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  [摘要] 目的 探讨乌梅总黄酮(FMF)对神经毒素1-甲基-4-苯基吡啶离子(MPP+)诱导人神经母细胞瘤

(SH-SY5Y)细胞建立的帕金森病(PD)细胞模型钙调蛋白激酶(CaMKKβ)/
 

腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)通

路的调控作用及对SH-SY5Y细胞线粒体功能的影响。方法 250
 

μmol/L
 

MPP+ 作用于SH-SY5Y细胞24
 

h
后,建立PD体外细胞模型,将细胞分为5组:对照组(只加SH-SY5Y细胞,不加药物)、模型组(250

 

μmol/L
 

MPP+孵育24
 

h)、FMF低剂量组(MPP++FMF
 

10
 

μmol/L)、FMF中剂量组(MPP++FMF
 

50
 

μmol/L)和

FMF高剂量组(MPP+ +FMF
 

100
 

μmol/L)。CCK-8法检测细胞的存活率,JC-1染色检测线粒体膜电位

(ΔΨm);Western
 

blot检 测 CaMKKβ/AMPK 信 号 通 路 相 关 CaMKKβ、AMPK 及 磷 酸 化 CaMKKβ(p-
CaMKK)、磷酸化AMPK(p-AMPK)表达水平。结果 CCK-8

 

检测结果显示,FMF预处理24
 

h后,FMF低、

中、高剂量组 MPP+损伤细胞的存活率均较模型组明显升高(P<0.05或P<0.01)。ΔΨm检测结果显示,与

对照组相比,模型组细胞ΔΨm明显降低(P<0.001);与模型组相比,FMF低、中、高剂量组ΔΨm明显升高

(P<0.001)。Western
 

blot
 

检测结果显示,与对照组比较,模型组p-CaMKKβ、p-AMPK表达水平均明显下降

(P<0.01);与模型组比较,FMF低、中、高剂量组p-CaMKKβ、p-AMPK表达水平均明显上调(P<0.05或P<
0.01)。FMF干预前、后各组间CaMKKβ、AMPK表达水平比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 

FMF可减轻 MPP+对SH-SYSY细胞的损伤,这种保护作用可能是通过激活CaMKKβ/AMPK通路,改善线粒

体功能实现的。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

fructus
 

mume
 

total
 

flavone
 

(FMF)
 

on
 

the
 

regulation
 

of
 

calmodulin
 

kinase/adenosine
 

monophosphate
 

activated
 

protein
 

kinase
 

(CaMKKβ/AMPK)
 

pathway
 

in
 

hu-

man
 

neuroblastoma
 

(SH-SY5Y)
 

cells
 

induced
 

by
 

neurotoxin
 

1-methyl-4-phenylpyridyl
 

ion
 

(MPP+),a
 

cell
 

model
 

of
 

Parkinson’s
 

disease
 

(PD),and
 

the
 

mitochondrial
 

function
 

in
 

SH-SY5Y
 

cells.Methods SH-SY5Y
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

250
 

μmol/L
 

MPP+
 

for
 

24
 

h,and
 

an
 

in
 

vitro
 

model
 

of
 

PD
 

was
 

established.The
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

5
 

groups:the
 

control
 

group
 

(only
 

added
 

SH-SY5Y
 

cells,without
 

any
 

drug),the
 

model
 

group
 

(250
 

μmol/L
 

MPP+
 

incubated
 

for
 

24
 

h),and
 

the
 

FMF
 

low-,medium-,and
 

high-dose
 

groups
 

(MPP+
 

+10,50,

100
 

μmol/L
 

FMF,respectively).CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

survival
 

rate,JC-1
 

staining
 

was
 

used
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to
 

detect
 

the
 

change
 

of
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

(ΔΨm),Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

CaMKKβ/AMPK
 

signaling
 

pathway
 

relative
 

proteins
 

CaMKKβ,AMPK,phosphorylated
 

CaMKKβ
 

(p-CaMKK)
 

and
 

phosphorylated
 

AMPK
 

(p-AMPK).Results The
 

results
 

of
 

CCK-8
 

showed
 

that
 

after
 

FMF
 

pretreatment
 

for
 

24
 

h,the
 

survival
 

rate
 

of
 

MPP+
 

damaged
 

cells
 

in
 

the
 

FMF
 

low-,medium-,and
 

high-dose
 

groups
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05
 

orP<0.01).The
 

results
 

of
 

ΔΨm
 

test
 

showed
 

that,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

ΔΨm
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

decreased
 

significantly
 

(P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

ΔΨm
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

FMF
 

low-,medium-,and
 

high-dose
 

groups
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.001).Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

related
 

proteins
 

showed
 

that,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

p-CaMKKβ
 

and
 

p-AMPK
 

were
 

significantly
 

re-
duced

 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

p-CaMKKβ
 

and
 

p-AMPK
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

FMF
 

low-,medium-,and
 

high-dose
 

groups
 

(P<0.05
 

or
 

P<
0.01).There

 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

CaMKKβ
 

and
 

AMPK
 

before
 

or
 

after
 

FMF
 

pretreatment
 

(P>0.05).Conclusion FMF
 

can
 

alleviate
 

the
 

damage
 

of
 

MPP+
 

to
 

SH-SYSY
 

cells,and
 

this
 

protective
 

effect
 

may
 

be
 

achieved
 

by
 

activating
 

the
 

CaMKKβ
 

/
 

AMPK
 

pathway
 

and
 

improving
 

mitochon-
drial

 

function.
[Key

 

words] Parkinson’s
 

disease;fructus
 

mume
 

total
 

flavone;1-methyl-4-phenylpyridinium;Ca2+
 

/calm-
odulin

 

dependent
 

protein
 

kinase
 

kinase;adenosine
 

monophosphate-activated
 

protein
 

kinase;mitochondrion

  帕金森病(Parkinson's
 

disease,PD)是一种常见

于中老年人的中枢神经系统变性疾病,其特征性病理

改变是黑质多巴胺(dopamine,DA)能神经元变性死

亡。迄今为止,PD中黑质DA神经细胞死亡的原因

尚不完全清楚,目前研究认为脑细胞线粒体损伤及其

功能障碍是导致PD发病的机制之一[1-2]。腺苷酸活

化蛋白激酶(AMP-activated
 

protein
 

kinase,AMPK)
作为体内能量平衡的主要传感器,对于调控应激状态

下机体的正常代谢至关重要,钙调蛋白激酶(Ca2+/

calmodulin-dependent
 

protein
 

kinase
 

kinase
 

2,

CaMKKβ)作为AMPK上游因子,可以通过其磷酸化

来激活 AMPK。CaMKKβ/AMPK信号通路参与了

细胞增殖、分化、凋亡、保护线粒体功能、对抗氧化应

激等生理过程[3-4]。研究表明,CaMKKβ/AMPK信号

通路通过直接或间接调节各种与PD相关的蛋白,抑
制神经细胞凋亡,在PD发病机制及神经元保护中发

挥着 重 要 作 用[5]。此 外,有 证 据 显 示,线 粒 体 是

CaMKKβ/AMPK信号通路发挥神经保护作用的主要

细胞器,AMPK通过直接或间接调节线粒体功能参与

神经元的不同阶段调控[6-7]。
乌梅(Fructus

 

Mume)为蔷薇科植物梅 Prunus
 

mume(Sieb.)Sieb.et
 

Zucc.的干燥近成熟果实,为治

疗PD的常用中药及配伍用药,乌梅总黄酮(Fructus
 

Mume
 

total
 

flavone,FMF)为乌梅提取的有效成分,
具有抗氧 化、清 除 自 由 基、抗 肿 瘤、抗 炎 等 药 理 作

用[8]。本课题组前期研究发现,FMF具有保护PD模

型大 鼠 神 经 元 的 作 用,可 以 减 轻 6-羟 基 多 巴(6-

hydroxydopamine,6-OHDA)引起的线粒体功能损

伤[9],但是其作用机制尚不清楚。本实验拟通过神经

毒素1-甲基-4-苯基吡啶离子(1-inethyl-4-phenylpyri-
dinium,MPP+)诱导人神经母细胞瘤(SH-SY5Y)细
胞建立PD细胞模型,采用不同浓度的FMF干预,探
讨FMF体外实验中的神经保护作用及相关机制,为
临床应用乌梅和开发FMF新型防治PD提供科学

依据。
 

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株

SH-SY5Y细胞购自中国科学院细胞生物研究

所,由广西中医药大学科学实验中心实 验 室 保 存

传代。

1.1.2 药品及试剂

纯度95%的FMF对照品(西安赛奥生物科技有

限公司,批号:20210714)。DMEM 培养基、胎牛血清

(美国Gibco公司);胰蛋白酶(美国Sigma
 

公司);线
粒体膜电位(ΔΨm)检测试剂盒(上海碧云天生物技

术有限公司);BCA 蛋白定量试剂盒(BCA
 

Protein
 

Assay
 

Kit,美国 Cell
 

Signaling
 

Technology公司);

CCK-8试剂盒(美国 Abcam 公司)。兔抗CaMKKβ
一抗、兔抗 AMPK 一抗、兔抗磷酸化 CaMKKβ(p-
CaMKKβ)一抗、兔抗磷酸化 AMPK(p-AMPK)一抗

(美国Santa
 

Cruz公司);羊抗兔二抗(美国 Abcam
公司)。

1.1.3 仪器
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超净工作台(江苏省苏州空气净化设备公司);

CO2 培养箱(日本三洋公司);IX51型倒置相差显微

镜(日本Olympus公司);低温离心机(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司);流式细胞仪(美国Beckman
公司);全自动荧光酶标仪(美国Thermo

 

Fisher
 

Sci-
entific公司);蛋白电泳仪(美国Bio-Rad公司)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

SH-SY5Y细胞用DMEM 培养基(含10%胎牛

血清,100
 

U/mL青霉素、100
 

U/mL链霉素)培养,置
于37

 

℃、饱和湿度、5%
 

CO2 培养箱中。隔天换液,
每2~3天以1∶3传代,取对数生长期细胞进行

实验。

1.2.2 MPP+ 诱 导SH-SY5Y 细 胞 模 型 的 构 建 及

分组

取对 数 生 长 期 细 胞,调 整 细 胞 悬 液 浓 度1×
105/mL,接种于96孔板,细胞贴壁后,加入不同终浓

度 MPP+ 溶 液 (0、125、250、500、1
 

000、2
 

000
 

μmol/L),分别处理
 

16、24、48
 

h,CCK-8法检测细胞

活性。以0
 

μmol/L
 

MPP+ 为对照组,细胞活性及细

胞数量明显下降,最终确定250
 

μmol/L终浓度的

MPP+作用24
 

h,建立PD的细胞模型。细胞实验分

为5组:对照组(只加SH-SY5Y细胞,不加药物)、模
型组(250

 

μmol/L
 

MPP+)、FMF 低 剂 量 组 (250
 

μmol/L
 

MPP++10
 

μmol/L
 

FMF)、中剂量组(250
 

μmol/L
 

MPP++50
 

μmol/L
 

FMF)和高剂量组(250
 

μmol/L
 

MPP++100
 

μmol/L
 

FMF)。FMF各剂量

组用不同终浓度的FMF(10、50、100
 

μmol/L)预处理
 

24
 

h后,然后再加入250
 

μmol/L终浓度的 MPP+ 继

续培养24
 

h。

1.2.3 CCK-8法检测细胞存活率

细胞分组及处理同1.2.2。待细胞贴壁后,按照

分组给予不同处理,至相应时间点,加入CCK-8工作

液(每孔10
 

μL),混匀,于37
 

℃培养箱中孵育3
 

h,3
 

h
后在全自动定量酶标仪上测定490

 

nm处各孔吸光度

(A490)值。实验重复3次取其均值。按以下公式计算

细胞存活率:细胞存活率(%)=实验组 A490 值/对照

组A490 值×100%。

1.2.4 ΔΨm检测

细胞分组及处理同1.2.2。各组细胞处理结束

后,磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤细胞2次,加入JC-1染

色工作液,置于细胞培养箱中37
 

℃孵育20
 

min,孵育

结束后除去染色溶液,用JC-1染色缓冲液洗涤2次,
胰蛋白酶消化收集细胞,然后用流式细胞仪检测细胞

ΔΨm。
 

1.2.5 Western
 

blot检测CaMKKβ、AMPK表达及

其磷酸化水平

细胞分组及处理同1.2.2。细胞培养24
 

h后收

集细胞,提取总蛋白,使用BCA蛋白定量试剂盒测定

蛋白水平,取30
 

μg总蛋白进行十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分离蛋白,并将蛋白转

移至聚偏二氟乙烯膜(PVDF)上,5%脱脂奶粉室温下

封闭2
 

h,TBST洗3次,每次5
 

min,分别加入稀释好

的一抗:CaMKKβ(1∶500)、AMPK(1∶1
 

000)、p-
AMPK(1∶1

 

000)、p-CaMKKβ(1∶1
 

000)一抗抗体

和GADPH 抗体(内参,1∶2
 

000)孵育,4
 

℃过夜

TBST洗3次,每次5
 

min,加入辣根过氧化物酶标记

与一抗同源的二抗IgG(1∶2
 

000)室温50
 

min,TBST
洗3次,每次5

 

min。将滤膜放入配好的显色液中反

应1
 

min,采用Tanon软件拍摄图像并进行半定量分

析。各组目的蛋白的相对表达水平=目的条带灰度

值/内参条带灰度值。

1.3 统计学处理

用SPSS22.0软件进行统计分析,计量资料以

x±s表示,两组间比较采用独立样本t检验,多组间

比较采用单因素方差分析(one-way
 

ANOVA),以

P<0.05为差异有统计学意义。
 

2 结  果

2.1 FMF对SH-SY5Y细胞存活率的影响

模型组SH-SY5Y细胞存活率降低至(53.00±
6.16)%,与对照组(100%)比较,差异有统计学意义

(P<0.001)。MPP+ 处理前分别给予不同浓度的

FMF干预后,细胞存活率明显提高,FMF低、中、高剂

量组细胞存活率分别为(62.67±8.36)%、(72.00±
6.33)%、(86.67±6.65)%,与模型组比较,差异均有

统计学意义(P<0.05或P<0.01)。

2.2 FMF对 MPP+诱导的SH-SY5Y细胞ΔΨm的

影响

与对照组[(20.54±3.23)%]比较,模型组细胞

ΔΨm[(1.92±0.63)%]明显下降(P<0.001)。与模

型组相比,FMF低、中、高剂量组细胞ΔΨm均上升,
分别为(6.68±0.83)%、(9.76±1.92)%、(16.77±
3.47)%,差异有统计学意义(P<0.001),见图1。

2.3 FMF对 MPP+诱导的SH-SY5Y细胞CaMKKβ、

AMPK表达及其磷酸化水平的影响

Western
 

blot检测结果显示,与对照组相比,模型

组细胞p-CaMKKβ、p-AMPK 表达水平均明显降低

(P<0.01)。与模型组比较,FMF低、中、高剂量组p-
CaMKKβ表达水平均明显升高(P<0.01或P<
0.05),FMF低、中、高剂量均能上调p-AMPK表达
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(P<0.05或P<0.01)。经FMF低、中、高剂量处理

后,细胞内的CaMKKβ、AMPK表达水平与模型组细胞

比较,差异均无统计学意义(P>0.05),见表1
 

、图2。

  A:对照组;B:模型组;C:FMF高剂量组;D:FMF中剂量组;E:FMF低剂量组。

图1  流式细胞术检测FMF对各组SH-SY5Y
 

细胞ΔΨm的影响

表1  FMF对PD体外细胞模型中CaMKKβ、AMPK表达及磷酸化水平的影响(n=5,x±s)

组别 p-CaMKKβ
 

/GADPH CaMKKβ
 

/GADPH p-AMPK/GADPH AMPK/GADPH
对照组 2.23±0.24 0.75±0.07 1.49±0.17 0.52±0.07
模型组 1.29±0.12a 0.67±0.05 0.51±0.14a 0.47±0.05

FMF低剂量组 1.56±0.13c 0.69±0.04 0.74±0.13c 0.49±0.04

FMF中剂量组 1.67±0.20b 0.71±0.06 1.07±0.21b 0.51±0.06

FMF高剂量组 1.95±0.19b 0.70±0.05 0.84±0.15b 0.50±0.05

  a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,c:P<0.05,与模型组比较。

  1:对照组;2:模型组;3:FMF低剂量组;4:FMF中剂量组;5:FMF

高剂量组。

图2  Western
 

blot检测FMF对PD体外细胞模型中

CaMKKβ、AMPK表达及其磷酸化水平的影响

3 讨  论

  越来越多的研究表明,线粒体功能损害及其引发

的细胞氧化应激损伤在PD的发病机制中起重要作

用[10-11]。因此,将线粒体作为PD治疗的靶点,改善线

粒体功能障碍,减轻线粒体氧化应激损伤,降低DA
能神经元死亡成为防治PD的重要策略[12]。

FMF是从中药乌梅中提取的主要有效成分,具
有抗 氧 化 应 激、抗 衰 老、抗 炎、抗 病 毒 等 药 理 作

用[13-14]。本课题组研究发现,FMF能下调Bcl-2相关

X蛋白(Bax)、半胱氨酸蛋白酶-3(caspase-3)水平,升
高Bcl-2/Bax比值,抑制 MPP+ 诱导的SH-SY5Y细

胞凋亡。但是FMF的神经保护作用是否与靶向线粒

体、拮抗线粒体氧化应激损伤有关,以及其具体作用

机制,目前国内外还少有相关研究报道。
 

MPP+ 是一

种神经毒剂,通过神经细胞的多巴胺转运体(DAT)进
入细胞后损伤线粒体功能,导致DA能神经元损伤;

SH-SY5Y细胞的生理功能、细胞形态与正常的神经

细胞相似,MPP+ 诱导SH-SY5Y细胞建立的PD体

外模型已得到国内外学者一致公认,并被广泛用于

PD的实验研究[15]。因此,本研究采用 MPP+ 诱导损
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伤SH-SY5Y细胞建立PD的体外模型。
本研究采用 MPP+ 处理SH-SY5Y细胞,CCK-8

法检测细胞的存活率,确定最佳建模浓度及时间为

MPP+
 

250
 

μmol/L处理24
 

h,并用于研究FMF对

PD体外细胞模型的保护作用及其可能的机制。结果

表明,在 MPP+刺激SH-SY5Y细胞前24
 

h,给予10、

50、100
 

μmol/L
 

FMF可抑制 MPP+作用所产生的细

胞存活率下降,且改变与药物呈剂量依赖关系,以100
 

μmol/L
 

FMF保护作用最明显,提示在一定浓度范围

内FMF对 MPP+诱导损伤的SH-SY5Y细胞具有保

护作用。本课题组之前的研究也发现FMF对 MPP+

诱导的SH-SY5Y细胞损伤具有明显的干预作用[16],
因此该实验结果与以前的报道一致。

ΔΨm是稳定线粒体膜完整性,维持线粒体正常

功能的关键因素[17]。当ΔΨm降低时,引起线粒体膜

通透性改变,影响线粒体呼吸链,使体内氧自由基生

成增加,进一步加重线粒体损伤,引起神经细胞功能

障碍甚至死亡;此外,受损的线粒体释放细胞色素C
(cytochrome

 

C,Cyt
 

C)和凋亡诱导因子,造成神经细

胞凋亡[18]。本实验观察了FMF对SH-SY5Y细胞线

粒体功能的影响。JC-1染色是检测ΔΨm的常用方

法[19]。JC-1检测结果显示,模型组细胞ΔΨm下降,

FMF干预抑制了 ΔΨm 的下降,随着FMF浓度增

加,ΔΨm逐渐上升,提示在一定浓度范围内FMF可

部分恢复 MPP+ 损伤SH-SY5Y
 

细胞的ΔΨm,具有

保护线粒体膜功能的作用。
有研究表明,CaMKKβ、AMPK是与PD发生、发

展密切相关的蛋白[6,20]。AMPK是细胞重要的能量感

受器和调节器,是能量代谢的关键调节因子[21]。有研

究显示,在1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(1-methyl-
4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine,MPTP)诱导的PD
小鼠和MPP+处理的SH-SY5Y细胞中,AMPK磷酸化

受到抑制,应用AMPK的药理抑制剂Compound
 

C抑

制AMPK的表达可增加 MPP+诱导的细胞死亡[22-23]。

AMPK受CaMKKβ调节,CaMKKβ是一种激活钙调

素依赖蛋白激酶的激酶,是 AMPK的主要上游蛋白

激酶,可以激活AMPK,其作用位点是AMPK
 

α亚基

Thr172[24]。有研究证实在 MPTP诱导的PD小鼠模

型脑黑质中CaMKKβ表达明显下调[25]。近年研究显

示,线粒体是CaMKKβ/AMPK信号通路发挥神经保

护作用的细胞靶器官,AMPK通过直接或间接调节线

粒体 功 能 参 与 神 经 元 的 不 同 阶 段 调 控[26-27]。p-
CaMKKβ、p-AMPK 是 CaMKKβ、AMPK 的活化状

态,是CaMKKβ/AMPK信号通路活化的标志[28]。本

研究中,MPP+ 明显降低SH-SY5Y细胞 CaMKKβ、

AMPK磷酸化水平,而FMF处理后可以明显提高

CaMKKβ、AMPK的磷酸化水平。基于这些结果,认

为FMF可能通过激活CaMKKβ/AMPK信号通路发

挥对 MPP+诱导的SH-SY5Y细胞的神经保护作用。
综上所述,FMF可明显减轻 MPP+ 诱导的SH-

SY5Y细胞损伤,抑制线粒体功能障碍。其潜在的作

用机制可能是FMF能够调节CaMKKβ/AMPK信号

通路,缓 解 线 粒 体 损 伤,从 而 发 挥 神 经 保 护 作 用。

CaMKKβ/AMPK信号通路可能成为治疗PD的有效

靶点,而FMF如何启动CaMKKβ/AMPK信号通路,
需要通过进一步的实验完善研究。
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