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移植诱导中脑 NSCs分化的多巴胺能神经元对 PD大鼠治疗作用的实验研究
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　　提　要:目的　研究移植诱导中脑神经干细胞分化出的多巴胺能神经元对 PD 大鼠的治疗作用。方法　利用纹状体

提取液诱导大鼠胚胎中脑神经干细胞 ,使其部分分化为酪氨酸羟化酶(TH)阳性的多巴胺能神经元 ,继而把分化后的细胞

移植到 PD大鼠的纹状体内 , 免疫组化法证实移植细胞的存活并以诱发旋转行为的改善来观察其治疗作用。结果　纹状

体提取液能够诱导中脑神经干细胞分化出多巴胺能神经元而且这种经诱导后产生的细胞能够在 PD大鼠体内长期存活并

改善阿卟吗啡诱导的旋转行为。结论　诱导中脑神经干细胞分化出的多巴胺能神经元对 PD有一定的治疗作用。
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　　Abstract:Objective　To evaluate the therapeutical effect of dopaminergic neurons induced by transplantation

on Parkinson' s disease (PD)rats.Methods　Mesencephalic nerve stem cells(NSCs)were induced by striatal ex-

tracts to differentiate into tyroxine hydroxylase (TH)positive dopaminergic neurons.The differentiated cells were

transplanted into the striatum of PD rats.The survived cells were detected by TH immunocytochemical staining.The

therapeutical effect was observed using apomorphine-induced rotation.Results　Mesencephalic NSCs could be in-

duced to differentiate into dopaminergic neurons which could survive in the host for long time after cell transplanta-

tion , and could improve the apomorphine-induced rotation.Conclusion　The induced mesencephalic NSCs have the

obvious therapeutical effect on PD.
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　　在神经干细胞的研究中 ,如何在体外定向诱导其

分化出足量的 、有功能的 、终末的多巴胺能神经元一直

是人们关注的热点问题 。使用各种细胞因子如 GD-

NF 、BDNF 、IL-1 、IL-11 、白血病抑制因子(leukemia inhibi-

tory factor , LIF)以及多巴胺 、弗司扣林 、潘生丁 、N-乙酰

半胱氨酸等作为诱导剂 ,在体外对 NSCs 进行诱导分

化 ,能够得到多巴胺能神经元 ,这些神经元能够分泌
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DA ,且在帕金森病(Parkinson' s disease , PD)大鼠的细
胞移植实验治疗中有很好的作用

[ 1 ～ 5]
。在前期的研究

中 ,我们使用 PD大鼠的纹状体提取液对体外培养的
胚胎大鼠中脑神经干细胞进行诱导分化 ,得到了一定

比例的多巴胺能神经元。在本实验中 ,我们利用诱导
分化的神经元进行 PD大鼠的细胞移植治疗 ,以了解
其是否能在体存活 ,并发挥生物学功能 。以探讨从神

经干细胞所分化得到的多巴胺能神经元是否对帕金森

病有潜在的治疗应用前景 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　Wistar孕大鼠及Wistar成年大鼠均由第三军医大学实验动

物中心提供。DMEM/F12 和 B27 均购自Gibco 公司 , 6-OHDA、阿

卟吗啡 、bFGF 均购自 Sgima 公司 , 抗 Nestin IgG 和抗 NF-200IgG

购自博士德公司 ,抗 THIgG购自晶美公司。
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1.2　方法
1.2.1　PD大鼠模型制作　　Wsitar大鼠 27 只 , 雌雄不拘 , 180

～ 220 g ,常规喂养。用 6-羟基多巴胺(6-hydroxydopamine , 6-OH-

DA)损毁大鼠左侧黑质区 , 术后用阿朴吗啡(Apomorphine)皮下

注射诱发旋转行为。观察 20 min ,平均转速大于 7 圈 min者 , 视

为成功模型。

1.2.2　纹状体提取液的制备及神经干细胞分离 、培养及诱导

分化　　纹状体提取液的制备 、中脑神经干细胞的培养 、诱导

分化及其结果鉴定见参考文献[ 6] 。体外分离培养胚胎大鼠中

脑神经干细胞 ,传 3～ 4 代后 ,用纹状体提取液 200 μl ml诱导其

分化。

1.2.3　动物分组　　A 组:中脑神经干细胞诱导后移植组(n

=11);B组:中脑神经干细胞直接移植组(n=11);C组:对照组

即假手术组(n=5)。

1.2.4　移植手术　　取纹状体提取液诱导分化后 1 周的细胞

群 ,用 0.2%的胰酶在 37 ℃的 CO2 的孵箱里消化 20 min 后 , 收

集于离心管内 , 小心吹打后终止消化反应。以无 bFGF 的神经

干细胞条件培养液重新悬浮 , 调整细胞浓度为 1×106 μl备用。

取成功的 PD动物模型 , 1%戊巴比妥钠按 30 mg kg 腹腔注射麻

醉 ,固定于立体定位仪上 , 将待移植细胞按每点大约(1 ～ 5)×

106 个细胞注入毁损侧纹状体内;坐标为 A:+1.8 mm , L:2.5

mm , V4.5 mm 及 A:+0.6 mm , L:2.0 mm , V:4.2 mm。注射时间

为10 min , 注射完毕留针 10 min ,封闭骨窗后缝合头皮 , 术后常

规喂养 ,腹腔注射青霉素4×104 U 24 h ,抗感染 3 d , 假手术组仅

在相同靶点注入等剂量的生理盐水。术后 3 d 内内 A 组死亡 3

只 , B 组死亡 2 只。术前及术后 7、15、30、45 d 内分别于动物大

腿内侧皮下注射阿卟吗啡 0.05 mg kg , 诱发动物的旋转行为 , 计

数其10～ 15 min 内旋转次数 , 以圈数 min 表示 , 并取旋转行为

有改善动物作免疫组化染色。

1.2.5　免疫组化方法　　大鼠灌注固定后取脑 , 取移植部位

作冰冻切片 ,片厚 30 μm ,以抗 TH 抗体检测细胞在移植部位存

活情况 ,具体方法参照文献[ 7] 。

1.3　统计学处理
　　行单因素方差分析及 t检验。

2　结果

2.1　细胞培养及诱导分化生长情况
　　孕 14 d的胚胎大鼠中脑神经干细胞在干细胞条件培养液

中生长良好 ,传 3～ 4 代时 ,在培养液中可以见到悬浮生长的球

形细胞克隆的存在 ,细胞增殖能力较强。利用纹状体提取液进

行诱导分化后 ,可以见到干细胞团贴壁分化(图 1 , 2)。我们以

前的研究表明[ 6] 以分化出多巴胺能神经元。利用此细胞作为

移植治疗之用。

2.2　PD大鼠旋转行为的改善情况
　　如表 1可见 , C 组动物旋转行为无改善 , A 组和 B组与 C 比

较 ,在 30 d 和 45 d 时 ,有显著改善(P<0.01),而 A组在 15 d 时

就能观察到动物的运动障碍有明显改善。就 A、B 组比较而言 ,

A组在 30 d和 45 d时比 B 组有明显改善(P<0.05), 这说明移

植诱导细胞及干细胞均能在一定程度上改善动物的运动障碍 ,

而诱导分化组疗效要略好于直接干细胞移植组。

表 1　大鼠的旋转行为变化情况( x±s)

Tab 1　Changes of apomorphine-induced rotation of rats( x±s)

After transplantation(d)
Group n

Before
transplantation 7 15 30 45

Differential
cells(A)

8 18.36±4.35 15.79±3.45 12.64±4.26＊8.58±2.21＊ 6.43±3.87＊

NSCs(B) 9 19.14±3.91 16.67±4.02 15.54±3.78 11.01±3.53＊# 7.93±2.42＊#

Control(C) 5 18.78±3.62 18.61±4.10 19.56±2.92 18.89±3.03 18.63±4.37

＊:P<0.01 , vs B;#:P<0.05 , vs B

图 1　相差显微镜下大鼠中脑神经干细胞集落　(×400)

Fig 1　Colonies of mesencephalic NSCs from fetal rats under the phase

contrast microscope　(×400)

图 2　相差显微镜下纹状体提取液诱导分化的神经干细胞集落　(×40)

Fig 2　Colonies of mesencephal ic NSCs induced by striatal extracts

under the phase contrast microscope　(×40)

图 3　移植诱导细胞两周 ,移植区 TH免疫组化染色　(SABC×200)

Fig 3　TH positive cells in the grafted region in group A 2 weeks after

transplantation　(SABC×200)

2.3　移植细胞鉴定
　　在不同的时间内, 进行TH 免疫组化染色以了解分化出的多
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巴胺能神经元在脑内的生存情况 ,大鼠纹状体原无多巴胺能神

经元 ,移植细胞到纹状体是希望其能够分泌多巴胺从而改善运

动障碍。如果在移植部位能够检测到 TH 阳性细胞的存在 , 说明

移植细胞能够在宿主脑内存活。结果表明:A 组和 B 组两组均

存在着 TH 阳性细胞 ,在 C 组未见纹状体内存在 TH 阳性细胞。

在移植区边缘, 可以见到细胞形态稍好的阳性细胞 ,在偏离移植

区稍远 ,染色未显示出有 TH 阳性细胞的出现(图 3～ 6)。

图 4　移植干细胞两周 ,移植区 TH免疫组化染色　(SABC×200)

Fig 4　TH positive cells in the grafted region in group B 2 weeks after

transplantation　(SABC×200)

图 5　移植诱导细胞两周 ,移植区周围 TH免疫组化染色　(SABC

×400)

Fig 5　TH positive cells in the grafted region in group A 2 weeks after

transplantation　(SABC×400)

图 6　移植诱导细胞四周 ,移植区 TH免疫组化染色　(SABC×200)

Fig 6　TH positive cells in the grafted region in group A 4 weeks

after transplantation　(SABC×200)

3　讨论

　　在神经变性疾病中 ,PD由于其主要病理变化明确
定位于中脑黑质 ,移植手术的靶点纹状体也是定位明确

并易于达到 ,并且有良好的啮齿类和灵长类动物 PD模
型 ,可以在其实验研究基础上预期不同的治疗方法对人

类PD患者的治疗效果而成为细胞移植治疗的首选。神
经干细胞的定向诱导分化是干细胞研究领域的一个难

点和热点。NSCs的分化存在细胞自身基因调控和外来

信号调控这两种机制
[ 8]
。如何选择合适的外面诱导因

子与诱导环境 ,对于其分化结果是很关键的问题。

　　在没有任何体外因素干预或者说诱导的情况下 ,
神经干细胞自然分化为多巴胺能神经元的比例很低 ,

大约只占细胞总数的 0.5%～ 5%
[ 9]
,不能达到治疗的

作用。因此人们使用各种诱导因子或转基因的方法 ,

得到足量的神经元后再进行移植 。在前期的研究中 ,
我们利用纹状体提取液对体外培养的条件下的胚胎大

鼠中脑来源的神经干细胞进行诱导分化 ,得到了多巴

胺能神经元 , 比例占总数的 20%左右
[ 6]
。在此实验

中 ,我们把从神经干细胞所得到的多巴胺能神经元移

植到 PD大鼠的纹状体内 ,术后检测阿卟吗啡诱导的
旋转行为有了明显的改善 ,持续时间达 6周 。旋转次

数由术前的 17圈 min下降到术后的 6圈 min ,与空白
对照组有显著的差异(P<0.01)。Nishino 等

[ 10]
利用在

体的微环境 ,直接把神经干细胞移植到 PD大鼠的纹
状体内 ,也能分化出一定量的多巴胺能神经元 ,具有一

定的疗效 。但是 ,由于干细胞的多向分化潜能 ,直接移
植有很大的危险性。我们在移植诱导分化后的细胞同
时 ,对它与直接干细胞移植的疗效进行了比较 。结果

显示 ,直接移植也有一定的疗效 ,但是在术后的 4周和
6周 ,诱导细胞组与直接移植组相比 ,疗效也有明显差

异(P<0.05)。说明先经诱导后再进行移植有比较良
好的治疗作用。

　　不同的时相点进行移植区的免疫组化显色显示 ,

在针道周边 ,有 TH 阳性细胞出现 ,在移植后 2周到 4

周时较为明显 ,可能由于细胞前期的处理会对其造成

一定的损伤 ,在 2周内 ,可以见到移植区有大量的 TH

阳性细胞 ,但无明显突起(图 1 , 2 ,3)。在针道与纹状

体实质的交界处 ,有散在的阳性细胞的表达。而在 4

周时 ,在针道周边 ,即可以见到较长突起的 TH 阳性神

经元(图 4)。直接干细胞移植组也能分化出少量的

TH 阳性的多巴胺能神经元 。与直接中脑NSCs移植组

比 ,诱导分化后的细胞不仅在疗效上要略好干细胞移

植组且更安全。

　　在对 PD的干细胞治疗研究中 ,究竟是选择神经

干细胞移植还是经定向诱导的多巴胺神经元移植更有

效可行还是一个处在探讨中的问题。李凌松等
[ 11]
对
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人胚胎中脑来源的神经干细胞和经其定向诱导分化产

生的多巴胺神经元移植治疗帕金森病进行了比较研

究 ,将离体培养的人神经干细胞球和经定向诱导分化

的细胞混合物(主要是TH阳性神经元 ,还有星形胶质

细胞和一些未分化的神经干细胞 、少量少突胶质细胞)

分别移植到帕金森病大鼠模型的纹状体 。

　　用抗人细胞核抗体检测到两组移植细胞在脑内存

活达到 20周之久。但是只有移植诱导分化产物的大

鼠旋转行为有显著改善 ,疗效接近移植原代分离的人

胚胎中脑多巴胺神经元者 ,且人源细胞能与宿主神经

系统整合 。而移植神经干细胞组大鼠行为学虽有一定

程度的恢复 ,但没有统计学意义。因此作者认为 ,只有

移植诱导分化的多巴胺神经元才能在纹状体尽早提供

多巴胺递质 ,缓解帕金森病的症状。我们利用纹状体

提取液诱导大鼠来源的中脑 NSCs ,将其分化后的混合

细胞移植 ,也发现疗效要好于直接干细胞移植 。这表

明 ,经诱导后再移植 ,细胞能够有更好的存活率和释放

多巴胺的能力 ,可能是一种相对更好的移植治疗策略。

　　虽然神经干细胞移植治疗帕金森病等神经系统变

性疾病已经在动物实验和初期临床实验中取得良好的

结果 ,但是要将神经干细胞真正应用于临床治疗并取

得稳定的疗效还有很多问题有待解决。我们的研究从

一个方面说明了诱导分化干细胞移植治疗的可能 ,也

说明纹状体提取液可以作为一种有效的诱导剂 ,其作

用机制值得继续探讨和关注。
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第三届全国中医药临床学术研究科技论坛征文

　　中华中医药学会拟于今年秋季在黄山举办“第三届全国中医药临床学术研究科技论坛” ,现向全国中医药临

床工作者征文。

　　征文内容:①在对病因不明性和多因素性疾病的诊治等;②循证医学 、DME 、GCP 等方法在中医药临床研究中

的具体运用 ,中医药临床研究的科研设计 、评价 、质量控制等方面的分析研究;③中医药临床各科的现状 、问题 、对

策 、未来预测和设想及发展战略 ,临床各种常见病 、多发病的诊治经验 、应用体会和新认识 、新方法 、新技术 、新成

果 、新进展;④中医药临床人才培养的途径和方法 ,中医药人才资源的开发利用;⑤中药复方 、各类中药新药和制

剂的临床研究 、药理实验 、疗效分析评价以及老药新用介绍;⑥中药不良反应等安全性问题的临床分析和研究 ,药

剂师走向临床的实践和探讨。 ⑦计算机在中医药临床诊疗和科研设计中的应用。截稿日期:2004年 6月 30日。

稿件请注明“临床征文”字样。每篇征文收取审稿费30元 ,入选论文将在中华中医药学会系列期刊《中医药临床

杂志》(ISSN1672-7134 CN34-1268 R)上发表。具体参会事宜另行通知 。

　　地　址:合肥市大通路明光小区5幢《中医药临床杂志》编辑部　　　　　　　邮　编:230011

　　联系人:黄　晖　　　　 E-mail:cjtcm@163.com
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