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［摘要］ 目的 探究 CDP- 二酰基甘油合酶 1（CDS1）对小鼠海马神经细胞自噬和淀粉样蛋白沉积的影响及机

制。方法　使用刚果红和免疫组织化学染色观察淀粉样前体蛋白（APP）/ 早老蛋白 1（PS1）双转基因小鼠海马组织

淀粉样物质的沉积情况；慢病毒介导 HT22 细胞内 APP 过表达，刚果红染色观察细胞内淀粉样物质沉积情况；蛋白质印

迹法检测 APP/PS1 双转基因小鼠海马组织和 APP 过表达 HT22 细胞的微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）- Ⅱ、P62 蛋白表

达情况；通过 APP/PS1 双转基因小鼠海马蛋白质组学结果，筛选出差异表达蛋白 CDS1；蛋白质印迹法检测 APP/PS1 双

转基因小鼠海马组织和 APP 过表达 HT22 细胞中的 CDS1 蛋白表达情况；慢病毒介导HT22 细胞 APP 过表达后，再过表

达 CDS1，采用蛋白质印迹法检测 LC3- Ⅱ、P62 蛋白表达情况。结果　APP/PS1 双转基因小鼠海马组织及 APP过表达

HT22 细胞中均有 β-淀粉样蛋白的沉积。在APP/PS1 双转基因小鼠海马组织和APP过表达HT22 细胞中LC3-Ⅱ、P62 蛋

白均升高。从APP/PS1 双转基因小鼠蛋白质组学结果中的京都基因与基因组百科全书通路分析筛选到其中一条差异代谢

通路——甘油磷脂代谢通路，从该通路中获取到差异表达蛋白CDS1。与野生型C57BL/6 小鼠相比，APP/PS1 双转基因小

鼠海马组织中CDS1 蛋白表达量下降（0.46±0.07 vs 1.00±0.25，P＜0.01）；与感染空载病毒载体的HT22 细胞相比，慢

病毒过表达APP的HT22 细胞中CDS1 蛋白表达量下降（0.68±0.18 vs 1.00±0.13，P＜0.01）。在APP过表达的HT22 细

胞过表达 CDS1 后，神经细胞的自噬流明显恢复（LC3- Ⅱ：1.00±0.15 vs 0.21±0.05，P＜0.01；P62：1.00±0.16 vs 
0.67±0.10，P＜0.01），并且Aβ沉积明显减少。结论　CDS1 表达下调诱导自噬体与溶酶体融合障碍，促进阿尔茨海默

病小鼠海马淀粉样物质沉积。
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CDP-diacylglycerol synthase 1 down-regulation induced dysfusion of autophagosome and lysosome promotes 
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［ Abstract ］ Objective　To explore the effects of CDP-diacylglycerol synthase 1 (CDS1) on autophagy and amyloid 
deposition in hippocampal neurons of mice and the related mechanism. Methods Congo red and immunohistochemical 
staining were used to observe the amyloid deposition in hippocampus of amyloid precursor protein (APP)/presenilin 1 (PS1) 
double-transgenic mice. Lentivirus-mediated overexpression of APP was induced in HT22 cells, and Congo red staining was 
used to observe the amyloid deposition in HT22 cells. The protein expression levels of microtubule-associated protein 1 light 
chain 3 (LC3)-Ⅱ and P62 in the hippocampus of APP/PS1 double-transgenic mice and APP-overexpressed HT22 cells were 
detected by Western blotting. The differential protein CDS1 was screened based on the hippocampal proteomics results of 
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APP/PS1 double-transgenic mice. The expression of CDS1 protein in hippocampal tissue of APP/PS1 transgenic mice and 
APP-overexpressed HT22 cells was detected by Western blotting. After lentivirus-mediated APP overexpression in HT22 
cells, CDS1 was overexpressed, and the protein expression levels of LC3-Ⅱ and P62 were detected by Western blotting. 
Results β-amyloid protein (Aβ) was deposited in the hippocampus of APP/PS1 mice and in HT22 cells overexpressing APP. 
The levels of LC3-Ⅱ and P62 protein in the hippocampus of APP/PS1 double-transgenic mice and APP-overexpressed HT22 
cells were significantly increased. A differential metabolic pathway, glycerophospholipid metabolic pathway, was screened by 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway analysis in the proteomic results of APP/PS1 double-transgenic mice, 
and the differential protein CDS1 was obtained. Compared with wild-type C57BL/6 mice, APP/PS1 double-transgenic mice 
exhibited a significantly decrease in CDS1 protein expression in the hippocampus (0.46±0.07 vs 1.00±0.25, P＜0.01). 
Similarly, lentivirus-mediated overexpression of APP in HT22 cells resulted in decreased CDS1 protein levels compared to 
cells infected with empty viral vector controls (0.68±0.18 vs 1.00±0.13, P＜0.01). The autophagy flow of nerve cells was 
significantly restored after the CDS1 overexpression in APP-overexpressed HT22 cells (LC3-Ⅱ: 1.00±0.15 vs 0.21±0.05,  
P＜0.01; P62: 1.00±0.16 vs 0.67±0.10, P＜0.01), and Aβ deposition was significantly decreased. Conclusion Downregulation 
of CDS1 expression can induce dysfusion of autophagosome and lysosome, promoting amyloid deposition in hippocampus of 
mice with Alzheimer’s disease.
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阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是

一种常见的慢性神经系统退行性疾病，其临床特征

表现以认知和记忆功能下降为主。随着我国人口老

龄化不断加剧，AD 患者持续增加［1］，然而 AD 的

发病机制仍不明确。

β- 淀粉样蛋白（β-amyloid protein，Aβ）毒性

假说依然是 AD 发病的主流学说，Aβ 的沉积在 AD

的发生、发展中发挥重要作用。Aβ 具有很强的神

经毒性，会造成神经元缺失，并且 AD 的发生与海

马组织结构和功能异常密切相关［2］。Aβ 的产生

和清除失衡是 AD 发病的主要机制。细胞内 Aβ 的

产生与细胞外 Aβ 的聚集密切相关，细胞内 Aβ 的

出现先于细胞外 Aβ，淀粉样前体蛋白（amyloid 

precursor protein，APP）在细胞膜或细胞器膜上经

β 分泌酶和 γ 分泌酶的作用而产生［3］。有证据显示

AD 模型小鼠在 3 个月龄时就出现了认知障碍，提

示细胞内 Aβ 在 AD 早期就发挥着神经毒性作用［4］。

通过降低细胞内 Aβ 水平可以同时减少细胞外的 Aβ

聚集，从而减轻 AD 的症状。研究发现，细胞内 Aβ

的聚集主要是 Aβ 清除受损所致［5］，然而目前细胞

内 Aβ 清除异常的机制仍不清楚。

细胞自噬对细胞内受损、变性、衰老的细胞

器以及异常折叠蓄积蛋白质的清除降解发挥重要作

用。有研究证实，AD患者脑内存在自噬过程异常，

表现为自噬体与溶酶体融合障碍［6］，可能影响了

Aβ 沉积，但其机制不清。前期我们在表达嵌合小 

鼠 /人APP和突变人早老蛋白 1（presenilin 1，PS1）

的 APP/PS1 双转基因小鼠海马的四维无标记定量

蛋白质组学（four-dimensional label-free quantitative 

proteomics，4D-label-free）结果中，筛选出差异 

表达通路甘油磷脂代谢通路中的差异表达蛋

白 CDP- 二 酰 基 甘 油 合 酶 1（CDP-diacylglycerol 

synthase 1，CDS1）。CDS1 在蛋白质组学结果

中表达下调，是磷脂酰肌醇合成的限速酶。磷脂

酰肌醇分子结构上有 3 个不同的磷酸位点，可以

被不同位点的磷酸激酶磷酸化成不同小分子，产

生磷酸肌醇、二磷酸肌醇、三磷酸肌醇，它们分

别发挥不同的作用。有研究表明磷脂酰肌醇 4- 磷 

酸（phosphatidyl inositol 4-phosphate，PI4P） 可

与 γ- 氨基丁酸受体相关蛋白（γ-aminobutyric acid 

receptor-associated protein，GABARAP）结合，促进

自噬体与溶酶体的融合［7］，磷脂酰肌醇 -4,5- 二磷

酸［phosphatidylinositol-4,5-diphosphate，PI(4,5)P2］ 

的缺乏会导致自噬体溶酶体融合缺陷［8］。AD 中，

磷脂酰肌醇水平显著下降［9］。因此，我们推测

CDS1 的下调会影响 PI4P、PI(4,5)P2 水平的下调，从

而导致自噬的阻滞，然而，目前 CDS1 是否在 AD 海

马神经细胞自噬中发挥作用尚不清楚。

本实验首先在动物和细胞水平验证 AD 模型

中自噬阻滞以及 Aβ 的沉积，然后通过从蛋白质组
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学筛选出的差异表达通路及差异表达蛋白中选出

CDS1 蛋白，最后对目的蛋白 CDS1 进行过表达干

预，探讨 CDS1 在 AD 海马神经细胞自噬中的作用及

对 Aβ 沉积的影响，为 AD 防治提供新的实验依据。

1　材料和方法

1.1　动物及细胞　20 只 9 个月龄雄性 APP/PS1 双

转基因小鼠及 20 只雄性野生型 C57BL/6 小鼠，体

重为 20～26 g，购于上海南方模式生物科技股份

有限公司［动物生产许可证号：SCXK（沪）2019-
0002］，饲养环境温度 20～26 ℃、湿度 40%～ 

70%，自由饮食。本研究动物实验过程严格遵循国

家实验动物使用规定，经山西医科大学伦理委员会

批准（SYDL2023038）。HT22 小鼠海马神经元细

胞系由广州吉尼欧生物科技有限公司提供。

1.2　主要试剂及仪器　CDS1 抗体（货号ab278496）、 
Aβ 抗体（货号 ab120974）、微管相关蛋白 1 轻链

3（microtubule-associated protein 1 light chain 3， 
LC3）抗体（货号 ab192890）和 P62 抗体（货号

ab56416） 购 自 英 国 Abcam 公 司，GAPDH 抗 体

（货号 bsm-33033）购自北京博奥森生物技术有限

公司；慢病毒过表达（lentiviral over-expression， 
LV-OE）APP 和 LV-OE CDS1 购自上海吉凯基因化

学技术有限公司；淀粉样物质染色液购自北京索

莱宝科技有限公司。RNAiso Plus 购自日本 TaKaRa
公司，CO2 恒温细胞培养箱购自美国 ThermoFisher 
Scientific 公司，酶联免疫检测仪（SoftMax）购自

美谷分子仪器（上海）有限公司，PCR 扩增仪购自

美国 Agilent Technologies 公司，低温高速离心机购

自德国 Eppendorf 公司，倒置荧光显微镜购自日本

Nikon 公司，光学显微镜购自日本 Olympus 公司，

垂直电泳仪、半干转膜仪及凝胶成像系统购自美国

Bio-Rad 公司。

1.3　4D-label-free 筛选关键通路和基因　4D-label-
free 结果由上海中科新生命生物科技有限公司提

供，将 APP/PS1 双转基因小鼠和野生型小鼠海马组

织为提取样本，从众多差异表达通路中找出甘油磷

脂代谢中低表达蛋白 CDS1。
1.4　小鼠海马神经 HT22 细胞的培养　从－80 ℃
冰箱中取出装有 HT22 神经细胞的冻存管并立即放

入 42 ℃水浴锅中融解，230×g 离心 5 min，弃去

上清并加入新的完全培养基制成细胞悬液，将悬液

转移到提前加入有完全培养基的培养瓶中，放入 
37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。用胰蛋白酶 -EDTA
消化液消化生长密度达到 80% 以上的细胞，制备成

单细胞悬液，以 3×105/ 孔接种到 6 孔板，次日观察

细胞生长状态，如状态良好即可进行后续实验操作。

1.5　慢病毒感染和分组　将状态良好的 HT22
细胞接种到 96 孔板中，当细胞密度达到 20%～ 

30% 时，使用 1/2 小体积感染法，设置感染复数

（multiplicity of infection，MOI）分别为 10、20、
30、50 的病毒原液和助转剂加入培养基中，混匀

后继续培养，14 h 后更换成完全培养基，72～96 h 
期间选择生长良好的细胞在荧光显微镜下观察，

感染效率 80% 以上的分组选为最佳的 MOI。嘌呤

霉素和潮霉素分别作为筛选 LV-OE APP 和 LV-OE 
CDS1 稳定感染细胞的药物。将感染 APP 病毒载

体的细胞命名为过表达 APP 组（LV-OE APP 组），

将感染空载病毒的细胞命名为空载对照组（LV-NC 
APP 组）；另外在过表达 APP 细胞的基础上，再次

感染 CDS1 慢病毒载体，得到两组新细胞，将同时

过表达 CDS1 和 APP 的细胞命名为 LV-OE CDS1＋ 

LV-OE APP 组，将感染 CDS1 空载病毒与 APP 过表

达的细胞命名为 LV-NC CDS1＋LV-OE APP 组。

1.6　刚果红染色　对于细胞爬片，用固定液（甲

醇与丙酮体积比＝1 ∶ 1）固定细胞 10 min，蒸馏

水轻轻冲洗 1～2 次；对于组织切片，将制作好的

石蜡脑组织切片进行脱蜡水化。接下来，石蜡脑

组织切片和细胞爬片放入改良的 Highman 染色液

浸染 5 min，滴加分化液 2 s，自来水缓慢冲洗，加

入 Mayer 苏木精染液染 0.5～1 min，自来水缓慢冲

洗，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

1.7　免疫组织化学染色　将 APP/PS1 双转基因小

鼠及同窝对照野生型小鼠取材脑组织，并将脑组

织经过中性甲醛充分固定，梯度乙醇脱水，二甲苯

透明，浸蜡，包埋，最终在组织切片机上切片并捞

片，厚度约 6 μm。接着放入 65 ℃烘箱进行时长为

1 h 的烤片，然后将切片脱蜡至水（二甲苯、梯度

乙醇）；PBS 冲洗 3 次，每次 5 min；将切片放入

3% H2O2 在室温静置 10 min；PBS 冲洗 3 次，每次 
5 min；将切片置于柠檬酸钠缓冲液中，一并放入

微波炉中，中火3 min，刚到沸腾即可，冷却至室温，

重复加热 1 次，再冷却至室温，使其充分暴露抗原

位点；PBS 冲洗 3 次，每次 5 min；滴加 5% BSA 在 
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37 ℃条件下封闭 30 min，甩干；滴加 PBS 稀释好

的一抗（稀释比例：CDS1 抗体为 1 ∶ 500，Aβ 抗

体为 1 ∶ 1 000），切片放置到湿盒中 4 ℃过夜；

室温平衡 30 min，PBS 冲洗 3 次，每次 5 min；滴

加二抗在 37 ℃下孵育 30 min；PBS 冲洗 3 次，每次 
5 min；滴加 SABC 在 37 ℃下孵育 30 min；PBS 冲

洗 3 次，每次 5 min；DAB 稀释好后滴加在切片组织

上，显色，清水冲洗；苏木精复染 0.5～1 min，自来

水冲洗；最后梯度乙醇脱水，二甲苯，中性树胶封片。

1.8　蛋白质印迹法检测　制备脑组织样品时，在放

有脑组织的 EP 管中加入 500 μL RIPA 裂解液，放入

5 颗磁珠，将其放到研磨仪后调整参数至 65 Hz、 
60 s；制备细胞样品时，使用 RIPA 裂解液和蛋白酶

抑制剂将细胞置于冰上裂解 40 min。接下来脑组织

样品和细胞样品均进行低温高速（4 ℃、13 400×g） 
离心 10 min 后收集上清，用 BCA 法进行蛋白定

量。配制 12% 分离胶和 5% 浓缩胶，按分组顺序将

标记物和蛋白样品加入已配制好的 SDS-PAGE 胶

孔中，设置 80 V 电压待能清晰看到标记物全部条

带后更改电压至 120 V；使用 PVDF 膜进行转膜，

将膜放置到装有 5% 脱脂奶粉的孵育盒中进行 2 h
封闭，TBST 洗膜 3 次，每次 5 min；分别加入一抗

（CDS1 抗体，1 ∶ 5 000；P62 抗体，1 ∶ 5 000；
LC3 抗体，1 ∶ 2 000；GAPDH 抗体，1 ∶ 5 000）
孵育 4 ℃过夜，洗膜；加入相对应二抗，4 ℃孵育

2 h，洗膜；配制适量 ECL 超敏发光液滴加到膜上

进行曝光显影，保存采集图像，使用 ImageJ 软件

（版本为 1.4.3.67）分析。

1.9　qPCR　制备脑组织样品时，在加有脑组织和磁

珠的EP管中加入500 μL RNAiso Plus，并将其放入调

整好参数（65 Hz、60 s）的研磨仪上充分研磨；制

备细胞样品时，各组细胞加入 500 μL RNAiso Plus，
置于冰上裂解充分并收集到 1.5 mL EP 管中。脑组

织和细胞样品进行总 RNA 提取、并检测其浓度；

按照试剂盒体系进行 RNA 的反转录，然后以 cDNA
为模板进行扩增。CDS1 的 PCR 上游引物序列为

5'-AGACGGTGGCAGATTACTTCGC-3'，下游引物

序列为 5'-GCTTCTTCACCAGGCTCAGGAC-3'。
以GAPDH为内参，采用2－ΔΔCt 法对目的基因mRNA 
水平进行相对定量。

1.10　统计学处理　采用 SPSS 24.0 统计软件进行

分析。计量资料以 x±s 表示。两组间比较采用独

立样本 t 检验；多组间比较采用单因素方差分析，

多重比较采用最小显著性差异法。检验水准（α）
为 0.05。

2　结　果

2.1　APP/PS1 双转基因小鼠海马和 APP 过表达

HT22 细胞淀粉样物质的沉积　刚果红染色结果 
（图 1A）显示，在 APP/PS1 双转基因小鼠海马组

织有多处明显的红色淀粉样物质沉积，同时在高倍

镜下可以看到更明显的红色淀粉样斑块物质，而在

野生型小鼠海马组织则没有明显的红色物质沉积。

免疫组织化学染色结果（图 1B）显示，APP/PS1
双转基因小鼠海马组织中有明显棕褐色颗粒，提示

有明显的 Aβ 沉积。构建慢病毒介导 APP 过表达的

HT22 细胞，进行预实验筛选最佳 MOI 值，其中病

毒载体 APP 过表达基因片段中携带红色荧光，镜

下观察到 MOI＝30 时细胞 80%～90% 都有红色荧

光，最终选择 MOI＝30 进行正式构建 LV-OE APP
的 HT22 细胞（图 1C）。qPCR 结果显示，LV-OE 
APP 组细胞中 APP 的 mRNA 水平明显高于 LV-NC 
APP 组（1.076±0.190 vs 2.510±0.110，P＜0.01）。

刚果红染色结果（图 1D）显示，过表达 APP 的海

马神经细胞胞质中有明显的均质红染物质。

2.2　APP/PS1 双转基因小鼠海马和 APP 过表达

HT22 细胞自噬流受阻　对 APP/PS1 双转基因小鼠

海马组织进行蛋白质印迹法检测结果表明，与野

生型小鼠相比，APP/PS1 双转基因小鼠海马组织

的 LC3- Ⅱ和 P62 表达水平均升高（2.42±0.09 vs 
1.00±0.07、1.60±0.05 vs 1.00±0.05，均P＜0.01）， 
表明出现了自噬体与溶酶体融合障碍（图 2A）。

对过表达 APP 的 HT22 细胞进行蛋白质印迹法检

测，结果显示 LV-OE APP 组的 LC3- Ⅱ和 P62 表达

水平均高于 LV-NC APP 组（1.38±0.06 vs 1.00± 

0.06、3.28±0.18 vs 1.00±0.05，均 P＜0.01），同

样出现自噬体与溶酶体融合障碍（图 2B）。

2.3　APP/PS1 双转基因小鼠海马的 4D-label-free 
结果筛选出差异表达蛋白 CDS1　对 APP/PS1 双转

基因小鼠和野生型小鼠的海马组织进行 4D-label-free 
分析，以差异倍数（fold change，FC）＜0.5 或＞2 
且 P＜0.05 为筛选条件，共得到 63 个差异表达蛋

白，其中 25 个表达上调，38 个表达下调。京都基

因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes 
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图 1　APP/PS1 双转基因小鼠海马和 APP 过表达细胞模型有淀粉样物质沉积

Fig 1　APP/PS1 double-transgenic mouse hippocampus and APP-overexpressed cell models had amyloid deposition
A: APP/PS1 double-transgenic mouse hippocampus (Congo red staining) showed obvious amyloid deposition (high-lighted by red 

circles); B: Immunohistochemical staining of hippocampus of APP/PS1 double-transgenic mice revealed significant Aβ deposition; C: 

The optimal MOI value screening fluorescence map of HT22 cells with LV-OE of APP was constructed; D: Compared with the LV-NC 

APP group, the cells in the LV-OE APP group had significantly homogeneous red stained amyloid deposition. APP: Amyloid precursor 

protein; PS1: Presenilin 1; WT: Wild type; LV-NC: Lentiviral-negative control; LV-OE: Lentiviral-overexpression; MOI: Multiplicity 

of infection; Aβ: β-amyloid protein.

图 2　APP/PS1 双转基因小鼠海马和 APP 过表达的 HT22 细胞自噬流受阻

Fig 2　Abnormal autophagy flow in hippocampus of APP/PS1 double-transgenic mice and APP-overexpressed HT22 cells 
A: Western blotting analysis of the hippocampus of APP/PS1 double-transgenic mice showed that the protein expression levels of 

LC3-Ⅱ and P62 were up-regulated compared with the WT group; B: Compared with the LV-NC APP group, the protein expression 

levels of LC3-Ⅱ and P62 in the LV-OE APP group were significantly up-regulated. APP: Amyloid precursor protein; PS1: Presenilin 1; 

WT: Wild type; LC3: Microtubule-associated protein 1 light chain 3; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; LV-NC: 

Lentiviral-negative control; LV-OE: Lentiviral-overexpression. 
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and Genomes，KEGG）通路富集分析显示，甘油

磷脂代谢通路呈整体下调趋势，符合 AD 中甘油

磷脂明显下调的趋势。差异表达蛋白 KEGG 通路

注释统计图显示甘油磷脂代谢图中符合筛选条件

范围（FC＜0.5 或＞2 且 P＜0.05）的蛋白有 3 个 
（图 3A），其中聚焦到通路内蛋白CDS1（FC＝0.36，
P＝0.002，图 3B）。因此，最终选择 CDS1 为下调

差异表达蛋白。
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2.4　APP/PS1 双转基因小鼠海马和 APP 过表达

HT22 细胞 CDS1 表达下调　蛋白质印迹法检测结

果显示，与野生型小鼠相比，APP/PS1 双转基因小

鼠海马组织中 CDS1 蛋白表达量下降（0.46±0.07 
vs 1.00±0.25，P＜0.01，图 4A）。免疫组织化学

染色结果（图 4B）显示，DAB 显色的棕色颗粒

沉积于胞质，符合 CDS1 在细胞中的定位，并且 

APP/PS1 双转基因小鼠海马组织的阳性区域棕色颗

粒染色较野生型小鼠更浅，提示 CDS1 蛋白表达下

降。采用慢病毒感染 HT22 细胞过表达 APP，蛋白

质印迹法检测结果显示，与 LV-NC APP 组相比，

LV-OE APP 组 HT22 细胞中 CDS1 蛋白表达下降

（0.68±0.18 vs 1.00±0.13，P＜0.01，图 4C）。
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2.5　CDS1 过表达可修复 APP 过表达 HT22 细胞自

噬流阻滞　构建过表达 CDS1 慢病毒载体，首先利

用携带 Age Ⅰ和 BamH Ⅰ酶切位点的质粒进行载体

（GV505 载体）酶切（图 5A），琼脂糖凝胶电泳

显示酶切产物大小与 CDS1 大小一致（图 5B），

提示 CDS1 过表达载体构建成功。对慢病毒过表

达 CDS1 的 HT22 细胞进行预实验筛选最佳 MOI

值，由于慢病毒载体携带绿色荧光片段，荧光显微

镜观察确认镜下 80%～90% 携带绿色荧光的细胞

组为最佳 MOI 组，因此以 MOI＝30 进行正式细胞

模型构建（图 5C）。qPCR 模型验证结果显示， 

LV-OE CDS1＋LV-OE APP 组的 CDS1 mRNA 水平

较LV-NC CDS1＋LV-OE APP 组上调（383.10±9.36 

vs 1.00±0.06，P＜0.01），说明模型过表达成功。

将 LV-OE APP HT22 细胞进行慢病毒感染过表达

CDS1，蛋白质印迹法检测结果显示，与 LV-NC 

CDS1＋LV-OE APP 组 相 比，LV-OE CDS1＋LV-OE 

APP 组 LC3- Ⅱ和 P62 表达水平均下调（1.00±0.15 

vs 0.21±0.05、1.00±0.16 vs 0.67±0.10，均P＜0.01） 

（图 5D）。

图 4　CDS1 蛋白在 AD 中表达异常

Fig 4　Abnomal expression of CDS1 protein in AD
A: The expression of CDS1 protein in hippocampus of APP/PS1 double-transgenic mice was down-regulated; B: Immunohistochemistry  

of hippocampus of APP/PS1 transgenic mice showed that CDS1 was localized in the cytoplasm and the expression level was 

decreased; C: The expression of CDS1 protein was down-regulated in HT22 cells overexpressed with APP. CDS1: CDP-diacylglycerol 

synthase 1; AD: Alzheimer’s disease; WT: Wild type; APP: Amyloid precursor protein; PS1: Presenilin 1; GAPDH: Glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase; LV-NC: Lentiviral-negative control; LV-OE: Lentiviral-overexpression.

图 3　APP/PS1 双转基因小鼠海马的 4D-label-free 结果

Fig 3　4D-label-free results of the hippocampus of APP/PS1 double-transgenic mice
A: KEGG pathway annotation of differentially expressed proteins in the AD-hippocampus and WT-hippocampus groups (Top 20); 

B: Volcano plots of differentially expressed proteins in the AD-hippocampus and WT-hippocampus groups. APP: Amyloid precursor 

protein; PS1: Presenilin 1; 4D-label-free: Four-dimensional label-free quantitative proteomics; KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes; FC: Fold change; AD: Alzheimer’s disease; WT: Wild type. 
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图 5 慢病毒介导 CDS1 过表达对 APP 过表达 HT22 细胞自噬水平的调控作用

Fig 5 Regulatory effect of lentivirus-mediated CDS1 overexpression on autophagy levels in  

APP-overexpressed HT22 cells
A: Overexpressed CDS1 virus vector (GV505 vector) constructed by Shanghai Jikai Gene Co., LTD; B: Electrophoretic image of 

CDS1 overexpression vector enzyme digestion products (1: 10 kb marker; 2: Carrier enzyme digestion product; 3: No enzyme cut 

vector); C: Fluorescence map of the optimal MOI value screening for lentivius-mediated overexpression of CDS1 in HT22 cells 

overexpressing APP; D: Compared with LV-NC CDS1＋LV-OE APP group, the protein expression levels of LC3-Ⅱ and P62 in the 

LV-OE CDS1＋LV-OE APP group were significantly decreased. CDS1: CDP-diacylglycerol synthase 1; APP: Amyloid precursor 

protein; MOI: Multiplicity of infection; LV-NC: Lentiviral-negative control; LV-OE: Lentiviral-overexpression; LC3: Microtubule-

associated protein 1 light chain 3; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. 
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2.6　CDS1 过表达可减少 APP 过表达 HT22 细胞

淀粉样物质沉积　刚果红染色结果（图 6）显示，

与 LV-NC CDS1＋LV-OE APP 组 HT22 细胞相比， 
LV-OE CDS1＋LV-OE APP 组细胞爬片刚果红染色

明显较浅，视野放大后可见细胞胞质红染物质明显

减少，结果提示过表达 CDS1 组细胞内的淀粉样物

质明显减少。

3　讨　论

本研究发现，APP/PS1 双转基因小鼠海马组织

和过表达 APP 的 HT22 海马神经细胞会出现淀粉样

蛋白沉积，并且 CDS1 表达下调、LC3- Ⅱ和 P62 表

达升高，出现自噬阻滞；在过表达 APP 的 HT22 细

胞进一步过表达 CDS1 后，自噬水平恢复，淀粉样

物质减少，表明 CDS1 可以通过改善自噬从而减少

AD 过程中 Aβ 的聚集。

目前 AD 发病机制仍不明确，Aβ 级联假说是

AD 发病的主流学说，细胞内 Aβ 对神经元具有严

重的毒性作用，可导致神经元缺失，引起学习和记

忆功能障碍［10］。细胞内 Aβ 的产生先于细胞外。

目前研究已经证实细胞内 Aβ 来源于 APP 在细胞器

膜剪切以及细胞外 Aβ 经过内吞作用进入细胞内。

有研究证明 Aβ 可经过胞吐作用分泌到细胞外，在

胞外形成寡聚体，进一步聚集形成老年斑，从而加

深认知功能损伤［11］。本研究也发现，APP/PS1 双

转基因小鼠海马组织中有明显的 Aβ 沉积。清除细

胞内 Aβ 可以减少细胞外 Aβ 的聚集，减轻疾病造

成的认知记忆功能障碍。

细胞自噬是清除 Aβ 的重要途径［12］，可以清

除变性或错误折叠的蛋白质以及衰老损伤的细胞

器，有利于细胞稳态的维持。LC3 和 SQSTM1/P62
是评价自噬功能状态的 2 种常用指标。LC3 存在

LV-NC CDS1＋LV-OE APP LV-OE CDS1＋LV-OE APP

100 μm 100 μm

40 μm40 μm

图 6 CDS1 过表达可减少 APP 过表达 HT22 细胞 

淀粉样物质沉积

Fig 6 Overexpression of CDS1 can reduce amyloid 

deposition in APP overexpressed HT22 cells

CDS1: CDP-diacylglycerol synthase 1; APP: Amyloid precursor 

protein; LV-NC: Lentiviral-negative control; LV-OE: Lentiviral-

overexpression.
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LC3-Ⅰ和 LC3-Ⅱ 2 种形式，LC3-Ⅰ是未修饰的形

式，而 LC3-Ⅱ是修饰后与自噬小体结合的形式。

LC3-Ⅱ的表达水平可以反映自噬小体的数量，从而

间接评估自噬活性的变化［13］。P62 是自噬底物，其

表达水平与自噬活性呈负相关，当自噬活性降低时

P62 的表达水平会升高，反之亦然［14］。已有文献

报道 AD 疾病的发生、发展过程中伴随着自噬体与

溶酶体融合障碍［15］。本研究也发现，在 APP/PS1 
双转基因小鼠海马组织和 APP 过表达 HT22 细胞中

LC3-Ⅱ和 P62 表达升高，自噬流受阻。

已知参与自噬调控的多种机制中，脂质分子

对自噬调控非常重要，脂质参与细胞自噬多个步

骤，如 LC3-Ⅰ需要和磷脂酰乙醇胺（phosphatidyl 
ethanolamine，PE）结合形成 LC3-Ⅱ［16］，尤其是

磷脂酰肌醇也是自噬过程中非常重要的一类脂质

分子。当前研究中，PI4P 和磷脂酰肌醇 3- 磷酸在

自噬启动过程中起着重要作用［17］，并且 PI(3,5)P2

在自噬体与溶酶体融合步骤中很重要［18］。同样，

PI4P、PI(4,5)P2 是自噬过程中重要的调节剂［19］。

PI4P 是膜内膜运输的重要调节因子，在自噬体膜运

输方面也发挥了重要作用。研究发现磷脂酰肌醇 4
激酶 2α 产生的 PI4P 与 GABARAP 结合并促进自噬

体与溶酶体融合［7］。本研究通过 APP/PS1 双转基

因小鼠海马组织蛋白质组学研究发现，甘油磷脂代

谢通路中磷脂酰肌醇代谢相关的蛋白表达出现异

常，在蛋白质组学中筛选出这条通路中的一个差异

表达蛋白 CDS1，它是定位在内质网上的磷脂酰肌

醇合成的限速酶，并且在蛋白质组学结果中表达是

下调的。

目前未见文献报道 CDS1 的表达水平变化在

AD 疾病过程中是否发挥作用。本研究验证了 APP/
PS1 转基因小鼠海马组织中的 CDS1 表达下调，文

献显示 APP 突变体转入 HT22 细胞中可以作为 AD
模型［20］。本实验也检测了过表达 APP 的 HT22 细

胞中CDS1 表达下调，与蛋白组学中的数据相符合。

本实验通过慢病毒感染的方法使过表达 APP
的 HT22 细胞再过表达 CDS1，发现在过表达 APP
的 HT22 细胞再过表达 CDS1 后 LC3-Ⅱ、P62 表达

下调。有文献指出 LC3-Ⅱ下调表示自噬的过度激

活和自噬溶酶体对 LC3-Ⅱ的清除增多［21］，因此本

实验结果提示自噬流部分恢复。本实验在过表达

CDS1 和过表达 APP 的 HT22 细胞中进行刚果红染

色，结果显示 Aβ 沉积明显减少，进一步佐证了在

AD 中 CDS1 的表达下调导致自噬体与溶酶体融合

障碍，最终导致 Aβ 清除受阻。目前 AD 中 CDS1
下调的原因仍需探讨，文献显示 P53 和沉默调节蛋

白 6 可以结合 CDS1 的启动子［22］，P53 和沉默调

节蛋白 6 作为 CDS1 的上游蛋白影响 CDS1 的表达

仍然需要进一步验证。AD 与代谢障碍密切相关，

不单磷脂酰肌醇在自噬中发挥作用，并且 LC3-Ⅰ合

成LC3-Ⅱ过程的关键分子PE水平也明显下调［23-24］， 
也会对自噬产生明显的影响。总之，甘油磷脂的代

谢异常对AD的影响非常复杂，同样需要重点关注。

综上所述，本研究结果表明AD过程中CDS1 表

达降低，调节 CDS1 的水平升高后可以改善自噬体

与溶酶体融合障碍，继而减少 Aβ 聚集，对进一步揭

示 AD 的发病机制和开拓治疗思路具有重要意义。
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