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　　［摘要］　目的　探究突触融合蛋白１７（ｓｙｎｔａｘｉｎ１７，ＳＴＸ１７）在Ａβ诱导的小鼠海马神经细胞死亡中
的作用。方法　基于ＷＧＣＮＡ方法选取与阿尔茨海默病显著相关的基因，与自噬基因库和ＳＮＡＲＥ家族
基因取交集筛选关键基因；Ｃ５７ＢＬ／６小鼠海马组织中注射浓度为 １ｇ／Ｌ的 Ａβ３１３５和使用终浓度为
５μｍｏｌ／ＬＡβ３１３５处理ＨＴ２２海马神经细胞，采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＳＴＸ１７、ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２的蛋白表达情
况；ＣＣＫ８法检测Ａβ３１３５处理的ＨＴ２２海马神经细胞存活率；慢病毒介导 ＨＴ２２海马神经细胞 ＳＴＸ１７
过表达后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａβ３１３５处理后ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２的蛋白表达情况。结果　与阿尔茨海默病显著
相关的Ｓａｌｍｏｎ和Ｂｌａｃｋ模块分别与自噬基因库和ＳＮＡＲＥ亚家族取交集获取关键基因 ＳＴＸ１７。与对照
组比较，经Ａβ３１３５处理后，ＨＴ２２细胞细胞存活率［（８１．８１±１１．６５）％］明显下降（Ｐ＜０．０５），小鼠海马
组织和ＨＴ２２细胞中ＳＴＸ１７蛋白表达均显著降低（Ｐ＜０．０５），ＬＣ３Ⅱ和 Ｐ６２蛋白表达均显著升高（Ｐ＜
０．０５）；慢病毒介导ＨＴ２２海马神经细胞ＳＴＸ１７过表达后，显著逆转Ａβ３１３５诱导的ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２的蛋白
表达上调（Ｐ＜０．０５），并改善 Ａβ３１３５诱导的 ＨＴ２２海马神经细胞存活率下降［（１０１．９１±１３．８１）％ ｖｓ
（７９．２１±８．７５）％，Ｐ＜０．０５］。结论　ＳＴＸ１７通过促进自噬来改善Ａβ诱导的小鼠海马神经细胞死亡。
　　［关键词］　 ＳＴＸ１７；Ａβ；小鼠海马神经细胞；细胞死亡；自噬
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种
以认知和记忆功能损害为主的慢性神经系统退行性疾

病，随着老龄化社会的到来，ＡＤ的发病率逐年上升并
随着年龄的增长呈指数增加［１］。ＡＤ的病理特点表现
为神经元胞外老年斑、神经元纤维缠结以及海马等脑

区神经元大量丢失［２］，最终导致与海马区相关的学习

记忆功能减弱和认知功能障碍。β淀粉样蛋白
（ａｍｙｌｏｉｄβｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）毒性学说是ＡＤ发病的主流学
说［３］。Ａβ由 β淀粉样前体蛋白（βａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）经β分泌酶和γ分泌酶水解作用而产生
的含有３９～４３个氨基酸的多肽［４］，由细胞分泌，在细

胞基质沉淀聚积后具有很强的神经毒性作用［５］，可诱

导海马神经细胞死亡［６］。

　　研究发现，在ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因 ＡＤ小鼠脑内存
在大量的自噬体和溶酶体，自噬体和溶酶体的增加很

大程度上是由自噬水平降低引起的［７］。自噬是指吞

噬自身受损蛋白或衰老细胞器使其包被进入囊泡，并

与溶酶体融合形成自噬溶酶体，降解其所包裹的内容

物的过程。随着ＡＤ病情的进展，自噬体逐渐增多，自
噬体和溶酶体融合受限，最终引起脑内大量神经细胞

丢失和死亡［８］。因此，改善自噬体和溶酶体融合障碍

对逆转ＡＤ尤为重要。突触融合蛋白 １７（ｓｙｎｔａｘｉｎ１７，
ＳＴＸ１７）是自噬体和溶酶体融合过程中的关键蛋白。
在自噬过程中，ＳＴＸ１７蛋白招募 ＳＮＡＰ２９蛋白和
ＶＡＭＰ８蛋白形成 ＳＴＸ１７ＳＮＡＰ２９ＶＡＭＰ８复合体，介
导自噬体与溶酶体的融合［９］。然而，ＳＴＸ１７是否可以
改善Ａβ诱导的海马神经细胞死亡目前尚不清楚。因

此，本研究探讨 Ａβ３１３５对小鼠海马神经细胞中
ＳＴＸ１７表达和自噬的影响，并观察过表达 ＳＴＸ１７是否
能逆转Ａβ３１３５所致小鼠海马神经细胞死亡和自噬
异常。

１　材料与方法

１．１　动物及细胞
　　６～８周龄的雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，质量１８～２５ｇ，饲
养环境适宜且自由饮食。本研究涉及动物的所有程序

均得到山西医科大学伦理委员会批准，使用过程符合

国家实验动物使用规定。ＨＴ２２小鼠海马神经细胞系
购自广州吉尼欧生物科技有限公司。

１．２　主要试剂与仪器
　　Ａβ３１３５试剂（货号：ａｂ１２０９７４）、ＬＣ３抗体（货号：
ａｂ４８３９４）和 Ｐ６２抗体（货号：ａｂ５６４１６）购自英国
Ａｂｃａｍ公司；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８试剂盒（货号：ＣＫ０４）
购自日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司；ＳＴＸ１７抗体（货号：１７８１５１Ｐ）
购自美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＬＶＯＥＳＴＸ１７购自中国吉
凯公司。

　　ＣＯ２恒温细胞培养箱（货号：ＨＥＲＡｃｅｌｌ１５０ｉ）购自
美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；酶联免疫检测仪（货号：ＳＭＰ５００
０７１４７ＨＬＸＵ）购自美国ＳｏｆｔＭａｘ公司；ＰＣＲ扩增仪（货
号：ＭＸ３００５Ｐ）购自美国 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司；凝胶成像系
统（货号：ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｕｍ８１０）购自美国 ＵＶＰ公司，倒置
荧光显微镜（货号：ＩＸ５１）购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．３　ＷＧＣＮＡ分析和关键基因筛选
　　使用Ｒ语言 ＷＧＣＮＡ包对 ＧＳＥ１１１７３７数据进行

３１７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１７）



分析，该数据含 ７例 ＡＤ患者和 ６例健康人群，参考
ＧＰＬ２１８１０平台的注释信息将探针转换为相应的基因
符号。通过 ＷＧＣＮＡ包中的“ｐｉｃｋＳｏｆｔＴｈｒｅｓｈｏｌｄ”函数
获得相邻函数加权参数的最优值，将其作为软阈值。

构建邻接矩阵探索基因的内在联系，利用拓扑重叠矩

阵（ＴＯＭ）相似性函数将邻接矩阵转换为 ＴＯＭ矩阵。
基于动态剪切树将基因分为不同模块，并计算模块临

床特征的相关性，从中选择与阿尔茨海默病相关程度

最高的模块并对该模块中的基因进行后续分析。通过

ＷＧＣＮＡ分析筛选出来的模块基因分别与自噬基因库
和ＫＥＧＧ筛选出的ＳＮＡＲＥ家族基因取交集。
１．４　小鼠海马神经元ＨＴ２２细胞培养
　　将－８０℃取出装有ＨＴ２２神经细胞的冻存管立即放
入３７℃水浴锅，快速晃动冻存管使其融解，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心 ５ｍｉｎ，弃上清后添加新的完全培养基并吹打混
匀，将重悬的细胞转移至培养瓶并补加适量的完全培

养基，“８”字晃动培养瓶使细胞分布均匀；使用含
ＥＤＴＡ的胰酶对生长状态良好的神经细胞进行消化，
从而制备成细胞悬液，以２×１０５／孔接种至６孔板，次
日观察细胞生长情况，待汇合度达 ７０％进行干预；当
培养瓶中细胞生长融合度达到８０％时进行传代处理；
部分细胞进行冻存处理，以便后续实验需要。后续细胞

实验分为对照组（正常培养）和 Ａβ３１３５组（５μｍｏｌ／Ｌ
Ａβ３１３５处理）。
１．５　小鼠海马内注射给药
　　使用５％水合氯醛对小鼠腹腔进行注射麻醉，将
头部固定在三维脑力体定位仪，使用消毒后的剪刀在

小鼠头部剪开约 １．５ｃｍ的切口；定位海马组织的位
置：前囟后２ｍｍ，中线两侧旁开１．８ｍｍ，深度１．８ｍｍ；
进行海马内注射。实验分为对照组和Ａβ３１３５处理组，
Ａβ３１３５组给予Ａβ３１３５（１ｇ／Ｌ，７５０ｎｍｏｌ／ｋｇ，双侧海马
注射共约８．２μＬ），对照组注射等量的高压三蒸水。
１．６　ＣＣＫ８法检测细胞活性
　　将对数生长期的细胞制备成细胞悬液后接种到
９６孔板上，次日更换新的完全培养基并进行药物干
预，药物处理２４ｈ后，每孔各加入 １０μＬＣＣＫ８溶液
并孵育１．５ｈ，使用酶标仪测定４５０ｎｍ处的光密度值
［Ｄ（４５０）］并进行数据处理分析，计算公式如下。
　　细胞存活率＝［实验组 Ｄ（４５０）值－空白对照组
Ｄ（４５０）值］／［阴性对照组 Ｄ（４５０）值－空白对照组
Ｄ（４５０）值］×１００％
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　使用配制好的裂解液（ＲｉＰａ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）提取

组织和细胞的总蛋白，ＢＣＡ法测蛋白的浓度，对各组
溶液进行定量处理，之后放在 １００℃金属浴加热
１０ｍｉｎ；配制５％的浓缩胶和１２％的分离胶，按顺序依
次将Ｍａｒｋｅｒ和蛋白样品加入 ＳＤＳＰＡＧＥ胶样孔内，先
设置８０Ｖ的电压待跑出一定量Ｍａｒｋｅｒ后转为１２０Ｖ；
使用甲醇激活ＰＶＤＦ膜后开始进行转膜，再使用５％脱
脂奶粉进行封闭（常温，２ｈ），封闭结束后使用 ＴＢＳＴ
洗膜三次加入相应一抗进行孵育，孵育条件为４℃冰
箱过夜，次日继续洗膜３次，加入相应二抗，在４℃孵
育２ｈ后洗膜３次；吸取适量的ＳｕｐｅｒＥＣＬＰｌｕｓ超敏发
光液滴加到 ＰＶＤＦ膜蛋白条带上，使用 ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｕｍ
８１０ＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ系统采集图像，利用凝胶成像系统
曝光并使用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。
１．８　慢病毒感染及感染细胞的筛选

　　ＨＴ２２细胞制备成悬液后以 １×１０４／孔接种于 ９６
孔板上，设置梯度最佳感染复数 ＭＯＩ为５、１０、２０、３０，
加入病毒体积＝细胞计数×２×ＭＯＩ／病毒滴度，根据荧
光表达情况选择感染效率最佳ＭＯＩ。使用１／２小体积
感染法：在倒置荧光显微镜下观察培养瓶中细胞生长

状态和密度，密度达６０％时，弃旧培养基，加ＰＢＳ缓冲
液冲洗一次并更换新的完全培养基，同时加入最佳

ＭＯＩ值所对应的慢病毒量和１／２体积完全培养基和助
转剂，待感染４ｈ后再加入另一半新鲜培养基和助转
剂，感染１６ｈ后，将含病毒的培养基换为普通完全培
养基。实验分为 ４组：空病毒组（ＬＶＮＣ）、空病毒＋
Ａβ３１３５组（ＬＶＮＣ＋Ａβ３１３５）、慢病毒过表达 ＳＴＸ１７
组（ＬＶＯＥＳＴＸ１７）、慢病毒过表达 ＳＴＸ１７＋Ａβ３１３５组
（ＬＶＯＥＳＴＸ１７＋Ａβ３１３５）。
１．９　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）

检测

　　在各组细胞加入５００μＬＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ，冰上充分裂
解后收集于 ＥＰ管中，进行总 ＲＮＡ提取、溶解及浓度
检测；进行ＲＮＡ的反转录，以ｃＤＮＡ为模板进行扩增。
ＰＣＲ上游引物：５′ＧＧＡＡＡＣＣＴＴＡＧＡＡＧＣＧＧＡＣＴＴ３′，
下游引物：５′ＴＣＡＡＣＡＴＴＣＡＣＡＧＣＧＧＣＡＣ３′。所有结
果与对照组ＧＡＰＤＨ的表达量进行标化，采用２－ΔΔＣｔ法
对目的基因 ｍＲＮＡ水平进行相对定量。实验分为
３组：普通对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、普通对照组＋空载组（ＬＶ
ＮＣ）、普通对照组＋载体组（ＬＶＯＥＳＴＸ１７）。
１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用完全随机两独立样本 ｔ检验，

４１７１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



多组间比较采用单因素方差分析，组间差异采用最小

显著法（ＬＳＤ）进行比较，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　生物信息学分析ＡＤ患者中ＳＴＸ１７表达水平
　　通过 ＷＧＣＮＡ包的算法，根据无尺度网络分布拟
合，选取β＝８作为软阈值（图１Ａ），并计算基因间的相
关性矩阵和ＴＯＭ，使用ＴＯＭ构建基因间分层聚类树，合
并相似模块后得到４０个模块（图１Ｂ），其中黑色模块和
浅橙色模块与ＡＤ的相关性最高（图１Ｃ）。因此黑色模

块和浅橙色模块可以作为与ＡＤ密切相关的枢纽模块。
而后将两个模块的基因分别与自噬基因库和ＳＮＡＲＥ家
族基因取交集，仅有黑色模块提取出ＳＴＸ１７（图１Ｄ、Ｅ）。
２．２　Ａβ３１３５可诱导Ｃ５７ＢＬ／６小鼠海马组织和ＨＴ２２

海马神经细胞的ＳＴＸ１７蛋白表达下调
　　与对照组比较，海马内注射 Ａβ３１３５诱导了
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠海马组织ＳＴＸ１７蛋白表达（０．７２±０．２８）
显著降低（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ）。进一步离体研究发现，
Ａβ３１３５作用后，ＨＴ２２海马神经细胞ＳＴＸ１７蛋白表达
（０．７８±０．１６）也较对照组显著降低（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。

!"#

$%&

$%'

$%(

#%)

#

*#%)

+ !# !+ )#

软阈值

无
尺
度
拓
扑
模
型

+ !# !+ )#

软阈值

尺度独立性 连接度
'##

+##

(##

,##

)##

!##

#

连
接
度

!%#

#%-

#%&

#%.

$"'

模块颜色

高
度

/

0

1

2 3

Ａ：基于ＧＳＥ１１１７３７表达数据的软阈值确定；Ｂ：基因表达的聚类分析　确定不同的共表达数据模块；Ｃ：基因模块
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图１　ＳＴＸ１７基因在阿尔茨海默病中表达异常

５１７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１７）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠海马组织中ＳＴＸ１７蛋白的表达及
半定量分析；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＴ２２海马细胞中 ＳＴＸ１７
蛋白的表达及半定量分析

图２　Ａβ３１３５诱导小鼠海马组织和ＨＴ２２细胞中
ＳＴＸ１７蛋白表达降低 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．３　Ａβ３１３５导致ＨＴ２２海马神经细胞死亡
　　５μｍｏｌ／ＬＡβ３１３５作用２４ｈ后，ＨＴ２２海马神经
细胞存活率为（８１．８１±１１．６５）％，较对照组显著降低
（Ｐ＜０．０５，图 ３），表明 Ａβ３１３５对海马神经细胞产生
明显的毒性作用。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图３　Ａβ３１３５对ＨＴ２２细胞存活率的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．４　Ａβ３１３５诱导小鼠海马神经细胞自噬相关蛋白
ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２蛋白表达升高

　　经海马内注射 Ａβ３１３５后，小鼠海马组织 ＬＣ３Ⅱ
的表达（１．２３±０．２２）较对照组显著升高（Ｐ＜０．０５），
Ｐ６２的表达（１．２２±０．１６）较对照组显著升高（Ｐ＜
０．０５），见图４Ａ。同样的，Ａβ３１３５作用ＨＴ２２海马神

经细胞后，细胞中 ＬＣ３Ⅱ的表达较对照组显著升高
（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２的表达较对照组显著升高（Ｐ＜０．０５），
见图４Ｂ。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠海马组织中ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２蛋白表达
及半定量分析；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＴ２２海马细胞中 ＬＣ３

Ⅱ、Ｐ６２蛋白表达及半定量分析

图４　Ａβ３１３５诱导小鼠海马组织和ＨＴ２２细胞中ＬＣ３、Ｐ６２
蛋白表达升高（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．５　过表达 ＳＴＸ１７逆转 Ａβ３１３５诱导的 ＨＴ２２海马
神经细胞存活率降低

　　上海吉凯公司协助构建慢过表达 ＳＴＸ１７病毒载
体（ＯＥＳＴＸ１７，图５Ａ），设置 ＭＯＩ值，在倒置荧光显微
镜下观察细胞感染情况，结果显示 ＭＯＩ＝２０时荧光强
度较高（图５Ｂ），故选用 ＭＯＩ＝２０用于后续实验；与对
照组比较，慢病毒ＯＥＳＴＸ１７感染使ＨＴ２２海马神经细
胞ＳＴＸ１７ｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ）。
ＳＴＸ１７过表达的ＨＴ２２海马神经细胞存活率为（１０１．９１±
１３．８１）％，较Ａβ３１３５处理组（７９．２１±８．７５）％显著上
升（Ｐ＜０．０５，图６），说明过表达ＳＴＸ１７可以逆转Ａβ诱
导的ＨＴ２２海马神经细胞存活率降低。
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Ａ：上海吉凯公司提供的构建过表达慢病毒载体；Ｂ：ＭＯＩ为 ５、１０、２０、３０的 ＧＦＰ荧光图；Ｃ：ＲＴＰＣＲ检测 ＬＶＯＥ
ＳＴＸ１７ｍＲＮＡ表达情况　 １：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＬＶＮＣ组；３：ＬＶＯＥＳＴＸ１７；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ和ＬＶＮＣ组比较

图５　ＯＥＳＴＸ１７感染使ＨＴ２２海马神经细胞ＳＴＸ１７ｍＲＮＡ表达水平显著升高 （ｎ＝６，
!珋ｘ±ｓ）
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１：ＬＶＮＣ组；２：ＬＶＮＣ＋Ａβ３１３５组；３：ＬＶＯＥＳＴＸ１７组；
４：ＬＶＯＥＳＴＸ１７＋Ａβ３１３５组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＶＮＣ组比
较，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＶＮＣ＋Ａβ３１３５组比较

图６　过表达ＳＴＸ１７逆转了Ａβ３１３５诱导的ＨＴ２２
海马神经细胞存活率降低 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．６　过表达 ＳＴＸ１７逆转 Ａβ３１３５诱导的 ＨＴ２２海马
神经细胞ＬＣ３Ⅱ和Ｐ６２蛋白升高

　　慢病毒感染 ＨＴ２２海马神经细胞过表达 ＳＴＸ１７

后，ＬＣ３Ⅱ 蛋白表达（０．８９±０．２３）较 Ａβ３１３５处理组
（１．３０±０．２５）显著降低（Ｐ＜０．０５，图７Ａ），Ｐ６２蛋白表
达（０．９７±０．２９）较Ａβ３１３５处理组（１．３４±０．２６）显著
降低（Ｐ＜０．０５，图 ７Ｂ），表明过表达 ＳＴＸ１７后拮抗了
Ａβ３１３５诱导的小鼠海马神经细胞 ＬＣ３Ⅱ 和 Ｐ６２蛋
白表达升高。

３　讨论

　　本研究通过生物信息学发现 ＡＤ患者海马组织中
ＳＴＸ１７表达水平异常，Ａβ３１３５导致小鼠海马神经细
胞存活率下降，诱导了 ＳＴＸ１７蛋白表达下降和自噬相
关蛋白ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２表达升高，使用慢病毒感染 ＨＴ２２
海马神经细胞来过表达 ＳＴＸ１７后，改善了 Ａβ３１３５诱
导的海马神经细胞存活率降低和逆转了 ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２
蛋白表达升高。

　　ＡＤ发病机制不清，目前有多种学说［１０］，例如 Ａβ
毒性学说、Ｔａｕ蛋白过度磷酸化学说、氧化应激学说、
炎症学说和胆碱能损伤学说等［１１］，进一步揭示 ＡＤ发
病机制和寻找潜在干预靶点尤为重要。研究发现，ＡＤ

７１７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１７）
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１：ＬＶＮＣ组；２：ＬＶＮＣ＋Ａβ３１３５组；３：ＬＶＯＥＳＴＸ１７组；４：ＬＶＯＥＳＴＸ１７＋Ａβ３１３５组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＶＮＣ组比
较，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＶＮＣ＋Ａβ３１３５组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３Ⅱ蛋白表达及半定量分析；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐ６２蛋白表达及半定量分析

图７　ＳＴＸ１７过表达拮抗Ａβ３１３５诱导的海马神经细胞ＬＣ３Ⅱ和Ｐ６２蛋白表达升高 （ｎ＝６，!珋ｘ±ｓ）

发生过程中伴有自噬功能障碍［１２］，ＡＤ患者以及 ＡＤ
小鼠模型大脑皮质和海马神经元内存在大量的自噬泡

的异常聚集，提示 ＡＤ过程中存在自噬体和溶酶体融
合障碍［１３］。在自噬过程中，ＳＴＸ１７可与囊泡相关蛋白
８（ＶＡＭＰ８）、可溶性 ＮＳＦ黏附蛋白 ２９（ＳＮＡＰ２９）形成
ＳＮＡＲＥ复合体共同介导自噬小体与溶酶体的融合，且
有研究表明ＡＤ患者死后脑样本中 ＳＮＡＲＥ复合体水
平降低［１４］，提示 ＳＮＡＲＥ蛋白复合体与 ＡＤ的发生或
发展相关。本研究采用 ＷＧＣＮＡ分析 ＧＳＥ１１１７３７数
据集获得４０个与 ＡＤ临床特征相关的模块，其中以
ｓａｌｍｏｎ和ｂｌａｃｋ模块的相关性最为显著，而后将自噬
基因库和 ＳＮＡＲＥ家族基因与 ｓａｌｍｏｎ模块和 ｂｌａｃｋ模
块中的基因取交集，最终得到 １个 ＡＤ发病关键基
因———ＳＴＸ１７基因。
　　ＳＴＸ１７蛋白是自噬体和溶酶体融合的关键蛋白，
主要位于内质网和细胞质。ＳＴＸ１７蛋白具有特殊的发
夹结构，有助于其向自噬体转移［１５］，转位到自噬体的

ＳＴＸ１７，募集细胞质中 ＳＮＡＰ２９与 ＶＡＭＰ８并结合形成
ＳＴＸ１７ＶＡＭＰ８ＳＮＡＰ２９复合物，介导自噬体与溶酶体
的融合。当自噬体和溶酶体融合发生障碍时就会导致

自噬流受阻，进而导致细胞内损伤的细胞器和异常蛋

白质聚集。通常，评价自噬功能状态主要有２个指标，
分别是ＬＣ３和 Ｐ６２。ＬＣ３是自噬小体膜上特征性标
记，自噬形成时，胞浆型ＬＣ３（即ＬＣ３１）会酶解掉一小
段多肽，转变为膜型（即ＬＣ３Ⅱ），ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ比值的大
小可在一定程度上评估自噬水平的高低。因此，ＬＣ３
蛋白的表达高低在某种程度上可以反映自噬小体形成

的活跃程度［１６］。Ｐ６２作为自噬选择性底物，在自噬功

能正常即自噬流通畅的情况可以被降解，当 ＬＣ３蛋白
升高，Ｐ６２蛋白水平也升高的情况下提示自噬流受阻，
反之，当 Ｐ６２蛋白水平降低时提示自噬流通畅，自噬
功能正常［１７］。ＳＴＸ１７的耗竭阻断了 ＳＴＸ１７ＶＡＭＰ８
ＳＮＡＰ２９复合物的形成，并损害了溶酶体和自噬体的
融合，导致自噬体的积累［１８］，自噬流受阻，进而导致自

噬标记物ＬＣ３蛋白和底物Ｐ６２蛋白表达水平升高［１９］。

研究证实，在ＡＤ模型小鼠脑内 ＳＴＸ１７蛋白表达明显
下调［２０］。本研究结果显示，经 Ａβ３１３５的处理后，在
体和离体水平小鼠海马神经组织和细胞 ＳＴＸ１７蛋白
表达均显著下调，自噬标志性蛋白 ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２表达升
高。提示ＳＴＸ１７蛋白在阿尔茨海默病的发展进程中
起重要作用。

　　本研究进一步证实 ＳＴＸ１７蛋白表达异常是否是
神经细胞死亡的重要原因。如前文所述，ＳＴＸ１７蛋白
在调控自噬过程中发挥着重要作用。当自噬过程异常

时能导致自噬性细胞死亡，一种程序性细胞死亡［２１］。

研究发现，ＳＴＸ１７可以通过增强自噬通量和减少内质
网应激依赖性神经元凋亡来改善缺血／再灌注诱导的
神经元损伤［２２］。ＳＴＸ１７过表达恢复了自噬通量，并且
缓解了柯萨奇病毒 Ｂ３诱导的溶酶体功能障碍，并减
少了ＨｅＬａ细胞中柯萨奇病毒 Ｂ３感染诱导的细胞凋
亡［２３］。本研究采用慢病毒感染 ＨＴ２２海马神经细胞
来过表达 ＳＴＸ１７基因进行实验，结果显示 ＬＶＯＥ
ＳＴＸ１７后改善了Ａβ３１３５导致的细胞存活率降低。可
见，ＳＴＸ１７可以有效逆转ＡＤ神经细胞死亡，并与细胞
自噬功能密切相关，早期合理调控 ＳＴＸ１７蛋白水平对
于减少ＡＤ神经细胞死亡意义重大。
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