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人骨髓间充质干细胞移植老年性痴呆大鼠认知能力和海马超微结构的变化*★

何 炜1，薄 海2，牟心红2，张 岭3，李海生2

Effects of human bone marrow mesenchymal stem cell transplantation on cognitive ability and
hippocampus ultrastructure in Alzheimer’s disease rats

He Wei1, Bo Hai2, Mu Xin-hong2, Zhang Ling3, Li Hai-sheng2

Abstract

BACKGROUND: There is no effective method to treat Alzheimer’s disease, due to unclear onset mechanism. In clinic, drug
therapy is commonly used, but replacement therapy of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) remains in basic
research stage. There is no report concerning effects of BMSC transplantation in the hippocampus on cognitive ability of
Alzheimer’s disease.
OBJECTIVE: To investigate the effects of BMSC transplantation on cognitive ability and hippocampus ultrastructure in
Alzheimer’s disease rats.
METHODS: A total of 30 senile male Wistar rats with Alzheimer’s disease were chosen to prepare models of natural senescence
Alzheimer’s disease. Following model establishment, the rats were assigned to three groups. Bilateral hippocampi were selected
as transplantation region. In the differentiation and transplantation group, rats received injection of neuronal induced BMSCs 4 μL
(2×105 cells). In the BMSC transplantation group, rats received an equal volume of human BMSCs. In the model group, rats were
injected bilaterally with physiological saline into the hippocampus. The learning and memory ability of the rats were detected by Y
type maze test. The hippocampus ultrastructure was observed with transmission electron microscopy.
RESULTS AND CONCLUSION: The learning and memory scores significantly decreased in model group (P < 0.01), increased in
BMSC transplantation group (P > 0.05), and significantly increased in the differentiation and transplantation group (P < 0.01). On
week 12, compared with model group, the learning and memory scores were significantly higher in BMSC transplantation group
and differentiation and transplantation group (P < 0.01). With the electron microscopy, hippocampus neurons were obviously
injured in model group, but the majority of neurons were injured mildly in BMSC transplantation group, which the majority of them
were almost normal in differentiation and transplantation group. These indicated that BMSC transplantation may improve the
cognitive ability of Alzheimer’s disease rats, and neuronal induced BMSC transplantation is superior to undifferentiated BMSCs.
Lowering hippocampus neuronal necrosis may be one of mechanisms that BMSCs improve cognitive dysfunction in Alzheimer’s
disease rats.

He W, Bo H, Mu XH, Zhang L, Li HS. Effects of human bone marrow mesenchymal stem cell transplantation on cognitive ability
and hippocampus ultrastructure in Alzheimer’s disease rats.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu.
2010;14(40): 7453-7457. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：因发病机制不明，目前尚无治愈老年性痴呆的有效方法。现临床上主要是采用药物治疗，而骨髓间充质干细胞的替

代治疗尚处于基础研究阶段，其海马移植后对老年性痴呆认知能力的影响未见报道。

目的：探讨人骨髓间充质干细胞移植对老年性痴呆大鼠认知能力和海马超微结构的影响。

方法：老年雄性Wistar大鼠 30只，制备自然衰老痴呆模型，造模后随机分为 3组，选取双侧海马为移植区，分化细胞移

植组注射定向神经细胞诱导分化的人骨髓间充质干细胞悬液 4 μL(2×105个细胞)，干细胞移植组注射等量常规培养的人骨髓

间充质干细胞，模型组注射等量生理盐水。通过 Y迷宫试验测定大鼠的学习、记忆能力，透射电镜观察海马区超微结构。

结果与结论：与移植前大鼠学习、记忆分数比较，移植后 12周模型组均显著下降(P < 0.01)，干细胞移植组均有所提高(P >
0.05)，分化细胞移植组均显著提高(P < 0.01)。移植后 12周与模型组比较，干细胞移植组、分化细胞移植组大鼠学习、记

忆分数均显著提高(P < 0.01)。电镜观察模型组大鼠海马区神经细胞可见明显损伤，干细胞移植组损伤减轻，分化细胞移植

组多数神经细胞结构正常。证实骨髓间充质干细胞移植可以提高老年性痴呆大鼠的认知能力，且定向神经诱导分化的骨髓

间充质干细胞移植治疗效果优于未分化的骨髓间充质干细胞，提示骨髓间充质干细胞减少海马组织神经细胞变性坏死可能

是其改善老年性痴呆大鼠认知功能障碍的作用机制之一。

关键词：老年性痴呆；认知能力；海马；细胞移植；骨髓间充质干细胞
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0 引言

老年性痴呆是一种最为常见的进行性退行

性中枢神经变性病[1-3]，具有高发病率、高患病

率等特点。因老年性痴呆病程较长、中晚期患

者多、治疗效果差和费用昂贵，给家庭和社会

带来沉重的经济负担，因而老年性痴呆的防治

是老年医学研究的重大课题。

由于老年性痴呆的发病机制不明确，国内

外尚无特别有效的治疗方法，老年性痴呆患者

认知功能障碍与脑内神经细胞变性坏死有密切
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关系。研究证实，海马与学习记忆(认知功能)密切相

关[4-5]。

实验利用自然衰老痴呆大鼠模型，将定向神经诱导

前后的人骨髓间充质干细胞植入海马脑区，观察细胞移

植对老年性痴呆大鼠学习记忆能力、海马超微结构的影

响，初步探讨其改善认知功能障碍的作用机制。

1 材料和方法

设计：随机对照动物实验。

时间及地点：于2009-02/2010-03在武警医学院生

理学与病理生理学教研室完成。

材料：

实验动物：老年雄性Wistar大鼠30只，鼠龄24个月，

体质量 (450±12) g，动物饲养室 12 h光-暗循环

(8:00~20:00)，温度20~25 ℃，湿度30%~60%，食

物和水自由摄取，适应喂养7 d后开始实验。

动物和营养饲料购自解放军军事医学科学院实验

动物中心，实验过程中对动物的处置符合2006年中国

科学技术部《关于善待实验动物的指导性意见》的规

定[6]。

细胞、试剂及仪器：

实验方法：

人骨髓间充质干细胞的培养及向神经细胞定向诱导分化：

将人骨髓间充质干细胞复苏培养，待细胞汇合约达80%
时，用2.5 g/L胰蛋白酶消化，按5×105个/瓶密度接种于

涂有纤维结合素的75 cm2培养瓶中，设立20瓶，10瓶进

行常规培养，另10瓶于接种24 h后弃去培养液，用解剖

液洗2次，加入神经细胞诱导分化液(10 μg/L BDNF、
20 μg/L bFGF、1 μmol/L RA)，隔日换液，诱导6 d。倒
置显微镜下观察诱导前后细胞形态变化。细胞用胰蛋白

酶-EDTA消化，并用含胎牛血清的培养液终止消化，制

成单细胞悬液，采用血球计数板计数法在显微镜下

(×100)进行计数，调整活细胞浓度为5×1011 L-1移植备

用。

老年性痴呆动物模型的制作：30只大鼠均建立老年性

痴呆模型，学习记忆测定在三等分“Y”型迷宫中进行，

让大鼠在迷路箱内适应3 min，顺时针给予灯光刺激(灯
光区为安全区，其余为刺激区)，待其逃避至安全区，灯

光继续作用15 s，然后停灯休息1 min，再给予第2次刺

激，依次重复40次，记录正确与错误的次数。满分为100
分，每出错1次扣2.5分。学习48 h后进行记忆测试，方

法同上。学习、记忆成绩均在50分以下者为成功自然衰

老痴呆模型大鼠。

实验分组：30只大鼠均成功造模，随机分为模型组、

干细胞移植组、分化细胞移植组，每组10只。

细胞移植：各组大鼠经3%戊巴比妥钠30 mg/kg腹腔

麻醉后，固定于脑立体定位仪上，头部备皮，75%乙醇

消毒手术区皮肤，无菌操作，切开皮肤，钝性分离，参

照《大鼠脑立体定位图谱》，选取双侧海马为移植区。

分化细胞移植组注射定向神经细胞诱导分化的人骨髓

间充质干细胞悬液4 μL(2×105个细胞)，注射速度为

1 μL/min，留针5 min；干细胞移植组注射等量常规培养

的人骨髓间充质干细胞；模型组注射等量生理盐水，局

部消毒，缝合皮肤。

取材和电镜观察海马超微结构：

取材：于移植后12周，对各组大鼠给予戊巴比妥钠

50 mg/kg过量麻醉后，打开胸腔，将圆头针从大鼠心尖

插入，经二尖瓣至主动脉，同时从右心耳剪开放血。先

向心脏内快速灌注生理盐水200 mL(4 ℃预冷)，观察到

从右心流出的液体变清亮，然后用40 g/L多聚甲醛

300 mL(4 ℃预冷)先快后慢灌注20 min。以动物肢体展

开变硬为标准，灌注完毕后立即断头，在冰盘上迅速取

出脑组织，剥离出双侧海马组织，置入2.5%戊二醛中

4 ℃冷藏。

电镜观察海马超微结构：之后将海马组织块送中国

医学科学院血液学研究所超微病理研究室，由后者完成

海马电镜标本制作，以及电镜下观察并摄片。

设计、实施、评估者：第一作者参与实验设计和实

施工作，由第二、三、四作者进行实验实施，第五作者

参与实验设计和评估工作，均经过系统培训，未使用盲

法评估。

统计学分析：由第三作者采用SPSS 13.0统计软件

包进行统计处理，计量资料以
_

x±s表示，组间比较行单

因素方差分析，以P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 各组大鼠均进入结果分析，

细胞、试剂与仪器 来源

人骨髓间充质干细胞

DMEM培养基、特级胎牛血清、L-谷
氨酰胺、青链霉素

纤维结合素、BDNF、bFGF、RA
多聚甲醛

MG-2型迷宫

脑立体定位仪

CO2培养箱

台式离心机

培养瓶

倒置相差显微镜

修块机、超薄切片机

透射电子显微镜

解放军军事医学科学院组织

工程中心

美国 HYCLONE公司

美国 SIGMA公司

上海化学试剂公司

张家港市生物仪器厂

日本光电公司

美国 FORMA SCIENTIFIC
公司

日本 KUBOTA公司

美国 CORNING公司

日本 NIKON公司

瑞典 LKB公司

日本日立公司
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中途无脱落。

2.2 动物一般情况 模型组大鼠较术前饮食减少，背

毛色暗、光泽差，呆卧少动且行动迟缓；干细胞移植组、

分化细胞移植组大鼠的一般情况均有所好转。

2.3 人骨髓间充质干细胞向神经细胞样细胞的诱导分

化 倒置相差显微镜下，骨髓间充质干细胞形态无明显

改变，呈梭形，增殖至细胞汇合时呈旋涡状排列；定向

诱导后骨髓间充质干细胞分化成神经细胞样细胞，具有

较长单极或多极的突起，胞体呈锥形或圆形，折光性较

强，细胞突起相互连接成网状。

2.4 细胞移植后大鼠学习记忆能力的改变 迷宫试验

检测结果显示，与移植前比较，移植后12周模型组大

鼠的学习、记忆分数均显著下降，差异有非常显著性

意义(P < 0.01)；干细胞移植组大鼠的学习、记忆分数

均有所提高，差异无显著性意义(P > 0.05)；分化细胞

移植组大鼠的学习、记忆分数均显著提高，差异有非

常显著性意义(P < 0.01)。移植后12周与模型组比较，

干细胞移植组、分化细胞移植组大鼠的学习、记忆分

数均显著提高，差异有非常显著性意义(P < 0.01)，见

表1。

2.5 细胞移植对老年性痴呆大鼠海马区神经细胞超微

形态结构的影响

模型组：模型组海马区神经细胞数量明显减少，多

数细胞发生明显退变，丧失完整结构，表现为部分胞

膜溶解，核固缩，核膜边界不清或内陷，核质不均匀，

异染色质增多、聚集成块、边集，胞质中细胞器明显

减少，线粒体膜不完整、肿胀并有空泡变性、嵴模糊

或断裂，粗面内质网肿胀减少、核糖体脱落，甚至见

胞浆空化，大多髓鞘崩解，见图 1a。
干细胞移植组：与模型组比较，干细胞移植组细胞

改变较轻微，可见少量神经细胞扭曲变形，核膜内陷，

少数细胞胞质浓缩，粗面内质网排列紊乱，部分髓鞘

崩解，见图 1b。
分化细胞移植组：分化细胞移植组多数神经细胞结

构正常，少数粗面内质网有轻度脱颗粒，见图 1c。

3 讨论

老年性痴呆是一种进行性中枢神经变性病，其临床

症状的特点是记忆和其他认知功能的显著减退，导致患

Figure 1 Hippocampus neural cells ultrastructure following
transplantation (Transmission electron microscope,
×10 000)

图 1 细胞移植后海马区神经细胞超微形态结构(透射电子
显微镜，×10 000)

a: Model group

b: Bone marrow mesenchymal stem cell transplantation group

c: Differentiation and transplantation group

aP < 0.01, vs. pretransplantation; bP < 0.01, vs. model group;BMSC: bone
marrow mesenchymal stem cell

表 1 各组大鼠学习记忆分数的比较
Table 1 Comparison of learning and memory scores in rats from

each group (
_

x±s, n=10, point)

Group
1 d pretransplantation 12 wk posttransplantation

Learning Memory Learning Memory

Model
BMSC
transplantatio
n
Differentiation
and
t l t ti

40.25±5.06
39.75±4.48

39.00±4.59

43.25±3.92
40.00±4.56

41.25±4.45

35.75±4.09a
44.75±6.92b

49.25±6.67ab

36.75±4.72a
47.25±9.92b

49.50±6.32ab
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者无法正常思考与判断，必须由他人照料生活。由于老

年性痴呆的发病机制复杂不清，目前尚无治愈该病的有

效方法。几十年研究已充分证实，老年性痴呆患者认知

功能障碍主要是由于脑内胆碱能系统功能失调所致 [7]，

其中前脑基底核胆碱能系统与学习记忆功能关系最为

密切，这些核团聚集脑内90%以上的胆碱能神经细胞，

由这些细胞向皮质的投射尤其集中于杏仁核及海马区，

它们是对学习记忆以及痴呆性疾病其他功能起皮质作

用的脑区，也总是老年性痴呆早期最严重受损的脑区。

海马又是老年性痴呆患者脑内发生病变最主要的部位，

老年性痴呆患者海马区胆碱乙酰化酶活性缺失。若将能

合成乙酰胆碱的细胞植入海马，理论上讲是可以起到明

显的治疗作用。中枢神经系统变性的组织不能自然恢

复，而成体内存在的内源性神经干细胞虽能启动自发修

复反应，但数量极有限，因此体外诱导多能干细胞分化

为目的细胞，进行细胞移植以修复受损的神经组织，一

直是干细胞研究的热点。

目前用于移植的细胞主要有胚胎干细胞、神经干细

胞和间充质干细胞[8]，而前两者无法在临床上推广应用，

由于存在难以克服的困难，主要限制因素是存在伦理道

德问题和取材非常困难。进一步的研究表明骨髓间充质

干细胞体外诱导可分化形成具有胆碱能神经表型的细

胞[9]，从而解决了从脑组织分离神经干细胞所遇到的临

床操作问题，更能避免免疫排斥反应，使得自体移植治

疗老年性痴呆成为可能。因此，骨髓间充质干细胞作为

老年性痴呆细胞治疗的理想细胞[10-12]，具有十分广阔的

临床应用前景。

一个理想动物模型的选择对科学研究的意义至关

重要，由于老年性痴呆的病因不详、发病机制不明确，

导致老年性痴呆动物模型多是根据疾病的临床表现、病

理变化或神经生化改变来制备的[13-15]，一种模型一般只

模拟了该病的某些方面和特征，目前尚无建立起能全面

再现模拟老年性痴呆病理、生化、行为学等全面特征的

老年性痴呆动物模型。老年性痴呆是一种与年龄密切相

关的疾病，多见于60岁以上的老年人，衰老因素在其发

病过程中占有重要地位[16-17]，衰老所特有的病理生理改

变，是用年轻动物制作的动物模型所不能替代的，自然

衰老痴呆模型是基于不同的个体对衰老的易感性不同，

通过行为筛选的方式将衰老并具有明显认知功能障碍的

个体选出，特点是自然衰老，具有类似老年性痴呆全身

多系统衰老的表现，且其神经系统的损害属于自然发生，

适合于治疗方法的筛选和疗效评价[18]。所以实验制作自

然衰老痴呆大鼠模型作为研究老年性痴呆认知功能障碍

的理想模型，可为临床应用骨髓间充质干细胞治疗老年

性痴呆提供实验资料，具有一定的理论性和应用性。

透射电镜显示老年性痴呆大鼠的海马神经细胞超

微结构发生了明显的损伤[19-20]，甚至出现细胞的变性坏

死。以往研究证实，海马与记忆功能密切相关，海马神

经细胞坏死后形成苔藓纤维出芽，苔藓纤维沿海马隔颞

轴横向及纵向延伸，并在局部形成结构重组，这些均能

显著影响海马的信息加工功能，从而导致记忆功能障

碍。实验结果显示，模型组大鼠学习记忆成绩均下降，

与术前相比差异有显著性意义(P < 0.01)，是大鼠自然

衰老海马神经细胞变性坏死所致。Mahmood等[21]通过

静脉注射骨髓间充质干细胞治疗大鼠脑损伤模型，认为

进入脑内骨髓间充质干细胞所分泌的神经营养因子，对

模型动物的神经功能恢复至关重要，而脑内骨髓间充质

干细胞分化为神经细胞样细胞因为数量很少，所起的作

用有限。大量实验研究证实骨髓间充质干细胞能分泌神

经生长因子、脑源性神经营养因子、胰岛素样生长因子

1、转化生长因子β1等因子[22]，生长因子作为胞外的分

子信号进一步发挥作用来调节骨髓间充质干细胞的分

化，并且能联合分化后的细胞共同发挥作用。实验结果

发现，干细胞移植组大鼠学习记忆成绩均提高，与移植

前相比差异无显著性意义(P > 0.05)，说明骨髓间充质

干细胞在海马内的单独作用有限。由于老年性痴呆的认

知功能障碍与海马内ChAT活性降低有关，人们试图通

过增加海马内ACh含量来改善患者的临床症状，故实验

将定向神经诱导的骨髓间充质干细胞植入海马区，以期

达到治疗目的。作者发现分化移植组大鼠学习记忆成绩

均提高，两者与移植前相比，差异均有显著性意义(P <
0.01)，可能是因分化移植组细胞中含能合成与释放ACh
的胆碱能神经细胞所致，推测其治疗作用可能是通过其

分泌的多种神经营养因子以及定向分化为丢失的神经

细胞双重机制，从而起到神经保护和功能修复作用。

总之，海马区神经细胞变性程度，与动物学习记忆

能力损害程度呈正相关，未分化的骨髓间充质干细胞植

入海马可使老年性痴呆大鼠的认知能力得到一定程度的

恢复，定向神经诱导分化的骨髓间充质干细胞移植治疗

能明显提高老年性痴呆大鼠的认知能力，提示骨髓间充

质干细胞移植对痴呆大鼠的认知功能障碍有一定的治疗

作用，通过减少海马组织内神经细胞变性坏死可能是其

改善老年性痴呆大鼠认知功能障碍的作用机制之一。
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传授在顶级期刊发表文章的注意事项及相关经

验。

玛丽·贝丝·哈梅尔(Mary Beth Hamel)
博士，哈佛大学医学院副教授。担任《美国医

学会杂志》(JAMA)、《内科学年鉴》(Ann Intern
Med)、《普通内科学杂志》(J Gen Intern Med)
等审稿人，2002年起担任《新英格兰医学杂志》

(N Engl J Med)副总编辑。

2009年，《新英格兰医学杂志》收到论著、

通讯文章、医学影像等各种形式投稿共计

14725篇，最终发表1690篇(11.5%)，其中论著

仅231篇(4.8%)，稿件评审流程见下图。

玛丽·贝丝·哈梅尔博士认为一份稿件能

否被刊登，取决于以下4方面情况。

1.重要性：研究结果将改变或影响医疗实践；

研究可以加深我们对疾病生物学原理的理解。

2.提供丰富的信息：研究丰富了现有资料；

研究结论提供了明确的方向，且结论是根据研

究数据而得出，无商业性或其他原因所致偏倚。

3.创新性：研究开创了新领域或有新突破；提

出了新的治疗手段；解决了有争议的重大问题。

4.符合伦理学标准：研究方案获得了机构审

查委员会（IRB）或伦理委员会批准，且尽量使

受试者的风险达到最低；在随机对照研究中，

应获取患者的书面知情同意，并且对照组的选

择亦应符合伦理学原则。

另外，稿件被退回的原因主要有以下3种。

首先，论文质量不高，科学性存在瑕疵；

其次，创新性不够，研究证实了既往研究结果

但并未推动相关领域的学术进展；最后，研究

内容集中于某一专科，不具备普遍影响力，更

适宜在专科期刊上发表。

由于《新英格兰医学杂志》容量的限制，

每年只能刊登200~250篇论著，因此，将由该

刊编辑择优决定最终可以刊登的稿件。

文章来源：中国医学论坛报。

来自本文课题的更多信息--

基 金 资 助 ： 天 津 市 应 用 基 础 研 究 计 划 项 目

(07JCYBJC08200)，课题名称“骨髓间充质干细胞分化及
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课题的意义：分别将人骨髓间充质干细胞和定向神经诱

导的骨髓间充质干细胞移植到老年性痴呆模型大鼠的海马

脑区，创立了人骨髓间充质干细胞治疗老年性痴呆认知功能

障碍的新方法，其成果可以推广至其他神经系统疾病干细胞

治疗的基础研究，具有潜在和巨大的应用价值。

课题评估的“金标准” ：实验对大鼠学习记忆能力测

定采用经典方法，即使用三等分“Y”型迷宫试验。

课题的偏倚与不足：课题设计上应追加青年组和正常老

年组大鼠，这样比较细胞移植对大鼠认知能力的影响更有说

服力；另外，需增加时间点，动态观察细胞移植后多个时间

点大鼠学习记忆能力和海马超微结构的改变会更为合理。

提供临床借鉴的价值：骨髓间充质干细胞移植可减少海

马组织神经细胞变性坏死，对老年性痴呆大鼠的认知功能障

碍有一定的改善作用，具有较强的理论意义和较好的临床应

用前景。
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