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摘 要
: 【目的」主动和被动免疫可以显著改善阿尔茨海默病 ( A)D 的病理和临床过程

,

抗 A日抗体在 A D 预

防和治疗中的作用已得到肯定
,

测定健康人群外周血中的抗 A p 抗体的水平将有助于了解 A D 发病机制
。

【方

法】收集 卜89 岁共 21 0 例健康人群的血清标本
,

以 10 岁为一个年龄组
,

共 9 组
。

采用间接 E u s A 法测定所收集

人群的血清中抗 A p 抗体的相对滴度
,

并用 W es ter n bl ot 法检测其抗 A p抗体的特异性
。

【结果】健康人外周血中

普遍存在抗 A p 抗体
,

并且随年龄血清中抗 A日抗体水平逐渐增加
,

回归分析呈现线性关系 ;在 60 岁以上年龄

组
,

抗体水平显著高于 60 岁以下的各年龄组 (P < .0 01 )
。

Wes ter n bl ot 的结果显示抗 A p 抗体可以识别 p
一

淀粉样

蛋白
。

[结论 ] 健康人群血清中存在着特异性的抗 A p抗体
,

抗体的滴度呈依龄性增加
。
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阿尔茨海默病 ( A l z h e i m e r ’ 5 d is e a s e ,

A D )主要

的病理特征是老年斑和神经纤维缠结
,

老年斑的核

心是一种呈聚集状态的含 42 个氨基酸的多肤
,

称

p 淀粉样蛋白 (
a m y l o sd p

一 p r o te sn ,

A p )
。

脑内淀粉

样蛋白的过量聚集或过多的老年斑被认为是导致

A D 发病的关键因素
,

这就是所谓的
“

淀粉样蛋 白

学说
” 。

目前研究 A D 预防和治疗的热点也集中在

减少 A p 的产生
、

沉积和增加 A p 清除等方面
。

19 9 9 年 S c h e n k 等〔’ 〕发现抗 A日抗体可以清除

老年斑并可预防老年斑的形成
。

我们也发现用 A队
2

及其片段 A p
巧
诱导产生 的抗 A俘抗体可以减轻淀

粉样蛋白对 P C 12 细胞的毒性
,

有效地减少 T g 2 5 7 6

转基因鼠的 A D 样病理改变
,

并且使认知功能得到

改善
,

表明抗 A p 抗体在 A D 的预防和治疗有重要

的作用 z[,3 〕。 D u

等 [’ ]研究发现正常人和 A D病人组

的 血清中均有抗 A日抗体
,

两组抗体都能与 A p 和

老年斑结合但 A D 病人的抗体水平低于健康对照

组
。

因此推测抗 A p 抗体可能在 A D 的发病中起一

定作用
。

由于 目前尚未有大量健康个体血清中抗

A p 抗体水平的报道
,

我们检测了广州地区不同年

龄段的 2 10 名健康个体血清中抗 A p 抗体的相对

滴度
。

色后
,

2 m 0 F L 硫酸溶液 50 卜 L 中止反应 ; ⑦酶标

仪测定每孔的 A 值 (波长为 4 92
n m )

,

以 P / N ) .2 1

为阳性结果
。

取出现阳性结果的最高稀释倍数的倒

数为该样品的滴度
,

20 m in 内测定实验结果
。

}卿陛

对照用单克隆抗体 B a m 10 s( i g m a
公司 )

,

稀释浓度

为 :1 2 00 0 和过氧化物酶标记的羊抗小鼠 l g G (武

汉博士德公司 )
,

阴性对照组为不包被 A队
2

的倍比

稀释的血清
。

1
.

3 W es et rn bl ot 法测定血清抗 A p 。 抗体的特异
l

性

将 2 林g A氏
2

与谷胧甘肤 S 转移酶 ( G s )T 反应

组成 G s T一A p
42
融合蛋白 (中山大学药学院合成 )

,

融合蛋白的相对分子质量为 3 1 xl 0
, 。

取融合蛋白进

行 W
e s t e rn b l o r免疫印迹杂交

。

W
e s t e r n b lo t 的方法

参考文献【5 ]
。

将所得的凝胶蛋白转至聚双氟乙烯

( P V D )F 膜后
,

加人正常人血清 37 ℃孵育过夜
,

然

后加人过氧化物酶标记的羊抗人 Ig G (武汉博十德

公司 )
,

稀释倍数为 :11 0 00
,

孵育后 l h 后以二氨基

联苯胺 ( D A B )显色
,

0
.

0 1 m o l / L P B S 中止
。

1
.

4 统计学分析

各组抗体滴度数值用均数
士
标准差 (无七 )表示

,

对各组进行方差检验
,

全部数据采用相关分析和回

归分析
。

统计工具为 s Pss 11
.

0 软件包
。

1 材料与方法
2 结 果

1
.

1 研究对象

收集广州地区 2 10 例健康人群的血清标本
,

从

l 岁到 89 岁
,

以 10 岁为一个年龄组
,

共 9 组
。

血清

标本由中山大学附属第一医院
、

孙逸仙纪念医院和

肿瘤医院的体检中心提供
。

其中男 124 例
,

女 86

例
。

各组内男女的年龄无差别
。

1
.

2 检测方法

血清抗体的检测参照 D u
等 [’]

,

采用间接 E u S A

法
:

① 9 6 孔聚苯乙稀反应板 ( JE T 公司
,

C a n a d a
)

,

A p
4 2

( G e n e m e d s y n t h e s i s
公司

,

U S A ) l 协g 溶于 100

林L包被稀释液
,

37 ℃孵育过夜 ; ② PB s T (0
.

s m l/ L

孙
e e n Z o 一P B S ) 2 0 0 卜 L 洗涤 3 次

,

每次 3 m i n ,

去除

贴壁气泡 ; ③ 5 以 L 的明胶每孔 2 00 林L 封闭
,

37

℃ 孵育 l h
。

洗涤同上 ; ④ 加人倍比稀释的血清标

本
。

每孔 100 林L
,

37 ℃孵育 Z h
。

洗涤同上 ;⑤ 过

氧化物酶标记的羊抗人 I g G (武汉博士德公司 )
,

:l

2 o 0() 稀释
,

每孔 10 0 协 L
,

3 7℃孵育 Z h
,

洗涤同上 ;

⑥ 加底物液 (含邻苯二胺和过氧化氢 ) 100 林L 显

2
.

1 抗体结果分析

21 0 例正常人的外周血中均测出抗 A p 抗体
,

抗体水平总体上呈年龄依赖性增加
。

以 10 岁为一

个年龄组
,

各年龄组的抗 A p 抗体的水平随年龄的

增加而逐渐增加
。

单因素方差分析显示 60 岁以上

的 3 组间抗体滴度差异无显著性 (P
> .0 05 )

,

但明

显高于 60 岁以前的 6 组 (尸 < .0 01 )
,

60 岁以前的 6

组组间差异不明显 (尸 > .0 05 )
。

男
、

女性人群之间抗

体水平总体上男性高于女性 (尸 < .0 05 )
。

在 30
一

39

岁
、

4 0 、 4 9 岁
、

5 0 ~ 5 9 岁和 7 0 ~ 7 9 岁组女性抗体的

水平高于男性 (表 1 )
。

2
.

2 W e s et r n b l o t 分析

W es et m bl ot 结果表明正常人外周血清中存在

有抗 A日抗体
,

此抗体可 以与转至 P V D F 膜上 的

A队
一

GS T 融合蛋白特异性结合并显色 (图 l )
。

图 1

为一 73 岁的正常男性血清与 P V D F 膜的共孵育

后
,

用 D A B 显色
,

可见在约 3 I ku 处出现特异性条
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等
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带
,

此条带为 A p 42一 G S T 融合蛋白与血清中抗 A p

抗体结合的位点
。

表 1 国人各年龄组抗 A日抗体平均水平

hT b le l T h
e a v e ar g e t i t e ,

·

o f a n t i
一

日
一 a m y l

o id a n t i b o
d i e s i n

e a e h g or u P

G, p(y
ae o o ld ) N(

m
al

e /fe, aln e
) M日e

F
e m al

e
OT t al

0一 9 22 ( 10 / 12 ) 1 2 50土 1 14 2 808士92 2 1 X() 9士 1 02 7

1 0一 19 2 4 ( 12 / 12 ) 1 30(} 士996 1 0 83土 1 106 1 1 91士 1 035

20一 29 22 ( 1 1 / 1 1 ) 1 7 2 7士 1 7 80 16X() 士 1 324 1 664士 1 532

30一 39 15 (7 / 8 ) 1 57 1士 1 2 3 5 2 0X() 士 1 8 14 1 800士 1 533

4--0 4 9 3 2 (2 1 / 1 1 ) 2 80() 士 1 6 39 3 09 1土2 2 8 4 2 900士 1 8 5 4

50一 5 9 2 2 ( 139/ ) 2 80() 士2 2 6 3 2 9 93士 1 4 2 8 2 87 9士 1 92 7

60一 69 3 7 (2 9 / 8 ) 4 8 8 3土2 567 3 5 0 0士2 4 91 4 5 8 4士2 58 1

7 0一 79 19 ( 12 7/ ) 5 6X() 土2 7 7 1 6 17 1土2 6 82 5 81 1士2 67 8

80 以上 17 (9 / 8 ) 4 4 9 3土3 0 80 3 7 7 1士 3 0 1 9 4 19 6士3 039

OT tal 2 10 ( 12 4 / 8 6 ) 3 2 5 6土2 32 2 52 7士2 54 2 96 1士2 5 17

.2 3 相关性和回归分析

相关性分析表明年龄与抗 A p 抗体水平有明

显的相关性
,

相关系数为 0
.

56 7
。

随着年龄的增加
,

抗体水平也逐渐增加
,

呈正相关 (图 2 )
。

3 讨 论

ku M L

图 1 7 3 岁的正常男性血清与 P V D F 膜的共孵育后 D A B

显色

F ig
.

1 N o

mr
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图 2 血清中抗体水平的分布和回归曲线 ( C ub ic 模型 》

F i g
.
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山 e er g er iSS o n e u r v e e s ti m a it o n
(

e u b ie m o d e ls
)

正常情况下
,

淀粉样蛋 白前体蛋白 (
a m y ilo d

p r e e u r s o r p or te i n ,

A p p )的代谢以 a 裂解酶的裂解

为主
,

其裂解产物不包含完整的 A队
2
片段

,

同 A D

病人比较
,

健康人体内只有较少的 A p42 产生
,

且在

脑内有少量淀粉样斑块的形成和聚集
。

由于遗传或

其他因素
,

A P P 转以 日和 , 裂解酶的裂解为主
,

产

生了较多的病理性 A日42
。

现有研究表明无论是可

溶性的 A p 42 还是聚集性的 A p
42 ,

在中枢神经系统

和外周血液循环中均表现出多种神经毒性
,

因此清

除体内过多的 A p42 是 A D 发病和治疗研究的重

点
。

研究表明即使在健康人
,

脑内 A队
2

的水平和

老年斑的数量是随年龄的增加而逐渐增加
,

但血清

中的 A p42 水平不能完全准确地反映这种变化 囚
。

oJ h n s o n
等川发现年龄是脑内 A p 聚集最主要的危

险因素
,

此外
,

带有载脂蛋白 ( A P o ) s4 等位基因的

个体及绝经后女性也是危险因素
,

后者可能与雌激

素水平的下降有关
。

在正常小鼠
,

大鼠
,

狗
,

S A M

鼠
、

P D A P P转基因鼠
,

A P 0 s4 基因敲除鼠等均发现

有类似的情况
。

因此
,

我们发现随年龄增加
,

血清中

针对 A p 的抗体逐渐增加的现象
,

可能是由于正常

人体内
、

特别是脑内淀粉样蛋 白或老年斑逐渐增

加
、

聚集
,

这些聚集的淀粉样蛋白暴露出相应的抗

原表位
,

诱导机体产生针对 A你
2
的自身抗体

。

抗

A p 抗体的依龄性增加反映出体内 A p 42 逐渐聚集

的趋势 s[]
。

实验证实只有呈聚集的 A队
:
而不是可溶

性的 A日能介导抗体产生
。

人体的免疫系统具有保护作用
,

我们推测抗

A p抗体的增加可能是人体一种正常的减轻 A p 毒

性
、

防止认知功能衰退的代偿机制
。

虽然脑内 A队
2

聚集和老年斑形成也逐渐增加
,

但正常人体内抗

A日抗体的依龄性增加表明免疫反应可持续增强
。

因为机体正常下也可以产生少量 A p 42 ,

机体的这种

免疫反应是如何逃避中枢和外周免疫耐受或进行

阳性选择的尚待进一步研究
。

M o n s o n e g。 等 [9 ]的研究表明 A p 反应性 T 细胞

在人体是能终生存在
,

并且在老年人
,

针对 A p 的

免疫反应得到加强
,

这可以解释在老年组
,

血清中
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抗 A p 抗体明显高于年轻各组
。

因此健康人随年龄

的增加
,

针对 A日免疫反应增加
,

抗体的产生逐渐

增多
,

到老年阶段
,

这种免疫应答进一步得到加强
,

以延缓认知功能衰退
。

而在年轻时期
,

脑内淀粉样

斑的形成不明显
,

因此
,

难以诱导产生高水平的抗

A p 抗体
。

A D 免疫治疗的实验表明抗 A俘
42
抗体具有以

下 3 种可能的作用
:

① 降解斑块作用
:
抗体通过

F 。
介导小胶质细胞吞噬老年斑 ; ② 周围沉积作

用
:
通过在外周血循环中与 A p 结合形成抗原

一
抗

体复合物
,

加速 A p 从脑内流 出 ; ③ 抑制聚集作

用
:
与 A p 结合后

,

阻断了 A俘的纤维性聚集
“ ’ 0]

。

目

前抗 A p 抗体在外周的作用逐渐引起重视
,

抗 A p

抗体可以清除血液中可溶性 A p
,

使脑内的淀粉样

蛋白加速向外周移动
,

降低脑内 A p 聚集 l川
。

人体

试验表明抗 A日抗体可以识别老年斑
,

预防 A日42 纤

维聚集
,

防止 A队
:
对 P C 12 细胞的毒性 ;接受免疫

治疗的 A D 病人 l 年内认知水平得到保持稳定
,

部

分病人的 M M s E 分数还有所增加圈
。

D u
等 〔” ]发现

,

从人血清中分离纯化的抗 A p

抗体可以与可溶性的 A p 和纤维性 A日结合
,

不仅

防止 A p 纤维聚集
,

还使纤维聚集的 A p 结构降解 ;

体外实验显示抗 A日抗体对培养的海马神经元具

有保护作用
,

减轻 A日谷
3 5 和 A p 40 的毒性损害

。

临床上散发性 A D 的多数在 60 岁以后
,

A D 病

人的外周血和脑脊液中
,

抗 A p 抗体水平比健康对

照组减少 L’, ’` 」,

虽然这些 A D 病人针对其他抗原的

免疫功能没有受到损害
,

但针对 A p 可能出现了免

疫耐受
。

由于相当多的 A D 病人和健康人外周血和

脑脊液中抗体水平很相似
,

因此
,

抗 A日抗体在 A D

发病中的作用 目前仍未明确
,

研究 A D 病人和健康

人
、

年轻人和老年人之间抗 A p 抗体性质上的异同

将对了解 A D 发病和治疗仍有重要的意义
。

抗 A日抗体的保护作用已得到肯定
,

是否低滴

度抗 A p 抗体的人群发生 A D 的机率会增加 ? 无论

是健康人还是 A D 病人
,

长期追踪抗 A日抗体水平

是否对 A D 的诊断和预后判断有价值? 结论尚难肯

定
,

但本研究结果反映了体内
,

主要是脑内 A队
:
进

行性沉积的趋势
。

(感谢中山 大学孙逸仙 纪念医院段朝晖 医 生
、

第一附

属医院刘美娜医生提供血清标本 )
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