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蛋白磷酸醋酶抑制剂冈田酸对人神经母细胞瘤

SK-N-SH 细胞系 tau 蛋白磷酸化水平的影响

禧燕琦李琦 1 张兰艾厚喜李雅莉李林*

(首都医科大学宣武医院药物研究室，教育部神经变性病学重点实验室，北京 100053;

1 河南省人民医院神经内科，郑州 450000)

摘要 观察蛋白磷酸醋酶 -1 和蛋白磷酸酣酶 -2A 的抑制剂冈田酸(okadaic acid, OA) 对人

神经母细胞瘤系 SK-N-SH 细胞tau蛋白磷酸化水平的变化，确定tau蛋白过度磷酸化细胞模型的合

适剂量和时间。用不同剂量 OA 与 SK-N-SH 细胞共温育不同时间，用显微镜观察细胞形态变化，

用 Westem 印迹法检测磷酸化 tau蛋白和非磷酸化tau蛋白在 Ser202位点和 Ser404位点磷酸化水平

的变化。 10-160 nmollL OA 与 SK-N-SH神经细胞温育 3-24h，可引起细胞形态损伤呈剂量依赖性

和时间依赖性的变化，起效剂量和时间为 10 nmollL和 3 h. 10 nmollL OA 与 SK-N啕SH 细胞温育

6-24h，磷酸化tau蛋白 Ser1991Ser202位点和Ser404位点的表达明显增高，非磷酸化tau蛋白 Ser202

位点和 Ser404 位点的表达明显降低，总 tau蛋白含量元明显变化。 OA可以作为很好的研究 tau 蛋

白过度磷酸化的工具药， 10 nmollL OA 与 SK-N-SH神经细胞共温育 6h可以作为制备细胞模型的

适宜条件。

关键词 冈田酸; tau 蛋白磷酸化:神经母细胞瘤细胞系:阿尔茨海默病

脑内蛋白磷酸酶活性降低是导致阿尔茨海默病

(Alzheimer disease, AD) tau蛋白过度磷酸化关键机制

之一。已经有一些研究利用蛋白磷酸醋酶 -2A(PP-

2A)和蛋白磷酸醋酶-1(PP-l)的抑制剂冈田酸(okadaic

acid ， OA)来抑制细胞 tau 蛋白的去磷酸化，使其产

生过度磷酸化，进行 AD 机制研究或者药理研究。

但是文献报道 OA 的用法、剂量和时间相差很大，

尚没有系统的报道:而且对 SK-N-SH细胞系的研究

报道也很少。 SK-N-SH 细胞来源于人神经母细胞瘤

细胞，胞体呈锥形或梭形，而且具有明显的轴突，

与 AD有相似的 tau 蛋白，有利于进行神经细胞骨架

的研究。其生理功能亦与正常神经元相似，是目

前研究神经细胞形态和功能的一种较好的细胞系

[11。本研究的目的是将 SK-N-SH 细胞作为神经元模

型来探讨OA诱导 tau 蛋白过度磷酸化细胞模型建立

的合适剂量和时间。

1 材料与方法

1.1 细胞和试剂

SK-N-SH人神经母细胞瘤细胞购自中国科学院

上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究

所。 RPMI1640 干粉培养基、胎牛血清均购自 Gibco

BRL 公司:膜蛋白酶、谷氨酷胶、多聚赖氨酸、

冈田酸(OA)均为 Sigma 产品:抗 P-tau (Ser404)抗体

(注 z 特异性识别 tau 蛋白上磷酸化的 Ser404 位点)、

抗 P-tau (Ser1 99ISer202)抗体(注:特异性识别 tau 蛋

白上磷酸化的 Ser1991Ser202 位点)、辣根过氧化物

酶连接的抗体(二抗)及荧光试剂购自 Santa Cruz 

Biotechology 公司: 抗 tau (paired 202)抗体(注:

识别非磷酸化的 tau蛋白 Ser202 位点)平日扩t tau (paired 

404)抗体(注:识别非磷酸化的 tau 蛋白 Ser404 位点)

购自 Anaspec Inc 公司; Tau-5 抗体(识别总 tau 蛋

白)购自 NeoMarker 公司。

1.2 仪器

倒置显微镜及照相系统(TE300 F70 型，日本尼

康公司);电泳仪(PowerPac200，美国 Bio-Rad 公

司)，电转仪(Trans-Blot，美国 Bio-Rad 公司);凝胶
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图像分析扫描仪(GAS7001 B ，英国 Uvi 公司)。

1.3 SK-N-SH 的培养

用含 10% 的胎牛血清(FBS) ， 100 U/ml 青霉素，

100μg/ml 链霉素， RPMl1640 培养基，在 37 oc 、

5%C0 2 培养箱内进行培养，每 3 天更换一次培养

基，待细胞达到 809毛汇合时，膜蛋白酶消化 1-2

min ，培养液洗两次后，将细胞从瓶壁上吹打下

来，制备成单细胞悬液。胎盘兰染色计数，按照

所需的细胞浓度接种培养。

1.4 细胞形态观察

神经细胞以 1 X 104 个 Iml 浓度接种子 6 孔板，

每孔 3 ml ，温育 48 h ，细胞贴壁生长至 70%-80%

礼合，眼去培养液，加入不同浓度的 OA (1 0-160 

nmo l/L) ，温育 3-24 h，显微镜下观察细胞形态结

构的变化，对视野中所有细胞及胞体呈黑色铺展良

好的细胞分别进行计数，计算各组中状态良好的细

胞占总细胞的比率为细胞形态良好率。

1.5 蛋白质兔疫印迹法(Western 印迹)

将丰q，经细胞的单细胞悬液以 2 X 104 个 Iml 密度

接种于自径为 90mm 的培养皿中，每个培养皿 7 mlo 

培养箱内温育至少 48 h 后，再加入 10 nmol/L OA 

温育 3-24 ho 弃去培养基，用 PBS 洗 3 次，加入

1 ml 细胞裂解液IZl，摇匀，置于冰块上 1 h ，其

问要间断摇动培养皿，用细胞刮将培养皿上贴壁细

胞吕IJ 下，裂解后， 12 000 g 离心 3 min，吸出上

清液，用福林酌法测定蛋白质浓度，加入 4 倍变性

液，水浴锅 It1 100 oc 、 5 min 煮沸。在 12%SDS

PAGE 胶进1i电池，将蛋白质转移到硝酸纤维素膜

[:，分别用 2 个抗磷酸化 tau 抗体(Ser1 99/Ser202 位

点、 Ser404 位点)、 2 个抗非磷酸化 tau 抗体(Ser202

位点、 Ser404 位，~，()和1抗总 tau 蛋白抗体，与础酸纤
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维素膜温育过夜，用 TBST洗涤 3 次，每次 15 min , 

加 HRP 连接的二抗在 37 0C温育 1 h，用 TBST 洗涤

3 次，在暗室将荧光剂 A 液 B 液等量混匀后，立即

加到膜上，反应 1 min，然后吸去多余荧光剂，将

膜国走到曝光盒中，曝光 0.5-5 min; 依次显影定

影:比照曝光板上的膜记录下 marker 和各条带的位

置。用 j疑胶图像分析扫描仪扫描条带。

2 结果

2.1 不同剂量 OA 作用于 SK-N-SH 细胞不同时

间对细胞形态的影晌

如图 lA 量效曲线图所示，随着 OA 剂量的增

大，作用时间的延长，细胞形态良好率逐渐下降，

在 10 nmol/L OA 和 20 nmol/L OA 作用 3h 就可出现

细胞形态的改变，因此，我们选择这两个剂量进行

时效关系的研究。结果如图 lB 所示，随着时间的

延长，细胞形态良好率下降，不过 10 nmol/L OA 

和 20 nmol/L OA 没有明显差别，所以，我们依据

剂量从小原则，选择 10 nmol/L 进行进 步研究。

图 2 展辰了 10 nmol/L OA 作用不同时间时细胞

形态的变化。正常细胞细的 SK-N-SH 细胞铺展良

好，突起有分枝且连续，胞体为梭形或锥形，胞

体和突起呈黑色。 OA 损伤 6 h 组细胞质回缩，突

起断裂变短，不连续，少数细胞胞体发亮; OA 损

伤 12 h 组大部分细胞胞体发亮变圆; OA 损伤 24 h 

时组细胞损伤更加严重，细胞突起变短甚至消失。

2.2 OA 对 SK-N-SH 神经细胞 tau 蛋白磷酸化的

影响

用 Westem 印迹方法检测 tau 蛋白 Ser199/Ser202

和 Ser404 位点磷酸化水平的变化。从 Westem 印迹

条带(图 3)可以看出， 10 nmol/L OA Icj SK-N-SH 神
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图 1 OA 对 SK-N-SH 神经细胞形态良好率的影晌

A: ~l! 效 1111 线 8: IH 效 ~Ð tQ" 细胞形态良好率:为状态良好的细胞占总细胞的比率。每个剂最 6 个平行扎，约果求尽为均数士标准

元，勺Jl泊'纠l 机|比 ， **p <0.01 。毛复 3 次实验，具有相同趋势。
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744 

经细胞温育不同时间在 tau 蛋白 Ser199/Ser202 位点

和 S e r 404 位点上有明显变化 。 磷酸化 tau 蛋白

Ser 1 99/Ser202 位点的表达在 OA 与神经细胞由育 6h

(A) 

(C) 

·研究论文 ·

时增高最明显 ; 非磷酸化 tau 蛋白 Ser202 位点的表

达在 OA 温育 6h 时开始降低 ， 在 1 2 h 和 24 h 时降

低更加明显 。 磷酸化 tau 蛋白 Ser404 位点的表达在

(B) 

(D) 

图 2 10 nmoVL OA 温盲不同时间对 SK-N-SH 神经细胞形态影响

A: 正常 SK-N- SH 细胞 ; B : OA 温育 6 h ; C: OA 温育 1 2 h; D: OA 温育 24 h 。 相差显微镜 ， 放大倍数 2 0 X , N = 0 .4 5 。

b舜酸化ta ll蛋白

(Ser 1 99/Ser202位点)

作瞬酸化tall tli: 白

(Ser2021主点)

磷酸化tall蛋白

(Ser404位点)

非磷酸化tau ili 臼

(Ser404位点)

总 tau ifi 1士l

ßlVl 4fJ蛋白

阐跚瞩目6咽"

Oh 3 h 6h 12 h 24 h 

图 3 10 nmoVL OA 温育不同时间对 SK-N-SH 神经细胞 tau 蛋白磷酸化的影响

50 kDa 

50 kDa 

50 kDa 

50 kDa 

70 kDa 

50 kDa 

42 kDa 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
  
  
  
  
细
胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
  
  
  
  
细
胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
  
  
  
  
细
胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
  
  
  
  
细
胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
  
  
 细

胞
生
物
学
杂
志
 

 



格燕琦等 z 蛋白磷酸醋酶抑制剂冈田酸对人神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞系 tau 蛋白磷酸化水平的影响 745 

OA温育 6-24 h 时均有明显增高，在 12 h 增高最明

显:非磷酸化 tau 蛋白 Ser404 位点的表达在 OA温

育 6h 时有所降低，在 12 h 和 24 h 时降低最明显。

总 tau 蛋白(包括磷酸化和非磷酸化 tau)在 OA 温育

6-24 h 则均无明显变化。结果表明， OA 与神经细

胞温育6h和 12 h，可使tau蛋白 Ser202位点和 Ser404

位点由非磷酸化状态转变为磷酸化状态。

3 讨论

对 AD 发病机制的探讨和治疗药物的开发是当

前AD 研究的热点。 tau 蛋白的异常磷酸化可能是神

经元纤维退变的早期事件。在 AD 患者脑中和体外

实验中都发现许多蛋白激酶和磷酸醋酶共同调节 tau

蛋白的磷酸化。根据 PP-1 、 PP-2A 和 PP-2B 可以

在体外使 tau 蛋白特定位点去磷酸化的研究结果[坷，

研究者推测 AD患者 tau 蛋白的异常磷酸化与上述蛋

白磷酸醋酶的缺陷有关，其中 PP-2A 活性下降最为

明显。

在各种蛋白磷酸醋酶中， PP-2A 催化活性、底

物特异性和细胞内定位受到许多因素的调节，如调

节亚基、翻译后修饰、酶抑制剂、抑制性蛋白质

和第二信使等。 OA 作为蛋白磷酸醋酶 PP-1 和 PP-

2A 的抑制剂，在培养的细胞和体外实验中可以增加

tau 蛋白磷酸化的表达水平[4410 但是 OA的具体剂量

和作用时间在文献报道中却差别较大，如 Ludovic

等[7)用 35 nmol/L OA 与人淋巴瘤细胞共温育 48 h , 

细胞损伤达 50%，而用 20 nmol/L OA 与 MNBN 细

胞共温育 48 h，就可以使细胞损伤达 50%。这可

能与研究时所用细胞种系和研究目的不同有关。因

此，为了进一步寻找合适的方法，我们选用人神经

母细胞瘤细胞系SK-N-SH细胞与不同浓度的(10-160

nmo11L )OA 共温育不同时间进行实验，利用倒置显

微镜观察 OA 对细胞结构的影响。结果发现，正常

SK-N-SH 细胞中，细胞突起连续有分支，胞体为

梭形或者锥形，呈黑色。 10 nmol/L OA 温育 6 h 

就可以引起 SK-N-SH 细胞胞体变圆变亮，突起回缩

断裂等细胞形态的变化。

到目前为止，已经发现AD 脑中的 tau 蛋白异

常磷酸化位点共有 21 个，其中有 10 个位点的磷酸

化水平比较高，可能对 tau 的功能影响比较大。因

此，为了进一步探讨 OA 引起 tau 蛋白磷酸化的具体

情况，我们选择了 2 个最常见磷酸化位点的抗磷酸

化和非磷酸化 tau 抗体进行研究。用 Western 印迹

检测的结果显示， 10 nmollL OA 与神经细胞温育 6

h 和 12 h，可使 tau 蛋白 Ser202 位点和 Ser404 位点由

非磷酸化状态转变为磷酸化状态。根据细胞形态和

Westem 印迹的检测， 10 nmol/L OA 与 SK-N-SH 细

胞共温育6h就可以引起细胞形态和蛋白质表达明显

变化。因此， 10 nmol/L OA 与神经细胞 SK-N-SH

共温育 6-12h 可以作为制备细胞模型的最佳剂量和

时间。

综上所述， OA 作为蛋白磷酸酶酶 PP-l 和 PP-

2A 的抑制剂作用于 tau 蛋白，可使其去磷酸化作用

下降， tau 蛋白从非磷酸化转变为过度磷酸化状

态，导致细胞损伤，从形态上表现为胞体变圆变

亮，突起断裂消失。通过此实验可以为 AD 的 tau

蛋白研究提供参考模型。
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Effects of Protein Phosphatase Inhibitor Okadaic Acid on Phosphorylation of 
Tau Protein in Human Neuroblastoma SK-N-SH Cells 

Yan-Qi Chu, Wei Li 1, Lan Zhang, Hou-Xi Ai, Ya-Li Li, Lin Li* 
(Department of Pharmacology, Xuanwu Hospital of Capital University of Medical Sciences, Beijing 1α)()53， China; 

I Depanment of Neurology, Renmin Hospital of Henan Province, Zhengzhou 45，ωω" China ) 

Abstract To investigate the effects of protein phosphatase (PP-1 and PP-2A) inhibitor okadaic acid (OA) 

on human neuroblastom SK-N-SH cells, and to determine the best dosage and duration of OA treatment in this cell 

model. The diverse doses of OA were incubated with SK-N-SH cells for different periods of time. The changes in 

cell mo甲hology were obse凹ed by microscope. The phosphorylation and non-phosphorylation level of tau protein at 

Ser202 site and Ser404 site were detected with Westem blotting method. lncubation of 10一160 nmollL OA with SK

N-SH cells for 3-24 h induced dose- and time-dependent changes in cell mo甲hology， in which the starting dose and 

time of OA effect were 10 nmollL and 3 h respectively. When 10 nmolιOA was incubated with SK-N-SH cells for 

6-24 h, the expression of phosphorylated tau protein at Ser1 991Ser202 site and Ser404 site was increased, the 

expression of non-phosphorylated tau at Ser202 site and Ser404 site was decreased, and the total tau protein did not 

show obvious changes. OA is a good tool 由ug for studying hyperphosphorylation of tau protein, and 10 nmollL OA 

incubation with human neuroblastoma SK-N-SH cells for 6 h can be taken as the proper conditions for developing 

the cell model of tau hyperphosphorylation. 

Key words okadaic acid; phosphorylation of tau protein; neuroblastoma cellline; Alzheimer disease 
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