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摘要　 目的　 研究螺旋 － 环 － 螺旋手型结构域蛋白家族成

员 Ｄ １ ／ ２（ＥＦｈｄ１ ／ ２）在阿尔茨海默病（ＡＤ）患者和模型小鼠

中的表达差异。 方法　 引用 ＡＤ 数据库（ＡｌｚＤａｔａ）中的数据

信息，比较 ＡＤ 患者中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 的表达变化；通过荧光定量

ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＤ 患者与健康对照者脑组织中

ＥＦｈｄ１ ／ ２ 的 ｍＲＮＡ 水平及蛋白水平变化；检测 ３ 月龄及 ６ 月

龄 ＡＤ 模型小鼠及野生型小鼠脑组织中 ｍＲＮＡ 及蛋白表达

变化；分离 ＡＤ 模型小鼠的小胶质细胞，通过 ＲＮＡ 高通量测

序（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）检测小胶质细胞中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 的变化。 结果 　
ＡＤ 数据库数据分析显示，在转录水平上，ＡＤ 患者 ＥＦｈｄ１ 表

达上升，而 ＥＦｈｄ２ 则下降。 ＡＤ 患者脑组织样品检测显示，
与健康对照者相比，ＡＤ 患者不同脑区中 ＥＦｈｄ１ 的表达均有

上升趋势，而 ＥＦｈｄ２ 则无差异。 在 ＡＤ 小鼠模型中，与野生

型小鼠相比，在 ３ 月龄及 ６ 月龄的 ＡＤ 模型小鼠中 ＥＦｈｄ１ 的

转录水平均无改变，但其蛋白水平上升；在 ３ 月龄 ＡＤ 模型

小鼠中 ＥＦｈｄ２ 的转录水平上升，在 ３ 月龄及 ６ 月龄的 ＡＤ 模

型小鼠脑组织中 ＥＦｈｄ２ 蛋白水平均无改变，但 ＥＦｈｄ２ 在 ６ 月

龄的 ＡＤ 模型小鼠的小胶质细胞中水平上升。 结论　 在 ＡＤ
模型小鼠及 ＡＤ 患者脑组织中 ＥＦｈｄ１ 水平均上升，提示 ＥＦ⁃
ｈｄ１ 可能在 ＡＤ 发生发展中起到重要作用；而在 ＡＤ 模型小

鼠的小胶质细胞中 ＥＦｈｄ２ 水平上升，提示 ＥＦｈｄ２ 在 ＡＤ 病理

相关的小胶质细胞激活和神经炎症中可能发挥重要作用。
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蛋白
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）患者常

伴有 β 淀粉样蛋白沉积，神经纤维缠结，小胶质细

胞激活导致的神经炎症等病理特征［１ － ２］，但致病的

具体机制仍亟待阐释清楚。 研究表明钙稳态在神经

退行性疾病中扮演重要角色［３ － ４］，小胶质细胞钙离

子稳态失衡加剧了神经炎症的发生，进而加重 ＡＤ
模型小鼠的病理及行为表现［５］。
　 　 钙离子稳态的维持离不开钙离子结合蛋白的调

控［６ － ７］，ＥＦｈｄ１ ／ ２ 是钙离子结合蛋白中的两个重要

成员［６，８］。 研究表明，神经元 ＥＦｈｄ１ 缺失会导致线

粒体功能障碍，轴突 ＡＴＰ 水平降低，进而影响轴突

的形态发生，导致神经元的死亡［９］；而 ＥＦｈｄ２ 则被

发现具有潜在的参与 ＡＤ 病理进程的作用［１０］。 但

关于二者在 ＡＤ 进程中的中枢神经系统内尤其是小

胶质细胞的具体变化尚不明确。 因而，该研究利用

ＡＤ 患者及模型小鼠的组织样品，观察在 ＡＤ 进程中

ＥＦｈｄ１ ／ ２ 的表达改变，并对比二者之间变化的差异，
为阐明 ＡＤ 发生发展的分子机制提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 研究对象　 ＡＤ 患者大脑额叶、颞叶和海马

组织各 ５ 例，健康对照者大脑额叶、颞叶和海马组织

各 ５ 例，样品均来自于中国医学科学院北京协和医

学院国家发育和功能人脑组织资源库；ＡＤ 模型小

鼠（过表达人 ＡＰＰ 基因的 Ｋ ７０ Ｎ ／ Ｍ ６７１ Ｌ、Ｉ ７１６ Ｖ
和 Ｖ １７１ Ｉ 突变及 ＰＳ １ 基因 Ｍ １４６ Ｌ 和 Ｌ ２８６ Ｖ 突

变）购于 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室，并由实验室繁育。 野生型

小鼠 １１ 只，ＡＤ 模型小鼠 ８ 只，体质量 ２０ ～ ３０ ｇ，饲
养于 ＳＰＦ 级动物房，饲养温度为 ２３ ℃，执行 １２ ｈ 昼

夜周期，小鼠可自由摄食及饮水。 所有动物相关实

验均经军事医学研究院动物福利委员会审查和批

准。
１． １． ２　 试剂及仪器　 ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司），辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠及兔的

二抗（天津三箭生物技术股份有限公司），荧光二抗

（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），ＢＣＡ 法检测蛋白含量试剂

盒（上海碧云天生物技术有限公司），反转录试剂盒

（莫纳生物科技有限公司），荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒
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（北京康润诚业生物科技有限公司），成年鼠脑解离

分选试剂盒（德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ 公司），所使用的

其他抗体见表 １。 低温离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ 公司），微量分光光度计（德国 ＩＭＰＬＥＮ 公司），
实时荧光定量 ＰＣＲ 分析仪（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司），酶标仪（瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司），单细胞解离器

（德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ 公司）。

表 １　 实验所用的主要抗体

抗体名称 生产商 货号 稀释比例

ＥＦｈｄ２ 成都正能生物技术有限责任公司 １６３７６１ １ ∶ １ ０００
β⁃ａｃｔｉｎ 美国 Ｅｎｇｉｂｏｄｙ 公司 ＡＴ ０００１ １ ∶ ５ ０００
ＥＦｈｄ１ 美国 ＮＯＶＵＳ 公司 ＮＢＰ １ －７７１３４ １ ∶ ２５０
ＩＢＡ １ 美国 ＮＯＶＵＳ 公司 ＮＢ １００ － １０２８ １ ∶ ４００

１． ２　 方法　
１． ２． １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验　 分取大脑组织，加入 ５００ μｌ
ＴＲＩｚｏｌ，匀浆机震荡裂解 ３ ｍｉｎ，冰上孵育 １５ ｍｉｎ，重
复震荡一次后冰浴 １５ ｍｉｎ，加入 １００ μｌ 氯仿萃取，
充分混匀后冰上静置至液体出现清晰分层，１４ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后吸取 ２００ μｌ 上清液至加有 ３００
μｌ 异丙醇的新离心管中，混匀之后在冰上静置 ２０
ｍｉｎ，１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后弃上清液，加入 ５００
μｌ ７０％乙醇溶液，混匀后 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，
弃掉上清液后再次 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ，吸弃上

清液后晾干，加入 ３０ μｌ 无 ＲＮＡ 酶纯水溶解，微量

分光光度计测定浓度，取 １ μｇ 总 ＲＮＡ 利用反转录

试剂盒进行反转录，ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光染料法进行荧

光定量 ＰＣＲ 检测分析，引物序列见表 ２。

表 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

引物名称 序列
产物长度

（ｂｐ）
Ｍｏｕｓｅ⁃ＥＦｈｄ１ Ｆ：５′⁃ＣＧＧＡＣＴＣＣＧＡＡＣＴＧＡＡＣＣＴＣ ⁃３′ １０９

Ｒ：５′⁃ ＡＡＣＴＣＣＧＧＧＡＡＣＴＣＧＧＴＧＴＡ⁃３′
Ｈｕｍａｎ⁃ＥＦｈｄ１ Ｆ：５′⁃ ＴＧＧＧＡＧＡＧＴＴＧＣＡＧＴＡＴＧＡＣＧ⁃３′ １４８

Ｒ：５′⁃ ＡＧＣＴＴＧＣＣＡＴＣＧＡＡＧＴＣＣＴＣ⁃３′
Ｍｏｕｓｅ⁃ＥＦｈｄ２ Ｆ：５′⁃ＣＡＧＧＧＡＴＧＧＣＴＴＣＡＴＣＧＡＣＣ ⁃３′ １００

Ｒ：５′⁃ＣＡＣＣＴＣＣＴＧＧＡＴＣＡＴＡＣＴＣＴＴＧＡ ⁃３′
Ｈｕｍａｎ⁃ＥＦｈｄ２ Ｆ：５′⁃ＡＡＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧＴＴＣＡＡＧＣＡＧ ⁃３′ ９０

Ｒ：５′⁃ ＡＡＧＴＴＴＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＡＧＴＴＴＴＡＧＣＴＣＣ⁃３′
Ｍｏｕｓｅ⁃β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５′⁃ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ ⁃３′ １５４

Ｒ：５′⁃ ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ⁃３′
Ｈｕｍａｎ⁃β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５′⁃ ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ⁃３′ ２５０

Ｒ：５′⁃ ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ⁃３′

１． ２． ２ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 分别取小鼠 ／人大脑组

织，加入 ５００ μｌ ＲＩＰＡ 组织裂解液（已加好蛋白酶抑

制剂），匀浆机震荡裂解 ３ ｍｉｎ，冰上孵育 １５ ｍｉｎ，重
复震荡一次，冰浴 １５ ｍｉｎ，４ ℃、１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，吸取上清液后使用 ＢＣＡ 法测定蛋白含量，
使用上述裂解液将各样品蛋白浓度调至一致，加入

适量体积 ６ × ＳＤＳ 上样缓冲液制备好蛋白样品。 进

行常规 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验步骤，包括上样 ８０ Ｖ 电泳

３０ ｍｉｎ，１２０ Ｖ 电泳 １ ｈ，２５０ ｍＡ 转膜电泳 ２ ｈ，５％脱

脂奶粉室温封闭 １ ｈ，一抗 ４ ℃孵育过夜，ＨＲＰ 标记

的二抗 １ ∶ ５ ０００ 稀释后室温孵育 １ ｈ，使用 ＥＣＬ 化

学发光液显影，Ｘ 射线胶片压片。 将获得的 Ｘ 射线

胶片扫描成像，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值并统计。
１． ２． ３　 小鼠基因型鉴定　 剪取小鼠脚趾或鼠尾约

３ ｍｍ 至离心管中，每管加入鼠尾组织裂解液及蛋白

酶 Ｋ，５５ ℃水浴裂解过夜；震荡充分后 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ，将上清液转移至 ２００ μｌ 异丙醇中沉淀

核酸；而后 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，弃去上清液；
加入 ５００ μｌ ７５％ 乙醇溶液洗沉淀，充分震荡后

１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，弃上清液；１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ 后将上清液悉数弃去，开盖置于空气中

晾干 １５ ｍｉｎ，加入 ８０ μｌ 蒸馏水溶解沉淀 １５ ｍｉｎ；利
用诺唯赞 ＰＣＲ 试剂鉴定小鼠基因型，鉴定的引物为

Ｆ： ５′⁃ＡＡＴＡＧＡＧＡＡＣＧＧＣＡＧＧＡＧＣＡ⁃３′； Ｒ： ５′⁃ＧＣ⁃
ＣＡＴＧＡＧＧＧＣＡＣＴＡＡＴＣＡＴ⁃３′；ＰＣＲ 程序为 ９４ ℃ ３
ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５４ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循

环；７２ ℃ ２ ｍｉｎ；４ ℃ 保存。
１． ２． ４　 硫磺素 Ｓ（ ｔｈｉｏｆｌａｖｉｎｅ Ｓ，ＴＳ）与免疫荧光染色

　 ０. ７％戊巴比妥钠麻醉小鼠，生理盐水灌流后取脑

组织，４％ 多聚甲醛 ４ ℃固定 ２４ ｈ，１５％ ～３０％梯度

蔗糖溶液各脱水 １２ ｈ 后 Ｏ． Ｃ． Ｔ 包埋， － ８０ ℃速冻

后，于冰冻切片机切取 ４０ μｍ 厚冰冻切片，ＰＢＳ 清洗

３ 次后用 ０. ００２％ ＴＳ 染色，５０％ 乙醇溶液漂洗，ＰＢＳ
漂洗 ３ 次，１０％ 马血清、０. ０３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ
封闭 １ ｈ，封闭液稀释 ＩＢＡ １ 抗体 ４ ℃ 孵育过夜，
ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，荧光二抗 １ ∶ ４００ 室温孵育 １ ｈ，ＰＢＳ
漂洗 ３ 次，封片后晾干，激光共聚焦显微镜观察并拍

摄图片。
１． ２． ５　 成年小鼠原代小胶质细胞分选　 小鼠麻醉

后灌流取脑组织，预冷的 ＤＰＢＳ 润洗后切碎，转移至

Ｃ 管加入 ２ ｍｌ ｍｉｘ １（试剂盒内酶 Ｐ ∶ 缓冲液 Ｚ ＝
１ ∶ ３９）和 ３０ μｌ ｍｉｘ ２（试剂盒内酶 Ａ ∶ 缓冲液 Ｙ ＝
１ ∶ ２）后安装至单细胞解离器，运行 ＡＢＤＫ⁃１ 程序

３０ ｍｉｎ，１０ ｍｌ ＤＰＢＳ 将裂解产物重悬，经 ７０ μｍ 滤网

过滤后转移至 ５０ ｍｌ 离心管，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，弃去上清液后加入 ３ １００ μｌ ＤＰＢＳ 重悬，转移至

·０３５１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｏｃｔ；５７（１０）



１５ ｍｌ 离心管，加入 ９００ μｌ 去髓鞘液混匀，轻柔加入

４ ｍｌ ＤＰＢＳ，离心机升降速率均调整为零，５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃去上清液后加入 ０. ５ ｍｌ 裂红

液重悬，冰上孵育 １０ ｍｉｎ，加入 ５ ｍｌ ＰＢ 缓冲液，重
悬后 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，８０ μｌ ＰＢ 缓冲液重

悬，２０ μｌ ａｎｔｉ⁃ＣＤ １１ ｂ⁃ｂｅａｄｓ 孵育 １０ ｍｉｎ，２ ｍｌ ＰＢ 缓

冲液重悬，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，过润洗好的吸

附柱，２ ｍｌ ＰＢ 缓冲液润洗，最后用 １ ｍｌ ＰＢ 缓冲液

洗脱，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，收集细胞，加入 ＴＲＩｚｏｌ
后提取 ＲＮＡ 送样进行 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

进行统计学分析，定量数据以平均值 ± 标准差（�ｘ ±
ｓ）表示，组间的数据比较采用非配对 ｔ 检验，以 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 数据库中 ＡＤ 患者 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 蛋白表达变化　

为了研究 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 蛋白是否与 ＡＤ 相关，本研究调

取了 ＡＤ 数据库（ＡｌｚＤａｔａ，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ａｌｚｄａｔａ． ｏｒｇ ／ ）
中 ＡＤ 患者及健康对照者的数据信息，将数据信息

筛选分类后进行统计分析作图，结果如图 １ 所示，与
健康对照者相比，ＡＤ 患者额叶（图 １Ａ － １Ｃ）、海马

（图 １Ｄ －１Ｆ）和颞叶（图 １Ｇ － １Ｉ）组织中，ＥＦｈｄ１ 的

表达水平呈增加的趋势，不同数据集中则略有差异；
ＥＦｈｄ２ 的表达水平呈减少的趋势，同样在不同数据

集中略有不同。
２． ２　 ＡＤ 患者样品中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 的表达变化　 本研

究收集了 ５ 对 ＡＤ 患者及健康对照者的脑组织样品

（表 ３），并检测了 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 表达水平的变化。 共检

测了包括人脑的额叶、海马和颞叶在内的 ３ 个不同

脑区（图 ２Ａ）。 与健康对照者（１. １８５ ± ０. ５６２）相

比，在 ＡＤ 患者额叶中 ＥＦｈｄ１ 转录水平（６. ４１２ ±
１. ７９７）上升（图 ２Ｂ），差异有统计学意义（ ｔ ＝ ２. ９０９，
Ｐ ＝ ０. ０２０）；与健康对照者（１. ３６１ ± ０. ９００）相比，

图 １　 ＡｌｚＤａｔａ 数据库中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 在 ＡＤ 患者和健康对照者脑内的表达变化

　 　 Ａ － Ｃ：额叶中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 变化（ＧＳＥ １５２２２：健康对照者，ｎ ＝ ４０；ＡＤ 患者，ｎ ＝ ３１） （ＧＳＥ ５２８１：健康对照者，ｎ ＝ １１；ＡＤ 患者，ｎ ＝ ２３）
（ＧＳＥ ３６９８０：健康对照者，ｎ ＝ １８；ＡＤ 患者，ｎ ＝ １５）；Ｄ － Ｆ：海马中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 变化（ＧＳＥ ２９３７８：健康对照者，ｎ ＝ １６；ＡＤ 患者，ｎ ＝ １６）；
Ｇ － Ｉ：颞叶中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ｍＲＮＡ 变化（ＧＳＥ ３７２６３：健康对照者，ｎ ＝ ８；ＡＤ 患者，ｎ ＝ ８）；与健康对照者比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜
０. ０００ １
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表 ３　 组织样品信息

类别 性别 年龄（岁） 组织

健康对照者 男 ７８ 额叶、海马、颞叶

健康对照者 男 ９３ 额叶、海马、颞叶

健康对照者 男 ９５ 额叶、海马、颞叶

健康对照者 男 ８９ 额叶、海马、颞叶

健康对照者 男 ７０ 额叶、海马、颞叶

ＡＤ 患者 男 ９４ 额叶、海马、颞叶

ＡＤ 患者 男 ８７ 额叶、海马、颞叶

ＡＤ 患者 男 ９３ 额叶、海马、颞叶

ＡＤ 患者 男 ７７ 额叶、海马、颞叶

ＡＤ 患者 男 ７８ 额叶、海马、颞叶

ＡＤ 患者颞叶中 ＥＦｈｄ１ 转录水平（８. ７９９ ± ３. ７７２）有
升高的趋势（ ｔ ＝ １. ９７２，Ｐ ＝ ０. ０８４，图 ２Ｄ）；而在海马

区无变化 （图 ２Ｃ）；ＥＦｈｄ２ 均无变化（图 ２Ｂ － ２Ｄ）；
未检测到 ＥＦｈｄ１ 蛋白表达，ＥＦｈｄ２ 蛋白则与 ｍＲＮＡ

结果一致，在 ＡＤ 患者中无变化（图 ２Ｅ － ２Ｈ）。
２． ３　 ３ 月龄 ＡＤ 模型小鼠中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 蛋白的表达

变化　 考虑到个体差异的影响，本研究选用基因背

景一致的 ＡＤ 模型小鼠进行分析。 选用 ３ 月龄的野

生型及 ＡＤ 模型小鼠，ＴＳ 染色结果表明 ＡＤ 模型小

鼠在 ３ 个月时海马 ＤＧ 区 Ａβ 斑块较少（图 ３Ａ）。 进

一步对 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 的表达变化进行检测，结果显示，
在 ＡＤ 病程早期即 ３ 月龄时，与野生型小鼠（１. ０００
± ０. ０８３）相比，ＡＤ 模型小鼠中 ＥＦｈｄ２ ｍＲＮＡ 水平

（１. ２８８ ± ０. ０９９）升高（ ｔ ＝ ２. ８９７，Ｐ ＝ ０. ０１８），见图

３Ｂ，ＥＦｈｄ１ 则无变化；但较野生型小鼠 ＥＦｈｄ１ 的蛋

白水平（１. ０００ ± ０. １１８），ＡＤ 模型小鼠 ＥＦｈｄ１ 的蛋

白水 平 （ １. ５２７ ± ０. １００ ） 升 高 （ ｔ ＝ ５. ２６１， Ｐ ＜
０. ０００ １），见图 ３Ｃ － ３Ｄ，ＥＦｈｄ２ 则无变化。

图 ２　 ＡＤ 患者中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 表达变化

　 　 Ａ：组织样品部位模式图；Ｂ － Ｄ：各部位组织 ＥＦｈｄ２ ｍＲＮＡ 表达变化（ｎ ＝ ５）；Ｅ － Ｈ：各部位组织 ＥＦｈｄ２ 蛋白水平变化及统计分析；与健康对

照者比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ３　 ３ 月龄 ＡＤ 模型小鼠 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 变化

　 　 Ａ：脑切片 ＴＳ 和免疫荧光染色结果 × ２００；Ｂ：ＥＦｈｄ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达变化（野生型，ｎ ＝ ６；ＡＤ 模型，ｎ ＝ ５）；Ｃ － Ｄ：ＥＦｈｄ１ ／ ２ 蛋白水平变化及统

计分析；与野生型比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ４　 ６ 月龄 ＡＤ 模型小鼠及其小胶质细胞中 ＥＦ⁃
ｈｄ１ ／ ２ 蛋白表达变化　 小鼠脑组织 ＴＳ 染色结果表

明，６ 月龄 ＡＤ 模型小鼠脑组织中已有大量 Ａβ 斑块

沉积（图 ４Ａ）。 同时相较野生型（１. ０００ ± ０. ３５２），６
月龄 ＡＤ 模型小鼠 ＥＦｈｄ１ ｍＲＮＡ 水平 （１. ４９２ ±
０. ２３８）有上升的趋势（ ｔ ＝ ２. ０６７，Ｐ ＝ ０. ０８４），见图

４Ｂ，但 ＥＦｈｄ２ 无变化； 而相较野生型 （ １. ０００ ±
０. １０９），ＥＦｈｄ１ 蛋白水平（１. ３５７ ± ０. １２２）上升（ ｔ ＝
２. ９３０，Ｐ ＝ ０. ０２６），ＥＦｈｄ２ 无变化，见图 ４Ｃ、４Ｄ。 考

虑到小胶质细胞只占中枢神经系统细胞的 １０％ 左

右，整体脑组织中 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 的表达变化并不能代表

其在小胶质细胞中的表达改变。 因此，本研究分离

了 ６ 月龄野生型和 ＡＤ 模型小鼠的小胶质细胞，通
过 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 检测 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 的表达变化。 ６ 月龄小鼠

小胶质细胞测序结果显示，ＥＦｈｄ１ 表达水平差异无

统计学意义；相较野生型（１. ０００ ± ０. ０７４），ＡＤ 模型

小鼠小胶质细胞 ＥＦｈｄ２ 表达水平（１. ５１１ ± ０. ０９３）
升高（ ｔ ＝ ５. ５２９，Ｐ ＝ ０. ０３１），见图 ４Ｅ。

３　 讨论

　 　 随着人口老年化的加剧，神经退行性疾病尤其

ＡＤ 成为倍受大家关注的重大疾病。 ＡＤ 的发病机

制目前有很多假说，包括 Ａβ 沉积、神经纤维缠结、
胆碱能神经元假说等，但都不能全面解释疾病的发

生发展。 研究［５］表明，小胶质细胞的过度活化可能

是 ＡＤ 病理过程中重要的一环，而在此过程中，小胶

质细胞的钙稳态紊乱在其激活过程中的作用不容忽

视，而通过调节小胶质细胞内钙离子平衡可以改善

ＡＤ 小鼠出现的认知功能下降。
　 　 细胞钙稳态离不开钙离子结合蛋白的作用，钙
离子结合蛋白超家族包括 ２００ 多个成员［１１］，其中包

括近些年发现的 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 蛋白。 ＥＦｈｄ１ 主要被认为

与线粒体关联，进而调节肌肉前体细胞和神经元的

分化和凋亡，提示其在神经退行性疾病中可能存在

的作用；ＥＦｈｄ２ 则已有许多 ＡＤ 相关的研究，多数伴

随着细胞骨架，尤其是 Ｔａｕ 蛋白的缠结［１２］。 研

究［１２］表明，在 ＡＤ 进程中， ＥＦｈｄ２ 发生变化，但有的

研究表明 ＡＤ 病程中 ＥＦｈｄ２ 表达水平是上升的，另
有研究则是下降的。 为了研究在 ＡＤ 进程中，ＥＦ⁃
ｈｄ１ ／ ２ 蛋白的变化情况，本研究采用来自北京协和

医院的临床患者标本及不同 ＡＤ 病理时期的模型小

鼠 ，检测了这两种蛋白ｍＲＮＡ及蛋白水平的变化，
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图 ４　 ６ 月龄 ＡＤ 模型小鼠 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 表达变化及小胶质细胞测序结果

　 　 Ａ：脑切片 ＴＳ 和免疫荧光染色结果 × ２００；Ｂ：ＥＦｈｄ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达变化（野生型，ｎ ＝ ５；ＡＤ 模型，ｎ ＝ ３）；Ｃ － Ｄ：ＥＦｈｄ１ ／ ２ 蛋白表达变化及统

计学分析；Ｅ：小胶质细胞 ＥＦｈｄ１ ／ ２ 表达变化（野生型，ｎ ＝ ６；ＡＤ，ｎ ＝ ６）；与野生型比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

结果显示在 ＡＤ 发展时，不同部位脑区的 ＥＦｈｄ１ 转

录水平都是上升的。 有研究［９］ 表明 ＥＦｈｄ１ 与线粒

体功能相关，提示 ＥＦｈｄ１ 的改变可能与 ＡＤ 病理条

件下线粒体的功能紊乱相关；本研究中 ＥＦｈｄ２ 转录

及蛋白水平均无变化，这与之前的研究有所不同，这
可能是由于不同的 ＡＤ 病理分期以及实验方法和抗

体等的差异造成的。 在 ＡＤ 模型小鼠中，ＥＦｈｄ１ 在 ３
月龄及 ６ 月龄小鼠中蛋白含量上升，但 ｍＲＮＡ 水平

却无变化，提示在 ＡＤ 病理条件下 ＥＦｈｄ１ 可能存在

转录后修饰的调控过程，从而介导了 ＥＦｈｄ１ 蛋白的

稳定；ＥＦｈｄ２ 则在 ３ 月龄小鼠和 ６ 月龄小鼠中 ｍＲ⁃
ＮＡ 和蛋白水平差异均无统计学意义，提示在 ＡＤ 模

型小鼠中，ＥＦｈｄ２ 变化与 ＡＤ 患者表现一致，整体蛋

白表达水平无变化。
　 　 在 ＡＤ 发展过程中，脑内不同神经细胞的变化

是不同的。 小胶质细胞作为脑内的一类免疫细胞，
在 ＡＤ 的发生发展过程中发挥重要作用［５］。 同时有

研究［１３］利用单细胞测序技术检测发现，随着 ＡＤ 的

进程，脑内出现一类与疾病密切相关的小胶质细胞，
并命名为 ｄｉｓｅａｓｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ（ＤＡＭ）。 本研

究利用小鼠脑组织解离及细胞分选技术，将 ６ 月龄

的野生型和 ＡＤ 模型小鼠的小胶质细胞分选出来，
提取 ＲＮＡ 之后进行 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析，结果显示小胶质

细胞内与小鼠脑组织整体的变化趋势存在不同，即
ＥＦｈｄ１ 的 ＲＮＡ 水平在野生型和 ＡＤ 模型小鼠中并

无差异，但 ＥＦｈｄ２ 则上升。 在 ＡＤ 病理条件下，大量

Ａβ 的刺激促使小胶质细胞迁移能力增加，以便快速

迁移到斑块周围发挥吞噬作用。 有研究［１４］ 表明

ＥＦｈｄ２ 与 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 存在密切联系，进而介导细胞的迁

移， 因此提示 ＥＦｈｄ２ 可能在小胶质细胞迁移和吞噬

Ａβ 斑块过程中发挥重要作用。
　 　 本研究对比了 ＥＦｈｄ１ 和 ＥＦｈｄ２ 在 ＡＤ 模型小鼠

及 ＡＤ 患者中的表达变化，结果表明 ＥＦｈｄ１ 表达均

上升，而 ＥＦｈｄ２ 变化趋势则不完全一致。 ６ 月龄 ＡＤ
模型小鼠小胶质细胞中 ＥＦｈｄ２ 表达上升，提示 ＡＤ
病理条件下脑内不同神经细胞分子表达和功能存在

巨大差异，ＥＦｈｄ２ 可能在小胶质细胞激活和神经炎

症产生中发挥重要作用，但具体作用和分子机制需

要进一步研究。
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