过激活大脑中的多巴胺受体来诱导转向行为，

可以用来评估多巴胺系统的完整性和动物对药物的反

应性，从而预测药物和手术治疗效果，如深部脑刺激

（DBS）的反应性［42］。
4.2.3　2 转棒试验

转棒试验是一个由小型发动机驱动的旋转杆，用

于测试在设定速度或一定速度范围内大鼠和小鼠的运

动性能。必须训练动物以高于正常行走的速度停留在

杆上，并且当动物掉落时，压力板被激活，产生数字

读数以标记啮齿动物的最大持续时间，可以用于评估

动物的运动协调性和耐力。

大鼠进行正式转棒行为检测前需进行 5 天的训练。

具体训练过程如下。Day1：设置转棒速度为匀速10 r•

min⁻¹，训练2次，每次300秒，以使大鼠适应在转棒上

爬行。设置转棒速度为匀速 20 r•min⁻¹，训练 1次， 
300秒，以使大鼠适应速度。如果大鼠掉落，应立即放

回转棒继续训练。每次训练间隔30分钟。Day2： 设置

转棒速度为匀速20 r•min⁻¹，训练1次，匀速30 r•min⁻
¹，训练 2次，每次 300秒。Day3：设置转棒速度为匀

速 30 r•min⁻¹，训练 2次，匀速 40 r•min⁻¹，训练 1次，

每次300秒。Day4：设置转棒速度为匀加速5~30 r•min
⁻¹，训练3次，5~40 r•min⁻¹，训练1次。以使大鼠适应

变加速运动。Day5：设置转棒速度为匀加速 5~40 r•
min⁻¹，训练4次。每只大鼠使用后先清理尿液和粪便，

以 75%医用酒精擦拭转棒装置，祛除异味。

4.2.3　3 旷场试验
旷场试验 （Open Field Test） 是利用 100cm×

100cm×50cm方盒作为场地，底部均匀划分出 50 cm×
50cm的 4个格子。大鼠在安静、光线较暗的环境中测

试，摄像机录像监控。大鼠适应环境10分钟后，计算

5分钟内大鼠在在盒底部移动的轨迹数，连续测5次取

平均值。旷场试验中，PD组大鼠均出现自由运动减

少、轨迹数减少现象。

4.2.3　4 步态试验
可以测试单侧 6-OHDA损伤的大鼠使用前肢的能

力。研究者从尾巴根部固定大鼠，使其后肢和一只前

爪离开桌面，并由研究者保持稳定。然后动物在桌子

表面移动，这样动物必须用剩下的前爪支撑重量。计

算承重前爪调整的步数。每只前爪有五次试验。每个

调整步骤被定义为正手步骤，即爪子朝向躯干的运动，

以补偿身体向外的横向运动，或者反手步骤，即爪子

远离躯干的运动，以补偿身体向内的中间运动。也可

以将前爪以预定速度放在跑步机上进行测试，以评估

步态参数，如步长、步宽、支撑相、摆动相等。该测

试是单侧多巴胺丢失的可靠指标。

4.2.3　5 前肢放置试验
前肢放置试验（Forelimb Placement Test）对感觉

刺激的运动反应需要背侧纹状体完整的多巴胺能神经

支配。在该试验中，触须的感觉刺激激活了单侧 6-
OHDA损伤大鼠的运动反应。测试前，研究人员手握

大鼠躯干、使其前肢自由悬空。操作方法为手握大鼠

在桌子旁边的空间中上下移动，使其一侧脸颊的触须

刷在桌子边缘，以触发放置反应。正常情况下，同侧

前肢会响应感官刺激（触须刺激）伸展到桌面。对大

鼠进行10次试验。单侧多巴胺缺失的动物不会将爪子
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“放置”在受损伤影响的一侧，而未受损的爪子会可靠

地“放置”到桌面上。

阿扑吗啡转向行为试验 （Apomorphine-Induced 
Rotation Test）是在大鼠的颈部皮下注射 0.1 mg•kg⁻¹的
盐酸阿扑吗啡（Sigma-Aldrich），该药物溶于 1%的抗

坏血酸和0.9%的氯化钠溶液中。注射后不久，大鼠被

放置在单独的圆盆中。注射后5分钟，使用ANY-maze
软件记录并追踪它们的旋转行为，持续15分钟。通过

从对侧旋转次数中减去同侧旋转次数来计算净旋转次

数。只有每分钟显示超过四次净旋转的大鼠才被纳入

研究进行进一步分析。

4.2　4 应用范围
虽然 6-OHDA在不同的动物如猴、小鼠、狗和猫

中表现出敏感性，但它更常用于某些种类的大鼠。6-
OHDA模型主要用于药物筛选和干细胞移植治疗等研

究。如果将 6-OHDA双侧注射到纹状体中，可能导致

动物严重丧失运动能力，口渴和饥饿而死亡。因此，

6-OHDA主要用于单侧损伤PD模型的制作。

6-OHDA模型的显著优势在于其高度的选择性，

能够特异性地毁损黑质中的多巴胺能神经元，而对其

他类型神经元的影响甚微，这一特性使其成为评估PD
治疗药物效果的有效工具。然而，该模型亦存在局限

性，主要在于6-OHDA诱导的PD动物所展现的主要运

动障碍为偏侧旋转，这未能全面复现PD患者的典型临

床症状，诸如静止性震颤、运动迟缓、肌肉强直及四

肢拘紧等。此外，作为一种急性损伤模型，6-OHDA
模型的造模周期较短，无法体现人类 PD病情渐进发

展、病程绵长的特点［43］。

5　转基因小鼠帕金森病模型

5.1　α-synuclein 转基因小鼠 PD 模型
5.1.1 造模机制

SNCA基因是首个发现与家族性PD发病相关的基

因，编码 α -synuclein 蛋白。近 20 年的研究表明 α
-synuclein异常聚集形成斑块（路易小体），从而影响

神经元和脑组织的正常功能，是 PDPD的主要病理特

征。SNCA的基因突变（A53T、A30P、E46K）或水平

增加（三倍或重复）导致 α-synuclein聚集和原纤维

化，研究发现α-synuclein异常同时影响线粒体功能，

导致蛋白酶体及溶酶体损伤，高尔基体运输功能损

伤［44］。简要制作方法是将人的 SNCA的 cDNA克隆到

小鼠 Thy-1启动子下游，注射到 C57Bl6/DBA2小鼠胚

胎，产生过表达SNCA的转基因小鼠［45］。
5.1　2 模型特点

小鼠α-synuclein过表达的表型结果取决于驱动转

基因表达的启动子，常见的转基因动物模型包括 α
-synuclein 、Thy1、PrP （WT、A53T、A30P）转基因

小鼠等［44， 46］。该模型小鼠黑质纹状体系统的功能表

现异常，可观察到α-synuclein的异常聚集及路易小体

的形成，但黑质、纹状体区多巴胺能神经元损伤的结

论尚有争议。该类模型仅能部分反映PD患者病理变化

和表型特征。

5.1　3 模型评估与应用
本类模型通常呈现出运动功能障碍。通常采用开

放旷场、转棒、步态、游泳、平衡木、爬杆等实验评

估PD小鼠的运动功能，同时，本类模型小鼠还存在嗅

觉和消化功能障碍，昼夜节律紊乱等症状。该模型可

应用于研究家族性α-synuclein突变所致 PD的发病机

制、α-synuclein功能及针对α-synuclein突变的临床前

PD药物筛选。

5.2　LRRK2 转基因小鼠 PD 模型
5.2.1 造模机制

LRRK2 基因突变与 PD 发病密切相关，常见的

LRRK2基因突变包括G2019S和R1441C/G。 LRRK2能
够参与囊泡运输和细胞骨架动态调控，调节线粒体功

能，调控神经元轴突生长，LRRK2基因突变引起磷酸

化加强，促进 α -synuclein 及 Tau 蛋白的磷酸化和

聚集［53］。
5.2　2 模型特点

LRRK2基因突变R1441G，G2019S转基因小鼠模

型可见α-synuclein聚集，纹状体DA含量降低，但黑

质致密部（SNpc）多巴胺能神经元数量正常，轴突有

损伤，未见其他神经元的退行性病变［54， 55］。LRRK2
基因突变R1441C转基因小鼠可见黑质多巴胺能神经元

数量显著减少，DA释放减少［56］。该类模型仅能部分

反映PD患者病理变化和表型特征。

5.2　3 模型评估与应用
LRRK2基因突变小鼠模型呈现年龄依赖性的运动

功能障碍，常采用旷场、转棒、步态、游泳、平衡木、

爬杆等实验评估PD小鼠的运动功能，同时观察小鼠非

运动功能（如胃肠功能障碍）的变化。该类模型可应

用于研究家族性 LRRK2 突变导致 PD 的发病机制，

LRRK2基因同 α-synuclein的交互作用，和临床前 PD
药物筛选。
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5.3　Parkin 基因敲除小鼠 PD 模型
5.3.1造模机制

Parkin是最常见的常染色体隐性遗传基因之一。

于 1977年在常染色体隐性遗传青少年型 PD患者中被

发现，该基因有 12个外显子，全长约 1.5 Mb，编码

465个氨基酸，与早期PD相关，有研究显示，散发性

PD尤其是 EOPD患者的 Parkin基因突变率高达 6.3%~
18%［57， 58］。Parkin基因编码一种被称为泛素的蛋白

质，此蛋白具有E3泛素连接酶的功能，并将其连接到

靶标蛋白质上，引起靶标蛋白降解［29］。Parkin在细胞

质中因自身抑制机制处于非活跃状态，但在线粒体损

伤或细胞应激反应等触发因素作用下，细胞质中的

Parkin被激活并募集到线粒体外膜上，通过磷酸酶及

张力蛋白同源物诱导的蛋白激酶1（PINK1） /Parkin 信
号通路启动线粒体自噬的过程，在PD的氧化应激、线

粒体损伤及蛋白酶体功能紊乱中起重要作用［59］，
Parkin基因敲除可导致受损线粒体清除障碍，这可能

是引发 PD的病理基础［60］。此外，Parkin可通过泛素

化和靶向NLRP3进行蛋白酶体降解来抑制炎性体的启

动。若 Parkin 突变活性丧失，可引起泛素化底物

ZNF746/PARIS积累，从而产生线粒体来源的活性氧自

由基（mitoROS），促进活性NLRP3炎性体复合物的组

装，导致神经毒性底物积聚，损害泛素依赖性的信号

转导，最终导致线粒体功能障碍和神经退行性变［61］。
有研究表明，Parkin基因敲除鼠会出现线粒体功能紊

乱和氧化损伤［62］。
5.3　2 模型特点

Parkin基因敲除小鼠主要表现为线粒体功能障碍，

包括线粒体膜电位降低和线粒体形态异常［60， 63］，
Parkin敲除的小鼠模型无法完全模拟PD患者脑中的多

巴胺能神经元丢失及病理性α-synuclein蛋白聚集的病

理特征［64］，且此小鼠模型在年龄较低时并未出现明显

的多巴胺能神经元损失，虽然随着年龄的增长可能会

出现多巴胺能神经元退行性变化［43］，但是其进程与临

床PD患者脑中神经细胞退变死亡的变化并不一致［64］。
此外，Parkin基因敲除小鼠会出现一定程度的运动功

能障碍，但通常较轻，可能需要更敏感的方法来

检测［65］。
5.3　3 模型评估与应用

此种模型小鼠在行为学和神经病理学方面的症状

通常比较轻微，故应选取更有特异性的方法进行评

价［66］。据文献报道，Parkin基因敲除小鼠的行为测试

和神经病理学评估结果大多无明显异常。神经行为学

测试包括：旷场测试评估一般运动和趋触性；转棒测

试评估运动协调和平衡；握力测试评估前肢力量；足

迹模式分析识别步态缺陷；以及埋藏食物和粪便计数

以识别前驱症状。Parkin基因敲除小鼠的步幅比野生

型长，表明Parkin基因敲除小鼠的运动功能可能有一

定程度的轻微障碍［66］。在神经病理学方面，Parkin基
因敲除小鼠黑质致密部（SNpc）的多巴胺能神经元的

表 2　过表达不同片段和突变 α-synuclein 的小鼠转基因 PD 模型特点
Table 2　The characteristics of the transgenic mouse PD models to express different fragments of the α-synuclein gene

α-突触核蛋白
α-synuclein

片断（1-130）[47]

A30P+A53T[48]

A53T[49]

野生型（SCNA-OVX 
line）[50, 51]

野生型[52]

启动子
Promoter

Rat TH

Rat TH

Prnp

SCNA
（BAC）

SCNA
（BAC）

物种
Species

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus norvegi‐
cus

多巴胺能
神经 d 丢

失（%）
Loss of 

dopamine 
neurons

～50

～50

～40

～30

～40

α-synuclein 的病理表型
Pathlogical Phenotype of

SCNA

细胞质内 α-synuclein 聚集
（pS129 和泛素阴性）

α-synuclein 阳性包涵体

细胞质内 α-synuclein 聚集

细胞质内 α-synuclein 聚集
（可溶，pS129 阴性）

α-synuclein 阳性包涵体

运动表现
Motor symptoms

自发运动减少

自发运动减少

自发运动、在棒时间和步幅减
少

在棒时间和前爪步幅长度降
低

自发活动和直立活动减少

非运动表型
Non-motor 
symptoms

NA

NA

NA

粪便重量增
加

嗅觉障碍

注：说明：SCNA，α-突触核蛋白基因；NA，未发现
SNCA， alpha synuclein； NA， not found
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形态或数量没有明显变化［66］。鉴于此种模型小鼠随着

年龄的增长可能会出现多巴胺能神经元退行性变化，

应考虑选用适当年龄的动物［43］。此外，Parkin基因敲

除小鼠模型在模拟PD患者脑中多巴胺能神经元丢失及

病理性α-synuclein蛋白聚集的重要病理特征方面存在

局限性，模型通常显示出轻微变化甚至没有表型。一

些研究表明，Parkin基因敲除小鼠可能在某些特定条

件下表现出敏感性，例如对纹状体多巴胺释放和突触

可塑性的影响，以及对系统性 MPTP 处理的易感性

增加［67］。
虽然 Parkin基因敲除小鼠模型没有完全复制人类

PD的主要病理特征，但是此模型在研究线粒体自噬在

PD发病过程中的机制方面具有一定优势［59， 60］。有研

究通过Western blot等技术检测Parkin蛋白的表达缺失

以及线粒体自噬相关蛋白的变化，结果表明，与野生

型比较，Parkin敲除小鼠的黑质、纹状体部位P62蛋白

水平显著增加，P62（也称为 SQSTM1）是一个与自噬

和蛋白聚集体形成相关的蛋白，能够与泛素化蛋白结

合，并在 Parkin的作用下被降解。这表明 Parkin的缺

失影响了P62的正常降解过程，可能与Parkin在线粒体

自噬中的作用有关［68］。
综上所述，Parkin基因敲除小鼠模型有助于深入

了解线粒体自噬导致PD的发病机制，在评估PD的病

理机制和潜在治疗方法方面具有一定的应用价值，但

此模型并没有完全复制人类PD的主要病理特征，因此

在研究中需要根据具体情况设计实验，并谨慎解释模

型所得结果。

5.3　4 分子病理机制
Parkin基因敲除小鼠模型的分子机制涉及多个方

面，主要包括以下几点：线粒体自噬功能障碍：Parkin
是一种E3泛素连接酶，其主要功能之一是促进损伤线

粒体的自噬清除。由于Parkin的缺失，这一过程受到

阻碍，导致损伤线粒体的累积，这可能是导致神经退

行性变化的关键因素之一［60］。氧化应激增加：Parkin
基因敲除可能导致细胞内氧化应激的增加。由于

Parkin在线粒体稳态调控中的作用，其缺失可能导致

线粒体产生的活性氧（ROS）增加，从而对细胞造成

损伤［69］。炎症反应：有研究表明，Parkin和PINK1可
以减缓 STING诱导的炎症反应，这表明 Parkin不仅在

线粒体自噬中发挥作用，还可能参与调节神经炎症反

应，这是PD病理过程中的重要方面［70］。突触功能异

常：在 Parkin 基因敲除小鼠中，突触结合蛋白 11

（Syt11）可能作为Parkin的底物，其异常积累可能影响

多巴胺能神经元的突触功能，包括突触囊泡循环和多

巴胺的分泌，从而促进PD的病理进程［71］。神经保护

作用的缺失：Parkin在正常情况下具有神经保护作用，

能够清除受损的线粒体，防止细胞死亡。在Parkin基
因敲除小鼠中，这种保护作用的缺失可能导致神经元

对各种应激因素更加敏感，从而加速神经退行性变化

的过程［60］。
5.3　5 应用范围

Parkin基因敲除小鼠模型在评估PD的病理机制和

潜在治疗方法方面具有一定的应用价值，尤其在用于

研究线粒体功能的调控和研究Parkin蛋白在线粒体自

噬和细胞保护方面具有独特作用［59， 60］。虽然有报道

表明Parkin基因敲除小鼠模型在复制人类PD的主要病

理特征方面不如Parkin基因敲除的非人灵长类动物模

型［64］，但是因其成本相对较低，此模型在研究线粒体

自噬在PD发病机制和药物治疗方面具有一定优势。

5.4　DJ-1 基因敲除小鼠 PD 模型
5.4.1造模机制

DJ-1基因突变是常染色体隐性遗传性早发型 PD
（autosomal recessive early-onset parkinsonism， AREP）
发病的常见原因之一。DJ-1缺乏是家族性 PD的遗传

致病因素［72］，可能增加 α-synuclein聚集和引起线粒

体异常［73， 74］。此外，DJ-1参与包括氧化应激与细胞

转化在内的多种细胞过程［75］，其功能缺失可导致抗氧

化能力下降，增加了氧化应激对神经元的损伤。有研

究表明，DJ-1敲除小鼠的内侧前额叶皮层中谷胱甘肽

（GSH）水平和GSH/谷氨酸（Glu）比率显著增加［76］。
DJ-1的失活使神经元更容易受到氧化应激和细胞死亡

的影响［77］。DJ-1作为非典型的过氧化物酶，通过氧

化半胱氨酸-106清除过氧化氢。DJ-1突变与常染色体

隐性遗传性PD相关［74］。此外，也有研究表明，DJ-1
可以通过稳定转录因子 Sox9来调节星形胶质细胞的增

生，在受伤的大脑中，缺乏DJ-1会导致星型胶质细胞

功能缺陷，从而延迟胶质细胞对大脑的修复作［42］。通

过靶向敲除DJ-1外显子2和外显子3可构建DJ-1基因

敲除（KO）小鼠PD模型［78， 79］。
5.4　2 模型特点

DJ-1基因敲除小鼠模型，在遗传背景特异性、作

用机制及动物的行为表现方面具有以下特点：DJ-1基
因突变是常染色体隐性遗传早发型 PD发病的常见原

因，该模型特别适合研究遗传因素在PD中的作用［76］。
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DJ-1蛋白参与调节线粒体功能，包括抗氧化应激、抗

细胞凋亡以及引发自噬等。DJ-1基因敲除小鼠表现出

线粒体功能障碍，如线粒体复合物 I活性降低、线粒体

膜电位降低，以及线粒体片段化和线粒体自噬［80］。此

模型小鼠中，黑质部分的多巴胺能神经元反映出的氧

化应激损伤有明显增强［81］。此外，DJ-1基因敲除可

能影响神经炎症反应，有研究表明DJ-1可增强星形胶

质细胞的抗炎功能，其功能障碍导致PD发展中过度的

炎症反应，因此DJ-1基因敲除小鼠模型可以用于研究

PD中的炎症过程［82］。在早期 DJ-1基因敲除的小鼠

中，其自发运功功能（旷场实验）并未发现有明显的

异常，但在任务态依赖性运动中表现出显著的缺陷，

这提示 PD患者的任务依赖运动障碍的发生可能早于

PD经典运动障碍［83］。
5.4　3 模型评估与应用

DJ-1基因敲除小鼠模型在 PD研究中的作用主要

体现在氧化应激、线粒体功能障碍、神经化学改变、

自噬功能异常、运动功能障碍以及信号通路调节方面。

DJ-1基因敲除小鼠表现出对氧化应激的敏感性增加，

特别是在黑质多巴胺能神经元中，表现出明显的氧化

应激损伤增强。DJ-1的缺失减弱了细胞的抗氧化能

力，增加了氧化应激对神经元的损伤［80］。此外，DJ-1
基因敲除小鼠还表现出线粒体功能障碍，包括线粒体

复合物 I活性降低和线粒体膜电位降低，DJ-1基因敲

除小鼠细胞中还曾观察到断裂的线粒体［80］。在神经化

学方面，通过体内磁共振波谱（1H-MRS）和基质辅

助激光解吸/电离质谱成像（MALDI-MSI）的互补半定

量分析，发现DJ-1基因敲除小鼠的内侧前额叶皮层

（mPFC）中的谷胱甘肽（GSH）水平和 GSH/谷氨酸

（Glu）比率显著增加，可能呈现出一种星形胶质细胞

补偿机制，以响应由DJ-1功能丧失引起的局部氧化应

激升高［76］。此外，DJ-1可作为自噬调节因子参与自

噬过程，在DJ-1基因敲除的 PD动物模型中，分子伴

侣介导的自噬作用受到抑制，从而加重α-synuclein聚
集引发PD［84， 85］。总之，DJ-1基因敲除小鼠模型为研

究PD的病理机制、评估治疗方法以及探索新的治疗靶

点和开发新的治疗方法提供了重要的实验工具。

5.4　4 分子病理
DJ-1基因敲除小鼠模型产生 PD的分子病理主要

包括以下几个方面。氧化应激损伤增加：DJ-1基因敲

除小鼠中，黑质部分的多巴胺能神经元表现出明显的

氧化应激损伤增强。DJ-1蛋白的缺失导致细胞内氧化

还原稳态失衡，活性氧（ROS）大量累积，引发氧化

应激，破坏线粒体稳态，ROS继续累积，ATP合成减

少，进一步增加了对线粒体和细胞中蛋白质、脂质以

及核酸的损伤。线粒体功能障碍：DJ-1基因敲除导致

小鼠细胞的线粒体形态和功能均受影响，包括呼吸链

受损、线粒体内ROS增加、线粒体膜电位降低及线粒

体形态改变，并且溶酶体活性也下降，缺陷的线粒体

自噬减少、聚集增多［80］。自噬功能受损：在DJ-1基
因敲除的PD动物模型中，分子伴侣介导的自噬作用受

到抑制，从而加重α-synuclein聚集。DJ-1作为自噬调

节因子与自噬机制相互作用，DJ-1的缺导致自噬受体

蛋白p62和细胞自噬蛋白LC3的自噬依赖性降解受损，

降低了小胶质细胞对α-synuclein的吞噬作用。信号通

路调节：DJ-1蛋白的缺失可导致PI3K/Akt信号通路的

损伤和氧化应激的产生。这条信号通路的损伤与多巴

胺能神经元的退行性变化密切相关［84］。抗氧化基因调

控：DJ-1可调控多种抗氧化基因表达，从而增强细胞

抗氧化能力。DJ-1基因敲除可能影响这些基因的表

达，进而影响多巴胺能神经元对氧化应激的抵抗

力［86］。神经炎症：DJ-1基因敲除小鼠模型中，小胶

质细胞诱导的对多巴胺能神经元的毒性增加，并损害

了自噬受体蛋白p62和细胞自噬蛋白LC3的自噬依赖性

降解，降低了小胶质细胞对α-synuclein的吞噬作用，

从而加剧神经炎症［82］。
5.4　5 应用范围

由于DJ-1基因敲除小鼠模型可反映 PD在氧化应

激、线粒体功能障碍、自噬功能受损、信号通路调节

以及神经炎症相关的分子病理机制，故此种模型适用

于研究氧化应激及线粒体自噬在PD发病过程中的作用

机制。此外，由于DJ-1基因敲除与神经炎症的发生有

关，因此DJ-1基因敲除小鼠模型也适于研究炎症与

PD发病的关系。

6　转基因大鼠帕金森病模型

与小鼠相比，大鼠的神经系统与人类更相似，大

脑更发达，脑容量、表面积均比小鼠大。大鼠的智力

更高，对新环境易适应，有探索性，易训练，对惩罚

和暗示敏感等的特性，这些特性使得大鼠被更广泛地

用于行为学研究和高级神经活动的研究。

6.1　模型制作
6.1.1 过表达α-synuclein 的大鼠PD转基因模型

采 用 重 组 腺 相 关 病 毒 （Recombinant Adeno-
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Associated Viral，rAAV）作为基因α-synuclein表达的

载体。为了将 rAAV 注射到大鼠的黑质区，需要引入

脑立体定位技术。本实验中利用脑立体定位技术注射

表达表达α-synuclein的的 rAAV病毒颗粒到小鼠大脑黑质。

简要方法：将脑立体定位仪三维坐标臂上的定位

针移动到前囟的位置，以此为原点，将定位针移动到

颅骨上所需的位置：前囟，-5.3mm；中线+2.2mm；颅

平面：-7.7mm。使用灭菌 PBS将表达表达 α-synuclein的的

rAAV 病毒原液稀释成 1×1013gc/m L，用带有外径为

0.2mm 注射针的 10μL Hamilton 微量注射器吸取 4.5μL 
病毒稀释液，设置微量注射泵，参数为流速 1μL/min，
注射总时间4min，这样 rAAV 总注射量为4×1010gc。将

注射器固定在微量注射泵上，再将注射泵固定在三维

定位臂上，移动定位臂使注射器针头尖端移至定位孔

处。缓慢地旋转手轮使定位针伸入到黑质区，深度为

7.7mm，启动注射泵，开始注射。注射完成后，将注

射针留在脑内 3min，以使病毒液充分扩散，然后缓慢

地将注射器针头退出鼠脑。

6.1　2 α-synuclein A53T 突变基因转基因大鼠
将人类α-syn A53T突变基因插入到脑组织特异启

动子 PDGF的下游，构建α-syn A53T表达载体。用显

微注射法将线性化的转基因载体注射到SD大鼠的受精

卵中［87］，用Wistar大鼠作假孕受体，制备转基因大

鼠。6.2 分子病理分子病理

α-synuclein是一种位于突触前末梢的蛋白，生理

条件下调节突触血管的再生和重塑。该基因的两种错

义突变（ A53T、A30P）与家族性PD密切相关，突变

的α-synuclein可促进自身寡聚物的形成，增加其神经

毒性，是 PD特征性病变路易小体（ Lewy body，LB）
的主要成分［85］。
6.3　行为学表现与评分

6.3.1 阿扑吗啡诱导大鼠转圈行为测试

当大鼠脑内出现DA含量降低的现象之后，在对应

脑区的DA 受体就会代偿性的出现超敏的现象。当注

射了DA 受体激动剂，如阿扑吗啡后，DA 释放增加，

由于受损侧的脑区DA 受体超敏，导致其表现的功能

强于健侧，大鼠出现向健侧转圈的现象。

按0.5mg/mL 的浓度用生理盐水配制阿扑吗啡，称

取体重后，按 0.5mg•kg⁻¹ 的量对大鼠进行腹腔注射，

注射完成后将其放入一个新的鼠笼中，进行拍摄或者

直接计数其向健侧转圈次数。时间为 30 min，若大鼠

旋转速度＞7r/min 或＞210r/30min，则视为成功 PD

模型［88］。
6.3　2 转棒实验

每只模型大鼠在行为测试前要训练5 min，使其能

够在大小鼠疲劳转棒仪的转轴上停留，随后休息 30 
min开始实验。将转棒速度调为20r /min。以180s作为

实验终止时间。每只大鼠测试 3次，记录其在转棒上

停留的时间，取平均值作为该实验鼠的行为测试结果。

除去转圈实验，转棒实验等常规PD模型行为检测

方法外，常用的还有旷场试验、跑台测试、圆柱体试

验（前肢不对称试验）和阶梯行走试验等［89］。
6.3　3 步态试验

可以测试单侧 6-OHDA损伤的大鼠使用前肢的能

力。研究者从尾巴根部固定大鼠，使其后肢和一只前

爪离开桌面，并由研究者保持稳定。然后动物在桌子

表面移动，这样动物必须用剩下的前爪支撑重量。计

算承重前爪调整的步数。每只前爪有五次试验。每个

调整步骤被定义为正手步骤，即爪子朝向躯干的运动，

以补偿身体向外的横向运动，或者反手步骤，即爪子

远离躯干的运动，以补偿身体向内的中间运动。6.4 应应

用范围用范围

对于PD 的动物模型来说，可以分为基于神经毒素

的模型和遗传学模型，前者大多都是对脑内多巴胺系

统造成急性损伤，使多巴胺能神经元凋亡，从而产生

类似PD 的症状，但是由于PD 是一种逐渐发生的神经

系统疾病，这种急性损伤的模型在很多方面存在着缺

陷，所以近年来基于遗传学手段建立的PD 模型得到了

广泛应用，它能一定程度上实现疾病缓慢发生的过程，

其产生的行为学、生理

学及生化指标的改变更加贴近PD 的发病过程。根

据以上PD模型描述，将几种

常用PD大小鼠动物模型比较分析总结见表3。
7　药物诱导非人灵长类 PD 模型及应用

7.1　非人灵长类模型制作方法
建立具有长期运动行为学改变的灵长类动物模型，

用于研究神经保护性药物的研究。利用不同运动变化

评估方法探讨MPTP诱导的猴帕金森病模型运动行为

学的长期动态变化。MPTP诱导建立的非人灵长类猴

PD模型具有典型代表性［90］。
一般选择健康的非人灵长类进行模型建立。MPTP

毒性作用存在物种差异，不同给药方法和给药时间会

表现出不同的行为、病理特征［38］。非人灵长类模型按
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发病急缓和进展快慢分为急性PD模型与慢性PD模型；

按损伤模式不同分为偏侧PD模型和双侧PD模型。而

慢性双侧PD模型在疾病进展、生理生化方面都与人类

PD进展具有相似性，是研究 PD最有价值的模型［91］。
目前非人灵长类MPTP给药方式有皮下、肌肉、静脉、

颈内动脉注射和脑室给药［42］。同时研究表明，非人灵

长类接受相同程序的MPTP注射，因个体差异性而表

现出不同程度临床症状，即临床症状呈阶梯式非同步

发展［92］。因此，建立慢性非人灵长类PD模型，采用

小剂量、长期进程性MPTP给药方案。且随着给药周

期延长，非人灵长类动物个体差异性逐渐表现出来，

再根据个体差异性量身制定MPTP给药方案［93］。对于

不同PD猴模型如恒河猴，食蟹猴，狨猴的特点如表 4
所示。

7.1　1 恒河猴
一般采用肌肉注射 0.2～0.5 mg•kg⁻¹，1 次/周，持

续 21周左右或 2次/周，持续 15周左右［94］。老年猴通

常比青年猴更易感，但老年猴肌肉注射制备模型时模

型猴病情变化不可控［95］。研究表明，在静脉注射

MPTP的方案中，恒河猴虽能保持相对稳定的症状，但

仍然不能模拟PD慢性发生的过程。采用肌注+静脉注

射给予 MPTP 的青年恒河猴呈现了稳定的运动和非运

动症状［96］。
7.1　2 食蟹猴

食蟹猴注射方案同恒河猴注射方案相似，虽然食

蟹猴和恒河猴同属于猕猴，但是食蟹猴对 MPTP 的敏

感性更强［92］。
7.1　3 狨猴

连续3天进行MPTP皮下注射给药，每天的剂量分

别为 2mg•kg⁻¹、2mg•kg⁻¹和 1 mg•kg⁻¹， 总积累剂量为

5 mg•kg⁻¹［97］。
7.2　分子病理

20世纪 80年代中期研究者发现化合物MPTP转变

为毒性物质后可以透过血－脑屏障，然后被多巴胺能

神经元胞体摄取，聚集于线粒体后抑制呼吸链ATP合
成，导致氧化应激损伤，进而引发多巴胺能神经细胞

凋亡。MPTP是目前公认的可导致模拟人类PD症状的

神经毒性的物质［98］。
7.3　模型评估

非人灵长类动物常见的帕金森临床表现和体征以

运动迟缓、姿势步态异常、肌肉僵直、震颤等运动症

状为主，同时伴有睡眠障碍、认知缺失等多种非运动

症状［99］。目前以视频录像为媒介，运用多项测试包

括：Kulran临床评分、上肢精细运动分析、认知记忆

表 3　几种常用 PD 大小鼠动物模型特点比较
Table 3　Comparison of Characteristics of Several Commonly Used PD Mouse and Rat Animal Models

模型类型
Model type

6-OHDA 大鼠 PD 模型 6-
OHDA rat PD model

MPTP 小鼠 PD 模型
MPTP mouse PD model

SCNA 转基因大鼠 PD 模型
SCNA transgenic rat PD 

model

Parkin 基因敲除小鼠 PD 模
型

Parkin gene knockout 
mouse PD model

建模
时间 Modeling 

time

注射后 1-3 周内
模型稳定

注射后 1-2 周
内模型稳定

过表达野生型
或突变 SCNA

基因

敲除 Parkin 基
因

损伤部位
sites of injury

黑 质 致 密 部 、纹 状
体

黑 质 致 密 部 、纹 状
体

根据转基因类型而
定 ，可 影 响 多 个 脑
区

根据转基因类型而
定 ，可 能 影 响 多 个
脑区

路易
小体  
Lewy 
body

否

否

是

否

成模检测
时间 De‐

tection 
time

2-4 周

2-4 周

出生后数
周至数月

出生后数
周

运动行为测试方
法 Motor be‐
havior testing

旷场，转圈，转
棒，步态运动明

显减少

旷场，转棒，爬
杆，步态运动明

显减少

旷场，转棒，步态
运动减少

旷场，爬杆，步态
运动减少

可重复性 Repeatability

高（旋转行为与神经元损伤
程 度 高 度 一 致 ，成 功 率 >
90%）

中（行为学测试结果可能存
在个体差异）

高（转基因技术可重复性强）

高（转基因技术可重复性强）

适用范围
Scope of 

intervention 
application
DBS、药物、
干细胞治疗

干预
DBS、药物、
干细胞治疗

干预

基因治疗、药
物干预

基因治疗、药
物干预

注：6-OHDA，6-羟基多巴胺；MPTP，1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶；SCNA，α-突触核蛋白基因；Parkin，E3 泛素-蛋白连接酶；PD，帕金森病
6-OHDA， 6-Hydroxydopamine hydrobromide； MPTP， 1-Methyl-4-phenyl- 1，2，3，6-tetrahydropyridine； SNCA， alpha synuclein ； Parkin， 
parkin RBR E3 ubiquitinprotein ligase； PD， Parkinson’s disease
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功能分析和总体运动活动监测，影像学数据分析、肌

电图检测等，研究MPTP诱导的非人灵长类PD模型运

动行为学的长期动态变化及评估MPTP诱导的非人灵

长类 PD模型的稳定性、运功功能缺陷和非运功功能

缺陷［93］。
7.3　1 临床症状动态评价

每日观察记录非人灵长类PD样行为改变。将动物

转移至行为观察笼，分别于MPTP注射前（基线），注

射后 3、6个月及 1、3、6年于清醒状态下进行行为录

像 1 h，通过结合Kulran［100］非人灵长类动物 PD模型

临床评分量表对录像中表现出的临床症状进行双盲评

分。评分内容包括：面部表情（0~3分）、静止性震颤

（0~3分）、动作性或意向性震颤（0~3分）、姿势（0~2
分）、步态（0~3分）、运动徐缓（全身）（0~4分）、平

衡与协调（0~3分）、总体运动技能（上肢）（0~3分）、
总体运动技能（下肢）（0~3分）、防御反应（0~2分）。
最小分值为0分，即正常行为为0分。当模型猴出现典

型PD样症状且行为学评分量表评价的积分8分时，则

可确定模型成功建立。总分最高为 29 分，即最为

严重。

7.3　2 上肢精细运动评价
上肢精细运动能评估PD模型猴左右手的精细运动

和灵活性。目前实验使用最多的评估方法是孔板取食

和Brinkman取食。一般操作过程需区分模型猴的左右

手，在规定的时间内进行规定次数的取食测试，并录

像记录被测试猴子取食数量和取食时间等，从而在一

定程度上评估出实验猴在 PD相关运动症状上的严重

程度［93］。
7.3　3 全身运动总量分析

大量临床研究报道指出，在 PD病程进展中，PD
患者除运动活动量减少外还伴随的日间嗜睡以及失眠

等睡眠障碍。而非人灵长类动物具有和人类相似的睡

眠节律。可通过动物颈圈佩戴身体活动监测仪，对受

试动物于饲养笼中每日运动活动总量进行分析［101］。
还可使用 PrimateScan灵长类智能精细行为分析系统，

对动物的各项运动进行记录分析［91］。
7.3　4 认知记忆功能测试

临床上PD患者认知记忆功能障碍较为常见。目前

非人灵长类通过一些检索任务、视觉任务、延迟反应

任务等来衡量模型猴的执行力、变通力、积极能动性

等从而评估其认知、记忆功能是否存在障碍［102］。
7.3　5 非人灵长类帕金森模型中行为学相关其他
指标

研究表明，非人灵长类PD模型评估通过行为学分

析结合影像学检查以及生物标志物检测，可以对PD有
较高的诊断性和预测价值。而病理学检测则可以在组

织学层面对PD的一些指标进行检测，能够对于疾病进

程进行更准确的预测，同时可以帮助挖掘一些非运动

症状背后的病理机制［76， 103］。
7.4　应用范围

MPTP诱导非人灵长类PD猴模型可导致不可逆的

纹状体损害，引发持久的精细运动受损，产生运动功

表 4　恒河猴，食蟹猴，狨猴 PD 模型的主要特点
Table 4　Main characteristics of PD models in rhesus monkeys, crab eating monkeys, and marmosets

特性 Charac‐
teristic

MPTP 敏感性
（ED50 值）

MPTP sensi‐
tivity (ED50 

value)
行为学表型差异

Behavioral 
phenotype dif‐

ferences
成本评估

Cost assess‐
ment

恒河猴
Rhesus monkey

恒河猴对 MPTP 的敏感性存在个体差异。一
般肌肉注射 MPTP 的剂量从 0.2 mg/kg 开始，
逐渐增加至 0.5 mg/kg1 3

会出现静止性震颤、姿势/意向性震颤、运动迟
缓、步态不稳、面部表情减少、姿势僵硬等典
型症状，还可能伴有嗜睡、打哈欠、便秘、生活
自理能力下降、发声减少等非典型症状 1

恒河猴体型较大，饲养成本较高，且由于其对
MPTP 的敏感性存在个体差异，建模过程可能
需要更多的时间和精力来调整剂量

食蟹猴
Cynomolgus monkey

食蟹猴对 MPTP 的敏感性也存在个体差异，且
中老年食蟹猴对 MPTP 的敏感性更高。颈内
动脉注射 2-3 mg MPTP 后辅以静脉注射（≤
0.4 mg/kg）2 3

会出现明显的帕金森病症状，如运动迟缓、震
颤等，且症状的严重程度和进展速度因个体
而异

食蟹猴体型相对较小，饲养成本略低于恒河
猴，但其对 MPTP 的敏感性也存在个体差异，
建模过程中需要根据个体情况进行调整

狨猴
Marmoset

狨猴对 MPTP 的敏感性相对较低，
通常需要更高的剂量（如 0.5 mg/
kg/周，连续 5 周）才能诱导出帕金
森病症状 3

会出现运动迟缓、震颤等症状，但
症状的严重程度相对较低

狨猴体型最小，饲养成本相对较
低，但需要更高的剂量才能诱导出
症状，可能会增加药物成本

注：MPTP，1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶；ED50，半数有效量
MPTP， 1-Methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine； ED50， median effective dose
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能障碍如震颤，肢体僵硬，行动缓慢等，可作为PD模
型动物的长期动态和治疗评价研究，为神经细胞修复、

细胞移植等提供重要的参考价值。

8　药物与干细胞治疗 PD 适用模型选择基本
原则

建立适当的PD动物模型，对PD的发病机制、病

理机制以及治疗方法的研究有重要的意义。由于实验

研究的目的不同，而导致实验选择的动物模型不同。

但目前的PD动物模型多以快速达到PD的病理特征为

目的，很难模拟PD缓慢发病，进行性加重的特征，与

人类 PD的发病仍有差距，因此探寻一种更为理想的

PD病动物模型，更加有利于对PD的研究。

目前的PD动物模型分为神经毒素药物诱导、转基

因以及二者联用模型。 6-OHDA 、MPTP 、百草枯和

鱼藤酮等可以建立以神经毒性为基础的PD模型。通过

α-synuclein和LRRK2的基因过表达或Parkin、DJ-1以
及PINK1 等基因的敲除来创建PD的转基因模型也能够

表现出部分PD特征。通过二者联用的PD模型，使得

研究PD相关基因与神经毒素间的相互作用成为可能。

然而没有一种模型能够完全模拟PD并再现其病理和症

状，但每个模型都有其优缺点。

神经毒素药物诱导模型神经毒素药物诱导模型是最早使用在PD研究中的

动物模型，也是目前最常用来评价PD治疗效果的手段

之一。该类模型较其他模型优势明显，其操作相对简

单且成本较低，在实际研究中使用较为广泛。该类模

型大多反应晚期、长期的PD状态，适合研究黑质纹状

体内多巴胺能神经元的退行性变化过程及治疗手段的

恢复进程。神经毒素模型使用最为广泛，大，小鼠是

经典的PD动物诱导模型动物。其优点主要为： （1）  
大小适中，其解剖结构与临床症状与PD人最为相似；

（2）  饲养条件简单，成本较低；（3）  操作最为简单，

伦理问题较少。

PD转基因模型是通过遗传工程表达或敲除转基因模型是通过遗传工程表达或敲除PD相相

关基因产生的动物模型关基因产生的动物模型。SNCA过表达模型最为常见，

使用最为广泛。虽然在这些转基因模型中很少观察到

黑质纹状体部位的多巴胺能神经元的退行性变，但其

更适合用于研究PD的病理变化、发病机理以及从基因

分子水平揭示PD发病机制。转基因动物最常用的动物

包括大鼠，小鼠，另外还有秀丽隐杆线虫、果蝇等生

物。其主要原因是由于这类动物结构简单，基因组信

息较易获得，且生命周期较短。灵长类动物在PD研究

中使用较早，该类动物在每次实验中使用数量较少。

其优点是该类动物与人类进化亲缘性最高，实验结果

最为接近，缺点是饲养、操作复杂，成本较高，且使

用数量局限，涉及伦理问题较多［35］。
神经毒素与转基因联合神经毒素与转基因联合PD模型模型，转基因动物更容

易受到神经毒素的作用，使造模效果更为显著。联用

模型利用α-synuclein过表达和低剂量 6-OHDA脑内注

射产生，可以更加深入了解PD中线粒体损伤过程，还

可以展示PD相关基因与机体的相互作用，了解外界环

境是如何诱发PD疾病。因此，转基因与神经毒素联用

PD模型更适合用于研究PD的作用机制［104］。一项研究

利用小鼠过表达 α-synuclein需要经过 12周能够引起

50%多巴胺神经变性和运动功能障碍。他们在小鼠过

表达α-synuclein的第8周，同时注射MPTP，结果发现

联合过表达α-synuclein与MPTP的小鼠多巴胺神经丢

失和运动功能障碍比任何单一处理都明显［105］。

9　结语与展望

动物模型探索疾病新的治疗方法和措施的必要实

验条件。 本指南为药物及干细胞治疗 PD的动物模型

选择提供了详细介绍，对药物诱导的大小鼠PD模型，

转基因大小鼠PD模型，非人灵长类猴PD模型，从建

模方法，造模机制，模型分子病理机制及神经行为评

估都进行了较为系统和详细的描述。但由于篇幅所限，

对于“类器官-动物嵌合模型”和“光遗传学调控DA
神经元活性”等前沿技术没有详述。在PD动物模型选

择时需兼顾病理模拟度与实验可行性，建议使用该指

南时，也参考最新发表的相关文献，在节约人力物力

和时间的前提下，保证动物实验及时完成并取得可信

结果。

随着体细胞重编程产生诱导多能干细胞（iPS细
胞）技术的发展，现在已经能从PD病人产生 iPS细胞，

并分化为多巴胺神经干细胞及多巴胺神经元。特别是

携带遗传基因突变如SCNA，LRRK2，Parkin，PINK1，
GBA等基因突变的 iPS细胞，能够通过基因编辑技术校

正基因突变并分化为多巴胺神经元，用于探讨基因突

变对神经元表型影响的人体细胞模型，也可以用基因

突变 iPS细胞分化的多巴胺神经元细胞模型筛选改善多

巴胺神经元表型的小分子药物［106， 107］。另外，利用

CRISPR/Cas9基因编辑的 iPS细胞模型也能用于研究PD
的致病机制和筛选治疗药物。研究报道，LRRK2 
G2019S基因突变校正的 iPS细胞分化神经元恢复了原
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有的神经轴突和树突的长度，GBA N370S基因突变校

正的 iPS细胞分化多巴胺神经元提高了葡糖脑苷酯酶活

性［108， 109］。因此，PD的人体 iPS细胞模型的建立明显

加快了对PD发病机制的精确探讨，并为寻找治疗PD
的药物提供了具有临床应用价值的筛选平台。
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