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·基础研究·

骨髓间充质干细胞移植对老年性痴呆大鼠
空间学习记忆能力的影响

王金华1 王世民2,3 孔繁明2 张文治2 唐 帆2 张学斌2 苏 心2 王新平2

摘要

目的:研究骨髓间充质干细胞（BMSCs）移植对淀粉样蛋白-β1-40(Aβ1-40)诱导的老年性痴呆 (Alzheimer's disease, AD )

模型大鼠行为学的影响，并探讨其治疗AD的可能机制。

方法:采用向大鼠双侧海马立体定向注射Aβ1-40诱导AD动物模型，造模后3周采用同样方法移植骨髓间充质干细

胞，采用Morris水迷宫观察大鼠行为学变化。造模后2个月处死大鼠，观察海马组织有无溴脱氧尿嘧啶核苷（Br-

dU）+神经元特异性烯醇化酶(NSE)、BrdU+胶质纤维酸性蛋白（GFAP）免疫组织化学双染阳性细胞，并且观察从侧脑

室到海马是否存在神经元前体细胞（NPs）的标志——双皮素(DCX)的吻侧迁移流。

结果:模型组大鼠逃避潜伏期较对照组明显延长，移植治疗组大鼠逃避潜伏期较模型组缩短。移植组大鼠海马组织

及其周围可见免疫组织化学双染阳性细胞，但未见从侧脑室到海马关于DCX的吻侧迁移流。

结论: BMSCs移植能够改善AD大鼠空间学习记忆能力，提示BMSCs移植可能成为治疗AD大鼠的一种方法。
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Abstract
Objective: To study the effects of transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) on learning

and memory ability and its mechanism in rats with Alzheimer's disease induced by amyloid-β1-40 (Aβ1-40) injection.

Method: AD model was induced by injecting Aβ1-40 into bilateral hippocampus. Three weeks later, the bone mar-

row mesenchymal stem cells was implanted. The learning and memory abilities of rats were evaluated with Morris

water maze.Rats were sacrificed after 2 months. Bromodeoxyuridine(BrdU)+neuron specific enolase(NSE), BrdU+glial

fibrillary acidic protein (GFAP) immunohistochemistry double-staining cells, and the migration of doublecortin

(DCX, the neuron precursors marker) from subventricular zone to the damaged hippocampus were observed.

Result:The escape latency of hidden platform in AD group delayed significantly(P<0.05),the escape latency in

transplantation treatment group decreased obviously as compared with model group(P<0.05). The immunohistochem-

istry double-staining cells could be found at the center of damaged site(bilateral hippocampus) and the surround-

ing sites in rats of transplantation group, the migration of doublecortin from subventricular zone to the damaged

hippocampus wasn't observed.

Conclusion：The implantation of BMSCs maybe have the effect of improving spacial learning-dysmnesia of AD rats.
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阿尔茨海默病(Alzheimer's disease，AD)，即老年

性痴呆，是一种以记忆力减退和严重认知功能下降

为特征的渐进性中枢神经系统变性性疾病，发病机

制尚不十分明确，尚无有效治疗方法[1]。骨髓间充

质 干 细 胞 (bone marrow mesenchymal stem cells,

BMSCs)具有多向分化潜能，是存在于骨髓中的一种

非造血干细胞，与其他可用于移植的干细胞相比，具

有取材方便、来源广泛、易于体外扩增、免疫排斥反

应弱、可进行基因技术加工等优点。最近有研究表

明，BMSCs在体外可以被诱导分化成为神经元样细

胞，体内移植后可修复神经损伤[2]。BMSCs移植为

各类神经损伤的细胞治疗提供新的可能[3]。本实验

通过淀粉样蛋白-β1-40（amyloid-β1-40，Aβ1-40）诱导急

性AD动物模型，探讨BMSCs立体定向移植促进AD

大鼠学习记忆能力恢复的可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验仪器及主要试剂

大鼠脑立体定位仪(西安)，Morris水迷宫(中国医

学科学院药物所制造)；Aβ1-40、兔抗人神经元特异性

烯醇化酶（neuron specific enolase，NSE）多克隆抗

体、兔抗大鼠双皮素（doublecortine，DCX）单克隆抗

体(北京)；鼠抗人5'-溴脱氧尿嘧啶（BrdU）单克隆抗

体、兔抗人胶原纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic

protein，GFAP）多克隆抗体、Polymer双染检测试剂

盒，均为浓缩型(北京)。

1.2 实验动物分组与动物模型的建立

健康成年SD雄性大鼠30只，体重250—300g，

购于天津市实验动物中心，动物质量合格证号：

SCXK（京）2005-0001。分为假手术组（对照组）、模

型组、骨髓间充质干细胞移植组，每组10只。另取1

月龄清洁级SD大鼠6只，用于骨髓间质干细胞的分

离培养，由北京康蓝生物技术有限公司提供，动物质

量合格证号：SCXK（京）2009-0004。

大鼠以10%水合氯醛(3μl/g)腹腔注射麻醉，立

体定位仪耳杆固定头部。颅顶区备皮消毒后作2cm

左右切口。分离骨膜暴露头骨。于前囟向后

3.0mm，分别向中线左、右各旁开2.2mm处，用牙科

钻开颅骨。用微量进样器针垂直进2.8mm，在两侧

海马处于5min内分别缓慢注入聚集状态的Aβ1-40溶

液(2μg/μl）5μl，并留针5min使溶液充分弥散。假手

术对照组注射等量生理盐水后消毒并缝合。

1.3 BMSCs的分离、培养与脑内移植

由天津市环湖医院神经外科研究所细胞室完

成，具体步骤见参考文献[4]。

治疗组在造模后3周行BMSCs移植。用10μl
微量注射器，将BMSCs细胞悬液10μl(1×106个细

胞/μl)立体定位注入动物双侧海马区，每侧移植细胞

数为5×106(体积5μl)。模型组不做处理，假手术组

注入5μl生理盐水，注射部位及操作步骤同前。

1.4 大鼠行为学测试

分别于造模后2周和细胞移植后2周用Morris

水迷宫测试大鼠学习记忆能力。Morris水迷宫测试

包括定位航行试验和空间探索试验：①定位航行试

验（place navigation test）：连续训练5d，训练前一天

先让大鼠自由泳2min以熟悉环境，训练时撤掉池中

平台。观察大鼠游泳速度，剔除游泳能力比较差的

大鼠。从第1天开始，每天训练4次，按照表1中[5]每

天训练的次序作为入水点将大鼠面向池壁放入水

中，记录大鼠在水中寻找并爬上平台的时间，即逃避

潜伏期。设定大鼠在平台上停留2s为找到平台。

如果大鼠在120s内未找到平台，则将其引导到平

台，并停留15s以便熟悉环境及平台位置，此时逃避

潜伏期记为120s。②空间探索试验（spatial probe

test）：第5天最后一次训练完后撤去平台，于NE位

置入水点将大鼠面向池壁放入水中，记录大鼠在

120s内穿越平台的次数。

1.5 移植干细胞分化及迁移情况观察

造模后60d，将移植组大鼠经左心室4%多聚甲

醛灌注，断头取脑放入4%多聚甲醛后固定后，依次

酒精脱水，二甲苯透明，浸蜡，包埋，切片（厚5μm），

Key word Alzheimer's disease;water maze;bone marrow mesenchymal stem cells;stereotypical transplantation

表1 水迷宫定位航行和空间探索方案

天数
第1天
第2天
第3天
第4天
第5天

第5天(Probe)
N:北; E:东; NE:东北; SE:东南;NW:西北

实验1
N
SE
NW
E
N
NE

实验2
E
N
SE
NW
SE

实验3
SE
NW
E
N
E

实验4
NW
E
N
SE
NW
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脱蜡，水化，过氧化氢去除内源性过氧化酶，抗原修

复，正常山羊血清封闭。加BrdU和NSE混合Ⅰ抗，

BrdU和GFAP混合Ⅰ抗（浓度均为1∶50）4℃过夜，

复温，加入预混Ⅱ抗作用30min，胞浆经DAB显色，

胞核经AP-Red显色后复染胞核，脱水，封片，镜下

观察损伤海马部位是否有BrdU+NSE、BrdU+GFAP

免疫组织化学双染阳性细胞，加Ⅰ抗4℃过夜，Ⅱ抗

作用30min，经DAB显色后复染胞核，脱水，封片，镜

下观察是否存在从侧脑室向海马的神经干细胞吻侧

迁移流。

1.6 统计学分析

应用SPSS 16.0统计软件，进行单因素方差分

析，P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 Morris水迷宫实验结果

模型组逃避潜伏期较对照组明显延长（P<
0.05）。BMSCs移植后2周，移植组大鼠与治疗前相

比，逃避潜伏期明显缩短（P<0.05），模型组没有明显

变化（P>0.05），逃避潜伏期模型组长于移植组，移植

组长于对照组（P<0.05）。移植组大鼠与模型组大鼠

比较，跨越平台次数明显增多（P<0.05），但未达到对

照组水平（P<0.05）。见表2。

2.2 免疫组织化学染色结果

在移植组损伤中心（海马移植部位）及其周围可

见细胞核呈红色、细胞浆呈棕黄色的BrdU+ NSE免

疫组织化学双染阳性细胞和细胞核呈红色、细胞浆

呈棕黄色的BrdU+ GFAP免疫组织化学双染阳性细

胞(图1—2)，但未见从侧脑室向海马的神经干细胞

吻侧迁移流。

3 讨论

AD是一种与年龄相关的，以记忆缺失和严重认

知功能下降为特征的渐进性神经系统变性疾病，当

有Aβ存在时小胶质细胞分泌高水平的细胞因子、神

经毒素，从而激发神经凋亡[6—7]。有学者研究表明，

Aβ引起神经细胞凋亡导致AD患者脑内神经细胞和

突触丢失，从而引起痴呆[8]。因此，Aβ诱发的神经细

胞凋亡可能是AD认知功能障碍的主要病理基础。

骨髓间充质干细胞具有多向分化潜能，在体外

可诱导分化成为神经元样细胞，体内移植后可以存

活、迁移、分化为神经细胞，且可在一定程度上促进

损伤神经系统功能的恢复[9—10]，本实验通过骨髓间

充质干细胞立体定向移植治疗Aβ诱导的AD大鼠，

我们发现治疗后大鼠的学习记忆能力明显提高，免

疫组化结果显示在海马移植部位及其周围可见Br-

dU+NSE、BrdU+GFAP免疫组织化学双染阳性细胞，

说明移植的细胞在损伤部位及其周围分化为神经元

样及神经胶质样细胞，与Cho等[11]的研究一致。移

植细胞通过分化为神经细胞，重建局部神经回路，代

偿了损伤细胞的功能[12]。但本实验未见从侧脑室到

海马关于DCX的吻侧迁移流，说明没有启动内源性

干细胞的迁移分化，与Mila[13]等的结果不同，且我们

观察到的双染阳性细胞较少，所以我们认为BMSCs

促进AD大鼠学习记忆能力恢复还存在其他机制。

BrdU+ GFAP免疫组织化学染色

表2 BMSCs移植对大鼠Morris
水迷宫行为学的影响 (x±s)

组别

对照组
模型组
移植组
①与对照组相比P<0.05；②与模型组相比P<0.05

鼠数

10
10
10

平均逃避潜伏期
造模后逃避
潜伏期(s)
41.35±6.34
57.12±6.43①

58.76±6.11①

治疗后逃避
潜伏期(s)
21.55±3.33
52.95±4.86①

35.56±4.29①②

治疗后
跨越平台次数

7.7±2.11
1.8±0.92①

5.5±1.84①②

图1 移植组大鼠海马组织 （×200）

BrdU+ NSE免疫组织化学染色

图2 移植组大鼠海马组织 （×200）
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神经生长因子如碱性成纤维细胞生长因子、脑

源性神经生长因子等通过刺激血管生成和神经元的

增殖、分化，提高神经元的生物活性，促进神经再生，

拮抗兴奋性氨基酸等多种有害物质对神经元的毒性

等机制，从而起到神经保护作用。 BMSCs移植后可

提高神经营养因子的表达，增加受损神经细胞的存

活并促进神经组织再生[14]。许多研究表明BMSCs可

分化为神经细胞和分泌营养因子如生长因子、细胞

因子等促进神经元的存活和生长，并能减少炎症应

答和空腔形成[15]。已经证实Aβ在AD的发病过程

中起到了病原学的、关键性的作用[16]，因此海马Aβ

的减少可能预防和治疗AD[17]。Malm TM等[18]发现

小胶质细胞通过分泌神经营养因子从而起到神经保

护作用，通过吞噬作用消除Aβ。Lee JK[18]等发现，

将BMSCs移植到AD大鼠海马的齿状回附近，结果

显示与假移植和对照组相比，移植组的Aβ水平下

降，并且Aβ沉积的减少伴随着小胶质细胞的激活，

小胶质细胞在Aβ沉积的附近，它们的形态由分支

状变成了代表小胶质细胞吞噬作用的阿米巴样，此

研究表明BMSCs具有清除Aβ沉积和/或阻断Aβ沉

积形成的作用，小胶质细胞的聚集反应可能参与此

过程，说明BMSCs对Aβ沉积的减少有治疗性的效

果。

总之，本实验提示BMSCs脑内移植可以分化为

神经元样及神经胶质样细胞，提高AD大鼠学习记

忆能力。但BMSCs移植对慢性所致AD模型是否有

效，以及BMSCs脑内移植改善AD大鼠学习记忆能

力的机制还有待进一步研究。
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