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［摘　要］目的：观察Ａβ１－４２寡聚体对凋亡诱导因子（ＡＩＦ）在神经细胞线粒体或细胞核中表达的影响。方法：
将体外培养原代神经细胞分为对照组和Ａβ１－４２寡聚体处理组，（分别用０．１、０．２、０．５及１μｍｏｌ／Ｌ的Ａβ１－４２寡聚
体处理２４ｈ），采用ＭＴＴ法测定神经细胞的相对生存率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测凋亡诱导因子（ＡＩＦ）在神经细胞的
线粒体和细胞核中的表达。结果：ＭＴＴ结果显示，与对照组比较，Ａβ１－４２寡聚体处理组的ＯＤ值均有不同程度的
下降，Ａβ１－４２寡聚体为０．１、０．２及０．５μｍｏｌ／Ｌ时的细胞相对生存率明显降低（Ｐ＜０．０５），１μｍｏｌ／Ｌ时降低最明
显（Ｐ＜０．０１）；与对照组比较，Ａβ１－４２寡聚体处理组神经细胞线粒体中 ＡＩＦ蛋白表达减少（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
００１），而细胞核中ＡＩＦ蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。结论：Ａβ１－４２寡聚体可能通过 ＡＩＦ介导的非
Ｃａｓｐａｓｅ依赖性细胞凋亡通路导致大鼠神经细胞的凋亡，其机制可能与 Ａβ１－４２寡聚体促进 ＡＩＦ从线粒体向细胞
核转移有关。
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　　阿尔茨海默病（ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是以
进行性记忆和认知功能障碍为特征的中枢神经系

统退行性疾病，主要病理变化有老年斑（ｓｅｎｉｌｅ
ｐｌａｑｕｅ，ＳＰ）、神经纤维缠结（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙｔａｎｇｌｅｓ，
ＮＦＴｓ）以及大量神经元丢失等［１］。在 ＡＤ中，神经
功能的退化被认为是 β淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄβ，
Ａβ）累积到一定程度引起细胞程序性死亡而造成
的［２－３］。Ａβ的聚集和沉积是 ＡＤ的核心病理机
制，它不仅可以破坏突触结构和功能，还可以导致

神经元凋亡，从而导致记忆和认知功能障碍［４－５］。

细胞凋亡有２条途径，一条需要半胱氨酸的天冬氨
酸蛋白水解酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）和Ｂｃｌ家族参与，称为Ｃａｓｐａｓｅ依赖性
细胞凋亡通路；另一条由凋亡诱导因子（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＡＩＦ）介导的非Ｃａｓｐａｓｅ依赖性细胞
凋亡通路（Ｒｅ）。研究证实，ＡＩＦ是 Ｃａｓｐａｓｅ非依赖
性细胞凋亡通路的重要执行因子，是第一个被发现的

不依赖Ｃａｓｐａｓｅ的凋亡因子［６－９］。Ａβ可通过Ｃａｓｐａｓｅ
依赖性细胞凋亡通路，诱导细胞凋亡，但在非Ｃａｓｐａｓｅ
依赖性细胞凋亡通路是否也具有诱导细胞凋亡的

作用尚不明确。本研究通过体外制备 Ａβ１－４２寡聚
体处理原代培养的神经元，观察线粒体或细胞核中

ＡＩＦ蛋白表达情况，研究 Ａβ在非 Ｃａｓｐａｓｅ依赖性
细胞凋亡通路中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　动物及主要试剂
怀孕 ２０ｄ左右的 ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）大鼠

（购于贵州医科大学动物实验中心），主要试剂有

细胞培养材料（购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、Ａβ１－４２和
ＡＩＦ抗体（购于美国 Ｓｉｇｍａ公司）、Ｈｉｓｔｏｎｅ和 Ｃｏｘ
Ⅳ（购于美国细胞信号转导公司）、ＥＣＬ荧光试剂盒
（购于美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）、细胞线粒体提取试剂盒
和细胞核提取试剂盒（购于美国Ｐｉｅｒｃｅ公司）。
１．２　方法
１．２．１　大鼠原代神经细胞培养及分组　麻醉状态

下处死怀孕约２０ｄ的ＳＤ大鼠，取胎鼠头分离皮质
剪成泥状，消化漂洗后，加入 ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＡ完全培
养基（含 ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＡ培养基、２％Ｂ２７、１％Ｇｌｕｔａ
ＭＡＸ添加剂、１０００００Ｕ／Ｌ青霉素及１００ｇ／Ｌ链霉
素）２ｍＬ，轻轻吹打细胞，待细胞自然沉淀后取上
清，再加入Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ完全培养基２ｍＬ，用７０μｍ
滤网过滤，再加入ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＡ完全培养基稀释细
胞，以５×１０８个／Ｌ的密度将细胞接种于经左旋赖
氨酸（ＰＬＬ）包被的６孔板内，３７℃，５％ ＣＯ２培养
箱中培养８～１０ｄ，每隔３ｄ用含 ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＡ完
全培养基半量换液，将纯度达到８５％ 以上的神经
元分为对照组和Ａβ１－４２寡聚体处理组。
１．２．２　Ａβ１－４２寡聚体的制备及鉴定　参考文献
［１０］，在 Ａβ粉末中加入已预冷的六氟异丙醇
（ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ，ＨＦＩＰ），使 Ａβ粉末彻底溶
解至终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，室温孵育６０ｍｉｎ。随后
将其等量分装至离心管并在冰上静置５～１０ｍｉｎ，
室温过夜后，于 －８０℃冰箱保存。使用时用含
００５％ ＳＤＳ的ＰＢＳ稀释Ａβ至１００μｍｏｌ／Ｌ的终浓
度，４℃孵育２４ｈ，继续用 ＰＢＳ稀释至１０μｍｏｌ／Ｌ
的应用液，４℃孵育２周，１４０００ｒ／ｍｉｎ冰冻高速离
心１０ｍｉｎ，上清液即为Ａβ１－４２寡聚体。选取４％ ～
１２％的ＢｉｓＴｒｉｓ预制梯度胶，将制备好的 Ａβ１－４２寡
聚体与不含还原剂的上样缓冲剂混合后７０℃加热
１０ｍｉｎ，加入预制胶的孔中进行电泳。电泳结束
后，取出凝胶，以１２０Ｖ稳压，冰上转膜约１００ｍｉｎ，
ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ，将膜封闭２ｈ。用稀释后的６Ｅ１０
（１∶１０００）一抗４℃孵育过夜后，ＴＢＳＴ洗膜３次
（１０ｍｉｎ／次）。加入二抗在摇床上摇１ｈ。ＴＢＳＴ洗
膜３次（１０ｍｉｎ／次），最后用 ＥＣＬ发光试剂观察表
达情况。

１．２．３　ＭＴＴ法检测 Ａβ１－４２寡聚体细胞毒性　对
照组不加入Ａβ１－４２寡聚体，Ａβ１－４２寡聚体处理组分
别用浓度为０．１、０．２、０．５及１μｍｏｌ／Ｌ的Ａβ１－４２寡
聚体处理，两组均于３７℃ 的培养箱中孵育２４ｈ，
弃上清，加入Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ完全培养基１８０μＬ，５ｇ／Ｌ
ＭＴＴ２０μＬ，３７℃的培养箱中孵育４ｈ，弃上清，加
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入ＤＭＳＯ１５０μＬ，摇床摇１０ｍｉｎ，于５７０ｎｍ波长处
检测各孔光密度值（ＯＤ值），计算细胞的相对生存
率，相对生存率 ＝（实验组 ＯＤ值 －对照组 ＯＤ
值）／实验组ＯＤ值×１００％。
１．２．４　细胞线粒体和细胞核的提取　对照组和不
同浓度的Ａβ１－４２寡聚体处理组的神经元细胞用冰
预冷的Ｈａｎｋｓ’平衡溶液洗涤２次，再用ＲＩＰＡｂｕｆｆ
ｅｒ在冰上裂解 ３０ｍｉｎ。细胞裂解物于 ４℃
１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，上清液即为胞浆提取物。
再用线粒体提取试剂盒提取线粒体，用细胞核提取

试剂盒提取细胞核。

１．２．５　ＡＩＦ蛋白水平检测　参考文献方法［１１］，
ＲＩＰＡｂｕｆｆｅｒ沉淀细胞提取物，并取含等量蛋白样品
量，加入４％～２０％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中电泳，将胶上
的条带转移到ＮＣ膜上，５％脱脂牛奶２４℃下封闭
１ｈ，再用１∶８０００的 ＡＩＦ抗体４℃冰箱里孵育过
夜，再加入二抗在摇床上摇１ｈ，用含０．１％的吐温
－２０的ＴＢＳＴ清洗２次，每次５ｍｉｎ。最后用 ＥＣＬ
发光试剂盒化学发光显色，ＣｏｘⅣ作为线粒体蛋白
的内参，Ｈｉｓｔｏｎｅ作为细胞核蛋白的内参，ＩｍａｇｅＪ
软件分析ＡＩＦ蛋白条带以及两个内参蛋白条带的
灰度值。

１．３　统计学分析
数据用ＳＰＳＳ１９．０统计软件分析，计数资料用

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间数据比较采取单因
素方差分析，两两比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５差异
有统计学意义。

２　结果
２．１　Ａβ１－４２寡聚体鉴定

经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定，聚合的Ａβ１－４２寡聚体
在４０、６４、９６及１１６ｋＤａ处有明显条带，见图１。
２．２　Ａβ１－４２寡聚体对神经细胞的毒性作用

不同浓度的Ａβ１－４２寡聚体处理神经细胞２４ｈ
后，ＭＴＴ实验结果显示，与对照组比较，Ａβ１－４２寡
聚体处理组神经细胞生存率 ＯＤ值均有不同程度
的下降。Ａβ１－４２寡聚体处理浓度为 ０．１、０．２及
０５μｍｏｌ／Ｌ时，细胞的相对生存率明显降低（Ｐ＜
００５）；处理浓度为１μｍｏｌ／Ｌ时降低最明显（Ｐ＜
００１），见图２。
２．３　线粒体及细胞核中ＡＩＦ表达

与对照组比较，Ａβ１－４２寡聚体处理组神经细
胞的线粒体中ＡＩＦ蛋白表达减少，Ａβ１－４２寡聚体处
理浓度为０．１、０．２、０．５μｍｏｌ／Ｌ时，ＡＩＦ蛋白表达

注：１为ＣｒｕｚＭａｒｋｅｒ，２为Ａβ１－４２寡聚体

图１　Ａβ１－４２寡聚体的鉴定结果（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）

Ｆｉｇ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡβ１－４２ｏｌｉｇｏｍｅｒｗｉｔｈ

ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

与对照组比较，（１）Ｐ＜０．０５，（２）Ｐ＜０．０１

图２　不同浓度的Ａβ１－４２寡聚体对神经元细胞的

毒性作用

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆＡβ１－４２ｏｌｉｇｏｍｅｒ

减少明显（Ｐ＜０．０５）；１μｍｏｌ／ＬＡβ１－４２寡聚体时，
ＡＩＦ减少最明显（Ｐ＜０．０１）；与对照组比较，Ａβ１－４２
寡聚体处理组神经细胞核中ＡＩＦ蛋白表达升高，处
理浓度为０．１、０．２及０．５μｍｏｌ／Ｌ时，ＡＩＦ蛋白表
达升高明显（Ｐ＜０．０５）；１μｍｏｌ／ＬＡβ１－４２寡聚体时，
ＡＩＦ升高最明显（Ｐ＜０．０１），提示 Ａβ１－４２寡聚体可
能促进线粒体中的ＡＩＦ向细胞核内转移。见图３。

３　讨论
随着人口的老龄化，ＡＤ的发病趋势越来越严

重，在ＡＤ的致病机制中Ａβ的聚集和沉积是其核

５５２
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注：Ａ、Ｂ为在线粒体中的表达，Ｃ、Ｄ为在细胞核中的表达；与对照组比较，（１）Ｐ＜０．０５，（２）Ｐ＜０．０１

图３　ＡＩＦ蛋白在大鼠神经细胞线粒体和细胞核中的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＩＦｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａａｎｄｎｕｃｌｅｕｓ

心发病机制［１２］。Ａβ的聚集和沉积不仅可以导致
神经细胞的凋亡，还对突触的结构和功能具有破坏

作用，导致记忆和认知功能障碍［１３］。中枢神经元

具有不可再生性，是一种高度特化的细胞，是神经

系统的基本结构和功能单位之一，它具有感受刺激

和传导兴奋的功能，实现信息交换作用。神经元凋

亡是ＡＤ脑内神经元丢失的主要原因之一，当神经
元丢失到一定程度，便会损伤脑的功能［１４］。在大

量尸检报告中均发现 ＡＤ脑组织中有明显的神经
细胞凋亡现象。研究报道，神经细胞的凋亡在海马

的ＣＡ１区达２０％，在海马回中的内嗅皮质达５０％
～６０％，大脑颞叶皮质处达 ５０％［１５］。Ａβ是从淀
粉样前体蛋白（ＡＰＰ）的第６７２到７１１位残基间裂
解产生的片段，在人体内维持一定的动态平衡主要

由神经元产生［１６］。正常情况下，ＡＰＰ主要是由 α
分泌酶与 γ分泌酶共同切割，产生非致病性的片
段Ｐ３。病理情况下，ＡＰＰ则易被 β分泌酶与 γ分
泌酶共同切割产生 Ａβ，主要包括 Ａβ１－４０和 Ａβ１－４２
两种分子。Ａβ１－４２较 Ａβ１－４０疏水性强，更易聚集，
导致ＳＰ的形成［７］。可溶性的 Ａβ寡聚体在 ＡＤ的

发病机制中起着重要作用，是产生神经毒性作用的

重要来源［１７－１８］。研究证实，Ａβ参与 Ｃａｓｐａｓｅ依赖
性细胞的凋亡通路，使被诱导细胞发生凋亡［１９－２０］。

但关于Ａβ是否参与非Ｃａｓｐａｓｅ依赖性细胞凋亡通
路，是否也具有诱导细胞凋亡的作用未见报道。

ＡＩＦ是一种具有凋亡诱导活性的蛋白质，前体蛋白
分子量为６７ｋＤａ，细胞受到凋亡刺激时，前体蛋白
裂解为６２ｋＤａ的成熟蛋白后易位至线粒体膜间空
间并嵌入到线粒体内膜［７－９］。在正常生理条件下，

ＡＩＦ局限在线粒体膜之间，具有氧化还原酶活性；
在病理条件下，由于线粒体外膜通透性增加，成熟

的ＡＩＦ课进一步通过激活钙蛋白酶和（或）组织蛋
白酶加工成５７ｋＤａ的形式，从线粒体内膜上代偿
性释放，并转移至细胞核内，选择性地破坏大分子

量的ＤＮＡ核酸分子，导致细胞死亡。本课题组前
期研究发现，在 ＡＤ人脑组织中，ＡＩＦ的异常线粒
体释放和细胞核转移可能是 ＡＤ患者大脑中发生
神经元凋亡的重要病理因素之一［２１］。

本研究中，采用胎鼠大脑皮质进行体外原代神

经元培养，再用浓度为０．１、０．２、０．５及１μｍｏｌ／Ｌ
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的Ａβ１－４２寡聚体处理神经元２４ｈ后，神经元均出
现明显的细胞毒性反应，且细胞毒性呈浓度依赖

性；通过蛋白印迹实验，检测到 Ａβ１－４２寡聚体处理
组的ＡＩＦ异常线粒体释放和细胞核转移，在线粒体
中Ａβ１－４２寡聚体处理组的 ＡＩＦ蛋白表达较对照组
减少；而在细胞核中Ａβ１－４２寡聚体处理组ＡＩＦ蛋白
表达反而较对照组升高，也呈明显的浓度依赖性。

这也提示ＡＩＦ蛋白细胞分布的异常改变与 Ａβ１－４２
寡聚体的毒性作用可能具有相关性。

综上，在体外培养的原代神经元中，Ａβ１－４２寡
聚体通过 ＡＩＦ介导的非 Ｃａｓｐａｓｅ依赖性细胞凋亡
通路导致大鼠神经元细胞的凋亡，可能与Ａβ１－４２寡
聚体可促进ＡＩＦ异常线粒体释放和细胞核转移有关。
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