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人淀粉样蛋白前体６９５基因及人烟碱乙酰胆碱受体
α４β２亚单位基因共表达细胞模型的构建

聂惠贞，李佐青，沈颖华，黄 旭，王　鑫，韩燕飞，殷　明

（上海交通大学药学院，上海　２００２４０）

摘要：目的　为满足寻找可能影响淀粉样 β蛋白
（Ａβ）在阿尔茨海默病过程中的药物实验的需求，
建立共表达人淀粉样蛋白前体（ＡＰＰ）６９５基因和烟
碱乙酰胆碱受体（ｎＡＣｈＲ）α４β２亚单位基因的细胞
模型。方法　用脂质体转染方法把ＡＰＰ６９５基因转
染进已稳定转染 ｎＡＣｈＲ α４β２亚单位基因的
ＳＨＥＰ１细胞。用５００ｍｇ·Ｌ－１Ｇ４１８加压筛选，并挑
选细胞单克隆。用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法
对转染后的细胞单克隆进行鉴定，挑取成功转染并

高表达ＡＰＰ６９５的细胞进行克隆。膜片钳检测所挑
细胞克隆的α４β２受体功能。结果　挑出成功稳定
转染人ＡＰＰ６９５基因及人ｎＡＣｈＲα４β２亚单位基因
的共表达细胞克隆株。膜片钳方法检测到此细胞克

隆株上ｎＡＣｈＲα４β２存在活性。结论　成功制备了
共表达人ＡＰＰ６９５基因及人ｎＡＣｈＲα４β２亚单位基
因的细胞模型，为探讨神经元 ｎＡＣｈＲα４β２亚型对
Ａβ加工影响的药物实验提供了条件。
关键词：淀粉样β蛋白前体；受体，烟碱

中图分类号：Ｒ９６５．２
文献标识码：Ａ
文章编号：１０００３００２（２００８）０１００７３０４

　　淀粉样蛋白前体（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ，
ＡＰＰ）基因定位于２１号染色体长臂中段，ＡＰＰ基因
转录后可加工剪接成为多种同源体，主要以３种形
式存在，分别为ＡＰＰ６９５、ＡＰＰ７５１和ＡＰＰ７７０，脑组
织中主要是ＡＰＰ６９５。ＡＰＰ有两条水解途径。一条
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是经α分泌酶作用，产生分泌型的 ＡＰＰ（ｓＡＰＰ），具
有神经营养、促神经细胞发育等神经细胞保护作用。

另外一条水解途径是经过 β和 γ分泌酶水解剪切
形成淀粉样 β蛋白（ａｍｙｌｏｉｄβｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）［１］。阿
尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的 Ａβ学说认
为，病理状态下脑内 Ａβ片段 Ａβ１－４０及 Ａβ１－４２产生
增加形成寡聚体，进而形成斑块，对神经元产生多方

面的毒性作用，表现为ＡＤ的一系列症状［２－３］。

神经元烟碱型乙酰胆碱受体（ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｅｔｙｌｃｈｏ
ｌｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｎＡＣｈＲ）为配体门控性离子通道受体，
在肌肉和神经系统广泛表达多种亚型，在中枢神经系

统以α４β２亚型表达最为广泛［４］。近年来关于神经

元ｎＡＣｈＲ和ＡＤ的研究提示，激动中枢ｎＡＣｈＲ可以
减少Ａβ产生，增强认知和学习记忆功能，减缓ＡＤ的
发生发展［５－６］。神经元ｎＡＣｈＲ被认为是ＡＤ治疗药
物的新靶点［７］，但最为相关的受体亚型还不清楚。为

了比较和寻找有效影响该受体亚型，进而可能成为

ＡＤ防治药物的化合物，本研究制备了人ＡＰＰ６９５基
因和人ｎＡＣｈＲα４β２亚型基因在ＳＨＥＰ１细胞的稳定
共表达模型，为进一步在细胞水平观察α４β２亚型对
ＡＰＰ和Ａβ水平的影响打下基础。

１　材料与方法

１．１　质粒、菌株和细胞株、工具酶和主要试剂
穿梭质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（－）为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产

品，在真核细胞表达 ｎｅｏ抗性基因。含有人 ＡＰＰ
６９５基因全长的 ｐＸＣＪＬ载体为美国 Ｍｕｃｋｅ博士惠
赠。ＤＨ５α细菌为本室保存。已稳定转染人ｎＡＣｈＲ
α４β２亚单位基因的 ＳＨＥＰ１（ＳＨＥＰ１α４β２）细胞
为美国Ｌｕｋａｓ博士惠赠。限制性内切酶 ＸｂａｌⅠ和
ＨｉｎｄⅢ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶为 ＭＢＩ公司产品；Ｔａｑ酶、
ｐｆｕ酶、ｄＮＴＰ为天根生化公司产品；Ｐｌａｓｍｉｄｍｉｎｉｋｉｔ
为Ｑｉａｇｅｎ公司产品；ＰＣＲ引物合成及重组克隆测序
由上海生工生物技术有限公司完成；ＤＭＥＭ培养
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基、胎牛血清、马血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭＲｅａｇｅｎｔ、Ｔｒｉｚｏｌ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；ＲｅｖｅｒＴｒａ
Ａｃｅ逆转录试剂盒为 Ｔｏｙｏｂｏ公司产品；鼠抗人 ＡＰＰ
单克隆抗体为Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司产品；ＥＣＬ荧光检测试
剂盒是碧云天生物研究所产品；新霉素（ｎｅｏｍｙｃｉｎ，
Ｇ４１８）购自Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司。
１．２　引物设计与ＰＣＲ扩增

根据基因库内人 ＡＰＰ６９５（ｇｉ：４１４０６０５６）基因
序列用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物并合成。引物 １：５′
ＧＧＣＴＣＴＡＧＡＣＣＡＣＣＡＴＧＣＴＧＣＣＣＧＧＴＴＴＧＧＣＡＣＴＧＣＴ
３′，引物２：５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＣＧＣＴＡＧＴＴＣＴＧＣＡＴＣＴ
ＧＣＴＣＡＡＡＧＡ３′，引物１的５′端加有 ＸｂａｌⅠ酶切位
点序列和真核翻译起始的 Ｋｏｚａｋ序列，引物２的 ５′
端加有 ＨｉｎｄⅢ酶切位点序列。以 ｐＸＣＪＬ为模板用
ｐｆｕ酶高保真扩增２．１ｋｂ的 ＡＰＰ６９５基因。ＰＣＲ程
序为：９４℃变性３ｍｉｎ进入循环过程，９４℃变性１．５
ｍｉｎ，５８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸４．５ｍｉｎ，循环３１次
后７２℃复性 １０ｍｉｎ。用 ０．８％凝胶电泳回收 ＡＰＰ
６９５产物。
１．３　表达载体构建

ＡＰＰ６９５产物和 ｐｃＤＮＡ３．１（－）进行 ＸｂａｌⅠ和
ＨｉｎｄⅢ双酶切，凝胶回收后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，
转化至 ＤＨ５α细菌，氨苄西林抗性筛选重组子
ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＡＰＰ６９５，扩增提取质粒，测序鉴定。
１．４　细胞培养

ＳＨＥＰ１α４β２用 ＧｉｂｃｏＤＭＥＭ高糖培养基在
３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱培养。培养液中含有５％
马血清和１０％胎牛血清，并加入终浓度分别为２００
和１３０ｍｇ·Ｌ－１的 ｚｅｏｃｉｎ和潮霉素 Ｂ作为选择压力
以维持α４和β２亚单位基因的持续表达。
１．５　ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＡＰＰ６９５在ＳＨＥＰ１α４β２细
胞转染及细胞克隆鉴定

预实验确定 Ｇ４１８筛选浓度为５００ｇ·Ｌ－１。用
脂质体法ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭＰＬＵＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）进行转
染。转染实验按说明书操作。转染３ｄ后Ｇ４１８５００
ｍｇ·Ｌ－１加压筛选，未转染进 ｎｅｏ抗性基因的细胞开
始死亡。１４ｄ后细胞单克隆形成，有限稀释法将细
胞进行单克隆化，２周后单克隆长满９６孔板，胰酶
消化，转入２４孔板，长满后转入１２孔板培养。转染
３４ｄ后收集单克隆细胞，逆转录聚合酶链反应（ＲＴ
ＰＣＲ）鉴定细胞克隆。用 Ｔｒｉｚｏｌ法按说明书步骤提
取细胞总ＲＮＡ。以总ＲＮＡ为模板，ＡＰＰ６９５引物１
和引物２进行 ＰＣＲ。ＰＣＲ程序为：９４℃变性３ｍｉｎ

进入循环过程，９４℃变性 １．５ｍｉｎ，５５℃退火 １．５
ｍｉｎ，７２℃延伸３ｍｉｎ，循环３１次后７２℃复性１０ｍｉｎ。
凝胶电泳鉴定ＰＣＲ产物。然后用 α４和 β２基因引
物进行ＰＣＲ，α４引物为５′ＣＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＣＴＣＡＴＴ
ＧＡＣＧ３′和 ５′ＣＴＧＧＴＣＧＧＡＧＧＧＴＧＡＣＴＴＧＣ３′，β２
引物为５′ＴＡＴＴＣＣＡＡＴＧＣＣＧＴＧＧＴＣＴＣＣ３′和５′ＴＧ
ＧＴＣＡＴＣＧＴＣＣＴＣＧＣＴＣ３′，凝胶电泳鉴定ＰＣＲ产物。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法检测ＡＰＰ６９５的表达

对ＲＴＰＣＲ挑选出的阳性克隆，裂解细胞，提取
细胞蛋白。用酶标仪测定蛋白浓度，取１０μｇ上样
进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，用１２％分离胶，５％
积层胶，硝酸纤维素膜半干电转移，转膜时间２ｈ，小
鼠抗人ＡＰＰ６９５单抗孵育３ｈ，山羊抗小鼠ＩｇＧ二抗
孵育１ｈ，ＥＣＬ荧光检测，显影、定影并拍照。
１．７　膜片钳检测 ＳＨＥＰ１α４β２ＡＰＰ６９５细胞上
α４β２受体功能

对Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法挑选出的 ＡＰＰ６９５表达
较高的细胞克隆进行膜片钳实验，采取传统的全细

胞记录技术。钳制电位为 －６０ｍＶ，低通滤波为 ２
ｋＨｚ，采样滤波为 ５ｋＨｚ，测试和记录软件用 Ａｘｏｎ
ＤｉｇｉＤａｔａ１２００Ａ，结果分析用Ａｘｏｎｓｃｏｐｅ１．１．１软件。
通过微操纵器移动快速给药装置的排管给药，给予

１００μｍｏｌ·Ｌ－１烟碱４ｓ，观察细胞上ｎＡＣｈＲα４β２亚
型通道活性。

２　结果与讨论

２．１　重组质粒ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＡＰＰ６９５的构建
以ｐＸＣＪＬ为模板扩增目的片段，得到约２．１ｋｂ

的ＰＣＲ产物（图１），回收后与 ｐｃＤＮＡ３．１（－）进行
ＸｂａｌⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切，凝胶回收后用 Ｔ４ＤＮＡ连
接酶连接，转化至ＤＨ５α细菌，氨苄西林抗性筛选重
组子ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＡＰＰ６９５，扩增提取质粒，测序
鉴定，测 序 结 果 与 ＧｅｎＢａｎｋ报 道 序 列 （ｇｉ：
４１４０６０５６）同源性达１００％。
２．２　ＲＴＰＣＲ结果

扩增的 ＰＣＲ产物凝胶电泳鉴定结果，２２个
ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＡＰＰ６９５转染细胞克隆中，１３个有
目的条带 ＡＰＰ６９５的表达，约 ２．１ｋｂ；ｐｃＤＮＡ３．１
（－）转染细胞克隆没有目的条带出现（图２）。然
后用α４和 β２基因引物进行 ＰＣＲ，１３个表达 ＡＰＰ
６９５的细胞克隆中有４个克隆既有 α４目的条带又
有β２目的条带（图３）。
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Ｆｉｇ１．　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒ
ｓｏｒ（ＡＰＰ）６９５ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ．Ｌａｎｅ１：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
（ＰＣＲｗｉｔｈｏｕｔｔｅｍｐｌａｔｅ）；ｌａｎｅ２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；ｌａｎｅ３：ｍａｒｋｅｒ．

Ｆｉｇ２．　 ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
（ＡＰＰ６９５ｐｒｉｍｅｒ）．Ｌａｎｅｓ１ａｎｄ１８：ｍａｒｋｅｒ；ｌａｎｅ２：ｐｏｓ
ｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ〔ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＡＰＰ６９５ａｓｔｅｍｐｌａｔｅ〕；ｌａｎｅｓ
３－１７：ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｏｎｅｓ．

Ｆｉｇ３．　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ（α４
ａｎｄβ２ｐｒｉｍｅｒ）．Ｌａｎｅｓ１ａｎｄ２１：ｍａｒｋｅｒ；ｌａｎｅ２０：ｎｅｇａ
ｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＰＣＲｗｉｔｈｏｕｔｔｅｍｐｌａｔｅ）；ｌａｎｅｓ２－１０：ＲＴＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈα４ｐｒｉｍｅｒ；ｌａｎｅｓ１１－１９：ＲＴ
ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈβ２ｐｒｉｍｅｒ．

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法检测结果
通过ＲＴＰＣＲ挑选出的４株细胞克隆用 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎ蛋白印迹法检测ＡＰＰ６９５表达。结果显示，４株
ＳＨＥＰ１α４β２ＡＰＰ６９５细胞克隆中以编号为１Ｃ８细
胞株ＡＰＰ６９５及其水解产物ｓＡＰＰ表达最高（图４），
故将１Ｃ８细胞株作为成功建立的细胞模型进行下
一步α４β２受体活性实验。
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ｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌ）；ｌａｎｅ６：ｃｌｏｎｅ１Ａ７．

２．４　膜片钳检测结果
对１Ｃ８细胞株进行膜片钳实验，采取传统的全

细胞记录技术，共钳取 ８个细胞进行观察，结果一
致。没有给予烟碱时，细胞膜电位平稳，没有电流出

现。给予１００μｍｏｌ·Ｌ－１烟碱４ｓ，细胞膜α４β２受体
离子通道被激活，出现内向电流（图５），说明细胞
上α４β２受体有活性。
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ｎｉｃｏｔｉｎｅ，α４β２ｎＡＣｈＲｗａｓａｃｔｉｖａｔｅｄａｎｄｉｎｔｒｏｖｅｒｔｃｕｒｒｅｎｔｗａｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ．

至此，本实验成功建立人 ＡＰＰ６９５基因及人
ｎＡＣｈＲα４β２亚单位基因的共表达细胞模型，为探
讨神经元ｎＡＣｈＲα４β２亚型对 Ａβ加工的影响的药
物实验提供了条件。
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