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帕金森病是一种常见于中老年的神经系统变

性疾病。其临床表现复杂，包括运动和非运动的多

种症状体征，前者典型表现为静止性震颤、肌强直、

运动迟缓和姿势步态障碍，后者则涉及嗅觉、精神、
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【摘要】 目的 观察特定敲除多巴胺能神经元中囊泡单胺转运蛋白 2（VMAT2）相关基因的小鼠体

内的单胺类神经递质的变化情况，并测定其帕金森病的相关表现。方法 取 14 月龄 C57BL/6N 背景小

鼠（VMAT2flox/+ 小鼠）作为对照组，取特定敲除多巴胺能神经元中 50% 的 14 月龄 VMAT2 的小鼠（VMAT2-/+

小鼠）作为实验组，进行一系列行为学测验（各 14 只雄性小鼠），并利用高效液相色谱电化学法（HPLC-ED）

检测两组小鼠（各 5～6 只）的脑组织中单胺类神经递质的含量，对多巴胺与帕金森病相关表现的关联性

进行评价。结果 VMAT2缺陷小鼠体内的多巴胺含量明显减低，而其他单胺类神经递质未见明显变化。

该组小鼠表现出类似帕金森病的运动功能受损和嗅觉障碍，但是在其他的非运动方面，包括情绪改变、

认知功能、睡眠等，均未发现明显功能异常。结论 VMAT2 与帕金森病密切相关，而多巴胺更多地参

与帕金森病的运动性症状以及嗅觉表现中，对于情绪、认知、睡眠等多种非运动症状的贡献不大，此研

究为根据临床表现合理选择神经递质相关药物提供了参考。
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症状
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【Abstract】 Objective To evaluate the alterations of the monoamine concentration in the selective 
vesicular monoamine transporter 2 （VMAT2） deficient mice， and observe the symptoms of dopamine related 
Parkinson disease. Methods The VMAT2flox/+ mice （14 months） with a background of C57BL/6N were 
selected as the control group. The VMAT2-/+ mice （14 months） were developed by the Cre/loxP system to obtain 
conditional ablation of the Vmat2 gene specifically in the dopaminergic neurons， 50% of which were selected 
as the intervention group. A series of behavioral tests （14 male mice in each group） were carried out， and the 
monoamine neurotransmitters in the brain tissues of the two groups of mice （5-6 in each group） were detected 
by high performance liquid chromatography electrochemistry （HPLC-ED）. The correlation between dopamine 
and Parkinson disease was evaluated. Results Mice with selected ablation of the Vmat2 gene in dopaminergic 
neurons showed selective reduction of dopamine concentration in the brain， and with dysfunctions in motor 
and olfactory abilities， but no significant deficits of other non-motor functions， such as cognition， emotional 
performances and sleep patterns. Conclusions VMAT2 is closely related to Parkinson disease， and dopamine 
is more involved in the motor and olfactory performance of Parkinson disease， but may not be so strong 
associated with other non-motor symptoms， such as disturbances in emotion， cognition and sleep. This study 
implies potentially adjustment of therapeutic strategies of Parkinson disease.

【Key words】 Parkinson disease； Vesicular monoamine transporter 2； Dopamine； Animal 
ethology； Motor symptoms； Non-motor symptoms
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认知功能等多个方面［1］。同时，其病因复杂，尤其

牵涉其中的神经递质众多，如单胺类的多巴胺、去

甲肾上腺素、5- 羟色胺等。目前认为多巴胺与帕金

森病密切相关，但是多巴胺是否能涵盖所有帕金森

表现，以及其他单胺类神经递质可能负责了哪些症

状体征，仍缺乏相关研究。近年来与单胺类神经递

质相关的囊泡单胺转运蛋白 2（vesicular monoamine 

transport proteins 2，VMAT2）成为帕金森病的研究热

点［2］。本研究利用 VMAT2 转基因小鼠，定向减少其

多巴胺能神经元内的 VMAT2 表达，以特异性降低小

鼠体内多巴胺水平。再进行系统的行为学实验测试，

观察单一多巴胺减少与帕金森病的众多症状体征之

间的关联性，推测其他神经递质所负责的临床表现，

探寻使用动物模型来观察特定神经递质与临床表现

的研究方法，并期望利用实验结果为临床根据不同

的症状体征而选择针对不同神经递质的治疗方案提

供指导。

一、材料与方法

（一）实验动物

对照组为 C57BL/6N 背景小鼠（VMAT2flox/+），实

验组为同背景下借助 Cre/loxP 系统选择性敲除多巴

胺能神经元内的 VMAT2 基因（VMAT2-/+）的小鼠，

均由德国海德堡大学曼海姆医学院分子生物学实

验室提供。神经化学分析脑组织中对照组和实验

组为各5～6只小鼠，行为学实验中对照组及实验组

各为 14 只雄性小鼠（以避免荷尔蒙对行为学实验

的影响），所有实验小鼠均为 14 月龄。小鼠饲养在

标准动物房内，室温（22±1）℃，湿度为 60%，人工

控制昼夜 12 h 节律（亮灯时间：晚 7：30—早 7：30），

行为学实验在暗节律中进行，采用红外灯为实验

者照明。所有动物相关饲养及实验均遵循当地动

物 福 利 相 关 法 律 法 规（AZ 35-9185-81-G-193/11，

Regierungspasidum Karlsruhe）。

（二）行为学测试

1. 抓力测试：小鼠的肌肉状况由前爪的抓力峰

值来反映［3］。握住小鼠尾部，使其前爪抓稳自动测

力计（Bioseb，法国）的三角形握持柄后，保持小鼠前

爪、身体、尾部基本在同一水平面上。实验者向后

水平拉小鼠，直至其因抓握不住而松爪，测力计记

录下松爪前的抓力峰值。每只小鼠进行 6 次测量，

取 6 次结果的平均值作为最终结果。

2. 平衡木行走实验：平衡木行走实验用于测试

小鼠的运动平衡协调能力［4］。实验中所用平衡木长

度均为 80 cm，但是具有不同的形状和宽度，分别为

宽度为 15 mm（方 15 mm）或 10 mm（方 10 mm）的方形

平衡木或直径为 10 mm（圆 10 mm）的圆棍状。平衡

木架在离参考平面 30 cm 高处，出发端置于普通平

面上，到达端置于被测试小鼠自己的笼子里，以诱

使小鼠通过平衡木走向自己的笼子。实验的前 4 d

小鼠在方 15 mm 平衡木上进行适应性训练，练习

学会在平衡木上行走。实验当天按照方 15 mm、方

10 mm、圆 10 mm 从难到易的顺序，让小鼠依次通过

不同的平衡木，记录小鼠通过时间，每根平衡木上

进行两次实验，取平均值作为结果，观察其运动协

调能力。

3. 步态分析：小鼠的步态分析可通过“印泥法”

得到［5］。将小鼠前后爪分别涂上两种不同颜色的安

全颜料（Marabu GmbH & Co.KG，德国），将其笼子置

于一张记录纸（99 mm×420 mm）的末端作为引诱物，

训练小鼠可从记录纸上沿直线走向末端，记录纸上

得到小鼠的颜料足迹。分别测其左右两侧的前爪和

后爪分别一步的距离（步周长，stride length），取同侧

步周长的平均值记录。

4. 旷野实验（暗室）：该实验用于评测小鼠的运动

能力［6］。暗室中，小鼠被置于敞箱（50 cm×50 cm× 

50 cm）装置的中心位置，可在其中自由探查30 min，

连续进行 3 d。由 Etho Vision 3.0（Noldus Information 

Technology，瓦赫宁恩，荷兰）软件自动记录分析小

鼠在测试时间内的运动距离，第 1 天为适应性训练，

取后两天实验结果的平均值作为评测参数。

5. 嗅觉测试：嗅觉测试将小鼠暴露于两种不同

的嗅觉材料中［5］。取两只玻璃圆底小皿（r=20 mm，

h=30 mm）分别盛不同的嗅觉材料，对称居中置于敞

箱（40 cm×40 cm×30 cm）中。实验分两轮进行，时

间均为 2 min。第一轮时两个小皿中均盛取自实验

小鼠自己笼子里的木絮垫料，第二轮时将其中一个

小皿内垫料换成取自陌生雄性小鼠的笼子的垫料。

记录小鼠嗅闻不同小皿的时间（以小鼠鼻子距离小

皿＜ 1 cm 为有效嗅闻）。小鼠发现陌生气味后，会

本能地探查陌生气味材料。记录小鼠对不同嗅觉材

料的嗅闻时间的百分比，来评定小鼠对不同气味的

区别能力。

6. 明暗箱实验：明暗箱实验利用小鼠对新奇环

境的试探特性和对明箱的亮光本能的规避形成的矛

盾冲突来考察焦虑状态［7］。明暗箱由 20 cm×15 cm

的完全被遮光的暗箱和 30 cm×15cm 的明箱组成，

明箱内上方照明亮度为至少 600 lux，两箱之间由一

通道连接。在实验开始时，小鼠被置于暗箱中，可
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在实验的 5 min 内自由探查暗箱或者明箱，记录实

验小鼠进入明箱的总时间及探查明箱的次数。

7. 蔗糖水实验：小鼠有喜食甜味食物的天性，

可利用蔗糖水测试小鼠是否有食欲减退，反映抑郁

行为［2］。实验为连续 3 d，每天都在暗节律开始后取

走小鼠笼中的饮水瓶，断水 4 h 后，给小鼠同时提供

清水和不同浓度的蔗糖水（第 1 天：0.5% 蔗糖水；第

2 天：1.5% 蔗糖水；第 3 天：1.0% 蔗糖水），记录小鼠

1 h 内的饮用情况，计算小鼠饮用蔗糖水占总饮量的

百分比。

8. 悬尾实验：将小鼠尾部用胶带悬挂至特定悬

尾装置（Bioseb，沙威尔，法国），头朝下悬挂 5 min，

正常小鼠会有明显的挣扎行为，记录仪可记录小鼠

静止不挣扎的时间，反映抑郁行为［5］。

9. 新物品再认实验：新物品再认实验可反映小鼠

的记忆与学习能力［8］。该实验在一个40 cm×40 cm

大小的方形无盖敞箱中进行，敞箱中放有两个材质

形状一样的物品（圆柱形塑料瓶或者锥形玻璃瓶选

其一），小鼠自由探查约 5 min 后，将小鼠放回自己笼

子 15 min，再返回敞箱，这时其中一个物品已更换

为另外一种物品（如圆柱形塑料瓶换成锥形玻璃瓶，

或反之）。记录小鼠探查新老物品的时间，并计算探

查新物品所占总实验时间的百分比作为结果，判断

小鼠是否有良好的情景记忆以发现新物品。

10. 睡眠节律记录：小鼠的睡眠及活动节律可用

鼠类“E-motion”记录仪（Infra-E-Motion，德国）记录［5］。

将记录仪置于小鼠笼子顶部，小鼠在笼中活动时通

过记录仪下方，便可被记录下来。连续记录 72 h，

取 3 d 的运动量平均值，得到其昼夜活动节律曲线，

以评价小鼠的睡眠情况。

（三）小鼠脑组织中神经递质浓度分析

分别取实验组和对照组小鼠 5～6 只，断头处死

后立刻剥离组织，储存于 -80 ℃超低温冰箱备用。

用组织提取针在镜下吸取小鼠如下不同部位：额叶、

海马、中脑腹侧被盖区 / 黑质致密区、纹状体的脑组

织，处理后通过高效液相色谱电化学法（HPLC-ED）

检测不同部位的单胺类神经递质（多巴胺，去甲肾上

腺素，5- 羟色胺）的含量（单位：pmol/mg 脑组织）。

（四）统计学方法

数据均使用 SPSS 16.0 进行统计学分析，并使用

GraphPad Prism 5 绘制图表。计量资料符合正态分

布，以均数 ± 标准差（x±s）表示，以独立样本的 t 检

验进行差异分析。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果

1. VMAT2-/+ 小 鼠 脑 组 织 内 不 同 部 位 单 胺 类

神 经 递 质 含 量 变 化：见 表 1～3。 相 较 于 对 照 组

VMAT2flox/+ 小鼠，实验组 VMAT2-/+ 小鼠脑组织中多

巴胺含量减低，尤其在额叶、中脑腹侧被盖区 / 黑质

致密区和纹状体等部位（P ＜ 0.05），而去甲肾上腺

素、5- 羟色胺未见明显的含量改变。

表1 小鼠脑组织中多巴胺的含量（pmol/mg，x±s）

组别 只数 额叶 海马
中脑腹侧被盖

区/黑质致密区
纹状体

对照组 6 0.24±0.03 0.80±0.23 2.09±0.81 55.42±5.95

实验组 5 0.19±0.03 0.61±0.17 1.14±0.04 44.39±9.77

t 值 2.416 1.876 2.373 2.307

P 值 0.039 0.093 0.045 0.046

表2 小鼠脑组织中去甲肾上腺素的含量（pmol/mg，x±s）

组别 只数 额叶 海马
中脑腹侧被盖

区/黑质致密区
纹状体

对照组 6 2.66±0.27 2.69±0.26 3.60±0.95 0.98±0.70

实验组 5 2.44±0.55 2.51±0.18 3.03±0.52 0.73±0.30

t 值 0.876 1.168 1.170 0.745

P 值 0.404 0.277 0.273 0.475

表3 小鼠脑组织中 5- 羟色胺的含量（pmol/mg，x±s）

组别 只数 额叶 海马
中脑腹侧被盖

区/黑质致密区
纹状体

对照组 6 1.91±0.20 1.07±0.19 2.48±0.66 1.82±0.15

实验组 5 1.33±0.39 0.84±0.17 2.11±0.59 1.74±0.45

t 值 3.190 1.774 0.956 0.406

P 值 0.011 0.114 0.367 0.694

2. VMAT2-/+ 小鼠的运动能力变化：见表4。在抓

力实验中，VMAT2-/+ 小鼠的前爪抓力弱于VMAT2flox/+

小 鼠（P ＜ 0.05）。 步 态 分 析 中，VMAT2-/+ 小 鼠 较

VMAT2flox/+ 小 鼠 存 在 步 周 长 减 小，且 差 异 有 统 计

学意义（P ＜ 0.05）。旷野实验中，两组小鼠的运动

表现差异则未见统计学意义。平衡木行走实验的

结果见图 1，在宽度为 10 mm 的方形平衡木及宽度

为 15 mm 的 方 形 平 衡 木 上，相 较 于 VMAT2flox/+ 小

鼠［方 10：（12.00±1.67）s； 方 15：（6.62±1.19）s］，

VMAT2 -/+ 小鼠需要较长的时间［方10：（17.38±3.76）s； 

方15：（9.96±3.68）s］才能通过平衡木（方10：t=-4.714，

P＜0.01；方15：t=-3.226，P＜0.01）；在直径为 10 mm

的圆棍状平衡木中，两组小鼠的所用时间之间差异

无统计学意义 ［VMAT2flox/+：（12.25±3.13）s；VMAT2 -/+：
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（14.54±5.61）s］。

3. VMAT2-/+ 小鼠的嗅觉变化：见表 5。利用不

同的嗅觉材料测试小鼠的嗅觉能力，出于小鼠探查

新奇的本能，当区分出不同气味后，相较于已知的

熟悉气味（取自自己笼子的垫料），VMAT2flox/+ 小鼠会

花较多时间探查陌生的气味，而 VMAT2-/+ 小鼠表现

出对两种嗅觉材料的探查时间接近 1∶1，两组数据

之间差异有统计学意义（P ＜ 0.01），反映出缺乏多巴

胺的实验组小鼠难以区分两组不同的气味，存在嗅

觉减退。

4. VMAT2-/+ 小鼠的情感障碍、认知功能或睡

眠障碍变化：见表 5、图 2～3。表 5 结果显示，在反

映焦虑状态的明暗箱实验中，两组小鼠均表现出较

少的探查行为，倾向于待在安全区，但组间结果差

异无统计学意义。在抑郁相关的蔗糖水实验（图 2）

和悬尾实验（表 5）中，两组小鼠则均表现出喜食蔗

糖水以及面对悬尾会积极挣扎，无抑郁表现，且两

组之间差异无统计学意义。在新物品识别实验中

（表 5），两组小鼠均能发现新物品并表现出对新物品

的探查兴趣，组间差异无明显统计学意义，未发现

VMAT2-/+ 小鼠存在认知功能减退。利用“E-motion”

记录仪得到小鼠的昼夜曲线，见图 3，两组小鼠均在

关灯后黑暗中 2～4 h 左右醒来并开始活动，在亮灯

后 2 h 左右逐渐减少活动并进入睡眠，两组小鼠均

未发现明显的睡眠障碍。

讨论 VMAT2，由 SLC18A2 编辑并表达于中枢

神经系统［9］，介导细胞内单胺类神经递质转运至囊

泡内并释放至突触间隙［10］。这一过程，一方面完成

了单胺类神经递质的生理功能，另一方面也避免了

单胺在细胞内降解并产生一系列细胞毒性代谢产

物，起到了神经保护作用［11］。VMAT2 缺陷会扰乱

上述生理过程，可能造成神经元死亡，进而引发神

经变性疾病，比如帕金森病［12］。

在 帕 金 森 病 的 前 期 研 究 中，众 多 实 验 利 用

VMAT2 转基因技术得到了和人类临床表现相似性

高的的小鼠帕金森病模型。研究中发现若完全敲除

VMAT2 基因，缺乏 VMAT2 的小鼠会难以存活至成

年；若保留至少 5% 的 VMAT2 表达，小鼠可存活至

成年，并表现出帕金森病症状［13］。本研究减少 50%

的 VMAT2 表达，并将该改变定位于多巴胺能神经

元，以得到单一的多巴胺浓度减低。通过神经化学

分析，本研究中 VMAT2-/+ 小鼠脑组织内多巴胺含量

较对照组明显降低，而其他单胺类神经递质含量基

本未受影响，证实了该动物模型符合预期设计。

帕金森病的运动性症状为特征性表现，小鼠的

表4 两组小鼠在运动测试中的表现（x±s）

组别 只数 抓力测试（Gr）
步态分析（步周长，mm）

旷野实验［运动距离（cm）］
前左爪 前右爪 后左爪 后右爪

对照组 14 83.12±9.07 83.50±8.76 85.11±7.80 82.78±9.27 83.96±7.37 4 034.03±922.10

实验组 14 74.61±11.06 76.46±7.47 75.69±5.77 76.97±6.77 76.14±5.59 3 768.17±1 313.39

t 值 2.228 2.167 3.449 1.798 3.005 0.620

P 值 0.035 0.041 0.002 0.085 0.006 0.541

注：aP ＜ 0.01

图1 平衡木实验中两组小鼠通过不同直径、形状平衡木所用的

时间比较

表5 两组小鼠在非运动性测试中的表现（x±s）

组别 只数
嗅觉实验［嗅闻陌生气

味所占百分比（%）］

明暗箱实验 悬尾实验［静止不挣扎的

时间（s）］

新物品再认实验［探查新

物品时间所占比（%）］待在明箱的时间（s） 探查明箱的次数

对照组 14 69.74±7.96 21.74±11.06 4.92±2.62 115.92±42.44 67.13±18.29

实验组 14 52.79±11.01 22.23±12.81 5.29±3.27 139.00±42.82 62.46±17.90

t 值 4.496 -0.106 -0.316 -1.380 0.683

P 值 0.001 0.916 0.755 0.180 0.500
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肌肉状态、行走能力以及步态特点常被用来模拟

评估人类的帕金森病运动性临床表现。本研究中

VMAT2-/+ 小鼠表现出了较差的抓握能力和行走能

力，与帕金森病的早期以手指精细动作缓慢、后逐

渐发展为全面性的随意运动困难的特点相一致［14］，

此为运动迟缓相关的运动能力降低。同时，在步态

实验中，VMAT2-/+小鼠的步周长较对照组明显缩短，

此与帕金森病特征性的“慌张步态”相一致，与肌

强直状态相关［15］。以上的实验结果基本不受小鼠

的情绪状态影响，因所有实验小鼠在进行实验前均

给予足够的时间或预实验以适应环境和实验条件，

因此该结果表明，多巴胺缺失与帕金森病的运动性

表现密切相关，甚至单一缺乏多巴胺即可足够引发

相关症状。

据 德 国 的 Braak 教 授 的 理 论，帕 金 森 病 中 的

嗅觉减退与嗅觉系统（嗅球、前嗅核）受累相关，即

Braak 分期中的 I 期［16］。嗅觉减退作为非运动症状

之一，常常出现于帕金森病的早期，可早于运动性

症状的出现［17］。在本研究中，VMAT2-/+ 小鼠存在运

动能力的减退，也表现出了嗅觉的减退，证实了嗅

觉障碍是帕金森病的一项比较稳定的非运动特征，

且在运动性症状出现时也已经明显受累，侧面反映

了其早发性；而多巴胺可能与其密切相关，甚至单

一的多巴胺水平减低，便可出现嗅觉的减退。

帕金森病的非运动表现还包括很多方面，如情

绪障碍、认知减退及睡眠障碍等，这些功能失调往

往给帕金森病患者带来很大痛苦，也给其家庭护理

带来较大的难度［18-19］。本研究分别在帕金森病的

VMAT2 小鼠模型上监测了焦虑、抑郁、物品再认、

睡眠等方面，均未发现明显的功能异常。既往也有

研究指出，关于帕金森病的情绪障碍不仅与多巴胺，

也与其他单胺类神经递质（如去甲肾上腺素）在边缘

系统的改变有关［20］。考虑到去甲肾上腺素、5- 羟

色胺在结构上及代谢方面与多巴胺的相似性，也不

难理解其在功能的某些方面存在密不可分性。因此，

帕金森病的多数非运动性表现不能仅仅以多巴胺水

平的降低来解释，与其他的单胺类神经递质可能存

在密切关系。

近期的发表在《新英格兰杂志》上的一项研究

表明，在帕金森病的疾病早期服用左旋多巴可能并

不能起到疾病修饰效果［21］。考虑到在帕金森病的

早期，多数表现为非运动性症状，而本研究的结果

表明，这些表现可能与体内多巴胺的水平并无完全

一致的密切关系，同时，若患者存在 VMAT2 的功能

障碍，富余在细胞内的多巴胺会代谢产生细胞毒性

作用，反而可能会加速多巴胺能神经元的死亡，进

而加重帕金森病的症状。因而，在临床上针对不同

的症状，选择不同的治疗方案尤为重要，而这也要

求在科研上需要进一步进行相关研究，完善对不同

神经递质的功能的理解，建立起帕金森病不同的症

状与神经递质之间的关联，以供临床参考。

综上所述，特异性多巴胺水平降低的 VMAT2 功

能缺陷小鼠反映了多巴胺水平与帕金森病的运动性

症状、嗅觉障碍相关，但其他多数非运动性症状未

明显受其直接影响，该研究为帕金森病的临床治疗

方案选择提供了新的思路。

图2 两组小鼠蔗糖水实验结果比较

图3 使用 E-motion 记录的小鼠的昼夜活动节律
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