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自噬及 Ｒａｂ９在阿尔茨海默病神经元变性过程中的作用
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摘　要：目的　以１２月龄的 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠为对象，研究自噬及 Ｒａｂ９在阿尔茨海默病神经元变性过程中
的作用。方法　以同窝同龄同性别野生型小鼠脑组织为对照，采用免疫荧光检测 １２月龄 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９转基因小鼠脑

组织中 Ａβ１１６、ＬＣ３Ｂ和 Ｒａｂ９的表达；采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ对脑组织中 ＬＣ３ＢⅠ、ＬＣ３ＢⅡ和 Ｒａｂ９蛋白表达进行定量分析。

结果　１２月龄 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠的皮质及海马区域有大量典型“有致密核心”的老年斑分布。１２月龄的

ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠脑内 ＬＣ３Ｂ和 ＬＣ３ＢⅡ的表达较对照组明显增多，差异具有统计学意义（ＬＣ３Ｂ：０．８１９±

０．０３４ｖｓ．０．３９０±０．０４７，Ｐ＝０．０００５；ＬＣ３ＢⅡ：０．１６２±０．００４ｖｓ．０．０６７±０．００１，Ｐ＜０．０００１）。１２月龄的 ＡＰＰｓｗｅ／

ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠脑内 Ｒａｂ９呈粗颗粒状，聚集为“半月形”，分布于核周区，与在对照组小鼠脑内分布的形态不同；但

两组在 Ｒａｂ９表达水平上差异无统计学意义（０．４８１±０．０７１ｖｓ．０．５０８±０．０６４，Ｐ＞０．０５）。结论　阿尔茨海默病神经元

变性过程中存在自噬诱导的增加和 Ｒａｂ９的功能和／或分布异常。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是累
及中枢神经系统的神经元变性疾病。细胞外 β淀

粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄβ，Ａβ）沉积形成的老年斑是
ＡＤ的核心病理改变之一。大量研究表明，自噬在
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细胞内 Ａβ及其前体蛋白 ＡＰＰ（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＡＰＰ）的转运、代谢和清除过程中起到了非常
重要的作用［１］，这已成为 ＡＤ神经元变性机制的研
究热点。ＡＰＰ在不同细胞器间的运输及囊泡的融
合由 ＲａｂＧＴＰ酶家族精密调控［２］。其成员之一的

Ｒａｂ９是表达于晚期内体的特异性小分子 ＧＴＰ激
酶，参与内体、溶酶体和高尔基复合体间的囊泡运

输和信号传导［３］。研究显示，选择性自噬的过程也

依赖于 Ｒａｂ９［４］。但是，自噬和 Ｒａｂ９在 ＡＤ的神经
元变性过程中会发生什么样的改变，迄今为止并没

有阐明。故本研究以 １２月龄的 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９
双转基因小鼠为对象，采用免疫荧光和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
等实验技术对小鼠脑组织内 Ａβ１１６、ＬＣ３Ｂ和
Ｒａｂ９进行细胞内定位及定量分析，初步探讨阿尔
茨海默病神经元变性过程中自噬及 Ｒａｂ９的作用。
１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　实验动物　杂合型 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转
基因小鼠（以下简称转基因小鼠，Ｔｇ）购于美国
Ｊａｃｋｓｏｎ实验室，在华中科技大学同济医学院动物
中心饲养，给予高温高压消毒的标准啮齿类动物饲

料及饮水，饲养环境保持 １２ｈ的明暗周期，室温
２５°Ｃ，湿度 ５０％。将杂合型 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转
基因小鼠与同系野生型小鼠（以下简称野生型小

鼠，Ｗｔ）交配繁殖传代，子代小鼠在 ２月龄剪尾进
行 ＰＣＲ基因型鉴定，于 １２月龄时，以同龄同窝同
性别野生型小鼠为对照组，每组 ４只小鼠。
１．１．２　主要试剂及设备　ＭｏｕｓｅａｎｔｉＨｕｍａｎＢｅｔａ
Ａｍｙｌｏｉｄ（Ａβ）ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（６Ｅ１０）购于 Ｃｏｖａ
ｎｃｅ（Ａｍｅｒｉｃａ）公司；ＲａｂｂｉｔａｎｔｉＬＣ３Ｂｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉ
ｂｏｂｙ购于 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ；ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂ９Ａ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ购于 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ５９４Ｄｏｎｋｅｙ
ａｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧ、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ５９４Ｄｏｎｋｅｙａｎｔｉｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ和 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８ＤｏｎｋｅｙａｎｔｉＧｏａｔＩｇＧ均购
于 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司；正常驴血清（ＮＤＳ）购于联
科生物公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购于美国 ＳＩＧＭＡ
公司；冰冻切边修复液（５×）、ＤＡＰＩ、ＰＭＳＦ、ＲＩＰＡ
裂解液和 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒均购于上海碧
云天生物技术公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ凝胶试剂盒和 βａｃｔｉｎ
抗体均购于武汉博士德生物工程有限公司；ＥＣＬ底
物液购于 Ｔｈｅｒｍｏ；显影定影试剂盒购于武汉巴菲尔
生物；ＰＶＤＦ膜购于 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ；免荧光倒置显微镜购
于 ＯＬＹＭＰＵＳ，ＬＥＩＣＡ公司；冰冻切片机购于德国

Ｌｅｉｃａ；微量加样器购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；蛋白电泳仪
电源、垂直电泳槽、电转仪和酶标仪均购自 ＢＩＯ
ＲＡＤ。
１．２　方法
１．２．１　小鼠脑组织取材　１２月龄小鼠经腹腔注
射氯胺酮麻醉后，４°Ｃ的 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ生理盐水心
脏灌流，取脑，矢状位切开，左侧半于 ４％多聚甲醛
中固定 １６ｈ后，梯度沉糖（顺序经历 １０％、２０％和
３０％蔗糖溶液），ＯＣＴ包埋后于恒冷箱冰冻切片机
冠状位连续冰冻切片，片厚 ２０μｍ；贴于防脱玻片
上进行免疫荧光染色。右侧半于 ＥＰ管中称量后用
于 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ蛋白定量分析。
１．２．２　免疫荧光染色　取小鼠冰冻切片晾干后，
经 ７０％甲酸室温处理 １０ｍｉｎ（仅限于 ６Ｅ１０染色
时），ＰＢＳ漂洗后，冰冻切片修复液（１×）于 ３７°Ｃ
抗原修复 ２５ｍｉｎ，滴加适量一抗溶液（稀释比例：
６Ｅ１０：１∶１０００；ＬＣ３Ｂ：１∶２００；Ｒａｂ９Ａ：１∶１００），于
４°Ｃ过夜孵育，ＰＢＳ漂洗后加入二抗溶液（用 ＰＢＳ
稀释，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ５９４ＤｏｎｋｅｙａｎｔｉｍｏｕｃｅＩｇＧ：
１∶２００；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ５９４ＤｏｎｋｅｙａｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ：
１∶２００；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８ＤｏｎｋｅｙａｎｔｉＧｏａｔＩｇＧ：
１∶１００），室温避光孵育 １ｈ，ＰＢＳ漂洗后加入 ＤＡＰＩ
（１×）复染 ２ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗，去离子水洗 １ｍｉｎ；梯
度酒精脱水晾干（１００％、９５％、８０％和 ７０％，各
３ｍｉｎ），甘油封片，荧光显微镜下观察拍照。
１．２．３　脑组织 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　小鼠脑组织加入含
ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液（１００∶１），０～４℃冰水混合物
中用 １ｍｌ玻璃匀浆器进行组织匀浆后，离心取上
清所需蛋白，测定浓度，加上样 Ｂｕｆｆｅｒ，置于沸水中
１０ｍｉｎ，取 ５０μｇ蛋白样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转
移到 ＰＶＤＦ膜后，用相应一抗 ４°Ｃ孵育过夜（抗体
稀释倍数：ＬＣ３Ｂ：１∶６００；Ｒａｂ９：１∶４００），ＰＢＳ洗 ３
次去除多余抗体，室温孵育二抗（１∶４００００稀释），
通过凝胶成像系统观察结果。

１．３　统计与分析
本研究中所有数据均采用均数 ±标准差（ｘ±

ｓ）表示，应用 ＳＰＳＳ１７统计软件进行统计分析，两
组之间比较采用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５，判断
为差异具有统计学意义；ＩｍａｇｅＪ分析 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
条带灰度值，计算并统计各蛋白条带相对于 βａｃ
ｔｉｎ条带的灰度值比；采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５制作统
计图表。
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２　结果
２．１　免疫荧光染色

１２月龄 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠脑内可
见 Ａβ沉积，可见大量典型的老年斑———有致密核
心的神经炎性斑块，主要分布在皮质和海马（图

１）。１２月龄 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠脑内
可见自噬的增加（图 ２）。两组小鼠脑内均有 Ｒａｂ９
的表达，均分布于胞浆中，但二者表达形态有所不

同：与对照组比较，１２月龄 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基
因小鼠脑内 Ｒａｂ９呈粗颗粒状，聚集成“半月形”，
分布在核周区（图 ３）。

! " #

$ " %

图 １　不同基因型小鼠 ６Ｅ１０免疫荧光染色结果

注：Ａ：野生型小鼠，×１０倍；Ｂ：ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转

基因小鼠，×１０倍；Ｃ：野生型小鼠，×４０倍；Ｄ：ＡＰＰ

ｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠，×４０倍。

２．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果
ＬＣ３ＢⅡ是自噬小体特异性的标志物，该蛋白

的表达提示出现了自噬的诱导［４］。本研究经 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎＢｌｏｔ发现，虽然在转基因小鼠及野生型小鼠脑
内均有 ＬＣ３Ｂ表达，但转基因小鼠表达量明显增多
（０．８１９±０．０３４ｖｓ．０．３９０±０．０４７，Ｐ＝０．０００５）；
与对照组相比，ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠脑内
ＬＣ３ＢⅡ的表达量明显增高（０．１６２±０．００４ｖｓ．
０．０６７±０．００１，Ｐ＜０．０００１），表明在 ＡＤ中，存在
自噬诱导的增加。本研究发现不同基因型小鼠脑

内 Ｒａｂ９表达量无统计学差异（０．４８１±０．０７１ｖｓ．
０．５０８±０．０６４，Ｐ＞０．０５）。见图 ４和图 ５。
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图 ２　不同基因型小鼠 ＬＣ３Ｂ免疫荧光染色结果，×４０倍

注：Ａ：野生型小鼠 ＬＣ３Ｂ；Ｂ：ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因

小鼠 ＬＣ３Ｂ；Ｃ：野生型小鼠 ＤＡＰＩ；Ｄ：ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９

双转基因小鼠 ＤＡＰＩ；Ｅ：野生型小鼠 ＬＣ３ＢＤＡＰＩ；Ｆ：

ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠 ＬＣ３ＢＤＡＰＩ。
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图３　不同基因型小鼠 Ｒａｂ９免疫荧光染色结果，×４０倍

注：Ａ：野生型小鼠 Ｒａｂ９；Ｂ：ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因

小鼠 Ｒａｂ９；Ｃ：野生型小鼠 ＤＡＰＩ；Ｄ：ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双

转基因小鼠 ＤＡＰＩ；Ｅ：野生型小鼠 Ｒａｂ９ＤＡＰＩ；Ｆ：ＡＰＰ

ｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠 Ｒａｂ９ＤＡＰＩ。

·９３·
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图 ４　不同基因型小鼠脑内 ＬＣ３Ｂ、Ｒａｂ９表达水平的定量分析

注：Ａ：不同基因型小鼠脑内 ＬＣ３Ｂ表达水平比较，Ｐ＜０．０５；Ｂ：不同基因型小鼠脑内 ＬＣ３ＢＩＩ表达水平

比较，Ｐ＜０．０５；Ｃ：不同基因型小鼠脑内 Ｒａｂ９表达水平比较，Ｐ＞０．０５；：转基因小鼠与野生型小鼠

比较。
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图 ５　不同基因型小鼠脑内 ＬＣ３Ｂ、Ｒａｂ９和 βａｃｔｉｎ电
泳条带图

注：ＬＣ３Ｂ条带中分别为 １６ＫＤ的 ＬＣ３ＢⅠ和 １４ＫＤ的
ＬＣ３ＢⅡ。

３　讨论
本试验中 １２月龄的 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因

小鼠在皮质和海马区域出现大量的有“致密核心”

的老年斑，说明该小鼠能够在 １２月龄时出现 ＡＤ
患者特征性的病理改变，可以用于 ＡＤ的发病机制
研究。

本实验发现，ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠脑
内 ＬＣ３Ｂ表达明显增多，表明在 ＡＤ小鼠脑内有自
噬小体的增多。自噬是细胞通过自我吞食（ｓｅｌｆ
ｅａｔｉｎｇ）消除和降解受损、衰老的细胞器和变性蛋白
质等生物大分子，为细胞的再生和修复提供原料的

过程［５，６］，与细胞正常生理功能的维系密不可分。细

胞内 ＬＣ３Ｂ主要有两种类型，一种是 ＬＣ３ＢＩ，分子
量为１６ＫＤ，主要位于细胞质；另外一种为 ＬＣ３ＢＩＩ，
分子量 １４ＫＤ，定位于自噬小体膜，是自噬小体，尤
其是自噬诱导特异性的标记物［７，８］。在本研究中，我

们发现，ＬＣ３Ｂ阳性的细胞在 ＡＤ转基因小鼠的新皮
质和海马显著增加。进一步的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ发现，
ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠脑内 ＬＣ３ＢⅡ明显增
多，说明在 ＡＤ小鼠的大脑中，可能存在自噬诱导的
异常激活，导致自噬增加。自噬小体的增多和堆积

是否还与自噬小体的降解受损有关，有待进一步研

究。由于 ＡＰＰ可以在自噬小体中经过 β和 γ分泌
酶的切割产生 Ａβ，因此，这些自噬小体将成为 Ａβ
的“生成基地”，从而诱导细胞死亡［６，９］。虽然自噬

能清除异常聚集的蛋白，但上调的自噬也促进了 Ａβ
有关的病理改变发生。不仅如此，Ａβ能够破坏溶酶
体对自噬小体内容物的降解能力，从而形成一个不

断放大的恶性循环，加速神经元变性。这些可能是

自噬过程参与了 ＡＤ的神经元变性的机制所在。
有研究发现，β淀粉样蛋白前体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄ

ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）在不同细胞器间的运输及细
胞器间囊泡的融合由 ＲａｂＧＴＰ酶家族精密调控［２］。

其中的成员之一，Ｒａｂ９主要分布在晚期内体，少量
分布在高尔基体及溶酶体［９，１０］。细胞内的 ＡＰＰ主

要通过以下两种途径代谢［１１］：①自噬途径：细胞内
的 ＡＰＰ，被包裹后成为自噬前体结构（ｐｒｅａｕｔｏｐｈａ
ｇｏｓｏｍａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ＰＡＳ），封闭后形成自噬小体（ａｕｔｏ
ｐｈａｇｏｓｏｍｅ，ＡＰ），在与溶酶体融合成自噬溶酶体
（ａｕｔｏｐｈａｇｌｙｓｏｓｏｍｅ，ＡＬ），最后经溶酶体降解。②内
吞途径：ＡＰＰ内吞后形成囊泡，经高尔基体介导或
直接与早期内体融合，成熟为晚期内体，一部分直

接与溶酶体融合而降解另一部分先与自噬小体融

合成自噬内体，然后再与溶酶体融合而 降 解。

Ｒａｂ９为晚期内体特异性小分子 ＧＴＰ激酶［３］，通过

参与晚期内体、溶酶体及反式高尔基体网状结构之

间的囊泡转运［１２］，参与 ＡＰＰ的代谢调控。正常情
况下，新合成的溶酶体酶依赖 ６磷酸甘露糖受体
（ｍａｎｎｏｓｅ６ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＭＰＲｓ）从高尔基体
运输到溶酶体，然后，在 Ｒａｂ９和 Ｔｉｐ４７（Ｒａｂ９的效
应子）的帮助下，ＭＰＲｓ从晚期内体送回高尔基体
以恢复自身活性［４，１３］。由此推测，Ｒａｂ９通过影响自
噬途径中溶酶体酶的转运者 ＭＰＲｓ而影响 ＡＰＰ代

·０４·
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谢的自噬途径。自噬有依赖 Ａｔｇ５、Ａｔｇ７和 ＬＣ３的
传统自噬和依赖 Ｒａｂ９的选择性自噬两种［４，１４］。

Ｎｉｓｈｉｄａ等［４］发现，采用 ＲＮＡｉ沉默 Ｒａｂ９能减慢自噬
过程，并且抑制自噬小体的成熟。由此可见，Ｒａｂ９
在内体和自噬小体的成熟及物质转运和清除过程

中起到了关键作用。有研究发现，在神经系统异常

变性病 Ｃ型 ＮｉｅｍａｎｎＰｉｃｋ病（ＮＰＣ）的细胞和小鼠
模型中，虽然 Ｒａｂ９的表达水平正常，但大量的
Ｒａｂ９被扣留在去磷酸化的中间丝（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｆｉｌａ
ｍｅｎｔ，ＩＦ）波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）中而不能发挥正常
的功能，导致 ６磷酸甘露糖受体（ＭＰＲｓ）无法转运
出晚期内体而被溶解和囊泡运输障碍，进而出现细

胞的死亡［１５１７］。将外源性的 Ｒａｂ９过表达于 ＮＰＣ的
细胞或小鼠模型中可以纠正此时的晚期内体功能

障碍，使 ＮＰＣ细胞存活增加和小鼠脑内 Ｔａｕ蛋白的
过度磷酸化减轻，延缓浦肯野神经元的死亡减少和

运动功能改善［１８］。ＮＰＣ有“少年型 ＡＤ”之称，患者
脑内可以见到大量神经原纤维缠结和广泛的神经

元变性，同时在海马锥体细胞和浦肯野神经元中还

能检测到 ＡＰＰ代谢异常和 Ａβ４２的沉积［１３］，表明该

病可能和 ＡＤ具有相同的神经病理信号传递机制。
而本研究发现，ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠脑内
Ｒａｂ９表达水平虽然与野生型小鼠无显著性差异，
但 Ｒａｂ９在两种小鼠脑细胞内的分布形态有明显差
异。推测在阿尔茨海默病神经元变性过程 Ｒａｂ９在
细胞内的分布发生了异常改变，从而导致其不能发

挥正常功能。这种现象背后的机制值得开展进一

步的深入研究加以明确。

ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄＥ９双转基因小鼠较好的体现了
ＡＤ患者的神经病理特点———典型的“有致密核
心”老年斑，可用于 ＡＤ发病机制及治疗探索的研
究。自噬诱导的增加、Ｒａｂ９的功能和／或分布异常
可能参与了 ＡＤ的神经元变性过程。
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