
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５０７０３５

Ｂｅｔａ淀粉样蛋白对体外培养人神经母细胞瘤细胞的毒性作用

李霞绯，吴　娟　　（４０００１４重庆，重庆市第三人民医院老年科）

　　［摘要］　目的　观察 Ｂｅｔａ淀粉样蛋白（ｂｅｔａａｍｙｌｏｉｄ，Ａβ）对体外培养人神经母细胞瘤细胞（ＳＨ
ＳＹ５Ｙ）的毒性作用。方法　将体外培养的人神经母细胞瘤细胞，分为ＢＳＡ对照组（０．５ｍｇ／ｍＬ）、Ａβ组
（Ａβ１－４２寡聚体，５０μｇ／ｍＬ）和 Ａβ＋ｐ７５ＦＣ组（５０μｇ／ｍＬＡβ１－４２＋１００μｇ／ｍＬｐ７５ＦＣ，ｐ７５ＦＣ为
ｐ７５ＮＴＲ胞外段与人ＩｇＧＦＣ段的融合蛋白，能够竞争性阻断ｐ７５ＮＴＲ），分别干预７２ｈ，采用结晶紫染色
法观测ＳＨＳＹ５Ｙ细胞轴突的生长长度，采用 ＭＴＴ法检测 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞存活率。结果　干预结束后，
Ａβ组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞轴突长度（４２．８３±１４．９８）μｍ明显短于 ＢＳＡ对照组［（６９．７６±１９．２４）μｍ，Ｐ＝
０００３］；在同时给予ｐ７５ＦＣ干预后，其轴突长度（６５．３７±１７．５２）μｍ与 ＢＳＡ对照组轴突长度比较差异
无统计学意义（Ｐ＝０．６００）。Ａβ组 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 Ｄ（４９０）值（０．２０３±０．０６８）明显低于 ＢＳＡ对照组
（０４２８±０．０９４，Ｐ＝０．００２）；在同时给予ｐ７５ＦＣ干预后，其Ｄ（４９０）值（０．４４７±０．１０３）与ＢＳＡ对照组比
较差异无统计学意义（Ｐ＝０．７６８）。结论　Ａβ对人神经母细胞瘤细胞具有毒性作用，且通过 ｐ７５ＮＴＲ
介导实现。
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　　随着老龄化社会的到来，痴呆发病率逐年升高。
阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是痴呆的最
主要类型，典型病理改变为脑内大量老年斑形成、神经

纤维缠结和皮层、海马等神经元丢失，临床上出现记

忆、认知功能下降和人格改变等变化，严重危害患者的

健康。有关ＡＤ的发病机制尚不完全清楚，临床上也
缺乏有效的治疗手段［１］。Ｂｅｔａ淀粉样蛋白（ｂｅｔａａｍｙ
ｌｏｉｄ，Ａβ）的异常沉积被认为是 ＡＤ病理变化的起始环
节和中心环节，是 ＡＤ发生、发展中重要的致病因
素［２］。目前认为，Ａβ的大量沉积对神经元具有毒性
作用［３］，且这种毒性与 ｐ７５神经营养因子受体（ｐ７５
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｐ７５ＮＴＲ）的介导有关。但
是，关于如何阻止Ａβ的产生和消除Ａβ的神经毒性作
用鲜有研究报道。本研究采用体外培养的人神经母细

胞瘤细胞（ＳＨＳＹ５Ｙ），分析在 Ａβ１－４２寡聚体以及 ｐ７５
ＦＣ（ｐ７５ＮＴＲ胞外段与人 ＩｇＧＦＣ段的融合蛋白，能够
竞争性阻断 ｐ７５ＮＴＲ）的干预下其神经突起生长和细
胞存活的变化。

１　材料与方法

１．１　材料
　　选用人神经母细胞瘤细胞株（ＳＨＳＹ５Ｙ细胞株），
使用ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）分组配制溶液：牛血清
白蛋白组（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ，０．５ｍｇ／ｍＬ，Ｓｉｇｍａ
公司）、Ａβ组（Ａβ１－４２寡聚体，５０μｇ／ｍＬ，Ｓｉｇｍａ公司）
和 Ａβ＋ｐ７５ＦＣ组（５０μｇ／ｍＬＡβ１－４２＋１００μｇ／ｍＬ
ｐ７５ＦＣ）。实验细胞株由第三军医大学大坪医院野战
外科研究所神经内科实验室提供。

１．２　方法
１．２．１　ＳＨＳＹ５Ｙ的培养　　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养液使
用 ９０％ ＤｕｌｂｅｃｃｏＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅＭｅｄｉｕｍＦ１２培养基
（ＤＭＥＭＦ１２，ＨｙＣｌｏｎｅ）＋１０％胎牛血清（Ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ，ＨｙＣｌｏｎｅ）。使用２５ｍＬ玻璃培养瓶在５％

ＣＯ２、３７℃条件下进行培养，每７２小时观察生长情况
并换液，根据细胞融合度进行传代，当细胞生长活力良

好时０．２５％胰酶（Ｓｉｇｍａ）消化，２４孔板或９６孔板内进
行分组干预７２ｈ。
１．２．２　结晶紫染色和轴突测量　　采用结晶紫染色
方法对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞进行染色和观察。２４孔板进行
培养和干预实验，每组３个复孔。分组干预７２ｈ后，
３７℃ ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）清洗５ｍｉｎ，共２次；
４％多聚甲醛室温下固定２０ｍｉｎ，再次 ＰＢＳ清洗后用
等量的０．１％结晶紫溶液进行染色（１０～２０ｍｉｎ），于
倒置显微镜下观察并适时终止染色，照相（ＩＸ７３，
Ｏｌｙｍｐｕｓ）。轴突长度采用 ＩｍａｇｅＪ软件进行测量，高
倍镜下随机１０个视野内取最长轴突为测量数值。
１．２．３　ＭＴＴ检测　　采用 ＭＴＴ比色法对 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞存活进行检测。收集干预７２ｈ后的细胞，调整细
胞悬液浓度为１００００个／孔（９６孔板），５％ ＣＯ２、３７℃
条件下孵育，倒置显微镜下观察细胞单层铺满孔底，进

行ＭＴＴ检测。每孔加入 ２０μＬ５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ溶
液，５％ ＣＯ２、３７℃下培养４ｈ；加入２００μＬ二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ），振荡１０ｍｉｎ使结晶物充分溶解，酶联免疫
检测仪测量４９０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４９０）］。同时设调
零孔和对照孔，每组５个复孔。
１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量数据以珋ｘ±ｓ表示，
行ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞轴突生长情况
　　Ａβ组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞轴突长度（４２．８３±１４．９８）μｍ
明显短于 ＢＳＡ对照组［（６９．７６±１９．２４）μｍ，Ｐ＝
０００３］；同时给予 Ａβ１－４２和 ｐ７５ＦＣ干预后，其 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞轴突长度（６５．３７±１７．５２）μｍ与 ＢＳＡ对照
组轴突长度比较差异无统计学意义（Ｐ＝０．６００，图１）。
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Ａ：ＢＳＡ对照组；Ｂ：Ａβ组；Ｃ：Ａβ＋ｐ７５ＦＣ组
图１　各组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞轴突生长情况　（结晶紫染色 ×２００）
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２．２　各组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的存活情况
　　Ａβ组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 Ｄ（４９０）值（０．２０３±０．０６８）
明显低于 ＢＳＡ对照组［０．４２８±０．０９４，Ｐ＝０．００２］；同
时给予 Ａβ１－４２和 ｐ７５ＦＣ干预后，其 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
Ｄ（４９０）值（０．４４７±０．１０３）与 ＢＳＡ对照组比较差异无
统计学意义（Ｐ＝０．７６８）。

３　讨论

　　Ａβ是由淀粉样前体蛋白ＡＰＰ经β分泌酶和γ分
泌酶的蛋白水解作用而产生的多肽［４］。多种细胞能

够产生Ａβ，大部分与伴侣蛋白分子相结合，其他以游
离状态存在于血液、脑脊液和脑间质中。Ａβ１－４０和
Ａβ１－４２是人体内最常见的 Ａβ亚型。前者更容易聚
集，从而形成Ａβ沉淀的核心，较后者更容易引发细胞
毒性作用。Ａβ的这种神经毒性作用被认为在阿尔茨
海默病的病程进展中起着重要作用［５］。但是，Ａβ对
神经元的毒性作用与其状态有密切关系，研究表明溶

解状态的Ａβ在短时间内具有促进神经突起生长和存
活的作用；而聚集沉淀状态的 Ａβ则对神经元呈现相
反的作用，并能引起神经突退缩和神经元变性，产生与

阿尔茨海默病类似的病理改变［６］。我们通过对神经

细胞株ＳＨＳＹ５Ｙ细胞给予Ａβ１－４２寡聚体进行干预，结
果显示其对神经细胞轴突的生长以及细胞存活具有一

定的毒性作用，这与当前大多数研究结果一致。

　　ｐ７５ＮＴＲ是较早发现的膜表面糖蛋白和神经营养
素受体，属于肿瘤坏死因子受体超家族，是神经营养素

（ＮＴｓ）家族成员如神经生长因子（ＮＧＦ）、脑源神经营
养因子（ＢＤＮＦ）的低亲和力受体［７］。ｐ７５ＮＴＲ具有诱
导细胞凋亡的作用，在发育早期对调节神经细胞正常

发育和程序化凋亡具有重要意义。近期研究发现，

ｐ７５ＮＴＲ基因敲除的小鼠其背根神经元群的细胞凋亡
明显减少，提示 ｐ７５ＮＴＲ在神经凋亡诱导方面发挥作
用［８］。近期一项动物研究发现，转基因小鼠脑内 Ａβ
增加的同时能够提高 ｐ７５ＮＴＲ的表达，且 ｐ７５ＮＴＲ阳
性神经纤维早于附近老年斑的出现，甚至深入老年斑

中，提示 ｐ７５ＮＴＲ可能促发 Ａβ沉积［９］，说明 ｐ７５ＮＴＲ
还可能在ＡＤ发展过程中发挥作用，是当前 ＡＤ发病
机制的研究热点［１０］。本实验在给予 Ａβ１－４２处理的同
时给予ｐ７５ＦＣ以竞争性阻断ｐ７５ＮＴＲ的介导作用，发
现Ａβ１－４２的神经细胞毒性被逆转，说明 Ａβ１－４２对神经
细胞的毒性作用是通过ｐ７５ＮＴＲ介导而发挥作用的。

　　本研究表明，ｐ７５ＮＴＲ在 Ａβ１－４２的神经毒性中的
介导作用，为如何阻止 Ａβ沉积后神经毒性和神经元
凋亡提供理论依据，并为ＡＤ等神经性疾病的防治提供
新的靶点和治疗策略，但相关机制有待于进一步研究。
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