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%是一种以进行性

记忆力减退*认知功能障碍为特征的中枢神经系统退行性变性

疾病)主要病理改变是在大脑中于记忆和认知相关区域出现
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%聚合产生的纤维沉积形
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%分别通过
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分泌酶和
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分泌酶作用后生成'
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)过去对
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分泌酶研究的

比较清楚#但对
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分泌酶的结构与特性却一直不甚清楚)近

年来一些研究提示早老素
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中神经细胞死亡是由细胞凋亡介导

的#由于各种物理和化学刺激诱导的细胞凋亡都出现细胞内酸

化#推断
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的神经细胞凋亡的同时也伴有细胞内酸化)有研

究表明这些酶在酸性条件下具有较高的活性#但相关的研究和

证据还比较少)酸碱调节基因
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腺病毒颗粒感

染
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细胞#抑制细胞表面酸碱调节基因
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#使细胞内
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值降低#另外降低细胞培养基
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值#同样

降低细胞内
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值#观察分析
HG#

在
<
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值降低的细胞内的表

达#进一步了解细胞内
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值对
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功能和活性的影响#探讨
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的发病机制)
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细胞培养与
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腺病毒转染
GM1Gh4h

细胞
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人神

经母细胞瘤
GM1Gh4h

细胞$中国医科大学赠%#采用
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的
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的高糖
N Û̂

培养基$
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染细胞进行鉴定后'
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#分别转染细胞#为
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基因抑制组
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组%和阴性对照组$
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组%)将用正常培养基常规培

养的
GM1Gh4h

细胞按
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$ 细胞密度接种于培养瓶中#当达到
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#
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融合时按
^SK

值为
#$"

进行转染$细胞的感染率

在
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左右为最佳
^SK

值%#将准备好的腺病毒与无血清无

抗体的培养基按一定比例混合$取
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腺病毒和
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无血清无抗生素的培养基%#混匀#放置
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培养箱

内吸附
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后#
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洗涤后改用
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酸化细胞外环境#选出最适细胞生长的酸性培养基
!

降

低细胞培养基
<

M

值#以
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至
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个时间点)细胞系以平均
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! 个细胞密度接

种于在
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过光镜观察细胞生长#根据测得的数值#绘制生长曲线#进行培

养细胞的生长曲线分析#确定最适细胞生长的酸性培养基)
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&0f

孵育细胞
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各条件下的细胞系以
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洗
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#刮下细

胞#冰上裂解
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#将裂解产物以
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离心
4A+/

收集上清液#裂解液中
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的含量用
UbKG3

试剂盒$
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量#所有操作按试剂盒说明书进行#每组样品做
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个复孔)
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取各条件下稳定表达
HG#

的贴壁细

胞用冷
HPG

洗
#

次#加入预冷的
]KH3

裂解液#刮下细胞#在冰

上裂解
&"A+/

#将裂解物离心收集上清液)蛋白
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"孔上

样于
#"(GNG1H3WU

#每组样品重复两个孔#电泳分离后#转至

HFNV

膜上#分别与一抗兔抗
HG#

单克隆抗体$
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#Z2""

%#兔抗
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1:D8+/

单克隆抗体$碧云天公司%

$

#Z4""

%孵育
!f

过夜)二抗用辣根过氧化物酶
M]H

标记

的羊抗兔
K

9

$碧云天公司%$

#Z4""

%孵育
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#加入适量的
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"

[P5

$碧云天公司%染色液显色)
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统计学处理
!

所有数据均以
CY8

表示#以
GHGG#0'"

统

计软件包进行统计分析#统计方法采用单因素方差分析#组间

比较
HG#

表达量采用
4

检验#以
B

%
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为差异有统计学

意义)
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结
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选出适合细胞生长的酸性培养基
!

当
<

M

值为
$'&

时

GM1Gh4h

细胞很快贴壁#接种后
%!C

内培养细胞的增殖速度

不甚活跃#大约
&$C

开始#倒置显微镜下可以观察到贴壁细胞

增殖迅速#

!2

#

0%C

这些细胞增殖进一步扩大#铺满瓶底#镜

下细胞呈多角形)当
<

M

值为
$'2

或
4'2

时#情况类似#仅增

值速度稍慢#于
0%C

后细胞数约为前者的
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)当
<
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值为

4'&

时#细胞却贴壁不牢#部分悬浮#

#%C

观察细胞数减为接种

时的一半#以后细胞数量不增加或稍增加后随即停止#形态极

不规则)当
<

M

值为
!'2

时#

#%C

观察镜下细胞成为圆球形悬

浮细胞#飘荡在培养液中#大部分细胞死亡)通过观察#适合细

胞生长的酸性培养基
<

M

值为
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)
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细胞内
<

M

值降低的
GM1Gh4h

细胞模型建立
!

根据荧

光分光光度计测得的缓冲液
!,"/A

"

!!"/A

荧光强度比值#

计算出
<

M

值标准曲线的直线回归方程为
Ge"'!$!#,g

!'"220

$

3e"',!

%#再根据各组细胞的
!,"/A

"

!!"/A

荧光强

度比值在回归方程上计算出对应的细胞内
<

M

值$表
#

%)正常

对照组细胞内
<

M

值为
0'%0Y"'"%

#而
[MU#

组和酸化培养

基组细胞内
<

M

值分别为
$'$%Y"'"%

和
$',,Y"'"%

#差异有

统计学意义)

[MU#

组和酸化培养基组细胞内
<

M

值明显降

低#说明模型成功建立#正常对照组和
[O

组细胞相比细胞
<

M

值无明显差别)

表
#

!!

各组细胞内
<

M

值情况

组别
每次测得的细胞内

<

M

值

# % &

细胞内
<

M

值

$

CY8

%

正常对照组
0'%, 0'%$ 0'%4 0'%0Y"'"%

[O

组
0'%% 0'%2 0'%& 0'%!Y"'"&

[MU#

组
$'$% $'$" $'$! $'$%Y"'"%

"

酸化培养基组
0'"% $',2 $',2
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"
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#与正常对照组比较)
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HG#

含量测定
!

根据标准品的浓度及对应的
SN

值计算

出标准曲线的直线回归方程为
Ge"'""#,g"'!#,

$

3e"'20

%#

再根据样品的
SN

值在回归方程上计算出对应的样品浓度$表

%

%)从结果中可以看出#细胞内
HG#

的含量受细胞内
<

M

值影

响!正常对照组和
[O

组胞浆内
HG#

含量表达较低#

[MU#

组

和酸化培养基组细胞内
HG#

含量均较正常对照组和
[O

组明

显增多#但
[MU#

组与酸化培养基组细胞内
HG#

含量变化无

明显差异$
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$
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%#正常对照组与
[O

组细胞内
HG#

含量变

化无明显差异$

B

$
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%)此结果表明#

HG#

含量与细胞内

<

M

值呈依赖关系#

GM1Gh4h

细胞内
<

M

值降低可使胞浆内

HG#

生成量增加)
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UbKG3

法检测各组细胞内
HG#

蛋白浓度值

组别
每次测得的细胞内
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含量$
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# % &

细胞内
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含量$
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,'0 ,'" 2'$ ,'#Y"'$

[O

组
0'0 $'0 2', 0'2Y#'#

[MU#

组
&#'% %&'0 %!'"

%$'&Y!'%

"

酸化培养基组
%0', %"'" %%'4

%&'4Y!'"

"

!!

"

!

B

%

"'"4

#与正常对照组比较&与
[O

组比较)

?'A

!

HG#

的表达
!

利用抗
HG#

单克隆抗体进行
E7.87B/P;*81

8+/

9

检测各组细胞内
HG#

的表达#可识别相对分子质量大约为

$"d#"

& 的
HG#

)在所检测的
!

组中#

HG#

都可显现$图
#

%#前

两组的条带很模糊#可能由于蛋白含量较少的缘故#后两组条

带清晰显现)后两组细胞内
HG#

表达量与前两组细胞比较统

计学分析有显著差异#正常细胞组和
[O

组
HG#

表达量无明显

差异$

B

$

"'"4

%#

[MU#

组与酸化培养基组细胞内
HG#

表达量

无明显差异$

B

$

"'"4

%#结果显示与
UbKG3

结果相一致)见表

&

)

!!

#

组!正常对照组&

%

组!

[O

组&

&

组!

[MU#

组&

!

组!酸化培养

基组)

图
#

!!

HG#

的
E7.87B/P;*88+/

9

检测

表
&

!!

E7.87B/P;*88+/

9

检测各组细胞
HG#

蛋白

2,##

重庆医学
%"#%

年
!

月第
!#

卷第
#%

期



!!!!

表达净
SN

值

组别
每孔细胞

HG#

蛋白表达净
SN

值

# %

净
SN

值

$

CY8

%

正常对照组
"'4&Y"'"& "'44Y"'"% "'4!Y"'"#

[O

组
"'4#Y"'"# "'42Y"'"& "'44Y"'"4

[MU#

组
"'$,Y"'"4 "'0#Y"'"! "'0"Y"'"#

"

酸化培养基组
"'$0Y"'"& "'$2Y"'"! "'$2Y"'"2

"

!!

"

!

B

%

"'"4

#与正常对照组比较&与
[O

组比较)

@

!

讨
!!

论

随着人口老龄化#老年期痴呆越来越引起人们的关注)现

在虽然认识到
3N

的发病机制是由于患者体内产生过多
3

.

并在大脑中形成纤维沉积所致#但对
3

.

如何过多产生的机制

还并不清楚)

.

1

分泌酶和
%

1

分泌酶的活性异常可能是导致
3

.

增多的原因)细胞凋亡被认为与
3N

中神经元细胞退化过程

中几个阶段有关#所以有些研究者认为
3N

中神经元细胞死亡

是由细胞凋亡介导的)细胞内酸化作为细胞凋亡的一个重要

特征已被实验所证实#这些实验结果表明#应用各种外源性的

物理和化学刺激诱导各种不同的细胞凋亡的同时都伴有出现

细胞浆的酸化)也就是说
3N

的神经细胞呈细胞内酸化状态)

细胞内
<

M

值是反映内环境稳定性的一项指标#它在调节

细胞新陈代谢中起重要作用)体内众多的酶类同样受到最基

本的化学调节1

<

M

值的调节#

<

M

值直接影响到酶的活性*表

达及构象)这使作者产生一个设想#细胞内
<

M

值的变化可能

对
3HH

裂解1

%

1

分泌酶的功能产生影响#即细胞内
<

M

值降

低使
%

1

分泌酶裂解
3HH

生成
3

.

的活性增高)

%

1

分泌酶是一个包含早老素在内的蛋白复合体#这是
3

.

产生所必须的一个酶)

HG

包括
HG#

和
HG%

#

HG#

广泛分布于

人的脑和外周组织#

HG%

则主要表达于人的心肌*骨骼肌等外

周组织#对
3N

的作用不大'

,1#"

(

)因此#在本实验中选择的指

标只包括了
HG#

#而不包括对
3N

作用不大的
HG%

)现在有越

来越多的研究显示
HG#

可能就是预期的
%

1

分泌酶#体内实验

发现'

##

(

#敲除编码
HG#

基因的小鼠
%

1

分泌酶的活性降低

2"(

#

3

.

含量大大降低#

HG#

和
HG%

基因双敲除的小鼠#其
%

1

分泌酶活性完全被抑制#这些均表明
HG#

是
%

1

分泌酶水解

3HH

所必须的#因此
HG#

是
%

1

分泌酶的主要组成部分#起到重

要的催化作用#是
%

1

分泌酶活性基团)本研究通过建立细胞

内酸化的
GM1Gh4h

细胞模型#探讨
%

分泌酶主要成分
HG#

在

胞浆
<

M

值降低的细胞中的表达及其活性是否增高#进而分析

细胞内
<

M

值变化与
%

1

分泌酶活性的关系)

结果显示细胞内
<

M

值降低对
HG#

的表达及活性有一定

影响作用)本实验结果表明#与正常
GM1Gh4h

细胞相比#

[MU#

受抑制的细胞和用酸性培养基培养的细胞的胞浆内

HG#

含量及蛋白表达均显著增高#而
[MU#

未被抑制的
[O

组

细胞的胞浆内
HG#

含量及蛋白表达则无显著变化#与预期的

二者之间变化关系是一致的)

从本研究看#细胞内
<

M

值降低的细胞胞浆内
HG#

浓度及

蛋白表达是增加的#说明
HG#

的活性在酸化细胞中是明显升

高的#据此推测#细胞内
<

M

值降低使
%

1

分泌酶的活性升高#在

3N

患者脑内
%

1

分泌酶的活性也是如此)因为
%

1

分泌酶活性

升高在
3N

发生中具有关键性的作用#所以作者认为
%

1

分泌酶

含量和蛋白水平的升高可能是高龄人群易发
3N

的一个关键

性的生物学因素)

综上所述#本实验结果进一步支持了
3N

中
%

1

分泌酶的活

性异常是导致
3

.

增多的原因之一)
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