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摘要 目的 探讨纹状体胶质细胞系源性神经营养因子

( GDNF) 含量降低，加重帕金森病( PD) 运动症状的机制。方
法 雄性 C57 /BL小鼠( 6 ～ 8 周龄) ，纹状体立体定位注射
( PBS、AAV-GDNF、AAV-shGDNF) ，联合亚急性 PD 模型，腹
腔注射 1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶( MPTP) 30 mg /
( kg·d) ，连续 5 d，随机分为 PBS 组、阴性对照组( NC 组) 、
AAV-shGDNF组、MPTP 组、MPTP + AAV-GDNF 组、MPTP +
AAV-shGDNF组; 采用行为学实验( 转棒、爬杆和旷场) 评估
小鼠运动能力，ELISA试剂盒检测纹状体谷氨酸( Glu) 含量，
Western blot等技术检测 GLAST、GLT-1、GluN2B 等表达及分
布，TUNEL染色观察纹状体神经元凋亡。结果 与 NC组比
较，AAV-shGDNF组小鼠纹状体 GDNF 表达下调，小鼠运动
能力下降，Glu含量升高、Glu转运体( GLAST、GLT-1) 表达分
布减少。与 PBS 组比较，MPTP 组小鼠纹状体 Glu 含量升
高、GluN2B表达降低。与 MPTP组比较，MPTP + AAV-GDNF
组小鼠运动能力提高、纹状体 Glu含量降低、GluN2B表达升
高、神经元凋亡减少; 而 MPTP + AAV-shGDNF组小鼠运动能
力下降、纹状体 Glu 含量升高、GluN2B 表达降低、神经元凋
亡增多。结论 PD 病理进程中，纹状体 GDNF 表达降低可
能通过下调 Glu转运体的表达，促进 Glu 对神经元的兴奋性
毒性损伤，加重运动症状。
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帕金森病( Parkinson's disease，PD) 是中枢神经
系统第 2 大神经退行性疾病，主要病理改变为黑质
纹状体通路多巴胺( dopamine，DA) 能神经元进行
性缺失，并由此引发一系列运动症状［1］。纹状体是
PD运动症状的核心脑区。PD典型的黑质纹状体通

路 DA缺失，可导致皮质纹状体通路谷氨酸( glutam-
ic acid，Glu) 兴奋性作用增强［2］。临床数据显示 PD
患者血浆中的 Glu 水平显著增高［3］; 而 MPTP 处理
后的小鼠纹状体 Glu 也明显升高，并且与运动功能
呈负相关［4］。

Glu兴奋性作用可通过 Glu 转运蛋白清除细胞
外过量 Glu进行调控。纹状体中主要高表达谷氨酸
－天冬氨酸转运蛋白( glutamate-aspartate transport-
er，GLAST) 和谷氨酸转运蛋白-1 ( glutamate trans-
porter-1，GLT-1 ) ［5］。胶质细胞系源性神经营养因
子( glial cell line-derived neurotrophic factor，GDNF)
被广泛应用于 PD 治疗研究［6］。有文献［7］报道，在
GDNF敲除小鼠的黑质中，观察到 GLT-1 表达下调，
Glu含量升高。PD患者脑内以及 PD 模型动物纹状
体中均存在 GDNF含量降低［8 － 9］。纹状体 GDNF含
量降低是否通过影响 Glu 兴奋性作用，成为 PD 运
动症状不断进展的一个风险因素。该研究拟通过干
扰正常小鼠及 PD 模型小鼠纹状体 GDNF 的表达，
评估小鼠运动功能，并检测相应分子指标，从而明确

纹状体 GDNF含量降低是否能促进 Glu对神经元的
兴奋性毒性损伤，加重 PD运动症状。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 100 只 C57 /BL 小鼠( SPF 级) ，
雄性，6 ～ 8 周龄，体质量 20 ～ 23 g，购自江苏集萃药
康生物科技有限公司，动物使用许可证号: SCXK
( 苏) 2018-0008。
1． 1． 2 试剂与仪器 腺相关病毒( 上海和元生物
技术股份有限公司) ，TUNEL试剂盒( 瑞士 Ｒoche 公
司) ，ELISA 试剂盒( 武汉云克隆科技股份有限公
司) ，GDNF抗体( 美国 Affinity 公司) ，GLAST 抗体、
GLT-1 抗体( 美国 Cell Signaling Technology 公司) ，
GluN2B抗体、β-actin抗体( 美国 Proteintech 公司) ，
MPTP( 美国 Sigma公司) ，小鼠转棒仪 ZH-600 ( 合肥
正华生物仪器设备有限公司) ，冷冻切片机、荧光显
微镜 DM2500( 德国 Leica公司) ，激光成像系统 Od-
yssey CLX ( 美国 LI-COＲ 公司) ，酶标仪 ( 美国
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BioTek公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 脑立体定位注射 小鼠腹腔注射戊巴比妥
钠 60 mg /kg进行麻醉，固定于脑立体定位仪上，去
除毛发后剪开头皮，烧灼骨膜，坐标( AP: 1. 10，DV:
3. 25，ML: 1. 25) ，钻孔; 微量注射器分别吸取 0. 5 μl
注射液( NC、AAV-shGDNF、AAV-GDNF、PBS) ，0. 05
μl /min，留针 5 min 后缓慢拔针、缝合，并将小鼠置
于恒温加热垫，待清醒后放回原笼饲养; 术后第 5 周
进行行为学实验( 其中，MPTP 亚急性造模于术后第
4 周进行) ，随后分别新鲜取材和灌注固定进行后续
指标检测及观察; 小鼠随机分为 PBS 组、NC 组、
AAV2-shGDNF组、MPTP组、MPTP + AAV-GDNF组、
MPTP + AAV-shGDNF组，每组 12 只。
1．2．2 转棒实验 小鼠以隔板为界各自隔开，6 r /min
匀速转动训练 1 min; 间隔 10 min后开始测试，5 min
内匀加速从 0 r /min 速度加速至 40 r /min 速度，随
后 6 ～ 10 min 以 40 r /min 匀速转动转棒，记录小鼠
在转棒上停留的时间，掉落或随转棒转动 3 周均视
为停止。
1． 2． 3 爬杆实验 直径 1 cm、长 50 cm且顶端固定
有一个直径为 1． 5 cm小球，竖直放置。小鼠头向上
放置于小球上，记录小鼠从开始运动到完全转为头

向下的时间和爬至杆底的时间。每只小鼠进行 3 次
实验，记录数值，取均值。
1． 2． 4 旷场试验 将 4 个小正方形旷场反应箱底
面分别平均划分成 16 个小方格，由正上方数码摄像
头拍摄并自动采集数据，将 4 只小鼠分别放入 4 个
反应箱内中心区域，同时点击鼠标识别小鼠，记录小

鼠 10 min内的自发活动总距离，距离越长表示活动
性越高。
1． 2． 5 ELISA检测 行为学实验完成后，小鼠脑组
织新鲜取材，分离出纹状体，用匀浆器进行组织匀

浆，3 000 r /min离心 20 min 后取上清液，于 － 20 ℃
保存。按照 ELISA试剂盒说明书进行 Glu含量的检
测。
1． 2． 6 Western blot 实验 取小鼠纹状体，组织匀
浆，12 000 r /min 离心 20 min，取上清液，测定蛋白
浓度，取等量蛋白样品，用( 8%、10%、12. 5% ) SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，电转至 NC 膜上，
5%脱脂奶粉封闭后，加入一抗 Anti-GDNF ( 1 ∶
1 000) 、Anti-GLAST ( 1 ∶ 1 000 ) 、Anti-GLT-1 ( 1 ∶
1 000) 、Anti-GluN2B ( 1 ∶ 2 000 ) 、Anti-β-actin ( 1 ∶
25 000) ，4 ℃过夜; washing buffer 洗膜，加入二抗

( 1 ∶ 15 000) ，室温 2 h，洗膜，Odyssey激光成像系统
扫描，Image J图像分析软件进行分析。
1． 2． 7 免疫荧光实验 小鼠灌注固定( 20 ml 生理
盐水、4%多聚甲醛) 后取脑组织，4%多聚甲醛 4 ℃
固定 6 h，随后 20%、30%蔗糖梯度脱水( 放置至脑
组织沉底) ; oct 包埋剂包埋，制备冷冻切片，PBS 洗
3 次，山羊血清封闭室温 1 h，分别加入一抗 Anti-
GLAST( 1 ∶ 100) 、Anti-GLT-1( 1 ∶ 50) 4 ℃过夜; PBS
洗 3 次，加入荧光二抗( 1 ∶ 400) 室温 1 h，PBS 洗 3
次，DAPI室温 10 min，PBS 洗 3 次，封片，显微镜扫
描拍照。
1． 2． 8 TUNEL染色实验 冷冻切片，37 ℃蛋白酶
k孵育 15 min，PBS 洗 2 次，制备 TUNEL 反应液 50
μl TdT + 450 μl dUTP，玻片干燥后加入 50 μl
TUNEL反应液 37 ℃ 1 h，PBS 洗 3 次，加 1 滴 PBS
镜下观察，加入 50 μl converter-POD 37 ℃ 30 min，
PBS洗 3 次，加入 50 ～ 100 μl DAB底物 15 ～ 25 ℃ 2
min，水洗，苏木精复染，水洗封片，镜下观察并拍照，
Image J图像分析软件进行分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件分析数据，
P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。计量资料中正态
分布的数据以 �x ± s 表示。计量资料的组间比较，若
满足正态分布方差齐性采用 One-way ANOVA，两组
间比较采用 t 检验。采用 GraphPad Prism 8. 0 以及
Adobe illustrator 2019 软件作图。

2 结果

2． 1 纹状体 GDNF 对小鼠运动功能及纹状体 Glu
含量的影响 ELISA结果显示( 图 1A) ，与 NC 组相
比，AAV-shGDNF 组小鼠纹状体 Glu 含量升高( P ＜
0. 01) 。转棒实验结果显示( 图 1B) ，与 NC 组相比，
AAV-shGDNF 组小鼠在棒持续时间缩短 ( P ＜
0. 05) 。爬杆实验结果显示( 图 1C、D) ，与 NC 组相
比，AAV-shGDNF 组小鼠完全到达地面所用时间延
长( P ＜ 0. 05) 。
2． 2 纹状体 GDNF对 Glu转运体表达分布的影响

Western blot 结果显示( 图 2 ) ，与 NC 组相比，
AAV-shGDNF 组小鼠纹状体 GDNF、GLAST、GLT-1
表达均降低( P ＜ 0. 01 ) 。免疫荧光结果显示( 图
3) ，与 NC 组相比，AAV-shGDNF 组小鼠纹状体
GLAST、GLT-1 分布减少。
2． 3 纹状体 GDNF 对 PD 小鼠运动功能以及神经
元兴奋性损伤的影响 ELISA结果显示( 图 4A) ，与
PBS组相比，AAV-shGDNF组和MPTP组小鼠纹状
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图 1 纹状体 GDNF对小鼠运动功能及纹状体 Glu含量的影响
A: ELISA结果统计图; B: 转棒实验结果统计图; C、D: 爬杆实验结果统计图; T-LA: 小鼠完全到达地面所用时间; T-turn: 小鼠头完全朝下所

用时间; 1: PBS组; 2: NC组; 3: AAV-shGDNF组; 与 NC组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 2 纹状体 GDNF对 Glu转运体表达的影响( n = 3)

A、B、C: GDNF、GLAST以及 GLT-1 的Western blot结果及统计图; 1: PBS组; 2: NC组; 3: AAV-shGDNF组; 与 NC组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P

＜ 0. 001

体 Glu 含量均升高( P ＜ 0. 05 ) ; 与 MPTP 组相比，
MPTP + AAV-GDNF组小鼠纹状体 Glu 含量降低( P
＜ 0. 05 ) ，MPTP + AAV-shGDNF 组小鼠纹状体 Glu
含量升高( P ＜ 0. 01 ) 。Western blot 结果显示( 图
4B) ，与 PBS组相比，AAV-shGDNF 组和 MPTP 组小
鼠纹状体 GluN2B表达均降低( P ＜ 0. 05 ) ; 与 MPTP
组相比，MPTP + AAV-GDNF 组小鼠纹状体 GluN2B
表达增多( P ＜ 0. 001 ) ，MPTP + AAV-shGDNF 组小
鼠纹状体 GluN2B 表达降低( P ＜ 0. 001 ) 。TUNEL
染色结果显示( 图 5 ) ，与 MPTP 组相比，MPTP +
AAV-GDNF组小鼠纹状体神经元凋亡减少( P ＜
0. 05) ，MPTP + AAV-shGDNF 组小鼠纹状体神经元
凋亡增多( P ＜ 0. 05) 。旷场试验结果显示( 图 6A) ，
与 MPTP组相比，MPTP + AAV-GDNF组小鼠活动总
距离增加( P ＜ 0. 05) ，MPTP + AAV-shGDNF 组小鼠

活动总距离减少( P ＜ 0. 01 ) 。转棒实验结果显示
( 图 6B) ，与 MPTP组相比，MPTP + AAV-GDNF组小
鼠在棒持续时间延长 ( P ＜ 0. 05 ) ，MPTP + AAV-
shGDNF组小鼠在棒持续时间缩短( P ＜ 0. 01) 。

3 讨论

PD运动症状的不断进展严重威胁患者的生命
安全，临床治疗 PD 并不能缓解运动症状的发展。
因此，探讨 PD 运动症状不断进展的调控机制具有
重要意义。该课题组前期临床研究［8］表明，PD患者
外周血 GDNF 含量降低。有文献［10］报道，纹状体
GDNF含量降低与运动能力下降密切相关。该研究
通过脑立体定位注射腺相关病毒抑制正常小鼠纹状

体 GDNF的表达，观察到小鼠运动能力下降，并检测
到纹状体Glu含量升高; 而与Glu清除相关的转运
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图 3 纹状体 GDNF对 Glu转运体分布的影响( n = 6)

A、B: GLAST、GLT-1 免疫荧光结果图 × 40

图 4 纹状体 GDNF对 PD小鼠纹状体 Glu兴奋性毒性的影响
A: ELISA结果图; B: Western blot结果及统计图; 1: PBS组; 2: AAV-shGDNF组; 3: MPTP组; 4: MPTP + AAV-GDNF组; 5: MPTP + AAV-shGD-

NF组; 与 MPTP组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 PBS组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001

体 GLAST、GLT-1 则表达降低。Glu 兴奋性作用增
强可诱发纹状体神经元毒性损伤，从而导致丘脑对

运动皮质的激活减弱; 而运动皮质的兴奋性不足是

运动症状的主要原因。提示，GDNF 可能通过 Glu
转运体调控 Glu 兴奋性作用，进而成为 PD 运动症
状不断进展的关键因素之一。
临床研究［11］表明，PD 患者纹状体中输入外源

性 GDNF 可改善患者的运动症状。该研究通过

MPTP诱导亚急性 PD小鼠模型，并在此基础上干预
纹状体 GDNF的表达。行为学实验结果显示，上调
GDNF可改善 PD 小鼠运动症状，与临床研究［11］结
果相符; 而 GDNF 含量降低可加重 PD 小鼠运动症
状。ELISA试剂盒检测结果显示，PD 小鼠纹状体
Glu含量升高，这与文献［4］研究结果一致，而抑制纹
状体 GDNF 的表达可进一步上调 Glu 含量。过量
Glu可通过激活 N-甲基-D-天冬氨酸受体( N-methyl-
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图 5 纹状体 GDNF对 PD小鼠神经元兴奋性损伤的影响( n = 6)

A: TUNEL检测结果 × 40; B: 检测结果统计图; 1: MPTP 组; 2: MPTP + AAV-GDNF 组; 3: MPTP + AAV-shGDNF 组; 与 MPTP 组比较:
* P ＜ 0. 05

图 6 纹状体 GDNF对 PD小鼠运动功能的影响( n = 8)

A: 旷场试验结果及统计图; B: 转棒实验结果统计图; 1: MPTP 组; 2: MPTP + AAV-GDNF 组; 3: MPTP + AAV-shGDNF 组; 与 MPTP 组比较:
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

D-aspartate receptors，NMDAＲs ) 损伤神经元［12］。
TUNEL染色结果显示，抑制纹状体 GDNF 表达，PD
小鼠纹状体神经元凋亡增多; 反之，上调 GDNF 表
达，纹状体神经元凋亡减少。提示，纹状体 GDNF含
量降低可通过促进 Glu 对神经元的兴奋性损伤，加
重 PD运动症状。

6-羟基多巴胺( 6-hydroxydopamine，6-OHDA) 损
伤的 PD 大鼠纹状体 NMDAＲs 亚基 GluN2A 与
GluN2B比值升高［13］，而纹状体 GluN2B在运动技能

学习中起重要作用［14］。另有文献［15］报道，间歇 θ
脉冲刺激纹状体可改善 6-OHDA 诱发的运动症状，
但抑制 GluN2B 激活，这一改善作用被消除。提示，
选择性激活 GluN2B 是 PD 运动症状改善的关键。
该研究重点检测纹状体 GluN2B 的表达，结果显示，
PD小鼠纹状体 GluN2B 表达降低，而抑制 PD 小鼠
纹状体 GDNF 表达可进一步下调 GluN2B。这一结
果同样说明，纹状体 GDNF 含量降低可加重 PD 运
动症状。
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综上所述，该研究以神经营养因子 GDNF 为源
头，从 Glu清除障碍促进神经元兴奋性毒性损伤的
角度出发，探讨 PD运动症状不断进展的调控机制。
该研究可为临床治疗 PD运动症状提供可靠的实验
依据，也为研究 PD发生发展提供新思路。
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Striatal GDNF affects the motor symptoms of PD by
regulating Glu excitotoxicity
Chen Jing1，Xu Nana1，Gao Dianshuai2

( 1Experiment Teaching Center of Morphology，2Teaching and Ｒesearch Section of
Neurobiology，Xuzhou Medical University，Xuzhou 221004 )

Abstract Objective To explore the mechanism of motor symptoms in Parkinson' s disease ( PD) aggravated by
decreased glial cell line-derived neurotrophic factor ( GDNF) in striatum． Methods Male C57 /BL mouse ( 6 － 8
weeks) ，were administered of PBS，AAV-GDNF or AAV-shGDNF in striatum by brain stereoscopic injection，com-
binated with sub-acute PD model，1-Methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine ( MPTP) 30 mg / ( kg·d) was
administered through intraperitoneal injection for five consecutive days; subsequently，mice were randomly divided
into PBS group，negative control ( NC) group，AAV-shGDNF group，MPTP group，MPTP + AAV-GDNF group，
MPTP + AAV-shGDNF group． Behavior tests ( rotarod，pole and field) were applied for assessing the motor ability
of mice; ELISA kit was used to detect striatal glutamic acid ( Glu) content; Western blot and other techniques were
carried out to detect the expression and distribution of GLAST，GLT-1 and GluN2B in striatum; TUNEL staining
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was applied for observing the apoptosis of neurons in striatum． Ｒesults Compared with the NC group，the mice of
the AAV-shGDNF group，with down-regulation of GDNF in striatum，had poor motor ability，decreased Glu trans-
porter ( GLAST and GLT-1) ，and increased Glu content． Compared with the PBS group，the mice of the MPTP
group had increased Glu content and decreased GluN2B in striatum． Compared with the MPTP group，the mice of
the MPTP + AAV-GDNF group showed enhanced motor ability，along with decreased Glu content，increased
GluN2B and less neurons apoptosis in striatum; while，the mice of the MPTP + AAV-GDNF group showed worse
motor ability，along with augmented Glu content，reduced GluN2B and more neurons apoptosis in striatum． Con-
clusion In PD pathological process，decreased striatal GDNF may promote the neurons apoptosis by enhancing
Glu excitotoxicity，thereby leading to the aggravation of motor symptoms．
Key words Parkinson's disease; glial cell line-derived neurotrophic factor; glutamic acid; striatum; motor symp-
tom
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乳源六肽通过 FoxO3a － MnSOD通路
减少酒精诱导的氧化应激缓解肝损伤

李安琪1，祝晓梅2，黄九九1，秦宜德1，戚 楠1

摘要 目的 研究乳源六肽脯氨酸 －甘氨酸 －脯氨酸 －异
亮氨酸 －脯氨酸 －天冬酰胺( PGPIPN) 和其截短五肽脯氨酸
－甘氨酸 －脯氨酸 －异亮氨酸 －脯氨酸( PGPIP) 缓解小鼠
慢性酒精性肝损伤及其相关的分子机制。方法 60 只昆明
小鼠，随机均分为对照组、模型组、谷胱甘肽( GSH) 组、PG-
PIPN组、截短五肽 PGPIP 组。采用梯度酒精灌胃的方法建
立小鼠慢性酒精性肝损伤模型，造模的同时给予药物干预，

共 12 周。肝脏 HE染色分析各处理组对小鼠酒精性肝损伤
的病理学影响。体外分离培养小鼠原代肝细胞和人正常肝
细胞系 L-02，水溶性四氮唑-1( WST-1) 细胞增殖及细胞毒性
检测确定各种细胞合适的 PGPIPN 诱导浓度。持续诱导 L-
02 细胞不同时间，Western blot 检测人叉头框蛋白 O3
( FoxO3a) 和磷酸化 FoxO3a蛋白质的表达，确定合适的诱导
时间。免疫荧光染色检测 FoxO3a 在 L-02 细胞中的亚细胞
定位。实时荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 检测不同处理组小鼠
原代肝细胞和 L-02 细胞 FoxO3a 和锰超氧化物歧化酶( Mn-
SOD) 基因 mＲNA的变化。结果 PGPIPN 组和 PGPIP 组病
理学检查类似 GSH 组，小鼠肝脏损伤明显减轻。分别选择
中浓度和高浓度 PGPIPN诱导小鼠原代肝细胞和 L-02 细胞。

在 16 h，L-02 细胞 FoxO3a 蛋白表达显著增加，并且 FoxO3a
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蛋白主要表达于细胞核内。此外，在相应剂量 PGPIPN 诱导
后，两种类型细胞中 mＲNA 水平的显著增加。结论 PG-
PIPN和截短五肽 PGPIP 能减少小鼠慢性酒精性肝损伤，其
机制可能是通过 FoxO3a-MnSOD信号通路，减少酒精诱导的
氧化应激从而发挥作用。

关键词 PGPIPN; 酒精性肝损伤; 氧化应激; FoxO3a; MnSOD
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牛乳来源的六肽脯氨酸 －甘氨酸 －脯氨酸 －异
亮氨酸 － 脯氨酸 － 天冬酰胺( Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-
Asn，PGPIPN) 是位于 A2 β-酪蛋白的 63 ～ 68 残基
上，被酶解产生的肽段，可以通过化学方法人工合

成。PGPIPN含有 3 个脯氨酸( proline，Pro) ，在体内
不易被蛋白酶分解。PGPIPN 已被报道［1 － 3］有许多

重要的生物学功能，例如抗癌、免疫调节及减轻慢性
酒精性脂肪肝病和急性肝脏损伤。临床上对酒精性
脂肪肝的治疗通常使用激素和抗氧化药物，副作用

较多。目前口服谷胱甘肽( glutathione，GSH) 阿拓莫
兰已经被作为处方药用于防治多种类型肝脏疾

病［4］，但是口服 GSH 容易被消化系统蛋白酶降解。
有研究［5］报道多肽类药物氨基酸序列中天冬酰胺

( asparagine，Asn) 的酰胺基在体内易发生脱酰胺化，
侧链的酰胺基团脱去转变为羧基，从而使药物治疗

效果不稳定。该研究在前期研究的基础上，使用
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