
基金项目：天津市科技支撑计划重大项目（编号：０８ＺＣＫＦＳＦ０３２００）
作者简介：周会芳（１９８７２—），女，硕士，助理实验师，研究方向：中药药效评价，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｈｕｉｆａｎｇｈｈｆｍ＠１６３ｃｏｍ
通信作者：张艳军（１９６７８—），男，博士，教授，研究方向：中药药理，Ｅｍａｉｌ：ｚｙｊｓｕｎｙｅ＠１６３ｃｏｍ

脐带间充质干细胞移植对老年痴呆小鼠 ＳＡＭＰ８
学习记忆的影响

周会芳１　张密霞２　高　丽２　庄朋伟２　徐　倩１　张艳军２

（１天津中医药大学中西医结合学院，天津，３００１９３；２天津中医药大学中药学院，天津，３００１９３）

摘要　目的：探讨脐带间充质干细胞（ＨＵＭＳＣｓ）移植对老年痴呆小鼠ＳＡＭＰ８学习记忆能力的影响。方法：培养人脐带间
充质干细胞，通过尾静脉以高中低３个剂量（２５×１０５／０２ｍＬ／２０ｇ、５×１０５／０２ｍＬ／２０ｇ、１×１０６／０２ｍＬ／２０ｇ）分别向７
月龄ＳＡＭＰ８老年痴呆小鼠移植ＨＵＭＳＣｓ，并设立移植生理盐水组和Ｒ１小鼠正常对照组。ＨＵＭＳＣｓ移植４５ｄ后，ＭＯＲＲＩＳ
水迷宫和跳台实验检测其学习记忆能力。结果：与Ｒ１正常对照小鼠比较，ＳＡＭＰ８老年痴呆小鼠生理盐水组学习记忆能
力明显降低；和移植生理盐水组比较，细胞移植低剂量组水迷宫逃避潜伏期显著缩短（Ｐ＜００５），穿越平台次数显著增加
（Ｐ＜００５）；跳台潜伏期显著延长（Ｐ＜００５），错误次数显著减少（Ｐ＜００５），结论：低剂量的脐带间充质干细胞移植能增
强老年痴呆小鼠ＳＡＭＰ８的学习记忆能力。
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　　老年痴呆症是发生在老年期及老年前期的一种
原发性退行性脑病，它使老年人记忆、思维、分析判

断能力下降，严重影响老年人生活质量。治疗老年

痴呆的药物和方法越来越多，实验研究表明多种药

物或者运动等方法［１３］，都可以减缓老年痴呆症的发

病进程，但效果仍不是很理想。因此，我们试图通过

向老年痴呆成体移植有活力、分化能力强的细胞来

阻止老年痴呆症的发病进程。

人脐带间充质干细胞（ＨｕｍａｎＵｍｂｉｌｉｃａｌＣｏｒｄ
ＭｅｓｅｎｃｈｙｍａｌＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，ＨＵＭＳＣｓ）是具有多能性的

一种干细胞，它具有高度自我更新和多向分化潜能

的特点，越来越多的研究应用干细胞移植的方法来

观察其对老年痴呆小鼠的治疗效果［４５］，成为干细胞

领域的研究热点。因此，本实验拟向老年痴呆小鼠

移植脐带间充质干细胞观察能否改善其学习记忆能

力，为人类老年痴呆的治疗提供实验依据。

１　材料与方法
１１　实验材料
１１１　实验动物　ＳＡＭＰ８老年痴呆小鼠，７月龄４０
只，对照组Ｒ１小鼠１０只，由天津中医药大学第一附
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属医院提供，标准鼠饲料常规饲养。

１１２　细胞与试剂　人脐带间充质干细胞：协和干
细胞基因工程有限公司提供。ＤＭＥＭ／Ｆ１２、ＥＧＦ、ｂＦ
ＧＦ、谷氨酰、ＥＤＴＡ（Ｓｉｇｍａ公司）；特优级胎牛血清
（Ｂｉｏｉｎｄ公司）；青、链霉素（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＣＯ２恒
温培养箱（Ｆｏｒｍａ３１１０，Ｔｈｅｒｍｏ）；倒置相差显微镜
（ＤＣ３００Ｆ，Ｌｅｉｃａ），ＭＯＲＲＩＳ水迷宫（ＤＭＳ２型，中国
医学科学院药物研究所）；ＹＬＳ３ＴＢ跳台记录仪（济
南益延科技发展有限公司）。

１２　实验方法
１２１　脐带间充质干细胞培养　购买脐带间充质
干细胞，以完全培养基培养进行培养（完全培养基

为：ＤＭＥＭ／Ｆ１２，含 １０％ＦＢＳ、１％ＰＳ、１％ＬＧ、０５％
ＥＧＦ、０５％ｂＦＧＦ），每２～３ｄ换液，细胞长至８０％融
合后传代，培养至稳定生长的第３代。
１２２　实验分组和细胞移植　实验共分为５组，将
４０只ＳＡＭＰ８老年痴呆小鼠分为４组，每组１０只，细
胞移植高中低３个剂量组和移植生理盐水组，正常
对照组（Ｒ１小鼠１０只）。将第３代ＨＵＭＳＣｓ接种于
７５ｃｍ２培养瓶，待细胞长至 ７０％融合，胰蛋白酶
ＥＤＴＡ消化，调整细胞至所需浓度，通过尾静脉移
植以２５×１０５／０２ｍＬ／２０ｇ、５×１０５／０２ｍＬ／２０ｇ、
１×１０６／０２ｍＬ／２０ｇ３个剂量分别对ＳＡＭＰ８进行移
植，生理盐水组和正常对照组都尾静脉注射生理盐

水。

１２３　ＭＯＲＲＩＳ水迷宫检测　细胞移植后 ４５ｄ，
ＭＯＲＲＩＳ水迷宫检测小鼠学习记忆能力［６］，包括小

鼠在水中的逃避潜伏期、平均游泳速度、第四象限路

程、首次穿越时间和穿越次数，所有实验小鼠均提前

熟悉环境１ｄ、隐蔽平台试验连续进行５ｄ、空间探索
试验１ｄ，观察小鼠的学习记忆能力。隐蔽平台实
验：实验开始前１ｄ让小鼠在不含平台的水池中自
由游泳９０ｓ，训练的时候将动物面朝池壁轻轻放入
水中，记录小鼠从入水至爬上平台的时间（即逃避潜

伏期），如果９０ｓ内小鼠爬上平台，让小鼠在平台上
停留１５ｓ，如果９０ｓ内找不到平台，将其潜伏期记为

９０ｓ，并抓起小鼠放在平台上休息１５ｓ。正式的隐蔽
平台实验连续进行５ｄ，每天上午下午各测试１次，
记录每只小鼠的逃避潜伏期。空间探索试验：在５ｄ
的隐蔽平台实验结２４ｈ后，移走平台，然后将小鼠
从相同的象限轻轻放入水中，记录小鼠在９０ｓ内的
平均游泳速度、在第四象限停留的时间和路程、第１
次穿越平台位置时间以及穿越平台位置次数。

１２４　跳台实验　ＭＯＲＲＩＳ水迷宫检测结束后 ２
ｄ，开始小鼠跳台实验。正式实验前将小鼠放入跳台
仪实验平台内，适应环境５ｍｉｎ，然后将实验小鼠轻
放于跳台上，并接通铜栅通电（５０Ｖ），从跳台上跳下
的小鼠四肢在接触铜栅的时候会受到电击，小鼠为

了逃避电击，会跳下跳台返回安全区（若３０ｓ内小
鼠不跳下跳台，则将其放下跳台），反复学习５ｍｉｎ，
并记录此训练的５ｍｉｎ内的触电次数（错误次数）。
２４ｈ后进行重复实验，测试小鼠的记忆能力，将实验
小鼠轻放在跳台上，记录小鼠从放在跳台上至第１
次跳下跳台的时间即潜伏期和 ５ｍｉｎ内的错误次
数，作为记忆保持的评价指标。

１３　统计学方法　各组数据用平均值 ±标准差（珋ｘ
±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１１５统计软件分析，以方差分
析进行显著性检验，Ｐ＜００５作为统计学差异判定
标准。

２　结果
２１　ＨＵＭＳＣｓ的形态　体外培养的 ＨＵＭＳＣｓ呈长
梭形贴壁生长，胞核清晰位于细胞中央，细胞呈漩涡

状迅速生长。

２２　脐带间充质干细胞移植对ＳＡＭＰ８小鼠学习记
忆能力的影响

２２１　水迷宫实验结果　从逃避潜伏期来看，空白
对照组明显优于移植生理盐水组，均有统计学意义

（Ｐ＜００５）。细胞移植各组数值分别处于生理盐水
组和对照组之间，从第３天开始，移植低剂量组明显
优于其他浓度的细胞移植组，与移植生理盐水组有

统计学意义（Ｐ＜００５）且优于移植生理盐水组，结
果见表１。

表１　ＨＵＭＳＣＳ移植对小鼠逃避潜伏期的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 第１天　 第２天　 第３天　　 第４天　 第５天

正常对照组 １０ ５４８８±２６０６ ４２９６±１９８８ ３５２９±１９６７△ ３４８５±２３２０△ ３３０６±１８５５△

移植生理盐水组 ７ ８４６１±９０９ ６１１３±２８８５ ６８６６±２７８０ ７１３２±２１３１ ６４３２±１９５１

移植低剂量组 ９ ７７４８±２０５０ ７１７３±１９９７ ４２０７±２４６４△ ３９７２±１８４６△ ４１１７±２８４２△

移植中剂量组 ６ ７４７０±１６４１ ６５３７±１９３８ ６３５３±２３５３ ５６２３±２７０１ ７５５９±１３８２

移植高剂量组 ９ ７０１８±１９３４ ６８０８±２０７５ ６２９１±２３９９ ７１０６±２０７７ ５８８８±２６８４

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５，△与移植生理盐水组比较，Ｐ＜００５。
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表２　ＨＵＭＳＣＳ移植对小鼠空间探索实验的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 平均速度 第四象限时间 第四象限路程 首次穿越时间 穿越次数

正常对照组 １０ ９６２±０９４ ２００４±１４８５ ２００３３±１３６２１ ２７６７±１９８３ ５２０±２７０△

移植生理盐水组 ７ ８３４±１６９ ２２６７±６７７ １８９４９±７５７ ２２５１±１５４６ ３００±２６５

移植低剂量组 ９ ７６５±１９ １３８３±６６８ １１５３９±５５６ ３６０３±１５３４ ４１１±２８０△

移植中剂量组 ６ ８１３±１０９ ２３１３±１６３１ １９８７±５６７５ ４６１１±３４１０ １５０±１３８
移植高剂量组 ９ ７８５±１７５ ２２３７±１０３７ １７４１３±７４５ ３６５０±２６７０ ３３３±２８３

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５，△与移植生理盐水组比较，Ｐ＜００５。

　　空间探索测试结果显示了小鼠对隐蔽平台的记
忆水平，对照组和尾静脉生理盐水组在穿越次数有

统计学意义；和生理盐水组比较，移植低剂量组组穿

越原平台位置次数增加，并有统计学意义；各组平均

游泳速度、第四象限路程、首次穿越时间差异无统计

学意义，总体结果差异不大，结果见表２。
２２２　跳台实验结果　跳台实验中，各组小鼠一次
性回避反应功能学习过程中错误次数没有差异，结

果见表３。从潜伏期和错误次数来看，正常对照组
明显优于移植生理盐水组，且都具有统计学意义；和

移植生理盐水组比较，移植低剂量和高剂量组的潜

伏期增加，移植低剂量组的错误次数减少，且有统计

学意义，其余各组结果差异无统计学意义，具体结果

见表４。
表３　ＨＵＭＳＣｓ移植对小鼠一次性回避反应功能

（学习）的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 错误次数

正常对照组 １０ ０９０±０７４
移植生理盐水组 ７ １６０±１１４
移植低剂量组 ９ １１１±１２７
移植中剂量组 ６ １８３±０７５
移植高剂量组 ９ １３３±１２２

　　注：各组间比较差异无统计学意义。

表４　ＨＵＭＳＣｓ移植对小鼠一次性回避反应记忆
功能的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 潜伏期 错误次数

正常对照组 １０ ２０４８０±１２４２１ ０４０±０５２△

移植生理盐水组 ７ ８８２７±１０６６９ １４３±０９８

移植低剂量组 ９ ２４６８４±１００３７△ ０３３±０５０△

移植中剂量组 ６ １５６４±１５７４４ ０５０±０５５
移植高剂量组 ９ ２７１７０±８４９０△ ０６７±１４１

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５，△与移植生理盐水组比较，Ｐ
＜００５。

３　讨论
具有多向分化潜能的脐带间充质干细胞被移植

到小鼠体内可能分化成为神经干细胞，通过神经修

复、重建，发挥延缓老年痴呆的作用。基底前脑是老

年痴呆脑皮质下神经元丢失最严重的区域［７］，该区

域含有不同神经元，包括胆碱能神经元和 ＧＡＢＡ能

神经元，这个区域的神经元通过隔海马通路（主要
以乙酰胆碱和 ＧＡＢＡ为递质）与海马相联系［８］，神

经元的缺失造成了老年痴呆小鼠学习记忆障碍［９］。

脐带间充质干细胞移植分化成神经干细胞，继续分

化成为神经元，补充了老年痴呆小鼠基底前脑中神

经元的损失，阻碍了老年痴呆症的病程发展。

在研究工作进行中，对老年痴呆症的动物模型

的选择也有很多。研究表明［１０］，使用乙酰胆碱 Ｍ
受体阻断剂也可以制造出老年痴呆动物模型，该模

型可造成认知障碍，但缺陷在于缺乏老年痴呆的特

殊病理特征，且阻断是可逆的。ＡＰＰ转基因小鼠模
型是国际承认的主要 ＡＤ动物模型之一［１１］，它的原

理是将ＡＰＰ基因或基因片段整合插入小鼠的基因
组中，通过ＡＰＰ蛋白在小鼠大脑中积累从而产生老
年斑，造成小鼠老年性痴呆，但由于整合的基因突变

位点及启动子的不同，所以鼠系背景复杂，导致标准

不尽相同，重复性低，最主要的还是该模型动物价格

比较昂贵。有些实验使用电损毁模型或外科损毁模

型，电损伤 Ｍｅｙｎｅｒｔ基底核，致使动物的大脑皮层乙
酰胆碱的含量大大减少，从而造成动物学习记忆障

碍［１２］，但是由于这种手术损伤较大，目前已经很少

使用。以上这些方法都有其自身的缺陷，或模型不

稳定、或不能完全模拟老年痴呆症的发病过程、或价

格昂贵成功率不高，在实际操作中，都不易达到本实

验的要求。

快速老化小鼠（ＳＡＭ）是日本京都大学 Ｔａｋｅｄａ
等人通过对ＡＫＲ／Ｊ系小鼠进行筛选得到的品系，可
分为２个亚系，即Ｐ系和 Ｒ系。Ｐ系称为快速老化
小鼠（ＳＡＭＰ），小鼠慢慢出现脱毛、皮肤粗糙、行为
障碍及生存期短等衰老现象，并有明显遗传倾向；Ｒ
系称为抗快速老化小鼠（ＳＡＭＲ），有类似正常老鼠
的衰老过程［１３］。目前有１２个亚系的 ＳＡＭ用于研
究，其中ＳＡＭＰ８小鼠的老化现象主要以学习记忆功
能呈增龄性衰退，中枢神经系统如皮层、海马等部位

发生病理学改变为主［１４１５］。研究表明，ＳＡＭＰ８小鼠
在饲养过程中脑内 β淀粉样肽（Ａβ）慢慢的出现沉
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积［１６］，而且学习记忆功能相关的脑内神经递质也逐

渐发生改变，如大脑皮层和海马的乙酰胆碱、去甲肾

上腺素的含量降低，阿片肽、γ氨基丁酸的含量升
高，５羟色胺的含量先升高后降低等［１７１８］。ＳＡＭＰ８
小鼠脑内脂质过氧化物的水平比同龄 ＳＡＭＲ１小鼠
更高，同时伴有氧化抗氧化系统紊乱，从而出现氧
化应激损伤［１６，１９］，更有明显的线粒体功能紊乱现

象［２０］。所以我们选择ＳＡＭＰ８小鼠。
本实验所选择的 ＳＡＭＰ８小鼠在４月龄即出现

明显的老化征象［２１］，而且在其成熟期（４～６个月）
过后发生快速老化，学习记忆能力也表现出增龄性

减退，随着衰老的发生，ＳＡＭＰ８模型小鼠表现出严
重的学习记忆功能障碍。实验中通过尾静脉向７月
龄ＳＡＭＰ８老年痴呆小鼠移植高中低 ３个剂量的
ＨＵＭＳＣＳ，４５ｄ利用 ＭＯＲＲＩＳ水迷宫和跳台实验检
测其学习记忆能力，并设立生理盐水组和 Ｒ１小鼠
正常对照组，结果发现与 Ｒ１正常对照小鼠比较，
ＳＡＭＰ８老年痴呆小鼠生理盐水组学习记忆能力明
显降低，细胞移植各组小鼠学习记忆能力介于生理

盐水组和正常对照组之间，其中尾静脉细胞移植低

剂量组与尾静脉生理盐水组比较，差异具有统计学

意义，所以认为低剂量的 ＨＵＭＳＣＳ移植对老年痴呆
小鼠的学习记忆能力有改善作用。

以高中低３个剂量（２５×１０５／０２ｍＬ／２０ｇ、５
×１０５／０２ｍＬ／２０ｇ、１×１０６／０２ｍＬ／２０ｇ）的 ＨＵＭ
ＳＣＳ分别向ＳＡＭＰ８老年痴呆小鼠移植后，细胞移植
高剂量组的ＳＡＭＰ８小鼠的逃避潜伏期、不同象限的
停留时间、跳台实验中的错误次数及最后小鼠体重

等指标都不如移植低剂量的效果好，推测可能是由

于细胞浓度过高，且直接移植到动脉造成动脉栓塞，

导致ＳＡＭＰ８小鼠状态不佳，其具体原因仍需要实验
作为依据，后续实验会继续探究其原因。
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