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(57)摘要

本发明公开了一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合

成多肽及其合成方法、应用与编码该合成多肽的

基因。本发明提供的合成多肽具有抗Aβ1‑42蛋

白聚集活性以及缓解认知功能障碍的作用，可有

效预防或治疗阿尔茨海默病（AD）及其他神经退

行性疾病。因此，本发明提供的合成多肽可广泛

应用于抗Aβ1‑42蛋白聚集、预防和治疗AD的食

品或药品的研发，能够在一定程度上改善神经退

行性疾病的医疗状况，具有重大的社会价值和经

济效益。
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1.一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽，其特征在于，名称为LGFH，氨基酸序列为Leu‑

Gly‑Phe‑His，如SEQ  ID  No:1所示；其中，Leu为亮氨酸的氨基酸相应残基，Gly为甘氨酸的

氨基酸相应残基，Phe为苯丙氨酸的氨基酸相应残基，His 为组氨酸的氨基酸相应残基。

2.一种编码权利要求1所述的抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽的基因，其特征在于，碱基

序列为CUCGGCUUCUAC，如SEQ  ID  No:2所示，碱基数为12  bp；其中，CUC为亮氨酸的密码子，

GGC为甘氨酸的密码子，UUC为苯丙氨酸的密码子，UAC为组氨酸的密码子。

3.一种合成权利要求1所述抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽的方法，其特征在于，包括如

下步骤：

按照所述抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽的氨基酸序列，从氨基酸序列的C端到N端，将

Fmoc保护氨基酸从C端首个氨基酸和树脂进行逐一偶联，然后用固相合成法逐一进行氨基

酸之间的脱水缩合形成肽链，用切割液去掉树脂和保护基，获得合成多肽粗品，将合成多肽

粗品纯化后得到所述抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽。

4.根据权利要求3所述的合成方法，其特征在于，所述树脂为二氯树脂。

5.根据权利要求3所述的合成方法，其特征在于，所述切割液按体积百分比计，其组成

成分包括94.5%的TFA、2%的水、2.5%的EDT及1%的TIS。

6.根据权利要求3所述的合成方法，其特征在于，所述纯化为通过高效液相色谱仪纯

化，并采用液相色谱‑质谱/质谱联用技术进行定性分析，测定其氨基酸序列。

7.权利要求1所述的一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽在制备预防或治疗阿尔兹海默

症的药品中应用。
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一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽及其合成方法、应用与编

码该合成多肽的基因

技术领域

[0001] 本发明涉及多肽技术领域，特别涉及一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽及其合成

方法、应用与编码该合成多肽的基因。

背景技术

[0002] 阿尔茨海默病（Alzheimer’s  disease,  AD）又称老年痴呆症，是一种以认知功能

障碍为主的神经退行性疾病，其核心症状包括记忆力减退、学习能力下降、自理能力降低、

对事物的理解力和判断力变差、行为情绪性等。AD的发生是基于基因、环境及行为共同作用

的结果，随着人口老龄化进程加剧以及有效预测、治疗AD手段的缺乏，全球AD患者的数量逐

年递增，此病已成为继心脏病、癌症、中风之后，导致老人死亡的第四大病因，因此开发对AD

有效干预措施和治疗药物已成为倍受关注的社会问题。AD典型的病理特征主要有如下三

点：一、脑神经元外出现的β淀粉样蛋白（Aβ）异常沉积及其进一步形成的老年斑（SP）；二、神

经细胞内高度磷酸化的Tau蛋白异常聚集形成的神经纤维缠结，神经元细胞纠缠会导致细

胞凋亡；三、神经元缺失伴随着胶质细胞增生。AD的致病机制非常复杂，科学家们提出了多

种假说，包括Aβ级联假说、Tua蛋白假说、胆碱功能假说等，其中，Aβ级联假说是接受最广的

学说之一，目前，关于AD的研究主要集中于Aβ级联假说，这一假说亦是研究预防或治疗AD相

关食品、药品的主流方向。

[0003] Β淀粉样蛋白（Aβ）是跨膜淀粉样前体蛋白（APP）在内质网、高尔基体、溶酶体等细

胞器经β、γ分泌酶的蛋白水解作用产生的小分子多肽。Aβ级联假说认为，人体内的Aβ处于

平衡状态，当产生的Aβ不能被及时降解、清除而在细胞外大量沉积时，神经毒素随之产生，

进而引发AD。神经胶质细胞是脑内Aβ的主要来源，通常所说的Aβ多指Aβ1‑40或Aβ1‑42，其中

Aβ1‑40倾向于形成典型的长纤维，主要起到延长纤维的作用，而Aβ1‑42更倾向于形成球形

的斑块样沉积，更易聚集且不易降解，毒性更大，是构成AD老年斑的核心成分。根据该学说，

减少Aβ1‑42蛋白的产生、提高Aβ1‑42蛋白的降解机制和抑制Aβ1‑42蛋白的聚集是AD预防、

治疗以及检测的主要靶点。

[0004] 目前用于抗Aβ1‑42蛋白聚集的主要药物包括高牛磺酸、褪黑素等。高牛磺酸是结

合于Aβ1‑42蛋白单体的一种葡萄糖胺聚糖，可降低Aβ1‑42蛋白聚合，二期临床实验表明高

牛磺酸可改善重症AD患者的认知功能，褪黑素可拮抗Aβ1‑42蛋白的聚集，研究发现在Aβ1‑

42蛋白过表达的转基因小鼠中褪黑素可降低老年斑的聚集。此外，一些具有抗Aβ1‑42蛋白

聚集的生物活性肽也正在研究中。生物活性肽是指对生物体具有良好生理功能的肽类化合

物，来源广泛，包括由生物体中直接分离提取的天然多肽，通过化学或者生物方式合成的合

成多肽，其中天然多肽所耗费的时间长、成本高、产量低、质量不可控，然而合成多肽具有纯

度高、成本低、所需时间少、可规模化批量化生产等特点，现阶段多采用固相合成法合成多

肽。

[0005] 相较而言，多肽类的抑制剂有很好的生物相容性和拟生态性质，其合成和修饰比
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较便捷，稳定性好，与免疫系统相互作用的机会较小，穿透性强，不少以肽为基础的抑制剂

表现出良好的抑制效果，所以肽和肽模拟物是有前景的预防和治疗AD的先导物。

发明内容

[0006] 为了克服现有技术存在的不足，本发明的目的是提供一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合

成多肽及其合成方法、应用与编码该合成多肽的基因。

[0007] 本发明的目的在于提供一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽。

[0008] 本发明的目的还在于提供合成所述的一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽的方法。

[0009] 本发明的目的还在于提供编码所述的一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽的基因。

[0010] 本发明的另一目的在于提供所述的一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽的应用。

[0011] 本发明的目的至少通过如下技术方案之一实现。

[0012] 本发明提供的一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽，名称为LGFH，其氨基酸序列为

Leu‑Gly‑Phe‑His，如SEQ  ID  No:1所示；其中，Leu为亮氨酸的氨基酸相应残基，Gly为甘氨

酸的氨基酸相应残基，Phe为苯丙氨酸的氨基酸相应残基，His  为组氨酸的氨基酸相应残

基。

[0013] 本发明提供的一种编码所述抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽的基因，碱基序列为

CUCGGCUUCUAC，如SEQ  ID  No:2所示，碱基数为12bp；其中，CUC为亮氨酸的密码子，GGC为甘

氨酸的密码子，UUC为苯丙氨酸的密码子，UAC为组氨酸的密码子。

[0014] 本发明提供的一种合成所述抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽的方法，包括如下步

骤：

[0015] 按照所述抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽的氨基酸序列，从氨基酸序列的C端到N

端，将Fmoc保护氨基酸和树脂进行逐一偶联，然后用切割液脱除树脂和保护氨基酸侧链保

护基，获得合成多肽粗品，粗品纯化后得到所述抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽。

[0016] 优选地，所述树脂为二氯树脂。

[0017] 进一步地，所述切割液的各组分体积比为：TFA(94 .5%)、水(2%)、EDT(2.5%)、TIS

(1%)。

[0018] 进一步地，所述纯化包括：高效液相色谱仪纯化，并采用液相色谱‑质谱/质谱（LC‑

MS）进行定性分析，测定其氨基酸序列。

[0019] 本发明提供的一种抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽能够应用于制备抗Aβ1‑42蛋白

聚集的食品或药品，同时也可应用于预防或治疗AD的食品、药品的研发。

[0020] 与现有技术相比，本发明具有如下优点和有益效果：

[0021] 本发明提供抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽，具有显著抗Aβ1‑42蛋白聚集的功效，

能够改善记忆力，延缓阿尔兹海默症发病，可广泛应用于制备抗Aβ1‑42蛋白聚集、预防或治

疗阿尔兹海默症的食品或药品的研发。因而，本发明提供的合成多肽能对AD及其他神经退

行性疾病进行有效预防或治疗，在一定程度上改善神经退行性疾病的医疗状况，具有一定

的社会价值和经济效益。

附图说明

[0022] 图1a为实施例1合成的多肽LGFH的高效液相色谱图；
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[0023] 图1b为实施例1合成的多肽LGFH的液相色谱‑质谱/质谱（LC‑MS）图；

[0024] 图2a为实施例2中阴性对照组（Control  group）、模型组（Model  group）以及分别

加入浓度为0.05  mM的合成多肽（预孵育24  h）、浓度为0.1  mM的合成多肽（预孵育24  h）、浓

度为0.5  mM的合成多肽（预孵育24h）、浓度为1  mM的合成多肽（预孵育24  h）的MTT细胞存活

率柱形图，其中，“*”表示该组与对照组之间具有显著性差异；

[0025] 图2b为实施例2中阴性对照组、模型组、合成多肽预孵育24  h时0.1  mM的多肽低剂

量组和0.5  mM的多肽高剂量组的细胞分局流式图。

[0026] 图2c为实施例2中阴性对照组、模型组、合成多肽（预孵育24  h）浓度为0.1  mM的多

肽低剂量组和合成多肽（预孵育24  h）浓度为0.5  mM的多肽高剂量组的Aβ1‑42蛋白聚集率

柱形图，其中，“*”表示该组与对照组之间具有显著性差异；

[0027] 图3a为实施例3中阴性对照组（Control  group）、模型组（Model  group）以及分别

加入浓度为0.05  mM的合成多肽（预孵育48  h）、浓度为0.1  mM的合成多肽（预孵育48  h）、浓

度为0.5  mM的合成多肽（预孵育48  h）浓度为1  mM的合成多肽（预孵育48  h）的MTT细胞存活

率柱形图，其中，“*”表示该组与对照组之间具有显著性差异；

[0028] 图3b为实施例3中阴性对照组、模型组、合成多肽（预孵育48  h）浓度为0.1  mM的多

肽低剂量组和合成多肽（预孵育48  h）浓度为0.5  mM的多肽高剂量组的细胞分局流式图。

[0029] 图3c为实施例3中阴性对照组、模型组、合成多肽（预孵育48  h）浓度为0.1  mM的多

肽低剂量组和合成多肽（预孵育48  h）浓度为0.5  mM的多肽高剂量组的Aβ1‑42蛋白聚集率

柱形图，其中，“*”表示该组与对照组之间具有显著性差异。

具体实施方式

[0030] 以下结合附图和实例对本发明的具体实施作进一步说明，但本发明的实施和保护

不限于此。需指出的是，以下若有未特别详细说明之过程，均是本领域技术人员可参照现有

技术实现或理解的。所用试剂或仪器未注明生产厂商者，视为可以通过市售购买得到的常

规产品。

[0031] 具体实施例中，本发明提供的一种抗Aβ1‑42聚集的合成多肽，名称为LGFH，氨基酸

序列为：Leu‑Gly‑Phe‑His，如序列表SEQ  ID  No:1所示；

[0032] 其中，Leu为亮氨酸的氨基酸相应残基，Gly为甘氨酸的氨基酸相应残基，Phe为苯

丙氨酸的氨基酸相应残基，His 为组氨酸的氨基酸相应残基。

[0033] 本发明的抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽可通过多肽固相合成法或基因工程技术

合成；

[0034] 其中，通过多肽固相合成法合成时，采用标准Fmoc方案，选用二氯树脂；采用Fmoc

保护氨基酸N端，各保护氨基酸为Fmoc‑  L‑Leu  ‑OH、Fmoc‑Gly  ‑OH、Fmoc‑L‑Phe  ‑OH、Fmoc‑

L‑His  ‑OH。保护氨基酸和树脂进行逐一偶联可采用固相合成领域常规的偶联试剂和活化

试剂，包括采用4‑二甲氨基吡啶（DMAP）和二环己基碳二亚胺（DCC）完成第一个保护氨基酸

和树脂的偶联，采用1‑羟基苯并三唑（HOBt）进行余下保护氨基酸之间的偶联。按照多肽C端

到N端的氨基酸顺序，将保护氨基酸和树脂进行逐一偶联，然后裂解液脱除树脂和保护氨基

酸侧链保护基，获得合成多肽粗品，对合成多肽粗品纯化后，得到抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成

多肽。
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[0035] 具体实施例中，本发明基于Aβ级联假说，采用E22G‑Aβ42‑mCherry  HEK‑293转基因

细胞模型对合成多肽LGFH预防进行AD老年斑聚集的体外研究。

[0036] 采用四环素诱导E22G‑mcherry  Hek‑293细胞株进行体外实验。四环素能够诱导Aβ

蛋白在细胞内聚集而产生毒性，可模拟AD患者体内神经元细胞老年斑的病理发展过程。四

环素诱导使Aβ蛋白在细胞内形成红色荧光蛋白并发出红色荧光，采用CytoFlexS流式细胞

仪进行对mcherry 红色荧光进行定位、定量检测。

[0037] 实施例1

[0038] 固相合成法合成多肽LGFH

[0039] 1、合成路线工艺流程

[0040] 以二氯树脂为载体，先把树脂溶胀，再将第一个氨基酸的C端羧基与树脂上的活性

位点氯反应，待首个氨基酸接在树脂上以后，进行脱水缩合接第二个氨基酸，缩合完成后再

脱Fmoc保护。按照如SEQ  ID  No:1所示的氨基酸序列重复操作，从C端到N端依次接完其余的

氨基酸，最后用切割试剂把多肽从树脂上切割下来，所述切割试剂中各组分的体积比为TFA

(94.5%)、水(2%)、EDT(2.5%)、TIS(1%)。

[0041] 2、合成过程

[0042] 以二氯树脂为载体，先把二氯树脂溶胀，称取1.28  g二氯树脂，放入反应柱里，然

后在反应柱里加入20  mL  DCM试剂，振荡30  min，活化待用。连接首个氨基酸，通过沙芯抽滤

掉DCM溶剂，加入1.05倍二氯树脂摩尔量的Fmoc‑L‑His‑OH，再加入10倍二氯树脂摩尔量的

DIEA（二异丙基乙胺），最后加入10  mL  DMF溶解，振荡1  h。反应完后用DMF和DCM交替清洗6

遍。加入20  mL含体积分数为20%哌啶的DMF溶液，5  min后去除DMF溶液。再加入20  mL含体积

分数为20%哌啶的DMF溶液，振荡15  min进行脱保护。接着，去除哌啶溶液，取15粒树脂（二氯

树脂），用乙醇洗三次，加入茚三酮、吡啶及苯酚各一滴，然后在105℃‑110℃加热5  min，变

深蓝色为阳性反应，可以继续接下一个氨基酸，如果不变色则为阴性，需要重新脱保护。接

下来进行首次清洗，依次用15  mL  DMF（N，N‑二甲基甲酰胺）、15  mL甲醇及15  mL  DMF清洗，

清洗的次数为两次。加入3倍树脂（二氯树脂）摩尔量的Fmoc‑L‑Phe‑OH，3倍树脂摩尔量的

HBTU，均用10  mL  DMF的DMF溶液溶解，加入10倍树脂摩尔量的DIEA，反应30  min进行缩合。

接着进行第二次清洗，依次用15毫升DMF、15毫升甲醇及15毫升DMF清洗，清洗的次数为两

次。去除溶剂，取15粒二氯树脂，用乙醇洗三次，加入茚三酮、吡啶及苯酚各200mL，然后在

105℃‑110℃加热5  min，无色为阳性反应，若为蓝色则需要重新缩合。按照以上方法重复操

作，依次接完剩余的氨基酸，完成肽链的延伸。等最后一个氨基酸接好以后整条肽的合成便

已反应完成，用DMF洗涤反应3遍，DCM洗涤反应3遍，甲醇洗涤反应3遍，最后抽干肽树脂以完

成最后的收缩阶段。

[0043] 3、氨基酸侧链脱保护与树脂的切割

[0044] 配置切割液15  mL，其中切割液各组分的体积百分比为：TFA(94.5%)、水(2%)、EDT

(2.5%)、TIS(1%)。将树脂（二氯树脂）装入烧瓶中，恒温(30℃)振荡2  h。将裂解液用氮气吹

干，然后倒入离心管中，倒入40  mL乙醚。封口并放入离心机中离心5  min，离心速率为

3000rpm，倒掉上清液，留下底部白色沉淀。再用乙醚洗6次，然后常温挥干，即得粗品肽。

[0045] 4、HPLC纯化

[0046] 首先将所述粗品肽放入器皿中，用30‑50  mL体积分数为50%的乙腈水溶液完全溶
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解，超声2  min。再用0.45 μm滤膜过滤溶解液。取3 μl溶解液用分析级HPLC分析粗品肽以便

于后续制备。流动相是水和乙腈，时间30  min，梯度洗脱，先将HPLC用起始梯度平衡5  min然

后进样，起始梯度体积比为：水95%，乙腈5%，结束梯度体积比为：水5%，乙腈95%。将溶解好的

样品做进样准备。制备HPLC平衡10  min，起始梯度为：水95%，乙腈5%，结束梯度为：水25%，乙

腈75%，梯度时间40  min。收集从检测器出来的样品。以上过程均在SYMPHONY型12通道多肽

合成仪中完成，合成的多肽（抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽）经SHIMADZU高效液相色谱仪纯

化，纯度达到99%以上，并采用液相色谱‑质谱/质谱联用技术（LC‑MS）进行定性分析，测定其

氨基酸序列。

[0047] 合成的多肽的高效液相色谱图和液相色谱‑质谱/质谱（LC‑MS）图分别如图1a和图

1b所示，由图1a和图1b分析表明，合成的多肽的一级氨基酸序列是Leu‑Gly‑Phe‑His，即得

到目标多肽，合成获得抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽。

[0048] 实施例2

[0049] 合成多肽LGFH（抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽）预孵育24  h体外抗Aβ1‑42蛋白聚

集的活性实验

[0050] 1、实验方法

[0051] 培养基的配制：取35  mL高糖培养基（DMEM）、取4  mL胎牛血清（FBS）、1  mL  L‑谷氨

酰胺、40 μL的Hygromycin  B和20 μL的Blasticidin  S抗生素配制成40  mL的完全培养基。

[0052] 合成多肽（LGFH）溶液的配制：称取4.543  mg的多肽LGFH，用10  mL所述完全培养基

溶解，过0.22 μm的滤头后，母液浓度为1  mM，再用所述完全培养基将母液稀释至上述实验

所需浓度。

[0053] 2  mg/mL四环素溶液配制：称取10  mg的四环素，用5  mL的1ÍPBS缓冲液配制，过

0.22 μm的滤头后，‑20℃避光保存备用。

[0054] 采用E22G‑mcherry  Hek‑293细胞进行培养和实验。实验分组：阴性对照组

（Control  group，E22G‑mcherry  Hek‑293细胞，不加入四环素诱导）；模型对照组（Model 

group，E22G‑mcherry  Hek‑293细胞，采用四环素诱导）；多肽LGFH低剂量组（0.1  mM）和多肽

LGFH高剂量组（0.5  mM），每组设三个平行。

[0055] 使用6孔板进行细胞铺板，每孔的细胞个数为20000，细胞贴壁生长24  h后，按照实

验分组分别加入所述完全培养基和合成多肽溶液（LGFH多肽溶液）。培养24  h后，对各组进

行换液，按照实验分组分别加入所述完全培养基和合成多肽溶液（LGFH多肽溶液），其中模

型对照组、多肽LGFH低剂量组（0.1  mM）和多肽LGFH高剂量组（0.5  mM）需另加入四环素，四

环素在完全培养基中的质量分数为10 μg/mL，继续诱导培养72  h。采用CytoFlexS流式细胞

仪进行对mcherry 红色荧光进行检测，采用561激发器下的ECD通道。其中，Aβ聚集率的计算

如下所示：

[0056] Aβ聚集率=处理组平均荧光强度/模型组强度*100%  。

[0057] 实施例3

[0058] 合成多肽LGFH（抗Aβ1‑42蛋白聚集的合成多肽）预孵育48  h体外抗Aβ1‑42蛋白聚

集的活性实验

[0059] 1、实验方法

[0060] 培养基的配制：取35  mL高糖培养基（DMEM）、取4  mL胎牛血清（FBS）、1  mL  L‑谷氨
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酰胺、40 μL的Hygromycin  B和20 μL的Blasticidin  S抗生素配制成40  mL的完全培养基。

[0061] 合成多肽（LGFH）溶液的配制：称取4.543  mg的多肽LGFH，用10  mL所述完全培养基

溶解，过0.22 μm的滤头后，母液浓度为1  mM，再用所述完全培养基将母液稀释至上述实验

所需浓度。

[0062] 2  mg/mL四环素溶液配制：称取10  mg的四环素，用5  mL的1ÍPBS缓冲液配制，过

0.22 μm的滤头后，‑20℃避光保存备用。

[0063] 采用E22G‑mcherry  Hek‑293细胞进行培养和实验。实验分组：阴性对照组

（Control  group，E22G‑mcherry  Hek‑293细胞，不加入四环素诱导）；模型组（Model  group，

E22G‑mcherry  Hek‑293细胞，采用四环素诱导）；多肽LGFH低剂量组（0.1  mM）和多肽LGFH高

剂量组（0.5  mM），每组设三个平行。

[0064] 使用6孔板进行细胞铺板，每孔的细胞个数为20000，细胞贴壁生长24  h后，按照实

验分组分别加入所述完全培养基和合成多肽溶液（LGFH多肽溶液）。培养48  h后，对各组进

行换液，按照实验分组分别加入所述完全培养基和合成多肽溶液（LGFH多肽溶液），其中模

型对照组、多肽LGFH低剂量组（0.1  mM）和多肽LGFH高剂量组（0.5  mM）需另加入四环素，四

环素在完全培养基中的质量分数为10 μg/mL，继续诱导培养72  h。采用CytoFlexS流式细胞

仪进行对mcherry 红色荧光进行检测，采用561激发器下的ECD通道。其中，Aβ聚集率的计算

如下所示：

[0065] Aβ聚集率=处理组平均荧光强度/模型组强度*100%  。

[0066] 2、实验结果

[0067] 阴性对照组及空白对照组（Control  group）是未加入四环素诱导的细胞，模型组

（Model  group）则是加入四环素诱导的细胞，LGFH是加入不同浓度合成多肽LGFH的实验组。

阴性对照组和不同浓度的合成多肽LGFH预敷育24  h的MTT细胞存活率图如图2a所示；阴性

对照、模型对照组、0.1  mM的多肽低剂量组和0.5  mM的多肽高剂量组预敷育24  h的分局流

式图和Aβ1‑42蛋白聚集率柱形图分别如图2b、2c所示；

[0068] 由实施例2可知，多肽预孵育24  h时，从图2a可看出，细胞的存活率呈一定的浓度

依赖性，出现高浓度抑制现象。多肽浓度为0.1  mM时具有促细胞增殖现象但与对照组不存

在现显著性差异，多肽浓度为0.5  mM时细胞存活率在80%‑100%之间，即不存在细胞毒性，因

此可选择0 .1、0 .5  mM两种浓度进行后续实验；由图2b分局流式图可知，模型对照组的

mCherry荧光强度高于阴性对照组，多肽给药组的mCherry荧光强度相较于模型对照组均有

所降低。用mCherry平均荧光强度来展示Aβ1‑42蛋白聚集率，由图2c  Aβ1‑42蛋白聚集柱形

图可知，相较于阴性对照组，模型对照组的多肽Aβ1‑42蛋白聚集率显著性增加，说明造模成

功。相较于模型对照组，高（0.5  mM）、低（0.1  mM）剂量的多肽给药组的Aβ1‑42蛋白聚集率均

呈显著性降低，其中多肽低剂量组的Aβ1‑42蛋白聚集率下降较多，说明多肽LGFH可降低Aβ

1‑42蛋白聚集率，而且低剂量组的抗Aβ1‑42蛋白聚集效果优于高剂量组。

[0069] 阴性对照组和不同浓度的合成多肽LGFH预敷育48  h的MTT细胞存活率图如图3a所

示；阴性对照、模型对照组、0.1  mM的多肽低剂量组和0.5  mM的多肽高剂量组预敷育48  h的

的分局流式图和Aβ1‑42蛋白聚集率柱形图分别如图3b、3c所示。

[0070] 由实施例3可知，多肽预孵育48  h时，从图3a可看出，细胞的存活率存在浓度依赖

性，出现高浓度抑制现象。多肽浓度为0.1  mM时具有促细胞增殖作用但与对照组不存在现
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显著性差异，多肽浓度为0.5  mM时细胞存活率在80%‑100%之间，不存在细胞毒性，因此可选

择0.1、0.5  mM两种浓度进行后续实验；由图3b分局流式图可知，模型对照组的mCherry荧光

强度高于阴性对照组，多肽给药组的mCherry荧光强度相较于模型对照组均有所降低。采用

mCherry平均荧光强度来展示Aβ1‑42蛋白聚集率，由图3c  Aβ1‑42蛋白聚集图可知，相较于

阴性对照组，模型对照组的多肽Aβ1‑42蛋白聚集率显著性增加，说明造模成功。相较于模型

对照组，高（0.5  mM）、低（0.1  mM）剂量的多肽给药组的Aβ1‑42蛋白聚集率均呈显著性降低，

其中多肽低剂量组的Aβ1‑42蛋白聚集率下降较多，说明多肽LGFH可降低Aβ1‑42蛋白聚集

率，而且低剂量组的抗Aβ1‑42蛋白聚集效果优于多肽高剂量组。

[0071] 上述结果表明，相同浓度的多肽预孵育时间无论是24  h还是48  h，均存在抗Aβ1‑

42蛋白聚集的作用；多肽预孵育时间相同时，高、低剂量的多肽浓度均具有抗Aβ1‑42蛋白聚

集的作用，而且，0.1  mM多肽低剂量组的抗Aβ1‑42蛋白聚集效果优于多肽高剂量组。因此，

0.1  mM合成多肽LGFH预孵育24  h和48  h时均具有较好的改善记忆、抑制AD的发病进程，可

应用于制备抗Aβ1‑42蛋白聚集以及预防、治疗AD的食品或药品，对包括AD疾病在内的神经

退行性疾病进行有效预防和治疗。

[0072] 以上实施例仅为本发明较优的实施方式，仅用于解释本发明，而非限制本发明，本

领域技术人员在未脱离本发明精神实质下所作的改变、替换、修饰等均应属于本发明的保

护范围。
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[0002] <110> 华南理工大学
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[0004] <160>  2
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图1b
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图2a
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图2b
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图2c

图3a
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图3b
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图3c
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