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问充质干细胞海马移植对糖尿病大鼠 PSA—NCAM 的影响 

夏 丽，卢卫琴，赵柯湘，高 原，李 娟，肖 谦 

(重庆医科大学附属第一医院老年科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨间充质干细胞在糖尿病大鼠海马的移植对多唾液酸一神经细胞粘附分子(Polysialylated acid—nural cell adhesion 

molecule，PSA～NCAM)的影响。方法：将 30只SD大鼠随机分为正常对照组、糖尿病组、干细胞移植组。建立STZ糖尿病大鼠模 

型。原代培养大鼠骨髓间质干细胞，分离纯化鉴定后移植人糖尿病大鼠海马部位，杀鼠取海马，用 PSA—NCAM单克隆抗体及采 

用 RT—PCR的方法检测海马中 PSA—NCAM的水平，并与糖尿病对照组及正常组加以比较 。结果：移植组与糖尿病组 比较 ， 

PSA—NCAM蛋白和 mRNA(P=O．0137)表达均增加，但显著低于正常组 (P=-0．015)。结论：间充质干细胞海马移植增加海马中 

PSA—NCAM的表达。 
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Effects of transplanting mesenchymal stem cells to hippocampus on 

PSA—NCAM in DM rats 

xIA h．et al 

(Department ofGeriatrics，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the influence of transplantation with MSCs to hippocampus on PSA—NCAM in DM rats．Methods：30 

SD rats were divided into the normal control group，diabetic model group，and stem cells transplanted group．Streptozotocin-diabetic rat 

model was established．MSCs were separated from bone marrow of rats．After purified，they were transplanted to hippocampus of DM rats． 

Then，the rats were Secfficed，to get the hippocampus for detect in of the expression of PSA-NCAM by immunofluorescence and 

RT-PCR．the data of the three groups were Compared．Results：Compared with diabetic model group，the transplanted group showed a 

significant increase in the expression of PSA-NCAM protein and mRNA in hippocampus(P<0．05)，butthey were significantly lower than 

those in normal control group(P<0．05)．Conclusion：Transplantation with stem cells could increase the expression of PSA-NCAM in 

hippocampus of DM rats． 

【Key words】Diabetes mellitus；Hippocampus；Bone marrow mesenchymal stem cells；Polysialylated acid—nural cell adhesion molecule 

糖尿病认知障碍是近年来才被人们所认识的 

糖尿病中枢系统慢性并发症。在修复神经元损伤方 

面间充质干细胞 (Mesenchymal—stem cells，MSCs)以 

其独特的自我复制能力及向多种细胞分化的能力 

而具有移植修复损伤的巨大潜力。本研究在原代培 

养间充质干细胞的基础上将其移植到糖尿病大鼠 

的海马部位，将与认知功能密切相关的可塑性蛋白 

多唾液酸一神经细胞粘附分子(Polysialylated acid— 

nura|cell adhesion molecule，PSA—NCAM)的改变 引 
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人对移植效果的考察 ，希望探求移植所带来的对认 

知功能微观上的改变 ，从而为进一步研究间充质的 

海马移植对糖尿病大 鼠的认知功 能所 产生的影 响 

提供有价值的材料。 

1 材料和方法 

1．1 主要 试剂 

杜氏改良低糖型 F12培养基(Dulbecco’s modified Earle’s 

medium，DMEM／F12)(美 国 Hyclone公司 )，特级胎 牛血清 

(Gibco公司)，胰酶(上海生物工程技术服务有限公司)。链脲 

佐菌素(STZ，Sigma公司)，PSA—NCAM鼠抗人单克隆抗体 

(Santa Cruz公司)RT—PCR kit(TaKaRa)TriZol RNasefree H20 
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70％酒精 氯仿 异丙醇 TBE buffer DL2000 marker gel核酸染 

料。 

1．2 实验动物分组 

健康雄性 S-D大鼠30只，体重 200～250 g，随机分为 ：① 

对照组(n=10)；②糖尿病组(n=10)；③干细胞移植组(n=10)。 

实验终点糖尿病组和干细胞移植组各死亡 2只。 

1．3 糖尿病模 型的制作 

将 STZ用 0．1 mol／L无菌枸橼酸钠缓冲液新鲜配制成 

1％溶液，调节 pH至 4．2，滤菌器过滤除菌。将上述糖尿病组 

和移植组大鼠禁食 10 h按 55 m g体重腹腔内注射 STZ溶 

液，24 h内血糖大于等于 16．7 mmo1]L，对照组注射等容积缓 

冲液。稳定 5 d即可作为成功模型。 

1．4 MSCs分离、纯化及培养鉴定 

动物引颈处死，无菌条件下取出双侧股骨 ，用不含血清 

的 DMEM培养基反复冲洗骨髓腔，将冲洗获得的细胞悬液 

转入离心管，1 200 r／min离心 5 min，弃上清，细胞沉淀中加 

入适量含 10％胎牛血清的 DMEM培养基中，小心吹打成细 

胞悬液，种入含 10％胎牛血清的 DMEM培养基中，转入 25 

cm 培养瓶，37℃、5％CO 培养箱中培养，每 3 d换液 1次，细 

胞铺满瓶底时按 1：2传代 ，每周 l代 。细胞培养至第 3代冻 

存备用。 

鉴定 ：细胞形态观察 ：约 80％ 一90％贴壁细胞爬满培养 

瓶底时，用 0．25％胰酶消化后制备细胞悬液，并调整细胞密 

度为 1O 个 ／ml密度传代接种后第 5 d、第 7 d、传代前照相记 

录。 

细胞表面抗原检测：取生长旺盛的第 3代细胞，0．25％ 

胰酶消化收获细胞 ，经 PBS洗涤后制成 1．0 X 10 个 ／ml的单 

细胞悬液 ，分别加入 CD44(FITC标记 )、CD45(PE标记 )、 

CD29(FITC标记)抗体及同型阴性对照鼠抗鼠 IgG1--FITC， 

室温孵育 30 min，流式细胞仪检测细胞表面标记，并绘图。 

1．5 MSCs在糖尿病大鼠海马的移植 

用 10％水合氯醛腹腔注射(0_3～0．33 mYlO0 g)麻醉大 

鼠。将头部固定在大鼠脑立体定位仪上 ，剪毛消毒 ，在头背中 

部纵向切口，暴露颅骨，参照《大鼠脑立体定位图谱》，前后： 

1．8 mm、外侧：±2．5 mm、腹侧 5．5 mm，进针，在两侧海马注射 

2 l(含细胞量 2×10s个)，注射量分 3次注射完，中间间隔 

5mino 

1．6 移植后海马组织的免疫荧光细胞化学(Immunocvte—flu— 

orescence)鉴定 

细胞移植第 10 d，将各组动物用水合氯醛腹腔注射麻 

醉，左心室灌流生理盐水冲洗，4％多聚甲醛固定，取脑组织 

石蜡包埋，切片。脱蜡 ，入水等常规步骤后 ，滴加稀释后封闭 

用正常山羊血清室温孵育，滴加适当比例稀释的一抗 ：鼠抗 

人多聚唾液酸一神经细胞粘附分子(PSA—NCAM，1：100稀 

释)，室温孵育过夜。PBS冲洗，2 min X 3次。滴加 PBS稀释的 

生物素化二抗，室温孵育 30 rain。PBS冲洗，2 min X 3次。滴 

加 1：80稀释的 SABC—FITC，室温孵育 30 min洗涤。重复用 

PBS冲洗后，吸干多余水分，滴加一滴缓冲甘油，再覆以盖玻 

片，荧光显微镜高倍视野下观察海马部位的荧光表达，照相 

记录。 

1．7 移植后海马组织的 RT—PCR检 测 

1．7．1 组织总RNA的提取 将海马组织在低温下研磨成 

粉 再以50—100mg组织加入 1 mlTrizol液研磨 ，室温放置后 

按比例加入氯仿，震荡，加入异丙醇，室温放置 10 rain，离心， 

弃上清，按每 ml Trizol加入 1 ml的比例加入 75％乙醇，涡旋 

混匀，离心弃上清，干燥 10 min。 

1．7．2 RT—PCR逆转录 按下列组成配制反转录反应液： 

MgC12 2 l，10XRT buffer 1 Ixl，Rnase free H2O 1．75IXl，dNTP 

mixture(each 10 mmol／L)1 l，脱氧核糖核酸酶抑制剂0．25 IX l， 

AMV逆转录酶 0．5IXl，Random 9 mers 0．5 IXl，RNA 3 l，Total 

l0 1／sample，放人反应体系，按以下条件进行反转录反应 ： 

30℃ 10 min，42℃ 30 min，99℃ 5 min，5℃ 5 rain。 

1．7．3 PCR 根据 GenBank中 PSA—NCAM mRNA序列 ，应 

用 Prime premier 5．0软件设计引物，由重庆升博公司合成。序 

列上游引物：5’一ATccAAGGcAGcTcAcTTc一3’下游引物 ： 

5’一CCGTTcGGAcCTcTAcAAT一3’。反应总体积 40 l，94％ 

预变性 2 min，然后 94℃30 s，56℃30 8，72℃ 1 min，将退火温 

度升至 94℃，29个循环 ，最后 72℃延伸 10 min，对所得 PCR 

产物进行琼脂糖凝胶电泳，照相记录。 

1．8 统计学处理 

数据均采用均数 ±标准差(互±s)表示，2组间比较采用 t 

检验，P≤0．05为有统计学差异。统计软件采用 SPSS10．0统 

计软件包。 

2 结 果 

2．1 细胞形态观察 

倒置相差显微镜观察显示 ，原代细胞接种后 24 h内多 

数具有单个核的细胞完成贴壁 ，贴壁细胞开始分裂增殖 ，呈 

现圆形或短梭型，有细胞质突起，偶尔可见梭型不典型细胞， 

随着换液悬浮细胞被逐渐清除，72 h完全换液后可见贴壁细 

胞分裂增殖(图1)。第 7 d左右细胞进入快速增殖期 ，细胞密 

度及形成集落的数目、大小明显增加，细胞逐渐融合成片，呈 

旋涡状或辐射状(图 2)，培养至第 13 d左右时细胞融合达 

80％～90％(图3)。传代至第4代后，从整体上讲细胞增长 

速度减慢，形态改变，折光度减弱，细胞质内开始出现小的空 

泡，提示细胞老化。 

2．2 流式细胞仪检测结果 

细胞表面标记结果显示 ，92．22％的细胞 CD29表达阳 

性 ，CD45的表达阳性率为 8．28％，CD44表达为阳性 ，阳性率 

为 90．97％，见图 4。 

2．3 免疫荧光组织化学染色结果 

免疫荧光染色结果显示：正常组大鼠齿状回区域有大量 

细胞显色荧光强阳性；在糖尿病组大鼠海马 CA3部位表现 
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阴性 ， 未 见 明 显 染 色 阳性 细 胞 ；移 植 组 海 马 C A 3 区 有 较 多细

胞 显 色 较 强 的绿 色荧 光 ， 数 量 和 荧 光 强 度 较 移 植 组 明 显 减

弱 ， 见 图 5 ～ 7 ， 表2 。

2 ． 4 R T — P C R 结 果

移 植 组 P S A — N C A M 表 达 量 较 正 常对 照 组 降 低 ， 移 植 组

较糖 尿 病组 升 高 ， 有统计 学差 异 ， 见 表 2 。

3 讨 论

1 9 9 9 年 ，
K o p e n 等 Ⅲ 将 骨 髓 基 质 干 细 胞 注 入 新

生 小 鼠侧 脑 室 ， 观 察 到 基 质 细 胞 分 布 于 小 脑 和 前 脑

内并 有 部 分 分化 为 星 形 胶 质 细 胞 。 M e z e y 等‘捌进 一 步证

图 1 鼠骨 髓 间质 干 细胞 7 2 h (x 4 0 、

图 3 鼠 骨髓 间质 干 细 胞 传代 前 (x 4 0 1

表 1 各 组 细 胞 P S A — N C A M m 蛋 白表 达 结 果 (；± s )

实 了 干 细 胞 在 神经 增 殖 中 的作 用 ， 他 们 将 雄 性 小 鼠的

造 血 干 细 胞 移 植 到 免 疫 缺 陷 的磁 性 小 鼠体 内 ， 再 对 大

脑 检 测 含有 Y 染 色 体 的细 胞 ， 发 现 这 些 细 胞 表 达 神经

元 的 特 有 蛋 白和 抗 体 ， 提示 B M S C s 可 转 化 为 神 经 元 ，

且 有 移 植后 分化 为神 经 元 的趋 势 。 骨 髓 间质 干 细 胞 相

比胚 胎 干 细 胞 具 有 许 多优 点 ， 既 不 存 在 数 量 有 限 、 取

材 难 的 问题 ， 也 不 会 存 在 伦理 道 德 问题 ， 此 外 ， 骨 髓 干

细 胞 在 体 外 培 养 后 能 大 量 扩 增 ， 这 些 优 点 为 干 细胞 移

植 应 用 于 临 床提 供 了有 利 条 件 。 干 细 胞 移 植 已 经 被 很

多 实 验 证 明 了 对 P a r k i n s o n 病 具 有 保 护 作 用 【l J
， 将 其

移 植 到 A l z h e i m e r 病 模 型 中 能 分 化 为 神 经 元 和 胶 质

图 2 鼠骨 髓 间 质 干 细 胞 7 d (x 4 0 1
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图 4 M S C s 表 面 标 志 流 式 细 胞 图

图 5 正 常组 大 鼠海马 齿状 回 区(× 1 0 0 ) 图 6 干 细胞 移 植 组 大 鼠海 马 C A 3 ~ (x 1 0 0 ) 图 7 糖尿 病 组 大 鼠海 马 C A 3 I~ (x 1 0 0 )
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注 ：与对 照组 比较 " P =- O． 0 15 ， 与糖 尿病组 比较 hp =_ 0 ． 0 1 3 7

第 1 ~ 3 泳 道依次 为 ：1 ． 正 常组 ；2 ． 移 植组 ；3 ． 糖 尿病对 照组

图 8 R T - P C R 产 物 琼脂 糖 电泳 图

细 胞 并 具 有 胆 碱 能 神 经 元 表 型 13 1
， 此 外 还 有 研 究 证 明

了 干 细 胞 的 移 植 对 于 A l z h e i m e r 病 能 明 显 提 高 学 习

和 记 忆 成 绩 ， 改 善认 知 功 能 f4 ]
。

糖 尿 病 认 知 障 碍 是 近 来 研 究 较 多 的 一 个 领 域 。

有 研 究 发 现 1 2 周 糖 尿 病 大 鼠 出 现 明 显 的 与 突 触 结

构 可 塑 性 相 关 的 空 间 认 知 功 能 障碍 15 1
。 国 内外 研 究

发 现 引 发 糖 尿 病 认 知 障 碍 发 病 的 核 心 为 脑 神 经 元

受 损 ， 且 病 程 的 长 短 与 损 伤 程 度 正 相 关 。 糖 尿 病 认

知 功 能 障 碍 在 中枢 目前 没 有 发 现 特 征 性 的 改 变 ，

一

般 表 现 为 在 长 期 患 糖 尿 病 的 患 者 脑 部 海 马 等 与 学

习 和 记 忆 相 关 的 部 位 出 现 结 构 和 功 能 的 改 变 ， 主 要

是 神 经 元 突 触 和 神 经 环 路 的 变 化 ， 即 可 塑 性 的 变

化 ， 海 马 的 可 塑 性 包 括 3 突 触 回 路 ，
L T P ( 长 时 程 增

强 ) 现 象 等 。 伴 随 可 塑 性 变 化 的 有 很 多 蛋 白物 质 的

改 变 ， 其 中 比 较 重 要 的 一 种 是 P S A — N C A M ， 它 是 目

前 公 认 的 反 映 可 塑 性 的 指 标 之 一

， 作 为 一 种 反 映 可

塑 性 的 糖 蛋 白 分 子 在 中 枢 神 经 疾 病 中 具 有 重 要 意

义 ：N a i t — O u m e s m a r 等 [6 1对 大 鼠造 成 脱 髓 鞘 损 伤 时 ，

随 再 生 的 过 程 出 现 P S A — N C A M 的 表 达 ， 且 这 种 表

达 随 髓 鞘 再 生 的 完 成 而 减 弱 直 至 消 失 。 K a s p e r
l7 1对 敲

除 了 P S A — N C A M 基 因 的 小 鼠 进 行 研 究 时 发 现 由 于

缺 乏 P S A — N C A M ． 神 经 细 胞 的 迁 移 受 到 干 扰 ， 海 马

超 微 结 构 出 现 紊 乱 ， 小 鼠 的 学 习 和 记 忆 成 绩 受 到 影

响 。 以 往 的 实 验 证 实 海 马 突 触 前 后 膜 上 存 在 大 量

P S A — N C A M ． 在 持 续 性 突 触 生 成 和 可 塑 性 脑 区 均 有

特 征 性 P s A — N C A M 表 达 ， 这 种 表 达 在 成 年 动物 中是

低 水 平 的 ， 但 在 大 鼠 神 经 元 损 伤 后 ， 损 伤 远 端 的

P S A ～ N C A M 含 量 增 加 ， 而 一 旦 未 损 伤神 经 元 的侧 芽

与 周 围 形 成 新 的 突 触 ， N C A M 会 再 次 下 调 ，P S A —

N C A M 的 含 量 与 神 经 元 的 修 复 过 程 具 有 平 行 关 系 【8】
。

本 研 究 通 过 骨 髓 间 质 干 细 胞 移 植 后 对 海 马

P S A — N C A M 表 达 的 检 测 发 现 ：海 马 中 P S A — N C A M

蛋 白荧 光 阳 性 细 胞 显 著 增 加 ， 但 与 正 常 组 相 比 仍

低 。 移 植 组 P S A — N C A M m R N A 表 达 比 糖 尿 病 组 显

著 增 加 ， 但 较 正 常 组 低 ， 提 示 干 细 胞 在 移 植 后 1 0 d

内 已 有 效 提 高 糖 尿 病 大 鼠海 马 中 P s A — N C A M 的 表

达 但 未 能 使 之 修 复达 正 常水 平 。

综 上 所 述 ， 研 究 结 果 显 示 干 细 胞 移 植 能 显 著 增

加 糖 尿 病 大 鼠 海 马 中 P S A — N C A M 的 表 达 ． 这 一 发

现 为 研 究 干 细 胞 移 植 和 海 马 可 塑 性 的 关 系 提 供 了

实 验 室 依 据 ， 并 为 进 一 步 研 究 骨 髓 间 质 干 细 胞 移 植

对 糖 尿 病 认 知 功 能 障 碍 的 治 疗 作 用 进 行 了 有 益 的

探 索 。
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