
V-FITC /PI staining，caspase-3 activity and expres-
sion． The expression and transcription of nuclear factor
kappa B ( NF-κB) and FLICE inhibiting protein ( c-
FLIP) were measured by ＲT-PCＲ and Western blot．
In addition，NF-κB was knockdown to analyze its regu-
lating effect on c-FLIP expression． Ｒesults The com-
bination treatment with TＲAIL and L-carnitine signifi-
cantly inhibited cell proliferation and induced apopto-
sis． Compared with control，combinational treatment

significantly suppressed the transcription and expres-
sion of c-FLIP as well as translocation of NF-κB．
Through silencing NF-κB，NF-κB was found to act as
upstream signaling to regulate c-FLIP． Conclusion L-
carnitine sensitizes TＲAIL-induced tumor cell apoptosis
via suppression of NF-κB-dependent c-FLIP expres-
sion．
Key words: L-carnitine; TＲAIL; NF-κB; c-FLIP;
GBM; apoptosis
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摘要:目的 考察氯化锂( LiCl) 对蛋白磷酸酶抑制剂冈田酸
( OA) 诱导的 SK-N-SH 细胞分化神经元损伤的保护作用和
tau蛋白 Ser-262 位点磷酸化水平的影响。方法 利用全反
式维甲酸( ATＲA) 诱导 SK-N-SH 细胞分化为成熟的神经元
细胞;采用 OA诱导成熟神经元细胞建立 AD模型;采用磺酰
罗丹明 B( SＲB) 比色法考察 LiCl 对成熟的神经元细胞增殖
的抑制作用; Giemsa染色观察 SK-N-SH细胞形态学变化;并
采用 Image-Proplus 软件测定神经元细胞的突触长度; 采用
Western blot检测 synaptophysin蛋白和 tau蛋白 Ser-262 位点
磷酸化水平。结果 10 μmol·L －1 ATＲA 连续处理 7 d，可
诱导 SK-N-SH细胞突触生长和 synaptophysin 蛋白表达等典
型分化神经元的特征。20 ～ 100 nmol·L －1 OA 作用于分化
神经元，可浓度和时间依赖性抑制细胞增殖，同时致分化神

经元突触萎缩，tau 蛋白 Ser-262 位点磷酸化水平也明显升
高。10 mmol·L －1 LiCl 预处理可维持 synaptophysin 蛋白高
表达，抑制 tau蛋白 Ser-262 位点磷酸化水平( P ＜ 0. 01) 。结
论 LiCl能够改善 OA 所致分化神经元的突触损伤，并伴
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随着 synaptophysin表达的升高、tau蛋白 Ser-262 位点异常磷
酸化水平的降低。

关键词: LiCl;冈田酸; tau 蛋白磷酸化; 阿尔茨海默病; 分化
神经元;突触萎缩;吉姆萨染色

阿尔茨海默病( AD) 是一种常见的中枢神经系
统退行性疾病，其病理特征主要表现为淀粉样蛋白

( β-amyloid，Aβ) 沉积形成的老年斑、tau 蛋白过度
磷酸化导致的神经纤维缠结( neurofibrillary tangles，
NFTs) 以及神经元丢失和突触损伤。其中，NFTs 主
要由过度磷酸化的 tau蛋白聚集形成配对螺旋状细
丝( paired helical filament，PHF) 组成［1］，而 tau蛋白
在维持神经突触微管稳定( 尤其是轴突) 方面具有

重要的作用。体外研究表明: tau蛋白的磷酸化程度
直接影响神经元生长与成熟过程中微管的稳定性，

一般新生体含有丰富的磷酸化 tau，而随着神经元的
成熟，主要通过下调蛋白激酶和上调磷酸酯酶从而

降低 tau的磷酸化水平［2］; 体内研究证明: tau 主要
通过调节脯氨酸依赖性的蛋白激酶，从而调节 tau
蛋白的磷酸化水平，例如细胞周期素依赖性激酶

( CDK) 、促分裂原激活蛋白激酶( MAPK) 和糖原合
成激酶( GSK-3β) ［3 － 4］，目前开发多种激酶抑制剂，

主要以降低 tau蛋白磷酸化水平作为治疗 AD 的新
药开发的新途径。

LiCl是发现的第一类 tau 蛋白激酶 GSK-3β 特
异性抑制剂［5］。体内研究表明，LiCl 可通过下调
GSK-3β的表达，上调抗凋亡因子 Bcl-2、神经营养因
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子，从而降低 Aβ 毒性和 tau 蛋白的磷酸化程度，因
此具有神经保护作用; 同时，LiCl 能和镁竞争性与
GSK-3β结合，亦可降低 GSK-3β 的活性［6 － 7］。体外
研究表明，LiCl可阻止过表达突变 tau 蛋白和 GSK-
3β转基因小鼠的 tau 蛋白的高度磷酸化，减少不溶
性 tau蛋白的形成［8 － 10］。
本研究以全反式维甲酸( ATＲA) 诱导 SK-N-SH

神经母细胞瘤再分化的成熟神经元为研究对象，考

察了冈田酸( OA) 致神经元突触萎缩和 tau蛋白 Ser-
262 位点磷酸化的作用，进一步观察了 LiCl 对 OA
神经毒性的保护作用，旨在为 AD 新药评价提供一
个新的体外模型。
1 材料与方法
1． 1 材料与试剂 SK-N-SH 细胞购自中国典型培
养物保藏中心 ( CCTCC) ; DMEM 培养基、胎牛血清
( fetal bovine serum，FBS) ，美国 Gibco 公司; 胰蛋白
酶、Giemsa、LiCl、OA、ATＲA均为 Sigma产品;磺基罗
丹明 B，上海晶纯生化科技股份有限公司;兔抗 syn-
aptophysin、兔抗 p-tau ( Ser-262 ) 、鼠抗 tau5 抗体，均
购自 Santa Cruz Biotechnology公司;辣根过氧化物酶
标记抗体 ( 二抗) 及荧光剂，Santa Cruz Biotechology
公司。
1． 2 仪器与设备 SpectraMax Paradigm 型多功能
酶标仪，美国美谷分子仪器有限公司; 电泳仪，美国

Bio-Ｒad公司; HC-3018Ｒ 型高速冷冻离心机，安徽
中科中佳科学仪器有限公司; 倒置显微镜及照相系

统，麦克奥迪实业集团有限公司;凝胶图像分析扫描

仪，上海 Tanon科技有限公司。
1． 3 细胞培养及分组 SK-N-SH 细胞生长在含
10%胎牛血清、100 kU·L －1青霉素和 100 mg·L －1

链霉素的 DMEM 培养基中，置于 37℃、5% CO2 饱

合湿度的培养箱中培养传代。
LiCl 储备液: 用 DMEM 培养基溶解 LiCl，配成

浓度为 1 mol·L －1的贮存液，－ 20℃保存备用。使
用前以含 1% FBS的 DMEM培养液稀释，使 LiCl的
终浓度为 0. 1、1、10 mmol·L －1。
1． 4 冈田酸复制分化 SK-N-SH 神经元损伤 SK-
N-SH细胞的诱导分化部分参考文献［11］已在本实验
的前期研究中完成，并确定采用 10 μmol·L －1 AT-
ＲA 可诱导 SK-N-SH 细胞分化为成熟的神经元细
胞。将分化 SK-N-SH细胞以 1. 5 × 107·L －1的密度

接种于 96 孔板中，用 10 μmol·L －1 ATＲA诱导分化
后，分别加入不同浓度 OA，建立 OA细胞损伤模型，
继续培养 48 h，通过 Giemsa 染色观察不同浓度的
OA对 SK-N-SH 细胞的损伤情况，并采用 Western

blot检测 p-tau262、tau5 的蛋白表达。
1． 5 SＲB法测定 LiCl 对 SK-N-SH 分化成熟神经
元活性的影响 取 ATＲA 诱导分化的 SK-N-SH 细
胞，经不同浓度 LiCl处理后，取出培养板，每孔加入
50 μL 4℃预冷的三氯乙酸 ( TCA) 溶液 ( 30%，W/
V) 固定细胞，TCA 的终浓度为 10%，然后在 4℃冰
箱中放置 1 h。各孔用去离子水洗涤 5 遍，自然晾干
后，每孔加入 100 μL 0. 4%的 SＲB溶液( 1% 的乙酸
配制) ，静置染色 30 min后，倒掉染液，用 1%乙酸洗
涤 5 遍，去除未结合的染料，空气中干燥后用 100
μL Tris碱液( 10 mmol·L －1，pH =10. 5) 溶解，在微
孔板振荡器上振荡 20 min，多功能酶标仪在 540 nm
波长下测量各孔的吸光值。按下式计算药物对细胞
增殖的抑制率:

抑制率 /% = ( 对照组 OD 值 －给药组 OD 值) /对照组
OD值 × 100%

1． 6 Giemsa 染色观察 SK-N-SH 细胞形态变化
取 ATＲA诱导分化的 SK-N-SH 细胞，接种于含盖玻
片的 6 孔培养板中，待细胞贴附到盖玻片后，吸去培
养液，分别加入不同浓度 LiCl 培养后，取出盖玻片，
PBS洗涤 2 次，甲醇固定 10 min，PBS 洗涤 2 次，滴
加 Giemsa染液显色 5 min，自然晾干，二甲苯透明，
甘油封片;于显微镜下观察并拍照。光镜下观察细
胞核呈紫红色或蓝紫色，细胞质呈粉红色。
1． 7 Western blot 检测 synaptophysin、tau 蛋白磷
酸化水平 取 ATＲA诱导分化的 SK-N-SH 细胞，经
不同浓度 LiCl及 40 nmol·L －1 OA处理后。弃去培
养基，用预冷 PBS 洗 2 遍，加入 ＲIPA 细胞裂解液，
冰上裂解 30 min，用细胞刮刀收集细胞，12 000 × g
离心 30 min。取上清液，BCA 法测定裂解液中的蛋
白浓度。再加入 4 倍变性液，水浴锅中 100℃、5 min
煮沸。在 12% SDS-PAGE胶进行电泳，将蛋白质转
移到硝酸纤维素膜上，分别用 synaptophysin抗体、抗
磷酸化 tau抗体( Ser262 位点) 和抗总 tau 蛋白抗体
( tau5) 与硝酸纤维素膜 4℃孵育过夜，用 TBST漂洗
3 次，与辣根过氧化物酶标记二抗( 1 ∶ 5 000 ) 室温
孵育 2 h，再用 TBST 漂洗 3 次后，用 Tanon 5500 凝
胶成像系统拍照，并分析蛋白产物条带的相对光密

度值。
1． 8 统计学分析 实验数据用 珋x ± s 表示，用 SPSS
22. 0 统计学分析软件进行数据统计分析。以 t检验
进行组间统计学差异比较。
2 结果
2． 1 OA对 SK-N-SH细胞分化成熟神经元的毒性
作用 不同浓度 OA 处理经 ATＲA 诱导分化的 SK-
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N-SH细胞 24、48、72 h，结果发现，40 nmol·L －1 OA
处理 48 h即表现出对 SK-N-SH 细胞增殖的抑制作
用，随着 OA 浓度的增加，细胞的抑制作用明显增
强，呈浓度依赖性 ( Fig 1 ) 。通过 Giemsa 染色观察
发现，正常组( 成熟的神经元细胞) 铺展良好、轴突
较长，且轴突长度为胞体长度 3. 3 倍; 而 40 nmol·
L －1 OA处理 48 h 的细胞贴壁不良，轴突长度仅为
胞体的 0. 24 倍，甚至出现轴突消失、胞体变圆，提示
40 nmol·L －1 OA可引起成熟的神经元细胞突触的
损伤( Fig 2) 。

Fig 1 Effects of OA on proliferation of

differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells( n = 3)

2． 2 LiCl 对 SK-N-SH 细胞分化成熟神经元的活
性影响 不同浓度 LiCl 处理诱导成熟的 SK-N-SH
细胞 24、48、72 h，用 SＲB 法检测 LiCl 的细胞毒性。
如 Fig 3 所示，随着 LiCl浓度的增加，可浓度依赖性
地抑制细胞的增殖，随着 LiCl 作用时间的延长，可
时间依赖性地抑制细胞的增殖，0. 01 mmol·L －1

LiCl几乎无毒性，100 mmol·L －1 LiCl 可明显抑制
细胞的增殖。因此，本实验选 0. 1、1、10 mmol·L －1

为 LiCl的低、中、高浓度进行深入的研究。
2． 3 LiCl 对 OA 所致 SK-N-SH 分化成熟神经元
突触损伤的影响 诱导成熟的 SK-N-SH 细胞与终
浓度 0. 1、1、10 mmol·L －1的 LiCl孵育 24 h，然后用
40 nmol·L －1 OA 处理 48 h，最后采用 Giemsa 染色
并显微镜下拍照观察。结果如 Fig 4 和 Fig 5 所示，
与模型组( 40 nmol·L －1 OA 处理) 比较，10 mmol·
L －1的 LiCl预处理组的细胞铺展良好、轴突粗壮较
长，细胞突触萎缩被明显抑制，细胞基本恢复正常形

态( P ﹤ 0. 01 ) 。同时采用 Western blot 方法分析
LiCl对 OA 致 SK-N-SH 分化成熟神经元 synapto-
physin表达的影响，结果如 Fig 6 所示，40 nmol·L －1

OA处理组 synaptophysin 蛋白表达明显下降，与正
常组相比差异有统计学意义( P ﹤ 0. 01) ;不同浓度
的 LiCl ( 0. 1、1、10 mmol· L －1 ) 预处理 12 h 后，
synaptophysin蛋白水平均能升高，尤其当LiCl浓度为

Fig 2 Morphological transformation induced by

OA in differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells( × 200)

Up: Observed after Giemsa stainning; Down: The measure of axon

length． ＊＊P ＜ 0. 01 vs control

Fig 3 Effects of LiCl on proliferation of

differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells( n = 3)
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Fig 4 Effects of LiCl on cell damage induced by okadaic acid in differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells( × 200)

A: Control; B: OA 40 nmol·L －1 ; C: LiCl 0. 1 mmol·L －1 ; D: LiCl 1 mmol·L －1 ; E: LiCl 10 mmol·L －1

Fig 5 Effects of LiCl on synaptic damage induced by

okadaic acid in differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells
＊＊P ＜ 0. 01 vs OA; ##P ＜ 0. 01 vs control

Fig 6 Effect of LiCl on synaptophysin protein induced by
okadaic acid in differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells( n = 3)

＊＊P ＜ 0. 01 vs OA; ##P ＜ 0. 01 vs control

10 mmol·L －1时，synaptophysin 的表达升高最明显，
与模型组相比差异具有统计学意义 ( P ﹤ 0. 01 ) 。
综合形态学和蛋白表达表明 LiCl 对 OA 诱导的 SK-
N-SH细胞分化神经元损伤有一定的保护作用。
2． 4 LiCl 对 OA 诱导的 SK-N-SH 细胞 p-tau / tau

蛋白表达的影响 进一步采用 Western blot 方法检
测 LiCl对 OA诱导的 SK-N-SH 分化成熟神经元 p-
tau / tau蛋白表达的影响。结果如 Fig 7 所示，40
nmol·L －1 OA 处理组 tau 蛋白 Ser-262 磷酸化表达
明显升高，而总的 tau蛋白基本不变，与正常组相比
差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 01 ) ; 不同浓度的 LiCl
( 0. 1、1、10 mmol·L －1 ) 预处理 12 h 后，tau 蛋白
Ser-262 磷酸化水平均能降低，但当 LiCl 浓度为 10
mmol·L －1时，p-tau262 / tau5 表达明显降低，与模型
组相比差异具有统计学意义 ( P ﹤ 0. 01 ) 。表明
LiCl对 OA诱导的 SK-N-SH 细胞分化神经元 tau 蛋
白异常磷酸化有一定的保护作用。

Fig 7 Effect of LiCl on phosphorylation of tau protein induced by

okadaic acid in differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells( n = 3)
＊＊P ＜ 0. 01 vs OA; ##P ＜ 0. 01 vs control

3 讨论
阿尔茨海默病是一种最常见的神经退行性疾

病，其主要的病理学改变是由 p-tau 组成的神经元
纤维缠结，而 tau 蛋白的磷酸化状态受蛋白激酶和
蛋白磷酯酶共同调节，当激酶活性升高，酯酶活性下

降时，tau 蛋白即会过度磷酸化，高度磷酸化的 tau
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蛋白与微管分离，丧失了促进微管组装的生物活性，

并隔离微管装配的正常 tau 蛋白，从而使微管解聚，
出现轴突转运障碍，导致突触的萎缩。目前研究发
现，GSK-3β是调控 tau蛋白磷酸化中一种重要的蛋
白激酶，而 LiCl是 GSK-3β蛋白激酶抑制剂，它可以
阻止 GSK-3β的促磷酸化作用，进而抑制 tau蛋白的
过磷酸化和突触萎缩，这为 AD 临床治疗提供新的
思路［12］。
诱导分化是指恶性肿瘤在体内外分化诱导剂存

在下，重新向正常方向分化的现象。本实验室前期
的研究以高度恶性未分化的神经元性肿瘤细胞

( SK-N-SH细胞) 为研究对象，以 ATＲA 为诱导分化
剂，发现 10 μmol·L －1 ATＲA可诱导 SK-N-SH细胞
分化为成熟的神经元。分化后的神经元细胞向正常
的神经元转变，形态上突触明显变长、synaptophysin
蛋白表达明显升高，同时出现许多成熟神经元的生

化和功能特性，因此能更好地用于 AD 中神经元突
触萎缩模型的制备［11］。
冈田酸是一种海洋生物的提取物，可通过抑制

蛋白磷酸酯酶 PP1 和 PP2A的活性，从而使 tau蛋白
高度磷酸化［13］。有研究表明，OA 可导致 tau 蛋白
Ser199 /202、Ser404、Ser396 等位点的磷酸化，而本实
验主要针对 tau 蛋白 Ser-262 位点的磷酸化进行考
察。实验中选用 40 nmol·L －1 OA 建立 AD 细胞模
型，结果表明，成熟的神经细胞与 40 nmol·L －1 OA
共同孵育后，细胞的轴突明显变短甚至消失，胞体变

圆;进一步从Western blot的结果可得，用 40 nmol·
L －1 OA处理成熟的神经细胞，tau 蛋白 Ser-262 位点
磷酸化水平明显升高( P ﹤ 0. 01) ，这与国内外的文
献报导一致，由此提示，本实验使用 OA 诱导的 AD
细胞模型是可靠且有效的。同时 tau 蛋白的磷酸化
受蛋白激酶和蛋白磷酸酶的动态调节，其中最主要

的是蛋白磷酸酯酶 PP2A 和蛋白激酶 GSK-3β。体
内研究发现，在 AD患者脑内 GSK-3β与过度磷酸化
的 tau蛋白共定位、且胞质内 GSK-3β含量较正常人
明显升高; 体外研究显示，GSK-3β 不仅调控神经细
胞的 tau蛋白过度磷酸化，且对记忆的损害也起重
要作用［14］。因此，通过抑制 GSK-3β 的活性，从而
减轻 tau蛋白磷酸化水平可能是一种防治 AD 的有
效的手段。
在早期的临床研究中，LiCl 作为精神稳定性药

物广泛用于治疗双相感情障碍性疾病。近年来的研
究发现 LiCl不仅可以增加神经前祖细胞的增殖和
分化，同时可减轻中度 AD患者的认知功能障碍，对
退行性疾病有一定的治疗作用。LiCl 作为 GSK-3β

的抑制剂，体内的研究表明，LiCl能够明显抑制大鼠
脑内 tau蛋白 Ser-199、Ser-396 位点的磷酸化水平，
改善 tau蛋白的病变，减轻记忆功能的障碍。然而，
针对神经元突触损伤的保护作用和缓解 tau 蛋白
Ser-262 位点磷酸化的研究少见报道。同时由于 tau
蛋白 Ser-262 位点是最早磷酸化的位点，它的磷酸
化将会启动其他位点的磷酸化; 且 Ser-262 位点位
于微管的结合区域，其磷酸化可导致神经元细胞突

触蛋白表达下降和树突的损伤［15］。所以本实验以
LiCl为研究对象，探讨其对冈田酸诱导拟 AD 病模
型中神经元突触损伤和 tau 蛋白 Ser-262 异常磷酸
化的保护作用。结果发现，LiCl 能够改善 OA 所致
神经元突触的损伤，并伴随着 synaptophysin 表达升
高、tau 蛋白 Ser-262 位点异常磷酸化水平的降低。
亦有研究表明，tau蛋白的异常磷酸化与活性氧密切
相关，因此我们推测 LiCl可能通过清除胞内活性氧
从而降低 tau 蛋白的磷酸化，但其具体的机制有待
于进一步研究［16］。
综上所述，OA 能诱导成熟神经细胞突触萎缩

及 tau蛋白 Ser-262 位点磷酸化水平升高，而 LiCl可
改善 OA所致神经细胞突触的损伤，并上调 synapto-
physin的表达、下调 tau 蛋白 Ser-262 的磷酸化水
平，这为 LiCl在 AD 方面的治疗提供了一定的理论
依据和实践基础。
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Protective effects of LiCl on synaptic atrophy induced
by okadaic acid in differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells
YUAN Yu-ting1，SI Ying-ying2，WANG Zhan-yang1，MI Xiang-quan3，LYU Huan-huan4，

XU Bo2，LI Gang4，LI Ji2，HE Jie2，WANG Zhen-hua2

( 1． School of Pharmacy，Shihezi University，Shihezi Xinjiang 832005，China; 2． Center of Mitochondrion and Healthy Aging，
College of Life Sciences，Yantai University，Yantai Shandong 264005，China; 3． School of Life Sciences，Lanzhou

University，Lanzhou 730000，China; 4． Northwest Institute of Plateau Biology，Chinese Academy of Sciences，Xining 810001，China)

Abstract: Aim To explore the protective effects of
lithium chloride ( LiCl) on neurous injuries and phos-
phorylation of tau protein at serine262 induced by okada-
ic acid( OA) ． Methods The neuroblastoma SK-N-SH
cells were differentiated by all-trans-retinoic acid( AT-
ＲA) ． The differentiated SK-N-SH cells were treated
with OA to establish the Alzheimer' s disease cellular
model． SK-N-SH cells' viability and proliferation were
measured by SＲB test． Giemsa staining was used to
observe cell morphology． The neurite length of SK-N-
SH cells was measured by Image-Proplus software． Syn-
aptophysin and phosphorylated tau protein at serine262

expression levels were tested by Western blot． Ｒesults
The SK-N-SH cells which were treated with 10 μmol

·L －1 ATＲA for 7 days displayed mature neuronal fea-
tures． The synaptic length of SK-N-SH cells became
longer． And the levels of serine262 phospho-tau was sig-
nificantly elevated． 20 ～ 100 nmol·L －1 OA effectively

inhibited the viability of differentiated SK-N-SH cells
in a concentration-dependent manner and in a time-de-
pendent manner． The OA treatment induced obvious
synaptic atrophy in differentiated SK-N-SH cells． And
the phosphorylation level of tau protein serine262 also
greatly increased． The pretreatment with 10 mmol·
L －1 LiCl significantly ameliorated the synaptic atrophy，
the decrease of synaptophysin expression and the in-
crease of tau phosphorylation at serine262 induced by
OA in differentiated SK-N-SH cells． Conclusion
LiCl could effectively inhibit OA-induced synaptic atro-
phy in differentiated SK-N-SH cells，and it could also
result in the increase of synaptophysin expression and
the decrease of the phosphorylation of tau protein at
serine262 ．
Key words: LiCl; okadaic acid; phosphorylation of tau
protein; Alzheimer’s disease; differentiated neurons;
synaptic atrophy; Giemsa staining
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