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摘 要:目的 观察二苯乙烯苷(TSG)对冈田酸诱导的NG108-15细胞增殖及磷酸激酶PP2A、PP2B、PP5和tau蛋白磷

酸化的影响,探讨其抗老年痴呆的作用机制。方法 采用 MTT法观察TSG作用于冈田酸诱导的 NG108-15细胞24h
的增殖情况。取对数生长期的 NG108-15细胞,将其分为正常组,模型组,以及TSG低、中、高剂量(50nmol·L-1、100
nmol·L-1、200nmol·L-1)组。利用AO/EB双荧光染色法检测TSG对细胞凋亡的影响;蛋白质免疫印迹法(Western
Immunoblotting)检测PP2A、PP2B、PP5、tau和P-tau的表达。qRT-PCR法检测PP2A、PP2BmRNA的变化。免疫荧光

(immunofluorescence)检测PP2A、PP2B和tau蛋白表达和分布。结果 TSG能够增强冈田酸诱导的NG108-15细胞的

增殖能力,呈一定的剂量依赖;与模型组比较,TSG能抑制冈田酸对NG108-15细胞的衰老。TSG能提高PP2A、PP2B、

PP5蛋白和降低P-tau蛋白的表达;此外,还能提高PP2A、PP2BmRNA的转录水平。结论 二苯乙烯苷能提高NG108-
15细胞的抗衰老能力,降低tau蛋白的异常磷酸化,其机制可能是与参与下调tau蛋白磷酸化的磷酸酶有关。
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  Abstract: Objective Toobservetheeffectoftetrahydroxystilbeneglycosidec(TSG)onproliferationof
NG108-15cellsinducedbyOkadaicacidandphosphokinasePP2A,PP2B,PP5andphosphorylationoftaupro-
tein,andexplorethemechanismofitsanti-Alzheimer’sdisease. Methods MTTassaywasusedtoobserve
theeffectsofTSGonproliferationofNG108-15cellsinducedbyOkadaicacidat24h.NG108-15cellsatloga-
rithmicgrowthstageweretakenanddividedintonormalagroup,amodelgroup,andTSGlow-,medium-and
high-dose(50nmol·L-1、100nmol·L-1、200nmol·L-1)groups.TheeffectofTSGoncellapoptosiswasde-
tectedbyAO/EBdoublefluorescencestaining.Theexpressionsofproteinphosphatase2A(PP2A),protein
phosphatase2B(PP2B),proteinphosphatase5(PP5),tauandP-tauweredetectedbywesternImmunoblot-
ting.ThechangesofmRNAofPP2AandPP2BweremeasuredbyqRT-PCR.Theexpressionanddistribution
ofPP2A,PP2Bandtauproteinweredetectedbyimmunofluorescence. Results TSGcouldenhancethepro-
liferationofNG108-15cellsinducedbyOkadaicacidinadose-dependentmanner.Comparedwiththemodel
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group,TSGcouldinhibitthesenescenceofNG108-15cellsinducedbyOkadaicacid.TSGcouldincreasethe
expressionofPP2A,PP2BandPP5proteinandreducetheexpressionofP-tauprotein.Inaddition,TSGcould
alsoincreasethetranscriptionofPP2A,PP2BmRNA. Conclusion TSGcanimprovetheanti-agingabilityof
NG108-15cellsandreducetheabnormalphosphorylationoftauprotein,andthemechanismmayberelatedto
phosphatasesinvolvedinthedown-regulationoftauproteinphosphorylation.
  Keywords: tetrahydroxystilbeneglycoside;NG108-15cells;phosphorylatedtauprotein;proteinphos-

phatase2A(PP2A);proteinphosphatase2BPP2B(PP2B);proteinphosphatase5(PP5)

  阿尔茨海默病(Alzheimerdisease,AD),又叫老

年性痴呆,是一种伴有进行性认知障碍的神经退行性

疾病。主要表现为渐进性记忆障碍、认知功能障碍、人
格改变及语言障碍等神经精神症状[1]。AD的病理改

变主要包括β蛋白沉积和神经原纤维缠结(NFTs)[2]。

NFTs主要由过度磷酸化的tau蛋白组成,tau蛋白的

过度磷酸化和异常聚集,再加上其转换清除能力下降,
从而形成神经纤维缠结[3],NFTs与 AD临床的病理

表现程度呈现出很高的相关性。因此tau蛋白的磷酸

化和去磷酸化异常在AD的发病机制中发挥重要的作

用,调节tau蛋白表达及其磷酸化水平是治疗 AD药

物的重要靶点之一。
何首乌作为一种著名的中草药,在中国、日本和韩

国的传统医学中早已有运用。其主要化学成分为二苯

乙烯苷类化合物、蒽醌类化合物及聚合原花青素等[4]。
二苯乙烯苷是何首乌中的主要生物活性成分,其代表

成分为2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷

(tetrahydroxystilbeneglucoside,TSG),分 子 量 是

406.39,具有保护神经、提高学习记忆力、抗衰老、防治

老年痴呆、舒张血管、保护肝脏、降血脂、抗炎、抗肿瘤

等生物活性[5]。本实验以冈田酸(Okadaicacid,OA)
诱导的 NG108-15细胞为模型,观察二苯乙烯对 AD
发病关键物质tau蛋白及其磷酸激酶的影响。

1 材料

1.1 细胞株 NG108-15大小鼠神经瘤混合细胞购

自中国科学院上海细胞生物所。

1.2 主要仪器 实时荧光定量PCR仪(原应用生物

系统公司);CO2 细胞培养箱(美国ThermoForma公

司,Scientific3111);Odyssey双色红外荧光扫描成像

系统(美国LICOR公司,Sa);连续光谱扫描式酶标仪

(香港分子仪器公司,SpectraMaxPlus384);荧光倒置

显微镜(日本Olympus公司,CKX-41)。

1.3 药物与试剂 二苯乙烯苷(tetrahydroxystil-
bene glucoside)购 自 Sigma 公 司 (批 号 #
017M4703V);冈 田 酸 购 于 Sigma 公 司 (批 号 #
SLBS1501V);高糖DMEM 培养基购自美国gibco公

司(批号:8118348);胎牛血清购自 AUSGENEX(批
号:FBSSA00418-2);青链霉素混合液购于北京索莱宝

科技有限公司(批号:20181123);MTT:BIOSHARP
公司(批号:2016106);兔抗tau(批号:00036062)、兔
抗 PP2A (批 号:00003450)、兔 抗 PP2B(批 号:

00050052)、多克隆抗体PP5(批号:00051499)、兔抗β-
actin单克隆抗体(批号:00057922),上述抗体均购于

美国ProteinechGroup公司;兔抗P-tau单克隆抗体

购于CellSignaling公司(批号:1);Western一抗稀释

液购于碧云天生物技术公司(批号:082118180821);

Western二抗稀释液购于碧云天生物技术公司(批号:

061418180703);Trizol购于TaKaRa宝生物工程(大
连)有限公司(批号:AA7101-1);PCR 试剂盒购于

TaKaRa宝 生 物 工 程 (大 连)有 限 公 司 (批 号:

AI21777A);逆转录试剂盒购于TaKaRa宝生物工程

(大连)有限公司(批号:AI12361A)。

2 实验步骤

2.1 细胞培养传代冻存 NG108-15细胞用10%胎

牛血清和1%青链霉素混合液与 DMEM 配成完全培

养基,培养于细胞培养箱中。每天观察细胞生长状态。
待生长至85%后,用胰酶将细胞消化吹打取出,以800
r/min,5min离心细胞悬液,离心后加入完全培养基,
反复吹打使之成单细胞悬液,将细胞悬液分装至2~3
个培养瓶中,置于37℃、5% CO2 培养箱中继续培养。
将对数期细胞消化离心,以血清∶二甲基亚砜=9∶1
的比例配制冻存液,置于-80℃冰箱中保存。

2.2 MTT 法 检 测 细 胞 增 殖 取 对 数 生 长 期 的

NG108-15细胞,以每孔6×103 个细胞接种于96孔

板,每 孔100μl的 含10%FBS完 全 培 养 基,置 于

37℃、5%CO2 培养箱中孵育培养24h后,弃去培养

液,每孔加含不同浓度10nmol·L-1、20nmol·L-1、

40nmol·L-1、80nmol·L-1、160nmol·L-1OA的培

养液100μl,同时未经处理的细胞为正常对照组,每组

设6个复孔,继续培养24h后,每孔加10μl5mg·

L-1的 MTT,置于37℃、5%CO2 培养箱中避光孵育4
h,弃去上清液,每孔加入100μl二甲基亚砜,室温低

速振荡10min,于酶标仪490nm 处测量吸光度值。
按公式计算抑制率:抑制率=(1-实验组OD值/空白

对照组OD值)×100%。

2.3 细胞分组及给药方式 将细胞分成5组:正常对
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照组,模型组,TSG低、中、高剂量组。TSG低、中、高
剂量组给予药物预处理24h,再加入OA,继续培养24
h。具体分组如下(以下所示浓度均为终浓度):

A.正常对照组:NG108-15细胞+DMEM 完全培

养液。

B.模型组:NG108-15细胞+OA(80nmol·L-1)。

C.TSG 低 剂 量 组:NG108-15细 胞+TSG50
nmol·L-1+OA(80nmol·L-1)。

D.TSG 中剂量组:NG108-15细胞+TSG100
nmol·L-1+OA(80nmol·L-1)。

E.TSG 高剂量组:NG108-15细胞+TSG200
nmol·L-1+OA(80nmol·L-1)。

2.4 细胞总蛋白的提取 吸弃6孔板中的培养液,

PBS清洗2次,以RIPA高效裂解液:蛋白酶抑制剂:
磷酸酶抑制剂=100∶1∶1配制蛋白裂解液,混匀后

每孔加入150μl,置于冰上裂解30min,收集孔内液

体,12000r/min,4℃离心15min,取上清,置于-80℃
冰箱保存备用。利用微量核酸检测仪测定细胞蛋白浓

度,以裂解液调零。测定完成蛋白浓度后,将细胞蛋白

与5×SDS-PAGE蛋白上样缓冲液按照比例为1∶4
充分混合,95~100℃煮沸5min,冷却至室温后直接

用于蛋白质免疫印迹检测或者置于-20℃冰箱保存。

2.5 蛋白质免疫印迹法(WesternImmunoblotting)

 将提取的变性后的蛋白用10%聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离,用100mA电流120min湿法转至PVDF膜

上。TBST洗膜3次后,于4℃冰箱中孵育一抗过夜。
一抗稀释的比例分别为β-actin(1∶5000)、PP2A(1∶
1000)、PP2B(1∶1000)、PP5(1∶1000)、tau(1∶
1000)、P-tau(1∶1000)。TBST洗膜3次,HRP标记

二抗(1∶10000)37℃摇床避光孵育2h。TBST避光

洗膜3次,采用odessey双色红外成像系统进行扫膜。
结果以目的条带与对应内参条带光密度值表示,采用

ImageJ2×软件进行定量分析。

2.6 qRT-PCR法检测PP2A、PP2BmRNA的表达

2.6.1 引物设计与合成 根据NCBIGeneBank中

MusPP2A、PP2B、GAPDH基因全序列,设计、合成引

物及鉴定由TaKaRa宝生物工程有限公司,引物序列

见表1。
表1 PP2A和PP2B的引物序列

基因 序列
Product

size/bp
MusGAPDH Forward5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’ 150
 Reverse5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’

MusPP2A Forward5’-TCTGGGCAAAGACAACACCATC-3’ 126
 Reverse5’-ATGCCAATCACCTCGTTCACAC-3’

MusPP2B Forward5’-TGTACACGGTGGTTTGTCTCCAG-3’ 87
 Reverse5’-GGCCCATAAGCAGGTGGTTC-3’

2.6.2 Trizol法抽提细胞总RNA 用RNase-free水

稀释RNA,以0.1%RNase-free水调零,取2μlRNA
在核酸测定仪上检测总RNA浓度及 A260/A280比

值,以判断总RNA的纯度,A260/A280的值在1.8~
2.1之间,说明RNA纯度较纯,无杂质蛋白等污染,可
进行下一步去除基因组 DNA 反应和反转录反应。

qRT-PCR结果以小鼠GAPDH为内参,采用2-△△Ct法
进行相对定量分析。

2.7 免疫荧光检测PP2A、PP2B和tau蛋白的表达

 将处于对数生长期的细胞消化离心,用强酸浸泡盖

玻片过夜,取出盖玻片经蒸馏水洗干净,烘干后经高压

灭菌,烘干后放于6孔板中,以1×105 个/孔的数量接

种于孔内,置于37℃、5% CO2 的培养箱中培养24h
后按上述方法给药,吸去培养基,PBS浸洗3次,每次

5min。在4%多聚甲醛常温固定20min,PBS洗3
次,每次5min。在0.2%TritonX-100温室通透5
min,PBS洗3次,每次5min。滴加5%BSA-PBS进

行封闭,把装有玻片的培养板放于湿盒中,室温孵育1
h后,用滤纸将多余的BSA-PBS溶液吸去,注意不要

干片。在玻片上滴加50μl稀释后的目的蛋白PP2A、

PP2B、tau一抗,将培养板放于湿盒中,于4℃冰箱过

夜。PBS洗3次,每次5min。在玻片上滴加50μl荧

光二抗,将培养板放于湿盒中温室避光孵育1h。PBS
洗3次,每次5min,在玻片上滴加50μl的DAPI复

染细胞核,将培养板放于湿盒中温室避光孵育5min。
取出玻片,晾干,滴加封片剂。放到荧光显微镜下观

察。

2.8 统计学方法 采用SPSS22.0统计软件,数据以

(췍x±s)表示,采用单因素方差分析(one-wayANO-
VA)进行检验,以P<0.05表示差异有统计学意义,

P<0.01表示差异有显著统计学意义。

3 实验结果

3.1 MTT法检测细胞增殖实验

3.1.1 OA对 NG108-15细胞存活率的影响 实验

结果显示,OA 能抑制 NG108-15细胞增殖,且随着

OA浓度的增加抑制作用越明显,40nmol·L-1OA能

够使细胞存活率与正常对照组细胞存活率比较降至

81.21%(P<0.05),80nmol·L-1OA能够使细胞存

活率与正常对照组细胞存活率比较降至51.81%(P
<0.01),细胞生存率随着OA浓度的增加而降低,并
接近IC50且降低趋势明显。因此选择80nmol·L-1

OA作为后续实验诱导建立阿尔兹海默症细胞模型的

浓度。具体见图1。
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图1 MTT法检测OA对NG108-15细胞的

抑制作用(췍x±s,n=5)

3.1.2 TSG对OA诱导NG108-15细胞损伤存活率

的影响 NG108-15细胞经过80nmol·L-1OA 作用

24h后,生存率明显降低,与正常对照组比较差异有

统计学意义(P<0.05)。OA作用24h前给予不同

剂量TSG均能增加细胞的生存率,与模型组比较均具

有显著性差异。具体见图2。

图2 MTT法检测TSG对冈田酸诱导的

NG108-15细胞的作用(췍x±s,n=5)

注:与正常组比较,*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,

#P<0.05,##P<0.01

3.2 WesternImmunoblotting法检测 TSG对冈田

酸诱导的NG108-15细胞PP2A、PP2B、PP5、tau和P-
tau蛋白表达的影响 实验结果显示,与正常组比较,
模型组能提高NG108-15细胞PP2A、PP2B、PP5和P-
tau蛋白的表达(P<0.01),tau的蛋白水平无明显变

化。经TSG预处理再给予冈田酸诱导后,以β-actin
为内参,TSG能上调NG108-15细胞的PP2A、PP2B、

PP5蛋白表达(P <0.05或P <0.01),以tau为参

照,TSG能下调P-tau/tau的比值(P <0.05或P <
0.01),P-tau在tau中的表达含量降低。结果见图3、
图4。

图3 WesternImmunoblotting蛋白印迹图

图4 TSG预处理对诱导的NG108-15细胞

蛋白质的影响(췍x±s,n=3)

注:与模型组比较,**P <0.01;与正常组比较,##P <

0.01

3.3 TSG 对 OA 诱导的 NG108-15细胞 PP2A 和

PP2BmRNA水平的影响 实验结果显示,与正常对

照比较,OA能降低PP2A和PP2BmRNA的表达(P
<0.001)。经TSG处理后,能下调PP2A和PP2B的

表达(P<0.05,P<0.01)。仪器显示扩增曲线基数

期基本稳定在同一水平,曲线整体平行性良好拐点清

晰。溶解曲线体现为锐利的单一峰无异常双峰出现。
说明所设计产物特异性强,无非特异性扩增和引物二

聚体产生。结果见图5、图6。

图5 PCR扩增曲线和溶解曲线
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图6 二苯乙烯苷对NG108-15细胞基因

PP2A和PP2B的影响(췍x±s,n=3)

注:与正常组比较,##P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,

**P<0.01

3.4 免疫荧光测定TSG对冈田酸诱导的NG108-15
细胞PP2A、PP2B、tau的影响 实验结果显示,与正

常对照组比较,OA能增加细胞内PP2A、PP2B的蛋

白表达,经药物预先处理后,TSG能上调PP2A、PP2B
蛋白表达。结果见图7、图8。实验结果显示,与正常

对照组比较,OA能增加细胞内tau蛋白的聚集,经药

物预先处理后,TSG能减少tau蛋白的聚集。结果见

图9。

图7 免疫荧光检测PP2A(×400)

注:A:正常组;B:模型组;C:TSG低剂量组;D:TSG中剂量组;

E:TSG高剂量组

图8 免疫荧光PP2B(×400)

注:A:正常组;B:模型组;C:TSG低剂量组;D:TSG中剂量组;

E:TSG高剂量组

图9 免疫荧光tau(×400)

注:A:正常组;B:模型组;C:TSG低剂量组;D:TSG中剂量组;

E:TSG高剂量组

4 讨论

二苯乙烯苷作为何首乌的主要活性成分,有研究

表明其能改善学习记忆功能,减少脑内淀粉样斑块和

Aβ含量,保护神经突触的结构和功能,减少神经元死

亡,对AD的防治有着积极的作用[6]。tau蛋白是微管

相关的主要蛋白,其主要功能是促进微管蛋白组装成

微管,稳定微管结构。在AD的发生过程中,tau蛋白

受各种因素的影响导致过度磷酸化,过度磷酸化的

tau蛋白失去了有效聚合的能力,从而聚合集合成对

螺旋细丝的形式异常地组装形成神经元纤维缠结,失
去了维持微管正常形态与功能的能力,造成神经元的

变性损伤[7-8]。因此,tau蛋白的异常磷酸化过程被认

为是AD神经纤维变性的关键之一。通过OA诱导神

经母瘤细胞的衰老来模拟 AD的tau病理,我们在实

验中观察到tau的磷酸化显著增加,PP2A、PP2B和

PP5的活性降低。TSG给药处理后增强了NG108-15
细胞的PP2A、PP2B和PP5活性,降低了tau蛋白磷

酸化,从而减弱tau蛋白磷酸化。tau蛋白磷酸化程度

是由体内的多种磷酸化的特异性蛋白激酶和脱磷酸化

的蛋白磷酸酶(proteinphosphatase,PP)两种作用间

互相平衡出来的结果[9-11]。其中主要作用在tau上的

磷酸酶为PP1、PP2A、PP2B和PP5[12]。PP可催化tau
蛋白的去磷酸化,有研究[13]发现AD病理模型PP的

活性水平却发生明显降低,蛋白激酶活性水平未发生

明显改变,但tau的磷酸化水平却明显上升,说明 PP
在tau蛋白磷酸化状态调节中起重要作用。PP2A是

一种丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸化酶,在蛋白去磷酸化修

饰调控中起到很大作用,参与调节真核细胞中大部分

的磷酸化过程。tau作为PP2A的底物,PP2A活性降

低,导致P-tau蛋白去磷酸下降,tau过度磷酸化[14],

从而过度磷酸的tau沉积形成神经元纤维缠结[15]。
有研究[16]发现,血液中的PP2A活性降低,tau蛋白的
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磷酸化增强,形成神经元纤维缠结并影响其他的相关

通路,最终导致出现认知障碍。在本实验中能观察到,

OA诱导的NG108-15细胞给予TSG预处理后,细胞

存活率增加。表明TSG能增加冈田酸诱导NG108-15
细胞损伤的细胞模型的存活率,降低细胞损害。在

Westernblot法检测中,经 OA诱导后P-tau磷酸化

蛋白表达量增多,PP2A、PP2B和PP5蛋白磷酸酶表

达下降,可推测出导致tau蛋白过度磷酸化的重要原

因可能是蛋白酶失调导致的。在qRT-PCR的检测

中,也能看出PP2A和PP2B的mRNA上调。经二苯

乙烯 苷 干 预 后,tau过 度 磷 酸 化 程 度 减 弱,PP2A、

PP2B、PP5蛋白增加。因此,我们推测出,二苯乙烯苷

可能是通过上调磷酸酶的相关基因转录和蛋白表达水

平,从而减少tau蛋白的磷酸化水平。
综上所述,二苯乙烯苷能上调磷酸酶的相关基因

转录和蛋白表达水平,减少tau蛋白的磷酸化水平,增
加细胞的抗衰老能力,提高细胞存活率。但二苯乙烯

苷对调节tau蛋白磷酸化的蛋白磷酸激酶和蛋白磷酸

酶之间的相互作用机制尚不清楚,后期实验中仍需对

调控tau蛋白磷酸化的蛋白磷酸激酶调控因子与蛋白

磷酸激酶的相互作用机制进行进一步研究。
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