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文章亮点： 
实验的特点是将克隆增殖后的胚胎神经上皮干细胞分别移植到帕金森病大鼠模型的纹状体、黑质和侧脑室内，

观察不同部位移植后供体细胞的存活和分化情况。观察到移植细胞分化为酪氨酸羟化酶阳性神经元并增加其

内的多巴胺含量，可有效改善大鼠的旋转行为。  
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摘要 
背景：研究表明胚胎干细胞移植可改善血管性痴呆大鼠的学习记忆功能，增强神经的可塑性，诱导自身定向

迁移并分化为成熟神经元。 
目的：观察胚胎神经上皮干细胞脑内移植治疗帕金森病大鼠及移植细胞的迁徙情况。 
方法：将绿色荧光蛋白转基因鼠的胚胎神经上皮干细胞分别移植到帕金森病大鼠的黑质、纹状体和侧脑室内，

移植后检测移植细胞的存活、迁徙与分化；利用高效液相色谱法检测实验动物脑内多巴胺神经递质的含量；

对比实验动物旋转行为的改变，评估胚胎神经上皮干细胞移植对帕金森病大鼠的治疗作用。 
结果与结论：移植细胞存活良好且分化出了酪氨酸羟化酶阳性细胞，向黑质纹状体环路迁徙趋势明显；脑内

多巴胺含量增加，动物旋转行为改善明显。表明移植到帕金森病大鼠脑内的神经上皮干细胞多向黑质纹状体

环路迁徙，且可增加脑内多巴胺神经递质的含量治疗帕金森病。 
 
王家增. 胚胎神经上皮干细胞脑内移植治疗大鼠帕金森病[J].中国组织工程研究，2014，18(14):2200-2205. 
 

Transplantation of embryonic neuroepithelial stem cells into the brain of Parkinson 
disease rats  
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Abstract 
BACKGROUND: Studies have shown that embryonic stem cell transplantation may improve learning and 
memory abilities in rats with vascular dementia, enhance neural plasticity, stereotaxically migrate and differentiate 
into mature neurons. 
OBJECTIVE: To investigate the improvement of Parkinson disease rats following the neuroepithelial stem cells 
were transplanted into the brain and the migration of the transplanted cells.  
METHODS: The neuroepithelial stem cells derived from green fluorescent protein transgenic mice were 
stereotaxically transplanted into the substantia nigra, striatum and lateral cerebral ventricle of Parkinson disease 
rats. The survival, migration and differentiation of transplanted neuroepithelial stem cells were examined at 
different time of transplantation, and the relationship between the change of rotation behavior and content of 
dopamine were analyzed. Therapeutic effects of embryonic neuroepithelial stem cells transplantation in 
Parkinson disease rats were assessed. 
RESULTS AND CONCLUSION: Transplanted cells survived well and were positive for tyrosine hydroxylase. 
Cells migrated from the transplanted region to the substantia nigra. The rotational behavior of Parkinson’s 
diseases rats recovered greatly and the dopamine content was raised after the transplantation of neuroepithelial 
stem cells. These findings indicate that the neuroepithelial stem cells would migrate to the substantia nigra after 
transplanted into the brain of Parkinson disease rats, and Parkinson disease could be treated following the 
increasing of dopamine content in the striatum. 
 
Subject headings: embryonic stem cells; Parkinson disease; dopamine; tyrosine 3-monooxygenase 
Funding: A Project of Shandong Province Higher Educational Science and Technology Program, No. J10LF58 
 
Wang JZ. Transplantation of embryonic neuroepithelial stem cells into the brain of Parkinson disease rats. 
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0  引言  Introduction 
帕金森病是中老年人群中常见的中枢神经退行性疾

病，其发病率与年龄的增长呈明显的正相关。有研究报道，

帕金森病的发病率从50-59岁年龄段的0.017%到70-79岁
年龄段的0.093%，以近1.5%的比例呈逐年递增[1-2]

。帕金

森病是众多功能异常组成的综合征，尤其是早期的非运动

症状涉及到人体内的多个功能系统，如偶然性嗅觉丢失
[3]
、

快波睡眠障碍
[4]
、一过性晕厥、尿失禁、吞咽困难、表情

木讷、节律性感觉丢失、污言秽语、健忘、妄想等。帕金

森病最早的运动功能障碍多表现在精细运动的不协调
[5]
。

而遗憾的是这些症状往往不能引起患者及其家属的重视，

甚至在临床诊断中也不会被作为帕金森病诊断的依据。 
帕金森病是多个系统、多种功能异常的综合征，其发

病机制也纷繁复杂。目前，对帕金森病发病因素的研究，

虽然形成了遗传因素学说[6-8]
、环境因素学说

[9-11]
、氧化应

激学说
[12-14]
、细胞凋亡学说、免疫学说等众多学说，但都

没能形成确切的解释，甚至不同的研究还得出了截然相反

的结论
[15-19]
。相对于发病因素的不确定性，帕金森病的病

理变化目前已基本明确，主要是黑质内多巴胺能神经元的

进行性丢失、黑质纹状体环路毁损、脑内多巴胺神经递质

水平下降，从而影响了对运动的调节和控制
[20-21]
。 

大量的研究表明，帕金森病是一种不能治愈、且渐进

性加重的中枢神经系统退行性变性疾病，提高患者的生活

质量和身体功能是治疗该病的主要目标。但以左旋多巴为

主的药物治疗，不但在治疗效果上具有很强的时效性和剂

量依赖性[22-24]
，而且不良反应明显。在其他治疗方法中，

外科治疗不但手术指征严格，而且副面影响较重；基因治

疗尚处于起始研究阶段，且需要良好的载体细胞；而目前

广泛认为潜力最大、应用前景最好的治疗策略是以神经干

细胞为供体细胞的细胞替代疗法
[25-28]
。细胞替代疗法是一

种将供体组织或细胞，以特定的方式植入到患者体内，并

在患者体内存活、分化，以弥补细胞损失的治疗方法
[29]
。

在帕金森病的细胞替代疗法中，神经干细胞凭借着优越的

先天性条件，成为公认的优良的供体细胞。 
神经干细胞是一类未分化细胞，具有自我更新及多向

分化的潜能，生理状态下可分化为神经元和神经胶质细胞。

先前的研究表明神经干细胞作为替代细胞，异体移植到帕

金森病患者的脑内后，可分化出功能性的多巴胺能神经元，

在一定程度上弥补了黑质内多巴胺能神经元的减少，对帕

金森病起到一定的治疗作用
[30-31]
。神经上皮干细胞是起源

于早期胚胎神经管前段的最原始的神经干细胞，具有活跃

的增殖和分化能力，异体移植后较成体的神经干细胞具有

更强的适应性和生物活性
[32]
。 

神经干细胞移植治疗帕金森病的研究在取得重大成就

的同时，仍有许多问题需要解决，比如在研究中发现神经

干细胞的来源不同，移植部位、移植时机和移植方式的不

同，都直接影响着治疗效果。寻找治疗效果好且安全的移

植途径，已成为目前研究中除提高供体细胞存活率、延长

存活时间外的重要研究内容。 
实验将携带绿色荧光蛋白基因的胚胎神经管上皮干细

胞定向植入到帕金森病大鼠模型的脑内，对比观察不同点

移植后供体细胞的存活、迁徙、分化及移植后脑内多巴胺

含量的变化，评估各点移植对帕金森病的治疗作用。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：分组对照观察。 
时间及地点：实验于2010年7月至2012年12月在山东

医学高等专科学校完成。 
材料：体质量为180-220 g的成年雄性Wistar大鼠80

只，由山东大学实验动物中心提供。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
实验方法： 

帕金森病大鼠模型制作：成年雄性Wistar大鼠80只，
采用单侧注射6-羟基多巴胺毁损黑质致密部的方法建立帕
金森病大鼠模型。腹腔注射15 g/L戊巴比妥(50 mg/kg)麻
醉，按前囟后(AP)5.0、旁开(ML)2.0、硬膜下(V)8.0的坐标
(单位：mm)，按1 μL/min的速度注射6-羟基多巴4 µL，留
针5 min。术后2周和4周时颈部皮下注射0.1 %的阿扑吗啡
0.2 mL/只，诱导其单侧旋转，连续观察1 h，并记录旋转
圈数。选取旋转计数> 7 r/min的大鼠作为制作成功的帕金
森病模型。 
细胞移植：将来源于绿色荧光蛋白转基因鼠胚胎神经

上皮干细胞按文献[33]的方法进行克隆、传代培养，并进
行神经干细胞特异的Nestin染色鉴定；取第3-5代神经球
(图1A)在严格无菌的条件下制成细胞悬液，并调整细胞浓
度至2×1010 L-1

待用。 
将制备好的细胞悬液立体定向移植到帕金森病大鼠模

型毁损侧的脑内，根据移植部位具体分为纹状体内移植组、

侧脑室内移植组和黑质内移植组，植入点坐标如下：纹状

体组：A(前囟前)：1.0 mm，L(旁开)：2.5 mm，V(深度)：
5.0 mm；侧脑室组：A：-1.0 mm，L：1.4 mm，V：3.8 mm；
黑质组：A：-5.0 mm，L：2.0 mm，V：8.0 mm；每个坐
标点均以1 μL/min的速度注射5 μL细胞悬液，注射完成后
留针5 min。各组均移植帕金森病大鼠20只，以未进行移植
的帕金森病大鼠模型作为对照组，移植后按分组标记后正

常饲料喂养。 

胚胎神经上皮干细胞脑内移植治疗大鼠帕金森病实验所用细胞及试剂： 

细胞及试剂   来源 

绿色荧光蛋白转基因鼠胚胎神经上皮干细胞  由香港中文大学惠赠   

B27、碱性成纤维细胞生长因子和DMEM/F12  Gibico公司 

小鼠抗大鼠TH单克隆抗体和6-羟基多巴     Sigma公司 

Nestin                                  neomarker公司 

FITC标记的二抗                         北京中杉金桥生物技术有限公司 
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旋转行为检测：分别于移植后1，2，4，8，16 周时，
从各组中随机抽取大鼠4只，向其颈部皮下注射新鲜配制的
0.1%的阿扑吗啡0.2 mL/只，诱发其单侧旋转，观察并记录
1 h内的旋转圈数。按实验分组分别取平均数。 
取材：待旋转行为检测完成后，各组中任选2只大鼠麻

醉后快速断头取脑，在冰台上分离出移植侧纹状体，称质量

后置于1 mL含0.4 mol/L亚硫酸钠和0.1 mol/L冰冷高氯酸的
溶液中，玻璃匀浆器手动匀浆30次，4 ℃下以12 000 r/min
离心15 min，取上清液加于孔径为0.45 μm的滤膜上过滤，
将所得滤液标记后置于-70 ℃超低温冰箱贮存，待行色谱
分析测定多巴胺的含量。具体方法参照文献[34]进行。 
随后将各移植组中剩余的2只帕金森病大鼠在戊巴比

妥腹腔麻醉下，用40 g/L的多聚甲醛PBS溶液经左心室灌
注固定，取脑后依次进行后固定、沉糖、OCT冻存液包埋、
-70 ℃超低温冻存备用。 
移植细胞检测：将冻存的脑组织行-20 ℃恒冷连续冰

冻切片，厚度为20 μm，贴片后直接于荧光显微镜下观察
移植细胞的存活、迁徙状况；此后将组织切片进行常规的

酪氨酸羟化酶免疫组织荧光染色，检测移植细胞的分化状

况。 
多巴胺含量测定：取各期储备的纹状体组织液各20 μL

注入高效液相色谱电化学检测系统测定多巴胺的含量，具体

方法参照文献[35]进行。流动相 (Na2HPO4：0.11 mmol/L，
乙二胺四乙酸二钠：0.5 mmol/L，SOS：1 mmol/L，甲醇：
11%)经0.45 μm过滤器过滤并超声脱气后，用5%磷酸调
pH值至3.5，流速为1 mL/min，电化学检测器检测电压
+0.70 V[36]

。 
主要观察指标：①大鼠旋转行为检测结果。②绿色荧

光蛋白转基因鼠胚胎神经上皮干细胞移植到帕金森病大鼠

模型的脑内检测结果。③大鼠脑多巴胺含量测定结果。 
统计学分析：将实验所得的计量资料以x

_

±s表示，应用
SPSS 13.0软件采用多组资料的方差分析进行统计处理， 
P < 0.05为差异具有显著性意义。 

2  结果  Results  
2.1  实验动物数量分析  实验选用大鼠80只，分为4组，
实验过程无脱失，全部进入结果分析。 
2.2  大鼠旋转行为检测结果  移植后1，2，4，8，16周
的旋转行为检测结果显示，移植后1周，3个细胞移植组动
物的旋转行为即有改善，以黑质内移植组的改善最为明显；

2周时改善效果明显，4周时实验组动物的旋转圈数明显减
少，移植后8，16周时，移植组动物的旋转行为都明显低
于对照组动物，3个移植组动物间的旋转圈数也有差异(图
2)。方差分析显示实验组与对照组间的差异有显著性意义
(P < 0.01)。 
2.3  移植细胞检测结果 

荧光显微镜直接观察：绿色荧光蛋白转基因鼠胚胎神

经上皮干细胞移植到帕金森病大鼠模型的脑内，在移植后1
周的组织切片上，大部分的移植细胞在移植区内成团分布，

这些细胞均可激发出明亮的绿色荧光(图1B)。移植后2周移
植细胞已经开始从移植区向周围扩散，纹状体内的移植细

胞主要向黑质方向迁徙(图1C)，植入侧脑室的供体细胞或
贴附在侧脑室壁上，或沿室管膜分布，少量细胞已迁徙

至邻近的脑实质中(图1D)；而移植到黑质内的供体细胞
则多向周边尤其是纹状体方向扩散，且距离较小。移植

后4周的移植区内，有些移植细胞已具备成熟细胞的形态
特征，胞体呈椭圆形，突起较长，与其他细胞间形成了

密切接触。移植后8周组织切片中的移植细胞形态更加完
善，突起更长；在移植后16周组织切片的移植区以外可
见到迁移出的成熟细胞(图1E)，表明移植细胞已整合到
宿主脑内。 
免疫组织化学染色：经免疫组织化学染色，在移植后4

周以后的组织切片中均检测到了既能激发出绿色荧光，又

呈酪氨酸羟化酶阳性的细胞，这些细胞的数量随术后时间

的延长逐渐增多，在移植后16周的组织切片中检测到了形
态更加完善、整合到宿主组织中的酪氨酸羟化酶阳性细胞

(图3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  绿色荧光蛋白转基因鼠胚胎神经上皮干细胞移植帕金森病大鼠模型脑内前后检测结果(荧光显微镜观察) 
Figure 1  Fluorescence microscopy observation after embryonic neuroepithelial stem cells transplantation into the brain of Parkinson 
disease rats 
图注：图中 A为悬浮培养 7 d时形成的神经球(×200)；B为移植后 1周的组织切片在荧光显微镜下直接观察到的存活的移植细胞(×300)；C为
移植后 2周纹状体内存活的移植细胞正在迁徙(×300)；D为移植后 2周侧脑室内存活的移植细胞进行迁徙(×300)；E为移植后 16周存活的移植
细胞(×300)。 

A B C D E

50 μm 50 μm 20 μm 20 μm 
20 μm 
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2.4  大鼠脑多巴胺含量测定结果  经高效液相色谱分析
显示，各移植组毁损侧纹状体内多巴胺的含量均明显高于

对照组(P < 0.01)且以黑质组的增加幅度最大(表1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3  讨论  Discussion 
实验将克隆增殖后的胚胎神经上皮干细胞分别移植到

帕金森病大鼠模型的纹状体、黑质和侧脑室内，观察不同

部位移植后供体细胞的存活和分化情况。结果证实，供体

细胞移植到上述部位后均存活良好，在各阶段的移植区内

都检测到了可激发出绿色荧光的移植细胞。在4周以后的组

织切片中还检测到了既能激发出绿色荧光，又呈酪氨酸羟

化酶阳性的细胞。因实验所用的宿主为普通Wistar大鼠制
作的帕金森病模型，由此可以推定移植细胞已在宿主脑内

分化成了多巴胺能神经元。这与实验室前期的研究结果完

全一致[37]
。 

神经干细胞良好的迁徙能力是设计本实验的依据之

一。实验中将胚胎神经上皮干细胞分别移植到帕金森病

大鼠的黑质、纹状体和侧脑室内，旨在观察它们的迁徙

情况，以期获得移植的胚胎神经上皮干细胞在帕金森病

大鼠脑内迁徙的规律性。结果显示，移植到纹状体内的

供体细胞，主要沿着黑质-纹状体环路向后下偏内侧的黑

质致密部迁徙；移植到侧脑室内的供体细胞基本沿脑室

壁分布，仅有少量细胞迁徙至邻近的实质中。而移植到

黑质内的细胞则基本局限在黑质范围内，极少有迁移到

较远部位的。这与神经干细胞对炎症、损伤等的趋向性

密切相关[38]
。 

实验中通过向黑质致密部注射6-羟基多巴胺，基本上
全部毁损了黑质的内源性神经元，黑质的微环境也受到了

破坏。供体细胞移植到黑质后，由于黑质微环境的失衡，

对供体细胞的排斥反应较弱，移植细胞较易存活；同时，

图 2  绿色荧光蛋白阳性胚胎神经上皮干细胞移植组与对照组帕金森病模型鼠诱发旋转计数的比较 
Figure 2  The comparison of apomorphine-induced rotations between the control Parkinson disease rats and the Parkinson disease rats 
grafted with neuroepithelial stem cells 
图注：各时间点大鼠旋转圈数较对照组明显减少。 
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图 3  移植后 16周移植细胞在帕金森病大鼠宿主脑内分化成的酪氨酸羟化酶阳性细胞(×300) 
Figure 3  Cells positive for tyrosine hydroxylase 16 weeks after embryonic neuroepithelial stem cells transplantation into the brain of 
Parkinson disease rats (×300) 
图注：检测到了形态更加完善、整合到宿主组织中的酪氨酸羟化酶阳性细胞。 
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表 1  胚胎神经上皮干细胞移植后大鼠纹状体内多巴胺的含量 
Table 1  The dopamine content in the striatum of the Parkinson 
disease rats undergoing neuroepithelial stem cells transplantation

 (x
_

±s, μg/g)

表注：经高效液相色谱分析显示，各移植组毁损侧纹状体内多巴胺的含量均明

显高于对照组。 

时间 对照组 纹状体组 黑质组     侧脑室组 

1周 
2周 
4周 
8周 
16周 

278±13     
273±25    
271±31     
269±37     
257±60 

331±27     
487±48    
742±67     
781±43     
670±48 

380±19     
501±23    
753±15     
798±21     
745±33 

293±31     
456±44    
705±27     
718±35     
563±42 
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黑质内源性神经元已消失殆尽，急需神经细胞补充，因此，

移植到黑质内的供体细胞基本不会迁移出黑质部位。纹状

体与黑质之间在生理状态下有着密切的纤维连接。黑质毁

损后这一纤维连接也受到了破坏，越靠近黑质的区域毁损

越重。当神经干细胞移植到纹状体内后就向着毁损严重、

免疫排斥反应弱的部位迁徙，由此就形成了纹状体内的移

植细胞多向着黑质方向迁徙的现象。 
移植细胞对疾病的疗效是细胞替代疗法的最高目标。实

验中为了评测移植细胞对帕金森病大鼠的治疗作用，首先在

移植后的不同时间，利用阿扑吗啡可诱导帕金森病大鼠向单

侧旋转的特性，检测了各组动物旋转行为的改变。为了进一

步确证症状改善与移植细胞间的关系，实验不仅从形态学上

检测到了移植细胞分化成的酪氨酸羟化酶阳性细胞，还利用

高效液相色谱法测定了实验动物脑内多巴胺的含量。结果显

示，胚胎神经上皮干细胞移植到帕金森病大鼠脑内后，纹状

体内的多巴胺神经递质水平明显高于对照组，其变化幅度与

帕金森病大鼠旋转行为的改善呈正相关。 
综合实验结果发现，胚胎神经上皮干细胞移植到帕金

森病大鼠的黑质内治疗作用出现的最早，且持续良好。推

测这可能是由于当细胞移植到毁损的黑质内时，在一定程

度上缓解了6-羟基多巴胺对内源性神经元的进一步损伤，
同时部分修复了内环境的失调，促进了DA递质靶细胞对现
有多巴胺的有效利用。而植入到纹状体和侧脑室内的胚胎

神经上皮干细胞须适应了相应部位的内环境后才能发挥作

用，因此治疗效果出现较晚。 
当然，移植细胞对帕金森病大鼠的治疗作用更主要的

是依靠供体细胞在宿主脑内分化出的功能性酪氨酸羟化酶

阳性神经元和刺激宿主组织中原有神经干细胞的分化以

及调节局部免疫微环境等修复受损组织[39-40]。近年来的

研究发现，成年动物的黑质内存在具有向神经元分化潜

质的神经干细胞[41-42]，这从另一方面说明黑质的微环境

适合神经干细胞的生存并能诱导其向神经元分化。因此，

移植到黑质内的胚胎神经上皮干细胞不仅短时间内可以

改善实验动物的旋转行为，而且对帕金森病大鼠有持续

疗效。 
纹状体作为众多细胞移植研究的靶组织，亦可诱导神

经干细胞分化为多巴胺能神经元并进行功能重建
[43]
，神经

干细胞植入到纹状体内对帕金森病大鼠的疗效与植入到黑

质内没有明显差别。但帕金森病患者受损的是黑质而非

纹状体，将外源性神经干细胞植入到正常的纹状体内，

无疑是对纹状体的一次创伤。且有报道指出神经干细胞

移植到成鼠纹状体内6个月后能扩散到全脑[44]。如此广泛

的迁徙难免会带来一些不良反应。侧脑室内移植虽然也

有明显的治疗效果，但侧脑室是脑脊液产生和循环的重

要部位，有研究证实，神经干细胞移植到侧脑室后，能

迁移到嗅球、海马旁回、小脑、纹状体、大脑皮质等多

种脑组织中
[45-46]

，因迁徙而产生的不良反应同样难以避

免。 
因此，综合移植细胞对帕金森病的疗效和迁徙情况可

知，将供体细胞直接植入到受损的黑质内是最直接、有效

且安全的移植方式，这不仅保证了疗效，也避免了供体细

胞迁徙到其他部位引起的不良反应。 
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