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人羊膜上皮细胞移植及基因治疗帕金森病大鼠
谢慧芳刘天津郭礼和*

(中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所，上海 200031)

摘要 观察人羊膜上皮细胞(human amniotic epi也elial cell, HAEC)及人脑源，~~主神经营养因子

(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)基因修饰的 HAEC 在帕金森病(Parkinson's disease, PD)模

型大鼠脑内的长期存活和对旋转行为的治疗效果。用包装BDNFcDNA 的慢病毒转染原代 HAEC

(HAECIBDNF), HAEC启DNF 与 HAEC分别植入 6- 是基多巳滕损伤的 PD模型大鼠纹状体内，观察

动物的旋转行为，用免疫组织化学方法鉴定移植物在体内的存活。结果表明，治疗纽 PD 大鼠的旋

转行为改善明显达 14 周 HAECIBDNF纽能使恢复时间提前。免疫组织化学方法发现移植细胞在

14 周后仍有少量存活且部分表达BDNF、路氨酸是化酶，纹状体内星形肢质细胞增生。实验结果

说明， HAEC 和 BDNF基因修饰的 HAEC 移植对 PD模型大鼠的行为有一定改善， HAEC 可以作为

一种治疗 PD 的供体细胞。

关键词 帕金森病;人羊膜上皮细胞;脑源性神经营养因子;移植

帕金森病(Parkinson's disease, PD)是一种原发

于黑质-纹状体通路的中枢神经系统常见的神经变性

疾病。我国 65 岁以上人群中发病率为1.7%[1 1，且随

年龄增长发病率升高。细胞治疗是一种获得实质性

和持久功能改善的新方法，对于晚期患者比药物治疗

和外科手术治疗方法更具有独特的优势。

人羊膜上皮细胞(human amniotic epithelial cell, 

HAEC)起源于胚胎外胚层[2]，由羊膜囊发育而来。作

为移植细胞， HAEC 不具有引起免疫排斥反应和恶性

侵袭宿主的能力。体外培养的 HAEC 具有表达酷氨

酸挂化酶(tyrosine hydroxylase, TH)活性，且可以合成

和释放多巴肢(dopamine ， DA)[31 0 HAEC 移植治疗大

鼠 PD 模型的实验表明， HAEC 在脑内不仅可以存活

并表达 TH，还对模型大鼠的行为有一定改善[41 。

脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic 

factor, BDNF)被认为是治疗 PD 的新一代药物。在

PD 动物实验研究中，将 BDNF注入纹状体可以减少

纹状体 DA 神经末梢的丢失[51 。本实验中，用重组

BDNFcDNA的慢病毒转染HAEC，将转基因HAEC植

入PD大鼠脑内，以期通过BD阳的营养功能和HAEC

释放DA的补偿功能两方面治疗PD大鼠，为 PD治疗

寻找新的方法和途径提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 组织及细胞株 羊膜来自上海国际和平妇

幼保健院剖腹产后胎盘，根据医院规定并经家属书面

同意; 293T 细胞购自 ATCC 。

1.1.2 主要试剂 胎牛血清(PAA)， RT-PCR 一步

法试剂盒(上海华舜)，单抗 BDNF、 HRP 标记的山羊

抗兔IgG、单克隆TH一抗均为 Chemicon产品， GFAP

购自 Neuromarkers，生物素化的马抗小鼠二抗、 ABC

复合物购自 Vector，膜蛋白酶、 DMEMlF12 、 DAB 、

6- 起基多巳肢(6-hydroxydopamine， 6-0HDA)、阿朴

吗啡(apomorphine ， APO) 、 Hoechst 33258 均购白

Sigma 。

1.1.3 实验动物 成年雌性 Sprague-Dawley(SD)

大鼠 100 只，体重 180-220 g，清洁级，购白中国科学

院上海生命科学研究院实验动物中心。

1.2 方法

1.2.1 人羊膜上皮细胞的分离和培养 取剖腹产

弃置的胎盘，将羊膜撕下， PBS 清洗除尽血迹，剪成 1

cm2左右的碎片， 0.25%膜蛋白酶37 'C振荡消化两次，

每次 30 min，筛网过滤，离心收集解离下的羊膜上皮

细胞，台盼蓝染色计数活细胞，调整活细胞密度为

lxl05 个 /c时，培养于含 10% 胎牛血清的 DMEMlF12
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培养液中，置于 37 oC 、 5%C02、饱和湿度培养箱

静置培养，隔天换液。
1.2.2 转 BDNFcDNA羊膜上皮细胞的制备 磷

酸钙法将携带BDNFcDNA的慢病毒载体L-BDNF转

染 293T 细胞，培养 28 h 后，超速离心上清液，收集病

毒沉淀， -80 oC保存。采用 HeLa 细胞测定病毒滴度，

大约在(0.1-1)x109 TU/ml 之间。取原代培养的

HAEC 进行病毒液的感染培养 5 天，得到转基因细

胞，命名为 HAEC/BDNF。

1.2.3 RT-PCR 和 Westem 印迹鉴定BDNF在 HAEC

中的表达 用一步法试剂盒抽取感染5天的HAEC

和 HAECIBDNF细胞总 RNA，逆转录后用引物扩增，

上游: 5'-CGGATCCGTGATGACCA咒CT-3'，下游: 5'

GGTCGACTCCACTATCπCCC-3'，片段长度为 744

坤， PCR反应条件为 95 oC 45 s, 65 oC 45 s, 72 oC 60 s, 

25 个循环。同时，抽提细胞总蛋自，用 10% 的 SDS

PAGE 胶分离蛋白质，蛋白质转膜后进行 Westem 印

迹检测，一抗为单抗 BDNF(1 : 1 000)，二抗为 HRP

标记的山羊抗兔 IgG( 1 : 5 000) , ECL 试剂显色，压

片，显影，定影。

1.2.4 培养的HAEC和HAECIBDNF的咀f免疫细胞

化学反应 取培养的羊膜上皮细胞和转基因细胞，

用含 4% 多聚甲醒的磷酸缓冲液固定 20 min, 0.3% 

H202 处理 30min， 5% 马血清封闭过夜，单克隆TH一

抗(1 : 300)4 oC温育 2 天，生物素化的马抗小鼠二抗

(1 : 200)37 oC 1 h, ABC 复合物(1 : 100)37 oC 1 h, 

DAB 显色。光镜下随机选择 8 个非重叠视野(100x)，

计算 TH 阳性细胞占总细胞数的比例。

1.2.5 偏侧 PD模型鼠的制备 SD 大鼠腹腔注射

水合氯醒(400 mg/kg)麻醉，借助脑立体定位仪固定

头部。依据大鼠脑立体定位图谱[6]，用微量注射器向

右侧前脑内侧束(medial forebrain bundle, MFB)注射 4

μglμ16-0HDA，坐标为:前囱后 -4.4 mm，中线旁开-

1.2 mm，脑表面下 -8.0 mm。注射速度 1μl/min，留

针 10 min，追针 1 mm/min。术后 2 周 APO 皮下注

射(0.25 mglkg)诱发实验自主向左侧旋转，记录 30 min 

内的旋转次数，每周一次，连续4 周，取稳定的且平均

每分钟 7 转以上者为合格的 PD 鼠模型。

1.2.6 转基因 HAEC 大鼠脑内移植及行为学检

测 (1)细胞准备移植前一天，细胞用含 1μg/ml

Hoechst 33258 培养液过夜。移植时用 0.25% 膜蛋白

酶消化细胞，台盼蓝计数活力大于 95%，调整活细胞

密度为 5x104 个 /μ10(2) 移植手术 PD 大鼠随机分

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

·研究论文·

成 3 组，移植 HAECIBDNF 组 15 只， HAEC 组 15 只，

PBS 空白组 10 只。向右侧纹状体两点注射细胞，每

点移植 3μ1，坐标为:前囱后一0.7mm，中线旁开一2.3

mm 和一3.2mm，脑表面下一6.5 mm，注射速度 1μ1/

min，留针 10 min，退针 1 mmlmino(3) 行为学检测

3 组动物术后 1 周作 APO 诱导旋转，每周一次， 8 周

后两周一次，持续 5 个月，根据有效样本数对前 14 周

数据作统计学处理。

1.2.7 Hoechst 33258 荧光观测 术后 2 周、 4 周、

8 周、 12 周、 14 周、 18 周、 22 周后，各组取两只

大鼠用水合氯醒麻醉，含 4% 多聚甲醒的磷酸缓冲液

灌流固定，鼠脑取出后用 25% 蔚糖脱水至沉底，将移

植区脑组织作连续冰冻冠状切片，片厚 30μm，取部

分切片作 Hoechst 33258 荧光观察。

1.2.8 免疫组织化学检测 其余切片分 3 组检测

纹状体和移植物 TH、 BDNF、胶质原纤维酸性蛋白

(glial fibrillary acidic protein, GF AP)抗原表达。方法

见 1.2.4，不同在于， TH 和 BDNF用马血清封闭和马

抗小鼠二抗， GF AP(1 : 200)用山羊血清封闭和羊抗

兔二抗。免疫组化染色后用焦油紫复染。

1.2.9 统计学分析 所有数据以均值±标准误表

示，采用 SPSS 13.0 统计软件包进行单因素方差分析

和 t检验， P<0.05 为差异，有显著性意义。

2 结果

2.1 BDNF 的表达

RT-PCR(图 1)和 Westem 印迹(图 2)结果显示，原

代 HAEC 有低水平 BDNF 的 mRNA 和全长蛋白(35

kDa)和前体蛋白(1 8 kDa)表达，↑曼病毒转染 BDNF

cDNA 后， HAEC 表达 BDNF 的能力明显增强。

2.2 培养 HAEC 表达 TH

TH 免疫细胞化学染色显示，培养细胞中有棕色

的四免疫阳性细胞，经计数， HAECIBDNF 中 TH 阳

圈 1 RT-PCR 检;9!1J BDNF mRNA表达的结果

1: HAEC/BDNF; 2: HAEC; 3: L-BDNF 载体; 4: markero 

Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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(A) (B) 

3 kDa 

图 2 Western 印迹检测 BDNF 表达的结果

1: HAEC/BDNF: 2: HAEC: 3: GA PDH , 

性细胞占细胞总数的(8.04:t0 .40)%， HAEC 中 TH阳性

细胞百分比为 (8. 14:t0.29)%，经 t 检验， P>0.05 ， 说明

转基因后， TH ~EI 性细胞比例没有变化 。

2.3 形态学结果

2.3.1 荧光标记 Hoechst 33258 标记的细胞在荧
光显微镜下细胞核呈蓝色 胞质不显色。荧光标记

的细胞在针道处与宿主整合良好， 无异常增生。 在

4 周左右，针道处细胞大量存活(图 3A) 。 随移植后时

间的延长，存活细胞数目递减，但在移植 5 个月 的大

鼠脑的冰冻切片中 ， 每张切片仍旧有 20-30 个荧光标

记的细胞，细胞相互分散 。

2.3 .2 免疫组织化学结果 HAECIBDNF组针道处

有大量细胞呈 BDNF 免疫阳性(图 3B) ， 细胞密集，而

HAEC 组较少 。

HAECIBDNF组和HAEC组针道处均有TH阳性

细胞，阳性细胞分散于针道内(图 3C) 。 直至第 14 周 ，

针道处仍有阳性细胞存在， 数量更少，每张切片仅为

3-5 个 。 在个别切片中偏离针道的纹状体内发现了

多极型 TH 阳性细胞(图 3D) ， 细胞呈圆形， 核空染，胞

质薄，有多个突起 。 部分治疗组脑片当中，针道附

近有少量 TH 阳性纤维表达(图 3日， 而 PBS 组针道附

近及远离针道的纹状体内极少表达阳性纤维 ， 背景空

白 ( 图 3F ) 。

HAECIBDNF组和HAEC组纹状体内均有GFAP

阳性细胞增生(图 3G) ， 它们密集于针道两旁，向两边

分散，治疗组与 PBS 组(图 3H)相比， 星形胶质细胞的

胞体更为肿大， 突起更粗， 且增生范围更广，更为密

集。随术后时间延长，增生的细胞数量减少 。

2.4 行为学结果

PD 大鼠旋转行为改善情况见图 4。 将大鼠术后

旋转数与建模时平均旋转数相 比， 得到转数比率。

发现第二周时， HAECIBDNF组较 HAEC 组转数比率

显著降低(P<0 . 05) ， 之后二者没有差异 。 第 14 周时-

(F) 

曰

‘-

口
(G) 

) UH ( 

图 3 HAECIBDNF移植物形态学结果

A:4 周 HAECIBDNF 组针道 Hoechst 3 325 8 灾光表达 ; B: 4 周 HAEC/

BDNF 组针道 BDNF 免疫组化染色; C: 4 周 HAECIBDNF 组针道 TH

免疫组化染色，小图中红棕色细胞为 TH 阳性细胞; D: HAEC/BDNF 
组移植后 22 周的针道附近的 TH 阳性细胞，小因为相应区域放大，

E: HAEC/B DN F 组 l移植后 22 周的针道旁的 TH 阳性纤维，小图为

相应区域放大 ; F: PBS 组移植后 1 4 周针道旁无 TH 阳性纤维，小图

为相应区域放大; G: 2 周 HAEC/BDNF 组针道 GFAP 免疫组化染色，

小图为相应区域放大; H: 2 周 PBS 组针道 GFAP 免疫组化染色，小

图为相应区域放大。 大图 bar=50μm，小图 ba r=20μ m ， HAEC 组

TH 、 GFAP 结果相似于 HAEC /BDNF 组结果。

平均转数比率为 46 .4 %(HAEC/B DNF)和 54 .5 %

(HAEC) ， 同 PBS 组的 10 1. 1 % 相比有显著差异 (P<

0 . 05 ) 。

3 讨论

细胞移植治疗 PD 的各种方法中 ， 除了供体细胞

释放 DA 这一途径外， 由供体分泌或引发的营养因子

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统 ， 使实验数据更逼真 Tel: 02 1-64040161 www. baolor.com 
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胶质细胞: (1)引发炎症反应从而活化星形胶质细胞;

(2)HAEC 分泌的多种活性因子在脑内扩散促使星形

胶质细胞活化，或者可能促进脑内神经干细胞分化为

星形胶质细胞，如HAEC分泌的EGF可以促进纹状体

内神经下细胞增殖，并更多的|句胶质细胞分化[111 0

1曾生的星形胶质细胞又释放炎症囚 f[12 1和营养因

子I131，如白介素 -6(IL-6) 、 BDNF 、 NGF、胶质细

胞源性神经营养因子(GDNF)、碱性成纤维细胞生
长因子(bFGF)、睫状神经营养因子(CNTF)等，起神

经损伤和保护的双重作用。纣合治疗组行为改善的

结果，可能是星形胶质细胞分泌营养冈 r和 HAEC分

泌活性因子共同加速纹状体修复，抗衡炎症反应带来

的负面作用。

HAEC 表达神经元、星形胶质细胞、神经下细
胞标记蛋白，如 NF 、 MAP-2 、 GFAp 1 14 1 ， nestin [l 51, 

提示羊膜中可能有神经干细胞。有研究表明， PD 模

型大鼠受损纹状体内有增生表达的 TH 阳性细胞[l6l ，
形态为胞质薄核深染，而我们在纹状体偏离针道处找

到的有突起的 TH 阳性细胞，形态为胞质;草制核空染，

与文献报道的纹状体内 TH 阳性细胞形态不同。因

此，这种 TH 阳性细胞到底是 HAEC 促使了纹状体内

源的四阳性细胞增生变形，还是 HAEC 中潜在的神

经干细胞分化而来，尚需进一步鉴定。

BDNF 可以诱导损伤纹状体的 TH 纤维长芽Il71 ，
我们在部分脑切片的针道附近找到少量 TH 阳性纤

维，这些纤维对于行为改善可能有 a应作用。 BDNF

能提高 DA 能神经元释放和重摄取 DA 的水平IIS]，本
文中， HAECIBDNF组大鼠的行为恢复较 HAEC组提

前，而培养细胞的 TH 阳性细胞百分比在两组中相近，

两组分泌 DA 的能力相当，则症状提前恢复与过量表

达的 BDNF 有关。 BDNF 可能通过纹状体残余的末

梢逆轴突转运到黑质极少数残存的 DA细胞，促使其

上调 DA 分泌，加速行为恢复。

因此，我们推测 HAEC 对于 6-0HDA 损毁的 PD

大鼠的治疗机制主要是，一方由ÎHAEC分泌补充纹状

体缺失的 DA，另一方面释放各种活性园子，可能促

进受损纹状体内的神经干细胞增殖分化和星形胶质

细胞活化，增生的星形胶质细胞又分泌众多的营养因

子与生长因子，两种细胞共同的营养作用为纹状体内

TH 阳性纤维恢复、神经干细胞增生分化以及损伤

神经细胞复元提供有利的环境，而恢复的少量 TH 阳

性纤维对于 PD 鼠行为复苏有一定作用。另外，我们

尚不能排除旋转行为改善的另一种可能，即HAEC分

研究论文·

.80 

14 

川
…
川
机

[1l 

12 

:.Á. HAEC 一·← BDNF ….-PBS

AU l 
345678 

移梢间数

大鼠旋转行为改善情况

? 

0.20 

0.00 0 

432 

图 4

对黑质-纹状体系统的保护、修复也是--个重要的

手段。 HAEC 能够合成并释放 DAr坷，还可以分泌表

皮生长因子(EGF)川、肿瘤生长因于(TGF)[8 1、膜岛

素样生长因子(IGF)[9] 、 BDNF、神经营养素(NT-3)

和神经生长因子(NG町等生物活性物质Iml，可以作为

PD移植治疗的细胞选择。国内外用 HAEC治疗PD 的

动物实验很少，用转基因 HAEC 长期移植治疗的更无

报道。本实验选择长期饲养条件下体重变化不大的

雌性PD大鼠作为模型动物，进行HAEC~阻AECIBDNF

移植，通过行为学和形态学万法来检测移植细胞对PD

大鼠的行为恢复作用和进行初步的机制分析。

在我们的实验中，移植后 2 周、 14 周都可以在

针道处检测到 TH 阳性细胞而且体外培养的 HAEC

(8% 左右)表达DA合成的限速酶 TH，因此推测，
针道处的ηf阳性细胞可能为 HAEC， HAEC通过分泌

DA，部分补偿纹状体内减少的 DA，尤其在初期，在细

胞大量存活的情况下，该性状可以改善 PD 临床症状。

K政ishita等I叫正明HAEC纹状体移植可以改善PD

大鼠的旋转行为，但仅进行了 2 周的行为观察，本实

验中，移植后 14 周， PD 大鼠的旋转行为的改善仍然

明显，下降达 40%-50%。对治疗组大鼠第 14 周至 22

周的 APO 检测中，我们发现转数变化并不明显(无统

计学意义)，但其大脑切片的 Hoechst 33258 荧光显色

表明，仅有少量荧光细胞存在(20-30 个/张)，针道处

TH和BDNF阳性细胞更少说明移植的HAEC不断地

在脑内凋亡。当细胞大量调亡后，残余的少量细胞对

PD大鼠的行为改善不能起主要作用，尤其是后期更为

明显，则后期 PD 症状改善尚有其他原因。

GFAP免疫组化发现，治疗组增生的星形胶质细

胞较PBS组明显，推测移植物通过两种方式活化星形
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谢慧芳等:人羊膜上皮细胞移植及基因治疗帕金森病大鼠

泌的活性因于抑制了突触后膜DA受体的超敏，降低

了 APO 对损毁侧受体的激动作用，从而减低旋转行

为 [19] 0 

综上所述， HAEC 改善 PD 鼠旋转行为，体内表

达 TH、 BDNF，可以作为细胞移植治疗 PD 的供体细

胞选择之一。
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Transplantation of Human Amniotic Epithelial Cells and Genetically 

Modified Cells for the Treatment of Parkinsonian Rats 

Hui-Fang Xie, Tian.-Jin Liu, Li-He GUO* 

(/nstitute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai Institutes for Biological Sciences, 

Chinese Academy of Sciences, Shanghai 20ω'31 ， China) 

Abstract To investigate the long-term graft survival and the improvement of motor abnormalities after the 

intracerebral transplantation of the human 缸nniotic epithelia1 cells (HAEC) and HAECs modified with human brain

derived neurotrophic factor (BDNF) cDNA in the rat model of Parkinson's disease (PD). Primary HAECs and 

BDNF genetically modified HAECs (HAECsIBDNF) transferred with lentiviral vectors were transplanted into the 

striatum of rats after the 6-hydroxydopamine lesion. We observed the rotational behavior and detected the graft 

survival by immunohistochemis位y. The result showed that the asymmetric rotationa1 behavior of transplanted PD 

rats significant1y improved for 14 weeks while the initial recove可 time of HAECslBDNF group was shorter than that 

of HAECs group. A few cells could survive for 14 weeks in vivo, and some were BDNF, TH positive. In addition, 

the reactivity of astrocytes increased in the rat striatum of treatment groups. This study indicated that the behaviora1 

amelioration of PD model rats can be achieved by transplanting HAECs and BDNF genetically modified HAECs. 

HAECs may be used as effective donor cells for the treatment of PD. 

Key words Parkinson's disease; human amnio1ic epi由elia1 cell; BDNF; transplantation 
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