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［摘　要］目的：探讨α７胆碱能受体（α７ｎＡＣｈＲｓ）激动剂（ＰＮＵ）对 ＳＤ大鼠星形胶质细胞钙调蛋白（ＣａＭ）表
达水平的影响。方法：将培养第３～４代的星形胶质细胞分为对照组、ＰＮＵ处理组（ＰＮＵ组）、α７ｎＡＣｈＲｓ阻断剂
（ＭＬＡ）联合ＰＮＵ处理组（联合组）；对照组不加ＰＮＵ和ＭＬＡ处理，ＰＮＵ组以１、５及１０μｍｏｌ／Ｌ的ＰＮＵ处理星形
胶质细胞６、１２、１８及２４ｈ，联合组以００５、０１及０１５μｍｏｌ／Ｌ浓度的ＭＬＡ预先处理星形胶质细胞２ｈ后，选择
加入上调ＣａＭ蛋白表达水平最高的ＰＮＵ浓度和最佳时间（ＰＮＵ组筛选后所得）处理细胞；运用蛋白印迹（Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）方法检测３组星形胶质细胞ＣａＭ的蛋白表达水平。结果：与对照组比较，１、５及１０μｍｏｌ／ＬＰＮＵ刺
激星形胶质细胞６、１２、１８及２４ｈ可使ＣａＭ蛋白表达水平升高（Ｐ＜００５）；加入５μｍｏｌ／ＬＰＮＵ培养１２ｈ后，上
调作用最明显；联合组（００５、０１及０１５μｍｏｌ／Ｌ的ＭＬＡ预先处理星形胶质细胞２ｈ后，再加入ＰＮＵ５μｍｏｌ／Ｌ
培养１２ｈ）与ＰＮＵ组比较，星形胶质细胞裂解液中 ＣａＭ蛋白的表达受到抑制，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
结论：ＰＮＵ激活星形胶质细胞后可提高ＣａＭ的蛋白表达水平，ＭＬＡ可阻断该表达。
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ｂｌｏｃｋｅｄｂｙα７ｎＡＣｈＲｓｂｌｏｃｋｅｒＭＬＡ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ；α７ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ；ａｇｏｎｉｓｔ；ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ；Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ

　　β淀粉样多肽（Ａβ）的聚集和沉积是阿尔茨海
默病（ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的核心发病机制，它
不仅可以导致神经细胞的凋亡，也可以破坏神经突

触的结构和功能，从而导致ＡＤ患者的记忆和认知
功能障碍［１－２］。α７胆碱能受体（α７ｎＡＣｈＲｓ）是神
经型尼古丁受体中重要的成员，是拮抗 Ａβ神经毒
性的一个重要靶点，主要位于海马、丘脑、前额叶皮

层、皮层下基底节、中脑腹侧多巴胺能神经元和中

缝背核５羟色胺能神经元等部位［３－４］。α７ｎＡＣｈＲｓ
具有较高的钙离子（Ｃａ２＋）通透性，细胞内升高的
Ｃａ２＋可作为第二信使参与介导 α７ｎＡＣｈＲｓ对大脑
神经递质传递、认知、学习和神经保护等功能的调

控［５－７］。钙调蛋白（ＣａＭ）是一种能与钙结合而调
节细胞功能作用的蛋白质，ＣａＭ本身无酶活性，无
Ｃａ２＋时也无生物学活性；但在与胞内 Ｃａ２＋结合后，
ＣａＭ暴露出疏水区与依赖于ＣａＭ的靶标酶结合，发
挥调节酶的作用；不同浓度的Ｃａ２＋可与ＣａＭ上不同
的结合位点结合而影响酶的活性［８］。α７ｎＡＣｈＲｓ激
动剂（ＰＮＵ）对α７ｎＡＣｈＲｓ具有高度选择性，可以选
择性的激活α７ｎＡＣｈＲｓ［９］。本研究使用 ＳＤ大鼠星
形胶质细胞（这种细胞在病理状态下可从静息状

态下激活，可局限、分解、吞噬病变的神经元，维护

细胞微环境，如转运兴奋性氨基酸、清除自由基、对

神经元发挥保护作用［１］），采用 ＰＮＵ激活 ＳＤ大鼠
星形胶质细胞中的α７ｎＡＣｈＲｓ，观察ＣａＭ蛋白水平
的变化。

１　材料与方法

１１　材料及试剂
α７ｎＡＣｈＲｓ激活剂ＰＮＵ２８２９８７和阻断剂ＭＬＡ

均购于美国 Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血清及 ＤＭＥＭ培养
基购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＤＭＳＯ购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司，青 －链霉素及胰蛋白酶购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司，兔抗ＣａＭＣａｌｍｏｄｕｌｉｎ单克隆抗体购自美国Ａｂ
ｃａｍ公司，辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的抗兔、抗
鼠二抗、鼠抗β肌动蛋白 βａｃｔｉｎ单克隆抗体 、抗
体稀释液以及封闭液、聚丙烯酰胺凝胶购自碧云

天公司；ＥＣＬｐｌｕｓ试剂及聚乙烯二氟 （ＰＶＤＦ）膜
购于美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｏ公司 ，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，高效显影胶片、显影液以

及定影液购自柯达公司。

１２　方法
１２１　原代星形胶质细胞的培养及传代　参考文
献［９］的方法，取２４～４８ｈ的新生乳鼠（由贵州医科
大学动物实验中心提供）大脑皮质剪成泥状，加入

ＤＭＥＭ（含青霉素１０００００Ｕ／Ｌ、链霉素１０００００Ｕ／
Ｌ、１０％ＦＢＳ）吹打成细胞悬液，接种至培养瓶，５％
ＣＯ２、３７℃恒温培养箱培养（中途换液）至细胞铺
满培养瓶底部（约８ｄ），纯化并传３～４代。
１２２　分组及处理　将第３～４代星形胶质细胞
分为正常对照组（对照组）、ＰＮＵ处理组（ＰＮＵ组）
和ＭＬＡ联合 ＰＮＵ处理组（联合组），对照组不加
ＰＮＵ和 ＭＬＡ处理，ＰＮＵ组以 １、５及 １０μｍｏｌ／Ｌ
ＰＮＵ处理星形胶质细胞６、１２、１８及２４ｈ；联合组
以００５、０１及０１５μｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＭＬＡ预先处
理星形胶质细胞２ｈ后，选择加入上调ＣａＭ蛋白表
达水平最高的ＰＮＵ浓度和最佳时间（ＰＮＵ组筛选
后所得）处理细胞。

１２３　ＣａＭ蛋白表达　将处理好的细胞用细胞裂
解液裂解（１００μＬ／孔），４℃离心３０ｍｉｎ后提取蛋
白质，用蛋白印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）方法检测 ＣａＭ的
表达水平。采用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离５μｇ蛋
白样品，分离后转移至ＰＶＤＦ膜，５％牛奶室温封闭
１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗，加入相应一抗，４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ漂洗后加入辣根过氧化物酶标记二抗室温
孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗后 ＥＣＬ显影，暗室压片曝光。
以ＩｍａｇｅＪ软件处理图像，以βａｃｔｉｎ蛋白条带作为
内参照，计算ＣａＭ蛋白与 βａｃｔｉｎ蛋白条带像素灰
度的百分比作为ＣａＭ蛋白的相对表达水平。
１３　统计学分析

所有数据用ＳＰＳＳ２２０统计软件处理，数据用
均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据比较采用单因素方
差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较采用 ｔ检验，
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　ＰＮＵ显著上调ＣａＭ蛋白表达水平

与对照组比较，１、５及１０μｍｏｌ／ＬＰＮＵ刺激星
形胶质细胞６、１２、１８及２４ｈ可使ＣａＭ蛋白表达水
平升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；加入 ＰＮＵ
５μｍｏｌ／Ｌ培养１２ｈ后，上调作用最明显，见图１。

８

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４２卷　



（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

图１　ＰＮＵ对星形胶质细胞ＣａＭ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣａＭｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＰＮＵｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

２２　ＭＬＡ阻断后ＣａＭ蛋白表达水平
以００５、０１及０１５μｍｏｌ／Ｌ浓度的α７ｎＡＣｈＲｓ

阻断剂 ＭＬＡ预先处理星形胶质细胞２ｈ后，再加
入 ＰＮＵ５μｍｏｌ／Ｌ培养 １２ｈ，与同浓度、同时段
ＰＮＵ组比较，ＣａＭ蛋白的表达受到抑制，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５），见图２。

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＰＮＵ组比较，Ｐ＜００１

图２　ＭＬＡ对ＰＮＵ刺激星形胶质细胞
ＣａＭ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣａＭｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＮＵ
ａｃｔｉｖａｔｅｄａｓｔｒｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＭＬＡ

３　讨论

Ａβ的聚集和沉积是ＡＤ发病机制中的核心机
制，可导致患者的记忆和认知功能障碍［１０］。Ａβ的
聚集和沉积还能够激活星形胶质细胞释放细胞炎

性因子而导致脑内的神经炎症［１１］。阻止 Ａβ的聚
集及其发生和发展，对防治 ＡＤ具有一定的作用。
星形胶质细胞在中枢神经系统具有支持和隔离、调

节细胞离子浓度、调节神经递质的释放、营养修复、

抗氧化、形成和维持血脑屏障等多种生理功

能［１２－１３］。活化的星形胶质细胞能够对 Ａβ进行有
效的吞噬和降解。神经型尼古丁受体广泛分布于

中枢神经系统，α７ｎＡＣｈＲｓ在皮层神经元中高表达
而且是其中较为特殊的亚型，激活的α７ｎＡＣｈＲｓ除
参与多种生理调节外，还对改善神经退行性疾病，

特别是 ＡＤ的学习和认知障碍具有一定的作
用［１４－１５］。但有关星形胶质细胞中α７ｎＡＣｈＲｓ的功
能，特别是调控星形胶质细胞对Ａβ聚集和沉积的
研究，目前未见报道。激活的α７ｎＡＣｈＲｓ能够直接
或者通过激活下游的肌醇１，４，５三磷酸（ＩＰ３）受
体，引起肌浆网库内的Ｃａ２＋释放，使细胞内的Ｃａ２＋

浓度升高，升高的 Ｃａ２＋浓度作为第二信使参与介
导α７ｎＡＣｈＲｓ对大脑神经递质传递、认知、学习和
神经保护等功能的调控［１６］。ＣａＭ在结构上具有高

９
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度的灵活性，是一种能与 Ｃａ２＋结合后起着调节细
胞功能作用的蛋白质。

本研究采用 ＰＮＵ刺激星形胶质细胞激活
α７ｎＡＣｈＲｓ后，观察其对ＣａＭ蛋白表达的影响。结
果发现ＰＮＵ刺激星形胶质细胞后，能上调 ＣａＭ蛋
白表达。这可能与激活 α７ｎＡＣｈＲｓ能够直接或者
通过激活其下游的 ＩＰ３受体，引起肌浆网库内的
Ｃａ２＋释放，使细胞内的 Ｃａ２＋浓度升高有关。本研
究还发现ＭＬＡ和ＰＮＵ联合处理星形胶质细胞后，
发现 ＰＮＵ上调的 ＣａＭ蛋白表达的效应能被
α７ｎＡＣｈＲｓ的特异阻断剂 ＭＬＡ所抑制；说明 ＰＮＵ
是通过星形胶质细胞上的 α７ｎＡＣｈＲｓ活性而上调
ＣａＭ 蛋 白 的 表 达 水 平。而 星 形 胶 质 细 胞
α７ｎＡＣｈＲｓ通过哪些细胞内信号通路，对ＣａＭ表达
进行调控，有待进一步研究。

综上，在激活星形胶质细胞中 α７ｎＡＣｈＲｓ后，
ＣａＭ蛋白表达水平升高，说明 ＣａＭ蛋白可能是抑
制 Ａβ聚集的一个重要环节。这将为 α７ｎＡＣｈＲｓ
抑制Ａβ聚集提供新的思路和靶点。
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