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［摘　要］目的：构建３种淀粉样前体蛋白（ＡＰＰ）胞外结构域突变体细胞株并进行功能的初步验证。方法：通
过ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ的方法扩增Ｅ１结构域缺失的 ＡＰＰ６９５片段以及 Ｅ１和信号肽双缺失的片段，采用融合 ＰＣＲ
的方法扩增Ｅ２结构域缺失的ＡＰＰ６９５片段，并将获得的片段连接于ｐＣＭＶＡＰＰ６９５载体中得到ＡＰＰ胞外结构域
突变体质粒；质粒转染ＣＨＯ细胞后，添加Ｇ４１８筛选表达ＡＰＰ胞外结构域突变体的单克隆细胞系；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ方法检测ＡＰＰ胞外结构域突变体的表达及胞外分泌水平，分析信号肽对该突变体分泌的影响。结果：成功
获得了ＡＰＰ的Ｅ１结构域突变体、Ｅ１／信号肽双缺失突变体以及Ｅ２结构域突变体细胞株，且 ＡＰＰ突变体可以正
常表达和分泌，但是信号肽缺失后ＡＰＰ突变体可以表达、而不能分泌。结论：ＡＰＰ的Ｅ１和Ｅ２结构域对ＡＰＰ蛋
白的胞外分泌无影响。
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　　阿尔茨海默综合征（ａｌｚｈｅｉｍｅｒ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是
最常见的一种神经退行性疾病，也是痴呆症的最常

见类型，全球范围内每７ｓ就有一个 ＡＤ新病人产
生［１］。尽管ＡＤ的病原学以及病理学传播机制仍
存在很大争议，但是淀粉样前体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅ
ｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）及其加工被认为在 ＡＤ的发病
机制中起着重要作用［２］。ＡＰＰ是一种 Ｉ型跨膜蛋
白，是ＡＤ病人大脑中淀粉样斑块中的β淀粉肽的
来源［３］，但对ＡＰＰ的各个结构域的空间结构、以及
各个结构域怎样通过与其他分子相互作用发挥功

能仍不清楚［４］。ＡＰＰ的胞外结构域，特别是可以
与多种胞外蛋白相互作用的Ｅ１和Ｅ２结构域 （ｅｘ
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ１，ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ２），可能是
ＡＰＰ激活信号通路及发挥生理学功能的重要原
因［５］。因此，为研究ＡＰＰ胞外结构域的功能，本研
究建立了３种表达ＡＰＰ胞外结构域突变体的细胞
株及表达野生型 ＡＰＰ的细胞株，并对这几种细胞
株是否可以作为ＡＰＰ结构域功能研究的有利模型
进行筛选，报告如下。

１　材料与方法

１．１　主要材料
ＤＭＥＭ基础培养基、细胞培养用血清（ＦＢＳ）、磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、０２５％胰消化酶、１００×非必需氨
基酸（ＮＥＡＡ）、Ｌ谷氨酰胺、β巯基乙醇及１０００００Ｕ／
Ｌ青链霉素均来自 Ｇｉｂｃｏ公司，ＦｕＧＥＮＥ６质粒转
染试剂购自 Ｒｏｃｈｅ公司，６Ｅ１０抗体、Ｇ４１８及 β巯
基乙醇购自Ｓｉｇｍａ公司，羊抗鼠ＩｇＧ来自北京索莱
宝科技有限公司，２４孔板、Ｔ２５培养瓶及 Ｔ７５培养
瓶购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，质粒小提试剂盒购自天根公
司；２×ｈｏｔｓｔａｒｔＰＣＲ预混液购自 ＴＡＫＡＲＡ公司，
Ｔ４连接酶、内切酶 ＳｇｆＩ及 ＭｌｕＩ购于 ＮＥＢ公司，
ｐＣＭＶＡＰＰ６９５质粒购自 Ａｄｄｇｅｎｅ，ＣＨＯ细胞为本
实验室保存。

１２　方法
１２１　ＣＨＯ细胞培养　ＣＨＯ细胞系培养于 Ｔ７５
的细胞培养瓶，并使用 ＤＭＥＭ完全培养基进行培
养，完全培养基组成包括１０％胎牛血清、１％非必
需氨基酸、１０ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇、１％谷氨酰胺及

１％青链霉素；每天观察细胞生长状态，３ｄ换１次
液，细胞生长融合度至９０％时进行传代培养。
１２２　ＡＰＰ突变体片段扩增　（１）使用Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ
ＰＣＲ的方法进行ＡＰＰ突变体片段的扩增，２５μＬ反
应体系：ＡＰＰ６９５质粒２μＬ、ＰＣＲｍｉｘ１２５μＬ、上
游引物０５μＬ、下游引物０５μＬ，最后用无 ＲＮＡ
酶水补足体积到２５μＬ。ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ包括２个
阶段：阶段１为降落阶段，以比引物Ｔｍ值高１０℃
的温度作为起始退火温度进行 ＰＣＲ扩增，然后每
经过一个循环退火温度降低１℃，直到退火温度降
到比Ｔｍ值低５℃为止，共进行１５个循环；阶段２
为普通扩增阶段，在此阶段中，使用第１个阶段中
所确定的最终退火温度进行扩增。（２）使用融合
ＰＣＲ构建Ｅ２结构域突变体，融合ＰＣＲ是将多个基
因片段连接起来的ＰＣＲ方法，主要包括３个阶段：
第１个阶段为常规ＰＣＲ阶段，主要扩增Ｅ２上游和
下游基因，反应条件和反应体系同 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ
ＰＣＲ；第２阶段为融合阶段，２５μＬ反应体系为上游
片段 ２μＬ、下游片段２μＬ、ＰＣＲｍｉｘ１２５μＬ、最后
用无 ＲＮＡ酶水补足体积到 ２５μＬ，反应条件为
９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性２０ｓ、５７℃退火２０ｓ、
７２℃延伸４０ｓ、进行１０个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ；
第３阶段是融合后扩增阶段，取第２阶段的反应管
加入上下游特异性引物，进行１５个循环。最后琼
脂糖电泳进行验证。

１２３　ＡＰＰ突变体蛋白表达检测　使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ的方法鉴定稳定转染细胞系中 ＡＰＰ突变体的
表达，步骤为：配制１０％分离胶１０ｍＬ，并用７０％
的酒精进行液封，分离胶凝好后配制４ｍＬ浓缩胶。
细胞裂解液以及上清的上样体积为２０μＬ，将其分
别于２×上样缓冲液混匀后，置于 １００℃水浴煮
１０ｍｉｎ即可上样。指示带泳至胶底部后停止电泳，
４℃转膜过夜。转膜完成后，取出ＰＶＤＦ膜，用５％
的脱脂牛奶室温封闭１ｈ，加入相应一抗４℃过夜。
次日取出 ＰＶＤＦ膜用纯水漂洗 ３次，１０ｍｉｎ／次。
然后加入二抗窒温孵育 １ｈ，纯水漂洗 ３次，
１０ｍｉｎ／次。用ＥＣＬ液室温避光孵育，暗室显影。
１２４　细胞转染　在 ＣＨＯ细胞生长融合度为
９０％时进行传代。使用细胞计数板按照１×１０５密
度接种于 ２４孔板中，培养 ２４ｈ后换成新鲜培养
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液；分别将 ＯｐｔｉＭＥＭ５０μＬ与 ＦｕｇｅｎＨＤ３μＬ试
剂混合，将 ＡＰＰ突变体质粒 １μｇ与 ＯｐｔｉＭＥＭ
５０μＬ混合，然后将稀释后的质粒与稀释后的 Ｆｕ
ｇｅｎＨＤ试剂混合后室温孵育１５ｍｉｎ，最后加入２４
孔板，每孔５０μＬ，转染６ｈ后，换成新鲜培养液。
１２５　稳定转染细胞系的筛选　在 ＣＨＯ细胞转
染ＡＰＰ突变体质粒后２４ｈ，换成筛选培养基，筛选
培养基组成为完全培养基加１ｇ／Ｌ的 Ｇ４１８，每天
观察细胞生长状态，以未转染的 ＣＨＯ细胞作为对
照。第７天对照组细胞基本全部死亡，实验组部分
细胞继续存活；在存活细胞融合度至９０％时，胰酶
消化细胞，稀释至１００００个／Ｌ，然后以１００μＬ／孔
接种于９６孔板，细胞贴壁后，在显微镜下筛选只含
１个细胞的孔，并做标记，标记孔内即为单克隆细
胞系。细胞融合度至９０％时进行传代扩大培养，
此后降低 Ｇ４１８浓度为 ４００ｍｇ／Ｌ维持转基因的
表达。

２　结果
２１　ＡＰＰ蛋白Ｅ１结构域突变体细胞株的建立

通过ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ方法，将 ＡＰＰ基因中编
码Ｅ１结构域（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ１）的５９～６０８ｂｐ
片段进行扩增，获得了长度为１５０２ｂｐ的编码片段
（图１Ａ中的１～５泳道）。将Ｅ１结构域突变后的片
段与ｐＣＭＶ６载体进行重组，使用ＳｇｆＩ和ＭｌｕＩ双酶
切验证，结果表明重组质粒中切出大小为１５０２ｂｐ
的片段（图１Ｂ泳道１～２，泳道３～４为未酶切质
粒），证明载体进行了正确重组。最后通过 Ｇ４１８
抗性筛选出表达 Ｅ１结构域突变体的单克隆细胞
株并验证其表达和分泌。细胞总蛋白在７５ｋＤａ附
近有杂交条带，且与预测分子量一致，证明了重组

载体可以正常表达（图１Ｃ泳道１～８）。细胞培养
上清液中也有与预测分子量一致的条带，证明了其

可以正常分泌（图１Ｄ泳道１、３～７）。

图１　ＡＰＰ蛋白Ｅ１结构域突变体细胞株的建立
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＥＤ１ｄｅｌｅｔｉｏｎｏｎＡＰＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

２２　ＡＰＰ蛋白Ｅ２结构域突变体细胞株的建立
通过常规ＰＣＲ的方法，获得了ＡＰＰ基因中位于

Ｅ２结构域上游的基因片段，长度为８７３ｂｐ；同时获
得位于Ｅ２结构域下游的基因片段，长度为５８２ｂｐ
（图２Ａ），然后通过融合ＰＣＲ的方法将上下游片段
连接，获得了长度约为１５００ｂｐ的 Ｅ２结构域编码
序列缺失的ＡＰＰ片段（图２Ｂ）。使用Ｅ２结构域突

变的片段与 ｐＣＭＶ６载体构建重组载体，通过 ＳｇｆＩ
和ＭｌｕＩ双酶切获得５０００ｂｐ和１５００ｂｐ目的片
段，证实了载体的正确重组（图 ２Ｃ）。通过 Ｇ４１８
抗性筛选出单克隆细胞株，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
细胞内和细胞培养液中 ｄＥ１突变体蛋白表达，结
果证实ｄＥ１突变体不仅在细胞内表达（图２Ｄ），并
且可以正常分泌到胞外空间（图２Ｅ）。
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图２　ＡＰＰ蛋白Ｅ２结构域突变体细胞株的建立
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＥＤ２ｄｅｌｅｔｉｏｎｏｎＡＰＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

２３　信号肽在调控胞外结构域的释放
为了研究信号肽（ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＳＰ）在ＡＰＰ分

泌中的作用，本研究将载体通过 ＳｇｆＩ和 ＭｌｕＩ进行
双酶切，去除了大小约为３０００ｂｐ的 ＡＰＰ全长片
段（如图３Ａ泳道１），然后与ＰＣＲ获得了信号肽缺
失的ｄＥ１ＡＰＰ片段（图３Ａ泳道２）连接后获得了
信号肽缺失的 ｄＥ１ＡＰＰ重组载体（ｄＥ１ＡＰＰΔＳＰ，
图３Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示信号肽缺失后，ＡＰＰ
虽然可以在细胞内表达（图３Ｃ），但是不能正常分
泌到细胞外空间（图３Ｄ）。

３　讨论

ＡＤ的主要病理学特点是大脑中形成淀粉样
斑块和神经纤维结节，其中淀粉样斑块是由于ＡＰＰ
切割产物Ａβ在细胞外积累形成的，而神经纤维结
是由于磷酸化的微管蛋白（Ｔａｕ）沉积形成［６－７］。

尽管ＡＤ的病原学以及病理学传播机制仍存在很
大争议，但是由于 ＡＰＰ或者其酶切产物可以导致
Ｔａｕ蛋白磷酸化、突触功能异常、神经元死亡等现
象［８－９］，据此形成了ＡＰＰ处于ＡＤ疾病形成的中心
位置的假说。所以对 ＡＰＰ功能的研究对于揭示
ＡＤ的发病机制的理解具有重要意义。因此，本研
究建立起３种 ＡＰＰ的突变体，并希望通过观察 ３
种ＡＰＰ的突变体对 ＡＰＰ蛋白的胞外分泌有无影
响，探索ＡＰＰ结构跟功能之间的关系。

ＡＰＰ被α分泌酶切割后，氨基端会释放形成
可溶性的胞外结构域片段（ｓＡＰＰα）和由８３个氨基

图３　ＡＰＰ蛋白信号肽缺失和Ｅ１结构域
突变体细胞株的建立

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＥＤ１＆ＳＰｄｅｌｅｔｉｏｎｏｎＡＰＰ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

酸组成的羧基端（Ｃ８３会继续固定在细胞膜上）。
停留在细胞膜上的Ｃ８３会被 γ分泌酶继续切割形
成Ｐ３肽段和ＡＰＰ胞内结构域片段（ＡＰＰｉｎｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒｄｏｍａｉｎ，ＡＩＣＤ），这个过程被称为ＡＰＰ的非淀粉
样形成过程［１０－１１］。与此类似，ＡＰＰ还可以被 β分
泌酶切割形成可溶性的胞外结构域片段（ｓＡＰＰβ）
以及与细胞膜结合的９９个氨基酸组成的 Ｃ９９片
段，Ｃ９９片段可以被γ分泌酶继续切割形成具有神
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经毒性的 Ａβ片段以及 ＡＩＣＤ［１２］。ＡＰＰ的这种多
位点切割以及代谢产物的多样性使 ＡＰＰ可以发挥
多种生理学功能，但是也使 ＡＰＰ的功能确定产生
困难［１３］。因此合适的 ＡＰＰ功能的体外研究模型
对于确定ＡＰＰ的正常生理功能和在 ＡＤ病理学中
的功能至关重要，本研究建立的几种细胞模型，都

可以正常表达 ＡＰＰ及其突变体蛋白，并且不会影
响它们的正常分泌，因此可以广泛以用于 ＡＰＰ功
能的确定。

ＡＰＰ的功能与其结构密切相关，在过去的研究
中对于ＡＰＰ结构以及对应结构域的具体生物学功
能进行了大量研究。ＡＰＰ胞外结构域主要是由Ｅ１
和Ｅ２两个结构域以及插入在两者之间的 Ｋｕｎｉｔｚ
结构域（ＫＰＩ）以及酸性结构域（ＡｃＤ）组成［１４］。Ｅ１
结构域中含有肝素结合亚结构域（ｈｅｐａｒａｎｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｕｂｄｏｍａｉｎ，ＨＢＤ），ＨＢＤ具有正电荷表面，能够和
带有负电荷的分子结，ＨＢＤ结构域与生长因子及
其受体类似蛋白的结合位点相似［１５］。ＨＢＤ区域
可以与ＡＰＰ或者淀粉样前体蛋白类似蛋白（ＡＰＬＰ
之间通过二硫键形成同源二聚体或异源二聚体，从

而增加 ＡＰＰ在细胞表面的稳定性［１６－１７］。此外，有

研究发现ＡＰＰ的 Ｅ１结构域可以作为类生长因子
促进神经节的生长［１５］；Ｂｅｈｅｒ等［１８］发现 Ｅ１区域还
可以与胶原蛋白Ｉ结合。Ｅ１结构域还可以作为肝
素的结合位点，在 ＡＰＰ形成二聚体的过程中发挥
重要作用［１９］。在 Ｅ２结构域的近膜端还含有第２
个ＨＢＤ，其对于硫酸肝素蛋白多糖（ＨＳＰＧ）具有低
亲和力的结合能力［２０］。Ｅ２与 ＨＳＰＧ的结合可以
增加 ＡＰＰ与其低亲和性受体的结合能力［２１－２２］。

Ｄａｈｍｓ等［２３］通过结晶学手段发现 Ｅ２结构域可以
作为Ｃｄ２＋的结合位点，与 Ｃｄ２＋结合后，可以增加
Ｅ２结构域的稳定性。Ｍａｙｅｒ等［２４］的另一项研究发

现 Ｅ２结构域可以通过与金属离子的结合调节
ＡＰＰ寡聚物的形成。Ｅ２结构域也可以做作为硫化
肝素的结合位点，通过与硫化肝素结合后增加ＡＰＰ
的亲和性，从而有利于 ＡＰＰ与其它辅因子结
合［２０］。尽管如此，ＡＰＰ的胞外结构域 Ｅ１和 Ｅ２的
生理学作用仍有待于进一步研究，与 Ｅ１和 Ｅ２结
构域相互作用的大量分子也有待于进一步扩充，并

且不同的互作分子与 Ｅ１和 Ｅ２结构域结合后在
ＡＤ中发挥什么作用，这些问题对于理解 ＡＤ的疾
病进程十分重要。本研究建立的 Ｅ１和 Ｅ２结构域
突变体细胞株可以作为确定 Ｅ１和 Ｅ２结构域生物
学功能、发现其互作蛋白的有效模型，在解决上述

问题中起到关键作用。

ＡＰＰ的定位和胞内转运对于 ＡＰＰ的加工和处
理十分重要，特定基序缺失的 ＡＰＰ，其 Ａβ的产生
会减少［１１］。ＡＰＰ蛋白序列中的ＹＥＮＰＴＹ基序对于
ＡＰＰ内吞和加工发挥重要作用［２５］。在 ＡＰＰ蛋白
中，其１～１８号氨基酸是ＳＰ序列，ＡＰＰ的信号肽其
作用是在编码 ＡＰＰ的基因翻译后，将 ＡＰＰ前体蛋
白导向到内质网中，ＡＰＰ进入内质网后会产生蛋白
折叠、磷酸化和糖基化等，同时也是其进入细胞膜

转运系统的关键步骤。本研究发现缺失信号肽后，

尽管ＡＰＰ可以在细胞内表达，但是其向细胞外的
分泌会受到影响。

综上所述，本研究成功构建了３种淀粉样前体
蛋白胞外结构域突变体细胞株，并且通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ验证了不同细胞株中ＡＰＰ蛋白的表达及分泌。
构建的细胞株可在 ＡＰＰ正常生理学功能和在 ＡＤ
病理学功能的研究中发挥重要作用。
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