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茁-分泌酶抑制剂对 tau过磷酸化大鼠茁-CTF代谢的影响及机制研究 *
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摘要 目的：在 tau过磷酸化大鼠中，通过检测淀粉样前体蛋白(amyloid precursor protein, APP)C末端片段的表达，研究抑制 茁-分

泌酶(BACE1)对其代谢的影响及机制。方法：24只 SD大鼠随机分为四组，包括正常对照组、假手术组、OA组、OA+BACE1抑制剂

组。Western blot法检测 茁-CTF、APP及 BACE1表达；RT-PCR 法检测 APP及 BACE1；水迷宫检测大鼠行为学。结果：OA 组
茁-CTF表达显著增加 (p<0.05)，而 OA+BACE1抑制剂组与 OA组相比，茁-CTF表达减少 (p<0.05)；四组大鼠的 APP在蛋白及
mRNA水平表达无显著差别(p＞ 0.05)；OA组 BACE1在蛋白及 mRNA 水平的表达增加，而 OA+BACE1抑制剂组 BACE1的蛋

白表达较 OA组减少(p<0.05)，两组大鼠 mRNA表达水平无明显差异(p＞ 0.05)。OA+BACE1抑制剂组大鼠在给予 BACE1抑制剂

后行为学有所改善(p<0.05)。结论：⑴ tau过磷酸化通过促进神经元内 BACE1表达，导致 APP代谢途径发生转变，从而引起 茁-CTF

表达增加；⑵茁-CTF表达增加可引起 tau过磷酸化大鼠行为学改变；⑶抑制 BACE1可改善大鼠的学习及记忆能力，支持 BACE1

作为 AD的治疗靶点。
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The Effects and Mechanisms of 茁-secretase Inhibitor on the Processing of
茁-CTF in Tau Hyperphosphorylated Rat Model*

To study the effects and mechanisms of 茁-secretase inhibitor on the processing of 茁-CTF in tau

hyperphosphorylated rat model. Twenty-four male SD rats were randomly divided into four groups, including the control group,

the sham group, the OA group and the OA+BACE1 group. For each group of rats, Western blot was used to analyze the level of amyloid
precursor protein C-terminal fragment (APP-CTF), APP and BACE1. Meanwhile, RT-PCR was performed to detect the mRNA levels of

APP and BACE1. With water maze test, abilities of learning and memory were detected. It was found that 茁-CTF significantly

increased in the OA group(p<0.05), while decreased in the OA + BACE1 inhibitor group compared to the OA group(p<0.05). There was

no statistically significant difference in the protein and mRNA levels of APP among the four groups (p>0.05). The protein and mRNA

levels of BACE1 significantly increased in the OA group (p<0.05). The protein levels of BACE1 in the OA+BACE1 inhibitor group
decreased compared to the control group (p <0.05), and there was no difference in the mRNA levels between the two groups (p> 0.05).

With water maze test, the behavior of rats in the OA+BACE1 inhibitor group were restored(p<0.05). ⑴Hyperphosphorylated

tau protein induced the increase of BACE1 expression, thus the pathway of APP processing had been shifted, and the level of 茁-CTF

increased in neurons,⑵ The increase of 茁-CTF impaired the behavior of rats,⑶ Inhibition of BACE1 could improve the abilities of study

and memory in rats, indicating that BACE1 might be a therapeutic target of AD.
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前言

阿尔茨海默病(Alzheimer's disease，AD)俗称老年痴呆症，

是目前最危害公共健康的疾病之一。随着社会人口老龄化逐步

加剧，AD发病率呈上升趋势，至 2050年将有约 1.35亿 AD患

者，其医疗和护理给家庭和社会带来沉重的经济负担[1]。因此，

找到安全有效的 AD预防及治疗方法是目前所迫切需要的。

迄今为止，AD发病机制尚未完全阐明，缺乏针对病因的治
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图 1四组大鼠海马组织的 APP-CTF的表达比较

Fig. 1 Comparison of the expression of APP-CTF in the hippocampus

between four groups

Note: *P < 0.05 compared with the control group and #P < 0.05 compared

with the OA group.1. control group, 2. Sham group, 3. OA group, 4.

OA+BACE1 inhibitor group.

疗。关于其发病机制，学者们提出了多种学说[2]。其中，淀粉样蛋

白学说一直受到人们的极大关注并处于主导地位，该学说主要

认为 APP代谢紊乱及 A茁过度沉积是 AD发病的主要原因[3]。

亦有研究显示不仅 A茁参与 AD的发病，APP代谢所生成的其
他片段，如 茁-CTF等亦具有神经毒性作用，亦有可能参与 AD

的发病，但具体机制尚未可知。在体外，用冈田酸(OA)处理的大

鼠皮层神经元细胞 茁-CTF的表达上调，细胞发生变性、坏死[4]。

在已形成 NFT的神经元中可检测到 茁-CTF，说明在这些神经

元中 APP的代谢可能仍在继续或者 APP及 茁-CTF在 tau过磷
酸化的状态下存在的时间有所延长。这些发现提示 tau过磷

酸化可能影响 APP及 茁-CTF代谢，而且这可能参与 AD发病

机制。

在本研究中，我们采用侧脑室微量注射 OA建立 tau过磷

酸化的 AD大鼠模型，给以 BACE1抑制剂干预，通过对 茁-CTF

及其前体蛋白 APP及代谢酶 BACE1表达的研究，探讨 tau过

磷酸化对 茁-CTF代谢的影响及相关机制，以及 BACE1抑制剂

治疗 AD的作用机制。

1 材料和方法

1.1 主要实验材料
冈田酸(ENZO公司)、兔抗 APP多克隆抗体(Invitrogen)、鼠

抗 BACE1单克隆抗体(Santa Cruz Biotechnology)、BACE1抑制

剂 IV (Merck公司)、SuperScriptTM II逆转录酶试剂盒(Invitro-

gen公司)、PVDF膜、DAB显色试剂盒、相应的二抗等。
1.2 方法
1.2.1 动物饲养 雄性 SD 大鼠，清洁级，重量 250~320 g，由

哈尔滨医科大学实验动物中心提供。

1.2.2 动物分组及处置 24只 SD大鼠随机分为四组，每组 6

只。正常对照组仅进行定向航行及空间探索试验。假手术组于

第 1 天、第 3天及第 21天，侧脑室注射无水乙醇，每侧 1 滋L。
OA 组于第 1天及第 3天，侧脑室注射 OA(浓度 0.4 mmol/L)，

每侧 1 滋L；第 21天，每侧注射无水乙醇 1 滋L。OA+BACE1抑

制剂组于第 1天及第 3天注射 OA，第 21天注射 BACE1抑制

剂 IV，每侧 1 滋L。
1.2.3 水迷宫实验 水迷宫为直径 120 cm、高 50 cm的圆形不

透明蓄水池。人为分为四个象限，第三象限置一平台。定向航行

试验：为期 5天，将大鼠置于平台上 30 s，然后将其随机放入其

他三个象限，记录大鼠游上平台所用时间，即逃避潜伏期(Es-

cape latency time)，如 120 s大鼠未能游上平台，则记录 120 s。5

天后大鼠进行第一次空间探索试验，即移除平台，大鼠从第一

象限开始，记录大鼠在第三象限(原平台所在象限)内停留时间
及穿过原平台所在位置的次数，限时 90 s。第一次空间探索试

验结束后，注射 BACE1抑制剂 IV或无水乙醇，进行第二次空

间探索试验。同样记录数据。第二次空间探索试验后处死大鼠

并留取海马组织于 -80℃冰箱中保存。
1.2.4 Western blot方法检测 茁-CTF、APP及 BACE1蛋白表达

常规提取大鼠海马组织蛋白，测定浓度，经 SDS-PAGE电泳分

离蛋白，转膜、封闭后，依次进行一抗及二抗的孵育，DAB法显
色后胶片拍照，利用图像处理系统分析目标条带的分子量及净

光密度值。

1.2.5 实时定量 PCR(RT-PCR)法检测海马组织 APP及 BACE1

的 mRNA表达 提取大鼠海马组织的 RNA，估测质量及测
定浓度，逆转录合成 cDNA，应用 RT-PCR的第一链合成系统，

在 PCR仪进行扩增。制备标准曲线，测定目的基因相对拷贝

数。

1.3 统计学分析

各部分结果以均数± 标准差表示，采用 SPSS 18.0统计软

件，各组间比较采用单因素方差分析 (one-way ANOVA)，两

组间比较采用 SNK-q检验，P＜ 0.05被认为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 tau过磷酸化导致神经元 茁-CTF表达增加

在神经元内，APP主要经两种途径代谢，APP经 茁-分泌酶

途径代谢生成 茁-CTF(C99及 C89)，经 琢-分泌酶途径代谢产生
琢-CTF (C83)[5]。我们采用 western blot方法检测了大鼠海马中

茁-CTF表达，结果发现与正常对照组及假手术组相比，OA 组

茁-CTF(C99及 C89)表达显著增加，而 OA+BACE1抑制剂组与
OA组相比，茁-CTF尤其是 C99减少(P <0.05)(见图 1)。结果说

明在 OA 诱导的过磷酸化 tau 大鼠中 茁-CTF 表达增加，而
BACE1抑制剂可减少 茁-CTF表达。

238窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.2 JAN.2017

图 2 APP在蛋白(A)及 mRNA(B)水平的表达

Fig. 2 The expression of APP in the level of protein (A) and mRNA (B)

There were no significant differences in the two levels of APP in the four

groups(P> 0.05)

图 3四组大鼠海马组织 BACE1在蛋白及 mRNA水平的表达

Fig. 3 Expression of BACE1 in the level of protein and mRNA. (A)

Protein level of BACE1 in the hippocampus of the four groups of rats. *P

< 0.05 compared with the control group and #P < 0.05 compared with the

OA group. 1. control group, 2. Sham group, 3. OA group, 4. OA+BACE1

inhibitor group. (B) BACE1 mRNA level increased in the OA group and

in the OA + BACE1 inhibitor group. *P < 0.05 compared with the control

group. However, there was no significant difference between the OA group

and the OA + BACE1 inhibitor group (#P > 0.05)

2.2 tau过磷酸化不影响 APP的蛋白及 mRNA表达

为了研究 tau过磷酸化影响 茁-CTF表达的机制，我们利用
western blot 及 RT-PCR 法检测了 APP 及 BACE1 在蛋白及
mRNA水平的表达。结果显示：四组大鼠 APP的蛋白及 mRNA

表达无统计学差别(P>0.05)(见图 2)。但 OA+BACE1抑制剂组
APP 的蛋白水平较 OA 组相比有所增加，分析原因可能是
BACE1抑制剂的应用抑制了 APP经 茁-分泌酶途径的代谢。以

上结果说明 tau过磷酸化对 APP的蛋白及 mRNA的表达无明

显影响，tau过磷酸化影响 茁-CTF代谢的机制与 APP表达无明
显关系。

2.3 tau过磷酸化促进 BACE1的表达

我们利用 western blot 及 qRT-PCR 方法分析了重要限速

酶 -BACE1的蛋白及 mRNA水平的表达。结果显示：与对照组

相比，OA 组 BACE1 的蛋白及 mRNA 水平明显增加(P<0.05)

(见图 3)。而 OA+BACE1抑制剂组 BACE1的蛋白水平较 OA

组减低(P < 0.05)(见图 3A)；两组的 mRNA水平表达无差别(P >

0.05)(见图 3B)。这说明 tau过磷酸化促进 BACE1在 mRNA及

蛋白水平的表达，而 BACE1抑制剂 IV对 BACE1的抑制作用

主要是发生在蛋白水平，而非 mRNA水平。
2.4 BACE1抑制剂可改善大鼠的行为学异常

侧脑室注射 OA可引起大鼠的学习及记忆障碍 (见图 4.

A、B、C)。给予 BACE1抑制剂后，利用水迷宫比较四组大鼠的

行为学变化，发现 OA+BACE1抑制剂组大鼠于第三象限中停

留的时间以及穿过原平板所在位置的次数均较 OA组增加(见
4. D及 E)，说明 BACE1抑制剂可改善大鼠的行为学异常。

3 讨论

目前，AD的治疗以改善症状为主，尚无法根治。许多研究

者正不断寻找新的治疗靶点[6, 7]。有研究发现细胞内 茁-CTF是
AD早期的表现，且 茁-CTF可诱导细胞功能障碍、突触丧失及

细胞死亡，故提倡 AD的治疗应针对 茁-CTF[8]。

茁-CTF是 APP经 BACE1代谢的重要产物。尸检发现 AD

患者脑中 茁-CTF 含量增加，在体外 AD 细胞模型中亦发现

茁-CTF的表达增多[9]。在转染人类 茁-CTF cDNA的神经元细胞
系及非神经元细胞系中，细胞出现中毒表现 [10,11]。研究提示
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图 4水迷宫试验

Fig. 4 Behavioral test with water maze test

(A) Training trial. (B) Time remaining in the third quadrant in the fist

probe trial; *P < 0.05 compared with the control group, #P > 0.05

compared with the OA group. (C) Number of times crossing the platform

in the fist probe trial; *P < 0.05 compared with the control group, #P >

0.05 compared with the OA group. (D) Time remaining in the third

quadrant in the second probe trial; *P <0.05 compared with the control

group, #P < 0.05 compared with the OA group. (E) Number of times

crossing the platform in the second probe trial; *P < 0.05 compared with

the control group, #P < 0.05 compared with the OA group.

茁-CTF可通过转录依赖及非转录依赖两种机制表现出神经毒

性，甚至在很多方面较 A茁具有更多的毒性作用[12]。在 AD早
期，APP基因突变引起的神经元凋亡更倾向于是由 茁-CTF而

非 A茁诱导的。在本研究中，我们发现注射 OA后大鼠海马神

经元的 茁-CTF表达增多，这可能与神经元死亡、大鼠表现出学

习及空间记忆障碍有关，说明 茁-CTF具有神经毒性作用，推测

这可能是 茁-CTF参与 AD的主要机制之一。之前的体外研究中

发现 OA可诱导神经元中 茁-CTF的表达增加，但未进一步阐明

原因。为了进一步研究 茁-CTF表达增多的原因，我们分别检测

了 茁-CTF的前体蛋白 APP及其限速酶 BACE1在蛋白及 mR-

NA水平的表达。结果发现 tau 过磷酸化促进了 BACE1 在
mRNA及蛋白水平的增加，而 APP的表达在 tau蛋白过磷酸化
状态下无明显改变。因此，茁-CTF的表达增加主要是由于 tau

蛋白过磷酸化促进 BACE1的表达，导致了 APP的代谢途径发

生了转变，茁-CTF及 A茁生成增多，从而导致神经元变性。

BACE1是 茁-CTF生成的重要限速酶[13]。研究表明 BACE1

的含量及活性随着年龄的增长而增加[14]。在过表达 BACE1的
转基因鼠中 A茁 的生成及淀粉样沉积增多 [15]。在野生型及

Swedish突变型 APP 转基因鼠，抑制 BACE1 活性可以抑制
APP水解，降低 AD相关脑区的 A茁多肽以及淀粉样斑块含
量，并改善受损的突触可塑性以及学习记忆能力[16]。研究发现

剔除 BACE1基因的小鼠脑中 BACE1酶活性消失，小鼠除了

表现出髓鞘形成不良以外，其他方面均正常[17]。以上研究说明

BACE1参与 AD的发病机制，抑制 BACE1不会在体内产生毒
性，这为 BACE1作为预防和治疗 AD的靶点提供了依据[18]。在

本研究中，我们发现给予 BACE1抑制剂则可通过减少 茁-CTF，

改善大鼠的行为学异常。这一发现支持 BACE1作为 AD治疗

靶点。

一直以来，关于 BACE1抑制剂与 酌-分泌酶抑制剂哪种更
适用于治疗 AD的讨论从未停止过。有研究表明 BACE1基因

敲除鼠仍具有生育能力，而且几乎不出现类精神分裂样的症状
[19]。而抑制 酌-分泌酶则可能出现较严重的发育缺陷，这主要是

因为 酌-分泌酶除了参与 APP代谢以外，还参与 Notch信号传

递，而后者的主要功能是调节胚胎发育[20]。这可能在一定程度

上限制 酌-分泌酶作为 AD治疗靶点。结合我们的研究结果，如

果考虑到 茁-CTF的神经毒性作用，则 酌-分泌酶抑制剂的使用

可能需要更加谨慎[21]，而调控 BACE1用于治疗 AD显然更有

优势。
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