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Ａβ通过 Ａｓｈ１ｌ上调 Ｈ３Ｋ４二甲基化水平抑制
ＢＤＮＦ表达并介导海马神经元损伤

刘　琪　徐志伟　王立群　朱宗红

摘　要　目的　在 Ａβ处理海马神经元后，观测 Ｈ３Ｋ４甲基化水平的变化，以及 ＢＤＮＦ表达和神经元死亡的改变。方法　在

Ａβ处理后，用蛋白免疫印迹以及染色质免疫共沉淀方法检测神经元中总 Ｈ３Ｋ４甲基化水平和 ＢＤＮＦ启动子 Ｈ３Ｋ４甲基化水平。

在 ｓｉＲＮＡ敲减 Ａｓｈ１ｌ后，通过荧光定量 ＰＣＲ和酶联免疫吸附的方法检测 ＢＤＮＦ表达。同时，使用 ＭＴＴ实验检测敲减 Ａｓｈ１ｌ后 Ａβ
诱导海马神经元损伤的改变。结果　在 Ａβ处理海马神经元后，ＢＤＮＦ启动子和总 Ｈ３Ｋ４甲基化水平均显著上升，而敲减 Ａｓｈ１ｌ

可以阻止这一现象。另外，在敲减 Ａｓｈ１ｌ后，Ａβ诱导的 ＢＤＮＦ表达下调被抑制，同时海马神经元损伤也得到缓解。结论　Ａｓｈ１ｌ

蛋白被发现可以在 Ａβ多肽下游调节 ＢＤＮＦ启动子区的 Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２水平，通过抑制 ＢＤＮＦ的表达促进神经元的死亡。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是世界
上最常见的神经退行性疾病，其临床特征表现为认知

和记忆的退行性损伤。而老年斑和神经原纤维缠结

则作为 ＡＤ的主要病理特征通常用于 ＡＤ的辅助诊
断

［１］
。其中，老年斑主要由 β－淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄ－

β／Ａβｐｅｐｔｉｄｅｓ）在细胞外聚集而成。根据报道，遗传
或环境的因素可引起 Ａβ在患者脑内大量积累并聚
集，而寡聚体形式的 Ａβ具有显著的细胞毒性，导致
突触和神经元的功能失常以及死亡，被认为参与 ＡＤ
的发病过程

［２，３］
。然而，对于 Ａβ参与 ＡＤ患者的神

经元损伤的具体机制目前研究得还不是很透彻。

脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏ
ｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ），是一种广泛分布在脑中并具有神
经营养作用的蛋白质，其功能主要为调节神经元的发

育和生存
［４］
。因此，ＢＤＮＦ的表达水平的改变抑或其

与受体 ＴｒｋＢ相互作用所介导的信号通路的失常很可
能会导致神经元及突触的损伤，并进一步造成认知功

能障碍。而在 ＡＤ患者体内，ＢＤＮＦ的 ｍＲＮＡ及其蛋
白质的表达有显著地降低

［５，６］
。另外，ＢＤＮＦ基因

Ｖａｌ６６Ｍｅｔ的位点改变会降低机体 ＢＤＮＦ的表达水平，
增加罹患 ＡＤ风险［７］

。这些事实表明 ＢＤＮＦ的水平
在 ＡＤ的发病机制中起重要作用，并很有可能成为
ＡＤ治疗的潜在靶点。

作为基因组表观遗传修饰的一种，组蛋白的甲基

化在调控染色质形态以及基因表达中发挥着重要作

用。其中，组蛋白 Ｈ３的第４个赖氨酸残基（ｈｉｓｔｏｎｅ３
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ｌｙｓｉｎｅ４，Ｈ３Ｋ４），在全基因组范围内的标记与启动子
和增强子序列的转录调控和表观遗传标记广泛相

关
［８］
。迄今为止，编码 Ｈ３Ｋ４特异性赖氨酸甲基转移

酶或脱甲基酶的 ５个基因中的突变已经与发育障碍
和认知受损有关

［９］
。此外，有证据表明，人类大脑皮

质中的 Ｈ３Ｋ４甲基化的水平在神经系统疾病中发生
改变

［１０］
。然而，对于 Ｈ３Ｋ４位点的甲基化是否参与

ＢＤＮＦ在脑内表达水平的调控进而参与 ＡＤ的发生、
发展还未有研究。

Ａｓｈ１ｌ是一类组蛋白甲基转移酶，被报道参与基
因组通过 Ｈ３Ｋ４甲基化的水平的调控［１１］

。通过小干

扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）的方法敲减
Ａｓｈ１ｌ表达可以显著抑制其在细胞中的下游信号［１２］

。

本研究通过在海马神经元中孵育 Ａβ多肽探究其对于
ＢＤＮＦ启动子区组蛋白 Ｈ３甲基化水平的影响，并通过
ｓｉＲＮＡ敲减 Ａｓｈ１ｌ蛋白表达检测ＢＤＮＦ的表达以及Ａβ
多肽介导的海马神经元存活变化。

材料与方法

１．细胞培养：原代培养的海马神经元取材于孕
１６．５天的 ＳＤ大鼠。在胰酶消化海马组织后，细胞被
接种于 ＤＭＥＭ＋２０％胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）培
养液中。待细胞贴壁后，将培养液换为 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ
（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）培养液。实验前，在含有 ５％
的 ＣＯ２的培养箱中３７℃培养７～９天。

２．海马神经元的药物处理及转染：Ａβ多肽在给
药实验中的处理浓度为５μｍｏｌ／Ｌ，处理时间分别为４、
８、１２、２４和 ４８ｈ。ＳｓｉＲＮＡ的转染浓度为 １００ｎｍｏｌ／Ｌ，
在与 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００充 分 混 匀 后，室 温 静 置
２０ｍｉｎ，滴加在海马神经元中。在 ｓｉＲＮＡ的敲减 ４８ｈ
后，进行蛋白质检测或加药实验。

３．染色质免疫共沉淀：神经元在 Ａβ多肽处理
２４ｈ后，使用甲醛进行交联。随后，将细胞裂解并超
声断裂基因组，再在裂解液中加入 Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２抗体
（２μｇ），４℃孵育过夜。第 ２天，加入 ｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇ的磁
珠，继续４℃孵育 ２ｈ。通过洗涤去除非特异结合后，
将蛋白和 ＤＮＡ复合物从磁珠上洗脱下来，并解交联、
消化蛋白。ＤＮＡ通过氯仿法抽提后，通过实时荧光
定量 ＰＣＲ分析。

４．反转录和实时荧光定量 ＰＣＲ：海马神经元由
Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）收集，并通过酚氯仿法提取
出细胞中的总 ＲＮＡ。ＲＮＡ通过随机引物（美国 Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司）和反转录酶（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）反转为
ｃＤＮＡ，ＢＤＮＦ的 ｍＲＮＡ通过 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法进行荧光

实时定量。ＢＤＮＦ的引物为：上游引物：５′－ＣＴＡＣ
ＧＡＧＡＣＣＡＡＧＴＧＣＡＡＴＣＣ －３′；下 游 引 物：５′－
ＡＡＴＣＧＣＣＡＧＣＣＡＡＴＴＣＴＣＴＴＴ－３′。ＢＤＮＦ启动子的
引物为：上游引物：５′－ＧＴＡＣＡＴＡＡＡＡＴＣＴＧＧＧＧＧＴ
ＴＣＴＧＧＧ－３′；下游引物：５′－ＡＧＴＣＴＴＡＡＡＧＣＡＡＧ
ＧＡＡＣＡＡＣＧＴＡＴＴＴ－３′。β－ａｃｔｉｎ的引物为：上游引
物：５′－ＣＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣＧ－３′；下游引物：
５′－ＡＴＧＣＣＧＧＡＧＣＣＧＴＴＧＴＣＧ－３′。

５．蛋白免疫印迹：海马神经元经过裂解缓冲液
（碧云天）处理后得到总蛋白。蛋白先通过１２％ ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分离电泳，再将蛋白从胶上转移至 ＰＶＤＦ膜
上。Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２、Ｈ３Ｋ３Ｍｅ２、Ｈ３Ｋ２７Ｍｅ２以及 Ｈ３抗体
的稀释比例均为１∶１０００，孵育条件为 ４℃过夜。再经
过 ＰＢＳ漂洗后，室温孵育二抗（比例为 １∶５０００）２ｈ。
再次经过 ＰＢＳ漂洗后进行显色反应。

６．酶联免疫吸附实验：海马神经元上清中的 ＢＤ
ＮＦ蛋白由 ＢＤＮＦ酶联免疫吸附试剂盒（英国 Ａｂｃａｍ
公司）检测，实际 ＢＤＮＦ蛋白质量通过建立的标准曲
线计算得出。

７．ＭＴＴ实验：在 Ａβ多肽处理７２ｈ后，将神经元培
养液置换为 ＰＢＳ，并加入 ＭＴＴ试剂 ３７℃孵育 ６～８ｈ。
随后加入 ＤＭＳＯ溶剂细胞表面结晶，通过酶标仪检测
各个样品的５７０ｎｍ吸收峰，并计算神经元的存活率。

８．试剂 与抗 体：Ａβ多肽 （英 国 Ｔｏｃｒｉｓ公 司
１４２８），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司
１１６６８０１９），Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２ 抗 体 （英 国 Ａｂｃａｍ 公 司

ａｂ７７６６），Ｈ３Ｋ９Ｍｅ２抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司 ａｂ１２２０），
Ｈ３Ｋ２７Ｍｅ２抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司 ａｂ２４６８４），Ｈ３抗
体（英国 Ａｂｃａｍ公司 ａｂ１８５２１），ｓｉＲＮＡ（美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司 ｓｃ－１０５１００）。

９．统计学方法：所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
形式表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０进行统计学分
析。多组之间的比较使用单因素方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）或者双因素方差分析（ｔｗｏ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）。
单因素方差事后分析采用 Ｔｕｋｅｙ′ｓ法进行两两组的
比较，而双因素方差事后分析采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法进行
两两组的比较。以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．Ａβ导致海马神经元 Ｈ３Ｋ４甲基化水平增高：

为了研究在 ＡＤ发展过程中神经元中 Ｈ３Ｋ４甲基化
水平的变化，笔者给予原代培养的海马神经元 Ａβ多
肽刺激。实验结果显示，随着 Ａβ处理时间的增加，
海马神经元的 Ｈ３Ｋ４二甲基化（Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２）水平逐渐
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上升，并在２４ｈ达到峰值（图１中Ａ和Ｂ）。而在此期
间，Ｈ３Ｋ９的二甲基化（Ｈ３Ｋ９Ｍｅ２）以及 Ｈ３Ｋ２７的二

甲基化（Ｈ３Ｋ２７Ｍｅ２）水平并没有发生显著改变（图 １
中 Ａ、Ｃ和 Ｄ）。

图 １　Ａβ上调海马神经元中 Ｈ３Ｋ４二甲基化水平
Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果；Ｂ．Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法灰度值分析；Ｃ．Ｈ３Ｋ９Ｍｅ２Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法灰度值分析；

Ｄ．Ｈ３Ｋ２７Ｍｅ２Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法灰度值分析。与０ｈ组比较，Ｐ＝０．０００

　

　　２．敲减Ａｓｈ１ｌ蛋白显著抑制 Ａβ诱导的 Ｈ３Ｋ４甲基
化水平增高：为了探究 Ａｓｈ１ｌ蛋白是否参与 Ａβ诱导的
神经元中Ｈ３Ｋ４二甲基化的修饰，在细胞中导入 ｓｉＲＮＡ
以敲减Ａｓｈ１ｌ的表达水平。如图２Ａ和 Ｃ示，在海马神
经元中导入ｓｉＡｓｈ１ｌ－１和ｓｉＡｓｈ１ｌ－２的４８ｈ后，Ａｓｈ１ｌ的

蛋白质表达水平显著下调。单独敲减Ａｓｈ１ｌ蛋白并不显
著改变海马神经元中 Ｈ３Ｋ４二甲基化的修饰（图２中 Ｂ
和Ｄ）。然而，相对于对照 ｓｉＲＮＡ（ｓｉＮＣ），ｓｉＡｓｈ１ｌ－１在
转入神经元后则可以在很大程度上阻止 Ａβ诱导的
Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２水平的上升（图２中Ｂ和Ｄ）。

图 ２　敲减 Ａｓｈ１ｌ抑制 Ａβ诱导的 Ｈ３Ｋ４二甲基化水平增高
Ａ～Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果；Ｃ．Ａｓｈ１ｌ敲减 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法灰度值分析；Ｄ．敲减 Ａｓｈ１ｌ后 Ａβ诱导 Ｈ３Ｋ９Ｍｅ２Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法灰度值分析。

与 ｓｉＮＣ比较，Ｐ＝０．０００；与 ｓｉＮＣ－Ｃｔｒｌ比较，＃Ｐ＝０．０００；与 ｓｉＮＣ－Ａβ比较，ΔＰ＜０．０１
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　　３．敲减 Ａｓｈ１ｌ蛋白介导海马神经元中 ＢＤＮＦ表
达上升：为了探究 Ａβ是否会引起 ＢＤＮＦ启动子区
Ｈ３Ｋ４的甲基化修饰的增加，笔者通过染色质免疫共
沉淀的方法检测了 ＢＤＮＦ启动子区的 Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２水
平。实验结果显示，在给予海马神经元 Ａβ处理后，
由 Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２抗体共沉淀下来的 ＢＤＮＦ启动子区片段
显著增加（图 ３Ａ）。同时，在神经元导入 ｓｉＡｓｈ１ｌ－１
敲减 Ａｓｈ１ｌ蛋白后，Ａβ多肽引起的 ＢＤＮＦ启动子区

的 Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２水平升高则被显著抑制（图 ３Ａ）。另
外，为了探明 Ｈ３Ｋ４的甲基化修饰对于 ＢＤＮＦ表达水
平的影响，笔者分别通过去实时荧光定量 ＰＣＲ和酶
联免疫吸附法测定ＢＤＮＦ的ｍＲＮＡ和蛋白质的水平。
如图３Ｂ和 Ｃ示，在 Ａβ处理后，ＢＤＮＦ的 ｍＲＮＡ和蛋
白质的水平有显著地降低，而在进一步敲减 Ａｓｈ１ｌ蛋
白后，ＢＤＮＦ的 ｍＲＮＡ和蛋白质的水平的降低则被有
效抑制（图３中 Ｂ和 Ｃ）。

图 ３　敲减 Ａｓｈ１ｌ抑制 Ａβ诱导 ＢＤＮＦ表达降低
Ａ．ＢＤＮＦ启动子染色质免疫共沉淀结果；Ｂ．ＢＤＮＦ的 ｑＰＣＲ结果；Ｃ．ＢＤＮＦ的 ＥＬＩＳＡ结果；

与 ｓｉＮＣ－Ｃｔｒｌ比较，Ｐ＝０．０００；与 ｓｉＮＣ－Ａβ比较，＃Ｐ＝０．０００

　

　　４．敲减 Ａｓｈ１ｌ蛋白抑制 Ａβ诱导海马神经元的死
亡：为进一步探究 Ａβ多肽所调节 ＢＤＮＦ的表达的功
能，笔者通过ＭＴＴ法检测了在给予Ａβ处理以及敲减
Ａｓｈ１ｌ蛋白之后海马神经元的存活情况。ＭＴＴ的结
果显示，在 Ａβ处理 ７２ｈ之后，神经元的死亡率显著
上升。另外，单独敲减 Ａｓｈ１ｌ蛋白并不影响海马神经
元的存活。然而，在 Ａβ多肽处理的神经元中导入
ｓｉＡｓｈ１ｌ－１后，则可以极大程度上阻止 Ａβ诱导的神
经元损伤（图４）。

图 ４　敲减 Ａｓｈ１ｌ抑制 Ａβ诱导神经元死亡

与 ｓｉＮＣ－Ｃｔｒｌ比较，Ｐ＜０．０１；与 ｓｉＮＣ－Ａβ比较，＃Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
Ａβ介导的神经元损伤被认为在 ＡＤ的发生、发

展过程中具有重要作用，但是对于其参与 ＡＤ患者神
经元损伤的机制目前还未明晰。另外，ＢＤＮＦ作为脑

内最为广泛存在的神经营养因子，对于神经元存活的

维持尤为重要。而在 ＡＤ患者的脑部，其表达水平却
显著下降。更值得关注的是，组蛋白的甲基化调控同

样也在神经系统疾病中发挥重要功能。因而，探究甲

基化水平是否可以调控 ＢＤＮＦ的表达对于认识 ＡＤ
的发生、发展过程中 ＢＤＮＦ的水平降低，进而理解神
经元死亡机制具有重要意义。

本次研究中笔者通过给予海马神经元 Ａβ多肽
处理建立了 ＡＤ细胞模型。在实验过程中笔者发现，
神经元中 Ｈ３Ｋ４的二甲基化水平随着 Ａβ多肽处理
时间逐渐上升，而敲减 Ａｓｈ１ｌ蛋白则可以抑制这一现
象。另外，ＢＤＮＦ启动子区的 Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２的水平也被
Ａβ多肽诱导增加。在敲减 Ａｓｈ１ｌ蛋白之后，Ａβ介导
ＢＤＮＦ的表达水平降低被极大程度抑制，同时 Ａβ介
导的神经元死亡也得到缓解。这些结果提示，Ａβ多
肽可通过Ａｓｈ１ｌ蛋白调节ＢＤＮＦ启动子区的Ｈ３Ｋ４二
甲基化水平，进而抑制 ＢＤＮＦ的表达，导致神经元的
死亡，提示可以通过调节甲基化水平影响 ＢＤＮＦ等神
经营养因子的表达，达到延缓 ＡＤ发展的目的。

氧化应激及其作用早在 ＭＣＩ患者中就已经被发
现。在 ＭＣＩ的受试者脑中，蛋白质氧化／硝化的氧化
应激标志物，如蛋白质羰基和 ３－硝基酪氨酸的水平

显著升高
［１３］
。同时，Ａβ多肽的寡聚体可以插入细胞
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膜的脂质双分子层并成为诱导过氧化物酶的来源，引

发脂质过氧化。另外，基因组中组蛋白的甲基化水平

也受到细胞氧化应激的调控
［１４～１６］

。因此，探究细胞

氧化应激是否参与 Ａβ多肽调节 ＢＤＮＦ启动子的
Ｈ３Ｋ４甲基化对于理解 ＡＤ患者中 ＢＤＮＦ水平的变化
具有重要意义。另外，笔者发现 Ａβ多肽可以通过启
动子区的甲基化水平调节 ＢＤＮＦ的表达，但是被 Ａβ
调节的 ＢＤＮＦ是如何影响神经元死亡目前还不是很
清楚。根据文献报道，ＢＤＮＦ的生物学功能一般通过
与其受体 ＴｒｋＢ相互作用实现［１７，１８］

。而 ＴｒｋＢ的激活
则可影响包括 ＭＥＫ、ＰＩ３Ｋ和 ＰＬＣγ等信号途径进而
调控神经元的生长、分化及存活，为后续实验工作提

供了理论依据
［１９，２０］

。

本研究中 Ａｓｈ１ｌ蛋白首次被发现可以在 Ａβ多肽
下游调节 ＢＤＮＦ启动子区的 Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２水平，通过抑
制 ＢＤＮＦ的表达促进神经元的死亡，促进进一步理解
甲基化对于基因调节的功能，同时为临床靶向 ＢＤＮＦ
改善 ＡＤ病症提供了理论基础。
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