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阿尔茨海默病*
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+是一种神经元退行

性变疾病"主要临床表现为进行性认知功能障碍%

2_

患者脑

中典型神经病理学特征是老年斑及神经原纤维缠结%研究显

示"

2_

患者认知功能障碍的病理学基础可能是突触病理改

变(
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"但引起
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患者脑中突触病变的具体分子机制却并不十

分清楚%目前"可溶性
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患者脑中突触病变的可能机制"作者参照文献制
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经母细胞瘤细胞*

ET/Eb3b
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+的表达"免疫组织化学染色

方法检测
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盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司-真空浓缩离心机购自

GZX

公司%
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!

标本取材
!

由荷兰
2A-546%7A

脑库提供"其中
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组
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例"平均年龄为*
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+岁"经临床和病理学诊断为
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各组大脑海马不同区域中
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的表达#
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'灰度值$
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_W O2! O2# O2(
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"
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$
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"
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!
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"与对照组相比%

经临床和病理学诊断排除神经系统疾患%

2_

组和对照组死

后尸解平均延迟时间分别为*

!)*d()(

+

9

和*

$)(d1)0

+

9

%脑

组织固定于中性甲醛液"脱水后石蜡包埋"制作
!

(

A

石蜡

切片%

!)#
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不同聚集形式
2

"
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!1

的制备及鉴定(
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)

!
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"
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!1

室温平衡

(9

"无菌条件下溶于
Tc>M

"制备为
(AA&:

'

X

浓度"真空浓缩

离心机抽干后
e0"f

冰箱备用%用前加入二甲基亚砜反复吹

打至
2

"

(

!

!1

充分溶解"加入无血清无酚红的
_G=G

培养基稀

释到
(""

(

A&:

'

X

"立即涡旋
#"-
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("AA&:

'

X
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2

"

到
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(

A&:

'

X

"立即涡旋
#"-

"

#$f
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1!9

即
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培养基稀释到
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'

X
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"
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!
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及
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对制备的
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"

(

!

!1
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光染色鉴定"一抗
2

"

(

!

!1

及
2((

工作浓度均为
(g3"

"按照说

明书进行操作%

!)E

!

细胞培养及实验分组
!

用含
("@

胎牛血清的
_G=G

培

养液"
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1

!

#$f

培养
ET/Eb3b

细胞-待细胞生长稳定后"
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培养液继续培养
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(

(

A&:

'

X

的
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(

!

!1
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_G=G

培养液中处理细胞
!09

"对照组用不含血清的
_G=G

培养液孵育细胞
!09

"不加其他处理因素%
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!

各组细胞中
_

B

.

#

及
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.

蛋白表达检测
!

采蛋白质印迹

法检测各组细胞
_

B

.

#

!

E

B

.

及
"

/785'.

蛋白表达%结果用

W_E/0"""

型
NYM

凝胶成像系统照像"用
X7<J&6[-

软件分析

结果时以
"

/785'.

蛋白条带作为内参照"计算
_

B

.

#

!

E

B

.

蛋白

条带与
"

/785'.

蛋白条带像素灰度的百分比值作为蛋白表达的

相对水平%

!)G

!

各组大脑海马结构中老年斑和
2

"

V-

的表达检测
!

采用

免疫组织化学染色
EM

法"按照说明书进行操作%一抗
2

"

(

!

!1

及
2((

工作浓度分别为
(g3"

及
(g1""

"

2

"

(

!

!1

采用
*"@

甲

醛浸泡
3A'.

抗原修复"

2((

采用高压
#A'.

抗原修复%用已

知阳性的
2_

患者海马作阳性对照"磷酸二氢盐缓冲液*

MZE

+

代替一抗作阴性对照%

2((

免疫表达通过
Z'&A'7-1"""

图像

分析系统*四川大学图像图形研究所开发+计算平均灰度值进

行蛋白半定量分析%
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!

统计学处理
!

结果应用
EMEE(3)"

统计软件进行统计学

处理"组间比较采用
9

检验或方差分析进行处理"以
!

$

")"3

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

")!

!

不同聚集形式
2

"

(

!

!1

的鉴定
!

免疫荧光检测结果显示"

制备的
2

"

单体可见细小颗粒状
2

"

(

!

!1

红色荧光"见图
(2

"未

见
2((

绿色荧光出现"见图
(_

-

2

"

纤丝体可见粗大的类球形

或大颗粒状
2

"

(

!

!1

红色荧光"见图
(Z

"未见
2((

绿色荧光出

现"见图
(=

-

2

"

寡聚体可见较小的圆形!颗粒状的
2

"

(

!

!1

红色

荧光和
2((

绿色荧光"见图
(O

!

c

%

")"

!

不同聚集形式
2

"

(

!

!1

对
ET/Eb3b

细胞
_

B

.

#

和
E

B

.

蛋

白表达的影响
!

(

(

A&:

'

X2

"

(

!

!1

单体及纤丝体处理
ET/Eb3b

细胞
!09

"

_

B

.

#

和
E

B

.

蛋白表达略有降低"与对照组比较差

异无统计学意义*

!

%

")"3
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(

(

A&:

'

X2

"

(

!

!1

寡聚体处理
ET/

Eb3b

细胞
!09

"

_

B

.

#

和
E

B

.

蛋白表达水平显著降低"较对照

组分别降低
!3@

和
#+@

*

!

$

")"3

+%与
2

"

单体或
2

"

纤丝体

处理组相比"

2

"

寡聚体处理组细胞
_

B

.

#

蛋白表达分别降低

!(@

和
!"@

*

!

$

")"3

+"

E

B

.

蛋白表达分别降低
##@

和
#"@

*

!

$
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+%各组细胞
_

B

.

#

与
E

B

.

蛋白表达水平"见图
1

%

")#

!

各组大脑海马结构中老年斑及
2

"

V-

的表达
!

对照组中

仅
#

例出现少量老年斑"均为弥散斑"未见经典斑-

("

例
2_

组脑海马结构细胞外间质中见大量的老年斑"见图
#2

"以弥散

斑多见%对照组及
2_

组齿状回颗粒细胞!海马
O2(/O2!

区

锥体细胞及内嗅区皮质各层神经元胞体及突起内均见
2

"

V-

呈

棕黄颗粒状阳性表达-
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EY-

+的胞吐作用释放完神经递质后"再通过内吞重新吸纳

EY-

回突触内部"参与新一轮囊泡的形成和循环%实验已证

实"网格蛋白介导的内吞机制是神经元回收
EY-

的主要方

式(

!

)
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_

B

.

正是该内吞机制中已知的最关键的蛋白之一%

_

B

.

是一个相对分子质量
("""""

的三磷酸鸟苷*

W]M

+"其主要作

用是对已包被网格蛋白的
EY-

进行机械挤压并剪切"将已被

网格蛋白包被的
EY-

从突触前膜上脱离下来%
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.

含
#

个成

员"
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B
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主要存在于神经组织内%

E

B

.

是一种
#0[_

的钙结

合蛋白"在神经元胞体合成后主要转运至轴突终末"特异性地

位于脑内所有神经元轴突终末的突触前囊泡膜上"常作为突触

前终末特异性标记物对突触含量进行定量分析%研究显示"
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患者脑中
_

B

.
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及
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蛋白表达显著降低"提示
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患者

脑中存在网格蛋白介导的内吞功能的低下和一定程度的突触

联系丧失"最终导致学习记忆能力的减退(
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目前"引起
2_

患者脑中网格蛋白内吞功能低下和突触丧

失的原因并不十分清楚%近年来
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"

病因学说在
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发病机制

中逐渐占据主流地位%体内外研究均已证实"
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具有破坏细

胞膜的完整性!扰乱细胞内环境的稳定!诱导细胞发生凋亡等

方面的神经毒性作用"可能是引发
2_

一系列病理改变的关键

因素%
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细胞外间质沉积形成老年斑致
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是脑组织中典型

神经病理学改变"老年斑主要由纤丝状的
2

"

构成%而临床研

究却表明"老年斑的数目与
2_

患者病情严重程度间仅存在弱

相关性-转基因动物脑内形成明显的淀粉样斑块前就己经出现

了学习记忆功能的减退(
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分泌酶剪切产生"最初

以可溶性单体形式存在"但在一定的条件下*如合适的
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温度!浓度!时间及某些金属离子的作用+"
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肽就会聚集"在

最终形成老年斑的过程中"
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"

分子经历了从可溶状态到不溶

性纤维的转变%因此"
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患者脑内的
2

"

可以单体!可溶性寡

聚体和不可溶性淀粉样纤维*纤丝体+等多种形式存在%在过

去的几年里"人们逐渐认识到发挥
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神经毒性作用的主要形

式可能是其可溶性寡聚体形式(
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)
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为了比较各种聚集形式的
2

"

对
2_

突触病变的影响"本

研究参照文献体外制备不同聚集状态的
2
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"通过氟化的醇类
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+处理打断原聚合状态的
2

"

重新溶解于培养基"在生

理
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值和盐离子浓度下"不经孵育呈现为均一的单体形式-

经过
1!9

的低温孵育"大部分的
2

"

变为不均一!较单体稍大

的寡聚体形式-因为酸性的环境有利于纤丝体的形成"
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处理后重新溶解于
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的
2
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孵育
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后形

成了较大的纤丝状结构%经
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抗体的免疫荧光检

测"结果显示已经成功制备了
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种聚集形式%将
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形式的
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孵育
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纤丝体形式均未能引起
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和
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蛋白表达水平

发生显著改变"而
2
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寡聚体形式引起
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和
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蛋白表达

水平的显著降低%上述结果提示&
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寡聚体形式可能是影响

网格蛋白内吞调节蛋白,,,
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表达降低和突触丧失的主

要
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毒性形式%
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)的研究显示"寡聚化的
2

"

开始出现在细胞内

而非细胞外%本研究对
2_

患者的免疫组织化学检测结果也

显示
2

"
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主要在神经细胞内表达"与细胞外老年斑位置并不

重叠"而
2_

组患者海马结构中海马神经元
2

"

V-

表达显著高

于对照组%
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等(
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)在电镜下观察到"
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患者可溶性
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V-

的表达明显高于对照者"主要在神经元轴突及轴突终末

表达%
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在细胞内的高表达及超微结构上的定位提示

2

"

V-

可能与神经元的突触功能不良有关"最终导致认知功能

下降%有学者认为可溶性
2

"

V-

可能在早期发挥了突触的毒

性作用"构成老年斑的
2

"

纤丝体可能是
2_

病变过程中
2

"

形成增加和清除障碍的结果"或者是机体为了对抗
2

"

V-

的神

经毒性作用而采取的将细胞内
2

"

排到胞外的一种保护

机制(
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%

综上所述"本研究结果显示细胞内
2

"

V-

可能是引起
2_

患者脑中网格蛋白内吞调节蛋白,,,

_

B

.

#

表达下降及突触

丧失的主要神经毒性物质%对
2_

患者脑内
2

"

V-

突触毒性

分子机制深入研究"以期对
2_

的治疗提供新的靶点%

参考文献!

(

(

)

X78&6ML

"

Z;.'4:GO

"

c;6:&JMI

"

457:)2

"

&:'

D

&A46/'./

%;84%7<46675'&.-'.-

B

.7

?

-48&A

?

&-'5'&.

"

-97

?

4

"

7.%%4./

-'5

B?

6&K'%47A&:48;:76<7-'-C&6:&--&C8&..485'K'5

B

'.

2:P94'A46\-%'-47-4

(

U

)

)UL4;6&-'8

"

1""$

"

1$

*

!

+&

$*+/

0"$)

(

1

)

E4:[&4_U)E&:;<:4&:'

D

&A46-&C5947A

B

:&'%<457/

?

6&54'.

'A

?

7'6-

B

.7

?

5'8

?

:7-5'8'5

B

7.%<497K'&6

(

U

)

)Z497KZ67'.

Q4-

"

1""0

"

(*1

*

(

+&

("+/((#)

(

#

)

E5'.4IZU6

"

_79:

D

64.RL

"

R67CC5W2

"

457:)>.K'56&8976/

78546'P75'&.&C8&.%'5'&.-C&67A

B

:&'%/<457

?

4

?

5'%4&:'/

D

&A46'P75'&.7.%C'<6'::&

D

4.4-'-

(

U

)

)UZ'&:O94A

"

1""#

"

1$0

*

(#

+&

((+(1/((+11)

(

!

)

E89J4'P46c=

"

Q

B

7.]2)]94-

B

.7

?

5'8K4-'8:4

&

8

B

8:4&C4F/

&8

B

5&-'-7.%4.%&8

B

5&-'-

(

U

)

)O;66V

?

'.L4;6&<'&:

"

1""+

"

(+

*

#

+&

1*0/#"!)

(

3

)

b7&MU)E

B

.7

?

5'8C67':5

B

7.%8:7596'./A4%'754%-

B

.7

?

5'8

K4-'8:4567C

.

8['.

D

'. 2:P94'A46\-%'-47-4

(

U

)

)]64.%-

L4;6&-8'

"

1""!

"

1$

*

(

+&

1!/1*)

(

+

) 曹颖"

Q'K[7Q7K'%

"官志忠
)

阿尔茨海默病患者脑组织中

突触蛋白表达改变(

U

)

)

中华病理学杂志"

1""*

"

#0

*

(1

+&

0##/0#!)

(

$

)

Z'::'.

D

-XG

"

V%%&E

"

W644.RL

"

457:)>.567.4;6&.7:2<4/

5787;-4-594&.-45&C476:

B

2:P94'A46\-%'-47-4/64:754%

8&

D

.'5'K4%4C'8'5-'.567.-

D

4.'8A'84

(

U

)

)L4;6&.

"

1""3

"

!3

*

3

+&

+$3/+00)

(

0

)

I7:-9_G

"

]-4.

D

ZM

"

Q

B

%4:Q=

"

457:)]94&:'

D

&A46'P7/

5'&.&C7A

B

:&'%<457/

?

6&54'.<4

D

'.-'.56784::;:76:

B

'.84::-

%46'K4%C6&A 9;A7.<67'.

(

U

)

)Z'&894A'-56

B

"

1"""

"

#*

*

#3

+&

("0#(/("0#*)

(

*

)

R&[;<&T

"

R7

B

4%Q

"

W:7<4OW

"

457:)V:'

D

&A46'8

?

6&54'.-

;:567-56;85;67::

B

:&87:'P45&84::

?

6&84--4-

"

4-

?

48'7::

B

5&

7F&.546A'.7:-J'599'

D

946%4.-'5

B

"

<;5.&55&:'

?

'%67C5-

'.]

D

13$+A&;-4<67'.

(

U

)

)Z67'.Q4-

"

1""3

"

("!3

*

(/1

+&

11!/110)

(

("

)

T77--O

"

E4:[&4_U)E&:;<:4

?

6&54'.&:'

D

&A46-'..4;6&%4/

D

4.4675'&.

&

:4--&.-C6&A5942:P94'A46\-7A

B

:&'%<457/

?

4

?

5'%4

(

U

)

)L75Q4KG&:O4::Z'&:

"

1""$

"

0

*

1

+&

("(/((1)

*收稿日期&

1"((/"#/(3

!

修回日期&

1"((/"+/(!

+

*11#

重庆医学
1"((

年
((

月第
!"

卷第
#1

期


