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【摘要】 目的  研究钙离子 / 钙调蛋白激酶Ⅱ（CaMK Ⅱ）在跑步机训练改善帕金森病（PD）模型小鼠

记忆功能中的分子机制，为 PD 的治疗提供一个新的思路。方法  将 6- 羟基多巴胺立体定向注射至小

鼠左侧纹状体内制备偏侧 PD 小鼠模型，利用圆柱体实验筛选 PD 模型。将造模成功的 PD 小鼠（n=32）随

机分为 PD 非跑步机训练组（PD+no-Ex 组，n=8）、低速跑步机训练组（PD+Low-Ex，n=8）、中速跑步机训练

组（PD+Medium-Ex，n=8）和高速跑步机训练组（PD+High-Ex，n=8），并设 Sham 组（n=8，在相同部位注射

生理盐水）作为对照。利用 Morris 水迷宫实验观察各组小鼠的学习记忆能力，并对其行为学结果进行分

析评价，选取 Sham 组、PD+no-Ex 组及 PD+Low-Ex 组海马组织，利用 Western blot 检测小鼠海马中环磷腺

苷效应元件结合蛋白（CREB）、酪氨酸羟化酶（TH）、细胞外信号调节蛋白激酶 1/2（ERK1/2）和 CaMK Ⅱ的

磷酸化水平。结果  Morris 水迷宫定位航行实验结果表明各组小鼠的平均逃避潜伏期随着训练时间的

延长呈逐渐下降趋势，低中高速跑步机训练都有利于 PD 小鼠记忆功能的恢复（P ＜ 0.05），但低速跑步机

训练组小鼠改善得更明显（P ＜ 0.05）。空间探索实验结果则表明，与 Sham 组比较，PD+no-Ex 组小鼠穿

越平台次数明显减少，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；与 PD+no-Ex 组比较，不同速度跑步机训练组小鼠

穿越平台次数明显增加，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。Western blot 结果显示，与 Sham 组比较，PD+no-

Ex 组磷酸化 CREB、ERK1/2、CaMK Ⅱ及 TH 水平明显降低，差异均有统计学意义（P ＜ 0.05）；与 PD+no-

Ex 组比较，PD+Low-Ex 组上述指标明显升高，差异均有统计学意义（P ＜ 0.01）。结论  低速跑步机训练

对 PD 模型小鼠学习记忆能力的改善作用更显著，其可能是通过上调海马中蛋白激酶 A（PKA）介导的信

号转导通路，从而改善 PD 小鼠的认知功能。
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【Abstract】 Objective  To investigate the molecular mechanism of calcine kinase II （CaMKII） in 
improving the memory function of mice with Parkinson disease （PD）， and to explore the possible mechanism 
underlying this effect， which will provide a new idea to treat PD. Methods  6-OHDA was stereotactically 
injected into the left striatum of mouse to prepare the lateral PD mouse model. Then the valid PD model was 
selected by cylinder test. All valid PD （n=32） mice were divided into four groups： PD+ no-Ex group （n=8）， 
PD+Low-Ex group （n=8）， PD+Medium-Ex group （n=8） and PD+High-Ex （n=8）. Another group of sham-
operated mice were involved as control （n=8， injection of saline at the same site）. Through the analysis and 
evaluation of their behavioral results， the hippocampus of mice in sham-operated group， PD+no-Ex group 
and PD + Low-Ex group were selected for Western blot to detect the phosphorylation levels of cAMP-response 
element binding protein （CREB）， the extracellular signal-regulated kinase1/2 （ERK1/2）， Tyrosine hydroxylase 

（TH） and calmodulin kinase Ⅱ （CaMKII）. Results  The navigation test of Morris water maze showed that the 
mean escape latency of each group was gradually decreased with the prolongation of training time. Different 
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帕金森病（Parkinson disease，PD）是最常见的中
枢神经系统变性疾病之一，其主要病理改变为中脑
黑质致密部多巴胺（dopamine， DA）能神经元的丢失
以及路易小体的形成［1］，除了常见的运动症状外，
还可合并认知障碍（如学习和记忆障碍）、情绪障碍

（焦虑、抑郁等）、视觉异常、自主神经功能障碍、睡眠
障碍等非运动症状［2］。近年来，有关 PD 认知功能
的研究逐渐受到重视，尤其是早期 PD 患者，可能已
经出现视觉空间工作记忆的损害。

PD 认知障碍的治疗需要多种方式，包括胆碱酯
酶抑制剂、脑深部电刺激等［3-4］，而康复锻炼亦是其
重要的治疗方式之一［5］。基础研究也发现多种康复
训练方式有助于改善PD动物模型的记忆功能［5］，其
原因包括康复训练可以增加DA的合成，减轻炎症的
发生［6］，减少突触以及DA能神经元的丢失等［7］。目
前对 PD 的研究主要集中在纹状体、黑质等部位，而
对于与认知记忆障碍有密切关系的海马的关注相对
较少，其参与 PD 认识障碍的机制尚不清楚。

DA 是一种调节中枢神经系统多种功能的单
胺类神经递质，通过作用于不同类型的 DA 受体来
调节大脑认知、情绪、内分泌和运动等方面的功
能［8-9］。钙离子 / 钙调素依赖的蛋白激酶Ⅱ（Ca2+/
calmodulin-dependent protein kinases Ⅱ，CaMK Ⅱ）是
一种丝氨酸/苏氨酸特性的蛋白激酶，对多种底物具
有调节功能，其中DA合成的限速酶酪氨酸羟化酶

（tyrosine hydroxylase，TH）是CaMKⅡ的底物之一［10］。
这就提示 CaMK Ⅱ可能对 DA 的合成具有调控作用。
故本实验在 PD 模型小鼠跑步机训练的基础上，利
用 Morris 水 迷 宫、Western blot 方 法 具 体 探 讨 海 马
CaMK Ⅱ参与 PD 小鼠记忆功能的可能机制，以利于
临床 PD 认知记忆功能的治疗。

材料和方法

1. 实验动物：健康成年雄性 C57/BL6 小鼠 60 只，
体重约 25 g，购于上海西普尔 - 必凯实验动物有限

公司。动物喂养于徐州医科大学实验动物中心，保
持室温（23±2）℃，相对湿度（60±5）%。

2. 方 法：（1）实 验 设 计：给 予 小 鼠 纹 状 体 内
立 体 定 位 注 射 6- 羟 基 多 巴 胺（6-hydroxydopamin，
6-OHDA）制作 PD 动物模型，注射 28 d 后，行圆柱体
实验评分，筛选出成功PD模型。PD小鼠给予14 d跑
步机康复训练，于第 15 天开始，进行 Morris 水迷宫
测试，并于第 20 天处死取脑，行分子生物学检测。

（2）模型制作：按照文献［11］报道，将小鼠称重麻
醉后，严格平颅位将小鼠固定于脑立体定位仪上，
常规备皮消毒，头顶部正中切开，在纹状体中注射
6-OHDA 制作 PD 小鼠模型，注射位置按照 Paxinos 和
Watson 图谱确定纹状体坐标：（1）AP=+1.0，L=2.1，
DV=2.9；（2）AP=+0.3，L=2.3，DV=2.9。 颅 骨 钻 孔 后，
用 10 μl 的微量注射器抽取 6-OHDA 4 μl，浓度为
3 μg/μl，每点注射 2 μl，进针速度为 0.5 μl/min。 
4 周后，行圆柱体实验评分以筛选成功 PD 模型：即
将小鼠放在直径 10 cm，高 14 cm 的圆柱体玻璃瓶
中观察 5 min，记录每只小鼠右爪或左爪及两爪同
时碰壁的次数。将损伤对侧爪贴壁与共同使用左
右爪贴壁的比值小于 40% 的小鼠视为成功 PD 模
型。（3）动物分组及跑步机训练参数设置：将筛选
出来的 32 只成功 PD 模型随机分为 4 组，分别为 PD
非跑步机训练组（PD+no-Ex 组，n=8）、PD 低速跑步
机训练组（PD+Low-Ex 组，n=8）、PD 中速跑步机训
练组（PD+Medium-Ex 组，n=8）及 PD 高速跑步机训
练 组（PD+High-Ex，n=8），并 设 假 手 术 组（Sham 组，
n=8）作为对照。PD+no-Ex 组小鼠不给予任何跑步
机训练，跑步机训练组小鼠分别给予不同的训练参
数：PD+Low-Ex 组：跑 步 机 速 度 8 m/min，30 min/d。
PD+Medium-Ex组：跑步机速度：14 m/min，30 min/d，
PD+High-Ex 组：跑步机速度 20 m/min，30 min/d，各
组小鼠持续训练 14 d。（4）水迷宫测试：参照既往文
献［12］，水迷宫测试包括定位航行实验和空间探索实
验，第 1～4 天进行定位航行实验，每天进行 4 次，每

speed of treadmill exercise all improved the memory of mice especially the low speed exercise （P ＜ 0.05）. In 
addition， spatial probe test showed that compared with mice in sham-operated group， the number of times 
through the platform were decreased in mice of PD + no-Ex group， and the difference was statistically significant 

（P ＜ 0.05）. Western blot results showed that the levels of phosphorylated CREB， ERK1/2， CaMKII and TH 
were decreased in PD mice compared to sham-operated mice （P ＜ 0.05）. However， compared with PD+no-Ex 
group， the indicators above in PD+Low-Ex group increased significantly， and the difference was statistically 
significant （P＜0.01）. Conclusions  Low-exercise training was effective to improve memory in PD mice， which 
is because that low-exercise training could enhance the activity of PKA pathway， so as to improve the cognition 
function of PD mice.

【Key words】  Parkinson disease；  Treadmill Exercise；  Memory；  Protein kinase A
Fund programs： National Natural Science Foundation of China （81671269）； Postdoctoral Program for Dr. 

Yang （2015 M571822， 2016 T90508）； Summit of Six Top Talents Program of Jiangsu Province （2015-WSN-064）
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次训练时小鼠在水池中自由游泳，直到找到隐蔽平
台为止，对于 90 s 中仍未找到隐蔽平台的小鼠，则
轻轻将其引导至平台处，记录每次训练试验中逃避
潜伏期。第 5 天进行空间探索实验，撤去水池中的
隐蔽平台，小鼠在水池中游泳 90 s，记录小鼠穿越
隐蔽平台的次数。（5）Western blot 步骤：各组小鼠断
头取脑，迅速冰上剥离损伤侧海马，提取总蛋白后
使用 BCA 蛋白测定试剂盒检测蛋白浓度，加入上样
缓冲液，沸水煮 5 min。取蛋白样品电泳分离后，经
电转膜仪转移蛋白至 PVDF 膜上，用含 5% 脱脂奶粉
的洗膜缓冲液室温封闭 2 h，加入 1 抗 4 ℃过夜，次
日洗膜 3 次，二抗室温摇床孵育 2 h，洗膜 3 次，所得
膜应用 Odyssey 双色红外激光成像系统扫描，ImageJ
软件进行图像分析处理。检测小鼠海马区磷酸化
TH、CaMK Ⅱ、细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶（extracellular 
regulated protein kinases，ERK1/2）、环磷腺苷效应元
件结合蛋白（cAMP-response element binding protein，
CREB）的表达。

3. 统计学方法：采用 SPSS 16.0 软件进行统计学
结果分析，数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组
样本比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），
组间差异经方差齐性检验后，方差齐时采用 LSD/
Bonferroni法进行多重比较，方差不齐时采用Dunnett 
T3 法多重比较。P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义，
并采用 GraphPad Prism 6.0 作图。

结  果

1. 行为学测试结果：见表 1。Morris 水迷宫测试
结果表明，在水迷宫测试的第 1 天，各组小鼠逃避潜
伏期差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。但在测试的第
2 天，与 Sham 组比较，PD+no-Ex 组小鼠潜伏期延长

（F=10.341，P ＜ 0.05）。 与 PD+no-Ex 组 比 较，低 中
速跑步机训练组小鼠的逃避潜伏期均明显缩短（均
P ＜ 0.01），而低速跑步训练组小鼠下降更明显。在
测试的第 3、4 天，与 Sham 组比较，PD+no-Ex 组小鼠
潜伏期亦明显延长（F=8.187，19.234，P ＜ 0.05）。而
与 PD+no-Ex 组比较，不同速度跑步机训练组小鼠

的逃避潜伏期均明显缩短（均 P ＜ 0.05）。在第 5 天，
PD+no-Ex 组穿越平台的次数较 Sham 组明显减少

（F=10.321，P ＜ 0.05）；且低、中、高速跑步训练组小
鼠穿越平台的次数分别与 PD+no-Ex 组比较，均有
所增多，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。

2. 跑 步 机 训 练 对 小 鼠 海 马 区 磷 酸 化 TH、
CaMK Ⅱ、ERK1/2、CREB 表达的影响：见图 1。从
行为学测试结果可以看出，与 PD+no-Ex 组相比较，
PD+Low-Ex 组更有利于改善 PD 小鼠的空间记忆功
能。所以我们利用 Western blot 技术检测 Sham 组、
PD+no-Ex 组以及 PD+Low-Ex 组小鼠海马区磷酸化
TH、CaMKⅡ、ERK1/2 和CREB的表达量，结果显示
PD组海马区各蛋白的磷酸化水平较Sham组明显降低

（F=14.287～33.982，P＜0.05），而经过低速跑步机训练
后，上述各蛋白的磷酸化水平则明显升高（P ＜ 0.05）。

讨  论

海马是编码空间和情景记忆以及新颖性检测的
必要结构，现已证明海马主要负责学习、记忆、情绪
等重要的中枢神经功能，尤其是在空间学习记忆功
能中具有重要作用［13］。相关研究表明，与 PD 学习
记忆功能相关的部位包括前额颞叶、纹状体、海马
等［9，14-16］，而海马处于核心位置，它们共同调节及
执行记忆认知功能，其涉及的神经递质包括 DA、5-
羟色胺、去甲肾上腺素等［17-19］，而 DA 则处于核心地
位，其合成受 TH 的调控，对其活性进行调节势必会
影响 PD 的认知功能［1，20］。

TH 是脑内 DA 合成的限速酶，作为底物在蛋白
激酶的催化下被磷酸化修饰，进而激活其活性。TH
的磷酸化激活是机体的重要调控方式之一，磷酸化
后解除了丝氨酸（Ser）对 TH 的抑制作用，对酶的活
性具有正性调节作用。CaMK Ⅱ与多种形式的行为
学及突触可塑性有关，并且 CaMK Ⅱ介导的多种靶
蛋白磷酸化在突触反应中也发挥着重要角色，更有
趣的是 DA 合成的关键酶 TH 是 CaMK Ⅱ的底物之
一［10，21］，这表明 CaMK Ⅱ对 DA 的合成可能具有调
控作用。此外，既往的研究表明 PKA 信号通路中

表1  各组小鼠 Morris 水迷宫测试结果（n=8，x±s）

组别
潜伏期时间（s）

穿越平台次数（次）
第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天

Sham 组 70.69±19.69 27.44±8.17 20.66±10.99 10.86±4.09 13.12±1.96

PD+no-Ex 组 81.20±11.78 53.14±15.42a 51.78±6.98a 44.52±12.65a 4.38±3.02a

PD+Low-Ex 组 70.69±8.23 34.47±7.35b 23.21±8.18b 12.98±3.20b 10.75±3.11b

PD+Medium+Ex 组 74.31±11.31 36.77±7.83b 30.96±19.45b 15.32±3.97b 7.18±3.39b

PD+High-Ex 组 74.24±9.29 46.82±15.95 36.90±13.89c 28.07±8.95b 6.12±4.09b

    注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.01；与 PD+no-Ex 组比较，bP ＜ 0.01，cP ＜ 0.05
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ERK1/2、CREB 等蛋白参与的海马信号转导通路，是

空间记忆的一个重要组成部分［2］。海马的记忆巩固、

长期记忆的形成需要磷酸化的 CREB，海马神经元

中的 ERK/MAPK 通路是调节学习记忆和突触可塑

性的重要分子［9］，其可以通过磷酸化其他底物蛋白

参与海马神经可塑性的调节［22］。如 ERK 可以诱导

CREB 的活性，是 CREB 磷酸化的重要调节剂。所有

这些研究都表明海马相关激酶（如 CREB 和 ERK1/2）

是构成海马学习和记忆的分子基础。

既然 DA 合成的限速酶 TH 是 CaMK Ⅱ的底物，

但 CaMK Ⅱ是否可以通过调控 TH 的活性增加 DA 的

释放，进一步激活上述通路目前尚不清楚，既往研

究表明，一些蛋白如肌醇 1，4，5- 三磷酸受体可以

通过调控抑制 CaMK Ⅱ调控 TH 的活性［24］。我们的

前期研究发现 CaMK Ⅱ通过上调 TH 的活性，促进了

PD 运动并发症的发生［23］，这些均表明 CaMK Ⅱ具有

调控 TH 活性的作用。在本实验中，我们想验证在

PD 海马中是否有类似的机制。首先，采用 Morris 水

迷宫训练检测各组小鼠的学习记忆能力，结果显示

6-OHDA 制作的慢性 PD 模型小鼠有一定程度的空

间识别记忆及空间参考记忆障碍，而经过不同速度

跑步机特别是低速跑步机训练后，小鼠空间记忆能

力较 PD 组明显提高，且差异具有统计学意义。本

研究对跑步机训练改善 PD 小鼠的机制进行了探讨，

利用 Western blot 技术检测了海马中 PKA 信号通路

中几种蛋白的活性，结果提示 PD+non-Ex 组小鼠海

马组织中磷酸化的 TH、CaMK Ⅱ、ERK1/2 及 CREB

蛋白表达含量下降，而经过跑步机训练后，其表达

量明显增加，差异有统计学意义。因此推测跑步机

训练可能通过上调海马中磷酸化 CaMK Ⅱ的表达，

    注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05，cP ＜ 0.01；与 PD+no-Ex 组比较，bP ＜ 0.05，dP ＜ 0.01

图1  各组海马中磷酸化 TH、CaMK Ⅱ、CREB 及 ERK1/2 的表达情况
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CaMK Ⅱ被激活（磷酸化水平增加）后进一步导致 TH
的活性增加，从而作用于存活的DA神经元，影响海
马中DA的合成及释放，补充了DA的不足，进而导致
PKA信号通路的激活，改善了PD小鼠的记忆功能。

综上所述，本实验结果提示跑步机训练可以改
善 PD 小鼠学习记忆和空间记忆障碍，这可能是由
于跑步机训练上调了海马中 PKA 介导的信号通路
所致，为 PD 的治疗提供了新的思路。
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