
[ 收稿日期 ]  2009-11-02

[ 通讯作者 ]  * 刘勇 , Tel: ( 010 ) 84738656; E-mail: yliu0126 @

yahoo. com. cn

Aβ25-35 刺激对海马神经细胞株 NG108-15

Toll 样受体 3、4 表达的影响
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  [ 摘要]  目的: 研究 Aβ刺激对小鼠神经细胞株 NG108-15 Toll样受体( TLR) 3、TLR4 mRNA表达的影响。方法: Aβ刺激

NG108-15细胞, 24 h 后, 取细胞培养上清液, ELISA 法测定炎症因子 TNF-α、IFN-β含量, 荧光定量 PCR法测定 TLR3、TLR4

mRNA表达量的变化。结果: Aβ诱导 NG108-15细胞分泌 TNF-α、IFN-β的量较正常对照组明显增多(均 P < 0. 01) ; Aβ可诱导

NG108-15细胞 TLR3、TLR4 mRNA表达增强, 与空白对照组相比, 均 P < 0. 01。结论: Aβ刺激可体外诱导 NG108-15 细胞 TNF-

α、IFN-β分泌增多,诱导 TLR3、TLR4 mRNA表达增强, 提示 Aβ致阿尔茨海默病( AD) 作用可能与免疫性炎症及 TLRs信号转

导通路有关。
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[ Abstract]  Objective: To investigate the influences of Aβ25-35 on the TLR3 and TLR4 mRNA. Method:

NG108-15 cell line was stimulated with Aβ25-35, the supernatant was collected 24 hours later and the inflammatory

factors TNF-αand IFN-βwere quantitatively measured, the changes in the mRNA expression of TLR3 and TLR4

were detected by real-time PCR. Result: Aβ induced the over-secreting of TNF-α、IFN-βand over-expression of

TLR3 and TLR4 mRNA ( P <0. 01) . Conclusions: Aβinduced the over-secreting of inflammatory factors and over-

expression of TLR3 and TLR4, indicating the action of Aβ in causing AD disease might be affiliated with the

immune inflammation and the TLRs signaling pathway.
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  阿尔茨海默病( Alzheimer�s disease, AD) 是当今

社会严重威胁老年人的四大疾病之一, 其发病原因

与机理尚不清楚,近些年来,免疫性炎症在 AD发病

中的作用越来越受到人们的重视和关注
[ 1 ～2]
。Toll

样受体( TLRs) 做为一种跨膜的膜式识别受体,参与

机体一系列免疫反应, 介导了炎症的病理过程。建

立稳定可靠的 AD体外细胞模型是筛选和评价抗

AD药物的必要途径之一。NG108-15 为小鼠神经细

胞瘤与大鼠神经胶质细胞杂交产生的一种细胞株,

在生物学上保持了一定的神经元特性, 而在细胞增

殖与传代方面保留了肿瘤细胞无限增殖的特点,国

内外已广泛用于 AD等与认知、记忆相关的实验研

究中
[ 3 ～4 ]
。本研究探讨 Aβ刺激海马神经细胞株后

TLR3、TLR4 表达的变化情况,以期从免疫性炎症角

度建立 AD新的体外细胞模型。

1 材料

1.1 细胞株  NG108-15( 小鼠神经细胞瘤与大鼠
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神经胶质细胞瘤融合的细胞) 细胞株,购于中国医学

科学院基础医学研究所。

1.2 试剂 Aβ25-35( MW: 1060. 3) ,美国 Sigma产

品,批号 058K8728; 甲基�唑基四唑 ( MTT) 为美国

Biomol公司产品; DMEM高糖培养基和胎牛血清为

美国 GIBCO产品,批号分别为 1345538、613551;次

黄�呤、氨基蝶呤、胸甙均为美国 Sigma 产品; TNF-

α, IFN-β试剂 盒购于 R&D 公司, 批号 分别为

EIA05896、20090312。TrizolRNA 提取试剂盒、DEPC

处理水、RNAsafe、Oligo( dT) 15、dNTP均购于北京天

根生物医学科技有限责任公司; Erasol 购自北京赛

百 盛 基 因 技 术 有 限 公 司; M-MLV Reverse

Transcriptase, Promega 产品, 批号 16644223; SYBR

Premix Ex Taq 定量 PCR 试剂盒购于大连宝生物工

程有限公司,批号 BK8305。TLR3, TLR4,β-actin引

物由北京赛百盛基因技术有限公司合成。

1.3 仪器 DU730 型核酸定量仪,美国 BECKMAN

公司; 琼脂糖水平电泳仪, 北京市六一仪器厂;

SYNGENE-GeneGenius全自动凝胶成像系统,北京百

晶生物技术有限公司; 900 型超低温冰箱, 美国

Thermo Forma公司; 7300 型荧光定量 PCR 仪, 美国

ABI公司。BB16 型 CO2 培养箱,德国 Heraeus公司;

550 型酶标仪, 美国 Bio-Rad 公司; 5417C/ R 型高速

冷冻离心机,德国 Eppondorf 公司; OLYMPUS-CK光

学显微镜,日本 OLYMPUS公司。

2 方法

2.1 小鼠海马神经细胞株 NG108-15 细胞的培养 

细胞用含 10% 胎牛血清、15% HAT的 DMEM完全

培养基培养, 37 ℃、5% CO2 培养箱培养至细胞覆盖

率达 90%以上时传代,生长状态良好的细胞用于实

验研究。

2.2 Aβ25-35 对 NG108-15 细胞损伤的影响  调细

胞浓度至 2 ×10
5
个·mL

- 1
, 接种于 96 孔板, 加 Aβ

刺激,使其终浓度分别为 20, 10, 5, 2. 5, 1. 25, 0. 625

μmol·L - 1
。37 ℃、5% CO2 培养 24 h, 吸上清液,

ELISA法测定 TNF-α含量;每孔加 20 μL浓度为 5

mg·mL - 1
的 MTT染液, 37 ℃、5% CO2 培养 4 h,弃上

清,加入 200 μL/孔 DMSO, 充分振荡, 酶标仪上于

570nm处测定 OD值。

2.3 Aβ25-35 不同浓度对 NG108-15 细胞分泌炎症

因子的影响 调整细胞浓度为 3. 2 ×105
个·mL - 1 ,

接种于 24 孔板,每孔 0. 96 mL, Aβ组加终浓度为 5

μmol·L - 1
的 Aβ进行刺激, 空白对照组加等量的

DMEM培养基。37℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h。

吸上清液, ELISA法测定 TNF-α、IFN-β含量,提取细

胞 RNA,用于 Real-time PCR。

2.4 Aβ25-35 对 NG108-15 细胞 TLR3, TLR4 mRNA

表达的影响 PBS冲洗细胞 3 次, 按试剂盒操作说

明书提取 mRNA, 行逆转录,荧光定量 PCR 仪测定

TLR3, TLR4 mRNA 的表达。PCR 反应条件: 95 ℃

30 s变性, ( 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 31 s) ×45 个循环,同时

做熔点曲线。引物序列如表 1。
表 1 引物序列一览表

引物 意义链
序列

( 5′-3′)

产物长度

/bp

TLR-3 Sense: TGCCTTGGTCCCAAGCCTTCAACGA 469

Anitsense: TGGCCCGAAAACCTTCTTCTCAACGGA

TLR-4 Sense: CGCTTTCAGCTTTGCCTTCATTAC 555

Anitsense: TGCTACTTCCTTGTGCCCTGTGAG

β-actin Sense: GTACCCCAGCATTGCTGACA 201

Anitsense: CTCCTGCTTGCTCATCCACATC

2.5 数据统计  用相对定量法进行计算, 公式如

下
[ 5 ] :
ΔΔ

Ct = ( Ct样本 - Ct内参 ) 受试组 - ( Ct样本 - Ct内参 ) 对照组

  计算各样本的 2
- ΔΔCt

,所有结果均以 珋x±s表示,

组与组之间进行 t检验。

3 结果

3.1 Aβ25-35 不同浓度对 NG108-15 细胞活性及其

分泌的 TNF-α水平的影响 从表 2 数据可知, Aβ除

0. 625 μmol·L - 1
外,其他浓度均对细胞活性产生明

显影响,且随着剂量的增加,细胞活性逐渐减弱,显

示出一定的量-毒关系。

随着 Aβ浓度的递减,诱导 NG108-15 分泌 TNF-

α量也依次递减, 表现出一定的量-效关系, 但 20

μmol·L - 1
组 TNF-α较 10 μmol·L- 1

组反而降低,分

析其原因,可能因 Aβ毒性过强, 细胞活性过于降

低,影响 TNF-α分泌所致。

根据以上结果,结合文献资料,确定 5 μmol·L
- 1

为 Aβ刺激细胞的适宜浓度。

3.2 Aβ25-35 对 NG108-15 细胞炎症因子及 TLR3、

TLR4 mRNA 表达的影响  表 3 数据表明, 正常

NG108-15 细胞分泌少量的 TNF-α、IFN-β。Aβ刺激

可诱导 NG108-15 细胞 TNF-α、IFN-β的过分泌, 与

空白对照组相比,有非常显著性差异( 均 P <0. 01) ,

·971·

第 16卷第 5期
2010年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 16, No.5
May, 2010



结果表明 Aβ可诱导该细胞的炎症反应。

数据还表明,正常 NG108-15 细胞表达一定量的

TLR3、TLR4。Aβ刺激可诱导 NG108-15 细胞 TLR3、

TLR4 mRNA 的过表达, 与空白对照组相比, 有非常

显著性差异( 均 P < 0. 01) 。结果提示, Aβ诱导的炎

症反应可能与 TLRs信号转导通路有关。
表 2 Aβ对 NG108-15细胞活性及 TNF-α水平的影响 ( 珋x±s)

分组
浓度

/μmol·L - 1
OD值

TNF-α

/ng·mL - 1

正常对照 — 1. 502 ±0. 231 13. 77 ±3. 85

Aβ25-35 20 0. 789 ±0. 0622) 24. 35 ±7. 482)

10 1. 024 ±0. 2232) 79. 48 ±16 . 862)

5 1. 103 ±0. 1552) 49. 91 ±6. 302)

2. 5 1. 148 ±0. 3541) 25. 67 ±11 . 651)

1. 25 1. 272 ±0. 1761) 24. 21 ±8. 601)

0. 625 1. 288 ±0. 176 17. 38 ±6. 83

  注 :与正常对照组比较1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01( 下同 ) 。

表 3 Aβ25-35对 NG108-15细胞炎症因子

及 TLR3、TLR4 mRNA 表达的影响 ( 珋x±s)

分组
TNF-α

/ng·mL - 1

IFN-β

/pg·mL - 1

TLR3

/ ΔΔCt

TLR4

/ ΔΔCt

正常对照 30. 58± 9.22 29.19±6. 24 1. 008±0. 130 1. 013±0.168

Aβ 76. 02±12.932) 95.61±8. 712) 5. 692±1. 0852) 3. 058±0.8152)

4 讨论

AD是老年人最常见的神经退行性疾病之一,近

年来,对 AD病因提出了许多假说,如 Aβ脑内过度

沉积、tau蛋白过度磷酸化、过氧化作用、炎症因素、

金属与细胞内 Ca
2 +
超载以及遗传因素等。越来越

多的证据表明天然免疫在 AD病理过程中起着决定

性作用。TLRs是参与机体固有免疫的一类古老蛋

白家族。研究表明, TLR4 与机体的免疫性炎症相

关, TLR3 则与抗双链 RNA 病毒有关
[ 6 ～7]
。TLRs是

机体天然免疫反应的第一道屏障, 外来因素激活

TLRs系统后,神经胶质细胞即对这一刺激因素产生

反应,并通过分泌炎症因子等其他因子破坏机体细

胞,进而产生一系列疾病。临床研究也表明, AD患

者脑内均存在炎症的发生, 且用抗炎药物治疗 AD

作用显著
[ 8 ]
。而参与 AD 的炎症反应是否通过

TLRs介导完成,目前国内外尚未见报道。

本研究复制了 Aβ25-35 刺激损伤 NG108-15 细

胞的 AD损伤细胞模型,证实高浓度的 Aβ25-35 可

降低 NG108-15 细胞的活性,同时诱导细胞对 TNF-

α、IFN-β等炎症因子的表达,表明 Aβ25-35 诱导 AD

可能与炎症相关,或部分相关。本文还研究了 Aβ

刺激与 TLRs 表达的关联性。结果显示 Aβ可使

TLR3、TLR4 mRNA 表达增强,表明 Aβ诱导 AD发

病可能与免疫性炎症有关,这一免疫性炎症可能是

通过 TLR3、TLR4 信号转导通路得以形成的。

本结果初步表明 TLRs 介导的免疫性炎症可能

参与了 AD病理形成过程,为从炎症角度防治 AD提

供了一定的实验依据。同时也从 TLRs角度建立了

AD体外细胞模型新的评价体系和指标,为从 TLRs

角度研究开发新的抗 AD药物提供了较好的细胞模

型。
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