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基因治疗对帕金森病小鼠
;=

阳性神经元

损害及胃肠功能障碍的影响"

吴少璞!祁亚伟!李
!

学!杨红旗!马建军#

"河南省人民医院神经内科!郑州
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!!

"摘要#

!

目的
!

研究巨噬细胞介导的胶质细胞源性神经营养因子"

[EXZ

%基因治疗对帕金森病小鼠临床

症状!以及对黑质酪氨酸羟化酶"

;=

%阳性神经元损害和胃肠功能障碍的影响&方法
!

)%

只小鼠分为对照组'

实验组和健康组&实验组小鼠接受表达
[EXZ

的慢病毒骨髓干细胞转导!对照组和健康组小鼠注射生理盐水&

移植后对照组和实验组通过
<@;@

建立帕金森模型!健康组注射生理盐水&比较
'

组小鼠建模后行为学变化'

;=

阳性"

=

K

%多巴胺能神经神经元细胞免疫组织化学染色结果和神经元数目数目'体质量变化'胃排空率和肠

推进率&结果
!

[EXZ

在移植后的小鼠中成功表达&实验组小鼠爬杆时间明显长于健康组并明显短于对照组

"

:

$

%&%6

%!实验组小鼠转棒停留时间明显短于健康组并明显长于对照组"

:

$

%&%6

%&对照组'实验组和健康

组小鼠的"

;=

K

%多巴胺能神经神经元数目分别为)"
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!差异有统计学意义"

:

$

%&%$

%$实验组小鼠黑质中的
;=

K多巴胺神经元纤维比对照组

更密'颜色更深!比健康组更疏'颜色更浅&造模前后对照组和实验组小鼠体质量明显下降$实验组小鼠体质

量'胃排空率'小肠推进率明显低于健康组且高于对照组"

:

$

%&%6

%&结论
!

[EXZ

基因疗法能够明显改善帕

金森病小鼠的运动协调能力!修复
;=

K神经元细胞损伤!改善胃肠道功能障碍&

"关键词#

!

帕金森病$基因$胶质细胞源性神经营养因子$黑质酪氨酸羟化酶阳性$胃肠功能障碍
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帕金森病$

@E

&是一种中枢神经退行性疾病#其临

床症状除了静止性震颤+姿势不稳等运动障碍以外#

还表现为胃肠道功能障碍等非运动障碍*

@E

主要是

由于患者大脑黑质多巴胺能神经元发生退行性病变

而导致的神经元坏死和神经功能受损*目前对于
@E

发病的具体机制尚不明确#但普遍认为
@E

是由于多

巴胺含量下降引起的%其临床治疗以减轻临床症状+

促进神经元修复为主'

$

(

*胶质细胞源性神经营养因

子$

[EXZ

&能修复退化的多巴胺神经元#促进黑质纹

状体多巴胺系统的再生#是目前活性最强的神经元保

护因子'

1

(

*目前关于
[EXZ

与
@E

动物模型的研究

主要有两种#除了通过
[EXZ

直接输注#还有通过病

毒为载体的基因改造疗法或经基因工程改造后再通

过细胞介导输注'

'

(

*

[EXZ

相对分子质量大#难以透

过血脑屏障#且必须通过持续性给予才能起到较好的

神经修复作用#直接输注的效果不佳*本文通过
[E.

XZ

基因疗法研究其对
@E

小鼠模型的神经修复作用

和对胃肠功能的影响#为基因治疗提供科学依据*

>

!

材料与方法

>&>

!

材料
!

健康雄性
W6-92

"

)F

小鼠
)%

只#由北京

维通利华实验动物技术有限公司提供'许可证编号

DWV̂

$京&

1%%).%%%(

(*$

10d1

&

f

+$

66d6

&

J

相对

湿度+

$1M

日夜循环适应性喂养
-!

#

)

周龄#体质量

$

1%d1

&

?

*小鼠分为对照组$

(g$6

&+实验组$

(g'%

&

和健康组$

(g$6

&*

>&?

!

方法

>&?&>

!

[EXZ

慢病毒质粒巨噬细胞特异性合成启动

子构建
!

慢病毒载体的巨噬细胞特异性合成启动子

构建参照
9YFb

等'

0

(报道#该序列包含两个顺式作用

元件!

WC;;

"增强子结合蛋白
!

$

W

"

A9@

!

&和融合蛋

白
.$

$

C<2.$

&#采用
WE)/

迷你启动子代替质粒中原

来的
7

0-

7

M"B

的迷你基因启动以提高特异性#然后用

大鼠
[EXZ

基因$

[:,N>,e

编号!

,O%$($'(

#

D;D6%.

)/6

&取代报告基因$

[Z@

&*设计引物的上游引物为

6h.W[[CC;;W[[;CWW[C[W;W;;CW[W.

'

#下游引物为
6h.W[CWW[ [;CW;[ [[; [[W

W;WWC[;[.'h

%使用标准的
@W5

分子扩增程序#

@W5

反应条件为
'%+'%

次
(0f

#

6)f'%+

#

-1f$

O#,

*并对产生的结构进行测序#以验证插入位点#以

及
[EXZ

基因的完整性*获得由慢病毒载体的
1(';

细胞瞬时转染产生的
'

个包装质粒$

7

O!G

?

"

7

<EG

?

.

7

55A

#

7

5D\5:T

和
@<E&[

&构成的慢病毒质粒*

>&?&?

!

慢病毒转导与骨髓细胞移植'

6

(

!

在骨髓注射

前
0!

给供体小鼠注射
$6%O

?

"

e

?

氟尿嘧啶*用

+4:O

7

8".'0.+PO

完全培养基$

[#NI"

公司&冲洗供体小

鼠的 股 骨 和 胫 骨 骨 髓 获 得 骨 髓 细 胞#添 加
1%%

OO"G

"

2

谷氨酰胺#

$%%Yb

"

O2

青霉素#

$%%

#

?

"

O2

链

霉素#

6b

"

O2

肝素制作单细胞悬液*使用淋巴细胞

培养基富集骨髓间充质干细胞并采用密度梯度分离

法分离#进行体外过夜培养#第
1

天使用
0%%

#

2

浓缩

病毒上清液重悬获得的细胞悬液*在含有
5:48"X:I.

4#,

蛋白$

;>e>8>

&的图层板上#

0

#

?

"

O2

硫酸鱼精蛋

白存在下进行
)M

感染*感染后经小鼠尾静脉注射

$

$

%

1

&

H$%

) 细胞*实验组小鼠接受表达
[EXZ

的

慢病毒骨髓干细胞转导#对照组和健康组小鼠进行等

量灭菌生理盐水注射*

>&?&@

!

@E

模型建立'

)

(

!

移植后
/

周#给予对照组和

观察 组 小 鼠
$.

甲 基
.0.

苯 基
.$

#

1

#

'

#

).

四 氢 吡 啶

$

<@;@

#美国
D#

?

O>

公司&生理盐水腹腔注射!第
$

天
$6 O

?

"

e

?

#第
1

天
16 O

?

"

e

?

#第
'

%

-

天
'%

O

?

"

e

?

*前两天进行低剂量注射是为了避免周围毒

性导致动物死亡*健康组在相同的方案下进行生理

盐水腹腔注射*建立模型第
-

天对造模小鼠进行
@E

行为学检测#从对照组和观察者中分别挑选
$1

+

10

只

造模成功的小鼠入组%健康组选取
$1

只健康小鼠入

组*在最后
$

次
<@;@

"生理盐水注射
$

周后处死

动物*

>&?&A

!

观察指标

>&?&A&>

!

5;.@W5

检测
[EXZ

表达
!

分别于移植

[EXZ

的慢病毒骨髓干细胞转染后第
$

+

'

+

6

+

/

周从

实验组挑选
'

只小鼠验证
[XEZ

的表达!使用
/J

水

合氯醛进行麻醉#在麻醉成功后#向小鼠心脏注射肝

素化冰生理盐水#断头取脑*提取小鼠黑质总
5XC

#

提取方法为
;5,Q"G

试剂提取法#按照试剂盒$购自江

莱生物&说明进行反转录*取反转录产物进行
5;.

@W5

检测#以
"

.>I4#,O5XC

转录水平作为内参#反应

循环参数设置*预变性!

(0 f 6O#,

%

@W5

反应!

(0

f'%+

#

6)f)%+

#

-1f1O#,

#共
'6

个循环%

-1f

延伸
$%O#,

*

>&?&A&?

!

行为学观察
!

通过爬杆试验和转棒行为试

验来评价小鼠的四肢运动协调能力*$

$

&爬杆试验!

测试时间为
<@;@

注射第
$

+

6

+

-

天及最后
$

次注射

%'$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



后
-!

%在
%&6O

长$直径
%&/IO

&的木棍一侧固定直

径
%&16O

的软木球#木杆上缠绕纱布#记录小鼠从软

木球上出发走完整个木棍的时间#即爬杆时间*$

1

&

转棒行为学检测!测试时间为注射第
-

天及最后
$

次

注射后
-!

#提前
'!

开始使用转棒行为学仪器训练
'

组动物#每天转速
$18

"

O#,

#训练
6O#,

#测试时记录
'

组小鼠在
1%8

"

O#,

转速下的棒上停留时间*

>&?&A&@

!

黑质酪氨酸羟化酶阳性$

;

3

8"+#,:M

3

!8"B.

3

G>+:

K

#

;=

K

&多巴胺能神经神经元数目
!

于最后
$

次注射
<@;@

"生理盐水后第
-

天#使用
/J

水合氯醛

进行麻醉#在麻醉成功后#向小鼠心脏注射肝素化冰

生理盐水#断头取脑*于冰上进行小鼠脑组织冠状切

片#厚度约为
$OO

#然后进行免疫组织化学染色#在

光学显微镜下观察结果#详细操作严格按照说明书进

行#试剂盒由江莱生物提供*同时采用光学分流法对

'

组小鼠脑组织中的多巴胺能神经元细胞进行计数*

>&?&A&A

!

体质量变化
!

<@;@

具有全身毒性作用#

会导致小鼠发生营养障碍#体质量下降*分别在皮下

注射前
$

天#注射第
$

天#注射第
-

天#最后
$

次注射

后第
-

天对
'

组小鼠进行称重#比较
'

组动物的体质

量变化*

>&?&A&K

!

胃肠道功能
!

配置淀粉糊!向
$16O2

蒸馏

水中添加
6&%

?

羧甲基纤维素钠#

/&%

?

奶粉#

0&%

?

蔗糖#

0&%

?

淀粉#

$&6

?

活性炭末#搅拌配置成均匀的

糊状物*所有小鼠在最后一次注射
<@;@

"生理盐水

后第
-

天处死前
$/M

进行禁食#然后进行淀粉糊灌

胃#灌胃剂量
%&%16O2

"

?

#灌胃后
1%O#,

处死小鼠#

结扎幽门和贲门#分离胃和小肠#称胃的质量#质量记

为
<

%对胃进行解剖除去内容物生理盐水冲洗晾干#

再次称重#记为
O

*同时平铺小肠#测量幽门至盲肠

的长度
2

$

+幽门至小肠中淀粉糊处的长度
2

1

*胃排

空率
g

'

$U

$

<UO

&"灌胃质量(

H$%%J

%小肠推进

率
g2

1

"

2

$

H$%%J

*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD$(&%

进行#计量资料用

QdF

表示#组间比较采用
?

检验%计数资料用率表示#

组间采用
!

1 检验#检验水准
"

g%&%6

#以
:

$

%&%6

为

差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

脑组织中
[EXZ

在
O5XC

水平的表达
!

在移

植
[EXZ

的慢病毒骨髓干细胞转染后#

[EXZ

在小

鼠脑组织中成功表达#并且从第
$

周到第
/

周小鼠脑

组织中
[EXZ

的表达逐渐增强#见图
$

*

图
$

!!

实验组小鼠脑组织中
[EXZ

的表达

?&?

!

行为学观察
!

注射
<@;@

"生理盐水造模第
$

+

-

天#以及最后
$

次注射后
-!

#

'

组小鼠爬杆时间比较

差异有统计学意义$

:

$

%&%6

&#实验组小鼠爬杆时间

明显长于健康组且短于对照组$

:

$

%&%6

&*注射

<@;@

"生理盐水造模第
-

天#以及最后
$

次注射后

-!

#

'

组小鼠转棒停留时间差异有统计学意义$

:

$

%&%6

&#实验组小鼠停留时间明显短于健康组且长于

对照组$

:

$

%&%6

&#见表
$

*

表
$

!!

'

组小鼠爬杆时间和转棒停留时间比较&

QdF

'

组别
(

爬杆时间$

O#,

&

第
$

天 第
-

天 注射后
-!

E :

转棒停留时间$

+

&

第
-

天 注射后
-!

? :

对照组
$1 )&%6d$&'1 -&01d$&') -&)(d$&'/ 6&%)0 %&%$1 '1&1$d6&%) 1(&%0d'&1' $&/1( %&%/$

实验组
$1 0&(/d$&%$

>

)&1-d$&$6

>N

6&'1d$&1(

>N

0&%$) %&%1- 0%&(1d0&/$

>N

06&'-d0&%6

>N

1&061 %&%1'

健康组
$1 0&)$d%&(0 0&6'd$&%-

>

0&)-d$&$$

>

%&%)- %&('0 /$&06d(&$)

>

-/&6)d$%&$-

>

$&106 %&11)

E 6&61$ $-&)60 $/&(0- $/-&0%/ $))&)0

: %&%%/

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

!!

>

!

:

$

%&%6

#与对照组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与健康组比较

表
1

!!

'

组小鼠体质量变化比较&

QdF

'

组别
(

注射前
$!

第
$

天 第
-

天 注射后
-! E :

对照组
$1 1)&'-d$&60 11&$1d$&0%

N

$0&)'d$&16 $-&'6d$&10 $-0&$1

$

%&%$

实验组
$1 16&//d$&'- 1'&(1d$&0/

N

$/&$0d$&/%

>N

1$&%)d$&$(

>N

)1&/)'

$

%&%$

健康组
$1 16&)(d$&0) 1)&1(d$&0) 1)&%)d$&'(

>

16&$'d$&'$

>

$&660 %&1$'

E %&)(0 16&%)- $/'&166 $$)&-'/

: %&6%)

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

!!

>

!

:

$

%&%6

#与对照组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与健康组比较

$'$'
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年
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?&@

!

;=

K多巴胺能神经神经元数目
!

对照组+实验

组和健康组小鼠的
;=

K多巴胺能神经神经元数目分

别为!$

/)$%&1)d/''&)0

&+$

$$$-&60d$%'-&$/

&+

$

$')(&/-d$00%&$)

&

H$%

U0

"

#

O

'

*

'

组两两比较差

异有统计学意义$

:

$

%&%6

&*免疫组织化学染色结果

显示实验组小鼠黑质中的
;=

K多巴胺神经元纤维比

对照组更密#颜色更深%实验组小鼠黑质中的
;=

K巴

胺神经元纤维比健康组更疏#颜色更浅#见图
1

*

!!

C

!健康组%

9

!对照组%

W

!实验组

图
1

!!

'

组小鼠黑质中
;=

K多巴胺神经元染色结果&

H1%

'

?&A

!

体质量变化
!

造模前
$!'

组小鼠体质量无明

显差异%注射
<@;@

"生理盐水第
$

+

-

天#以及最后
$

次注射后
-!

时
'

组小鼠体质量比较差异有统计学意

义$

:

$

%&%6

&#其中实验组小鼠注射第
-

天及注射后

-!

体质量均明显低于健康组且高于对照组$

:

$

%&%6

&#见表
1

*

?&K

!

胃肠道功能
!

实验组小鼠的胃排空率+小肠推

进率均明显低于健康组且高于对照组$

:

$

%&%6

&#见

表
'

*

表
'

!!

'

组小鼠的胃排空率和肠推进率比较&

QdF

'

组别
(

胃排空率$

J

& 肠推进率$

J

&

对照组
$1 01&1-d$%&6% 0/&%$d$1&10

实验组
$1 6$&/(d$$&)1

>N

60&0-d$$&'6

>N

健康组
$1 )'&$6d(&$0

>

))&/'d$'&-6

>

E $$&(6- -&%'(

:

$

%&%$ %&%1/

!!

>

!

:

$

%&%6

#与对照组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与健康组比较

@

!

讨
!!

论

!!

@E

是因多巴胺能神经元发生退行性变化而导致

神经退化坏死所致#其临床特征主要为运动障碍*此

外#

(/J

以上的患者还会出现非运动障碍#其中胃肠

道功能障碍是
@E

患者最明显的非运动障碍#发生率

约为
/%J

'

-

(

*目前
@E

尚无根治之法#临床治疗以缓

解患者症状为主#既不能恢复坏死的神经元也不能很

好地终止病理进程*

[EXZ

是目前公认最佳神经保

护因子#具有促进神经细胞分化和再生长的功能'

/

(

*

但
[EXZ

是一种大分子#直接注射难以透过血脑屏

障#疗效不佳*

[EXZ

基因修饰是改善
@E

的最有效

途径#但目前尚处于动物实验摸索研究阶段'

(

(

*慢病

毒载体介导通过基因重组构建表达
[EXZ

的慢病毒#

再包装+注射进入体内#免疫反应小#安全性高'

$%

(

*本

文通过慢病毒质粒巨噬细胞获得表达
[EXZ

的慢病

毒质粒并进行转染#使得
[EXZ

在小鼠脑组织中成功

表达*

本文采用爬杆试验+转棒试验比较
'

组小鼠的运

动协调能力*结果表明#实验组小鼠的运动协调功能

明显优于对照组并明显弱于健康组#巨噬细胞介导基

因治疗能有效改善
@E

小鼠的运动障碍*

@E

发病的

一个最重要原因是其脑内黑质中的多巴胺含量下降#

导致神经元细胞受损*

<@;@

的体内代谢产物能够

通过抑制多巴胺合成酶
;=

的活性来降低小鼠黑质

中多巴胺含量'

$$

(

%

;=

是多巴胺合成的限速酶'

$1

(

*本

研究中实验组小鼠脑组织中神经元数目明显低于健

康组且高于对照组$

:

$

%&%6

&*免疫组织化学染色结

果显示#实验组小鼠黑质中的
;=

K多巴胺神经元纤

维比对照组更密集#颜色更深#比健康组更疏#颜色更

浅*说明
[EXZ

基因移植后能明显促进小鼠脑组织

中的神经元细胞的再生#改善修复受损的神经元*分

析认为通过基因工程改造后的骨髓干细胞经过小鼠

尾静脉移植能够跨过血脑屏障#与局部组织整合#并

表达
[EXZ

#进一步通过丝裂原活化蛋白激酶
.

蛋白

激酶
W

信号通路提高
;=

阳性表达'

$'

(

#提高多巴胺

的合成#抑制神经元细胞凋亡#有助于神经纤维修

复'

$0

(

*段奎甲等'

$6

(通过
[EXZ

基因修饰神经干细胞

并移植
@E

大鼠体内发现
[XEZ

基因修饰移植的大

鼠较
[Z@

基因移植的大鼠的多巴胺神经元分化更

多#其
;=

K阳性表达也明显更高#该方法能够明显改

善
@E

大鼠的运动障碍#与本文研究结果类似*

除了典型的运动障碍+神经元损害外#

@E

患者胃

肠道功能障碍的中最明显的表现是胃排空延迟%胃肠

道功能损害会进一步引起体质量下降#并且随着病情

发展#胃肠道功能障碍会随之加重'

$)

(

*本研究结果发

现注射
<@;@

第
$

天对照组和实验组小鼠表现出明

显的体质量下降#且对照组明显低于实验组%造模第
-

天及造模后第
-

天对照组小鼠体质量无明显变化#对

照组和试验组小鼠体质量明显下降#且对照组明显低

于实验组*同时实验组小鼠的胃排空率+小肠推进率

均明显低于健康组且高于对照组#说明实验组小鼠的

胃排空功能和肠道蠕动明显优于对照组但明显弱于

健康组#

[EXZ

的基因治疗能明显改善
@E

小鼠的胃

肠道功能障碍*研究认为
@E

患者发生胃肠功能障碍

的原因可能是脑组织中的中枢神经系统发生变性退

化#导致神经递质的减少#对胃肠道蠕动的调控变

弱'

$-

(

*同时有学者报道
@E

大鼠体内的胃肠道多巴

胺神经元数量明显低于健康大鼠'

$/

(

*分析认为小鼠

移植表达
[EXZ

的巨噬细胞#能够促进脑组织中多巴

胺合成#修复与胃肠道蠕动相关的受损神经#改善
@E

小鼠的胃肠道功能障碍*

综上所述#

[EXZ

基因疗法治疗
@E

小鼠能够明

1'$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



显改善
@E

小鼠的运动障碍#促进脑组织中受损的

;=

阳性神经元细胞再生#修复神经纤维#提高胃肠道

蠕动#改善胃肠道功能障碍*但是其具体机制尚不清

楚#还需要进行进一步的分子生物学研究*
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