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ＣＤ１４７超表达对γ分泌酶影响的临床研究


张锦巍，井丽娟，孙亚平，李　聪，董贵成△

（内蒙古科技大学包头师范学院，内蒙古包头０１４０３０）

　　摘　要：目的　探讨ＣＤ１４７在小鼠胚胎成纤维细胞中超表达对γ分泌酶活性的影响。方法　ＣＤ１４７ｃＤＮＡ转染敲除淀粉样

前体蛋白表达基因的小鼠胚胎成纤维细胞系，以梯度浓度 Ｇ４１８筛选ＣＤ１４７表达量最高的细胞，并提取实验组样本Ｅ１、Ｅ２及

ＩＰＥ２和对照组Ｃ１、Ｃ２和ＩＰＣ２中γ分泌酶复合物。蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测ＣＤ１４７的表达量，酶联免疫吸附测

定（ＥＬＩＳＡ）分析样品Ａβ４０和Ａβ４２的产量。结果　样本Ｅ１、Ｅ２及ＩＰＥ２中ＣＤ１４７表达量较相应对照组样本Ｃ１、Ｃ２和ＩＰＣ２分别

上升（１１．０±５．５）％（犘＝０．０８），（２８．２±９．１）％（犘＜０．０１）及（５０．０±９．８）％（犘＜０．００２），γ分泌酶活性分别下降（６１．８±３．０）％

（犘＝０．２５），（８２．９±５．０）％（犘＜０．００１），（１９０±７）％（犘＜０．００１）。结论　ＣＤ１４７是γ分泌酶复合物的负调控因子。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是神经系统进行

性退行性疾病，临床特征表现为高级认知功能、记忆功能障碍

和行为异常等［１］。主要病理改变包括大脑皮层和海马区胞外

老年斑沉积和胞内神经纤维缠结，老年斑块的主要成分是淀粉

样蛋白Ａβ４０和Ａβ４２
［２４］。γ分泌酶切割底物Ｃ９９生成强自聚

性的Ａβ，γ分泌酶是产生 Ａβ的最后一步也是限速步骤。因

此，研究γ分泌酶的活性调控因子，对于寻找 ＡＤ的治疗药物

有一定指导和借鉴意义。

γ分泌酶由ＰＳ、ＮＣＴ、ＡＰＨ及Ｐｅｎ２四大核心部分组成的

具有复杂空间结构和一定活性中心的复合物［３７］，主要参与

ＡＰＰ和Ｎｏｔｃｈ等重要跨膜蛋白的切割．可切割 ＡＰＰ经β分泌

酶切割的产物Ｃ９９而生成多种Ａβ
［８］。

ＣＤ１４７是一种高度糖基化的球蛋白，编码基因位于人１９

号染色体编码２６９个氨基酸
［９］。ＣＤ１４７在体内分布广泛，同

时表现为高糖型ＣＤ１４７［相对分子质量为（４０～６６）×１０３］和低

糖型ＣＤ１４７［相对分子质量为３３×１０３］。本文通过ＣＤ１４７ｃＤ

ＮＡ转染 ＭＥＦ（ＫＯ），以研究其对γ分泌酶活性的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　ＭＥＦ（ＫＯ）由康斯坦茨大学提供、ＦＢＳ、ＭＥＦ、脂质

体转染培养基、Ｇ１４８、ＣＤ１４７ｃＤＮＡ、胰酶、混合型酶抑制剂、

ＣＨＡＰＳＯ、预清洁ＰｒｏｔｅｉｎＧＢｅａｄｓ、载有ＰＳ１抗体的ＰｒｏｔｅｉｎＡ

Ｂｅａｄｓ、ＣＤ１４７一抗、ＣＤ１４７二抗、ＰＶＤＦ膜、ＥＣＬ试剂、底物

Ｃ９９、Ａβｐｅｐｔｉｄｅ４０与 Ａβ４２的酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）反应

试剂盒、ＣＯ２ 培养箱、转膜仪、显微镜等。

１．２　方法

１．２．１　选择生长活力强的细胞　将 ＭＥＦ（ＫＯ）在１００ｍｍ×

２０ｍｍ的平板上培养成为几个梯度。选择３６ｈ内覆盖率达

７０％～９０％的进行下一步实验。

１．２．２　ＣＤ１４７ｃＤＮＡ转染　（１）吸取ＣＤ１４７ｃＤＮＡ２５μｇ加

入到１ｍＬＯＰＴＩＭＥＭ 低血清培养基混匀，记做Ａ，室温静置

１０ｍｉｎ。（２）吸取脂质体６０μＬ加入到１ｍＬＯＰＴＩＭＥＭ 低血

清培养基混匀，记作Ｂ，室温下静置１０ｍｉｎ。（３）将上述 Ａ、Ｂ

溶液混合均匀，室温静置１５ｍｉｎ。（４）吸出 ＭＥＦ（ＫＯ）细胞培

养平板的 ＭＥＦ，用未加抗菌药物的选择培养基洗涤３次。（５）

将Ａ、Ｂ混合溶液加入覆盖８０％～９０％的平板并再加８ｍＬ选

择培养基。（６）培养１２ｈ以后换成不含抗生素含１０％ＦＢＳ的

ＭＥＦ。（７）培养３６ｈ后将１个平板的细胞分成２个平板进行

培养。（８）培养７２ｈ后可进行第２次转染，方法同上。（９）９６ｈ

后收集经过ＣＤ１４７ｃＤＮＡ转染的细胞。（１０）转染后的细胞进

行蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测。

１．２．３　Ｇ４１８筛选ＣＤ１４７超表达转染细胞　配制梯度浓度分

别为１５０、３００、６００、１２００ｍｇ／ｍＬ，以确定Ｇ４１８的最佳筛选浓

度。将ＣＤ１４７ｃＤＮＡ转染后的细胞接种到含Ｇ４１８的培养基

中，２４ｈ后吸出上浮死掉的细胞，并再次更换培养，１０～１５ｄ
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表１　　ＣＤ１４７的表达量（狓±狊，μｇ／μＬ，狀＝９）

组别 ＭＥＦ（ＫＯ）细胞培养１０ｄ后ＣＤ１４７的表达量

Ｃ１ ３１．６±０．５ ３３．５±０．３ ２９．７±０．２ ２７．４±０．１ ２８．３±０．３ ３１．３±０．２ ３０．４±０．３ ２８．５±０．４ ３２．４±０．１

Ｅ１ ３４．９±０．７ ３６．７±０．６ ３４．１±０．７ ３０．０±０．５ ３１．５±０．６ ３４．４±０．５ ３４．０±０．４ ３２．６±０．３ ３１．７±０．３

Ｃ２ ３５．１±０．２ ３４．５±０．９ ３３．９±０．４ ３２．８±０．２ ３３．６±０．３ ３１．０±０．４ ３２．５±０．５ ３２．６±０．２ ３２．９±０．２

Ｅ２ ４４．７±０．２ ４５．３±０．４ ４２．７±０．３ ４１．６±０．２ ４２．５±０．２ ３９．８±０．４ ４４．２±０．５ ４２．３±０．４ ４２．４±０．１

ＩＰＣ２ ４５．３±０．９ ４８．０±０．５ ４６．６±０．４ ４７．２±０．３ ４４．８±０．７ ４６．３±０．９ ４７．７±０．５ ４９．０±０．４ ４４．９±０．７

ＩＰＥ２ ６７．７±０．９ ７０．０±０．８ ６９．１±０．７ ６９．７±０．６ ６７．３±０．５ ６９．３±０．４ ６９．５±０．３ ７０．０±０．２ ６７．４±０．１

表２　　Ａβ４０和Ａβ４２的生成量总含量（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ，狀＝９）

组别 样本与Ｃ９９反应７ｈ生成的Ａβ４０和Ａβ４２的总含量

Ｃ１ ３８０．０±５．０ ３７５．０±６．０ ３６０．０±５．０ ３８５．０±７．０ ３７０．０±３．０ ３６８．０±２．０ ３６６．０±６．０ ３７９．０±７．０ ３７１．０±５．０

Ｅ１ １４５．０±３．０ １４０．０±４．０ １３９．０±３．０ １４２．０±５．０ １４７．０±２．０ １４３．０±１．０ １４１．０±３．０ １４０．０±６．０ １３８．０±４．０

Ｃ２ １７５．０±３．０ １７７．０±３．０ １６８．０±２．０ １７３．０±２．０ １７５．０±１．０ １７０．０±６．０ １８０．０±５．０ １７５．０±３．０ １７２．０±２．０

Ｅ２ ３５．０±１．０ ３５．０±２．０ ２９．０±３．０ ３３．０±４．０ ３０．０±２．０ ３４．０±３．０ ３１．０±２．０ ３４．０±２．０ ３２．０±３．０

ＩＰＣ２ １２５．０±４．０ １２４．０±３．０ １２６．０±３．０ １２０．０±２．０ １２１．０±２．０ １２４．０±３．０ １２６．０±４．０ １２３．０±５．０ １２０．０±３．０

ＩＰＥ２ ２５．０±１．０ ２６．０±２．０ ２４．０±３．０ ２５．０±１．０ ２１．０±２．０ ２７．０±１．０ ２４．０±３．０ ２８．０±３．０ ２７．０±２．０

后将细胞移至９６孔板扩大培养。１５ｄ后用胰蛋白酶溶解处理

细胞，移至皿中培养，并加入含Ｇ４１８的培养液，１０ｄ后收集细

胞，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，以筛选ＣＤ１４７最高表达的细胞。

１．２．４　收集细胞并分离纯化蛋白　处理实验组（Ｅ）和对照组

（Ｃ）细胞，并收集纯化含γ分泌酶的样本：（１）细胞破碎制备全

蛋白Ｃ１和Ｅ１；（２）加入ＣＨＡＰＳＯ彻底溶解后，超速离心制备

Ｃ２和Ｅ２；（３）用ＰＳ１抗体纯化Ｃ２或Ｅ２制备ＩＰＣ２和ＩＰＥ２。

实验步骤：将Ｅ组和Ｃ组的细胞分别收集到２ｍＬ的离心管，

用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤３次，１３０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心２ｍｉｎ

去液。加入０．５ｍＬ匀浆缓冲液后，用细胞破碎针头破碎４０～

５０次，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ．取０．５ｍＬ上清液，加入０．５ｍＬ

匀浆缓冲液，再破碎一次，保留上清液１ｍＬ，分别取上清液０．２

ｍＬ，记为Ｅ１或Ｃ１，加入ＣＨＡＰＳＯ的 Ｈｅｐｅｓｂｕｆｆｅｒ备用，将剩

余上清液０．８ｍＬ移入超速离心管，５００００ｒ／ｍｉｎ离心６０ｍｉｎ，

以沉淀蛋白，加入含１％ＣＨＡＰＳＯ的 Ｈｅｐｅｓｂｕｆｆｅｒ０．２ｍＬ。

混合物于４℃ 空摇９０ｍｉｎ，３５０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取０．２

ｍＬ上清液，分别记为Ｅ２或Ｃ２。在所剩０．８ｍＬ上清液中，加

入３０μＬＰｒｏｔｅｉｎＧＢｅａｄｓ，经４℃摇动９０ｍｉｎ，然后１３０００ｒ／

ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，以弃除ＰｒｏｔｅｉｎＧＢｅａｄｓ。上清液中加入２μＬ

ＰＳ１抗体与３０μＬＰｒｏｔｅｉｎＡＢｅａｄｓ，置于垂直混合旋转器上于４

℃放置２４ｈ经１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ得ＰｒｏｔｅｉｎＡＢｅａｄｓ，用

含ＣＨＡＰＳＯ 的 Ｈｅｐｅｓｂｕｆｆｅｒ清洗 ４次。吸附在 ＰｒｏｔｅｉｎＡ

Ｂｅａｄｓ上的蛋白即为γ分泌酶复合物，分别记为ＩＰＣ２和ＩＰＥ２。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析 Ｃ１、Ｅ１、Ｃ２、Ｅ２、ＩＰＣ２、ＩＰＥ２中 ＣＤ１４７

的量。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ分析样品Ｃ１、Ｅ１、Ｃ２、Ｅ２、ＩＰＣ２及ＩＰＥ２中γ分

泌酶复合物活性　取上述样本Ｅ１、Ｃ１、Ｅ２或Ｃ２０．１ｍＬ（蛋白

浓度１．５ｍｇ／ｍＬ），加入３μＬ底物Ｃ９９（终浓度０．５μｍｏＬ），于

３７℃反应７ｈ。将１００μＬ含 ＣＨＡＰＳＯ的 Ｈｅｐｅｓｂｕｆｆｅｒ，３μＬ

Ｃ９９加入ＩＰＥ２和ＩＰＣ２中于３７℃进行同样反应７ｈ。将上述

反应液５０μＬ以及Ａβ４０与 Ａβ４２的标准品分别加酶标板中，

加一抗５０μＬ于３７℃孵育４ｈ。将上清液吸出，洗脱３次后，

加入已配好的二抗稀释液１５０μＬ３７℃反应６０ｍｉｎ。再一次

将上清液吸出，洗脱４次。然后加入稳定发色液１５０μＬ３７℃

放置６０ｍｉｎ，加入等量的终止液。混匀后测产物。

１．３　统计学处理　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ及ＥＬＩＳＡ所得数据

分别来自９次独立实验，以狓±狊表示，组间计量数据的比较采

用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析ＣＤ１４７表达量　实验组Ｅ１、Ｅ２及

ＩＰＥ２中ＣＤ１４７表达量较相应对照组样本Ｃ１、Ｃ２和ＩＰＣ２分别

上升（１１±５．５）％，差异无统计学意义（犘＝０．０８），上升（２８．２

±９．１）％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）及上升（５０．０±

９．８）％，差异有统计学意义（犘＜０．００２），见表１。

２．２　ＥＬＩＳＡ分析 Ａβ４０和 Ａβ４２的生成量　实验组所得Ｅ１、

Ｅ２及ＩＰＥ２与饱和浓度底物Ｃ９９反应生成的Ａβ４０和Ａβ４２总

量均明显低于同样方法从对照组细胞制备所得样本Ｃ１、Ｃ２及

ＩＰＣ２。参照样本Ｃ１、Ｃ２及ＩＰＣ２，经ＣＤ１４７转染，样本Ｅ１、Ｅ２

及ＩＰＥ２中所含γ分泌酶活性分别降低（６１．８±３）％，差异无统

计学意义（犘＝０．２５），降低（８２．９±５）％，差异有统计学意义

（犘＜０．００１），降低（１９０±７）％，差异有统计学意义（犘＜

０．００１）。比较对照组样本Ｃ１、Ｃ２及ＩＰＣ２，在相同的条件下，样

本ＩＰＥ２催化生成的短肽Ａβ４０和Ａβ４２含量最低，见表２。

２．３　经ＣＤ１４７超表达处理后 ＭＥＦ（ＫＯ）中ＣＤ１４７表达情况

　见图１。

图１　　ＣＤ１４７超表达后蛋白质 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析结果

图２　　Ｃ１和Ｅ１中ＣＤ１４７蛋白质含量的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析结果

２．４　Ｃ１、Ｃ２和Ｅ１、Ｅ２中ＣＤ１４７蛋白质含量的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
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ｔｉｎｇ分析结果　ＣＤ１４７ｃＤＮＡ超表达后实验组ＣＤ１４７表达量

增加，见图２、３。

２．５　ＩＰＣ２和ＩＰＥ２中ＣＤ１４７蛋白质含量的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

分析结果　Ｃ２与Ｅ２经ＰＳ１特异性抗体免疫沉淀所得ＩＰＣ２

和ＩＰＥ２，γ分泌酶复合物得到进一步纯化，见图４。

２．６　ＥＬＩＳＡ检测样本中所含γ分泌酶活性　随着ＣＤ１４７的

表达的进一步增加，Ａβ的表达量减少，可知γ分泌酶活性随

ＣＤ１４７表达量增高而负增长，见图５。

图３　　Ｃ２和Ｅ２中ＣＤ１４７蛋白质含量的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

分析结果

图４　　ＩＰＣ２和ＩＰＥ２中ＣＤ１４７蛋白质含量的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析结果

图５　　ＥＬＩＳＡ检测样本（Ｃ１、Ｅ１、Ｃ２、Ｅ２、ＩＰＣ２和ＩＰＥ２）

中所含γ分泌酶活性

３　讨　　论

由于γ分泌酶切割Ｃ９９是生成 Ａβ的最后一步也是限速

步骤［１０］，所以近期对γ分泌酶抑制剂的研究一直是个热点，同

时也是个难点。突出表现为抑制剂选择性差。首先，淀粉斑块

是以Ａβ４２为核心，周围聚集 Ａβ４０。Ａβ４２极难溶解，但占 Ａβ
的比例很小，而 Ａβ４０是可溶的且还有其他未知的作用

［１１１２］。

而选择性差的抑制剂对于抑制 Ａβ４０的生成作用强于 Ａβ４２。

其次，γ分泌酶在作用ＡＰＰ的同时也作用其他神经递质，一旦

生成或分解受阻，就会引起神经系统中毒，其不良反应远远大

于预期结果。现阶段，γ分泌酶抑制剂主要包括抑制γ分泌酶

酶解ＡＰＰ和抑制ＰＳ蛋白酶，实际上只是当作工具药来研究酶

本身的结构和功能［１３］。选择性、稳定性、血脑屏障的穿越和细

胞摄取等，都是研究抑制剂所必须考虑的。

既然Ａβ４２占Ａβ总量的比例很小，只要使γ分泌酶的活

性降低一定的值，就能相对减少 Ａβ４２的生成量，达到理想的

效果。如果抑制剂本身就是γ分泌酶复合体的组成成分且能

调控γ分泌酶的活性，以上的一切问题就迎刃而解了。

研究证明蛋白 ＣＤ１４７能够调节导致淀粉体斑块的产

生［１４１５］。利用靶向的ＲＮＡ沉默细胞中的ＣＤ１４７，而γ分泌酶

的组成亚基以及淀粉样前体蛋白都不受这种沉默的影响。当

ＣＤ１４７被沉默时，Ａβ的产量显著增加了。

本实验通过第一步 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＣＤ１４７蛋白的

表达量，证明超表达细胞模型构建成功。第二步的数据显示超

表达细胞模型可稳定、高效的表达目的蛋白。第三步ＣＨＡＰ

ＳＯ溶解膜蛋白复合物、超速离心使ＣＤ１４７得到了纯化，证明

ＣＤ１４７和跨膜蛋白结合紧密。特异性ＰＳ１抗体沉淀，使样品

进一步纯化，说明ＣＤ１４７可能是γ分泌酶的调控亚基。为进

一步研究其对γ分泌酶活性的影响奠定了基础。

ＥＬＩＳＡ分析表明，随着 ＣＤ１４７的表达量增高，Ａβ４０和

Ａβ４２的产量下降，证明ＣＤ１４７是γ分泌酶的负调控因子。
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（２）：２３９２５３．　　　　　　　　　　（下转第３８０６页）
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本研究结果显示，Ｂ组大鼠烧伤后ＣＫ和ＬＤＨ１２ｈ即达

峰值，ＡＳＴ２４ｈ达峰值，随后逐渐下降。而给予Ｇｌｙ后心肌酶

谱升高程度明显低于Ｂ组，提示Ｇｌｙ能有效阻止酶的漏出，减

轻心肌细胞的进一步损伤。其机制可能是：Ｇｌｙ通过维护细胞

膜稳定性，防止心肌重要酶类流失，维护细胞能量代谢。血清

ＣＫ、ＡＳＴ和ＬＤＨ均为细胞内的酶类，参与细胞的正常代谢过

程，在一定程度上其漏出多少可反映组织、细胞的损伤程度。

ＣＫ位于线粒体内，是线粒体三磷酸腺苷（ＡＴＰ）产生、利用、转

换和贮存的关键酶；ＬＤＨ催化糖酵解产物丙酮酸与乳酸相互

转化以保证细胞内能量代谢的正常进行；ＡＳＴ催化谷氨酸与

草酰乙酸之间的转氨作用，对于谷氨酰胺的代谢具有重要意

义。烧伤后细胞代谢状态异常，糖酵解产物乳酸的堆积和脂质

过氧化损伤等原因引起心肌细胞膜通透性升高，促使酶从细胞

内释放进入血循环，胞内重要酶的丢失导致细胞能量代谢障

碍［６７］。而Ｇｌｙ可以防止ＡＴＰ耗竭引起的细胞膜通透性增加，

抑制磷脂酶 Ａ２的激活，防止细胞膜降解从而保护细胞膜完

整性。

本研究采用的心肌力学指标主要包括 ＡＯＳＰ、ＡＯＤＰ、

ＬＶＳＰ和＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ。其中ＡＯＳＰ和 ＡＯＤＰ主要反映心脏压

力后负荷状态和外周血管阻力情况，ＬＶＳＰ反映心肌最大收缩

力，＋ｄｐ／ｄｔｍａ则反映心肌最大收缩速度。本研究结果提示，

伤后１２ｈＡＯＤＰ即处于较低水平，２４ｈ达谷底；ＡＯＳＰ随时相

持续下降，４８ｈ达谷底并开始升高，但７２ｈ仍较低；ＬＶＳＰ随

时相下降程度进行性加重，７２ｈ达谷底；＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ随时相持

续下降，７２ｈ达最低。而给予Ｇｌｙ后烧伤大鼠心肌力学指标下

降程度均有所缓解，提示Ｇｌｙ能减轻心肌细胞的损害，维护心

肌收缩力。其可能机制为：（１）维护心肌细胞膜稳定性。大鼠

心肌细胞可能存在Ｇｌｙ受体
［８］，Ｇｌｙ与受体结合后稳定了心肌

细胞膜电位，减轻心肌细胞钙离子超载，进而维护细胞膜的稳

定性［９１０］。（２）改善心肌细胞能量代谢。高能磷酸化合物作为

细胞直接能量物质影响心肌细胞的活性和收缩功能，烧伤后由

于心肌血流灌注不足导致心肌缺血缺氧，再灌注时心肌组织产

生大量的活性自由基可以直接攻击线粒体蛋白巯基，影响线粒

体氧化代谢，导致烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）减少，ＡＴＰ

合成障碍［１１］。此外，缺氧状态下，心肌细胞在无氧酵解代偿能

量代谢障碍的过程中会使得代谢产物乳酸的堆积，造成细胞进

一步损伤［１２］。本研究前期显示，严重烧伤大鼠给予 Ｇｌｙ后乳

酸含量明显降低，同时ＡＴＰ明显增加。

烧伤早期即出现心肌损害，心肌收缩功能受抑，泵血能力

下降导致有效循环血量减少，从而诱发或加重休克，进一步造

成全身其他组织器官缺血缺氧性损害。本研究表明，Ｇｌｙ能减

轻烧伤后心肌损害，改善心肌能量代谢，维护心肌收缩功能。
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