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摘 要

I

摘 要

背景：阿尔茨海默症（Alzheimer’s disease, AD）是一种神经退行性疾病，也是痴

呆症的最常见形式，其特征是进行性记忆丧失和认知障碍。家族性、早发性（<60岁）、

常染色体显性遗传型 AD （FAD） 可由淀粉样前体蛋白（APP）、早老素 1（PSEN1）

和早老素 2（PSEN2）基因突变引起。β-和γ-分泌酶连续酶解 APP产生淀粉样β（Aβ）

肽斑块以及高磷酸化 tau（p-tau）的丝状聚集组成的斑块是 AD主要的两个病理标志。

间充质干细胞（Mesenchymal Stem Cells, MSCs）是一种能够分化为间充质谱系的多能

干细胞，它的再生潜力非常大，对多种损伤组织具有保护和修复作用，包括神经、心

肌、软骨、肝等组织。有研究证明，利用MSCs对 AD进行治疗可以减少 Aβ沉积以

及改善病症。目前将MSCs应用于治疗神经疾病的研究主要是通过MSCs直接移植注

射的方式，因为MSCs无法在小鼠模型体内穿过血脑屏障，MSCs直接移植作用属于

细胞疗法，这可能会有肿瘤形成、免疫排斥和输注毒性的风险。MSCs旁分泌产生的

细胞外囊泡（Mesenchymal Stem Cells-Derived Extracellular Vesicles, MSC-EVs）作为一

种无细胞疗法与MSCs能发挥同样的治疗效果，MSCs-EVs在小鼠模型体内可以通过

尾静脉注射穿过血脑屏障，减少了MSCs直接移植的风险且MSC-EVs更容易生产和

储存。

本研究以构建的体外 AD 细胞模型以及 AD 体内小鼠模型作为研究对象，探究

MSC-EVs对 AD疾病模型的作用效果，为 AD的研究提供新的思路。

方法：本研究以 AD 疾病模型为研究对象，将从人脐带来源的间充质干细胞

（Human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells, HUC-MSCs）以及人脂肪来源

的间充质干细胞（Human adipose-derived stem cells, HAD-MSCs）的条件培养基中分离

的人脐带来源的间充质干细胞分泌的细胞外囊泡（HUC-MSC-Derived Extracellular

Vesicles, HUC-MSC-EVs）以及人脂肪来源的间充质干细胞分泌的细胞外囊泡

（HAD-MSC-Derived Extracellular Vesicles, HAD-MSC-EVs）处理 AD疾病模型，探究

AD疾病模型被处理后致病基因以及炎性基因表达的变化。研究内容包括以下方面：（1）
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探究 HAD-MSC-EVs以及 HUC-MSC-EVs对 AD体外细胞模型和 AD体内小鼠模型的

主要致病蛋白淀粉样前体蛋白（APP）的影响以及机制；（2）探究 HAD-MSC-EVs与

HUC-MSC-EVs对AD体外细胞模型以及AD体内小鼠模型的炎性基因表达的影响（3）

探究 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs能否改善 AD小鼠模型的空间学习记忆能力。

结果：1. 从人脐带组织成功分离出了 HUC-MSCs；2. 通过超速离心法从

HAD-MSCs 与 HUC-MSCs 的 条 件 培 养 基 中 成 功 分 离 出 HAD-MSC-EVs 与

HUC-MSC-EVs；3. HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 AD体外细胞模型以及 AD

体内小鼠模型后通过显著上调α-分泌酶，显著下调β-分泌酶从而显著减少 AD致病

蛋白 APP 的表达；4. HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs 处理 AD 体外细胞模型以及

AD体内小鼠模型后可以显著下调 IL-6, TNF-α, IL-1β以及 HO-1炎性基因的表达；5.

HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs通过尾静脉注射处理 AD体内小鼠模型后可以显著

提高其空间学习记忆能力。

结论：1. HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 AD疾病模型后可以通过上调α-

分泌酶下调β-分泌酶减少 AD 疾病模型中病理蛋白 APP 的表达；2. HAD-MSC-EVs

与 HUC-MSC-EVs处理 AD疾病模型后可以减少 AD疾病模型中 IL-6, TNF-α, IL-1β

以及 HO-1炎性基因的表达；3. HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs 处理 AD小鼠后可

以改善其空间学习记忆能力。

关键词 阿尔茨海默症 间充质干细胞 细胞外囊泡 淀粉样前体蛋白
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Abstract

Background: Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease and the most

common form of dementia, characterized by progressive memory loss and cognitive

impairment. Familial, early-onset (<60 years), autosomal-dominant forms of AD (FAD) can

be caused by mutations in the genes amyloid precursor protein (APP), presenilin 1 (PSEN1),

and presenilin 2 (PSEN2). β- and γ-secretase continuously enzymatically hydrolyze APP to

produce amyloid β (Aβ) peptide plaques and plaques composed of filamentous aggregation

of hyperphosphorylated tau (p-tau) are the two main pathological signs of AD.

Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are pluripotent stem cells that can differentiate into

mesenchymal mass spectrometry lines. They have great regenerative potential and can

protect and repair a variety of damaged tissues, including nerves, myocardium, and

cartilage. , Liver and other tissues. Researches have shown that the use of MSCs to treat AD

can reduce Aβ deposition and improve disease. At present, the research on the application of

MSCs to the treatment of neurological diseases is mainly through direct transplantation and

injection of MSCs, because MSCs cannot cross the blood-brain barrier in mouse models,

and direct transplantation of MSCs belongs to cell therapy, which may have the risk of

tumor formation, immune rejection and infusion toxicity. Mesenchymal Stem Cells-Derived

Extracellular Vesicles (MSC-EVs) as a cell-free therapy can exert the same therapeutic

effect as MSCs, and MSCs-EVs can cross the blood-brain barrier through tail vein injection

in mouse models, reducing the risk of direct transplantation of MSCs and making MSC-EVs

easier to produce and store.

In this research, the constructed in vitro AD cell model and in vivo mice model of AD

were used as research objects to explore the effect of MSC-EVs on AD disease models, and

provide new ideas for AD research.

Methods: In this research, AD disease models were studied from human umbilical
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cord-derived mesenchymal stem cells (HUC-MSCs) and human adipose-derived stem cells

(HAD-MSCs) in the conditioned medium of human umbilical cord-derived extracellular

vesicles (HUC-MSC-EVs) and HAD-MSC-derived extracellular vesicles (HAD-MSC-EVs)

to explore the changes in the expression of pathogenic genes and inflammatory genes after

the treatment of the AD disease model.

Results: 1. HUC-MSCs were successfully isolated from human umbilical cord tissue. 2.

HAD-MSC-EVs and HUC-MSC-EVs were successfully isolated from conditioned medium

of HAD-MSCs and HUC-MSCs by ultracentrifugation. 3. After treatment of

HAD-MSC-EVs and HUC-MSC-EVs in vitro cell models and in vivo mouse models of AD,

the expression of AD pathogenic protein APP was significantly upregulated by significantly

upregulating α-secretase and significantly downregulating β-secretase. 4. HAD-MSC-EVs

and HUC-MSC-EVs could significantly downregulate the expression of IL-6, TNF-α, IL-1β

and HO-1 inflammatory genes after treatment of AD in vitro cell models and in vivo mouse

models of AD. 5. HAD-MSC-EVs and HUC-MSC-EVs were treated with in vivo mouse

models of AD by tail vein injection, which significantly improved their spatial learning and

memory ability.

Conclusion: 1. After HAD-MSC-EVs and HUC-MSC-EVs are treated in AD disease

models, the expression of pathological protein APP in AD disease models can be reduced by

up-regulating α-secretases down-regulating β-secretases. 2. HAD-MSC-EVs and

HUC-MSC-EVs can reduce the expression of IL-6, TNF-α, IL-1β and HO-1 inflammatory

genes in AD disease models after treatment of AD disease models. 3. HAD-MSC-EVs and

HUC-MSC-EVs can improve the spatial learning and memory ability of AD mice after

treatment.

Keywords Alzheimer's disease Mesenchymal stem cells Extracellular vesicles

Amyloid precursor proteins
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第一章 绪论

1.1 阿尔茨海默症概述

1.1.1 阿尔茨海默症的简介

阿尔茨海默症（Alzheimer’s disease, AD）是以德国精神病学家 Alois Alzheimer命

名的最常见的痴呆症类型，其病理特征主要是在脑内 Aβ斑块的沉积和神经原纤维缠

结[1]。Alois Alzheimer 在检查一个病人的大脑时注意到淀粉样蛋白斑块的存在以及神

经元的缺失，且该病人在死亡前有记忆丧失以及性格改变的情况出现，他将这种情况

描述为大脑皮层的严重疾病[2]，后来 Emil Kraepelin在其第 8版精神病学手册中首次将

这种疾病命名为阿尔茨海默症[3]。目前对于 AD 特征的描述为进行性记忆丧失和认知

障碍[4]，根据发病原因可将 AD分为以下两类：（1）家族性、早发性（<60岁）、常染

色体显性遗传型 AD（FAD），由淀粉样前体蛋白（APP）、早老素 1（PSEN1）和早老

素 2（PSEN2）基因突变引起；（2）散发性 AD，由多因素遗传和环境风险因素所致，

发病通常较晚[5]。

1.1.2 阿尔茨海默症的危害

AD作为一种与年龄具有密切相关性的神经退行性疾病，其发病群体大多聚集在

老年人群体，患者会出现神经元丢失和认知下降的现象并且脑内发生病变，伴随记忆

丧失和认知功能障碍继而导致行为也出现障碍，逐渐丧失社会生活能力[6]。AD早期的

症状并不明显，因此容易被忽视，目前 AD已经成为了自心脑血管疾病和恶性肿瘤之

后老年人的第三大致残致死疾病，这不仅给家庭带来巨大的经济负担，也给社会带来

了社会负担[7]。目前在我国已经约有 1000万 AD患者，并且随着我国人口老龄化的趋

势，AD的发病率也将会随之而增加[8]。

1.1.3 阿尔茨海默症的治疗方法及药物

尽管目前 AD给社会带来了严重的公共安全卫生问题，但是只有 3种医学治疗方

法被批准用于 AD，这 3种方法分别是胆碱酯酶抑制剂，N-甲基 D-天冬氨酸（NMDA）
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受体拮抗剂以及联合疗法[9]。

胆碱酯酶是 AD的重要治疗靶点之一[10]。AD患者认知功能下降的主要原因是大

脑中胆碱能神经元的恶化和神经递质的丧失[11]，根据胆碱能假说，AD的主要原因是

乙酰胆碱合成的减少，因此通过抑制乙酰胆碱酯酶的生物活性从而增加大脑中的胆碱

能水平是潜在的治疗策略之一[12]。他克林是第一代胆碱酯酶抑制剂药物，但是他克林

会造成明确的急性肝损伤，受到肝毒性副作用的限制他克林很快就被淘汰，随后还出

现了多奈哌齐、卡巴拉汀以及加兰他敏，这些不同药物有着相似的疗效，因此应该根

据成本、个体患者耐受性和医生的经验进行选择[13]。

在人体正常情况下，NMDA 受体通过允许钙离子进入神经从而发挥作用；然而

AD患者的 NMDA受体表现出高活性，因此钙离子过量进入神经从而导致兴奋性毒性

和细胞死亡。美金刚是 NMDA受体拮抗剂的药物，该药物能够与 NMDA受体的开放

状态结合作为非竞争性拮抗剂起作用，因此能够作为用于治疗 AD的药物之一[14]。美

金刚已经被证明可以对中度至重度的 AD患者有一定的治疗效果，但是对轻度的 AD

患者并没有明显的治疗效果[15]。

在联合治疗中，美金刚和多奈哌齐的联合使用治疗中度至重度的 AD患者后，AD

患者的认知判断，语言和行为障碍可以有效改善，但是对于轻度患者却没有明显的效

果[16]。

1.2 间充质干细胞概述

1.2.1 间充质干细胞的简介

间充质干细胞（Mesenchymal Stem Cells, MSCs）是一种具有分化为间充质谱系能

力的多能干细胞，可以从骨髓、脐带、脂肪等组织中分离并且易于在体外培养[17]。MSCs

没有明确的标记，因此国际细胞治疗协会建立了一个MSCs的标准：MSCs必须表达

高水平的 CD105，CD73以及 CD90，表达低水平的MHC-Ⅰ，MHC-Ⅱ，CD11b，CD14，

CD34，CD45以及 CD31[18]。

1.2.2 间充质干细胞的治疗潜力

MSCs具有免疫抑制潜力因此对免疫疾病有治疗作用，有研究表明MSCs通过与
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自然杀伤细胞、B淋巴细胞、树突状细胞以及 T细胞相互作用从而在免疫应答的过程

产生影响[19]。MSCs因其分化潜能而拥有再生潜力，MSCs的再生潜力表现在对多种

损伤模型具有保护作用，其中包括了骨骼受损，软骨，肝，心肌，心脏和神经等组织

损伤模型[20-24]。以往MSCs在再生医学领域的应用中通过将MSCs移植分化从而发挥

作用，但是会具有致癌性和免疫原性[25]。目前研究发现，MSCs发挥功能与其旁分泌

作用密切相关[26-28]。MSCs可以通过旁分泌功能分泌多种因子进行免疫调节，从而促

进血管生成，抗凋亡和抗氧化作用[29, 30]。MSCs还可以释放含有蛋白质，mRNA以及

microRNA的细胞外囊泡减少组织修复过程中出现的炎症反应并且能够促进细胞的增

殖[31-33]。综上所述，MSCs主要通过三种方式发挥治疗潜力：（1）通过分化成各种细

胞谱系来替换受损的组织；（2）通过免疫调节功能调节免疫应答；（3）通过旁分泌

功能分泌出细胞外囊泡转入受体细胞进行作用。图 1为MSCs发挥治疗潜力示意图[34]。

图 1 MSCs发挥治疗潜力的示意图

1.3 细胞外囊泡概述

1.3.1 细胞外囊泡简介

根据国际细胞外囊泡协会的建议，细胞外囊泡（Extracellular Vesicles, EVs）包括

外泌体（exosomes），微泡颗粒（microvesicles）和凋亡小体（apoptotic bodies）[35]，

其中发挥主要作用的成分为外泌体成分。EVs各个组分的起源，尺寸，功能，标记物

以及组成成分如表 1-1所示。EVs发挥的功能是由其来源细胞所决定的，EVs内部包
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含了其来源细胞的特异性蛋白，mRNA以及 microRNA等物质，不同细胞来源的 EVs

可以行使其特定功能，通过转移至受体细胞中激活细胞特定的信号传导从而影响细胞

命运，是细胞间通讯的重要介质[36]。细胞分泌的 EVs均具有靶向受体细胞的表面分子，

EVs被靶细胞吸收后，通过以下三种机制进行诱导信号传导：（1）内吞区室内化；（2）

与细胞膜融合；（3）识别特异性受体诱导细胞内信号通路[37]。

表 1-1 EVs各个组分的起源，尺寸，功能，标记物和组成

外泌体 微泡颗粒 凋亡小体

起源 内吞途径 质膜 质膜

尺寸 40-120nm 50-1000nm 500-2000nm

功能 细胞间通讯 细胞间通讯 促进吞噬作用

标记物

Alix, Tsg101,

CD81, CD63, CD9,

flotillin

Integrins,

selectins, CD40
Annexin Ⅴ

组成

蛋白质和核酸

（mRNA，miRNA和

其他非编码 RNA）

蛋白质和核酸

（mRNA，miRNA和

其他非编码 RNA）

细胞器，核成分

1.3.2 细胞外囊泡的分离方法

EVs 因其内部包含细胞来源的特异性蛋白，mRNA 以及 microRNA 等物质，在

临床疾病治疗方面具有应用前景，但是分离 EVs是目前的难点之一，从细胞中分离出

具有生物活性和功能的 EVs需要去除杂蛋白和其他可能存在的基质污染物等，目前用

于分离 EVs的常用方法有五种，分别是超速离心法、密度梯度离心法、尺寸排阻色谱

法、基于免疫亲和力的分离法以及使用商业试剂盒进行分离。这五种方法的分离原理

以及优缺点如表 1-2所示。

超速离心法是目前分离 EVs的黄金标准[38, 39]，分离原理是根据 EVs的密度将其从

细胞条件培养基中与其他样品组分和浓缩物分离[40, 41]。超速离心法分离 EVs 无法将

EVs与细胞外空间的其他成分完全分离[42]，会分离出其他的微粒，包括病毒、脂蛋白

颗粒以及蛋白复合物等[43]。超速离心法需要使用到超高速离心机仪器，该仪器价格昂

贵，但是长期使用性价比相比于其他四种方法更高。密度梯度离心法是基于超高速离

心法的分离方法，原理与超高速离心法相似，需要预先构造密度梯度，蔗糖梯度以及
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OptiPrep梯度是目前应用于 EVs分离常用的两种介质[44]，适用于从蛋白聚集体、非膜

颗粒以及体液中分离[45]。相较于超速离心法，密度梯度离心法具有提高 EVs纯度的优

势，但是需要进行梯度制备以及护理，防止使用过程中梯度发生变化。尺寸排阻色谱

法是根据流体动力学体积分离样品成分的方法，这种方法不需要昂贵设备并且可以在

温和条件下洗脱使用[46]。相较于超高速离心法，尺寸排阻色谱法可以分离出 EVs中更

多的蛋白[47]，但是会受到脂蛋白颗粒、病毒颗粒、游离蛋白以及蛋白复合物等物质的

污染[48]。基于免疫亲和力的分离方法是根据抗原-抗体高度特异性相互结合作用而进行

分离，基于免疫亲和力的分离方法通过抗原-抗体特异性结合作用靶向特定的 EVs, 从

而减少其他颗粒物质的污染, 许多研究已经使用抗体对 EVs进行分离[49]。基于免疫亲

和力的分离方法减少了分离时间并且提高了纯化特异性, 但是成本非常高, 并且会受

到抗体的非特异性结合、竞争性抑制和交叉反应的问题, 而且抗体的使用次数有限, 从

固定相中分离 EVs也可能会带来问题[50]。目前在市场上已经出现了以下几种商业化的

试剂盒用于分离 EVs：（ 1） ExoQuick™ Exosome Precipitation Solution (Systems

Bioscience) ；（ 2 ） miRCURYTM (Exiqon)；（ 3 ） Total Exosome Isolation Reagent

(Invitrogen)[51-53]，使用试剂盒分离 EVs不需要任何专用的设备仪器并且产量与超速离

心法相差不多。使用商业试剂盒分离 EVs可能会导致高水平的蛋白质污染并且价格也

非常昂贵，此外试剂盒的专有配方可能会干扰 EVs的下游实验。

表 1-2 EVs各分离方法的优点与缺点

方法 原理 优点 缺点

超速离心法
EVs密度与其他

组分不同
蛋白污染程度低

会分离出大小相

似的颗粒物

密度梯度离心法
EVs密度与其他

组分不同
EVs纯度高

需要额外时间进

行制备和护理

尺寸排阻色谱法
流体动力学体积

分离

蛋白污染程度

低，分离条件温和

EVs分离物低分

辨率和低稀释度

基于免疫亲和力

的分离方法

抗原-抗体特异

性结合
纯化效率高 成本高

商业试剂盒 聚合物沉淀
EVs产量高，流

程简单

蛋白污染高，成

本高
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1.3.3 间充质干细胞分泌的细胞外囊泡

间充质干细胞分泌的细胞外囊泡（Mesenchymal Stem Cells-Derived Extracellular

Vesicles, MSC-EVs）目前被广泛应用于疾病治疗的探究中。Haynesworth 等人首次鉴

定出 MSC-EVs, 表明 MSC-EVs 内部包含有生长因子、趋化因子和细胞因子 [54]。

MSC-EVs内部包含的因子可促进血管生成, 减少细胞凋亡和纤维化, 增强神经元存活,

刺激细胞外基质重塑, 限制局部炎症并调节免疫反应，因此MSC-EVs可以应用于治疗

损伤的细胞, 减少组织损伤以及加速器官修复[55-57]。MSC-EVs在目前的研究中被着 重

探究的功能主要有两个：（1）促进损伤组织的结构和功能恢复[58]；（2）通过MSC-EVs

表达特定的 microRNA 并转移至受体细胞的特点, 将 MSC-EVs 应用到 microRNA 表

达失控的细胞中发挥作用[59]。在目前对于MSC-EVs的研究中, MSCs的来源主要是骨

髓、脐带血、脂肪组织, 研究表明, 不同组织来源的MSC-EVs所携带的蛋白质有所不

同，但基本都包含了血管生成、炎症、凝血、细胞凋亡等与MSC-EVs 治疗作用密切

相关的蛋白[60]。

1.4 研究目的及意义

长期以来，AD 对人类的生命健康和生活造成了严重威胁，针对 AD 的治疗目前

在临床上没有统一的标准，目前用于治疗 AD的药物的治疗效果也不佳，因此探索 AD

的治疗方式至关重要。利用MSCs治疗 AD是治疗 AD的新兴领域，近年来MSCs在

治疗癌症、血液相关疾病以及神经退行性疾病方面受到广泛关注[61, 62]，目前MSCs在

AD 领域的应用已在 AD 患者中进行了几项临床试验，涉及 HAD-MSCs 以及

HUC-MSCs[63, 64]。本课题通过从MSCs的条件培养基中分离出MSC-EVs，以 AD体外

细胞模型和 AD 体内小鼠模型为研究对象：（1）探究MSC-EVs 对 AD 疾病模型中淀

粉样前体蛋白（APP）表达的影响以及机制；（2）探究MSC-EVs在 AD疾病模型中能

否减轻因淀粉样前体蛋白被酶解导致 Aβ斑块沉积而产生的炎症反应；（3）探究

MSC-EVs能否改善 AD小鼠模型的学习记忆能力表型。研究MSC-EVs对 AD疾病模

型的作用效果，进而了解MSC-EVs能否对 AD 疾病模型产生治疗作用，为探究针对

AD的治疗方式提供一个新的思路。
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第二章 实验材料、仪器和方法

2.1 实验材料

2.1.1 细胞及菌株

人脂肪来源的间充质干细胞（HAD-MSCs）从湖南丰晖生物科技有限公司购买所

得，由湘雅医院实验室分离得到；人脐带来源的间充质干细胞（HUC-MSCs）由本实

验室从人脐带组织分离得到；人神经母细胞瘤细胞（SH-SY5Y）从上海青旗生物技术

发展有限公司购买所得；以上细胞均置于 37℃，5%CO2的无菌培养箱中培养。细胞的

基本信息如表 2-1所示，培养基配方如表 2-2所示。pCIG3质粒从 Addgen购买所得，

APP基因（基因序列号：NM_201414.3）由苏州金唯智生物科技有限公司合成。

表 2-1 细胞简介

细胞名称 细胞简介

HAD-MSCs 人脂肪来源的间充质干细胞，分离自人脂肪组织，属于成体干细胞，具

有自我更新和多向分化的能力。

HUC-MSCs 人脐带来源的间充质干细胞，分离自人脐带组织，属于多能干细胞，可

诱导分化成多种细胞。

SH-SY5Y 人神经母细胞瘤细胞，于 1970年建自骨瘤转移灶的神经母细胞瘤

SK-N-SH细胞系经 3次克隆后的亚系。具有中等水平的多巴胺-β-羟基酶

活性，常用于构建体外神经疾病模型。

表 2-2 培养基配方

培养基类型 适用细胞 配方

DMEM完全

培养基

HAD-MSCs, SH-SY5Y 1%链霉素-青霉素、10%胎牛血

清、89%DMEM基础培养基

人脐带来源的

间充质干细胞专用

无血清完全培养基

HUC-MSCs 1%间充质干细胞无血清培养基

添加剂、99%间充质干细胞无血清培

养基
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2.1.2 实验试剂

本课题实验所用到的主要试剂及其生产厂家见表 2-3。
表 2-3 实验试剂

试剂 生产厂家

DMEM基础培养基 Gibco
间充质干细胞无血清基础培养基 友康恒业生物科技有限公司

间充质干细胞无血清培养基添加剂 友康恒业生物科技有限公司

干细胞温和消化酶 友康恒业生物科技有限公司

无血清细胞冻存液 友康恒业生物科技有限公司

PBS缓冲液 生工生物工程股份有限公司

胰酶 维森特

胎牛血清 GEMINI
双抗（青霉素-链霉素） 博奥龙

DMSO 索莱宝生物科技公司

Trizol 天根生化公司

氯仿 天津市北辰方正试剂厂

异丙醇 天津市北辰方正试剂厂

无水乙醇 Sigma
95%酒精 石家庄新宇三阳公司

RNase Free Water Takara
6×Super GelRed Prestain Loading Buffer US EVERBRIGHT

琼脂糖 BIOLAB
FastQuant cDNA第一链合成试剂盒 天根生化公司

2×SYBR Green 康为世纪

Xba I内切酶 NEB
Bmt I内切酶 NEB

10×rCutSmartTM Buffer NEB
Endo-free Plasmid Mini Kit Omega
TIANgel Midi Purification Kit 天根生化公司

10×ligation Buffer Takara
T4 DNA ligation Takara

TOP10感受态细胞 Biomed
Lipofectamine TM 3000 Reagent Invitrogen

PMSF（蛋白酶抑制剂） 索莱宝生物科技公司

RIPA裂解液 康为世纪

BCA蛋白定量试剂盒 索莱宝生物科技公司

5×SDS-PAGE Loading Buffer Gibco
GAPDH抗体 Abcam
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表 2-3 实验试剂（续）

试剂 生产厂家

BACE1抗体 Abcam
β-actin抗体 Abcam
ADAM10抗体 Abcam
APP抗体 ABclonal

HRP-羊抗兔二抗 Cell Signaling Technology
ECL超敏发光液 索莱宝生物科技公司

D-Hanks溶液 Sigma
BSA Sigma

CD45-FITC BD
CD105-PE BD
CD14-APC BD
CD34-FITC BD
CD73-PE BD

CD19-Perp-Cy5.5 BD
CD90- PerCP-Cy5.5 BD

HLA-APC BD
PE Mouse IgG1 BD

PE Mouse Anti-Human CD73 BD
Anti-Human CD90 Invitrogen
Anti-Human CD105 Invitrogen
Human CD34 R-PE Invitrogen

CD45-PE Cell Signaling Technology
4%多聚甲醛细胞组织固定液 Biosharp

抗坏血酸钠 aladdin
地塞米松 aladdin

β-甘油磷酸盐 Sigma
3-异丁基-1-甲基黄嘌呤 Sigma

胰岛素 Sigma
吲哚美辛 MCE

茜红素 S染色液 索莱宝生物科技公司

油红素 O染色液 Sigma
4%PFA Sigma

Formvar-carbon载样铜网 PELCO
1%戊二醛 Ted-pella
草酸双氧铀 Sigma
甲基纤维素 Sigma

聚苯乙烯微球 Microtrac
酵母粉 Amresco
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表 2-3 实验试剂（续）

试剂 生产厂家

蛋白胨 Amresco
NaCl Amresco
Tris Amresco
SDS Biotopped

Tween 20 索莱宝生物科技有限公司

脱脂奶粉 Bio Froxx
盐酸 天津市大茂化学试剂厂

TEMED 索莱宝生物科技有限公司

2.1.3 实验试剂配制

（1）LB/Amp液体培养基（无菌）：将 0.5 g酵母粉、1 g蛋白胨、1 g NaCl以及

100 mL超纯水添加至 200 mL干净的烧杯中，用磁力搅拌器搅拌至无明显固体颗粒，

搅拌完成后转移至储液瓶中，放入灭菌锅中进行高温高压灭菌后拿进通风橱冷却，待

温度降到 50-60℃时加入 0.1 mL浓度为 100 mg/mL 的氨苄青霉素（Amp），摇晃混匀

后贴上封口膜，写好标签放至 4℃冰箱储存备用。

(2) LB/Amp 固体培养基（无菌）：将 0.5 g 酵母粉、1 g 蛋白胨、1 g NaCl、1.5 g

琼脂糖以及 100 mL超纯水添加至干净的锥形瓶中，用玻璃棒搅拌后贴上透气的封口

膜，放入灭菌锅中进行高温高压灭菌，灭菌完成后拿进通风橱冷却，待温度降到 50-60℃

时加入 0.1 mL浓度为 100 mg/mL的氨苄青霉素（Amp），摇晃混匀后快速且均匀地倒

入 5个无菌的 10 cm培养皿中，待培养基凝固后贴上封口膜，写好标签放至 4℃冰箱

保存备用。

（3）50×TAE：将 37.2 g Na2EDTA·H2O 、242 g Tris、以及 400 mL超纯水添加

至干净的烧杯中，用磁力搅拌器搅拌至无明显固体颗粒后转移至 500 mL容量瓶进行

定容，倒至密封瓶中，写好标签后在常温环境储存备用。

（4）1×TAE：用量筒取 20 mL 50×TAE以及 980 mL超纯水倒至密封瓶中，上下

颠倒混匀，写好标签后在常温环境储存备用。

（5）1%琼脂糖凝胶：取 0.3 g琼脂糖以及 30 mL 1×TAE添加至干净的三角瓶中，

放入微波炉设置 200℃加热 2 min，加热完成后倒至准备好的胶槽中，室温静置 30 min

后使用。
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（6）10% SDS：将 10 g SDS以及 80 mL超纯水添加至烧杯中，加热至 68℃，期

间用玻璃棒搅拌至无明显固体颗粒，用浓盐酸调 pH值至 7.2，再用 100 mL容量瓶定

容，倒至密封瓶中，写好标签后在常温环境下储存备用。

（7）10% 过硫酸铵（AP）：将 0.5 g AP以及 5 mL超纯水添加至烧杯中，用玻璃

棒搅拌至无明显固体颗粒，倒至 15 mL无菌的离心管中，写好标签后放至 4℃冰箱保

存备用。

（8）5×Running Buffer：将 5 g SDS、15 g Tris、72 g Glycine以及 700 mL超纯水

添加至烧杯中，用磁力搅拌器搅拌至无明显固体颗粒后转移至 1 L容量瓶进行定容，

倒至密封瓶中，写好标签后在常温环境下储存备用。

（9）1×Running Buffer：将 200 mL 5×Running Buffer 以及 800 mL超纯水添加至

密封瓶中，上下颠倒混匀，写好标签后在常温环境下储存备用。

（10）10×Transfer Buffer：将 30.3 g Tris、144 g Glycine以及 800 mL超纯水添加

至烧杯中，用磁力搅拌器搅拌至无明显固体颗粒后转移至 1 L容量瓶进行定容，倒至

密封瓶中，写好标签后在常温环境下储存备用。

（11）1×Transfer Buffer：将 100 mL 10×Transfer Buffer、200 mL 95%乙醇以及 700

mL超纯水添加至密封瓶中，上下颠倒混匀，写好标签后在常温环境下储存备用。

（12）TBST Buffer：将 4.4 g NaCl、10 mL 1 M Tris-HCL（pH 8.0）、400 mL超

纯水以及 250 μL Tween 20添加至烧杯中，用磁力搅拌器搅拌至无明显固体颗粒后转

移至 500 mL容量瓶进行定容，倒至密封瓶中，写好标签后放至 4℃冰箱储存备用。

（13）蛋白封闭缓冲液（5%）：将 2.5 g 脱脂奶粉以及 50 mL TBST Buffer 添加

至烧杯中，用玻璃棒搅拌至无明显固体颗粒，现用现配。

（14）DEPC水：将 200 mL超纯水以及 0.2 mL DEPC添加至密封瓶中，放至转

速为 180 rpm的摇床上，振荡至少 16 h；振荡后放至灭菌锅进行高温高压灭菌，写好

标签后放至 4℃冰箱保存备用。

（15）1M Tris-HCl（pH 6.8）：将 60.55 g Tris以及 400 mL超纯水添加至烧杯中，

用磁力搅拌器搅拌至无明显固体颗粒后用浓盐酸调 pH值至 6.8，转移至 500 mL容量

瓶定容，定容后倒至密封瓶中，放至灭菌锅进行高温高压灭菌，写好标签后在常温环
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境下储存备用。

（16）1M Tris-HCl（pH 7.4）：配方、配置过程以及储存环境与（15）一致，但是

将 pH值用浓盐酸调至 7.4。

（17）1M Tris-HCl（pH 8.0）：配方、配置过程以及储存环境与（15）一致，但是

将 pH值用浓盐酸调至 8.0。

（18）1M Tris-HCl（PH 8.8）：配方、配置过程以及储存环境与（15）一致，但是

将 pH值用浓盐酸调至 8.8。

（19）12% SDS-PAGE分离凝胶：将 3.3 mL 30% Acrylamide、2.5 mL 1.5M Tris-HCl

（PH为 8.8）、4 mL超纯水以及 10%的 SDS和 10%的 AP各 100 μL添加至烧杯中，

摇晃混匀后再添加 6 μL TEMED，用玻璃棒快速搅拌均匀后倒入组装好的胶板中。

（20）5% SDS-PAGE浓缩胶：将 0.83 mL 30% Acrylamide、0.32 mL 1.0M Tris-HCl

（PH为 6.8）、1.7 mL超纯水以及 10%的 SDS和 10%的 AP各 25 μL添加至烧杯中，

摇晃混匀后再添加 2.5 μL TEMED，用玻璃棒快速搅拌均匀后倒入含有 12% SDS-PAGE

分离凝胶的胶板中。

2.2 实验仪器

本课题实验所用的主要仪器见表 2-4。
表 2-4 实验仪器

仪器 生产厂家

超净工作台 Airtech
凝胶成像仪 Bio-Rad

SDS-PAGE凝胶电泳相关设备 Bio-Rad
琼脂糖凝胶电泳相关设备 Bio-Rad

PCR仪 Applied Biosystems
荧光定量 PCR仪 Bio-Rad

酶标仪 MOLECULAR
涡旋震荡仪 杭州米欧仪器有限公司

瞬时离心机 Andy Bio
金属浴 BIOER

恒温摇床 哈尔滨市东联电子有限公司

CO2恒温培养箱 YAMATO
倒置荧光显微镜 奥林巴斯公司
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表 2-4 实验仪器（续）

仪器 生产厂家

低速离心机 BECKMAN
高速离心机 BECKMAN

超高速离心机 Himac
高压蒸汽灭菌锅 TOMY

干燥箱 上海飞越科学仪器有限公司

分析天平 奥豪斯公司

冰箱 Hair
烘箱 上海飞越实验仪器有限公司

微波炉 格兰仕

荧光共聚焦显微镜 OLYMPUS
制冰机 北京长流科学仪器有限公司

超纯水机 Heal Force
流式细胞仪 BECKMAN COULTER

透射电子显微镜 JEOL
纳米颗粒追踪分析仪 Particle Metrix

2.3 实验方法与步骤

2.3.1 细胞培养

2.3.1.1 细胞复苏

（1）实验开始前，开启紫外照射超净工作台 30 min，开启水浴锅，设置为 37℃，

提前预热，在超净工作台内往 15 mL离心管内放入 3 mL完全培养基；

（2）戴上专业护目镜及手套，从液氮罐里取出冻存的细胞并将其放入透明无酶

EP手套内，喷 75% 酒精消毒后拿入工作台内快速拧松放气，再贴好封口膜，迅速放

入水浴锅中进行摇晃解冻；

（3）待细胞解冻至黄豆粒大小时，从水浴锅取出，喷 75% 酒精消毒后快速拿进

超净台，将细胞移至（1）中准备好的 15 mL离心管内，放入离心机，配平，以 800 rpm

转速离心 3 min；

（4）离心完成后，吸弃上清液，用 1 mL完全培养基重悬细胞沉淀，重悬均匀后

转移至含有完全培养基的培养皿或培养瓶中，上下左右摇晃使细胞均匀分布在培养皿

或培养瓶中，然后放置在 37℃，5% CO2的培养箱中进行培养。
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2.3.1.2 细胞传代

（1）用显微镜观察细胞长至对数生长期时，吸弃培养皿或培养瓶里的旧培养基，

用 PBS缓冲液轻柔洗涤两次；

（2）视培养皿或培养瓶的规格加入适量胰酶消化细胞（HUC-MSCs的消化加入

干细胞温和消化酶）；

（3）放在倒置显微镜载物台上查看细胞的形态，当大约有 75%的细胞变圆悬浮

后，快速放回超净工作台并向内添加完全培养基（以 3：1胰酶或消化酶比例）结束消

化过程；轻柔吹打培养皿或培养瓶底壁，待细胞完全离壁后移至 15 mL无菌离心管，

以 800 rpm转速离心 3 min；

（4）离心后在工作台内吸弃上清液，加入 1 mL完全培养基重悬细胞后按比例转

移至含有完全培养基的培养皿或培养瓶中，上下左右摇晃使细胞均匀分布在培养皿或

培养瓶中，然后放置在 37℃，5% CO2的培养箱中进行培养。

2.3.1.3 细胞冻存

（1）以 DMSO：血清：基础培养基 = 1：4：5配置细胞冻存缓冲液（HUC-MSCs

使用无血清细胞冻存液），放入 4℃冰箱里避光保存；

（2）同细胞传代（2）（3）步骤一致；

（3）离心后在工作台内吸弃上清液，按冻存比例加入（1）中配置好的细胞冻存

液，重悬细胞后转移至细胞冻存管中，贴好封口膜，在冻存管上标记好细胞名称，代

数以及冻存日期；

（4）将标记好的冻存管放入事先准备好的冻存盒中并放入-80℃冰箱中进行梯度

降温，过夜后转移至液氮罐内长久保存。

2.3.2 细胞总 RNA的提取

（1）从细胞培养箱中取出需要提取 RNA的细胞，吸弃培养基，用 PBS洗涤两遍；

（2）加入适量 Trizol裂解细胞（视细胞量多少用 500 μl或 1 mL），使劲吹打细胞

进行裂解，裂解后转移至无 RNAase 1.5 mL EP管中，若不立即提取放入-80℃冰箱中

保存；
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（3）开启离心机，4℃遇冷；将样品从-80℃冰箱中取出，放于室温环境下自然溶

解，溶解后加入氯仿（与 Trizol比例为 1：5），用力颠倒混匀 15 s，置于室温放置 2 min，

可见分层；重复此步骤 4次，使其分层更充分；

（4）以 4℃，14000 rpm条件离心 15 min，离心后溶液分为有机相和水相，中间

有蛋白质层，RNA在上层水相中；

（5）分装异丙醇（与 Trizol比例为 2：5）至无 RNAase 1.5 mL EP管中，放置于

冰上遇冷；

（6）吸取（4）中的上层水相至遇冷好的异丙醇中，轻柔地颠倒混匀，置于冰上

静置 5-10 min，以 4℃，14000rpm条件离心 10min；配置新鲜的 75%乙醇（用 RNAase

水配置）；

（7）弃上清，加入 750 μl新鲜配置的 75%乙醇，轻柔地弹起沉淀，以 4℃，14000rpm

条件离心 5 min；

（8）吸弃上清，在工作台内晾干至沉淀由白色变成透明；

（9）视 RNA沉淀多少用无 RNAase水溶解，60℃金属浴 10min；

（10）取出后轻轻混匀，简短离心后放置于冰上，取 2 μl用 Nanodrop 2000仪器

进行RNA浓度的检测，取5 μl混合到 1 μL 6×Super GelRed Prestain Loading Buffer 中，

吹吸混匀，进行琼脂糖凝胶电泳，检测 RNA样品的完整度。

※ 实验过程必须防止 RNAase 的污染，整个提取过程要使用无 RNAase 的试剂

耗材，要在干净的通风橱内进行操作。

2.3.3 小鼠海马组织总 RNA提取

（1）将小鼠脱颈处死，剪开小鼠头皮暴露出头部；

（2）用直镊将小鼠脑壳拨开，再小心地将大脑皮层拨开，海马组织位于大脑皮层

的底部，暴露出海马组织；

（3）将海马组织与大脑皮层及周围的脑组织分离，小心取出海马组织后放入

RNAlater 试剂中保存；

（4）将（3）中所得的组织液氮条件下研磨成粉末，以每 100 mg的海马组织加
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入 1 mL Trizol试剂，使劲吹打，然后移至无 RNAase的 1.5 mL EP管中，若不立即提

取可放-80℃冰箱保存；

（5）后续实验步骤以及注意事项与实验方法 2.3.2中（3）-（10）相同。

2.3.4 RNA反转录成 cDNA

（1）本实验使用 FastQuant RT Kit第一链合成试剂盒；

（2）将待反转录的 RNA样品以及反转录试剂都放在冰上溶解；

（3）溶解后，根据表 2-5在 200 μL无 RNAase 的 EP管内配制体系 1，其中 RNA

加入总量为 1 μg；将 EP管放入 PCR仪，42℃条件下运行 3 min；运行结束后迅速取

出放在冰上；

表 2-5 gDNA去除反应体系

组成成分 使用量

5×gDNA Buffer 2 μL
Total RNA -

RNase-Free ddH2O 补足到 10 μL

（4）根据表 2-6配置体系 2；
表 2-6 反转录反应体系

组成成分 使用量

10×Fast RT Buffer 2 μL
RT Enzyme Mix 1 μL

RQ-RT Primer Mix 2 μL
RNase-Free ddH2O 补足到 10 μL

（5）将配置好的体系 2放在涡旋振荡器上震荡混匀；再将体系 2按照每管 10 μL

的量加入到体系 1的各管中，放在涡旋振荡器上震荡混匀；

（6）将步骤（5）得到的装有混合液的 EP管放入 PCR仪，连续运行 42℃，15 min

和 95℃，3 min；得到的产物用 DEPC水稀释后可以直接用作下一步实验或放在-20℃

冰箱存储。

2.3.5 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）

(1) 本课题中使用NCBI网站中的 Primer blast程序设计 qRT-PCR实验过程中所需

用到的引物，引物序列如表 2-7所示；
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表 2-7 qRT-PCR引物序列

基因(human) 引物序列（5’－3’）
h-APP-F TCAGTCTCTCTCCCTGCTCT
h-APP-R GGTGGTTTTCGTTTCGGTCA

h-ADAM10-F TGGTGGCACATTTTATGTTGAGC
h-ADAM10-R
h-BACE1-F

AAGTTCTGGACCATTAGCAGC
ATGGTTTCTGGCTAGGAGAGC

h-BACE1-R
h-GAPDH-F
h-GAPDH-R
h-IL-6-F
h-IL-6-R

TTGGTAACCTCACCCATTAGGTA
CGAGATCCCTCCAAAATCAA
TTCACACCCATGACGAACAT
ATGTAGCCGCCCCACACA

CCGTGCAGGATGTACCGAATT
h-TNF-α-F AAGTGGACCTTAGGCCTTCC
h-TNF-α-R AGCCTATTGTTCAGCTCCGT
h-IL-1β-F TCTTCGACACATGGGATAACGA
h-IL-1β-R TCCCGGAGCGTGCAGTT
h-HO-1-F AGTCTTCGCCCCTGTCTACT
h-HO-1-R CTTCACATAGCGCTGCATGG
m-APP-F ACTCTGTGCCAGCCAATACC
m-APP-R GAACCTGGTCGAGTGGTCAG

m-ADAM10-F ATGGTGTTGCCGACAGTGTTA
m-ADAM10-R GTTTGGCACGCTGGTGTTTTT
m-BACE1-F GGAACCCATCTCGGCATCC
m-BACE1-R TCCGATTCCTCGTCGGTCTC
m-GAPDH-F AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
m-GAPDH-R TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
m-IL-6-F TGGTCTTCTGGAGTACCATAGC
m-IL-6-R TGTGACTCCAGCTTATCTCTTGG

m-TNF-α-F GATCGGTCCCCAAAGGGATG
m-TNF-α-R CCACTTGGTGGTTTGTGAGTG
m-IL-1β-F GCAACTGTTCCTGAACTCAACT
m-IL-1β-R ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
m-HO-1-F AAGCCGAGAATGCTGAGTTCA
m-HO-1-R GCCGTGTAGATATGGTACAAGGA

※ h: human, m: mouse.

（2）实验按表 2-8中的用量体系加入至无 RNAase 200μL EP管中；
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表 2-8 qRT-PCR的反应体系

试剂 体积

DNA模板 2.5 μL
2×SYBR Green 5 μL

正向引物（10μM） 0.4 μL
反向引物（10μM） 0.4 μL
RNase-Free ddH2O 1.7 μL

总体系 10 μL

（3）将步骤（2）所上样的 EP管混匀后放入荧光定量 PCR仪器中，按表 2-9设

置反应条件。

表 2-9 qRT-PCR的反应条件

阶段 循环 温度 时间

预变性 1× 95℃ 10 min

RCR反应 40×
95℃ 10 s
55℃ 20 s
72℃ 30 s

Mert Curve

2.3.6 pCIG3-APP重组质粒的构建与鉴定

2.3.6.1 基因合成

从NCBI的GeneBank中检索出APP基因序列（基因序列号：NM_201414.3），精确查

找实验需要的基因的CDS区序列，并在两端分别加入Xba I和Bmt I酶切位点，由苏州金

唯智生物科技有限公司合成，公司合成后连接在空白载体交付。

2.3.6.2 pCIG3与含有 APP目的基因的空白载体的质粒提取

本实验使用 Omega公司生产的 Endo-free Plasmid Mini Kit试剂盒，实验步骤参照

试剂盒说明书。

2.3.6.3 双酶切以及胶回收

（1）将 2.3.6.2中所得的质粒 DNA用 Nanodrop 2000仪器进行 DNA浓度的检测，

检测后按表 2-10配置 100 μL体系加入置无菌的 200 μL EP管中，其中质粒 DNA总量

为 2 μg，吸打混匀后进行简短离心；
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表 2-10 双酶切体系

试剂 体积

10×rCutSmartTM Buffer 10 μL
Xba I 1 μL
Bmt I 1 μL

质粒 DNA -
ddH2O 补足至 100 μL

（2）放入 PCR仪中，连续运行 37℃ 30 min，65℃ 2.5 h，运行结束后将所得的

产物进行 DNA电泳，若不立即进行可放置-20℃冰箱保存；

（3）配置 1%的琼脂糖凝胶，是用微波炉加热至液体变成透明后取出，待温度降

到 50℃左右后倒入胶板，插上梳子，注意防止气泡产生，待凝胶凝固后放入电泳槽，

添加 1×TAE电泳液，准备上样；

（4）取（1）中所得的产物并与 6×GelRed试剂吹打混合（产物：6×GelRed = 5：

1）后加入胶孔中，以 100 V恒压条件下运行，待指示条带跑至胶块的三分之二位置时

停止运行；

（5）取出胶块放置凝胶成像仪中进行显影成像，用 Image Lab软件处理分析条带，

查看双酶切后条带是否符合预期大小；

（6）条带符合预期大小后将胶块拿至紫外灯下，用无菌的刀片切割所需条带的胶

块进行胶回收；

（7）本实验胶回收所用试剂盒为天根生化公司生产的 TIANgel Midi Purification

Kit琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒，详细实验步骤可参照试剂盒使用说明书；

2.3.6.4 连接转化以及鉴定

（1）胶回收后进行浓度的检测，然后按表 2-11连接体系加入置无菌的 200 μL EP

管中，其中载体与 DNA片段总量均为 50 ng；
表 2-11 连接体系

试剂 体积

10×ligation Buffer 2 μL
质粒载体 -
DNA片段 -

T4 DNA ligation 1 μL
ddH2O 补足至 20 μL
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（2）将连接后的产物进行 DNA凝胶电泳，检测条带是否符合连接成功后的大小，

实验步骤与 2.6.3.3中（3）-（5）一致；

（3）检测连接成功后将连接产物转化至 TOP10 感受态细胞中，本实验所用的

TOP10感受态细胞由 Biomed公司生产，详细实验步骤可参照试剂使用说明书；

（4）将转化后的菌液在含有氨苄青霉素抗性的 LB平板上均匀涂布，待液体吸干

后倒置平板，放入 37℃培养箱培养 16 h；

（5）挑单菌落至含有氨苄青霉素抗性的 LB培养基中，180 rpm震荡 16 h，取菌

液送生工生物工程公司测序，将公司所测得的结果通过 Snap Gene软件与 APP基因的

CDS序列进行比对，分析两者是否一致。

2.3.7 细胞转染

本实验所用试剂为 Invitrogen公司生产的 Lipofectamine TM 3000 Reagent试剂，详

细实验步骤可参照试剂说明书；

（1）配制转染体系：①A液：取无菌 1.5 mL EP管，按试剂说明书分别加入质粒

DNA、P3000TM Reagent试剂以及 DMEM基础培养基进行混合；②B液：取无菌 1.5 mL

EP管，按试剂说明书加入 LipofectamineTM3000试剂以及 DMEM基础培养基进行混

合；③将 A液与 B液混合，轻柔吹打，室温孵育约 15 min；

（2）孵育期间，将密度至 70%-80%的细胞从培养箱取出，用 PBS清洗两遍，加

入 DMEM基础培养基；

（3）将（1）中配置的混合液加入至细胞中，上下左右摇晃使混合液均匀分布，

放回培养箱中孵育 6 h，孵育完成后弃旧培养基，用 DMEM基础培养基洗涤两遍后加

入不含双抗的 DMEM完全培养基，放回培养箱中进行培养；

（4）培养 24 h后，用倒置荧光显微镜观察 GFP荧光信号检测是否转染成功。

2.3.8 MSC-EVs的分离

本实验MSC-EVs的分离通过使用超高速离心机进行超高速离心法进行分离。具

体实验步骤如下：

（1）待MSCs密度生长至 80%-90%时，弃旧培养基，更换为不含细胞外囊泡血
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清的完全培养基（HAD-MSCs所用的完全培养基内包含血清，血清中也有细胞外囊泡

的成分存在，因此需要将血清中的细胞外囊泡按此实验方法的步骤，HUC-MSCs所用

的完全培养基为无血清完全培养基），放入细胞培养箱中培养 48 h，培养 48 h后收集

培养基，若不立即进行后续分离实验放入-80℃冰箱保存；

（2）离心前一天需将超速离心机的转子以及配套离心管设备放入 4℃冰箱预冷；

（3）将（1）中收集的条件培养基以 4℃，300×g 10 min, 2000×g 10 min, 10000×g

1 h条件进行连续离心，离心完成后弃沉淀，将上清收集；（此步骤去除条件培养基中

含有的死细胞碎片、细胞碎片以及其他小颗粒碎片）

（4）取出（2）中提前遇冷好的转子以及设备，将（3）中所得的上清液吸至离心

管中，以 4℃，150000×g 离心 2 h，离心完成后尽快取出离心管，吸弃大部分上清，

再加入 PBS重悬沉淀后同样以 4℃，150000×g 离心 2 h，离心完成后尽快取出离心管，

吸弃上清，视沉淀量加入 PBS重悬溶解，放入-80℃冰箱保存备用。

2.3.9 Western Blot

2.3.9.1 提取细胞蛋白

（1）提前打开离心机，4℃预冷，以蛋白酶抑制剂（PMSF）：RIPA裂解液=1：

100的比例配置蛋白裂解液，放入 4℃冰箱保存；

（2）从细胞培养箱中取出细胞，PBS洗涤两遍，将步骤（1）中配置的蛋白裂解

液按 RIPA蛋白裂解液说明书用量加入至培养皿中，放入 4℃低速摇床上，摇晃 10 min；

（3）用细胞刮板将细胞刮下，移至无菌的 1.5 mL EP管中，放置于冰上；

（4）用超声破碎仪进行超声瞬时破碎；

（5）放入（1）预冷好的离心机，以 10000×g 转速离心 10 min，将上清转移至无

菌的 1.5 mL EP管中。

2.3.9.2 提取小鼠海马体组织蛋白

（1）提前打开离心机，4℃预冷，以蛋白酶抑制剂（PMSF）：RIPA裂解液=1：

100的比例配置蛋白裂解液，放入 4℃冰箱保存；

（2）海马体组织提取在实验方法 2.3.3中已阐述；

（3）将（2）中所得的组织液氮条件下研磨成粉末，按 RIPA蛋白裂解液说明书
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用量溶解组织粉末转移至无菌的 1.5 mL EP管中，放置于冰上；

（4）后续步骤与实验方法 2.3.9.1的（4）（5）步骤一致。

2.3.9.3 BCA法测定蛋白浓度

本实验使用由索莱宝生物科技有限公司生产的BCA蛋白定量试剂盒进行测定，详细

实验步骤可参考试剂盒使用说明书。

2.3.9.4 Western Blot

（1）将胶板组装好，加水静置10 min，看是否会侧漏，若有侧漏需重新组装直至

水无侧漏；

（2）配置12%浓度的分离胶，混匀后倒入组装好的胶板并迅速加入2 mL超纯水进

行液封，静置30 min，静置期间配置5%浓度的浓缩胶，静置后将液封的超纯水倒出，将

配置好的浓缩胶倒入，迅速将梳子插入胶里，注意勿产生气泡，静置1 h后用浸湿的纱布

包裹胶板放入无酶的一次性EP手套中封好后平放至4℃冰箱保存备用；

（3）打开金属浴设置温度为100℃预热，在无菌的1.5 mL EP管中加入已测完浓度的

蛋白质、PBS以及5×SDS-PAGE Loading Buffer，配置成浓度为200 μg/250 μL的蛋白上样

液，配置完成后放置在100℃预热好的金属浴中，加热10 min，加热完成后取出放置于

冰上，准备上样；

（4）在电泳槽内插入（2）中配置好的胶板，添加1×Running Buffer没过胶板顶部，

将梳子拔出，将（3）中处理好的蛋白上样液在涡旋振荡器上震荡混匀，每个胶孔加入

20 μL的量后，开启电泳仪以100V恒压运行电泳，待蛋白marker完全跑开后停止运行；

（5）转膜：将PVDF膜用甲醇激活1 min，取出（4）中电泳后的蛋白凝胶，将海绵

垫、滤纸、蛋白凝胶、PVDF膜、滤纸、海绵垫从下到上分别放入转膜夹中，切勿产生

气泡，放入转膜槽中，添加1×Transfer Buffer，开启电泳仪以100V恒压运行1 h；

（6）转膜运行结束后，取出PVDF膜，放入装有1×TBST的盒子中，将盒子放至低

速摇床上，以60 rpm的转速洗涤5 min，重复三次；

（7）将PVDF膜放入现配的封闭液中，放至低速摇床上，以60 rpm的转速封闭1 h；

封闭完成后，用1×TBST在低速摇床上以60 rpm的转速洗涤5 min，洗涤三次；

（8）将PVDF膜洗涤后用实验所需的稀释后的一抗进行孵育，放至4℃摇床进行过
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夜孵育，孵育完成后用1×TBST在低速摇床上以60 rpm的转速洗涤7 min，洗涤三次；

（9）将PVDF膜洗涤后用稀释后的二抗进行孵育，放至低速摇床以60 rpm孵育1 h，

孵育后用1×TBST在低速摇床上以60 rpm的转速洗涤5 min，洗涤三次；

（10）将PVDF膜洗涤后置于避光的盒子里，添加显影液，浸泡2 min后用凝胶成像

仪进行显影成像，用Image Lab软件对条带处理分析，用Image J软件进行条带的量化处

理。

2.3.10 HUC-MSCs的分离

（1）取 20 cm左右的脐带，两头结扎，放入无菌瓶里，放入冰盒；

（2）放入含有 1%双抗的 PBS中，清洗两遍；

（3）将结扎处 2 cm剪去，放入含有 1%双抗的 PBS里，清洗两遍；

（4）将脐带剪成 2-3 cm的小段，放入含有 1%双抗的 D-Hanks溶液中清洗；

（5）沿着静脉血管剪开，去除血管内皮；

（6）沿动脉血管纵向撕开华通氏胶，收集华通氏胶；

（7）将华通氏胶组织剪碎，放入培养瓶中进行培养；

（8）4 h后补液，静置 72 h后换液；

（9）每 3天换液一次，并用倒置显微镜观察细胞爬出情况。

2.3.11 流式细胞仪鉴定MSCs表面标志物

（1）取第三代的MSCs，吸弃培养基，用 PBS清洗并用胰酶消化后，离心弃上

清，用 5%BSA溶液重悬，用血球计数板进行细胞计数；

（2）用 5%BSA溶液稀释细胞悬液后分装 100 μL至无菌的 1.5 mL EP管中，使每

个 EP管中含有 5×105-5×106个细胞；

（3）4℃，5000rpm 转速条件下离心 3 min，离心完成后吸弃上清，加入 100μL

5%BSA溶液重悬细胞沉淀，按表面标志物抗体使用说明书加入抗体；

（4）置于避光的 4℃冰箱中孵育 1 h，孵育完成后以 4℃，5000rpm 转速条件下

离心 3 min，吸弃上清；

（5）用 200 μL 5%BSA溶液重悬洗涤细胞沉淀，以 4℃，5000rpm 转速条件下离
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心 3 min，吸弃上清；

（6）用 300 μL 5%BSA溶液重悬混匀细胞沉淀，放至流式细胞仪进行上机检测；

（7）检测完成后用 CytExpert软件分析表面标志物抗体的表达量。

2.3.12 MSCs成骨成脂分化诱导检测

（1）取第四代的MSCs，细胞密度生长至90%时，吸弃旧培养基，更换为成骨成脂

分化培养基；

（2）每两天更换一次成骨成脂分化培养基，分化培养21 day；

（3）分化培养结束后，吸弃培养基，用PBS洗涤细胞两次，加入4%中性多聚甲醛

溶液固定细胞20 min；

（4）固定结束后，吸弃固定液，用PBS洗涤细胞两次；成脂分化诱导检测：加入油

红O染色试剂染色15 min，吸弃油红O染色试剂，用PBS洗涤细胞三次，在倒置显微镜下

观察成脂分化结果并拍照记录；成骨分化诱导检测：加入茜素红S染色试剂染色15 min，

吸弃茜素红S染色试剂，用PBS洗涤细胞三次，在倒置显微镜下观察成骨分化结果并拍

照记录。

2.3.13 透射电子显微镜观察MSC-EVs

（1）将重悬于PBS的MSC-EVs悬液与4%PFA试剂等量混合；

（2）将（1）中混合好的悬液取10 μL滴加至封口膜上，将Formvar-carbon载样铜网

的Formvar膜面朝下放在悬液上孵育5 min；

（3）吸取100 μL PBS加至封口膜上，将（2）中孵育有MSC-EVs悬液的载样铜网的

Formvar膜面放在PBS液滴上清洗1 min，洗涤三次；

（4）吸取50 μL 1%戊二醛加至封口膜上，将（3）中洗涤后的载样铜网的Formvar

膜面放在1% 戊二醛上孵育5 min；

（5）吸取100 μL ddH2O加至封口膜上，将（4）中孵育后的载样铜网的Formvar膜

面放在ddH2O上清洗2 min，洗涤8次；

（6）将（5）中洗涤后的载样铜网的Formvar膜面放在50 μL草酸双氧铀上孵育75 min；

（7）将（6）中孵育后的载样铜网的Formvar膜面放在50 μL甲基纤维素上孵育10 min，
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此步骤需要在冰上操作；

（8）将（7）中孵育后的载样铜网放至样品台顶端的不锈钢环上，用滤纸吸去多余

液体，在空气中干燥10 min；

（9）将载样铜网放至透射电子显微镜的样品口中，在80KV恒压条件下进行观察并

拍照记录。

2.3.14 纳米颗粒追踪分析技术检测MSC-EVs

（1）用超纯水清洗纳米颗粒追踪分析仪的样本池；

（2）使用纳米颗粒追踪分析仪以聚苯乙烯微球（110 nm）进行校准；

（3）用PBS清洗样本池；

（4）将重悬于PBS的MSC-EVs吸至样本池，进样检测；

（5）检测结果用ZetaView软件分析处理结果。

2.3.15 莫里斯水迷宫行为学检测

（1）莫里斯水迷宫仪器中加入适量的水，将水温控制在25±1℃；

（2）实验前将小鼠带入莫里斯水迷宫仪器所在的实验室中熟悉环境；

（3）实验开始前设置好与莫里斯水迷宫仪器连接的自动采集和软件分析系统，该

系统主要部件包含摄像机、计算机和图像采集卡等，摄像机能够采集小鼠在莫里斯水迷

宫仪器中的游泳图像轨迹输入到计算机中的图像采集卡进行模/数转换储存于硬盘中，软

件分析系统能自动采集动物的入水位置、游泳速率、寻找隐藏平台的时间、游泳轨迹等

参数；

（4）定位巡航实验：该实验将小鼠头部朝着墙壁依次放入莫里斯水迷宫仪器的四

个象限，记录小鼠寻找隐藏站台的时间（潜伏期）以及行动轨迹，若动物在60 s内登上

隐藏站台，则结束并将时间记录为潜伏期时间，若小鼠在60 s内未登上隐藏站台，则用

木棍引导小鼠登上隐藏站台并停留30 s，每只小鼠每天训练4次，训练天数为5天，记录

每次实验小鼠的潜伏期以及游泳轨迹；

（5）小鼠实验结束后需用干毛巾擦拭，必要时使用电吹风吹干；

（6）空间探索实验：定位巡航实验结束24 h后，将隐藏站台撤除，任选一相同入水
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点将小鼠头部朝着墙壁放入莫里斯水迷宫仪器中，记录每只小鼠60 s内的游泳轨迹、穿

越原站台的次数、在原站台象限停留的时间、在原站台象限的游泳路程。

2.3.16 统计分析

利用GraphPad Prism 5.0软件对实验结果数据进行统计学分析汇总，实验所得数据以

平均数±标准误（Mean±SEM）的形式表示。设定p < 0.05具有显著统计学差异；p < 0.01

具有非常显著统计学差异；p < 0.001具有极显著统计学差异。
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第三章 实验结果与讨论

3.1 人脐带来源间充质干细胞的分离以及间充质干细胞的鉴定

本实验通过从人脐带组织分离人脐带来源的间充质干细胞，具体分离步骤在实验

方法中已阐述，并且从湖南丰晖生物科技有限公司购买由湘雅医院实验室分离得到的

人脂肪来源的间充质干细胞。使用流式细胞仪鉴定两种间充质干细胞的表面标志物以

及使用成骨成脂分化培养鉴定两种间充质干细胞的多向分化潜能，通过流式细胞仪以

及成骨成脂分化鉴定这两种细胞是否符合间充质干细胞的标准。

3.1.1 人脐带来源的间充质干细胞的分离

将人脐带组织剪碎后，放入含有培养基的培养瓶中进行贴壁处理，4h后进行补液，

静置 72h后更换培养基，之后每 2-3天进行更换培养基。HUC-MSCs的分离结果如图

3-1所示，图（a）是人脐带组织贴壁 10-14天后开始有 HUC-MSCs爬出；图（b）是

人脐带组织贴壁 20天后爬出较多的 HUC-MSCs；图（c）是将爬出的细胞进行消化传

代后的细胞状态图。间充质干细胞的细胞形态与成纤维细胞形态相似，细胞中央有卵

圆形核，呈螺旋状生长，从人脐带组织分离的 HUC-MSCs符合间充质干细胞的形态。

a b c

图 3-1 HUC-MSCs的分离

（a）脐带组织贴壁 10-14 天后 HUC-MSCs开始爬出（b）脐带组织贴壁 20天后爬出较多的

HUC-MSCs（c）将爬出的细胞进行消化传代后的细胞状态图

3.1.2 HAD-MSCs与 HUC-MSCs表面标志物的鉴定

用流式细胞仪对 HAD-MSCs以及 HUC-MSCs进行细胞表型的检测，FlowJo结果

分析如图 3-2所示，图（a）的结果表明，以 IGg为对照，HAD-MSCs高表达 CD73（96.6%）、
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CD105（93.7%）以及 CD90（87.3%），低表达 CD19（11.6%）、CD14（9.09%）、CD34

（4.62%）、CD45（1.64%）以及 HLA（2.12%），结果符合 HAD-MSCs的表型特征；

图（b）的结果表明，以 IGg为对照，HUC-MSCs高表达 CD105（98.62%）、CD90（81.82%）

以及 CD73（94.59%），低表达 CD45（0.06%）以及 CD34（0.20%），结果符合 HUC-MSCs

的表型特征。

a

b

图 3-2 流式细胞仪鉴定 HAD-MSCs以及 HUC-MSCs
（a）HAD-MSCs流式鉴定结果，图中蓝色峰为 IGg对照组，红色峰为实验组，图中百分比代表检

测分子的阳性表达率 （b）HUC-MSCs流式鉴定结果，以 IGg设置对照后检测目的分子的阳性表

达，图中百分比代表检测分子的阳性表达率

3.1.3 HAD-MSCs与 HUC-MSCs多向分化潜能的鉴定

将第三代的 HAD-MSCs与 HUC-MSCs培养至细胞密度达到 80%-90%时，将完全
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培养基更换成成骨成脂诱导分化培养基，后续每两天更换一次成骨成脂分化培养基，

诱导 3周后将细胞进行染色，在显微镜下观察拍照记录，结果图 3-3所示，图（a）从

左往右依次为未分化的 HAD-MSCs，HAD-MSCs成脂诱导 3 周后油红 O试剂染色，

HAD-MSCs 成骨诱导 3 周后茜素红 S 试剂染色。图（b）从左往右依次为未分化的

HUC-MSCs，HUC-MSCs 成脂诱导 3 周后油红 O 试剂染色，HUC-MSCs 成骨诱导 3

周后茜素红 S试剂染色。在显微镜观察下，经成脂诱导分化培养基诱导后，MSCs的

细胞形态会由长梭形逐渐变成扁圆形，油红 O试剂染色后，细胞内会出现较小的多个

橘红色脂滴；经成骨诱导分化培养基诱导后，在茜素红 S试剂染色后，细胞中会出现

钙结节着色，出现成骨细胞的典型形态，图 3-3的结果显示，HAD-MSCs和 HUC-MSCs

均具有分化成脂肪细胞以及骨细胞的潜力。

a

b

图 3-3 成骨成脂诱导分化结果

（a）从左往右依次为未诱导分化的 HAD-MSCs，HAD-MSCs成脂诱导 3周后油红 O试剂染色图，

HAD-MSCs成骨诱导 3周后茜素红 S试剂染色图（b）从左往右依次为未诱导分化的 HUC-MSCs，
HUC-MSCs成脂诱导 3周后油红 O试剂染色图，HUC-MSCs成骨诱导 3周后茜素红 S试剂染色图

综上所述，对 HAD-MSCs与 HUC-MSCs的流式细胞仪鉴定和成骨成脂分化多向
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分化潜能的鉴定的结果表明，本课题使用的 HAD-MSCs与 HUC-MSCs符合国际细胞

治疗协会制定的关于间充质干细胞应用在基础和临床前研究满足的基本条件，

HAD-MSCs 与 HUC-MSCs 在 3-10 代细胞状态稳定，证明本课题的 HAD-MSCs 与

HUC-MSCs可以用于研究的后续开展。

3.2 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs的分离以及鉴定

本研究中采用的分离 HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs 的方法是从 HAD-MSCs

与 HUC-MSCs的条件培养基中通过超高速离心机超高速离心的方法进行分离提取，如

图 3-4（a）所示，具体实验步骤在实验方法中已阐述。

根据国际细胞外囊泡协会的规定，细胞外囊泡应分别从蛋白标志物、形态学以及

纳米颗粒大小进行鉴定。本课题提取的 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs的蛋白标志

物鉴定结果如图 3-4（b）所示，通过 Western Blot 方法进行鉴定，以 HAD-MSCs 与

HUC-MSCs蛋白作为对照，结果显示本课题分离的 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs

均能表达ALIX与 CD63这两种细胞外囊泡的标志蛋白。本课题提取的HAD-MSC-EVs

与 HUC-MSC-EVs的形态学鉴定如图 3-4（c）（d）所示，通过透射电子显微镜进行观

察，观察结果显示 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs呈现类圆形，典型的“杯口”状

结构，大小主要在 30-150nm 之间，鉴定结果符合细胞外囊泡的形态学鉴定范围。本

课题提取的 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs的纳米颗粒大小鉴定如图 3-4（e）（f）

所示，通过纳米颗粒追踪分析技术显示，HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs的颗粒大

小均约为 100nm，分析结果符合细胞外囊泡的纳米颗粒大小的鉴定范围。

综上所述，通过Wetern Blot，透射电子显微镜观察以及纳米颗粒追踪技术的鉴定

显示，本课题所提取的 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs符合细胞外囊泡的鉴定，可

以用于本课题的后续实验研究。
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a b

c d

e f

图 3-4 HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs 的分离方法以及鉴定

（a）HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs的分离方法 （b）Western Blot鉴定 HAD-MSC-EVs
与 HUC-MSC-EVs标志蛋白 ALIX和 CD63 （c）透射电子显微镜观察 HAD-MSC-EVs （d）透射

电子显微镜观察 HUC-MSC-EVs（e）HAD-MSC-EVs的纳米颗粒追踪分析结果（f）HUC-MSC-EVs
的纳米颗粒追踪分析结果
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3.3 AD细胞模型的构建以及鉴定

本课题为研究MSC-EVs 对 AD 疾病模型的作用效果，因此本课题通过构建体外

AD细胞模型作为研究对象之一。本课题选择将 AD主要的致病基因淀粉样前体蛋白

（APP）转染至 SH-SY5Y细胞进行过表达处理从而构建体外 AD细胞模型。

3.3.1 pCIG3-APP重组质粒的构建以及鉴定

本课题选择 pCIG3质粒作为连接 APP的载体，pCIG3质粒自身携带有 GFP荧光

蛋白，方便后续通过荧光显微镜观察重组质粒的转染效率，APP由公司合成，并在两

端分别加上 Xba I和 BmtI酶切位点。实验所选用的 pCIG3以及 APP基因图谱如图 3-5

（a）（b）所示，实验中选择 Xba I和 Bmt I为酶切位点进行双酶切，双酶切后进行 DNA

电泳验证是否酶切成功，电泳结果如图 3-5（c）所示，电泳条带显示双酶切后 pCIG3

以及 APP条带大小符合，证明双酶切成功。双酶切后将 pCIG3和 APP的目的条带进

行胶回收后利用 DNA 连接酶进行连接，连接完成后进行转化至感受态细胞，转化后

进行涂板、挑菌、摇菌，收集菌液送往公司进行基因测序，利用 Snap Gene 软件将公

司测序结果与 APP基因的 CDS序列进行比对分析，如图 3-5（d）所示，APP基因的

CDS 序列与 pCIG3-APP 重组质粒上的 APP 基因序列完全吻合。上述数据证明

pCIG3-APP重组质粒构建成功，可用于后续实验。

a b
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c d

图 3-5 pCIG3-APP重组质粒的构建

（a）pCIG3质粒图谱 （b）APP基因图谱 （c）pCIG3与 APP双酶切后 DNA电泳图 （d）APP
基因的 CDS序列与 pCIG3-APP重组质粒比对结果

3.3.2 AD细胞模型构建以及鉴定

本课题通过脂质体转染法将上述构建好的 pCIG3-APP重组质粒转染至 SH-SY5Y

细胞系作为实验组（App），并且将未作转染处理的 SH-SY5Y细胞系作为 Control组对

照，将 pCIG3 质粒载体转染至 SH-SY5Y 细胞系作为空载组（Empty）组对照，转染

24h后通过荧光显微镜、qRT-PCR以及Western Blot实验方法进行鉴定，结果如图 3-6

所示，图（a）为转染 24h后 Empty组与 App组的荧光显微镜观察图，结果显示 pCIG3

与 pCIG3-APP 重组质粒均能成功转染至 SH-SY5Y 细胞系并且表达。图（b）为通过

qRT-PCR实验方法检测 APP的基因表达，结果显示 App组相较于 Control组和 Empty

组其 APP 基因的表达显著上调（p＜0.01），结果表明 pCIG3-APP 重组质粒转染至

SH-SY5Y细胞系后 APP基因表达能够显著上调。图（c）为通过Western Blot实验方

法检测 APP 的蛋白表达的条带图以及量化图，结果显示 App 组相较于 Control 组和

Empty组其 APP蛋白的表达显著上调（p＜0.05）。

综上所述，将构建好的 pCIG3-APP 重组质粒转染至 SH-SY5Y 细胞系后能够使

SH-SY5Y细胞系在基因以及蛋白水平上高表达 AD最为显著的致病基因 APP，从而达

到构建了体外 AD细胞模型用于后续实验研究。
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a b

Empty App

c

图 3-6 AD细胞模型的构建以及鉴定

（a）Empty组与 App组转染 24h后荧光显微镜观察图 （b）qRT-PCR实验检测 APP基因表达的

变化 （c）Western Blot实验检测 APP蛋白表达变化的条带图以及量化图

（Mean±SEM，n=3，* p < 0.05，** p < 0.01）

3.4 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs能通过调节α-分泌酶以及β

-分泌酶减少 AD细胞模型中 APP的表达

AD的主要病理标志是 Aβ斑块在脑内沉积，Aβ斑块的沉积会导致患者脑部损伤，

并引起一系列炎症反应导致细胞死亡。患者脑部α-分泌酶表达下调，β-分泌酶上调

从而导致APP蛋白被连续酶解从而导致Aβ斑块的产生以及沉积，ADAM10和BACE1

分别为α-分泌酶和β-分泌酶的标志基因。为了探究MSCs能否通过调节α-分泌酶以
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及β-分泌酶减少AD体外细胞模型APP的表达，本课题利用HAD-MSCs与HUC-MSCs

对 AD体外细胞模型进行共培养处理，利用 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs对 AD

体外细胞模型进行处理进行实验研究。

3.4.1 HAD-MSCs与 HUC-MSCs对 AD体外细胞模型共培养处理后 APP

表达的变化

采用细胞小室将 HAD-MSCs和 HUC-MSCs与 AD细胞模型进行共培养处理，小

室内称为上室，培养皿内称为下室，上下层培养基以聚碳酸酯膜相隔，将 HAD-MSCs

和 HUC-MSCs铺在上室培养，将 AD细胞模型铺在下室培养，由于聚碳酸酯膜具有通

透性，上室培养基的成分可以影响下室内的细胞，因此 HAD-MSCs与 HUC-MSCs分

泌的成分可以影响下室内的 AD细胞模型。将与 HAD-MSCs共培养处理 24 h后的 AD

细胞模型作为 HAD-co-culture 处理组，与 HUC-MSCs共培养处理 24 h 后的 AD 细胞

模型作为 HUC-co-culture处理组，将未处理的 AD细胞模型作为 Control组，分别提取

Control组、HAD-co-culture处理组、HUC-co-culture处理组细胞的 RNA以及蛋白质，

利用 qRT-PCR和Western Blot方法检测α-分泌酶和β-分泌酶标志基因和蛋白的表达

量变化以及 APP基因和蛋白的表达量变化，结果如图 3-7所示，图（a）结果为通过

qRT-PCR实验检测 Control组、HAD-co-culture处理组、HUC-co-culture处理组细胞中

ADAM10，BACE1以及 APP基因在 mRNA水平上的表达，结果显示与 Control组相比

HAD-co-culture处理组、HUC-co-culture处理组细胞中的 ADAM10在 mRNA水平上有

上调的趋势，BACE1在 mRNA水平上有下调的趋势，APP在 mRNA水平上有下调的

趋势，但均无显著性差异。图（b）结果为通过 Western Blot 实验检测 Control 组、

HAD-co-culture处理组、HUC-co-culture处理组细胞中 ADAM10蛋白表达量的变化，

结果显示与 Control组相比，HAD-co-culture处理组和 HUC-co-culture处理组细胞中的

ADAM10蛋白的表达有上调的趋势，但无显著性差异。图（c）结果为通过Western Blot

实验检测 Control 组、HAD-co-culture 处理组、HUC-co-culture 处理组细胞中 BACE1

蛋白表达量的变化，结果显示与 Control 组相比，HAD-co-culture 处理组和

HUC-co-culture处理组细胞中的 BACE1蛋白的表达有下调的趋势，但无显著性差异。

图（d）的结果为通过 Western Blot 实验检测 Control 组、HAD-co-culture 处理组、
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HUC-co-culture 处理组细胞中 APP蛋白表达量的变化，结果显示与 Control组相比，

HAD-co-culture处理组和 HUC-co-culture处理组细胞中的 APP蛋白的表达有下调的趋

势，但无显著性差异。

a b

c d

图 3-7 HAD-MSCs与 HUC-MSCs对 AD细胞模型共培养处理后 ADAM10、BACE1以及 APP基

因和蛋白表达的变化

（a）qRT-PCR实验检测 ADAM10、BACE1、APP在 mRNA水平的表达量 （b）Western Blot检测

ADAM10的蛋白水平表达的条带图以及量化图 （c）Western Blot检测 BACE1的蛋白水平表达的

条带图以及量化图 （d）Western Blot检测 APP的蛋白水平表达的条带图以及量化图

（Mean±SEM，n=3）

3.4.2 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 AD细胞模型后 APP表达

的变化

为了探究 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs能否通过调节α-分泌酶以及β-分泌

酶减少 AD 细胞模型中 APP 的表达，通过超速离心法分离出 HAD-MSC-EVs 与

HUC-MSC-EVs 后通过 BCA 法进行对 HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs 浓度测定，

分别取定量 10 μg HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs处理铺在 6孔板上的 AD 细胞模

型，将 HAD-MSC-EVs 处理 AD 细胞模型 24h 后作为 HAD-MSC-EVs 实验组，将

HUC-MSC-EVs处理 AD细胞模型 24h后作为 HUC-MSC-EVs实验组，将未作处理的
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AD细胞模型作为 Control对照组，分别提取 Control组、HAD-MSC-EVs 实验组以及

HUC-MSC-EVs 实验组细胞的 RNA 和蛋白质，利用 qRT-PCR和 Western Blot 方法检

测α-分泌酶和β-分泌酶标志基因和蛋白的表达量变化以及 APP基因和蛋白的表达量

变化，结果如图 3-8 所示，图（a）结果为通过 qRT-PCR 实验检测 Control 组、

HAD-MSC-EVs实验组以及 HUC-MSC-EVs实验组细胞中 ADAM10，BACE1以及 APP

基因在 mRNA水平上的表达，结果显示与 Control组相比，HAD-MSC-EVs实验组和

HUC-MSC-EVs实验组细胞中的 ADAM10在mRNA水平上显著上调（p＜0.05），BACE1

在 mRNA水平上显著下调（p＜0.05），APP在 mRNA水平上显著下调（p＜0.05）。图

（b）结果为通过 Western Blot 实验检测 Control 组、HAD-MSC-EVs 实验组、

HUC-MSC-EVs实验组细胞中 ADAM10蛋白表达量的变化，结果显示与 Control组相

比，HAD-MSC-EVs 实验组和 HUC-MSC-EVs 实验组细胞中的 ADAM10 蛋白的表达

量显著上调（p＜0.05）。图（c）为通过Western Blot 实验检测 Control组、HAD-MSC-EVs

实验组、HUC-MSC-EVs实验组细胞中 BACE1蛋白表达量的变化，结果显示与 Control

组相比，HAD-MSC-EVs 实验组和 HUC-MSC-EVs 实验组细胞中的 BACE1 蛋白的表

达量显著下调（p＜0.05）。图（d）为通过 Western Blot 实验检测 Control 组、

HAD-MSC-EVs实验组、HUC-MSC-EVs实验组细胞中 APP蛋白表达量的变化，结果

显示与 Control组相比，HAD-MSC-EVs实验组和 HUC-MSC-EVs实验组细胞中的 APP

蛋白的表达量显著下调（p＜0.05）。

综上所述，HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs能通过上调α-分泌酶的表达以及下

调β-分泌酶的表达从而减少 AD细胞模型中 APP的表达。

a b
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c d

图 3-8 HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs处理 AD细胞模型后 ADAM10、BACE1以及 APP基因

和蛋白表达的变化

（a）qRT-PCR实验检测 ADAM10、BACE1、APP在 mRNA水平的表达量 （b）Western Blot检测

ADAM10的蛋白水平表达的条带图以及量化图 （c）Western Blot检测 BACE1的蛋白水平表达的

条带图以及量化图 （d）Western Blot检测 APP的蛋白水平表达的条带图以及量化图

（Mean±SEM，n=3，* p < 0.05，** p < 0.01）

3.5 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 AD细胞模型后可以减

少炎性基因的表达

AD患者脑部 Aβ斑块沉积会导致一系列炎症反应，炎性基因的表达会升高，从

而导致患者脑部细胞的死亡。为了探究 HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs 能否减少

AD细胞模型中炎性基因的表达从而达到减少炎症反应，本课题筛选了 IL-6，TNF-α，

IL-1β以及 HO-1四个在 AD 患者脑部中表达较高的炎性基因，将 HAD-MSC-EVs 处

理 AD细胞模型 24h后作为 HAD-MSC-EVs实验组，将 HUC-MSC-EVs处理 AD细胞

模型 24h后作为 HUC-MSC-EVs 实验组，将未作处理的 AD 细胞模型作为 Control对

照组，分别提取 Control组、HAD-MSC-EVs 实验组以及 HUC-MSC-EVs 实验组细胞

的 RNA，利用 qRT-PCR实验方法检测 IL-6，TNF-α，IL-1β以及 HO-1四个炎性基因

表达的变化，结果如图 3-9 所示，图（a）结果为与 Control组相比，HAD-MSC-EVs

实验组与 HUC-MSC-EVs实验组中细胞的 IL-6 基因表达水平显著下调（p＜0.001）。

图（b）结果为与 Control组相比，HAD-MSC-EVs实验组与 HUC-MSC-EVs实验组中

细胞的 TNF-α基因表达水平显著下调（p＜0.05）。图（c）结果为与 Control组相比，

HAD-MSC-EVs实验组与 HUC-MSC-EVs实验组中细胞的 IL-1β基因表达水平显著下

调（p＜0.05）。图（d）结果为与 Control组相比，HAD-MSC-EVs实验组与 HUC-MSC-EVs



第三章 实验结果与讨论

39

实验组中细胞的 HO-1基因表达水平显著下调（p＜0.01）。

综上所述，HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 AD细胞模型后能减少炎性基

因 IL-6，TNF-α，IL-1β以及 HO-1的表达。

a b c d

图 3-9 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 AD细胞模型后炎性基因表达的变化

（a）qRT-PCR实验检测 IL-6基因表达水平 （b）qRT-PCR实验检测 TNF-α基因表达水平 （c）
qRT-PCR实验检测 IL-1β基因表达水平 （d）qRT-PCR实验检测 HO-1基因表达水平

（Mean±SEM，n=3，* p < 0.05，** p < 0.01）

3.6 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 APP/PSEN小鼠后可以

改善其空间记忆能力

本课题为了探究HAD-MSC-EVs与HUC-MSC-EVs能否改善AD小鼠模型空间记

忆能力，从南京君科生物公司购买了 APP/PSEN小鼠，APP/PSEN小鼠是可以表达突

变的人类早老素（PSEN）和淀粉样前体蛋白（APP）的双转基因小鼠，在 6个月大时

脑内开始出现 Aβ斑块，因此 APP/PSEN小鼠可用来作为 AD小鼠疾病模型作为研究。

莫里斯水迷宫实验是强迫小鼠游泳去寻找隐藏在水中平台的实验，主要应用于测

试实验动物空间记忆能力的研究，在 AD研究中的应用非常普遍，本课题通过尾静脉

注射方式将HAD-MSC-EVs与HUC-MSC-EVs分别注射至9个月大的APP/PSEN小鼠，

分别作为 HAD-MSC-EVs实验组以及 HUC-MSC-EVs实验组，以相同背景的 9个月大

的 C57BL/6J 野生型正常小鼠作为WT组进行对照，以通过尾静脉注射方式注射生理

盐水至 9个月大的 APP/PSEN小鼠作为 NS组进行对照。莫里斯水迷宫实验的具体实

验步骤在实验方法中已经阐述。实验结果如图 3-10所示，图（a）结果为WT组、NS

组、HAD-MSC-EVs组、HUC-MSC-EVs组小鼠莫里斯水迷宫实验的代表性游泳路径。
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图（b）的结果为WT组、NS组、HAD-MSC-EVs 组、HUC-MSC-EVs组连续五天莫

里斯水迷宫实验的潜伏期数据，潜伏期是指小鼠在水中寻找到隐藏平台的时间并且是

莫里斯水迷宫实验的一个重要参照指标，潜伏期的时间长短代表着小鼠空间学习记忆

能力的好坏，潜伏期越短预示着小鼠的学习记忆能力越好。从图（b）结果可以看出，

相较于 NS组，HUC-MSC-EVs实验组的潜伏期在第 3天开始下降，并且有显著性差

异（p < 0.05），HAD-MSC-EVs 实验组的潜伏期在第 4天开始下降，并且有显著性差

异（p < 0.05）。图（c）的结果为寻找隐藏平台实验结束后将隐藏平台撤离，观察WT

组、NS组、HAD-MSC-EVs组、HUC-MSC-EVs组小鼠在 60s内穿越原隐藏平台所在

位置的次数，穿越平台次数越多说明小鼠对于隐藏平台位置记忆能力越好，也说明其

空间学习记忆能力越好。图（c）的结果可以看出，相较于 NS组，HAD-MSC-EVs与

HUC-MSC-EVs穿越平台次数更多，并且有显著性差异（p < 0.05）。图（d）的结果为

寻找隐藏平台实验结束后将隐藏平台撤离，观察WT组、NS组、HAD-MSC-EVs组、

HUC-MSC-EVs组小鼠在 60s内在原隐藏平台所在位置以及附近的时间占比，小鼠游

泳有绕边性和边缘性，原隐藏站台是远离周边靠近水池中心的，因此小鼠在水池中心

的活动时间占比越长其空间记忆能力越好。图（d）的结果可以看出，相较于 NS组，

HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs组小鼠在平台及附近的活动时间占比更长，并且具

有显著性差异（p < 0.05）。图（e）的结果为寻找隐藏平台实验结束后将隐藏平台撤离，

观察WT组、NS组、HAD-MSC-EVs组、HUC-MSC-EVs组小鼠在 60s内在原平台及

附近活动距离与总路程距离的占比，小鼠的在原平台及附近的活动距离占比越大其空

间记忆能力越好。图（e）的结果可以看出，相较于 NS 组，HAD-MSC-EVs 与

HUC-MSC-EVs组小鼠在平台及附近的活动距离占比更长，并且具有显著性差异（p <

0.05）。

综上所述，HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs通过尾静脉注射方式注射至 AD小

鼠模型体内后，可以改善 AD小鼠模型的空间学习记忆能力。
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a

b c

d e

图 3-10 莫里斯水迷宫实验检测WT组、NS组、HAD-MSC-EVs组、HUC-MSC-EVs 组的空间学

习记忆能力

（a）小鼠莫里斯水迷宫实验的代表性游泳路径 （b）小鼠潜伏期数据 （c）撤离隐藏平台后小鼠

穿越原平台的次数 （d）撤离隐藏平台后小鼠在原平台象限的时间占比 （e）撤离隐藏平台后小

鼠在原平台及附近的活动距离占比

（Mean±SEM，n=5，* p < 0.05，** p < 0.01）

3.7 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 APP/PSEN小鼠后可以

通过调节α-分泌酶以及β-分泌酶减少 APP的表达

本课题将上述完成莫里斯水迷宫行为学检测实验后的小鼠处死并且提取小鼠脑部
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海马体的 RNA 以及蛋白质，利用 qRT-PCR 和 Western Blot 方法检测α-分泌酶和β-

分泌酶标志基因和蛋白的表达量变化以及 APP基因和蛋白的表达量变化。结果如图

3-11所示，图（a）结果为通过 qRT-PCR实验检测 NS 组、HAD-MSC-EVs 实验组以

及 HUC-MSC-EVs实验组小鼠海马体中 ADAM10，BACE1以及 APP基因在 mRNA水

平上的表达，结果显示与 NS组相比，HAD-MSC-EVs 实验组和 HUC-MSC-EVs实验

组细胞中的 ADAM10在 mRNA水平上显著上调（p＜0.05），BACE1在 mRNA水平上

显著下调（p＜0.05），APP在 mRNA水平上显著下调（p＜0.05）。图（b）结果为通过

Western Blot 实验检测 NS组、HAD-MSC-EVs实验组、HUC-MSC-EVs实验组细胞中

ADAM10 蛋白表达量的变化，结果显示与 NS 组相比，HAD-MSC-EVs 实验组和

HUC-MSC-EVs实验组细胞中的 ADAM10蛋白的表达量显著上调（p＜0.05）。图（c）

结果为通过 Western Blot 实验检测 NS 组、HAD-MSC-EVs 实验组、HUC-MSC-EVs

实验组细胞中 BACE1 蛋白表达量的变化，结果显示与 NS 组相比，HAD-MSC-EVs

实验组和 HUC-MSC-EVs实验组细胞中的 BACE1蛋白的表达量显著下调（p＜0.05）。

图（ d）结果为通过 Western Blot 实验检测 NS 组、HAD-MSC-EVs 实验组、

HUC-MSC-EVs 实验组细胞中 APP 蛋白表达量的变化，结果显示与 NS 组相比，

HAD-MSC-EVs实验组和HUC-MSC-EVs实验组细胞中的APP蛋白的表达量显著下调

（p＜0.05）。

综上所述，HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs能通过上调α-分泌酶的表达以及下

调β-分泌酶的表达从而减少 AD小鼠模型大脑海马体中 APP的表达。

a b
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c d

图 3-11 HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs 处理 AD细胞小鼠模型后大脑海马体内的 ADAM10、
BACE1以及 APP基因和蛋白表达的变化

（a）qRT-PCR实验检测 ADAM10、BACE1、APP在 mRNA水平的表达量 （b）Western Blot检测

ADAM10的蛋白水平表达的条带图以及量化图 （c）Western Blot检测 BACE1的蛋白水平表达的

条带图以及量化图 （d）Western Blot检测 APP的蛋白水平表达的条带图以及量化图

（Mean±SEM，n=3，* p < 0.05，** p < 0.01）

3.8 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 APP/PSEN小鼠后可以

减少大脑内炎性基因的表达

本课题已经探究了HAD-MSC-EVs与HUC-MSC-EVs处理AD体外细胞模型后可

以减少 IL-6，TNF-α，IL-1β以及 HO-1炎性基因的表达，为探究体内小鼠模型的实

验结果是否一致，利用 qRT-PCR 实验方法检测 NS 组、HAD-MSC-EVs 组、

HUC-MSC-EVs组小鼠大脑海马体内 IL-6，TNF-α，IL-1β以及 HO-1四个炎性基因表

达的变化。结果如图 3-12所示，图（a）结果为与 NS组相比，HAD-MSC-EVs实验组

与 HUC-MSC-EVs 实验组中小鼠大脑海马体内的 IL-6基因表达水平显著下调（p＜

0.01）。图（b）结果为与 NS 组相比，HAD-MSC-EVs 实验组与 HUC-MSC-EVs 实验

组中小鼠大脑海马体内的 TNF-α基因表达水平显著下调（p＜0.01）。图（c）结果为

与 NS组相比，HAD-MSC-EVs实验组与 HUC-MSC-EVs实验组中小鼠大脑海马体内

的 IL-1β基因表达水平显著下调（p＜0.01）。图（d）结果为与NS组相比，HAD-MSC-EVs

实验组与 HUC-MSC-EVs实验组中小鼠大脑海马体内的 HO-1基因表达水平显著下调

（p＜0.01）。

综上所述，HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 AD小鼠模型后能减少炎性基

因 IL-6，TNF-α，IL-1β以及 HO-1的表达。
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a b c d

图 3-12 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 AD小鼠模型后大脑海马体内炎性基因表达的变

化

（a）qRT-PCR实验检测 IL-6基因表达水平 （b）qRT-PCR实验检测 TNF-α基因表达水平 （c）
qRT-PCR实验检测 IL-1β基因表达水平 （d）qRT-PCR实验检测 HO-1基因表达水平

（Mean±SEM，n=3，* p < 0.05，** p < 0.01）

3.9 讨论

目前对于 AD的研究已取得了很大的进展，但是 AD的治疗方法以及治疗药物在

临床上仍旧没有统一的标准，目前用于治疗 AD的药物的治疗效果也不佳，因此探索

AD的治疗方式至关重要。APP是 AD的病理蛋白，其受到α-分泌酶以及β-分泌酶的

调控[65]，在 AD患者的脑中，α-分泌酶以及β-分泌酶失调致使 APP过度表达导致 A

β斑块在脑内沉积，从而引起一系列病理反应，针对调控α-分泌酶以及β-分泌酶表

达的方式是目前比较可行的一种治疗方法[66]。

MSCs因其旁分泌功能以及免疫调节潜力大并且容易从各种来源获得（例如骨髓、

脂肪、脐带组织等）而被用于疾病治疗方面的研究[67]。在目前的研究中，基于MSCs

的治疗在神经系统疾病的不同动物模型中显示出有益的作用效果，并且在制定临床接

受的交付和检测方案方面取得了重大的进展，迄今为止，已经有 125项应用MSCs治

疗神经系统疾病的临床试验进行了注册[68]。将MSCs治疗应用于 AD的研究以及临床

试验是目前的热点方向之一，有临床前研究表明，MSCs在 AD 动物模型中可以通过

减少 Aβ沉积而挽救记忆缺陷，也可以通过增强 AD小鼠模型中病理神经元的自噬从

而降低 Aβ的水平[69, 70]。也有研究数据表明，经过MSCs移植处理后的 AD小鼠的脑

源性神经营养因子、神经生长因子以及血管内皮生长因子上调从而可以达到保护神经

元和神经元完整性的作用[71-74]。MSCs也可以通过降低小胶质细胞活化水平以及降低
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促炎因子的表达从而改变 AD动物模型的炎症反应[75, 76]。根据MSCs在临床前研究结

果，目前也有注册了将MSCs应用于 AD患者的临床试验，但是目前并没有观察到经

过MSCs治疗后的 AD患者的临床状态有显著改善[77]。目前将MSCs应用于治疗疾病

主要是通过MSCs的直接移植，但是MSCs移植属于细胞疗法，会伴随有细胞排斥反

应、免疫应答、毒性输注、肿瘤形成、病毒污染以及移植前细胞运输和储存问题的风

险[78-84]，为了减少与MSCs细胞性质相关的潜在危险因素，许多与MSCs相关的无细

胞疗法逐渐出现[85]，有研究证据表明，MSCs的治疗效果与其通过旁分泌作用分泌的

EVs相关[32]。目前，MSC-EVs在 AD疾病治疗研究方面也有着较大的进展，有研究表

明MSC-EVs 可以通过上调脑啡肽酶和胰岛素降解酶的表达而使 Aβ降解，还可以通

过升高 IL-10和 TGF-β的表达水平以及降低 TNF-α和 IL-1β的表达水平来调节神经

炎症[86]。总而言之，研究MSC-EVs对 AD疾病模型的作用效果，进而了解MSC-EVs

能否对 AD疾病模型产生治疗作用，为探究针对 AD的治疗方式提供一个新的思路。

因此，本课题选用 HAD-MSCs和 HUC-MSCs处理构建的 AD体外细胞模型以及

体内小鼠模型，探索MSCs能否通过共培养的作用方式对 AD疾病模型产生效果。将

从公司购买的 HAD-MSCs以及本实验室自己分离的 HUC-MSCs进行表面标志物鉴定

以及成骨成脂分化能力鉴定后，将 HAD-MSCs与 HUC-MSCs与 AD体外细胞模型共

培养处理后，发现这种处理方式不能调控 AD 细胞模型中α-分泌酶以及β-分泌酶的

表达，也不能减少 APP 的表达，这可能是因为共培养处理时小室的隔膜不能完全将

MSCs分泌的物质完全透过从而作用于 AD 细胞模型。直接使用MSCs与 AD 细胞模

型作用也并不是一个好的选择，因为这种处理方式属于细胞直接移植作用，这会具有

肿瘤形成、免疫排斥、输注毒性的风险，因此我们需要用MSCs发挥潜力的其他作用

方式进行研究。MSC-EVs 是 MSCs通过旁分泌作用而分泌出的物质，其内部包含了

MSCs的特异性蛋白、mRNA、microRNA等物质，通过MSC-EVs进行作用属于无细

胞治疗方式，因此可以消除MSCs直接作用而产生的致癌性和免疫原性的风险[87]。本

课题通过使用超速离心法将 MSC-EVs 从 MSCs 的条件培养基中分离得到，通过

Western Blot、透射电子显微镜、纳米颗粒追踪分析技术对MSC-EVs进行鉴定，鉴定

成功后进行后续实验。将 HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs处理 AD细胞模型和小鼠

模型后，通过 qRT-PCR以及Western Blot实验检测，本课题发现 AD细胞模型与小鼠



河北大学硕士学位论文

46

模型中α-分泌酶会上调，β-分泌酶会下调从而致使 APP的表达也呈现下调，这证明

了MSCs可以通过分泌的MSC-EVs作用于 AD疾病模型减少致病蛋白 APP的表达。

AD患者脑内因其 APP过度表达沉积会产生一系列炎症反应，炎性基因的表达会

升高，为了进一步研究MSC-EVs能否减少炎性基因的表达从而减少炎症反应，本课

题用MSC-EVs处理 AD疾病模型后通过 qRT-PCR实验检测了 IL-6，TNF-α，IL-1β

以及 HO-1这四个炎性基因表达的变化，研究数据表明，MSC-EVs可以减少 AD细胞

模型以及小鼠模型中 IL-6，TNF-α，IL-1β以及 HO-1的表达。

AD患者会产生有进行性记忆丧失以及认知障碍的特征，为了研究MSC-EVs能否

改善这种病理特征，本研究以 AD 小鼠模型的空间学习记忆能力为研究目标，将

MSC-EVs通过尾静脉注射的方式注射至小鼠体内，然后进行了莫里斯水迷宫实验的行

为学检测，检测结果显示，MSC-EVs注射至 AD小鼠体内作用后，小鼠的空间学习记

忆能力得到了改善。

综上所述，我们用MSC-EVs 处理了 AD细胞模型以及小鼠模型后，可以通过上

调α-分泌酶以及下调β-分泌酶从而减少 APP的表达，IL-6、TNF-α、IL-1β以及 HO-1

炎性基因表达下调，MSC-EVs也能改善 AD小鼠模型的空间学习记忆能力。
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第四章 结论

1. HAD-MSC-EVs与HUC-MSC-EVs在AD疾病模型中可以通过调节α-分泌酶以

及β-分泌酶减少 AD病理蛋白 APP的表达；

2. HAD-MSC-EVs 与 HUC-MSC-EVs 在 AD 疾病模型中可以下调 IL-6, TNF-α,

IL-1β以及 HO-1炎性基因的表达；

3. HAD-MSC-EVs与 HUC-MSC-EVs通过尾静脉注射方式注射至 AD小鼠模型体

内后，可以改善其空间学习记忆能力。
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