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　 　 【摘要】 　 目的　 观察神经干细胞(ＮＳＣｓ)联合神经生长因子(ＮＧＦ)纳米粒海马移植对 ＡＰＰ / ＰＳ１ 双转基

因小鼠行为学及海马突触素(ＳＹＰ)的影响ꎮ 方法　 体外分离培养增强型绿色荧光蛋白(ＥＧＦＰ)转基因小鼠胎

脑来源 ＮＳＣｓꎬ２４ 只 １２ 月龄雄性 ＡＰＰ / ＰＳ１ 双转基因 ＡＤ 小鼠随机分入 ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移植组(ＮＳＣｓ＋
ＮＧＦ￣ＮＰ 组)、ＮＳＣｓ 移植组(ＮＳＣｓ 组)和 ＡＤ 对照组(ＡＤ 组)ꎬ每组 ８ 只ꎬ另选 ８ 只同月龄雄性野生型小鼠作为

健康对照组(ＷＴ 组)ꎮ ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组和 ＮＳＣｓ 组分别行 ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移植和 ＮＳＣｓ 移植ꎬ其余两

组均行等量磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)注射ꎬ移植部位为双侧海马区ꎮ 移植 ４ 周后ꎬ采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测 ４ 组小

鼠学习记忆功能ꎬ用免疫荧光组化法检测移植细胞的迁移与分化ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＹＰ 蛋白水平ꎮ 结果　 体

外悬浮培养的神经球表达 ＥＧＦＰ 阳性ꎬ免疫荧光显示 ＮＳＣｓ 特异性标志物 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性ꎮ 移植 ４ 周后ꎬ可见

ＥＧＦＰ示踪的 ＮＳＣｓ 在海马注射移植部位存活并向胼胝体ꎬ海马深部和齿状回迁移ꎬ可分化为双皮质素(ＤＣＸ)
阳性神经元及胶质纤维酸性蛋白(ＧＦＡＰ)阳性胶质细胞ꎬ并可见 ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组存活细胞数量较多ꎬ突起较

长ꎬ穿越海马颗粒层ꎮ 海马突触相关蛋白 ＳＹＰ 检测显示ꎬ ＷＴ 组、ＮＳＣｓ 组和 ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组海马 ＳＹＰ 蛋白

水平较 ＡＤ 组明显增高(Ｐ<０.０５)ꎬＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组 ＳＹＰ 蛋白水平明显高于 ＮＳＣｓ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ且与 ＷＴ 组比

较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 水迷宫检测显示ꎬ与 ＡＤ 组比较ꎬＷＴ 组、ＮＳＣｓ 组和 ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组在平

台象限停留时间及穿越平台次数均增加(Ｐ<０.０５)ꎬＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组穿越平台的次数大于 ＮＳＣｓ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ
且与 ＷＴ 组比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒海马移植治疗可能促进移植细

胞在体内存活及成熟ꎬ增加海马突触ꎬ从而改善 ＡＤ 小鼠学习记忆功能ꎮ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＮＳＣｓ) ａｎｄ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ (ＮＧＦ) ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｏｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ (ＳＹＮ) ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＡＰＰ / ＰＳ１ ｄｏｕｂｌｅ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｏｎ
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ｇｒｏｕｐ (ＡＤ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｅａｃｈ ｏｆ ８. Ａｎｏｔｈｅｒ ８ ｈｅａｌｔｈｙ ｍａｌｅ ｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｓ ｆｏｒｍｅｄ ａ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＷＴ ｇｒｏｕｐ). Ｔｈｅ
ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ ａｎｄ ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ＮＳＣｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＮＧＦ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｏｒ ＮＳＣｓ ａｌｏｎｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
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ｔｅｄ ｉｎｔｏ ＤＣＸ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ＧＦＡＰ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｌａｒｇｅｒ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｌｏｎｇｅｒ ｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｈａｄ ｃｒｏｓｓｅｄ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｇｒａｎｕｌａｒ ｌａｙｅｒ. Ｔｈｅ ａｖｅｒ￣
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Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (２０１７Ａ０３０３１３９０７)
ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２０.０８.００１

　 　 阿尔茨海默病(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＤ)是一种起
病隐匿且进行性发展的神经系统退行性疾病ꎬ目前尚
无有效的治疗方法ꎮ 研究显示ꎬＡＤ 患者存在广泛的
神经突触丢失ꎬ早在发生认知功能障碍之前ꎬ前额皮

质、海马存在突触功能异常[１]ꎬ突触损伤参与 ＡＤ 发生

及发展的整个过程[２]ꎮ 神经干细胞(ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎬ
ＮＳＣｓ)移植治疗是目前 ＡＤ 研究的热点之一ꎬ如何提高

ＮＳＣｓ 移植入脑内的存活率及诱导定向分化仍是研究
者们关注的焦点ꎮ 研究表明ꎬ神经生长因子 ( ｎｅｒｖｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＮＧＦ)可在体内外促进 ＮＳＣｓ 增殖、存活
及分化ꎬ给予外源性 ＮＧＦ 能够改善 ＡＤ 模型鼠的认知

功能[３]ꎬ但 ＮＧＦ 作为一种大分子蛋白质ꎬ难以透过血

脑屏障ꎬ反复脑内注射给药易导致感染等并发症ꎮ 笔
者前期研究证实ꎬ复乳化溶剂扩散法制备 ＮＧＦ 纳米粒

有较好的缓释作用ꎬ并在体外可促进伸进干细胞分化

为神经元[４ꎬ ５]ꎮ 本研究采用增强型绿色荧光蛋白(ｅｎ￣
ｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＥＧＦＰ)示踪的 ＮＳＣｓ 联
合 ＮＧＦ 纳米粒海马移植ꎬ观察 ＮＳＣｓ 迁移分化ꎬ旨在探
讨其对 ＡＤ 鼠行为学及海马突触素 ( ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎꎬ
ＳＹＰ)的影响ꎬ为 ＡＤ 的细胞移植治疗提供参考ꎮ

材料与方法

一、材料

１.实验动物:５ 月龄雄性 ＡＰＰ / ＰＳ１ 转基因 ＡＤ 小

鼠 ２４ 只(实验动物合格证号 ４４００７２０００３８８１７)ꎬ由广
东省实验动物中心提供ꎬＳＰＦ 级饲养至 １２ 月龄ꎻ同月
龄雄性野生型小鼠(ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬＷＴ)８ 只ꎬ由广州中医药

大学实验动物中心提供 (许可证号 ＳＣＸＫ 粤 ２０１３￣
００３４)ꎻ广泛表达 ＥＧＦＰ 的 Ｃ５７ＢＬ / ６￣转基因小鼠(３
只)购自南京大学￣南京生物医药研究院(许可证号
ＳＣＸＫ 苏 ２０１５￣０００１)ꎬ购回后交配育种ꎬ实验中所使用

的 ＮＳＣｓ 来自孕 １２.５~１４.５ ｄ 的胎鼠脑ꎮ
２.实验主要试剂:Ｄ￣Ｈａｎｋｓ 平衡盐溶液、细胞消化

酶(Ａｃｃｕｔａｓｅ)、Ｂ２７ 添加剂、杜氏改良培养基(Ｄｕｌｂｅｃ￣
ｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ / Ｆ１２)、神经基础培

养基(ＮｅｕｒｏｂａｓａｌꎬＧｉｂｃｏ 公司)、青￣链霉素溶液(Ｓｉｇｍａ
公司)ꎻ碱性成纤维细胞生长因子 ( ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬｂＦＧＦ)、表皮生长因子( ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒꎬＥＧＦ)、ＮＧＦ 由 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司提供ꎻ甲基封端的
聚乙二醇￣聚乳酸聚乙醇酸聚合物(ＭｅＰＥＧ￣ＰＬＧＡ)由

岱罡生物科技有限公司提供ꎬ聚乙烯醇(Ｓｉｇｍａ 公司)、
二氯甲烷和丙酮(国产分析纯)ꎻ小鼠抗巢蛋白(Ｎｅｓ￣
ｔｉｎ)抗体、小鼠抗胶质纤维酸性蛋白( ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａ￣
ｃｉｄｉｃ ｐｏｒｔｅｉｎꎬＧＦＡＰ)抗体(Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ兔抗双皮质
素(ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎꎬＤＣＸ) 抗体、兔抗 ＳＹＰ 抗体( ＣＳＴ 公

司)ꎻ辣根过氧化物酶(Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标
记驴抗兔 ＩｇＧ(Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司)、羊抗小鼠 ＩｇＧ￣
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８、驴抗兔 ＩｇＧ￣Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ ( Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎮ

二、研究方法

１. ＮＧＦ 纳米粒制备:参照课题组优化处方及方

法[５]ꎬ以 ＭｅＰＥＧ￣ＰＬＧＡ 作为药物载体ꎬ牛血清白蛋白

(ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬＢＳＡ)浓度为 ２００ ｍｇ / ｍｌ、聚乙

二醇￣聚乳酸聚乙醇酸共聚物(ｐｏｌｙ ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ￣ｐｏｌｙ
ｌａｃｔｉｃ￣ｃｏ￣ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄꎬＰＥＧ￣ＰＬＧＡ )为 １８０ ｍｇ / ｍｌ、聚乙

烯醇(ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ ａｌｃｏｈｏｌꎬＰＶＡ)为 ３％ꎻ超声时间７ ｍｉｎꎬ
内水相体积 ５０ μＬꎬ ＮＧＦ ５ μｇꎮ 制备 ＮＧＦ 纳米粒

(ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ￣ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＮＧＦ￣ＮＰ)ꎬ平均粒

径为 ３１２.５ ｎｍꎬ分散指数 ０.２２１ꎬ粒径分布呈单峰曲线ꎮ
冻干后ꎬ４ ℃环境下冷藏备用ꎮ

２.ＮＳＣｓ 的分离培养与鉴定:将 ２ 只孕 １２.５~１４.５ ｄ
的 ＥＧＦＰ 转基因小鼠断颈处死ꎬ７５％酒精消毒子宫及
胎鼠ꎬ预冷 Ｄ￣Ｈａｎｋｓ 平衡盐溶液中取出胎鼠头部ꎬ剥离

脑膜及血管ꎬ眼科剪剪碎脑组织后转入试管中ꎬ吸管轻
柔吹打至肉眼不可见组织块ꎬ经 ２００ 目无菌滤网过滤

后离心 ５ ｍｉｎ 收集细胞(１０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心半径１０ ｃｍ)ꎬ

􀅰４７６􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０２０ 年 ８ 月第 ４２ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ａｕｇｕｓｔ ２０２０ꎬ Ｖｏｌ. ４２ꎬ Ｎｏ.８



ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液清洗 １ 次ꎬ去上清加入 ＮＳＣｓ 增殖
培养基(ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 基础培养液＋２％ Ｂ２７＋２０ ｎｇ / ｍｌ
ＥＧＦ＋２０ ｎｇ / ｍｌ ｂＦＧＦ＋１％青￣链霉素溶液)重悬ꎬ调整
细胞浓度为 １×１０５ / ｍｌꎬ加入到培养瓶中ꎬ放入 ３７ ℃
５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎮ 根据细胞生长状态 ２ ~ ３ ｄ 半
量换液ꎬ５~ ６ ｄ 传代ꎬ按传代次数依次记为 Ｐ１、Ｐ２ 代ꎬ
取 Ｐ２ 代神经球进行 ＮＳＣｓ 特异性标志物 Ｎｅｓｔｉｎ 染色ꎮ
具体操作如下ꎮ

Ｐ２ 代神经球离心重悬ꎬ接种于多聚赖氨酸包被的
２４ 孔板中ꎬ待神经球贴壁牢固行 Ｎｅｓｔｉｎ 染色ꎮ 细胞去
除培养基经磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒꎬＰＢＳ)清洗
后ꎬ４％多聚甲醛溶液室温固定 １５ ｍｉｎꎬ其余步骤同组
织切片的荧光染色(除贴片步骤外)ꎬ一抗为小鼠抗
Ｎｅｓｔｉｎ 抗体ꎬ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣
２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬ ＤＡＰＩ)染色 １５ ｍｉｎꎬ清洗后荧光显微镜
下观察拍照ꎮ

３.实验分组及 ＮＳＣｓ 移植: ２４ 只 １２ 月龄雄性
ＡＰＰ / ＰＳ１ 双转基因 ＡＤ 小鼠按随机数字表法分为
ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移植组(ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组)、
ＮＳＣｓ 移植组(ＮＳＣｓ 组)和 ＡＤ 对照组(ＡＤ 组)ꎬ每组 ８
只ꎬ另 ８ 只同月龄雄性野生型小鼠作为健康对照组
(ＷＴ 组)ꎮ Ｐ２ 代神经球经 Ａｃｃｕｔａｓｅ 酶消化为单细胞
后ꎬ清洗一遍ꎬ分为 ２ 管ꎬ一管用 ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ另一
管用 ＰＢＳ 溶液溶解的 ＮＧＦ 纳米粒悬液(最终 ＮＧＦ 纳
米粒悬液浓度 ５０ ｎｇ / ｍｌ)重悬细胞ꎮ ０.４％台盼蓝显微
镜下计数调整活细胞密度为 １ × １０５ / μｌꎮ ＮＳＣｓ 组和
ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组分别移植 ５ μｌ 新鲜配置的 ＮＳＣｓ 悬
液和 ＮＧＦ 纳米粒重悬的 ＮＳＣｓ 悬液ꎬＡＤ 组和 ＷＴ 组分
别注射等量的 ＰＢＳꎻ移植部位为双侧海马区ꎬ根据小鼠
脑立体定位图谱ꎬ双侧海马位点为前囟后 ２.０６ ｍｍꎬ旁
开 １.８５ ｍｍꎬ进针深度为 ２.５０ ｍｍꎮ 手术后的小鼠单笼
饲养ꎬ自由进食饮水ꎮ

４. Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测学习记忆功能:干细胞移植
４ 周后ꎬ采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫对各组小鼠进行学习记忆
功能检测ꎮ 所用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫为直径 １２０ ｃｍ、高
５０ ｃｍ的圆形水池ꎬ水温保持在(２２±２)℃ꎬ池内水面下
约 １.５ ｃｍ 设有圆形固定平台ꎬ水池被分成 ４ 个相等的
象限ꎬ４ 个象限贴有不同形状标记物ꎬ视频采集系统同
步记录小鼠在整个水池内的运行轨迹ꎮ

定位航行实验历时 ５ ｄꎬ每只小鼠每天分别从不同
的象限面向池壁入水ꎬ视频分析软件同步记录小鼠在
６０ ｓ 内的运行轨迹ꎮ 若小鼠在 ６０ ｓ 内找到隐藏在水
下的平台ꎬ并在平台停留≥２ ｓꎬ则录像停止ꎻ若 ６０ ｓ 内
未找到平台ꎬ则将小鼠指引至平台停留 １０ ｓꎬ帮助其建
立空间记忆ꎬ此时逃避潜伏期记录为 ６０ ｓꎮ 每只小鼠
每天的逃避潜伏期为 ４ 个象限逃避潜伏期的平均值ꎮ

空间探索实验是在 ５ ｄ 的定位航行实验结束后随
即撤除平台ꎬ在平台对侧象限将小鼠面向池壁入水ꎬ记
录小鼠在 ６０ ｓ 内穿越平台的次数以及在目标象限(原
平台所在象限)活动的时间ꎮ

５.免疫荧光组化染色:干细胞经移植 ４ 周行为学
检测之后ꎬ每组取 ４ 只小鼠ꎬ对各组小鼠海马进行免疫
荧光检测ꎮ 小鼠经 １％戊巴比妥钠麻醉后ꎬ先用生理
盐水灌注ꎬ后用预冷 ４％的多聚甲醛灌注固定ꎬ断头取
脑ꎬ将脑组织置于 ４％的多聚甲醛溶液中后固定(４ ℃ꎬ
过夜)ꎬ然后分别在 １０％、２０％、３０％的蔗糖溶液中梯度
脱水ꎮ 用最佳切片温度( ｏｐｔｉｍａｌ ｃｕｔｔｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ
ＯＣＴ)包埋剂包埋脑组织并行海马连续冠状面切片ꎬ片
厚 ３０ μｍꎮ 利用漂片法对海马脑片进行免疫荧光组化
染色ꎮ 具体操作如下ꎮ

ＰＢＳ 洗 ３ 次(５ ｍｉｎ /次)ꎬ０.３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 室温
孵育 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次(５ ｍｉｎ /次)ꎻ５％的 ＢＳＡ 室温
封闭 ２ ｈꎬ吸弃 ＢＳＡ 后直接加入 ＧＦＡＰ 和 ＤＣＸ 一抗工
作液(１ ∶ ３００)用于标记胶质细胞和神经元ꎬ４ ℃孵育
过夜ꎬ次日取出室温恢复 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次(１０ ｍｉｎ /
次)ꎬ加入相应荧光二抗工作液(１ ∶ ５００)ꎬ室温孵育
１.５ ｈ(后续步骤需避光)ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次(１０ ｍｉｎ /次)ꎬ贴
片并滴加抗荧光衰减封片剂(含 ＤＡＰＩ)ꎬ封片后待稍
微干燥ꎬ荧光显微镜下观察并拍照ꎮ

６. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 蛋白检测:干细胞经移植 ４ 周行为
学检测之后ꎬ每组余 ４ 只小鼠ꎬ颈椎脱臼法处死小鼠ꎬ
快速断头取脑ꎬ分离海马ꎬ并提取总蛋白ꎬ配平各组中
蛋白浓度ꎬ蛋白经高温变性后ꎬ保存于－８０ ℃冰箱中备
用ꎮ ①聚丙烯酰胺凝胶电泳———按照配方配制 １０％
分离胶和 ５％浓缩胶ꎬ各组取等量蛋白样品加入电泳
槽中浓缩胶样本孔内ꎬ８０ Ｖ 电泳 １２０ ｍｉｎ 左右ꎻ②转
膜———将蛋白转印于 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ２７６ ｍＡ 恒流ꎬ转膜
１００ ｍｉｎꎻ③免疫反应———５％脱脂奶粉封闭 １ ~ ２ ｈꎬ稍
清洗后加入 ＳＹＰ 一抗工作液ꎬ４ ℃摇床孵育过夜ꎻ次日
洗膜后加入 ＨＲＰ 抗兔二抗ꎬ室温孵育 １ ｈꎬ洗膜 ３ 次
(１０ ｍｉｎ /次)ꎻ④化学显影成像———将 ＰＶＤＦ 膜条带平
铺于显影机面板上ꎬ加入显影剂(现配现用)后放入
ＧｅｎｅＧｎｏｍｅ 成像分析系统检测蛋白条带ꎮ

三、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ １６.０ 版统计软件对所得数据进行统计

学分析处理ꎬ数据经正态性和方差齐性检验ꎬ两均数间
比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ多组均数间比较采用单因
素方差分析ꎬ所得数据均数标准差(ｘ－±ｓ)表示ꎬ Ｐ<０.０５
认为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＥＧＦＰ 阳性 ＮＳＣｓ 的分离培养及鉴定
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体外分离培养的表达 ＥＧＦＰ 的 ＮＳＣｓꎬ培养 ２ ｄ 时ꎬ
有少量松散的细胞团块悬浮在培养液中ꎻ３ ｄ 时ꎬ悬浮
的细胞团逐渐增多ꎬ变大ꎻ５ ~ ６ ｄ 时ꎬ悬浮的细胞团更
多ꎬ且较前增大ꎬ折光性强ꎬ细胞团周围可见明显的锯
齿状边缘ꎬ荧光显微镜下观察这些细胞团广泛表达增
强的绿色荧光ꎬ取 Ｐ２ 代神经球进行 ＮＳＣｓ 特异性记
Ｎｅｓｔｉｎ 染色ꎬ可见神经球表达 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性 (红色) 和
ＥＧＦＰ 阳性(绿色)ꎬ如图 １ 所示ꎮ

　 　 注:图 Ａ１ 示体外培养的神经球ꎬ表达 ＥＧＦＰ 阳性(绿色)ꎻ图
Ａ２ 示神经球表达 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性(红色)ꎻ图 Ａ３ 示 ＥＧＦＰ(绿色)与
Ｎｅｓｔｉｎ(红色)融合图像ꎻ图 Ａ４ 示细胞核 ＤＡＰＩ(蓝色) ＋ＥＧＦＰ(绿
色)＋Ｎｅｓｔｉｎ(红色)融合图像ꎻ比例尺(ｓｃａｌｅ ｂａｒ)＝ １００ μｍ
　 　 图 １　 ＮＳＣｓ 的培养及干细胞特性 Ｎｅｓｔｉｎ 鉴定(免疫荧光染
色ꎬ×２００)

二、ＥＧＦＰ 阳性 ＮＳＣｓ 在 ＡＤ 鼠脑内的存活及迁移
和分化

移植 ４ 周后ꎬ可见 ＥＧＦＰ 阳性 ＮＳＣｓ 存活ꎬ并广泛
迁移至胼胝体、深部海马及齿状回ꎬ海马内部更易沿着
海马沟和齿状回迁移ꎬ并未见细胞向基底前脑迁移ꎮ
移植细胞可分化为 ＧＦＡＰ 阳性胶质细胞(图 ２Ｂꎬ箭头
所示)和 ＤＣＸ 阳性神经元(图 ２Ｃꎬ箭头所示)ꎮ ＮＳＣｓ＋
ＮＧＦ￣ＮＰ 组的细胞存活数较 ＮＳＣｓ 组多(图 ２)ꎬ且细胞
形态较为复杂ꎬ显示粗大、较长的突起ꎬ迁移至颗粒层
的细胞有更多类似于成熟颗粒细胞形态的 ＮＳＣꎮ
ＮＳＣｓ 组和 ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组移植细胞在体内的相对
存活数如图 ３ 所示ꎮ

三、ＮＳＣｓ 联合载 ＮＧＦ 纳米粒移植对 ＡＰＰ / ＰＳ１ 转
基因鼠行为学的影响

１.定位航行实验:各组小鼠的逃避潜伏期有逐渐
缩短趋势ꎬ训练第 ５ 天时ꎬＷＴ 组、ＮＳＣｓ 组和 ＮＳＣｓ ＋
ＮＧＦ￣ＮＰ 组的逃避潜伏期均显著短于 ＡＤ 组ꎬ差异有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ４ 所示ꎮ

　 　 注:图 Ａ 示两组移植细胞的存活及迁移情况ꎻ图 Ｂ 示两组移
植细胞分化为 ＧＦＡＰ 阳性胶质细胞情况(箭头所示为 ＥＧＦＰ 阳性
＋ＧＦＡＰ 阳性)ꎻ图 Ｃ 示两组移植细胞分化为 ＤＣＸ 阳性神经元情
况(箭头所示为 ＥＧＦＰ 阳性＋ＤＣＸ 阳性)ꎻ比例尺为 ２００ μｍꎻ图中
ａ 示海马内ꎬｂ 示胼胝体ꎬｃ 示脑皮质ꎬｄ 示齿状回ꎬｅ 示齿状回颗粒
层ꎬｆ 示齿状回分子层

图 ２　 ＥＧＦＰ 移植细胞(绿色)在脑内的存活及迁移和分化
(免疫荧光染色ꎬ×１００)

注:与 ＮＳＣｓ 组比较ꎬａ Ｐ<０.０５
图 ３　 移植 ４ 周 ＮＳＣｓ 组和 ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组的 ＥＧＦＰ 阳性细

胞相对存活数比较
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注:与 ＡＤ 组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ４　 各组小鼠的逃避潜伏期比较

２.空间探索实验:ＡＤ 组小鼠的游泳路径显示较为
分散ꎬ其余 ３ 组游泳路径相对集中ꎬ如图 ５ 所示ꎮ

图 ５　 空间探索试验中各组小鼠的游泳路径

ＷＴ 组、ＮＳＣｓ 移植组和 ＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组小鼠的
穿越平台次数均明显多于 ＡＤ 组(Ｐ< ０.０５)ꎻＮＳＣｓ ＋
ＮＧＦ￣ＮＰ 组小鼠穿越平台的次数亦明显多于 ＮＳＣｓ 组
(Ｐ<０.０５)ꎬ且与 ＷＴ 组比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎮ

注:与 ＮＳＣｓ 组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＡＤ 组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ６　 各组小鼠穿越平台的次数

四、ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移植对 ＳＹＰ 的影响
各组海马 ＳＹＰ 蛋白检测显示ꎬ１２ 月龄的 ＡＰＰ /

ＰＳ１ 转基因 ＡＤ 鼠海马中 ＳＹＰ 水平明显降低 ( Ｐ<
０.０５)ꎻＮＳＣｓ 移植及 ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ￣ＮＰ 移植均能够促
进海马 ＳＹＰ 的表达ꎬＮＳＣｓ＋ＮＧＦ￣ＮＰ 组 ＳＹＰ 蛋白水平
明显高于 ＮＳＣ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ且与 ＷＴ 组比较ꎬ差异无
统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 详见图 ７ꎮ

注:与 ＮＳＣ 组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＡＤ 组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ７　 各组小鼠海马区 ＳＹＰ 蛋白表达

讨　 　 论

有研究指出ꎬＡＤ 典型症状的出现与突触数量减

少和突触功能的改变密切相关[１ꎬ６]ꎮ 体内外研究表明
ＮＧＦ 可促进 ＮＳＣｓ 增值分化及改善 ＡＤ 鼠学习记忆能
力[７￣９]ꎬＮＧＦ￣ＮＰ 体外具有良好的生物学活性ꎬ可体外

诱导 ＰＣ１２ 细胞向神经元样细胞分化[５]ꎮ 本研究采用
ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移植ꎬ观察联合移植中 ＮＳＣｓ 迁
移及分化命运ꎬ以及对 ＡＤ 鼠海马 ＳＹＰ 蛋白与学习记
忆能力的影响ꎮ

本研究中ꎬ经移植治疗 ４ 周后ꎬＥＧＦＰ 阳性 ＮＳＣｓ
表达较强绿色荧光ꎬ移植的 ＮＳＣｓ 能够存活ꎬ广泛迁移
到皮质ꎬ胼胝体和深部海马ꎬ海马内部更易在齿状回腹
侧至背测迁移ꎬ但并未见到迁移至基底前脑ꎮ 提示无
论是单纯的 ＮＳＣｓꎬ还是 ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移植ꎬ
并没有对基底前脑胆碱能神经元的丢失产生直接的细
胞替代作用ꎮ 但本研究中ꎬＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移
植组细胞存活数较 ＮＳＣｓ 移植组更多ꎬ细胞形态上也
有差别ꎬ联合移植组颗粒层的细胞形态类似于成熟颗
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粒细胞形态ꎬ呈单一长突起并跨越了整个颗粒层ꎻ海马
其它部位则长出粗大复杂的突起交织成网ꎮ 而以往有
文献报道ꎬ内源性及外源性 ＮＳＣｓ 的存活和成熟受 ＡＤ
脑内病理微环境的影响[１０]ꎮ 本研究中ꎬＮＳＣｓ 联合
ＮＧＦ 纳米粒移植ꎬ可能通过纳米粒缓慢释放 ＮＧＦꎬ
ＮＧＦ 被突触末端摄取ꎬ逆行转运至神经元胞体ꎬ从而
对移植细胞发挥营养和保护作用ꎬ促进移植细胞突触
发生与成熟ꎮ 此外ꎬＮＧＦ 还可能改善移植细胞的微环
境ꎬ对移植细胞及神经突触发挥保护作用[１１]ꎮ

海马突触的损伤及基底前脑胆碱能神经元的丢失
与 ＡＤ 鼠学习记忆能力密切相关ꎮ ＳＹＰ 是一种与突触
可塑性密切相关的突触囊泡蛋白ꎬＳＹＰ 基因敲除小鼠
突触可塑性受损ꎬ显示学习迟缓和记忆减退[１２]ꎮ 有研
究显示ꎬ内源性 ＮＧＦ 密切控制新皮质胆碱能突触数目
使其维持稳定状态[１３]ꎬＮＧＦ 能促进 ＡＤ 模型鼠学习记
忆能力的恢复和海马内突触重建[１４]ꎮ 本研究中ꎬ海马
移植 ４ 周后并未见到移植 ＮＳＣｓ 直接补充基底前脑细
胞丢失ꎬ但行为学检测发现ꎬＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移
植学习记忆能力改善优于单纯 ＮＳＣｓ 移植ꎮ 因此ꎬ行
为学检测后ꎬ本研究还检测了各组小鼠海马 ＳＹＰ 蛋白
的表达情况ꎮ 结果显示ꎬＡＤ 转基因鼠 ＳＹＰ 蛋白水平
降低ꎬＮＳＣｓ 移植以及 ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移植可以
显著提高海马 ＳＹＰ 蛋白水平ꎬ且联合 ＮＧＦ 纳米粒移
植效果明显优于单纯的 ＮＳＣ 移植ꎬ说明联合移植 ＮＧＦ
纳米粒组可能通过缓慢释放 ＮＧＦꎬ模拟内源性 ＮＧＦ 的
连续供给ꎬ促进神经元分化ꎬ促进海马突触的发生与成
熟ꎬ通过增加长时程增强效应[１５] 等ꎬ从而改善 ＡＤ 鼠
认知功能ꎮ

综上所述ꎬ采用 ＥＧＦＰ 阳性 ＮＳＣｓ 植入双侧海马ꎬ
移植的 ＮＳＣｓ 能够存活、迁移并分化为神经元及胶质
细胞ꎬ并不能直接补充基底前脑胆碱能神经元的丢失ꎻ
ＮＳＣｓ 联合 ＮＧＦ 纳米粒移植可能通过 ＮＧＦ 纳米粒缓慢
释放 ＮＧＦꎬ促进移植 ＮＳＣｓ 存活与成熟ꎬ进而缓解神经
突触损伤ꎬ改善 ＡＤ 小鼠学习记忆功能ꎮ
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