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  [摘 要] 帕金森病(PD)是一种常见于老年人的神经系统变性疾病,主要以静止性震颤、运动迟缓、肌肉

强直为主要特征。秀丽隐杆线虫在神经系统疾病研究方面具有其独特优势,是一种广泛应用的模式生物。该

文简要归纳了秀丽隐杆线虫模型的特点,重点综述了秀丽隐杆线虫在PD研究中的应用,为PD机制研究及新

药研发提供了参考和选择。
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[Abstract] Parkinson's

 

disease(PD)
 

is
 

a
 

neurodegenerative
 

disease
 

commonly
 

in
 

the
 

elderly,which
 

is
 

mainly
 

characterized
 

by
 

resting
 

tremor,bradykinesia,and
 

muscle
 

tonus.Caenorhabditis
 

elegans
  

has
 

its
 

unique
 

advantages
 

in
 

the
 

study
 

of
 

neurological
 

diseases
 

and
 

is
 

a
 

widely
 

used
 

model
 

organism.The
 

paper
 

briefly
 

sum-
marized

 

the
 

characteristics
 

of
 

the
 

Caenorhabditis
 

elegans
 

model
 

and
 

focuses
 

on
 

the
 

application
 

of
 

Caenorhabdi-
tis

 

elegans
 

in
 

the
 

study
 

of
 

PD,which
 

provided
 

reference
 

and
 

options
 

for
 

the
 

study
 

of
 

PD
 

mechanism
 

and
 

the
 

development
 

of
 

new
 

drugs.
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  帕金森病(PD)是一种以平衡能力受损、运动迟

缓、僵硬和存在静息性震颤为特征的神经运动障碍疾

病,是继阿尔茨海默病之后第二常见的神经退行性疾

病。PD主要病理改变为中脑黑质致密部多巴胺神经

元进行性变性缺失,残存的神经元细胞质内路易小体

形成,主要成分为α-突触核蛋白(α-syn)、泛素等[1],但
PD是一种由多因素导致的疾病,其确切的病理机制

还未阐明。
动物模型是研究疾病机制和药物筛选的重要载

体,稳定的动物模型有利于阐明疾病的病因、分子机

制及治疗药物评价。秀丽隐杆线虫(以下简称线虫)
因其神经系统结构简单、虫体透明易观察、生命周期

短等优势在PD研究中得到广泛应用。现将线虫用于

PD
 

研究中优势,以及基于线虫模型的基础研究归纳

如下,旨在为防治PD提供文献参考。
1 线虫模型用于PD研究的生理优势

  SYDNEY
 

BRENNER
 

最早发现线虫,并首次将

其作为动物模型用于遗传基础研究,证明了线虫是一

种非常有价值的模式动物[2]。线虫与人类的同源物

和旁系同源基因包括7
 

943个基因,相同的蛋白质编

码基因组超过41%。此外线虫3
 

357个基因与《在线

人类孟德尔遗传数据库》注释的人类基因具有同源

性,占线虫基因组的17%[3],且线虫的基因组是第一

个被完全测序的多细胞生物的基因组。
与其他PD动物模型比较,线虫具有许多更适于

遗传和发育研究的生物学待性:(1)哺乳动物的神经

系统由数十亿个神经元组成,而成年线虫全身只有

302个神经元,约1
 

000个体细胞,大大降低了复杂

性,提高了神经元分析的准确性。线虫的生理功能齐

全,包括神经感触、肌肉运动、消化排泄和生殖等组织

系统。(2)线虫通体透明,通过在活体中表达荧光蛋

白,很容易看到神经元,可研究整个发育过程中的神

经元变化,这是线虫优于其他动物模型的关键点[3]。
(3)易于人工培养。线虫雌雄同体,自体繁殖,生命周

期短,大大缩短了研究周期,研究成本较低。其可在

-80
 

℃液氮中保存数十年,可像培养细胞那样无限制

地获得线虫[4]。(4)最大优势之一是易于基因操作,
通过微注射或微粒子轰击可在不到1个月的时间内
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产生转基因线虫。(5)线虫包含多种神经递质,17个

信号传导通路中有12个通路(包括胰岛素信号转导

通路、p38促分裂原活化蛋白激酶信号传导通路和转

化生长因子-β信号传导通路等)在线虫中是保守

的[5]。基于以上的特点,线虫成为神经退行性疾病研

究中一种很好的模式生物,对PD药物靶点的发现与

确证,以及新的治疗药物研究均具有重要贡献。
2 线虫模型在PD研究中的应用

  在PD研究方面,相比含有上万个多巴胺能神经

元的脊椎动物,线虫仅有8个映射良好的多巴胺能神

经元,包括两对头侧神经元、头部一对前颈咽神经元

和尾部一对后颈咽神经元,这便于观察神经元的变

化[6]。此外其与许多PD相关的基因均具有同源性,
如 LRRK2/lrk-1、PINK1/pink-1、PRKN/pdr-1、DJ-
1/djr-1.1/djr-1.2和 ATP13A2/catp-6[7]。因此,线
虫成为研究PD的良好模型。
2.1 常见的线虫PD模型

 

2.1.1 6-羟多巴胺(6-OHDA)诱导的线虫模型 
2020年 TSAI等[8]将 线 虫 暴 露 于6-OHDA 中,6-
OHDA诱致线虫对食物的感知行为变慢,体内氧化

应激水平增强,超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘

肽、谷胱甘肽还原酶水平降低,丙二醛升高,诱导线虫

线粒体DNA损伤,导致线虫多巴胺能神经元退化,致
其寿命变短。CHALORAK等[9]研究表明,6-OHDA
会逐渐损伤线虫的头侧神经元和前颈咽神经元的细

胞体,使多巴胺神经退行性变,导致食物感知和乙醇

回避行为缺陷,缩短寿命。此外分子信号分析表明,6-
OHDA暴露可增加凋亡通路中egl-1、ced-3基因的表

达,也 可 显 著 降 低 磷 酸 肌 醇-3 激 酶/蛋 白 激 酶 B
(Akt)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白生存通路,抑制寿命

相关基因———age-1、let-363、pdk-1、akt-1、akt-2的表

达。BRAUNGART等[10]将1-甲基-4-苯基-四氢吡啶

(MPTP)用于线虫模型并模拟出与人相似的PD症

状,340~1
 

000
 

μmol/L的 MPTP就可导致线虫移动

缺陷,如缓慢、不均匀的运动伴有抽搐和卷曲。线虫

摄取MPTP的机制与脊椎动物相似,均是通过单胺转

运体主动转运到多巴胺能神经元中,破坏线粒体呼吸

链。之后的研究表明,MPTP可进入大脑,并在单胺

氧化酶介导下在胶质细胞中迅速转化为有毒代谢

物———1-甲基-4-苯基吡啶,使腺苷三磷酸水平降低、
自由 基 增 加,选 择 性 地 破 坏 多 巴 胺 能 神 经 元[11]。

 

CHEN
 

等[12]用6-OHDA处理的HT22细胞和BZ555
线虫 为 模 型,高 良 姜 素 处 理 后 可 通 过 激 活 Nrf2/
Keap1信号通路,抑制6-OHDA诱导的线虫多巴胺神

经退行性变,显著降低线虫活性氧水平。此外,黄芩

苷可有效地增加6-OHDA处理的线虫Bcl-2的表达,
降低caspase-3水平,有效逆转ced-9(哺乳动物Bcl-2
的同源物)表达的下降和ced-3(哺乳动物caspase-3
的同源物)表达的增加[13]。有研究表明,额叶苷A和

人参皂苷Rg3这2种天然皂苷均可显著改善6-OH-
DA诱导线虫的多巴胺神经退行性变,延长线虫寿命,
下调凋亡介质———egl-1和ced-3,上调sod-3和cat-2
的表达,表明二者通过抑制凋亡介质和刺激抗氧化酶

恢复PD线虫模型的多巴胺神经元活力发挥神经保护

作用,且只有额叶苷A可通过上调ubh-4、hsf-1、hsp-
16.1、hsp-16.2的表达降解转基因线虫的α-syn表达,
所以,额叶苷A可能是一种很有前途的PD的治疗药

物[14]。
2.1.2 鱼藤酮诱导的线虫模型 鱼藤酮是一种天然

的化合物,是一种常见的杀虫剂,来源于百合、金银花

和杜鹃植物的根和茎,可抑制线粒体复合体Ⅰ的电子

传递链,易透过血脑屏障,不需要任何转运体进入多

巴胺能神经元,还能诱导体内α-Syn聚集。鱼藤酮会

导致线虫的线粒体未折叠蛋白反应激活,诱导线虫线

粒体损伤,破坏线粒体稳态,进而导致多巴胺能神经

元退化及线虫死亡,并且呈一定的浓度依赖性[15]。鱼

藤酮是常用的PD线虫模型诱导物,会导致线虫的头

部摆动频率、身体弯曲频率和觅食行为发生异常[16],
常见于PD研究中。最新研究表明,鱼藤酮暴露能诱

导线虫线粒体外膜通道蛋白外膜转运酶7,以及内膜

呼吸链酶复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的表达水平显著降低,还可

导致自噬相关丝氨酸/苏氨酸激酶活性蛋白PINK1
的表达明显增加。表明线粒体相关膜蛋白与PD的神

经毒性具有密切联系,为进一步探索PD的环境病因

提供了支持,也为防治PD提供了重要依据[17]。
2.1.3 锰诱导的线虫模型 锰的过量沉积会降低星

形胶质细胞中谷氨酸转运体蛋白的表达和谷氨酸摄

取,导致细胞外谷氨酸水平增加,增强谷氨酸受体的

敏感性,从而导致线粒体功能障碍、氧化应激和最终

的多巴胺能神经元丢失,出现神经系统功能障碍和锥

体外系运动障碍[18-19]。已有研究证明,在线虫的生长

培养基中补充适量锰可增加其平均寿命和生育能力,
并增强其抗热应激性[20],但大量锰会诱导线虫体内活

性氧形成、谷胱甘肽水平增加、线粒体膜电位改变等,
导致多巴胺神经元死亡[21]。因此,维持良好的锰水平

非常重要。SOARES等[21]以线虫为模型发现了参与

金属诱导的神经元变性的分子靶点及金属与分子靶

点之间的新关系,表明有组基因与金属诱导的神经退

行性变有关,如SKN-1、MTL(亚型1和2)和不同的

热休克蛋白。靶向作用于这些基因可能是一种有效

地改变神经元脆弱性的方法,从而减缓神经元的损失

和临床症状的恶化。
2.1.4 百草枯诱导的线虫模型 由于百草枯的化学

结构类似于1-甲基-4-苯基吡啶[22],也具有氧化还原

性质,与分子氧在细胞内反应形成大量超氧自由基,
会导致线虫行动迟缓、多巴胺神经元丢失、线粒体结

构损伤、腺苷三磷酸消耗并增加自噬[23]。该模型除用

于PD研究外,也常用于抗衰老及抗氧化研究,用百草
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枯作为自由基引发剂探讨线虫在氧化胁迫后药物对

生物体的抗氧化作用。在线虫体内胰岛素/胰岛素样

生长因子-1(IGF-1)信号通路是一条进化上保守的内

分泌通路,能调节各种生物的寿命并让生物在受迫的

条件下存活,基因daf-2、daf-16在线虫胰岛素信号途

径具有至关重要地位,对线虫的抗衰老和延长寿命发

挥着关键作用。有研究表明,芫荽水提物可显著影响

胰岛素/IGF-1信号通路氧化衰老有关基因的表达量,
提高线虫的寿命[24]。刘静等[25]研究表明,百草枯会

导致线虫衰老相关基因daf-16、sod-3、ctl-1、hsp16.2
以及哺乳动物Nrf2同源物(skn-1)

 

m
 

RNA表达水平

显著下调,而金钗石斛总生物碱可改善衰老线虫模型

的移动能力,减少脂褐素沉积,提高虫体内超氧化物

歧化酶活力,上调daf-16、skn-1基因发挥延缓衰老的

作用。这些研究结果也许能为深入探究衰老机制找

到突破口。
2.1.5 转基因线虫模型 线虫的基因组是第一个被

完全测序的多细胞生物体,利用相关遗传学操作[正向

遗传学筛选、反向遗传学核糖核酸干扰(RNAi)筛选]很
容易获得携带PD基因的线虫模型。α-syn是家族性和

特发性PD一个重要的发病因素,现已发现了多个与

PD相关的基因,如PARK1、PARK2、PARK5、PARK6、
PARK7、PARK8、PARK9、PARK11和PARK13。在

线虫中发现了6个同源基因,但不包括编码α-syn的

PARK1,这个特性允许建立过表达人源α-syn的野生

型或突变型线虫模型,而不用考虑内源性α-syn的影

响,简化了实验条件[26]。α-syn过表达可导致线虫运

动减少、多巴胺能神经元减少、树突减少及神经元传

递中断增多,在多巴胺能神经元中过表达会诱导线虫

产生渐进性、时间依赖性神经退行性疾病和运动缺

陷[27]。TYSON等[28]用BiFC-syn线虫模型研究α-
syn在神经元间的转移机制发现,自噬/溶酶体途径是

α-syn转移的主要因素,自噬的破坏会导致α-syn积累

的净增加。相关基因的突变,如catp-6/ATP13A2和

lrk-1(lrrk2)会损害自噬,而vps-35的突变则会损害逆

转录物传递必要的溶酶体酶的能力,影响溶酶体功能。
而djr-1.2(dj-1)、pink-1、pdr-1(parkin)、ATP13A2是调

节活性氧和线粒体健康的重要基因,也是调控PD的

重要基因。最近几年为更加准确地研究单个基因的

作用,促使靶向基因编辑技术迅速发展大大推进了线

虫反向遗传学研究,包括Cre/Lox
 

P和FRT/FLP重

组酶技术、Mos1转座子技术、ZFNs技术、TALENs
技术和CRISPR/Cas9技术。这些技术使用靶向特定

DNA序列的重组酶、转座酶和核酸酶,方便了研究特

定基因在线虫细胞功能的行使,以及线虫个体生长、
发育过程中的作用,更好地找到疾病的治疗靶点[29]。
2.2 线虫模型在PD运动功能评价方面的应用 

 

PD表现出的运动障碍主要与多巴胺能回路有关,多
巴胺能回路损伤直接影响线虫的以下几种行为,常用

的评价线虫多巴胺依赖行为的测试如下[30-31]。
2.2.1 基础减慢或食物感知行为 通常情况下线虫

在有细菌食物的情况下爬行比没有食物时更慢,但当

多巴胺信号中断时阻止了线虫在有食物时减慢的能

力,从而使爬行速度加快。为测量线虫的基础减慢行

为,先在缓冲液中清洗然后转移到有或没有细菌的琼

脂平板上,记录20~60
 

s线虫身体弯曲的频率。基础

减慢率=(无食物的运动速率-有食物的运动速率)/
 

有食物的运动速率[32]或=(有细菌存在时线虫的运动

速率/没有细菌存在时线虫的运动速率)×100[33]。
2.2.2 趋化性测试 线虫可感知环境中引起吸引或

排斥趋化性的化学线索。在实验室条件下线虫会远

离接触乙醇,然而当持续暴露于乙醇中时线虫会对乙

醇产生耐受性和偏好,这种反应是由多巴胺系统控制

的。乙醇趋化性试验是将琼脂平板分为2个象限,在
其中一个象限中加入乙醇,将线虫转移到测试板上,
使其自由探索30

 

min。为评估目标化学物的效果对

目标象限和对照象限中的线虫进行量化,计算偏好指

数=(乙醇象限的线虫数量-对照象限的线虫数量)/
测试线虫总数。复方壬醇也有类似的效果,其引起强

烈的负趋化反应,这种对壬醇厌恶气味的反应受多巴

胺信号调节[34]。当体内多巴胺含量减少时线虫需更

长的时间对化学刺激做出反应,这个测试可间接测量

线虫体内的多巴胺含量。
2.2.3 区域限制搜索行为 其行为是一种觅食行

为,线虫在一定区域内寻找食物时会频繁地转换角

度,当无法找到食物时其会扩大搜索区域。线虫的觅

食轨迹由宽阔的弧线组成,这种方式提高了觅食效

率,这也是一种涉及多巴胺信号传导的目标定向行

为,去除或破坏多巴胺能神经元可导致该行为异常或

消失。将喂养良好的线虫转移到没有食物的琼脂平

板上并在转移后5、30
 

min后录像60
 

s,分析每条线虫

的轨迹,计算每个时间点轨迹角度大于90°的转弯

次数。
2.2.4 游泳性瘫痪测试 将健康线虫置于在液体

中,最初虫体会剧烈拍打,但在拍打约6
 

min后会表

现出“瘫痪”,即一种游泳性瘫痪的现象。多巴胺能功

能受损的线虫,如酪氨酸羟化酶突变体线虫是不会显

示出这种行为的,表明内源性多巴胺是调控拍打行为

所必需的神经信号。该试验在L4幼虫期阶段的线虫

中很容易观察到,但随着年龄的增长这种现象会变得

不那么明显。
2.2.5 其他 还有研究对线虫的头部摆动频率、身
体弯曲频率、排便频率、繁殖力及在固体板上的爬行

速度进行了分析,以评价其他多巴胺依赖行为能力。
3 线虫模型的局限性

  线虫是一种很有价值的模式生物,但也具有一定

局限性。线虫的生理结构与人具有一定差距,无法模

拟或不能完全模拟人类疾病的病理过程[35]。如线虫
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没有心脏、血管、呼吸系统、免疫系统等,成虫的体细

胞是有丝分裂后产生的。此外线虫缺乏同源性α-
syn,神经元的连接与人类不同,一些分子途径不存

在。利用线虫对多巴胺神经元进行分子生物学实验

具有一定挑战,这也使线虫在模拟人类疾病方面具有

一定局限性。
4 展  望

  线虫是研究PD发病机制及新药筛选的一种极好

的模式生物,神经系统结构简单,神经行为多样,基因

组完全被测序,可很好地研究单个基因在PD中的作

用,结果与哺乳动物具有可比性。除PD外,线虫也适

合研究阿尔茨海默病、亨廷顿病、衰老、痴呆、运动障

碍等疾病。
线虫体积小且研究成本较低,适合进行高通量药

物筛选,这是目前啮齿类动物所无法实现的。2021年

SOHRABI等[36]发现,RNAi-介导的线虫神经元支链

氨基酸转移酶1的敲低会随着年龄的增长而导致异

常的痉挛样“卷曲”行为,而对导致线虫PD样卷曲功

能障碍的修饰物进行大规模筛选可能揭示新的疾病

机制,并确定潜在的治疗方法。所以,该学者创建了

一个基于机器学习算法的线虫快照分析平台量化线

虫的行为表型,通过该平台已确定了几种现有药物作

为潜在治疗PD的候选药物。平台不仅用于支链氨基

酸转移酶1敲低线虫,还可用于研究其他RNAi处理

或其他遗传株线虫卷曲、近卷曲和非卷曲的游泳姿势

(如胆碱能突变体cha-1和unc-17)。近年来,还发展

了一项新技术———微流控芯片技术[37-38],其具有控制

精确、灵活集成和自动化等优势,适用于采用线虫模

型对高通量、高内涵药物进行毒性筛选研究,以探究

神经元活动与行为学间的联系,对PD的诊治具有重

大意义。在我国有大量研究利用线虫进行抗PD中药

活性成分的评价与筛选,而这些新技术的开发与应用

对研究PD具有重大意义,也将促进传统中药及天然

化合物的发展。
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