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. 引言
!突独粒蛋白!!0%1(-/*"&("!0%1(#是组成 <";1 体!<";1P%

=$61$的主要成分"而 <";1 体出现于许多常见的神经系统变
性疾病中"如帕金森氏病%路易体痴呆!<";1:% 6","(’&+$%多
系统萎缩!Q-*’&#*" %1%’", +’.$#41$等 RST& 这些疾病多见于老年
人"临床表现为运动%认知功能障碍和痴呆"呈慢性进展性病
程"因病因不清"迄今尚无有效治疗&
这些疾病的病理特点都是在脑内神经元中存在 !0%1( 病

理性沉积& 目前仅在少数帕金森氏病家族病例中"由于基因
突变导致 !0%1(的过度表达" 绝大多数帕金森氏及路易体痴
呆病例中并未发现有 !0%1(的表达增多" 提示清除途径受损
在 !0%1(沉积中具有重要作用 RHT&体外试验证明 !0%1(主要的
清除途径有二’ 溶酶体介导的自噬作用 !溶酶体途径$ 和泛
素0蛋白酶体系统!U8V$RJT&

A!是溶酶体内主要的天冬氨酸蛋白酶和肽链内切酶"负

神经元内 !/突触核蛋白!!/#*0"异常沉积见于许多神经系统变性疾病中#如帕金森氏病$路易体痴呆$多系统萎缩等% 溶酶
体酶是清除 !/#*0 的主要途径之一%在溶酶体酶 1&$2)3#40 5!15"缺乏的小鼠中#已经发现有 !/#*0 异常沉积%为了明确溶酶体
出现缺陷后#体内 !/#*0 异常沉积的过程#对野生型和 15/67小鼠的皮层作抗 !/#*0 抗体的 8)#$)%0 "9,$#分析了 15/:/小鼠大
脑皮层内 !/#*0 的成分改变% 结果发现#!/#*0 单体在两种小鼠大脑皮层的可溶性和不溶性成分里均没有明显变化#!/#*0 其他
成分 15/:/小鼠则比野生型明显增多# 特别是在可溶性成分里的大小位于分子量 ;<!=> ?5 之间#157:7小鼠有明显的带存在而
野生型的没有% 结果提示#溶酶体功能的正常对于 !7#*0 的代谢有重要的作用#其功能的缺失主要是影响 !7#*0 多倍体成分#推
测体内正常的 !7#*0 除了单体#也有多倍体存在% 溶酶体功能的异常引起该平衡失调#导致大量的大分子量的 !7#*0 异常出现#
直至导致 !7#*0 聚集体的出现%
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责降解长寿命蛋白!包括 !!"#$" %& 在脑内广泛表达!如皮
层#海马#纹状体#黑质等" 在老年神经变性疾病患者脑中!有
人检测到在早期有 %&的升高!提示 ’()# 体形成和溶酶体酶
之间可能存在某种联系*+," 本课题组在过去的实验中采用免
疫组织化学方法已经证实 -&!./小鼠大脑皮层内发现 !!"#0
的异常沉积*1," 为了了解体内神经元 -& 功能缺失后对 !!"#0
的影响!本研究对 -&!.!小鼠的 !!"#0进行了成分分析"

! 材料和方法
小鼠的培养和基因型 &23 鉴定见文献*4," 将 561 野生

型和 -&/7/小鼠的大脑皮层放入 89 倍体积的预冷的溶解缓
冲液$19 ::;<7’ =>?"/@-< A@ BC+!8B1 ::;<7’ 2D-<!1 ::;<7’
E&=3%中匀浆!超声 8F "!加 =>?G;0H/8FF 至终浓度 8I!冰上
孵育 JF :?0!+!!81 FFF >7:?0 离心 81 :?0!上清液为可溶性
成分" 将沉淀溶于 6I K&K 溶解缓冲液中!超声 8F "!为不溶
性成分" 将样品做蛋白定量后!K&KL53ME电泳!N("G(>0 O<;G
分析 " 抗体采用鼠抗人 !L"#0 单克隆抗体 $-P(:?Q;0%!
N("G(>0 O<;G 结果扫描入 3R;O( 5P;G;"P;A! 用 S2LK-32LT=
软件$U>(:!SGDP%作定量分析" 统计方法采用学生 !检验"

" 结果
图 8 中!取 561-&L7L和野生型小鼠的大脑皮层!提取蛋

白裂解液!N("G(>0 O<;G 分析!结果扫描!用 S2LK-32LT= 软
件定量!实验重复 J 次" 结果发现!无论在可溶性还是在不可
溶性成分里! 两种小鼠中 !L"#0单体并没有明显差异" 除了
单体外!其他被试验中采用抗体识别的成分!-&L7L小鼠的均
比野生小鼠的明显增加$图 8%"

可溶性成分定量统计结果$图 6%显示!与野生型小鼠相
比 V -&/7/小鼠 !/"#0 单倍体$8B W&%无明显变化 !但 !/"#0
聚集体明显增多$"XFYF8%"

不可溶性成分定量统计结果$图 J%显示!与野生型相比!
-&/7/小鼠 !/"#0 单倍体$8B W&%无明显变化!但 !/"#0 聚集
体明显增多$"XFYF8%"

# 讨论
本课题组小鼠体内实验提示 !溶酶体酶 -& 缺乏后对

!/"#0 单体影响不明显! 主要是影响单体以上的 !/"#0 聚集
体!与 ’(( 等 *B,用溶酶体抑制剂体外处理神经元与非神经元

内的结果类似" 对于 !/"#0聚集体!则各不相同!即使 ’(( 等
用同样的方法处理不同的细胞!结果也不同!推测可能与组
织特异性有关"
另外一个特点是! 绝大多数 !/"#0聚集体同时在野生型

和 -&/7/小鼠中出现" 生化研究证实 !/"#0 能够形成与体内
包涵体形态学类似的 " 片层纤维样物 " 胞浆内纤维状的

!/"#0 的聚集体起自部分折叠的单体二聚化! 然后形成非纤
维状的富含 " 片层的寡聚中间体!寡聚中间体再进一步形成
成熟的包涵体*Z," 本研究结果提示&体内存在 !/"#0单体和聚
集体的平衡!溶酶体对于维持这个平衡具有重要作用!溶酶

图 ! !"#$% 异常沉积后的成分变化
&’() ! *+,%(-# ./ !"#$% ,/0-1 ,223435,0’.%

图 6 可溶性成份的定量结果
&’() 6 73,%0’/’-8 1-#350# ./ #.5395- /1,20’.%#

图 : 不可溶性成份的定量结果
&’() : 73,%0’/’-8 1-#350# ./ ’%#.5395- /1,20’.%#
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体功能的异常将会导致细胞内大量的 !!"#$ 聚集体异常增
多!最终导致包涵体的形成"
对于在体外试验发生的神经变性作用和致细胞死亡的

主要物质!目前还没有定论!有的认为是 !%"#& 寡聚中间体!
有的认为是成熟的包涵体!但迄今只有文献证实寡聚中间体
可以被溶酶体清除途径清除 ’()" 本实验提示溶酶体功能的异
常与 !%"#&异常聚集有关" 增强溶酶体的功能可能是治疗帕
金森氏病#*+,#痴呆等疾病的可能靶点"

! 结论
溶酶体功能的正常对于 !-"#& 的代谢有重要的作用!其

功能的缺失主要是影响 !%"#& 多倍体成分! 推测体内正常的
!%"#& 除了单体!也有多倍体存在!溶酶体功能的异常引起该
平衡失调!导致大量的大分子量的 !%"#& 异常出现!直至导致
!%"#&聚集体的出现"
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