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摘要 目的  研究慢性孵育 Β淀粉样肽  Β2°  对海马神经元电压依赖性外向钾通道亚型  表达的

影响 ∀方法  用  ×2°≤ 方法检测  的表达 用光密度扫描法半定量测定表达变化 ∀结果  在正常培养的海马

神经元上延迟整流√1 √1 瞬间外向型√1 √1 钙激活的大电导≥钾通道亚型均有表达 ∀Β2

°    Λ#
孵育细胞  后 √1   的表达明显上调 其它亚型则无显著性变化 Β2°  上调 √1

 的作用主要发生在 Β2°  应用后  内  后 √1  表达水平显著下调 ∀结论  √1转录水平的

上调可能参与 Β2°  选择性地增加海马神经元上延迟整流钾电流Ι的作用 ∀

关键词   ×2°≤ 淀粉样 Β肽   电压依赖性外向钾通道 海马神经元
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  Β淀粉样肽Β2°是造成阿尔茨海默病⁄患

者认知功能的减退或丧失的主要原因 而海马是脑

内最易受到 Β2°毒性损害的区域之一
≈ ∀众所周

知 许多功能各异的电压依赖性钾通道√亚型广

泛分布在哺乳动物的海马神经元上 包括延迟整流

钾通道Ι 瞬间外向型钾通道Ι 以及钙激

活的大小电导钾通道≤ ≥≤等 他们参与调节

静息膜电位 控制动作电位时程 影响神经元的重复

放电 ∀通过这些作用 钾通道调节神经元的整和作

用 输出功能及神经递质的释放 参与海马区域认知

功能的加工和处理≈ ∀

钾通道通过调节钾的外流而影响细胞内的离子

浓度 !细胞的兴奋性和细胞容积 这种变化可能参与

神经元的凋亡过程≈ ∀最近的研究表明慢性孵育 Β2

°能选择性地上调海马 皮层等神经元上的延迟整

流钾电流≈  ∀因此 钾通道的改变可能参与 ⁄患

者神经元的退行性病变 ∀

  由于 √通道亚型的分类复杂 Β2°损伤神经

元的作用与何种钾通道亚型相关尚未见报道 ∀为

此 本研究采用慢性孵育 Β2° 与海马神经元和
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 ×2°≤ 的方法 旨在从   水平探讨何种 √通

道亚型参与 Β2°的神经毒性作用 ∀

材 料 和 方 法

实验动物  新生 •大鼠 α ⎯ 各半 

由中国医学科学院实验动物中心提供 ∀

药品  Β2°  胰蛋白酶 ×× 均购于 ≥

公司 ∀ ⁄∞ 培养基 标准胎牛血清 马血清购于

公司 其余试剂均为国产分析纯 ∀Β2° 用

灭菌去离子双蒸水 配成  #储备溶液 

  ε 保存待用 ∀

海马神经元的原代培养  按文献≈法从新生

 •乳鼠分离出海马组织 剪碎 胰酶消化 

用培养液⁄∞  马血清  胎牛血清 青霉

素  ∏#
链霉素  Λ#

洗涤 !稀释 将

细胞稀释成  ≅ 
 #

的细胞悬液 将此液接种

于预先用 1  多聚赖氨酸铺底的多孔培养皿

≤ 放入   ≤     的 ≤ 培养箱中培

养 ∀ 后加入阿糖胞苷  Λ#


抑制胶质细

胞生长 ∀细胞培养至  ∗  进行实验 ∀

ΜΤΤ法检测 Β2ΑΠ25 − 35的神经毒性  按文献≈

将细胞以每孔 
 接种于  孔板中 每孔体积 

∀培养至  后 加入 Β2°   Λ#
继续孵

育      及  后 每孔分别加入 
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#
××溶液  Λ继续孵育  后加入 

脱色液 二甲基甲酰胺   ≥⁄≥溶解蓝色

结晶 过夜 使结晶物充分溶解 在 Λ±∏酶标仪

2×∞× ∞×≥ ≤   波长处测量

各孔吸光度 ∀

引物设计合成  根据  的序列 用

°1 软件分别设计 √1 √1 √1 

√1 ≥的引物表  并由上海生工生物工程公

司合成 内标 Β2的引物购自鼎国生物公司 ∀

Ταβλε 1  Σεθυενχεσ οφ τηε σετ οφ πριµερσ υσεδ ιν ΡΤ2ΠΧΡ εξπεριµεντσφορ γενεσενχοδινγ τηε Κϖχηαννελσ

√  ≥ 

√1 χ2≤≤×≤××≤≤≤×≤≤2χ χ2≤×≤×≤≤×≤≤≤≤≤×××2χ

√1 χ2≤≤≤≤≤2χ χ2×≤××≤××≤2χ

√1 χ2≤×≤××××≤××≤×2χ χ2≤≤≤××≤≤×≤2χ

√1 χ2≤≤≤××≤××××≤×2χ χ2×××××≤×≤2χ

≥ χ2×≤≤≤≤××××××≤≤2χ χ2×≤×≤×≤×≤×≤××2χ

Β2 χ2≤×≤×≤××≤×≤×≤≤2χ χ2×≤××××≤≤××≤≤2χ

  总 ΡΝΑ提取和 ΡΤ2ΠΧΡ  收获单层海马神

经元细胞 ∀ 用 ×法博大公司提取总   

紫外分光光度计测定总  浓度 用 ×∞琼脂糖凝

胶电泳鉴定  质量 ∀提取的总  于   ε 保

存 ∀ 逆转录反应 取适量总   加随机引物

1 Λ加无  水至  Λ ε 变性  置冰

中  然后分别加入下列成分  ÷ 缓冲液  Λ

×°混合 物  #
  Λ⁄×× 1

#
  Λ 酶抑制剂 #Λ


 1 Λ

加无  水至  Λ ε 反应  后 每管中

加入 2∂ 酶    Λ使总反应体系为 

Λ于  ε 反应   ε 变性  后冰浴 进

行扩增反应 或   ε 保存待用 ∀ °≤ 反应 在

1 °≤ 管中依次加入无  水 1 Λ逆

转录产物  Λ÷°≤ 缓冲液  Λχ χ端引物

终浓度  Λ#

各  Λ ×°  Λ× ⁄

聚合酶  #Λ

 1 Λ总体系  Λ混匀 ∀

 ε 变性  ∀设置反应程序  ε 变性  

 ε 退火   ε 延伸  周期为 个循环 

Β2为  ε 变性   ε 退火   ε 延伸 

周期为  个循环 最后  ε 延伸  ∀ 

°≤ 产物定量 °≤ 反应产物经 1  琼脂糖凝胶

电泳后 用 凝胶图像分析系统进行图像分析 

然后计算待测基因与内标 Β2吸光度的比值 ∀

统计学处理  数据以 ξ ? σ表示 各组间均数

比较用 τ检验 ∀

结 果

1  Β2ΑΠ25 − 35神经毒性的评估

通过测量 ×× 的减少是判定神经元的存活率

的常用方法 ∀结果表明 随着 Β2°   Λ#


孵育的时间延长 海马神经元存活率逐渐降低 ∀在

Β2°   Λ#
应用  内 神经元的减少仅

为 1  ? 1  而孵育  后 神经元胞体出现

萎缩 光晕消失 突触变短等现象 约 1  ? 1 

的神经元死亡图  ∀

ƒ∏  ∞Β2°    Λ#


∏∏

 ∏ ≤ √  √∏ 

×× ∏  ν    ξ ? σ

2  正常海马神经元上 Κϖ亚型的表达

在原代培养的大鼠海马神经元上同样存在有

√1 √1 √1 ∂1及 通道亚型  

的表达 通过光密度扫描分析表明 √1 ∂1 

√1 的表达水平相对较高图  ∀

3  Β2ΑΠ25 − 35对培养海马神经元上 Κϖ亚型表达的影

响

用  ×2°≤ 对比观察了对照组和 Β2°  

Λ#
对海马神经元上 √1 √1 √1 

∂ 1 的表达 以Β2作为内对照 ∀结果发
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ƒ∏   1  

 ×2°≤   √  ∏∏   

∏∏ ∏

 °≤    √1   

√1    ≤ √1    ⁄√1
  ∞≥ 

现 Β2°   Λ#
损伤  后 海马神经元上

√1   表达水平 √1ΠΒ2为 1 ?

1 明显高于对照组1 ? 1 ∀而 √1的表

达水平为 1 ? 1 略大于对照组1 ? 1 

但无显著性差异 ∀其他各型钾通道   表达水

平 √11 ? 1 √11 ? 1 ≥

1 ? 1分别与其对照组1 ? 1 1 ?

1 1 ? 1相比均无明显差别图 和图  ∀

4  Β2ΑΠ25 − 35孵育不同时间对 Κϖ211表达的影响

Β2°   Λ#
孵育神经元后  时的

√1  的表达增强最明显 ∀随着孵育时间的

延长 √1   上调作用逐渐减弱  后 

√1   显著降低 ∀上调作用主要发生在 Β2

° 孵育后  内图  ∀

ƒ∏   1    ×2°≤ √ ∏∏  Β2
√ ∏∏ ¬∏Β2°   Λ#



 °≤    ≤Β2°   Λ#


√1   √1   

√1   ∂ √1   ∂ ≥  Β2  

ƒ∏  ×   √  ∏∏√

  √ΠΒ2 ∏∏

∏¬∏Β2°   Λ#


τ ≤ υ Β2°   Λ#


 ν    ξ ? σ
3
Π 1 ϖσ

ƒ∏  ×∏ √1 √  

√ΠΒ2 ∏∏

∏¬∏Β2°   Λ#


3
Π 1  3 3

Π 1 ϖσ

## 药学学报 °∏≥    



讨 论

钾离子通道与神经元的种类 !放电 !兴奋性及信

号传导密切相关 ∀因此 从  水平研究脑内特

定区域内通道亚单位的表达情况及病理状态下表达

的变化 对于阐述通道亚单位在特定脑区内的生理

和病理功能具有重要意义 ∀

本实验证实 在培养的大鼠海马神经元上 延迟

整流钾通道√1和 √1 瞬间外向型钾通

道√1和 √1及钙激活的大电导钾通道≥

均有不同程度的表达 以 √1 √1 √1 ≥

的表达较为丰富 这与文献≈ 报道基本一致 ∀

本研究发现 Β2°  可明显上调 √1  

的表达水平 ∀这与我们最近发现 Β2° 可选择性

增加海马神经元细胞上延迟整流钾电流Ι的作用

相一致 ∀这表明 Β2°  上调 Ι电流的作用很可

能是由 √1的   和蛋白质表达增加引起的 ∀

 后 √1  表达降低 可能与神经元存活

率下降有关 ∀本实验中由于 √1在正常培养海马

神经元上的表达相对较弱 Β2°  作用后虽有上

调趋势 但无统计学差异 原因尚待进一步研究 ∀

√1钾通道在哺乳动物大脑内的神经元上高

表达 它已被认为是脑内神经元活性的主要决定因

素 ∀研究表明 √1在海马神经元上表达也最为广

泛 是决定延迟整流钾电流的主要成分 它产生慢失

活外向电流 这在决定大鼠大脑神经元放电作用中

起着重要作用≈ ∀ ≠∏等≈  证实无血清培养 星

形孢菌素及 Β2°等所造成的皮层神经元 ≥细

胞株的凋亡均选择性地增强延迟整流钾 Ι电流 

另外在皮层星型胶质细胞上 Β2°也同样可引起 Ι

的增加≈
Β2°前体蛋白°°可通过激活大电

导 !≤×÷2敏感的钾通道 而减慢动作电位 产生超极

化≈ ∀目前越来越多的证据表明 通过电压依赖性

钾通道引起钾的大量外流可能是一些中枢神经元程

序化死亡的重要环节 ∀并可能参与老年化过程 甚

至 ⁄的神经退行性病变 ∀

通过阻断 √通道 从而导致膜去极化并且增加

神经递质释放 这些均在一定程度上增加神经元的

兴奋性 有利于改变痴呆症状 减少神经元的凋亡和

退行性改变 ∀最近发现一些非甾体类抗炎药物在治

疗 ⁄的同时 也表现出抑制 √ 通道的作用 对

√1通道有明显的抑制作用≈ ∀因此我们推测 

√通道尤其是 √1通道可能是治疗 ⁄的新靶

点 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈ ° ≤     ≥ƒ  ∏¬ 

∏  ∏∏

 .   2Β ∏¬ ≈  ϑ
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 119    

≈ 2≥√    × ≥  ⁄

 ¬  

  

∏√ ιν σιτυ  ιν ϖιτρο ≈  ϑ

Νευροσχι  15    

≈  ×≥ ≥≠ ≤≥•  ετ αλƒ∏

   √ ¬  

∏≈  Ευρϑ Βιοχηεµ  267    

≈ ∏  ×≥     √1 

 ∏
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 ∏∏ ∏≈ 

Σχιενχε  278    
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 70    

≈  ×  ≤ ≤ •⁄ Β2 2
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≤
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Ρεσ 746      
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≈ •  ±   ≠×    √1   ∏

∏ √2 


  

≈  Ευρ ϑ Πηαρµαχολ 378    

ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦ ΧΗΡΟΝΙΧ ΕΞΠΟΣΥΡΕ ΤΟ ΒΕΤΑ2ΑΜΨΛΟΙ∆2ΠΕΠΤΙ∆Ε25 − 35 ΟΝ

ΤΗΕ µ ΡΝΑ ΕΞΠΡΕΣΣΙΟΝΣ ΟΦ ς ΟΛΤΑΓΕ2ΓΑΤΕ∆ ΟΥΤΩΑΡ∆ ΠΟΤΑΣΣΙΥΜ

ΧΗΑΝΝΕΛ ΣΥΒΥΝΙΤΣ ΙΝ ΧΥΛΤΥΡΕ∆ ΡΑΤ ΗΙΠΠΟΧΑΜΠΑΛ ΝΕΥΡΟΝΣ

2 • •  ÷2

(Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδεµψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ

Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ ΑΙΜ ×√¬√2∏∏∏

∏∏∏¬∏Β22 Β2°  ΜΕΤΗΟ∆Σ  

¬  ×2°≤ √¬√ΡΕΣΥΛΤΣ
⁄√1√1∏√1√1∏∏2√≥
∏  ¬∏∏Β2°    Λ#




√¬√√1  ν   Π 1∏

√∏  ν   Π 1×√1      

¬∏Β2°   ¬∏Β2°   √1  ν Π1
ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ ×∏∏ √1 √ √√

∏∏Ι ∏∏Β2°   
ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ ×2°≤  2   √2∏∏  

∏

百时美施贵宝公司发布类风湿关节炎治疗新药的临床结果

年 月 日在斯德哥尔摩召开了/欧洲抗风湿病联盟0∞ 会议 会上发布了由百时美施贵宝公司开发研究的

生物药物 ≤×≥在治疗类风湿关节炎方面的安全性 !临床疗效和改善生活质量方面的临床数据 ∀

该药物 期临床试验结果表明 ≤×作为第一个/协同刺激因子阻断剂0类新型治疗药物 对类风湿关节炎患者具有

良好的耐受性和广泛的剂量范围 ∀

研究中 名类风湿关节炎患者被分成 个组 组按  #服用 ≤×组按  #服用 ≤×组服用

安慰剂 所有 组均同时服用氨甲蝶呤 ∀个月后 接受 ≤×治疗的两组患者病情均有改善 ∀

≤×具有全新的作用机制 它对因刺激免疫反应而导致类风湿类节炎的细胞具有很强的抑制作用 并可阻断 × 细胞

活化和前炎症细胞因子释放激发的炎症过程 ∀

利兹大学风湿病学教授 !利兹大学教学医院风湿病科首席临床专家保罗#艾默瑞认为/此次在 ∞ 会议上公布的这些

结果 确立了协同刺激因子阻断的作用和 ≤×在类风湿关节炎治疗上的地位 ∀而且 这一新药对其他自身免疫病如多发

性硬化病和红斑狼疮也具有潜在的应用前景0 ∀

美国 百时美施贵宝公司 中国总部 供稿
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