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Aβ1 ～ 42 寡聚体与纤维体的制备及鉴定

杨 帆 李东风1 徐书雯1 ( 南方医科大学研究生院，广东 广州 510080)

〔摘 要〕 目的 探讨 Aβ1 ～ 42寡聚体和纤维体的制备及其鉴定方法，进而比较两者的细胞毒性。方法 设定不同的环境条件将 Aβ1 ～ 42单体分

别聚集成寡聚体和纤维体两种状态，利用原子力显微镜观察 Aβ1 ～ 42的不同聚集状态。CCK-8 法比较 Aβ1 ～ 42寡聚体与纤维体对 BV-2 细胞存活率的影

响。结果 原子力显微镜下观察 Aβ1 ～ 42寡聚体呈球状或椭圆球状颗粒，高度为 5 nm左右，Aβ1 ～ 42纤维体在镜下呈现长条纤维状聚集，高度约为3 nm

左右，长度 ＞ 1 000 nm。CCK-8 法显示 Aβ1 ～ 42寡聚体和纤维体均对 BV-2 细胞具有损伤作用，并成剂量-效应关系。在同一浓度水平条件下，Aβ1 ～ 42寡

聚体组的 BV-2 细胞存活率显著低于纤维体组( P值 ＜ 0. 05) 。结论 原子力显微镜可直观地观察到 Aβ1 ～ 42的不同聚集状态，Aβ1 ～ 42寡聚体比纤维

体更具细胞毒性。
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β淀粉样蛋白( Aβ) 毒性学说是阿尔茨海默病( AD) 发病的
主流学说〔1，2〕。大量的 Aβ沉积形成老年斑是 AD最具特征性的
病理改变〔3〕。已知在 AD 老年斑周围聚集活化的小胶质细胞，
Aβ可促进小胶质细胞产生如肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 、白细胞
介素-1β( IL-1β) 等炎症因子〔4，5〕，从而对神经元在内的各种细胞

造成损伤甚至凋亡。Aβ以寡聚体或纤维体两种状态存在，这两
种状态的 Aβ 对神经细胞功能损伤的强度不同〔6〕。一般认为，
Aβ寡聚体的毒性较纤维体更强，因此，近年来关于 AD发病机制
的研究一般以寡聚体刺激造模为主。但由于寡聚体的稳定性较
差，易向纤维体转化〔7〕，体外研究操作时间窗相对较短，所以使

用寡聚体进行实验之前，对其进行鉴定就显得尤为重要，但目前

关于 Aβ聚集状态的鉴定方法报道较少。为此，本实验先制备不
同聚集状态的 Aβ1 ～42，然后鉴定两种 Aβ1 ～42形态，进一步证实

Aβ1 ～42聚集形态与神经毒性作用的关系。

1 材料与方法

1. 1 材料 小鼠小胶质细胞株( BV2) 购自武汉大学的中国典
型培养物保藏中心，DMEM 培养基、胎牛血清购自 Gibco 公司，

Aβ1 ～ 42购自 ENZO公司，肿囊收缩素-8 ( CCK-8 ) 试剂盒购自日
本同仁公司，原子力显微镜( AFM，本原纳米仪器公司，型号
CSPM5500) 。

1. 2 方法

1. 2. 1 BV-2 细胞培养 将 BV-2 细胞株接种到含 10%胎牛血
清、高糖 DMEM培养基中培养，置于 37℃、5% CO2 培养箱中孵

育，每 3 d 传代一次，用 0. 25% 胰酶 + 0. 02% 乙二胺四乙酸
( EDTA) 消化。

1. 2. 2 Aβ1 ～ 42寡聚体和纤维体的制备 将 1 mg Aβ1 ～ 42粉末溶

于冷却的六氟异丙醇( HFIP) 220 μl 中，室温孵育 60 min 使
Aβ1 ～ 42充分溶解，将 Aβ肽-HFIP放置在冰上 5 ～ 10 min后移至
通风橱内，打开瓶盖以便 HFIP 挥发。风干后形成透明的 Aβ
肽膜，溶解于 44 μl新鲜无水 100%二甲基亚矾( DMSO) ，制成
5 mmol /L Aβ1 ～ 42合成肽。
( 1) 寡聚体制备: 用无含酚红的 F12 培养液将 5 mmol /L

Aβ1 ～ 42合成肽稀释成终浓度 50 nmol /L，4℃孵育 24 h 后，以
4℃、14 000 r /min离心 10 min，取上清液即为 Aβ1 ～ 42寡聚体，置

于 － 80°C冰箱保存。
( 2 ) 纤 维体制备: 将 5 mmol /L Aβ1 ～ 42 合成肽溶于

10 mmol /L HCl，并稀释成终浓度 50 nmol /L，然后放置在 37℃
温箱孵育 24 h即为纤维体，置于 － 80℃冰箱保存。

1. 2. 3 AFM 鉴定 将 Aβ1 ～ 42寡聚体和纤维体制成品分别滴

于新鲜解离的云母片上，室温下静置 5 min 后用去离子水轻柔
冲洗，干燥皿中干燥 10 min。将制备好的 Aβ1 ～ 42样品在 AFM
下观察，先用接触模式扫描到云母片上的生物制品，再改用轻
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敲模式进行扫描。轻敲模式参数: 力常数 40 N /m，共振频率
300 kHz，扫描频率 1 Hz。图像处理软件为 Imager 4. 60。

1. 2. 4 CCK-8 细胞存活率测定 在 96 孔板上以每孔 10 000
个小胶质细胞种板，加入无血清 DMEM/F12 高糖培养基培养
24 h，然后加入不同浓度 Aβ1 ～ 42寡聚体和纤维体，共同作用 24 h
后吸除上清液，每孔加入 180 μl 培养基 L + 20 μl CCK-8 试剂
避光共同孵育，待 2 h后通过酶标仪测定 450 nm OD 值。重复
3 次。

1. 3 统计学方法 应用 SPSS13. 0 统计软件进行分析，实验结
果以 x ± s表示，采用独立样本 t检验。

2 结 果

2. 1 BV-2 小胶质细胞形态 细胞呈两种形态: 一种为圆形或
椭圆形、折光性强的小细胞，是处于一定活化状态的小胶质细
胞; 另一种呈不规则胞体，且有细长突起，是处于静息状态的小

胶质细胞。见图 1。

2. 2 AFM鉴定 Aβ1 ～ 42的不同聚集状态 AFM 下不同聚集状
态 Aβ1 ～ 42的形态有差别。Aβ1 ～ 42寡聚体呈球状或椭圆球状颗

粒，高度为 5 nm左右; 而 Aβ1 ～ 42纤维体在镜下呈现长条纤维状

聚集，高度约为 3 nm左右，长度 ＞ 1 000 nm。见图 2。

图 1 BV-2 细胞形态( ×400)

图 2 AFM鉴定 Aβ1 ～ 42的聚集状态

2. 3 CCK-8 法比较不同聚集状态 Aβ1 ～ 42对 BV-2 细胞存活率
的影响 无论纤维体还是寡聚体，Aβ1 ～ 42对 BV-2 细胞均有损
伤作用，并且呈剂量-效应关系。同时，在同样浓度水平的条件
下，自 0. 1 μmol /L浓度起，寡聚体的毒性作用均比纤维体更显
著( P ＜ 0. 05) 。见图 3。

图 3 不同聚集状态 Aβ1 ～ 42对 BV-2 细胞存活率的影响

3 讨 论
AD的发病机制迄今未完全清楚，而 Aβ 毒性学说最受关

注。Aβ是由淀粉样前体蛋白水解所产生的多肽，有两种主要
存在形式: Aβ1-40和 Aβ1 ～ 42，共存于老年斑中。在正常情况下，
Aβ的产生和降解过程保存平衡，但在 AD 患者脑中，这种平衡
状态受到破坏，导致 Aβ 的异常聚集沉积形成老年斑〔8〕。
Aβ1 ～ 42毒性较 Aβ1-40强，更易发生聚集沉积形成老年斑。
研究发现 Aβ1 ～ 42的聚集状态与其神经毒性关系密切，

Aβ1 ～ 42形成可溶性寡聚体时的神经毒性强于其他不可溶性 Aβ

物质〔9〕。
AFM是一种可用来研究固体材料表面结构的显微镜，其横

向分辨率为 23 nm，纵向分辨率为 0. 5 nm。AFM通过检测待测
样品表面和一个微型力敏感元件( 探针) 之间的极微弱的原子

间相互作用力来研究物质的表面结构及性质，可以纳米级分辨

率获得直观的物体表面结构信息。AFM 已成为研究生物医学
样品和生物大分子的重要工具之一。近年来，AFM越来越多地
被应用于核酸、多肽、蛋白质、微生物和细胞等方面研究。目
前常用于鉴定 Aβ1 ～ 42聚集状态的方法包括有硫磺素 T( ThT) 荧

光光谱分析、电子显微镜等〔10〕。AFM 在分辨率方面较电子显
微镜更具优势，原子力分辨率最高达到原子级 0. 1 nm，而扫描
电子显微镜达到 6 ～ 10 nm，且 AFM 成像可得到三维立体的图
像，其样本制作要求比较简单，对环境要求也低。AFM 可以在
自然状态( 空气或者液体) 下对生物医学样品直接进行成像。

基于 AFM 的显著优点，本研究尝试应用该手段对 Aβ1 ～ 42的聚

集状态进行鉴定。
AFM 的扫描模式可分为非接触模式、接触模式和轻敲模

式，因 Aβ1 ～ 42为非常柔嫩、易变形的样品，故在本研究中，工作
模式先选用接触模式在云母片上扫描到样品后再改用轻敲模

式周期性地短暂地接触样品表面进行成像扫描，将对 Aβ1 ～ 42形

态改变的影响降至最小，最大程度呈现 Aβ1 ～ 42的表面结构。在
制备 Aβ1 ～ 42聚集状态的过程中观察到: Aβ1 ～ 42单体溶于 DMSO

后，先形成合成肽，经过 4℃孵育 24 h后形成寡聚体，但随着孵
育时间延长至超过 48 h后，寡聚体状态渐聚集成纤维体状态，

寡聚体在常温状态不稳定，需放置于 － 80℃保存。因为 BV-2

细胞表面有其他蛋白物质存在，所以 AFM无法在 BV-2 细胞表
面直接观察到 Aβ的状态。
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Aβ1 ～ 42的神经毒性作用非常复杂，可通过多条途径对神经

细胞造成不同程度及不同类型的损害，例如可通过氧化应激、
炎症反应、干扰胆碱能系统等作用促进神经细胞的凋亡，造成
记忆、认知功能的损害。本实验证实 Aβ1 ～ 42寡聚体比纤维体更

具细胞毒性，与先前报道一致〔11，12〕。然而，本实验所证实的 Aβ
细胞毒性作用是基于体外研究结果，其在 AD 颅脑内对小胶质
细胞的实际作用过程是否完全一致，尚有待进一步研究。
总之，Aβ1 ～ 42寡聚体以及纤维体两种不同聚集形态对神经

细胞的毒性作用具有显著差异。本研究介绍的 AFM鉴定则为
此提供了一种简单、直观又准确的手段。
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低剂量雷帕霉素对糖尿病肾病大鼠 nephrin表达的影响

邹 琦 郑祥雄 ( 福建医科大学协和临床医学院肾内科，福建 福州 350001)

〔摘 要〕 目的 探讨低剂量雷帕霉素对糖尿病肾病大鼠足细胞超微结构及 nephrin表达的影响。方法 将 22 只雄性 SD大鼠随机分为正常

组( C组，n = 7) ，糖尿病组( D组，n = 7) ，雷帕霉素治疗组( R组，n = 8) 。造模后第 5 周起 R组大鼠给予雷帕霉素 1 mg /kg /d灌胃，C组和 D组给予等

体积的羧甲基纤维素溶液灌胃。12 w末，观察各组大鼠血糖、24 h尿蛋白量、体重校正的内生肌酐清除率( Ccr) ，以及透射电镜观察足细胞的超微结

构; 并通过免疫组化、RT-PCR检测 nephrin的蛋白及其 mRNA的表达。结果 至 12 w 末，与 C 组相比，D 组大鼠血糖、Ccr、24 h 尿蛋白量增加( P ＜

0. 01) ，nephrin蛋白及其 mRNA 表达下调( P ＜ 0. 01 ) ; R 组 Ccr 及 24 h 尿蛋白量较 D 组降低( P ＜ 0. 01 ) ，nephrin 蛋白及其 mRNA 表达增加( P ＜

0. 01) 。结论 低剂量雷帕霉素可能通过上调 nephrin表达改善足细胞超微结构，从而延缓糖尿病肾病的进展。

〔关键词〕 糖尿病肾病; 雷帕霉素; nephrin
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糖尿病肾病是糖尿病的主要微血管并发症之一，是以早期

发生蛋白尿，随后逐渐出现肾小球滤过率下降，并伴有肾小球

硬化为特征。肾小球滤过屏障功能障碍可导致蛋白尿的发生。
然而目前对于糖尿病肾病蛋白尿的发病机制尚未完全阐明。
越来越多的证据表明足细胞对于肾小球滤过屏障选择渗透性

的改变起到重要的作用，随着对足细胞研究的深入，也逐渐认

识到足细胞在糖尿病肾病发病中的重要作用。本研究通过建
立糖尿病肾病模型，观察低剂量雷帕霉素对大鼠肾脏病理改

变，以及足细胞特异的蛋白分子 nephrin表达的影响，探讨低剂
量雷帕霉素能否通过维持足细胞结构完整而发挥对早期糖尿

病肾病的肾脏保护作用。

1 材料与方法

1. 1 实验动物 选择清洁级健康雄性 SD 大鼠( 由上海斯莱
克实验动物有限责任公司提供) ，体重 200 ～ 250 g，生长良好，
大鼠放置在通风良好，18 ～ 22℃恒温环境中分笼饲养( 每笼 3
只) ，提供 12 h交替照明，给予标准饲料及饮用水。将大鼠分
为正常对照组( C组，n = 7) ，糖尿病组( D 组，n = 7) ，雷帕霉素
治疗组( R组，n = 8) 。

1. 2 主要试剂 兔抗大鼠 nephrin ( SANTA CRUZ，美国) ，通
用型二步法检测试剂盒( 北京中杉金桥生物技术有限公司) ，
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