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模型膜实验方法在 β淀粉样蛋白与细胞膜间相互作用中
的应用与改进
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摘要　 β 淀粉样蛋白( ａｍｙｌｏｉｄ β ｐｅｐｔｉｄｅꎬＡβ)与细胞膜间的相互作用很可能是阿尔茨海默症病

(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＡＤ)重要的风险因素ꎮ 模型膜研究方法在该领域的应用和更新持续至今ꎬ但仍

存在一些问题有待解决ꎬ例如ꎬＡβ 插膜后聚集状态与 Ａβ 融合到脂质体膜聚集状态的差异ꎬＡβ 插

膜后形成微通道的时间及与磷脂成分的关系等ꎮ 本文试图解析这两个问题ꎬ同时ꎬ系统地总结出常

用的和更新的模型膜研究方法ꎬ这些方法包括单层膜插膜及电镜样品的制备ꎬ脂质体制备方法的改

进ꎬ脂质体膜上 Ａβ４２ 经过高盐及酸清洗后的 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测ꎬＡＮＴＳ￣ＤＰＸ 研究脂质体泄漏等ꎮ
研究结果显示:(１)胞外及膜内 Ａβ４２ 单体与脂质体膜作用后的聚集状态存在差异ꎬＡβ４２ 单体插膜

后更容易聚集成纤维ꎬ而膜内融合的 Ａβ４２ 呈现寡聚体形式ꎻ(２) Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣４Ｂ 柱过滤比微型挤

出器制备的脂质体更加均一分散ꎻ(３)Ａβ４２ 在膜上形成微通道很可能是一个缓慢的过程ꎬ且与脂

质体的磷脂种类相关ꎮ 这些方法为 Ａβ４２ 与细胞膜的相互作用提供了实用的研究手段ꎬ同时也为

其他膜蛋白质与细胞膜的相互作用提供了可以借鉴的办法ꎮ 研究结果使 β 淀粉样蛋白代谢过程

更加清晰ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｍｙｌｏｉｄ β ｐｅｐｔｉｄｅ ( Ａβ) ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｓ ｌｉｋｅｌｙ ｔｏ ｂｅ ａｎ
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ｓｏｌｖｅｄꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ ａｆｔｅｒ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ Ａβ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌｓ ａｆｔｅｒ Ａβ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ
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ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２ ｏｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ａｎｄ ａｃｉｄ ｃｌｅａｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ＡＮＴＳ￣ＤＰＸ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｌｅａｋａｇｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ (１) ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２ ｍｏｎｏｍｅｒｓ ａｎｄ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｉｎ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｉｎｔｒａｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｍｅｄｉａꎬ ａｎｄ Ａβ４２ ｍｏｎｏｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｌｉｋｅｌｙ ｔｏ ａｇｇｒｅｇａｔｅ ｉｎｔｏ ｆｉｂｒｅ
ａｆｔｅｒ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｆｕｓｅｄ Ａβ４２ ｓｈｏｗｅｄ ｏｌｉｇｏｍｅｒ ｆｏｒｍꎻ (２) Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣４Ｂ ｃｏｌｕｍｎ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｍｏｒｅ ｕｎｉｆｏｒｍ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏ￣ｅｘｔｒｕｄｅｒꎻ (３) ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌｓ ｏｎ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｉｓ ｌｉｋｅｌｙ ｔｏ ｂｅ ａ ｓｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ. Ｔｈｅｓｅ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ａβ４２ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ａｎｄ
ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｔｈｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｈｅｌｐ ｆｕｒｔｈｅｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ β￣ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｅａｒ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ β￣ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｍｏｄｅｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｍａｉｎ ｔｏ ｂｅ
ｃｌａｒｉｆｉｅｄ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ａｍｙｌｏｉｄ β ｐｅｐｔｉｄｅ (Ａβ)ꎻ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ (ＡＤ)ꎻｍｏｎｏｌａｙｅｒꎻ ｌｉｐｏｓｏｍｅꎻ ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌ

　 　 阿尔茨海默病(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＡＤ)是最

常见的神经退行性疾病之一ꎮ 它损害病人的认知、
记忆和语言ꎬ最终导致患者痴呆[１ꎬ ２]ꎮ 尽管 ＡＤ 的

发病机制尚不清楚ꎬ但 β 淀粉样蛋白 ( ａｍｙｌｏｉｄ β
ｐｅｐｔｉｄｅꎬＡβ)被认为是最重要的风险因素ꎮ 该蛋白

质来源于 β 淀粉样前体蛋白 ( ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＡＰＰ)的产物ꎬ由 β￣分泌酶和 γ￣分泌酶切割

而成[１ꎬ ３]ꎮ 大量研究表明ꎬＡβ 寡聚体是主要的神经

毒性形式[４￣７]ꎮ 近年来ꎬ临床上针对 Ａβ 相关的药物

开发均失败ꎬ导致 Ａβ 在 ＡＤ 中的致病作用受到一定

的质疑[８]ꎮ ２０１９ 年ꎬＳｃｉｅｎｃｅ 最新报道ꎬＡβ 二聚体

才是导致 ＡＤ 发病的真正毒性蛋白质形式ꎮ 它们通

过阻断神经突触对谷氨酸再摄取ꎬ导致神经突触之

间兴奋性的传递受阻ꎬ从而产生阿尔茨海默症的病

源[９]ꎮ ２０１８ 年ꎬＮａｋａｍｕｒａ 等在 Ｎａｔｕｒｅ 上发表的临

床研究结果认为ꎬ血浆中的 Ａβ 含量可以作为 ＡＤ 高

灵敏度的标识物[１０]ꎮ 这说明ꎬＡβ 与 ＡＤ 之间可能

存在很紧密的联系ꎬ但仍有待阐明ꎮ
Ａβ 与神经细胞膜的相互作用被认为是 ＡＤ 发

病的关键步骤[１ꎬ １１]ꎮ 先前的研究发现ꎬＡβ 单体与

神经元细胞膜相互作用较弱ꎬ但浓度相似的低聚物

与细胞膜结合强烈ꎬ更容易进入细胞[１２ꎬ １３]ꎮ Ａβ 可

能直接作用于细胞膜中的脂质ꎬ导致膜内、外离子的

流通ꎮ Ａβ 融合到模型膜中ꎬ也会导致模型膜电导

率变化[１４ꎬ １５]ꎮ 先前有报告表明ꎬＡβ 单体可以插膜ꎬ
而寡聚体则不能[１６]ꎮ Ａβ 不仅与膜脂相互作用ꎬ而
且与膜上的受体相互作用ꎮ Ａβ 寡聚物与这些受体

结合ꎬ引发毒性机制ꎬ导致细胞死亡ꎮ 例如ꎬ它们可

能导致离子通道受体与细胞膜上的多个受体不平

衡[２ꎬ ５ꎬ １７]ꎮ 在以往的研究中ꎬ已经报道了大量的膜

受体ꎬ包括胆碱能烟酸 Ａｃｈ 受体 α７(α７Ｎａｃｈｒ)、Ｎ￣
甲基￣Ｄ￣天冬氨酸受体 ( ＮＭＤＡＲ)、 嘌呤能受体

(Ｐ２ＸＲＳ)、ＣＭＫＬＲ１、ｍＧｌｕＲ５ 和 ＡＭＰＡ 受体等[１８]ꎮ
总之ꎬＡβ 与神经细胞膜的相互作用包括两种方式:
(１) Ａβ 与细胞膜的膜脂相互作用ꎬ导致细胞膜损

伤ꎻ(２)Ａβ 与膜上的受体相结合ꎬ引发神经功能障

碍ꎮ 但目前仍不清楚ꎬ哪种方式是发挥毒性的主要

机制ꎮ
模型膜模拟细胞膜在研究“Ａβ 与细胞膜相互

作用”中得到广泛应用ꎮ 模型膜一般包括磷脂单层

膜和双分子层的脂质体膜ꎮ 依据研究目的ꎬ这些研

究方法十分多样ꎬ例如ꎬ膜片钳、膜天平、脂质体、圆
二色光谱等ꎬＡβ 插入带负电磷脂的单层膜的研

究[１９ꎬ ２０]ꎻＡβ 破坏脂质体完整性的研究[２０]ꎻ脂质体

破坏成熟 Ａβ 纤维使其断裂成毒性寡聚体[２１]ꎻＡβ
与脂质体的磷脂成分特意性作用[３] 等ꎮ 模型膜之

所以能代替细胞膜进行研究的优势非常明显:(１)
这些研究大多在体外进行ꎬ操作相对比较简便ꎻ(２)
模型膜体系相对单一ꎬ磷脂成分、缓冲液种类、离子

强度等均可以控制ꎬ从而能准确阐明 Ａβ 与神经细

胞膜相互作用的具体原理和机制ꎻ(３)模型膜不受

其他因素ꎬ尤其是膜受体的干扰ꎮ 由于单层膜和脂

质体应用广泛ꎬ其制备方法值得系统性总结ꎬ同时应

该及时报道最新的方法ꎮ
虽然 Ａβ 与模型膜的相互作用已经进行了大量

研究ꎬ但仍存在一些问题有待解决ꎮ 先前报道的 Ａβ
可以插入单层膜内ꎬ并且可能在膜上形成寡聚[１６]ꎮ
在模拟离子通道电导率的研究中ꎬＡβ 被融合到单

层膜或脂质体中ꎬ很可能形成离子通道寡聚体[２２]ꎮ
但这两者之间可能存在差异ꎬ本文将对此进行比较ꎮ
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先前有研究显示ꎬＡβ４０ 与脂质体共孵育仅需要几

百秒的时间就会产生离子通道[２３]ꎮ 最近的研究显

示ꎬ离子通道的形成却是一个缓慢的过程[２４]ꎮ 而且

有报道认为ꎬＡβ４２ 可以在膜内形成离子通道ꎬ但
Ａβ４０ 却不能[２５]ꎮ 因此ꎬ本文将验证荧光小分子泄

漏的速度ꎬ 从而反映出微通道的 形 成ꎮ 此 外ꎬ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣４Ｂ 柱过滤磷脂层制备脂质体是近几

年出现的方法ꎬ其与先前常用的微型挤出器制备的

脂质体的方法之间的差异也将得到比较ꎮ 这些研究

结果及方法将有助于人们对 Ａβ４２ 与细胞膜作用机

制的理解ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

Ａβ４２ 购自 ｒＰｅｐｔｉｄｅ 公司(美国)ꎬ１ꎬ１ꎬ１ꎬ３ꎬ３ꎬ３￣
ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏ￣２￣ｐｒｏｐａｎｏｌ ( ＨＦＩＰ )ꎬ Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ
(ＤＭＳＯ)ꎬ Ｔｈｉｏｆｌａｖｉｎ Ｔ(ＴｈＴ)均购自 Ｓｉｇｍａ 公司(德
国)ꎬ神经节苷脂(ＧａｎｇｌｉｏｓｉｄｅꎬＧＭ１)ꎬ１ꎬ２￣ｄｉｏｌｅｏｙｌ￣
ｓｎ￣ｇｌｙｃｅｒｏ￣３￣ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ ( ＤＯＰＣ )ꎬ 鞘 磷 脂

(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎ)ꎬ胆固醇(Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ)ꎬ １ꎬ２￣ｄｉｐａｌｍｉｔｏｙｌ￣
ｓｎ￣ｇｌｙｃｅｒｏ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｓｅｍｉｓｙｎｔｈｅｔｉｃ (ＤＰＰＣ)ꎬ
等磷脂均购自 Ａｖａｎｔｉ Ｐｏｌａｒ Ｌｉｐｉｄｓ 公司(美国)ꎮ 磷

脂均采用氯仿 /甲醇(７５ / ２５ꎬ ｖｏｌ ％) 溶解成 １ ｍｇ /
ｍＬ 的 溶 液ꎮ 脂 筏 配 比 为 ＰＯＰＣ / ＳＭ / Ｃｈｏｌ / ＧＭ１
(３２ ∶３２ ∶ ３１ ∶ ５ꎬ 摩尔比) [１６ꎬ ２６]ꎮ 鼠源单克隆抗体

４Ｇ８ 以及 ＨＲＰ 羊抗小鼠 ＩｇＧ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司

(美国)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ 印迹化学发光 ＨＲＰ 底物 ＥＣＬ 发光

液购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司(美国)ꎮ 荧光光谱仪 Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ 购 自 仪 器 公 司 ( 型 号: ＰＥＬＳ５Ｓꎬ 美 国 )ꎬ
ＴｅｃｎａｉＴＭ透射电子显微镜型号 Ｇ２０ ( ＦＥＩ 公司ꎬ荷

兰)ꎮ
１􀆰 ２　 Ａβ４２ 样品制备

Ａβ４２ 的单体化处理:根据先前已经报道的方

法作出改动[２７]ꎮ 主要步骤如下:１ ｍｇ Ａβ４２ 棕色瓶

内加入 ２２２ μＬ ＨＦＩＰ 使 Ａβ４２ 终浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
加入 ＨＦＩＰ 后ꎬ首先旋涡振荡 ２ ｍｉｎꎬ待 Ａβ４２ 完全溶

解后置于摇床上 ４℃慢摇过夜ꎬ并取少量 Ａβ４２ 样品

进行电泳和透射电镜检测ꎮ 达到单体标准后ꎬ分装

成小管ꎬ在氮气流下吹干后置于－８０℃冰箱备用ꎮ
Ａβ４２ 与脂质体孵育的样品:将 Ａβ４２ 与脂质体

孵育 １０ ｍｉｎꎬ以 １５ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ使纤维化的

Ａβ 聚集物形成沉淀ꎮ 弃沉淀ꎬ将上清超速离心ꎮ
具体操作程序如 Ｆｉｇ.３(Ａ)所示ꎮ 其中ꎬ高盐及酸洗

的溶液为: １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ

ｐＨ ２􀆰 ０ꎮ
１􀆰 ３　 电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹

１􀆰 ３􀆰 １ 　 电泳 　 ４％ Ｔｒｉｓ￣ｔｒｉｃｉｎｅ 浓缩胶及 １６􀆰 ５％的

Ｔｒｉｓ￣ｔｒｉｃｉｎｅ 分离胶ꎬ分析 Ａβ４２ 插入脂质体膜后 /融
合脂质体膜后的状态ꎮ Ａβ４２ 电泳样品采用 ５×上样

缓冲液处理ꎬ５ ｍＬ ５×上样缓冲液配方:１􀆰 ２５ ｍＬ １
ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬｐＨ６􀆰 ８ꎬ０􀆰 ５ ｇ ＳＤＳꎬ１０ ｍｇ 溴酚蓝ꎬ
２􀆰 ５ ｍＬ 甘油ꎬ２５０ μＬ ２￣巯基乙醇ꎬ超纯水完全溶解ꎬ
定容至 ５ ｍＬ)ꎮ 上样前ꎬ先将样品置于 ９０℃水浴中

加热 ５ ｍｉｎꎬ每个泳道上样 １０ ｎｇꎮ 在 ４０ Ｖ 稳定电压

为 １５~２０ ｍｉｎꎬ蛋白质标记开始分离ꎬ电压被调节到

恒定电压 ６０ Ｖꎮ 等待溴酚蓝跑出整块凝胶ꎬ大约需

要 ３􀆰 ５ ｈꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹　 干转膜仪名称及型号为 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ Ｔｒａｎｓ￣Ｂｌｏｔ ＳＤ Ｓｅｍｉ￣Ｄｒｙ Ｔｒａｎｓｆｅｒ Ｃｅｌｌ １７０￣３９４０
(ＢｉｏＲａｄꎬＨｅｒｃｕｌｅｓꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)ꎮ 转膜缓冲液 ( １００
ｍＬ: ０􀆰 ５８ ｇ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬｐＨ８􀆰 ３ꎬ ０􀆰 ２９ ｇ 甘氨酸ꎬ４０ ｍＬ
甲醇ꎬ６０ ｍＬ 超纯水)ꎮ 转膜条件:恒流为 ３ ｍＡ /
ｃｍ２ꎮ 转膜 ４０ ｍｉｎꎬ凝胶中的 Ａβ４２ 均已转移到聚偏

二氟乙烯膜(ＰＶＤＦ 膜ꎬ孔径 ０􀆰 ４５ μｍ)ꎮ 将 ＰＶＤＦ
膜置于 ５％牛血清白蛋白(ＢＳＡ)中封闭ꎬＢＳＡ 采用

ＴＢＳ 缓 冲 液 ( １０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣＬꎬ ｐＨ ７􀆰 ４ꎬ １４０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)溶解ꎬ并加入 ０􀆰 ５％吐温 ２０(加入吐温

的 ＴＢＳ 称为 ＴＴＢＳ)ꎮ 封闭后加入一抗 ４Ｇ８ꎬ将其溶

于 ５％ ＢＳＡ 的 ＴＴＢＳ 缓冲液ꎬ终浓度为 １ ∶ ５ ０００ 稀

释ꎬ４℃慢摇过夜ꎬ用 ＴＴＢＳ 洗涤 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ加入山

羊抗小鼠 ＩｇＧ(１ ∶１０ ０００ 倍稀释)在室温下孵育 １ ｈꎮ
然后ꎬ用 ＴＴＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎮ ＰＶＤＦ 膜置于不含

吐温 ２０ 的 ＴＢＳ 中保存ꎬ并采用 ＨＲＰ 底物 ＥＣＬ 发光

液进行显影ꎮ
１􀆰 ４　 脂质体制备

１􀆰 ４􀆰 １　 微型挤压器法 　 采用 Ａｖａｎｔｉ Ｐｏｌａｒ Ｌｉｐｉｄｓ
(ＵＳＡ)公司生产的 Ａｖａｎｔｉ 微型挤压器进行推拉制

备[２８]ꎮ １ ｍｇ 磷脂溶于氯仿 /甲醇＝ ３ ∶１的溶剂中ꎬ磷
脂浓度为 １ ｍｇ / ｍＬꎮ 取 １ ｍＬ 磷脂溶液采用氮气流

吹干ꎬ再真空干燥 ２ ｈꎮ 磷酸缓冲液(ＰＢＳꎬｐＨ７􀆰 ４ꎬ１
ｍＬ)溶解ꎬ并在磷脂相变温度下反复涡旋 ０􀆰 ５ ｈꎬ溶
液超声 １５ ｓꎬ采用“水浴￣液氮￣水浴￣液氮￣水浴􀆺􀆺”
的方式反复冻融 １０ 次ꎮ 在磷脂相变温度上ꎬ用挤压

器反复推挤 ２０ 次备用ꎮ 脂筏配比为 ＰＯＰＣ / ＳＭ /
Ｃｈｏｌ / ＧＭ１ (３２ ∶３２ ∶３１ ∶５ꎬ 摩尔比) [１６ꎬ ２７ꎬ ２８]ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　 ＣＬ￣４Ｂ 柱过滤法 最新脂质体制

备方法:１ ｍｇ 磷脂溶于氯仿 /甲醇 ＝ ３ ∶ １的溶剂中ꎬ
磷脂浓度为 １ ｍｇ / ｍＬꎮ 取 １ ｍＬ 磷脂溶液采用氮气
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流吹干ꎬ再真空干燥 ２ ｈꎮ 将干燥后的磷脂膜溶于 １
ｍＬ １１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＯＧ 缓冲液中ꎬ反复冻溶 ２０ 次ꎮ 随

后ꎬ使用 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ｃｌ￣４ｂ 柱进行尺寸排除色谱形成

脂 质 体ꎬ 该 柱 在 恒 定 重 力 下 用 蠕 动 泵 ( ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ)在 ５􀆰 ５ ｍＬ 柱中填充ꎬ柱床体积为 ５ ｍＬꎬ
缓冲液 Ｖ (２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳꎬ ｐＨ７􀆰 ４ꎬ９０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ)平衡ꎮ 用 ＰＢＳ 缓冲液以 ０􀆰 ２ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ 流速

洗脱ꎮ
１􀆰 ５ 　 透 射 电 镜 分 析 ( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬＴＥＭ)

负染样品制作:３００ 目铜网格(直径 ３􀆰 ０５ ｍｍꎬ
厚度 １８ μｍꎬ购自 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司

(美国ꎬ宾夕法尼亚州ꎬ哈特菲尔德)ꎬ镀上连续碳

膜ꎮ 将 ２ μＬ 的 Ａβ４２ 溶液加入放电 /亲水处理的碳

膜中ꎬ培养 １ ｍｉｎꎮ 去离子水洗涤后ꎬ用 １％磷钨酸

钠对碳膜进行 １ ｍｉｎ 负染ꎮ 吸收多余液体ꎬ风干碳

膜ꎮ 用于透射电子显微镜ꎮ 使用 ＴｅｃｎａｉＴＭＧ２０ 透射

电镜进行检查ꎮ 加速电压为 ２００ 千伏ꎮ
冷冻电镜脂质体样品制作:选择 Ｑｕａｎｔｉｆｏｉｌ １􀆰 ２ /

１􀆰 ３ꎬ３００ 目的载网制作冷冻样品ꎬ亲水化为 １４ ｍＡꎬ
９０ ｓꎮ 设置 Ｖｉｔｒｏｂｏｔ 快速冷冻仪的湿度为 １００％ꎬ温
度为 ４℃ꎮ 待仪器稳定后ꎬ吸收 ３ μＬ 脂质体溶液(１
ｍｇ / ｍＬ)ꎬ在吸力为 ０ꎬ吸液时间为 ２􀆰 ５ ｓ 的条件下制

备冷冻样品ꎮ 每次暴露的剂量约为 ３ ０００ Ｅ￣ / Ｎｍ２ꎮ
图像在 ５０ ０００ 放大倍数和 １􀆰 ０ ~ ３􀆰 ５ μｍ 欠焦下

拍摄ꎮ
１􀆰 ６　 ＴｈＴ 分析 Ａβ４２ 纤维化

ＴｈＴ 通常被用于检测淀粉样蛋白的纤维化程

度[２９ꎬ ３０]ꎮ 具体步骤如下ꎬ称取粉末状 ＴｈＴꎬ用超纯

水溶解至 ５０ ｍｍ 的浓度后分装成小管ꎮ 在－２０℃条

件下保存(一般保存时间不超过 １ 个月)ꎮ 每次使

用前ꎬ将其平衡至室温 １ ｈ 避光ꎮ 使用时ꎬ将 ＴｈＴ 储

备液添加到含有 Ａβ 片段ꎬ ＴＢＳ ( ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌꎬ１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬｐＨ７􀆰 ４)缓冲液中ꎬＴｈＴ 的最

终浓度为 １０ μｍｏｌ / ＬꎬＬＳ￣５５ 光谱仪( Ｐｅｒｋｉｎｅｌｅｍｅｒꎬ
美国)用于检测 ＴｈＴ 荧光强度ꎬ分析 Ａβ 形成纤维的

动力学过程ꎻ１ μｍｏｌ / Ｌ Ａβ 肽连续搅拌培养ꎮ 检测

条件为:Ｅｘ４４０ ｎｍ、狭缝 １０ ｎｍ 和 Ｅｍ４９０ ｎｍ、狭缝

１０ ｎｍꎮ 持续检测 １０ ｈꎬ记录动力学曲线ꎮ 每个样品

至少分析 ３ 次ꎮ
１􀆰 ７　 朗缪尔膜天平分析 Ａβ４２ 插膜

本实验所用的主要仪器是高精度、高灵敏度的

朗缪尔微型膜天平ꎮ 仪器主要由朗缪尔槽、高精度

传感器、表面电位记录装置、ＴＣＰ 温控板(接循环水

浴、温控系统)、高纯聚四氟乙烯形成的磁搅拌器等

组成ꎮ 实验数据可以直接显示ꎬ包括研究脂质单层ꎮ
除微量膜天平外ꎬ还包括一个精确的汉密尔顿注射

器ꎮ 单层膜实验按先前报道的方法进行[２７]ꎮ 具体

步骤如下:在朗缪尔膜天平(Ｋｉｂｒｏｎ 公司ꎬ芬兰)槽

中加入 ３ ｍＬ 的 ＴＢＳ 缓冲液 (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ
ｐＨ ７􀆰 ４ꎬ１４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)ꎬ并在表面铺磷脂单层

膜ꎮ 平衡 １ ０００ ｓꎬ待磷脂中氯仿和甲醇挥发后ꎬ单
层膜膜压达到一个稳定值(π０)ꎬ通过朗缪尔槽侧孔

向亚相中注入终浓度为 ６００ ｎｍｏｌ / Ｌ Ａβ４２ꎬ５ ０００ ｓ
后ꎬ膜压上升至 πｔ 时交换亚相ꎬ整个实验温度控制

在 ２３􀆰 ５ ± ０􀆰 ５℃ꎮ
１􀆰 ８　 脂质体泄漏检测

ＡＮＴＳ ( ８￣ａｍｉｎｏｎａｐｈｔａｌｅｎｅ￣１ꎬ ３ꎬ ６￣ｔｒｉｓｕｌｆｏｎｉｃ
ａｃｉｄ)￣ＤＰＸ (ＮꎬＮ’￣ｐ￣ｘｙｌｅｎｅ￣ｂｉｓ￣ｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ)
泄漏分析ꎮ 方法在先前报道的基础上作出改

进[３１ꎬ ３２]ꎮ 将 １５ ｍｇ 磷脂溶解于氯仿和甲醇(３ ∶１)的
混合物中ꎮ 随后ꎬ氮气流吹干去除有机溶剂ꎮ 并在

真空干燥 ８ ｈꎮ 加入 １ ｍＬ 含有 １２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

ＡＮＴＳ( Ｅｕｇｅｎｅ 公司ꎬ美国)、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 和 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ 缓冲液ꎬ添加到以上干燥的脂质膜

中ꎬ制成悬浮液ꎬ“冷冻￣解冻”１０ 次ꎮ 最终脂质体中

磷脂浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌꎮ 通过聚碳酸酯膜(孔径 １
μｍ)反复推挤形成澄清的储备溶液ꎮ 使用 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ￣７５(Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公司ꎬＳｗｅｄｅｎ)上样ꎬ将脂质体与未

封装的 ＡＮＴＳ 分离ꎬ采用 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ / ５ ｍｍｏｌ /
Ｌ ＨｅｐｅｓꎬｐＨ ７􀆰 ４ 缓冲液平衡ꎮ 再加入 ４５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＤＰＸꎮ 采用 Ｐｅｒｋｉｎｅｌｅｍｅｒ ＬＳ ５５ 荧光仪检测荧光强

度ꎬＥｘ ３５５ ｎｍꎬＥｍ ５２０ ｎｍꎬ狭缝均为 ５ ｎｍꎮ 含有

ＡＮＴＳ 的 ＬＵＶ 囊泡和含有 ＤＰＸ 的 ｈｅｐｅｓ 缓冲液ꎬ持
续搅拌以快速混合肽和囊泡ꎮ 将脂质悬浮液在缓冲

液中稀释ꎬ得到 １００ μｍｏｌ / Ｌ 最终脂质浓度ꎬＡβ４２ 终

浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 单层膜分析胞外 Ａβ４２ 插膜及细胞膜内 Ａβ４２
状态差异

为了模拟胞外 Ａβ４２ 插膜及细胞膜内 Ａβ４２ 行

为ꎬ本文采用 Ａβ４２ 对单层膜的插膜ꎬ并采用 Ａβ４２
与单层膜进行融合ꎬ结果如 Ｆｉｇ.１ 所示ꎮ 采用 Ａβ４２
插入不同类型的磷脂单层膜ꎬ其临界插膜压如 Ｆｉｇ.１
(Ａ)和(Ｂ)所示ꎬＡβ４２ 的临界插膜压与 Ａβ４０ 相似ꎮ
而 Ａβ４２ 的插膜能力与磷脂类型有直接的关系ꎮ
Ａβ４２ 的插膜能力与单层膜磷脂头部基团有直接的
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相关性ꎬ尤其是磷脂头部基团的带电性ꎮ 从 Ｆｉｇ. １
(Ｂ)可以看出ꎬ长度相同的碳原子磷脂ꎬ带负电的磷

脂酰丝氨酸( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅꎬＰＳ)的临界插膜压

大于中性电荷的(ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅꎬＰＣ)ꎬ这在先前已

有报道[１９ꎬ ２０]ꎻ其次ꎬＡβ４２ 的插膜能力与单层膜磷脂

尾链的长度也有直接的相关性ꎮ 头部基团相同的磷

脂ꎬ尾链碳原子越长ꎬ插膜能力越强ꎬＤＳＰＣ> ＤＰＰＣ>
ＤＭＰＣꎬＡβ４２ 对于 １８ 个碳原子尾链的 ＤＳＰＣ 具有最

强的插膜能力ꎬπｃ ＝ ４５ ｍＮ / ｍꎮ 而 Ａβ４２ 对 １４ 个碳

原子的 ＤＭＰＣ 插膜能力最弱ꎬ其 πｃ ＝ ２８ ｍＮ / ｍꎮ
Ｅｇｅ 等曾对 Ａβ４２ 进行荧光标记ꎬ并采用荧光显

微镜观察其插膜情况ꎮ 结果显示ꎬ插膜能力强大的

Ａβ 可能导致磷脂膜出现荧光裂缝[２０]ꎮ 但是ꎬ对于

Ａβ 的聚集行为却不能进行检测ꎮ 为了直接观察

Ａβ４２ 在单层膜上的行为ꎬ本文采用透射电子显微

镜观察 Ａβ４２ 与磷脂进行融合的单层膜ꎬ以及膜天

平中 Ａβ４２ 插入磷脂单层膜后的形态ꎮ 样品制备过

程如 Ｆｉｇ.１(Ｃ)所示ꎬ待单层膜膜压稳定后ꎬ将活化

过的铜网分别贴于 Ａβ４２ 插入 ＤＰＰＣ 的单层膜ꎬ及
Ａβ４２￣ＤＰＰＣ 膜脂融合的单层膜上ꎮ 电镜观察结果

如 Ｆｉｇ.１(Ｄ)所示ꎬ在 Ａβ４２ 插膜样品中ꎬＡβ４２ 已经

形成成熟的纤维ꎮ 而融合样品中ꎬＡβ４２ 在单层膜

内形成比较均一的寡聚体ꎬ这些寡聚体或许就是先

前报道的微通道模型[２２]ꎮ
２􀆰 ２　 脂质体制备方法的改进

脂质体均一分散ꎬ且不出现多层和串联在 Ａβ４２
实验体系中非常必要ꎮ 尽管脂质体的制备在模型膜

实验中得到广泛的应用[１１ꎬ ２４]ꎬ但其制备方法仍在持

续改进ꎮ 先前实验研究中用到的脂质体制备装置包

括 Ａｖａｎｔｉ Ｐｏｌａｒ Ｌｉｐｉｄｓ 公司的脂质体微型挤出器ꎬ并
配用聚碳酸酯膜(孔径大小 ０􀆰 ０３ ~ １ μｍ)ꎮ 本文采

用 ＤＰＰＣ 磷脂ꎬ并采用聚碳酸酯膜(孔径 ＝ ０􀆰 ２ μｍ)
进行制备ꎮ 脂质体负染后ꎬ采用电镜观察ꎮ 结果如

Ｆｉｇ.２(Ａ)和 Ｆｉｇ.２ (Ｂ)所示ꎬ其大小并不均一ꎬ且相

互串联ꎬ不能用于研究 Ａβ 与膜脂的相互作用ꎬ还需

要对其制备方法作出改进ꎮ 在溶液中加入 ５％的

ＤＭＳＯ 对脂质体进行驱散ꎬ并采用负染技术对电镜

样品进行处理ꎬ结果如 Ｆｉｇ.２(Ｃ)和 Ｆｉｇ.２(Ｄ)所示ꎮ
ＤＭＳＯ 克服了脂质体之间的相互聚集ꎬ但图中显示ꎬ
脂质体大小并不均一ꎬ冷冻电镜样品如 Ｆｉｇ.２(Ｅ)显
示ꎬ样品显现多层脂质体现象ꎬ同样ꎬ大小也不均一ꎮ
因此ꎬ本文采用 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣４Ｂ 柱过滤的方法制备

脂质体ꎮ 这种方法在最近的研究中曾报道[３３]ꎬ对制

备的脂质体样品采用冷冻电镜制样并观察ꎮ 结果如

Ｆｉｇ.２(Ｆ)所示ꎬ脂质体均一分散ꎬ且没有多层磷脂结

构ꎮ 这说明ꎬＳｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣４Ｂ 柱对于脂质体的滤过

非常有效ꎬ是一种值得借鉴和应用的新方法ꎮ
２􀆰 ３　 脂质体电泳分析插膜 Ａβ４２ 及融入膜内 Ａβ４２
状态的差异

Ｚｈａｎｇ 等[１６] 曾报道ꎬ膜脂可以诱导 Ａβ４２ 产生

聚集ꎬ且在上文单层膜实验中已经提及ꎬＡβ４２ 插膜

和 Ａβ４２ 融合代表两种不同的生理和病理过程ꎮ 为

研究这两个过程之间的差异ꎬ本文采用 Ａβ４２ 对脂

质体进行插膜实验ꎬ同时采用 Ａβ４２ 与磷脂进行融

合ꎮ 实验过程如 Ｆｉｇ.３(Ａ)所示ꎬＡβ４２ 与脂质体孵

育后离心、清洗ꎮ 首先采用 １５ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 去

除脂质体诱导产生的纤维ꎮ 而在后续步骤中ꎬ采用

高盐和酸进行清洗ꎬ可以清除脂质体膜上吸附的

Ａβ４２[２８]ꎮ Ａβ４２ 与不同摩尔比例的磷脂进行比较ꎬ
Ｆｉｇ.３(Ｂ)上图插入模式显示ꎬ电泳条带的变化随

“Ａβ４２:脂质体中含有磷脂”比例改变的变化并不明

显ꎮ 这说明ꎬ相同 Ａβ４２ 含量条件下ꎬ脂质体含量对

Ａβ４２ 聚集能力的影响并不明显ꎻＦｉｇ.３(Ｂ)下图融合

模式显示ꎬ在融合情况下ꎬ“Ａβ４２:脂质体中含有磷

脂”比例越大ꎬＡβ４２ 寡聚能力越强ꎮ 这说明 Ａβ４２
插膜和融入脂质体膜上形成的寡聚体具有较大的差

异ꎮ 这两个过程很可能导致两种不同的实验结果ꎮ
为了更好地比较 Ａβ４２ 随脂质体磷脂含量变化ꎬ对
Ｆｉｇ.３(Ｂ)电泳条带的灰度进行比较ꎮ 结果如 Ｆｉｇ.３
(Ｃ)所示ꎬＡβ４２ 融入脂质体后ꎬ其聚集能力随蛋白

质:磷脂比值的变化更加明显ꎮ 两者电泳结果之间

的差异与单膜电镜观察的结果相符合ꎮ 上述结果表

明ꎬ两者形成的寡聚体的状态和结构可能存在差异ꎮ
２􀆰 ４　 脂质体诱导 Ａβ４２ 形成纤维

为检测 Ａβ４２ 与脂质体相互作用后的状态变

化ꎬ通常经过脂质体与 Ａβ４２ 相互作用ꎬ并采用电

镜进行观察ꎬ这在先前的研究中已经被报道[１１ꎬ ３４] ꎮ
本文通过 ＴｈＴ 荧光变化验证脂质体存在的环境下

Ａβ４２ 聚 集 能 力 增 强ꎬ 结 果 如 Ｆｉｇ. ４ ( Ａ) 所 示ꎮ
Ａβ４２ 浓度加大ꎬ以及 ＤＰＰＣ 脂质体存在时ꎬ荧光

强度均会增加ꎮ ３５ ０００ ｓ 后ꎬ实时取出 ＴｈＴ 样品通

过电镜观察ꎮ 结果如 Ｆｉｇ.４(Ｂ)显示ꎬ当 Ａβ４２ 浓度

为５ μｍｏｌ / Ｌ时ꎬ不管是否有脂质体存在ꎬＡβ４２ 均产

生较严重的纤维化ꎮ 而在浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ仅当

脂质体存在时ꎬＡβ４２ 才产生纤维化ꎮ 本文所用到

的 Ａβ４２ 与 ＤＰＰＣ 脂质体浓度比为 １ ∶５０(摩尔比)ꎮ
此外ꎬ由电镜照片显示ꎬ当 Ａβ４２ 浓度达到 ５ μｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ脂质体甚至产生较严重的变形ꎮ 这与先前报道
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Ｆｉｇ.１ 　 Ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ａβ４２ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ａβ４２ ｓｔａｔｕｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ 　 　 ( Ａ) Ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｓｔｒｏｎｇ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ. Ｔｈｕｓꎬ ｉｔ ｂｅｃｏｍｅｓ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ.
Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ (πｉ) ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ ｍｕｓｔ ｂｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.
Ｅａｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｉｔｓ ｏｗｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ. Ｔｈｅ ｄｉａｇｒａｍｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｆｉｌｍ ｆｏｒｍｉｎｇ ｐｒｅｓｓｕｒｅｓ ｏｆ Ａβ４０
ａｎｄ Ａβ４２ ａｒｅ １２ ｍＮ / ｍ. Ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ Ａβ４２ ｃａｎ ｒｅａｃｈ １６ ｍＮ / ｍ. (Ｂ) Ｃｒｉｔｉｃａｌ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
(πｃ) ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ａ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｂｅｌｏｗ ｗｈｉｃｈ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｇｅｔ ｉｎｓｅｒｔｅｄꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ｄｅｆｉｎｉｎｇ
ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ. Ｌｉｎｅａｒ ｆｉｔｔｉｎｇ ｏｆ Ａβ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｕｓｅｓ ｉｎｉｔｉａｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｓ Ｘ ａｘｉｓ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｈａｎｇｅ (Δπ) ａｓ Ｙ ａｘｉｓ. Ａ ｓｔｒａｉｇｈｔ ｌｉｎｅ ｉｓ ｆｉｔｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｘ ａｘｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｉｓ πｃ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ. Ｔｈｉｓ ｆｉｇｕｒｅ ｓｈｏｗｓ ｆｏｕｒ πｃ ｏｆ Ａβ ｍｏｎｏｍｅｒｓ ａｇａｉｎｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｐｉｄ ｍｏｎｏｌａｙｅｒｓ. Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａ ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｈｅａｄ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２. Ａｓ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅꎬ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ (ＰＳ) ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌ ｃｈａｒｇｅ ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ (ＰＣ). Ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｈｅａｄ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｏｎｇｅｒ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｃｈａｉｎ ｃａｒｂｏｎ ａｔｏｍｓꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｐｏｗｅｒ: ＤＳＰＣ > ＤＰＰＣ >
ＤＭＰＣ. Ａβ４２ ｈａｓ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ｔｈｅ １８ ｃａｒｂｏｎ ｔａｉｌ ｃｈａｉｎｓ ｏｆ ＤＳＰＣꎬ ｗｉｔｈ πＣ ＝ ４５ ｍＮ / ｍ. Ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＤＭＰＣ ｗｉｔｈ １４ ｃａｒｂｏｎ ａｔｏｍｓ ｗａｓ ｔｈｅ ｗｅａｋｅｓｔꎬ ａｎｄ ｉｔｓ πＣ ｗａｓ ２８ ｍＮ / ｍ. (Ｃ) Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｉｎｇｌｅ￣
ｌａｙｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. (Ｄ) Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ａβ４２ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎꎬ ｍａｔｕｒｅ ｆｉｂｅｒｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｆｏｒｍｅｄꎬ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ. Ｉｎ ｔｈｅ
ｆｕｓｅｄ ｓａｍｐｌｅｓꎬ Ａβ４２ ｆｏｒｍｅｄ ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｎｏｌａｙｅｒꎬ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ. Ｔｈｉｓ ｍａｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｗｏ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ａβ４２ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｏｕｔｓｉｄｅ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｅａｓｉｅｒ ｔｏ ｆｏｒｍ ｆｉｂｅｒｓ.
Ｗｈｅｎ Ａβ４２ ｉｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ｉｔ ｉｓ ｍｏｒｅ ｌｉｋｅｌｙ ｔｏ ｂｅ ｏｌｉｇｏｍｅｒ￣ｐｒｏｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｆｏｒ ｅｘａｍｐｌｅꎬ ｉｏｎ
ｃｈａｎｎｅｌ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ

的 ｈｉＡＰＰ 形成纤维后导致脂质体损坏相似[３０]ꎮ 而

在 Ａβ４２ 浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ脂质体变化并不明

显ꎮ 这说明ꎬＡβ４２ 毒性与其浓度相关ꎬ较低浓度的

Ａβ４２ 仍可能与细胞膜相互作用形成纤维ꎮ
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Ｆｉｇ.２　 Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅ　 　 (Ａ￣Ｂ) ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ Ａｖａｎｔｉ Ｐｏｌａｒ Ｌｉｐｉｄｓ
Ｌｉｐｏｓｏｍｅ Ｍｉｃｒｏ Ｅｘｔｒｕｄｅｒ ａｎｄ ｐｏｌｙｃａｒｂｏｎａｔｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ( ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ ０􀆰 ２ μｍ). Ｔｈｅｓｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ａｒｅ ｎｏｔ ｕｎｉｆｏｒｍ ｉｎ ｓｉｚｅ ａｎｄ ａｒｅ
ｉｎｔｅｒｃｏｎｎｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅｓｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗｉｌｌ ｎｏｔ ｂｅ ｃｏｎｄｕｃｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ａβ ｏｒ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｎｅｅｄ ｔｏ ｂｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ. (Ｃ￣Ｄ) Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚｅ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓꎬ ５％ ＤＭＳＯ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｉｓｐｅｒｓｅ
ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｔａｉｎ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｓａｍｐｌｅｓ. Ａｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅꎬ ＤＭＳＯ ｃａｎ ｏｖｅｒｃｏｍｅ ｔｈｅ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｉｓ ｎｏｔ ｕｎｉｆｏｒｍ. ( Ｅ) Ｔｈｅ ｆｒｏｚｅｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｓａｍｐｌｅ. Ｉｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｍａｎｙ ｌａｙｅｒｓ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ. Ｓｉｍｉｌａｒｌｙꎬ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗａｓ
ｎｏｔ ｕｎｉｆｏｒｍ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ａｄｄｉｎｇ ＤＭＳＯ ａｌｏｎｅ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ａｃｈｉｅｖｅ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ. (Ｆ) Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣４Ｂ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｅｐａｒａｔｅ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ. Ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｃｒｙｏ￣ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ (ｃｒｙｏ￣ＥＭ) ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｕｎｉｆｏｒｍｌｙ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｉｚｅ. Ｔｈｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣４Ｂ ｃｏｌｕｍｎ ｉｓ ｖｅｒｙ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

２􀆰 ５　 Ａβ４２ 在脂质体膜上形成微通道检测

大量研究显示ꎬＡβ４２ 可以在细胞膜上形成微

通道ꎬ从而产生细胞毒性ꎮ 微通道被认为是 Ａβ４２
产生毒性最重要的方式之一ꎮ 因此ꎬ本文采用脂质

体泄漏实验将其作为验证微通道最重要的方式ꎮ 其

检测原理如 Ｆｉｇ. ５ ( Ａ) 所示ꎮ 将带有荧光分子的

ＡＮＴＳ 包含在脂质体内ꎬ并在溶液中加入 ＤＰＸ 荧光

猝灭分子ꎮ 假设脂质体膜完整ꎬＤＰＸ 将无法进入脂

质体内ꎬ此时脂质体内 ＡＮＴＳ 分子产生可检测的荧

光ꎮ 当脂质体膜破损时ꎬＤＰＸ 进入与 ＡＮＴＳ 相结合ꎬ
荧光猝灭ꎮ Ｆｉｇ.５(Ｂ)显示ꎬ荧光强度随时间的变化

情况ꎮ ２４ ｈ 与 ０ ｈꎬ并无明显的变化ꎮ 然而ꎬ在加入

ＮＰ４０ 去垢剂时ꎬ脂质体荧光瞬间猝灭ꎮ 实验中用到

的 Ａβ４２ 浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌꎮ Ａβ４２ 与脂质体浓度比

为 １ ∶５０(摩尔比)ꎮ 由于荧光显微镜难以观测荧光

强度的变化ꎬ本文采用荧光仪对其荧光强度进行检

测ꎮ 结果如 Ｆｉｇ.５(Ｃ)所示ꎬ与未加入 Ａβ４２ 的体系

相比ꎬ１ μｍｏｌ / Ｌ Ａβ４２ 加入 ＤＰＰＣ 脂质体将使得荧

光强度降低ꎬ但对脂质筏未产生明显变化ꎮ 这说明ꎬ
Ａβ４２ 形成孔道很可能与脂质体的磷脂种类相关ꎮ
先前有研究显示ꎬＡβ４０ 与脂质体共孵育仅需要几

百秒的时间就会产生离子通道[２３]ꎮ 但最近的研究

显示ꎬ离子通道的形成却是一个缓慢的过程[２４]ꎮ 本

文的结果恰恰证实ꎬＡβ４２ 导致荧光小分子的泄漏

是一个缓慢的过程ꎮ

３　 讨论

阿尔茨海默症(ＡＤ)是老年性痴呆症中最常见

的形式ꎬ人们对 ＡＤ 的研究已经持续了多年[７]ꎮ 尤

其是近几十年来ꎬ研究者提出了 β 淀粉样级联假

说ꎬ认为 β 淀粉样蛋白(Ａβ)寡聚体导致 ＡＤ 的发

病[３５ꎬ ３６]ꎬ有关该蛋白质的各种生理、生化研究均围

绕该假说进行ꎮ
根据先前的研究结果ꎬＡβ 与多种细胞膜受体
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Ｆｉｇ.３　 Ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ａβ４２ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ａβ４２ ｓｔａｔｕｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　 　 (Ａ)
Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｓｏｍｅꎬ Ａβ４２ ｉｓ ｃｌｅａｎｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｆｉｂｅｒｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｒｅｍｏｖｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｏｆ １５ ０００ ｇ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ. Ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗ￣ｕｐ ｓｔｅｐｓꎬ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ａｎｄ ａｃｉｄ ｃｌｅａｎｉｎｇ
ｃａｎ ｒｅｍｏｖｅ ｔｈｅ ａｄｓｏｒｂｅｄ Ａβ４２ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ. (Ｂ) Ａｂｏｖｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｂａｎｄｓ ｉｓ ｎｏｔ ｏｂｖｉｏｕｓ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ " Ａβ４２: ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ" . Ｔｈｉｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ
ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａβ４２ ｉｓ ｎｏｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２. Ｂｅｌｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ
ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ " Ａβ４２: ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ" ꎬ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｔｈｅ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａβ４２. Ｔｈｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａ ｇｒｅａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２ ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａｒｅ ｌｉｋｅｌｙ ｔｏ ｌｅａｄ ｔｏ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ. (Ｃ) Ｔｈｅ ｇｒａｙ ｓｃａｌｅ ｏｆ “(Ｂ)” ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ
ｂａｎｄｓ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ａｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅꎬ ｔｈｅ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａβ４２ ｃｈａｎｇｅｄ ｍｏｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ
ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ａｆｔｅｒ ｉｔ ｗａｓ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

Ｆｉｇ.４　 Ｌｉｐｏｓｏｍｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２　 　 (Ａ) Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ＤＰＰＣ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｅｘｉｓｔｅｄꎬ
ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ａｆｔｅｒ ３５ ０００ ｓꎬ ｔｈｅ ＴｈＴ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｏｕｔ ｉｎ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２ ｗａｓ ５ μｍｏｌ / Ｌꎬ ｎｏ ｍａｔｔｅｒ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｏｒ ｎｏｔꎬ Ａβ４２
ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｓｅｖｅｒｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ. Ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １ μｍｏｌ / Ｌꎬ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ Ａβ４２ ｏｃｃｕｒｓ ｏｎｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ. (Ｂ) Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＴｈＴ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｐｈｏｔｏｓꎬ ｉｔ ｃａｎ ｂｅ
ｓｅｅｎ ｔｈａｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２ ｒｅａｃｈｅｓ ５ μｍｏｌ / Ｌꎬ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｅｖｅｎ ｐｒｏｄｕｃｅｓ ｓｅｒｉｏｕｓ ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｗｈｅｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２ ｗａｓ １ μｍｏｌ / Ｌꎬ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｏｂｖｉｏｕｓ

结合[３７ꎬ ３８]ꎬ或者是在细胞膜内形成有害的微孔

道[１４ꎬ ２２]ꎮ 人们采用模型膜融合 Ａβ 来检测电导率

的变化ꎮ 有研究显示膜融合蛋白质的构象[２２]ꎮ
Ｆｉｇ.１与 Ｆｉｇ.３ 的结果显示ꎬ模型膜融合的 Ａβ 以寡聚

体的形式存在ꎬ而插膜的 Ａβ 更容易形成纤维ꎮ 结

合先前的研究结果ꎬ融合至膜中的 Ａβ 蛋白具备形

成微通道的能力ꎬ但插膜的 Ａβ 难以形成微道通ꎮ
融合的 Ａβ 可以模拟 β 及 γ 分泌酶相继水解 ＡＰＰ
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Ｆｉｇ.５　 Ａβ４２ ｆｏｒｍｓ ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ　 　 (Ａ) Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ.
ＡＮＴｓ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ. ＤＰＸ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.
Ａｓｓｕｍｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｓ ｉｎｔａｃｔꎬ ＤＰＸ ｗｉｌｌ ｎｏｔ ｅｎｔｅｒ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ. Ａｔ ｔｈｉｓ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ＡＮＴｓ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ
ｐｒｏｄｕｃｅｓ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｓ ｄａｍａｇｅｄꎬ ＤＰＸ ｅｎｔｅｒｓ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ＡＮＴｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｑｕｅｎｃｈｅｓ
ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｗｈｅｎ Ａβ４２ ｉｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗｉｌｌ ｂｅ ｑｕｅｎｃｈｅｄ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ
ａｓｓｕｍｉｎｇ ｔｈａｔ ｉｔ ｆｏｒｍｓ ａ ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌ. (Ｂ) Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ０ ｈ
ａｎｄ ２４ ｈ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ ＮＰ４０ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｑｕｅｎｃｈｅｄ ｉｎｓｔａｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ. Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ａβ４２ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ １ μｍｏｌ / Ｌ. Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ａβ４２ ｔｏ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｉｓ １ ∶５０ (ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏ) . (Ｃ) Ｉｔ ｉｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ
ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. ＰＥ ＬＳ５５ ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｉｔｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ. Ａｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ ｗｉｔｈｏｕｔ Ａβ４２ꎬ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＤＰＰＣ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗｉｔｈ １ μｍｏｌ / Ｌ Ａβ４２ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ｒａｆｔｓ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ｔｈｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈａｔ ｐｏｒｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ４２
ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

后在膜上产生的 Ａβꎬꎮ 生理过程中ꎬ它可能自产生

后即在膜内聚集形成微孔道ꎮ 分泌到胞外的 Ａβ 与

膜脂作用后可能形成纤维ꎮ Ｆｉｇ.１ 及 Ｆｉｇ.４ 所示ꎬ也
可能形成寡聚体与细胞膜上的受体相互结合ꎮ

对于脂质体的制备ꎬ人们采用微型挤出器及微

孔膜制备脂质体的方案已经非常成熟[１１ꎬ ２４ꎬ ２７]ꎮ 然

而ꎬ近年 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣４Ｂ 等一些柱过滤脂质体的办

法也被采用ꎮ 滤过结果如 Ｆｉｇ.２ 所示ꎬ它清晰地显

示 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ￣４Ｂ 柱的制备方法更加实用ꎮ 在今

后相关模型膜的研究中ꎬ可采用这种制备方法制备

均一而分散的脂质体ꎮ 细胞膜脂可以分为脂筏、非
脂筏和膜受体 ３ 个部分ꎮ 微通道实验部分ꎬ采用

ＤＰＰＣ 模拟脂筏之外的细胞膜成份ꎮ 从 Ｆｉｇ.５ 可以

看出ꎬ微通道的形成可能发生在脂筏以外的区域ꎮ
同时ꎬ胞外 Ａβ 形成离子通道需要较长时间( > ２４
ｈ)ꎮ 先前对于 Ａβ 微孔道的结构报道较少ꎬ这与 Ａβ
分子大小相关ꎬ其单体长度仅为 ２ ｎｍ 左右[３９ꎬ ４０]ꎮ
此外ꎬ孔道均为寡聚体结构ꎬ但是很难区分这些孔道

究竟是几聚体结构[２５]ꎮ 先前的报道认为ꎬＡβ４０ 融

合至模型膜的环形结构寡聚体有可能是离子通道结

构ꎬ这些环形结构大小在 ８ ~ １５ ｎｍ 左右[２２ꎬ ２５]ꎮ 但

并未确定这些孔道由几聚体构成ꎮ 目前ꎬ对于 β 淀

粉样蛋白在膜上形成的微通道的过程以及微通道的

构象仍不清晰ꎮ 尽管本文进行了荧光泄漏相关的实

验ꎬ但不能确定形成的孔道是离子通道ꎮ
综上所述ꎬ本文不仅研究 Ａβ４２ 与细胞膜的相

互作用ꎬ同时ꎬ也系统性地总结模型膜研究的实验方

法ꎬ这些方法可以很好地应用于其他淀粉样蛋白质

及其他膜蛋白质的研究ꎮ
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[ ５ ] 　 Ｓｍｉｔｈ ＬＭꎬ Ｋｏｓｔｙｌｅｖ ＭＡꎬ Ｌｅｅ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ
ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｐｏｒｔｅｄ Ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｆｏｒ
ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙꎬ ａｆｆｉｎｉｔｙꎬ ａｎｄ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ [ Ｊ] . Ｊ
Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１９ꎬ ２９４(１５): ６０４２￣６０５３

[ ６ ] 　 Ｇｏｅｄｅｒｔ Ｍ. ＮＥＵＲＯＤＥＧＥＮＥＲＡＴＩＯＮ. Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ ａｎｄ
Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅｓ: ｔｈｅ ｐｒｉｏｎ ｃｏｎｃｅｐｔ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ
Ａｂｅｔａꎬ ｔａｕꎬ ａｎｄ ａｌｐｈａ￣ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ [ Ｊ ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１５ꎬ ３４９
(６２４８): １２５５５５５

[ ７ ] 　 Ｃｌｉｎｅ ＥＮꎬ Ｂｉｃｃａ ＭＡꎬ Ｖｉｏｌａ ＫＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ
ｏｌｉｇｏｍｅｒ ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ: ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄｅｃａｄｅ [ Ｊ ] . Ｊ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ Ｄｉｓꎬ ２０１８ꎬ ６４(ｓ１): Ｓ５６７￣Ｓ６１０

[ ８ ] 　 Ｈｅｒｒｕｐ Ｋ. Ｔｈｅ ｃａｓｅ ｆｏｒ ｒｅｊｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｍｙｌｏｉｄ ｃａｓｃａｄｅ ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ
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[Ｊ] . Ｎａｔ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１５ꎬ １８(６): ７９４￣７９９
[ ９ ] 　 Ｚｏｔｔ Ｂꎬ Ｓｉｍｏｎ ＭＭꎬ Ｈｏｎｇ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｖｉｃｉｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｂｅｔａ

ａｍｙｌｏｉｄ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１９ꎬ
３６５(６４５３): ５５９￣５６５

[１０]　 Ｎａｋａｍｕｒａ Ａꎬ Ｋａｎｅｋｏ Ｎꎬ Ｖｉｌｌｅｍａｇｎｅ ＶＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｐｌａｓｍａ ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１８ꎬ ５５４(７６９１): ２４９￣２５４

[１１]　 Ｏｓｔｅｒｌｕｎｄ Ｎꎬ Ｌｕｏ Ｊꎬ Ｗａｒｍｌａｎｄｅｒ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｍｉｍｅｔｉｃ
ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ [ Ｊ] .
Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｐｒｏｔｅｏｍꎬ ２０１９ꎬ １８６７ ( ５ ):
４９２￣５０１

[１２]　 Ｓａｒｋａｒ Ｂꎬ Ｄａｓ ＡＫꎬ Ｍａｉｔｉ Ｓ. Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃａｌｌｙ ｓｔａｂｌｅ ａｍｙｌｏｉｄ￣
ｂｅｔａ ｍｏｎｏｍｅｒｓ ｈａｖｅ ｍｕｃｈ ｌｏｗｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ
ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１３ꎬ ４: ８４

[１３]　 Ｊｉａｏ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｗｅｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｒｅｃｔ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ￣ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｈｅｍｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１２ꎬ
１３(１６): ２３３５￣２３３８

[１４]　 Ｂｏｄｅ ＤＣꎬ Ｂａｋｅｒ ＭＤꎬ Ｖｉｌｅｓ ＪＨ. Ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｂｙ
Ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ４２ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ ｂｕｔ ｎｏｔ Ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ４０ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅｓ[Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１７ꎬ ２９２(４): １４０４￣１４１３

[１５]　 Ｃａｐｏｎｅ Ｒꎬ Ｑｕｉｒｏｚ ＦＧꎬ Ｐｒａｎｇｋｉｏ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｉｏｎ ｆｌｕｘ ｉｎ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｌｉｐｉｄ ｂｉｌａｙｅｒｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ: ｒｅｓｏｌｖｉｎｇ ａ
ｃｏｎｔｒｏｖｅｒｓｙ[Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｔｏｘ Ｒｅｓꎬ ２００９ꎬ １６(１): １￣１３

[１６] 　 Ｚｈａｎｇ ＹＪꎬ Ｓｈｉ ＪＭꎬ Ｂａｉ ＣＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒａ￣ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｘｔｒａ￣ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｒｅ
ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｍｏｔｉｆ
ｉｎｔｅｒｐｌａｙ[Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１２ꎬ ２８７(１): ７４８￣７５６

[１７]　 Ｖｅｎｋａｔａｓｕｂｒａｍａｎｉａｍ Ａꎬ Ｄｒｕｄｅ Ａꎬ Ｇｏｏｄ Ｔ. Ｒｏｌｅ ｏｆ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ａｂｅｔａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｇｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｄ ｃｅｌｌ
ｓｕｒｆａｃｅ [ Ｊ ] . Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａꎬ ２０１４ꎬ １８３８ ( １０ ):
２５６８￣２５７７

[１８]　 Ｖｉｏｌａ ＫＬꎬ Ｋｌｅｉｎ ＷＬ. Ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ [ Ｊ ] . Ａｃｔａ
Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌꎬ ２０１５ꎬ １２９(２): １８３￣２０６

[１９]　 Ｂｏｋｖｉｓｔ Ｍꎬ Ｌｉｎｄｓｔｒｏｍ Ｆꎬ Ｗａｔｔｓ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ ｂｅｔａ￣ａｍｙｌｏｉｄ ( １￣４０ ) ｐｅｐｔｉｄｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ: ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｃｈｏｒｉｎｇ
ｖｅｒｓｕｓ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｆｉｂｒｉｌ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００４ꎬ
３３５(４): １０３９￣１０４９

[２０]　 Ｅｇｅ Ｃꎬ Ｌｅｅ ＫＹ. Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ Ａ ｂｅｔａ ４０ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎｔｏ
ｌｉｐｉｄ ｍｏｎｏｌａｙｅｒｓ[Ｊ] . Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｊꎬ ２００４ꎬ ８７(３): １７３２￣１７４０

[２１]　 Ｍａｒｔｉｎｓ ＩＣꎬ Ｋｕｐｅｒｓｔｅｉｎ Ｉꎬ Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｐｉｄｓ ｒｅｖｅｒｔ ｉｎｅｒｔ
Ａｂｅｔａ ａｍｙｌｏｉｄ ｆｉｂｒｉｌｓ ｔｏ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃ ｐｒｏｔｏｆｉｂｒｉｌｓ ｔｈａｔ ａｆｆｅｃｔ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ｉｎ ｍｉｃｅ[Ｊ] . ＥＭＢＯ Ｊꎬ ２００８ꎬ ２７(１): ２２４￣２３３

[２２]　 Ｌｉｎ Ｈꎬ Ｂｈａｔｉａ Ｒꎬ Ｌａｌ Ｒ. Ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｒｍｓ ｉｏｎ
ｃｈａｎｎｅｌｓ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
[Ｊ] . ＦＡＳＥＢ Ｊꎬ ２００１ꎬ １５(１３): ２４３３￣２４４４

[２３]　 Ａｍｂｒｏｇｇｉｏ ＥＥꎬ Ｋｉｍ ＤＨꎬ Ｓｅｐａｒｏｖｉｃ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｒｆａｃｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ
ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｂｅｔａ￣ａｍｙｌｏｉｄ ｐｅｐｔｉｄｅ １￣４２: ａ
ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ [ Ｊ] . Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｊꎬ ２００５ꎬ ８８ ( ４ ):
２７０６￣２７１３

[２４]　 Ｑｉａｎｇ Ｗꎬ Ｄｏｈｅｒｔｙ ＫＥ. Ｍｏｄｅｌ Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｔｏ Ｓｔｕｄｙ
ｔｈｅ ｂｅｔａ￣Ａｍｙｌｏｉｄ￣Ｐｅｐｔｉｄｅ￣Ｉｎｄｕｃｅｄ Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ [ Ｊ ] .

Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１８ꎬ １７７７: ３５５￣３６７
[２５] 　 Ｑｕｉｓｔ Ａꎬ Ｄｏｕｄｅｖｓｋｉ Ｉꎬ Ｌｉｎ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｍｙｌｏｉｄ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌｓ: ａ

ｃｏｍｍｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｌｉｎｋ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｍｉｓｆｏｌｄｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃ
Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ ２００５ꎬ １０２(３０): １０４２７￣１０４３２

[２６] 　 Ｃｒｕｚ Ａꎬ Ｐｅｒｅｚ￣Ｇｉｌ Ｊ. Ｌａｎｇｍｕｉｒ ｆｉｌｍｓ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｌａｔｅｒａｌ ｓｕｒｆａｃｅ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００７ꎬ ４００:
４３９￣４５７

[２７] 　 Ｓｈｉ ＪＭꎬ Ｌｖ ＪＭꎬ Ｇａｏ ＢＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｄｏｓｏｍａｌ ｐＨ ｆａｖｏｒｓ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｏｆ
ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｉｎｓｅｒｔｅｄ ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ[ Ｊ] . Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｃｉꎬ ２０１９ꎬ
２８(５): ８８９￣８９９

[２８] 　 Ｊｉ ＳＲꎬ Ｍａ Ｌꎬ Ｂａｉ ＣＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｎｏｍｅｒｉｃ Ｃ￣ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｌｉｐｉｄ ｒａｆｔ
ｍｉｃｒｏｄｏｍａｉｎｓ[Ｊ] . ＦＡＳＥＢ Ｊꎬ ２００９ꎬ ２３(６): １８０６￣１８１６

[２９] 　 Ｗｕ Ｃꎬ Ｂｏｗｅｒｓ ＭＴꎬ Ｓｈｅａ ＪＥ. Ｏｎ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｒ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ＰＩＢ ｏｖｅｒ ｔｈｉｏｆｌａｖｉｎ Ｔ ｔｏ ｐｒｏｔｏｆｉｂｒｉｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ
ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ: ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｔｕｄｙ[ Ｊ] . Ｂｉｏｐｈｙｓ
Ｊꎬ ２０１１ꎬ １００(５): １３１６￣１３２４

[３０] 　 Ｅｎｇｅｌ ＭＦꎬ Ｋｈｅｍｔｅｍｏｕｒｉａｎ Ｌꎬ Ｋｌｅｉｊｅｒ ＣＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｄａｍａｇｅ ｂｙ ｈｕｍａｎ ｉｓｌｅｔ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｉｂｒｉｌ ｇｒｏｗｔｈ
ａｔ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ ２００８ꎬ １０５
(１６): ６０３３￣６０３８

[３１] 　 Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ￣Ｖｉｄａｌ Ｍꎬ Ｒｏｊｏ Ｎꎬ Ｈｅｒｒｅｒａ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｐｏｓｏｍｅ
ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ
ｅｎｖｅｌｏｐｅ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＧＢＶ￣Ｃ / ＨＧＶ ｖｉｒｕｓ.
Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｌｅａｋａｇｅ [ Ｊ ] . Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｃｈｅｍꎬ
２００８ꎬ １３２(１): ５５￣６３

[３２] 　 Ｌａｒｇｏ Ｅꎬ Ｖｅｒｄｉａ￣Ｂａｇｕｅｎａ Ｃꎬ Ａｇｕｉｌｅｌｌａ ＶＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＣＳＦＶ ｐ７ ｖｉｒｏｐｏｒｉｎ ｉｎ ｓｕｒｒｏｇａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＲ ｌｉｐｉｄ
ｂｉｌａｙｅｒ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａꎬ ２０１６ꎬ １８５８(１): ３０￣３７

[３３] 　 Ｌａｉ Ｙꎬ Ｃｈｏｉ ＵＢꎬ Ｌｅｉｔｚ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ｓｙｎａｐｔｉｃ ｖｅｓｉｃｌｅ ｐｒｉｍｉｎｇ ｂｙ Ｍｕｎｃ１３ ａｎｄ Ｍｕｎｃ１８[ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｎꎬ
２０１７ꎬ ９５(３): ５９１￣６０７.ｅ１０

[３４] 　 Ｊａｎｇ Ｈꎬ Ｃｏｎｎｅｌｌｙ Ｌꎬ Ａｒｃｅ ＦＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｘｉｃꎬ ｆｉｂｒｉｌ￣ｌｉｋｅ ｂｅｔａ￣Ａｍｙｌｏｉｄ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅ[Ｊ] . Ｊ Ｃｈｅｍ Ｔｈｅｏｒｙ Ｃｏｍｐｕｔꎬ ２０１３ꎬ ９(１): ８２２￣８３３

[３５] 　 Ｈａａｓｓ Ｃꎬ Ｓｅｌｋｏｅ ＤＪ. Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ: ｌｅｓｓｏｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ￣
ｐｅｐｔｉｄｅ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００７ꎬ ８(２): １０１￣１１２

[３６] 　 Ｓｅｕｂｅｒｔ Ｐꎬ Ｖｉｇｏ￣Ｐｅｌｆｒｅｙ Ｃꎬ Ｅｓｃｈ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｂｅｔａ￣ｐｅｐｔｉｄｅ ｆｒｏｍ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｌｕｉｄｓ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ １９９２ꎬ ３５９(６３９３): ３２５￣３２７

[３７] 　 Ｃｅｃｏｎ Ｅꎬ Ｄａｍ Ｊꎬ Ｌｕｋａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ
ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃ ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ａｌｐｈａ７ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ[Ｊ] . Ｂｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１９ꎬ １７６(１８): ３４７５￣３４８８

[３８] 　 Ｒｏｓｉｎｉ Ｍꎬ Ｓｉｍｏｎｉ Ｅꎬ Ｃａｐｏｒａｓｏ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｒｇｉｎｇ ｍｅｍａｎｔｉｎｅ ａｎｄ
ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｏ ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＮＭＤＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ
[Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍꎬ ２０１９ꎬ １８０: １１１￣１２０

[３９] 　 Ｍａｓｔｒａｎｇｅｌｏ ＩＡꎬ Ａｈｍｅｄ Ｍꎬ Ｓａｔｏ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔｏｍｉｃ
ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ Ａｂｅｔａ４２ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ[ Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ
２００６ꎬ ３５８(１): １０６￣１１９

[４０] 　 Ａｈｍｅｄ Ｍꎬ Ｄａｖｉｓ Ｊꎬ Ａｕｃｏｉｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃ ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ(１￣４２) ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ ｔｏ ｆｉｂｒｉｌｓ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｓｔｒｕｃｔ
Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１０ꎬ １７(５): ５６１￣５６７
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