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·基础研究·
Cu2+-A茁复合物与 A茁单体诱导神经元 H2O2释放作用的比较研究 *
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摘要 目的：比较不同摩尔比 Cu2+-A茁复合物与 A茁单体诱导神经元 H2O2释放作用的差异。方法：制备不同摩尔比（0.1-5）的

Cu2+-A茁复合物，通过检测硫磺素 T (Thioflavin T，ThT)荧光强度考察 Cu2+对 A茁纤丝形成的影响。利用原代培养的大鼠海马神经
元细胞，分别以不同摩尔比 Cu2+-A茁复合物，不同浓度 Cu2+-A茁复合物（摩尔比为 1），以及 A茁单体和 Cu2+处理细胞，检测培养上

清中的 H2O2含量；分离线粒体，分别检测不同浓度 Cu2+-A茁复合物（摩尔比为 1），以及 A茁单体和 Cu2+处理后 H2O2的释放；观察

不同摩尔比 Cu2+-A茁复合物，不同浓度 Cu2+-A茁复合物（摩尔比为 1），以及 A茁单体和 Cu2+对神经元细胞活力的影响。结果：（1）

ThT荧光试验结果表明，Cu2+与 A茁（10 滋M）摩尔比为 1~5范围内可明显抑制 A茁纤丝形成。（2）Cu2+-A茁复合物（摩尔比为 1~5；

A茁浓度为 10 滋M）以及摩尔比为 1的 Cu2+-A茁复合物（A茁浓度分别为 5，10 滋M）可显著诱导神经元释放 H2O2；另外，摩尔比为 1

时，Cu2+-A茁复合物还可诱导神经元线粒体内 H2O2释放；上述作用均强于 A茁单体或 Cu2+。（3）Cu2+-A茁复合物（摩尔比为 1~5）可

显著降低神经元细胞活力，该作用强于 A茁单体或 Cu2+。结论：与 A茁单体相比，Cu2+-A茁复合物诱发神经元细胞及其线粒体释放
H2O2作用更强，并诱发更为明显的神经元毒性。提示 Cu2+与 A茁之间的配位结合可能增强其引发活性氧释放以及神经元毒性反
应；Cu2+-A茁复合物引发的活性氧可能主要来自线粒体。
关键词：Cu2+-A茁复合物；A茁；神经元；活性氧；阿尔茨海默病
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Comparison of the Effects of Cu2+-A茁 Complex and A茁Monomers
on Neuronal Release of H2O2*

To compare the effects of Cu2+-A茁 complex at different molar ratios with A茁 monomers on neuronal

release of H2O2. Cu2+-A茁 complex at different molar ratios (0.1-5) were prepared. Thioflavin T (ThT)-based fluorometric assay

was used to examine the effect of Cu2+ on A茁 fibril formation. The primary hippocampal neurons were treated with Cu2+-A茁 complex of

different ratios, Cu2+-A茁 complex of different concentrations (with a molar ratio of 1), A茁 monomers and Cu2+, respectively. H2O2 content

in the culture medium was measured. The mitochondria were separated and treated with different concentrations of Cu2+-A茁 complex

(with a molar ratio of 1), A茁 monomers and Cu2+, respectively. H2O2 from mitochondria were also measured. Neuronal viability was

detected using Cell Counting Kit-8 (CCK-8) after the neurons were treated with Cu2+-A茁 complex of different ratios, Cu2+-A茁 complex of

different concentrations (with a molar ratio of 1), A茁 monomers and Cu2+. (1) ThT-based fluorometric assay demonstrated that

Cu2+ inhibited A茁 fibril formation when the molar ratio of Cu2+ to A茁 (10 滋M) was within 1~5. (2) Cu2+-A茁 complex (the molar ratio was

within 1~5; the concentration of A茁 was 10 滋M) and Cu2+-A茁 complex with molar ratio of 1 (the concentrations of A were 5, 10 滋M)

significantly induced neuron releasing of H2O2; In addition, when the molar ratio was 1, Cu2+-A 茁 complex also induced neuronal

mitochondria releasing of H2O2; All the above mentioned effects were stronger than that of A茁 monomer or Cu2+. (3) Cu2+-A茁 complex

(with a molar ratios within 1~5) significantly reduced the viability of neuron cells, which was stronger than that of A茁 monomers or Cu2+.

Compared with A 茁 monomers, Cu2+-A 茁 complex elicited a more robust H2O2 release from neuronal cells and their

mitochondria. Moreover, it induced a more overt neuronal cell death. Our observations suggest that Cu2+-A茁 interactions may enhance the

ability of A茁 to induce reactive oxygen species release and neuronal toxicity; Cu2+-A茁 complex-evokeded reactive oxygen species may

primarily come from the mitochondria.
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前言

阿尔茨海默病 (Alzheimer's disease，AD)是一种最常见的

引起老年人群痴呆的神经退行性疾病，主要表现为进行性记忆

丧失和认知障碍。其脑内特征性病理改变包括神经元细胞外异

常聚集和沉积的 茁-淀粉样肽（茁-Amyloid，A茁）形成的老年斑
（Senile plaques，SP），以及细胞内 Tau蛋白过度磷酸化形成的

神经原纤维缠结（Neurofibrillary tangles，NFTs）[1，2]。迄今，AD的

病因和发病机制尚未完全阐明。A茁级联假说认为，可溶性 A茁
单体在脑内异常聚集是 AD神经元退变病理生理过程的中心

环节[3]。事实上，A茁异常聚集的过程并不仅是单纯的自聚集过
程，还是一个多种分子参与的变构过程。大量研究表明，具有氧

还 (Redox)活性的 Cu2+是与 A茁结合并诱导 A茁变构的重要辅
因子（Cofactor）[4，5]。胞外 Cu2+可通过与 A茁配位结合（以摩尔配
比为 1的方式最为常见；1个 A茁单体可结合多个 Cu2+），形成

Cu2+-A茁复合物，引起 A茁构象改变，从而促进 Cu2+-A茁配位结
合物之间的聚集[6-8]。在此过程中，Cu2+一方面促进 A茁聚集，另
一方面在与 A茁相互作用过程中促进活性氧（Reactive oxygen
species，ROS）的释放，从而诱发氧化应激损伤（为 AD最早期、

最重要的神经病理事件）[8-10]。因此，Cu2+-A茁配位结合及共聚集
在 AD早期神经元损伤机制中可能居于重要地位。

Cu2+-A茁复合物的直接神经元毒性已有报道[11]。然而目前

对于其导致神经元损伤的机制尚未完全阐明。有文献报道，

Cu2+-A茁复合物的神经元毒性强于可溶性 A茁单体[12]，但不同

摩尔配比下该复合物是否诱导神经元内 ROS释放，以及该作

用是否强于 A茁单体以及 Cu2+，目前尚不清楚。为此，本研究采

用硫磺素 T（Thioflavin T，ThT，可与异常聚集态蛋白质结构中

的 -片层特异性结合）荧光检测，观察了不同配比下 Cu2+对 A茁
纤丝形成的作用；应用原代培养的海马神经元细胞模型，对不

同配比 Cu2+-A茁复合物与 A茁单体诱导神经元 H2O2释放作用

及其神经元毒性进行了比较研究。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验试剂 人 A茁1-40（Biosource公司），CuCl2（Sigma公

司）。六氟异丙醇（Hexafluoro-2-propanol，HFIP，Acros organics

公司），二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO，Sigma 公司）。

胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS），DMEM（Dulbecco Modi-

fied Eagle Medium），Neurobasal培养基，B27 supplement，双抗

（青霉素和链霉素）、EBSS（Earle's Balanced Salt Solution）、胰蛋

白酶购自 Gibco公司；谷氨酰胺、多聚赖氨酸、阿糖胞苷购自

Sigma公司。CCK-8试剂盒（Cell Counting Kit-8，日本同仁化学

研究所），线粒体分离试剂盒（Mitochondria Isolation Kit，Sigma

公司），过氧化氢检测试剂盒（Amplex誖 Red Hydrogen Perox-

ide，Invitrogen公司）。

1.1.2 试验仪器 酸度计（DELTA 320，Mettler Toledo公司），

多功能酶标仪（Varioskan Flash，Thermo公司），生物安全柜

（Nuaire公司），二氧化碳培养箱（Thermo公司），低温高速离心

机（Eppendorf公司），超纯水系统（Millipore 公司），电子天平

（SARTORIUS公司）。

1.2 方法

1.2.1 A茁 贮备液配制 将 1.0 mg的 A茁1-40溶于 1 mL的 HFIP

中，室温静置 1-2 h后在氮吹仪上用高纯氮慢速吹干。随后加入

DMSO溶解，配置成终浓度为 500 滋M的贮备液，分装冻存于
-20℃。用该方法制备的 A茁贮备液，其二级结构以可溶性无规
卷曲和 琢-螺旋为主，保证聚集反应初始的 A茁状态为非聚集
可溶性单体。

1.2.2 CuCl2贮备液 CuCl2贮备液（100mM,使用前经 0.22滋m
滤膜过滤）应用Millipore超纯水配制。

1.2.3 反应缓冲液配制 应用含 20 mM HEPES（其与 Cu2+等

离子亲和力很低，而且金属离子在该溶液中可溶性好）的生理

盐水溶液作为反应缓冲液（pH 6.6，与 AD脑内微酸环境相似
[13]）。现用现配，使用前经 0.22 滋m滤膜过滤。
1.2.4 Cu2+-A茁1-40复合物制备 将 CuCl2和 A茁1-40（500 滋M）贮
备液按不同配比混合，用 pH 6.6的 HEPES缓冲液稀释至需要

浓度，37℃恒温生化箱孵育 24 h，得到不同摩尔比的 Cu2+-A

茁1-40复合物[11]。

1.2.5 ThT溶液配制 应用 50 mM甘氨酸溶液（pH 8.5）配制，

现用现配，使用前经 0.22 滋m滤膜过滤。
1.2.6 ThT荧光试验 将 Cu2+和 A茁1-40按照 0.1:1、0.5:1、1:1、2:

1和 5:1不同摩尔比混合，于反应缓冲液中 37℃进行孵育（同

时设立对照组、A茁 单体组和 Cu2+组）。对照组用含 20 mM

HEPES的生理盐水处理，A茁1-40终浓度为 10 滋M，反应体系终
体积为 100 滋L。孵育 24 h后，反应体系中加入 10 滋L ThT（终

浓度为 10 滋M），在酶标仪上读取荧光强度（激发波长 446 nm，

发射波长 485 nm）。

1.2.7 原代大鼠海马神经元培养 新生 24 h SD大鼠（购自上

海斯莱克试验动物有限公司），分出半月形海马，置于解剖液

中，将海马剪碎后移入离心管中，使其自然沉淀至管底；吸除管

内液体，加入消化液，摇动消化 10-20 min；吸除消化液，加入贴

壁液终止消化，吹打 15-20次使细胞分散，静置 2 min，将上清

移入另一离心管；将上清离心后倾去上清，留沉淀，加入贴壁

液，吹打；显微镜下计数，按所需密度种于培养板（事先用多聚

赖氨酸包被）后置于 5% CO2细胞培养箱，37℃培养；4-5 h后换

液，仍为贴壁液；第 2天更换为神经元培养液；第 3天加阿糖胞

苷至终浓度 0.5-1 滋M；随后每 3天半量换液，培养 10-14天后

可用于试验[11]。

1.2.8 海马神经元线粒体分离 原代海马神经元细胞融合率

为 80%-90%时，用 0.25%胰酶消化 1 min,加入含 10% FBS的

DMEM终止，600× g离心 5 min；弃上清，加入预冷 PBS重悬

细胞，显微镜下计数，4℃，600× g离心 5 min，弃上清，重复此

步骤一次，不用计数；用 1× 裂解缓冲液重悬细胞；冰上孵育 5
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图 1不同摩尔比下 Cu2+对 A茁纤丝形成的影响
Fig.1 The effects of Cu2+ on A茁 fibril formation at different molar ratios
Note: **P < 0.01 vs Control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs A茁1-40 group,

means ± SEM, n = 5.

min，每隔 1 min就用枪头吹打混匀一次；加入 2倍体积的 1×

提取液 A（含蛋白酶抑制剂）；4℃，600× g离心 10 min；小心地

将上清液转移到干净的 1.5 mL EP 管中，4℃，11000× g 离心

10 min；吸除上清液，加入 1× 储存液重悬，用于后续试验。

1.2.9 H2O2测定 向 96孔板中每孔加入 100 滋L反应液（含 10

mM Red reagent和 10 U/mL HRP的 KRPG溶液），放于 37℃孵

育 10 min；向每孔加入标准品和 20 滋L用 KRPG缓冲液（含

145 mM NaCl、5.7 mM Na3PO4、4.86 mM KCl、0.54 mM CaCl2、

1.22 mM MgSO4和 5.5 mM glucose, pH 7.35）稀释的海马神经

元细胞，每孔约 1.5× 104个细胞；将细胞分为对照组、不同摩尔

比 Cu2+-A茁组、不同浓度 A茁单体和 Cu2+处理组、KRPG处理

组，每组 3复孔；或者分离细胞线粒体后加药：对照组、Cu2+-A茁
组（1:1）、不同浓度 A茁单体和 Cu2+处理组、KRPG处理组，每组

3复孔。将 96孔板置于 37℃孵育 1 h；期间于不同时间点 560

nm波长检测各孔吸光度，根据 H2O2标准曲线计算相应的 H2O2

浓度。

1.2.10 CCK-8 细胞活力检测 原代大鼠海马神经元以 2×

104/孔接种于 96孔板，细胞融合率达到 80%时加药；设置对照

组、不同摩尔比 Cu2+-A茁组、不同浓度 A茁单体组和 Cu2+处理

组，每组 3复孔。24 h后每孔加入 CCK-8溶液 10 滋L (总体积

100 滋L)，37℃，5% CO2继续培养 1 h，酶标仪测定吸光度(测定

波长 450 nm)。细胞存活率 (%) =处理组吸光度 /对照组吸光

度× 100%。

1.3 统计学方法

试验数据采用均数± 标准误表示。组间差异应用 Student's

t检验（两组比较）或单因素方差分析（ANOVA；多组比较）进行

比较。P < 0.05即认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同摩尔比 Cu2+-A茁复合物 ThT荧光检测结果

ThT荧光检测结果显示，与 A茁单独孵育组比较，随着
Cu2+/A茁1-40摩尔比增加，ThT荧光强度随之下降；其中 Cu2+与

A茁（摩尔比分别为 1、2和 5）共孵育可明显降低 ThT荧光强

度，见图 1。

2.2 不同摩尔比 Cu2+-A茁复合物对海马神经元 H2O2释放的影响

H2O2检测结果显示，与 A茁1-40单体比较，Cu2+-A茁1-40复合物

（摩尔比分别为 1、2和 5）能够非常明显刺激海马神经元细胞

释放 H2O2，见图 2A。1~5 滋M Cu2+处理组对神经元 H2O2释放无

明显改变，当剂量增加至 10 滋M或以上时，H2O2产生明显增

加，见图 2B。在摩尔比为 1时，Cu2+-A茁1-40复合物在 1~10 滋M
剂量下可导致剂量依赖性 H2O2释放增加。该作用在 5 min即

可出现，见图 2C。A茁1-40单体（1~10 滋M）对神经元 H2O2释放无

明显影响，见图 2D。

2.3 Cu2+-A茁复合物对海马神经元线粒体 H2O2释放的影响

摩尔比为 1时，Cu2+-A茁1-40（终浓度分别为 5和 10 滋M）复
合物能够明显促进海马神经元线粒体内 H2O2释放，见图 3A。

A茁1-40（1、5和 10 滋M）未诱发明显 H2O2释放；1~5 滋M Cu2+对海

马神经元线粒体 H2O2释放无明显影响；当剂量增加至 10 滋M
时，H2O2释放明显增多，见图 3B。

2.4 不同摩尔比 Cu2+-A茁复合物对海马神经元细胞活力的影响
CCK-8检测结果显示，与 Con组比较，Cu2+-A茁1-40复合物

（摩尔比分别为 1、2和 5）处理组的海马神经元活力有所下降，

见图 4A。摩尔比为 1时，Cu2+-A茁1-40复合物在 10 滋M剂量下可
导致海马神经元活力较明显下降，见图 4B。A茁1-40在终浓度分

别为 1~10 滋M时，对海马神经元活力没有明显影响，见图 4C。

不同浓度 Cu2+处理组对海马神经元活力没有明显影响，见图

4D。

3 讨论

作为脑内重要的过渡金属离子，Cu2+可与 A茁单体亲水 N

端的 His6、His13或 His14等残基配位结合，形成 Cu2+-A茁复合
物[14]。本研究首先制备了类似脑内微酸环境下形成的 Cu2+-A茁
复合物，比较了不同摩尔配比下 Cu2+对 A茁纤丝形成的影响。
ThT荧光试验结果显示，Cu2+与 A茁（摩尔比为 1~5）共孵育可

明显降低 ThT荧光强度，提示 Cu2+能抑制 茁-片层构象形成，
从而抑制 A茁纤丝形成。这与文献报道结果[15]以及本课题组前

期研究结果相一致[11]。然而关于 Cu2+对 A茁构象及聚集状态的
影响一直存在争议。有研究认为 Cu2+与 A茁结合后可抑制纤丝
形成，但也有结果显示 Cu2+促进 A茁纤丝形成，或促进 A茁寡
聚体或具无定形结构 A茁聚集物的形成[7，8]。结果存在差异的原

因可能是由于试验条件以及检测方法不同所致。

有资料表明，非细胞体系中 Cu2+与 A茁的相互作用可产生
H2O2

[16]。然而 Cu2+与 A茁配位结合后形成的共聚集物是否诱导
神经元内 ROS释放，尚未见文献报道。因此，我们首次利用大

鼠原代海马神经元细胞，探究了不同摩尔比 Cu2+-A茁复合物及
A茁单体对海马神经元 H2O2释放的影响。结果显示，Cu2+-A茁摩
尔比为 1~5时，可明显促进神经元 H2O2释放；且随着摩尔比的

增加，该作用逐步增强。鉴于 Cu2+与 A茁配位结合以 1:1的方

式最为普遍[8]，我们又着重检测了不同浓度 Cu2+-A茁复合物（摩
尔比为 1）对海马神经元 H2O2释放的影响。我们发现，该复合物

在 1~10 滋M剂量下可导致剂量依赖性 H2O2释放增加，而 A茁
单体对神经元 H2O2释放无明显影响。Silvia Bolognin等的研究

结果[17]显示，Cu2+-A茁复合物未引起神经元内 ROS释放增加，

可能是由于 A茁与其金属复合物的浓度较低（0.2 滋M）引起。
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图 2 Cu2+-A茁复合物对海马神经元 H2O2释放的影响

Fig.2 The effects of Cu2+-A茁 complex on H2O2 release of hippocampal neurons

Note: (A) The effects of Cu2+-A茁 complex at different molar ratios with A茁 monomers on neuronal release of H2O2 after 1 h stimulation.

(B) The effects of Cu2+ (1~50 滋M ) on neuronal release of H2O2 after 1 h stimulation. (C) The effects of Cu2+-A茁 complex (1, 5, 10 滋M, molar ratio=1)

on neuronal release of H2O2.（D）The effects of A茁 monomers (1, 5, 10 滋M) on neuronal release of H2O2

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Control group; ###P < 0.001 vs A茁1-40 group, means ± SEM, n = 3.

图 3 Cu2+-A茁复合物对海马神经元线粒体 H2O2释放的影响

Fig.3 The effects of Cu2+-A茁 complex on H2O2 release of mitochondria of hippocampal neurons

Note: (A) The effects of Cu2+-A茁 complex (molar ratio=1) on mitochondrial release of H2O2. (B) The effects of A茁 monomers and Cu2+ (1, 5, 10 滋M) on

mitochondrial release of H2O2 after 1 h stimulation. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Control group, means ± SEM, n = 3.

线粒体是除了细胞膜 NADPH氧化酶之外，细胞内 ROS

的另一个重要来源[18,19]。我们前期应用小胶质细胞的研究表明，

Cu2+-A茁 复合物诱发的 ROS 主要来自线粒体，而不是经由

NADPH氧化酶途径产生[20]。因此，我们进一步检测了不同浓度
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图 4 Cu2+-A茁复合物对海马神经元细胞活力的影响
Fig.4 The effects of Cu2+-A茁 complex on cell viability of hippocampal neurons

Note: (A) The effects of Cu2+-A茁 complex at different molar ratios with A茁 monomers on cell viability of hippocampal neurons after 24 h stimulation.

(B) The effects of Cu2+-A茁 complex (1, 5, 10 滋M, molar ratio=1) on cell viability of hippocampal neurons after 24 h stimulation.

(C) The effects of A茁 monomers (1, 5, 10 滋M) on cell viability of hippocampal neurons after 24 h stimulation.

(D) The effects of Cu2+ (1~50 滋M ) on cell viability of hippocampal neurons after 24 h stimulation. *P < 0.05 vs Control group, means ± SEM, n =6.

Cu2+-A茁复合物（摩尔比为 1）对海马神经元线粒体 H2O2释放

的影响。结果显示，Cu2+-A茁复合物（5和 10 滋M）可导致海马神
经元线粒体 H2O2释放明显增加。值得注意的是，该复合物诱发

的线粒体 H2O2释放，在量效、时效关系上与整个细胞释放 H2O2

的特征相一致。因此，结合 Cu2+-A茁复合物诱发神经元释放
ROS的结果，我们推测，Cu2+与 A茁之间的配位结合可能增强
了 A茁引发的 ROS释放作用，而 Cu2+-A茁复合物诱发产生的
H2O2可能主要来源于线粒体。

在 AD发病机制中，氧化应激导致的神经元损伤占有重要

地位。研究表明，在 AD患者脑内，ROS的产生和清除严重失

衡，大量聚集的 ROS（H2O2、OH-和 O2
-）能够氧化脂质、蛋白质

和 DNA，引起细胞损伤[21，22]。我们观察了不同摩尔比 Cu2+-A茁
复合物以及 A茁单体对海马神经元细胞活力的影响。CCK -8

结果显示，A茁单体（1~10 滋M）和 Cu2+（1~50 滋M）均无直接神经
元毒性，但二者配位结合形成复合物后（摩尔比为 1~5；A茁浓
度为 10 滋M）可显著降低神经元细胞活力，提示 Cu2+-A茁 相互
作用可增强 A茁神经元毒性作用，这与文献报道的结果[12]相似。

我们注意到，有文献记载线粒体 ROS对神经元有毒性，是诱发

神经元损伤的重要因素[23]。由于 Cu2+-A茁复合物可导致线粒体

ROS释放，我们推测其引发的神经元毒性可能与促进线粒体

H2O2产生有关。

综上所述，本研究首次证实 Cu2+-A茁配位结合可增强 A茁
引发神经元 ROS释放作用，并增强其神经元毒性；Cu2+-A茁复
合物引发的 ROS可能主要来自线粒体。本研究为阐明 Cu2+-A茁
互作通过增强氧化应激引发神经元损伤提供了细胞学试验证

据。然而该复合物是直接进入神经元细胞引发线粒体 ROS释

放增加？还是先作用于细胞膜上的某个初始靶点，经由胞内信

号转导通路，促进线粒体 ROS释放？上述问题有待进一步的研

究证实。
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