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3ENG%C与12137在阿尔茨海默病发展进程中的作用研究%

田!甜*!韦!静4!吕宏祥("

*.南京医科大学附属江宁医院神经内科!江苏南京4***,,)4.南京医科大学附属南京医院检验科!
江苏南京4***,,)(.南京医科大学附属江宁医院检验科!江苏南京4***,,

!!摘!要!目的!探讨瘦素"3ENG%C#与121趋化因子配体7"12137#在阿尔茨海默病"A>#发展进程中的作
用%方法!选取4,44年*c7月在南京医科大学附属江宁医院住院的A>患者(,例为A>组!另选择同期健
康体检者*,例为健康对照组%采用酶联免疫吸附试验检测健康对照组与A>组血清(淀粉样蛋白*"74"A(*"
74#$磷酸化G$J"*+*蛋白"N"G$J"*+*#$3ENG%C及12137的表达水平并进行比较%取小鼠@Ag4B7.'巨噬细
胞!分别设置对照组"不进行任何处理#与处理组"采用),CH(#33ENG%C处理#%采用蛋白质免疫印迹法检测对
照组及处理组3ENG%C处理B$*4<的巨噬细胞12137蛋白表达水平并进行比较!采用实时荧光定量\1@检测
对照组及处理组3ENG%C处理B$*4<的巨噬细胞12137#@5A表达水平并进行比较%分析A>患者血清12"
137表达水平与3ENG%C表达水平的相关性%结果!A>组血清A(*"74$N"G$J"*+*表达水平均明显高于健康对
照组!3ENG%C$12137表达水平均明显低于健康对照组!差异有统计学意义"!#,.,)#%与对照组比较!处理组

3ENG%C处理B$*4<能够明显上调12137蛋白表达水平!处理B<能够明显上调12137#@5A表达水平!差
异有统计学意义"!#,.,)#%\E$9F0C相关分析结果显示!A>患者血清3ENG%C表达水平与12137表达水平
呈正相关"1X,.77)!!#,.,)#%结论!3ENG%C通过调控12137的表达参与A>的发展%
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!!阿尔茨海默病%A>&是老年人群进行性痴呆的最
常见病因!A>的组织学特点是(淀粉样蛋白%A(&在
细胞外斑块上沉积!以及在细胞内神经纤维缠结中过
度磷酸化G$J蛋白聚积'*"(("研究表明!A>患者中肥
胖可能先于痴呆出现!并且会引起瘦素%3ENG%C&和胰
岛素抵抗'7("3ENG%C是一种在脂肪组织中合成的肽
激素!其可以通过自分泌*旁分泌和内分泌的作用机
制去影响外周和中枢神经系统的自我保护过程)3EN"
G%C的生物学活性主要依赖表达于各个组织器官的表
面受体!其在维持葡萄糖稳态*免疫稳态*血管生成*
造血*生殖中均发挥重要的作用'7("A>作为一种慢
性神经退行性疾病!各种炎症反应和细胞因子也参与
其发展进程!亦有数据证实巨噬细胞作为高度异质性
的细胞群体!根据局部微环境的改变其可进行自身功
能重塑%极化为 S*$S4型巨噬细胞&!参与A>的发
展进程')("研究发现!121趋化因子配体7%12137&
作为一种由活化血小板和免疫细胞产生的趋化因子!
可参与肿瘤'B(*感染''(和炎症反应相关疾病%系统性
硬化症*类风湿关节炎和银屑病关节炎&'+(等的进展"
目前!3ENG%C与12137在肿瘤*炎症反应相关疾病中
的作用及与这些疾病关系的报道较少"本研究以A>
患者作为研究对象!探讨3ENG%C与12137在A>发
展进程中的作用"
$!资料与方法

$.$!一般资料!选取4,44年*c7月在南京医科大
学附属江宁医院住院的A>患者(,例为A>组!其中
男4,例!女*,例)平均年龄%'B.7(V4.4,&岁"纳入
标准#年龄B,"6)岁)血尿便常规*肝肾功能等均无
异常"另选择同期B,"6)岁的健康体检者*,例为
健康对照组!其中男7例!女B例)平均年龄%').),V
(.'6&岁"A>组与健康对照组性别*年龄比较!差异
均无统计学意义%!$,.,)&!具有可比性"本研究经
医院医学伦理委员会批准"
$./!仪器与试剂!人磷酸化G$J"*+*蛋白%N"G$J"
*+*&检测试剂盒*人(淀粉样蛋白*"74%A(*"74&检测
试剂盒%深圳市安群生物工程有限公司&!3ENG%C*12"
137酶联免疫吸附试验%!3_8A&试剂盒%杭州联科生
物技术股份有限公司&!/>5A反转录试剂盒%南京诺
唯赞生物科技有限公司&!12137单克隆抗体%美国
\90GE%CGE/<公司&!12137引物'生工生物工程%上
海&股份有限公司(!>S!S 培养基*胎牛血清%以色
列:%0&0H%/$&_CKJFG9%EF公司&"]EG"%8G$9(,,,免疫
分析仪%中翰盛泰生物技术股份有限公司&!凝胶电泳

仪*全自动酶联免疫分析仪%美国:%0"@$K公司&!\1@
扩增仪*实时荧光定量\1@%@="-\1@&扩增仪%美国
A:_公司&!电泳凝胶成像分析系统%美国阿尔法公
司&!倒置相差显微镜%日本 a&O#NJF公司&"小鼠
@Ag4B7.'巨噬细胞系购自A=11细胞库"

$.'!方法
$.'.$!临床资料收集!收集A>组与健康对照组体
质量*血葡萄糖%̂&J&*高密度脂蛋白%W>3&*低密度
脂蛋白%3>3&*甘油三酯%=̂ &等临床资料"
$.'./!标本收集!采用促凝管收集A>组与健康对
照组外周血4#3!静置*,"4,#%C后放置于低速台
式离心机中以(,,,9$#%C离心*)#%C!收集上层血
清!置于c+,i冰箱保存待测!避免反复冻融"

$.'.'!细胞培养与处理!小鼠 @Ag4B7.'巨噬细
胞系在('i*)Z1a4 培养条件下培养!正常换液与
传代!选取对数生长期的细胞铺板!分别设置对照组
%不进行任何处理&与处理组%用),CH$#33ENG%C处
理&!在处理B**4<时收集细胞用于相关检测"

$.'.1!!3_8A 检测血清 A(*"74*N"G$J"*+**3ENG%C
及12137表达水平!将收集的研究对象血清标本吸
取*,,&3加入反应孔中!('i温育B,#%C后弃去反
应孔中液体!加入洗涤液洗板)次!拍干后每孔加入
*,,&3结合抗体!('i温育(,#%C!洗板拍干后加入

*,,&3辣根过氧化物酶%W@\&标记的抗体!用封口
膜封板!('i温育(,#%C!用洗涤液反复洗)次!分
别加入底物显色!*)#%C后加入终止液!用酶标仪
%7),C#&进行检测"
$.'.2!蛋白质免疫印迹法%gEFGE9CL&0G&检测巨噬
细胞12137蛋白表达水平!收集对照组与处理组
3ENG%C处理B**4<的小鼠巨噬细胞于*.)#3的!\
管中!*#3磷酸盐缓冲液%\:8&重悬并洗涤细胞(
次!每次)#%C!随后加入含有*##0&$3苯甲基磺酰
氟 %\S8̀ &的 细 胞 裂 解 液 @_\A!充 分 裂 解 后
*4,,,YH离心)#%C!收集上清液并以7b*的比例
加入 )Y&0$K%CHLJIIE9后置于金属浴中 *,, i
*,#%C"使用*4Z十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
电泳%8>8"\Â !&分离不同分子量的蛋白!并转移至
聚偏氟乙烯%\U>̀ &膜上!用*Z胎牛血清清蛋白室
温封闭*<!12137%*b*,,,&7i孵育过夜后用*Y
=:8=洗涤(次!每次*,#%C!用 W@\标记的羊抗小
鼠或兔二抗室温孵育*<"("$/G%C作为内参%*b
),,,&!最后加入!13发光液观察目的蛋白的表达"

$.'.)!@="-\1@检测巨噬细胞12137#@5A表
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达水平!收集对照组与处理组3ENG%C处理B**4<的
小鼠巨噬细胞于*.)#3的!\管中!*#3\:8重悬
并洗涤细胞(次!每次)#%C!随后加入 =9%R0&@E$"
HECG提取总@5A!根据说明书反转录成/>5A!采用

@="-\1@检测12137#@5A表达水平!以 Â\>W
作为内参"扩增条件#6)i预变性*)F!6)i变性

*,F!B,i退火(,F!'4i延伸*)F!共7,个循环"

12137#@5A的相对表达水平用4c..1G法计算"

$.1!统计学处理!采用8\88*6.,软件进行数据分
析"符合正态分布的计量资料以@V=表示!两组间
比较采用独立样本2检验)计数资料以例数表示!组
间比较采用!4 检验)采用\E$9F0C相关进行相关性分

析"以!#,.,)为差异有统计学意义"

/!结!!果

/.$!A>组与健康对照组临床资料比较!A>组体
质量*̂&J*W>3*3>3*=̂ 水平与健康对照组比较!
差异无统计学意义%!$,.,)&"见表*"

/./!A>组与健康对照组血清 A(*"74*N"G$J"*+*表
达水 平 比 较 ! A> 组 血 清 A(*"74 表 达 水 平 为

%44).BV4,.'+&NH$#3!N"G$J"*+* 表 达 水 平 为

%(6.+,V4.*,&NH$#3!均明显高于健康对照组的

A(*"74'%)4.B7V'.64&NH$#3(*N"G$J"*+*'%*).,*V
*.')&NH$#3(表达水平!差异有统计学意义%!#
,.,)&"见图*A**:"

表*!!A>组与健康对照组临床资料比较%@V=&

组别 ' 体质量%QH& &̂J%##0&$3& W>3%##0&$3& 3>3%##0&$3& =̂ %##0&$3&

健康对照组 *, )6.,,V7.B) ).7+V,.46 *.46V,.*) 4.4)V,.4* *.B)V,.4'

A>组 (, B(.4,V*.+6 ).',V,.(+ *.*'V,.,+ 4.*6V,.*' *.*'V,.**

2 *.,,* ,.(4B ,.'(* ,.*+4 *.6'6

! ,.(4( ,.'7B ,.7', ,.+)' ,.,))

!!注#A为A>组与健康对照组血清A(*"74表达水平比较):为A>

组与健康对照组血清N"G$J"*+*表达水平比较)两组比较!%!#,.,)"

图*!!A>组与健康对照组血清A(*"74#N"G$J"*+*
表达水平比较

/.'!A>组与健康对照组血清3ENG%C*12137表达
水平比较!A>组血清3ENG%C表达水平为%*+B.*V
*).,(&NH$#3!12137表达水平为%66.7*V**.,'&

NH$#3!均明显低于健康对照组 3ENG%C'%4+(.4V
*(.'*&NH$#3(*12137'%*)*.,V4).6)&NH$#3(表达
水平!差异有统计学意义%!#,.,)&"见图4A*4:"

!!注#A为A>组与健康对照组血清3ENG%C表达水平比较):为 A>

组与健康对照组血清12137表达水平比较)两组比较!%!#,.,)"

图4!!A>组与健康对照组血清3ENG%C#12137表达
水平比较

/.1!3ENG%C调控巨噬细胞中12137的表达!与对
照组比较!处理组 3ENG%C处理B**4<能明显上调

12137蛋白表达水平!处理B<能明显上调12137
#@5A表达水平!差异有统计学意义%!#,.,)&"见
图(A*(:"

!!注#A为对照组与处理组3ENG%C处理B**4<的12137蛋白表达

水平比较):为对照组与处理组3ENG%C处理B**4<的12137#@5A

表达水平比较)与对照组比较!%!#,.,)"

图(!!3ENG%C调控巨噬细胞中12137的表达

/.2!A>患者血清3ENG%C表达水平与12137表达
水平的相关性分析!\E$9F0C相关分析结果显示!A>
患者血清3ENG%C表达水平与12137表达水平呈正相
关%1X,.77)!!#,.,)&"见图7"

图7!!A>患者血清3ENG%C表达水平与12137表达
水平的相关性
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'!讨!!论

!!A>最初的症状是与海马病变相关的情景性记忆
丧失'6("但近年来研究也发现!一些与肥胖相关的病
理改变!如神经性炎症*胰岛素抵抗或线粒体功能障
碍也可以出现在 A>的病理进程中'*,("流行病学研
究中也同样有证据表明!体质量变化与 A>有关!中
年肥胖增加了A>的发生风险!且在A>早期阶段患
者存在体质量减轻'**("本研究对纳入的 A>组和健
康对照组的临床资料进行比较!两组体质量*̂&J*

W>3*3>3*=̂ 水平比较!差异无统计学意义%!$
,.,)&!提示纳入的 A>患者不存在其他指标异常导
致的A>进展"

3ENG%C是一种由脂肪细胞合成和分泌的激素!主
要由白色脂肪组织分泌!少量由棕色脂肪组织分
泌'*4("3ENG%C通过血脑屏障后作用于下丘脑!发挥调
节进食行为和能量消耗的作用"研究表明!3ENG%C对
海马的发育和功能影响较明显!3ENG%C可以促进海马
突触的可塑性!包括促进神经发生和突触传递'**("此
外!在衰老和 A>的动物模型中也发现!通过喂养和
锻炼来维持脂肪组织中的能量平衡!可以改善认知功
能并防止与年龄相关的学习能力下降'*(()也有研究表
明!3ENG%C的神经保护活性主要表现在其可通过抑制
淀粉样蛋白的生成!降低G$J蛋白的磷酸化水平来改
善认知功能'*7("3ENG%C除了在调节系统代谢和食欲
方面具有良好的作用外!在免疫细胞功能调节中也同
样发挥关键作用!如许多免疫细胞%=*:淋巴细胞及
巨噬细胞等&已经被证明可以直接通过与其表面的

3ENG%C受体结合发挥生物学活性!进而参与肿瘤*病
毒感染及自身免疫性疾病的发生'*)("巨噬细胞作为
一群功能异质性的细胞群体参与多种炎症反应相关

疾病的发展进程!而A>作为一种慢性神经退行性疾
病!各种炎症反应参与其病理变化"已有报道显示!

A>患者中 S4L型巨噬细胞亚群的减少会下调其认
知功能!同时本课题组前期研究也发现3ENG%C能够调
节巨噬细胞功能重塑!参与自身免疫性心肌炎的发展
进程'*B("由此推测!3ENG%C能够调节巨噬细胞向 S4
型极化!参与A>的发展"

12137又称血小板因子!是最早被发现的趋化
因子家族成员!其储存在血小板分泌的颗粒中!在蛋
白激酶1和@$/*激活时释放'B("研究显示!12137
具有一定的趋化功能!且参与自身免疫性疾病*肿瘤
及炎症反应相关疾病的发生''"+(!而关于 12137在

A>发展进程中的作用报道较少"本研究发现!A>
患者血清3ENG%C表达水平降低的同时伴有 12137
表达水平的降低!并且本研究在细胞水平证实了3EN"
G%C能够调节12137的表达"由此说明!3ENG%C能够
通过调节12137的表达在A>发展进程中发挥重要

作用"
综上所述!A>患者血清 A(*"74*N"G$J"*+*表达

水平升高!3ENG%C*12137表达水平降低!3ENG%C能够
调控12137的表达"在接下来的研究中本课题组将
进一步探讨在A>发展进程中3ENG%C调控12137表
达的具体机制!以期为 A> 患者的治疗提供新的
思路"
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SA1!的重要因素!3N"\3A4作为准确反映血管内
炎症反应程度的重要标志物已逐渐被应用于临床"
有研究结果显示!血清3N"\3A4水平与冠心病的发
生*发展及冠心病患者 SA1!的发生均具有明确的
相关性'*7()因此!美国心血管指南已将3N"\3A4作为
成人心血管疾病风险评估的重要指标'*)("本研究结
果显示!治疗后观察组血清3N"\3A4水平明显低于
对照组%!#,.,)&!表明仙人活心胶囊可显著改善冠
心病\1_术后患者血管内炎症反应"\1_术后患者
机体功能与生活质量是评估治疗效果的重要内容!本
研究采用8A[对两组患者治疗前后临床疗效进行量
化评价!结果显示!治疗后观察组躯体受限程度*心绞
痛稳定状况*心绞痛发作情况及治疗满意度评分均高
于对照组!说明仙人活心胶囊可有效改善冠心病\1_
术后患者临床症状及生活质量!分析其原因可能与仙
人活心胶囊可有效降低冠心病患者血管内炎症反应

程度有关"同时!本研究中还观察到观察组 SA1!
发生率明显低于对照组%!#,.,)&!表明仙人活心胶
囊可有效降低冠心病\1_术后患者 SA1!发生率!
可能与治疗后患者心肌细胞灌注改善*心功能提升
有关"

综上所述!仙人活心胶囊可有效降低冠心病\1_
术后患者血清3N"\3A4水平!提升机体功能与生活
质量!并有效降低 SA1! 发生率!值得临床推广
应用"
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