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骨钙素在阿尔茨海默病细胞模型中的神经保护作用与机制研究
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［摘要］ 目的 探讨骨钙素（Osteocalcin，OCN）对阿尔茨海默病（Alzheimer’s Disease，AD）细胞模

型的神经保护作用和潜在机制，为寻找治疗 AD 新靶点提供科学依据。方法 利用 40 nmol/L 冈田酸

（Okada acid，OA）对人神经母细胞瘤细胞（SH-SY5Y）处理 24 h以构建AD细胞模型，把细胞分成正常组

（未干预 SH-SY5Y 细胞）、模型组（40 nmol/L OA 干预）和 OCN 干预组（不同浓度 OCN 干预，AD 细胞模

型），在AD模型细胞敲除/过表达AKT分为AKT-KO（3 μg/μL）组、AKT-OE（3 μg/μL）组和OCN干预后的

AKT-KO+OCN组、AKT-OE+OCN组。采用CCK-8法检测AD模型细胞存活率变化；瑞氏染色观察AD模

型细胞形态变化；Western blot法检测Tau、p-Tau、Bax、Bcl-2、Caspase-3及其裂解型，以及AD模型细胞敲

除/过表达后各组Tau、p-Tau、mTOR、AKT、p-AKT的蛋白表达量变化；利用TUNEL染色法及流式细胞仪

检测OCN干预AD细胞模型的早晚期凋亡细胞和凋亡率的变化。结果 ①与正常组相比，模型组的细

胞存活率显著降低，形态和结构明显受损，p-Tau及Caspase-3蛋白表达量上调，早晚期凋亡增加，细胞凋

亡率明显提高（P<0. 05）。②与AD模型细胞组相比，不同浓度的OCN处理 24 h后，细胞存活率均有不

同程度的提高，其中100 pg/mL OCN组的存活率明显提高（P<0. 01），细胞数量、形态明显改善（P<0. 01）。

③与 AD 细胞模型组相比，不同浓度 OCN 组 p-Tau/Tau 比值减少，尤其在 100 pg/mL OCN 干预组中，

p-Tau/Tau 的比值显著低于模型组（P<0. 01）。④与模型组相比，在 OCN 浓度处于 1~100 pg/mL 时，

Cleaved Caspase-3/Caspase-3的比值出现浓度依赖性的显著降低的情况，100 pg/mL Bax/Bcl-2的比值显

著降低（P<0. 000 1）。⑤TUNEL染色及流式细胞仪结果显示，与模型组相比，各浓度 OCN均能有效抑

制AD模型细胞的凋亡程度，100 pg/mLOCN组的早晚期凋亡细胞和凋亡率明显减少。⑥与对照组和模

型组相比，AKT过表达后，AKT-OE组的P-AKT显著上升（P<0. 05）；而使用AKT通路敲除后AKT-KO组

的 AKT蛋白表达水平下降（P<0. 05）；细胞内的 p-Tau表达随着 AKT/mTOR 通路的改变而变化，当 AKT
通路受抑制时，AKT-KO 组细胞内 p-Tau 表达水平与对照组相比高于模型组（P<0. 05），当 AKT 过表达

后，细胞内 p-Tau 表达水平明显被抑制（P<0. 05）。结论 OCN 可能通过调节 Caspase-3/Caspase-3、
Bax/Bcl-2 的比值来抑制细胞凋亡、减少p-Tau蛋白表达从而改善AD模型细胞形态，有效保护神经细胞，

其机制可能与调节AKT/mTOR通路相关。
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Neuroprotective effects and mechanisms of osteocalcin in an Alzheimer’s disease 
cell model
FANG Lilin1，4， ZHU Qifeng2，3， ZHANG Mingda1， CUI Man1， LU Shijin3， YAN Yu1  1Graduate School of Guangxi 
University of Chinese Medicine， Nanning， Guangxi； 2Department of Neurology； 3Center for Integrated Traditional 
Chinese and Western Medicine， Ruikang Hospital Affiliated to Guangxi University of Chinese Medicine， Nanning， 
Guangxi； 4Department of Encephalopathy， Pingnan County Hospital of Chinese Medicine， Nanning， Guangxi， China

［Abstract］ Objective　To explore the neuroprotective effects of osteocalcin (OCN) on an Alzheimer’s 
disease (AD) cell model and its potential mechanisms, providing a scientific basis for new therapeutic targets 
for AD.  Methods　Human neuroblastoma cell line SH-SY5Y was treated with 40 nmol/L okadaic acid (OA) 
for 24 h to establish an AD cell model.  The cells were divided into a normal group (untreated SH-SY5Y cells), 
a model group (40 nmol/L OA intervention), and an OCN intervention group (intervention with various 
concentrations of OCN in the AD cell model), and AKT knockout/overexpression groups( AKT-KO group and 
AKT-OE group), and AKT-KO OCN group and AKT-OE OCN group.  CCK-8 assay was used to detect the 
changes in cell viability.  Wright's staining was employed to observe the morphological changes of AD cells.  
Western blotting was utilized to detect the protein levels of Tau, p-Tau, Bax, Bcl-2, Caspase-3 and their lytic 
types, as well as the expression of Tau, p-Tau, mTOR, AKT and p-AKT in each group after AKT knockout/
overexpression.  TUNEL staining and flow cytometry were applied to detect the changes in early and late 
apoptotic cells and the apoptotic rate in the OCN-treated AD cell model.  Results　① Compared to the 
normal group, the model group exhibited a significant decrease in cell viability, noticeable morphological and 
structural damage, upregulation of p-Tau and Caspase-3, increased early and late apoptosis, and a significantly 
higher apoptotic rate (P<0. 05).  ②After treatment of different concentrations of OCN for 24 h, cell viability 
was increased to varying degrees compared to the AD model group, with the 100 pg/mL OCN group showing a 
significant increase in cell viability (P<0. 01) and marked improvement in cell number and morphology 
(P<0. 01).  ③ Compared to the AD cell model group, the p-Tau/Tau ratio was decreased in all OCN treatment 
groups, particularly in the 100 pg/mL OCN intervention group, where the p-Tau/Tau ratio was significantly 
lower than that of the model group (P<0. 01).  ④ Compared to the model group, a significant concentration-

dependent decrease in the Cleaved Caspase-3/Caspase-3 ratio was observed when OCN concentrations ranged 
from 1 to 100 pg/mL, with a significant reduction in the Bax/Bcl-2 ratio in the 100 pg/mL group (P<0. 000 1).  
⑤ The results of TUNEL staining and flow cytometry showed that, compared to the model group, all 
concentrations of OCN effectively inhibited the apoptosis in the AD model cells, with a significant reduction in 
early and late apoptotic cells and apoptotic rate in the 100 pg/mL OCN group.  ⑥ Compared with the control 
group and the model group, the P-AKT was significantly increased in the AKT-OE group after AKT 
overexpression (P<0. 05).  The expression level of AKT protein was decreased in the AKT-KO group after AKT 
knockout (P<0. 05).  When the AKT pathway was inhibited, the expression level of p-Tau was higher in the 
AKT-KO group than the control group (P<0. 05), and when the AKT was overexpressed, the expression level 
was significantly inhibited (P<0. 05).  Conclusion　OCN may inhibit cell apoptosis and reduce p-tau protein 
level by regulating the ratio of Caspase-3/Caspase-3 and Bax/Bcl-2, and thereby improve the morphology of 
AD model cells and effectively protect nerve cells, which may be related to the regulation of the AKT/mTOR 
pathway.  

［Key words］ osteocalcin； Alzheimer’s disease； Tau hyperphosphorylation； cell apoptosis； AKT/mTOR
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阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease， AD）是一种

进行性认知功能衰退、认知功能受损、行为异常为主

要表现的神经系统退行性疾病，严重影响患者的生

活质量［1-2］。随着经济的发展和人口老龄化的加剧，

AD 的发病率也在不断上升。流行病学数据显示，

2021 年中国的 AD 及其他痴呆类型患病人数已达到

16 990 827 例，占全球总数的 29. 8%［3］。阿尔茨海默

病的发病机制非常复杂，涉及多种生物学过程［4-5］，其
中Tau蛋白的过度磷酸化和细胞凋亡被认为是关键因

素［6-8］。然而，目前对于如何有效干预这些过程，仍存

在诸多争议和研究空白。因此，探索潜在的神经保护

机制对于阿尔茨海默病的治疗具有重要意义。近年

来，OCN 受到越来越多的关注，其在维持神经系统功

能和疾病治疗方面展现出显著的研究价值和应用潜

力［9］。研究表明，OCN 可能为早期筛查 AD 患者提供

另一种方法［10-11］。OCN被发现除了调节骨代谢外，其

活性形式参与调节髓鞘稳态［12］、大脑发育以及焦虑、

抑郁和认知障碍等行为［13-14］，还通过多种机制为神经

系统提供保护［15-16］。近期研究揭示了OCN在AD中的

潜在治疗价值，例如，有研究发现OCN可显著减少AD
模型小鼠的 Aβ 沉积并改善认知功能［9］，另有研究证

实OCN可能对AD病理发挥改善作用［17］，但其具体作

用机制仍存在关键空白。现有证据多集中于整体动

物水平，但细胞层面的分子机制研究相对匮乏。本研

究聚焦于 OCN 在 AD 细胞模型中的作用机制，我们构

建了AD细胞模型体系，通过解析OCN的特异性作用，

揭示其神经保护功能，为开发 OCN 信号通路的 AD 干

预策略提供理论依据。

冈田酸（Okada acid， OA）是一种诱导 Tau 蛋白过

度磷酸化的化合物，常用于科研实验中 AD 细胞模型

的构建。本研究旨在探讨OCN对AD模型细胞的神经

保护和损伤修复作用，采用 40 nmol/L 的 OA 处理 SH-

SY5Y 细胞来建立 AD 细胞模型，观察 OCN 对 AD 模型

细胞的存活率、细胞形态、Tau蛋白过度磷酸化水平和

细胞凋亡程度的影响，揭示其在 AD 治疗中的潜在价

值，并为开发新的治疗策略提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　细胞

人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞源自中国医学科

学院基础研究所。

1. 2　药物与试剂

DMEM/F12基础培养基购自上海双洳生物科技有

限公司；PBS购自武汉塞维尔生物科技有限公司；胎牛

血清（FBS）、青链霉素混合液细胞培养专用、二甲基亚

砜（DMSO）均购自北京索莱宝科技有限公司；0. 25%
胰蛋白酶消化液购自武汉赛维尔生物科技有限公司；

OA购自上海源叶生物科技有限公司；瑞氏染色液、细

胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒、一步法 PAGE 凝

胶快速制备试剂盒、Tunel 细胞凋亡原位检测试剂盒

购自上海碧云天生物技术股份有限公司；Bax、Bcl-2，
Caspase-3 及其裂解型，Tau 及 p-Tau 抗体购自爱博泰

克生物科技有限公司；AKT、mTOR抗体购自美国 CST
公司。

1. 3　细胞培养与处理

将 SH-SY5Y 细胞取出并进行复苏，配制培养基，

细胞于 5% CO2、37 ℃的培养箱中培养，当密度达到

90% 以上加入胰酶消化，收集细胞悬液并进行传代。

AD模型通过40 nmol/L OA处理24 h构建。

1. 4　CCK-8 法检测 OCN 对 AD 模型细胞的存活率

影响

实验分为正常组（未处理 SH-SY5Y 细胞）、模型

组（OA 处理 SH-SY5Y 细胞组）、OCN 干预（1 pg/mL、
10 pg/mL、100 pg/mL 和 1 ng/mL、10 ng/mL OCN+AD 模

型细胞）组。将细胞传入 96孔板中，隔天换液，加入含

40 nmol/mL OA 培养基以构建 AD模型细胞，培养 24 h
后，处理组加入 OCN 置于恒温培养箱中培养，24 h 后

取出并弃去原液，每孔加 10 μL CCK-8 溶液及适量培

养基，孵育 2 h 后，使用酶标仪测定吸光度（波长

450 nm），并计算细胞存活率，进行组间比较。细胞存

活率计算公式为：细胞存活率（%）=（实验组-空白组）/
（对照组-空白组）×100%。

1. 5　OCN作用于AD模型细胞后形态变化的观察

消化并重悬 SH-SY5Y 细胞，按细胞密度为 3×105

个/mL接种细胞悬液至 6孔板中，加入含 40 nmol/L OA
的培养基以构建AD细胞模型。实验分为模型组（OA
处理SH-SY5Y细胞组）和OCN干预（1 pg/mL、10 pg/mL、
100 pg/mL和 1 ng/mL OCN+AD模型细胞）组。细胞贴

壁后向干预组中加入不同浓度的OCN，24 h培养结束

后使用瑞氏染色液对细胞进行染色和固定。通过显

微镜观察不同浓度 OCN 对 AD 模型细胞形态的影响，

并记录细胞未染色及染色状态下的形态变化。

1. 6　AKT质粒制备

配制 LB 液体培养基（胰蛋白胨 1 g、酵母提取物

0. 5 g、NaCl 1 g，溶于100 mL双纯水）和固体培养基配制

（胰蛋白胨1 g、酵母提取物1 g、 NaCl 1 g、琼脂粉1 g/ 100 mL
双纯水），4 ℃保存；取 TransStbl 3感受态细胞 100 μL，
分别加入 AKT OE/KO 质粒，冰浴、摇菌、离心弃上清，
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重悬菌液涂布于固体培养基，37 ℃培养 16 h；挑取单

菌落至含 500 μL LB+1 μL Amp 的 EP 管中，混匀后

37 ℃振荡培养 6 h，4 ℃暂存；配制 100 mL LB液体培养

基（胰蛋白胨 1 g、酵母提取物 1 g、NaCl 1g），分别加入

200 μL AKT OE/KO 菌液及 100 μL A mp，摇菌 16 h
（200 r/min），离心收集菌体，使用质粒提取试剂盒

Solution I 重悬→Solution II 裂解→预冷N3 Buffer 沉淀

→过柱纯化（GPS/HBC/DNA Wash Buffer 洗涤）；预

热 Endo-Free Elution Buffer 1 mL洗脱质粒并进行浓度

检测，AKT OE 质粒浓度 682. 38 ng/μL，AKT KO 为

225. 26 ng/μL，-20 ℃保存。

1. 7　Western-blot 检测各组相关蛋白表达

本实验共分为 3 组，为正常组（未处理 SH-SY5Y
细胞）、模型组（OA处理 SH-SY5Y细胞组）和OCN干预

（1 pg/mL、10 pg/mL、100 pg/mL 和 1 ng/mL OCN+AD 模

型细胞）组。细胞培养结束后裂解细胞并提取蛋白，

电泳分离蛋白，将 PVDF 膜放入活化液中浸润，按照

“三明治”法将滤纸、PVDF 膜和凝胶块进行组装，转

膜、洗涤、封闭后再次洗涤，随后加入抗体孵育，使用

化学发光液进行显影拍照，并分析各组蛋白条带的灰

度值。

1. 8　TUNEL染色检测细胞凋亡

将细胞种植于细胞玻片上，加入含 40 nmol/mL 
OA的培养基放入培养箱中培养以构建AD细胞模型。

实验分为模型组（OA处理 SH-SY5Y细胞）和OCN干预

（1 pg/mL、10 pg/mL、100 pg/mL 和 1 ng/mL OCN+AD 模

型细胞）组。干预组处理 24 h后，将细胞与 TUNEL反

应液共孵育。使用荧光显微镜拍摄荧光图片。细胞

凋亡率计算公式为：细胞凋亡率=TUNEL 阳性细胞数

量/DAPI细胞总数×100%。

1. 9　流式细胞仪检测各组的细胞凋亡

细胞培养结束后用PBS清洗、胰酶消化，1 500 r/min、
5 min 离心收集，细胞计数、重悬为 1×106 个/mL，用
Binding Buffer 500 μL 吹匀细胞悬液。实验分组与第

1. 7小节相同。将每组细胞悬液分别加 5 μL Annexin 
V-APC 和 5 μL 7-AAD，混匀后反应孵育。反应结束，

加入 PBS缓冲液离心，再重悬细胞。用APC通道检测

Annexin V-APC 荧光，FL-2 通道检测 7-AAD 荧光。依

据结果绘制散点图，标记四个象限：左下（Annexin V⁻/
7-AAD⁻）为活细胞，右下（Annexin V⁺/7-AAD⁻）为早期

凋亡细胞，右上（Annexin V⁺/7-AAD⁺）为晚期凋亡/坏死

细胞，左上（Annexin V⁻/7-AAD⁺）通常为坏死细胞。使

用Prism分析细胞凋亡情况。

1. 10　Wb检测AKT、mTOR等指标变化

在该部分实验中，AKT质粒浓度取 3 μg/μL，实验

分组设为对照组、模型组、AKT-KO 组、AKT-OE 组、

OCN 组、AKT-KO+OCN 组和 AKT-OE+OCN 组。具体

实验方法同1. 7。
1. 11　统计学方法

通过 GraphPad Prism、ImageJ 等软件进行统计分

析和图像处理。对于组间多个样本均数的差异，采用

单因素方差分析进行评估。当P值小于 0. 05时，认为

差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　OCN干预后的AD模型细胞存活率提高

CCK-8法结果显示，与正常组相比，模型组细胞存

活率显著下降（P<0. 05）；与模型组相比，1~100 pg/mL 
OCN 干预 24 h 后，AD 模型细胞的细胞存活率随着

OCN 浓度的提高而上升（P<0. 05），其中，100 pg/mL 
OCN干预组的细胞存活率变化显著升高（P<0. 01）；与

100 pg/mL 组相比，1、10 ng/mL OCN 干预组的细胞存

活率虽有增加，但呈下降趋势（P<0. 05）。如图 1 所

示。故后续选择浓度范围在 1~100 pg/mL、1ng/mL 的

OCN进行下一步实验。

2. 2　OCN可保护AD模型细胞的形态

在镜下可以看到，未处理的 SH-SY5Y细胞多为贴

壁生长，核仁明显，细胞质丰富，突起较为明显，细胞

之间紧密连接；模型组的细胞体积变小，形态皱缩，细

胞变圆，胞质凝聚，突起回缩或消失，且数量减少，细

The confidence interval for the data is 95%； a： P<0. 05 
compared to the control group， b： P<0. 05 or c： P<0. 01 
compared to the model group， and d： P<0. 05 
compared to the 100 pg/mL group.

图1　OCN对AD模型细胞的细胞存活率影响

Figure 1　Effect of OCN on cell viability of AD model cells
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胞之间分布不均，多聚团生长，在未染色下观察还可

见到许多细胞碎片散落在培养基中；而各浓度OCN作

用 24 h后AD模型细胞的形态均有所改善。与模型组

相比，OCN处理后细胞贴壁性增强，细胞形态恢复，呈

圆柱形或不规则形，细胞皱缩变形或脱壁现象明显减

少，聚集现象减少，分布更为均匀且数量增多，细胞的

突起逐渐恢复，其中，1 pg/mL 至 100 pg/mL OCN 组的

细胞数量显著增加，且形态改善明显，且 100 pg/mL 
OCN组的效果最为显著，可见该组细胞数量、形态、分

布等与正常组细胞最为接近；而 1 ng/mL OCN 干预组

的细胞数量和形态变化与浓度之间的关系并不显著，

与 100 pg/mL OCN 干预组相比，改善效果有所减弱。

如图2所示。

2. 3　OCN降低AD模型细胞p-Tau/Tau蛋白的比值

与正常组对比，模型组 p-Tau 蛋白表达量明显升

高，p-Tau/Tau 比值增加（P<0. 05），造模成功；与模型

组比较，100 pg/mL OCN干预组中的比值明显减少（P<
0. 01）；与 100 pg/mL 组相比，1 ng/mL 组的比值增加

（P<0. 05）。如图3所示。

2. 4　OCN减少AD模型细胞凋亡蛋白的表达

与 正 常 组 相 比 ，模 型 组 的 Cleaved Caspase-3/
Caspase-3、Bax/Bcl-2 的比值显著提高（P<0. 01、P<
0. 000 1）。1-100 pg/mL OCN 干预组 Bcl-2、Caspase-3

图2　OCN对AD模型细胞形态的影响 （×100、×200）
Figure 2　Effects of OCN on morphology of AD model cells （×100、×200）

The confidence interval for the data is 95%； a： P<0. 05 compared with the control group， b： P<0. 01 compared with the model 
group， and c： P<0. 05 compared with the 100 pg/mL group

图3　OCN对AD模型细胞p-Tau/Tau蛋白比值的影响

Figure 3　Effect of OCN on p-Tau/Tau protein ratio in AD model cells
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的表达变化有一定的浓度依赖性，与模型组相比，

OCN 干 预 的 AD 细 胞 模 型 的 Cleaved Caspase-3/
Caspase-3、Bax/Bcl-2的比值有所减少，其中，100 pg/mL 
OCN 组的 Cleaved Caspase-3/Caspase-3、Bax/Bcl-2 比值

显著下降（P<0. 05、P<0. 000 1）；与 100 pg/mL OCN 组

相比，1 ng/mL OCN组的Bax/Bcl-2比值增加（P<0. 01）。

见图4。
2. 5　OCN可减少AD模型细胞的凋亡率

如图 5、图 6 所示，与模型组相比，各 OCN 干预组

的活细胞数量增多（DAPI 通道），TUNEL 阳性细胞数

量有所减少（TUNEL通道）；各浓度OCN组的细胞凋亡

率均明显低于模型组的细胞凋亡率，且差异具有统计

学意义，其中，100 pg/mL、1 ng/mL OCN 对细胞凋亡的

抑制作用最为明显（P<0. 01）；与 100 pg/mL OCN 组相

比，1 ng/mL OCN组的凋亡率升高，且差异具有统计学

意义。

2. 6　OCN 干预后 AD 模型细胞的早、晚期凋亡细胞

减少

如图 7-A所示，模型组早、晚期凋亡细胞和死细胞

较多，以晚期凋亡为主；与模型组相比，各OCN干预组

的早期凋亡细胞和死细胞群落均有减少，其中，100 pg/mL

组和 1 ng/mL 组的早、晚期凋亡细胞及死细胞群明显

减少，结果如图 7B 至 F 所示；与 100 pg/mL 组相比，

1 ng/mL 组的早、晚期凋亡细胞增加，结果如图 7D、E
所示。与模型组相比，各组细胞的凋亡率显著降低

（P<0. 05），100 pg/mL 组的细胞凋亡率降低最为明显

（P<0. 01）；与 100 pg/mL 组相比，1 ng/mL 组的细胞凋

亡率明显上升（P<0. 05），结果如图7F所示。

2. 7　OCN通过AKT/mTOR通路抑制Tau过度磷酸化

如图 8所示，与对照组和模型组相比，细胞内的总

Tau未见明显变化。与对照组和模型组比较，在AKT-OE
和 AKT-OE+OCN 组 AKT 的下游通路 mTOR 被明显激

活（P<0. 05）。与对照组和模型组相比，AKT过表达后，

AKT-OE 组的 p-AKT 显著上升（P<0. 05）；而使用 AKT
通路敲除后 AKT-KO 和 AKT-KO+OCN 的 AKT 蛋白表

达水平下降（P<0. 05）。细胞内的p-Tau表达随着AKT/
mTOR通路的改变而变化，当AKT通路受抑制时，AKT-

KO组细胞内p-Tau表达水平与对照组相比高于模型组

（P<0. 05），当AKT过表达后，细胞内p-Tau表达水平明

显被抑制，AKT-OE+OCN 的抑制效果好于 AKT-OE组

（P<0. 05）。当 AKT/mTOR 通路受抑制时 AKT-KO+
OCN组的抑制p-Tau表达比OCN组较弱（P<0. 05）。

The confidence interval for the data is 95%； Compared with the control group， a： P<0. 000 1， compared with the model 
group， b： P<0. 000 1， and compared with the 100pg/mL group， c： P<0. 01

图4　OCN对AD模型细胞的相关凋亡蛋白表达的影响

Figure 4　Effect of OCN on the expression of related apoptotic proteins in AD model cells
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3　讨论

阿尔茨海默病作为一种全球性公共健康问题，给

许多患者及家属带来巨大的痛苦，因此积极寻找潜在

的治疗药物及措施具有重大的意义。尽管AD的研究

已有多年历史，但其确切发病机制仍未完全阐明。阿

尔茨海默病的核心病理特征包括 β-淀粉样斑块（Aβ 
plaques）的异常沉积和 Tau蛋白过度磷酸化介导的神

经原纤维缠结（neurofibrillary tangles，NFTs）。这些病

理变化通过诱导突触功能障碍、线粒体损伤及氧化应

激级联反应，最终导致神经元变性死亡［18-21］。研究表

明，OCN 作为来源于骨组织的骨源性激素，可以调节

能量代谢和糖稳态［22］，能穿过血脑屏障［14］，有保护神

经、改善认知功能和衰老的影响［23-25］、促进神经营养

因子表达［26］、抑制炎性因子（如 IL-6、TNF-α）释放［27］等
作用。近年来发现，OCN通过血脑屏障后与特异性受

体结合可以直接影响神经元细胞的增殖、分化和存

活［28］，此外，有研究发现 Tau（AT8，AT100）可与 OCN
在海马神经元中共定位［29］，大鼠记忆与其海马体中

OCN基因表达有关［30］。
3. 1　OCN 对 AD 模型细胞凋亡的调控作用及其机制

探讨

Bcl-2和Caspase-3在细胞凋亡的过程中有着重要

的影响作用。 Bcl-2 参与了对 Caspase-3 活性的调

节［31］，Caspase级联反应是细胞凋亡信号通路的核心，

其中的 Caspase-3被视为凋亡发生的标志性酶［32］。以

往的研究发现，Caspase-3在神经系统疾病的细胞凋亡

图5　OCN对AD模型细胞的细胞凋亡率的影响 （TUNEL，200×）
Figure 5　Effect of OCN on apoptotic rate of AD model cells （TUNEL，200×）

The confidence interval for the data is 95%； Compared 
with the model group， a： P<0. 05 or b： P<0. 01； 
compared with the 100 pg/mL group， c： P<0. 05
图6　OCN对AD模型细胞的细胞凋亡率的影响

Figure 6　Effect of OCN on apoptotic rate of AD model cells
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中的表达量异常升高［33-34］，AD 模型大鼠的 Caspase-3
水平升高，神经元损伤也明显高于正常组［35］。TUNEL
染色实验是利用脱氧核糖核苷酸末端转移酶（TDT）的

催化作用，通过识别细胞凋亡阶段DNA断裂产生的 3'
-OH末端，将标记物与DNA3'端连接，从而实现细胞凋

亡的识别。我们的实验结果显示，OCN 可以影响 AD
模型细胞中Caspase-3和Bcl-2这两种与细胞凋亡有关

的蛋白表达，这意味着OCN可以对这两种蛋白的表达

水平进行一定程度的调节，从而对脑细胞的破坏和细

胞凋亡起到抑制作用。而 TUNEL 染色结果也进一步

表明了 OCN 能减少凋亡细胞的产生，减轻 AD 细胞损

伤，对其产生保护作用。与模型组相比，各 OCN 干预

组中TUNEL阳性细胞（即凋亡细胞）的数量较之减少，

凋亡率明显下降（P<0. 05）。流式细胞仪能够借助荧

光标记实现对细胞群体凋亡状态的多参数分析，可精

准识别细胞群体中的早期、晚期凋亡状态以及死亡细

胞。在本实验中，流式细胞仪检测结果显示 AD 细胞

模型处于较高的凋亡状态，细胞损伤较为严重；而

OCN 干预后，各组的细胞凋亡率均可降低，特别是

100 pg/mL组的凋亡率显著低于模型组，这一实验结果

揭示了 OCN 对 AD 模型细胞凋亡的显著影响，具体表

现为能够有效降低细胞的早期及晚期凋亡、死亡的发

生。进一步对比100 pg/mL组和1 ng/mL组，发现1 ng/mL
组的早期凋亡细胞和晚期凋亡细胞数量有所增加，这

暗示在较高浓度下，OCN对细胞凋亡的抑制作用可能

会有所减弱，甚至可能在一定程度上促进了细胞的

凋亡。

由此可知，OCN 在 AD 进展过程中可能通过不同

的机制对细胞凋亡产生影响，因此，未来我们将会更

加关注OCN在AD疾病模型中的细胞凋亡相关的信号

通路的调节及其机制。

3. 2　OCN对AD模型细胞形态和存活率的改善作用

在本研究中，我们通过加入不同浓度 OCN，观察

到 OCN 显著改善了 AD 模型细胞的形态和存活率，尤

其是在 100 pg/mL OCN 干预组中，存活率提升最为明

显。这表明OCN可能通过保护细胞结构的完整性，从

而对AD模型细胞产生良好影响。这一结果与其他研

究结果相符，表明细胞形态变化与功能损害之间存在

密切关联［36］。另外，CCK-8 实验结果显示，OCN 能显

著恢复经OA处理后活力下降的AD模型细胞，且随着

OCN 浓度的增加，AD 模型细胞活力呈增长趋势。然

而，过高浓度的OCN并未带来额外的活力提升效果，反

而可能产生了一定的细胞毒性，这也提示我们在AD治

疗中，需要精确控制OCN的浓度以实现最佳疗效。
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A， B， C， D， and E in the figure represent the model group， the 1， 10， 100 pg/mL group， and the 1 ng/mL group， 
respectively.  F is the apoptosis rate of each group， and the confidence interval of the data is 95%， compared with the model 
group， a：P<0. 05 or b： P<0. 01； compared with the 100 pg/mL group， c： P<0. 05.

图7　OCN对AD模型细胞早、晚期凋亡及细胞凋亡率的影响

Figure 7　Effects of OCN on early and late apoptosis and apoptotic rate of AD model cells
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3. 3　OCN 对 AD 模型细胞中 Tau 蛋白异常磷酸化的

抑制作用及机制

Tau 蛋白是微管相关蛋白的重要组成部分，参与

微管网络的组装，其异常磷酸化被认为是 AD 的一个

关键病理特征。已有研究证明，p-Tau 会损害细胞微

管结构的稳定性，导致神经纤维缠结的形成和突触的

丢失［37］，进而对神经元的功能产生负面影响，最终容

易导致认知功能的下降［38］。本实验结果发现，在OCN
干预后，AD模型细胞 p-Tau/Tau蛋白比值明显减少，这

说明OCN对AD模型细胞的保护作用与其抑制 Tau蛋

白的过度磷酸化密切相关，OCN 可能通过降低 p-Tau
的表达水平，维持微管结构的稳定性，从而直接或间

接地保护神经元免受损伤。进一步对AD模型细胞进

行AKT基因敲除/过表达，各组比较后发现，抑制AKT

通路（AKT-KO 组）时 p-Tau 表达显著升高，激活 AKT
通路（AKT-OE 组）时 p-Tau 表达下降；同时 AKT-OE+
OCN 组对 p-Tau 的抑制效果显著强于 AKT-OE 组，抑

制 AKT 通路（AKT-KO+OCN 组）时，OCN 对 p-Tau的抑

制作用弱于单用OCN组，这说明AKT通路的激活能够

和 OCN 共同增强对 Tau 过度磷酸化的抑制效果。因

此，OCN 在 AD 的病理进程中有着重要的神经保护作

用，其作用可能通过调节AKT/mTOR信号通路来减轻

这种磷酸化现象［39-40］。
综上所述，OCN可能通过调节相关的细胞凋亡蛋

白表达和早、晚期凋亡及细胞凋亡率，抑制Tau蛋白过

度磷酸化来保护 AD 模型细胞的细胞形态，减轻细胞

损伤。本实验通过研究OCN在AD模型细胞中神经保

护作用及其机制，为治疗AD提供了新的证据，但OCN
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OCN group， respectively.  The confidence interval of the data was 95%， a： P<0. 05 compared with the control， and b： P<0. 05  
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图8　OCN对AKT KO/OE后AD模型细胞的Tau等指标的影响

Figure 8　Effects of OCN on Tau and other indicators in AD model cells after AKT KO/OE
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的具体作用机制尚未完全阐明，未来需要进一步研究

OCN 经 AKT/mTOR 信号通路在动物模型中发挥的神

经保护作用，进一步验证OCN在体内的神经保护效果

和安全性。
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