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　　［摘要］　目的　通过构建腺苷转运体１（ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｖｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＥＮＴ１）过表达和敲低
质粒，观察ＥＮＴ１对阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的影响及可能的机制。方法　利用分子克
隆的方式构建ＥＮＴ１过表达质粒ｐＡＡＶＥＮＴ１ｍＣｈｅｒｒｙ和敲低质粒ｐＡＡＶＥＮＴ１ｓｈＲＮＡＺｓＧｒｅｅｎ。将过表
达质粒转染入小鼠神经元 Ｎ２Ａ细胞，将敲低质粒转染入含瑞士家族人 ＡＰＰ６９５的 Ｎ２Ａ细胞（Ｎ２Ａ
ＡＰＰ）。结合ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测ＥＮＴ１ｍＲＮＡ和蛋白表达及炎症因子的变化，通过
ＣＣＫ８试剂盒检测对细胞活性的影响。结果　测序和 ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ验证结果显示小鼠 ＥＮＴ１过表达
和敲低质粒已成功构建。ＣＣＫ８检测结果显示，过表达 ＥＮＴ１水平 ２４ｈ内细胞存活率显著下调（Ｐ＜
０．０５），而当敲低ＥＮＴ１时细胞存活率显著上调（Ｐ＜０．０１）。ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ检测进一步发现，ＥＮＴ１过
表达可引起细胞内炎症因子ＩＬ１β、ＴＮＦα、Ｃ１ｑａ和Ｃ１ｑｂ水平的显著上调（Ｐ＜０．０５），而敲低 ＥＮＴ１时
可逆转Ｎ２ＡＡＰＰ细胞内炎症因子水平的上调（Ｐ＜０．０５）。结论　靶向敲低ＥＮＴ１的蛋白水平可通过降
低炎症反应从而减轻ＡＤ的病理改变，ＥＮＴ１可能是ＡＤ病理机制的一个潜在靶点。
　　［关键词］　 腺苷转运体１；阿尔茨海默病；炎症因子；细胞活力
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）又称老
年痴呆，是一种以进行性认知功能障碍和记忆损害为

特征的慢性神经系统退行性疾病［１］。其起病隐匿，病

程长，致残致死率高，是全球面临的重大公共卫生健康

问题之一。ＡＤ的典型病理特征包括由 β样淀粉蛋白
（ａｍｙｌｏｉｄβｐｅｐｔｉｄｅ，Ａβ）聚集导致的胞外老年斑、由
ｔａｕ蛋白过度磷酸化导致的胞内神经原纤维缠结
（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙｔａｎｇｌｅ，ＮＦＴ）以及神经元的丢失和胶质
细胞的活化［２－３］等，其中，Ａβ来源于淀粉样前体蛋白
（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）经 β分泌酶和 γ分
泌酶协同切割产生，被认为在 ＡＤ发病中起核心作用。
然而ＡＤ的发病机制还未完全弄清楚，尚缺乏有效防
治ＡＤ的措施。因此，从新的角度探寻 ＡＤ发病机制
以及筛选ＡＤ治疗新靶点迫在眉睫。
　　腺苷又称腺嘌呤核苷，是能量产生和代谢的重要
组成部分，腺苷也是一种神经调节剂［４］，调控多种生

理功能，包括神经免疫反应［５］、突触传递以及神经元

兴奋性［６］、表观遗传学介导的基因调控［７］等等。因

此，脑内腺苷水平的改变可能影响多种病理生理功能，

包括睡眠和觉醒、认知功能、神经元损伤和神经变

性［８－９］等。脑内细胞外腺苷主要由平衡型核苷转运蛋

白（ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｖｅｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，ＥＮＴｓ）回收并
清除［１０］，ＥＮＴｓ在所有组织中广泛表达，促进腺苷沿着
浓度梯度跨膜双向运输。近期有文献报道通过分析

ＥＮＴ１敲除小鼠的蛋白质组学发现，ＥＮＴ１与神经系统
疾病密切相关［１１］。但ＥＮＴ１是否与ＡＤ相关以及如何
影响ＡＤ发生尚不清楚。
　　因此，本研究拟在构建 ＥＮＴ１过表达和敲低质粒
的基础上，以小鼠神经元 Ｎ２Ａ以及 Ｎ２ＡＡＰＰ细胞为
研究对象，探讨过表达或敲低 ＥＮＴ１对 ＡＤ的影响及
可能机制。本研究将为揭示ＡＤ发病的新机制提供实
验室依据。

１　材料与方法

１．１　过表达质粒的构建
１．１．１　ＲＮＡ提取及逆转录ｃＤＮＡ　　总ＲＮＡ从小鼠
Ｎ２Ａ细胞系提取，每３０～５０ｍｇ细胞匀浆中加入１ｍＬ
ＴＲＮｚｏｌ（天根生化科技公司，ＤＰ４２４），冰浴 ５ｍｉｎ；每
１ｍＬＴＲＮｚｏｌ加入 ２００μＬ三氯甲烷（川东化工公司，
１８８８），立即剧烈振荡至溶液变成粉色不透明后冰浴
３ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；小心取上清水相，加
入等体积的异丙醇（川东化工公司，１２１９），混匀后冰
浴１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ；弃去上清液，此
时底部应有白色沉淀，加入１ｍＬ７５％酒精清洗沉淀，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃上清液后将沉淀晾干，加
入２０μＬＤＥＰＣ水（碧云天公司，Ｒ００２２），振荡混匀所
得 即 为 ＲＮＡ。根 据 ＡＢｃｌｏｎａｌ逆 转 录 试 剂 盒
（ＲＫ２０４３３）方法进行逆转录得到 ｃＤＮＡ。反转录的流
程是在５０℃ ３０ｍｉｎ，在９５℃下１５ｍｉｎ。
１．１．２　ＰＣＲ扩增基因片段　　ＥＮＴ１基因片段扩增
引物（ＥＮＴ１Ｆ，ＥＮＴ１Ｒ），与 ＥＮＴ１作为融合基因连接
的ｍＣｈｅｒｒｙ基因片段扩增引物（ｍＣｈｅｒｒｙＦ，ｍＣｈｅｒｒｙＲ）
以及作为对照的ｍＣｈｅｒｒｙ基因片段扩增引物（ｍＣｈｅｒｒｙ
ｃｏｎＦ）见表１，Ｒｅｖｅｒｓｅ引物与ｍＣｈｅｒｒｙ组相同。
　　反应体系：５×ＰＳｂｕｆｆｅｒ（ＴａＫａＲａ公司，ＡＬ９１３４６Ａ）
１０μＬ，２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ ｄＮＴＰ ｍｉｘ（ＴａＫａＲａ公 司，
ＡＬ２１８５９Ａ）４μＬ，Ｆｏｒｗａｒｄ引物 ２．５μＬ，Ｒｅｖｅｒｓｅ引物
２．５μＬ，模板 ｃＤＮＡ５００ｎｇ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ（ＴａＫａＲａ公
司，Ｒ０１０Ａ）０．５μＬ，ＤＥＰＣ水补足至５０μＬ，达到总体
积５０μＬ。反应条件：９４℃ ３０ｓ，９８℃１０ｓ，５５℃１５ｓ，
７２℃ ２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ，４℃ 保存。用
０．６％琼脂糖凝胶电泳鉴定，恒压１３０Ｖ跑胶 ３０ｍｉｎ，
进行紫外显影鉴定。胶回收纯化试剂盒（Ｓａｎｇｏｎ
ｂｉｏｔｅｃｈ公司，Ｂ１１００９２００５０）纯化基因片段。

表１　ＥＮＴ１及ｍＣｈｅｒｒｙ基因扩增引物

名称 序列

ＥＮＴ１
正义：５′ＴＧＧＧＡＴＴＣＧＡＡＣＡＴＣＧＡＴＴＧＡＴＧＡＣＡＡＣＣＡＧＴＣＡＣＣＡＧＣＣＴＣ３′
反义：５′ＡＣＣＡＴＡＧＡＧＣＣＴＣＣＡＣＣＣＣＣＣＡＣＡＡＧＴＧＣＣＣＴＴＡＡＣＡＡＧ３′

ｍＣｈｅｒｒｙ
正义：５′ＧＧＧＧＧＴＧＧＡＧＧＣＴＣＴＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧ３′
反义：５′ＧＧＡＴＧＣＣＡＣＣＣＧＴＡＧＡＴＣＴＣＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣ３′

ｍＣｈｅｒｒｙｃｏｎ 正义：５′ＴＧＧＧＡＴＴＣＧＡＡＣＡＴＣＧＡＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧ３′

９８５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）



表２　Ｃｏｎｔｒｏｌ与ＥＮＴ１ＫＤｏｌｉｇｏ序列

名称 序列

ＥＮＴ１ｏｌｉｇｏ
正义：５′ＧＡＴＣＣＧＧＡＧＡＣＣＡＡＧＴＴＧＧＡＴＣＴＣＡＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＴＧＡＧＡＴＣＣＡＡＣＴＴＧＧＴＣＴＣＴＴＴＴＴＡ３′
反义：５′ＡＧＣＴＴＡＡＡＡＡＧＡＧＡＣＣＡＡＧＴＴＧＧＡＴＣＴＣＡＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＴＧＡＧＡＴＣＣＡＡＣＴＴＧＧＴＣＴＣＣＧ３′

Ｓｃｒａｍｂｌｅｏｌｉｇｏ
正义：５′ＧＡＴＣＣＧＧＴＣＴＧＴＣＴＴＧＴＴＣＧＴＴＡＴＴＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＡＡＴＡＡＣＧＡＡＣＡＡＧＡＣＡＧＡＣＴＴＴＴＴＴＡ３′
反义：５′ＡＧＣＴＴＡＡＡＡＡＡＧＴＣＴＧＴＣＴＴＧＴＴＣＧＴＴＡＴＴＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＡＡＴＡＡＣＧＡＡＣＡＡＧＡＣＡＧＡＣＣＧ３′

１．１．３　过表达载体酶切　　过表达腺相关病毒质粒载
体ｐＡＡＶｖｅｃｔｏｒ进行酶切，酶切体系：ｐＡＡＶｖｅｃｔｏｒ３μｇ，
ＥｃｏＲⅠ（ＴａＫａＲａ公司，１０４０Ａ）０．５μＬ，ＸｈｏⅠ（ＴａＫａＲａ公
司，１０９４Ａ）０．５μＬ，１０×Ｈｂｕｆｆｅｒ（ＴａＫａＲａ公司，１０４０Ａ）
４μＬ，ＤＥＰＣ水补足至 ４０μＬ，达到总体积 ４０μＬ。在
３７℃孵育３ｈ后，用０．６％琼脂糖凝胶电泳鉴定，恒压
１３０Ｖ跑胶３０ｍｉｎ，进行紫外显影鉴定。胶回收纯化试
剂盒纯化。

１．１．４　基因片段与载体连接　　用无缝克隆试剂盒
（碧云天公司，Ｄ７０１０Ｓ）进行ＥＮＴ１片段、ｍＣｈｅｒｒｙ片段
及 ｐＡＡＶｖｅｃｔｏｒ的连接，连接体系：ＥＮＴ１基因片段
１μＬ，ｍＣｈｅｒｒｙ基因片段 １μＬ，ｐＡＡＶｖｅｃｔｏｒ８μＬ，２×
ｍｉｘ１０μＬ，总体积 ２０μＬ。体系混合均匀后，进行细
菌转化：将 ２μＬ连接产物加入 ５０μＬ感受态细菌
ｓｔａｂｌ３（擎科生物公司，ＴＳＣＣ０６）中，冰上放置３０ｍｉｎ，
４２℃热激６０ｓ，立即置于冰上２ｍｉｎ，加入３００～４００μＬ
ＬＢ液体培养基，３７℃培养 １ｈ，离心后的细菌涂于氨
苄 ＬＢ固体培养基上，３７℃ 孵育１４ｈ，挑取单克隆菌
落接种于 １５ｍＬ氨苄 ＬＢ液体培养基中，３７℃培养
１２～１４ｈ。采用质粒提取试剂盒（康为世纪公司，
ＣＷ２１０５Ｓ）提取质粒，将阳性克隆测序比对分析。
１．２　敲低质粒的构建
１．２．１　ＥＮＴ１敲低（ｓｈＲＮＡ）以及对照（Ｓｃｒａｍｂｌｅ）ｏｌｉｇｏ
变性　　ＥＮＴ１ｏｌｉｇｏ与Ｓｃｒａｍｂｌｅｏｌｉｇｏ见表２。变性体
系：Ｆｏｒｗａｒｄ引物 ５μＬ，Ｒｅｖｅｒｓｅ引物 ５μＬ，补水至
５０μＬ。变性程序为：９５℃ ４ｍｉｎ，７０℃ １０ｍｉｎ，随后
慢降至室温备用。

１．２．２　ｓｈＲＮＡ载体酶切　　酶切体系：ｐＡＡＶｓｈＲＮＡ
ｚｓＧｒｅｅｎ６μｇ，ＢａｍＨⅠ （ＴａＫａＲａ，１０１０Ａ）０．５μＬ，
ＨｉｎｄⅢ （ＴａＫａＲａ，１０６０Ａ）０．５μＬ，１０×Ｋ ｂｕｆｆｅｒ
（ＴａＫａＲａ，１０１０Ａ）５μＬ，ＤＥＰＣ水补足至 ５０μＬ。
３７℃孵育 ３ｈ。０．６％琼脂糖凝胶电泳鉴定，１３０Ｖ
３０ｍｉｎ，进行紫外显影鉴定。胶回收纯化试剂盒纯化。
１．２．３　质粒载体和ｓｈＲＮＡ／Ｓｃｒａｍｂｌｅ的连接　　同样
用无缝克隆试剂盒进行ＥＮＴ１ｓｈＲＮＡｏｌｉｇｏ或Ｓｃｒａｍｂｌｅ
ｏｌｉｇｏ与载体 ｐＡＡＶｓｈＲＮＡｚｓＧｒｅｅｎ的连接，连接体系：
ＥＮＴ１ｏｌｉｇｏ１μＬ，ｐＡＡＶＵ６ｚｓＧｒｅｅｎ８μＬ，２×ｍｉｘ１０μＬ。
总体积２０μＬ。５０℃孵育１５ｍｉｎ。之后进行细菌转化
并挑克隆，扩大菌群培养后提取质粒（方法同１．１．４），
将阳性克隆测序比对分析。

１．３　细胞培养
　　细胞培养依照本实验室方法［１２］进行，Ｎ２Ａ细胞系
及Ｎ２ＡＡＰＰ均来自本实验室的细胞库。Ｎ２Ａ细胞系
用含有 ４７％ ｏｐｔｉＭＥＭ 培养基 （源培生物公司，
Ｌ５３０ＫＪ）、４７％ＤＭＥＭ培养基、５％胎牛血清以及１％青
霉素／链霉素的混合完全培养基中培养，在含有 ５％
ＣＯ２以及 ３７℃恒温培养箱孵育培养；Ｎ２ＡＡＰＰ细胞
系用含有 ４７％ｏｐｔｉＭＥＭ培养基，４７％ＤＭＥＭ培养基，
５％胎牛血清，１％青霉素／链霉素以及 ０．１％遗传霉素
Ｇ４１８（碧云天公司，ＳＴ０８１）的完全培养基中培养，在含
有５％ＣＯ２以及３７℃恒温培养箱孵育培养。
１．４　质粒转染
　　待细胞铺满 ５０％～６０％时按照 ｌｉｐｏ３０００试剂盒
（赛默飞公司，Ｌ３００００１５）方法对 ＨＥＫ２９３以及 Ｎ２Ａ
细胞进行转染 ｐＡＡＶｍＣｈｅｒｒｙ（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、ｐＡＡＶＥＮＴ１
ｍＣｈｅｒｒｙ质粒 （ＥＮＴ１ＯＥ）以及对Ｎ２ＡＡＰＰ细胞进行
转染ｐＡＡＶＳｃｒａｍｂｌｅｚｓＧｒｅｅｎ（Ｓｃｒａｍｂｌｅ）、ｐＡＡＶＥＮＴ１
ｓｈＲＮＡｚｓＧｒｅｅｎ（ＥＮＴ１ＫＤ）。
１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ检测
　　 细胞转染 ４８ｈ后，用胰酶 （赛默飞公司，
１２６０４０２１）吹打下来后加入 １×ＰＢＳ重悬细胞沉淀，
ＲＮＡ提取与逆转录方法同上 １．１．１，按照 Ａｂｃｌｏｎａｌ
ｑＰＣＲ试剂盒（ＲＫ２１２０３）的方法，取２μＬｃＤＮＡ进行
ｑＰＣＲ。ｑＰＣＲ引物见表３。ｑＰＣＲ程序为：９５℃ ３０ｓ，
９５℃ ５ｓ→５８℃ ３０ｓ４０循环，６５～９５℃ 熔解曲线。
通过比较循环阈值并以 ＧＡＰＤＨ作为内参、将对照组
归一化计算从而检测各组中以下基因的 ｍＲＮＡ的相
对表达水平。

表３　ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ引物序列
名称 序列 扩增产物大小／ｂｐ

ｍＥＮＴ１
正义：５′ＡＧＡＧＴＡＴＣＴＧＴＧＴＣＣＣＧＧＣＴ３′
反义：５′ＡＡＧＡＡＡＣＡＧＧＣＣＡＣＧＧＧＡＡＴ３′

１４５

ｈｍＧＡＰＤＨ
正义：５′ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣ３′
反义：５′ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧ３′

８７

ｍＴＮＦα
正义：５′ＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣ３′
反义：５′ＧＡＧＧＣＣＡＴＴＴＧＧＧＡＡＣＴＴＣＴ３′

１１７

ｍＩＬ１β
正义：５′ＴＧＴＡＡＴＧＡＡＡＧＡＣＧＧＣＡＣＡＣＣ３′
反义：５′ＴＣＴＴＣＴＴＴＧＧＧＴＡＴＴＧＣＴＴＧＧ３′

６８

ｍＣ１ｑａ
正义：５′ＧＡＧＣＡＣＣＣＡＡＣＧＧＧＡＡＧＧＡＴ３′
反义：５′ＧＧＡＴＡＣＣＡＧＴＣＣＧＧＡＴＧＣＣＡ３′

１１１

ｍＣ１ｑｂ
正义：５′ＣＡＣＡＧＡＡＣＡＣＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣ３′
反义：５′ＧＧＡＧＡＡＡＡＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＧＴ３′

１０９

ｍＣ１ｑｃ
正义：５′ＧＣＧＡＴＧＡＧＧＴＧＴＧＧＣＴＡＴＣＡ３′
反义：５′ＧＧＡＡＧＡＧＧＴＣＴＧＡＧＴＧＡＧＧＡＴＧ３′

１７４

０９５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　细胞转染４８ｈ后，用胰酶（赛默飞，１２６０４０２１）吹
打下来后加入１×ＰＢＳ重悬细胞沉淀，在细胞沉淀中加
入ＲＩＰＡ裂解液［碧云天，Ｐ００１３Ｂ，含 １％蛋白酶抑制
剂ＰＭＳＦ（Ｂｉｏｓｈａｒｐ，ＢＭ５０７Ａ１）及 １％磷酸酶抑制剂
（碧云天，Ｐ１０４５２）］裂解，提取总蛋白，取２０μｇ总蛋
白进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，半干转法转至 ＮＣ膜，分别加
入兔抗ＥＮＴ１（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，ＤＦ８５４２；１∶１０００）、兔抗 ＡＰＰ
（Ａｂｃａｍ，ａｂ３２１３６；１∶５０００），小 鼠 抗 ＧＡＰＤＨ
（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，６０００４１Ｉｇ，１∶５０００），４℃过夜，１×ＴＢＳＴ
漂 洗 后 加 入 ＨＲＰ 标 记 山 羊 抗 兔 ＩｇＧ 二 抗
（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，ＳＡ００００１２；１∶５０００）、山羊抗小鼠 ＩｇＧ
二抗 （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，ＳＡ００００１１；１∶５０００）室温 １ｈ，
ＥＣＬ试剂盒 （四正柏生物，４ＡＷ０１１５００）显色。将条
带的灰度值与ＧＡＰＤＨ的灰度值相比且将对照组归一
化计算从而表征各蛋白的相对表达水平。

１．７　ＣＣＫ８检测
　　传代细胞进行铺板，按照９６孔板需要１×１０４个细
胞进行铺板。待细胞铺满近５０％开始转染，转染方法同
１．４。分别取转染后０、２４、４８、７２、９６ｈ的细胞加入ＣＣＫ８
液体（Ｂｉｏｓｈａｒｐ，ＢＳ３５０Ｂ）混匀，继续孵育３０ｍｉｎ后测
定其ＯＤ（４６０）值。细胞活力＝［ＯＤ（转染）－ＯＤ（空
白）］／［ＯＤ（Ｎａｖｅ）－ＯＤ（空白）］，其中空白组为只含
有培养基和 ＣＣＫ８溶液不含有细胞的组，Ｎａｖｅ为含
有细胞、培养基和ＣＣＫ８溶液，没有进行转染处理的组。
１．８　统计学分析
　　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１０统计软件进行分析，实验
数据用 珋ｘ±ｓ表示。两组间比较采用独立样本 ｔ检验，

多组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　成功构建ＥＮＴ１过表达质粒
　　构建模式图见图１Ａ、Ｂ。为了验证是否构建成功，
应用ＰＣＲ成功扩增出ＥＮＴ１基因片段，进行了ＰＣＲ产
物电泳鉴定，结果显示，基因片段条带单一明亮，大小

约为１５００ｂｐ，与 ＥＮＴ１基因大小一致（图 １）。使用
ＰＣＲ扩增ｍＣｈｅｒｒｙ基因片段，ＰＣＲ产物电泳鉴定结果
显示，基因片段条带单一明亮，大小约为 ７００ｂｐ，与
ｍＣｈｅｒｒｙ基因大小一致（图 １）。通过电泳鉴定 ｐＡＡＶ
ｖｅｃｔｏｒ酶切后的产物，结果显示在 ４７００ｂｐ位置有单
一明亮的条带，符合载体大小，即为所需要的载体（图

１），将此条带进行回收纯化使用。将纯化好的基因片
段ＥＮＴ１和ｍＣｈｅｒｒｙ用无缝克隆的方式连接入切开的
载体ｐＡＡＶｖｅｃｔｏｒ，测序结果显示与ＮＣＢＩ数据库ＥＮＴ１
基因序列完全相同（图１），将所得质粒命名为 ｐＡＡＶ
ＥＮＴ１ｍＣｈｅｒｒｙ即为ＥＮＴ１过表达质粒。
　　在小鼠Ｎ２Ａ中验证所构建的过表达质粒是否上
调ＥＮＴ１的水平。将ＥＮＴ１过表达质粒和对照质粒转
染入Ｎ２Ａ细胞系中 ４８ｈ后，观察到两组均表达红色
荧光（图 ２Ａ）。通过 ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ检测 ＥＮＴ１的
ｍＲＮＡ水平（图 ２Ｂ），结果显示，过表达组 ＥＮＴ１的
ｍＲＮＡ水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０００１）。使用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测蛋白水平（图２Ｃ、Ｄ），结果显示，
过表达组 ＥＮＴ１的蛋白表达水平也显著高于对照组
（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：过表达质粒构建模式；Ｂ：过表达对照质粒构建模式；Ｃ：琼脂糖凝胶检测ｍＣｈｅｒｒｙ扩增条带，大小约７００ｂｐ；Ｄ：琼
脂糖凝胶检测ＥＮＴ１扩增条带，大小约１．４ｋｂ；Ｅ：琼脂糖凝胶检测 ｐＡＡＶｖｅｃｔｏｒ载体酶切条带，大小约 ４．７ｋｂ，
Ｍ：标准；１～３：基因片段

图１　ＥＮＴ１过表达质粒的构建
（图１Ｆ续下页）
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Ｆ：过表达质粒测序结果，４幅图为测序１～１０００ｂｐ的峰值图

续图１　ＥＮＴ１过表达质粒的构建
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Ａ：在荧光显微镜下观察两组细胞红色荧光蛋白表达情况；Ｂ：ｑＰＣＲ检测两组 ＥＮＴ１ｍＲＮＡ水平，ｎ＝３，ａ：Ｐ＜
０．０００１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＮＴ１蛋白水平，ｎ＝３，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较

图２　ＥＮＴ１过表达质粒的验证

２．２　成功构建ＥＮＴ１敲低质粒
　　构建模式图见图 ３Ａ、Ｂ。为了验证 ＥＮＴ１敲低质
粒是否下调 ＥＮＴ１的水平，将 ＥＮＴ１敲低质粒（ＥＮＴ１

ＫＤ）和对照质粒（Ｓｃｒａｍｂｌｅ）转染入 Ｎ２ＡＡＰＰ细胞系
中。结果显示，在转染 ４８ｈ后，对照和过表达组均表
达绿色荧光（图３Ｃ），说明构建的敲低和对照质粒均成

２９５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



功转染入细胞系中。通过 ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ检测 ＥＮＴ１
的ｍＲＮＡ水平（图 ３Ｄ），结果显示，敲低组 ＥＮＴ１的
ｍＲＮＡ水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０００１）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＥＮＴ１的蛋白水平，结果显示敲低组 ＥＮＴ１的
蛋白水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０１，图３Ｅ、Ｆ）。
２．３　ＡＤ模型细胞中ＥＮＴ１表达上升
　　为了检测 ＥＮＴ１在 ＡＤ状态下的表达变化，利用
ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｎ２Ａ以及Ｎ２Ａ
ＡＰＰ细胞系中 ＡＰＰ的表达（图 ４Ａ～Ｃ），结果显示，
Ｎ２ＡＡＰＰ组中 ＡＰＰ的 ＲＮＡ及蛋白水平均显著高于
Ｎ２Ａ组（Ｐ＜０．０００１），提示该细胞系可用来模拟 ＡＤ
细胞。其次，利用ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＥＮＴ１的表达（图４Ｄ～Ｆ），结果显示，Ｎ２ＡＡＰＰ组
中ＥＮＴ１的ＲＮＡ及蛋白水平均显著高于 Ｎ２Ａ组（Ｐ＜
０．０１）。

２．４　ＥＮＴ１过表达显著降低细胞活力，增加 Ａβ的表
达并加重炎症反应

　　上述实验发现 ＥＮＴ１在 ＡＤ细胞中表达升高，本
实验通过在Ｎ２Ａ细胞中过表达ＥＮＴ１以观察ＥＮＴ１对
正常细胞的影响。在质粒转染后的０、２４、４８、７２、９６ｈ
进行 ＣＣＫ８细胞活力测定。结果显示，与对照组相
比，过表达 ＥＮＴ１在 ２４ｈ显著降低细胞活力（图 ５Ａ，
Ｐ＜０．０５）。且 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果发现，过表达
ＥＮＴ１后显著增加细胞内 Ａβ蛋白水平（图 ５Ｂ、Ｃ，Ｐ＜
０．０００１）。为了进一步探究过表达 ＥＮＴ１对细胞损伤
的原因，使用ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ检测了一系列炎症因子
包括ＴＮＦα、ＩＬ１β、Ｃ１ｑａ、Ｃ１ｑｂ、Ｃ１ｑｃｍＲＮＡ水平。
结果显示，与对照组相比，过表达组的炎症因子ＴＮＦα
（Ｐ＜０．０５）、ＩＬ１β（Ｐ＜０．０５）、Ｃ１ｑａ（Ｐ＜０．０５）、Ｃ１ｑｂ
（Ｐ＜０．０５）、Ｃ１ｑｃ（Ｐ＜０．０１）均显著上升（图５Ｄ～Ｈ）。
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Ａ：ＥＮＴ１ｓｈＲＮＡ质粒构建模式；Ｂ：对照ｓｈＲＮＡ质粒构建模式；Ｃ：在荧光显微镜下观察两组细胞红色荧光蛋白表
达情况；Ｄ：ｑＰＣＲ检测ＥＮＴ１的ｍＲＮＡ水平，ｎ＝３，ａ：Ｐ＜０．０００１，与Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较；Ｅ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＮＴ１
蛋白水平，ｎ＝３，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较

图３　ＥＮＴ１敲低质粒的构建与验证
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Ａ：ｑＰＣＲ检测ＡＰＰ的ｍＲＮＡ水平，ｎ＝３，ａ：Ｐ＜０．０００１，与 Ｎ２Ａ组比较；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＰＰ蛋白水平，
ｎ＝３，ｂ：Ｐ＜０．０００１，与 Ｎ２Ａ组比较；Ｄ：ｑＰＣＲ检测 ＥＮＴ１的 ｍＲＮＡ水平，ｎ＝３，ｃ：Ｐ＜０．００１，与 Ｎ２Ａ组比较；
Ｅ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＮＴ１蛋白水平，ｎ＝３，ｄ：Ｐ＜０．０１，与Ｎ２Ａ组比较

图４　ＥＮＴ１在正常组以及ＡＤ模型细胞组的表达
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Ａ：ＣＣＫ８试剂盒检测细胞活力　ｎ＝５，ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａβ表达变化　ｎ＝３，
ｂ：Ｐ＜０．０００１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；Ｄ～Ｈ：ｑＰＣＲ检测 ＴＮＦα（ｎ＝３，ｃ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较）、ＩＬ１β（ｎ＝４，
ｄ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较）、Ｃ１ｑａ（ｎ＝３，ｅ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较）、Ｃ１ｑｂ（ｎ＝３，ｆ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
比较）、Ｃ１ｑｃ（ｎ＝３，ｇ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较）的ｍＲＮＡ水平

图５　过表达ＥＮＴ１对细胞活力以及炎症反应的影响
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２．５　下调 ＥＮＴ１显著增加 ＡＤ模型细胞的细胞活力，
并减轻炎症反应

　　以上实验结果提示 ＡＤ细胞中 ＥＮＴ１的表达增加
可能对细胞有害，本实验通过敲低 ＡＤ模型细胞 Ｎ２Ａ
ＡＰＰ中的ＥＮＴ１水平，观察是否对 ＡＤ发挥保护作用。
在敲低质粒转染后的０、２４、４８、７２和９６ｈ进行 ＣＣＫ８
细胞活力测定，结果显示，与对照组相比，下调 ＥＮＴ１
在７２ｈ显著增加细胞活力（图６Ａ，Ｐ＜０．０１）。同样，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，敲低 ＥＮＴ１后大大减少细胞内
Ａβ水平（图 ６Ｂ、Ｃ，Ｐ＜０．０１）。进一步使用 ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑＰＣＲ检测炎症因子包括 ＴＮＦα、ＩＬ１β、Ｃ１ｑａ、Ｃ１ｑｂ
和Ｃ１ｑｃ的 ｍＲＮＡ水平。结果显示，与对照组相比，
ＥＮＴ１敲低组的炎症因子 ＴＮＦα（Ｐ＜０．０５）、ＩＬ１β
（Ｐ＜０．０５）、Ｃ１ｑａ（Ｐ＜０．０１）、Ｃ１ｑｂ（Ｐ＜０．００１）和
Ｃ１ｑｃ（Ｐ＜０．００１）ｍＲＮＡ均显著降低（图６Ｄ～Ｈ）。

３　讨论

　　随着世界人口老龄化的加剧，ＡＤ发病率逐年上
升。流行病学调查显示［１３－１４］，全球 ＡＤ患者人数已高
达６千万，预计到 ２０５０年将增加至 １．３亿，并且 ＡＤ
已上升为全球第５大死因。由于确切的发病机制目前
尚不十分清楚，影响因素众多，截至目前都未找到有效

的防治措施。因此，寻找其新的作用靶点迫在眉睫。

　　已有研究表明，脑内腺苷水平失衡与 ＡＤ的病理
发生密切相关［１５］，腺苷作为人体内的核苷，在很多生

理功能中发挥着很大的作用。但由于其属于亲水性大

分子，不能简单地透过生物膜，所以其跨膜运输需要依

赖特殊的转运蛋白［１６］，即为腺苷转运蛋白。该类蛋白

广泛存在于生物体中，通过跨膜转运腺苷从而参与调

节一系列重要生理功能。腺苷转运体主要分为两个家

族：ＥＮＴｓ以及浓度型核苷转运体 （ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｖｅ
ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，ＣＮＴｓ）。其中 ＥＮＴｓ存在于大
多数真核生物细胞中［１７］，作为腺苷转运蛋白的一个重

要的分支扮演着很重要的角色。根据转运方式的不

同，ＥＮＴｓ被划分为 ４类成员［１８］：ＥＮＴ１４。其中 ＥＮＴ１
和ＥＮＴ２是最有特征的腺苷转运蛋白，主要在神经系
统表达，位于细胞膜上。ＥＮＴ３和 ＥＮＴ４都是 ｐＨ敏感
的腺苷转运蛋白，在酸性环境中发挥作用，在酸中毒条

件下调节腺苷跨膜运输，主要在肿瘤领域研究比较全

面［１９］。其中ＥＮＴ１是与腺苷的亲和力最强的亚型，也
是在大脑中表达最广泛的亚型，ＥＮＴ１在神经系统中
主要表达于神经元，胶质细胞中也有少量表达［２０］。研

究指出，ＥＮＴ１在脑内表达增多会过多地将腺苷转运
到胞内从而破坏细胞的腺苷稳态，随后增加细胞 ＡＭＰ
的水平，改变ＡＭＰ／ＡＴＰ的比率，最终激活海马神经元
中的ＡＭＰＫ［２１］。目前关于ＥＮＴ１的研究主要集中于抗病

!"#$%&'(

组
)*+,-.

组

/01

/02

/03

/04

/

细
胞
活
性

5!

（
3!,/

6）
!

758.9

（
6:!,/

6）
!

$

;"#<%&'(

组
)=+,-.

组

,0>

,0/

/0>

/

5
!

蛋
白
相
对
表
达
量

&

+
=
?
"
"

%
@
=
5

相
对
表
达
量

"

!"#<%&'(

组
)=A,-.

组

,0>

,0/

/0>

/

;"#<%&'(

组
)=A,-.

组

,0>

,0/

/0>

/

;"#<%&'(

组
)=A,-.

组

,0>

,0/

/0>

/

;"#<%&'(

组
)=A,-.

组

,0>

,0/

/0>

/

,0>

,0/

/0>

/

B
C
"
,
!

%
@
=
5

相
对
表
达
量

D
,
E
"
<
%
@
=
5

相
对
表
达
量

D
,
E
"
&
%
@
=
5

相
对
表
达
量

D
,
E
"
"
%
@
=
5

相
对
表
达
量

;"#<%&'(

组
F=A,-.

组
;"#<%&'(

组
F=A,-.

组

G

(

H

I

D

5

J

.

KF

L

9

Ａ：ＣＣＫ８试剂盒检测细胞活力，ｎ＝５，ａ：Ｐ＜０．０１，与 Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａβ表达变化，ｎ＝３，
ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较；Ｄ～Ｈ：ｑＰＣＲ检测 ＴＮＦα（ｎ＝４，ｃ：Ｐ＜０．０５，与 Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较）、ＩＬ１β（ｎ＝４，
ｄ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较）、Ｃ１ｑａ（ｎ＝３，ｅ：Ｐ＜０．０１，与 Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较）、Ｃ１ｑｂ（ｎ＝６，ｆ：Ｐ＜０．００１，与
Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较）、Ｃ１ｑｃ（ｎ＝３，ｇ：Ｐ＜０．００１，与Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较）的ｍＲＮＡ水平

图６　敲低ＥＮＴ１对细胞存活率以及炎症反应的影响

５９５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）



毒以及抗肿瘤药物领域，在神经科学领域的研究主要

集中于神经精神类疾病，比如睡眠障碍、焦虑以及酒精

成瘾［２２］等等。本研究主要探讨 ＥＮＴ１表达变化与 ＡＤ
是否相关。

　　本研究使用的细胞为 Ｎ２Ａ细胞系以及转染入瑞
士家族人 ＡＰＰ６９５的 Ｎ２ＡＡＰＰ细胞。Ｎ２Ａ细胞为贴
壁细胞，形态呈圆梭形；而 Ｎ２ＡＡＰＰ细胞形态则较
Ｎ２Ａ更圆，贴壁水平下降。通过核酸和蛋白水平检测
发现，ＡＤ模型细胞中ＥＮＴ１的基因和蛋白水平均显著
上升，高于正常细胞的２～３倍，且与 ＡＰＰ表达呈显著
正相关。那么，ＡＤ细胞中上调的ＥＮＴ１究竟发挥有利
还是有害作用呢？调控 ＥＮＴ１表达水平是否可影响
ＡＤ的病理改变？为回答该问题，本课题采用无缝克
隆的方法构建了带荧光的 ＥＮＴ１过表达和敲低质粒：
将腺相关病毒质粒载体 ｐＡＡＶｖｅｃｔｏｒ与扩增好的
ＥＮＴ１片段与 ｍＣｈｅｒｒｙ片段进行连接构建 ＥＮＴ１过表
达质粒；将带绿色荧光蛋白（ｚｓＧｒｅｅｎ）的腺相关病毒的
ｓｈＲＮＡ质粒载体 ｐＡＡＶｓｈＲＮＡｚｓＧｒｅｅｎ与针对小鼠
ＥＮＴ１基因的特定 ｓｈＲＮＡｏｌｉｇｏ或乱序排列设计的
Ｓｃｒａｍｂｌｅｏｌｉｇｏ进行连接构建ＥＮＴ１敲低质粒。无缝克
隆的方式连接成功率高，不易连接出错，且 ＡＡＶ载体
构建的质粒经过包装成病毒后注射小鼠体内的效果更

好，因此本课题选用无缝克隆的方式构建腺相关病毒

载体的２种质粒，为接下来更深入的研究奠定了工具
上的基础。研究结果显示，４组细胞均有荧光蛋白表
达，且荧光强度无明显差别；过表达质粒在 ＲＮＡ水平
升高１００倍，蛋白水平增高２倍；敲低质粒在ＲＮＡ水平
降低了 ７０％，蛋白水平降低 ５０％左右，提示本实验的
２组质粒构建成功且能稳定改变ＥＮＴ１的表达水平。
　　本实验采用ＣＣＫ８检测ＥＮＴ１表达变化对神经细
胞的影响。ＣＣＫ８实验的原理在于其可被活细胞产生
的脱氢酶还原生成黄色的甲

!

，而生成的甲
!

数量与

活细胞的数量成正比，因此，利用分光光度计测量反应

后的吸光度就可以反映出活细胞数量，进而表征待测

细胞的活力［２３］。研究发现，当正常细胞过表达 ＥＮＴ１
后的２４ｈ神经细胞活力下降出现具有统计学意义的
改变，细胞内出现了炎症因子的增加。结合 ＡＤ中
ＥＮＴ１显著上调的实验结果，继而发现过表达 ＥＮＴ１后
ＡＤ的相关病理指标之一的Ａβ的表达显著增加，提示
ＥＮＴ１的异常增加可能促进ＡＤ的病理改变。那么，通
过敲低ＡＤ细胞的 ＥＮＴ１是否发挥保护作用？本实验
将成功构建的病毒装载 ＥＮＴ１敲低质粒转染入 ＡＤ模
型Ｎ２ＡＡＰＰ细胞，实验发现在 Ｎ２ＡＡＰＰ细胞敲低
ＥＮＴ１后７２ｈ神经细胞活力上升并具有统计学意义，
相应地，ＡＤ细胞的炎性改变被显著抑制。同时，Ａβ

的表达也有所降低。以上研究结果提示，ＥＮＴ１极可
能是ＡＤ病理机制的重要调控因子，靶向敲低 ＥＮＴ１
的表达有望对 ＡＤ发挥保护作用。本结果与近期
ＣＨＡＮＧ等［２１］的实验发现一致，该研究构建了 Ｔａｕ突
变小鼠，应用ＥＮＴ１抑制剂Ｊ４处理小鼠后，观察到Ｊ４可
以显著改善Ｔａｕ突变诱导的小鼠认知障碍及脑损害。
　　近年来，大量研究都已证实，神经炎症也是 ＡＤ病
程发展中最常见的机制之一［２４］。大脑中的细胞（包括

神经元以及胶质细胞）和一些蛋白质（包括细胞因子

以及趋化因子）都会引起神经炎症，破坏神经元周围

的环境，导致神经元损伤，最终使神经元凋亡，导致

ＡＤ的发生［２５］。对大脑和整个生物体产生促炎作用最

重要的物质包括：细胞因子（ＴＮＦα、ＩＬ１β等），趋化因
子，补体成分（Ｃ１ｑ等），转录因子等［２６－２７］。有研究指

出［２８－２９］，不仅只有中枢神经系统中的胶质细胞会产生

炎症因子，神经元受到刺激时同样也会与胶质细胞一

样产生上述炎症因子，进而产生神经炎症反应，最终导

致神经元受损，细胞活性发生改变等。例如，有研究报

道［３０］，小鼠神经元受到缺氧缺血刺激后导致 ＣＣＡＡＴ／
增强子结合蛋白 β（Ｃ／ＥＢＰβ）表达升高随即诱导其基
因靶点ＴＮＦα、ＩＬ１β等的表达释放从而进行一系列下
游炎症反应。因此当中枢神经系统受到刺激时（例如

缺氧缺血、Ａβ的聚集等），ＴＮＦα、ＩＬ１β以及 ＲＯＳ等
细胞因子或促炎介质被释放，通过一系列反应使神经

元受损，进一步使小胶质细胞激活引发神经炎症的恶

性循环［３１－３２］，并且ＴＮＦα以及ＩＬ１β还会影响血脑屏
障通透性，并导致次级反应的激活［３３］。人类补体系统

是先天和获得性体液免疫的效应器，补体被激活所产

生的蛋白分解片段可被白细胞和内皮细胞靶向，导致

炎症部位的免疫细胞外渗和迁移［３４］。在功能上，补体

系统可以分为２个主要部分：酶的级联途径和裂解途
径；酶的级联途径中最典型的方式为经典途径：始于

Ｃ１复合体的激活，Ｃ１是由传感分子 Ｃ１ｑ以及由酶原
Ｃ１ｒ、Ｃ１ｓ形成的异二聚体所组成的［３５］，Ｃ１ｑ的主要靶
点是一类可以和 ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３以及 ＩｇＭ结合的抗
原［３６］，即使在没有病原体特异性抗体的情况下，Ｃ１ｑ
也可以通过直接与病原体表面结合来启动一线防御。

同时Ｃ１ｑ也在中枢神经系统中局部产生，并可在调节
小胶质细胞和突触形成中发挥作用。综上所述，脑内

神经元受到刺激后产生的炎性因子可以进一步使神经

元受到损伤，并结合上述 Ｎ２Ａ细胞中 ＣＣＫ８的结果，
本研究进而检测了ＴＮＦα、ＩＬ１β以及补体Ｃ１ｑ的３个
亚基 ａ、ｂ、ｃ作为细胞炎性改变的指标。研究发现，在
正常细胞中过表达 ＥＮＴ１后以上炎症因子均显著增
高，说明 ＥＮＴ１表达上调会产生炎症反应，这可能与

６９５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＥＮＴ１增多导致细胞内外腺苷转运失衡所导致的一系
列下游不利后果有关［３７－３８］；而在 ＡＤ模型细胞敲低
ＥＮＴ１后发现以上炎症因子均显著下降，说明敲低
ＥＮＴ１后挽救了ＡＤ细胞中的炎症反应。并且本研究
发现过表达ＥＮＴ１还使细胞中Ａβ水平升高，因此本实
验发现的过表达ＥＮＴ１产生炎症反应这一现象很有可
能与Ａβ增多有关，如前所述细胞中Ａβ增多可以使神
经元分泌炎症因子从而进一步损伤神经元本身［３０－４０］。

而敲低ＥＮＴ１后细胞内Ａβ水平明显降低，因此炎症反
应随之降低，细胞活性不会受到影响。但本研究仅仅

对炎症因子的ｍＲＮＡ水平做了检测，并未对其蛋白水
平如何变化做出检测，因此也是本课题的不足之处，后

续的研究中会对其蛋白水平进行探究。此外，本文揭

示出ＥＮＴ１会对 ＡＤ病理进程产生影响这一现象，但
具体确切机制尚未十分清楚，因此本课题接下来还需

要探究导致这一过程的确切机制以及其他潜在机制。

　　综上所述，本课题一系列结果提示，靶向敲低
ＥＮＴ１的表达对 ＡＤ发挥保护作用的机制，很可能与
ＥＮＴ１介导Ａβ的变化从而降低炎症反应有关，本研究
结果可为ＡＤ的防治提供新的思路。
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