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Alzheimer病胰岛素信号传导通路的研究。
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摘要目的探讨腱岛素信号传导通路相关蛋白变化在Alzheimer病发生发展中的作用。方法1)体外

厚代培养Wistar胎鼠基底前脑胆碱能神经元并鉴定．以不同终浓度的纤维化A函哪分别对原代培养的神经细胞

进行干预，荧光显微镜观察细胞形态学变化，四甲基偶氪唑盐(MTT)法检测细胞活性．提取细胞总蛋白行免疫印

连(Western Blotting)检测神经元胰岛素信号转导通路相关蛋白的表达。2)用徽量注射器在痴呆模型组大鼠侧脑

室注射ABl啦寡聚体5pl，同样的方法于盐水(NS)组大鼠注射生理盐水5m，正常组大鼠不做任何处理。2周后通

过Y-连宫实验检测大鼠行为学改变并取海马组织进行免疫组化染色。结果 1)以2／-mol／L、5Pmol／L和

10pmol／L三个终浓度纤维化Ap-．。进行干预的胆碱能神经元．细胞形态学观察及MTT实验均显示神经元活性

有下降趋势，且下降程度与纤维化A艮．。浓度呈正相关。以p5mol／L浓度的纤维化A卧．o对细胞进行不同时长

(24h，48h。72h)干预后，细胞形态学观察及MTT实验均显示神经元活性的下降程度与纤维化AB·郴的干预时长

呈正相关。2)以2Hmol／L，5pmol／L和10p【mol／L 3个终浓度纤维化Ap¨。进行干预的胆碱能神经元，其腱岛素信

号传导通路相关蛋白中，InsR(Insulin Receptor)、IRS-l[Insulin Receptor Substrate-IRS-1、Akt／PKB(serine／threo—

nine protein kinase B)]及BcF2的表达减低，减低程度与纤维化AB¨。干预浓度呈正相关；以5mol／L终浓度的纤

维化A＆．。对细胞进行不同时长(24h．48h，72h)干预后，InsR、IRS-1、Akt／PKB屣Bcl一2表达的减低程度与纤维化

A8．枷干预时长呈正相关。3)AD模型组大鼠海马区神经元]nsR、IRS_1和Akt／PKB比对照组表达减低(P<

0．05)，差异有统计学意义。结论AB可引起神经元损害和学习记忆功能障碍．其主要机制可能是介导了海马神

经元胰岛素信号转导通路功能异常。
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transduction pathway in Alzheimefs disease(AD)．Methods 1)Primitive rat basal forebrain neurons were cultured

and evaluated wit}1．Morphologic，cellular vigor and IR、IRS-1、Akt／PKB、CREB、Bcl-2 expressing changes were ob—

served by fluorescent microscope。MTT assay．Western Blot respectively when the neurons were exposed to fihrillar

A8l-40 with different ending concentrations(0．1 tMmol／L，1．0／,mol／L，2．0 tⅡmol／L，5．0弘mol／L，10．0 tⅡmol／L)and

different duratiom 2)5}tl soluble A8 oligomers were injected into lateral ventriculus of the model group by a microin·

jector under the stereotaxic apparatus．5肛l saline solution was injected into the NS group in the same way·and the

control group received nothing．The behavior was evaluated by the Y—maze test after 2 weeks．And then the hippo—

campus was removed and underwent immunohistochemical staining．Results 1)After being exposed to fibrillar A81．40

for 48h．the neurons exposed to higher ending concentration(2．0。5．0 and 10．0 Pmol／L)of fibrillar邸lm showed sig—

nificant changes in morphology and cellular vigor：average process quantity of the neurons·average process length

and the length of the longest process of neurons were decreased significantly。and the results of MTT assay showed

that average OD values were significantly decreased．2)Mter being exposed to the three higher concentrations(2．0，

5．O&10．0 tumol／L)of fibrillar A&m，the expression of InsR、IR孓1、Akt／PKB and Bcl-2 were significantly decreased．

When the neurons were cultured with 5 mol／L fibrillar A81．40 for different duration(24h，48h，72h)，the above indexes

were decreased by time dependency．3)Compared with the control group。the expression of InsR．IR孓1，and Akt／PKB

in AD group were decreased(P<0．05)。which was statistically significant．Conclusion Conclusion downregulated

insulin signaling pathway induced by fibrillar ABl_40 in cultured primitive rat basal fore-brain cholinergic neurons，

which is dose．dependent，may contribute to the death and loss of cholinergic neurons in AD．Soluble邸oligomers

could give rise to learning and memory disability．The mechanism may be that it lead to abnormity of the insulin sig-

naI transduction pathway of hippocampus neurons．

Key words：Alzheimet's Disease；Amyloid protein；Neuron；Insulin signaling transduction pathway；Rats

Alzheimer病(Alzheimer’S dementia，AD)是

发生在老年期、不可逆转的、渐进性的、以认知和精

神行为异常为主的脑变性疾病。目前AD较为肯

定的病理变化是基底前脑胆碱能神经元的选择性

丢失、减少[1]，在病变部位有特征性的细胞外大量

p一淀粉样蛋白(口一amyloid peptide，Ap)沉积形成的

老年斑(senile plaque，SP)和细胞内神经原纤维缠

结形成，而老年斑中的主要成分即为Ap。枷和

ABH。。然而迄今为止有关胆碱能神经元丢失和减

少的原因和机制尚不明确，目前认为胆碱能神经元

的这种减少和丢失可能与神经保护性信号转导通

路障碍有关心J，而其中胰岛素信号转导通路的损害

可能扮演重要角色[3。]。

研究表明¨‘9]，p淀粉样蛋白的多种分子片段

均可在体外诱导离体培养的细胞发生活力下降或

至凋亡，但8-淀粉样蛋白对胆碱能神经元毒性作用

的确切机制仍不清楚，尤其目前有关B一淀粉样蛋白

对胆碱能神经元胰岛素信号转导通路的影响鲜有

报道。本研究基于体外培养的wistar胎鼠基底前

脑神经元模型和侧脑室A口㈨寡聚体注射AD模

型，观察纤维化AB¨。和A艮。：寡聚体对细胞的活

性和胰岛素信号传导通路相关蛋白表达和模型大

鼠行为学改变的影响，以期为阐明AD的发生机制

提供进一步的理论支持。

1材料与方法

1．I 实验材料

1．1．1实验动物 实验用wistar孕鼠(20只，孕

19天，300～3509)；和健康成年Wistar大鼠36

只，雄性，3～4月龄，体重2259±259，由山东大学

实验动物研究中心提供。

1．1．2 实验试剂 DMEM／F12培养基、青链霉

素液体购自hyclone公司，胰蛋白酶，D-hanks缓冲

液、PBS缓冲液购自GIBCO公司；胎牛血清购自

CLARK公司；重组的大鼠beta一神经生长因子(p—

NGF)购自R＆．D公司；兔抗大鼠胆碱乙酰转移酶

(Choactase，ChAT)、bcl一2抗体购自santa cruz公

司；兔抗大鼠Akt／PKB、CREB和IRS-I抗体均购

自abcam公司；小鼠抗大鼠InsRⅢ‰。抗体购自

MILLIP()RE公司；神经丝蛋白抗体(NF-200kD)

购自CHEMICON公司；Apl 4。和Apl．2(beta—amy—

loid protein 1-40)和阿糖胞苷购自Sigma公司；免

疫组化染色试剂盒属中杉金桥公司产品；其余试剂

均为国产试剂。

1．2 实验方法

1．2．1胆碱能神经元的体外培养及鉴定苯巴比
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妥(3％)腹腔注射麻醉wistar孕大鼠，无菌条件下

取出胎鼠．以显微镊分离出基底前脑组织。置胁

hank's液中于解剖显微镜下去除脑膜，后将脑组织

剪成碎块。以0．125％胰蛋白酶37℃消化15min，

然后以含15％胎牛血清的DMEM／F12(1：1)终止

消化，200目无菌滤网过滤，低温1000rpm离心

4min，弃上清，加人DMEM／F12(1：1)培养基(含

15％胎牛血清、100UI／ml青霉素、100 g／ml链霉

素及100ng／ml重组大鼠6-NGF，吸管吹打制成单

细胞悬液，调整接种浓度，接种至0．05ng／ml多聚

赖氨酸包被的培养皿(接种密度为2×106／m1)、12

孔培养板(接种密度为6×105／m1)和96孔培养板

(接种密度为4×105／m1)中，5％CO：、37℃细胞培

养箱中进行培养。第3～5天加入阿糖胞苷(终浓

度为5 mol／L)以抑制胶质细胞分裂。培养皿内收

获细胞提取总蛋白进行免疫印迹(Western Blot-

ting)；12孔板内铺盖玻片行细胞免疫荧光和进行

形态学观察；96孔培养板内培养细胞行MTT实

验。 ．

以胆碱乙酰转移酶(ChAT)细胞免疫荧光法

进行鉴定：12孔板内细胞爬片7d后，以4％多聚甲

醛(4"C)固定30min．0．3％Triton-X作用20min，

PBS洗3遍，10％BSA室温封闭lh，弃BSA，加羊

抗大鼠ChAT抗体(1：100)，湿盒中4℃过夜，

PBS洗3遍，避光条件下加FITC标记小鼠抗羊

lgG(1：100)37℃孵育30min，避光条件下滴加Ho—

echst 33342染液，5 rain后去除，PBS洗3遍，吹

干，50％缓冲甘油封片。荧光显微镜下观察染色结

果，绿色荧光为ChAT阳性细胞，蓝色荧光为细胞

核。

1．2．2体外培养的胆碱能神经元药物处理及分组

A口¨。溶于25mmol／L的PBS缓冲液中，至终

浓度100 mol／L，于37℃温箱中孵育7d，即得纤维

化ABH。，使用前以超声波混匀。

不同浓度药物干预相同时间段(48h)：实验分

为6组，包括空白对照组和5个纤维化Ap。枷干预

组，干预组的纤维化Aplm终浓度分别为0．1、

1．0、、2．0、5．0和10ttmol／L。细胞培养至第7天

在5个药物干预组加纤维化Ap。。至不同的终浓

度，对照组加等量的25mmol／L PBS缓冲液，孵育

48h后进行形态学观察、总蛋白提取以及免疫印

迹。

相同浓度药物(5 ttmol／L)干预不同时间段：

实验分为6组，分别为24h空白对照组，纤维化

Ap。m干预24h组，48h空白对照组，纤维化A昏枷

干预48h组，72h空白对照组以及纤维化A8¨。干

预72h组。细胞培养至第7天于3个药物干预组

分别加纤维化AB¨。至终浓度5 ttmol／L，而于3个

对照组则分别加入等量体积的25mmol／L PBS缓

冲液，干预后24h、48h、72h分别进行形态学观察、

细胞总蛋白提取及免疫印迹。

1．2．3体外培养的胆碱能神经元MTT实验 在

对照组前设一行4个孔为空白对照组。不接种细胞

以消除背景，96孔板边缘36个孔分别均加入200

”l无菌PBS缓冲液以消除边缘效应；于终止培养

前4h，每孑lAJn入20 ttl MTT(5 mg／ml PBS)继续孵

育4h后，吸弃培养液，加人DMS0150 ttl，室温下

反应10 rain，待颗粒溶解后置于酶标仪上，测实验

波长为590nm和参考波长为630nm每孔的吸光

度值。

1．2．4体外培养的胆碱能神经元形态学检测 对

照组及各药物干预组分别于相应时间点终止培养，

行神经丝蛋白抗体(NF一200kD)细胞免疫荧光染

色，荧光显微镜下观察，每组随机选取25个染色阳

性且未与其他神经元发生连接的孤立神经元，计数

其各自的突起数量后求各组平均值，并应用ACT-

2U软件测量各组神经元的细胞平均突起长度以

及最长突起长度(胞体至突起末端长度)后求出各

组平均值。

1．2．5体外培养的胆碱能神经元Western Blot

检测胰岛素信号传导通路相关蛋白的表达 培养

终止后，培养皿中弃去培养基，以PBS洗涤3次，

加入适量RIPA裂解液(含1／lOO体积的蛋白酶抑

制剂PMSF)冰浴中裂解细胞，收集蛋白，BCA法

蛋白定量。取50"g总蛋白以10％聚丙烯酰胺凝

胶电泳，后电转至NC膜，5％脱脂牛奶(以TBST

配制)37℃封闭1h，后加入一抗[Bcl-2(1：400)、

CREB(1：1000)、Akt／PKB(1：1000)、InsRB删b出

(1：200)、IR§1(1：500)]于4℃封闭过夜，TBST

洗涤10minx3次，辣根过氧化物酶标记的二抗室

温孵育1h，TBST洗涤10minx 3次，ECL法显影。

以13-actin为内参，每组实验重复3次，对ECL显

色的阳性条带以凝胶成像分析系统进行灰度分析。

使用目的蛋白灰度／13一actin灰度比值作为统计数

据。
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1．3 AD动物模型建立

1．3．1实验动物分组将大鼠随机分成3组，即

正常对照组、生理盐水组(NS组)和A口lm寡聚体

注射组(AD组)，各组大鼠数量均为12只(n一

12)。

1．3．2 AD大鼠模型的制备AD组大鼠在立体

定位仪下(以前囟定位，定位于前囟后1．2mm，左

侧旁开2mm，深度为4．0mm)，用微量注射器于双

侧侧脑室注射浓度为100pmm／L的AB。。寡聚体

5pL。为使药物得到充分扩散，注射速度缓慢并在

注射完毕后留针lmin。NS组大鼠同样方法注射

生理盐水5“L，正常对照组不做任何处理。常规饲

养1周后，各组大鼠重复1次本组操作，然后再饲

养1周。

1．3．3模型大鼠的行为学检测 于第2次注射完

毕饲养一周后采用Y-迷宫检测大鼠学习和记忆能

力。以学习获得次数增加．记忆获得次数减少的大

鼠为认知功能减退的大鼠。

1．3．4模型大鼠海马的取材和固定 用浓度为

20％的乌拉坦溶液按4 ml／kg的剂量对大鼠行腹

腔注射。在麻醉后立即开胸暴露心脏，经左心室插

管，同时剪开右心房。快速灌注生理盐水至肝脏变

白。再快速灌注浓度为4％的多聚甲醛100 ml，然

后再缓慢灌注30min，至大鼠四肢僵硬为满意。取

鼠脑海马注射点前后约3mm厚的标本，浸泡在

409／L的多聚甲醛中固定48h。

1．3．5模型大鼠海马的免疫组织化学分析将固

定好的海马组织按顺序脱水、透明、浸蜡及石蜡包

埋后，取大鼠海马冠状位切片，片厚5pm。然后用

InsR抗体(1：100)、IRS-l抗体(1：200)和AKT／

PKB抗体(1：200)对海马神经元行免疫组化染色。

采用SP法。DAB显色，阳性产物为棕黄色。阴性

对照组不加一抗以正常血清替代。

1．4统计学处理

每个实验设3个批次，平均突起数量、平均突

起长度、最长突起长度、MTT实验的OD值、免疫

印迹结果的半定量数据以z±J表示，照片的灰度

值用IPP6．0软件分析，全部数据采用SPSSl0．0

统计软件进行处理，多组间均数比较采用方差分

析，两组间均数比较采用￡检验，P<o．05认为具

有统计学差异。

2结果

2．1胆碱能神经元的鉴定

培养的细胞在第7天行ChAT细胞免疫荧光

鉴定，示95％以上为阳性神经元(见图1)。

ChAT Hoechsl33342染棱 ChAT／HoechsG3342染棱叠加

固1细胞免疫荧光鉴定胆碱能神经元(×400)

2．2纤维化AB“o对胆碱能神经元细胞活力的影

响

2．2．1不同浓度药物干预相同时间段(48h) 以

5种不同浓度的纤维化A乩。对培养7d的胆碱能

神经元进行干预，48h后行MTT实验。结果显

示，在纤维化ABH。干预终浓度较低(0．1 pmol／L

及1．0 pmol／L)的情况下，OD值均无明显变化；而

在纤维化A队。干预终浓度较高(2．0 gmol／L，5．0

pmol／L和10 pmol／L)的情况下，OD值均显示出

剂量依赖性的降低，与对照组相比，差异均具有统

计学意义(Pd0．05)。(见图2)

2．2．2相同浓度药物(5“tool／L)干预不同时间

段 以5 pmol／L终浓度的纤维化A队。进行不同
时问段(24h，48h和72h)的干预，结果发现OD值

万方数据
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均随干预时间的延长而降低，与各自的对照组相

比，差异均具有统计学意义(P<0．05)，而各不同

时段的对照组之间相比无明显差异。(见图3)

(**P<0 01，与对照组相比)

图2不同浓度纤维亿AB·砌对培养胆碱能神经元活力的影响

(##P<20．01，与24h对照组相比；**P<O．01，

与48h对照组相比；％％P<o 01，与72h对照组相比)

图3终浓度5／tmol／L的纤维化ABl·o干预不同

时间段后对培养胆碱能神经元活力的影响

2．3纤维化AB．。对胆碱能神经元细胞形态的影

响

2．3．1不同浓度药物干预相同时间段(48h) 以

5种不同浓度的纤维化ABl。对培养7d的胆碱能

神经元进行干预，48h后观察细胞形态。结果显

示：1)细胞平均突起数量：在纤维化A13．m干预终

浓度较低(0．1、1．0及2．0“tool／L)的情况下，细

胞平均突起数量无明显变化；而在纤维化A阶。干

预终浓度较高(5．0“mol／L及10／tmol／L)的情况

下，细胞平均突起数量显示出剂量依赖性的降低，

与对照组相比，差异均具有统计学意义(P<

0．05)。2)平均突起长度及最长突起长度：在纤维

化A艮。干预终浓度较低(0．1及1．0 pmol／L)的

情况下，平均突起长度和最长突起长度均无明显变

化；而在纤维化AB】。干预终浓度较高(2．0、5．0和

10“mol／L)的情况下，平均突起长度和最长突起

长度均显示出剂量依赖性的降低，与对照组相比，

差异均具有统计学意义(P<0．05)。(见图4，5)

2．3．2相同浓度药物(59mol／L)干预不同时间段

以5tzmol／L终浓度的纤维化A8。。进行不同时

间段(24h、48h和72h)的干预，结果发现细胞平均

突起数量、平均突起长度、最长突起长度均随干预

时间的延长而降低，与各自的对照组相比，差异均

具有统计学意义(P<Z0．05)，而各不同时段的对照

组之间相比无明显差异。(见图6，73

(*P<20．05，**P<O．01，与对照组相比)

图4不同浓度纤维化A＆·。对培养胆碱

能神经元平均突起数量的影响

(**P<0．Ol，与对照组相比)

围5 不同浓度纤维化A岛t。对培养胆碱能神经元

平均突起长度以及平均最长突起长度的影响

(#P<o 05，与Z4h对照组相比}*P<O．05．

与48h对麒组相比；％％P<0．01．与72h对照组相比)

圉6终浓度5ttmol／I。的纤维化A岛·。干预不同时问段后

对培养胆碱能神经元平均突起数量的影响
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(##P<o．01．与24h对照组相比；**P<O．01．

与48h对照组相比}％*AP<O．01．与72h对照组相比)

图7势i盘度5,umol／L的纤维化A禺·。干预不同时同段后对

培彝胆t能神经元平均突起长度以及平均蕞长突起长度的影响

2．4纤维化A3“o对胆碱能神经元胰岛素信号传

导通路相关蛋白InsR，IRS-1、Akt／PKB、CREB及

Bcl一2表迭的影响

体外培养胆碱能神经元7d时给予纤维化

A阶。干预。于不同剂量组分别给予纤维化A阶。
干预，然后于24h、48h、72h分别提取相应组别的

细胞总蛋白，进行免疫印迹。

2．4．1不同浓度纤维化A卧”干预48h后．提取

培养胆碱能神经元总蛋白进行免疫印迹实验，检测

胰岛索信号传导通路相关蛋白的表达变化情况(见

图8)

InsR、lR孓1、Akt／PKB及Bcl-2的表达：在纤

维化A叭。干预终浓度较低(0．1 pmol／L及1．0

tlrnol／L)的情况下，InsR、IRS-1．Akt／PKB及Bel一

2的表达均无明显变化；当纤维化Ap。。干预终浓

度较高(2“rnol／L，5,urnol／L及10 pmol／L)时．In-

sR、IRS-I、Akt／PKB及Bcl-2的表达均随纤维化

邱“。干预终浓度的升高而呈现出明显的降低趋
势，干预后24h组、48h组、72h组与对照组的差异

均具有统计学意义(P<O．05)．同时这3组之间差

异亦均具统计学意义(P<O．05)。

CREB的表达：在给予纤维化A艮。干预48h

后，5个药物浓度组均显示CREB的表达无明显变

化。

2．4．2无药物干预oh、24h、48h及72h对照组之

间胆碱能神经元胰岛素信号传导通路相关蛋白对

比(见图9)

细胞培养7d后。在没有药物干预的前提下，提

取Oh、24h后、48h后、72h后细胞总蛋白，进行免

疫印迹实验，结果显示．InsR、IRS-1、Akt／PKB、

CREB及Bel一2的表达随培养时间的延长并没有明

显变化，提示对5种相关蛋白的检测24h对照组、

48h对照组，72h对照组具有同等对比效价。

2．4．3以5ⅡmollL终浓度的纤维化Ap¨。对所

培养胆碱能神经元进行不同时长(24h，48h和

72h)的干预，后分别提取各组细胞总蛋白进行免

疫印迹实验，检测胰岛紊信号传导通路相关蛋白的

变化(见图1 0)，结果显示：

InsR、IRS-1，Akt／PKB及Bcl一2的表达：与对

照组相比，InsR、IRS-1、Akt／PKB及Bcl一2的表达

均随干预时间的延长而降低，差异均具有统计学意

义(P<O．05)，而各不同时段组之间的差异亦均具

统计学意义(P<o．05)。

CREB的表达：随着药物干预时间的延长，

CREB的表达没有表现出明显的变化。

2．5各组大鼠学习、记忆能力的变化

Y一迷宫实验结果见表1。由表l可见，AD组

大鼠学习获得次数比后两组多．记忆获得次数比后

两组少，即AD组大鼠学习和记忆功能均减退。

表1各组大鼠学习、记忆能力的比较(j士5．n=12)

*P<o．05示AD姐v5 NS组IAD蛆VS正常蛆

2．6各组大鼠海马组织免疫组化结果

AD组大鼠海马区神经元InsR、IRS-I和

AKT／PKB表达与正常组和盐水组相比减低，细胞

着色浅(图1l、12、13)。

■■簟i图—I一： ‘01 臂。，[—_]

垦蒌擀啪雠P<orlol p‘001Ait／PKB

l l l l l I I啶斟5．0wI。gLill
●■圈圈—l 如{¨『“憎¨络”’蠢¨E利=：：羞l
■曙臣曼圆■—I一“JI ■ 1．rF”_lr l。：m一，l
■■●曼舅曼曩—■一一!。：擅I誓¨_---_Il II【I=⋯。l——■■_⋯n。JI粤， 。。。蟪晏q乒l曼■巴竺_

图8不阿浓度纤维化A口-”的干预对基底前脑胆碱能神经元臃岛豢信号转导通路相关蛋白影响的对比
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m 48h

C]72h

InsR在AD组与NS组和正常组相比表达明显减低．胞菜着色是浸。其差异有坑计学意义(P<0．05)l在NS组和正

常组表达无明显差异(P>0．0S)。

图11 用lnsR多克隆抗体免疫组化法对大鼠海马神经元染色(×400)

IRS-1^D组

黪
晦气

IRS-1在AD组与NS组和正常组相比表达明显减低．胞浆着色更浅。其差异有统计学意义(P<o．05)；在Ns组和

正常组表达无明显差异(P>0．05)。

图12 用IRS-1多克隆抗体免疫组化法对大鼠海马神经元染色(×400)

=一M一

》b鬻一

鹾錾
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Akt在AD衄与NS组和正常姐相比寰遮明里藏低．胞泉着色罡浅．其差异有兢计学意_jL(P<0．05'l在NS姐和正

靠蛆裹遮无明量差异(P>0．05)。

图13 用Akt多克睦抗体免疫组化法对大鼠j簟马神经元染色(×400)

2．7各姐大鼠海马神经元InsR、IRS-l和Akt／

PKB平均光密度值的比较

由表2可以看出。正常组和NS组InsR、IRS-I

和Akt／PKB的平均光密度值相似，但比AD组

高，说明在正常组和NS组细胞染色深，其差异有

统计学意义(P<0．05)。

袁2 3组大鼠海马神经元InsR、IRS-1和

Akt／PKB平均光密度值的比较(z士j，n一12)

·P<o．05示AD组ⅥNS组‘AD姐vs正常蛆

3讨论

AB是AD患者老年斑(SP)的核心和主要成

分，其对神经元细胞的毒性作用在AD的发病中起

重要作用．而AB的致凋亡作用也一直是研究者关

注的热点o]。然而到目前为止，有关口淀粉样蛋白

对神经细胞毒性作用的机制尚不清楚。Hugon J

等[I”的研究发现．AB引起神经细胞凋亡可能通过

caspase(半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶)起作

用；而另外的有关研究””则发现A口能够通过诱导

胶质细胞iNOs表达，产生大量的No，杀伤神经

元，因此有关AB的毒性作用机制仍需进一步的深

入研究。

在中枢神经系统，胰岛素可作为神经营养因子

而发挥促进细胞存活的作用，胰岛素通过与细胞膜

上的InsR(胰岛素受体)结合，使胰岛素受体底物

磷酸化，激活胰岛素受体底物-1(IRS-1)．通过

P13K—Akt途径激活CREB，并使CREB磷酸化，最

后通过靶位基因Bcl-2完成细胞存活和保护作用。

有关研究显示在敲除小鼠胰岛素受体底物I(IRS-

1)后，可阻断胰岛素／IGF-I信号通路，导致GSK-

3活性增高，进而引起tau的磷酸化水平增加，在

细胞内聚集为双螺旋丝[s】，最终可造成神经元的死

亡和丢失。近年来，胰岛索信号转导通路障碍与

AD之间的关系被愈来愈多的关注，HoyerC”‘1”提

出了散发性AD是。脑型NIDDM(非胰岛素依犊

性糖尿病)”的假说，而恰恰在所有AD病例中仅有

--／b部分(大约5％～10％)的病人是由于基因突

变所致，而大部分病人是散发的。我们的研究发

现，低浓度的纤维化A／3。。对胆碱能神经元胰岛素

信号转导通路中InsR、IRS-1、Akt／PKB、CREB及

Bcl-2的表达无明显改变，提示低浓度对神经元的

胰岛索信号转导通路未造成明显影响。给予较高

浓度纤维化AB。。干预后的胆碱能神经元InsR、

1RS-1、Akt／PKB及Bcl一2的表达均显著下降。降低

程度与纤维化A口。。浓度呈现正相关；并呈时同依

赖性。我们推测InsR可能是纤维化A卧。o的一个

结合位点，而考虑到较低浓度的纤维化A口。。并未

对胰岛素信号转导通路相关蛋白的表达造成影响，

故InsR并非纤维化AB“。的首选结合位点。纤维

化ABl-．。可能通过改变InsR的空间构象进而自起

始受体阶段对胰岛素信号转导通路进行阻断。而

InsR及IRs．1表达的下降可能与药物诱导的细胞

内ca”失街有关．而其表达下调将会影响对下游

P13K—Akt途径的激活作用，造成Bcl-2表达的降

低，进而引起神经元的活性下降甚至凋亡。另外，

我们发现经A8“。处理过的大鼠出现学习记忆功

能障碍，导致认知功能损伤，及AD模型大鼠海马

万方数据



92 J Jining Med Univ。April 2012，V01．35，No．2

区InsR表达比正常组减少和IR§1表达减低，这

与Steen E等观察到的AD患者IR孓1mRNA水

平比正常者低的结果是一致的[1 61。

有关研究[173显示，与非AD患者相比较，AD

患者脑海马组织Akt／PKB、CREB、p-CREB表达

减少，而我们的实验结果显示CREB表达并没有

明显改变。我们认为纤维化ABH。可能并不对

CREB的表达直接造成影响．而是通过对InsR、

1R孓l及Akt表达的影响而造成CREB磷酸化(p-

CREB)的减少，p-CREB表达的减少进而引起Bcl一

2表达的下调。

另外，胰岛素或IGF还可在激活P13K—Akt／

PKB信号途径后，通过抑制糖原合成激酶一3a(gly—

cogen synthase kinase-3a，GSK-3a)的活性而减少

A|3的合成，GSK-3a已被证实可通过调节r分泌

酶的活性而促进A阻们、A艮；。的合成[6]。有关研究

证明IDE(胰岛素降解酶)参与A的降解，在调节

胞外AB水平过程中有着重要作用，而IDE则可能

受胰岛素信号系统调节[tel。Zhao等fT]认为，胰岛

素所介导的P13K—Akt／PKB信号途径可能参与对

IDE活性的调节，继而影响胞外A的降解。因此，

A8对胰岛素信号转导通路的损害作用会进一步造

成A8沉积的加重，进而进一步加重对神经元胰岛

素信号转导通路的损害作用，形成恶性循环，最终

造成神经元的减少和丢失。

我们的实验结果还显示在培养的胆碱能神经

元接受低浓度纤维化A口¨。干预后，形态学观察及

MTT实验均显示其细胞活性有轻度升高，但最终

统计学结果显示其与对照组之间的差异无统计学

意义，我们推测低浓度纤维化A8¨。对胆碱能神经

元可能有类似神经营养或增强活性的作用，对此有

待进一步的研究。
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