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β-淀粉样蛋白基元序列寡聚化及纤维化的功能研究
*
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摘要:【目的】β-淀粉样蛋白形成的寡聚体是引起阿尔茨海默症(Alzheimerdisease,AD)发病的主要原因之一,研究β-淀
粉样蛋白各段序列在寡聚和纤维化过程中的作用,以便更好地阐明该蛋白的寡聚机制和毒性作用。【方法】以C-端及 N-
端删节的6种β-淀粉样肽段作为研究对象,通过硫磺素T荧光检测、Tris-Tricine电泳、透射电镜等方法定性定量分析这

些肽段的寡聚化和纤维化能力。【结果】1)氨基酸37~42具有增强Aβ寡聚化和纤维化的功能;2)氨基酸18~36对于

寡聚和纤维化很重要,但不能缺少N-端的参与;3)Aβ1-17参与β-淀粉样蛋白长纤维的形成。【结论】β-淀粉样蛋白各段

氨基酸序列对该蛋白寡聚和纤维化所贡献的不同作用,这对于β-淀粉样蛋白毒性机制的研究起到一定的帮助作用。

关键词:β-淀粉样蛋白;删节肽段;寡聚;纤维

中图分类号:Q518.4 文献标志码:A    文章编号:1672-6693(2017)01-0095-05

阿尔茨海默症(Alzheimerdisease,AD)是一种很典型的神经退行性疾病,全球共有4000余万AD患者,大
约70%的病例是由AD所致,并预计这个数字每20年将翻一番[1]。AD脑组织病理变化是β-淀粉样蛋白(β-
amyloidpeptide,Aβ)形成神经炎斑在神经细胞外沉积及tau-蛋白在神经细胞内磷酸化(p-tau)形成神经纤维化

缠结(NFTs)。尽管AD的发病机理仍然不能确定,但人们普遍认为可溶性Aβ寡聚化是导致AD发病的主要原

因[2]。在国际上,Aβ1-42、T-tau蛋白和p-tau蛋白作为生物标识物加以检测,已经被认为是防预和治疗AD不可

缺少的一部分工作,它们对于疾病的鉴定、早期诊断、预防及治疗起到帮助作用[3]。Aβ蛋白由它的前体蛋白

(APP)经过β和γ 两种分泌酶加工产生,主要肽段有Aβ1-40和Aβ1-42两种,Aβ1-42更容易寡聚[2,4]。近些年

来,人们将寡聚体进行分类,并研究了各种寡聚体的毒性,其中被广泛研究的两种毒性很强的寡聚体包括:纤维

中间体———原纤维(Protofibrils)及低分子量聚集体混合物———ADDLs(β-deriveddiffusibleligands,为3-24聚

的混合物)[5]。
为了解释Aβ单体在寡聚体及纤维中的结构及毒性,人们采用NMR及X-ray晶体学方法对Aβ突变体或肽

段做了许多研究,认为Aβ42原纤维形式可以通过结构变换从而形成纤维,主要过程包括每一个单位的Aβ松散

聚合的strands以平行的方式结合形成β-sheet结构[6-8],而这个过程起始于Gln15和 Gly37的连接。所以各种

形式的寡聚都可以变换形成纤维,Aβ单体在寡聚和纤维中通过一个β-转角-β结构发挥毒性。Aβ1-42残基1~
10并没有特定,残基11~40采用β-转角-β结构。在Aβ42纤维中,残基1~17可能是无组织结构,残基18~42
形成β-转角-β折叠。在Aβ1-40和Aβ1-42,β-转角构象稳定依靠疏水相互作用和Asp23与Lys28之间形成盐

桥[8],尽管寡聚体和纤维的晶体构象得到大量研究,但各基元序列对整个Aβ1-42的寡聚化和纤维化能力却并没

有得到比较和分析。
本研究使用Aβ在C-端及N-端的删节突变体,通过电泳、电镜、硫磺素T(ThT)荧光吸收等方法检测Aβ形

成寡聚体和纤维的能力,以阐明各段序列在Aβ寡聚和纤维化中的交互作用。其中,Aβ17-42是α-分泌酶水解前

体蛋白形成的P3蛋白;Aβ11-42为验证Aβ1-10的作用;选择Aβ1-28是因为它属于胞外肽段,不含有疏水肽段,
观察它是否会形成寡聚体以探究疏水作用对寡聚是否存在影响;Aβ1-42在C-端较Aβ1-40多出两个氨基酸,但
寡聚能力却明显增强;Aβ1-36比Aβ1-40在C-端要少4个氨基酸,选择Aβ1-36以便更好地观察C-端在寡聚和纤

维中的作用。这些工作将为阐明Aβ在AD中的毒性作用,以及针对寡聚体进行药物设计方面提供很好的帮助。
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1材料与方法

1.1实验材料

Aβ1-40、Aβ1-42均购自rPeptide公司(雅典,希腊),Aβ17-42,Aβ11-42,Aβ1-28及Aβ1-36均由Anaspec公司

合成(圣何塞,美国),HPLC纯度大于97%。硫磺素T、HFIP(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol)、DMSO购

自Sigma公司F-12培养基 (Ham’sF-12)购自BioSource公司;主要仪器有荧光光谱仪(型号:PELS5S,美国

perkinelmer仪器公司),TecnaiTM透射电子显微镜(型号:G20,荷兰FEI公司)。

1.2实验方法

1.2.1Aβ肽段单体化处理 1mgAβ瓶中加入222μLHFIP,在旋涡振荡5min,4℃慢摇过夜,按每管8.6μL
分装,N2 流吹干,-80℃下冻存备用[3]。

1.2.2寡聚体及纤维制备条件 Aβ肽段加入到Tris缓冲液(50mmol·L-1Tris,100mmol·L-1NaCl,pH值

为7.4)浓度为200μmol·L-1,室温下孵育,并在不同时间段取出样品进行实验[4]。

1.2.3电泳条件 浓缩胶采用稳流30mA,分离胶采用40mA,4%浓缩胶和16.5% Tris-Tricine分离胶进行单

体和寡聚体检测。

1.2.4电镜制样 Aβ溶液2μL加到放电/亲水化处理的碳膜上,孵育1min后,用超纯水清洗,2% 醋酸双氧铀

染色1min,将多余的液体吸掉,然后将筛格在空气中干燥。电镜放大倍数为50000倍,所用电镜负染的染料为

醋酸铀,蛋白质量浓度为80ng·μL-1。

1.2.5ThT荧光检测 硫黄素T(ThioflavinT,简称ThT)1μmol·L-1样品与5μmol·L-1Aβ加入Tris缓冲

液(50mmol·L-1Tris,100mmol·L-1NaCl,pH值为7.4)中,采用激发光440nm/发射光490nm检测记录

数据,狭缝开口10nm,室温搅拌检测ThT动力学变化或将放置的样品直接进行检测。

2实验结果

2.1ThT检测Aβ各肽段纤维化能力

ThT荧光吸收检测淀粉质蛋白的纤维化是 Aβ纤维定性定量的检测方法,在许多文献报道中得到应

用[11-12],本研究采用ThT检测Aβ肽段在单体状态、孵育3d及7d时的样品,实验结果如图1所示。

        a各肽段ThT荧光值随时间的变化                 bAβ肽段不同时间ThT荧光强度检测

图1 ThT检测不同孵育时间Aβ肽段的纤维化能力

Fig.1 ThTdetectionofAβfibrillationcapabilityofdifferentincubationtime

C-端删节的肽段,Aβ1-42、Aβ1-40具有较强的纤维化能力,但Aβ1-42最为显著,相对于Aβ1-42和Aβ1-40
来说,Aβ1-36纤维化并不明显,即使在室温下孵育7d,仍然未出现纤维化。Aβ1-28荧光值最低,表明Aβ1-28几

乎不形成纤维。因此,C-端氨基酸删节的Aβ表现出纤维能力强弱顺序为:Aβ1-42最强,然后依次为 Aβ1-40,
Aβ1-36,Aβ1-28。N-端删节的肽段,Aβ17-42具有少量纤维,而Aβ11-42几乎不含有纤维,从数值上可以看出纤

维能力强弱顺序为:Aβ1-42最强,然后依次为 Aβ17-42,Aβ11-42。为了进一步比较这些肽段寡聚和纤维化能

力,本研究还将孵育的短肽进行电泳和电镜分析。
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2.2电泳检测Aβ各肽段寡聚能力

  注:M为marker;1~6分别为 Aβ1-28,Aβ1-36,Aβ1-40,Aβ1-42,Aβ17-42,

Aβ11-42。

图2 电泳分析不同孵育时间Aβ各肽段寡聚,胶使用银染显色

Fig.2 ElectrophoresisanalysesofthesixAβpeptidesin
differenttimeduration,thegelswerestainedwithsilverstaining

通过ThT检测看出各短肽形成纤维的

能力,但依然不能确定哪种短肽的寡聚能力

较强,通过16.5%的Tris-tricine胶分析肽段

的寡聚能力。结果如图2所示。
由于SDS变性剂的存在,以及聚丙烯酰

胺孔道对于各种形式寡聚体分子的挤压,可
能使得电泳结果仅显示1d及3d结果中,以
单体、3-聚、和4-聚这3种为主要形式的条带,
只是单体样品的电泳条带中3-聚、4-聚含量相

对较大,这与之前的报道相符合[5];包括很

“著名”的Aβ寡聚体形式———ADDL(Aβ-de-
riveddiffusibleligands),电镜看起来非常均

一,但事实上却是1种3-聚到24-聚的20余

种聚集体成分的混合物[2]。对Aβ1-40而言,
2-聚体的含量明显加大,因此在评估寡聚能

力时,可以定性地看肽段单体的含量减少及

部分样品寡聚条带的增加。
由图2可以看出:1)在单体化处理蛋白

以后(图2a),除了 Aβ1-28以2-聚体形式出

现,Aβ1-42出现3-聚和4-聚条带,其他几种

短肽均不会出现寡聚体;2)1d的样品中,

Aβ1-28出现2-聚体,Aβ1-42出现3-聚和4-聚条带,且3-聚4-聚条带的灰度值比单体增大,Aβ1-40出现极少

量2-聚体,但Aβ1-36没有变化,Aβ11-42及Aβ17-42也会出现寡聚条带;3)3d的样品与1d的样品相比,仅
Aβ1-40出现较大量的2聚体条带,其它短肽没有明显的寡聚体出现;4)第7d的样品,Aβ1-42和Aβ1-40变化

明显,出现较多寡聚条带,Aβ1-36出现极少量寡聚。其他短肽没有明显变化。单从电泳条带可以看出:C-端删

节的肽段中,Aβ1-42非常容易寡聚,Aβ1-40寡聚次之,Aβ1-36很难寡聚,但Aβ1-28始终呈现出2-聚体;N-端

删节的肽段中,Aβ11-42及Aβ17-42均容易寡聚。

2.3电镜检测Aβ各肽段寡聚和纤维化结构

电泳仅能看出SDS处理后的Aβ肽段寡聚情况,但是由于SDS变性剂的存在以及聚丙烯酰胺孔道对于各种

形式寡聚体分子的挤压,这些条带并不能完全反映各Aβ肽段在溶液中呈现怎样的结构,因此,为了研究Aβ肽段

本身的寡聚或纤维状态,采用电镜观察Aβ肽段在孵育3d和7d后的样品状态。电镜结果如图3所示。
通过透射电镜观察,可以得到以下结果:1)C-端删节的肽段中,Aβ1-42在3d时形成明显的原纤维,7d会

形成较明显的纤维;Aβ1-40在3d样品中形成明显的原纤维,7d样品也会形成较明显的纤维;Aβ1-36仅在7d
的样品中出现少量寡聚体,但并没有纤维形式聚集体出现;Aβ1-28几乎看不到寡聚体,结合电泳分析,可能是因

为Aβ1-28的2-聚体太小,不能通过电镜观察到。2)N-端删节的肽段中,Aβ17-42形成较短的细纤维,Aβ11-42
会出现聚集的原纤维状结构,却始终不会形成长纤维状结构。由此可见,6种短肽中,仅Aβ1-42、Aβ1-40可形成

纤维、但Aβ17-42会形成细丝状的短纤维,Aβ1-28、Aβ1-36、Aβ11-42不形成纤维,这与前面部分ThT纤维的检

测结果及电泳结果相符。

3讨论及分析

综合以上实验结果可以比较出Aβ 肽段的寡聚和纤维能力的强弱。通过电镜和电泳比较寡聚能力可知,
Aβ1-42最强,Aβ1-40次之,Aβ1-36再次之,而Aβ1-28常呈现出2-聚体;Aβ1-42,Aβ17-42,Aβ11-42均具有较

强的寡聚能力。通过ThT及电镜比较纤维化能力可知,Aβ1-42最强,然后依次为 Aβ1-40,Aβ1-36,Aβ1-28;
Aβ1-42,Aβ17-42,Aβ11-42。这说明:1)C-端结构对于Aβ蛋白的寡聚和纤维化具有重要作用;2)缺少N-端的

Aβ肽段仍然具有很强的寡聚能力,但缺少N-端的Aβ肽段并没有呈现出很强的纤维化能力,说明N-端具有稳
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图3 电泳分析不同孵育时间Aβ各肽段寡聚

Fig.3 Transmissionelectronmicroscopeanalysesofthe
sixAβpeptidesindifferenttimeduration

定Aβ1-42纤维化作用,这是因为Aβ11-
42几乎不能形成纤维,而Aβ17-42仅形

成短细纤维,但不能形成较长的类似

Aβ1-42的纤维。
以往的文献报道Aβ1-42序列,氨基

酸1~10呈 现 无 序 结 构,也 就 是 说,
Aβ11-42很可能呈现出与 Aβ1-42相似

的寡聚和纤维化功能。本研究结果显

示,Aβ1-42与Aβ11-42均容易呈现出原

纤维状的寡聚结构,但 Aβ11-42却不能

将原纤维状的寡聚体结合形成纤维状结

构。有意思的是,Aβ17-42不仅可以寡

聚,还能形成短细的纤维结构。这说明

Aβ17-42分子间的作用力较Aβ11-42分

子间的作用更强。根据NMR及分子模

拟结果显示,Aβ1-42寡聚体或纤维在单

个分子内会呈现一个由17~21与29~
36之间形成的β-发夹结构[13-14],而这个

发夹 结 构 是 寡 聚 和 纤 维 化 的 基 础,
Aβ17-42很可能比Aβ11-42更容易形成

β-发夹结构,从而更容易产生寡聚和短

细纤维结构。
结合先前研究结果[6-8,13-15]及图4可

以得到如下结论:1)从寡聚能力来看,
Aβ1-42强于Aβ1-40,后者又强于 Aβ1-
36,这说明Aβ37-42能增强Aβ 寡聚化;
Aβ1-28及 Aβ1-36无纤维,说明 Aβ37-
42能 增 强 Aβ 纤 维 化。因 此,氨 基 酸

37~42具有增强Aβ纤维化的功能。2)
Aβ1-28及 Aβ1-36缺少C-端,Aβ17-42
及 Aβ11-42缺少 N-端,使得 Aβ11-42
不能形成纤维,而 Aβ17-42电镜下只呈

现出短细纤维,ThT 荧光值也相对很

图4 各基元序列在Aβ寡聚和纤维过程中的作用

Fig.4 TheroleofmotifsintheprocessofAβoligomerizationandfibrillation

低,这显示Aβ17-42不

能形成较长纤维,这些

结果说明 Aβ18-36区

域对于寡聚和纤维化

很重要,但不能缺少C-
端和N-端的作用。3)
Aβ1-42及 Aβ1-40能

形成长纤维,而Aβ17-
42仅能形成较短的细

纤维,这 说 明 氨 基 酸

1~17对于产生 长 纤

维具有一定的作用,而
不仅仅是一个无序结构。相关数据还需要核磁共振(NMR)等构象数据验证各氨基酸之间的相互作用来进一步
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验证,但这些结论可以为Aβ1-42在AD中的毒性机制研究提供很好的帮助。
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DissectionoftheInterplayamongtheMotifswithinAmyloidBetaPeptidein
ProcessesofOligomerizationandFibrillation

SHIJingming,LIYansong,CHENWenling,HEXue,WUTao,WUMeina
(GeneResearchLaboratoryRelatedplateauEnvironmentandDisease,SchoolofMedicine,

XizangMinzuUniversity,ShaanxiXianyang712082,China)

Abstract:[Purposes]β-amyloidoligomersareoneofthemaincausesofAlzheimer’sdisease.Explicatingthestructureandfunction
ofeachsegmentmotifinthesequenceofβ-amyloidpeptidewhichformssolubleoligomerandfiberwasthetargetinthispaper.
[Methods]SixC-andN-terminalendoftruncatedβ-amyloidpeptideswereusedtoanalysistheiroligomerizationandfibrillationca-
pability.UseThioflavin-T(ThT)fluorescencedetection,Tris-Tricineelectrophoresisandtransmissionelectronmicroscope(TEM)

methodstoclarifytheroleoftheaminoacidmotifsintheprocessofoligomerizationandfibrillation.[Findings]Theresultsshow:

1)Aminoacids37~42canenhanceAβoligomerizationandfibrillationfunction;2)Aminoacids18~36isimportantforoligomer-
izationandfibrillation,butcannotlackparticipationofN-terminal;3)Aβ1-17isnecessaryfortheformationoflongAβfibre.[Con-
clusions]Aminoacidsequenceofβ-amyloidproteincancontributedifferentrolesintheprocessofoligomerizationandfibrillation.
TheseresearchresultsmayprovideastrongreferencetoclarifytheroleofAβtoxicityinAD.
Keywords:β-amyloidpeptide;truncatedpeptides;oligomer;fiber
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