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恩他卡朋对异动症大鼠行为学及其纹状体区

DARPP-32磷酸化表达的影响
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摘要 目的：研究左旋多巴/卡比多巴与左旋多巴/卡比多巴/恩他卡朋诱发异动症模型大鼠的行为学特点，以

及纹状体区多巴胺和环磷腺苷调节的磷酸化蛋白-32（DARPP-32）磷酸化状态的改变。方法：成功建立的帕

金森病模型大鼠29只随机分为4组：生理盐水组（NS）5只，左旋多巴/卡比多巴组（LC）8只，恩他卡朋等效剂

量组（LCE）8只，恩他卡朋额外添加组（LCE+）8只。分别予以相应药物灌胃，共给药28 d。开始灌胃后的第

1、4、8、12、16、20、24、27 d进行行为学观察。通过western blot检测纹状体区DARPP-32磷酸化水平。结果：

LCE组AIM评分为（21.7±10.2）分，LC组AIM评分为（22.2±11.1）分，差异无统计学意义（P＞0.05）；且2组各

时间点AIM评分差异无统计学意义（P＞0.05）。LCE+组AIM评分为（28.6±14.9）分，高于LCE组和LC组

（均P＜0.05）；自第8天起，LCE+组AIM评分开始高于LC组和LCE组（均P＜0.05）。LCE组、LCE+组与LC

组毁损侧DARPP-32磷酸化水平均高于各组健侧水平（均P＜0.05）；LCE+组毁损侧DARPP-32磷酸化水平

高于NS组、LCE组和LC组毁损侧（均P＜0.05），LCE组和LC组毁损侧DARPP-32磷酸化水平差异无统计

学意义（P＞0.05）。结论：在等效剂量水平下添加恩他卡朋作为左旋多巴添加治疗不会增加或减少异动症

发生。
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Abstract Objective: To study the behavioral characteristics and changes in DARPP-32 phosphorylation level

in the striatum of the levodopa/carbidopa and levodopa/carbidopa/entacapone-induced dyskinesia rat model.

Methods: Twenty-nine Parkinson’s disease rat models were successfully established then randomly divided

into four groups. The normal saline (NS) group included 5 rats, and the levodopa/carbidopa (LC) group,

entacapone equivalent dose (LCE) group, and entacapone additional dose (LCE+) group each included 8 rats.

Rats in each group were given intragastric administrations of the corresponding drugs for 28 days. Rat behavior

was observed on the 1st, 4th, 8th, 12th, 16th, 20th, 24th, and 27th day after drug administration. Changes in DARPP-32

phosphorylation level in the striatum were measured by western blot technique. Results: The abnormal

involuntary movement (AIM) scores of the LCE group and LC group were respectively (21.7±10.2) and (22.2±

11.1) points, the difference showing no statistical significance (P>0.05), and the difference between the AIM

scores of the two groups at each measured timepoint showed no statistical significance (P>0.05). The AIM score

of the LCE+ group was (28.6±14.9) points, and this was higher than that of the LCE group and LC group (both

P<0.05). Starting with the 8th day of drug administration, the AIM score of the LCE+ group began surpassing that

of the LC group and LCE group (both P<0.05). The LCE, LCE+, and LC groups showed a higher lesion-side

DARPP-32 phosphorylation level than that of the non-lesion side of all groups (all P<0.05). The LCE+ group

showed a higher lesion-side DARPP-32 phosphorylation level than that of the NS, LCE, and LC groups (P<

0.05). The LCE group and LC group lesion-side DARPP-32 phosphorylation levels displayed no significant

difference (P>0.05). Conclusion: The addition of entacapone to levodopa treatment under equivalent dose

conditions results in neither deterioration nor relief of dyskinesia.

Key words Parkinson’s disease; dyskinesia; continuous dopaminergic stimulation; entacapone; DARPP-32

左旋多巴制剂是目前治疗帕金森病

（Parkinson’s disease，PD）最有效的药物，但

长期应用后患者可能会出现异动症等难以

控制的运动并发症，严重影响患者生活质
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量。目前认为，异动症发生的主要原因是间断性给予

短效多巴胺能药物导致了对纹状体多巴胺受体的波动

性刺激[1,2]；而生理情况下，黑质多巴胺持续释放，纹状

体神经元接受相对稳定的多巴胺能刺激。根据这一理

论，有学者提出PD治疗的新理念--持续性多巴胺能刺

激（CDS）[3]。发现一种能够达到CDS的方法成为解决

PD运动并发症的希望所在。

儿茶酚-O-甲基转移酶抑制剂恩他卡朋在与左旋

多巴制剂合用时能够安全有效地抑制左旋多巴代谢，

延长其半衰期，提高生物利用度[4]，有望通过对多巴胺

受体的持续性刺激，尽量避免或延缓异动症的发生[5,6]。

但 STRIDE-PD临床试验[7]结果却显示，恩他卡朋

不仅没有减少早期PD患者异动症的发生，反而使得异

动症发生时间提前，发生率增高；Olanow等[8]提出恩他

卡朋是异动症发生的一项危险因素。但 STRIDE-PD

试验在设计上有其局限性，其 2组左旋多巴当量的不

一致可能是导致恩他卡朋组异动症发生率增高的一个

重要因素。中国PD治疗指南（第三版）[9]仍将恩他卡朋

作为治疗异动症的方案之一。因此，恩他卡朋在防治

异动症方面的疗效有待进一步探索，尤其注意保持各

组左旋多巴当量相等[10]。

1 材料与方法
1.1 主要试剂与材料

6-羟多巴胺、阿朴吗啡、左旋多巴、卡比多巴均购

自Sigma公司；恩他卡朋购自Novartis公司；多巴胺和

环 磷 腺 苷 调 节 的 磷 酸 化 蛋 白 -32（dopamine and

cAMP-regulated phosphoprotein of 32 kDa，DARPP-32）

抗体、Thr34 位点磷酸化的 DARPP-32 抗体购自 Santa

Cruz公司；辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG购自Boster

公司。

1.2 实验动物及模型制备

成年雄性 SD大鼠，体质量 200～250 g，由潍坊医

学院实验动物中心提供。采用改良Thomas方法[11]，左

侧前脑内侧束立体定位注射6-羟多巴胺，制备偏侧PD

大鼠模型。3 周后腹腔注射阿朴吗啡（0.5 mg/kg），记

录1 h内大鼠向毁损对侧旋转总圈数，＞100 圈/h为PD

模型造模成功[12]。

1.3 动物分组处理及行为学观察

PD大鼠模型造模成功 29只，随机分为 4组：生理

盐水组（NS）5只，左旋多巴/卡比多巴组（LC）8 只，恩

他卡朋等效剂量组（LCE）8 只，恩他卡朋额外添加

组（LCE+）8 只。从应用阿朴吗啡后第 3 天开始给 4

组进行灌胃（2 次/d），分别以如下成分为每日总量

予以灌胃：生理盐水，20 mg/kg 左旋多巴+5 mg/kg

卡比多巴，16 mg/kg 左旋多巴+4 mg/kg 卡比多巴+

20 mg/kg 恩他卡朋 [10,13]、20 mg/kg 左旋多巴+5 mg/kg

卡比多巴+20 mg/kg 恩他卡朋，共给药 28 d。开始灌

胃后的第 1、4、8、12、16、20、24、27 天进行行为学观

察。计算每次用药后2 h内，每5分钟的对侧旋转平均

圈数，将给药后旋转圈数增至平均旋转圈数 50%时的

首个5 min与降至该值的首个5 min之间的时间段视为

药物作用时间 [14]。异常不自主运动（AIM）评分参照

Lee 等 [15]介绍的评分标准进行，将 AIM 分为 4 个部分

进行评定：上肢 AIM（损毁对侧上肢不自主拍动）、口

面部 AIM（不自主向损毁对侧舔食动作）、轴性 AIM

（躯体和颈部不自主向损毁对侧弯曲扭转）和运动

AIM（向损毁对侧的旋转行为）；每部分又根据其有无

和严重程度分 5 个等级（0～4）：0 级为无；1 级为偶尔

出现，不自主运动总体时间＜50%观察时间；2级为经

常出现，不自主运动总体时间＞50%观察时间；3级为

持续存在，刺激使之停止；4级为持续存在，给予刺激

（如刺激毛发、声音）不能使之停止。在给予药物后每

30 分钟进行 1 次 AIM 评分，持续 120 min，4 次评分之

和为最终得分。

1.4 western blot检测纹状体区DARPP-32磷酸化水平

灌胃处理后 28 d，10%水合氯醛腹腔注射麻醉大

鼠后断头处死，迅速取脑并在冰盒上分离纹状体。

RIPA裂解液提取组织蛋白，取适量蛋白样品测定蛋白

浓度；剩余的加入适量5×蛋白上样缓冲液和RIPA后，

100 ℃沸水浴 5 min，自然冷却后－20 ℃保存。制备

10%分离胶和 5%浓缩胶后，蛋白样品解冻上样行

SDS-PAGE凝胶电泳；“三明治”夹子放入预装有转膜

液的转移装置中进行转膜；转膜结束后，适量 5%脱脂

奶粉孵育 1 h；加入兔抗大鼠 DARPP-32 抗体与 Thr34

位点磷酸化的DARPP-32抗体室温孵育1 h；4 ℃过夜；

PBST洗膜3次；加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

二抗室温孵育1 h；TBST洗膜3次。ECL显色，暗室内

曝光，冲洗胶片。应用 IPP 软件进行灰度分析，以

Thr34 位点磷酸化的 DARPP-32 与总 DARPP-32 比值

表示各组蛋白磷酸化水平。

1.5 统计学处理

采用SPSS17.0软件进行统计学处理，符合正态分

布以及方差齐性的计量资料以（x±s）表示，组间的比较

采用独立样本均数 t检验；多组间比较采用单因素方差

分析；P＜0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 帕金森异动症大鼠的行为学特点及评分

NS组整个干预过程中无明显AIM发生，评分为0

分；LC 组、LCE 组与 LCE+组大鼠出现了程度不同的

AIM。LC组、LCE组及LCE+组大鼠AIM评分均随给

药时间的延长而增高。

LCE 组 AIM 评分为（21.7±10.2）分，LC 组 AIM 评

分为（22.2±11.1）分，差异无统计学意义（P＞0.05）；且2

组各时间点AIM评分差异无统计学意义（P＞0.05），见

图1。

LCE+组 AIM 评分为（28.6±14.9）分，高于 LCE 组

和LC组（均 P＜0.05）；自第 8天起，LCE+组AIM评分

开始高于LC组和LCE组（均P＜0.05），见图1。

2.2 各组大鼠纹状体区DARPP-32磷酸化水平

LCE 组、LCE+组与 LC 组毁损侧 DARPP-32 磷酸

化水平均高于各组健侧水平（均P＜0.05）；LCE+组毁

损侧 DARPP-32 磷酸化水平高于 NS 组、LCE 组和 LC

组 毁 损 侧（均 P＜0.05），LCE 组 和 LC 组 毁 损 侧

DARPP-32磷酸化水平差异无统计学意义（P＞0.05）；

见图2，表1。

3 讨论

本实验结果显示，在保持 LCE 组和 LC 组左旋多

巴当量相同的情况下，2组的异动症发生情况差异无统

计学意义；在LCE+组中额外添加恩他卡朋治疗，则会

导致异动症增加。即在等效剂量水平情况下，恩他卡

朋没有显著增加异动症的发生，也没有显著减弱异动

症的发生。

3.1 等效剂量下恩他卡朋没有显著增强异动症的发生

在STRIDE-PD试验的后期分析中，Olanow等[8]将

恩他卡朋使用与低龄发病、每日左旋多巴使用量、低体

重、女性、UPDRS II评分值等一起列为了异动症发生

的影响因素；结合本实验结果，提示恩他卡朋这一危险

因素实际上可能只相当于对左旋多巴剂量的增加，而

并非导致异动症发生的完全独立因素；但额外添加恩

他卡朋治疗，则会增加异动症发生。目前临床上，恩他

卡朋主要用于作为左旋多巴制剂的添加手段治疗症状

波动（尤其是用于疗效减退，延长开期），而非用于防治

异动症；这也符合国际运动障碍学会（MDS）在循证医

学总结中所指出的：恩他卡朋用于治疗症状波动有效，

而用于预防症状波动和异动症无效，用于治疗异动症

证据不充分[16]。

3.2 等效剂量下恩他卡朋没有显著减弱异动症的发生

虽然理论上恩他卡朋可通过抑制左旋多巴外周代

谢，使血浆左旋多巴浓度保持相对稳定，并增加左旋多

巴的入脑量，提高其生物利用度，延长半衰期，而不增

加剂峰浓度，可能在异动症防治中发挥积极作用[4,17]，

但临床试验的结果却得出了相反的结论 [8]。除

STRIDE-PD试验LC组与LCE组在左旋多巴当量上不

一致的局限性以外，Stocchi等[7]指出其它的可能解释

还包括：①CDS理论本身可能存在问题。②该试验的

给药方法没有提供有效的 CDS。有研究表明，2 次/d

给予左旋多巴制剂加恩他卡朋可能会增加异动症风

险，增加每日给药次数可减少异动症风险；以 3 h为间

隔，5 次/d在左旋多巴卡比多巴标准剂基础上额外添

加恩他卡朋，可避免单纯应用左旋多巴卡比多巴标准

剂时的波谷效应[1]。结合本实验结果，在恩他卡朋防治

异动症的探索中，控制给药时间间隔并增加每日给药
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图1 LC组、LCE组与LCE+组帕金森异动症模型大鼠AIM评

分变化

注：1为NS组毁损侧，2为NS组健侧，3为LC体组毁损侧，4

为LC组健侧，5为LCE组毁损侧，6为LCE组健侧，7为LCE+组

毁损侧，8为LCE+组健侧

图2 各组大鼠纹状体区phospho-Thr34DARPP-32与总

DARPP-32 western blot结果

组别

NS组

LC组

LCE组

LCE+组

只数

5

8

8

8

毁损侧

0.128±0.012②

0.678±0.036①②

0.653±0.021①②

0.845±0.030①

健侧

0.130±0.017

0.127±0.012

0.126±0.032

0.129±0.026

表1 各组大鼠纹状体区phospho-Thr34DARPP-32表达水平的

比较（x±s）

注：与同组健侧比较，①P<0.05；与LCE+组比较，②P<0.05
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次数（达到至少5次）可能非常必要。

目前中国PD治疗指南（第三版）[9]中，在关于异动

症的处理方法如下：①减量复方左旋多巴，增加给药次

数；②减量复方左旋多巴，增加多巴胺受体激动剂；③

减量复方左旋多巴，增加COMT抑制剂；④加用金刚烷

胺；⑤加用非典型抗精神病药尤其是氯氮平；⑥行脑深

部电刺激术（DBS）等。但以上方法并无优先推荐顺

序。笔者认为将以上方法作分层推荐可能更为合适，

如：将减量复方左旋多巴同时增加给药次数和减量复

方左旋多巴适当增加多巴胺受体激动剂这类临床上行

之方便，有一定循证医学证据支持[18]的方法列为第1层

次；将效果较为确切的药物金刚烷胺和氯氮平 [19]及

DBS[20]列为第2层次，但需要注意药物不良反应或经济

负担；将具有一定探索前景，目前效果尚不明确的恩他

卡朋列为第 3层次；而对于那些对日常生活并不造成

明显影响的异动症，可暂不处理[19]（除非药物治疗存在

原则性问题：如单次左旋多巴剂量过大、每日给药次数

＜3次、药物加量过快等）。这样的分层推荐，或更有利

于指导当下对于异动症处理的临床实践，且可提示未

来进一步探索的方向。
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