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摘　要　探讨丝素肽对Ａβ２５３５所致ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤的保护作用及其相关机制。建立Ａβ２５３５损伤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞模型，并以
丝素肽干预。ＭＴＴ法检测丝素肽对Ａβ２５３５致ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤的干预作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测丝素肽对Ａβ２５３５致神经元Ｔａｕ
蛋白多位点过度磷酸化的影响及其作用机制；ＤＣＦＨＤＡ探针法检测丝素肽对Ａβ２５３５致ＳＨＳＹ５Ｙ细胞胞内活性氧（ＲＯＳ）异常
升高的影响。结果表明，丝素肽可改善Ａβ２５３５致ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤。丝素肽可通过抑制ＧＳＫ３β活性、增强ＰＰ２Ａ活性，改善
Ａβ２５３５引起的神经元Ｔａｕ蛋白异常磷酸化水平，提示丝素肽可通过调节Ｔａｕ蛋白的磷酸化发挥神经保护作用。同时，丝素肽
可降低Ａβ２５３５引起的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞胞内升高的ＲＯＳ水平，提示丝素肽还可通过调节氧化应激反应途径保护神经元。
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　　蚕丝是我国古代汉族文明的伟大发明之一。
２０世纪中叶，我国开始系统地开发桑蚕资源。近
年来，蚕丝的应用逐渐由传统纺织业向化妆品、生

物医药及医用材料等领域倾斜［１］。丝素蛋白作为

构成蚕丝的主要成分，约占蚕丝总重量的７０％ ～
８０％。研究表明，丝素蛋白在生物医用材料、生物
制药和医疗美容等诸多方面极具开发价值。但因

相对分子质量大、结晶度高、难溶于水，丝素蛋白不

易被人体吸收，生物利用度低［２］。作为丝素蛋白

的酶解产物，丝素肽（ｆｉｂｒｏｉｎｐｅｐｔｉｄｅ，ＳＦＨ）在兼具
丝素蛋白的优良特性的同时，还具有相对分子质量

小、易溶于水、易吸收等优点［３］。已有报道，丝素

肽具有抑制血管紧张素转化酶活性、抗肿瘤和降血

糖等多种生物活性［４－６］。

阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一
种中枢神经系统退行性疾病，并逐渐成为威胁人类

健康的重要疾病之一。已有文献表明，丝素肽具有

提高学习与记忆能力的作用。Ｋｉｍ等［７］利用丝素

肽片段处理Ａβ致神经损伤动物模型，发现其可改
善大鼠脑内乙酰胆碱的表达从而缓解ＡＤ的发生、
发展；研究人员通过观察丝素肽对Ａβ损伤人神经
母细胞瘤细胞的保护作用，证明丝素肽可改善神经

元损伤［８－９］。现有研究已表明丝素肽具有神经保

护作用，但其分子机制尚不明确。本实验通过建立

Ａβ２５３５损伤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞模型，以丝素肽干预，对
丝素肽发挥的神经保护作用及机制进行研究。

!

　材　料

１１　试　剂
丝素肽参照文献［７］制得；ＲＰＭＩ１６４０培养基、

胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胰蛋白酶（中国 Ｂｉｏ
ｓｈａｒｐ公司）；Ａβ２５３５（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ｐＴａｕ（Ｔｈｒ
２０５）抗体、ｐＴａｕ（Ｓｅｒ３９６）抗体、ｐＰＰ２Ａ抗体、
ＰＰ２Ａｃ抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ｐＴａｕ（Ｔｈｒ
１８１）抗体、Ｔａｕ（４６）抗体、ｐＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）抗体、
ＧＳＫ３β抗体、βａｃｔｉｎ抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；ＥＣＬ化学发光试剂、ＰＶＤＦ膜
（德国Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公司）；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、
Ｗｅｓｔｅｒｎ及ＩＰ细胞裂解液、一抗稀释液、活性氧检
测试剂盒（中国碧云天生物技术研究所）；蛋白酶

抑制剂、磷酸酶抑制剂（德国 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司）；预染
蛋白标准（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。

１２　细胞株
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞株购自美国菌种保藏中心

（ＡＴＣＣ）。

"

　方　法

２１　细胞培养
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞贴壁生长，采用含１０％胎牛血

清的ＲＰＭＩ１６４０培养基、５％ ＣＯ２、３７℃、饱和湿度
下培养。

２２　Ａβ２５３５寡聚体的制备
准确称取 Ａβ２５３５４ｍｇ溶于双蒸水 ４ｍＬ中。

无菌条件下，用０２２μｍ微孔滤器过滤除菌后，置
于３７℃培养箱中老化４ｄ，取少量样品，用于蛋白
浓度测定。

２３　Ａβ２５３５致ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤模型的建立
收集生长状态良好的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，制成细

胞悬液，并调整为每毫升３×１０４个细胞，接种于
９６孔板（每孔１００μＬ），培养２４ｈ后，吸出上清液。
在含０２，０５，１，２，４μｍｏｌ／Ｌ不同浓度 Ａβ２５３５的培
养基中孵育２４、４８ｈ。ＭＴＴ法检测各实验组细胞
损伤情况：每孔加入 ＭＴＴ溶液２０μＬ，３７℃孵育
４ｈ，弃去上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ，充分溶
解，酶标仪５７０ｎｍ（参比波长６３０ｎｍ）检测吸收度。
２４　ＭＴＴ法检测丝素肽对 Ａβ２５３５致 ＳＨＳＹ５Ｙ细
胞损伤的干预作用

实验组分为正常对照组、Ａβ２５３５模型组、
Ａβ２５３５＋ＳＦＨ（０１ｍｇ／ｍＬ）给药组。按“２３”项方
法接种９６孔板。Ａβ２５３５模型组、Ａβ２５３５＋ＳＦＨ给药
组加入Ａβ２５３５损伤６ｈ后，Ａβ２５３５＋ＳＦＨ给药组加
入ＳＦＨ，最终质量浓度为０１ｍｇ／ｍＬ。作用４８ｈ，
采用ＭＴＴ法检测各组细胞损伤情况。
２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测丝素肽对 Ａβ２５３５致 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞Ｔａｕ蛋白多位点过度磷酸化的作用

实验分组及细胞培养同“２４”和“２１”项。细
胞损伤４８ｈ后，收集细胞总蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测各实验组 ｐＰＰ２Ａ、ｐＧＳＫ３β、总 ＰＰ２Ａ、总 ＧＳＫ
３β、ｐＴａｕ（Ｔｈｒ２０５）、ｐＴａｕ（Ｓｅｒ３９６）、ｐＴａｕ（Ｔｈｒ
１８１）、总Ｔａｕ、βａｃｔｉｎ等蛋白水平的变化。
２６　ＤＣＦＨＤＡ探针法测 Ａβ２５３５及丝素肽对 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞胞内ＲＯＳ的影响

实验分组及细胞培养同“２４”和“２１”项。细
胞损伤４８ｈ后，ＤＣＦＨＤＡ探针对细胞进行标记，
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流式细胞仪检测各组荧光强度。

２７　统计学分析
数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ统计软件进行处理，实验

结果以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＮＡ
检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

#

　结　果

３１　Ａβ２５３５致ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤模型的建立

如图１所示，采用不同浓度的 Ａβ２５３５与 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞共孵育２４，４８ｈ后，ＭＴＴ法检测细胞活
性。其结果表明，不同浓度的 Ａβ２５３５作用于细胞
后，细胞明显受损（Ｐ＜００１）。后续实验选用的
Ａβ２５３５浓度为０５μｍｏｌ／Ｌ，损伤时间为４８ｈ。
３２　ＳＦＨ对 Ａβ２５３５致 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤的干预
作用

如图２所示，与空白组相比，Ａβ２５３５模型组细
胞活性显著下降，而 ＳＦＨ干预后可改善 Ａβ２５３５所
致的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的损伤。
３３　ＳＦＨ对 Ａβ２５３５致 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 Ｔａｕ蛋白过
度磷酸化水平的影响

如图３所示，ＳＦＨ能显著调节Ａβ２５３５引起的神
经细胞Ｔａｕ蛋白多个位点的异常磷酸化水平（Ｐ＜
００５），但对Ｔａｕ总蛋白含量没有明显增加作用，说
明ＳＦＨ能够改善 Ａβ２５３５导致的神经细胞 Ｔａｕ蛋白

异常磷酸化的病理改变。

—●—２４ｈ；—■—４８ｈ
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｄａｍａｇｅｍｏｄｅｌｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
Ａβ２５３５（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆｉｂｒｏｉｎｐｅｐｔｉｄｅ（ＳＦＨ）ａｇａｉｎｓｔＡβ２５３５
ｉｎｄｕｃｅｄｔｏｘｉｃｉｔｙ．ＥｘｐｏｓｕｒｅｔｏＳＦＨ（０１ｍｇ／ｍＬ）ｆｏｒ６ｈａｎｄｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏ
Ａβ２５３５（０５μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ４８ｈ，ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈＳＦＨｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓＡβ２５３５ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＦＨｏｎＡβ２５３５ｉｎｄｕｃｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＴａｕｅｓｔｉｍａｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＴｈｅｐＴａｕ（Ｔｈｒ１８１），ｐＴａｕ（Ｔｈｒ２０５）ａｎｄｐＴａｕ（Ｓｅｒ
３９６）ｗｅｒｅｅｌｅｖａｔｅｄｂｙＡβ２５３５，ａｎｄｗｅｒｅｌｏｗｅｒｅｄｂｙＳＦＨｔｒｅａｔｍｅｎｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＡβ２５３５ｇｒｏｕｐ

１１６



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１７，４８（５）：６０９－６１３ 第４８卷

３４　ＳＦＨ对Ａβ２５３５致 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞胞内 ＧＳＫ３β
及ＰＰ２Ａ活性的影响

各实验组 ｐＰＰ２Ａ、ｐＧＳＫ３β、总 ＧＳＫ３β、总
ＰＰ２Ａ等蛋白表达变化如图 ４所示。结果表明，

Ａβ２５３５可过度激活 ＧＳＫ３β，并抑制 ＰＰ２Ａ的活化，
从而导致Ｔａｕ蛋白的过度磷酸化。ＳＦＨ干预后可
明显改善这种变化。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＦＨｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＧＳＫ３βａｎｄＰＰ２Ａ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＡβ２５３５ｇｒｏｕｐ

３５　ＳＦＨ对 Ａβ２５３５致 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞胞内 ＲＯＳ表
达的影响

如图５所示，Ａβ２５３５能够引起ＳＨＳＹ５Ｙ细胞胞
内ＲＯＳ显著升高，而加入了 ＳＦＨ孵育的细胞与

Ａβ２５３５模型组相比，胞内ＲＯＳ水平显著降低。实验
结果表明，ＳＦＨ能够降低Ａβ２５３５引起的神经细胞胞
内升高的ＲＯＳ水平，提示 ＳＦＨ能够调节氧化应激
反应途径保护神经元。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳＦＨｐｒｅｖｅｎｔｓＡβ２５３５ｉｎｄｕｃｅｄＲＯＳｄａｍａｇｅｉｎＳＨＳＹ５ＹｃｅｌｌｓＳＨＳＹ５ＹｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏＤＣＦＨＤＡａｎａｌｙｚｉｎｇＲＯＳｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｙ
ＦＡＣＳｍｅｔｈｏｄ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

%

　讨　论

ＡＤ患者脑中老年斑的主要成分为Ａβ［１０］。存
在于神经元间的寡聚化 Ａβ产生了一系列细胞毒
性，促进微管相关蛋白 Ｔａｕ的高度磷酸化，异常磷
酸化的Ｔａｕ蛋白聚集则产生神经纤维缠结［１１］。本

研究利用 Ａβ２５３５建立认知障碍细胞模型，模拟 ＡＤ
病理特征，观察丝素肽对 Ｔａｕ蛋白磷酸化的影响。

本研究结果表明，在对Ｔａｕ总蛋白含量无显著影响
的情况下，丝素肽能显著下调Ａβ２５３５导致的神经元
胞内Ｔａｕ蛋白多位点的异常过度磷酸化。这提示
丝素肽可通过下调 Ｔａｕ蛋白的过度磷酸化发挥神
经保护作用。Ｔａｕ蛋白的磷酸化主要由蛋白激酶
和磷酸酯酶活性的调控［１２］。当磷酸酯酶被抑制或

蛋白激酶被过度激活时，Ｔａｕ蛋白发生过度磷酸
化。蛋白磷酸酯酶 ２Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２Ａ，
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ＰＰ２Ａ）是调节Ｔａｕ蛋白磷酸化最重要的磷酸酯酶，
其活性增强能抑制Ｔａｕ蛋白异常磷酸化［１３］。糖原

合成酶激酶３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，
ＧＳＫ３β）作为调节 Ｔａｕ蛋白磷酸化最重要的蛋白
激酶之一，其活化可促使 Ｔａｕ蛋白异常磷酸化，进
而加速ＡＤ的发生［１４］。本研究表明，丝素肽能够

通过上调ＰＰ２Ａ活性，抑制 ＧＳＫ３β的活性从而抑
制Ｔａｕ蛋白磷酸化水平。提示ＰＰ２Ａ、ＧＳＫ３β是丝
素肽干预Ｔａｕ磷酸化水平、发挥神经保护作用的主
要靶点。

氧化应激反应（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ）在 ＡＤ的发生
中发挥着重要作用。正常情况下，机体内的氧化系

统与抗氧化系统保持相对平衡状态。机体内部代

谢异常会产生大量的自由基，而这些过剩的自由基

难以被抗氧化系统清除，则导致机体处于氧化应激

状态［１５］。研究表明，高浓度的 Ａβ寡聚体与突触
连接，能够迅速引起钙离子内流加快，导致大量神

经元调亡；低浓度时，能引起线粒体结构的改变，产

生大量活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）。较
高浓度的 ＲＯＳ进一步促使线粒体功能障碍，而受
损的线粒体继续加剧ＲＯＳ的产生，二者相互加强，
循环促进。ＲＯＳ的过量累积引起细胞内环境紊
乱，加剧蛋白质间的异常作用，而使 ＮＦＴｓ更易于
形成，最终导致 ＡＤ的发生［１６］。因此，如何有效地

维持细胞内 ＲＯＳ稳态，恢复机体抗氧化平衡已成
为ＡＤ研究的又一热点。本研究初步证明，丝素肽
减少 ＲＯＳ的产生，降低 Ａβ２５３５的细胞毒性，抵抗
Ａβ２５３５造成的氧化应激反应，进而保护神经元。
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