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研究报告

６⁃羟基多巴模型大鼠 ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ 氮甲基转移酶活性检测

张镇松１，柯　 酩２，邓玉林２∗

（１． 中国科学院生态环境研究中心，北京　 １０００８５； ２． 北京理工大学生命学院，北京　 １０００８１）

　 　 【摘要】 　 目的　 应用 ６⁃羟基多巴（６⁃ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ， ６⁃ＯＨＤＡ）制作帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）大鼠

模型，并对大鼠外周血淋巴细胞中 ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ 氮甲基转移酶（ＳＮＭＴ）的活性进行测定。 方法　 利用单侧双点注射 ６⁃
ＯＨＤＡ 损毁大鼠纹状体，构建 ＰＤ 模型并对模型进行行为学评价；从模型大鼠外周血淋巴细胞中提取 ＳＮＭＴ 粗酶

液，建立酶反应产物 Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ（ＮＭＳａｌ）的高效液相色谱串联三重四极杆质谱检测方法，以 ＮＭＳａｌ 的生成量

表征 ＳＮＭＴ 的活性。 结果　 １８ 只经过 ６⁃ＯＨＤＡ 注射的大鼠共有 ７ 只经阿朴吗啡诱导后表现为恒定向未损毁侧旋

转（ ＞ ７ ｒ ／ ｍｉｎ），建模成功率为 ３８ ９％ 。 建立了基于多反应监测技术的 ＳＮＭＴ 活性的高选择性、高灵敏度、高重复性

的表征方法。 该方法中 ＮＭＳａｌ 的检出限和定量限分别达到 ４９ ｐｍｏｌ ／ Ｌ 和 ９８ ｐｍｏｌ ／ Ｌ，日内和日间精密度均在 ６ ０％
以下。 检测结果显示 ＰＤ 组大鼠外周血淋巴细胞中 ＳＮＭＴ 的活性与假手术组、正常组相比差异有显著性（Ｐ ＜
０ ０１，ｎ ＝ ５），而正常组和假手术组之间差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５，ｎ ＝ ５）。 结论　 外周血淋巴细胞中 ＳＮＭＴ 活性可

能反映出 ＰＤ 发病状况，有望成为诊断的指标之一。
【关键词】 　 Ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ 氮甲基转移酶；帕金森病；６⁃羟基多巴；外周血淋巴细胞；高效液相色谱串联三重四极杆质谱
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ （ＰＤ） ｂｙ ｕｓｉｎｇ ６⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ （６⁃ＯＨＤＡ） ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ （ＳＮＭＴ） ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｏｆ
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ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｓｅｖｅｎ ｏｆ １８ ｒａｔｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ６⁃ＯＨＤＡ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔｅａｄｉｌｙ ａｐｏｍｏｒｐｈｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｏｔａｔｉｏｎ
（ ＞ ７ ｒ ／ ｍｉｎ）． Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ３８ ９％ ． Ａ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｄｄｅｄ ｗａｓ
ｃｒｅａｔｅｄ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｍｏｄｅ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ＳＮＭＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ） ａｎｄ ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ （ＬＱＤ） ｏｆ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＳＮＭＴ， ｗｅｒｅ ４９ ｐｍｏｌ ／ Ｌ ａｎｄ ９８
ｐｍｏｌ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ａｓｓａｙｓ ｂｏｔｈ ｗｅｒｅ ｂｅｌｏｗ ６ ０％ ． ＳＮＭＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ６⁃ＯＨＤＡ⁃ｌｅｓｉｏｎｅｄ ｒａｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ［４３ ３７ ± ９ ４９ ｐｍｏｌ ／ （ｈ·ｍｇ）ＮＭＳａｌ］ ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ［２ １６ ± ５ ８２ ｐｍｏｌ ／ （ｈ·ｍｇ）ＮＭＳａｌ］ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ［０ ５８ ± ２ ３２ ｐｍｏｌ ／ （ｈ·
ｍｇ）ＮＭＳａｌ］（Ｐ ＜ ０ ０１， ｎ ＝ ５）． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ； Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ６⁃ＯＨＤＡ； Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ； ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃
ＱＱＱ

　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ）是一种与遗传

和环境因素相关的中老年神经系统变性疾病，主要临

床特征为静止性震颤、肌强直、运动和认知功能障碍

等［１］。 该病平均发病年龄 ５５ 岁，并随年龄增加发病率

呈上升趋势。 ＰＤ 确切的发病机制尚未完全清楚。
自从 ＭＰＴＰ （１⁃甲基⁃４⁃苯基⁃１、２、３、６⁃四氢吡

啶） ［２］等外源性神经毒素被报道能诱发产生 ＰＤ 相

似症状之后，探寻自身存在且结构与 ＭＰＴＰ 相似的

内源性神经毒素一直是 ＰＤ 的研究热点。 其中儿茶

酚异喹啉类物质 ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ［３］ （１⁃甲基⁃６，７⁃二羟基⁃１，
２，３， ４⁃四氢异喹啉， Ｓａｌ ） 及其衍生物 Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃
ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ（６，７⁃二羟基⁃１，２⁃二甲基⁃１，２，３，４⁃四氢异

喹啉，ＮＭＳａｌ）可作为内源性神经毒素导致神经元特

异性死亡，产生 ＰＤ 症状［４］。 ＮＭＳａｌ 通过 Ｓａｌ 氮甲基

转移酶 （ ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＳＮＭＴ） 催化

Ｓａｌ 吡啶环的 Ｎ 位甲基化生成（如图 １ 所示），这个

氮甲基化的酶反应在体内和体外得到了证明。 依

据催化条件的不同，ＳＮＭＴ 可分为中性 ＳＮＭＴ 和碱

性 ＳＮＭＴ，在纹状体区可以检测到中性 ＳＮＭＴ 活

性［５ － ７］，说明只有中性 ＳＮＭＴ 与 ＰＤ 相关。 ＳＮＭＴ 催

化 Ｓａｌ 生成的 ＮＭＳａｌ 可以引起线粒体功能紊乱和细

胞凋亡，并可导致 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠出现帕金森病［８］。 据

此可知，ＳＮＭＴ 是 Ｓａｌ 代谢过程中导致神经毒性显著

增加的关键致病因子，可能在 ＰＤ 发病过程中起到

重要作用。

图 １　 ＳＮＭＴ 催化 Ｓａｌ 生成 ＮＭＳａｌ 的反应方程式

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ
ｆｒｏｍ ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＳＮＭＴ

目前关于 ＳＮＭＴ 的分子生物学研究并不多见，
为表征 ＰＤ 病人外周血淋巴细胞中 ＳＮＭＴ 活性，寻
找 ＰＤ 诊断的潜在生物标志物，本文通过 ６⁃羟基多

巴（６⁃ＯＨＤＡ）双点注射单侧损毁大鼠纹状体构建

ＰＤ 模型，从大鼠外周血分离的淋巴细胞中提取出

ＳＮＭＴ 粗酶液。 由于粗酶液中 ＳＮＭＴ 浓度极低，因
此对酶活测定方法的灵敏度要求很高。 为此建立

以多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）技
术为基础的高效液相色谱串联电喷雾离子化三重

四极杆质谱（ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ）的 ＳＮＭＴ 活性测定方

法。 该方法通过 ＭＲＭ 母离子⁃子离子双重选择，可
有效排除其他不关注的干扰离子，使目标物的信噪

比大幅提高，既提高定性结果的特异性，又提高定

量结果的灵敏度。 通过对 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ＰＤ 模型

大鼠外周血淋巴细胞中的 ＳＮＭＴ 活性进行检测，可
为 ＰＤ 的诊断提供一定的实验参考。

１　 材料和方法

１ １　 实验动物

清洁级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠，２ ～ ３ 月龄，体重（２００
± ２０ ｇ），购于中国医学科学院实验动物研究所

［ＳＣＸＫ（京）２００５ － ００１３］，饲养于北京理工大学动

物实验室［ＳＹＸＫ（京）２０１２ － ００３５］。 ３６ 只大鼠随机

分成 ＰＤ 组 １８ 只、假手术组 ９ 只和正常组 ９ 只。 饲

养条件：单独隔离笼具饲养，温度控制在 １８ ～ ２１℃，
湿度大于 ４０％ ，自由进食进水，每隔一天换一次木

屑垫料。 实验均按实验动物使用与管理规范给予

人道的关怀。
１ ２　 主要试剂与仪器

６⁃ＯＨＤＡ、抗坏血酸、戊巴比妥钠、异丙基肾上

腺素 （ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ， Ｉｓｏｐ）、阿朴吗啡 （ ａｐｏｍｏｒｐｈｉｎｅ，
ＡＰＯ）、Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃（ Ｒ）⁃ｓａｌｓｏｌｉｎｏｌｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ、 Ｓ⁃腺苷

甲硫氨酸（甲基供体，ＳＡＭ）、和 Ｒｏ ４１⁃０９６０ 均购于

美国 Ｓｉｇｍａ 公司；大鼠淋巴细胞分离液购于北京索

莱宝科技有限公司；甲醇等色谱纯的有机试剂购自

美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司；Ｓａｌ 由本实验室合成并纯化；其他

分析纯化学试剂均从北京化学试剂公司订购。
日本 Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ 立 体 定 位 仪、 牙 科 钻； 日 本

Ｈｉｔａｃｈｉ ＣＲ２１Ｇ２ 高速离心机；美国 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ 高效

液相色谱；美国 Ａｇｉｌｅｎｔ ６４６０ 三重四级杆质谱。
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 单侧双点注射 ６⁃ＯＨＤＡ 损毁纹状体

腹腔注射质量分数为 １％的戊巴比妥钠溶液深

度麻醉大鼠，严格颅平位固定大鼠脑颅于立体定位

仪上，剃除头顶部毛发，于头颅中部切开大鼠头皮

以及筋膜，用 ３％ 双氧水消化骨膜，以暴露出前囟。
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参照 Ｐａｘｉｎｏｓ 等［９］ 大鼠脑立体定位图谱，确立右侧

纹状体双点法注射坐标。 注射坐标之一：前囟后

０ ２ ｍｍ，中线右侧 ２ ６ ｍｍ，硬膜下 ６ ０ ｍｍ；注射坐

标之二：前囟前 ０ ７ ｍｍ，中线右侧 ３ ０ ｍｍ，硬膜下

４ ５ ｍｍ。 用牙科钻小心钻透颅骨，将微量注射器缓

慢进针到预定深度，ＰＤ 组大鼠分别在两个坐标处向

右侧纹状体注射 ６⁃ＯＨＤＡ １０ μｇ （溶于 ５ μＬ 含

０ ２％抗坏血酸的生理盐水），假手术组大鼠分别在

两个坐标处向右侧纹状体注射抗坏血酸 １０ μｇ（溶
于 ５ μＬ 含 ０ ２％ 抗坏血酸的生理盐水），正常组不

进行任何处理。 注射速度 １ μＬ ／ ｍｉｎ。 留针 ５ ｍｉｎ 后

退针，用牙科胶覆盖钻孔，缝合伤口。
１ ３ ２　 行为学评价

６⁃ＯＨＤＡ 立体定位注射 ４ 周后对大鼠进行腹腔

注射 ＡＰＯ（０ ５ ｍｇ ／ ｋｇ），１０ ｍｉｎ 后放入塑料脸盆中

观察并记录大鼠 ４０ ｍｉｎ 内首尾相接旋转的圈数。
若大鼠恒定向未损毁侧（左侧）旋转，且平均每分钟

旋转圈数大于 ７ 圈，可视为建模成功；若大鼠没有旋

转行为、旋转方向无规律、恒定转向损毁侧（右侧）
或以小于 ７ ｒ ／ ｍｉｎ 转速转向左侧，则视为建模不成

功。 旋转行为测试从 ６⁃ＯＨＤＡ 注射手术后第 ４ 周开

始连续测试 ３ 次，每周一次。
１ ３ ３　 ＳＮＭＴ 粗酶液制备制备

单侧损毁手术后第 ６ 周，对正常组、假手术组和

行为学评价成功的 ＰＤ 组大鼠进行腹腔注射 １％ （质
量分数）戊巴比妥钠溶液深度麻醉，然后解剖胸腔，
从大鼠心脏中抽取新鲜血液缓慢铺在预先加有淋

巴分离液的离心管中。 ２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 后，

吸取中间的白色淋巴细胞层，转移到另一离心管

中，用 ＰＢＳ 缓冲液反复冲洗干净后，用液氮多次冻

融破碎淋巴细胞，高速低温离心 ４０ ｍｉｎ 后吸取少量

上清液用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测蛋白浓度，其余上清液作为

ＳＮＭＴ 粗酶液。
１ ３ ４　 酶反应条件

本文设置对照组，以扣除酶反应底物中参杂的

ＮＭＳａｌ 以及大鼠脑中内源性的 ＮＭＳａｌ 的干扰。 对照

组中 ＳＮＭＴ 粗酶液预先在 ９５℃水中维持 １０ ｍｉｎ 以使

ＳＮＭＴ 失活，其余操作同酶反应组。 酶反应组和对照

组按表 １ 所示条件添加反应试剂混匀，３７℃恒温条件

下放置 ３０ ｍｉｎ 后，加入 ２５ μＬ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 高氯酸溶液

（含 ０ ２５％ Ｖｃ 防止反应产物 ＮＭＳａｌ 被氧化）终止酶

反应，加入 ２５ μＬ ３０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｓｏｐ 作为内标，混匀后置

于 １７ ０００ ｇ 条件下低温离心 ３０ ｍｉｎ，上清液用 ０ ２２
μｍ 滤膜过滤后进行 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 检测。
１ ３ ５　 色谱条件

固定相：ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＨＳ Ｆ５ 五氟苯基色谱柱（４ ６
ｍｍ 直径 × １００ ｍｍ， 孔径 ５ μｍ）；流动相 Ａ：１０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵溶液，ｐＨ 值为 ４；流动相 Ｂ：甲醇。 Ｂ
相梯度变化时间表：０ ～ ５ ｍｉｎ： ２５％ Ｂ； ５ ～ １５ ｍｉｎ：
２５％～ ９０％ Ｂ； １５ ～ １９ ｍｉｎ： ９０％ Ｂ； １９ ～ ２１ ｍｉｎ：
９０％～ ２５％ Ｂ； ２１ ～ ２６ ｍｉｎ： ２５％ Ｂ；柱温：３０℃；样
品温度：４℃；流速：０ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１５ μＬ。
１ ３ ６　 质谱条件

离子源：ＥＳＩ 正离子模式；对 ＮＭＳａｌ 和 Ｉｓｏｐ 的特

征离子对、毛细管出口电压和碰撞能量参数设置如

表 ２ 所示。
表 １　 酶反应组和对照组反应条件

Ｔａｂ． １　 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
底物 Ｓａｌ

Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ Ｓａｌ
ＳＮＭＴ 粗酶液

Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＳＮＭＴ
甲基供体

Ｍｅｔｈｙｌ ｄｏｎｏｒ
氧甲基转移酶抑制剂

Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＰＢＳ 缓冲液
ＰＢＳ ｂｕｆｆｅｒ

加入量 Ａｍｏｕｎｔ ａｄｄｅｄ
酶反应组 Ｅｎｚｙｍｅ ｇｒｏｕｐ

３ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
√

５０ μＬ
√

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ
√

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
√

补足至 １００ μＬ
√

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ √ √∗ √ √ √
注：“√”表示添加；“∗”表示预先在 ９５℃水中维持 １０ ｍｉｎ。
Ｎｏｔｅ． “√”ｍｅａｎｓ ｒｅａｇｅｎｔｓ ａｄｄｅｄ； “∗” ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｉｎ ｗａｔｅｒ ａｔ ９５℃ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ．

表 ２　 ＮＭＳａｌ 和 Ｉｓｏｐ 的 ＭＲＭ 参数
Ｔａｂ． ２　 ＭＲＭ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＮＭＳａｌ ａｎｄ Ｉｓｏｐ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

特征离子对
ＭＲＭ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ

毛细管出口电压 ／ Ｖ
Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ

碰撞能量 ／ ｅＶ
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ

ＮＭＳａｌ １９４ １→１４５ １ １１５ １８
Ｉｓｏｐ ２１２ １→１０７ ０ ８５ ３０

１ ３ ７　 ＳＮＭＴ 活性定量检测

根据上述色谱、质谱条件对酶反应组和对照组

中 ＮＭＳａｌ 含量进行 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 检测，以二者差

值作为酶反应产物的生成量，用每毫克蛋白每小时

催化生成反应产物 ＮＭＳａｌ 的量作为 ＳＮＭＴ 活性单位

ｐｍｏｌ ／ （ｈ·ｍｇ），分别对 ＰＤ 组、假手术对照组和正常

组大鼠外周血淋巴细胞中 ＳＮＭＴ 的活性进行表征。
１ ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １３ 软件进行统计学分析，结果以平

均值 ±标准差（ｘ ± ｓ）表示，两组间比较采用 ｔ 检验，
以 Ｐ ＜ ０ ０５ 表示差异有显著性。
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２　 结果

２ １　 ６⁃ＯＨＤＡ 模型大鼠行为学评价

动物的行为学变化是评价 ６⁃ＯＨＤＡ 模型是否成

功的可靠标志。 在鼠脑大脑纹状体单侧注射 ６⁃
ＯＨＤＡ 造成损害，导致两侧大脑半球机能不对称。 当

中枢神经系统多巴胺能神经元缺失 ９０％以上时，突
触后膜多巴胺受体出现超敏现象。 ＡＰＯ 是突触后膜

Ｄ２ 受体激动剂，可诱导模型大鼠出现向健侧的旋转

行为，其旋转次数与神经元数目成反比。 因此，可利

用 ＡＰＯ 诱导进行 ＰＤ 大鼠旋转行为测试［１０］。
注射 ６⁃ＯＨＤＡ 两周后发现 ＰＤ 组部分大鼠出现

尾巴及四肢震颤、僵化等现象、还伴有翻滚、拱背、
压尾、扒背、头部静止性震颤、躁动、肢体强直、僵直

性转头动作等异常行为，偶有抽搐表现（图 ２）。 建

模手术 ４ 周后连续 ３ 周对正常组、假手术组及 ＰＤ
组大鼠腹腔注射 ＡＰＯ，观察记录大鼠的旋转行为，
测试结果如表 ３ 所示。 １８ 只经过 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的

ＰＤ 组大鼠中，共有 ７ 只连续 ２ 周 ４０ ｍｉｎ 内恒向旋

转速率 ＞ ７ ｒ ／ ｍｉｎ，建模成功率达到 ３８ ９％ 。 正常组

和假手术组进行平行测试，发现注射 ＡＰＯ 后 ４０ ｍｉｎ
内无明显转圈行为发生。
２ ２　 背景基质中内源性 ＮＭＳａｌ、Ｉｓｏｐ 考察

为了让标准曲线工作液尽可能地反映成分复

杂的生物样品的真实信息，使酶反应产物 ＮＳＭａｌ 的
定量结果更为可靠，本研究中以正常大鼠外周血淋

巴细胞 ＳＮＭＴ 粗酶液作为生物背景基质溶液，再往

溶液中添加内标 Ｉｓｏｐ 和 ＮＭＳａｌ 的标准品来配制用

于 ＮＭＳａｌ 定量的标准曲线工作液。 Ｚｈａｎｇ 等［１１］ 直

接使用纯水稀释 ＮＭＳａｌ 配制标准曲线工作液，可能

导致标准溶液与实际样品中 ＮＭＳａｌ 的保留时间存

在偏差，造成 ＮＭＳａｌ 假阳性的定性结果。 对生物背

景基质溶液中的内源性 ＮＭＳａｌ 和 Ｉｓｏｐ 进行考察。
取正常大鼠外周血淋巴细胞 ＳＮＭＴ 粗酶液在 １７ ０００
ｇ 条件下低温离心 ３０ ｍｉｎ 以除去沉淀，再用 ０ ２２
μｍ 滤膜过滤后进行 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 检测，结果显

示从大鼠外周血淋巴细胞中提取的 ＳＮＭＴ 粗酶液含

有极少量 ＮＭＳａｌ（图 ３ Ａ），而 Ｉｓｏｐ 在检出限以下（图
３Ｂ）。 说明生物背景基质中并无 Ｉｓｏｐ 干扰物的存

在，可以选取 Ｉｓｏｐ 作为 ＮＭＳａｌ 定量的内标。
　 　 用 ６ ｍｏｌ ／ ＬＮａＯＨ 调节正常大鼠外周血淋巴细

胞 ＳＮＭＴ 粗酶液 ｐＨ 值至 １２，并在室温中放置 ２４ ｈ
后用甲酸调节 ｐＨ 值至 ４，于 １７ ０００ ｇ 低温条件下离

心 ３０ ｍｉｎ，滤膜过滤后进行 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 检测。
结果显示（图 ４），ＳＮＭＴ 粗酶液中检测不到 ＮＭＳａｌ
和 Ｉｓｏｐ 的存在，说明强碱处理法能够有效去除内源

性 ＮＭＳａｌ 等物质，可用此方法制备标准曲线工

作液。

注：（Ａ）尾巴僵化；（Ｂ）翻身；（Ｃ）压尾。

图 ２　 ＡＰＯ 诱导后大鼠行为表现。
Ｎｏｔｅ． （Ａ） Ｔａｉｌ ｒｉｇｉｄｉｔｙ； （Ｂ） Ｔｕｒｎｉｎｇ ｏｖｅｒ； （Ｃ） Ｓｔｒｅｓｓｉｎｇ ｔａｉｌ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＰＯ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔｓ

表 ３　 ＡＰＯ 诱导后大鼠旋转实验结果
Ｔａｂ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ＡＰＯ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔｓ

ＡＰＯ 诱导次数
Ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ＡＰＯ

旋转速率 ＞ ７ ｒ ／ ｍｉｎ 的大鼠数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ７ ｒ ／ ｍｉｎ

平均旋转速率（ｒ ／ ｍｉｎ）
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

１ ５ ９ ７ ± １ ４
２ ７ １３ ５ ± ２ ７
３ ７ １４ ２ ± ２ ８
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图 ３　 ＳＮＭＴ 粗酶液中 ＮＭＳａｌ 和 Ｉｓｏｐ 的 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 提取色谱图

Ｆｉｇ． ３　 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＮＭＳａｌ ａｎｄ Ｉｓｏｐ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＳＮＭＴ

图 ４　 强碱处理后 ＮＭＳａｌ 及 Ｉｓｏｐ 的 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 提取色谱图

Ｆｉｇ． ４　 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＮＭＳａｌ ａｎｄ Ｉｓｏｐ ａｆｔｅｒ ａｌｋａｌｉ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２ ３　 ＮＭＳａｌ 标准曲线及线性范围、最低检出限和

最低定量限

用生物背景基质溶液（强碱处理后，下同）配制

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ（依此等比递减至

２４ ４ ｐｍｏｌ ／ Ｌ）等 １３ 个不同浓度 ＮＭＳａｌ 的标准曲线

工作液，其中内标物 Ｉｓｏｐ 的浓度均为 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。
对标准曲线工作液进行 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 分析，以

ＮＭＳａｌ 和 Ｉｓｏｐ 的浓度比为横坐标、峰面积比为纵坐

标，进行线性回归，得到线性方程。 其线性系数、线
性范围、检出限和定量限如表 ４ 所示。

表 ４　 ＮＭＳａｌ 线性方程、线性系数、线性范围、检出限和定量限
Ｔａｂ． ４　 Ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ， ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ， ｒａｎｇｅ， ＬＯＤ ａｎｄ ＬＱＤ ｏｆ ＮＭＳａｌ

线性方程
Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ

线性系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

线性范围
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ

检出限（信噪比 ＞ ３）
ＬＯＤ （ＳＮＲ ＞３）

定量限（信噪比 ＞ １０）
ＬＱＤ （ＳＮＲ ＞１０）

Ｙ ＝ ０ １８０Ｘ － ０ ００８ ０ ９９９３ ９８ ｐｍｏｌ ／ Ｌ ～ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ４９ ｐｍｏｌ ／ Ｌ ９８ ｐｍｏｌ ／ Ｌ
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表 ５　 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 测定 ＳＮＭＴ 活性的精密度
Ｔａｂ． ５　 Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ＳＮＭＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ
ＳＮＭＴ 活性 ／ ｐｍｏｌ ／ （ｈ·ｍｇ）

ＳＮＭＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ
精密度 ／ ％
Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

日内 Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ４ １３ ± ０ ０６ ４ ３
日间 Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ４ ２８ ± ０ ２６ ６ ０

２ ４　 精密度考察

对取自同一酶原的样品平行 ６ 次进行酶反应

后，以酶反应组和对照组中 ＮＭＳａｌ 含量的差值作为

酶反应产物的生成量，用每毫克蛋白每小时催化 Ｓａｌ
生成产物 ＮＭＳａｌ 的量 ｐｍｏｌ ／ （ｈ·ｍｇ）作为酶活性单

位，对 ＳＮＭＴ 的活性进行 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 检测，结果

表明该方法具有良好的精密度，日内和日间精密度

均在 ６ ０％范围内（见表 ５）。
２ ５　 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ＰＤ 模型大鼠 ＳＮＭＴ 活性的

检测

按上述建立的方法，对正常组、假手术组和 ＰＤ
组大鼠外周血淋巴细胞中的 ＳＮＭＴ 进行酶活性测

定。 如图 ５ 所示，正常组、假手术组和 ＰＤ 组大鼠外

周血淋巴细胞中 ＳＮＭＴ 活性分别为（２ １６ ± ５ ８２）、
（０ ５８ ± ２ ３２）、（４３ ３７ ± ９ ４９） ｐｍｏｌ ／ （ｈ·ｍｇ）。 ＰＤ
组 ＳＮＭＴ 活性分别是假手术组和正常组的 ７４ ８ 倍

和 ２０ ０ 倍，差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０１），而正常组和

假手术组之间差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。

注：与正常组、假手术组比，∗Ｐ ＜ ０ ０１。

图 ５　 正常组、假手术组和 ＰＤ 组大鼠外周

血液淋巴细胞中 ＳＮＭＴ 的活性（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ

ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐｓ，∗Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇ． ５　 ＳＮＭＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ， ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ａｎｄ ＰＤ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

６⁃ＯＨＤＡ 单侧损毁大鼠模型是目前研究 ＰＤ 发

病过程和筛选治疗药物最常用的模型之一，其过程

呈慢性渐进式改变，通过逆向轴浆运输将 ６⁃ＯＨＤＡ
运输至黑质致密部引起黑质多巴胺能神经元变性

死亡，可模拟 ＰＤ 中、早期发病症状［１２］。 Ｚｈａｎｇ 所用

模型为大鼠脑黑质致密部 （ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ｐａｒｓ
ｃｏｍｐａｃｔａ， ＳＮｐｃ）定点注射 ６⁃ＯＨＤＡ，ＳＮｐｃ 定点注射

１２ ｈ 后即出现约 ９０％ 的多巴胺细胞丢失，称为“急
性完全损毁”模型，该模型大鼠易死于不能取食和

渴感缺乏等并发症［１３］，更适用于模拟晚期 ＰＤ 症

状。 为表征 ＰＤ 患者外周血淋巴细胞中 ＳＮＭＴ 活

性，寻找 ＰＤ 早期诊断的潜在生物标志物，实验通过

单侧纹状体双点注射 ６⁃ＯＨＤＡ 制备 ＰＤ 大鼠模型。
模型的行为学评价结果显示，１８ 只经过 ６⁃ＯＨＤＡ 诱

导的大鼠中共有 ７ 只通过行为学评价，模型建模成

功率比较低的主要原因是鼠脑纹状体体积较小，造
成定位注射准确率降低。

关于 ＳＮＭＴ 活性的检测目前报道的方法主要有

高效液相色谱串联电化学检测器（ＨＰＬＣ⁃ＥＣＤ） ［１４，１５］

和高效液相色谱串联电喷雾离子化飞行时间质谱

（ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＴＯＦ） ［１１，１６］ 等，实验开发了基于多反应

监测模式（ＭＲＭ）的 ＳＮＭＴ 活性的高选择性、高灵敏

度、高重复性的检测方法。 该方法通过 ＭＲＭ 技术

的子母两级离子选择，有效排除了复杂生物样品中

在同一保留时间共流出的其他离子的干扰，使复杂

生物样品的质谱检测背景和假阳性率显著降低，目
标化合物的信噪比显著提高，能够满足 ＨＰＬＣ⁃ＥＣＤ
或 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＴＯＦ 等其他检测方法难以达到的高灵

敏度要求。 该方法中 ＮＭＳａｌ 的检出限低达 ４９ ｐｍｏｌ ／
Ｌ，灵敏度与窦凯飞等［１７］ 建立的 ＨＰＬＣ⁃ＥＣＤ 检测方

法相比提高约 ２ 个数量级。 Ｚｈａｎｇ［１１］、牟晓玲［１８］ 等

建立的 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＴＯＦ 检测方法利用高效液相色谱

的保留时间性质和飞行时间质谱的高分辨率特性

对 ＮＭＳａｌ 进行定性，以及高效液相色谱电喷雾离子

化飞行时间质谱（ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＴＯＦ）仪器的提取离子

流色 谱 图 （ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ， ＥＩＣ ） 对

ＮＭＳａｌ 进行定量。 因生物样品的复杂性，该方法容

易造成 ＮＭＳａｌ 定性结果的假阳性，而本文建立的

ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＱＱＱ 方法采用 ＭＲＭ 定量模式，可通过特

征离子对（ＭＲＭ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ）排除与待测物相同质荷

比的子离子共流出对待测物定量造成的干扰，其高

选择性的优势是 ＨＰＬＣ⁃ＥＣＤ 和 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＴＯＦ 等方

法无法比拟的，其灵敏度也比 ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＴＯＦ 方法

高约 ３ 个数量级。
ＰＤ 主要病理特征为中脑黑质多巴胺能神经元

的大量缺失以及残存的神经元中形成路易小体，典

９８中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １２ 月第 ２７ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １２



型的临床运动症状通常只在病人黑质多巴胺能神

经元缺失一半、纹状体中多巴胺分泌减少 ８０％以上

时才表现出来，而早期临床症状并不典型且较隐

蔽，因此容易被误诊或漏诊。 目前关于 ＰＤ 的早期

诊断主要依靠功能影像学成像技术和寻找生物标

志物两方面。 有研究表明血清中 Ｃ３ｃ 补体及相关

蛋白有望作为 ＰＤ 诊断的生物标志物［１９］；在散发 ＰＤ
病人 ＣＳＦ 中 Ｄｊ⁃１ 基因水平升高，是 ＰＤ 在基因水平

上潜在的诊断标志物［２０］；以 ８⁃羟基⁃２⁃鸟核苷酸作

为 ＤＮＡ 氧化损伤的指标，也可能是 ＰＤ 的临床诊断

生物标志物［２１］；另有研究发现 ＰＤ 病人血浆中 α⁃
ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ 含量降低［２２］，但仍处在实验初级阶段。 本

文对 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ＰＤ 模型大鼠外周血淋巴细胞

中的 ＳＮＭＴ 活性进行表征，结果发现 ＰＤ 模型组大

鼠 ＳＮＭＴ 活性显著升高。 与 Ｚｈａｎｇ 等测得的大鼠外

周血淋巴细胞中 ＳＮＭＴ 的活性相比数值小了约 ３ 个

数量级，分析其原因，除了所建的模型不同之外，可
能是 Ｚｈａｎｇ 等在酶反应步骤并没有设置对照组以扣

除酶反应底物中可能含有的 ＮＭＳａｌ 以及大鼠脑中

内源性的 ＮＭＳａｌ 的干扰，故造成 ＳＮＭＴ 的活性检测

结果偏大。 实验结果提示以外周血淋巴细胞中

ＳＮＭＴ 活性为考察对象，可为利用 ＰＤ 大鼠模型筛选

潜在的生物标志物提供初期的实验依据。
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