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文题释义： 

β 淀粉样蛋白：是由淀粉样前体蛋白经 β-和 γ -分泌酶的蛋白水解作用而产生的含有 39-43 个氨基酸的多肽。

它可由多种细胞产生，循环于血液、脑脊液和脑间质液中，大多与伴侣蛋白分子结合，少数以游离状态存在。

人体内 β 淀粉样蛋白最常见的亚型是 β 淀粉样蛋白 1-40和 β 淀粉样蛋白 1-42。在人脑脊液和血中，β 淀粉样蛋

白 1-40分别比 β 淀粉样蛋白 1- 42的含量水平高 10 倍和 1.5 倍，β 淀粉样蛋白 1-42具有更强的毒性，且更容易

聚集，从而形成 β 淀粉样蛋白沉淀的核心，引发神经毒性作用。 

突触：是一个神经元的冲动传到另一个神经元或传到另一细胞间的相互接触的结构。突触是神经元之间在功

能上发生联系的部位，也是信息传递的关键部位。在光学显微镜下观察，可以看到一个神经元的轴突末梢经

过多次分支，最后每一小支的末端膨大呈杯状或球状，叫做突触小体。这些突触小体可以与多个神经元的细

胞体或树突相接触，形成突触。从电子显微镜下观察，可以看到，这种突触是由突触前膜、突触间隙和突触

后膜 3 部分构成。 

 

摘要 

背景：脑内 β-淀粉样蛋白的聚集可诱导神经细胞凋亡，大量神经元及突触的缺失和功能的损害尚无有效的干

预手段，提高突触可塑性为治疗早期阿尔茨海默病提供重要方向。 

目的：筛选最佳的阿尔茨海默病模型，检测 β-淀粉样蛋白 25-35致伤 PC12 神经元的突触相关蛋白表达。 

方法：采用 50 μg/L 神经生长因子诱导 PC12 细胞分化为神经元样细胞，以不同浓度 β-淀粉样蛋白 25-35致伤

PC12 神经元样细胞。应用 CCK8 法检测细胞生存率。神经颗粒素、神经调节素免疫荧光染色观察模型细胞

的形态学变化，Western blot 法检测神经颗粒素、CAMKⅡ、PSD-95 蛋白表达水平。 

结果与结论：随着 β-淀粉样蛋白 25-35浓度增高和作用时间的延长，PC12 神经元生存率呈剂量依赖性降低；

可见突触长度变短、神经元萎缩、神经元彼此连接疏松；神经颗粒素、CAMKⅡ、PSD-95 蛋白表达均下调。

结果提示，10 μmol/L β-淀粉样蛋白 25-35、48 h 是筛选早期 PC12 神经元阿尔茨海默病细胞模型的最佳干预

浓度和时间。 
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筛选最佳的阿尔茨海默病模型，检测 β-淀粉样蛋白 25-35致伤 PC12 神经元的突触相关蛋白表达 

采用 50 μg/L神经生长

因子诱导 PC12 细胞

分化为神经元样细胞 

检测指标： 

(1)应用 CCK8 法检测细胞生存率； 

(2)神经颗粒素、神经调节素免疫荧光

染色观察模型细胞的形态学变化； 

(3)Western blot 法检测神经颗粒素、

CAMKⅡ、PSD-95 蛋白表达水平。 

以不同浓度 β-淀粉样

蛋白 25-35致伤 PC12

神经元样细胞。 
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Effects of amyloid-beta 25-35 on expression of synapse-associated proteins in PC12 

neurons   

 

Abstract 

BACKGROUND: An amyloid-beta (Aβ) aggregation in the brain can induce nerve cell apoptosis, loss of 

synapses and functional damage. However, there is still no effective intervention. Improving the synaptic 

plasticity provides an important direction for the treatment of early Alzheimer’s disease. 

OBJECTIVE: To screen the best model of Alzheimer’s disease and to explore the expression of 

synapse-associated proteins in Aβ25-35-injured PC12 neurons. 

METHODS: PC12 cells were induced by 50 μg/L nerve growth factor to differentiate into neuronal-like cells. Then, 

these cells were treated with Aβ25-35 at different concentrations. Consequently, cell survival rate was detected 

using cell counting kit-8; neurogranin and neuregulin immunofluorescence stainings were used to observe 

morphological changes of model cells; western blot used to detect the expression level of neurogranin, 

calmodulin kinase II, postsynaptic density-95 proteins. 

RESULTS AND CONCLUSION: Over time, the survival rate of PC12 neurons induced by Aβ25-35 was decreased 

in a dose-dependent manner. Shortened synaptic length, neuronal atrophy and sparsely interconnected neurons 

were visible. Expression levels of neurogranin, calmodulin kinase II and postsynaptic density-95 proteins were all 

down-regulated. These findings indicate that to screen the cell model of Alzheimer’s disease, the optimal 

concentration and interventional time of Aβ25-35 are 10 μmol/L and 48 hours, respectively. 

Cite this article: Zhang S, Huang XY, Liu S, Li YJ, Zhao JC. Effects of amyloid-beta 25-35 on expression of 

synapse-associated proteins in PC12 neurons. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2016;20(2):224-229. 

 

0  引言  Introduction 

阿尔茨海默病是一种以进行性记忆和认知功能损伤为

特征的神经系统退行性疾病，其典型的神经病理学特征是

老年斑以及细胞内tau蛋白过度磷酸化形成的神经纤维缠

结。β-淀粉样蛋白(amyloid beta-ptotein，Aβ)是老年斑的

最主要成分。其三维结构呈β型折叠，具有强自聚性，易形

成极难溶解的沉淀[1]。Aβ的生成与清除失衡是导致神经元

变性和痴呆的主要原因。针对阿尔茨海默病病变的早期，

大量神经元及突触的缺失和功能的损害尚无有效的干预手

段。突触可塑性及其相关蛋白在阿尔茨海默病发病中的作

用日益受到重视。 

神经颗粒素(neurogranin，Ng)是一种神经元特异性蛋

白，主要存在于大脑皮质、海马和嗅球，多数神经颗粒素积

聚于树突的胞质内，少量神经颗粒素与突触后膜的致密斑有

着疏松的联系，可作为一种中枢神经系统病变树突受损的一

种标记物[2-3]。 

神经调节素(neuromodulin，Nm，又称GAP-43) 是神

经组织特有的一种磷酸蛋白，特异性分布于突触前膜上, 

国际上将GAP-43列为研究神经生长发育和损伤修复等神

经可塑性的首选分子探针。 

钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ(calmodulin kinaseⅡ，

CaMKⅡ)，是一种多功能蛋白激酶，在调节神经兴奋性和

神经功能方面有特异性作用，在突触中分布密集，是突触

后致密区(postsynaptic density，PSD) 的主要成分[4-5]。 

突触后致密区是突触后膜结构中的蛋白质复合物，是

突触后信号转导和整合的结构基础。PSD-95是突触后致密

区上的细胞支架蛋白，具有提高调节突触成簇，促进突触

传递的作用[6-8]，此突触相关蛋白可以较好地反映突触损伤

程度。 

PC12细胞是大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤克隆的细胞株，膜

上有神经生子因子神经生长因子受体，受神经生长因子诱

导长出神经突起，分化为具有交感神经元特性的细胞，是

常用的神经细胞株。因此，本实验旨在采用神经生长因子

诱导PC12细胞分化为神经元样细胞，以不同浓度的 

Aβ25-35不同时间致伤PC12神经元样细胞，通过观察细胞生

存率、细胞的形态学变化及突触相关蛋白表达变化，筛选

Aβ25-35致伤PC12神经元阿尔茨海默病细胞模型的最佳干

预浓度和时间, 为研究阿尔茨海默病神经元损伤，提高突

触可塑性，改善阿尔茨海默病的病理生理学过程寻找新的

治疗靶点。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  PC12细胞体外培养实验。 

1.2  时间及地点  2014年4月至2015年7月在佳木斯大学

118实验楼“神经细胞培养室”完成。 

1.3  材料  PC12细胞株(中国科学院上海细胞库)；1640培

养基、胎牛血清(Hyclone公司)；CCK8试剂盒 (贝博生物有

限公司)；神经生长因子(厦门北大之路生物工程有限公司)；

兔抗大鼠Ng多克隆抗体、FITC标记的兔抗大鼠Nm多克隆抗

体、Cy3标记的山羊抗兔二抗(北京博奥森公司)；兔抗大鼠

CAMKⅡ、PSD-95多克隆抗体、小鼠抗大鼠GAPDH单克隆

抗体、HRP标记的山羊抗兔、山羊抗小鼠二抗(Proteintech

公司)；低温离心机 (BECKMAN COULTER公司)；激光共

聚焦显微镜(OLYMPUS公司)；Western blot电泳仪、转膜槽 

(Tanon公司)。  

1.4  实验方法 

1.4.1  PC12细胞培养  PC12 细胞用含1640培养基加入

体积分数10%的胎牛血清(FBS)在37 ℃、体积分数5% CO2

培养箱内进行培养，每2 d 更换1次培养基，四五天可传一

代。经文献查阅，终浓度为50 μg/L的神经生长因子作用 
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PC12细胞4-7 d可诱导分化为神经元[9]，当细胞贴壁24 h

后换液为含有神经生长因子的1640培养基培养，血清浓度

降低至体积分数5%以减少PC12细胞的增殖。 

1.4.2  Aβ25-35寡聚体的制备   参照文献 [10]将Aβ25-35和

六氟异丙醇(HFIP)提前放在冰盒上预冷，每1 mg Aβ25-35

加入220 μL HFIP，该步骤在冰上操作。盖上管盖在室温

放置60 min，使Aβ25-35充分溶解。将溶解好的Aβ25-35放回

冰上10 min后置于通风橱内挥发、过夜。次日打开通风

橱排风2 h。大体可见片状沉淀。在超净台内向其离心管

加入44 μL 二甲基亚砜，吹打混匀后，每管加9 386 μL

无酚红DMEM/F12 培养基。4 ℃孵育24 h。隔日低温离

心机4 ℃、12 000 r/min 离心10 min后，转移上清液至

新管，分装放入-20 ℃冰箱储存，储存浓度为100 μmol/L。 

1.4.3  CCK8法检测细胞生存率  收集对数期细胞，将细

胞悬液100 μL接种到96孔板中，种植密度为每孔5 000个，

置于37 ℃、体积分数5%CO2孵育过夜。24 h后用50 μg/L

神经生长因子诱导分化5 d。分别用5，10，20 μmol/L Aβ25-35

低、中、高3个浓度，致伤PC12神经元24，48，72 h 及

空白对照。每组设定5个复孔。每孔加入10 μL CCK-8溶液，

37 ℃孵育4 h，450 nm波长下酶标仪测各孔的A值[11]。各

重复孔的A值取平均数。细胞生存率(%)=致伤细胞A/对照

细胞A×100。  

1.4.4  免疫荧光双标法检测细胞Ng、Nm的形态学变化  6

孔板中预先放置经高温高压灭菌好的盖玻片。用0.1%多聚

赖氨酸包被玻片， 取对数生长期PC12细胞以1×10
5接种在

6孔板内，24 h 细胞贴壁后用50 μg/L 神经生长因子诱导

分化5 d。Aβ25-35致伤神经元48 h后吸去培养基，预温的PBS

轻轻洗涤2次。40 g/L多聚甲醛室温固定15 min
[12-13]。PBS

洗涤3次，10 min/次。0.2%Tritonx-100室温透膜20 min，

PBS洗涤3次，山羊血清室温封闭45 min，弃去封闭液，加

入抗体稀释液稀释的绿色荧光 FITC标记的一抗Nm   

(1∶100)，4 ℃过夜。次日PBS洗涤细胞3次。加入无荧光

标记的一抗Nm(1∶100)作用4 h后，PBS清洗2次，5 min/

次，加入含有红色荧光Cy3标记的二抗山羊抗兔(1∶200)

作用1 h，PBS清洗2次，加入DAPI染核，封固。激光共聚

焦显微镜下观察。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.5  Western blot检测突触相关蛋白Ng、CAMKⅡ和

PSD-95蛋白的表达  将3×10
5 

PC12 细胞接种到6孔板

中，24 h后加入终浓度为50 μg/L 神经生长因子诱导分化 

5 d。标记为对照组和实验组。实验组采用10 μmol/L Aβ25-35

干预细胞48 h后一起收集细胞蛋白。弃去培养液，加200 μL

含PMSF的蛋白裂解液(按1 mL裂解液加10 μLPMSF，现用

现配4 ℃预冷) ，冰袋上裂解30 min，12 000 r/min 离心  

5 min，BCA法测蛋白浓度[14-15]。取上清液40 μL加入蛋白

上样缓冲液10 μL，100 ℃煮沸5 min，-20 ℃保存。每孔

上样20 μg进行SDS-PAGE聚丙烯酰胺凝胶电泳，用半湿转

膜仪270 mA电转90 min 将蛋白转移到PVDF膜上。含5%

脱脂奶粉的TBST 溶液37 ℃封闭60 min后4 ℃抗体孵育 

GAPDH(1∶1 000)、Ng(1∶300)、CAMKⅡ(1∶300)、

PSD-95(1∶500)。次日 TBST 洗膜3次。每次10 min。加

HRP标记的二抗(1∶5 000) 37 ℃孵育1 h，再用TBST洗膜

3次，15 min/次，最后加入ECL发光液，暗室曝光，显影

定影，扫描图像，用凝胶图像处理系统对X光胶片上的条

带进行灰度分析，以目的条带与内参GAPDH灰度值的比值

作为半定量结果。 

1.5  主要观察指标   ①不同浓度Aβ25-35不同时间致伤

PC12神经元细胞存活率的变化。②致伤后的PC12神经元经

免疫荧光染色后的形态学变化及突触相关蛋白的表达变

化。 

1.6  统计学分析  使用SPSS 19.0统计软件分析数据，数

据均以x
_

±s表示，组间差异采用单样本方差分析，显著性以

P 值表示，P < 0.05为差异有显著性意义。 

表 1  不同浓度及时间 β-淀粉样蛋白 25-35对 PC12 神经元 CCK-8 吸光度及细胞存活率的影响                                   (x
_

±s，n=5) 

Table 1  Effects of different concentrations and interventional time of amyloid-beta 25-35 on absorbance value and cell survival rate of PC12 

neurons 

组别 A 值 生存率(%) 

24 h 4 h 72 h 24 h 48 h 72 h 

对照组 0.979±0.037 0.995±0.020 0.965±0.097 100 100 100 

5 μmol/L 组 0.945±0.013
a
 0.922±0.029 0.904±0.013 96.52±0.013

b
 92.66±0.030

b
 93.68±0.013

b
 

10 μmol/L 组 0.821±0.009
a
 0.765±0.020

a
 0.642±0.030

a
 83.86±0.008

b
 76.88±0.020

b
 66.53±0.031

b
 

20 μmol/L 组 0.726±0.010
a
 0.635±0.014

a
 0.603±0.018

a
 74.11±0.010

b
 63.82±0.014

b
 62.49±0.019

b
 

 
表注：随着 β-淀粉样蛋白 25-35浓度及作用时间的增加，PC12 神经元 CCK8 吸光度明显降低，细胞生存率明显降低。与对照组相比，a

P < 0.05，b
P < 0.01。 

 

表 2  β-淀粉样蛋白 25-35对 PC12 神经元 Ng、CaMKⅡ、PSD-95 蛋

白表达含量的影响                                  (x
_

±s，n=3) 

Table 2  Effects of amyloid-beta 25-35 on the protein expression of 

neurogranin, calmodulin kinase II and postsynaptic density-95 in 

PC12 neurons  

表注：与对照组相比，a
P ﹤0.05。Ng：神经颗粒素；CaMKⅡ：钙调素依赖

性蛋白激酶Ⅱ；PSD-95：突触后致密区细胞支架蛋白。 

 

组别 Ng CaMKⅡ PSD-95 

对照组 0.93±0.21 0.98±0.11 0.86±0.12 

模型组 0.55±0.18
a
 0.60±0.17

a
 0.55±0.20

a
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2  结果  Results  

2.1  不同浓度及时间Aβ25-35对PC12神经元细胞生存率的

影响  随着Aβ25-35浓度及作用时间的增加，PC12神经元

CCK8吸光度明显降低(P < 0.05)，细胞生存率明显降低  

(P < 0.05)。见图1、表1。 

2.2  Aβ25-35对PC12神经元细胞形态学的影响  50 μg/L神

经生长因子诱导分化5 d后，PC12细胞长出数目不等长短

不一的多个突起，形成神经网络。10 μmol/L Aβ25-35干预

PC12神经元 48 h后与对照组相比，细胞质开始浓缩，细

胞体积缩小，核膜内陷，突触长度变短，神经元胞体萎缩，

神经细胞彼此连接疏松。见图2，3。 

2.3  Aβ25-35对PC12神经元细胞突触相关蛋白表达的影响 

10 μmol/L Aβ25-35干预PC12神经元48 h后提取总蛋白行聚

丙烯酰胺凝胶电泳可发现模型组蛋白表达含量均明显下

调。见图4、表2。 

 

3  讨论  Discussion 

阿尔茨海默病是1906年由德国医生Alois Alzheimer首

先报道[11]，至今它的确切病因仍不清楚。1992年Hardy和

Higgins在《Science》撰文，首次提出β淀粉样蛋白(Aβ)

级联学说(Amyloid cascadehypothesis)
[12]，近10余年来大

量病理学、遗传学和转基因动物等方面的证据表明，Aβ是

阿尔茨海默病发病的中心环节[13-15]，Aβ聚集后损伤突触、

激活胶质细胞和星形细胞、损伤神经元、最后出现痴呆。 

近期有研究表明，Aβ在形成纤维性沉积前的中间体

状态即Aβ寡聚体亦可产生神经毒性作用，即可溶性的Aβ

与突触丧失有较强的关联[16-17]。在阿尔茨海默病临床早

期主要表现为显著的记忆损害，资料表明这一表现起始

于海马突触功效的微弱改变，且发现在阿尔茨海默病发

病早期还未出现明显的老年斑之前，其认知功能的减退

与可溶性Aβ水平及突触功能障碍密切相关[18-22]，而此改变

早于显著的神经元退行性变。动物实验研究表明，Aβ寡聚

体可以在生理水平明显抑制大鼠海马的突触传递[23-24]，可

溶性Aβ寡聚体是导致阿尔茨海默病患者脑内突触功能障

碍和突触丢失的主要效应物，而突触丧失是阿尔茨海默

病痴呆的结构基础，新皮质突触丧失达40%时将出现痴

呆[25-26]。 

   本实验结果发现，CCK8法测得的细胞生存率与吸光度

A值成正比。加入10 μmol/L、20 μmol/L Aβ25-35后细胞生存

率明显下降，且随着Aβ25-35剂量和作用时间的增加，细胞

存活率呈剂量依赖性趋势下降，差异有显著性意义(P < 

0.05)，加入Aβ25-35 5 μmol/L时细胞各时间点存活率无显著

差异(P > 0.05)。在10 μmol/L Aβ25-35干预48 h后细胞存活

率下降趋势明显增高，且用20 μmol/L Aβ干预时细胞损伤

过于严重。故筛选10 μmol/LAβ25-35作为早期阿尔茨海默病

模型。免疫荧光图片证实了Aβ25-35对神经元突触的损伤程

度，镜下可见神经元彼此连接疏松，突触长度变短。本研

究进一步探讨突触相关蛋白Ng、CAMKⅡ、PSD-95表达

的影响。结果发现在Aβ25-35致伤PC12神经元48 h后蛋白均

明显表达下调。提示突触相关蛋白的表达下调与阿尔茨海

默病有重要关系。 

突触作为神经细胞间的连接末梢，一般被用来代表

神经可塑性。它包括结构和功能两方面的变化。突触结

构的可塑性包括突触连接的形成与消退、突触活性区数

量与面积的改变、突触间隙的变化以及各种亚细胞结构

的改变等[27-29]。伴随人体衰老以及神经退行性疾病的发

展可见突起的数量明显减少，神经网络之间的联结疏松，

学习记忆能力下降。突触功能的可塑性主要表现为突触

传递功能的增强或减弱，与学习记忆密切相关[30-32]。因

此，研究突触相关蛋白的改变对于阐明阿尔茨海默病早

期的发病机制及为后续选择相关阻断剂改善突触可塑性

具有重要意义。 
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图 2  对照组 PC12 神经元的神经颗粒素(Ng)、神经调节素(Nm)鉴定(免疫荧光，×600) 

Figure 2  Neurogranin and neuregulin identification of PC12 neurons in the control group (immunofluorescence, ×600) 

图注：图中 A 为 DAPI 染核呈现蓝色；B 为 Nm 绿色荧光 FITC 染色；C 为 Ng 红色荧光 Cy3 染色；D 为 A，B，C 的重叠。 

 

图 3  10 μmol/L Aβ25-35 干预 PC12 神经元 48 h 后神经颗粒素(Ng)、神经调节素(Nm)鉴定(免疫荧光, ×600) 

Figure 3  Neurogranin and neuregulin identification of PC12 neurons under intervention of 10 μmol/L amyloid-beta 25-35 for 48 hours 

(immunofluorescence, ×600) 

图注：图中 A1 为 DAPI 染核呈现蓝色；B1 为 Nm 绿色荧光 FITC 染色；C1 为 Ng 红色荧光 Cy3 染色。D1 为 A1，B1，C1 的重叠。 
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图 1  不同浓度及时间 β 淀粉样蛋白 25-35对 PC12 神经元 CCK-8 吸

光度数值的影响 

Figure 1  Effects of different concentrations and interventional time 

of amyloid-beta 25-35 on absorbance value of PC12 neurons 

detected by cell counting kit-8 

图注：随着 β 淀粉样蛋白 25-35浓度及作用时间的增加，PC12 神经元

CCK8 吸光度明显降低(P < 0.05)。 

 

图 4  应用Western blot 检测 β 淀粉样蛋白 25-35对PC12神经元Ng、

CaMK Ⅱ、PSD-95 蛋白表达的影响 

Figure 4  Effects of amyloid-beta 25-35 on the protein expression 

of neurogranin, calmodulin kinase II and postsynaptic density-95 in 

PC12 neurons detected by western blot assay 

图注：Ng：神经颗粒素；CaMKⅡ：钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ；PSD-95：

突触后致密区细胞支架蛋白。 
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