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THE EFFECT OF APP17 PEPTIDE ON A~ SECRETION AND 

EXPRESSION OF RELATED PROTEIN 
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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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使实验操作变为较简单、方便、省时、敏感，而且

WST-l 稳定性好可作为即用型试剂[ l 3] ， 因此

受国外研究者的欢迎和应用[2 ， 3 ) 。 由于 [3H ]_

TdR 具有放射性毒性和实验操作繁杂、耗时，

在国外叉开发了元放射性的 5-澳 2-脱氧尿啼

院(BrdU) 掺入 DNA 合成的 ELISA 方法[4-6] ，

它比 [3HJ-TdR 更为敏感、快速而简捷，在国外

得到广泛应用。 然而， WST-l 的缺点是不能被

所有细胞类型所还原代谢[3] ，它是否能被

VSMC代谢井作为其增殖及代谢活性的指标

尚未见文献报道。 本研究在首先证明 VSMC

能对 WST-l 进行还原代谢的基础上，建立同一

标本 BrdU 和 WST-IELISA 联合测定 VSMC

的增殖及其活性的测定，现报道如下。

材料和方法

1.新西兰大白兔主动脉平滑肌细胞培养及其鉴

密体和密斑(图版图 1 和图版图 2) 0 (3)平滑肌肌动蛋

白 (Actin)SP 免疫细胞染色(SP I! II 用型试剂盒和 Actin

单抗购自福州迈新公司)呈阳性反应;细胞浆内可见有

染成红色的与细胞长轴平行的丝状物 ， 本实验采用

AEC作为显示剂(图版图 3) 。 取第三代细胞进行实

验。

2 . 细胞计数

同源的第三代细胞接种于 12 孔培养板( '-Junc 

h阳n缸k) ，待细胞生长达 50% 融合时，以元血泊培养

液温育 24 小时后 ，分别换含 0% 、 1% 、2.5% 、 5% 、 10%

的胎牛血清的 IMDM 继续培养 24 小时，以 0.125% 的

膜蛋白酶 0.01%EOTA 进行消化，2%台盼蓝拒染计数

活细胞。

3 . 细胞增殖 ELISA 实验(同一标本 BrdU 和 WST­

lELISA 联合测定)

BrdU 和 WST-1ELlSA 试齐IJ 盒购自坠ehringer

Mannnheim 公司Cat. No. 分别为 1647229 和 L644807 ，

实验操作严格按说明书进行，但把两者结合起来，简述

如下:以 1 X 104 个细胞 (0.1ml )接种于 96 孔微 id培养
由 [7J

板 (Nunc DeJilllark) 的每孔中，待细胞达 50%融合时，用

选用健康新西兰大白兔(福建省兔类实验动物重 无血清 IMDM 温育 24 小时后，分别换含 0% 、 1% 、

点实验室) ，体重 2kg 左右，空气栓塞处死后 ， 无菌方法

迅速取出胸 主 动脉于 Iscove' s Modified Oulbec∞， s 

Medium( IMDM , GIBCOBRL) 培 养液( 内 含青霉素

100 I U/rn)和链酶索 100周1m!) 除去动脉内血液和血

块，剥去血管外膜的纤维脂肪层，纵向剪开血管 ， 去除

内皮细胞并在培养液中漂洗 2 次后 ，横向撕下中膜小

条，剪成 1nill13 小块，接种于培养瓶的一侧壁，沿没有

组织块培养瓶的侧壁缓慢加入含 20%胎牛血泊(杭州|

四季青生物材料技术研究所)的 IMOM (完全培养液)

后，将培养瓶直立于 37'C ， 5%C~ 的培养箱中 3-4 小

时(去掉组织块的水分并使之与培养瓶侧壁贴紧)后，

平放培养瓶使组织块完全浸泡于培养液中而不漂浮在

上mr'夜中，静宜一周后换完全培养液，待细胞生长并汇

合成片后，以 0.125% 的膜蛋白酶(OIFCO)消化传代培

养(培养液含 10% 的胎牛血泊) 。 传代培养的细胞经下

列鉴别为平滑肌细胞:(l)倒监显微镜观察细胞呈长梭

形，放射性生长，成束的细胞平行排列 ，呈现"峰 . ， 、"谷"

状 。 (2)透射电子显微镜，细胞经 3% 戊二酸-5 % 多聚

甲眩， 1%俄酸固定后送福建医科大学电镜室 ， 经常规

乙醇和丙酣逐级脱水，环氧树脂 618 包埋 ， LKB-V 超薄

切片机切片，醋酸铀、拘橡酸铅双染后，在 Hu12 电镜下

观察细胞超微结构并摄片，可见胞浆内有肌丝及其微

2 . 5% 、5% 、 10% 的胎牛血消及 10μM BrdU 的 IMOM

继续培养 22 小时后每孔加入 10μ1 WST- l 温育 2 小时

后，置振荡 器振 荡 1 分 钟 ( 300rpm/min ) ，在 Bio­

也<\0550 酶标仪 450/655nrη 双波长测定 00 值，IlIJ 为

WST-l 检测值。 之后，倾倒上述培养板中的液体后，细

胞经 FixDenat 固定和 ONA变性后，加入辣根过氧化酶

( Horse-Radish Peroxida妃， POO)标记的 BrdU 抗体(A仆

仆BrdU-POO) ，再加入发色底物(阿甲基联苯胶)进行

显色 ， 以 lmollL H2白4 终止反应，立即在酶标仪 4501

655nrn 双波长测定。D值。 每组重复 3 孔，并设空白对

照(无细胞，仅含培养液)和背景对照(含细胞，但不含

BrdUIWST- 1 标记液) ，上述对照孔吸光值均应小于

O. L 。

4. 数据处理

实验数据以均数±标准差(文:t S) 表示，用 SPSS

8.0 One-Way Aì'NOA 中的 Studen t-Newman-Keuls 检

验进行统计学处理。

仕
H叩

果

1.细胞数量变化

胎牛血清作用于 SMC24 小时后， SMC 数

量随着其浓度的升高而增多(P<O.05 ，呈现浓
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度依赖效应作用) ，见附表。

2. SMC 能对 WST-l 进行还原代谢

如附表所示，随着胎牛 血 清浓度增加 ，

SMC 细胞数量的增多，WST-l 测定的 OD 值亦

随之增高 (P<O. 05 ) ，证实 SMC 确能对 WST-l

进行代谢。

3. 同一标 本 SMC 的 WST-l 和 B时U

ELISA 联合测定

在 WST-l 测定之后，倾倒 MTP 中的液

体，对同- MTP 进行 BrdU 的测定 ， 如附表所

示，BrdU 的 OD 值随着细胞数量的增多，WST-

10D 值的增加而逐渐升高，呈现浓度依赖效应

作用(P<0.05 ，见附表) ，说明对 SMC 能进行

同-标本的 WST-l 和 BrdU ELISA 的联合测

定。
附表 胎牛血清作用 SMC 后细胞数量及其 BrdU

掺入和 W盯-1 代谢变化 (n=8 )

血清 细胞数盘 BrdU WST-1 
浓度 ( x 104 ) (00) (00) 
(% ) 

o 7.2 :t 0.84 0 .08 :t 0 .02 0.37 :t 0 .14 

2. 5 8. 5 :t O. 50 份 0.32 士 0 .07 簧 0 . 73 士 0.15 费

5 . 0 10. 9 :t O. 65 哺 0 . 49 士 0.13喘 0 . 86 :t 0 . 14哺

10 12.5 :t O. 28哺 0.70 :t 0. 22哺 0.95 :t O. 08吨

铃 :P<0. 05 与对照组比较 ;#:P< 0.05 与 2.5% 组比

较;食 : P<0.05 与 5%组比较

讨论

细胞代谢活性测定常用四 l哇氮盐类物质 ，

其原理是 :MTT 法主要被活细胞内质网的酶还

原分解为不溶性的产物，而 WST-l 通过加入一

种专有的中间电子受体，主要在胞膜的细胞外

表面裂解成有色的可溶性 Formazen 产物，两者

的产物主要取决于细胞糖酵解的 NAD( P) H 净

产率，用酶标仪在一定波长处测定其有色产物

的吸光值可间接反映有代谢活性的细胞数量 ，

在一定细胞数量范围内两者密切相关[ 2 ] 。

为了确定 WST- l 能否被 SMC 代谢，本实

验应用微量滴定板法 ( MTP ， 96 孔板)测定

SMC加入 2 小时后 WST- l 的变化，如附表所

示，随着胎牛血清浓度的逐渐增加，细胞数量增

多的同时 WST- l 的 00 值亦逐步升高 (P<

0.05 ) ，说明 WST-l 能被 SMC 所代谢，可作为

测定 SMC 增殖及其代谢活性的一项新的指

标。

反映细胞增殖的另一重要指标是 DNA 合

成， BrdU 掺入 ELISA 方法由于省时、简便，它

从细胞接种到测定数值分析的整个过程能在同

一 MTP 进行 ，并且无同位素放射毒性而受欢

迎。 与传统的 [3HJ-TdR 比较， BrdU ELISA 方

法更为敏感、方便[4 ， 5 ， 6 ] 。 本实验应用 BrdU

ELISA 测定 BrdU 掺入以反映 DNA 合成及其

细胞分裂增殖能力，结果随着血清浓度的增加 ，

细胞数量的增多， BrdU OD 值亦逐步增加(见

附表) ，说明 BrdU EUSA 方法能反映 SMC 的

增殖状况。

在绝大多数情况下，细胞增殖时， DNA 合

成增加，细胞数目增多代谢活性升高;但在某些

特殊条件下，细胞 DNA 合成的增加并不一定

意味着细胞增殖，有时 是代表着细胞凋亡的先

兆 。 如 Liu[8]等的研究表明腺病毒 EIA 在诱导

心肌细胞凋亡的同时其 DNA 合成增加 ;

Wa鸣er[ 9]报道小剂量的幽门螺旋菌使胃上皮

细胞数目减少但其 DNA 合成却增加。 D:'-JA 合

成抑制剂放线菌素 D 可抑制细胞 D:-JA 的 合

成 ，但并不明显影响细胞的代谢活性。 可见，细

胞 DNA 合成与细胞代谢活性并非总是呈平行

关系 。 因此，对同一群体细胞进行某种干预时，

若联合测定其 DNA 合成和代谢活性，则能全

面地反映出干预因素对细胞的特殊作用。 因

此，我们在首先证明 WST-l 能被 SMC 所代谢

的基础上，利用 WST-l 即用型及其产生可溶产

物的优点 ， 联合应用 BrdU 和 WST-IEUSA 方

法，在 同一 MTP 中， 先后加入 BrdU 及 WST-

1 ，再进行 WST-l 测定，最后行 BrdU 掺入 D:'-JA

合成的检测，结果两者的 OD 值均随着血清浓

度升高而增加 ，实现了 BrdU WST-l ELISA 在

同一标本联合测定 SMC 增殖活性。 上述测定

方法的建立，不但简化了实验步骤，节省了实验

材料，克服了 [3HJ-TdR 具有放射毒性，而且更
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重要的是建立了一种更客观评价群体细胞增殖

的方法，尤其对研究某一因子或药物对某种细

胞有促进 ONA 合成与细胞毒性的双重作用，

或者仅影响细胞 ONA 合成及其代谢活性之一

的特殊作用具有重要意义。

摘 要

本文首先报道培养的新西兰大白兔的血管

平滑肌细胞CSMC)能对 WST- l 进行还原代谢，

并联合应用 WST-l 和 BrdU ELISA 测定同一

标本的 SMC 的增殖及其代谢活性。 结果表

明:随着胎牛血清浓度的增加， SMC 活细胞数

目、WST-l 和 BrdU 的 00 值逐渐增多。 说明

WST-l 和同一标本的 WST-l 和 BrdU E LISA 

联合测定方法是检测 SMC 增殖的指标， 能客

观地反映 SMC 的 ONA 合成和代谢活性。

关键词: 血管平滑肌细胞增殖代谢

WST-l BrdU ELISA 
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ASSAY OF PROLIFERATION AND METABOLIC OF 

V ASCULAR SMC附TH MUSCLE CELLS 

HONG Hua Shan * CHEN Fen Rong* ZHU Ying Ba旷 WAJ飞GYi Bo骨骨 LlN Lan * 骨 J lAl'\JG Qiong 静

(必 The Third Hosρital ,Beijing Med.ical University , Beijing , 100083 

铃祷 Union Hospilal, Fujian Medical University , Fuzhou , 350001) 

ABSTRACf 

WST-1 that could be metaboli纪d by the cultured sm∞th muscle cells(VSMC)of New Zealand white rabbil was firstly 

reponed in lhis 阳per. In the 臼me sample, WST-l and BrdU ∞lorimetric ELlSA w巳re also u优d simultaneously lo m臼5盯E

lhe ONA synlhesis and metabolic activi ly of VSMC. The results showed the viable cell number , the 00 of WST- l and BrdU 

were mcr创纪d respectively with lhe i ncreasing ∞ncentralion of feta1 calf 民rum in VSMC. It demonslrat臼 lhal WST-1 , 

WST-l and BrdU ELlSA simultaneous measuremem can reflecl objectively the O"lA synthesis and metabolic aCli、何 of

VSMC and detecl proliferation of lhe VSMC 

Key words : Vascular Sm∞th Muscle Cell Proliferation Metabolism WSI工 1 B时U ELISA 

This report is financially aided by the assistance fund for doctors provided by the Counlry' 5 Educational CαnmlSSlon 

(9724 )and lhe Fujian Educationa1 Conm1ission( 99A063). 
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