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脑源性神经营养因子基因修饰骨髓间质干细胞移植痴呆大鼠大脑皮质及
海马tau蛋白、β-淀粉样蛋白及神经元超微结构的变化*☆

魏昌秀1，代 宏1，陈松林2

Effects of bone marrow mesenchymal stem cells modified with brain-derived neurotrophic factor
gene on tau protein, beta-amyloid and neuronal ultrastructure in the cerebral cortex and
hippocampus of an Alzheimer’s disease rat

Wei Chang-xiu1, Dai Hong1, Chen Song-lin2

Abstract

BACKGROUND: Our previous studies indicted that bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) modified by brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) gene could ameliorate the memory function of Alzheimer’s disease (AD) rat.
OBJECTIVE: To observe the effect of BDNF gene-modified BMSCs transplantation on tau protein phosphorylation and
beta-amyloid (Aβ) in the cerebral cortex and hippocampus, and neuron ultrastructure in the hippocampal CA1 region of AD model
rat.
METHODS: After AD models were established by Aβ stereotactic injection into lateral cerebral ventricle, BDNF modified and
unmodified BMSCs were implanted into AD model. One month after transplantation, the expressions of total tau protein and tau
hyperphosphrylation in cerebral cortex and hippocampus were detected using Western blotting method. Aβ 40 and Aβ 42 were
detected by enzyme-linked immunosorbent assay, and the hippocampal CA1 neuron ultrastructures were observed via
transmission electron microscope.
RESULTS AND CONCLUSION: BDNF-modified BMSCs could decrease expression of total tau protein and tau
hyperphosphrylation in the cerebral cortex and hippocampus and reduce Aβ 40 and Aβ 42 expression in the cerebral cortex and
hippocampus. In AD model group, there were obvious degeneration of organells, such as disruption of rough endoplasmic
reticulum, reduction of ribosome, mitochondrial swelling, blurred nuclear membrane. BDNF-modified BMSCs could reduce
above-described changes. Its effect was more significant than unmodified BMSCs group.

Wei CX, Dai H, Chen SL. Effects of bone marrow mesenchymal stem cells modified with brain-derived neurotrophic factor gene
on tau protein, beta-amyloid and neuronal ultrastructure in the cerebral cortex and hippocampus of an Alzheimer’s disease
rat.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(45): 8421-8425.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：课题组前期的研究表明，重组脑源性神经营养因子基因修饰的骨髓间质干细胞脑内移植可以改善阿尔茨海默病鼠的

认知功能。

目的：观察脑源性神经营养因子基因修饰的骨髓间充质干细胞移植对阿尔茨海默病鼠大脑皮质及海马 tau蛋白磷酸化、β-
淀粉样蛋白及海马 CA1区神经元超微结构的影响。

方法：采用侧脑室立体定向注射β-淀粉样肽建立阿尔茨海默病动物模型，取单纯或经脑源性神经营养因子基因修饰的骨髓

间质干细胞移植，1个月后采用Western bloting 方法检测大脑皮质及海马组织总 tau蛋白及磷酸化的 tau蛋白表达，以

ELISA方法检测β-淀粉样蛋白 40，β-淀粉样蛋白 42含量，同时透射电镜观察海马 CA1区神经元超微结构的变化。

结果与结论：①脑源性神经营养因子修饰的骨髓间质干细胞能够降低大脑皮质及海马组织总 tau蛋白及磷酸化的 tau蛋白表

达，降低大脑皮质及海马β-淀粉样蛋白 40和β-淀粉样蛋白 42表达。②模型组大鼠海马 CA1区神经元出现粗面内质网扩张、

膜断裂，线粒体数目减少、线粒体肿胀、核膜不清等改变，脑源性神经营养因子基因修饰的骨髓间质干细胞对上述改变有

减轻作用，较骨髓间质干细胞未修饰组明显。

关键词：骨髓间充质干细胞；脑源性神经营养因子；基因修饰；阿尔茨海默病；tau；β-淀粉样蛋白
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0 引言

阿尔茨海默病(Alzheimer disease，AD)最
早表现是海马病变所致的记忆缺损，接着是大

脑皮质病变，最终导致记忆减退及语言、空间

等认知功能降低。AD的病理特征包括大脑局部

尤其是海马和皮质神经元退行性变化，细胞内

神经原纤维缠结和细胞外老年斑沉积 [1-2]，其

中老年斑的主要毒性成分为β-淀粉样蛋白

(β-amyloid，Aβ)，神经纤维缠结的主要成分为

磷酸化的tau蛋白。

课题组前期的研究发现脑源性神经营养因

子(brain derived neurotrophic factor，BDNF)
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基因修饰骨髓间充质干细胞 (bone marrow derived
stroma cell，BMSCs)移植治疗AD模型大鼠，可明显改

善学习记忆功能[3]，本实验进一步研究BDNF基因修饰

BMSCs移植对AD模型大鼠大脑皮质及海马组织tau蛋
白磷酸化、Aβ含量以及神经元超微结构的影响，为

BMSCs移植和基因治疗AD的临床应用提供实验基础。

1 材料和方法

设计：随机对照，细胞学观察和蛋白分子水平检测。

时间及地点：实验于2007-06/2008-03在中山大学

第一附属医院神经病学实验室及贵阳医学院病理科完

成。

材料：

实验动物：清洁级雄性SD大鼠48只，体质量210~
260 g，由中山大学医学院实验动物中心提供，动物合

格证号：粤监证字2005A060。出生3 d的清洁级SD大鼠

10只，由中山大学医学院实验动物中心提供，动物合格

证号：0008782。
主要试剂和仪器：

实验方法：

BMSCs分离培养：取出生3 d的SD大鼠后肢股骨骨

髓，制备、接种、培养、传代制备BMSCs[3]。
BDNF基因修饰BMSCs：参照文献[4]方法构建BDNF

重组复制缺陷型腺病毒，经激光共聚焦显微镜观察，标

记基因绿色荧光蛋白和目的基因BDNF在BMSCs均有

表达[3]。

动物造模及分组：选取清洁级雄性SD大鼠48只，随

机数字表法分为4组：正常对照组、损伤模型组、BDNF
基因修饰组、BMSCs未修饰组，每组12只。除正常对

照组外，其余3组大鼠左侧脑室立体定向注射β-淀粉样

肽建立阿尔茨海默病动物模型。

脑内细胞移植：造模后12 d，分别将BDNF基因修饰

的BMSCs、未修饰的BMSCs侧脑室注射至BDNF基因

修饰组、BMSCs未修饰组大鼠。正常对照组和损伤模

型组不予干预。实验时间1个月，结束后进行以下检测。

Western blotting方法检测大脑及海马组织总 tau蛋白以

及磷酸化tau蛋白的表达：动物麻醉后立即冰上断头取海马

及皮质置-70℃冰箱备用，取出标本按照1∶9加入匀浆

缓冲液，冰上裂解，匀浆，15 000 r/min离心30 min，
取上清，以考马斯亮蓝G250结合法测定样品蛋白含量。

等量蛋白样品经10%SDS-PAGE分离后，电转至硝酸纤

维素膜上，5%脱脂奶粉封闭4℃过夜，加一抗(分别为单

克隆小鼠抗大鼠 IgG tau-5，多克隆兔抗鼠 IgG p-tau
Ser199/202)室温摇晃2 h，加辣根过氧化物酶标记的二

抗室温摇晃1 h，以上步骤间用TTBS洗10 min 3次。暗室

内增强的化学发光反应显色，X射线片曝光，显影，定影，

底片用JVC ky-F30B 3-CD图像摄录输入仪输入计算机，

以德国KONTRON IBAS 2.0全自动图像分析系统进行图

像分析，分别以 tau各条带的OPTDI(面积与平均吸光度

之乘积)与β-actin的OPTDI的比值作为其相对表达量。

ELISA方法检测大脑及海马Aβ40，Aβ42含量：冰上迅速

分离海马及大脑皮质，按照2.5 mL/g加入相当体积的冰

生理盐水，用匀浆器将组织研磨，然后冰浴下超声粉碎

制成匀浆，4℃下10 000 r/min离心10 min，取上清液。

严格按照Aβ检测试剂盒说明书进行操作。

海马CA1区超微结构观察：取一侧海马，电镜固定液

固定，戊二醛、锇酸双固定，系列乙醇梯度脱水，环氧

丙烷过渡，Ep812包埋，切片，醋酸双氧铀、硝酸铅双

重染色、透射电镜观察。

主要观察指标：观察大脑皮质及海马总tau蛋白以

及磷酸化tau蛋白的表达、Aβ40，Aβ42含量以及海马

CA1区超微结构的变化。

统计学分析：采用SPSS 11.0统计软件进行。使用

方差分析，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 参加实验动物48只，中途造

模过程模型组死亡1只，为了各组数量一致，最终进入

结果分析动物44只，每组11只。

2.2 Western boltting 方法检测p-tau(Ser199/ 202)及
tau-5蛋白的表达 损伤模型组大脑皮质及海马总tau及
磷酸化tau明显升高，与BMSCs未修饰组、BDNF修饰

组、正常对照组相比差异有显著性意义(P < 0.01)，而

BMSCs未修饰组、BDNF修饰组、正常对照组之间差异

无显著性意义(P > 0.05)。见图1，2，表1。

试剂及仪器 来源

Aβ40，Aβ42 Elisa试剂盒

多克隆兔抗鼠 IgG p-tau
(Ser199/202)

单克隆小鼠抗大鼠 IgG tau-5
全自动图像分析系统

倒置显微镜

福建迈新生物开发技术有限公司

武汉博士徳公司

BD Pharmingen 公司

德国 KONTRON IBAS 2.0
LEICA

Figure 1 Expression of p-tau in each group
图 1 各组 p-tau表达

1 2 3 4

1: Model group; 2: Unmodified MSCs group; 3: BDNF modified MSCs
group; 4: Normal group

p-tau
β-action

Mr 68 000



魏昌秀，等. 脑源性神经营养因子基因修饰骨髓间质干细胞移植痴呆大鼠大脑皮质及海马 tau 蛋白、……

ISSN 1673-8225 CN 21-1539/R CODEN: ZLKHAH 8423

www.CRTER.org

2.3 ELISA方法检测大脑皮质及海马Aβ表达 见表

2。

模型组大脑皮质及海马Aβ40，Aβ42表达最高，与

BMSCs未修饰组、BDNF修饰组、正常对照组相比差异

有显著性意义(P < 0.01)，BMSCs未修饰组表达量较高，

与BDNF修饰组、正常对照组相比差异有显著性意义

(P < 0.05，或P < 0.01)，而BDNF修饰组与正常对照组

之间差异无显著性意义(P > 0.05)。
2.4 海马CA1区神经元超微结构的影响

光学显微镜观察：模型组海马CA1区细胞层数最少，

细胞面积最小，细胞间距离较大。正常对照组海马CA1
区细胞层数最多，胞体面积最大，细胞间联系密切，间

距小。BDNF修饰组、BMSCs未修饰组介于两者之间，

且BDNF修饰组细胞层数和胞体面积较BMSCs未修饰

组多。见图3。

透射电子显微镜观察：

海马CA1区神经细胞：模型组神经纤维突起较少，

细胞器结构较模糊，细胞周围空洞明显。正常对照组神

经纤维突起明显增多，细胞器结构较清晰，细胞周围空

洞不明显。BDNF修饰组及BMSCs未修饰组处于两者之

间，且BDNF修饰组较BMSCs未修饰组神经纤维突起

多，细胞结构清晰，见图4。

粗面内质网及核糖体变化：模型组粗面内质网偶有

Figure 3 Structures of hippocampal CA1 region under light
microscope in each group (×200)

图 3 光镜下各组海马 CA1区结构(×200)

a: Hippocampal CA1 region in the
model group

表 1 各组大脑皮质及海马 p-tau(Ser199/202)和 tau-5的表达
量

Table 1 Expression of p-tau (Ser199/202) and tau-5 in the
cerebral cortex and hippocampus in each group

(
_

x±s, n=11)

BDNF: brain-derived neurotrophic factor; BMSCs: bone marrow
mesenchymal stem cells; aP < 0.01, vs. model group

Group p-tau Tau-5

Normal 1.42±0.22a 1.43±0.24a
BDNF modified BMSCs 1.63±0.33a 1.27±0.26a
Unmodified BMSCs 1.84±0.61a 1.44±0.26a
Model 2.81±0.74 2.97±0.05

Figure 2 Expression of tau-5 in each group
图 2 各组 tau-5表达

1 2 3 4

1: Model group; 2: Unmodified MSCs group; 3: BDNF modified MSCs
group; 4: Normal group

tau-5

β-action

表 2 各组大脑皮质及海马 Aβ的表达量
Table 2 Expression of beta-amyloid (Aβ) in the cerebral cortex

and hippocampus in each group (
_

x±s, n=10)

BDNF: brain-derived neurotrophic factor; BMSCs: bone marrow
mesenchymal stem cells; aP < 0.01, vs. model group; bP < 0.01, cP < 0.05,
vs. unmodified BMSCs group

Group Aβ40 (pg/mg) Aβ42 (pg/mg)

Normal 58.42±4.82ab 72.43±5.24ab
BDNF modified BMSCs 63.83±5.33ac 77.17±6.26ac
Unmodified BMSCs 69.14±6.21a 83.44±6.26a
Model 79.81±6.74 93.97±7.05

b: Hippocampal CA1 region in the
unmodified BMSCs group

c: Hippocampal CA1 region in the
BDNF modified BMSCs group

d: Hippocampal CA1 region in the
normal group

BDNF: brain-derived neurotrophic factor; BMSCs: bone marrow
mesenchymal stem cells

Figure 4 Neuronal structures in the hippocampal CA1 region
under electron microscope in each group (×1 000)

图 4 电镜下各组海马 CA1区神经元观察(×1 000)

a: Model group b: Unmodified BMSCs group

c: BDNF modified BMSCs group d: Normal group

BDNF: brain-derived neurotrophic factor; BMSCs: bone marrow
mesenchymal stem cells

Mr 68 000



魏昌秀，等. 脑源性神经营养因子基因修饰骨髓间质干细胞移植痴呆大鼠大脑皮质及海马 tau 蛋白、……

P.O. Box 1200, Shenyang 110004 cn.zglckf.com8424

www.CRTER.org

扩张或膜结构断裂，核糖体数目明显减少。正常对照组

粗面内质网发育尚好，核糖体较多。BDNF修饰组及

BMSCs未修饰组处于两者之间，且BDNF修饰组较

BMSCs未修饰组核糖体数目多，膜结构完整，见图5。

线粒体变化：模型组线粒体肿胀、核膜增厚，嵴断

裂或萎缩成中空状。正常对照组线粒体数目最多，无明

显肿胀，核膜完整。BDNF修饰组及BMSCs未修饰组偶

见线粒体肿胀及嵴断裂，无明显空泡化，且BDNF修饰

组上述变化较BMSCs未修饰组轻，见图6。

细胞核：模型组细胞核核膜模糊，核周池不清，染

色质呈凝聚样改变，核周空泡明显。正常对照组细胞核

核膜清晰，染色质正常，无核周空泡。BDNF修饰组及

BMSCs未修饰组介于二者之间，且BDNF修饰组上述变

化较BMSCs未修饰组轻，见图7。

3 讨论

很多证据表明Aβ是诱导AD发生的主要病理环节。

①几乎在所有AD患者脑中都发现了大量淀粉样斑块沉

积和神经末梢退化等改变，而在与学习记忆相关区域斑

块数量直接与脑损害程度成正比[5]。②在已发现的4个
AD基因中，APP，PS1，PS2的变异都导致Aβ生成增

多[6-7]。③Aβ可通过引起氧化应激和Ca2+超载，激活细

胞内凋亡因子，使线粒体发生肿胀，导致线粒体功能障

碍，造成mtDNA缺失或突变，影响细胞色素氧化酶的活

性，导致神经元能量代谢障碍，从而发生神经元退行性

变[8-9]。④Aβ可以启动线粒体途径的细胞凋亡程序引起

神经元凋亡[10]。⑤Aβ还可激活神经胶质细胞，释放细胞

因子和炎症递质，产生炎症反应，从而损伤神经细胞[11]。

神经纤维缠结主要成分为成对螺旋丝，tau蛋白是组成

成对螺旋丝/神经纤维缠结的惟一必需成分。Tau蛋白过

度磷酸化不仅使其本身促微管组装活性降低，还通过消

耗正常tau、微管相关蛋白MAP1和MAP2进一步破坏微

管，导致神经元功能紊乱和退行性变。已报道明确的磷

酸化位点有超过30个，其中Ser199/202位点高度磷酸化

在一些实验模型中被认为是tau早期磷酸化的标志。同

时该位点过度磷酸化被认为是AD经纤维缠结的早期状

Figure 5 Neuron rough endoplasmic reticulum and ribosome
changes in different groups (×2 000)

图 5 各组神经元粗面内质网和核糖体变化(×2 000)

a: Model group b: Unmodified BMSCs group

c: BDNF modified BMSCs group d: Normal group

BDNF: brain-derived neurotrophic factor; BMSCs: bone marrow
mesenchymal stem cells

Figure 6 Neuron mitochondrion changes in different groups
(×2 000)

图 6 各组神经元线粒体变化(×2 000)

a: Model group b: Unmodified BMSCs group

c: BDNF modified BMSCs group d: Normal group

BDNF: brain-derived neurotrophic factor; BMSCs: bone marrow
mesenchymal stem cells

Figure 7 Neuron nucleus changes in different groups (×2 000)
图 7 各组神经元细胞核变化(×2 000)

a: Model group b: Unmodified BMSCs group

c: BDNF modified BMSCs group d: Normal group

BDNF: brain-derived neurotrophic factor; BMSCs: bone marrow
mesenchymal stem cells
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态[12]。

有大量证据提示AD患者海马组织、颞叶皮质及其他

可能皮质区域有BDNFmRNA及其蛋白降低[13]。有研究显

示BDNF可以保护海马和基底前脑胆碱能神经元免于损

伤，BDNF有使突触功能和结构长时程改变的能力[14]。近

年来，转基因技术向中枢神经系统输入神经营养因子成

为一种理想手段。2002年Murray等[15]将脑源性神经营养

因子基因修饰的成纤维原细胞用于移植治疗脊髓损伤获

得很好的疗效。Klein等[16]的研究表明将含有神经营养因

子的腺病毒相关病毒载体注射入大鼠隔区对胆碱能神经

元具有保护作用，可以减缓胆碱能神经元的退行性病变。

BMSCs具有高度的自我复制能力和多向分化潜

能，它可以向3个胚层的多种组织细胞分化，如来源于

外胚层的神经元、神经胶质细胞等。新近有研究表明它

能通过血脑屏障，本身就有分化为神经元和星形胶质细

胞的潜能，故被认为是一种较纤维原细胞更理想的载体

细胞[17]。课题组前期研究发现BDNF修饰的骨髓间质干

细胞对阿尔茨海默病鼠学习记忆有改善作用 [3]，该实验

中研究发现Aβ脑室内注射可以增加阿尔茨海默病鼠大

脑皮质及海马Aβ40，42含量，加重tau蛋白磷酸化的程

度，导致学习记忆相关区域神经元发生退行性变，而

BDNF修饰的BMSCs则可以降低阿尔茨海默病鼠大脑

皮质及海马Aβ40，42含量，减轻tau蛋白磷酸化，减轻

海马CA1区神经元退行性变，对神经元具有保护作用，

且上述作用优于未修饰的BMSCs。推测其发生作用的

可能机制有脑源性神经营养因子修饰后的BMSCs产生

脑源性神经营养因子，而脑源性神经营养因子对基底前

脑胆碱能神经元具有保护作用 [18]；另外移植脑内的

BMSCs可能有部分在内环境中分化为胆碱能神经元，

补充了胆碱能神经元的丢失[19]。脑源性神经营养因子对

Aβ所致神经毒性可能具有一定保护作用。
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