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尼古丁通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路上调星形胶质细胞
ＨＳＦ１的表达
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［摘　要］目的：研究尼古丁对星形胶质细胞热休克转录因子１（ＨＳＦ１）的表达的影响，并探讨其机制。方法：
分离新出生２４ｈ内乳鼠大脑皮质，进行原代培养并鉴定为星形胶质细胞，待细胞成熟后分为正常对照组、尼古
丁处理组，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路阻断剂 ＬＹ２９４００２处理组和尼古丁 ＋ＬＹ２９４００２处理组，正常对照组不做任何处
理；尼古丁处理组用５μｍｏｌ／Ｌ尼古丁分别处理星形胶质细胞６、１２、１８、２４ｈ；ＬＹ２９４００２处理组只加１０μｍｏｌ／Ｌ
ＬＹ２９４００２处理；尼古丁＋ＬＹ２９４００２处理组是先加１０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２处理２ｈ后，再加入５μｍｏｌ／Ｌ尼古丁共
同处理１８ｈ，免疫印迹法观察各组ＨＳＦ１蛋白的表达。结果：与正常对照组相比，尼古丁处理组星形胶质细胞内
ＨＳＦ１蛋白的表达上调（Ｐ＜００５）；与尼古丁处理组比较，ＬＹ２９４００２＋尼古丁处理组星形胶质细胞内ＨＳＦ１表达
明显受到抑制（Ｐ＜００５）。结论：尼古丁通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路上调星形胶质细胞ＨＳＦ１蛋白表达。
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　　阿尔茨海默症（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一
种以渐进性认知功能障碍，记忆力减退为特征的神

经退行性疾病。研究证明，ＡＤ是一种蛋白质错误
折叠的神经退行性疾病［１］。热休克蛋白（ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＳＰ）是在应激条件下产生的一组分
子伴侣蛋白质，在蛋白质错误折叠中起至关重要的

作用。有研究证明，ＨＳＰ的表达保护细胞免受 β
淀粉样蛋白（Ａβ）毒性的影响［２－４］。热休克蛋白转

录因子１（ＨＳＦ１）是细胞 ＨＳＰ表达的主要调控因
子，可激活多种 ＨＳＰ基因调控 ＨＳＰ的表达［５－６］。

在ＡＤ患者大脑中，ＨＳＦ１的活性显著降低。α７胆
碱能受体（α７ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ，α７ｎＡＣｈＲ）是在
神经细胞中高表达的一种门控受体，在ＡＤ中具有
神经保护作用［７］。有研究表明，Ａβ会导致细胞内
ＨＳＦ１蛋白表达水平降低，过表达 ＨＳＦ１可以减轻
Ａβ诱导的细胞凋亡和内质网应激［８］。本课题组

前期研究表明，用 α７ｎＡＣｈＲ激动剂尼古丁激活星
形胶质细胞后能通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路上调
ＨＳＰ７０，ＨＳＦ１是ＨＳＰ７０的上游调控因子，因此推测，
是否星形胶质细胞也可以通过ａ７ｎＡＣｈＲ调控ＨＳＦ１
的表达。因此，本研究培养原代星形胶质细胞，然后

通过尼古丁激活星形胶质细胞的α７ｎＡＣｈＲ，通过免
疫印迹法检测蛋白表达 ＨＳＦ１蛋白表达水平的变
化，观察激活α７ｎＡＣｈＲ对ＨＳＦ１表达的影响。

１　材料和方法

１１　实验动物和试剂
１～２４ｈ新生的ＳＤ大鼠由贵州医科大学动物

实验中心提供，动物许可证号为ＳＣＸＫ（黔）２０１２－
０００４。胎牛血清、ＤＭＥＭ培养基购于美国 Ｇｉｃｏ公
司，α７ｎＡＣｈＲｓ激动剂尼古丁购于美国 ｓｉｇｍａ公
司，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路阻断剂 ＬＹ２９４００２、兔抗单
克隆抗体 ＨＳＦ１、ＨＲＰ标记的抗兔的二抗（＃７０７６）
和鼠抗βａｃｔｉｎ单克隆抗体兔抗（＃７０７４）购于美国

ＣＳＴ公司，超敏电化学发光法（ＥＣＬ）发光试剂盒和
聚乙烯二氟（ＰＶＤＦ）膜购于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒和蛋白 Ｍａｒｋｅｒ买于美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司，抗体稀释液、封闭液、十二烷基苯硫
酸钠－聚丙烯酰胺（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶配置试剂盒
购自碧云天公司。

１２　星形胶质细胞培养及鉴定
参照ＭｃＣａｒｔｈｙ等［９］和Ｓｃｈｉｌｄｇｅ等［１０］的方法分

离培养星形胶质细胞并进行改良，分离新生 ＳＤ大
鼠大脑皮质组织，剪成约１ｃｍ３左右，用０２５％的
胰酶消化并进行漂洗后，加入含 １％双抗以及含
１０％ ＦＢＳ的高糖 ＤＭＥＭ培养基，继续吹打成制成
细胞悬液后接种于 ２５ｃｍ２的培养瓶内，在 ５％
ＣＯ２、３７℃恒温的条件下培养２４ｈ后换液，之后每
隔２～３ｄ换一次液直到细胞铺满整个瓶底，纯化
后将细胞传１～３代。将细胞接种于１２孔板内，用
胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ）进行细胞免疫荧光染色鉴定星形胶质细胞
的纯度。

１３　分组及加药处理
将培养好的星形胶质细胞纯化传代并鉴定后，

以３×１０８个／Ｌ的密度接种于６孔板内，待细胞密度
长到约８０％后，分为对照组、尼古丁组、ＬＹ２９４００２
组及尼古丁＋ＬＹ２９４００２组；对照组不做任何处理，
尼古丁组用５μｍｏｌ／Ｌ尼古丁分别处理星形胶质细
胞６、１２、１８及２４ｈ，ＬＹ２９４００２组加入 １０μｍｏｌ／Ｌ
ＬＹ２９４００２星形胶质细胞２ｈ，尼古丁 ＋ＬＹ２９４００２
组先加 １０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２处理 ２ｈ、再加入
５μｍｏｌ／Ｌ尼古丁共同处理１８ｈ。
１４　免疫印迹法检测 ＨＳＦ１和 ＰＡＫＴ（ｓｅｒ４７３）蛋
白表达水平

收集６孔板中的细胞，加入适量细胞裂解液，
细胞冰上裂解２ｈ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收
集上清液中的总蛋白，通过 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒
检测所提取细胞蛋白浓度。然后，通过免疫印迹法

检测目的蛋白 ＨＳＦ１和 ＰＡＫＴ（ｓｅｒ４７３）蛋白表达
０６２
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水平，以内参蛋白（βａｃｔｉｎ／ＧＡＰＤＨ）为内对照。用
ＩｍａｇｅＪ软件分析出结果后计算 ＨＳＦ１和 ＰＡＫＴ
（ｓｅｒ４７３）蛋白条带与βａｃｔｉｎ或ＧＡＰＤＨ像素灰度
的比值作为蛋白表达相对水平。实验各重复３次，
每次３个复孔。
１５　统计学分析

用 ＳＰＳＳ２３０统计学软件进行数据分析。组
间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ｔ检
验，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２１　星形胶质细胞免疫荧光鉴定
星形胶质细胞纯化并传３～４代后，免疫荧光

法检测星形胶质细胞标志性蛋白ＧＦＡＰ表达，在倒
置荧光显微镜下观察，星形胶质细胞占所有细胞的

９５％以上，可用于后续实验。见图１。

图１　原代培养星形胶质细胞ＧＦＡＰ
免疫荧光染色（２００×）

Ｆｉｇ．１　ＧＦＡＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ

２２　尼古丁上调ＨＳＦ１蛋白表达水平
用５μｍｏｌ／Ｌ尼古丁分别处理星形胶质细胞

６、１２、１８及２４ｈ后，通过免疫印迹法检测 ＨＳＦ１蛋
白表达水平。结果显示，与对照组相比，尼古丁组

ＨＳＦ１蛋白表达水平均不同程度的升高，在 １８及
２４ｈ时升高最为明显（Ｐ＜００５）。见图２。
２３　尼古丁显著上调 ＰＡＫＴ（ｓｅｒ４７３）蛋白表达
水平

用５μｍｏｌ／Ｌ尼古丁处理星形胶质细胞 １８ｈ
后，通过免疫印迹法检测 ＰＡＫＴ（ｓｅｒ４７３）蛋白表
达水平。结果显示，与对照组相比，尼古丁组 Ｐ

（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

图２　尼古丁上调 ＨＳＦ１蛋白表达水平
Ｆｉｇ．２　ＮｉｃｏｔｉｎｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅＨＳＦ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＡＫＴ（ｓｅｒ４７３）蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜００１）。
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路阻断剂 ＬＹ２９４００２可以抑制尼
古丁对 ＰＡＫＴ（ｓｅｒ４７３）蛋白表达的上调（Ｐ＜
００１）。见图３。

注：Ａ为对照组，Ｂ为尼古丁组，Ｃ为尼古丁＋ＬＹ２９４００２组；
（１）与对照组相比，Ｐ＜００１；（２）与尼古丁组相比，Ｐ＜００１

图３　尼古丁对ＰＡＫＴ（ｓｅｒ４７３）蛋白
表达水平的影响

Ｆｉｇ．３　ＮｉｃｔｏｉｎｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＰＳｅｒ４７３ＡＫＴｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２４　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路参与尼古丁上调星形胶
质细胞内ＨＳＦ１蛋白表达水平

为进一步研究 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路阻断剂
ＬＹ２９４００２是否能抑制星形胶质细胞 ＨＳＦ１的上
调，用ＬＹ２９４００２预处理星形胶质细胞２ｈ，再加入
尼古丁 ５μｍｏｌ／Ｌ培养１８ｈ后，过免疫印迹法检测
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ＨＳＦ１蛋白表达水平。结果显示，与尼古丁组比较，
尼古丁＋ＬＹ２９４００２组 ＨＳＦ１蛋白表达水平显著降
低（Ｐ＜００５），说明 ＬＹ２９４００２可以抑制尼古丁上
调ＨＳＦ１蛋白表达。见图４。

注：Ａ为对照组，Ｂ为ＬＹ２９４００２组，Ｃ为尼古丁组，

Ｄ为尼古丁＋ＬＹ２９４００２组；（１）与对照组相比，

Ｐ＜００５；（２）与尼古丁组相比，Ｐ＜００５

图４　ＬＹ２９４００２对尼古丁上调ＨＳＦ１
蛋白质水平的影响

Ｆｉｇ．４　ＬＹ２９４００２ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｎｉｃｔｏｉｎｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ＨＳＦ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　讨论

ＡＤ被认为是影响老年人群的最常见的神经
退行性疾病之一。随着预期寿命的延长，预计 ＡＤ
患者的数量将在未来几十年显著增加［１１］。星形胶

质细胞是中枢神经系统中数量最多的神经胶质细

胞［１２］，在ＡＤ的发病机制中既可以释放炎症介质
和诱导氧化应激［１３］，也可通过多种途径有效的吞

噬和降解 Ａβ［１４－１５］。Ａβ聚集在 ＡＤ中起重要作
用，ＡＤ的认知缺陷主要来自Ａβ的积累。Ａβ是β
淀粉样蛋白前体蛋白水解后释放的毒性肽，其错误

折叠和聚集，导致海马和小脑中神经元丢失［１６］。

因此，促进星形胶质细胞对Ａβ的吞噬和降解可能
是未来治疗ＡＤ的一个重要方向。

ＨＳＰ是一类分子伴侣蛋白，有研究证明，ＨＳＰ
的表达可以保护细胞免受 Ａβ毒性的影响［２－４］。

ＨＳＦ１是细胞ＨＳＰ表达的主要调控因子。在ＡＤ大
鼠的小脑中，ＨＳＦ１以及一些ＨＳＰ如ＨＳＰ６０，ＨＳＰ７０
等在其中以低水平表达。大鼠或小鼠模型中ＨＳＦ１
的过表达增加小脑中的 ＨＳＰ水平并使 ＡＤ小鼠模

型中浦肯野细胞数量的增加，降低Ａβ水平和改善
与ＡＤ相关的认知缺陷［１７－１８］。ＨＳＦ１也可通过抑
制Ａβ聚集和Ａβ寡聚体解聚而激活转甲状腺素蛋
白（ＴＴＲ）的转录，该蛋白可以影响小鼠 ＡＤ模型的
症状［１９］。

α７ｎＡＣｈＲｓ是一种在神经细胞中对认知和记
忆能力以及调节突触可塑性起着重要的作用并且

高表达的一种门控受体，在ＡＤ中具有神经保护作
用而成为ＡＤ的重要研究对象［７］。此外，有研究表

明ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路参与了 α７ｎＡＣｈＲｓ的神经
保护作用，在 ＡＤ的海马神经元中发现 ＡＫＴ表达
明显减少，从而导致神经元细胞的凋亡［２０］。

在本研究中，使用５μｍｏｌ／Ｌ尼古丁作用星形
胶质细胞６、１２、１８、２４ｈ后 ＨＳＦ１蛋白表达水平不
同程度的升高，说明使用尼古丁可以上调 ＨＳＦ１蛋
白的表达水平。另外，用尼古丁处理原代星形胶质

细胞能显著上调 ＰＡＫＴ（ｓｅｒ４７３）的蛋白表达水
平，该上调作用可以被ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的抑制
剂 ＬＹ２９４００２所抑制。这说明尼古丁可能参与
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路活化，激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路引起细胞内相应蛋白的表达变化，该研究结果与

前期结果相一致［２１］。进一步的研究也发现，用

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路阻断剂 ＬＹ２９４００２能显著降低
ＨＳＦ１的蛋白表达水平，说明尼古丁很有可能通过
激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＨＳＦ１信号通路来发挥对ＡＤ的保
护作用。

综上所述，尼古丁通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路上调星形胶质细胞ＨＳＰ７０表达，从而发挥对 ＡＤ
的保护作用，为后续对ＡＤ的基础研究奠定了一定
的基础。
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