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摘要摘要 神经免疫在帕金森病（PD）的致病机理中发挥重要的作用，PD患者的外周血淋巴细胞的数量发生了变化，提示外周

免疫系统在PD的发生发展中发挥一定的作用。但是外周单核细胞（PBMC）在其中发挥的具体作用尚不清楚。外源性神

经毒素（MPTP）类似物，内源性神经毒素（NMSal）可能是导致PD发生的一种因素。研究采用NMSal损伤的SH-SY5Y
与U87细胞共培养的条件性培养基培养外周单核细胞THP-1，探讨NMSal损伤的多巴胺能神经元细胞对外周单核细胞

的影响。结果表明，该条件性培养基可以降低NMSal毒性诱导的THP-1细胞的凋亡、氧化应激水平（MDA和H2O2）、线粒

体的损伤和凋亡相关蛋白FADD、Bax和caspase3的表达和活化水平。PD病人中损伤的多巴胺能神经元与星形胶质细

胞的相互作用可能会影响PBMC，进而影响PD病情的进展。

关键词关键词 帕金森病；N-甲基-salsolinol；细胞共培养；人单核细胞系THP-1；细胞凋亡

中图分类号中图分类号 Q78 文献标志码文献标志码 A doidoi 10.3981/j.issn.1000-7857.2015.10.011

Attenuation of N-methyl-salsolinol mediated apoptosis of THP-1 cells
by the conditioned medium from co-cultures of SH-SY5Y and U87 cells

AbstractAbstract Neuroinflammation has been implicated in the pathogenesis of neurodegenerative Parkinson's disease (PD).
Moreover, some studies have found that total T cell pool was changed in PD. However, little is known about peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) in the pathogenesis of PD. Recent studies have demonstrated that endogenous neurotoxin 1,2(N)-
dimethyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline (N-methyl-salsolinol, NMSal), an analogue of 1-methyl-4-phenyl-1,2,
3,6- tetrahydropyridine (MPTP) in the brain, could induce degeneration of dopaminergic neurons and cause neuroimmune
dysfunction in PD. In the present study, we examined the effect of conditioned medium from NMSal treated co-cultures of
neuroblastoma SH-SY5Y cells and glioma cell line U87 cells on human monocyte THP-1 cells. The results showed that the
conditioned medium attenuated apoptosis of THP-1 cells mediated by NMSal. The conditioned medium inhibited the swelling
and rupture of mitochondrial membrane, reduced the production of malondialdehyde (MDA) and H2O2, and decreased
expression levels of caspase3, Bax and FADD of THP- 1 cells induced by NMSal. These indicated that the interaction of
neurons with astrocyte could affect cell amount and immune function of PBMC, then affecting the progression of PD.
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帕金森病（Parkinson's disease，PD）是世界第二大神经退

行性疾病，它在65岁以上老年人中的发病率为0.5%~1%，而

随着年龄的增长，85岁以后，这一数据达到了3%[1,2]。PD主要

的病理特征是黑质致密部（substantia nigra pars compacta，
SNpc）多巴胺能神经元的变性损伤，神经递质多巴胺的降低

和路易氏小体（Lewy bodies，LB）的形成[3,4]。

PD是多系统复杂性退行性疾病，其详细的致病原因还不

是很清楚，目前研究人员提出了几种PD的致病学说，包括线

粒体损伤、氧化应激、兴奋性中毒及外源性神经毒素假说。

外源性神经毒素 1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶（1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine，MPTP）是应用最

为广泛的PD造模药物[5]。MPTP介导的神经毒性主要是通过

其代谢产物 1-甲基-4-苯基-2,3-二氢吡啶（1-methyl-4-
phenyl- 2,3- dihydropyridiumion，MPP +）实现的，MPP + 是由

MPTP经由星形胶质细胞中的单胺氧化酶氧化催化形成。

MPTP类似物内源性神经毒素四氢异喹啉类物质1-甲基-4-
苯基 - 1,2,3,4-四氢异喹啉（1- methyl- 4- phenyl- 1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline salsolinol，Sal）及其代谢产物 1,2-二甲

基-6,7-二羟基-1,2,3,4-四氢异喹啉（1,2-N-dimethyl-6,7-
dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline，N-methyl-salsolinol，
NMSal）可以在PD病人大脑中检测到，已有的研究也表明它

们是导致PD发生的一种因素[6]。

传统的观念认为由于血脑屏障（blood brain barrier，BBB）
的存在，外周免疫系统不能进入大脑实质区发挥免疫功能，

近年来的研究发现，PD病人脑中有外周 T、B淋巴细胞的浸

润[7~9]，这说明PD病人的血脑屏障有损伤，外周的免疫细胞可

以通过某种机制进入中枢神经系统进而发挥功能。研究表

明，PD 病人外周单核细胞（peripheral blood mononuclear
cells，PBMC）与正常人相比数量上有所升高[8]。目前关于PD
病人中多巴胺能神经元的损伤与PBMC的异常之间关系的研

究并不清楚。本实验采用多巴胺能神经元细胞SH-SY5Y、胶

质细胞U87和外周单核细胞THP-1三种细胞共培养的模型，

研究内源性神经毒素NMSal损伤的 SH-SY5Y与U87细胞共

培养的条件性培养基对THP-1细胞的作用。

1 材料与方法
1.1 细胞培养和细胞共培养

人神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞（美国ATCC公司），采用

DMEM/F12培养基，另加入 10% 胎牛血清，100 U/mL青霉素

G和100 μg/mL链霉素和2 mmol/L L-谷氨酰胺。

人脑星形胶质母细胞瘤细胞 U87细胞（美国 ATCC 公

司），采用MEM培养基，另加入10%胎牛血清，1×非必需氨基

酸, 100 U/mL青霉素G和100 μg/mL链霉素。

人急性单核细胞白血病细胞THP-1细胞（美国ATCC公

司），RPMI的1640培养基，另加入10%胎牛血清，100 U/mL青

霉素G和100 μg/mL链霉素。

本文采用的细胞共培养模型。先将 SH-SY5Y细胞和

U87细胞以数量比 1∶1的比例和 1.1×106/mL的密度接种于

100 mm培养皿中，采用DMEM/F12，另加入 10%胎牛血清，

100 U/mL青霉素G和 100 μg/mL链霉素和 2 mmol/L L-谷氨

酰胺。在细胞培养箱中培养8 h，待其贴壁后，更换新鲜培养

基，加入 500 μmol/L MPP+、500 μmol/L Sal或是 250 μmol/L
NMSal孵育24 h，然后用此条件性培养基在一个新的100 mm
培养皿中培养THP-1细胞 24 h，收集THP-1细胞进行研究。

上述所有的细胞都培养于含有5% CO2的恒温37℃细胞培养

箱中。

1.2 过氧化氢含量的检测

采用过氧化氢（H2O2）试剂盒（北京碧云天公司，S0038
型）检测共培养后的THP-1细胞中H2O2的质量摩尔浓度的变

化。收集共培养以后的THP-1细胞，磷酸盐缓冲液（PBS）清

洗2次，1×107个细胞/100 μL PBS重悬细胞，以2 s开，1 s关的

条件超声破碎40 s。12000 r/min离心10 min，取上清，采用考

马斯亮蓝G250方法测定蛋白浓度。按照H2O2试剂盒说明书

要求加入所需试剂，准确反应 1 min，采用分光光度计于 405
nm处测定吸光值（OD），按式（1）计算H2O2质量摩尔浓度。

mH2O2 = ( )OD测 -OD空 ÷ ( )OD标 -OD空 ×m标 ÷ r × n （1）
式中，mH2O2 为H2O2质量摩尔浓度，nmol/mg；OD 测为测定管吸

光值；OD空为空白管吸光值；OD标为标准管吸光值；m标为标准

品质量摩尔浓度，mmol/L；r为蛋白含量，g/L；n为稀释倍数。

1.3 丙二醛的检测

丙二醛（malondialdehyde，MDA）是一种生物体脂质氧化

的天然产物，通过检测MDA的水平，设定适当的对照即可反

应细胞内的脂质过氧化水平的变化程度。其测定原理为，丙

二醛在高温及酸性环境中可与硫代巴比妥酸（TBA）缩合，形

成红色的MDA-TBA复合物，MDA-TBA复合物在 532 nm处

有最大吸收峰，可通过比色法进行检测。采用商品化丙二醛

（MDA）测定检测试剂盒（北京碧云天公司，S0131型）。收集

共培养以后的THP-1细胞，PBS清洗 2次，1×107/100 μL PBS
重悬细胞，以2 s开，1 s关的条件超声破碎40 s。12000 r/min
离心10 min，取上清，采用考马斯亮蓝G250方法测定蛋白浓

度。按试剂盒说明书测定MDA的含量。按式（2）计算细胞内

MDA的质量摩尔浓度：

mMDA = ( )OD测 -OD空 ÷ ( )OD标 -OD空 ×m标 ÷ r （2）
式中，mMDA为MDA质量摩尔浓度，nmol/mg；OD 测为测定管吸

光值；OD空为空白管吸光值；OD标为标准管吸光值；m标为标准

品质量摩尔浓度，mmol/L；r为蛋白含量，g/L。
1.4 蛋白印记检测

首 先 使 用 RIPA（radio immunoprecipitation assay lysis

KeywordsKeywords Parkinson's disease; N-methyl-salsolinol; co-culture; human monocyte THP-1; apoptosis
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buffer）裂解和超声破碎的方式提取细胞全蛋白：将共培养后

的THP-1细胞离心收集，用PBS洗两遍，按1×107 /50 μL的量

加入RIPA，充分混悬后，冰浴 30 min，以 2 s开，1 s关的条件

超声破碎 40 s，整个过程需在冰水浴中进行。4℃，12000 r/
min离心10 min收集上清液，进行后续实验研究。

采用体积分数为5%的浓缩胶和体积分数为12%的分离

胶的SDS-PAGE对40 μg蛋白样品进行分离，电泳结束后，采

用Bio-Rad标准湿转转膜装置，将经过 SDS-PAGE分离的蛋

白样品，转印至PVDF膜上（孔径为0.2 μm），采用恒压转膜模

式，条件110 V，90 min；采用体积分数为0.05%的Tris 盐缓冲

液（TBST）配制的5%脱脂牛奶，室温封闭60 min；按照表1抗
体稀释方案中的稀释浓度稀释一抗，4℃摇床过夜孵育；使用

0.05%TBST振摇洗膜4次，每次10 min；采用辣根过氧化物酶

标记的二抗（体积比为 1∶4000）室温孵育 2 h；使用 0.05%
TBST振摇洗膜 4次，每次 10 min；采用ECL化学发光显色试

剂盒进行曝光显色。将ECL显色试剂盒中的A液和 B液等

体积充分混合，待到室温后，均匀喷洒于 PVDF膜上，然后

采用 Bio-Rad分子显像仪 ChemiDocTMXRS+对其进行显像。

最后采用 Bio-Rad imaging- lab 4.0 软件对实验结果进行

分析。

1.5 透射电镜（TEM）检测

小于 0.2 μm的细微结构在普通的光学显微镜下无法看

清，这些结构称为亚显微或超微结构。需要采用更短波长的

光源以提高显微镜的分辨率，以电子束为光源的透射电子显

微镜分辨率可达 0.2 nm，可用于观测细胞中的细胞器的结

构[10]。首先离心收集共培养后的THP-1细胞，用质量分数为

2.5%戊二醛、磷酸缓冲液（0.1 mol/L，pH值为 7.0）配制固定

2 h。用 0.1 mol/L磷酸漂洗液漂洗 3次，每次 15 min，质量分

数为1%锇酸水溶液固定液固定2 h，用0.1 mol/L磷酸漂洗液

漂洗3次，每次15 min；脱水：用体积分数为50%乙醇4℃脱水

15 min，70%乙醇 4℃脱水 15 min，90%乙醇 4℃脱水 15 min，
90%乙醇和 90%丙酮的体积比为 1∶1的混合溶剂 4℃脱水 15
min，100%丙酮室温脱水3次，每次5 min；包埋：纯丙酮+包埋

液（环氧树脂，Epon812）（体积比为 2∶1）室温 3 h，纯丙酮+包
埋液（体积比为1∶2）室温过夜，纯包埋液37℃ 2 h；固化：37℃
烘箱内过夜，45℃烘箱内 12 h，60℃烘箱内 24 h；超薄切片机

切片（日本Leica公司 ultracut uct型）50~60 nm；体积分数3%

醋酸铀-枸橼酸铅（柠檬酸铅）双染色；透射电镜观察（日本

Hitachi公司，H-7650B型）。

1.6 统计方法

实验数据均利用Excel 2011进行统计学分析。平行处理

的样本所得数据取平均值加减标准误差后进行作图，同时在

图上以误差线的形式标记标准误差。数据采用 t检验（平均

值的成对二样本分析）分析实验样本统计学的显著性差异，

其中，P<0.05表示实验样本数据具有统计学差异，*代表P<
0.05，**代表P<0.01。在所有的给出统计学分析的实验中，重

复样本数n≥3。

2 结果与分析
2.1 NMSal损伤的条件性培养基对NMSal介导的THP1细

胞的影响

首先确定内源性神经毒素NMSal对THP-1细胞的毒性，

采用流式细胞检测仪（美国 Beckman 公司，FC 500 型）和

Anneix V/PI双染试剂盒（美国 eBioscience公司）检测 THP-1
细胞的凋亡情况。结果显示，NMSal可以诱导32.00%±1.87%
的THP-1细胞的凋亡（图1、图2），而SH-SY5Y和U87细胞共

培养的条件性培养基可以降低NMSal对THP-1细胞的毒性

进而降低 THP-1 细胞的凋亡，其降低幅度高达 18.76%±
0.67%。

表1 抗体配制方案

Table 1 Antibody preparation

抗体名称

β-actin
Cleaved-caspase3

FADD
Bax

HRP Anti-rabbit（pAb）

一抗稀释倍数（体积比）

1∶8000
1∶1000
1∶1000
1∶1000
1∶1000

二抗选择

Mouse
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Goat

图1 NMSal 损伤的条件性培养基对THP-1细胞凋亡的

流式细胞分析

Fig. 1 FACS analysis of THP-1 cells apoptosis in
NMSal damaged conditioned medium

（a）对照 （b）THP-1 NMSal

（c）SH+U87 （d）SH+U87 NMSal
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2.2 NMSal损伤的条件性培养基对THP-1细胞线粒体的

影响

内源性神经毒素NMSal的结构与MPTP结构类似，它可

以与多巴胺转运体（DAT）结合进入细胞，然后与线粒体复合

物 I结合，提高细胞的氧化应激水平最终导致细胞的凋亡，以

往研究发现NMSal可以诱导THP-1细胞的凋亡，采用透射电

镜对线粒体的形态进行检测。结果表明，NMSal可以诱导

THP-1细胞线粒体的肿胀和线粒体脊断裂，而 SH-SY5Y和

U87细胞共培养的条件性培养基可以降低NMSal对THP-1细
胞的毒性，维持THP-1细胞线粒体形态的完整性（图3）。

2.3 NMSal损伤的条件性培养基对THP-1细胞氧化应激

水平的影响

SH-SY5Y和U87共培养的条件性培养基可以降低内源

性神经毒素NMSal对THP-1细胞的损伤，维持线粒体形态的

完整性，采用商品化的MDA和H2O2试剂盒来检测THP-1细胞

内的氧化应激水平。结果表明，内源性神经毒素NMSal可以

提高 THP-1细胞内的MDA和H2O2的氧化应激水平，而 SH-
SY5Y和U87共培养的条件性培养基可以降低NMSal诱导的

MDA和H2O2的氧化应激水平（图4，图5）。

2.4 NMSal损伤的条件性培养基对THP-1细胞凋亡相关

蛋白表达水平的影响

NMSal损伤的 SH-SY5Y和U87共培养的条件性培养基

可以降低NMSal诱导的THP-1细胞的凋亡，对其具体的分子

机制进行探讨，采用蛋白印记的方法对凋亡相关蛋白的表达

水平进行检测。结果表明，SH-SY5Y和U87共培养的条件性

图2 THP-1细胞凋亡的流式细胞分析

Fig. 2 FACS analysis of THP-1 cells apoptosis

图3 共培养的条件性培养基对THP-1细胞线粒体结构

的影响

Fig. 3 Effect of conditioned medium from co-
cultures on mitochondrial structure of THP-1 cells

（a）THP-1对照 （b）THP-1 NMSal

（c）SH+U87 （d）SH+U87 NMSal

图5 NMSal 损伤的条件性培养基对THP-1细胞MDA水平

影响

Fig. 5 Effect of NMSal damaged conditioned medium on
MDA level of THP-1 cells

图4 NMSal 损伤的条件性培养基对THP-1细胞H2O2水平影响

Fig. 4 Effect of NMSal damaged conditioned medium on
H2O2 level of THP-1 cells
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培养基可以降低NMSal诱导的凋亡相关蛋白 FADD、Bax和
caspase3的蛋白表达水平（图6，图7）。

3 讨论
越来越多的病理和生化研究表明外周免疫的活化和外

周免疫细胞在PD的发病和发生过程中起重要的作用。近期

的研究也证实外周血单核细胞（PBMC）在 PD的发生过程中

也起着很重要的作用 [11,12]。本研究发现，内源性神经毒素

NMSal可以诱导THP-1细胞的凋亡、细胞氧化应激水平的升

高、线粒体的损伤和凋亡相关蛋白表达量的升高。SH-SY5Y
和U87细胞共培养的条件性培养基可以降低NMSal对THP-1
细胞的毒性、细胞的凋亡、细胞氧化应激水平、线粒体形态对

损伤和凋亡相关蛋白表达水平。

内源性神经毒素NMSal是细胞自身合成的甲基异喹啉

类物质，其结构与MPTP相似，它可以在PD病人脑内的很多

部位检测到，比如，黑质区、下丘脑、额皮质和基底神经节中，

其中基底神经节中的纹状体区含量最高[13,14]。

图6 NMSal 损伤的条件性培养基对THP-1细胞凋亡

相关蛋白表达水平影响

Fig. 6 Effect of NMSal damaged conditioned
medium on apoptosis related proteins expression

level of THP-1 cells

图7 NMSal 损伤的条件性培养基对THP-1细胞凋亡相关蛋白表达水平的影响

Fig. 7 Effect of NMSal damaged conditioned medium on apoptosis related proteins expression level of THP-1 cells

（a）FADD蛋白的表达水平 （b）Bax蛋白的表达水平 （c）Cleaved-caspase3蛋白的表达水平

NMSal可以通过神经元末端的多巴胺转运体（DAT）转运

进入细胞，催化氧化成为DMDHIQ+，损伤线粒体复合物 I，引
起细胞氧化应激水平的升高进而诱导细胞的凋亡[15]。本研究

还发现，内源性神经毒素NMSal可以诱导THP-1细胞凋亡，

而 SH-SY5Y和 U87细胞共培养的条件性培养基可以降低

NMSal对THP-1细胞的毒性，进而减少THP-1细胞的凋亡。

细胞凋亡是一个程序性的过程，它会引起一系列的细胞

形态的变化。线粒体被视作是控制细胞存活或是凋亡的关

键的细胞器，线粒体的损伤或是形态的变化会引起其功能的

异常进而可以导致细胞的凋亡[16]。研究发现，内源性神经毒

素NMSal可以诱导THP-1细胞线粒体的肿胀和损伤，而SH-
SY5Y和U87细胞共培养的条件性培养基可以降低NMSal对
THP-1细胞的毒性，进而维持其线粒体形态的完整性。

已有的体内体外实验研究表明，氧化应激可以导致细胞

合成内源性神经毒素NMSal的能力升高，同时NMSal及其代

谢产物可以进一步促使细胞产生更多的自由基，形成一种恶

性循环，进而导致细胞的凋亡 [17]。以上的实验结果表明，

NMSal可以诱导THP-1细胞线粒体肿胀和损伤，采用商品化

的MDA和H2O2试剂盒检测了THP-1细胞的氧化应激水平。

结果表明，NMSal可以提高THP-1细胞MDA 和 H2O2的水平，

而 SH-SY5Y和 U87细胞共培养的条件性培养基可以降低

NMSal引起的THP-1细胞氧化应激水平。以上结果表明，内

源性神经毒素NMSal可以导致THP-1细胞对自由基的敏感

性，而SH-SY5Y和U87细胞共培养的条件性培养基可以降低

这种敏感性。

Caspase是半胱氨酸蛋白酶家族的一分子，其在细胞凋亡

（程序性死亡）发生过程中的一系列的生物化学和形态学变

化中发挥最基本的支撑作用[18]。已有研究也证实，内源性神

经毒素NMSal可以诱导 SH-SY5Y细胞凋亡过程中 caspase3
蛋白表达水平和活性的升高[19]。本研究的实验结果进一步证

实了内源性神经毒素NMSal在人的外周单核细胞THP-1细

胞的凋亡过程中发挥重要的作用，它可以提高THP-1细胞凋

亡相关蛋白 FADD、Bax和 caspase3的蛋白表达水平，而 SH-
SY5Y和U87细胞共培养的条件性培养基可以降低NMSal引
起的 THP-1细胞凋亡相关蛋白 FAD、Bax和 caspase3的表达

水平。
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4 结论
SH-SY5Y和U87细胞共培养的条件性培养基可以降低

NMSal引起的THP-1细胞凋亡，有助于维持THP-1细胞线粒

体形态的完整性，降低NMSal诱导THP-1细胞内的氧化应激

水平和凋亡相关蛋白FADD、Bax和 caspase3的表达水平。推

测胶质细胞在PD病人多巴胺能神经元损伤的过程中发挥重

要的保护作用，同时损伤的多巴胺能神经元细胞与胶质细胞

的相互作用可以激活单核细胞的免疫活性，降低NMSal对其

的毒性作用；也有可能使得单核细胞过度活化，对内源性神

经毒素诱导的多巴胺能神经元造成进一步的损伤。
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科学普及出版社联合科技导报社

紧急向西藏地震灾区捐赠科普读物

·学术动态·

2015年4月25日14：00，尼泊尔博卡拉市发生8.1级强烈地震，对相邻的中国西藏地区造成巨大影响。地震发生后，根据中国科

协统一部署，科学普及出版社、科技导报社迅速筹划，为西藏地区灾区捐赠抗震减灾科普资源。

根据西藏科协需要，科学普及出版社捐赠《地震应急科普丛书》11种11000册，《应急救援知识小百科》3种750册，《家庭地震应急

三点通》1种350册，《震后次生灾害知识挂图》1种100套，《地震应急知识挂图》1种100套，共计捐赠图书挂图12670册；科技导报社捐

赠一批《科技导报》“汶川地震特刊”、“芦山地震特刊”。这批科普读物于4月27日快速发往西藏自治区科协，委托自治区科协分发各受

灾地区。
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