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小鼠胰腺癌细胞系 Ｐａｎ０２
来源外泌体有效改善帕金森病模型小鼠运动功能障碍
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摘要：目的 探究小鼠胰腺癌细胞系 Ｐａｎ０２ 源性外泌体（Ｅｘｏｓ）对帕金森病（ＰＤ）模型小鼠的治疗效应。 方法 试剂

盒法提取 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体，通过透射电镜（ＴＥＭ）、纳米颗粒跟踪分析及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行鉴定表征。 体外通

过ＣＣＫ⁃８法检测外泌体对 １⁃甲基⁃４⁃苯基吡啶（ＭＰＰ＋）诱导的小鼠中脑多巴胺能神经元细胞（ＭＮ９Ｄ）损伤模型的保

护作用。 基于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠构建 １⁃甲基⁃４⁃苯基⁃１，２，３，６⁃四氢吡啶（ＭＰＴＰ）诱导的急性 ＰＤ 模型，设置野生型

（ＷＴ）对照组、ＰＤ 模型组及外泌体（Ｅｘｏｓ）低、中、高剂量（Ｅｘｏ⁃Ｌ、Ｅｘｏ⁃Ｍ、Ｅｘｏ⁃Ｈ）组，尾静脉多次注射外泌体。 通过平

衡木、爬杆、转棒、旷场及 Ｙ 迷宫实验评估小鼠运动功能及精神行为变化；免疫荧光染色检测黑质及纹状体多巴胺

能神经元损伤情况；并构建荷瘤小鼠模型进行初步安全性评价。 结果 外泌体可显著逆转 ＭＰＰ＋诱导的 ＭＮ９Ｄ 细胞

活力下降（Ｐ＜０􀆰 ００１）；与模型组相比，Ｅｘｏ⁃Ｌ 组平衡木穿越时间显著减少（Ｐ＜０􀆰 ００１）；爬杆时间显著缩短（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
Ｅｘｏ⁃Ｍ 组旷场自发运动总距离显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；各组焦虑及认知相关指标差异无统计学意义；外泌体显著减轻

ＭＰＴＰ 诱导的黑质酪氨酸羟化酶（ＴＨ）阳性神经元丢失（Ｅｘｏ⁃Ｌ 组 Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｅｘｏ⁃Ｈ 组 Ｐ＜０􀆰 ０１）及纹状体 ＴＨ 阳性纤维

密度降低（Ｅｘｏ⁃Ｌ 组、Ｅｘｏ⁃Ｍ 组 Ｐ＜０􀆰 ０５）。 安全性评价显示，外泌体未促进荷瘤小鼠肿瘤生长。 结论 Ｐａｎ０２ 细胞源

性外泌体可有效缓解 ＭＰＰ＋ ／ ＭＰＴＰ 诱导的多巴胺能神经元损伤，改善 ＰＤ 模型小鼠运动功能障碍，且未表现出促瘤

风险，具有良好的神经保护作用及安全性。
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　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ）以多巴胺能

神经元丢失和 α⁃突触核蛋白聚集为核心病理特征，
其发病机制涉及神经炎性反应、氧化应激和线粒体

功能障碍等多重病理环节的恶性循环［１］。 现有临

床治疗仅能缓解症状，亟需开发可多靶点干预的疾

病修饰疗法［２］。
外泌体是直径为 ３０～１５０ ｎｍ 的细胞外囊泡，凭

借其天然穿越血脑屏障、多分子负载及靶向通讯特

性，在神经退行性疾病治疗中极具潜力［３］。 然而，
当前研究最广泛的间充质干细胞来源外泌体因治疗

效果有限、制备工艺复杂且成本高昂，临床转化

受限［４］。
肿瘤微环境具有营养匮乏、缺氧等极端特征，肿

瘤细胞进化出强应激适应能力，其外泌体富集促存

活、抗凋亡、免疫调节及神经营养相关活性分子，与
ＰＤ 病理环境的修复需求高度契合［５⁃６］。 同时，肿瘤

无限增殖特性使其外泌体可实现低成本规模化制

备。 其中，胰腺癌作为嗜神经侵袭肿瘤，其细胞与神

经微环境间存在密切交互，所分泌外泌体可能富集

神经调控相关分子，且其外泌体高表达特性利于机

制研究与规模化制备［７⁃８］。
因此，本研究创新性采用小鼠胰腺癌细胞系

Ｐａｎ０２ 源性外泌体，探究其对 ＰＤ 的治疗效应及安全

性，为开发高效低成本的 ＰＤ 疾病修饰疗法奠定

基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 动物和细胞系：ＳＰＦ 级 １０ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／
６Ｊ 小鼠 ８５ 只，体质量 ２１～２６ ｇ（北京维通利华实验动

物技术有限公司）；小鼠胰腺癌细胞系 Ｐａｎ０２、小鼠中

脑多巴胺能神经元细胞系 ＭＮ９Ｄ（国家生物医学实验

细胞资源库）；所有动物实验方案均通过中国医学科

学院基础医学研究所实验动物伦理委员会的严格审

查并获得批准，批件号：ＡＣＵＣ⁃ＸＭＳＢ⁃２０２４⁃１０２。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器：ＤＭＥＭ 高糖培养基、青霉

素⁃链霉素双抗溶液 （北京中科迈晨科技有限公

司）；外泌体提取试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；１⁃甲基⁃４⁃
苯基⁃１，２，３，６⁃四氢吡啶（１⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃ｐｈｅｎｙｌ⁃１，２，３，
６⁃ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ， ＭＰＴＰ）盐酸盐、１⁃甲基⁃４⁃苯基

吡啶 （ １⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃ｐｈｅｎｙｌｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍ， ＭＰＰ ＋ ） 碘化物

（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （ Ｄｏｊｉｎｄｏ 公

司）；疲劳转棒仪（上海欣软信息科技有限公司）；旷
场实验箱（北京新天地科技公司）；Ｙ 迷宫（安徽正

华生物仪器设备有限公司）；封闭用马血清、抗体稀

释液（北京中杉金桥生物技术有限公司）；抗酪氨酸

８５９
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羟化 酶 （ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ， ＴＨ ） 抗 体 ＡＢ１５２
（Ｍｅｒｃｋ 公司）；荧光封片剂（北京普利莱基因技术有

限公司）；荧光二抗（赛默飞世尔科技公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ，Ｅｘｏｓ）制备与表征：Ｐａｎ０２
细胞常规培养，待细胞状态较好且细胞汇合度达

８０％左右时，换用无胎牛血清的培养基饥饿培养

４８ ｈ后收集细胞上清液，２ ０００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 去除

细胞残基，再取细胞上清液按 ０􀆰 ５ 体积比加入外泌

体提取试剂， 充 分 混 匀， ４ ℃ 孵 育 过 夜。 ４ ℃，
１０ ０００×ｇ离心 １ ｈ 后尽可能弃除上清液，无菌 ＰＢＳ 重

悬沉淀颗粒得到 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体。 采用 ＢＣＡ
法测定外泌体蛋白质浓度。 取 １０ μＬ 外泌体悬液滴

加于铜网，室温静置后负染，于透射电镜下观察并拍

照，观察外泌体形态。 将外泌体悬液稀释至合适浓度

后，使用 ＺｅｔａＶｉｅｗ 系统进行检测，记录粒径峰值及颗

粒浓度。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测外泌体标志蛋白

（ＨＳＰ７０、ＣＤ６３）。 本研究所用外泌体均在提取后立

即使用或保存于－８０ ℃备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力：将处于对数生长期

的 ＭＮ９Ｄ 细胞以 １×１０４ 个 ／孔接种于 ９６ 孔板，培养

２４ ｈ 后进行处理。 为筛选 ＭＰＰ ＋ 最佳造模浓度，分
别加入终浓度为 ０、１０、２０、５０、１００、１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＭＰＰ ＋继续培养 ２４ ｈ。 为评估外泌体保护作用，设置

空白对照（ＮＣ）组、ＭＰＰ＋模型组及外泌体处理组。 模

型组加入 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＰ＋（根据预实验结果及文献报

道确定），外泌体处理组同时加入 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＰ＋和

５ μｇ Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体，共同孵育２４ ｈ。 培养结

束后，每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂，３７ ℃孵育 ２ ｈ，于
酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长处测定各孔吸光度（Ａ）值。 细胞

活力（％）＝ （实验组 Ａ 值 ／ ＮＣ 组 Ａ 值） ×１００％表示。
每组平行 ３ 孔，实验独立重复 ３ 次。
１􀆰 ２􀆰 ３　 动物分组及处理：选用 １０ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／
６Ｊ 小鼠 ７５ 只，随机分为野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ， ＷＴ）对照

组、ＰＤ 模型组、外泌体低、中、高剂量（Ｅｘｏ⁃Ｌ、Ｅｘｏ⁃Ｍ、
Ｅｘｏ⁃Ｈ）组（ｎ ＝ １５）。 适应性培养 １ 周后，除 ＷＴ 对照

组外，其余各组小鼠单日内腹腔注射 ＭＰＴＰ ０􀆰 ９％氯

化钠溶液溶液（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）４ 次，每次间隔２ ｈ，构建急

性 ＰＤ 模型；ＷＴ 对照组按体质量注射对应体积 ０􀆰 ９％
氯化钠溶液。 造模第 ２ ｄ 开始进行外泌体干预，持续

５ ｄ。 其中，Ｅｘｏ⁃Ｌ、Ｅｘｏ⁃Ｍ、Ｅｘｏ⁃Ｈ 组小鼠分别经尾静

脉注射 １０、３０ 和 ５０ μｇ Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体（溶于

１５０ μＬ ０􀆰 ９％氯化钠溶液）；ＷＴ 对照组与 ＰＤ 模型则

注射等体积 ０􀆰 ９％氯化钠溶液。 末次干预后第 ２ ｄ 进

行行为学测试。 行为学测试结束后，每组随机选取

６ 只小鼠灌注固定、脱水冰冻切片，用于免疫荧光染

色，其余小鼠则按脑区取材，保存于－８０ ℃备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 平衡木实验：尺寸为 ９０ ｃｍ 的木杆，离地

５０ ｃｍ，两端由木架支撑。 将小鼠放在木杆起始区面

对另一端终点区鼠笼的方向，记录小鼠走过整个平

衡杆的时间（ ｓ），最大允许时间为 ２ ｍｉｎ。 训练后，
正式实验测试 ３ 次，取平均值。
１􀆰 ２􀆰 ５　 爬杆实验：长 ５０ ｃｍ，直径为 １ ｃｍ 的木杆垂直

于地面放于笼中妥善固定，杆上缠有纱布防止打滑，
杆顶端固定有 １ 个直径为 ２ ｃｍ 的小球。 将小鼠头朝

下放在球上，使其沿杆自然爬下，记录其爬至杆底刻

度所需的时间（ｓ）。 正式实验测试 ３ 次，取平均值。
１􀆰 ２􀆰 ６　 疲劳转棒实验：使用疲劳转棒仪进行实验，
设定起始速度 ４ ｒ ／ ｍｉｎ 最大速度 ４０ ｒ ／ ｍｉｎ，加速所需

时间为 ３００ ｓ。 记录小鼠在转棒上的停留时间（ｓ），
正式实验测试 ３ 次，取平均值。
１􀆰 ２􀆰 ７　 旷场实验：高 ４０ ｃｍ，底边长 ５０ ｃｍ 的旷场箱

正方形底部划分为中心区和四周区。 将每只小鼠以

相同方向和角度放置于旷场中心区，允许其自由探

索环境 ５ ｍｉｎ，记录总移动距离（ｃｍ）和中心区域停

留时间（ｓ）。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｙ 迷宫实验：３ 条相等长度，夹角为 １２０°的
白色闭合臂组成的 Ｙ 迷宫装置。 将小鼠放于中央

区域，面向其中一个臂，允许其自由探索环境 ７ ｍｉｎ，
记录小鼠进入每个臂的总次数和交替的次数。 自发

交替率（％）＝ 交替次数 ／ （进入总数－２）×１００％。
１􀆰 ２􀆰 ９　 免疫荧光染色：经 １０％马血清封闭 １ ｈ 后的

脑冰冻切片（３０ μｍ 厚）与 ＴＨ 抗体（稀释 １ ∶ １ ０００）
于 ４ ℃ 孵育过夜后，与抗兔荧光二抗室温下孵育

１ ｈ，最后用含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭封片剂封片，荧
光显微镜拍照获得图像，ＩｍａｇｅＪ 软件统计。
１􀆰 ２􀆰 １０　 荷瘤小鼠模型建立与安全性评估：另取

１０ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 １０ 只，适应性培养 １ 周

后，于右侧腋窝皮下接种 Ｐａｎ０２ 细胞（４×１０６ 个 ／只），
待肿瘤体积生长至约 １００ ｍｍ３ 时，将小鼠随机分为

对照组和外泌体组（ｎ ＝ ５）。 外泌体组小鼠尾静脉

注射 ３０ μｇ Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体（溶于 １００ μＬ

９５９
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０􀆰 ９％氯化钠溶液），对照组注射等体积 ０􀆰 ９％氯化钠

溶液，共干预 ５ 次，前 ４ 次干预间隔 ３ ｄ，末次干预间

隔 ７ ｄ。 定期测量肿瘤长径（ａ）和短径（ｂ），计算肿

瘤体积（Ｖ ＝ ａ×ｂ２ ／ ２），绘制肿瘤生长曲线。 实验结

束后处死小鼠，剥离肿瘤组织称重记录。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据以均值±标准差（ｘ±ｓ）形式表示。 数据

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 ０ 和 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２２
软件进行 ｔ 检验（Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ⁃ｔｅｓｔ）或单因素方差分析

（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ Ａｎｏｖａ），以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠胰腺癌细胞系 Ｐａｎ０２ 来源外泌体的表征

经试剂盒法提取得到小鼠胰腺癌细胞系 Ｐａｎ０２
来源外泌体。 通过透射电子显微镜观察到外泌体呈

典型的杯托状并具有双层膜结构，符合其结构特征

（图 １Ａ）。 纳米颗粒跟踪分析结果显示，外泌体颗

粒浓度为 ７􀆰 ６ × １０１１ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ，且主要粒径分布

于 ３０ ～ １５０ ｎｍ 范围内，符合外泌体粒径分布特征

（图 １Ｂ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的结果显示颗粒表达 ＨＳＰ７０
和 ＣＤ６３ 外泌体标志蛋白（图 １Ｃ）。 综上所述，表明

成功制备得到 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体。
２􀆰 ２　 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体有效降低 ＭＰＰ＋诱导

的多巴胺能神经元毒性损伤

首先，使用不同浓度的 ＭＰＰ ＋处理小鼠中脑多

巴胺能神经元 ＭＮ９Ｄ 细胞 ２４ ｈ。 ＣＣＫ８ 检测结果

显示，随着 ＭＰＰ ＋ 浓度的升高，ＭＮ９Ｄ 细胞存活率

呈逐渐下降的趋势 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ～ ０􀆰 ０１） （图 ２Ａ）。
基于此，并参考既往文献中常用造模浓度，最终选

择 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＰ ＋处理 ２４ ｈ 作为后续实验的造模

条件［９］。 在此基础上，进一步评估 Ｐａｎ０２ 细胞源性

外泌体的保护作用。 结果显示，与 ＮＣ 组相比，
ＭＰＰ ＋模型组细胞活力显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；而与

ＭＰＰ ＋模型组相比，ＭＰＰ ＋联合外泌体处理组细胞活

力则显著升高（Ｐ＜０􀆰 ００１）（图 ２Ｂ）。 以上结果表明，
Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体可有效缓解 ＭＰＰ ＋诱导的多

巴胺能神经元毒性损伤，增强细胞活力，发挥神经保

护作用。
２􀆰 ３　 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体显著改善 ＭＰＴＰ 诱导

的 ＰＤ 模型小鼠运动功能障碍

采用平衡木、爬杆和转棒实验评估 Ｐａｎ０２ 细胞

源性外泌体对 ＭＰＴＰ 诱导的急性 ＰＤ 模型小鼠运动

功能的影响。 与 ＷＴ 对照组相比，ＰＤ 模型组穿越平

衡木所需时间显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１）（图 ３Ａ），在转棒

上停留时间显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ３Ｃ），爬杆时间

亦呈增加趋势。 外泌体干预可不同程度改善上述运

动功能障碍：其中低剂量组在平衡木（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）
（图 ３Ａ）和爬杆实验（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３Ｂ）中效果最为

显著，中、高剂量组在各行为学测试中也表现出一定

的改善趋势。

Ａ􀆰 ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＥＭ） ｉｍａｇｅ ｏｆ Ｐａｎ０２ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ （ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ １００ ｎｍ）； Ｂ􀆰 ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｎ０２ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ； Ｃ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

图 １　 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体的表征

Ｆｉｇ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｎ０２ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
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ＮＣ􀆰 ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＭＰＰ＋ 􀆰 １⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃ｐｈｅｎｙｌｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍ； Ａ􀆰 ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＮ９Ｄ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎ⁃
ｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＭＰＰ＋ ｆｏｒ ２４ ｈ； Ｂ􀆰 ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐａｎ０２ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＭＰＰ＋ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ
ＭＮ９Ｄ ｃｅｌｌｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＰ＋ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体有效减轻 ＭＰＰ＋诱导的神经元毒性损伤

Ｆｉｇ ２　 Ｐａｎ０２ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ＭＰＰ＋ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＷＴ􀆰 ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ； ＰＤ􀆰 Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； Ａ􀆰 ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｌａｎｃｅ ｂｅａｍ ｔｅｓｔ； Ｂ􀆰 ｔｉｍｅ ｔｏ ｄｅｓｃｅｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｌｅ ｔｅｓｔ；
Ｃ􀆰 ｌａｔｅｎｃｙ ｔｏ ｆａｌｌ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ； Ｄ􀆰 ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍｏｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ； Ｅ􀆰 ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｚｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ； Ｆ􀆰 ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｔｈｅ Ｙ⁃ｍａｚｅ ｔｅｓｔ （ｎ＝ １５）； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ
ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＤ ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体显著改善 ＭＰＴＰ 诱导的 ＰＤ 模型小鼠运动功能障碍

Ｆｉｇ ３　 Ｐａｎ０２ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｍｏｔｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ＭＰＴＰ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＤ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝１５）
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　 　 同时，通过旷场和 Ｙ 迷宫实验评估外泌体对

ＰＤ 小鼠自发活动及精神状态的影响。 在旷场实验

（图 ３Ｄ）中，ＰＤ 模型组自发运动总距离较 ＷＴ 对照

组显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＰＤ 模型组相比，外泌体

低、中、高剂量组总运动距离均呈减少趋势，且中剂

量组差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；各组小鼠在旷

场中心区域停留时间（图 ３Ｅ）差异无统计学意义。
Ｙ 迷宫实验（图 ３Ｆ）显示，各组自发交替率差异亦无

统计学意义。
２􀆰 ４　 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体显著促进 ＰＤ 模型小

鼠多巴胺能神经元存活

为进一步验证 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体发挥运

动功能改善作用的神经生物学基础，采用免疫荧

光染色检测各组小鼠脑内黑质及纹状体多巴胺能

神经元的变化。 结果显示（图 ４），与 ＷＴ 对照组相

比，ＰＤ 模型组黑质致密部 （ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ｐａｒｓ
ｃｏｍｐａｃｔａ，ＳＮｐｃ）ＴＨ 阳性神经元数量（Ｐ＜０􀆰 ０５）及

纹状体 ＴＨ 阳性荧光强度（Ｐ＜０􀆰 ００１）均显著减少。
而外泌体干预可不同程度逆转上述改变：在黑质

致密部，外泌体低剂量组（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）与高剂量组

（Ｐ＜０􀆰 ０１）ＴＨ 阳性神经元数量显著增加；在纹状

体中，外泌体低剂量组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 与中剂量组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）ＴＨ 阳性荧光强度显著增强。
２􀆰 ５　 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体体内安全性评估

为评估本研究中所使用的肿瘤细胞来源外泌体

是否存在潜在的促瘤风险，通过皮下接种 Ｐａｎ０２ 细

胞建立 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠荷瘤模型，定期测量肿瘤体

积，对外泌体的体内安全性进行初步评价。 结果显

示，与对照组相比，外泌体组小鼠肿瘤体积生长曲线

无明显差异（图 ５Ａ）；进一步对各时间点肿瘤体积

进行定量分析，两组在各测量日均无显著性差异

（图 ５Ｂ）。 以上结果表明，Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体在

荷瘤小鼠中未表现出促瘤风险，符合安全性评估

要求。

ＷＴ􀆰 ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ； ＰＤ􀆰 Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； Ａ􀆰 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＴＨ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ＳＮｐｃ（ｓｕｂ⁃
ｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ｐａｒｓ ｃｏｍｐａｃｔａ，ｕｐｐｅｒ） ａｎｄ ｓｔｒｉａｔｕｍ （ｌｏｗｅｒ） ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ ５０ μｍ）； Ｂ􀆰 ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｒｏ⁃
ｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ＴＨ ｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＳＮｐｃ （ｎ＝ ６）； Ｃ􀆰 ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨ ｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｉｂｅｒ ｄｅｎｓｉｔｙ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｔｒｉａｔｕｍ （ｎ＝ ５）； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＤ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体显著促进 ＰＤ 模型小鼠多巴胺能神经元存活

Ｆｉｇ ４　 Ｐａｎ０２ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ＰＤ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝５－６）
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Ａ􀆰 ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｐａｎ０２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ； Ｂ􀆰 ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅｓ ａｔ ｅａｃｈ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ
图 ５　 Ｐａｎ０２ 细胞源性外泌体未观察到促瘤风险

Ｆｉｇ ５　 Ｐａｎ０２ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｌａｃｋｅｄ ｔｕｍｏｒ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３　 讨论

肿瘤来源外泌体的研究此前多聚焦于诊断标志

物筛选、转移机制解析及免疫抑制效应等领域，其在

神经调控领域的价值近年来才逐渐受到关注［１０］。
胰腺导管腺癌能够重编程支配神经元的分子特征并

诱导神经增生，还可以通过分泌神经生长因子、脑源

性神经营养因子等促进轴突生成与神经募集，而外

泌体可能是介导旁分泌过程的重要载体［７⁃８，１１］。 宫

颈癌及头颈部鳞状细胞癌来源外泌体也被证实能够

介导神经支配、促进神经突生长［１２⁃１３］。 这些证据表

明，肿瘤来源外泌体在肿瘤细胞主动调控神经存活

与功能的固有分子机制中发挥了重要作用，从而为

其用于神经保护治疗提供了理论依据。 基于此，本
研究选择小鼠胰腺癌细胞系 Ｐａｎ０２ 源性外泌体，旨
在利用其嗜神经特性及丰富的活性分子组成，探索

其对 ＰＤ 的潜在治疗价值。
本研究中，外泌体对运动功能改善与神经元保

护的剂量依赖性存在差异：低剂量显著改善行为学

表现，高剂量才可明显保护黑质神经元胞体。 这种

剂量差异可能源于黑质纹状体通路中神经元胞体与

轴突末梢对损伤与保护的敏感性存在固有差异。 研

究发现，纹状体多巴胺能神经末梢对毒性损伤反应

更早、功能抑制更显著，变性进程也早于黑质神经元

胞体；且运动功能的维持与恢复更依赖纹状体末梢

的多巴胺合成与释放功能，而非单纯依赖黑质胞体

的存活数量［１４］。 因此，行为学表现不仅取决于神经

元存活数量，更取决于残留神经元的功能状态。 本

研究中，低、中剂量外泌体即可显著保护纹状体神经

末梢，与行为学改善趋势高度一致，提示外泌体可能

通过调节神经递质释放、增强突触可塑性，在神经元

数量尚未明显恢复时优先改善运动功能，而对黑质

神经元胞体的保护则需要更高剂量才能实现。
本研究首次证实小鼠胰腺癌细胞系 Ｐａｎ０２ 来源

外泌体对 ＭＰＴＰ 诱导的 ＰＤ 模型小鼠具有保护作

用，为深化“肿瘤⁃神经”交互理解及 ＰＤ 药物研发提

供了新思路。 但仍存在以下局限性：急性 ＭＰＴＰ 模

型难以模拟 ＰＤ 慢性进展；外泌体活性成分及机制

仍待深入研究阐明；最佳给药方案及长期安全性仍

需系统评估。
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