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［摘　要］目的：探讨胰高血糖素样肽１（ＧＬＰ１）对ＡＰＰ瑞典突变体质粒转染构建的阿尔茨海默病（ＡＤ）细胞
模型的保护作用及可能机制。方法：将人肾上皮细胞系 ＨＥＫ２９３分为对照组、转染组、ＧＬＰ１干预组，对照组不
予任何处理，其他两组构建ＡＰＰ瑞典突变体质粒转染的 ＡＤ细胞模型，ＧＬＰ１干预组分别加入不同浓度（５、１０、
２０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）的ＧＬＰ１；３组均在培养前及培养６、１２、２４、４８及７２ｈ收集细胞上清液，ＥＬＩＳＡ检测β淀粉蛋
白（Ａβ）含量，ＱＤｓＳＡ细胞免疫荧光染色检测Ａβ的变化，运用ＤＣＦＨＤＡ检测细胞内活性氧（ＲＯＳ）。结果：与对
照组比较，转染组Ａβ含量及ＲＯＳ水平明显升高（Ｐ＜００５）；ＧＬＰ１干预组不同浓度的ＧＬＰ１和培养时间增加均能
减少Ａβ含量和ＲＯＳ水平。结论：ＡＰＰ瑞典突变体质粒转染的ＡＤ细胞模型会使Ａβ含量明显升高，产生氧化应
激损伤，ＧＬＰ１能通过降低氧化应激损伤减少细胞内Ａβ聚集，并具有浓度－时间依赖性。
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　　阿尔茨海默病（ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一
种原因不明的，以进行性认知功能障碍、行为和人

格障碍等为主要临床特征的中枢神经系统退行性

疾病，是老年期痴呆中的最常见病因，大脑皮层及
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海马区的β淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）的
胞外沉积是其特征性的病理改变［１－２］。胰高血糖

素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，ＧＬＰ１）是由肠道
内分泌Ｌ细胞分泌的肠促胰岛素，在调节体内葡
萄糖稳态中起重要作用［３］，研究发现 ＧＬＰ１对神
经退行性疾病的神经元损伤有保护作用［４］。本实

验构建ｐｃＤＮＡ３１／ＡＰＰ质粒转染的ＡＤ细胞模型，
探讨ＧＬＰ１对Ａβ蛋白沉积的影响及可能的保护
机制。

１　材料与方法

１１　材料
ｐｃＤＮＡ３１／ＡＰＰ质粒由美国 Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ大学的

Ｐｅｒｅｚ博士惠赠，人肾上皮细胞系 ＨＥＫ２９３细胞由
中南大学肿瘤研究所提供。高糖 ＤＭＥＭ培养基、
胰酶及肽牛血清均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，ＲＯＳ检测
试剂盒（ＤＣＦＨＤＡ）购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｂｅｔａ
Ａｍｙｌｏｉｄａｎｔｉｂｏｄｙ购自美国ａｂｃａｍ公司，人Ａβ酶联
免疫检测试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ公司 ；ＱＤｓＳＡ
（ＱｄｏｔｓＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＣｏｎｊｕｇａｔｅ）量子点购自武汉珈
源量子点公司，含 ＣｄＳｅ／ＺｎＳ量子点外壳包被链霉
素亲和素复合物（ＳＡ），其他试剂为国产分析纯。
１２　方法
１２１　细胞培养　ＨＥＫ２９３细胞培养于含１０％胎
牛血清的高糖ＤＭＥＭ培养基中，于３７℃、５％ＣＯ２、
饱和湿度下培养，０２５％胰酶消化传代。细胞呈上
皮样贴壁生长，取对数生长期细胞用于实验。

１．２．２　分组　细胞分为对照组、转染组、ＧＬＰ１干
预组，对照组为不经任何处理的 ＨＥＫ２９３细胞，其
它２组为转染 ｐｃＤＮＡ３１／ＡＰＰ质粒后的 ＨＥＫ２９３
细胞（步骤见ＡＤ转基因细胞模型制备），ＧＬＰ１干
预组于培养前添加浓度为５、１０、２０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ
的ＧＬＰ１用ＤＭＥＭ培养液配制）。各组于培养前
和培养６、１２、２４、４８、７２ｈ时进行观察。
１．２．３　ＡＤ转基因细胞模型制备　取对数生长的
ＨＥＫ２９３细胞消化，Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ脂质体法将 ｐｃＤ
ＮＡ３１／ＡＰＰ质粒转染 ＨＥＫ２９３细胞，待转染细胞
生长接近融合时弃培养液，按１∶５密度传代至直径
６０ｍｍ培养皿中，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱过夜。
同时，将未转染的细胞同样处理作为空载体转染

（ｐｃＤＮＡ３１）组；次日用含５００μｇ／ｍＬ（最小致死质
量浓度）Ｇ４１８的选择培养液进行筛选；Ｇ４１８抗性
克隆形成长大后，行克隆细胞转移和扩增。

１２４　ＥＬＩＳＡ检测 Ａβ蛋白　３组均在培养前及
培养６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ收集细胞上清液，应
用ＥＬＩＳＡ检测试剂盒测定 Ａβ１－４２的水平，按说明
书步骤操作。最后用分光光度计在４５０ｎｍ波长下
测吸光度（Ａ）值，绘制标准曲线，根据曲线计算
Ａβ１－４２浓度。
１２５　ＱＤｓＳＡ细胞免疫荧光染色检测 Ａβ蛋白
　超净台内将多聚赖氨酸处理过的灭菌盖玻片放
入２４孔培养板，将３组细胞分别加入培养板，置
３７℃、５％ＣＯ２的培养箱过夜，待细胞贴壁牢固后
加固定液固定，ＴＢＳ洗２次，加入通透液室温孵育
５～１０ｍｉｎ；封闭缓冲液３７℃湿盒孵育３０ｍｉｎ；滴
加一抗（ｂｅｔａａｍｙｌｏｉｄａｎｔｉｂｏｄｙ，１∶２００，Ａｂｃａｍ公
司），３７℃湿盒孵育 ２ｈ；ＴＢＳＴ（ＴＢＳ＋００５％吐
温２０）振荡洗涤后滴加生物素化二抗（１∶２００，长沙
鼎国生物技术有限公司），３７℃湿盒孵育４５ｍｉｎ；
ＴＢＳＴ洗涤后滴加ＱＤｓＳＡ（终浓度达到１５ｎｍｏｌ／Ｌ），
３７℃湿盒孵育４５ｍｉｎ，ＴＢＳＴ振荡洗涤后在激光共
聚焦显微镜下观察成像。

１２６　细胞内ＲＯＳ　以２×１０４个／孔的细胞密度
进行铺板过夜培养后，ＧＬＰ１干预组加入 ＧＬＰ１
（２０μｍｏｌ／Ｌ）共培养 ２４ｈ后进行细胞内 ＲＯＳ检
测。细胞在药物处理结束后洗涤一次与１０μｍ的
ＤＣＦＨＤＡ在３７℃暗处孵育３０ｍｉｎ后上机检测，
检测方法参照试剂盒说明书进行。

１３　统计学处理
ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理实验数据，数据采用

均数±标准差的形式表示，采用方差分析及ｔ检验
进行统计学处理，Ｐ＜０．０５示差异有显著性。

２　结果

２１　ＱＤｓＳＡ细胞免疫荧光染色检测Ａβ蛋白
转染组细胞内可见ＱＤｓＳＡ特异标记的Ａβ蛋

白，主要分布在转染后细胞的胞膜和胞质，胞质的

Ａβ蛋白主要集中在胞膜周围，有明显的趋膜趋
势，在激光共聚焦显微镜下显现出均匀分布的高

密度橙红色强荧光，胞核空染，核膜边界清楚。

ＧＬＰ１干预组培养细胞内沉积的 Ａβ蛋白颗粒明
显减少，见图１。采用激光共聚焦显微镜荧光分析
软件计算ＱＤｓＳＡ标记 Ａβ蛋白的平均荧光强度，
见图２，ＧＬＰ１组细胞内的 Ａβ含量降低较转染组
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２２　ＥＬＩＳＡ检测Ａβ蛋白
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ＥＬＩＳＡ结果显示，随着ＧＬＰ１药物浓度及作用
时间的增加，Ａβ的含量呈直线下降趋势，见图３、

图４。２０μｍｏｌ／Ｌ的ＧＬＰ１药物培养２４ｈ时，细胞
内的Ａβ含量降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

Ａ：对照组 Ｂ：转染组 Ｃ：ＧＬＰ１干预组

图１　激光共聚焦显微镜下ＱＤｓＳＡ细胞免疫荧光染色显示各组细胞Ａβ蛋白表达
Ｆｉｇ．１　ＱＤｓＳＡｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡβｐｒｏｔｅｉｎ

ｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ

图２　ＱＤｓＳＡ标记Ａβ蛋白平均荧光强度
Ｆｉｇ．２　ＭｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＡβｐｒｏｔｅｉｎ

ｌａｂｅｌｅｄｂｙＱＤｓＳＡｉｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ

图３　不同浓度的ＧＬＰ１对细胞内Ａβ含量的影响
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧＬＰ１ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｎｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＡβｃｏｎｔｅｎｔ
２３　ＲＯＳ水平
细胞内的ＲＯＳ水平是反映氧化应激的一个重

要指标。转染组细胞内ＲＯＳ水平增加到对照组水
平的２２２７％，显示转染后细胞氧化应激水平增
高。当 ＨＥＫ２９３细胞预先经 ＧＬＰ１（２０μｍｏｌ／Ｌ）
处理２４ｈ后，细胞内ＲＯＳ水平与转染组相比显著
下降（Ｐ＜００１），为对照组的２１５３％，说明 ＧＬＰ１
处理后能降低转染细胞氧化应激的水平，见图５。

图４　不同时间２０μｍｏｌ／ＬＧＬＰ１
对细胞内Ａβ含量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｉｎｇｔｉｍｅｗｉｔｈ
２０μｍｏｌ／ＬＧＬＰ１ｏｎｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＡβｃｏｎｔｅｎｔ

图５　三组细胞ＲＯＳ水平
Ｆｉｇ．５　ＰＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ

３　讨论

ＡＤ特征性的病理改变为大脑皮层及海马区
的Ａβ的胞外沉积，Ａβ在细胞内的聚集是启动ＡＤ
病理过程的早期事件［５］。本研究应用 ｐｃＤＮＡ３１／
ＡＰＰ质粒稳定转染ＨＥＫ２９３细胞，最大程度地模拟
了ＡＤ患者Ａβ蛋白聚集的病理过程。共聚焦显微
镜下观察Ａβ蛋白不均匀分布于细胞质和细胞膜，
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细胞形态异常，与国外学者的研究结果相一致［６］。

ＡＤ发病机制的学说很多，包括基因学说、胆
碱能学说、自由基学说、氧化应激学说、铝中毒假

说、病毒学说和免疫炎症学说等方面［７］。近年来

的诸多研究提示，氧化应激与神经退行性疾病关系

密切，自由基介导的氧化应激参与了ＡＤ脑中老年
斑和神经纤维缠结等病理结构的形成［８］。许多实

验证明，Ａβ可通过多种途径产生过氧化物和自由
基，从而加剧过氧化损伤［９］。

胰高血糖素样肽１（ＧＬＰ１）是由肠道内分泌
Ｌ细胞分泌的肠促胰岛素，其特异性受体广泛表达
于各种类型细胞上，包括胰腺 α和 β细胞、胃小
凹、小肠黏膜、心、肺及中枢神经系统。因此 ＧＬＰ１
除影响胰岛素分泌和胰岛细胞功能改善外，对其他

器官和组织的代谢也有广泛影响。在中枢神经系

统，ＧＬＰ１和几种ＧＬＰ１类似物结合ＧＬＰ１Ｒ，表现
亲神经特性，能防护谷氨酸诱导的凋亡和氧化应激

损伤。Ｐｅｒｒｙ等［１０］在ＡＤ动物模型中发现ＧＬＰ１可
以修饰Ａβ蛋白前体，减少脑内Ａβ的产生，保护海
马神经元免受Ａβ、铁离子、氧化应激、谷氨酸盐等
所致的损伤，并可以减少基底前脑胆碱乙酰基转移

酶的消耗，有类似乙酰胆碱抑制剂的作用。Ｑｉｎ
Ｚ［１１］制备ＡＤ细胞模型，发现ＧＬＰ１通过结合ＧＬＰ
１受体增加细胞内ｃＡＭＰ的浓度，提示 ＧＬＰ１有保
护神经元的作用。其他研究显示，ＧＬＰ１对中枢和
周围神经亦有保护作用，可促进 ＰＣ１２细胞向神经
元分化，并能减少因 ＮＧＦ缺乏引起的神经元变
性［１２］。研究提示，ＧＬＰ１、ＧＬＰ１衍生物或ＧＬＰ１Ｒ
激动剂可能成为治疗 ＡＤ的新武器。本实验
ＥＬＩＳＡ和ＱＤｓＳＡ细胞免疫荧光染色检测显示，Ａβ
随着ＧＬＰ１药物浓度的增加或者作用时间的延长
而明显减少（Ｐ＜００５）；同时发现，ＧＬＰ１药物的
作用与浓度和时间有密切关系，当浓度增加到

２０μｍｏｌ／Ｌ、处理时间达到２４ｈ时，Ａβ的减少具有
统计学意义，并呈现明显的浓度 －时间依赖性（Ｐ
＜００５）；转染组细胞内 ＲＯＳ水平明显增加，进一
步证实氧化应激在ＡＤ发病过程中起到重要作用。
ＧＬＰ１预处理后 ＲＯＳ水平下降，从而降低细胞内
的氧化应激水平，起到神经元保护作用，但其具体

的调控机制需要进一步深入研究。
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