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S24795上调星形胶质细胞内源性Cryab
抑制Aβ聚集的研究

任真奎1  杨  梅1  官志忠1,2  禹文峰1*

(1贵州医科大学, 医学分子生物学重点实验室, 贵阳 550004; 2贵州医科大学病理学教研室, 贵阳 550004)

摘要      该文探讨了S24795激活星形胶质细胞α7胆碱能受体(α7 nicotinic receptors, α7 nAChRs)
上调内源性αB-晶状体蛋白(αB-crystallin, Cryab)并抑制β淀粉样蛋白(amyloid β, Aβ)集聚的现象及

其形成机制。分离24 h内新生乳鼠大脑皮质培养原代星形胶质细胞并鉴定; 体外制备Aβ1-42寡聚体; 
将细胞分组处理。用Western blot检测细胞内Cryab、Phospho-Akt、Aβ寡聚体的水平。结果显示, 
S24795可以显著上调星形胶质细胞内源性Cryab蛋白质, 该上调效应能被(methyllycaconitine, MLA)
或LY294002抑制; S24795能够显著上调磷酸化Akt水平上调, 该上调效应能被MLA或LY294002
抑制; 在细胞裂解液及培养基中, S24795显著增强星形胶质细胞对Aβ聚集的抑制作用, 该效应被

LY294002抑制。该研究结果提示, 磷脂酰肌醇3激酶(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)信号通路

可能参与S24795激活星形胶质细胞α7 nAChRs上调内源性Cryab的表达, 从而进一步抑制Aβ集聚。

这为进一步研究S24795抑制Aβ集聚的可能机制提供了实验基础。
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Abstract       The aim of this study was to investigate the possible mechanism of S24795 on amyloid β 
(Aβ) aggregation via activation α7 nicotinic receptors (α7 nAChRs) as well as upregulation of endogenous αB-
crystallin (Cryab). Primary astrocytes were separated from neonatal SD rat cerebral cortex and cultured in vitro. 
Aβ1-42 oligomers were prepared in vitro. Astrocytes were divided  into different groups and  treated with drugs. 
The protein levels of Cryab, phosphorylated-Akt and Aβ oligomers in the cells were detected by Western blot. 
Our results showed that S24795 could significantly increase the protein level of endogenous Cryab in astrocytes. 
The effect of upregulation of endogenous Cryab by S24795 was significantly inhibited by α7 nAChR antagonist-
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MLA. After PI3K signaling pathway was blocked by LY294002, the effect of upregulation of endogenous Cryab 
by S24795 was significantly inhibited. S24795 could significantly increase phosphorylated-Akt in astrocytes. The 
effect of upregulation of phosphorylated-Akt by S24795 was significantly inhibited by α7 nAChRs antagonist-
MLA. After PI3K signaling pathway was blocked by LY294002, the effect of upregulation of phosphorylated-Akt by 
S24795 was significantly inhibited. In cell lysate and medium, S24795 could significantly enhance astrocyte to inhibit 
Aβ aggregation. After PI3K signaling pathway was blocked by LY294002, the effect of inhibition Aβ aggregation 
by S24795 was significantly inhibited. Together, these data indicated that S24795 could significantly inhibit Aβ 
aggregation via activation α7 nAChRs as well as upregulation of endogenous Cryab in astrocytes. PI3K signaling 
pathway was likely to be involved in this process. These results provided experimental data in the study of possible 
mechanism by which S24795 inhibits Aβ aggregation. 
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阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)是一种

以进行性记忆和认知功能障碍为特征的中枢神经系

统退行性疾病。β淀粉样蛋白(amyloid β, Aβ)聚集是

AD核心发病机制, Aβ的聚集不仅可以导致神经细胞

凋亡, 也可以破坏突触结构和功能, 从而导致记忆和

认知功能障碍[1-3]。此外, Aβ的聚集能够激活星形胶

质细胞释放细胞因子、炎性因子从而导致脑内的神

经炎症[4]。因此, 阻止Aβ的聚集及其发生和发展, 对
防治AD有重要意义。

星形胶质细胞 α7胆碱能受体 (α7 nicotinic re-
ceptors, α7 nAChRs)广泛分布于大脑皮质和海马的

神经细胞、星形胶质细胞和小胶质细胞[5]。在AD
的发病机制中, α7 nAChRs通过与Aβ的相互作用而

扮演了重要的病理角色[6]。近年来的研究表明, α7 
nAChRs可能是拮抗Aβ神经毒性的一个重要靶点[7]。

B-晶状体蛋白(αB-crystallin, Cryab)在大脑内具

有许多重要的生理功能, 如抗炎、抗凋亡和神经保护

等[8-9]。在AD大脑中, 星形胶质细胞表达的Cryab蛋白

质明显上调, 并且这些上调的Cryab蛋白紧密地分布在

Aβ蛋白沉积周围[10-11] 。Cryab能够通过与Aβ直接结合

等方式有效地阻止Aβ的聚集及其细胞毒性作用[12-13]。

S24795是法国诗维雅公司从一系列溴苯基吡

啶衍生物提取的一种α7 nAChRs部分激动剂。在

体外实验中发现, S24795预处理后, 能减少Aβ与α7 
nAChRs之间的相互作用和抑制Aβ诱导的Tau磷酸

化, 并且可能缓解Aβ介导的突触功能障碍[14-15]。Aβ
与α7 nAChRs之间具有高亲和力, S24795促进Aβ从
Aβ-α7 nAChR复合物中释放从而恢复α7 nAChRs的
部分功能[16]。但在星形胶质细胞的模型中, S24795
是否能增强星形胶质细胞对Aβ聚集的抑制及其机制

尚不清楚。

我们的前期研究结果证实, 用S24795激活星形

胶质细胞a7 nAChRs能够显著增强星形胶质细胞对

Aβ聚集的抑制, 但具体调控机制不清楚。基于Cryab
蛋白质特性, 我们推测星形胶质细胞内源Cryab可能

是S24795介导Aβ聚集的中间环节。

1   材料与方法
1.1   主要仪器和试剂

胎牛血清及DMEM培养基购于Gibco公司(美
国)。Aβ1-42肽、六氟异丙醇、DMSO、S24795、me-
thyllycaconitine(MLA)购于Sigma公司(美国)。青–链
霉素及胰蛋白酶购于Hyclone公司(美国)。6E10抗体

购自BioLegend公司(美国)。鼠抗Cryab(αB-crystallin)
单克隆抗体购自Abcam公司(美国)。辣根过氧化

物酶(HRP)标记的抗兔、抗鼠二抗; 鼠抗β-肌动蛋

白(β-actin)单克隆抗体。PI3K/Akt信号通路的抑制

剂LY294002及相关位点的抗体购于Cell Singnaling 
Technology公司(美国)。抗体稀释液、封闭液、聚

丙烯酰胺凝胶购自碧云天生物技术公司。高效显影

胶片、显影液、定影液购自柯达公司。ECL-Plus试
剂及聚乙烯二氟(PVDF)膜购于Millipore公司(美国)。
BCA蛋白质浓度测定试剂盒购自Thermo公司(美国)。
实验中所用仪器包括: 倒置显微镜(Olympus)、–80 °C
冰箱(美国Thermo公司)、高速离心机(德国eppendorf
公司)、 ELX 800酶标仪(美国Bio-tek公司以及CO2培

养箱(日本SANYO公司)。
1.2   Aβ1-42寡聚体的制备  

参照Klein等[17]和Ryan等[18]体外制备Aβ1-42寡

聚体的方法, 将预冷的六氟异丙醇(hexafluoroiso-



1246 · 研究论文 ·

propanol, HFIP)加入Aβ1-42粉末中, 使其充分溶解后

常温孵育60 min。随后为使HFIP挥发完全, 将其放

在常温下通风橱过夜。将干燥的肽膜于–80 °C保存, 
使用时取出, 用DMSO溶解, 再用含SDS的PBS稀释

后, 4 °C存放2周, 冰冻高速离心(10 min、14 000 ×g), 
上清液即为寡聚体。应用蛋白质印迹法鉴定我们制

备的Aβ1-42寡聚体情况, 结果显示, Aβ1-42寡聚体中既

含有低分子量的如二聚体、三聚体等, 也有高分子

量的如九聚体、十二聚体等不同聚集形式。制备好

的Aβ1-42寡聚体会随着–80 °C条件下存放时间的变长

而形成分子量更高的集聚体。在我们制备的Aβ1-42寡

聚体的实验条件下, 98 kDa Aβ1-42寡聚体是Aβ的主要

聚积形式。

1.3   星形胶质细胞培养传代及鉴定  
参照Mccarthy等[19]和Schildge等[20]的方法并改

进, 全部动物实验相关操作通过贵州医科大学伦理

委员会批准。取24 h内新生SD(Sprague-Dawley)乳鼠

的大脑皮质(由贵州医科大学动物实验中心提供), 动
物合格证号为SCXK(黔)2012-0001。将其大脑皮质剪

成泥状, 消化漂洗后, 加入含1%双抗(青霉素100 U/mL, 
链霉素100 U/mL)、10% FBS的高糖DMEM培养基, 
吹打成细胞悬液, 接种至培养瓶, 5% CO2、37 °C恒
温培养。24 h后换液, 之后每3 d换1次液直至细胞铺

满瓶底。培养8~9 d, 纯化并传3~4代。胶质纤维酸

性蛋白(glial fibrillary acidic protein, GFAP)细胞免疫

荧光的方法对星形胶质细胞进行染色鉴定细胞纯

度。

1.4   分组及细胞处理

将培养好的星形胶质细胞纯化、传代并鉴

定后, 以5×105的密度种入6孔板内。将细胞分为

对照组、S24795组、S24795+MLA组、Aβ1-42组、

S24795+Aβ1-42组、S24795+LY294002组、S24795+ 
LY294002+Aβ1-42组。S24795+MLA组, 预先加入MLA
处理2 h, 随后加入S24795; S24795+LY294002+Aβ1-42

组, 预先加入LY294002处理2 h, 随后加入S24795孵
育18 h, 换液后, 用DMEM培养基吹洗3次, 加入终浓

度为1 μmol/L的Aβ1-42寡聚体继续在37 °C、5% CO2

培养箱中培养24 h。
1.5   蛋白印迹法  

从6孔板中收集细胞, 加入细胞裂解液裂解

(100 μL/孔), 在4 °C、12 000 r/min离心20 min后取上

清, 将提取的蛋白质用BCA蛋白质定量试剂盒定量

后分装保存(–80 °C), 用Western blot方法检测Cryab、
P-Akt(ser473)及Aβ蛋白质水平。12%的梯度胶电泳, 
蛋白质样品分离后转移至PVDF膜, 5% BSA室温封

闭1 h, TBS-T漂洗(10 min×3次), 加入相应一抗, 4 °C孵
育过夜, TBS-T漂洗(10 min×3次)后加入辣根过氧化物

酶标记二抗室温孵育1 h, TBS-T漂洗(10 min×3次)后
曝光。用Image J软件分析曝光结果, 以β-肌动蛋白

(β-actin)为内对照。

1.6   统计学分析  
所有结果应用SPSS 22.0软件进行统计学分

析, 两组间比较采用t检验, 多组间采用One-Way 
ANOVA分析, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   S24795显著增强星形胶质细胞对Aβ聚集的

抑制作用 
在原代星形胶质细胞培养模型上 , 用α7 nAChRs

激动剂S24795处理细胞, 能够显著增加星形胶质细胞

对细胞内和细胞培养液内Aβ聚集的抑制作用(图1)。
2.2   S24795显著上调星形胶质细胞内源性Cryab
蛋白质水平 

课题组前期结果显示, S24795以5 μmol/L刺激

星形胶质细胞后, 对Cryab的上调作用最为明显。以

5 μmol/L S24795处理星形胶质细胞在不同的时间段

(6、12、18和24 h), 对Cryab的上调效应表现出时间依

赖性并且18 h达到稳定阶段, 选择该时间(18 h)、浓度

(5 μmol/L)作为后继研究。S24795刺激后Cryab水平

升高(图2)。
2.3   S24795通过激活α7胆碱能受体而上调Cryab
蛋白质水平  

S24795刺激星形胶质细胞后α7 nAChRs水平上

调, 为了探索S24795是否通过激活α7 nAChRs而上调

Cryab。本研究选取α7 nAChRs的特异性阻断剂 MLA, 
以(50、100和150 nmol/L)MLA预先处理星形胶质细

胞2 h后, 再加入5 μmol/L S24795共同孵育18 h。MLA
刺激星形胶质细胞后S24795上调内源性Cryab的效

应受到抑制(图3)。
2.4   PI3K/Akt信号通路参与S24795激活α7 nAChRs
上调星形胶质细胞内源性Cryab蛋白质

以5 μmol/L S24795处理星形胶质细胞在不同的

时间段(5、10、20和30 min), 对P-Akt(ser473)蛋白

质的上调效应表现出时间依赖性并且20 min达到稳
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定阶段, 该时间(20 min)被选择作为后继实验(图4)。
该上调作用被PI3K/Akt信号通路的抑制剂LY294002
或α7 nAChRs的阻断剂MLA抑制(图5)。  

为进一步探索PI3K/Akt信号通路的抑制剂

LY294002能否抑制星形胶质细胞内源性Cryab的上

调。用LY294002预先处理星形胶质细胞2 h, 再加入

S24795共同孵育18 h。星形胶质细胞内源性Cryab
水平受到下调(图6)。

2.5   S24795显著增强星形胶质细胞对Aβ聚集的

抑制作用与PI3K/Akt信号通路的激活相关   
分别收集细胞裂解液及培养基。与Aβ1-42组相

比 , (S24795+Aβ1-42)组的Aβ显著下调 (P<0.01); 与
(S24795+Aβ1-42 )组相比, (S24795+Aβ1-42+LY294002)
组的Aβ显著上调(P<0.01)( 图 7)。此结果说明, 
S24795激活α7 nAChRs之后, 通过PI3K/Akt信号通路

上调Cryab, 从而抑制Aβ的集聚。

蛋白印迹法检测内源性Cryab蛋白质水平。*P<0.05, 与对照组相比。

Cryab protein level was detected by Western blot. *P<0.05 vs control group.
图2   蛋白印迹法验证内源性Cryab蛋白质水平的上调

Fig.2    The up-regulation of endogenous Cryab protein level was confirmed by Western blot analysis  
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图1   S24795对星形胶质细胞抑制Aβ聚集的影响

Fig.1   The effect of S24795 on the aggregation of Aβ in astrocytes 
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A、B: 蛋白印迹法检测MLA对内源性Cryab蛋白质水平的影响。*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与S24795组相比。

A,B: the effect of MLA on endogenous Cryab protein level was detected by Western blot. *P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs S24795 group.
图3   蛋白印迹法验证MLA抑制内源性Cryab蛋白质水平的表达

Fig.3   MLA inhibits the expression of endogenous Cryab protein by Western blot analysis 
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图4   S24795上调P-Akt(ser473)蛋白质水平

Fig.4   S24795 upregulated the protein level of P-Akt (ser473)

A、B: 蛋白印迹法检测P-Akt蛋白质的表达水平。*P<0.05, 与对照组相比;  #P<0.05, 与S24795组相比。

A,B: the expression level of P-Akt protein was detected by Western blot. *P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs S24795 group.
图5   LY294002或MLA对P-Akt蛋白质水平的影响  

Fig.5   The effect of LY294002 or MLA on the level of P-Akt protein  
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3   讨论
Aβ的聚集是一个多因素参与的复杂过程, 星形

胶质细胞在Aβ的聚集和沉积过程中扮演重要病理

角色。在中枢神经系统中星形胶质细胞数量最多而

且参与重要的生理功能, 防止神经细胞损伤、提供

代谢、营养支持和调节突触活动[21]。星形胶质细胞

在Aβ聚集和沉积过程中具有双重病理角色。一方面, 
激活的星形胶质细胞能够通过大量分泌细胞因子,  

炎性因子和一氧化氮等神经毒性物质而导致AD脑

内的神经炎症发生[22]; 另一方面, 活化的星形胶质细

胞也能够表达与Aβ降解有关的酶, 对Aβ进行有效的

吞噬和降解[23-24]。基于以上事实, 促进星形胶质细

胞对Aβ聚集和沉积的抑制功能可能成为治疗AD的

一个重要方向。

α7 nAChRs是配体门控离子通道家族中的成

员。它由5个跨膜亚基组成, 有1个大的胞外N-端, 4

(A) (B)

Th
e l

ev
el

 o
f A

β 
ol

ig
om

er
s

Th
e l

ev
el

 o
f A

β 
ol

ig
om

er
s150

100

50

0

150

100

50

0

* *

#
#

Control ControlS24795 S24795 S24795+
LY294002

S24795+
LY294002

Aβ1-42 (1 μmol/L) Aβ1-42 (1 μmol/L)

Aβ oligomers Aβ oligomers

β-actin

Cell lysis

Culture medium

98 kDa 98 kDa

43 kDa

A: 蛋白印迹法检测细胞裂解液中Aβ蛋白质水平。*P<0.05, 与Aβ组相比, #P<0.05, 与(S24795+Aβ1-42)组相比, 在细胞裂解液; B: 蛋白印迹法检测

细胞培养液中Aβ蛋白质水平。*P<0.05, 与Aβ组相比, #P<0.05, 与(S24795+Aβ1-42)组相比。

A: Aβ protein level detected by Western blot in cell lysis solution, *P<0.05 vs Aβ group, #P<0.05 vs (S24795+Aβ1-42) group; B: Aβ protein level 
detected by Western blot in cell culture medium, *P<0.05 vs Aβ group, #P<0.05 vs (S24795+Aβ1-42) group.

图7   PI3K/Akt信号通路对Aβ集聚的影响

Fig.7   The effect of PI3K/Akt signal pathway on Aβ aggregation 
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图6   LY294002对内源性Cryab蛋白质的影响  

Fig.6   The effect of LY294002 on endogenous Cryab protein
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个跨膜结构域和一个胞内结构域[25-26]。α7 nAChRs
广泛分布于大脑皮质和海马的神经细胞、星形胶

质细胞和小胶质细胞[5]。在AD的发病机制中, α7 
nAChRs通过与Aβ的相互作用而扮演了重要的病理

角色[6]。近年来的研究表明, α7 nAChRs可能是拮

抗Aβ神经毒性的一个重要靶点。在神经细胞中, α7 
nAChRs能够通过激活多条细胞内信号通路而拮抗

Aβ导致的神经细胞凋亡[27]。我们的前期研究发现, 
用S24795处理星形胶质细胞后α7 nAChRs的表达上

调, 并且能显著抑制Aβ聚集。本研究发现, S24795
通过激活α7胆碱能受体而上调Cryab蛋白质水平, 
由此可推测, S24795是通过激活星形胶质细胞的α7 
nAChRs后上调内源性Cryab从而抑制Aβ的聚集。

有研究表明, PI3K/Akt信号通路参与了α7 
nAChRs的神经保护功能, 在阿尔茨海默病研究中发

现, Akt在海马神经细胞中表达减少, 继而导致神经

细胞凋亡[28]。我们的实验结果发现, 用S24795处理

星形胶质细胞能显著上调Akt磷酸化, 该上调作用被

PI3K/Akt信号通路的抑制剂LY294002或α7nAChRs
的阻断剂(MLA)所抑制。这说明, S24795通过激活

α7 nAChRs后, 使PI3K/Akt信号通路激活引起细胞内

相应的效应。进一步的研究发现, LY294002能抑制

S24795上调内源性Cryab蛋白质水平。这些结果表

明, S24795通过α7 nAChRs上调星形胶质细胞内源

性Cryab与PI3K/Akt信号通路的激活相关。

PI3K/Akt信号通路参与了α7 nAChRs神经保护

功能[29]。S24795处理星形胶质细胞后, 能明显抑制

Aβ的聚集, 并且该作用能被PI3K/Akt信号通路的阻

断剂LY294002抑制, 说明PI3K/Akt信号通路参与了

S24795激活α7 nAChRs抑制Aβ聚集而且该过程可能

有内源性Cryab蛋白的参与。有研究证实, S24795作
为α7 nAchR激动剂能够有效降解AD动物模型大脑

内的Aβ[30], 减少Aβ的沉积, 该项研究结果与我们体

外细胞实验结果相符, 为我们的体外细胞实验的结

果提供了支撑。我们的蛋白质印迹法结果没有检测

到Aβ单体(4 kDa)水平的显著增加, 提示Aβ寡聚体可

能被进一步降解。因为在AD大脑中, 星形胶质细胞

表达的Cryab明显上调, 并且这些上调的Cryab紧密

地分布在Aβ蛋白沉积周围[10-11]。Cryab能够通过与

Aβ直接结合等方式有效地阻止Aβ的聚集及其细胞

毒性作用[12-13] 。
综上所述, S24795通过激活星形胶质细胞α7 

nAChRs上调内源性Cryab从而抑制Aβ集聚; PI3K/
Akt信号通路很可能是S24795通过星形胶质细胞α7 
nAChRs上调内源性Cryab从而抑制Aβ集聚过程的

重要参与因素, 为进一步研究Cryab蛋白可能是治

疗AD的一个潜在靶点提供了一定的基础。今后将

开展AD动物模型实验, 动态检测AD转基因小鼠不

同病理变化阶段大脑内星形胶质细胞α7 nAChRs和
Cryab水平的动态变化, 并探讨这些因子的变化与 
Aβ聚集和沉积的相关性, 以期为临床治疗AD找到

新途径。
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