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中 文 摘 要 

I 

摘    要 

NCT（nicastrin）蛋白是一种与阿尔茨海默氏症（Alzheimer’s Disease，AD）密切

相关的蛋白。NCT 是γ-分泌酶复合体的组成成分之一，它在γ-分泌酶的组装和成熟中

扮演重要的角色,它可调节γ- 分泌酶复合体其他组分的稳定、转运等过程。NCT 的主

要功能是通过γ- 分泌酶复合体参与阿尔茨海默氏病中 Aβ生成和 Notch 信号系统转

导。另外，也有报道 NCT 还参与了神经发生的过程。但是，这些研究结果还不足以充分阐

明它在生理活动中的功能及其作用机制。我们采用酵母双杂交法筛选与它有相互作用的

蛋白，以便更好地认识和理解 NCT 的正常生理功能的作用。 

以 NCT 为诱饵蛋白筛选人胎脑文库后，我们得到 19 个阳性克隆。阳性克隆测序并

将测序结果用 BLAST 分析发现，7、8 号阳性克隆的氨基酸序列分别和人金属硫蛋白

MT2A (metallothionein -2A)、THAP7 (THAP domain-containing protein 7) 2 种蛋白具有高

度的同源性。β－半乳糖苷酶活性测定说明这 2 种蛋白在酵母 AH109 中可以与 NCT 发

生相互作用。在进一步的实验中，我们用免疫共沉淀实验证明外源性 NCT 全长和 MT2A

蛋白在 293T 细胞表达后可以发生相互作用。 

通过以上实验，我们发现筛选出的 MT2A 蛋白在 293T 细胞中和 NCT 之间存在相

互作用。研究表明 MTs 蛋白家族在神经病理学方面起重要的作用。当神经发生炎症时

MT-1 和 MT-2 的表达会被明显地上调，并发现 MT-1 和 MT-2 在淀粉样斑周围的细胞中

的表达量急剧上升。由此推测 MT2A 可能与阿尔茨海默氏症淀粉样斑的形成有关；因

此，NCT 与它存在相互作用这一发现有助于进一步了解 NCT 的生理功能。 

本文的创新之处： 

应用酵母双杂交系统首次从真核细胞体内筛选到 2 种和 NCT 相互作用的蛋白，并

证明 MT2A 可以在 293T 细胞中与 NCT 发生相互作用，为进一步研究 NCT 的功能及其

在 AD 中的病理机制打下一个坚实的基础。 

关键词：酵母双杂交；阿尔茨海默氏症；NCT；MT2A；THAP7
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II 

Abstract 

γ-secretase is a high molecular weight complex comprises of at least four 

components, presenilin (PS), nicastrin (NCT), anterior pharynx defective-1 (APH-1) 

and presenilin enhancer-2 (PEN-2). The cleavage of β-amyloid precursor protein 

(APP) by γ-secretase releases small peptides called β-amyloid (Aβ), which is the 

prime culprit for the pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD). In addition, 

γ-secretase catalyzes the intramembrane proteolysis of many other functionally 

important proteins such as Notch, Cadherin, ErbB4, etc. Among these γ-secretase 

components, NCT has been found to be crucial for the binding of substrates. In 

addition, NCT is important for the stability and proper intracellular trafficking of 

other γ-secretase components. To further understand the patho/physiological functions 

of NCT, we utilized a yeast-two-hybrid assay to screen human fetal brain cDNA 

library and identify proteins that can interact with NCT.  

Initial screening obtained 19 positive yeast clones. After sequencing and BLAST 

search, we identified two candidate proteins as MT2A (metallothionein-2A) and 

THAP7 (THAP domain-containing protein 7). The β-galactosidase activity assay 

demonstrated that both proteins can interact with NCT in yeast strain AH109. Further 

study in the mammalian 293T cells showed that a co-immunoprecipitation of MT2A 

and NCT.  

MT2A belongs to the metallothionein (MT) family proteins. The levels of two MT 

family members, MT-I and MT-II, are dramatically up-regulated by 

neuroinflammation. In AD patients, immunostaining of MT-I and MT-II is also 

dramatically increased in cells surrounding the amyloid plaques. These results 

including ours suggest that MT family proteins may play important roles in the 

pathogenesis of AD, possibly through the interaction with NCT to alter the 

activity/cleavage of γ-secretase. Further study along this way may elucidate the 

underlying mechanisms.  

Key words: Yeast two-hybrid; Alzheimer’s disease; NCT; MT2A; THAP7 
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英文缩略词 

IX 

英文缩略词 

 
英文缩写 英文全名 中文名称 
AD Alzheimer’s disease 老年痴呆症；阿尔茨海默氏症 
AICD APP intracellular domain APP 被γ-分泌酶切割后产生的胞

内结构域 
APH-1 anterior pharynx-defective 1 γ-分泌酶复合体的组分之一 
βAPP beta-amyloid precursor protein β-淀粉样前体蛋白 
Aβ beta-amyloid β-淀粉样蛋白 

BACE beta-site APP cleaving enzyme β-分泌酶 
BD DNA binding domain DNA 结合结构域 
CTF C-terminal fragments 羧基末端片段 
cDNA complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Dulbecco’s 的改良 Eagle’s 培养基 
EDTA Ethylenediamine tetracetic acid 乙二胺四乙酸 
ER Endoplasmic Reticulum 内质网 
FAD Familial Alzheimer’s disease 家族性老年痴呆症 
GEF guanine nucleotide exchange factor 鸟苷酸交换因子 
LRP low-density lipoprotein receptor-related protein 低密度脂蛋白受体相关蛋白 
mRNA Messenger RNA 信使 RNA 
MTs Metallothioneins 金属硫蛋白家族 
MT2A Metallothionein-2A 金属硫蛋白 2A 
NCT nicastrin γ-分泌酶复合体的组分之一 
NFTs neurofibrillar tangles 神经元纤维缠结 
NICD Notch intracellular domain Notch 被γ-分泌酶切割后产生胞内

结构域 
Notch  大分子 I 型跨膜糖蛋白 
NTF N-terminal fragments 氨基末端片段 
NSAIDs Non-steroid anti-inflammatory drugs 非类固醇抗炎药物 
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
PEN-2 Presenilin enhancer 2 γ-分泌酶复合体的组分之一 
PHFs paired-helical filament 双螺旋纤维 

PSs Presenilins 早老素 

rRNA Ribosome RNA 核糖体 RNA 
RNAi Interference RNA RNA 干涉技术 
SAD Sporadic Alzheimer’s disease 散发性老年痴呆症 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基磺酸钠 
SP Senile plagues 老年斑 
SRS sos recruitment system SOS 恢复系统 
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英文缩略词 

X 

UAS upstream activating sequence 基因的上游激活序列 
UTR untranslation region 非翻译区 
TACE tumor necrosis factor-α α 肿瘤坏死因子 
TGN trans Golgi network 高尔基体反面的网状结构 

THAP7 THAP domain-containing protein 7  
wt Wide type 野生型 
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第一章 绪论 

1.1 阿尔茨海默氏症 

1.1.1 阿尔茨海默氏症概述 

阿尔茨海默氏病（Alzheimer’s disease, 简称 AD）又称老年性痴呆，是一种

以进行性智能衰退为特征的中枢神经系统退行性疾病，由德国神经病理学家

Alois Alzheimer 在 1907 年发现。65 岁以上的人群中有约 1-5％的人，85 岁以上

的人群中有约 20-40％的人患有此病 [1]。患者表现出记忆减退，认知障碍，人格

改变等症状。 

临床研究表明 AD 可分为多见的、散发的 AD(sporadic AD, SAD)及少数（约

占 15%~20%）有家族遗传史的家族性 AD(familial AD, FAD)。早年发病的类型只

占 2%~7%的比例, 通常是由遗传性基因突变所引起 [2]；常见的散发类型影响 65

岁以上的老年人，其发病率随年龄的增长而增高。Jorm 等分析了 7 个有关 AD

的流行病学调查后发现在 65 岁以上人群中 AD 发病率每隔 4 年半就要加倍 [3]。

女性发病率约为男性的一倍，可能是由于女性的寿命比男性长，但女性性别亦可

能是一个危险因素 [4,5]。目前全世界的 AD 患者至少有 2500 万以上。这一疾病不

仅给患者带来巨大的痛苦，也给家人、社会造成较大的精神和经济负担。 

AD 患者的病理改变主要发生在前脑基底、海马和大脑皮层。神经纤维缠结

(neurofibrillary tangles, NFTs)和细胞外的老年斑(senile plaques, SP)是患者脑内的

两大主要异常结构。其它病理特征还包括脑皮质普遍萎缩、突触及神经元的丢失、

神经细胞内颗粒空泡样变性、双螺旋纤维（paired helical filaments, PHFs）增多、

淀粉样物质沉积脑血管(amyloid -laden cerebral vessels)等 [6]。 

研究认为 AD 的发生与多种因素有关，其中与遗传因素关系非常密切 [7]。已

被认可的是：迟发性 AD 由一些易感基因或遗传修饰基因决定其发病风险，其中

以载脂蛋白 E（ApoE）ε4 [8]等位基因和 α2 巨球蛋白（A2M） [9]为主要的风险基

因；早发性、家族性 AD 可由淀粉样前体蛋白 APP 基因和早老素（Presenilins，

PSs）基因的突变所致 [10,11]。 

1.1.2 阿尔茨海默病的发病机制和 β-淀粉蛋白的形成 

阿尔茨海默病的发病机制至今仍不清楚。主要有两种假说，即神经元细胞骨
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架变质假说（neuronal cytoskeletal degeneration hypothesis） [12]和淀粉蛋白级联假

说（amyloid cascade hypothesis）[13]。前者认为高度磷酸化的 tau 蛋白引起微管蛋

白组装的紊乱导致神经元细胞骨架的变质，神经元纤维缠结的形成是阿尔茨海默

病发病的重要事件；后者强调在 β-淀粉蛋白的形成过程中 β-淀粉蛋白前体蛋白

（beta-amyloid precursor protein，βAPP）的非正常地剪切加工造成的诸多事件引

发了神经元的衰退而最终导致阿尔茨海默病。研究表明，β-淀粉蛋白可以引发活

性氧簇的形成，引起 Ca2+内流，诱导 tau 蛋白的磷酸化进而导致神经元纤维缠结

的形成。因此，Aβ的形成是 AD 发病过程中非常关键的事件。 

β-淀粉蛋白分子量约 4kDa，有两种主要存在形式，分别由 40 和 42 个氨基

酸组成，即 Aβ40 和 Aβ42，其中 Aβ42 更易聚合，也更具有致病性。Aβ具有

细胞毒性，在体外用 Aβ处理细胞，以及将 Aβ注射到老鼠的大脑中都会引起细

胞死亡，因此 Aβ的过量生成被认为是导致 AD 的一个主要原因 [14-16]。 

β-淀粉蛋白是由 βAPP 经过不同的酶剪切加工形成的，是一种 I 型跨膜蛋

白，存在多种剪切形式，其中 βAPP751 和 βAPP770 在身体各部分广泛表达；而

另一种主要剪切形式βAPP695 在神经元中高表达，在非神经元细胞中丰度很低。 

在 Aβ的前体 βAPP 的代谢过程中，α-分泌酶，β-分泌酶和γ-分泌酶起着

非常重要的作用 [17-20]。βAPP 是 I型跨膜蛋白，分别有两条代谢途径。一方面，

βAPP 的胞外区可以首先被β-分泌酶在 Aβ的 1 或 11 位置水解，所产生的跨膜

片段βCTF 再进一步被γ-分泌酶在膜双分子层内水解，从而生成 Aβ40 或 Aβ42

（见图 1-1.）。另一方面，βAPP 在其胞外区更靠近膜的位置（Aβ的 17 位置)

可以被 α-分泌酶水解生成可溶性分子 sAPPα 和跨膜片段 αCTF。αCTF 进一步被

γ-分泌酶水解生成 p83 片段。 

α-分泌酶的活性主要集中在细胞膜上。βAPP在细胞膜上被α-分泌酶水解后，

其胞外可溶性片段 sAPPα 直接分泌到细胞外间质。sAPPα 具有神经保护的功能。

由于 α-分泌酶的切割位点位于 Aβ的 16 和 17 氨基酸之间，因此 αCTF 进一步被

γ-分泌酶水解所生成的 p83 片段不具有致病性。通过对不同蛋白酶抑制剂对

sAPPα 生成影响的研究表明，α-分泌酶是一种金属蛋白酶(metalloprotease)。

Adamalysin 蛋白家族的几个成员，如 α 肿瘤坏死因子 (tumor necrosis 
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