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表达APPswe695基因细胞系的构建及

Aβ分泌水平的分析
陶鹏飞  赵悦  宋喜君  黄汉昌*

(北京联合大学生物活性物质与功能食品北京市重点实验室, 北京 100191)

摘要      为探究β-淀粉样前体蛋白(amyloid-β precursor protein, APP)在阿尔茨海默病(Alzheimer’s 
disease, AD)发病过程中的作用及构建应用于AD发病机理研究的实验细胞模型, 该研究构建了过表

达APP695瑞典型突变体(APPswe695)的SH-SY5Y细胞系(APPswe695细胞)并分析了该细胞系中Aβ的分

泌水平。采用慢病毒介导转染方法, 将APPswe695表达质粒转染至SH-SY5Y细胞, 抗性药物筛选阳

性转染细胞。分别采用RT-PCR、Western blot技术验证APPswe695 mRNA、APP蛋白的表达, ELISA
分析Aβ1-40和Aβ1-42的分泌水平。结果显示, 转染慢病毒包装的APPswe695质粒后, 细胞的APPswe695 
mRNA表达呈现阳性; 与野生型细胞和转染质粒空白细胞相比, 转染APPswe695基因细胞表达APP695

的瑞典型突变蛋白(APPswe695)。APPswe695具有与内源性APP770相同的细胞分布。转染APPswe695基

因后, 细胞内分泌Aβ水平增加(P<0.05)而细胞外液中Aβ含量并没有显著变化。由此说明, APPswe695

细胞能够表达被转染的APPswe695基因, APPswe695细胞倾向于产生更多的胞内而不是胞外Aβ, 
APPswe695细胞可应用于阿尔茨海默病发病机理及药物治疗的研究。 
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Preparation of the Cells Transfected with Human APPswe695 
Gene and the Determination of Aβ Production

Tao Pengfei, Zhao Yue, Song Xijun, Huang Hanchang*
(Beijing Key Laboratory of Bioactive Substances and Functional Foods, Beijing Union University, Beijing 100191, China)

Abstract       Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder, and amyloid-β (Aβ) precursor protein 
(APP) is related to AD development. In this study, we developed a cell line that stably expressed APP gene with 
Swedish mutation (APPswe695 cells) and the production of amyloid-β was investigated. The expression plasmid 
with expressing APPswe695 gene was transfected into SH-SY5Y cells mediated by lentiviral vector. The gene ex-
pression of APPswe695 was confirmed at the levels of transcription and translation. The location of APP was ana-
lyzed by the method of immunocytochemistry. Aβ peptide, a product derived from APP by β-cleavage, was detected 
by the method of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results indicated that APPswe695 cells could 
transcribe the mRNA and translate the protein of the transfected APPswe695 gene. The Swedish mutant protein of 
APP695 (APPswe695) had the same cellular distribution as endogenous APP770. Interestingly, APPswe cells are in-
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clined to generate more intracellular but not extracellular Aβ. In general, these results indicated that APPswe695 
cells can express the transfected APPswe695 gene and that APPswe695 is prone to generate more intracellular but not 
extracellular Aβ. This study implied that the APPswe695 cells can be used to investigate the pathogenesis and 
drug therapy of Alzheimer’s disease. 

Keywords       Alzheimer’s disease; amyloid-β precursor protein (APP); amyloid-β peptide; cell model

阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)是一种

神经退行性疾病, AD典型的病理特征主要表现为胞

外淀粉样蛋白沉积形成老年斑、胞内Tau蛋白高度

磷酸化形成纤维缠结以及神经元大量凋亡[1-2]。β-淀
粉样蛋白(Aβ)是大脑皮质老年斑的主要成分, Aβ被认

为是导致AD发生的重要物质。Aβ级联假说认为, 脑
组织中淀粉样板块沉积是导致AD神经元丢失的早期

重要因素, Aβ的沉积可引发一系列级联病理过程, 这
些病例过程反过来进一步促进Aβ的沉积[3]。Aβ是由

其前体蛋白(amyloid-β precursor protein, APP)通过β-
裂解途径产生的[4]。人类的APP基因位于21号染色

体长臂上, 翻译后产生一系列介于100~130 kDa的异

构体, 其中APP695、APP770、APP751三种亚型能产生

Aβ, 大脑中APP亚型主要为APP695
[5]。APP瑞典型突

变体(APPswe)是较早发现的一种APP突变体, 它是

发生于APP第670和671位(APP770全长序列)氨基酸

的串联双突变(Lys/Met→Asn/Leu), 发生错义突变后

在Aβ序列的N末端前增强了β-分泌酶识别作用, 结
果导致Aβ产生的增加[6]。 

本文采用慢病毒介导转染的方法, 将人APP695

瑞典型突变(APPswe695)基因转染至人神经母细胞瘤

细胞(SH-SY5Y)中, 在转录和翻译水平的验证表明, 
该转染细胞能够稳定表达瑞典型突变APP695转录本

蛋白(APPswe695蛋白)。本研究构建的细胞模型可应

用于在AD病理条件下APP表达及代谢、生物活性

物质调节APP表达及Aβ分泌的研究。

1   材料与方法
1.1   细胞和试剂

SH-SY5Y细胞购自中国医学科学院。PRMI 
1640培养基、胎牛血清购自美国Gibco公司。链霉

素–青霉素、G418抗生素购自Genview公司。细胞

裂解液(含蛋白酶抑制剂)购自碧云天生物技术研究

所。TRIzol™ Reagent、High-Capacity cDNA Re-
verse Transcription Kit、PowerUp™ SYBR™ Green 
Master试剂盒购自美国Invitrogen公司。BCA蛋白定

量试剂盒购自北京鼎国昌盛生物科技有限公司。兔

抗β-actin抗体和兔抗APP抗体购自美国Cell Signaling 
Technology公司。Aβ1-40、Aβ1-42 ELISA试剂盒购自美

国Invitrogen公司。

1.2   转染APPswe695基因SH-SY5Y细胞制备

APPswe695表达质粒采用哺乳动物细胞慢病毒表

达载体pLV-eGFP:T2A:Neo-EF1α构建, 在多克隆位点

插入APPswe695 cDNA序列(APP转录本NM_201414.2
的编码序列中突变G1785T和A1786C)。将APPswe695

表达质粒与表达gag/pol、Rev、VSVG的包装质粒

混合, 转染293T细胞, 48 h后收集上清液。通过定量

PCR法测定病毒滴度为3.0×108 TU(TU, 每毫升中含

有具生物活性的病毒颗粒数量)。
将SH-SY5Y细胞按2×105个/孔接种于6孔板、

培养于含抗生物的完全培养液(RPMI1640+10% 
FBS)中培养24 h。在转染前2~4 h, 换成1 mL的不含

抗生素的完全培养液。按照感染复数(multiplicity of 
infection, MOI)为10加入经慢病毒包装的APPswe695

质粒。置于含5% CO2的培养箱中于37 °C继续培养

24 h。通过荧光显微镜观察GFP蛋白表达水平。培

养36~48 h后换成含抗性筛选药物的完全培养基

(RPMI1640+10% FBS+0.5 g/L G418)继续培养24~48 h, 
具有筛选药物抗性的细胞为潜在的转染APPswe695

基因细胞。

1.3   qRT-PCR分析mRNA表达水平

细胞按5×105个/孔的密度培养于6孔板中, 含血

清培养基培养24~36 h后, 用1 mL PBS洗涤细胞2次, 
按照Trizol法提取细胞总RNA, 将总RNA逆转录为

cDNA。实时荧光定量PCR扩增目的mRNA的cDNA。

PCR程序设定: 每个循环95 °C 30 s, 55 °C 30 s; 72 °C 
45 s; 总共35个循环。循环结束后, 记录70~95 °C的
温度—荧光强度曲线。所用引物如表1所示。

1.4   Western blot分析蛋白表达水平

细胞按5×105个/孔的密度培养于6孔板中, 含
血清培养基培养24~36 h后, 用1 mL PBS洗涤细胞2
次, 加入100 μL含蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液, 冰
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上裂解30 min, 用细胞刮分离、收集细胞, 在4 °C下
12 000 ×g离心15 min, 吸取离心上清液, 二辛可宁酸

(bicinchonininc acid, BCA)法测量蛋白裂解液中蛋

白浓度。14׃比例加上样缓冲液, 混匀后煮沸10 min, 
SDS-PAGE分离样品中不同分子量的蛋白质, 然后

电转膜至PVDF膜上, 用含5%脱脂奶粉的PBST封闭

1 h, 4 °C一抗孵育过夜, 用PBST漂洗2次, PBS漂洗1
次, 二抗孵育2 h, 同上漂洗数次后用ECL发光液检测

目标蛋白条带的光密度, Quantity One 4.62软件分析

Western blot条带光密度灰度值。

1.5   免疫细胞化学分析

将细胞以4×105个/孔的密度传代培养于6孔平

板, 含血清培养基培养24~36 h后, 用磷酸盐缓冲液

(PBS)洗涤3次, 室温下用4%多聚甲醛固定20 min, 经
PBS洗涤后, 用0.5% Triton X-100处理20 min, 室温

下用5%马血清处理20 min, 然后在4 °C下用抗APP
羧基端抗体孵育过夜。PBS洗涤3遍后, FITC荧光染

料标记的二抗体室温孵育2 h, Hoechst 33342染料染

色30 min。PBS洗涤3遍后, 激光扫描共聚焦显微镜

下记录细胞的荧光和微分干涉差(differential inter-
ference contrast, DIC)图像。采用 INCell Developer 
Toolbox 1.9.1软件(GE Healthcare公司)对细胞核、细

胞膜和细胞质进行分割(segmentation), 分析细胞核

区、细胞膜和细胞质中绿色荧光强度, 计算细胞膜

中荧光强度对总细胞荧光强度的比值。

1.6   酶联免疫吸附(enzyme linked immunosor-
bent assay, ELISA)分析Aβ含量

采用抗体夹心法测定细胞培养上清和细胞裂

解液中Aβ1-40和Aβ1-42的含量。将细胞以4×105个/孔

接种于6孔板中, 含血清培养基培养24~36 h, 100 ×g
离心后吸取培养上清液; 用1 mL PBS洗涤细胞3次, 
加入100 μL含蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液, 冰上裂解

30 min, 用细胞刮分离、收集细胞, 在4 °C下12 000 ×g
离心15 min, 吸取离心上清液,  BCA法测量蛋白裂解

液中蛋白浓度。吸取30 μL培养上清液或细胞裂解液, 
在经抗Aβ1-40或Aβ1-42羧基端抗体包被的96孔板中分

别与抗Aβ氨基端的游离一抗4 °C孵育过夜, 用缓冲液

洗涤3次, 辣根过氧化酶标记的二抗室温孵育30 min, 
用缓冲液洗涤3次后加入100 μL的生色反应液, 30 min
后加入100 μL的反应终止液终止生色反应。用酶

标仪记录D450的数值。同时, 用标准Aβ1-40或Aβ1-42作

D450―浓度标准曲线。培养上清液Aβ1-40或Aβ1-42含量

表征为pg/mL, 细胞裂解液中Aβ1-40或Aβ1-42含量表征

为pg/mg蛋白。

1.7   统计学分析

实验结果数据以平均值±S.D.表示, 采用Origin 
8.0软件进行单因素方差分析, 组间数据比较采用独

立样本t检验, P<0.05表示差异具有显著性。

2   结果
2.1   APPswe695细胞形态

APPswe695表达质粒经慢病毒介导转染至SH-
SY5Y细胞、G418药物筛选后得到稳定转染的阳性

细胞。细胞的可见光及荧光图如图1所示, 与野生型

SH-SY5Y细胞相比, 转染APPswe695基因的SH-SY5Y
细胞(APPswe695细胞)绿色荧光强度明显增强, 提示

质粒中的GFP蛋白在细胞中得到了表达, 暗示质粒

能够整合到细胞基因组中, APPswe695基因也可能整

表1   qRT-PCR的引物序列

Table 1   Primer sequence of qRT-PCR
引物名称

Primer name
序列(5′→3′)
Sequences (5′→3′)

产物长度(bp)
Products (bp)

APPswe695 F CTC TGA AGT GAA TCT GGA TG
201

APPswe695 R TGA TGA ATG GAT GTG TAC TG

APPtotal F CCC GCT GGT ACT TTG ATG TGA
157

APPtotal R AGA GGT TCC TGG GTA GTC TTG AGT

GAPDH F ACG GAT TTG GTC GTA TTG GG
210

GAPDH R CCT GGA AGA TGG TGA TGG GAT T

APPswe695 F/R为APPswe695突变转录本的上下游引物, APPtotal F/R为所有APP转录本的上下游引物, GAPDH F/R为
内参基因的上下游引物。

The APPswe695 F/R is the upstream and downstream primer set for the mutation transcript of APPswe695, and the APPtotal 
F/R is the upstream and downstream primer set for all transcripts of APP. GAPDH F/R is the upstream and downstream 
primer set of the internal reference gene.
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合到了基因组中, 同样APPswe基因也可能表达。与

野生型SH-SY5Y细胞相比, 转染APPswe695细胞的突

起变短, 胞体相对变小, 在光镜下可见的细胞内亮点

(可能是细胞分泌泡)较多。

2.2   APPswe695基因表达的验证

本研究进一步研究了APPswe695基因的mRNA
转录水平。如图2和图3所示, 与野生型SH-SY5Y细

胞和转染空白质粒的Neo对照细胞的总RNA相似, 
APPswe695细胞总RNA经qRT-PCR后, GAPDH和内源

性APP mRNA有很强的扩增荧光信号。PCR扩增产

物的熔解曲线中只出现一个峰, 意味着扩增产物的

唯一性。从图4可见, SH-SY5Y细胞和Neo对照细胞

总RNA的cDNA在APPswe695引物的PCR扩增过程

中没有产生荧光信号, PCR产物熔解曲线中也没有

扩增产物峰的出现, 说明SH-SY5Y和Neo对照细胞

均不表达APPswe695 mRNA分子。而APPswe695细胞

总RNA的cDNA在APPswe695引物的PCR扩增过程

产生很强的荧光信号, 并且PCR产物熔解曲线中出

现唯一信号峰。另外, 琼脂糖凝胶电泳分析结果表

明, APPswe695引物的扩增产物长度在200 bp附近, 与

图1   转染基因前后细胞可见光及荧光图

Fig.1   Bright and fluorescence images before and after cells were transfected with target gene
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A: PCR扩增荧光曲线(荧光强度—循环); B: PCR产物熔解曲线(荧光强度微分/温度微分(dF/dT)—温度)。
A: curve of PCR amplification (fluorescence intensity vs cycle); B: PCR melt curve (differential fluorescence intensity (dF)/temperature (dT) vs tem-
perature (degree)).

图2   GAPDH cDNA PCR扩增和熔解曲线

Fig.2   GAPDH cDNA PCR fluorescence intensity and melt curve 
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APPswe695引物设计产物长度相符(图5)。以上实验

结果提示, APPswe695细胞能够在转录水平上表达

APPswe695基因。

2.3   Western blot分析APP蛋白的表达水平

为了检验APPswe695基因在被转染的细胞中能

否表达出目的蛋白, 本研究进一步考察了APPswe695

基因的蛋白翻译水平。结果如图6所示, 野生型SH-
SH5Y和转染空白质粒的Neo对照细胞仅表达了

APP770转录本蛋白而不表达APP695转录本蛋白, 而
转染APPswe695质粒的APPswe695细胞则同时表达了

APP770和APP695蛋白。这些结果表明, APPswe695细胞

能够在翻译水平上表达APPswe695基因。

2.4   免疫荧光分析APP细胞分布

本研究进一步考察了转染表达的APPswe695蛋

白与细胞内源表达的APP770蛋白在细胞分布的差异

性, 经免疫荧光分析表明, 与野生型SH-SY5Y细胞相

比, APPswe695细胞的APP荧光强度明显增强(图7)。
APPswe695细胞的细胞膜中APP的荧光强度与SH-
SY5Y细胞相比也明显增强, 但是在细胞膜中APP的
荧光强度所占细胞总荧光强度与野生型SH-SY5Y

A: PCR扩增荧光曲线(荧光强度—循环); B: PCR产物熔解曲线(荧光强度微分/温度微分(dF/dT)—温度)。
A: curve of PCR amplification (fluorescence intensity vs cycle); B: PCR melt curve (differential fluorescence intensity (dF)/temperature (dT) vs tem-
perature (degree)).

图3   内源性APP cDNA PCR扩增和熔解曲线

Fig.3   Endogenous APP cDNA PCR fluorescence intensity and melt curve 

A: PCR扩增荧光曲线(荧光强度—循环); B: PCR产物熔解曲线(荧光强度微分/温度微分(dF/dT)—温度)。
A: curve of PCR amplification (fluorescence intensity vs cycle); B: PCR melt curve (differential fluorescence intensity (dF)/temperature (dT) vs tem-
perature (degree)).

图4   APPswe695 cDNA PCR扩增和熔解曲线

Fig.4   APPswe695 cDNA PCR fluorescence intensity and melt curve  
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细胞相比并没有显示统计差异。这提示, 瑞典型

APPswe695蛋白与APP蛋白在APPswe695细胞中有相

似的细胞分布转运行为。

2.5   细胞Aβ蛋白分泌水平

为了进一步研究APP的裂解作用, 本研究进一

步分析了胞内外Aβ的分泌水平。转染空质粒的Neo

图5   PCR产物琼脂糖凝胶电泳分析

Fig.5   Bands of PCR products separated by agarose gel electrophoresis

300 bp
200 bp
100 bp

GAPDH GAPDH
APP-total APP-total

Marker SH-SY5Y cell

 APPswe  APPswe

 APPswe cell

图6   Western blot验证APP蛋白表达

Fig.6   Bands of APP separated by Western blot 

SH-SY5Y Neo-Null APPswe

APP770 (130 kDa)

β-actin (43 kDa)

APPswe695 (100 kDa)

A: 细胞核染色、免疫荧光及DIC成像; B: 细胞总APP的免疫荧光密度; C: 细胞膜上APP的免疫荧光密度; D: 膜上APP与总APP免疫荧光密度的

比值。*P<0.05, 与野生型SH-SY5Y细胞相比较。

A: nucleus stained with Hochest 33342, fluorescence images of APP and DIC filed images; B: immunofluorescence intensity of total APP; C: immunofluo-
rescence intensity of APP in membrane; D: the ratio of membrane APP to the total APP. *P<0.05, APPswe695 cells vs wild-type SH-SY5Ycells.

图7   APP在细胞膜和细胞质分布水平

Fig.7   APP distribution in membrane and cytoplasm
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对照细胞与野生型SH-SY5Y相比, 细胞内和细胞培

养液中Aβ的含量并没有统计学差异。与野生型SH-
SY5Y或转染空质粒的Neo对照细胞相比, APPswe695

细胞的胞内Aβ1-40和Aβ1-42的含量明显上升, 而胞外培

养液中的Aβ1-40和Aβ1-42含量却没有显著差异(图8)。
这提示, 转染APPswe695基因后细胞产生更多的胞内

Aβ, 而胞外的Aβ分泌水平却没有明显变化。 

3   讨论
APP是I型跨膜糖蛋白, 其生物学功能目前还有

待研究。研究表明, APP是与AD发病机制密切相关

的蛋白, 目前已经发现近30种APP基因的突变与家族

性AD的发生密切相关[5]。APPswe突变是较早发现

的一种与家族性AD相关的APP突变体, 患者在44岁
开始就开始产生AD病征变化[7]。APP的β-裂解产物

Aβ是老年斑块的主要成分, 自1991年Hardy等[8]提出

淀粉样β级联假说以来, Aβ在AD发病机制中的作用

已成为AD发病机制及药物治疗研究的中心问题。

Aβ在神经炎斑块中的聚集导致神经元氧化损

伤、神经纤维缠结和突触的丢失[9]。目前可以采用

多种途径来研究Aβ的神经毒性。例如, 在体外培养

的细胞或者动物脑室带状海马中施加化学合成的

Aβ, 观察细胞或受试动物的毒性反应。但是, Aβ是如

何诱导细胞损伤的？目前仍存在争议。有观点认为, 
Aβ可能通过与Cu2+结合而导致氧化应激损伤[10-11], 
或Aβ可能形成Ca2+通道样离子通道而导致细胞Ca2+

内流[12-13]。也有猜测认为, 细胞膜上可能存在Aβ的

A: 胞内Aβ1-40和Aβ1-42的含量; B: 培养液中Aβ1-40和Aβ1-42的含量; *P<0.05, APPswe695细胞对SH-SY5Y细胞; #P<0.05, APPswe695细胞对转染空质粒

SH-SY5Y细胞。

A: contents of intracellular Aβ1-40 and Aβ1-42; B: contents of Aβ1-40 and Aβ1-42 in culture medium; *P<0.05 vs wild-type SH-SY5Ycells and #P<0.05 vs 
Neo-null cells.

图8    胞内和培养液中Aβ的含量

Fig.8    The content of Aβ by ELISA analysis
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受体, Aβ通过受体途径诱导神经毒性, 但是目前我们

还没有在细胞膜上发现Aβ的受体[9]。另外, 值得注

意的是, 添加的化学合成Aβ可能造成细胞内源性Aβ
分泌的异常, 如胞外施加的Aβ可能会导致胞内Aβ分
泌的增强, 导致细胞损伤的发生。

细胞内Aβ的神经毒性越来越受到研究者的

关注, Aβ的细胞内积累已被认为是AD发病的早期

事件。在小鼠Thy1.2启动子的控制下能够表达人

APP751瑞典和印第安纳突变体的McGill-R-Thy1-
APP系转基因大鼠, 显示早期认知缺陷并且呈现渐

进性严重变化; 体内可溶性Aβ1-42在淀粉样斑块沉积

出现前几个月就明显升高[14]。将Aβ1-42注入培养神

经元胞体后, 基底谷氨酸突触传递和长期增强(long-
term potentiation, LTP)显著降低[15]。因此, 细胞内Aβ
在AD发病机制中可能起着关键性作用, 细胞过量分

泌Aβ可能是比较好的研究Aβ神经毒性的途径。

细胞内Aβ是如何产生的？目前认为, 细胞内Aβ
的产生有三种可能的途径。首先, 从细胞表面分泌

的胞外Aβ可能被内化到细胞内。其次, 细胞膜上的

APP通过内吞体–溶酶体途径重新进入细胞质后在

细胞内通过β-裂解途径产生Aβ[16-19]。再次, 当新生

的APP通过内质网和高尔基体/反式高尔基体时, 被
β-分泌酶裂解而产生Aβ[20-21]。本研究中, APPswe695

细胞与野生型SH-SY5Y细胞相比产生更多的细胞

内Aβ而细胞外Aβ产物没有差异。然而, 细胞内Aβ
的生成途径有待研究。例如, 当内质网应激导致蛋

白质发生修饰或折叠错误时, 新生的APPswe695产生
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Aβ的水平是否增强; 另外, 当细胞膜上成熟的AP-
Pswe695被内吞并进入内体/溶酶体时, 这些被内化的

APPswe695是否更倾向于进一步经β-途径裂解而产生

Aβ。
总的来说, 通过慢病毒介导转染的方法将

APPswe695表达质粒成功转染到SH-SY5Y细胞内, 使
APPswe695细胞能够转录和翻译转染的APPswe695基

因。转染表达的APPswe695蛋白与内源性APP770蛋白

具有相同的细胞分布行为。值得注意的是, APPswe
细胞倾向于产生更多的胞内Aβ, 从细胞内Aβ集聚的

角度看, APPswe695细胞适合应用于细胞内Aβ细胞毒

性的研究。因此, 本研究所建立的表达APPswe695蛋

白的APPswe695细胞可应用于基于淀粉样蛋白级联

假说的AD发病机理及药物治疗的研究。
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