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原花青素抑制 Ａβ２５￣３５ 诱导的
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摘要:目的 研究原花青素(ＰＣ)对 β￣淀粉样肽(Ａβ２５￣３５)诱导的人神经母细胞瘤细胞系(ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ)淀粉样肽产生的

影响及可能的作用机制ꎮ 方法 以 Ａβ２５￣３５体外处理 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞诱导细胞损伤模型ꎬ应用 ＰＣ 和(或)Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路的内源性抑制剂分泌型蛋白 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ￣１(Ｄｋｋ１)干预ꎮ 设立对照组、Ａβ２５￣３５组、不同浓度 ＰＣ＋Ａβ２５￣３５组、Ｄｋｋ１
组和 Ｄｋｋ１＋ＰＣ＋Ａβ２５￣３５组ꎮ ＭＴＴ 法检测细胞活力ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ￣３β 和 ｐ￣ＧＳＫ￣３β 蛋白表达水平ꎻ
ＥＬＩＳＡ 检测 Ａβ１￣４２分泌水平ꎮ 结果 与对照组相比ꎬＡβ２５￣３５可使细胞活力降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ可降低细胞中 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白

和ｐ￣ＧＳＫ￣３β蛋白表达水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ增加细胞中 Ａβ１￣４２分泌(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＰＣ 干预可改善 Ａβ２５￣３５导致的细胞活力降低

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ增加细胞中 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白和 ｐ￣ＧＳＫ￣３β 蛋白表达水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ减少 Ａβ１￣４２分泌(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 应用 Ｄｋｋ１
后ꎬＰＣ 提高细胞中 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白和 ｐ￣ＧＳＫ￣３β 蛋白表达水平及降低 Ａβ１￣４２分泌水平的能力下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论 ＰＣ
可抑制 Ａβ２５￣３５诱导的 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞 Ａβ１￣４２生成ꎬ该作用可能与 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路有关ꎮ

关键词: 原花青素ꎻＡβ１￣４２ꎻＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ
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Ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ１￣４２

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ａβ２５￣３５ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ
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(１􀆰 Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈꎻ ２􀆰 Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ

Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１０００９ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ( ＰＣ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ ｐｅｐｔｉｄｅ
(Ａβ２５￣３５) ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ Ａβ２５￣３５ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. ＰＣ ａｎｄ(ｏｒ) ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄｉｃｋｋｏｐｆ￣１ (Ｄｋｋ１)ꎬ ｔｈｅ
ｅｎｄｏｇｅｎｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ａβ２５￣３５ ｇｒｏｕｐꎬ ＰＣ(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ)＋Ａβ２５￣３５ ｇｒｏｕｐｓꎬ Ｄｋｋ１ ｇｒｏｕｐꎬ Ｄｋｋ１＋ ＰＣ＋Ａβ２５￣３５ ｇｒｏｕｐ.Ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ β￣ｃａｔｅｎｉｎꎬ ＧＳＫ￣３βꎬ ｐ￣ＧＳＫ￣３β ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄ Ａβ１￣４２ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａ￣
ｂｉｌｉｔｙꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｐ￣ＧＳＫ￣３β ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ Ａβ２５￣３５ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅ￣
ｔｅｄ Ａβ１￣４２ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５). ＰＣ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ



李琪　 原花青素抑制 Ａβ２５￣３５诱导的人神经母细胞瘤细胞系 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 分泌 Ａβ１￣４２

ｐ￣ＧＳＫ￣３βꎬ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄ Ａβ１￣４２ ｉｎ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ａβ２５￣３５(Ｐ<０􀆰 ０５). Ａｆｔｅｒ ｕｓｉｎｇ Ｄｋｋ１ꎬｔｈｅ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰＣ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐ￣ＧＳＫ￣３β
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄ Ａβ１￣４２(Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＰＣ ｍａｙ ｄｅｃｒｅａｓｅ Ａβ１￣４２ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ
ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ａβ２５￣３５ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓꎻ Ａβ１￣４２ꎻ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ

　 　 阿尔茨海默病(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＤ)是一种

以细胞外 β 淀粉样斑块沉积、细胞内神经原纤维缠

绕形成以及神经细胞死亡为病理特征的神经退行性

疾病[１]ꎮ 阿尔茨海默病患病人数的急剧上升给经

济带来巨大负担ꎬ预防和控制阿尔茨海默病有重要

意义ꎮ
Ｗｎｔ 信号通路对细胞增殖、分化、凋亡及细胞极

性、肿瘤细胞的迁移和侵袭都有影响ꎬ经典 Ｗｎｔ 信
号通路在维持神经系统和神经元发育中起着重要作

用[２￣４]ꎮ 大量研究显示 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的失

调在 ＡＤ 多种病因中发挥作用[５￣６]ꎮ
原花青素(ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓꎬ ＰＣ)是一种具有

抗炎、抗氧化ꎬ能够减缓衰老的多酚类物质ꎬ对神

经损伤有显著的保护作用[１ꎬ ７￣８] ꎮ 关于 ＰＣ 对神经

系统疾病保护作用的机制尚未完全阐明ꎮ 本研究

以 β 淀粉样肽( ａｍｙｌｏｉｄ￣β ｐｅｐｔｉｄｅꎬＡβ) Ａβ２５￣３５ 诱导

ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞ꎬ探究 ＰＣ 对糖原合成酶激酶￣３β
(ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３βꎬＧＳＫ￣３β)、β￣连接蛋白

(β￣ｃａｔｅｎｉｎ)以及 Ａβ１￣４２表达水平的影响ꎬ并观察应

用 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路内源性阻断剂 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ￣１
(Ｄｋｋ１)后各指标的变化情况ꎬ旨在为拓展 ＰＣ 应用

领域ꎬ预防阿尔茨海默病提供新的思路ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞系:人神经母细胞瘤细胞系 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ
(中国典型培养物保藏中心)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 药品及主要试剂:原花青素(纯度> ９５％)
(上海阿拉丁生化科技有限公司)ꎻＡβ２５￣３５(纯度 >
９９％)(ＡｐｅｘＢｉｏ 公司)ꎻ重组人 Ｄｋｋ１( Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公

司)ꎻＤＭＥＭ 高糖培养基(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ胎牛血清

(ＣｌａｒｋＢｉｏ 公司)ꎻＭＴＴ 试剂( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻ
ＢＣＡ 蛋白浓度试剂盒(上海碧云天生物技术有限公

司)ꎻ人淀粉样肽(Ａβ１￣４２) ＥＬＩＳＡ 试剂盒(上海酶联

生物科技有限公司)ꎻβ￣ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ￣３β、ｐ￣ＧＳＫ￣３β

抗体和二抗 ｍ￣ＩｇＧκ ＢＰ￣ＨＲＰ(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的培养及分组处理:将 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞

培养于含 １０％胎牛血清、１％青霉素与链霉素的

ＤＭＥＭ 完全培养基中ꎬ置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃恒温培

养箱中孵育ꎬ当细胞汇合度达到 ８０％ ~ ９０％时进行

传代ꎮ 分为空白组、对照组、Ａβ２５￣３５组(１、５、１５、２０、
２５ μｍｏｌ / Ｌ)、原花青素组(０􀆰 １、１􀆰 ０、２􀆰 ５、５􀆰 ０、７􀆰 ５、
１０􀆰 ０ μｇ / ｍＬ )、 原 花 青 素 ( １􀆰 ０、 ２􀆰 ５、 ５􀆰 ０、 ７􀆰 ５、
１０􀆰 ０ μｇ / ｍＬ) ＋ Ａβ２５￣３５ ( １５􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ ) 组、 Ｄｋｋ１
(１００ ｎｇ / ｍＬ)组和 Ｄｋｋ１(１００􀆰 ０ ｎｇ / ｍＬ) ＋原花青素

(７􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)＋Ａβ２５￣３５(１５􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)组ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞活力:将 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞以

１×１０４ 个 / ｍＬ 的浓度接种于 ９６ 孔板ꎬ每孔 １００ μＬꎮ
测定原花青素对 Ａβ２５￣３５染毒的 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞活力

的影响时ꎬ原花青素干预组加入含 Ａβ２５￣３５培养液预

处理２ ｈꎬ更换含原花青素培养液继续培养 ２４ ｈꎮ
ＭＴＴ 法检测细胞活力ꎮ 用酶标仪在波长 ４９２ ｎｍ 处

测定吸光度(Ａ 值)ꎬ计算各组细胞活力ꎮ

细胞活力(％)＝ Ａ(４９２)实验组－Ａ(４９２)空白组
Ａ(４９２)对照组－Ａ(４９２)空白组

×１００％

１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达:将 ＳＨ￣
ＳＹ５Ｙ 细胞以 １×１０４ 个 / ｍＬ 的浓度接种于 ６ 孔板中ꎬ
每孔２ ｍＬꎮ Ｄｋｋ１ 提前 １ ｈ 加入ꎬ其他干预液添加同

１􀆰 ２􀆰 ２ꎮ 用添加蛋白酶抑制剂混合物的 ＲＩＰＡ 裂解

液提取蛋白ꎬ冰浴操作ꎬＢＣＡ 法定量蛋白浓度ꎮ 取

适量蛋白进行凝胶电泳分离、转膜、封闭ꎬ分别以

β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ￣３β、ｐ￣ＧＳＫ￣３β 一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ洗
膜后二抗 ｍ￣ＩｇＧκ ＢＰ￣ＨＲＰ 室温孵育 ２ ｈꎬ再次洗膜ꎬ
加超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂显影ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分

析吸光度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 检测 Ａβ１￣４２的表达:将 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞

以浓度为 １ × １０４ 个 / ｍＬ 接种于 １２ 孔板中ꎬ每孔

１ ｍＬꎮ 收集细胞上清液于灭菌离心管中ꎬ ４ ℃ꎬ
３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂
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盒说明书操作ꎬ用酶标仪在波长 ４５０ ｎｍ 处测定吸光

度(Ａ)值ꎬ根据标准曲线计算 Ａβ１￣４２表达水平ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

实验结果用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件处理ꎬ实验数据以

均值±标准差( ｘ ± ｓ)表示ꎮ 多组间数据比较采用

ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检 验ꎮ 线 性 相 关 分 析 结 果 以

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数 ｒ 表示ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＣ 对 Ａβ２５￣３５ 诱导的 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞活力及

Ａβ１￣４２分泌水平的影响

与对照组相比ꎬ实验剂量的 ＰＣ 对细胞增殖无明

显影响(图 １Ａ)ꎮ 与对照组相比ꎬ１５、２０、２５ μｍｏｌ / Ｌ 的

Ａβ２５￣３５使细胞活力降低 ( Ｐ < ０􀆰 ０５) (图 １Ｂ)ꎮ 与

１５ μｍｏｌ / Ｌ Ａβ２５￣３５组相比ꎬＰＣ 干预 ２４ ｈ 后细胞活力

升高(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 １Ｃ)ꎮ
与对照组相比ꎬ用 １５ μｍｏｌ / ＬＡβ２５￣３５ 诱导细胞

后ꎬＡβ１￣４２ 的分泌水平升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ以不同浓度

ＰＣ 干预ꎬＡβ１￣４２的分泌水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 在一定

剂量范围内ꎬＰＣ 干预可降低 Ａβ１￣４２表达水平并呈现

剂量￣效应关系( ｒ＝ ０􀆰 ９９０ꎬＰ<０􀆰 ０５)(图 １Ｄ)ꎮ
２􀆰 ２　 ＰＣ 对 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关蛋白表达

水平的影响

与对照组相比ꎬ１５ μｍｏｌ / Ｌ Ａβ２５￣３５处理后ꎬ细胞

中 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白及 ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９)蛋白表达水平

降低(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 用不同浓度 ＰＣ 干预后ꎬ细胞中

β￣ｃａｔｅｎｉｎ蛋白及 ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９)蛋白的表达水平

升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 在一定剂量范围内ꎬＰＣ 干预可提

高 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达水平并呈现剂量￣效应关系

( ｒ＝ ０􀆰 ９３２ꎬＰ<０􀆰 ０５)(图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 ＰＣ 通过 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路降低 Ａβ１￣４２

的分泌

与对照组相比ꎬＡβ２５￣３５ 组和 Ｄｋｋ１ 组 β￣ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白 和 ｐ￣ＧＳＫ￣３β ( Ｓｅｒ９ ) 蛋 白 表 达 水 平 下 降

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ细胞分泌的 Ａβ１￣４２增多(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 预先

加入 Ｄｋｋ１ 后ꎬ 与 Ａβ２５￣３５ ＋ ＰＣ 组 相 比ꎬ 细 胞 中

β￣ｃａｔｅｎｉｎ蛋白和 ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９)蛋白表达水平下

降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＡβ１￣４２分泌增多(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ３)ꎮ

Ａ－Ｃ􀆰 ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣꎬ Ａβ２５￣３５ ｏｒ ＰＣ＋Ａβ２５￣３５ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎻ Ｄ􀆰 ｓｅｃｒｅｔｅｄ Ａβ１￣４２ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍ￣
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ２５￣３５ ｇｒｏｕｐ

图 １　 ＰＣ 和(或)Ａβ２５￣３５对 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞活力及 Ａβ１￣４２分泌水平的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣ ａｎｄ (ｏｒ) Ａβ２５￣３５ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｒ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄ Ａβ１￣４２ ｉｎ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)
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李琪　 原花青素抑制 Ａβ２５￣３５诱导的人神经母细胞瘤细胞系 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 分泌 Ａβ１￣４２

Ａ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ￣３β ｏｒ ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９) ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓꎻ ＢꎬＣ􀆰 ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣ ｏｎ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｏｒ
ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９)ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ２５￣３５ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 ＰＣ 干预对 Ａβ２５￣３５诱导的 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 和 ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９)蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣ ｏｎ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｏｒ ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９) ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
　 　 　 ｂｙ Ａβ２５￣３５(ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)

Ａ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ￣３β ｏｒ ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９) ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓꎻＢꎬＣ􀆰 ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣ ｏｎ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｏｒ
ｐ￣ＧＳＫ￣３β( Ｓｅｒ９) ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓꎻＤ􀆰 ｓｅｃｒｅｔｅｄ Ａβ１￣４２ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡꎻ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ２５￣３５＋ＰＣ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 ＰＣ 通过 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路降低 Ａβ２５￣３５诱导的 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞 Ａβ１￣４２的分泌

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄ Ａβ１￣４２ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
　 　 　 ｉｎ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ａβ２５￣３５(ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)
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３　 讨论

Ｗｎｔ 信号通路在神经系统发育期间就开始发挥

功能ꎬ并影响成人大脑中的突触可塑性ꎬ该途径在预

防神经退行性疾病中有重要意义[２]ꎮ 激活 Ｗｎｔ /
β￣ｃａｔｅｎｉｎ信号通路可以降低神经炎性反应的发生ꎬ
减少抑郁行为的出现ꎬ阻止小胶质细胞活化等ꎬ该作

用与 ＧＳＫ￣３β 抑制以及 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 积累有关[６]ꎮ
ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９)作为 ＧＳＫ￣３β 蛋白磷酸化的抑

制性位点ꎬ可抑制 ＧＳＫ￣３β 表达[９]ꎮ 本研究结果显

示ꎬ在一定剂量范围内ꎬ应用 ＰＣ 可逆转 Ａβ２５￣３５诱导

的ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ细胞中 ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９)蛋白表达下降ꎬ
提高其介导的 ＧＳＫ￣３β 抑制作用ꎮ ＧＳＫ￣３β 作为

Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的负调节因子ꎬ可参与氧化

应激、炎性反应、细胞凋亡等大量分子和细胞功能的

调节[１０]ꎮ ＧＳＫ￣３β 激活通过调节 ＡＰＰ 的裂解参与

ＡＤ 脑中 Ａβ 的形成和积累ꎬＧＳＫ￣３β 更是确定的 ｔａｕ
蛋白主要激酶[１１]ꎮ

同时ꎬ 实验结果还显示ꎬ ＰＣ 干预还可改善

Ａβ２５￣３５诱导所致细胞 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达水平的降

低ꎮ 因此ꎬβ￣ｃａｔｅｎｉｎ 可以看做是 Ｗｎｔ 信号传导的下

游效应器ꎮ 在 Ｎ２ａ 细胞中ꎬ促进 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 与 ＴＣＦ４
结合可抑制 ＢＡＣＥ１ 表达ꎬ降低 Ａβ 浓度[１２]ꎮ Ｗｎｔ /
β￣ｃａｔｅｎｉｎ信号功能障碍时ꎬ在小鼠或者离体细胞水

平细胞内 Ａβ１￣４０和 Ａβ１￣４２的含量会上升[１３]ꎮ Ａβ 沉

积和 ｔａｕ 蛋白过度磷酸化是阿尔茨海默病的重要病

理改变ꎮ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路有可能是未来预

防和治疗阿尔茨海默病治疗中的重要靶点ꎮ
本研究结果显示ꎬ给予 ＰＣ 干预后ꎬ能明显降低

Ａβ２５￣３５诱导的 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞中 Ａβ１￣４２分泌ꎮ 预先加

入 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路抑制剂 Ｄｋｋ１ 后ꎬ再用原

花青素干预 Ａβ２５￣３５ 诱导的细胞ꎬ细胞中 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、
ｐ￣ＧＳＫ￣３β(Ｓｅｒ９)的分泌水平较未加入 Ｄｋｋ１ 组均降

低ꎬ而 Ａβ１￣４２分泌水平上升ꎮ 说明 ＰＣ 对细胞的保护

作用降低ꎬＰＣ 可能通过 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路发

挥对 Ａβ２５￣３５诱导的 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞损伤的保护作用ꎮ
综上所述ꎬＰＣ 可抑制 Ａβ２５￣３５诱导的 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细

胞 Ａβ１￣４２生成ꎬ该作用可能与Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

有关ꎮ 本实验结果可为以 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路为

靶点开发阿尔茨海默病新药物提供实验依据ꎬ也为拓

展 ＰＣ 应用范围ꎬ开发 ＰＣ 新功效提供新思路ꎮ

参考文献:

[１] Ｖａｉｓｅｒｍａｎ Ａꎬ Ｋｏｌｉａｄａ Ａꎬ Ｌｕｓｈｃｈａｋ Ｏ. Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ: ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ａｓ ｐｏ￣
ｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ [ Ｊ ]. Ｍｅｃｈ Ａｇｅｉｎｇ Ｄｅｖꎬ ２０２０ꎬ １８９:
１１１２５９. ｄｏｉ: １０.１０１６/ ｊ.ｍａｄ.２０２０.１１１２５９.

[２] Ｇａｒｃｉａ ＡＬꎬ Ｕｄｅｈ Ａꎬ Ｋａｌａｈａｓｔｙ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｇｒｏｗｉｎｇ ｆｉｅｌｄ:
ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｘｏｎａｌ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ[Ｊ].
Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ １３: ４３￣５２.

[３] 张遥ꎬ任秀智ꎬ韩金祥ꎬ等. Ｗｎｔ 信号通路与人类疾病相关

性的研究进展[Ｊ]. 中国生物制品学杂志ꎬ２０１８ꎬ ３１: ８１￣８６.
[４] 王晓艳ꎬ杜虹ꎬ王伟ꎬ等. 乙型肝炎病毒 Ｘ 蛋白抑制肝

癌细胞系中 ＤＫＫ２ 的表达 [ Ｊ]. 基础医学与临床ꎬ
２０２０ꎬ ４０: １３４８￣１３５２.

[５] Ｐａｌｏｍｅｒ Ｅꎬ Ｂｕｅｃｈｌｅｒ Ｊꎬ Ｓａｌｉｎａｓ ＰＣ. Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｄｅｒｅｇｕｌａ￣
ｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｇｉｎｇ ａｎｄ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ􀆳ｓ ｂｒａｉｎ[Ｊ]. Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｎｅｕ￣
ｒｏｓｃｉꎬ２０１９ꎬ １３: ２２７. ｄｏｉ: １０.３３８９/ ｆｎｃｅｌ.２０１９.００２２７.

[６] 许蓬娟ꎬ蔡青ꎬ谭俊珍ꎬ等. Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在

阿尔茨海默病神经元变性中的研究进展[ Ｊ]. 重庆医

科大学学报ꎬ ２０１９ꎬ ４４: ４１９￣４２３.
[７] 王旭. 原花青素对 Ａβ２５￣３５诱导 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞 Ｔａｕ 蛋白

磷酸化及 ＭＡＰＫ 和 ＧＳＫ￣３β 信号通路的影响[Ｄ]. 南

京:东南大学ꎬ ２０１９: ６￣４０.
[８] 周亚盼. 原花青素对 Ａβ２５￣３５诱导的 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞损伤

的抑制作用及 ＡＰＰ 代谢途径的影响[Ｄ]. 南京:东南

大学ꎬ ２０１７: １６￣２５.
[９] 董云虹. ｐ１６蛋白、细胞分化抑制因子￣１(Ｉｄ￣１)、Ｃａｖ３.１、

Ｃａｖ３.２、ｐ￣ＧＳＫ３βｓｅｒ９ 和 ｐ￣ＧＳＫ３βＴｙｒ２１６ 在宫颈癌组织中

的表达及其意义[Ｊ]. 陕西医学杂志ꎬ ２０１７ꎬ ４６: ４９２￣４９３.
[１０] Ｕｎａｌ Ｇꎬ Ｄｏｋｕｍａｃｉ ＡＨꎬ Ｏｚｋａｒｔａｌ ＣＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆａｍｏｔｉｄｉｎｅ

ｈａｓ ａ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＭＫ￣８０１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ
ｖｉａ ｔｈｅ Ａｋｔ / ＧＳＫ￣３β / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ
ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ[ Ｊ]. Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ Ｉｎｔｅｒａｃｔꎬ ２０１９ꎬ ３１４:
１０８８２３. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｃｂｉ.２０１９.１０８８２３

[１１] Ｔｉｗａｒｉ Ｓꎬ Ａｔｌｕｒｉ Ｖꎬ Ｋａｕｓｈｉｋ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ􀆳ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ: ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ[ Ｊ].
Ｉｎｔ Ｊ Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０１９ꎬ １４: ５５４１￣５５５４.

[１２] Ｐａｒｒ Ｃꎬ Ｍｉｒｚａｅｉ Ｎꎬ Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
Ｗｎｔ / ｂｅｔａ￣ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｐｒｅｓｓｅｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｂｅｔａ￣ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｌｅａｖｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ
( ＢＡＣＥ１ ) ｖｉａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ Ｔ￣ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒ￣４ ｔｏ ＢＡＣＥ１
ｐｒｏｍｏｔｅｒ[Ｊ]. ＦＡＳＥＢ Ｊꎬ ２０１５ꎬ ２９: ６２３￣６３５.

[１３] Ｌａｋｓｈｍａｎａｃｈｅｔｔｙ Ｓꎬ Ｂａｌａｉｙａ Ｖꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ ＬＫꎬ ｅｔ ａｌ.
ＴＲＰ６３ / ＴＰ６３ ｌｏｓｓ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｓｋｉｎ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ / ｂｅｔａ￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [ Ｊ]. Ｊ Ｄｅｒｍａｔｏｌ
Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ９１: ３２５￣３２８.

８０７


