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神经干细胞移植对阿尔茨海默病大鼠海马突触素表达和 
学习记忆能力的影响*★ 
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Effects of neural stem cell transplantation on hippocampus synaptophysin expression and 
learning memory abilities of Alzheimer disease rats    

Yang Chun1, Zhou Hui 2, Bai Lin-lin3, Wang Shu-chun1, Zhang Qian1 

Abstract 
 
BACKGROUND: Previous studies have demonstrated that transplanted neural stem cells can survive and proliferate in the brain 
of Alzheimer disease (AD) rats, however, it is poorly understood whether it can rebuild the nerve tracts by substituting the injured 
or dead neurons and improve learning and memory abilities. Synaptophysin is one of the important markers of synaptic 
rebuilding. 
OBJECTIVE: To observe the effects of neural stem cell transplantation on synaptophysin expression in hippocampus and 
learning and memory abilities of AD rats. 
METHODS: Sprague Dawley rats were randomly divided into the normal control, AD model, 2-week-transplantation and 
4-week-transplantation groups. All rats were established AD models except that in the normal control group. Neural stem cells 
were isolated from the dentate gyrus of hippocampus of newborn rats, labeled with Hoechst33258, and then transplanted into 
CA1 region of hippocampus of rats in the 2-week-transplantation and 4-week-transplantation groups. The behavioral testing in 
the rats was performed using Y-maze trial. Nissl staining and synaptophysin immunohistochemistry were detected after the rats 
were sacrificed. The same volume of stroke-physiological saline solution was injected into rats in the AD models group using the 
identical methods. There was no treatment in the normal control group.  
RESULTS AND CONCLUSION: ①The cells number in the hippocampal CA1 region of the 2-week-transplantation and 
4-week-transplantation groups were increased than that of AD model group, but were still less than that of the normal control 
group (P < 0.05). There was no significantly difference between the absorbance values of 2- or 4- week-transplantation group and 
control group (P > 0.05). ②The absorbance values of the 2-week-transplantation and 4-week-transplantation were significantly 
greater than that of the control and AD model groups (P < 0.05). ③The learning and memory abilities in 2- and 
4-week-transplantation group enhanced obviously and their correct reaction rates improved evidently, which was found 
statistically significant difference from AD model group (P < 0.05), while no statistically significant difference from control 
group (P > 0.05). The transplanted neural stem cells may promote the synaptic rebuilding and improve learning and memory 
abilities in AD rats. 
 
Yang C, Zhou H, Bai LL, Wang SC, Zhang Q.Effects of neural stem cell transplantation on hippocampus synaptophysin 
expression and learning memory abilities of Alzheimer disease rats.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 
2010;14(10): 1803-1807.      [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 

背景：前期实验已证实，移植入阿尔茨海默病大鼠脑内的神经干细胞能够存活、增殖，但其是否可替代损伤或坏死的神经

细胞而重建神经通路，改善学习记忆能力尚不清楚。突触素是突触重建的重要标记之一。 

目的：观察神经干细胞移植对阿尔茨海默病大鼠学习记忆能力及突触表达的影响。 

方法：SD 大鼠随机数字表法分为正常对照组、阿尔茨海默病模型组、2 周移植组和 4 周移植组，除正常对照组外制备阿尔

茨海默病模型。另取新生 24 h SD 大鼠海马齿状回分离、培养神经干细胞，经 Hoechst33258 标记后植入 2 周和 4 周移植

组海马 CA1 区，行 Y 迷宫实验检测大鼠的学习记忆能力，然后取脑进行尼氏染色和突触素免疫组织化学染色。阿尔茨海默

病模型组则以同样的方法、同样的位点注入等量无菌生理盐水。正常对照组不施以任何处理。 

结果与结论：①2 周和 4 周移植组海马 CA1 区细胞比阿尔茨海默病模型组增多，但仍少于正常对照组(P < 0.05)，平均吸光

度与正常对照组相比差异无显著性意义(P > 0.05)。②2 周移植组和 4 周移植组大鼠海马结构内突触素吸光度值明显高于正

常对照组和阿尔茨海默病模型组(P < 0.05)。③与阿尔茨海默病模型组相比，2 周和 4 周移植组大鼠学习能力和记忆能力均

显著增强，正确反应率明显提高(P < 0.05)，而与正常对照组相比，差异无显著性意义(P > 0.05)。提示移植入脑内的神经干

细胞可促进突触形成，改善学习记忆能力。 

关键词：神经干细胞；阿尔茨海默病；突触素；海马；学习记忆 
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0  引言 

 

突触素是一种位于突触前囊泡内的糖蛋白，

相对分子质量为38 000，几乎存在于中枢和外周

神经系统的所有神经末梢。它的表达可以反映突

触的发生和密度[1-3]，因此，突触素可作为突触

前终末的特异性标记物，用来检测突触的密度和

分布。如今该蛋白在研究领域被广泛用于标记轴

突终末，是突触重建的重要标记之一[4-5]。作者

先前的研究结果表明新生大鼠海马齿状回神经

干细胞移植到阿尔茨海默病模型大鼠海马内能

够存活、增殖[6]，但是否能影响神经细胞的再生，

促进突触的发育尚不清楚。本实验采用新生大鼠

海马齿状回分离培养的神经干细胞，移植入阿尔

茨海默病模型大鼠海马，通过对行为学、尼氏染

色和突触素免疫产物的测定来比较神经元数目

和突触的变化，探讨神经干细胞移植的效果。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2008-03/08在郑州大

学医学院生理学教研室完成。 

材料：三四月龄的健康雄性SD大鼠32只，

体质量250~300 g；另取10只新生24 h SD大鼠

(由河南省实验动物中心提供)用于海马神经干

细胞的分离培养。实验过程中对动物的处置符

合中华人民共和国科学技术部2006年颁布的

《关于善待实验动物的指导性意见》标准[7]。

32只SD大鼠随机数字表法分为正常对照组，阿

尔茨海默病模型组，2周移植组和4周移植组，

每组8只。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验过程： 

海马神经干细胞的分离培养[6，8]：取新生24 h

内SD大鼠，无菌条件下打开颅腔，Hank’s液冲

洗脑膜，取整个脑组织置于预先放有解剖液的

无菌培养皿中，分离海马齿状回，加入培养液

(DMEM/F12 1 1∶ ，2%B27，bFGF 20 μg/L，

表皮生长因子20 μg/L)5 mL，制备海马齿状回

细胞匀浆，0.4%锥虫蓝染色观察细胞存活率，

调整细胞浓度(4.0~5.0)×108 L-1，置37 ℃、体

积分数为5%CO2孵育箱，连续培养6~9 d，两

三天换半量培养液1次。原代神经球形成后，离

心收集，机械分离神经球为单细胞悬液，锥虫

蓝染色计数细胞存活率，以(4.0~5.0)×107 L-1分

装，传代培养。 

阿尔茨海默病模型的制备及干预分组：Aβ1-40

溶于无菌生理盐水(2 g/L)，用前37 ℃孵育1

周以上，使其变为聚集状态的Aβ。阿尔茨海

默病模型组及移植组大鼠经10%水合氯醛腹

腔麻醉(3 mL/kg)，参照Paxinos大鼠图谱[9]，

选择双侧海马CA1区为注射靶区，详见参考

文献[6]。 

细胞标记和移植：阿尔茨海默病模型组、移

植组大鼠先制备成阿尔茨海默病模型。模型建

立7 d后，收集第2代培养的神经干细胞用

Hoechst33258(10 mg/L培养液)标记30 min。

将细胞反复吹打使之分散，活细胞计数，离心

调整细胞浓度为1×1011 L-1；然后以制备阿尔

茨海默病模型同样的方法、同样的位点分别将

5 μL细胞悬液注入2周移植组和4周移植组大

鼠海马CA1区。阿尔茨海默病模型组则以同样

的方法、同样的位点注入等量无菌生理盐水。

正常对照组不施以任何处理。移植2周后正常

对照组、阿尔茨海默病模型组、2周移植组3组

大鼠分别进行行为学检测和病理学观察，移植

4周后4周移植组大鼠进行行为学检测和病理

学观察。 

行为学检测[6]：采用Y型电迷宫。①学习能

力测试：以大鼠受电击后从起步区直接逃至安

全区为正确反应，以连续10次中有9次(9/10)

正确反应前所需的电击次数(即尝试次数)表示

其学习获得能力。②记忆再现测试：上述达标

大鼠休息24 h后，同法检测其记忆力。以达9/10

标准前的尝试次数表示记忆再现能力，并计算

其正确反应率。 

免疫组织化学染色：迷宫实验结束后各组大

鼠经10%水合氯醛腹腔麻醉(3 mL/kg)后，经主

动脉相继灌注生理盐水100 mL、40 g/L多聚甲 

试剂及仪器 

 

来源 

DMEM/F12，B27 Gibco公司 

表皮生长因子 珠海京美生物公司 

碱性成纤维细胞生长因子 

(basic fibroblast growth  

factor，bFGF) 

北京邦定生物公司 

β-淀粉样蛋白1~40(Aβ1-40)、 

突触素抗体 

Sigma公司 

SP试剂盒 北京中山生物技术 

有限公司 

Y型电迷宫 张家港生物医学仪器厂 

大鼠立体定位仪SN-2型 日本东京成茂科学器械 

研究所 
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醛(4 ℃)350 mL。快速取脑，后固定24 h，脑组织常规

石蜡包埋，冠状连续切片，片厚4 μm。 

突触素免疫组织化学染色：取脑冠状切片，常规脱蜡至

水。体积分数为3%H2O2滴加入切片，室温孵育10 min；

92~98 ℃抗原修复液中高温加热15 min，室温冷却；山

羊血清封闭；滴加小鼠抗大鼠突触素抗体(1 200)∶ ，4 ℃

孵育24 h；生物素标记羊抗小鼠IgG，室温孵育15 min，

滴加辣根酶标记链霉卵白素，孵育15 min，以上各步骤

后都用0.01 mol/L PBS冲洗5 min×3次。DAB显色。以

PBS作为阴性对照。 

采用捷达801系列形态分析系统测定海马CA1区突

触素免疫产物的平均吸光度代表突触素的量。每例标本

检测4张切片，求其平均值，再计算每组动物的均值。 

尼氏染色：石蜡切片常规脱蜡至水。入1%甲苯胺蓝

水溶液，置50~60 ℃温箱内，染色30~60 min。蒸馏水

洗。常规脱水透明封固。尼氏染色的结果(×400)用捷达

801系列形态分析系统定量测定尼氏染色海马CA1区锥

体细胞层神经元的数目和神经元的平均吸光度。每例标

本在含注射区的切片中检测4张切片，求其平均值，再

计算每组动物的均值。 

主要观察指标：①海马CA1区神经元数目及平均吸

光度值。②海马突触素免疫反应产物的吸光度值。③神

经干细胞移植对阿尔茨海默病模型大鼠学习记忆能力

的影响。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一、五作者，

干预实施为第一、二、三作者，评估为第一、四、五作

者，均经过正规培训，采用盲法评估。 

统计学分析：由第一作者应用SPSS 11.0统计软件

包作单因素方差分析。全部数据以x
_

±s表示，方差不齐

者先作倒数变换，显著性水准为双侧α=0.05。 

 

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  纳入SD大鼠32只，均进入结

果分析，无脱落。 

2.2  海马神经元尼氏染色  光镜下可见正常对照组海

马神经细胞尼氏染色清晰均匀，细胞形态完整，排列规

则、紧密。阿尔茨海默病模型组海马CA1区锥体细胞层

细胞空染或淡染，分布不均，排列疏松，形态不规则。

2 周 移 植 组 和 4 周 移 植 组 海 马 CA1 区 可 见 经

Hoechst33258标记的细胞表现出尼氏深染，细胞形态

与周围正常海马神经元不同，见图1。 

神经元数目及平均吸光度分析显示：阿尔茨海默病模型

组海马CA1区锥体细胞明显减少，平均吸光度亦降低 

(P < 0.05)；2周和4周移植组海马CA1区细胞比阿尔茨

海默病模型组增多，但仍少于正常对照组(P < 0.05)，

平均吸光度与正常对照组相比，差异无显著性意义(P > 

0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  海马突触素免疫阳性反应  光镜下观察突触素的表

达呈颗粒状，主要分布在海马CA1、CA3区多形层和分子

层及齿状回，呈点状沿多形层和分子层长轴分布。阿尔茨

海默病模型组海马CA1区多形层和分子层突触素染色较

正常对照组浅，而2周移植组、4周移植组相同区域的突触

表 1  各组大鼠海马 CA1 区细胞数及平均吸光度值         
Table 1  Comparison of the cell numbers and average A value 

in CA1 region                         (x
_

±s, A) 

Group 
 

Cells number of 
CA1 region 

 

Average A value 
of CA1 region 

 
Normal control  292.0±20.4b 0.24±0.02b 
Alzheimer disease model 136.8±18.1 0.16±0.02 
2-week-transplantation  264.5±25.5ab 0.25±0.02b 
4-week-transplantation  270.1±23.6ab 0.26±0.02b 

aP < 0.05, vs. control group; bP < 0.05, vs. Alzheimer disease model 
group 

a: Normal control group 

b: Alzheimer disease model group 

c: 2-week-transplantation group 

Figure 1  Neurons in hippocampal CA1 region of rats (Nissl 
staining, ×100) 

图 1  各组大鼠海马 CA1 区神经元(尼氏染色，×100) 
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素染色则比正常对照组深，且颗粒数目较多，见图2。 

    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

突触素免疫阳性反应分析结果见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

阿尔茨海默病模型组大鼠海马结构内突触素吸光

度值明显低于正常对照组(P < 0.05)；2周移植组和4周

移植组大鼠海马结构内突触素吸光度值明显高于正常

对照组和阿尔茨海默病模型组，组间差异具有显著性意

义(P < 0.05)。 

2.4  各组大鼠学习记忆能力测试结果  见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aβ1-40海马注射后学习能力和记忆能力均显著下降

(P < 0.05)，并且在整个过程中正确反应率明显低于正

常组(P < 0.05)。2周和4周移植组大鼠学习能力和记忆

能力均有显著增强，正确反应率明显提高，与阿尔茨海

默病模型组相比，差异有显著性意义(P < 0.05)，而与

正常对照组相比差异无显著性意义(P > 0.05)。 

 

3  讨论 

 

学习记忆的形成与海马神经元突触的形成及可塑性

密切相关[10-12]。海马结构内突触素的阳性表达部位和程度

与海马结构中突触及神经元的数量、分布相一致，药物及

中枢神经系统内理化环境的改变，均可影响突触素的表

达。大量研究结果表明：阿尔茨海默病患者海马结构内神

经元缺失，突触素数量明显减少[13-15]，而且突触素免疫活

性与阿尔茨海默病患者的认知障碍程度相关[16-17]。本实验

发现，注射Aβ1-40的大鼠海马CA1区神经元数目减少，突

触素的表达也比正常对照组减少，提示Aβ1-40可造成大鼠

海马CA1区突触减少，此结果与相关报道吻合[18-21]。 

已知突触是神经元之间信息传递的重要环节[22-24]，

海马突触数目减少将影响其神经通路的联系[25-26]，进而

引起多方面的功能障碍，尤其是认知和记忆障碍[27-28]。

阿尔茨海默病模型大鼠海马CA1区突触素的减少表明

突触囊泡转运能力下降，突触传递功能受阻，从而使神

经系统信息的传递、加工和储存出现障碍。 

体外实验研究已表明，由神经干细胞分化来的神经

元之间可形成功能性的突触联系[29-30]。由神经干细胞移

植至大鼠海马宿主的神经元和由移植的神经干细胞分

化来的神经元之间亦可形成功能性突触联系[31]。本实验

尼氏染色发现阿尔茨海默病模型大鼠移植神经干细胞

a: Normal control group 

b: Alzheimer disease model group 

c: 2-week-transplantation group 

Figure 2  Expression of synaptophysin detected by Synapto-
physin immunohistochemistry (×200) 

图 2  免疫组织化学染色观察各组突触素的表达(×200) 

表2  大鼠海马CA1区突触素免疫反应产物的平均吸光度比较
Table 2  Comparison of average A values of synaptophysin 

immunoreaction products                 (x
_

±s, A)
 

Group 
 

Average A value of synaptophysin 

Normal control 0.270±0.010 

Alzheimer disease model 0.176±0.010a 

2-week-transplantation  0.375±0.010ab 

4-week-transplantation  0.372±0.010ab 

aP < 0.05, vs. control group; bP < 0.05, vs. Alzheimer disease model 
group 

表 3  各组大鼠行为学指标的变化              
Table 3  Comparision of behavioral test in each group 

                   (x
_

±s) 

Group  
 

Learning number 
 

Memory number
 

Normal control  
Alzheimer disease model 
2-week-transplantation 
4-week-transplantation 

34.83±18.60 
98.17±4.49a 

40.00±15.53b 
42.83±9.56b 

18.33±10.25 
77.17±19.59a 
21.50±13.16b 
21.67±7.17b 

 

aP < 0.05, vs. control group; bP < 0.05, vs. Alzheimer disease model 
group 

Group 
 

Correct reaction 
rate of learning 

(%) 
 

Correct reaction 
rate of memory 

(%) 
 

Normal control  
Alzheimer disease model 
2-week-transplantation 
4-week-transplantation 

62.99±2.48 
53.92±1.43a 
58.81±2.87b 
60.73±4.91b 

74.38±7.37 
50.41±6.37a 
73.57±5.03b 
68.81±5.86b 



 
杨春，等.神经干细胞移植对阿尔茨海默病大鼠海马突触素表达和学习记忆能力的影响 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH 1807

www.CRTER.org 

后，海马CA1区细胞较移植前明显增多，突触素的表达

亦明显增多，提示有新的突触生成并且空间记忆能力明

显改善。提示移植入脑内的神经干细胞可通过增加突触

的形成和神经递质的释放，增强突触传递功能，进而改

善阿尔茨海默病模型鼠学习记忆能力。此外，移植的神

经干细胞分泌修复损伤必需的营养因子，帮助无髓或新

生轴突形成髓鞘，为轴突生长提供基质等，都可能是其

修复损伤的机制。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助： 河 南 省 医 学 创 新 人 才 基 金 资 助 项 目
(2002115)。 

利益冲突：无利益冲突。 

课题的创新点：课题组已从新生大鼠海马齿状回成功分
离、培养出具有连续增殖能力的神经干细胞，且在一定条件
下可分化为神经元和胶质细胞。神经干细胞移植到阿尔茨海
默病模型大鼠海马内能够存活，继续保持分裂增殖能力，还
可沿海马长轴迁移，并能改善阿尔茨海默病模型大鼠学习记
忆能力。 

课题评估的“金标准” ：神经干细胞移植治疗阿尔茨
海默病的目的是修复和替代受损神经细胞，重建细胞环路和
功能。本课题已有的研究表明移植入阿尔茨海默病大鼠脑内
的神经干细胞能够存活、增殖，并有新突触生成，改善学习
记忆能力。 

设计或课题的偏倚与不足：突触免疫反应产物的定位和
定量反映了突触的分布和密度，借助图像分析系统，测定突
触素免疫反应产物的平均吸光度值，可以在光镜水平下对突
触的含量进行定量分析，从而推测突触数量的变化，但如果
能借助电子显微镜观测新生的突触，两者相互佐证，结果将
更加翔实丰富。 

提供临床借鉴的价值：随着世界人口日趋老龄化，阿尔
茨海默病已成为当今老年医学面临的最为严峻的课题之一。
神经干细胞在胚胎和成年个体神经系统中的发现和体外培
养的成功为寻找适宜的治疗阿尔茨海默病的方法提供了新
的思路。该课题为该病的临床治疗提供一些动物实验结果和
理论依据。 


