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【摘 要】目的 探讨胶质细胞源性神经营养因子（glial cell line-derived neurotrophic factor，GDNF）修饰的神经干细胞（neural stem cells，
NSCs）联合促红细胞生成素（erythropoietin，EPO）对 1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶（1-methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine，
MPTP）诱导帕金森小鼠的神经保护作用。方法 C57BL/6 雄性小鼠分为Normal组、Sham组、MPTP组、Sham + EPO组、Sham + GDNF-NSCs
组、MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs组和MPTP + GDNF-NSCs + EPO组。MPTP腹腔注射诱导建模后分别进行腹腔EPO注射、双侧

纹状体移植GDNF-NSCs或者两者同时干预，Sham组在纹状体注射等体积生理盐水。在建模第7、14、28和42 d时检测行为学变化、纹状体多

巴胺含量、线粒体膜电位及荧光定量PCR检测细胞内关键抗氧化蛋白NF-E2相关因子2（Nrf2）、环氧合酶2（COX2）和诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）基因表达变化。结果 EPO干预组（14、28、42 d时分别为946.09 ± 48.71、773.88 ± 7.80、703.88 ± 12.45，P < 0.001）和GDNF-NSCs干
预组（14、28、42 d时分别为1266.32 ± 77.17、1150.80 ± 27.21、1202.48 ± 65.71，P < 0.001）较MPTP组（658.14 ± 30.97）多巴胺含量显著增加；线

粒体膜电位 EPO 干预组（14、28、42 d 时分别为 45.67 ± 4.93、40.33 ± 4.73、42.00 ± 5.29，P < 0.001）和 GDNF-NSCs 组（14、28、42 d 时分别为

48.33 ± 6.66、53.33 ± 2.89、52.00 ± 6.24，P < 0.001）线粒体膜电位较MPTP组（32.33 ± 2.52）显著增加；也显著降低抗氧化相关基因Nrf2、iNOS
和COX2的表达，随时间延长统计学差异更显著，但联合干预效果更明显；行为学实验也显示联合干预组较单一干预组行为学改善更佳。结论

GDNF基因修饰的NSCs联合EPO可能通过增加氧化应激抵抗发挥帕金森小鼠神经保护作用。
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【Abstract】 Objective To observe the neuroprotective effects of glial cell line-derived neurotrophic factor（GDNF）-modified
neural stem cells（NSCs）combined with erythropoietin（EPO）on a mouse model of Parkinson’s disease induced by 1-methyl-4-phe⁃
nyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine（MPTP）. Methods Male C57BL/6 mice were divided into Normal group，Sham group，MPTP group，
Sham+EPO group，Sham+GDNF-NSCs group，MPTP + EPO group，MPTP+GDNF-NSCs group，and MPTP+GDNF-NSCs+EPO
group. A mouse Parkinson’s disease model was established by intraperitoneal injection of MPTP，followed by intraperitoneal EPO injec⁃
tion，GDNF-NSCs implantation into both striata，or both，with injection of an equal volume of normal saline into the striatum in the
Sham group. We observed behavioral changes，and measured the content of dopamine in the striatum，mitochondrial transmembrane po⁃
tential，and the expression of key antioxidant genes including nuclear factor erythroid 2-related factor 2（Nrf2），cyclooxygenase 2
（Cox2），and inducible nitric oxide synthase（iNos）by quantitative fluorescence PCR at 7，14，28，and 42 days after establishing the
model. Results The content of dopamine was significantly increased in the MPTP+EPO group（946.09 ± 48.71，773.88 ± 7.80，and
703.88 ± 12.45 at 14，28，and 42 d，respectively，P < 0.001）and in the MPTP+GDNF-NSCs group（1266.32 ± 77.17，1150.80 ±
27.21，and 1202.48 ± 65.71 at 14，28，and 42 d，respectively，P < 0.001）than in the MPTP group（658.14 ± 30.97）. The mitochon⁃

论 著
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帕金森病（Parkinson’s disease，PD）患者一个主要

特征是中脑的黑质内大量多巴胺能神经元的缺失和纹

状体多巴胺的缺失。目前认为多巴胺与神经元的退化

变性与氧化应激、神经炎症、凋亡及衰老等因素有关[1-3]。

多巴胺受体激动剂或外源性补充多巴胺目前仍是主要

治疗手段，但帕金森病属于一种进展性疾病，药物治疗

也只是控制症状，而不能阻止疾病的发展。近年来神经

干细胞、诱导多能干细胞、间充质干细胞、胚胎干细胞

等干细胞替代治疗在PD治疗中显示出巨大的潜力，可

在不同程度上改善PD，但仍存在一些问题，比如遗传

和表观遗传异常、多巴胺能神经元的低产量以及细胞

治疗的安全性等[4]。

神经胶质细胞源性神经营养因子（glial cell
line-derived neurotrophic factor，GDNF）主要是多巴胺

能神经营养因子，而GDNF是维持神经元形态和神经

化学表型，保护多巴胺（dopamine，DA）神经元免受毒

性损伤所必需的生物因子[5]。促红细胞生成素（erythro⁃
poietin，EPO）在神经退行性疾病动物模型中已被证明

具有抗氧化、抗炎和神经保护作用，也可以促进血管生

成 [6]。GDNF和EPO联合应用可提高移植物疗效，加速

功能恢复。目前检索文献未见GDNF基因修饰的NSCs
与 EPO 联合治疗 PD 的报道。在本研究中，我们推测

GDNF 基因修饰的 NSCs 与 EPO 的联合将具有协同作

用，增强其对PD模型小鼠的神经保护作用。

1 实验材料

1.1 主要试剂

C57BL/6 小鼠神经干细胞（MUBNF-01001）及其

完全培养基（MUBNF-90011）均购自Cyagen Bioscienc⁃
es 公司；重组腺病毒 pAdTrack CMV-GDNF plasmid 来

自西南医科大学基础医学研究中心神经生物研究室；

MPTP（M0896，Sigma）；EPO（CYT-201，Propsec）；组织

线粒体分离试剂盒（C3606，Beyotime）；线粒体膜电位

分析试剂盒 JC-1（C2006，Beyotime）；Transcriptor First
strand cDNA synthesis kit（04896866001，Roche）；qPCR
SYBR Green Master Mix（Q111-03，Vazyme）。

1.2 实验动物

健康雄性 C57BL/6 小鼠 120 只，体重 22～25 g，购
自西南医科大学实验动物中心。饲养房温度 24 ℃，自

由饮食水。实验动物操作和处理符合西南医科大学实

验动物伦理委员会对动物实验的伦理要求（动物实验

伦理批准号：SWMU201803147）。
2 实验方法

2.1 重组腺病毒pAdTrack CMV-GDNF转染NSCs
将NSCs接种至6 cm培养皿中，待细胞生长至融合

度为90%时，用0.25%胰酶消化收获细胞吹打成单细胞

悬液，调整细胞密度1×105/mL，接种于24孔板，每孔接

种 250 μL。次日每孔加入 5 μL pAdTrack CMV-GDNF
重组腺病毒质粒（1.2×108 TU/mL），混匀后置孵箱，培

养 4 h 后，各孔再添加 250 μL 完全培养基，培养 24 h
后，撤病毒液更换正常培养基并用嘌呤霉素筛选后扩

增备用。

2.2 MPTP诱导PD模型、分组及各组处理

成年C57BL/6 雄性小鼠120只随机分为8组，正常

组（Normal）、假手术组（Sham）、模型组（MPTP）、Sham
+ EPO 组、Sham + GDNF-NSCs 组、MPTP + EPO 组、

MPTP + GDNF-NSCs 组和 MPTP + GDNF-NSCs + EPO
组，每组 15只。MPTP无菌生理盐水稀释后按照 35 mg/
kg 腹腔注射，1 次/d，连续 7d；动物出现暂时性躯干震

颤、竖毛、尾巴过伸等症状，按照震颤麻痹评分表（表1）
评估建模是否成功，评分不低于2分者纳入后续实验。

MPTP 建模结束后，小鼠麻醉后置于小鼠脑定位仪

（51730U，Stoelting 公司）上。参考《小鼠脑立体定向图

谱》第二版（澳大利亚 George Paxinos 教授和加拿大

Keith B. J. Franklin教授合编）确定纹状体移植坐标（前

囟后 1.0 mm，中线旁开 2.0 mm，深度 2.5 mm）。用 5 μL
微量注射器，每只小鼠接受3 μL细胞悬液（2×105），左、

右侧纹状体各注射 1.5 μL 细胞悬液。注射速度约 0.5
μL/min，停针 10 min 后缓慢退针，针孔用无菌骨蜡封

口。Sham组纹状体注射等体积生理盐水。

drial membrane potential was significantly increased in the MPTP+EPO group（45.67 ± 4.93，40.33 ± 4.73，and 42.00 ± 5.29 at 14，
28，and 42 d，respectively，P < 0.001）and in the MPTP+GDNF-NSCs group（48.33 ± 6.66，53.33 ± 2.89，and 52.00 ± 6.24，at 14，
28，and 42 d，respectively，P < 0.001）than in the MPTP group（32.33 ± 2.52）. The expression of Nrf2，iNos，and Cox2 genes
showed significant decreases，with significant differences over time，and the effects were greater in the combined intervention group.
The combined intervention group had better behavioral improvement than the single intervention groups. Conclusion The combination
of GDNF gene-modified NSCs and EPO may exert neuroprotective effects in mice with Parkinson’s disease through enhancing resis⁃
tance to oxidative stress.

【Key words】Glial cell line-derived neurotrophic factor；Neural stem cell；Erythropoietin；Parkinson’s disease；Mouse
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表1 震颤麻痹评分

Table 1 Paralysis tremor scores
分值

0

1

2

3

4

症状

与对照组相似

间断性细小震颤，但活动自如

频繁性震颤，后肢僵直，颤尾，活动受限

连续性震颤，四肢僵直，吞咽活动频繁，活动受限

全身麻痹甚至死亡

2.3 小鼠行为学评估旋转实验和爬杆实验

建模前及建模后第7、14、28和42 d对各鼠进行行

为学检测，旋转实验时所有小鼠在一根直径约3 cm的

旋转杆上训练获得统一基线水平后才开始 MPTP 注

射。旋转杆转速每分钟 25 圈，每次杆上维持不超过 5
min，间隔5 min，连续3次。正式实验时记录大鼠在180
s内杆上持续时间，间隔5 min旋转3次取平均值。爬杆

实验正式实验前也训练至统一基线水平，所有小鼠在

一根长30 cm，宽8 mm的竖立的杆上训练。头放置于杆

顶部，记录小鼠爬到杆底部的时间。正式实验时，小鼠

每次爬杆3次，记录时间取平均值。

2.4 纹状体多巴胺含量测定

行为学评分结束后，迅速断头后取脑，冰上分离纹

状体，称重后将纹状体放入1 mL冰冷溶液（含0.1 mol/L
高氯酸和0.4 mol/L亚硫酸钠）中，用玻璃匀浆器手动匀

浆。离心后取少量匀浆液用BCA蛋白定量试剂盒测总

蛋白。余下组织匀浆液在4 ℃，10 000 r/min离心15 min
后取上清液，再用 0.45 μm孔径一次性滤过器过滤，滤

液进行高效液相-电化学法测DA含量。电化学检测器

（UltiMate® 3000 ECD-3000RS，美国）电压 0.7 V，进样

量20 μL，流速0.6 mL/min。最后计算纹状体内总DA含

量，结果用 μg/g 组织总蛋白表示。

2.5 纹状体线粒体提取及膜电位检测

根据组织线粒体分离试剂盒说明分离收集纹状体

线粒体沉淀，线粒体膜电位检测参照 JC-1试剂盒说明

步骤进行。JC-1单体和聚合物激发后分别发绿色和红

色荧光，以红、绿荧光的比值代表线粒体的膜电位高

低。比值越高，说明线粒体的膜电位越高。

2.6 纹状体组织Nrf2、COX2和 iNOS基因检测

纹状体取出后，采用常规 Trizol 法提取组织总

RNA。使用 cDNA 逆转录试剂盒和 SYBR Green Master
Mix分别进行逆转录和荧光定量PCR。各基因引物合成

来自上海生工生物工程股份有限公司（表 2）。荧光定

量 PCR 仪（Bio-Rad CRX96TM，美国）反应条件：预变性

95 ℃，5 min；循环反应 95 ℃，10 sec、60 ℃，30 sec，39个

循环；融解曲线 95 ℃，15 sec、60 ℃，60 sec、95 ℃，15
sec。

表2 Nrf、COX2和 iNOS基因引物

Table 2 Primers of Nrf, COX2 and iNOS

Nrf2 forward

Nrf2 reverse

COX2 forward

COX2 reverse

iNOS forward

iNOS reverse

β-actin forward

β-actin reverse

5＇-CTTTAGTCAGCGACAGAAGGAC-3＇

5＇-AGGCATCTTGTTTGGGAATGTG-3＇

5＇-CACCCTGACATAGACAGTGAAAG-3＇

5＇-CTGGGTCACGTTGGATGAGG-3＇

5＇-GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA-3＇

5＇-GTGGACGGGTCGATGTCAC-3＇

5＇- GTGACGTTGACATCCGTAAAGA-3＇

5＇- GCCGGACTCATCGTACTCC-3＇

2.7 统计学分析

用SPSS 22.0软件进行数据分析，计量资料均用均

数 ± 标准差（x ± s）表示。以测定时间点为重复测量因

素和组内因素，处理方式为组间因素，采用重复测量方

差分析时间和组别交互作用是否对测量因素有显著影

响，Tukey事后检验分析组间差异，P < 0.05为差异具有

统计学意义。

3 结果

3.1 行为学

旋转实验分析结果显示组别与时间之间有交互作

用（F 交互 = 7.924，P < 0.001），不同时间点对杆上持续时

间有显著影响（F = 2 448.312，P < 0.001）。在MPTP注

射后第 7 d，模型鼠在 180 s内杆上持续时间较正常组、

Sham组、Sham + EPO组和Sham + GDNF-NSCs组明显下

降。EPO、GDNF-NSCs和GDNF-NSCs + EPO 干预后在

第 14、28 和 42 d 杆上持续时间均较第 7 d 显著增加

（P < 0.001）。第 28 d时，MPTP + GDNF-NSCs + EPO组

增加较 MPTP + GDNF-NSCs 组（P < 0.001）和 MPTP +
EPO 组（P < 0.001）更明显。第 48 d，MPTP + EPO 组和

MPTP + GDNF-NSCs 组大鼠杆上持续时间下降，但

MPTP + GDNF-NSCs + EPO组大鼠杆上持续时间仍呈

上升趋势，且这种上升趋势较单独干预的MPTP + EPO
组（P < 0.001）和 MPTP + GDNF-NSCs 组（P < 0.001），

差异具有统计学意义（表3）。
爬杆实验分析结果显示组别与时间之间有交互作

用（F 交互 = 3.694，P < 0.001），对杆上下来时间影响显

著，不同时间点之间也存在显著差异（F = 232.023，
P < 0.001）。在MPTP注射后第 7 d，模型鼠从杆上下来

时间较正常组和 Sham 组明显增加（P < 0.001）。EPO、

GDNF-NSCs 和 GDNF-NSCs + EPO 干预后在第 14、28
和 42 d 从杆上下来时间均较第 7 d 显著降低（P <
0.001）。第 14、28和 42 d时MPTP + GDNF-NSCs + EPO
组（P < 0.001）和MPTP + GDNF-NSCs组（P = 0.015）下

杆时间均较 MPTP + EPO 组下降更显著，但 MPTP +
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表3 MPTP诱导建立小鼠帕金森模型，经EPO、GDNF-NSCs和两者联用干预后评估各组不同时间旋转行为学时间变化（s）
Table 3 MPTP-induced Parkinson's mouse model, and the time changes of rotation behavior in each group at different time points were evaluated after

EPO, GDNF-NSCs and their combined intervention(s)
组别

Normal
Sham
MPTP

Sham+EPO
Sham+GDNF-NSCs

MPTP+EPO
MPTP+GDNF-NSCs

MPTP+GDNF-NSCs+EPO
t
P

0 d
177.67 ± 2.52
180.33 ± 0.58
175.57 ± 2.06
181.47 ± 0.58
180.67 ± 1.53
175.47 ± 2.06
173.47 ± 3.16
177.67 ± 3.06

2.358
0.074

第7 d
179.00 ± 1.73
179.33 ± 1.53
46.67 ± 1.53a

176.00 ± 4.58b

174.00 ± 3.61b

48.67 ± 1.23a，c

46.67 ± 1.53a，c

45.67 ± 1.83a，c

2 397.870
< 0.0001

第14 d
177.67 ± 2.52
176.67 ± 0.58
48.33 ± 2.08 a

174.00 ± 2.65b

181.33 ± 0.58b

60.67 ± 1.53c，e，f

73.33 ± 1.53c，e，f

94.00 ± 2.00c，d，e，f

3 128.910
< 0.0001

第28 d
179.00 ± 1.73
175.33 ± 0.48
45.67 ± 4.93 a

175.33 ± 3.06b

175.33 ± 1.53b

70.33 ± 1.53c，e，f

85.33 ± 5.03c，e，f

104.67 ± 5.03c，d，e，f

808.387
< 0.0001

第42 d
178.67 ± 2.32
176.67 ± 1.53
51.00 ± 1.00 a

173.33 ± 3.21b

177.00 ± 1.00b

62.67 ± 2.52c，e，f

81.00 ± 1.00c，e，f

97.33 ± 1.15c，d，e，f

2 605.502
< 0.0001

F
0.32

11.471
1 204.617

3.410
8.246

1 847.221
905.174
771.764

P
0.858
0.001

< 0.0001
0.053
0.003

< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001

EPO组爬杆时间没有明显变化，联合干预组爬杆时间

进一步下降接近正常组（表4）。
3.2 纹状体多巴胺含量

纹状体多巴胺含量分析结果显示组别与时间之间

有交互作用（F 交互 = 6.559，P < 0.001），对纹状体多巴胺

含量影响显著。不同时间点之间也存在显著差异（F =
1 159.502，P < 0.001）。MPTP注射第7 d，小鼠纹状体多

巴胺含量较正常组明显下降（P < 0.001）。GDNF-NSCs、
EPO 和联用治疗后，在第 14、28 和 42 d 纹状体多巴胺

含量均较第 7 d显著增加（P < 0.001），也均较MPTP模

型组明显增加（P < 0.001）。单纯EPO治疗组随时间延

长呈下降趋势，而联用治疗组随时间延长较MPTP +
GDNF-NSCs组（P < 0.001）和MPTP + EPO组（P < 0.001）
增加更明显（表5）。
3.3 纹状体线粒体膜电位

纹状体线粒体膜电位分析结果显示组别与时间之

间有交互作用（F 交互 = 4.187，P < 0.001），对纹状体线

粒体膜电位影响显著。不同时间点之间也存在显著差

异（F = 501.359，P < 0.001）。MPTP注射后第 7 d，小鼠

纹状体线粒体膜电位较正常组和 Sham 组明显下降。

GDNF-NSCs、EPO 和联合干预后，在第 14、28 和 42 d
时，三组线粒体膜电位均较第7 d时显著增加。在第14、
28和 42 d，GDNF-NSCs和联合干预组也较MPTP组线

粒体膜电位显著增加。EPO 治疗在第 14、28 和 42 d 时

没有显著差异。联合治疗组在第14、28和42 d时线粒体

膜电位也较单纯GDNF-NSCs治疗组显著增加（表6）。
3.4 纹状体组织抗氧化相关基因表达

荧光定量 PCR 检测抗氧化基因 Nrf2、COX2 和 iN⁃
OS 表达结果分析显示：组别与时间之间有交互作用

（Fnrf2交互 = 2.256，P = 0.004；Fcox2交互 = 4.329，P < 0.001；Fi⁃

NOS 交互 = 7.905，P < 0.001），均对纹状体抗氧化相关基因

影响显著。在不同时间点检测也存在显著差异（Fnrf2 =

注：在第7、14、28和42 d时间点，aP < 0.05，与Normal组和Sham组比较；bP < 0.05，与MPTP组比较；cP < 0.05，与Sham + EPO组和Sham +
GDNF-NSCs组比较；dP < 0.05，与MPTP + EPO组和MPTP + GDNF-NSCs组比较；eP < 0.05，在MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs组
和MPTP + GDNF-NSCs + EPO组中，第 14、28和 42 d与第 7 d比较；fP < 0.05，第 14、28和 42 d，MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs组
和MPTP + GDNF-NSCs + EPO组与MPTP组比较

表4 MPTP诱导建立小鼠帕金森模型，经EPO、GDNF-NSCs和两者联用干预后评估各组不同时间爬杆行为学时间变化（s）
Table 4 MPTP-induced Parkinson's mouse model, and the time changes of pole climbing behavior in each group at different time points were evaluated

after EPO, GDNF-NSCs and their combined intervention(s)
组别

Normal
Sham
MPTP

Sham+EPO
Sham+GDNF-NSCs

MPTP+EPO
MPTP+GDNF-NSCs

MPTP+GDNF-NSCs+EPO
t
P

0 d
7.10 ± 0.26
7.10 ± 0.26
9.20 ± 0.30
7.10 ± 0.26
7.10 ± 0.26
9.03 ± 0.45
9.23 ± 0.15
9.30 ± 0.20

0.946
0.477

第7 d
7.17 ± 0.31
6.90 ± 0.35

16.17 ± 0.35a

6.93 ± 0.21b

6.50 ± 0.40b

15.27 ± 0.31a，c

14.80 ± 0.21a，c

14.70 ± 0.26a，c

623.160
< 0.001

第14 d
7.10 ± 0.26
7.00 ± 0.20

13.33 ± 0.29a

7.10 ± 0.26b

7.10 ± 0.26b

11.60 ± 0.85c，e，g

9.67 ± 1.11c，d，e，f，g

8.00 ± 0.62d，e，f，g

53.364
< 0.001

第28 d
6.67 ± 0.32
6.40 ± 0.46

15.13 ± 0.65a

6.43 ± 0.51b

6.47 ± 0.38b

11.00 ± 0.35c，e，g

8.67 ± 0.50c，d，e，f，g

7.23 ± 0.15d，e，f，g

151.525
< 0.001

第42 d
6.57 ± 0.40
6.43 ± 0.21

14.50 ± 0.50a

6.57 ± 0.40b

7.23 ± 0.25b

11.37 ± 1.11c，e，g

8.87 ± 0.47c，d，e，f，g

7.70 ± 0.44d，e，f，g

85.941
< 0.001

F
2.360
3.328

112.723
2.355
3.974
32.330
53.520
197.893

P
0.123
0.056

< 0.001
0.124
0.035

< 0.001
< 0.001
< 0.001

注：在第7、14、28和42 d时间点，aP < 0.05，与Normal组和Sham组比较；bP < 0.05，Sham + EPO组、Sham + GDNF-NSCs组与MPTP组比

较；cP < 0.05，与 Sham + EPO 组和 Sham + GDNF-NSCs 组比较；dP < 0.05，与 MPTP + EPO 组比较；eP < 0.05，在 MPTP + EPO 组、MPTP +
GDNF-NSCs组和MPTP + GDNF-NSCs + EPO组中，第 14、28和 42 d与第 7 d比较；fP < 0.05，在第 14、28和 42 d，MPTP + EPO组与MPTP
+ GDNF-NSCs + EPO组和MPTP + GDNF-NSCs组比较；gP < 0.05，在第14、28和42 d，MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs + EPO组和

MPTP + GDNF-NSCs组与MPTP组比较
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表5 小鼠纹状体多巴胺含量变化（ng/g）
Table 5 Changes of dopamine content in striatum of mice (ng/g)

组别

Normal
Sham
MPTP

Sham+EPO
Sham+GDNF-NSCs

MPTP+EPO
MPTP+GDNF-NSCs

MPTP+GDNF-NSCs+EPO
t
P

0 d
2 772.35 ± 100.00
2 672.35 ± 32.50
2 646.80 ± 40.43
2 677.50 ± 22.53
2 726.80 ± 42.53
2 676.80 ± 41.65
2 680.50 ± 42.53
2 656.80 ± 32.53

5.225
0.453

第7 d
2 802.85 ± 110.60
2 736.19 ± 55.35
658.14 ± 30.97a

2 534.80 ± 163.04b

2 569.47 ± 107.42b

665.52 ± 21.56a，c

664.37 ± 31.43a，c

661.03 ± 13.42a，c

492.065
< 0.001

第14 d
2 761.68 ± 97.17
2 661.68 ± 35.23

651.13 ± 17.96a

2 860.35 ± 33.65b

2 961.68 ± 35.23b

946.09 ± 48.71c，d，g

1 266.32 ± 77.17c，d，e，g

1 591.61 ± 96.15c，d，f，g

698.673
< 0.001

第28 d
2 825.12 ± 287.83
2 625.12 ± 53.42
560.63 ± 47.96a

2 758.45 ± 19.94b

2 925.12 ± 53.42b

773.88 ± 7.80c，d，g

1 150.80 ± 27.21c，d，e，g

1 552.47 ± 26.85c，d，e，f，g

255.488
< 0.001

第42 d
2 875.03 ± 100.08
2 775.03 ± 28.68
528.12 ± 26.80a

2 675.03 ± 28.68b

2 838.70 ± 41.59b

703.88 ± 12.45c，d，g

1 202.48 ± 65.71c，d，e，g

1 605.81 ± 47.63c，d，e，f，g

1 164.846
< 0.001

F
0.248
8.578

2 026.011
7.563
24.489

2 157.591
587.517
511.029

P
0.905
0.003

<0.001
0.005

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

注：在第7、14、28和42 d时间点，aP < 0.05，与Normal组和Sham组比较；bP < 0.05，Sham + EPO组、Sham + GDNF-NSCs组与MPTP组比

较;cP < 0.05，与 Sham + EPO 组和 Sham + GDNF-NSCs 组比较；dP < 0.05，与 MPTP 组比较；eP < 0.05，与 MPTP + EPO 组比较；fP < 0.05，与

MPTP + GDNF-NSCs组比较；gP < 0.05，在MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs组和MPTP + GDNF-NSCs+EPO组中，第14、28和42 d
与第7 d比较

表6 小鼠纹状体线粒体膜电位（红/绿，%）变化

Table 6 Changes of mitochondrial membrane potential (red/green,%) in striatum of mice
组别

Normal
Sham
MPTP

Sham+EPO
Sham+GDNF-NSCs

MPTP+EPO
MPTP+GDNF-NSCs

MPTP+GDNF-NSCs+EPO
t
P

0 d
98.33 ± 1.53
97.67 ± 3.21
98.00 ± 4.36
102.00 ± 2.00
99.00 ± 2.65
98.00 ± 0.98
99.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

1.133
0.391

第7 d
101.67 ± 1.53
95.00 ± 1.00
32.33 ± 2.52a

97.33 ± 1.15b

96.00 ± 2.00b

36.67 ± 3.06a，c

36.33 ± 6.03a，c

35.67 ± 2.08a，c

410.789
< 0.001

第14 d
97.00 ± 2.65
98.33 ± 1.53
36.33 ± 1.53a

99.67 ± 1.53b

107.00 ± 2.65b

45.67 ± 4.93c，d，g

48.33 ± 6.66c，d，g

53.67 ± 7.09c，d，e，f，g

150.812
< 0.001

第28 d
97.67 ± 2.08
100.33 ± 1.53
38.00 ± 2.00a

97.00 ± 3.61b

104.67 ± 1.15b

40.33 ± 4.73c，g

53.33 ± 2.89c，d，e，g

59.00 ± 5.57c，d，e，f，g

229.617
< 0.001

第42 d
102.67 ± 2.52
95.67 ± 2.52
42.00 ± 4.00a

96.00 ± 2.00b

98.00 ± 2.00b

42.00 ± 5.29c，g

52.00 ± 6.24c，d，e，g

65.33 ± 4.73c，d，e，f，g

134.911
< 0.001

F
1.074
28.750
298.218
3.561
14.050
125.490
69.863
77.233

P
0.419

<0.001
<0.001
0.047

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

注：在第7、14、28和42 d时间点，aP < 0.05，与Normal组和Sham组比较；bP < 0.05，Sham + EPO组、Sham + GDNF-NSCs组与MPTP组比

较；cP < 0.05，与 Sham + EPO 组和 Sham + GDNF-NSCs 组比较；dP < 0.05，与 MPTP 组比较；eP < 0.05，与 MPTP + EPO 组比较；fP < 0.05，与

MPTP + GDNF-NSCs组比较；gP < 0.05，在MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs组和MPTP + GDNF-NSCs + EPO组中，第14、28和42 d
与第7 d比较

46.569，P < 0.001；Fcox2 = 1 544.488，P < 0.001；FiNOS = 3
232.150，P < 0.001）。MPTP 腹腔连续注射 7 d 时 MPTP
组、MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs组和MPTP +
GDNF-NSCs + EPO 组纹状体 Nrf2、COX2 和 iNOS 的

mRNA 水平均较 Normal 组和 Sham 组显著增加（P <
0.001）。在第14、28和42 d时，GDNF-NSCs及联合干预

后，Nrf2、COX2和 iNOS的mRNA水平均较第7 d时显著

降低；在第 28、42 d时，EPO干预组Nrf2、COX2和 iNOS
的mRNA水平均较第 7、14 d时显著降低（P < 0.001）；

联合干预组COX2和 iNOS的mRNA水平在第 14、28和

42 d 时也较 GDNF-NSCs 干预组显著降低（P < 0.001）
（表7，8，9）。
4 讨论

帕金森病已经成为社会人群中主要的中枢神经退

行性疾病之一，研究资料提示，遗传因素为PD的主要

根源，环境因素是诱导因素，氧化应激、免疫异常等是

发病表现。目前左旋多巴仍为治疗 PD 的一线临床药

物，是PD患者因多巴胺分泌不足采用的替代疗法，治

标不治本。因此，需要寻找新的治疗方法，本文利用

GDNF基因修饰的NSCs联合EPO治疗帕金森小鼠，显

示两者联用在针对多巴胺含量、线粒体膜电位、抗氧化

相关基因的表达方面，较单一治疗有明显优势，且两者

联用治疗效果能持续到建模后 42 d；联用组行为学检

测旋转实验和爬杆实验也显示相似的趋势，提示两者

联用使帕金森小鼠的神经功能得到明显改善。PD最主

要病理改变是中脑黑质多巴胺能神经元的变性死亡而

引起纹状体 DA 含量的显著性减少。有文献报道在

MPTP诱导的大鼠[7]和非人灵长类动物[8]帕金森疾病模

型中，GDNF均显示对黑质纹状体神经元的保护作用。

由于GDNF不能透过血脑屏障，并且脑室内给药有强

烈的副作用[9]，因此目前主要通过构建过表达GDNF基

因的各类病毒载体，如腺病毒[10]、腺相关病毒[11]等病毒

载体或者构建过表达GDNF基因干细胞，如间充质干

细胞[12]、神经干细胞[13]等干细胞，经静脉或脑内定向注

射给药。本文用GDNF基因修饰的神经干细胞治疗帕
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表7 各组不同时间点小鼠纹状体Nrf2基因表达变化

Table 7 Changes of Nrf2 gene expression in striatum of mice at different time points in each group
组别

Normal
Sham
MPTP

Sham+EPO
Sham+GDNF-NSCs

MPTP+EPO
MPTP+GDNF-NSCs

MPTP+GDNF-NSCs+EPO
t
P

0 d
0.65 ± 0.04
0.67 ± 0.03
0.67 ± 0.03
0.67 ± 0.05
0.69 ± 0.02
0.69 ± 0.03
0.63 ± 0.07
0.67 ± 0.04

0.697
0.674

第7 d
0.66 ± 0.03
0.68 ± 0.07
0.99 ± 0.05a

0.73 ± 0.04b

0.70 ± 0.03b

0.91 ± 0.07a，c

0.95 ± 0.03a，c

0.93 ± 0.03a，c

27.211
< 0.001

第14 d
0.70 ± 0.06
0.70 ± 0.08
0.91 ± 0.07a

0.86 ± 0.02
0.84 ± 0.02
0.82 ± 0.03
0.75 ± 0.01b，d，g

0.69 ± 0.05b，c，d，e，g

9.580
< 0.001

第28 d
0.69 ± 0.02
0.68 ± 0.09
0.85 ± 0.01a

0.82 ± 0.03
0.80 ± 0.03
0.77 ± 0.01g

0.69 ± 0.04b，c，d，g

0.64 ± 0.02b，c，d，e，g

11.487
< 0.001

第42 d
0.68 ± 0.02
0.65 ± 0.02
0.81 ± 0.03a

0.75 ± 0.04
0.76 ± 0.03
0.72 ± 0.02b，d，g

0.66 ± 0.02b，c，d，g

0.59 ± 0.03b，c，d，e，f，g

23.780
< 0.001

F
1.123
0.240
24.343
14.312
21.841
16.725
34.946
51.483

P
0.399
0.910

< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001

注：在第7、14、28和42 d时间点，aP < 0.05，与Normal组和Sham组比较；bP < 0.05，Sham + EPO组、Sham + GDNF-NSCs组与MPTP组比

较；cP < 0.05，与 Sham + EPO 组和 Sham + GDNF-NSCs 组比较；dP < 0.05，与 MPTP 组比较；eP < 0.05，与 MPTP + EPO 组比较；fP < 0.05，与

MPTP + GDNF-NSCs组比较；gP < 0.05，在MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs组和MPTP + GDNF-NSCs + EPO组中，第14、28和42 d
与第7 d比较

表8 各组不同时间点小鼠纹状体COX2基因表达变化

Table 8 Changes of COX2 gene expression in striatum of mice at different time points in each group
组别

Normal
Sham
MPTP

Sham+EPO
Sham+GDNF-NSCs

MPTP+EPO
MPTP+GDNF-NSCs

MPTP+GDNF-NSCs+EPO
t
P

0 d
1.10 ± 0.10
0.95 ± 0.05
1.02 ± 0.03
1.10 ± 0.17
1.07 ± 0.20
1.00 ± 0.00
1.00 ± 0.00
1.00 ± 0.00

0.861
0.556

第7 d
1.00 ± 0.10
1.21 ± 0.04
6.34 ± 0.27a

1.53 ± 0.11b

1.55 ± 0.05b

6.58 ± 0.03a，c

6.50 ± 0.07a，c

6.55 ± 0.04a，c

1 722.361
< 0.001

第14 d
1.05 ± 0.05
1.00 ± 0.09
5.60 ± 0.02a

1.38 ± 0.10b

1.25 ± 0.01b

4.75 ± 0.13c，d，g

3.05 ± 0.07c，d，e，g

2.33 ± 0.03c，d，e，f，g

1 762.748
< 0.001

第28 d
1.07 ± 0.11
0.94 ± 0.06
4.66 ± 0.19a

1.34 ± 0.05b

1.28 ± 0.02b

3.67 ± 0.20c，d，g

2.73 ± 0.14c，d，e，g

2.07 ± 0.10c，d，e，f，

361.750
< 0.001

第42 d
1.05 ± 0.05
1.05 ± 0.05
3.39 ± 0.34a

1.03 ± 0.08b

0.98 ± 0.08b

2.96 ± 0.58c，g

2.25 ± 0.03c，d，e，g

1.80 ± 0.02c，d，e，f

46.975
< 0.001

F
0.550
9.787
288.828
10.397
14.560
164.977
2 139.122
5 364.421

P
0.703
0.002
< 0.001
0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001

注：在第7、14、28和42 d时间点，aP < 0.05，与Normal组和Sham组比较；bP < 0.05，Sham + EPO组、Sham + GDNF-NSCs组与MPTP组比

较；cP < 0.05，与 Sham + EPO 组和 Sham + GDNF-NSCs 组比较；dP < 0.05，与 MPTP 组比较；eP < 0.05，与 MPTP + EPO 组比较；fP < 0.05，与

MPTP + GDNF-NSCs组比较；gP < 0.05，在MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs组和MPTP + GDNF-NSCs + EPO组中，第14、28和42 d
与第7 d比较

表9 各组不同时间点小鼠纹状体 iNOS基因表达变化

Table 9 Changes of iNOS gene expression in striatum of mice at different time points in each group
组别

Normal
Sham
MPTP

Sham+EPO
Sham+GDNF-NSCs

MPTP+EPO
MPTP+GDNF-NSCs

MPTP+GDNF-NSCs+EPO
t
P

0 d
0.76 ± 0.04
0.76 ± 0.04
0.76 ± 0.04
0.76 ± 0.04
0.76 ± 0.04
0.76 ± 0.04
0.76 ± 0.04
0.76 ± 0.04

< 0.001
1.000

第7 d
0.75 ± 0.03
0.76 ± 0.02
3.61 ± 0.29a

0.84 ± 0.04b

0.82 ± 0.03b

3.62 ± 0.11a，c

3.61 ± 0.17a

3.60 ± 0.17a

350.120
< 0.001

第14 d
0.75 ± 0.02
0.75 ± 0.02
3.20 ± 0.08a

0.69 ± 0.03b

0.67 ± 0.03b

3.01 ± 0.06c，d，g

2.26 ± 0.05c，d，e，g

1.51± 0.03c，d，e，f，g

1 891.914
< 0.001

第28 d
0.75 ± 0.03
0.75 ± 0.03
2.63 ± 0.09a

0.69 ± 0.04b

0.67 ± 0.02b

1.88 ± 0.07c，d，g

1.51 ± 0.05c，d，e，g

1.05 ± 0.04c，d，e，f，g

619.486
< 0.001

第42 d
0.75 ± 0.03
0.75 ± 0.03
1.50 ± 0.06a

0.75 ± 0.03b

0.69 ± 0.02b

1.12 ± 0.05c，d，g

0.89 ± 0.05c，d，e，g

0.78 ± 0.03d，e，f，g

158.569
< 0.001

F
0.027
0.106

210.059
9.405
16.868
974.202
533.500
633.059

P
0.998
0.978

< 0.001
0.002

< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001

注：在第7、14、28和42 d时间点，aP < 0.05，与Normal组和Sham组比较；bP < 0.05，与MPTP组比较；cP < 0.05，与Sham + EPO组和Sham +
GDNF-NSCs组比较；dP < 0.05，与MPTP组比较；eP < 0.05，与MPTP + EPO组比较；fP < 0.05，与MPTP + GDNF-NSCs组比较；gP < 0.05，在
MPTP + EPO组、MPTP + GDNF-NSCs组和MPTP + GDNF-NSCs + EPO组中，第14、28和42 d与第7 d比较

金森小鼠也显示出治疗有效性，和文献报道是一致的。

氧化应激和神经炎性是帕金森疾病多巴胺能神经

退变的早期事件，也是帕金森疾病的成因之一。脑富含

线粒体，而线粒体是细胞内活性氧的主要来源，其膜电

位的下降是细胞早期凋亡的一个标志性事件。研究结

果显示GDNF-NSCs能在较长时间内持续增加线粒体

膜电位，在联用EPO后，这种改变更显著。EPO是由肾

小管周围间质细胞和肝脏分泌的一种激素样物质，能

够增强机体对氧的结合、运输和供应能力，一方面有利

于纹状体内移植的神经干细胞存活，另一方面，可缓解

脑内多巴胺能神经元凋亡[14]。已有文献报道，在帕金森

疾病模型中，EPO发挥神经保护作用依赖于PI3K/Akt/
FoxO3a 信号通路的激活，减少纹状体神经元凋亡，显

著改善帕金森疾病模型的功能评分 [15]。本文利用
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GDNF-NSCs和EPO联用显示出治疗帕金森疾病的协

同效应，提示治疗帕金森疾病多巴胺能神经元早期凋

亡程度有所减轻。

Nrf2是目前已知的内源性抗氧化应激关键蛋白之

一，对外源性氧化刺激敏感，激活后从细胞骨架解离进

入核内，和抗氧化反应元件结合，启动下游数百种抗氧

化、抗炎及抗凋亡相关基因的表达 [16]。已有文献报道

Nrf2/ARE信号在电针治疗帕金森疾病中发挥抗氧化作

用[17]。在帕金森疾病模型中纹状体COX2基因表达增加

使运动功能障碍更甚[18]。iNOS可存在于内皮细胞、巨噬

细胞、神经吞噬细胞及神经细胞中，在不同脑区呈选择

性分布，在帕金森患者脑内，iNOS表达增加[18]。在啮齿

类动物研究中也显示 iNOS表达增加在慢性炎症过程

及其他一些疾病中可能起有害作用，抑制 iNOS表达能

减轻帕金森疾病运动功能障碍并阻止COX2表达增加[19]。

所以，抗炎和抗氧化应激在帕金森疾病治疗中有重要

价值。研究结果显示，治疗组纹状体Nrf2基因表达均较

帕金森模型组增加，且GDNF-NSCs组显著增加；COX2
基 因 和 iNOS 基 因 表 达 均 较 模 型 组 减 少 ，且

GDNF-NSCs 组下降更显著，提示 GDNF-NSCs 治疗帕

金森疾病的可能机制是通过增加Nrf2基因表达、下调

iNOS 和 COX2 基因表达达到抗氧化应激和抗炎等作

用。但同时也发现，即使使用GDNF-NSCs和EPO联合

治疗帕金森模型小鼠，小鼠的行为学功能也不能恢复

到正常水平，由于帕金森疾病病因仍不清楚，该治疗方

法仍有局限性，有待进一步深入研究，寻找更好的治疗

方法。

5 结论

GDNF基因修饰的NSCs联合EPO可能通过增加氧

化应激抵抗发挥帕金森小鼠神经保护作用。基于GDNF
基因修饰的神经干细胞联合EPO治疗帕金森病有一定

的应用价值。

（利益冲突：无）
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