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摘要 目的：分析PDGFR-β/TGF-β/Smad2/3信号通路调控阿尔茨海默病（AD）血脑屏障（BBB）完整性和学

习记忆能力的分子机制。方法：利用APP/PS1转基因AD小鼠模型，通过水迷路及觅食试验分析学习记忆能

力；荧光免疫组织化学法检测海马区血管周细胞增殖率（ki67/desmin）、周细胞覆盖率（desmin/lectin）；West-

ern blot检测海马区血管周细胞TGF-βR1及其下游信号通路分子、紧密连接（TJs）蛋白的表达水平。经过外源

性PDGF-BB脑室内注射和/或TGF-βR1激酶抑制剂SB431542腹腔内注射预处理后，分别进行上述分析。构

建 AD 体外 BBB 模型，经过 PDGF-BB 和/或 SB431542 作用后，进行异硫氰酸荧光素 -牛血清白蛋白

（FITC-BSA）渗透性和跨细胞电阻检测。结果：与对照组相比，APP/PS1小鼠经过虚拟平台次数明显减少，达

到终点所需时间明显延长（水迷路训练试验），投食区正确选择率明显下降（觅食训练试验）；海马区desmin/

lectin阳性细胞比例明显下降；TGF-βR1、p-Smad2、p-Smad3蛋白表达水平明显升高；TJs蛋白表达水平明显下

降。外源性PDGF-BB可使APP/PS1小鼠经过虚拟平台次数明显增加、达到终点所需时间明显缩短（水迷路正

式试验第28天）、投食区正确选择率明显提高（觅食正式试验第28天）；海马区desmin/lectin阳性细胞比例明显

增加；使TGF-βR1、p-Smad2、p-Smad3蛋白表达水平明显升高；使TJs蛋白表达水平明显升高。SB431542则可

部分抑制上述作用。体外试验证明：外源性PDGF-BB可明显降低AD模型组的最终渗透系数，提高24 h时相

对TEER值；SB431542则可部分抑制上述作用。结论：PDGFR-β/TGF-β/Smad2/3信号通路可通过诱导周细

胞分化、覆盖，提高内皮细胞TJs的表达，调控AD血脑屏障完整性，以促进学习记忆能力恢复。
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Abstract Objective: To investigate the molecular regulatory mechanism of integrity of blood-brain barrier

(BBB) and learning and memory ability in Alzheimer's disease (AD) via PDGFR-β/TGF-β/Smad2/3 signaling

pathway. Methods: Using the APP/PS1 transgenic mouse model of AD, the learning and memory abilities of

mice were analyzed through water maze test and food search test. The proliferation rate and pericyte coverage

rate in hippocampus were measured. The level of TGF-β R1 and its downstream signal pathway molecules, and

the levels of tight junctions (TJs) were analyzed. After intraventricular microinjection with exogenous PDGF-BB

and/or intraperitoneal injection with SB431542, the transgenic mice were analyzed by the above methods. After

PDGF-BB and/or SB431542 treatment, permeability and transcellular resistance were tested in the BBB model

in vitro. Results: Compared with the control group, APP/PS1 mice showed the learning and memory disability

in the water maze test and food search test, the less proportion of desmin/lectin positive cells in the

hippocampus, the lower levels of TGF-β R1, p-Smad2 and p-Smad3 protein, and the lower levels of TJs.

Furthermore, exogenous PDGF-BB could significantly enhance the learning and memory ability, increase the

pericyte coverage rate, raise the expression levels of TGF-β R1, p-Smad2 and p-Smad3 protein, and heighten the

expression levels of TJs proteins. In contrast, SB431542 could partially inhibit the above effects of PDGF-BB

treatment. In vitro tests showed that exogenous PDGF-BB could significantly reduce the final permeability

coefficient of AD model group and increase the relative TEER value at 24 h; SB431542 can partially inhibit the

above effects. Conclusion: PDGFR-β/TGF-β/Smad2/3 signal pathway may play a vital role in regulating the

integrity of blood-brain barrier and the recovery of learning and memory ability in AD.

Keywords Alzheimer's disease; platelet-derived growth factor receptor-beta; transforming growth factor beta;

blood-brain barrier integrity; learning and memory ability
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目前，阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）的

病因及发病机制尚未阐明，全世界尚无有效的治疗手

段，预后不佳，家庭和社会负担重。近年大量研究已证

明 AD 的发生、发展与血脑屏障（blood-brain barrier，

BBB）损伤密切相关[1]。研究证实AD患者大脑海马及

皮质区域的毛细血管周围神经炎症反应加剧，内皮细

胞中的吞饮小泡增加，紧密连接蛋白数量减少，基底膜

降解，周细胞数量和覆盖率降低，同时血源性 IgG和纤

维蛋白漏到血管外并在脑内沉积，最终导致淀粉样蛋

白-β（amyloid-β，Aβ）沉积、神经原纤维缠结形成、神经

元和突触缺失[2-4]。因此，积极恢复BBB的完整性，抑

制Aβ沉积，改善神经元微环境已成为目前AD防治的

研究热点之一[5]。研究表明血小板源性生长因子受体β

（platelet-derived growth factor receptor-beta，PDGFR-β）

信号通路对于维持周细胞覆盖、BBB 完整性和神经

功能维持有十分重要的作用 [6-8]。近年，笔者的研究

证实 PDGFR-β信号通路对于 BBB 完整性和神经功

能的损伤修复有十分重要的作用，且转化生长因

子 -β（transforming growth factor beta，TGF-β）/Smad2/3

信号通路可能参与这一过程[9]。然而，其在AD发生过

程中潜在的分子作用机制仍尚未明确。本研究在前期

工作基础上将进一步揭示 PDGFR-β/TGF-β/Smad2/3

信号通路调控AD转基因小鼠BBB完整性和学习记忆

能力的分子机制，旨在加深对AD患者BBB损伤修复

和神经元保护机制的认识，并为这种重大慢病的防治

提供新的分子靶点和科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 清洁级雄性APP/PS1双转基因AD

小鼠（南京大学模式动物研究所）及同批APP/PS1阴性

对照小鼠，鼠龄 6月，动物合格证号：005201。繁育采

用雄鼠与雌鼠 1∶1合笼配对的方式。母鼠妊娠期约为

20 d，小鼠出生 20 d后根据其性别分笼饲养。实验小

鼠由东莞市滨海湾中心医院中心动物室饲养，饮用蒸

馏水，室温22 ℃～24 ℃。

1.1.2 主要试剂与设备 人脑微血管周细胞（human

brain microvascular pericytes，HBMVPs，ACBRI 499）、

人 脑 微 血 管 内 皮 细 胞（human brain microvascular

endothelial cells，HBMVECs，ACBRI 376）均购自美国

Applied Cell Biology公司。rhPDGF-BB（kx-GMP-037，

购于北京科昕嘉源生物科技有限公司），TGF-βR1激酶

抑制剂 SB431542（HY-10431，购于广州左克生物科技

发展有限公司），大鼠ki67多克隆抗体、小鼠desmin单

克隆抗体（购于美国Dako公司），兔 lectin多克隆抗体、

兔 TGF-β R1 多克隆抗体、兔 p-smad2 多克隆抗体、兔

p-smad3多克隆抗体、兔 smad4多克隆抗体、兔 claudin

5 多克隆抗体、鼠 occludin 单克隆抗体（购于美国

Abcam公司），兔 zo1多克隆抗体（购于美国 Invitrogen

公司），鼠GAPDH单克隆抗体（购于美国Chemicon公

司）；Morris水迷宫装置（DB001X，购于北京智鼠宝生

物科技公司），食物搜索测试仪（KUROBOX，购于日本

长崎表型分析公司），Multi-Beads Shocker 匀浆机（购

于日本Yasui-Kikai公司），ECL检测试剂盒（购于英国

Amersham Biosciences公司），VH Analyzer图像处理软

件（购于日本Keyence公司），Millicell-ERS仪（购于美

国）。

1.2 方法

1.2.1 药物注射及分组 将APP/PS1双转基因AD小

鼠依据随机数字表法分为：APP/PS1组（n=10）、(APP/

PS1+PDGF-BB)组（经 PDGF-BB 处理，n=10）、(APP/

PS1 + PDGF-BB + SB431542) 组（ 经 PDGF-BB +

SB431542处理，n=10）；将APP/PS1阴性小鼠依据随机

数字表法分为：对照组（Control，n=10）、(Control +

PDGF-BB) 组（经 PDGF-BB 处理，n=10）、(Control +

PDGF-BB+SB431542)组（经 PDGF-BB+SB431542 处

理，n=10）。小鼠深度麻醉（苯巴比妥钠，50 mg/kg），固

定于脑立体定位仪，在距前囱尾部 0.5 mm、侧面 1 mm

处，钻直径约 0.7 mm的孔，利用微量注射泵缓慢注射

rhPDGF-BB（60 ng/mL）2 µL。注射后导管放置 5 min

以上后拔出，局部消毒、缝合、复苏。部分小鼠给予

TGF-βR1 激酶抑制剂 SB431542（1 µmol/L）100 µL 腹

腔内注射。

1.2.2 Morris水迷宫实验 按文献描述的方法进行[10]。

该装置由一个不锈钢制成的圆柱形水池和一个可移

动位置的圆柱形透明有机玻璃站台组成。水池直径

120 cm，高 50 cm，站台直径 12 cm，高 24 cm。水池水

深 25 cm（高出站台 l cm），水温（23±0.5）℃，在水池边

缘上等距离设东南西北四个标记点，将水池均等分为4

个象限。圆形水池中加入脱脂奶粉，使水浑不见低于

水面 1 cm 的隐藏平台，每天将小鼠面向池壁分别从

东、南、西、北四个不同象限固定入水点放入池中各一

次，直至找到并站在平台上为止，游泳超过 60 s后，人

为将小鼠放至平台上10 s进行训练。观测小鼠游泳轨

迹，记录2 min内小鼠跨越原平台所在位置的次数及达

到终点所需时间。次数越少、达到终点所需时间越长，
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说明小鼠的记忆力越差。正式试验的前 7 d为训练试

验，之后每天上午同一时间段内进行正式试验，且每天

的四周实物不固定。

1.2.3 觅食试验 按文献描述的方法进行[11]。将小鼠

单独放置于食物搜索测试仪中，该装置由2个隔间组成，

休息室（80 mm×130 mm×210 mm）与观察室（240 mm×

240 mm×210 mm）用隔板隔开，小鼠可以自由穿过隔

板进入方形观察区。使用 64个红外光电传感器记录

每只小鼠的重心坐标。在测定室的地板四角设置有饵

料孔，其中只有一处可获取饵料，该位置每隔 4 h旋转

移动一次。小鼠通常在夜间取食40次左右，期间小鼠

通过学习，可记住上次的可摄取部位，则可以正确访问

食物孔。投食区正确选择率=（正确投食区访问数/总

访问数）×100%。通过计算投食区正确选择率评估小

鼠学习记忆能力。正式试验的前7 d为训练试验，之后

每天上午同一时间段内进行正式试验。

1.2.4 免疫组织荧光染色 石蜡切片经脱蜡、梯度酒

精脱水后，进行抗原修复，然后用0.01 mol/L PBST漂洗

5 min×3/次。10%BSA 37 ℃湿盒内封闭 30 min之后，

加入一抗大鼠ki67多克隆抗体（1∶100）、小鼠desmin单

克隆抗体（1∶200）、兔 lectin多克隆抗体（1∶100），4 ℃孵

育过夜。相应二抗显色，DAPI包埋并标记细胞核，在

激光共聚焦显微镜下随机选取每张载玻片中缺血边缘

区 6 个区域采图。在每个图片中计算周细胞增殖率

(%)=[(ki67+/desmin+细胞数)/desmin+细胞数]×100%；

周细胞覆盖率(%)=(desmin+细胞数/lectin+细胞数)×

100%。

1.2.5 免疫印迹 实验鼠经苯巴比妥钠皮下注射

（50 mg/kg）深度麻醉后，进行磷酸盐缓冲液心脏灌流，

断头处死后按文献[9]方法分别提取小鼠总蛋白。利用液

氮、研钵粉碎脑组织，加入免疫沉淀缓冲液（3 mL/g）、

苯甲基磺酰氟（30 μL/g），使用 Multi-Beads Shocker 匀

浆机进一步匀浆（15 000 r/min），离心（4 ℃，15 000 r/

min，离心半径 10 cm）15 min，提取上清液，分装、定

量、－20 ℃保存。将 15 μg 样本上样、电泳、转膜、封

闭，一抗4 ℃孵育过夜。一抗：兔TGF-βR1多克隆抗体

（1∶500）、兔p-smad2多克隆抗体（1∶500）、兔p-smad3多

克隆抗体（1 ∶500）、兔 smad4 多克隆抗体（1 ∶500）、兔

claudin 5 多克隆抗体（1∶500）、鼠 occludin 单克隆抗体

（1∶500）、兔 zo1多克隆抗体（1∶500）、鼠GAPDH单克隆

抗体（1∶5 000）。按照适当比例用二抗稀释液稀释辣

根过氧化物酶标记的二抗，使用 ECL 检测试剂盒显

色、照相。利用 VH Analyzer 图像处理软件计算目的

条带灰度值，并分别与GAPDH条带灰度值求比例，计

算相对灰度值，相对灰度值=(目的条带灰度值－背景

条带灰度值)/(GAPDH 条带灰度值－背景条带灰度

值) ×100%[9]。

1.2.6 Aβ1-42的制备 根据文献报道制备单体（Mono）、

寡聚肽（Oligo）Aβ1-42
[12]。Aβ1-42 单体（Aβ1-42 Mono）溶

于 DMSO 中，终浓度 2 mmol/L，－20 °C 保存备用。

2 mmol/L的Aβ1-42 Mono溶于冰冷的Opti-MEM，终浓度

100 μmol/L，轻轻吹打 30 s 后置于 4 °C 冰箱孵育 24 h

形成Aβ1-42 Oligo，Aβ1-42 Oligo现配现用。

1.2.7 建立体外BBB模型 按文献描述的方法进行[13]。

首先用胶原蛋白包埋 12孔Transwell插槽的聚碳酸酯

膜（1.12 cm2，0.4 μm），分别向插槽内外加入 DMEM/

F12（含 10%血清）的细胞培养液，再将 HBMVPs 细胞

（1.5×104/cm2）接种于插槽外侧面。待HBMVPs细胞生

长融合后（约48 h），再将HBMVECs细胞（1.5×105/cm2）

接种于插槽内侧面，继续培养 24 h 后进入下一步试

验。添加 0.5 μmol/L Aβ1-42 Oligo 至插槽外侧面，作用

30 min，构建 AD 体外 BBB（AD 组）；加入同体积的

DMEM/F12作为空白对照组。之后，根据实验要求分

别添加 rhPDGF-BB[40 ng/mL，20 µL，(AD+PDGF-BB)

组]、SB431542[10 µmol/L，10 µL，(AD+SB431542)组]

至插槽外侧面，作用3 h后进入下一步试验。

1.2.8 异硫氰酸荧光素 -牛血清白蛋白（Fluorescein

Isothiocyanate- bovine serum albumin，FITC-BSA）渗透

实验 按文献描述的方法进行[14]。首先将BBB体外模型

的培养液换成缓冲液（含136 mmol/L NaCl、0.9 mmol/L

CaCl2、0.5 mmol/L MgCl2、2.7 mmol/L KCl、1.5 mmol/L

KH2PO4 ，10 mmol/L NaH2PO4 ，25 mmol/L Glucose，

10 mmol/L Hepes，pH 7.4），于37 °C放置30 min。在插

槽内侧（供应槽）加入 50 μg/mL FITC-BSA溶液，并即

刻抽取其中50 µL液体进行检测，设为FITC-BSA起始

浓度。然后在不同时间点（0、30、60、120 min），分别抽

取插槽外侧（接收槽）50 µL液体进行检测，同时加入等

量缓冲液。荧光分光光度计测定 FITC-BSA 荧光度

（Ex=490 nm，Em=530 nm）。在每次测量中，至少测试

三个带细胞的插槽和三个不带细胞的插槽，每次实验至

少重复三次。表观渗透系数(PCapp，cm/min)=(CR,t/t×

VR)/(CD×A)，其中CR,t是时间 t时接收槽中FITC-BSA的

荧光度，VR是接收槽中的体积（1.5 mL），CD是供应槽中

FITC-BSA的荧光度，A是膜的面积（1.12 cm2）。最终渗

透系数（PCf）计算公示为：1/PCf=(1/PCapp)–(1/PCm)，

其中PCm是FITC-BSA在无细胞涂层膜的渗透系数。

3
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1.2.9 BBB 跨细胞电阻检测 按文献描述的方法进

行[15]。将长满HBMVPs和HBMVECs的共培养池放入

新鲜 DMEM 培养基，采用 Millicell-ERS 仪检测 TEER

值，减去无细胞生长的共培养池的多聚碳酸酯膜TEER

值，即为细胞层 TEER 值。相对 TEER 值=(实验组

TEER值/对照组TEER值)×100%。

1.3 统计学处理

采用SPSS 17.0统计软件进行数据分析。符合正

态分布的计量资料以（均值±标准误）表示，多组比较采

用单因素方差分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 AD小鼠行为学及病理改变

7 d的水迷路训练试验结束时，2组经过虚拟平台

次数[对照组(5.3±0.13)次，APP/PS1组(4.8±0.42)次，n=

10，t=3.501，P=0.739）及达到终点所需时间 [对照组

(16.2±4.22)s，APP/PS1 组 (15.3±2.34)s，n=10，t=2.776，

P=0.528）差异无统计学意义。第 28 天水迷路试验显

示：与对照组相比，APP/PS1组小鼠经过虚拟平台次数

明显减少[对照组(10.4±1.21)次，APP/PS1组(5.3±0.32)

次，n=10，t=5.336，P=0.002）、到达终点所需时间明显延

长[对照组(5.4±0.79)s，APP/PS1组(14.4±1.23)s，n=10，t=

4.582，P=0.001），见图1A。

7 d的觅食训练试验结束时，2组投食区正确选择

率[对照组(45.5±6.82)%，APP/PS1组(43.6±7.51)%，n=

10，t=4.218，P=0.200]差异无统计学意义。第28天觅食

试验显示，与对照组相比，APP/PS1组小鼠的投食区正

确选择率明显下降[对照组(79.2±10.25)%，APP/PS1组

(46.2±5.61)%，n=10，t=4.290，P=0.001，图1B]。

与对照组相比，APP/PS1组小鼠海马区周细胞覆

盖率（desmin/lectin）明显下降[对照组(63.4±12.6)%，

APP/PS1组(21.4±6.22)%，n=6，t=7.225，P=0.001，图 2]；

2组的周细胞增殖率（ki67/desmin）差异无统计学意义

[对照组(5.7±1.22)%，APP/PS1 组(4.9±0.91)%，n=6，t=

4.732，P=0.326，图2B]。

与对照组相比，APP/PS1组小鼠海马区TGF-βR1、

p-Smad2、p-Smad3 蛋白表达水平明显升高，Smad4 蛋

白表达水平未见明显差异（n=3，P=0.09，图3）。与对照

组相比，APP/PS1 组小鼠海马区 occludin、claudin-5、

zo-1蛋白表达水平明显下降（n=3；P=0.021，图4）。

与对照组相比，AD体外模型组的FITC-BSA最终

渗透系数明显升高 [对照组 (1.0 ± 0.12)，AD 组 (4.8 ±

A
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B+SB)组

①

①

②

③

注：A：各组进行水迷路试

验，在第 28 天计算经过虚拟平

台次数和到达终点所需时间；B：

各组进行觅食试验，在第 28 天

计算投食区正确选择率。与对

照组比较，①P<0.01；与 APP/PS1

组比较，②P<0.01；与(APP/PS1+

PDGF-BB)组比较，③P<0.05。

图1 学习记忆试验

注：对①对照组、②APP/PS1 组、③

（control + PDGF-BB）组 、④ APP/PS1 +

PDGF-BB 组 、⑤（control + PDGF-BB +

SB431542）组、⑥（APP/PS1 + PDGF-BB +

SB431542）组海马区进行荧光免疫组化，

计算 desmin（绿色）/lectin（红色）比例（A）

和 ki67（绿色）/desmin（红色）比例（B）。白

色空心箭头为增殖的周细胞；黄色空心箭

头为非增殖的周细胞；实心箭头为增殖的

内皮细胞。A：比例尺=25 μm；B：比例尺=

20 μm。与对照组比较，①P<0.01；与 APP/

PS1 组 比 较 ，② P<0.01；与 (APP/PS1 +

PDGF-BB)组比较，③P<0.01。

图2 海马区周细胞覆盖率和增殖率变化
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0.32)，n=3，t=4.382，P=0.001，图 5A]。与对照组相比，

24 h时AD体外模型组的相对TEER值明显下降[对照

组 (169.3 ± 15.5)，AD 组 (56.2 ± 6.4)，n=3，t=5.328，P=

0.002，图5B]；0 h时2组间的相对TEER值未见明显差

异。

2.2 PDGFR-β信号通路通过诱导AD血脑屏障的完整

性，促进学习记忆能力的恢复

在水迷路正式试验的第 28天，与未处理APP/PS1

小鼠相比，外源性PDGF-BB使APP/PS1小鼠的经过虚

拟平台次数明显增加[APP/PS1 组(4.8±0.42)次，(APP/

PS1 + PDGF-BB) 组 (7.3 ± 0.45) 次，n=10，t=5.822，P=

0.003，图1A]、达到终点所需时间明显缩短[APP/PS1组

(15.3±2.34)s，(APP/PS1+PDGF-BB)组 (9.3±2.17)s，n=

10，t=7.210，P=0.002，图 1A]。在觅食正式试验的第 28

天，投食区正确选择率明显提高 [APP/PS1 组 (43.6 ±

7.51)%，(APP/PS1+PDGF-BB)组(62.4±5.63)%，n=10，t=

6.352，P=0.001，图 1B]；海马区周细胞覆盖率明显增

[APP/PS1 组 (21.4 ± 6.22)% ，(APP/PS1 + PDGF-BB) 组

(52.7±4.64)%，n=6，t=8.201，P=0.003，图2A]；2组的周细

胞增殖率未见明显异常（n=6，P=0.180，图2B）。与未处

理 APP/PS1 小鼠相比，外源性 PDGF-BB 使 TGF-βR1、

p-Smad2、p-Smad3 蛋白表达水平明显升高（n=3，P=

0.002，图 3）；使 occludin、claudin-5、zo-1 蛋白表达水平

明显升高（n=3，P=0.001，图4）。

体外试验显示，外源性PDGF-BB可明显降低对照

组的FITC-BSA最终渗透系数[对照组(1.0±0.12)，n=3；

(control + PDGF-BB) 组 (0.67 ± 0.13)，n=3，t=2.960，P=

0.001，图 5A]；而且，外源性 PDGF-BB可明显降低AD

体外模型组的 FITC-BSA 最终渗透系数[AD 组(4.8±

0.32)，n=3；(AD+PDGF-BB)组(2.3±0.19)，n=3，t=3.302，

P=0.002，图 5A]；同时，与(control+PDGF-BB)组相比，

(AD+PDGF-BB)组的FITC-BSA最终渗透系数明显提

高（P=0.001，图5A）。

外源性PDGF-BB可明显提高 24 h时对照组的相

对TEER值[对照组(169.3±15.5)，(control+PDGF-BB)组

(289.4±21.3)，n=3，t=4.338，P=0.001，图5B]；而且，外源

性PDGF-BB可明显提高24 h时AD组的相对TEER值

[APP/PS1 组(56.2±6.4)，(AD+PDGF-BB)组(91.3±6.2)，

n=3，t=3.382，P=0.001，图 5B]；同 时 ，与 (control +

PDGF-BB)组相比，(AD+PDGF-BB)组的相对TEER值

明显下降（P=0.001，图 5B）。0 h 时各组间相对 TEER

值未见明显差异。

2.3 TGF-β/Smad2/3 信号通路可协同参与 AD 血脑屏

障完整性和学习记忆能力的恢复

在行为学正式试验的第 28 天，与 PDGF-BB 处理

组相比，PDGF-BB+SB431542可部分抑制APP/PS1小

鼠学习记忆能力（P=0.001，图 1）、减少周细胞覆盖率

（P＜0.01，图 2）、抑制 TGF-βR1、p-Smad2、p-Smad3 表

达（P=0.002，图 3）、减低紧密连接蛋白表达（P=0.001，

图4）等。

体外试验显示，SB431542 可部分抑制 PDGF-BB

对于对照组 FITC-BSA最终渗透系数和相对TEER值

的 作 用（P=0.001，图 5A）；SB431542 可 部 分 抑 制
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对
照
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(co
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B)组

(A
PP/PS1+PDGF-B

B)组

(co
ntro

l+PDGF-B
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①

①

②
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对照组 AD (control+PDGF-BB)组 (AD+PDGF-BB)组

(control+PDGF-BB+SB)组

注：对各组小鼠海马区进行 Western blot，计算 TGF-βR1、

p-Smad2、p-Smad3、Smad4蛋白表达水平。与对照组比较，①P<

0.01；与APP/PS1组比较，②P<0.01；与(APP/PS1+PDGF-BB)组比

较，③P<0.01。

图3 TGF-βR1下游通路蛋白表达水平变化

注：对各组小鼠海马区进行 Western blot，计算 occludin、

claudin-5、zo-1蛋白表达水平。与对照组比较，①P<0.01；与APP/

PS1组比较，②P<0.01；与(APP/PS1+PDGF-BB)组比较，③P<0.01。

图4 紧密连接蛋白表达水平变化

注：比较各组 FITC-BSA 最终渗透系数（A）和相对电阻值

（B）。与对照组比较，①P<0.01；与AD组比较，②P<0.01；与(AD+

PDGF-BB)组比较，③P<0.01。

图5 各组体外BBB模型渗透性和跨细胞电阻变化
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PDGF-BB对于AD组FITC-BSA最终渗透系数和相对

TEER值的作用（P=0.001，图5B）。

3 讨论

本研究利用拮抗剂和重组蛋白刺激等分子生物学

手段，进行体内及体外试验发现：PDGFR-β信号通路可

促进AD血脑屏障完整性和学习记忆能力的恢复；同

时，抑制TGF-β信号可部分降低PDGF-BB对于AD血

脑屏障损伤修复的作用。上述结果证明 PDGFR-β/

TGF-β/Smad2/3信号通路可能通过调控AD患者BBB

完整性，促进学习记忆能力的恢复。

目前，大量研究已证明AD是一种BBB功能障碍

相关性疾病[2-4]。尸检发现，与对照组相比，AD患者大

脑海马及皮质区域的周细胞数量和覆盖率均显著降

低，同时血源性 IgG和纤维蛋白渗漏到血管外并在脑

内沉积，且与认知障碍严重程度相关[16]。本研究利用

APP/PS1基因突变小鼠作为AD模型，学习记忆行为学

试验（水迷路训练试验和觅食训练试验）发现，与对照

组相比，6 月龄 APP/PS1 小鼠的学习记忆能力明显下

降，结果证明该基因突变小鼠适合作为AD模型，可进

行下一步试验。本研究也证明，APP/PS1小鼠海马区

周细胞覆盖率明显下降，而周细胞增殖率未见明显差

异，表明APP/PS1小鼠海马区血管成熟周细胞减少、而

新生周细胞不受影响。同时，本研究显示APP/PS1小

鼠海马区TJs蛋白表达水平明显下降，且结果与Zhang

等[17]相似，表明该小鼠BBB功能障碍可能与内皮细胞

TJs破坏有关。研究证明[6,8,9]，周细胞可促进TJs蛋白表

达，据此，笔者认为APP/PS1小鼠海马区TJs破坏与低

表达，可能与周细胞覆盖率下降有关。同时，体外试验

显示，AD体外模型组的渗透性明显高于对照组，且相

对TEER值明显下降，提示Aβ1-42 Oligo可破坏BBB屏

障功能，为下一步细胞研究提供试验平台。为了对前

期工作进行深入研究，本研究对周细胞和内皮细胞间

相关作用因子进行分析，发现 APP/PS1 小鼠海马区

TGF-βR1、p-Smad2、p-Smad3蛋白表达水平明显升高，

表明TGF-β/Smad2/3信号通路可能参与周细胞介导的

BBB 完整性修复过程，且这一结果与 Dohgu 等 [18]相

似。

基于此，本研究对 APP/PS1 小鼠进行外源性

PDGF-BB脑室内注射，结果发现，PDGF-BB明显改善

APP/PS1小鼠第 28天的学习记忆能力，增加海马区周

细胞覆盖率，提高TGF-βR1、p-Smad2、p-Smad3蛋白表

达。同时，体外试验也显示，外源性PDGF-BB可明显

降低AD体外模型组的最终渗透系数，提高相对TEER

值。同样的，Smyth等[19]证明PDGF-BB可通过增加周

细胞增殖，促进AD体外模型BBB的稳定性。在轻度

痴呆患者中发现，BBB 损害与脑脊液中周细胞损伤

标志物——可溶性 PDGFR-β（sPDGFR-β）水平升高

相关[20]。与非携带者相比，APOE4 携带 AD 患者的血

清中 PDGF-BB 水平升高，且与 BBB 功能障碍导致的

脑白质高信号、认知障碍程度相关[21]。进一步研究显

示，Aβ可减弱 PDGF-BB 对于海马神经元的有丝分裂

作用，抑制PDGF-BB诱导PDGFR-β的磷酸化，并减弱

PDGF-BB保护神经元免受NMDA诱导的兴奋性毒性

作用 [22]。综上，PDGFR-β信号通路可促进 AD 的 BBB

完整性和学习记忆能力恢复。

与Estrada等[23]结果相似，本研究发现APP/PS1小

鼠海马区的TGF-βR1、p-Smad2、p-Smad3表达下降，且

TGF-β1信号通路可作为治疗AD的治疗靶点[24]。进一

步，本研究对APP/PS1小鼠进行PDGF-BB脑室内注射

和TGF-βR1激酶抑制剂SB431542腹腔内注射，结果发

现，SB431542 可部分抑制 PDGF-BB 对于 APP/PS1 小

鼠学习记忆能力的促进作用、以及部分降低周细胞覆

盖率、抑制TGF-βR1、p-Smad2、p-Smad3表达、减少TJs

蛋白表达等。同时，体外试验也显示，SB431542可部

分抑制PDGF-BB对于AD模型组BBB的保护作用，这

提示 PDGFR-β/TGF-β/Smad2/3 信号通路可协同参与

AD的BBB结构和完整性的维持，从而促进学习记忆

能力恢复。同样的，Porsch 等[25]利用体外原代培养人

皮肤成纤维细胞，研究上述两信号通路间的联系，结果

显示：PDGF-BB可使 Smad2磷酸化，且这一过程同时

依赖于PDGFR-β和TGF-βR1两个信号通路，而TGF-β

抗体又可部分抑制p-Smad2的表达；而且，特异性抑制

PDGFR-β信号可降低TGF-βR1的稳定性，抑制Smad2

的表达，抑制细胞的游走。进一步地，TGF-β可诱导内

皮细胞PDGF-B链mRNA的表达，并使Smad2和Smad3

磷酸化[26]；且PDGF-BB可通过一个来自人α2巨球蛋白

的16个氨基酸位点与TGF-β结合，值得注意的是：该结

合位点的基因多态性与AD的发生可能有关[27]。据此，

笔者认为 AD 患者中，PDGFR-β/TGF-β/Smad2/3 信号

通路诱导周细胞分化、覆盖的协同作用被破坏，内皮细

胞TJs表达水平下降，TJs超微结构破坏，BBB通透性

增加；后者致使Aβ清除率下降、生成率增加，导致脑组

织中Aβ聚集，tau蛋白、p-tau蛋白水平增加，炎症反应

加剧，造成神经元死亡，引起AD相关的临床症状。

综上所述，本研究通过体内、体外实验，首次证明
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PDGFR-β/TGF-β/Smad2/3信号通路可通过调控AD患

者BBB完整性，促进学习记忆能力的恢复。因此，更

好的调控该信号通路将可能成为今后AD患者的又一

治疗新靶点。在分子机制方面，仍需进行更加深入的

研究。
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