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淀粉样蛋白膜内片段的 AD相关生物学特性研究 *
张松江 1 邬力祥 2 赵献敏 1

（1河南中医学院基础医学院生理学科 河南郑州 450008；2中南大学湘雅医学院生理学科 湖南长沙 410078）

摘要 目的：体外条件下研究淀粉样蛋白膜内片段（intramembranous fragments of amyloid -β，IF-Aβ)对 Aβ42成纤维和神经毒性的
影响。方法：（1）硫磺素 T法检测 IF-Aβ对 Aβ42成纤维性的影响；（2）MTT法和荧光分光光度计检测 IF-Aβ对经过 Aβ42预处理
的体外培养神经元的活性和胞浆钙离子浓度影响。结果：（1）IF-Aβ本身无成纤维性，而且可以抑制或解聚 Aβ42成纤维；（2）相对
于单独经 Aβ42预处理的体外培养神经元，IF-Aβ的加入可以提高神经元的活性和降低胞浆钙离子的浓度。结论：IF-Aβ具有保护
体外培养神经元免受 Aβ42毒性作用的功能，为阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）的在体治疗研究奠定了基础。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of intramembranous fragments of amyloid- (IF-A ) on fibroplastic and neurotoxic
activities of Aβ42 in vitro. Methods: Thioflavin T was applied to detect IF-A effect on Aβ42 assembly. The biological activity of the
IF-A was assessed by the CellTiter 96 Cell Proliferation Assay (MTT assay). The calcium ion concentration in cell were also detected, as
well as the mixtures of Aβ42: IF-A. Results: (1) IF-A showed no aggregation at concentrations up to 750 μM but substantial inhibition to
Aβ42 fibril growth; (2)Compared with the in vitro cultured neuron which were treated only by Aβ42, that treated by IF-Aβ and Aβ42 (at
a 1:1 concentration ratio) showed an increased activities and a decreased calcium ion concentration. Conclusion: IF-A could protect
neuron viability from toxic damage by Aβ42 in vitro. It provides a foundation for the clinical treatment of Alzheimer's disease in vivo.
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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是一种与年龄相
关的神经退行性疾病，它的一个重要病理特征是大脑内淀粉样

蛋白(amyloid-β，Aβ)斑块的形成[1]。大脑内 Aβ的聚集是 AD进
程中一系列病理级联反应的触发点[2]。所以，目前对于 AD治疗
的研究策略主要是从多渠道减少大脑内 Aβ的聚集，包括抑制
APP 代谢成 Aβ、干扰 Aβ 的聚集以及增加 Aβ 的清除等方
面[3]。
国内外学者在抑制 Aβ肽的聚集方面做了很多工作，许多

研究小组报道了抑制 Aβ寡聚化的小分子物质[4,5]，但是由于这

些小分子的作用机制缺乏特异性，从而造成一些副作用的发

生，使其不适宜作为与 Aβ相关疾病的治疗药物。本研究依据
Aβ42成纤维的机制，选择淀粉样蛋白膜内片段（intramembra-
nous fragments of amyloid -β，IF-Aβ)作为研究对象，探讨其在体
外对 Aβ42成纤维和神经毒性的影响。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器
酶标仪（美国 Bio Tek 公司）；荧光分光光度计（日本

TECHNE公司）；IF-Aβ（Aβ30-42, 北京中科亚光生物公司）；
Aβ42（北京博奥森生物公司）；Neurobasal培养基、B-27、谷氨酰
胺（Gibco公司，USA）；多聚 -D-赖氨酸（Sigma公司,USA）；胰
蛋白酶、MTT（Amresco公司,USA）；胎牛血清（杭州四季青）；兔
抗 NSE 多克隆抗体（Chemicon 公司，USA）；硫磺素 T（ EMD
biosciences, Germany）；Fura-2/AM（Biotium公司,USA）。
1.2 体外检测 IF-Aβ的成纤维性
分别配制 750 μmol/L IF-Aβ 和 Aβ42 (PBS，pH 7.3) 100

μL，37℃分别孵育 1、2、3、4、5、6、7天。每组设 7个样本。参考
Soto等[6]和 Sigurdsson等[7]的方法，用硫磺素 T 体外分别检测
IF-Aβ和 Aβ42的成纤维性。加入 1mL的硫磺素 T（3 μmol/L
in 50 mmol/L sodium phosphate buffer, pH 6.0）后，用荧光分光
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光度计检测其荧光强度(excitation: 450 nm; emission: 482 nm)。
1.3 IF-Aβ对 Aβ42聚集作用的检测

750 μM Aβ42（PBS, pH 7.3）50 μL 加入 750 μM IF-Aβ
(PBS, pH 7.3) 50 μL。37℃共同孵育一周。每组设 7个样本。加
入 1 mL的硫磺素 T[8](3 μmol/L in 50 mmol/L sodium phosphate
buffer, pH 6.0)后用荧光分光光度计检测其荧光强度(excitation:
450 nm; emission: 482 nm)。
1.4 大脑皮层神经元的分离培养
取孕 18d左右的昆明小鼠胎鼠，购自中南大学湘雅医学院

动物学部[SCXK（湘）2006-0002]。无菌条件下分离出大脑皮层
组织，0.125%胰酶 37℃消化 10 min，分离所得细胞重悬于添加
2% B-27 和 0.5 mmol/L谷氨酰胺的 neurobasal 培养基中，种
植在预先用多聚 -D-赖氨酸（100μg/mL）包被过的培养瓶、多孔
培养板或皿中，置 37℃，5% CO2细胞培养箱内培养。每 2～3
天换液一次。体外培养 10 d后，用兔抗神经元特异性烯醇化酶
（Neuron Specific Enolase, NSE）多克隆抗体进行免疫细胞化学
染色，进行神经元鉴定。
1.5 MTT比色法检测 IF-Aβ和 Aβ42对细胞活力的影响
原代神经元培养的第 8天，在 96孔培养板中分别加入 10

mol/L IF-A、10 mol/L A42、10 mol/L A 42+10 mol/L IF-A，对照
孔不加任何干扰因素。每组 8个复孔。继续培养 48小时后，加
入 MTT（终浓度为 0.5mg/mL），于 37℃孵育 1 h，弃上清，加入
二甲基亚砜（dimethl silfoxide, DMSO），置酶标仪 540 nm处测
定 OD值。以正常组细胞活力为 100%，实验组按以下公式计
算：细胞活力（%）=实验组 OD值 /对照组 OD值×100%。
1.6 IF-Aβ对细胞内游离钙离子浓度的影响
具体过程如下：

①细胞悬液制备：细胞干扰处理及分组同 1.5。继续培养
48小时后，胰蛋白酶消化、1000 rpm离心 10 min 收集细胞，
D-hanks洗两遍。将细胞悬浮于 1 mL D-hanks平衡盐液中，细
胞计数后使其终浓度为 1×106～1×107 ml。

②钙离子荧光探针的负载：加入 0.25 mmol/L Fura-2/AM
50 μL于细胞悬液中，使其终浓度为 5 mmol/L，37℃培养箱内
孵育 30 min。1000 rpm离心 10 min，D-hanks洗两遍，以充分洗
去细胞外未负载的残余荧光染料。细胞计数，使其终浓度为
2×106/mL。

③上机检测：Fura-2的最大发射波长为 510 nm，最大激发
波长为 380 nm；Fura-2-Ca2+的最大发射波长为 510 nm，最大激
发波长为 340 nm，故需检测 340、380 nm两个波长处的值。

a.样品上机检测。
b.加入 10% TritonX-100 100 mL,使终浓度为 0.1%，30 min
后检测 340、380nm两个波长处的最大值。

c.加入 EDTA 50μL，使终浓度为 5 mmol/L，30 min后检测
340、380 nm两个波长处的最小值。

④细胞内钙浓度的计算：Fura-2/AM检测细胞内游离钙离
子浓度计算公式为：[Ca2+]=Kd (FD/FS)×[(R-Rmin)/(Rmax-R)]
Kd为 Fura-2与 Ca2+反应的解离常数，为 224 nm；R为各测定
点 F340/F380荧光强度比值；Rmax为 Fura-2全部为钙饱和时
的荧光比值；Rmin是 Fura-2完全未结合钙时的荧光比值，FD
和 FS分别代表无钙和钙饱和状态下 380nm处的荧光强度。

1.7 统计分析
用 SPSS统计软件分析实验数据，结果以均数±标准差

（x±s）表示，组间比较用方差分析，以 P＜0.05为有统计学意
义。

2 结果

2.1 IF-Aβ的成纤维检测
硫磺素 T的发光强度与溶液中的纤维性 Aβ的量成正相

关。体外检测 IF-Aβ、Aβ42的纤维形成，每个样本重复检测三
次(37℃，0-7 d)。图 1结果显示，Aβ42的发光强度为 8～14之
间，说明具有非常强的成纤维性，尤其重要的是在第一天时已

有大量的 Aβ42纤维形成。而 IF-Aβ的发光强度最高不超过1，
说明没有成纤维倾向。

2.2 IF-Aβ抑制 Aβ42聚集
用硫磺素 T检测 IF-Aβ对 Aβ42成纤维性的影响。在 1.2

检测的基础上，把 IF-Aβ加入 Aβ42，可使 Aβ42的硫磺素 T发
光强度下降 33%，与 Aβ42组比较具有显著性差异，说明 IF-Aβ
对 Aβ42具有解聚作用，见图 2。

图 1 IF-Aβ的硫磺素 T成纤维性检测
Fig.1 Thioflavin T fluorometric assay on IF-Aβ

图 1注释：为了检测 IF-Aβ本身是否具有成纤维性，分别配制 750
μmol/L IF-Aβ和 Aβ42 100μl, 37℃分别孵育 1、2、3、4、5、6、7天。加入
1mL的硫磺素 T后，用荧光分光光度计检测其荧光强度。硫磺素 T的
发光强度与溶液中的纤维性 Aβ的量成正相关。结果显示，Aβ42的发
光强度为 8～14之间，说明具有非常强的成纤维性。而 IF-Aβ的发光

强度最高不超过 1，说明没有成纤维倾向。

图 2 IF-Aβ对 Aβ42的解聚作用 n=7 *, P＜0.01,与 Aβ42组比较
Fig.2 The disaggregation of Aβ42 by IF-Aβ n=7 *,P＜0.01,versus Aβ42

group
图 2注释：为了检测 IF-Aβ对 Aβ42成纤维的影响，750 μMAβ42 50
μl加入 750 μM IF-Aβ 50 μl。37℃共同孵育一周。加入 1ml的硫磺
素 T后用荧光分光光度计检测其荧光强度。结果显示，同摩尔浓度
IF-Aβ和 Aβ42混合液的硫磺素 T发光强度与 Aβ42组比较下降

33%，说明 IF-Aβ对 Aβ42具有解聚作用。
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2.3 神经元的鉴定
NSE是神经元和神经内分泌细胞所特有的一种酸性蛋白

酶，在脑组织细胞的活性最高，可用于体外培养原代神经元的

是否成功的鉴别指标。体外培养 10d的神经元，用兔抗 NSE多
克隆抗体进行免疫细胞化学染色，显示培养神经元纯度达 98%
以上(图 3)，可用于后续对神经元各项功能的检测研究。

2.4 IF-Aβ对神经元活力的影响
为了检测 IF-Aβ是否对细胞具有保护作用，在原代培养的
神经元中分别加入 IF-Aβ、Aβ42以及 IF-Aβ和 Aβ42的混合溶
液。以正常培养基为对照。结果显示，在培养神经元中加入
Aβ42 2d后，细胞活力为 77%，IF-Aβ没有显示任何毒性作用。
而 IF-Aβ 和 Aβ42 的混合溶液组细胞活力为 88%，相对于
Aβ42组明显增高，说明 IF-Aβ具有抑制 Aβ42毒性的作用，见
图 4。

2.5 细胞内钙离子浓度的变化
如图 5所示，经荧光双波长分光光度计检测已负载 Fura-2

的细胞内钙离子荧光值，经过公式换算，与对照组相比，Aβ42
组的钙离子浓度明显升高，差异具有统计学意义（P＜0.01）。
IF- Aβ组对细胞内钙离子浓度无影响。而 IF-Aβ与 Aβ42混合
组与单纯 Aβ42处理的细胞相比，胞内钙离子浓度下降 27.1%，
差异具有统计学意义（P＜0.05）。

3 讨论

Aβ肽聚集物在脑组织中的形成与沉积是 AD发病的原因
之一[2]。因此，若能够：（1）抑制 Aβ肽的形成；（2）抑制 Aβ肽的
聚集；（3）抑制 Aβ多肽的神经毒性；（4）加速 Aβ肽的降解与清
除，便能够减轻 AD病人的症状，甚至达到治疗 AD病的目的
[9]。人们在抑制 Aβ肽的聚集方面已经做了许多工作。例如，将
Aβ疏水区中第 19-20位的苯丙胺酰 -苯丙胺酰二肽残基被甘
氨酰 -异亮氨酰或苏氨酰 -苏氨酰取代后，其溶解性增加，因而
降低了聚集的可能性 [10]。但该 Aβ类似物的氨基酸残基较多
(42～43个氨基酸残基)，合成步骤多，成本高；另外其生物稳定
性也不好，因而限制了其应用。

IF-Aβ片段只有 13个氨基酸（氨基酸序列 Aβ30-42：AI-
IGLMVGGVVIA），人工合成难度和成本都大为减低。硫磺素 T
可以特异性地与 Aβ结合。这种结合改变了它的发射光谱。发

图 3 皮层神经元 NSE免疫细胞化学染色
Fig.3 NSE immunocytochemistry stain in cortical neurons(×400)

图 3注释：为了检测体外原代培养皮层神经元的纯度，用兔抗 NSE多

克隆抗体对体外培养 10天的神经元进行免疫细胞化学染色，显示培

养神经元纯度达 98%以上，可用于后续对神经元各项功能的检测研究

图 5 IF-Aβ、Aβ42对细胞钙离子浓度的影响
Fig.5 Effects of IF-Aβ and Aβ42 on calcium ion concentration

intracellular

n=8, mean±S.D.*,与 control比较, P＜0.01;#,与 Aβ42组比较 P＜0.05

n=8, mean±S.D. *, P <0.01 versus control culture; #, P <0.05 versus

Aβ42 group

图 5注释：为了检测 IF-Aβ是否对细胞具有保护作用，在原代培养的

神经元中分别加入 IF-Aβ、Aβ42以及 IF-Aβ和 Aβ42的混合溶液，以

正常培养基为对照。分别检测每组细胞中游离钙离子的浓度。结果

显示，与对照组相比，Aβ42组的钙离子浓度明显升高（P＜0.01）。
IF-Aβ组对细胞内钙离子浓度无影响。IF-Aβ混合 Aβ42组细胞内钙

离子浓度与 Aβ42组细胞相比下降 27.1%（P＜0.05）。

图 4 IF-Aβ对细胞活力的影响
Fig.4 Neurotoxicity of A 1-42 and protective effect of IF- A

n=8，mean±S.D.*,与 control对照组比较，P＜0.05；#，与 Aβ42组比较
P＜0.05

n =8, Data are presented as mean±S.D. *, P＜0.05 versus control culture;
#, P＜0.05 versus Aβ42 group

图 4注释：为了检测 IF-Aβ是否对细胞具有保护作用，在原代培养的
神经元中分别加入 IF-Aβ、Aβ42以及 IF-Aβ和 Aβ42的混合溶液。以
正常培养基为对照。MTT检测结果显示，与对照组相比，Aβ42组细
胞活力下降为 77%，IF-Aβ没有显示任何毒性作用。而 IF-Aβ和 Aβ42
的混合溶液组相对于 Aβ42组细胞活力明显增高到 88%。说明，IF-Aβ

具有抑制 Aβ42毒性的作用
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出的荧光强度和 Aβ的量成正比。本研究通过硫磺素 T结合实
验，证实 IF-Aβ片段本身没有成纤维性。同时它可以抑制 Aβ42
成纤维。
文献[11]的研究表明 Aβ溶液在 37℃孵育 24小时就是寡聚

体和纤维的混合体了，经 0.45 μm微孔滤过后就是纯的低聚
体。文献[12]也描述 Aβ溶解后，在 37℃过夜就成纤维。本研究在
检测 Aβ42、IF-Aβ对细胞活力的影响时，虽然是新鲜配置加入
到培养基中，但是经过 2天 37℃与细胞的共孵育，Aβ经历了
单体、低聚体和成熟纤维三个过程。即细胞受到 Aβ三个状态
的依次刺激。大量研究证实在 Aβ相关的退行性疾病中可溶性
低聚 Aβ较成熟的 Aβ纤维的毒性更大[13,14]。

Aβ本身可以产生活性氧，也可以通过多种途径诱导活性
氧的产生[15,16]。当线粒体和内质网的膜结构氧化损伤后，将使大
量 Ca2+进入胞质。同时，Aβ还可以刺激神经细胞使大量 Ca2+

内流，细胞将发生 Ca2+超载，使线粒体发生肿胀[17]。线粒体不仅
是 Aβ损伤的目标，而且也介导了 Aβ对神经元的毒性，启动了
神经元的凋亡过程[18,19]。本研究结果显示，体外培养的小鼠皮层
神经元，经过同样的 IF-Aβ、Aβ42的干扰处理后，细胞生存率
和细胞内钙离子浓度呈负相关，和理论及预期结果一致。

IF-Aβ之所以可以影响 Aβ的成纤维，抵抗 Aβ的神经毒
性，可能与 Aβ的成纤维机制有关。很多实验证实，C末端是控
制 Aβ42形成寡聚体的关键区域，同型分子间 C端的相互作用
导致 Aβ 原纤维的形成，继而形成寡聚体和成熟的纤维 [20,21]。
根据这些数据，我们推测，能和 Aβ42 C端结合的分子可以打
破 Aβ42的寡聚形式，从而抑制其毒性。IF-Aβ正是位于 Aβ的
C末端片段，其与 Aβ的 C末端片段结合占据了 Aβ同型分子
间的结合位点，从而妨碍了 Aβ的纤维形成，抑制其神经毒性。
通过以上实验结果可以得出以下结论：

（1）IF-Aβ没有成纤维倾向且可以抑制 Aβ42聚集；
（2）IF-Aβ对体外培养神经元有保护作用。
这些结果为将来 IF-Aβ用于在体的 AD治疗提供了坚实

的实验依据。IF-Aβ是 Aβ42的自身组成部分，相信其可以克服
外源性小分子抑制物特异性较差的弊端，从而为 AD的治疗找
到有效而且特异性强的良好的治疗药物。
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