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亚甲基蓝对冈田酸所致SK-N-SH细胞分化 
神经元损伤的保护作用

佀营营1，袁玉婷2，邱理红2，吕欢欢3，周 慧2，许 波1，李 刚1，李 忌1，王振华1,*
（1.烟台大学生命科学学院，线粒体与健康衰老研究中心，山东 烟台 264005；2.石河子大学药学院，新疆 石河子 832005；

3.中国科学院西北高原生物研究所，青海 西宁 810001）

摘  要：目的：考察亚甲基蓝（methylene blue，MB）对冈田酸（okadaic acid，OA）所致分化神经元损伤的保护

作用，并探究其作用机制。方法：采用全反式维甲酸诱导SK-N-SH人神经母细胞瘤细胞分化为成熟神经元细胞；

OA诱导分化神经元损伤模拟阿尔茨海默症（Alzheimer’s disease，AD）神经元损伤；磺酰罗丹明B法检测MB对神

经元细胞活性的影响；Giemsa染色法观察细胞形态变化；Western blotting检测突触素蛋白、磷酸化tau蛋白（p-tau）

的表达水平。结果：全反式维甲酸可浓度依赖性抑制SK-N-SH细胞增殖，10 μmol/L全反式维甲酸处理SK-N-SH细

胞7 d后，细胞突触明显伸长，出现典型神经元特征；以40 nmol/L OA构建AD模型；MB可浓度依赖性抑制分

化的SK-N-SH细胞活性，与OA组相比，随着MB浓度增加，细胞轴突长度与胞体长度比值增大，细胞突触变

长，MB改善了OA所致的细胞突触损伤，突触素蛋白表达量明显升高（P＜0.01），p-tau（Ser262）蛋白水平

明显降低（P＜0.01）。结论：MB对OA所造成的分化SK-N-SH神经元细胞突触损伤有保护作用，可防止AD中

tau蛋白的过度磷酸化。
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Abstract: Objective: To investigate the protective effect and underlying mechanism of methylene blue (MB) on neuronal 

damage induced by okadaic acid (OA). Methods: The mature neurons differentiated from SK-N-SH neuroblastoma cells 

induced by all-trans retinoic acid (ATRA) were exposed to OA to induce synaptic atrophy and cell injury. The SRB assay 

was used to measure the effect of MB on the proliferation of differentiated SK-N-SH cells. Giemsa staining was used to 

observe cell morphology. The expression of synaptophysin and the phosphorylation of tau protein were detected by Western 

blotting. Results: ATRA inhibited the proliferation of SK-N-SH cells in a dose-dependent manner in vitro. The 10 μmol/L 

ATRA exposure for 7 days could induce SK-N-SH neuroblastoma cells differentiation into mature neurons with obviously 

extended synapse. Treatment with 40 nmol/L OA resulted in synaptic atrophy in differentiated SK-N-SH neuroblastoma 

cells. MB inhibited the proliferation of differentiated SK-N-SH cells in a dose-dependent manner in vitro. Moreover, 

MB treatment significantly increased the ratio of axon length to cell body length and the expression of synaptophysin  

(P < 0.01), while it decreased the phosphorylation of tau protein at Ser262 site (P < 0.01). Conclusion: MB can alleviate 

synaptic atrophy induced by OA, which may be due to the down-regulation of tau phosphorylation at Ser262 site.

Key words: methylene blue; differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells; all-trans retinoic acid; okadaic acid;  

tau phosphorylation
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阿尔茨海默症（Alzheimer’s disease，AD）是以进

行性认知功能障碍、智力减退及人格改变为特征的神经

退行性疾病，其典型病理学特征包括：神经细胞外以

淀粉样蛋白沉积为核心形成老年斑、神经细胞内以高度

磷酸化的tau蛋白为核心形成神经纤维缠结（nerve fiber 

tangles，NFTs）和神经元缺失[1-3]。目前认为tau蛋白过度

磷酸化是引起AD神经元纤维退变的关键[4]。AD已严重影

响老年人的生活质量，探索新的治疗方案是目前生物医

学研究的热点。

冈田酸（okadaic acid，OA）是蛋白磷酸酶（protein 

phosphatase，PP）PP1和PP2A的抑制剂，对PP2A作用较

强，可诱导tau蛋白高度磷酸化。体外研究表明，OA可使

皮层神经元tau蛋白异常过度磷酸化；体内研究显示，OA

导致神经元变性、突触减少等类似于AD病理学改变，可

用来制备AD中tau蛋白过度磷酸化的细胞模型[5]。

亚甲基蓝（methylene blue，MB）是一种水溶性的

芳香杂环化合物，为美国食品药品监督管理局批准临床

用药，被用作防腐剂和抗疟疾药物[6]。Hochgrafe等[7]发现

MB可用于治疗中轻度AD病人体内的拮抗tau蛋白病变，

减轻认知功能障碍；O’Leary等[8]发现长期食用MB处理

过的饮食，能降低3xTg-AD小鼠模型Aβ和tau蛋白聚合水

平，减轻认知功能障碍；Fatouros等[9]在秀丽隐杆线虫神

经系统中建构tau病变模型，发现MB能改善tau蛋白聚集

引起的神经毒性。以上研究结果均提示MB对AD有一定

的治疗作用。本研究拟考察MB在细胞水平上对OA诱导

分化的神经元损伤的保护作用，以期为临床神经退行性

疾病的治疗提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

SK-N-SH人神经母细胞瘤细胞，购自中国典型培

养物保藏中心（China Center for Type Culture Collection，

CCTCC），由烟台大学线粒体与健康衰老中心传代保存。

DMEM培养基、胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS） 美国Gibco公司；MB、全反式维甲酸（all-trans 

retinoic acid，ATRA）、OA、二甲基亚砜（dimethyl 

sulfoxide，DMSO） 美国Sigma公司；磺酰罗丹明B

（sulphorhodamine B，SRB） 上海晶纯生化科技股份有

限公司；Giemsa干粉 北京拜尔迪生物技术有限公司； 

兔抗p-tau（Ser262）抗体、鼠抗 tau-5抗体、β-actin 

抗体 美国Santa Cruz生物科技公司；兔抗突触素蛋白

抗体 美国Cell Signaling公司。

1.2 仪器与设备

AE-31型荧光倒置显微镜 麦克奥迪实业集团有

限公司；SpectraMax Paradigm型多功能酶标仪 美国

美谷分子仪器有限公司；DYCZ-24DN型电泳槽电泳仪  

北京六一仪器厂；5200凝胶成像系统 上海天能科技有

限公司；HC-3018R型高速冷冻离心机 安徽中科中佳

科学仪器有限公司。 

1.3 方法

1.3.1 细胞培养

将SK-N-SH人神经母细胞瘤细胞接种于含10%胎牛

血清、100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素的DMEM培养

基中，于37 ℃、5% CO2条件下培养传代。

1.3.2 ATRA诱导SK-N-SH细胞分化[10-13]

收集对数期生长的SK-N-SH细胞，以1.5×104 个/mL

接种于96 孔板，每孔加细胞悬液100 μL，置于培养箱中

培养24 h，随后换以含有不同浓度ATRA及1%胎牛血清

的DMEM培养液，继续培养7 d，每隔1 d半量换液，每组

设6 个平行复孔。采用SRB法检测细胞增殖情况，台盼蓝

拒染法检测细胞存活率，确定ATRA诱导SK-N-SH细胞分

化的最佳浓度，Giemsa染色法观察细胞形态变化。

1.3.3 SRB法检测细胞增殖活性

参考文献[14]方法，采用SRB法测定不同浓度MB对

细胞增殖活性的影响：药物处理后取出培养板，每孔加

入50 μL 50%三氯乙酸（trichloroacetic acid，TCA）进行

细胞固定，4 ℃放置1 h。各孔用去离子水洗涤3 遍，自然

晾干，每孔加入100 μL 0.4%的SRB溶液，染色15 min，

用1%乙酸洗涤3 遍，洗去未结合染料，自然晾干，每孔

加100 μL Tris碱液（10 mmol/L、pH 10.5）溶解，平板

振荡20 min，用多功能酶标仪在540 nm波长处测光密度

（OD540 nm）值。
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1.3.4 Giemsa染色法观察细胞形态变化   

取对数生长期细胞接种于6 孔板，药物处理后，用

磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）洗涤两

次，甲醇固定10 min，PBS再洗涤两次，滴加Giemsa染液

显色10 min，晾干后于显微镜下观察并拍照。在显微镜

下观察细胞核呈紫红色或蓝紫色，细胞浆为粉红色。采

用Image pro-plus软件进行图像分析，测量轴突长度与胞

体长度，计算出其比值，衡量MB对突触长度的影响。

1.3.5 Western blotting法检测磷酸化tau蛋白的表达

不同浓度MB处理分化的SK-N-SH细胞12 h后，补

充OA，使其终浓度为40 nmol/L，继续孵育6 h后，用

预冷PBS洗涤两次，提取蛋白，BCA法检测蛋白含量，

于－80 ℃保存。样品蛋白变性后，取30 μg蛋白样品用于

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gelelectrophoresis，SDS-PAGE），

12%分离胶、5%浓缩胶分离蛋白，300 mA转移100 min至

聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜，用

5%脱脂奶粉封闭3 h，用1∶1 000稀释的兔抗p-tau抗体4 ℃

孵育过夜，TBST（Tris buffered saline with Tween）清洗

4 次，每次10 min，再用1∶2 000稀释的辣根过氧化物酶

标记的二抗室温孵育2 h，TBST洗涤4 次后用ECL发光显

色试剂盒显影，拍照后分析蛋白条带的相对光密度值。

1.4 数据统计学处理

所有实验数据以 ±s表示，用SPSS 22.0分析软件进

行数据统计分析。组间统计学差异比较采用独立样本t检
验，其中P＜0.05为具有显著差异，P＜0.01为具有极显著

差异。

2 结果与分析

2.1 ATRA诱导SK-N-SH细胞分化为成熟神经元细胞

如图1所示，以ATRA处理SK-N-SH细胞7 d，ATRA

可浓度依赖性地抑制SK-N-SH细胞增殖。以10 μmol/L  

ATRA处理后即可明显抑制细胞增殖，分化后细胞形态正

常。10 μmol/L ATRA处理后有较少细胞死亡，而20 μmol/L  

ATRA处理后大部分细胞死亡。当ATRA浓度为10 μmol/L时，

细胞分化7 d时的增殖抑制率为59.2%，存活率为80.0%。
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**. 与空白对照组（0 μmol/L）比较，差异极显著（P＜0.01）。图3、4同。

图 1 ATRA对SK-N-SH细胞增殖抑制率（a）和死亡率（b）的影响 

（x±s，n＝3）

Fig. 1 Inhibitory and lethal effect of ATRA on SK-N-SH 

neuroblastoma cells (x  ± s, n = 3)

S K - N - S H经1 0  μmol / L  A T R A诱导分化后，用

Giemsa染色，显微镜下观察不同分化时间的细胞形态。

采用Image pro-plus软件进行图像分析，测量轴突长度

与胞体长度，计算出其比值。如图2所示，未分化时 

SK-N-SH细胞呈梭型，分化1 d的细胞偶有轴突但较短，

分化3 d的细胞有部分突触伸长，且随着分化时间的延

长而增长，分化后的SK-N-SH细胞突触明显伸长。如 

图3所示，随着分化时间的延长，突触长度与胞体长度

的比值逐渐增大，第7天时比值为2.8，大于2.5，与空白

对照组比较有极显著差异（P＜0.01），这提示SK-N-SH 

细胞分化后出现了典型神经元特征。本研究最终确定

10 μmol/L ATRA连续处理7 d以诱导SK-N-SH细胞分化

为成熟神经元。

A B

C D

E

A. 空白对照组（0 μmol/L）；B～E. 10 μmol/L  

A T R A诱导时间分别为 1、 3、 5、 7 d。

图 2 10 μmol/L ATRA对SK-N-SH细胞分化的影响（200×）

Fig. 2 Effect of 10 μmol/L ATRA on the differentiation of SK-N-SH 

neuroblastoma cells (200 ×)
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图 3 10 μmol/L ATRA对SK-N-SH细胞突触长度的影响（x±s，n＝3）

Fig. 3 Effect of 10 μmol/L ATRA on synapse length of SK-N-SH 

neuroblastoma cells (x  ± s, n = 3)

2.2 MB对OA所致分化神经元损伤的保护作用

2.2.1 MB对细胞活性的影响
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图 4 MB对分化的SK-N-SH细胞增殖的影响（x±s，n＝3）

Fig. 4 Effect of MB on the proliferation of differentiated SK-N-SH 

neuroblastoma cells (x  ± s, n = 3)

用不同浓度（0、0.1、1、5、10 μmol/L）的MB处理

分化的SK-N-SH细胞24、48、72 h后，采用SRB法测定

MB的细胞毒性。如图4所示，MB可时间依赖性抑制分

化的SK-N-SH细胞增殖，同时MB还可浓度依赖性抑制分

化的SK-N-SH细胞增殖，0.1 μmol/L MB对细胞未表现出

明显毒性，但1 μmol/L MB可明显抑制细胞增殖，因此在

后续实验中选择10、50、100 nmol/L作为MB处理分化的

SK-N-SH细胞的低、中、高剂量。

2.2.2 MB对OA所致分化神经元损伤的影响

A B

C D

E

A. 空白对照组；B. OA模型组（40 nmol/L）；

C～E. MB浓度分别为10、50、100 nmol/L。

图 5 MB对OA所致分化的SK-N-SH细胞损伤形态的影响（200×）

Fig. 5 Effects of MB on OA-induced damage to differentiated SK-N-SH 

neuroblastoma cells (200 ×)
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##. 与空白对照组比较，差异极显著（P＜0.01）；**. 与

OA模型组比较，差异极显著（P＜0.01）。图7、8同。

图 6 MB对OA所致SK-N-SH细胞突触损伤的影响（x±s，n＝3）

Fig. 6 Effect of MB on OA-induced synapse damage in differentiated 

SK-N-SH neuroblastoma cells (x  ± s, n = 3)
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图 7 MB对突触素蛋白表达的影响（x±s，n＝3）

Fig. 7 Effect of MB on the expression of synaptophysin in 

differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells (x  ± s, n = 3)

以不同浓度的MB处理分化的SK-N-SH细胞12 h后，

加入终浓度为40 nmol/L OA孵育6 h，分析MB对OA所致

分化神经元损伤的影响。如图5、6所示，空白对照组细

胞形态完好、突触较长，其长度是胞体长度的2.6 倍；

OA模型组细胞形态受损、突触变短；加入MB后，细胞

形态得到改善，随着MB浓度增加，轴突长度与胞体长度
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比值增大，细胞突触变长，MB从形态学上改善了OA所

致的细胞突触损伤。如图7所示，Western blotting结果显

示，不同浓度MB均能够使突触素蛋白表达量升高，与

OA模型组比较有极显著差异（P＜0.01）。综上可知，

MB对OA所致神经元损伤有一定的保护作用。

2.2.3 MB对tau蛋白磷酸化的影响

不同浓度MB处理分化的SK-N-SH细胞12 h后，

补充OA使其终浓度为40 nmol/L，继续孵育6 h，采用

Western blotting法检测分化神经元Ser262位点tau蛋白磷酸

化水平。如图8所示，不同浓度的MB均明显降低Ser262

位点tau蛋白磷酸化水平，且呈现一定的浓度依赖效应 

（P＜0.01）。

OA

10 50 100

MB / nmol/L

p-tau Ser262

tau-5

MB / nmol/L

##

** **
**

OA

10 50 100
0

20

40

p-
ta

u
Se

r2
62

/ta
u-

5/
%

60

80

100

图 8 MB对SK-N-SH细胞分化神经元Ser262位点tau蛋白磷酸化的 

影响（x±s，n＝3）

Fig. 8 Effect of MB on the phosphorylation of tau protein at Ser262 

site in differentiated SK-N-SH neuroblastoma cells (x  ± s, n = 3)

3 讨 论

SK-N-SH细胞为人神经母细胞瘤细胞[15]，胞体为梭

形，大多数研究采用未分化的神经瘤细胞[16-18]，与临床

AD病理变化之间存在一定的差异性。SK-N-SH经诱导分

化后不再表现恶性肿瘤特征，向正常神经元方向转变，

出现类似神经突触样的突起和形态学改变，并表达突触

素，具有许多神经元细胞的生化和功能特征，可更好地

模拟神经元应答反应，可用于研究神经退行性疾病[19-20]。

本实验采用ATRA诱导SK-N-SH分化为成熟神经元

细胞，ATRA是作用效果较强的诱导分化剂之一[21]，是一

种VA酸受体（retinoic acid receptor，RAR）和Retinoid X

受体（retinoid X receptor，RXR）的配体，结合RAR和

RXR作为转导因子，调控正常细胞和肿瘤细胞的生长和

分化。实验结果显示，10 μmol/L ATRA处理SK-N-SH细

胞7 d后可明显抑制细胞增殖，分化后细胞形态正常，突

触长度与胞体长度比值明显增大，与空白对照组相比较

有极显著差异（P＜0.01），提示SK-N-SH细胞分化后出

现典型神经元特征。

用40 nmol/L OA造成神经元损伤作为AD模型组，

tau蛋白磷酸化位点包括Ser199/202、Ser213、Ser262、

Ser396、Ser404等，本实验选取Ser262位点进行探究，

原因是Ser262位点位于tau微管结合区域，Ser262位点磷

酸化可以导致突触前和突触后蛋白损失及神经元树突减

少，是引起GSK-3β、CDK5磷酸化的先决条件，Ser262

位点的磷酸化在AD病变中有重要作用[22]。

MB为噻嗪类物质，在食品行业用途广泛，可用于消

毒水产品、解救亚硝酸盐中毒[23]、保健品抗氧化[24]研究

等方面。同时，MB可降低tau聚集，体内研究报道表明

MB能降低P301L tau突变小鼠的tau蛋白聚集，体外研究

也表明MB可抑制tau蛋白聚集，改善神经细胞病变。但

对MB在神经突触损伤方面保护作用的研究较少。本实验

选取MB为研究对象，实验结果显示，OA模型组细胞形

态受损，突触变短；加入MB后，细胞轴突长度与胞体长

度比值增大，细胞突触变长，突触素蛋白表达量升高，

呈一定的浓度依赖性，与OA模型组相比较有极显著差异

（P＜0.01）。不同浓度MB均明显降低Ser262位点tau蛋

白磷酸化水平，且呈一定的浓度依赖性。这些均提示MB

对OA所致神经元损伤有一定的保护作用，其机制与tau蛋

白磷酸化水平降低有关。

目前AD的防治仍缺乏有效药物，临床上常用主要的治

疗药物包括：胆碱脂酶抑制剂和N-甲基-D-天冬氨酸受体拮

抗剂，虽能部分改善患者症状，但不能延缓AD患者脑内的

病理改变[25]。AD患者脑中存在大量过度磷酸化tau蛋白，

缓解tau蛋白的过度磷酸化对AD治疗具有重要作用。本实

验结果显示，MB从形态学上改善了OA所致细胞突触损

伤，随着MB浓度升高，突触素蛋白表达量升高，其机制

与降低tau蛋白的磷酸化有关，提示MB对于防治AD等神

经退行性疾病有潜在的应用前景。
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