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【摘要】 目的 将体外诱导的血管内皮祖细胞（EPCs）转入血管内皮生长因子（VEGF）基因，并定

向移植到 AD 模型鼠脑内海马区，观察该部位及邻近部位的血管重建以及内皮细胞功能的改善情况，为

AD 的治疗提供研究基础。方法 采用体外分离培养小鼠骨髓源性 EPCs。构建的携带人 VEGF165 基

因的 pcDNA3.1 质粒转染至 EPCs，观察 EPCs 表达 VEGF 情况。采用 APP/PS1 双转基因鼠模型，将转染人

VEGF165 基因的 EPCs 移植至模型鼠脑内，观察小鼠行为学的变化、Aβ 含量，以及血管的形成情况。结

果 将转染 VEGF 基因的 EPCs 移植入小鼠的海马区后，动物在第 4，5，6 天进行空间导航试验发现，与

对照组比较，平均潜伏期明显缩短（P ＜ 0.05）；免疫组化结果显示，与对照组、EPCs 组比较，EPCs+VEGF

组额叶皮层和海马区 Aβ 含量明显减少（P ＜ 0.01），海马区 CD34 阳性细胞数更高（P ＜ 0.01）。结论 将

EPCs+VEGF 移植入鼠脑内，可以发现小鼠的记忆能力增强，原因可能与促进新生血管的生成、Aβ 清除

有关。
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【Abstract】 Objective Vascular endothelial progenitor cells （EPCs） induced in vitro were transferred 
into vascular endothelial growth factor （VEGF） gene and transplanted into the hippocampus of Alzheimer disease 

（AD） model rats. To observe the reconstruction of blood vessels and the improvement of endothelial cell function 
in this area and adjacent areas， so as to provide basis for the treatment of AD. Methods This experiment used 
EPCs obtained from the bone marrow of mouse and kept in in vitro cultures. By constructing pcDNA3.1 plasmids 
carrying human VEGF165 gene and transfecting the EPCs， how the gene affects EPCs and its expression were 
observed. Using the APP/PS1 double transgenic model rats， human VEGF165 gene transfected EPCs was 
implanted into model rat's brain， to observe rat's behavioral differences， Aβ protein amounts， and blood vessel 
formation. Results After implanting EPCs transfected with VEGF gene into the hippocampus of mice， the 
animals were tested on 4， 5 and 6 d. The average latency was significantly shorter than that in the control group 

（P ＜ 0.05）. The results of immunohistochemistry showed that compared with the control group and the EPCs 
group， the content of Aβ in the frontal cortex and hippocampus of EPCs+VEGF group decreased significantly， 
and the number of CD34 positive cells in hippocampus were higher （P ＜ 0.01）. Conclusions By implanting 
EPCs+VEGF into brains of mice， the memory ability of mice can be found to be enhanced， which may be related 
to the promotion of angiogenesis and the clearance of Aβ protein.

【Key words】 Alzheimer disease； Endothelial growth factor； APP/PS1 double transgenic model 
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· 126 · 神经疾病与精神卫生 2018 年 2 月 20 日第 18 卷第 2 期  Journal of Neuroscience and Mental Health，February 20，2018，Vol.18，No.2

随着血管内皮祖细胞（EPCs）参与体内血管新

生理论的建立，移植 EPCs 治疗血管疾病，促进脑缺

血区域血管重建也开始受到关注。近年来的研究表

明神经发生与脑血管发生关系密切，在治疗某些血

管性疾病中取得了一定的效果。血管内皮生长因子

（VEGF）是强有效促血管生成因子，具有诱导血管生

成、增强血管通透性及维持血管功能等作用，其中

VEGF165 是 VEGF 五种表型之中促血管生成作用最

强的亚型。由于 VEGF165 蛋白的生物半衰期短等

问题，局部给药难以达到预期效果，在分子生物学

飞速发展的今天，VEGF 基因治疗为我们开辟了新

思路。VEGF165 基因修饰 EPCs，可促进其持续的分

泌、与祖细胞共同发挥作用，这样联合应用，有望提

高 EPCs 提高对阿尔茨海默病（AD）的治疗效果。

一、材料与方法

1. 动物和试剂：（1）动物：APP/PS1 双转基因小

鼠共 18 只，周龄 48 周，中国医科大学动物实验中心

提供。将 18 只小鼠按照每组 6 只分为 3 组，分别为

对照组、EPCs 组和 EPCs+VEGF 组；EPCs 培养及鉴

定和转染的 VEGF 基因内皮祖细胞由本实验前期获

得。（2）试剂：小鼠单克隆抗人 Aβ（1∶400，Sigma）；

小鼠抗人的 CD34（1∶100，北京中杉）；羊抗小鼠的

免疫组化试剂盒，浓缩型 DAB 试剂盒（北京博奥森）。

（3）主要仪器设备：低速冷冻离心机（KDC-2046）、立

体定位仪（NARISHIGE）石蜡切片机、电热恒温鼓风

干燥箱和 Morris 水迷宫装置等。

2. 方法：（1）细胞移植术：采用小鼠海马 CA1 区

定位注射，方法为 10% 水合氯醛按照 2.5 ml/kg 腹腔

注射麻醉；麻醉成功后，常规去除毛发，将小鼠颅骨

固定于立体定位仪上，碘伏消毒头部皮肤后剪开头

皮正中梭形切口，剥离骨膜，1% 过氧化氢烧灼骨板

直至发白，骨缝清晰可见；根据小鼠脑立体定位图

谱，小鼠大脑右侧海马齿状回坐标（前囟后 2.3 mm，

矢状缝右侧旁开 2.0 mm，硬脑膜下 1.8 mm）确定注

射部位；按照上述坐标钻孔开颅，微量注射器抽取 

5 μl 移植细胞，进针至海马区，进针速度要缓慢，注

射完成后留针15 min，缓慢退针；注射结束后，过氧化

氢清洁手术野，缝合头皮，腹腔注射青霉素（2万U/100 g， 

2次/d，连续3 d）。放置于温暖安静处直至清醒。（2）各

组干预方法：①对照组：APP/PS1 双转基因 AD 小

鼠6只，仅进行动物麻醉、手术钻孔后缝合头皮，未

给其他处理。②EPCs组：APP/PS1 双转基因AD小

鼠6只，海马移植EPCs细胞，移植液体剂量为5 μl。

③ EPCs+VEGF 组：APP/PS1 双转基因 AD 小鼠 6 只，

海马细胞移植转染 VEGF165 的血管 EPCs，细胞计

数为2×105个。（3）小鼠学习记忆功能的行为学测定：

待小鼠移植术后 15 d，取上述各组小鼠 6 只进行水

迷宫实验。参照Morris实验方法进行，Morris水迷宫

由直径120 cm、高50 cm圆形水池及直径为9 cm的站

台构成，液面高出站台0.5 cm，水温维持在25 ℃。隐

蔽平台获得实验历时 6 d。（4）脑组织的灌注：于移

植后 21 d 对各组动物脑组织固定。4% 多聚甲醛磷

酸缓冲液灌注取小鼠的大脑，10% 水合氯醛腹腔注

射麻醉，仰卧固定、剪开胸腔，暴露心脏，将连续灌

注液的针头插入左心室，剪破右心耳，先用预冷的

0.01 mol/L PBS（pH7.4）灌注，待右心耳流出的液体

基本为无色，脏器变白，换 0.01 mol/L PBS（pH7.4）配

制的 4% 多聚甲醛磷酸缓冲液灌注 10 min，两种灌注

液量均为 20 ml。灌注后可见灌注成功的老鼠周身

变僵硬。断头取脑，去除多余的脑组织，固定于相

同的固定液中 24 h。脑组织经冲洗、脱水、透明、浸

蜡、包埋，切片，制成 8 μm 厚的连续切片，每 10 张

切片取 3 张。（5）免疫组织化学染色：小鼠脑组织的

Aβ 斑块和新生血管行 Aβ 和 CD34 免疫组织化学

染色分析。具体步骤为：脱蜡微波修复；封闭液封

闭 2 h；分别是小鼠抗人 Aβ 抗体（1∶400）结合 Aβ

斑块，小鼠抗人 CD34 抗体（1∶100）4 ℃过夜；生物

素二抗 37 ℃孵育 2 h；SABC 孵育 2 h；DAB 显色；苏

木精复染；洗涤、封片、镜检。

3. 统计学方法：实验数据采用统计软件 SPSS 

16.0 进行分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表

示，3组间比较采用单因素方差分析（ANOVAs）处理。

P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果

1.各组小鼠平均潜伏期比较：见表1。结果显示，

第 1~6 天各组小鼠搜索平台的平均潜伏期之间差异

有统计学意义，随着训练的时间延长各组小鼠的平

均潜伏期均有明显缩短。经统计发现，EPCs+VEGF

组小鼠在第 4、5、6 天的平均潜伏期明显比对照组缩

短（P ＜ 0.05）；EPCs 组小鼠在第 5、6 天的平均潜伏期

比对照组缩短（P ＜ 0.05）。

2. 各组小鼠脑组织的 Aβ 免疫组织化学分析：

见图 1（见本期封三）、2。EPCs 组和 EPCs+VEGF 组

在额叶皮层和海马区的 Aβ 淀粉样斑块明显少于对

照组，且 EPCs+VEGF 组也少于 EPCs 组，差异均有

统计学意义（P ＜ 0.01）。

3. 各组小鼠脑组织的血管免疫组织化学分析：

见图 3（见本期封三）、4。EPCs 组和 EPCs+VEGF 组
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海马区的 CD34 阳性细胞数明显多于对照组，且

EPCs+VEGF 组也多于 EPCs 组，差异均有统计学意

义（P ＜ 0.01）。

讨论 EPCs 形成血管有两种形式，一是血管的

生成，即血管的抽芽方式形成血管；二是血管的发

生，即通过原位 EPCs 分化，使该部位发出新生血管

的效应，过程包括 EP Cs 聚合成细胞簇或“血岛”，

随着多个此类聚合形式的生长和融合，产生毛细血

管网状结构，并在局部血循环作用下，继续分化为

动静脉系统［1-2］。我们研究显示移植入海马区的

EPCs 形成的血管较多，以远的部位则血管形成较少（见

图3），这体现了这种血管的发生关系，虽然 EPCs 具

有分泌 VEGF 等因子的功能，但是这种功能会受到

年龄和内环境的制约［3］，致使 VEGF 等因子表达有

限，维持时间也不够理想，其通过脑组织的渗透功

能也大为下降。

基因转染的祖细胞作为一种细胞移植治疗神

经退行性疾病，是一种有前途的治疗方法［4］；随着

基因修饰治疗的发展，这种治疗已经成为治疗很多

类似疾病的手段，将发挥越来越大的作用，转入的

基因可以表达各种物质，如生长因子，激素、酶类

等其他蛋白质。本实验研究发现注入鼠海马区的

EPCs+VEGF165 能够极大地促进血管的发生，从而

有效地促进了血管的形成，这也与 VEGF 的特性是

分不开的［5］，而 APP/PS1 鼠是一种模拟 AD 血管改

变较为理想的模型，大量的证据表明脑血管的改变

是一种重要的致 AD 发展的机制［6］，现代的研究证

据表明脑血管的退行性变与 Aβ 沉积相关［7］，最终

影响到脑的灌注和血脑屏障的功能。

我们研究发现，采用这种方法治疗各组小鼠

的老年斑的数目明显减少。研究表明，在 AD 脑

内，VEGF 会伴随着老年斑一起沉积［8］。本研究中

EPCs+VEGF 组 Aβ 的含量明显减少（图 1），无论在

海马还是在皮层中，本组的老年斑含量均明显减少，

推测是由于通过新形成的血管促进它的清除实现

的。用 VEGF 治疗不仅能使 Aβ 从脑组织转移到血

液当中，而且也能降低 Aβ 低聚物的形成，脑组织

匀浆法显示无论是单聚物还是多聚物均明显减少，

而 Aβ 低聚物通过影响突触功能与 AD 的认知功能

相关，从而达到治疗的目的，考虑这与血脑屏障通

透性增加有关［9］。采用 VEGF 治疗还可以增加神经

元的存活和内皮细胞的发生，体内移植这种物质也

明显减少了细胞的凋亡［10-12］。研究显示，VEGF 有

双重功能，对于神经保护是必需的，主要包括脑 Aβ

的清除和淀粉样物质的神经毒作用［13］，其结果可能

也在于此。

老年斑和神经纤维缠结是 AD 的病理学特征，

最终导致认知功能障碍，在临床上与 AD 的表现相

关，但机制还远不清楚，AD 最重要的治疗目标是改

表1 各组小鼠的平均潜伏期比较（s，x±s）

组别 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 第 5 天 第 6 天

对照组 48.2±3.2 47.7±4.1 47.7±3.4 43.8±4.1 39.4±4.8 39.1±3.2

EPCs 组 43.9±4.2 42.3±3.8 42.0±2.3 38.5±3.0 28.4±5.3a 22.4±4.9a

EPCs+VEGF 42.1±4.4                    40.2±3.3 39.7±3.1 35.7±3.7a 24.4±4.8a 19.7±4.5a

F 值 4.6 5.3 7.6 9.8 30.3 40.6

P 值 ＞ 0.05 ＞ 0.05 ＞ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

  注：a 与对照组比较，P ＜ 0.05

注：a 与对照组比较，P ＜ 0.01；b 与 EPCs 组比较，P ＜ 0.01

图2 各组小鼠额叶皮层、海马 Aβ 淀粉样斑块数量比较

注：a 与对照组比较，P ＜ 0.01；b 与 EPCs 组比较，P ＜ 0.01

图4 各组小鼠海马区血管 CD34 阳性细胞数目
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善认知功能障碍，临床上在这些患者中表现相关的

缺陷，也可表现记忆缺失，AD患者可以表现神经精神

症状，这种交替的损害可能通过几种方式来解释，包

括探索活动的丧失、空间定向、抑制控制力丧失［14］。

水迷宫实验是客观评价动物的学习记忆的一种客观

指标，完整的测试了 AD 转基因鼠的海马功能，主要

反映长期的空间记忆能力，空间导航试验表示的一

种陈述式记忆，反映的是一种学习记忆能力，上述

结果表明双转基因鼠对水迷宫潜伏期测试实验具有

很好的敏感性，从行为功能上看应用 EPCs 组以及

EPCs+VEGF 组均较对照组潜伏期缩短，说明双转基

因鼠经过治疗以后认知功能得到了改善，而主要体

现在老年斑的减少上。

综上所述，我们的研究显示海马区注射 EPCs 

15 d 后，APP/PS1 鼠的行为损害得到改善、脑的 Aβ

含量总体下降，同时促进海马区的血管新生，提示

注射 EPCs 有望成为 AD 患者的治疗方法之一。
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