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ESTABLISHMENT OF ES CELL LINE DERIVED FROM BALB/ c 
MICE AND SUCCESS OF MAKING UP CHIMAERIC MICE 

HUANG Bing CHEN Xi Gu DENG Xin Yan 

LIN Yi Li CHEN Ying Qing HUANG Chun Nong LlANG Ying J ie 

(Exþerimental Animal Cen ter of Sun Yat-sen University of Medical Sciences GuangzJ酬 ， 510089)

ABSTRACf 

Pur阳se : To establish an embryonic stem( ES) cell line derived from BALB/c mice and make chimaeric mice. Meth叫 :

lsolation and culture inner cell mass( ICM) from BALB/c mice blastocysts . Af ter stable proli feration and propagation , we cre

ate chimaeric mice by injecting ES cells into blast∞ysts of Cs7BL/ 6J mice. Results : We have established the first embryonic 

ster口 cell line derived from BALB/c mouse in China . It has stably maintained in an w1differentiated state with a typical mor

pholcgy of ES cell clone , expressing the embryonic stem cell m且rker alkaline phc叩hatase ， and displaying 0 叫rmal diploid 

karyotype. Five chimaeric mice have been obtained. Conclussion : The established embryonic stern cell line expr巳s all charac

teristics of the ES cells. lt αn be used on differential research in vivo and in vitro . After funher observat ion of its gennline 

transmission , we 电 11 deside whether i tαn be applied to make-up t1缸冶genic and kn∞k out an盯131
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APP17 肤对 β淀粉样肤及有关蛋白质表达的影响

孟艳王蓉艾厚喜张景艳阮燕养 姬志娟张岱骨 盛树力

(首都医科大学宣武医院 北京脑老化研究实验室 北京 100053 ) 

( 僻 北京医科大学精神卫生研究所 北京 L00083 ) 

老年性痴呆( A lzhe im er ' s Disease ， 简 称

AD)是一种中枢神经系统退行性疾病 ， 其主要

病理特征是老年斑和神经元纤维缠结。 日 淀粉

样肤(自由amy loid peptide，简称 Aß)是构成老年斑

的核心成分，也是 AD 脑神经元纤维缠结以及

血管淀粉样变性的生化基础 [ ) ， 2 ]0 Aß 是其前

体蛋白 (ß-amyloi d prote in precursor ，简称 APP )

的水解产物，分子量约为 4 . 2KDao APP 是一

种具有受体样结构的跨膜糖蛋白， 分子量约

110 - 130KDa ，由 位于细胞外 的 N 末端长 片

段、跨膜区和膜内 C 末端构成， Aß 的部分结构

位于跨膜区 [ 3] 0 APP 翻译后加工分两条途径 ，

这两条途径由三种分泌酶(α、自、 γ )裂解 APP 完

成: ( 1 )α 分泌酶在 Aß 结构内水解 APP，生成分

泌性 APP(s巳cretory APP，简称 sAPPα) ， 此途径

破坏了 Aß 的完整结构， 所以称非 Aß 生成途

径 。 (2 )日分泌酶在 Aß 的 N 端水解 APP ， 生成

sAPPß 和 llKDa 含有 Aß完整结构的 C端片段

( A4Cf) 0 A4CT 再经一次酶解过程 (γ-分泌酶

在 Aß 的 C 端水解 A4CT)使 Aß 生成并释放到

细胞外环境， 这一代谢过程称 Aß 生成途径。

因此，A4CT 可能是 Aß 的直接前体。

以往很多研究表明 APP 促进神经细胞生

长 、分化和维持脑内神经网络的稳定性的功能

区定位在 APP695 的 319 - 335 肤段( 以下简称

本文 1999 年 12 月 13 日收到， 2000 年 8 月 15 日

接受。
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APP17 肤) [4 ] 。 我们对糖尿病 鼠、去卵巢大鼠

和半乳糖老化小鼠等动物模型的一系列研究发

现， APP17 肤具有促进大鼠神经元存活 ， 改善

海马神经元退变等作用[5 ， 6] ，例如，在存在神经

元退行性变的糖尿病脑病鼠脑组织切片中，免

疫组化研究发现，产生 Aß 的神经元阳性数 目

增加，而经 APP17 肤保护后其阳性细胞数目明

显减少。 有报道膜岛素降解酶( l nsuli n-degrad 

ing enzyme，简称 IDE)是降解膜岛素的酶，但在

脑内它却有降解 Aß 的作用 [73] ，为了深入研究

APP17 肤减少Aß分泌的机理 ， 我们选用人类

SY5YA4CT 基因转染以及野生型 SY5Y 细胞

研究体外条件下 APP17 肤对 Aß 分泌及 IDE

表达的影响。

神经营养素-3 (neurotroph i n-3 ，简称 NT-3)

是支持成熟神经元功能必不可少的因素之一。

神经原纤维蛋白 (Neurofibri l ，简称 NF)是组成

细胞骨架的成分，它是细胞维持正常功能的必

要因素。 本室用细胞计数、MTT 代谢率测定等

方法研究 APP17 肤对野生型 SY5Y 生长的影

响(待发表资料) ，发现 APP17 肤处理组细胞数

较对照组明显增加 ，MTT代谢率显著高于对照

组，这说明 APP17 肤具有促进神经元生长，增

加细胞线粒体活性的作用。 为了进一步研究

APP17 肤促进神经元生长、存活，改善海马神

经元退变的可能机理，我们同时选用人类野生

型 SY5Y 细胞研究 APP17 肤对内源性 NT-3 和

F 表达的影响 。

材料和方法

1.细胞分泌 Ap 的含量分析方法

( 1 ) 细胞模型及培养 人类野生型神经母细胞

瘤细胞株(HY-SY5Y) ，培养在含 10 %灭活胎牛血清的

νIEM 培养基中，置于 37'C ， 5% coz 温箱培养。

APP695 的 C 端 100 个氨基酸残基 (A4Cf)的基因转染

的人类神经母细胞瘤细胞株 (SY5YA4Cf) ，可稳定表

达A4CT 片段(北京医科大学精神卫生研究所张岱教

授提供) ，用含 10%灭活胎牛血清的 νIEMIF12 培养基

培养，其他条件同野生型细胞。

(2) 抗体 WO-2(抗AßI - 1 6 的单克隆抗体，北京

医科大学精神卫生研究所张岱教授提供)。

(3)主要试f，'lJ APP17 肤，由本室团相合成，

HPLC 纯化 ， 纯度在 99% 以上;蛋白 G-sephorose ，

坠ehringer Mannheim 公司产品;碱性磷酸酶显色试剂

盒，北京中山生物制品公司产品 。

(4) 免疫沉淀 Westem Blot 分析法( i盯lffiunopreC1p

itated Westem Blot) 实验组加 50μmol儿的 APP17

肤，对照组用 PBS 代替 。 37'C ， 5% COz培养 8 一 10 个

小时，收集对照组及实验组培养基上消(冰浴中操作) , 

离心，取上清，经蛋白定fif后各组分别加入Sephar岱e

protein G 25μl 及 WO-25μ1 ，室温混合 4h。 反复洗涤上

述沉淀物，吸净上清，变性lOmin，取上消进行 Western

Blot 分析[9 ) 。 第一抗体 WO-2 (1 : 2000 稀释) 中室温放

置 1h ，碱性磷酸酶偶联抗鼠 IgG中放置 1h，漂洗后用

碱性磷酸酶显色试剂盒显色。

2 . 细胞表达 IDE，NT-3、闸的含量分析方法

(1) 细胞模型和培养 人类野生型神经母细胞

瘤细胞株(HY-SY5Y ) ，培养条件同上 。

(2 ) 抗体 抗膜岛索降解酶抗体(抗体的制备:

固相合成法合成 IDE 片段，其序列为 : WQNADLNGK

FKLPTKNE ， C 端与甲状腺球蛋白交联后，免疫小鼠。

ELlSA 方法测定抗体效价 ，抗体最高效价为 1: 16000) , 

抗 NT-3 抗体及抗 NF 抗体购 自北京中 山生物制品公

司 。

(3) WesterηBlot 分析法 实验组加入 10μmoll

L 的 APP17 肤，对照组加入 PBS 代替 。 37'C , 5% coz 
培养 8-10 个小时，收集对照组及实验组细胞裂解物

(冰浴中操作 ) ，取上消 。 各组经蛋白定量后，变性分别

取 90周 用 8% SDS-PAGE 凝胶电泳。 分别用抗 IDE

(l :500稀释)、NT-3( 1 :200 稀释)、 NF(1:200 稀释)的

抗体为第一抗体室温温育比，其余步骤同上。

3 _ 结果统计

Westem Blot 实验每组独立地进行 6 次，结果经

AGF A ARCUS II 扫描仪读取，采用 Kodak Oigi tal Sci

ence 10 Image Analysis Software 软件系统定量分析各

条带的吸光度数值 ， 用 SPSS8 .0 统计软件包中配对 1

检验的统计学方法进行统计分析。

结果

1.野生型 SY5Y 细胞培养液中 Aß 的分泌

用 4 瓶面积 75cm2 的大培养瓶培养细胞，

当细胞生长至 90 % 密度(大约 108 个细胞/瓶)
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时收集培养液上清进行免疫沉淀 Westem Blot 

分析，在分子量 3.4Kda 和 6 . 2Kda 之间有一清

晰的条带， ft l! Aß，另外，在分子量大约 8 . 0KDa

处还有一稍淡的条带，可能是 Aß的二聚体(图

1) 。

KDa 

6.4一
‘....Aß的二聚体

2 

图 1 野生型 SYSY 细胞 AP 胞外分泌

1.标准蛋白 。 2. 野生型 SY5Y 培养液。 免疫沉淀
所用抗体及 Westem Blot 所用第 1 抗体均为 WO-2 。

2. APP17 肤能使 SY5YA4Cf基因转染细

胞 AP 膜外分泌减少

Aß 分子量约为 4.2K巾，在 Westerη 印迹

结果中表现为在分子量 3.4Kda 和 6 . 2Kda 之

间有清晰的单一条带。 由于 WO - 2 为抗 Aß 第

1-16 氨基酸残基的抗体 ， 可沉淀不同长度的

A日，即醋酸纤维膜上显示的是总的 Aß(包括

AßI -40和 Aß I - 42 ) 。 用 50μmol儿的 APP17 肤

处理细胞后， PBS 对照组和处理组相比培养液

中 Aß 的量明显减少(图 2) ， 结果如表 1 所示 。

表 1 对照组和 APP17 肤处理组吸光度测定数值比较

N 均数 ±标准差

对照组

处理组

6 

6 

324.42 :t 8. 3 

271. 92 :t 29 . 9" 

H 与丑.J照组相比 P= 0.0 1

KDa 

3.2- ‘ Aß 
1 2 3 

图 2 APP17 肤抑制 SYSYA4CT 基因转染细胞 AP
的分泌

l 标准蛋白 。 2. APP17 肤 50μmollL处理组。
3 空白对照组。 免疫沉淀所用抗体及 Westem ßlot 
所用第 1 抗体均为 WO-2。

3. APP17 肤促进野生型 SY5Y 细胞内膜

岛素降解酶的表达

从 Westem Blot 结果可以看出，膜岛素降

解酶在 65Kda 处 有一清晰的条带，加入

10μmol lL APP17 J忱后 ， 其量明显较 PBS 对照

组增加(图 3) ，结果如表 2 所示 。

表 2 对照组和 APP17 肤处理组吸光度测定数值比较

X才 RFt生且

处理组

N706 
均数土标准差

106 . 36 士 8.1

219 .88 :t 54 . 1 •• 

"与对照组相比 P= 0 .005

KDa 
65 一 钊-IDE

1 2 

图 3 APP17 肤对 SYSY 细胞 IDE 表达的影晌
1. APP17 肤 10卢口ollL处理组。 2. 空白对照组。

第 i 抗体:抗 IDE 抗体(l : 500 稀释)。

4 . APP17 肤促进野生型 SY5Y 细胞内 NT-

3 的表达

从 Westem Blot 结果可以看出，在 30Kda

处有 一 清 晰的 NT-3 条带，加入 10μmol/

LAPP17 肤后 ，其量明显较 PBS 对照组增加(图

的，结果如表 3 所示 。

表 3 对照组和 APP17 肤处理组吸光度测定数值比较

N 

对照组 6 

处理组 6 

善 与对照组相比 P=0.028

均数 ±标准差

29.4 :t 2.8 
50.9 :t 16 .0 蜷

唱f- NT-3

1 2 

图 4 APP17 肤对 SYSY 细胞 NT-3 表达的影晌

1. 空 白对照组。 2 .APP17 肤 10μmollL处理组。

第 1 抗体:抗 NT-3 抗体 (l :200 稀释) 。

5. APP17 肤促进野生型 SY5Y 细胞内 NF

的表达

从 Western Blot 结果可以看出，在 68Kda

处有一清晰的 NF 条带 ，加入 10μmolILAPP17

肤后 ，其量明显较 PBS 对照组增加(图 5) ，结果

如表 4 所示 。
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表 4 对照组和 APP17 肤处理组吸光度测定数值比较 存活的重要因素之一。 NT-3 为神经背养因子

)(,j 照组

处理组

N
-66 

均数士标准差

42.8 士 2. 5

75.8 :t 17 . .1 ** 

H 与对照组相比 P二 0.008

KDa 
68 一 ‘一 NF

1 2 

图 5 APP17 肤对 SY5Y 细胞 NF 表达的影晌

1.正常对照组。 2 . APP17 肤 10四口ollL处理组。

第 1 抗体:抗 NF 抗体(l :200 稀释) 。

讨 论

近些年， APPC 端转基因小鼠研究表明 ，

这些小鼠出现年龄依赖的神经元和突触退行性

变以及与海马神经元有关的学习和记亿的损

害问 ，APPC 端可能是Aß 的直接前体 ， 因 此，

研究影响 APPC 端产生Aß的因素 ， 有重要意

义。

本研究结果表明，未转染 APP 基因 的野生

型 SY5Y 细胞的培养液中很难检出 A日，需要 4

个面积为 75cm2 的培养瓶才能用 WO-2 抗体勉

强检出，所以很难用于观察 Aß 的分泌情况 ，但

是这一实验证明了Aß是可以从细胞内分泌到

胞外的。 应用 SY5YA4CT 基因转染细胞研究

证明，它们能大量分泌 A日，这种分泌被 APP17

肤明显抑制，但机理不明 。 有研究认为 APP17

肤的促进神经细胞生长，缺血神经元损伤修复

等功能是通过与细胞膜的位点的结合实现

的[ lO ] ，因此本实验的结果提示， APP17 肤可能

是通过一种受体介导的机制来反馈调节或通过

旁分泌/自分泌的作用机理发挥作用的。

IDE 是降解膜岛素的酶，但在脑内还能降

解 Aß。 本实验发现， APP17 肤能促进野生型

SY5Y 细胞 IDE 的表达，这是否与 APP17 肤减

少 Aß 分泌有关，值得进一步研究。

NF-3 等神经营养因子是支持成熟神经元

家族成员之一，在海马颗粒细胞及某些特定的

神经元巾表达，但它的受体分布广泛，它可剌激

神经元形态学和含特异性递质的分子分化。

NT-3 与 NT4/5 和神经生长因子 (NGF) 相同，

在横断连接大鼠内嗅区和海马穿通束的实验

中 ，表现出对改善动物行为的良好效果[4]0 NF 
是组成细胞骨架的成分之一，它是细胞维持正

常功能的必要因素。本室近来的研究已发现

APP17 肤不仅能降低糖尿病小鼠脑内 Aß 表达

量，而且还能促进糖尿病小鼠及去卵巢大鼠和

半乳糖老化小鼠海马神经元多种表达减少的神

经存活因子 (NGF、 NT-3 ~ BDNF) 恢复正

常[4-6 ] 。 同时 ，体外研究中 APP17 肤能保护神

经元免受谷氨酸、高糖等神经毒性物质的损害

(待发表资料) 。 这些研究表明，神经元退变不

仅是一些毒性物质作用的结果而且也与神经元

赖以生存的神经存活因子减少有关，其中

αAPPs 和 Aß 的平衡可能更为重要。 本实验发

现，在体外条件下， APP17 肤使野生型 SY5Y

细胞 NT-3 ~ NF 表达增加。 结合本室其它结

果 ，我们认为 APP17 肤抑制 Aß 分泌和促进内

源性神经营养因子和生长因子的表达可能是其

支持神经元存活、改善神经退变的机理之一。

摘要

本研究选用人类野生型 SY5Y 及

SY5YA4CT 基因转染细胞， 应用免疫沉淀

Western Blot 等分析方法研究 APP17 肤对自-淀

粉样肤及有关蛋白质如 IDE、 NT-3 ~ NF 表达的

影响， 探讨其影响神经元存活和退变的可能机

理。 结果发现， APP17 肤能抑制转染细胞 Aß

胞外分泌，并能促进野生型 SY5Y 细胞中 IDE

的表达，同时对内源性 NT-3 和 NF 的表达也

有促进作用。 提示: APP17 肤抑制 Aß 分泌和

促进内源性神经营养因子的表达可能是其支持

神经元存活、改善神经退变的机理之一。

关键词: APP17 月太 SY5YA4Cf基因转染细胞

野生型 SY5Y 细胞 A~ IDE NT-3 r、T
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THE EFFECT OF APP17 PEPTIDE ON A~ SECRETION AND 

EXPRESSION OF RELATED PROTEIN 

ME~GYan W Al'\JGYong A fHouXi ZHA.l\lG JingYan JI Zhi Juan RUANYan* ZHAl'\JGDai 警 SHENG Shu Li 

(Beijing Geriαtric CLinical &1 Res胆rch Center , Xω:nwu HosþitaL of阳 Caþ山i

University of the MedicaL Sciences , B吗ing 100053) 

γ Institute 0/ Me11taL HeaLth , Beijing Medic.αL Uni四γsity ，Beijing 100083) 

ABSTRACf 

Using wild type SY5Y celllines and celllines lransfected with cDNA of APP GtelTIlinall 00 aminal acids , we sLUdied 

the effect of APP17 -mer 阳ptide on Aß secretion and expression of related protein lDE 、 NT-3 and NF. The result indicaled 

that APP17-mer peptide ∞uld increase expression of IDE、 NT-3 and NF , bUl i吐1i b i t the secrel ion of 呻.The 阻ssible mecha

nisms underlying the protective effecls of APP17-mer peptide on neurodegeneralion are related lO i出ibi ting Aß纪cretion and 

mcr臼sing expr.臼sion of end喀巴nous neurotrophins. 

Key wo咄 : APP17-mer peptide Wide type SY5Y cells SY5YA4Cf gene transfected cells 八日 lDE NT-3 NF 

血管平滑肌细胞增殖及其代谢活性的测定

洪华山 岳# 陈凤荣 椅 朱应藻 赘 王一波H 林岚H 江琼H

( 侈 北京医科大学第三医院 北京 100083 *. 福建医科大学附属协和医院 福州 350001 )

血管平滑肌细胞(VSMC) 的增殖是动脉粥

样硬化(As)关键病理过程之一， VSMC 的增殖

及其影响因素是 As 研究的重要手段与方法。

测定细胞增殖方法有多种，但最常用的是微量

群体细胞增殖的测定，它主要包括细胞代谢活

性和 DNA 合成两大类。这两类传统的检测方

法，前者为 MIT(唾瞠蓝)法 ， 后者用 [3H J 

TdR。 由于第一代的 MIT 经细胞还原后产生

难溶的结晶体，测定步骤较多，敏感性较低。 所

以发展了 XIT、WST- 1ELASA 等第二代方法。

第二代经细胞还原后形成可榕性的代谢产物，

本文 2000 年 2 月 2 1 日收到， 11 月 22 日接受 。

#通信作者，福州福建医科大学附属协和医院心

内科(350001 ) ，北京医科大学在职博士研究生。

福建省教委(99A063)及国家教委博士点基金资助

课题 ( 9724) 。
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