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论著

β淀粉样肽 31 - 35 介导的神经细胞线粒体损伤及机制研究

李 　丽 　张 　杰 　余焕玲 　向 　丽 　封锦芳 　苑林宏 　肖 　荣

(首都医科大学公共卫生与家庭医学学院 ,北京 　100069)

摘 　要 :目的 　研究 Aβ31 - 35 介导的神经细胞线粒体毒性作用 ,并探讨其可能的作用机制。方法 　24 h龄 Wistar

大鼠大脑皮质神经细胞原代培养 ,培养48 h后在培养基中分别加入 Aβ31 - 35 和 Aβ25 - 35 建立大脑神经细胞线粒

体损伤模型。24 h后 ,流式细胞术检测神经细胞线粒体通透性转变孔道 (PTP) 开放 ;酶法检测神经细胞线粒体氧化

还原平衡体系 GSHΠGSSG比率的改变 ;激光共聚焦显微术检测神经细胞活性氧 (ROS) 水平。结果 　与对照组相比 ,

Aβ31 - 35 和 Aβ25 - 35 处理组神经细胞线粒体膜电位显著降低 ( P < 0105) ,反映线粒体颗粒大小的前向光散射

(FSC)和反映线粒体颗粒性状的侧向光散射 (SSC)分布峰由低道数向高道数移动 ,表明线粒体肿胀、颗粒性状发生

改变 ;Aβ31 - 35 和 Aβ25 - 35 处理组神经细胞线粒体 GSHΠGSSG比率显著降低 ,与对照组相比差异有统计学意义 ( P

< 0101) ;Aβ31 - 35 和 Aβ25 - 35 处理可以使神经细胞 ROS水平显著增高 ,且与对照组相比差异有统计学意义 ( P <

0101) 。结论 　Aβ31 - 35 同 Aβ25 - 35 一样可引起神经细胞线粒体毒性作用 ,其作用机制与 Aβ介导的神经细胞线粒

体氧化损伤有关。

关键词 :淀粉样β蛋白 ;神经元 ;线粒体 ;毒性试验

Study on Damage and Mechanism of Mitochondria of Neurons Induced by Aβ31 - 35

LI Li , ZHANGJie , YU Huan2ling , XIANGLi , FENGJin2fang , YUAN Lin2hong , XIAO Rong

(School of Public Health and Family Medicine , Capital Medical University , Beijing 100069 , China)

Abstract: Objective 　To study the damage of mitochondria of neurons induced by Aβ31235 and explore its possible

mechanism. Method 　Cerebral cortexes of newborn 24 h Wistar rats were dissected to get neurons for primary culture. The

neurons were planted into 2 ml culture plate at a density of 2 ×105 cellsΠml to grow for 48 h. Then , Aβ31235 and Aβ25235 were

respectively added into the medium to establish mitochondria damaged model of neurons. After treating neurons with Aβ31235 or

Aβ25235 for 24 h , the mitochondrial permeability transition pore ( PTP) of neurons was investigated by flow cytometry. The

relative value of GSHΠGSSG in mitochondria of neurons was measured by assay kit ; Confocal microscopy was used to detect the

level of reactive oxygen species (ROS) . Each experiment was repeated 3 times. Results 　Comparing with control group , Aβ312
35 and Aβ25235 treatment group caused significant decrease of the mitochondrial membrane potential ( P < 0105) and the relative
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value of GSHΠGSSG ( P < 0101) . The distribution of peaks of forward scatter ( FSC) and side scatter (SSC) shifted from low

channel to high channel. It was indicated that mitochondria swelled and characters of particle changed. Aβ31235 and Aβ25235

increased the level of ROS in neurons and there was statistic significance when they were compared with the control group ( P <

0101) . Conclusion 　Both Aβ31235 and Aβ25235 could induce the toxicity of mitochondria of neurons , and its mechanism might

be related to oxidative damage of mitochondria of neurons induced by Aβ.

Key word : Amyloid beta2Protein ;Neurons ;Mitochondria ;Toxicity Tests

　　研究证实 ,β淀粉样肽 (β2amyloid peptides ,Aβ) 是

阿尔茨海默病 (Alzheimerπs disease ,AD) 患者脑组织

老年斑的主要组成成分[1 ,2 ]
,其在 AD 发病中起主导

作用[3 ] 。大量研究表明 ,Aβ25 - 35 可引起神经细胞

线粒体乳酸脱氢酶等代谢异常 ,从而导致线粒体机

能异常[4 ] 。我们前期研究证实 ,Aβ结构中的疏水性

5 肽片段 Aβ31 - 35 ,可诱导大脑皮质神经细胞出现

细胞凋亡的形态学及相关基因表达的改变 ,以及引

起一系列损伤的表现[5 ]
,那么 ,Aβ31 - 35 是否作为

功能片段通过引起线粒体结构和功能异常而导致神

经细胞损伤 ? 它又是通过何种途径引起神经细胞线

粒体损伤的呢 ? 目前研究较少。

线粒体参与机体许多代谢过程 ,在机体生长、发

育、代谢、衰老、疾病、死亡以及生物进化等多方面表

现出 重 要 作 用[6 ] 。线 粒 体 通 透 性 转 变 孔 道

(Permeability Transition Pore ,PTP) 是线粒体参与细胞

不同生理和病理活动的中心环节之一。有文献报

道 ,线粒体 PTP 高通透性开放可引起线粒体氧化磷

酸化解偶联及三磷酸腺苷 (ATP) 水解加速 ,与细胞

的病理变化密切相关[7 ] 。那么 ,神经细胞线粒体

PTP 是否是 Aβ毒性损伤的作用靶点呢 ?

本研究以大鼠大脑皮质神经细胞原代培养 ,用

Aβ31 - 35 和 Aβ25 - 35 制备神经细胞线粒体损伤模

型 ,采用流式细胞术检测神经细胞线粒体 PTP 开

放 ;酶法检测神经细胞线粒体氧化还原状态 ;激光共

聚焦显微术检测神经细胞活性氧 ( Reactive oxygen

species ,ROS)水平 ,研究 Aβ的神经细胞线粒体毒性

作用及损伤机制 ,为预防 AD 的发生发展提供一个

新的途径。

1 　材料与方法

111 　材料

Aβ31 - 35 购自美国 ANASPEC 公司 ;Aβ25 - 35、

Rhodamine 123、2′, 7′- 二氯荧光素二酯 (DCFH -

DA) 、胰酶、多聚赖氨酸购自美国 sigma 公司 ; GSHΠ
GSSG(还原型谷胱甘肽 , GSH ; 氧化型谷胱甘肽 ,

GSSG)检测试剂盒购自南京建成生物技术有限公

司 ;DMEM 培养基购自美国 HyClone 公司 ;标准胎牛

血清、供体马血清购自天津市灏洋生物制品科技有

限责任公司 ; Tris 购自北京益利精细化学品有限公

司 ;盐酸、氯化钠购自北京现代东方精细化学品有限

公司 ; EDTA - 2Na 购自北京化工厂 ;蔗糖购自广州

化工厂 ;不锈钢纱网购自美国 BD 公司。

流式细胞仪 (Aria ,美国 BD 公司) 、激光扫描共

聚焦显微镜 (Leica TCS - NT ,德国) 、WFJ7200 型分光

光度计 (上海尤尼科仪器有限公司) 、VCX130 型超声

破碎仪 (美国 SONICS 公司) 、BX50 型倒置相差显微

镜 (日本 Olympus) 。

健康 Wistar 大鼠 　SPF 级别、24 h龄 ,由首都医

科大学动物科学部提供。动物实验符合国家《实验

动物管理条例》,并经首都医科大学动物伦理委员会

认可。

112 　方法

11211 　大脑皮质神经细胞原代培养 　参照 Xiao
[8 ]

等的方法略加改进 :无菌条件下切取新生大鼠的大

脑皮质层 ,剥净脑膜和血管 ,剪碎 ;加入 0125 %胰

酶 ,37 ℃消化 10 min , 以 DMEM (含牛、马血清各

10 %)培养液终止反应 ;以 DMEM(无血清) 清洗 3 次

(1 000 rΠmin , 5 min) , 弃上清 ; 不锈钢纱网过滤 ,

DMEM(含牛、马血清各 10 %) 制成单细胞悬液 ,接种

于铺有多聚赖氨酸的培养皿中。

11212 　细胞分组与处理 　选取培养后48 h ,生长良

好的同批次神经细胞 ,随机分为 3 组 ,即对照组、

Aβ25 - 35 和 Aβ31 - 35 组 ,分别在培养基中加入

DMEM、凝聚态的 Aβ31 - 35 (25μmolΠL) 和 Aβ25 - 35

(25μmolΠL ) , 继续培养 24 h后收集细胞 , 处理并

检测。

11213 　线粒体制备 　参照 Wu
[9 ] 等的方法略加改

进 :收集神经细胞 ,用匀浆介质 (0101 molΠL Tris - 盐

酸 , 01000 1 molΠL EDTA - 2Na , 0101 molΠL 蔗 糖 ,

018 % 氯化钠溶液 ,pH 714)制成细胞悬液 ,超声破碎

仪使细胞破碎 ,5 sΠ次 ,间隔 5 s ,反复 4 次。1 000～

2 000 rΠmin , 10 min , 弃 沉 淀 , 取 上 清 8 000 ～

10 000 rΠmin离心15 min ,沉淀物为神经细胞线粒体。

113 　观察指标及检测方法

11311 　Aβ对神经细胞线粒体 PTP 开放的影响 (流

式细胞术检测) 　大脑皮质神经细胞染毒 24 h 后收

集神经细胞 ,提取神经细胞线粒体 ,制成悬液 ,加入

荧光探针 Rhodamine 123 (012μmolΠL) ,负载5 min ,上

机检测 ,获取 10
5 个线粒体。记录反映神经细胞线
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粒体膜电位的平均荧光强度值 ( FITC) 、反映神经细

胞线粒体颗粒大小的前向光散射 ( FSC) 和反映神经

细胞线粒体颗粒性状的侧向光散射 (SSC)分布峰。

11312 　Aβ对神经细胞线粒体氧化还原体系的影响

(酶法检测神经细胞线粒体 GSHΠGSSG水平) 　用试

剂盒进行测定。

11313 　Aβ对神经细胞 ROS 水平的影响 (激光共聚

焦显微术检测) 　大脑皮质神经细胞染毒 24 h 后 ,

加入 DCFH - DA (10μmolΠL) ,37 ℃避光孵育30 min ,

PBS洗 2 次 ,加入适量培养液。用激光扫描共聚焦

显微镜观察神经细胞 ,每个实验组随机选取 20 个活

细胞。每个细胞间隔1 s扫描一次 ,共扫描 8 次 ,记

录反映神经细胞 ROS 水平的平均荧光强度值。

114 　数据处理

用 SPSS 1115 统计软件包进行单因素方差分析

(ANOVA) ,组间比较采用 LSD 法 , P < 0105 和 P <

0101 表示差异有统计学意义。

2 　结果

211 　Aβ对神经细胞线粒体 PTP 开放的影响 　结果

见表 1、图 1、2。
表 1 　大脑皮质神经细胞线粒体膜电位 ( �x ±s , n = 5)

组别 平均荧光强度值 (FITC)

对照 417167 ±35191

Aβ25 - 35 332125 ±28135a

Aβ31 - 35 339150 ±31184b

注 :与对照组相比 ,a 为 P < 0101 ,b 为 P < 0105。

A :对照 , B :Aβ25 - 35 , C :Aβ31 - 35。

图 1 　大脑皮质神经细胞线粒体前向光散射 (FSC)

A :对照 , B :Aβ25 - 35 , C :Aβ31 - 35。

图 2 　大脑皮质神经细胞线粒体侧向光散射 (SSC)

　　与对照组相比 ,Aβ31 - 35 处理组神经细胞线粒

体颗粒平均荧光强度值 ( FITC) 显著降低 ( P <

0105) ;Aβ25 - 35 处理组的平均荧光强度值 ( FITC) 显

著降低 ( P < 0101) ,表明神经细胞线粒体膜电位显

著降低。

与对照组相比 ,反映线粒体颗粒大小的前向光

散射 ( FSC) 和反映线粒体颗粒性状的侧向光散射

(SSC)分布峰由低道数向高道数移动 ,表明线粒体

肿胀、颗粒性状发生改变。

212 　Aβ对神经细胞线粒体氧化还原体系的影响 　

结果见表 2。

表 2 　大脑皮质神经细胞线粒体 GSH和

GSH水平 ( �x ±s , n = 5)

组别
GSH

(μmolΠL)
GSSG

(μmolΠL)
GSHΠGSSG

对照 82138 ±3146 45131 ±0189 1182 ±0111

Aβ25 - 35 77125 ±1167 46127 ±0180 1167 ±0102a

Aβ31 - 35 76197 ±1163 47168 ±0183 1161 ±0106a

注 :与对照组相比 ,a 为 P < 0101 。

　　与对照组相比 ,Aβ31 - 35 和 Aβ25 - 35 处理组

的 GSHΠGSSG比率显著降低 ( P < 0101) ,表明神经细

胞线粒体还原型谷胱甘肽 ( GSH) 比例降低 ,氧化型

谷胱甘肽 ( GSSG)比例升高。
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213 　Aβ对神经细胞 ROS水平的影响　结果见表 3。

表 3 　大脑皮质神经细胞活性氧水平 ( �x ±s , n = 20)

组别 平均荧光强度值

对照 35119 ±20114

Aβ25 - 35 56124 ±26132a

Aβ31 - 35 69130 ±30139a

注 :与对照组相比 ,a 为 P < 0101。

　　与对照组相比 ,Aβ31 - 35 和 Aβ25 - 35 处理组

神经细胞平均荧光强度值显著升高 ( P < 0101) ,表

明神经细胞 ROS 水平显著升高。

3 　讨论

有研究表明 ,神经细胞线粒体结构与功能缺陷

是导致阿尔茨海默病 (AD) 发病的重要因素。线粒

体呼吸链是机体 ROS 产生的重要来源[10 ] 。正常状

态下 ,线粒体内摄入的 O2 约有 1 %～3 %由于不完

全还原而形成各种 ROS
[11 ]

,机体 ROS 处于动态的产

生、清除平衡之中。线粒体结构和功能损伤打破了

这种动态平衡 ,使体内大量 ROS 积聚 ,而过多的

ROS又可与线粒体膜脂蛋白、线粒体蛋白质和线粒

体基因组相互作用进一步加重线粒体和细胞的损

伤。本研究结果表明 ,Aβ31 - 35 和 Aβ25 - 35 可引

起神经细胞 ROS 水平显著升高 ( P < 0101) ,提示

Aβ31 - 35 介导的神经细胞损伤可能是通过线粒体

结构和功能氧化损伤途径实现的。

线粒体通透性转变孔道 ( PTP) 是一种位于线粒

体内外膜交换处 ,受 Ca
2 + 、线粒体膜电位、pH 等调

控的蛋白性孔道。其结构包括 :胞质中的己糖激酶

HK、外膜上的电压依赖性阴离子通道、内膜上的腺

苷酸转运蛋白和线粒体基质中的亲环蛋白 D[12 ] 。

线粒体 PTP 是线粒体参与细胞不同生理和病理活

动的中心环节之一。PTP 开放不仅与线粒体 Ca
2 + 转

运相关 ,而且与临床上由肝毒素、兴奋性毒素、Ca
2 +

失衡、ROS 以及缺氧等因素引起的肝细胞、神经细胞

和心肌细胞死亡相关。本研究结果显示 ,神经细胞

线粒体膜电位显著降低 ( P < 0105) 、反映线粒体颗

粒大小的前向光散射 ( FSC) 和反映线粒体颗粒性状

的侧向光散射 ( SSC) 分布峰由低道数向高道数移

动 ,提示 Aβ可引起由于神经细胞线粒体 PTP 开放

增多而诱发的线粒体肿胀、膜电位消失、线粒体颗粒

性状改变等线粒体结构损伤的表现。与前人研究结

果[7 ]相一致。

GSHΠGSSG动态平衡体系形成体内有效的抗氧

化系统。当细胞处于氧化应激时 , GSH 氧化成

GSSG,引起 GSHΠGSSG比率下降 ,因此 ,GSHΠGSSG可

用以评估体内氧化应激状况 ,也是探讨神经细胞线

粒体氧化还原状态的敏感指标。本研究结果显示 ,

Aβ31 - 35 和 Aβ25 - 35 可导致 GSHΠGSSG比率显著

降低 ( P < 0101) ,提示 Aβ通过改变神经细胞线粒体

氧化还原平衡状态 ,降低神经细胞线粒体抗氧化能

力 ,进而加重神经细胞氧化损伤。

在本实验条件下 ,Aβ31 - 35 同 Aβ25 - 35 一样

可引起神经细胞线粒体毒性 ,且可能是通过对神经

细胞线粒体氧化损伤实现的。提示 Aβ31 - 35 可能

是β淀粉样肽发挥毒性作用较短的功能片段。
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