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　 　 【摘要】 　 目的　 通过自行设计制作啮齿动物脑内微透析记录的清醒活动装置ꎬ并进行小鼠清醒活动的脑内

微透析采样应用和验证ꎮ 方法　 设计并利用相关材料自行制作啮齿动物脑内微透析记录的清醒活动装置ꎬ并通过

小鼠黑质－纹状体神经环路的多巴胺相关神经递质进行测定和验证ꎮ 向 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠的黑质、纹状体埋置微透析

探针ꎬ手术 ７ ｄ 后进行小鼠清醒活动下的黑质、纹状体的多巴胺(ＤＡ)及其代谢中间产物二羟基苯乙酸(ＤＯＰＡＣ)两
种神经递质的微透析采样ꎮ 微透析流速为 ２ μＬ / ｍｉｎꎬ每 ２０ ｍｉｎ 收集一管样品ꎬ共收集 ２００ ｍｉｎꎬ分析两种化学物质

浓度随时间的变化ꎮ 结果　 (１)啮齿动物脑内微透析记录的清醒活动装置可保证动物在装置内清醒活动的同时可

顺利进行微透析采样ꎮ (２)啮齿动物脑内样品的可检测到稳定的神经递质含量ꎬ样品测得小鼠的多巴胺浓度为黑

质(０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０１)ｎｍｏｌ / Ｌꎬ纹状体(０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０５)ｎｍｏｌ / Ｌꎻ小鼠的 ＤＯＰＡＣ 浓度为黑质(３􀆰 ３８ ± ０􀆰 ５９) ｎｍｏｌ / Ｌꎬ纹状体

(２０􀆰 ３５ ± ６􀆰 ８７)ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 各记录时段之间无明显差异ꎮ 结论　 啮齿动物脑内微透析记录的清醒活动装置设计实

用、稳定ꎬ具有较好的时间、空间应用效果ꎮ 已申请并授权获批国家专利两项:发明专利(２０２１１０５２５３４２􀆰 ５)ꎬ实用新

型专利(２０２１２１０２７２４７􀆰 ４)ꎮ
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　 　 实验动物脑内微透析技术是神经系统研究中

的一种经典的微量化学采样与检测技术ꎬ用于在体

检测实验动物特定脑区的化学成分分泌情况ꎮ 实

验原理是局部微透析半透膜探针采样ꎮ 首先通过

脑内立体定位手术向啮齿类动物(大鼠、小鼠)或非

人灵长类动物的目标脑区植入微透析探针ꎬ探针含

有半透膜以及流入、流出两个方向的管路ꎮ 手术恢

复后ꎬ进行在体的微透析记录采样ꎮ 记录过程中缓

慢向探针流入管路泵入人工脑脊液ꎬ于探针的半透

膜处进行物质交换(即“微透析”)ꎬ目的脑区特定的

化学成分可以跨越半透膜ꎮ 按一定的时间间隔收

集流出端样品ꎬ记录结束后再对样品进行化学成分

的测定和分析ꎬ可以检测化学物质分泌的实时变

化[１]ꎮ 该实验的优势是动物无须麻醉ꎬ在一定空间

范围内进行清醒、自由活动ꎬ可以很好的反应动物

在清醒、自由活动的情况下目标脑区的化学物质、
神经递质分泌情况ꎬ同时也可实时结合动物的认知

或行为任务ꎬ观测化学物质合成和分泌规律ꎬ是研

究实验动物脑内化学物质分泌的关键技术方法[２]ꎮ
啮齿动物保持微透析收集阶段清醒活动ꎬ不受

到外界环境应激和刺激ꎬ是稳定记录的重要基础ꎮ
为实现啮齿动物微透析的清醒记录ꎬ本研究自行设

计制作一种啮齿动物可用的脑内微透析清醒活动

装置ꎬ结合现有商品化的装置并改进其多种不

足[３]ꎮ 发明目的是供啮齿类实验动物(大鼠、小鼠)
在此装置内进行清醒、自由活动的同时ꎬ头部的脑

内微透析液体管路不缠绕打结ꎬ稳定收集脑内微透

析的流出液样品ꎮ

为了验证该装置的有效性、科学性和稳定性ꎬ
进行了小鼠黑质－纹状体的多巴胺神经递质微透析

记录实验ꎮ 向小鼠的黑质、纹状体分别手术植入微

透析探针ꎬ通过微透析的清醒活动记录收集样品ꎬ
进行多巴胺神经递质(ＤＡ)和代谢产物二羟基苯乙

酸(ＤＯＰＡＣ)的分析测定ꎮ 实验结果表明ꎬ自行设计

制作的微透析清醒活动装置可以实现小鼠的自由

活动、线路不缠绕打结ꎬ多巴胺和 ＤＯＰＡＣ 的采样稳

定ꎬ可以获得理想实验结果ꎮ 设计成功后ꎬ申请国

家发明专利和实用新型专利两项ꎬ并顺利获批授权ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

９ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ体重 ２０
~ ２５ ｇꎬ购于北京华阜康生物科技股份有限公司

【ＳＣＸＫ(京)－２０２０－０００４】ꎬ饲养于中国医学科学院

医学实验动物研究所、北京协和医学院比较医学中

心南纬路啮齿动物行为学设施【ＳＹＸＫ(京) －２０１８－
００１９】ꎮ 动物设施内温度 ２４ ~ ２６℃ꎬ光照 １２ ｈ 明

亮:１２ ｈ 黑暗ꎬ小鼠自由饮水饮食ꎮ 本实验中动物

的使用已经过中国医学科学院医学实验动物研究

所实验动物使用与管理委员会(ＩＡＣＵＣ)批准(ＩＬＡＳ￣
ＱＣ￣２０１７－００２)ꎮ 实验中所有的动物实验操作过程

严格按照实验动物使用的 ３Ｒ 原则和实验动物福利

伦理的相关规定进行ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器

(１)微透析清醒活动装置的制作:双通道不锈

１５３
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钢转环( ＩＮＳＴＥＣＨꎬ美国)ꎬ液体管路、样品收集管

(ＣＭＡꎬ瑞典)ꎬ铁架台ꎬ１ ｍＬ 塑料吸头ꎬ小鼠饮水

瓶ꎬ塑料桶ꎬ铁丝ꎬ纸胶带ꎬ塑料板等ꎮ
(２)小鼠微透析探针埋置手术:啮齿动物脑立

体定位仪 (深圳市瑞沃德生命科技有限公司ꎬ中
国)ꎬ啮齿动物呼吸麻醉机(深圳市瑞沃德生命科技

有限公司)ꎬ微透析探针(ＣＭＡꎬ瑞典ꎬ其中纹状体探

针半透膜长度 ２ ｍｍ、黑质探针长度 １ ｍｍ)ꎬ异氟烷

(深圳市瑞沃德生命科技有限公司)ꎬ生理盐水、医
用酒精、牙科水泥、医用棉签、手术器械等ꎮ

注:Ａ:装置实物图ꎻＢ:装置整体示意图ꎻＣ:装置局部示意图ꎬ１２:铁架台垂直杆ꎬ１３:铁架台水平杆ꎬ２８:手工切割的塑料片结构ꎬ用于打

孔放置两个 １ ｍＬ 塑料吸头(２９)ꎬ记录过程中放置 ＥＰ 管收集管ꎬ３４:动物饮水瓶ꎮ

图 １　 微透析记录清醒活动装置及示意图

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｖｉｃｅ ｐｉｃｔｕｒｅ. Ｂ. Ｏｖｅｒａｌｌ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｖｉｃｅ. Ｃ. Ｐａｒｔｉａｌ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｄｅｔａｉｌ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｖｉｃｅ. １２. Ｖｅｒｔｉｃａｌ
ｒｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｉｒｏｎ ｆｒａｍｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ. １３. Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｒｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｉｒｏｎ ｆｒａｍｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ. ２８. Ｈａｎｄｍａｄｅ ｐｌａｓｔｉｃ ｓｈｅｅｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｒｉｌｌｉｎｇ ｈｏｌｅｓ ａｎｄ
ｐｌａｃｉｎｇ ｔｗｏ １ ｍＬ ｐｌａｓｔｉｃ ｔｉｐｓ (２９) . ＥＰ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｔｕｂｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ. ３４. Ｒｏｄｅｎｔ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｂｏｔｔｌｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｏｄｅｎｔ ａｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ ａｎｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍｓ

(３)小鼠的微透析清醒记录:四通道微量注射

泵ꎬ微透析液体管路(ＣＭＡꎬ瑞典)ꎬ自制记录装置ꎬ
啮齿动物腰部塑料固定扎环ꎬ５０ μＬ ＥＰ 管ꎬ高氯酸ꎬ
氯化钠ꎬ氯化钾ꎬ氯化钙ꎬ氯化镁ꎬ稀盐酸等ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 微透析清醒活动装置制作

参考相关文献和国外产品ꎬ根据实验需求和可

操作性ꎬ自行设计制作微透析的啮齿动物清醒活动

装置[４－５]ꎮ 取适量长度铁丝按示意图结构弯折ꎬ将

塑料片打孔连接铁丝ꎬ插入 １ ｍＬ 塑料吸头并固定ꎬ
用于记录过程中放入样品收集管ꎮ 将双通道转环、
铁丝、塑料片和纸胶带按装置示意图连接固定ꎬ最
下端铁丝为弯钩形ꎬ用于记录过程中与小鼠塑料圈

勾住固定ꎮ 铁架台通过直角夹固定横杆ꎬ将装置的

双通道转环用直角夹固定在横杆上ꎮ 塑料桶侧壁

打孔ꎬ将小鼠饮水瓶的瓶口插入固定ꎬ放置于铁架

台底座上(图 １)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物分组和微透析探针手术埋置

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ９ 只ꎬ分别在右侧黑质、右侧纹状

体脑区进行手术埋置微透析探针ꎮ 小鼠使用异氟

烷吸入麻醉ꎬ固定于小鼠脑立体定位仪上ꎬ眼睛涂

抹眼药膏ꎬ顶部头皮备皮ꎬ碘伏消毒ꎬ头顶正中切

口ꎬ钝性分离组织ꎬ暴露颅骨和前囟ꎬ黑质坐标(ＡＰ
＝ － ３􀆰 ２ ｍｍꎻ ＭＬ ＝ １􀆰 ２５ ｍｍꎻ ＤＶ ＝ ４􀆰 ６ ｍｍ)ꎬ纹
状体坐标(ＡＰ ＝ １􀆰 ０ꎻ ＭＬ ＝ １􀆰 ５ꎻ ＤＶ ＝ ３􀆰 ２)ꎬ颅骨

表面打孔ꎬ按目标脑区坐标颅骨开窗ꎬ旋入颅骨螺

丝固定ꎮ 缓慢垂直植入微透析探针ꎬ用牙科水泥固

定ꎮ 手术过程中注意无菌操作规范ꎬ手术结束后ꎬ

２５３
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小鼠腹腔注射非甾体抗炎药美洛昔康(２ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ
术后恢复 ７ ｄꎬ可进行记录实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠微透析清醒记录

将脑内已植入微透析探针的小鼠置于装置内ꎬ
连接管路ꎬ打开微透析泵ꎬ以 ２ μＬ / ｍｉｎ 流速缓慢泵

入人工脑脊液(表 １)ꎬ平衡 ４􀆰 ５ ｈꎬ动物在此期间在

装置内自由活动ꎮ 开始正式收集后ꎬ先收集 ３０ ｍｉｎ
空白样品ꎬ随后每 ２０ ｍｉｎ 更换 １ 次收集管ꎬ共记录

２００ ｍｉｎꎬ收集样品 １０ 管ꎮ 记录结束后将样品送样

上机ꎬ检测其中的神经递质 ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 浓度ꎮ 本

次实验样品委托法国波尔多大学 Ｅｒｗａｎ Ｂｅｚａｒｄ 教授

实验室进行化学成分检测[６]ꎮ

表 １　 微透析用人工脑脊液配方

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ
成分

Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＮａＣｌ １４７􀆰 ００
ＫＣｌ ２􀆰 ７０
ＣａＣｌ２ １􀆰 ２０
ＭｇＣｌ２ ０􀆰 ８５

溶液 Ｃｌ－总浓度 Ｔｏｔａｌ [Ｃｌ－] １５３􀆰 ８０
注:ｐＨ ＝ ６􀆰 ５ ~ ７􀆰 ４ꎬ４℃冰箱内可保存两周ꎮ
Ｎｏｔｅ. ｐＨ ＝ ６􀆰 ５ ~ ７􀆰 ４. Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃａｎ ｂｅ ｓｔｏｒｅｄ ｉｎ ４℃ ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｏｒ ｆｏｒ ｔｗｏ
ｗｅｅｋｓ.

１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据若无说明均采用平均值 ± 标准差( ｘ－

± ｓ)表示ꎮ 所有数据均用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 和采用统计软

件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 进行统计分析ꎬ两组间比较

采用独立样本 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 表示差异具有显

著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 啮齿动物脑内微透析清醒记录装置的埋置和

记录

本实验使用自主设计制作的啮齿动物脑内微

透析清醒记录装置ꎬ可实现啮齿类动物小鼠或大鼠

两个脑区的同时记录ꎮ 首先检测使用的有效性、科
学性、稳定性ꎮ 通过立体定位手术向小鼠纹状体和

黑质分别植入微透析探针ꎮ 动物术后恢复 ７ ｄ 后可

在记录收集阶段进行小鼠黑质和纹状体的神经递

质微透析采样ꎬ可以实现两个脑区同时的记录收集

(见图 ２)ꎮ
啮齿动物脑内微透析记录实验时ꎬ动物无须麻

醉ꎬ腰部用塑料环固定ꎬ将动物腰部固定环与装置

下方挂钩相连ꎬ头部埋置的微透析探针管路末梢与

图 ２　 微透析记录清醒活动装置用法示意图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｕｓａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｄｅｎｔ ａｗａｋｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ

装置的液体管路相连ꎬ动物置于塑料桶内ꎮ 连接注

射泵、微量进样针、液体管路、转环ꎮ 在装置上的 ２
个 １ ｍＬ 塑料吸头中放入样品收集管ꎬ将液体管路的

末端插入ꎬ并用纸胶带稍加固定ꎬ分别收集小鼠纹

状体、黑质的样品ꎮ 记录过程中ꎬ小鼠在塑料桶内

进行清醒活动ꎬ自由饮水、饮食ꎬ液体管路可随动物

的运动旋转ꎬ不易拆绕打结ꎮ 每 ２０ ｍｉｎ 更换 １ 次样

品收集管ꎬ取得小鼠脑内黑质或纹状体的微透析样

品ꎮ 整个记录过程中动物自由运动状态良好ꎬ装置

使用稳定ꎬ取样收集便利ꎮ
２􀆰 ２　 脑内在体微透析测定小鼠纹状体、黑质的多巴

胺递质

以啮齿动物的多巴胺能神经通路研究为例ꎬ
定量验证此装置的采样能力ꎮ 多巴胺( ｄｏｐａｍｉｎｅꎬ
ＤＡ)是中枢神经系统含量最丰富的儿茶酚胺类神

经递质ꎬ在中脑－皮层通路(ｍｅｓｏｃｏｒｔｉｃａｌ ｓｙｓｔｅｍ)、
中脑边缘通路(ｍｅｓｏｌｉｍｂｉｃ ｓｙｓｔｅｍ)、黑质－纹状体

通路 ( ｎｉｇｒｏ￣ｓｔｒｉａｔａｌ ｓｙｓｔｅｍ) 和 结 节 － 漏 斗 通 路

( ｔｕｂｅｒｏｉｎｆｕｎ￣ｄｉｂｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ) 发 挥 重 要 的 生 理 功

能[７] ꎬ其功能异常与成瘾、帕金森病、精神分裂症

３５３
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等神经系统疾病息息相关[８－１３] ꎮ 瑞典科学家阿尔

维德􀅰卡尔松(Ａｒｖｉｄ Ｃａｒｌｓｓｏｎ)和美国科学家保罗

􀅰格林加德(Ｐａｕｌ Ｇｒｅｅｎｇａｒｄ)有关神经递质多巴胺

的研 究 获 得 ２０００ 年 诺 贝 尔 生 理 学 或 医 学 奖

( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｏｂｅｌｐｒｉｚｅ. ｏｒｇ / ｐｒｉｚｅｓ / ｍｅｄｉｃｉｎｅ /
２０００ / ｐｒｅｓｓ￣ｒｅｌｅａｓｅ / ) [１４] ꎮ 多巴胺在神经元内主要

通过单胺氧化酶(ＭＡＯ)的作用转化为二羟基苯乙

酸(ＤＯＰＡＣ) [１５] ꎮ 在鼠脑中ꎬ多巴胺代谢的最终产

物是 ＤＯＰＡＣꎬ 而 在 人 或 非 人 灵 长 类 动 物 中ꎬ
ＤＯＰＡＣ 受到细胞外儿茶酚胺氧位甲基转移酶

(ＣＯＭＴ)的作用还可转化为高香草酸(ＨＶＡ) (图

３)ꎮ 实验研究大多通过啮齿动物多巴胺能神经突

触末梢释放神经递质 ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 的化学含量研

究脑内多巴胺能神经通路功能ꎮ 本研究对小鼠黑

质和纹状体分别手术植入脑内微透析探针ꎬ进行

自由活动状态下的在体微透析收集ꎮ 实验结束

后ꎬ对实验小鼠进行大脑取材和定位验证ꎬ纹状体

和黑质的微透析探针末梢定位准确ꎬ均位于目标

脑区(图 ４)ꎮ

图 ４　 小鼠脑内微透析探针埋置位点

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｐｒｏｂｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｒａｉｎ

记录完成后ꎬ对收集的样品送样ꎬ检测其中神

经递质 ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 的化学含量ꎮ 对于小鼠的黑

质－纹状体神经通路ꎬ神经元胞体位于黑质ꎬ在胞体

内实现神经递质的合成和传导ꎬ神经细胞发出轴突

投射到纹状体部位ꎬ与其他神经元形成大量突触ꎬ
通过突触前膜释放大量神经递质成分ꎬ通过突触间

隙作用于下游神经元ꎮ
经测定ꎬＤＡ 在小鼠黑质的含量在记录期间随

时间变化基本稳定ꎬ绝对浓度为 ( ０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０１)
ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 各时段之间无明显差异ꎬ其中最高为

(０􀆰 １５ ± ０􀆰 ０４) ｎｍｏｌ / Ｌꎬ 最 低 为 ( ０􀆰 １０ ± ０􀆰 ００ )

图 ３　 神经系统多巴胺代谢示意图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ

ｎｍｏｌ / Ｌꎮ ＤＡ 在小鼠纹状体的含量在记录期间随

时间变化基本稳定ꎬ绝对浓度为 ( ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０５)
ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 各时段之间无明显差异ꎬ其中最高为

(０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １１) ｎｍｏｌ / Ｌꎬ 最 低 为 ( ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０４ )
ｎｍｏｌ / Ｌ(图 ５)ꎮ

ＤＯＰＡＣ 在小鼠黑质的含量在记录期间随时间

变化基本稳定ꎬ绝对浓度为(３􀆰 ３８ ± ０􀆰 ５９) ｍｏｌ / Ｌꎮ
各时段之间无明显差异ꎬ其中最高为(３􀆰 ８０ ± ０􀆰 ７３)
ｎｍｏｌ / Ｌꎬ最低为(２􀆰 ４１ ± ０􀆰 ５４) ｎｍｏｌ / Ｌꎮ ＤＯＰＡＣ 在

小鼠纹状体的含量为在记录期间随时间变化基本

稳定ꎬ绝对浓度为(２０􀆰 ３５ ± ６􀆰 ８７) ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 各时段

之间无明显差异ꎬ其中最高为(２３􀆰 ８６ ± ７􀆰 １４)ｎｍｏｌ /
Ｌꎬ最低为(１９􀆰 ３３ ± ６􀆰 ２９)ｎｍｏｌ / Ｌ(图 ６)ꎮ

４５３



中国实验动物学报 ２０２２ 年 ６ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＪｕｎｅ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３０ꎬ Ｎｏ. ３

图 ５　 微透析记录清醒活动装置测定小鼠黑质、纹状体多巴胺浓度

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ａｎｄ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｏｄｅｎｔ ａｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ

图 ６　 微透析记录清醒活动装置测定小鼠黑质、纹状体 ＤＯＰＡＣ 浓度

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ＤＯＰＡＣ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ａｎｄ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｏｄｅｎｔ ａｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ

３　 讨论

神经递质是神经系统重要的信号传导途径ꎬ通
过旁分泌的形式在神经元、神经胶质细胞之间实现

调控作用ꎮ 神经递质的合成、分泌、摄取和重吸收

是神经系统的重要生理功能ꎬ在疾病状态下ꎬ神经

递质的含量、分泌及重吸收障碍是病理学和病理生

理学改变的化学基础ꎮ 神经系统实验研究中ꎬ模型

动物的脑内化学物质分泌、浓度和受体的变化是疾

病机制研究的几个重要层次[１６]ꎮ 实现脑内化学递

质稳定、可靠的记录是本装置的制作目标ꎮ
３􀆰 １　 装置的设计和使用

国内外现有部分在售的脑内微透析清醒活动

装置ꎬ最常见的是国外产品ꎬ基本由动物活动箱(含
动物水瓶)和微透析转环装置两部分组成ꎮ 动物活

动箱大多为立方体的活动空间ꎬ在装置的外侧固定

有动物水瓶ꎮ 微透析转环装置从侧方固定在动物

活动箱的一个侧壁上缘ꎬ使二者一体化ꎮ 以上产品

有两点不足ꎮ 第一ꎬ动物活动箱通常为方形ꎬ对动

物的自由活动有所限制ꎬ活动箱的边缘和角落不易

清洗ꎬ容易藏匿污渍、动物尿液等ꎬ残留的个体气味

会对随后动物的检测产生干扰ꎮ 动物在不同位置

(如长边或角落)会出现生理性的位置偏好ꎬ啮齿类

动物具有筑巢、避光的习性ꎬ在方形空间中更偏爱

在角落中运动ꎬ因此对动物的自由活动有一定影

响ꎮ 第二ꎬ微透析转环装置(金属棒和转环线缆装

置)以侧方的上边缘处卡扣的形式固定在活动箱的

一侧ꎬ虽然装置已经尽量轻便ꎬ但该装置的重心在

一侧ꎬ容易造成整体放置不稳定ꎬ而且微透析转环

装置结构比较细ꎬ受力较易折断ꎬ易损耗报废ꎮ 进

口产品在购买和使用过程中存在诸多不便ꎬ如进度

缓慢、价格较高、维修困难、技术支持难等ꎬ本文装

置设计通过自主设计改进并制作ꎬ力求更好实现啮

齿类动物清醒状态下的脑内微透析记录ꎮ
本装置的适用范围是啮齿类实验动物ꎬ常用的

如大鼠、小鼠ꎬ根据研究需要也可进行金黄地鼠、豚
鼠等动物的脑内微透析采样ꎬ动物的自由活动可通

过更换相应尺寸的活动圆筒实现ꎮ 在本文的研究

５５３
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中ꎬ我们实验了清醒、自由活动小鼠的黑质和纹状

体微透析采样分析ꎬ小鼠在装置内清醒、自由活动ꎬ
可顺利采样记录ꎬ装置圆筒的直径为:底座 １７ ｃｍꎬ
上缘 ２０ ｃｍꎮ 如使用大鼠开展实验ꎬ为实现动物的

清醒、自由活动ꎬ可将装置的圆筒更换为较大尺寸ꎬ
并在铁架台上固定ꎻ同时在预实验过程中观察采样

管路长度是否合适ꎬ并进行微调ꎬ保证大鼠的自由

活动和稳定记录ꎮ 本实验室现有的大鼠活动装置

的圆筒直径为 ３０ ｃｍ 或 ４５ ｃｍꎮ
３􀆰 ２　 实验动物的化学物质采样和分析应用范围

在体微透析实验可用于多种化学成分的检测ꎬ
除本文的多巴胺和 ＤＯＰＡＣ 神经递质之外ꎬ该技术

还可检测 ＧＡＢＡ、谷氨酸、乙酰胆碱等神经递质ꎬ乳
酸、尿酸、丙酮酸、组胺、褪黑素、Ｐ 物质、缓激肽等代

谢产物ꎮ 该技术适用的实验动物ꎬ除啮齿动物大

鼠、小鼠以外ꎬ还可用于豚鼠、金黄地鼠、兔、狗、猫、
猪、羊、非人灵长类等动物ꎮ 检测的组织或器官包

括脑、脊髓、血液、心脏、肝、肾、脂肪组织和肾上腺

等[１７－１８]ꎮ 不同实验动物、不同组织的检测根据实验

需求选用相应的采样模式ꎬ可进行清醒或麻醉记

录ꎬ利用不同规格、不同实验目的的装置展开研究ꎮ
３􀆰 ３　 神经化学分析新技术和展望

脑内微透析实验属于神经化学检测方法ꎬ通过

在体采样、化学成分分析获得化学物质的浓度数

据ꎮ 在神经系统发挥功能的生理过程中ꎬ神经递质

常表现为低浓度的实时变化ꎬ因此对技术也提出更

高的挑战ꎬ如要求采样过程的稳定性、化学成分检

测的特异性和灵敏度、更高的时间和空间分辨率

等ꎮ 本装置可为实验动物在体神经化学检测提供

稳定的采样活动装置ꎮ 近年来发展的一系列神经

递质检测方法ꎬ如荧光探针、电化学检测等ꎬ具有较

好的特异性、灵敏度及时空分辨率ꎬ借助微电子、计
算机技术的飞速发展也实现了神经递质化学检测

的技术更新ꎮ
本研究基于脑内微透析清醒记录技术的原理

和现状ꎬ自行设计制作一种啮齿类动物脑内微透析

记录的清醒活动装置ꎬ并通过小鼠的黑质－纹状体

多巴胺能神经通路进行该装置的记录实验ꎬ取得稳

定的实验结果ꎮ 现已申请并授权获批国家专利两

项:发明专利(２０２１１０５２５３４２􀆰 ５) [１９]ꎬ实用新型专利

(２０２１２１０２７２４７􀆰 ４) [２０]ꎮ
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综述:左心疾病相关肺动脉高压动物模型

肺动脉高压是多种原因导致的以肺动脉压力和肺血管阻力进行性升高为特征的心肺血管疾病ꎮ 其中ꎬ
右心导管检测平均肺动脉压 ≥ ２５ ｍｍＨｇ 且肺动脉楔压> １５ ｍｍＨｇ 的肺动脉高压被定义为左心疾病相关肺

动脉高压(ＰＨ￣ＬＨＤ)ꎮ 根据世界卫生组织分类ꎬＰＨ￣ＬＨＤ 属于第 ２ 大类肺动脉高压ꎬ亦是最为常见的一种类

型ꎮ 来自德国慕尼黑大学及柏林洪堡大学的研究者们总结归纳了目前用于 ＰＨ￣ＬＨＤ 研究的 ３ 大类模型:压
力负荷诱导左心衰竭引起的 ＰＨ￣ＬＨＤ、缺血性心衰诱导的 ＰＨ￣ＬＨＤ、代谢紊乱伴随的 ＰＨ￣ＬＨＤꎮ

压力负荷诱导左心衰竭的造模方式主要包括主动脉束带术、主动脉缩窄术、肺静脉束带术及左心房狭

窄ꎮ 主动脉束带术是目前最常见的研究 ＰＨ￣ＬＨＤ 的方法ꎬ其操作简单ꎬ可重复性强ꎬ多适用于大鼠ꎮ 主动脉

缩窄术是另一种常见的 ＰＨ￣ＬＨＤ 诱导方式ꎬ主要适用于小鼠ꎮ 这两种方法均易造成急性左心衰甚至死亡ꎬ
且仅能诱导轻、中度 ＰＨ￣ＬＨＤꎮ 肺静脉束带术是最常见的研究大动物 ＰＨ￣ＬＨＤ 的方法ꎬ造模时间长ꎬ操作具

有一定难度ꎮ 前面三种术式均可用于诱导射血分数保留的心力衰竭相关肺动脉高压ꎮ 左心房狭窄的疾病

动物模型可用于模拟二尖瓣病变引起的 ＰＨ￣ＬＨＤꎬ多适用于大鼠ꎮ 缺血性心衰诱导的 ＰＨ￣ＬＨＤ 则主要用于

模拟射血分数降低的心力衰竭相关肺动脉高压ꎮ 该模型既可适用于大、小鼠等啮齿类动物ꎬ也可适用于猪ꎬ
多用于诱导中、重度 ＰＨ￣ＬＨＤꎮ 文中还介绍了单纯高脂饮食、高脂饮食或奥氮平联合压力负荷诱导左心衰及

肥胖 ＺＳＦ１ 大鼠联合 Ｓｕｇｅｎ ５４１６ 等多种方式诱导的伴有代谢综合征的 ＰＨ￣ＬＨＤ 啮齿类模型ꎬ这些模型造模

时间大多较长ꎬ且多引起轻度 ＰＨ￣ＬＨＤꎮ
综上所述ꎬ本文全面概括了目前用于模拟 ＰＨ￣ＬＨＤ 的动物模型及其优点和局限性ꎮ 加深对 ＰＨ￣ＬＨＤ 动

物模型的了解将有利于研究者选择合适的动物模型ꎬ从而助力 ＰＨ￣ＬＨＤ 的机制探索等临床前研究的顺利

开展ꎮ
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