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硒代蛋氨酸对Aβ1-42诱导N2a细胞损伤的保护作用
温  蕾1  陈  琛1  石庆学1  张中豪1  应  明1  宋国丽1*  杨思林2  宋  云2

(1深圳大学生命科学学院, 深圳 518060; 2华信生物药业股份有限公司, 界首 236500)

摘要      探索硒代蛋氨酸(Se-Met)的早期干预对Aβ1-42诱导的Neuro-2A(N2a)细胞损伤的保护

作用。将N2a细胞分为对照组、Aβ1-42诱导损伤组、Se-Met组和Se-Met预处理的Aβ1-42组, CCK-8
法检测显示不同浓度Se-Met对N2a细胞活力的影响不同, 且Se-Met能减弱Aβ1-42诱导N2a细胞活

力的降低(P<0.01); DCFH-DA标记检测可见Se-Met预处理明显抑制Aβ1-42引起的N2a细胞内总活

性氧(reactive oxygen species, ROS)水平增高, Aβ1-42作用24 h组效果更显著(P<0.05); Western blot
检测发现, Se-Met可显著回升Aβ1-42引起的N2a细胞synaptophysin和PSD95水平的降低(P<0.05; 
P<0.05); 同时, Se-Met可显著降低Aβ1-42引起的N2a细胞内LC3-II/LC3-I水平的升高(P<0.05)。因

此, Se-Met在一定作用时间和浓度下可以提高N2a细胞的活力, 对Aβ1-42引起的N2a细胞ROS水平

增高、自噬均有抑制作用, 同时缓解Aβ1-42引起的突触损伤; Se-Met对Aβ1-42诱导N2a细胞损伤具

有较好的保护作用。
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Neuroprotective Effect of Selenomethionine Against Injury 
Induced by Aβ1-42 in N2a Cells 
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Abstract       To investigate the effect of Selenomethionine (Se-Met) on amyloid beta peptide (Aβ)1-42-induced 
neurotoxicity in Neuro-2A (N2a) cells, N2a cells were divided into 4 subgroups: control, Aβ1-42 model, Se-Met-
treated and Se-Met-preincubated Aβ1-42 model group. Cell viability was evaluated by CCK-8 kit and the result 
showed that different concentrations of Se-Met had different effect on N2a cell viability. Aβ1-42 treatment signifi-
cantly decreased cell viability compared to the control group, while Se-Met preincubation attenuated Aβ1-42-induced 
cell viability loss (P<0.05). Levels of ROS (reactive oxygen species) were measured by DCFH-DA probe kit. Pre-
treatment with Se-Met significantly decreased the level of ROS in Aβ1-42 treated cells (P<0.05). Meanwhile, Se-Met 
pretreatment significantly restored the levels of synaptophysin and PSD95 and inhibited Aβ1-42-induced increase in 
the level of LC3-II/LC3-I (P<0.05). These data suggested that Se-Met could increase N2a cell viability at a certain 
concentration and a period of time, inhibit the increase of ROS generation and autophagy, and ameliorate the synap-
tic loss induced by Aβ1-42. Thus, Se-Met plays an important role in neuroprotection of Aβ-induced neuronal toxicity.
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阿尔茨海默症(Alzheimer’s disease, AD)俗称老

年痴呆, 是一种多发于老年人的神经退行性疾病, 其
主要病理特征之一是脑内形成老年斑(senile plaque, 
SP)[1]。β淀粉样多肽(amyloid β-protein, Aβ)是SP的核

心成分, 经β分泌酶途径异常降解形成, 在脑内主要有

Aβ1-42和Aβ1-40两种形式。寡聚Aβ可以诱导细胞内总

活性氧(reactive oxygen species, ROS)水平升高, 神经

突触损伤, 最终导致神经细胞凋亡, 是造成认知障碍

和学习记忆能力减退的主要途径之一[2]; 近年的研究

发现, Aβ还可以诱导细胞内自噬水平升高, 在AD患者

或动物模型的脑切片中皆有大量自噬小泡积累[3], 氧
化应激反应在此系列过程中也扮演了重要的角色[4]。

硒是一种具有强抗氧化性的微量元素, 在生物

体内主要通过含硒酶或硒蛋白发挥作用。有文献报

导, 无机硒可减少脑内氧化应激损伤[5], 缓解转基因

动物脑中tau蛋白磷酸化[6]。本实验通过硒代蛋氨酸

(Selenomethionine, Se-Met)预处理N2a细胞, 从细胞

活力、ROS水平、突触相关蛋白以及自噬水平等方

面, 观察Se-Met对Aβ1-42诱导的细胞损伤的保护能力, 
探索硒代蛋氨酸在AD治疗中的应用潜力。    

1   材料与方法
1.1   细胞系

小鼠脑神经瘤细胞系(N2a细胞系), 购自中国科

学院上海生命科学研究院细胞库。

1.2   主要试剂

DMEM培养基、Opti-MEM培养基和胎牛血清

购自Gibco公司; Aβ1-42购自苏州强耀公司; Se-Met购
自Sigma公司; 胰蛋白酶、Annexin V FITC/PI凋亡检

测试剂盒购自南京凯基公司; 总蛋白裂解液试剂盒、

BCA蛋白浓度测定试剂盒、CCK-8(cell counting kit-
8)试剂盒和细胞活性氧ROS检测试剂盒购自上海碧

云天公司; LC3B一抗、α-Tublin一抗购自Abcam公

司; 突触素蛋白(synaptophysin)、突触后致密区蛋

白95(post-synaptic density 95, PSD95)购自上海基因

有限公司; 辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, 
HRP)标记的羊抗鼠IgG、羊抗兔IgG二抗购自欣博

盛公司。

1.3   方法

1.3.1   Aβ1-42和Se-Met的溶解      1 mg Aβ1-42在44 μL 
DMSO中溶解后, 用PBS稀释成2 mmol/L溶液短期储

存于4 °C冰箱, 使用时再用培养基稀释至10 μmol/L。

Se-Met用超纯水溶解成1 mmol/L溶液, 使用时稀释

至1 μmol/L。
1.3.2   细胞培养      N2a细胞采用含5%胎牛血清、

1%双抗、49% DMEM、45% Opti-MEM的混合培

养基培养, 按实验需要分别以5×103/mL、2×105/mL、
5×105/mL密度一一对应接种于96、12和6孔板, 置于

37 °C、5% CO2、饱和湿度培养箱中培养。

1.3.3   CCK-8法检测细胞增殖      (1)Se-Met对N2a细
胞活力的影响。将N2a细胞以5×103/mL的密度接种

于96孔板, 加入Se-Met, 使其终浓度分别为0, 0.1, 1, 
10, 50, 100 μmol/L, 每个浓度设3个以上复孔, 培养

12, 24, 48 h后, CCK-8试剂盒检测Se-Met对细胞增殖

的影响, 酶标仪于450 nm测定吸光度值(D)。(2) Aβ1-42

对细胞活力影响及Se-Met预处理对其作用的影响。    
将N2a细胞以5×103/mL密度接种于96孔板, 将细胞

分为对照组、Aβ(10 μmol/L)诱导损伤组及Aβ+Se-
Met组。其中, Aβ+Se-Met组是指N2a细胞以1 μmol/L 
Se-Met预处理24 h后, 再加入10 μmol/L Aβ1-42。每组

设3个复孔, Aβ1-42作用6, 12, 24 h后, 用CCK-8试剂盒

检测细胞活力。

1.3.4   流式细胞仪检测细胞ROS水平      用1.3.3中
所述方法接种细胞和设置分组, 增加DMSO组和

阳性对照(Positive)组。DMSO组: 培养液中加入与 
Aβ1-42组等量的DMSO。Positive组: 在流式细胞仪检

测细胞ROS水平时用试剂盒中阳性参照Rosup刺激

细胞所得的阳性对照组。6, 24 h后采用ROS检测试

剂盒来检测各组细胞内的ROS水平。

1.3.5   Western blot检测突触相关蛋白及自噬蛋白水

平      将N2a细胞以5×105/mL密度种植于6孔板, 将
实验组分为Control组、DMSO组、Aβ(10 μmol/L)
诱导损伤组、Se-Met组和Aβ+Se-Met组。加入1/100
体积的蛋白酶抑制剂和1/200体积的磷酸酶抑制剂

提取各组细胞蛋白, BCA试剂盒蛋白定量后, 每组取

20 μg蛋白进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 然后将蛋

白以100 mA恒流转印至PVDF膜上; 5%脱脂奶室温

封闭1 h, 分别加入抗LC3B、synaptophysin、PSD95、
α-tublin的抗体, 置4 °C孵育过夜, 后加入1:5 000稀释

的HRP标记的羊抗兔或羊抗鼠二抗室温孵育1 h。化

学发光法显影, Image Station 4000MM仪成像, Quan-
tity One软件定量分析。

1.3.6   统计分析      数据以均数±标准差(x
_
±s)表示,  两

组均数比较用独立样本t检验,  所有数据用GraphPad 
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Prism 5作图并分析, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1      细胞增殖活力的变化

CCK-8检测发现, Se-Met对N2a细胞的活力影

响存在与时间相关的剂量效应, 作用12 h时, 随着

Se-Met浓度升高, 细胞活力逐渐增强, 高浓度组(50, 
100 μmol/L)表现出显著效应(P<0.001); 作用24 h
后, 低浓度(0.1~10 μmol/L) Se-Met表现为促进增殖

作用, 其中1 μmol/L、10 μmol/L促增殖作用显著

(P<0.001), 而高浓度组无明显变化; 作用时间延长

至48 h时, 0.1 μmol/L、1 μmol/L的Se-Met对N2a细
胞仍然表现出显著的促进增殖作用(P<0.01), 相反, 
高浓度(50, 100 μmol/L)的Se-Met则显著抑制N2a细
胞增殖(P<0.001), 即48 h时Se-Met对N2a细胞的增

殖具有“低促高抑”作用(图1)。 
根据上述实验的结果, 我们采用1 μmol/L Se-Met

预处理N2a细胞24 h后, 加入Aβ1-42作用6, 12, 24 h。检

测发现, Aβ1-42作用6, 12, 24 h对N2a细胞增殖有明显

抑制作用(P<0.001, P<0.05, P<0.001); 而Se-Met预
处理能一定程度减轻Aβ1-42对N2a增殖的抑制作用, 
尤其对Aβ1-42作用24 h的细胞效应最为显著(P<0.01 
vs Aβ组)(图2)。
2.2   Se-Met预处理显著降低Aβ1-42引起的细胞

ROS水平的增高

如图3所示, Aβ1-42处理6 h、24 h后N2a细胞ROS

水平均显著增高(P<0.01 vs DMSO组), 而经过Se-
Met预处理后, Aβ+Se-Met组ROS均显著降低(P<0.05 
vs Aβ组)。
2.3   Se-Met预处理显著回升Aβ1-42引起的细胞syn-
aptophysin水平降低

如图4所示, Aβ1-42作用于N2a细胞6 h后, synap-
tophysin蛋白水平略有下降, 而Aβ+Se-Met组蛋白水

平较Aβ组无明显变化。Aβ1-42作用N2a细胞24 h后, 
synaptophysin蛋白水平显著降低(P<0.05 vs DMSO
组), 而Aβ+Se-Met组蛋白水平显著回升(P<0.05 vs 
Aβ组)。
2.4   Se-Met预处理显著回升Aβ1-42引起的细胞

PSD95水平降低

如图5所示, Aβ1-42作用N2a细胞6 h后, PSD95蛋
白较对照组显著下降(P<0.05 vs DMSO), Aβ+Se-Met
组蛋白水平显著高于Aβ组(P<0.01 vs Aβ组)。Aβ1-42

作用N2a细胞24 h后, PSD95蛋白水平下降, 而Aβ+Se-
Met组蛋白水平略高于Aβ组。

2.5   Se-Met预处理显著降低Aβ1-42引起的细胞

LC3-II/LC3-I增高

如图6所示, 在各组泳道中上下两条带分别为

LC3-I和LC3-II, 分子大小分别为18 kDa和16 kDa; LC3-
II/LC3-I的比值则反映出细胞的自噬水平, 比值越

大, 自噬水平越高。Aβ1-42作用于N2a细胞6 h、24 h
后, LC3-II/LC3-I较对照组均显著增高(P<0.05 vs 
DMSO); 而经Se-Met预处理后, Aβ+Se-Met组LC3-II/

**P<0.01, ***P<0.001 vs对照组(Se-Met 0 μmol/L), n=3。

**P<0.01, ***P<0.001 vs control (Se-Met 0 μmol/L), n=3.
图1 不同浓度的 Se-Met对N2a细胞活力的影响

Fig.1  The effects of different concentrations of Se-Met on 
N2a cell viability 
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图2  Se-Met预处理对Aβ1-42损伤的N2a细胞增殖的影响

Fig.2  The effect of Se-Met pretreatment on Aβ1-42-induced 
cell viability loss of N2a cells

C
el

l v
ia

bi
lit

y 
(D

)

1.6

1.2

0.8

0.4

0.0
6 h 12 h 24 h

***

***

##*

Control
Aβ (10 μmol/L)
Aβ+Se-Met (10 μmol/L+1 μmol/L)



214 · 研究论文 ·

A: Aβ1-42处理细胞6 h; B: Aβ1-42处理细胞24 h。**P<0.01, ***P<0.001 vs实验对照组(DMSO); #P<0.05 vs Aβ组; n=3。
A: treated with Aβ1-42 for 6 h;  B: treated with Aβ1-42 for 24 h. **P<0.01, ***P<0.001 vs vehicle control (DMSO). #P<0.05 vs Aβ group; n=3.

图3  Se-Met、Aβ1-42对N2a细胞ROS的影响

Fig.3  The effect of Se-Met pretreatment on Aβ1-42-induced increase of ROS in N2a cells
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图4   Se-Met、Aβ1-42对synaptophysin水平影响

Fig.4  Effects of Aβ1-42 or Se-Met pretreatment on the 
expression level of synaptophysin in N2a cells

LC3-I较Aβ组均明显降低, 24 h时显著降低(P<0.05 
vs Aβ组)。

3   讨论
目前, 在AD病理损害机制的研究中居于主流地

*P<0.05 vs 实验对照组(DMSO); ##P<0.01 vs Aβ组; n=3。
*P<0.05 vs vehicle control ( DMSO); ##P<0.01 vs Aβ group; n=3.

图5  Se-Met、Aβ1-42对PSD95的水平影响

Fig.5  Effects of Aβ1-42 or Se-Met pretreatment on the 
expression level of PSD95 in N2a cells
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位的依然是Aβ假说。Aβ在脑内异常积聚引起神经突

触受损[7-8]、产生多余氧自由基和提高细胞内氧化应

激水平、细胞线粒体损伤、最终导致神经元大量丢

失[9], 病人表现为学习记忆能力减退和进行性的认知

功能障碍。在N2a细胞(Neuro-2A)中加入Aβ1-42诱导损
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伤，再结合Se-Met的药物预处理并检测相关指标, 是
良好而稳定的病理损伤及早期干预的实验模型, 可以

为探索AD病理损伤及治疗机制提供有效参考数据。

越来越多的证据表明, 氧化应激在神经退行性

疾病如AD中具有重要影响[10]。AD患者脑中ROS水
平显著升高[11], 炎症反应增强, 大量自由基和超氧化

物累积造成细胞线粒体损伤, 细胞代谢出现障碍, 诱
导神经突触相关蛋白水平降低, 最终神经细胞死亡。

硒是人体必需的微量元素, Se-Met是生物通过饮食摄

入硒的主要形式, 体内参与合成各种硒蛋白和含硒

酶, 能提高神经细胞中氧化酶活性, 降低胞内活性氧

水平, 增强细胞活力, 保护机体功能免受损伤[12-13]。相

较于无机硒而言, Se-Met生物利用率高、毒性小[13-14]。

有研究表明, Se-Met对原代大鼠海马神经元有抗氧

化、清除自由基、提高存活率等的保护作用, 且可以

提高谷胱甘肽过氧化物酶的活性水平[15], 在AD及其

他神经退行性疾病预防及治疗上有一定的潜力。

本实验采用不同浓度的Se-Met处理N2a细胞, 
发现一定浓度的Se-Met (1 μmol/L)可以促进N2a细
胞的增殖活力, 因此我们将该浓度作为后续实验Se-

Met的预处理使用剂量。检测Aβ1-42对细胞增殖的影

响发现: Aβ1-42使细胞活力显著降低, 而Se-Met的预

处理可以使细胞活力显著提高(图2); 同时Aβ1-42导致

N2a细胞ROS水平显著增高, 而Se-Met预处理的实验

组(Aβ+Se-Met)的ROS水平均显著降低(图3)。因此, 
Se-Met在一定程度上促进了细胞增殖, 增加了细胞

代谢和活力; 同时显著降低了Aβ诱导产生的ROS水
平, 从而减少了N2a细胞损伤。

神经元突触损伤是AD一主要的早期病理学改

变[16]。有研究指出, AD早期记忆、认知等神经功能

障碍与神经元突触的丢失、神经网络的破坏密切相

关[17-19]。具体地说, 突触的数量和功能发生改变可

引起突触可塑性的改变, 进而影响学习记忆能力[20]。

而这些突触可塑性改变与突触相关蛋白有密切联

系, synaptophysin是突触囊泡钙结合蛋白之一, 参与

乙酰胆碱、谷氨酸等神经递质的释放过程。突触后

致密区是突触后膜细胞骨架纤维特化区域, 该区域

可调节细胞黏附性、控件受体聚集和调节受体功能, 
是突触后信号转导和整合的结构基础[21]。PSD95位
于突触后致密区, 离突触后膜非常近, 参与胞内信号

转导、突触连接等相互作用。本实验结果与众多

文献中Aβ对突触相关蛋白损伤的结果相吻合[16,20,22], 
Aβ1-42可以引起神经细胞synaptophysin和PSD95蛋
白水平明显降低, 而Se-Met预处理的实验组(Aβ+Se-
Met)的synaptophysin和PSD95蛋白水平都较Aβ1-42组

明显回升。说明Se-Met能有效提高这两种蛋白水平

从而降低Aβ1-42对神经突触的损伤(图4和图5)。
自噬(autophagy)是细胞实现自身代谢需要和某

些细胞器更新的有效反应, 它可以维持细胞内环境

稳定。在正常情况下, 自噬促进细胞的生存; 营养不

足、蛋白聚集等应激情况下, 自噬作用可重新分配胞

内急需物或加速消除胞内过多积累的有害物质[25], 比
如Aβ, 但是过度的自噬可能诱导细胞进入第二种程序

性死亡[23-24]。Aβ1-42可诱导细胞内自噬体增加, 在AD
小鼠脑切片中也观察到比野生型小鼠更多的自噬小

泡[3]。因此, 自噬泡在AD患者脑细胞内增加以清除细

胞毒性物质, 但是大量自噬泡积累可能导致与溶酶体

结合进程受阻, 无法消化内涵物即其降解通路出现障

碍, 最终可能造成轴突和突触损伤, 加速细胞凋亡[26]。

本实验中Aβ1-42可以诱导N2a细胞内自噬水平(LC3-II/
LC3-I)显著增高, 加入Se-Met早期干预后细胞自噬水

平得到降低。这说明Se-Met可以减轻由Aβ1-42诱导产

*P<0.05 vs 实验对照组(DMSO); #P<0.01 vs Aβ组; n=3。
*P<0.05 vs vehicle control (DMSO); #P<0.05 vs Aβ group, n=3.

图6  Se-Met、Aβ1-42对LC3-II/LC3-I的水平影响

Fig.6  Effects of Aβ1-42 or Se-Met pretreatment on the 
expression level of LC3-II/LC3-I in N2a cells
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生的自噬积累, 缓解细胞内自噬降解通路的压力。

综上所述, 本实验研究说明, 而Se-Met可以缓解

Aβ1-42诱导的N2a细胞活力降低、胞内ROS水平升高、

突触相关蛋白水平下降和自噬水平升高等细胞损伤, 
这可能与Se-Met有抗氧化性有关, 说明其对Aβ1-42诱

导神经细胞损伤有保护作用, 在AD病治疗中有一定

的应用潜力, 然而此药物更详细的作用机制需进一

步研究和探索。
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