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托卡朋衍生物PCDNA抑制Aβ42纤维化并降低其细胞毒性
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摘要 : 淀粉样 β蛋白 (amyloid-β protein, Aβ) 在脑内的异常聚集是诱发阿尔茨海默症 (Alzheimer's disease,

AD) 的重要原因, 因此开发抑制Aβ聚集的药物是治疗AD的重要手段之一。前期研究发现托卡朋能抑制Aβ42聚

集并降低Aβ42聚集物诱导的细胞毒性, 但临床研究发现托卡朋有很强的肝毒性。为了降低托卡朋的肝毒性, 对其

侧链结构进行改造并获得其衍生物苯乙基 (E)-2-氰基-3-(3,4二羟基-5-硝基苯)-丙烯酸酯 (PCDNA)。通过硫磺素T

(thioflavin T, ThT) 和原子力显微镜 (atomic force microscopy, AFM) 实验研究了PCDNA对Aβ42纤维化的抑制作用;

通过细胞毒性实验研究了PCDNA对Aβ42聚集物诱导的细胞毒性作用; 并研究了PCDNA对成熟Aβ42纤维的解聚

作用。最后, 通过分子对接实验研究了PCDNA与Aβ42五聚体之间的相互作用。这些实验结果为研究托卡朋结构

类似物作为Aβ抑制剂奠定了基础。
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Tolcapone derivative PCDNA inhibits Aβ42 fibrillogenesis and

reduces its cytotoxicity
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Abstract: Abnormal aggregation of amyloid-β protein (Aβ) in brain plays a vital role in the occurrence of

Alzheimer's disease (AD). Hence, inhibiting Aβ aggregation is one major tactic for therapy of AD. Previous studies

have found that tolcapone can inhibit Aβ42 aggregation and reduce the cytotoxicity induced by Aβ42 aggregates,

but clinical studies have found that tolcapone has strong liver toxicity. To reduce the liver toxicity of tolcapone, its

side chain structure was modified to obtain its derivative phenethyl (E)-2-cyano-3-(3,4 dihydroxy-5-nitrobenzene)-

acrylate (PCDNA). Thioflavin T (ThT) and atomic force microscopy (AFM) assays were used to explore the

inhibitory effect of PCDNA on Aβ42 fibrillogenesis. The cytotoxicity assays were used to explore the inhibitory

effect of PCDNA against the cytotoxicity induced by Aβ42 aggregates. In addition, the depolymerization effect of

PCDNA on mature Aβ42 fibrils was also explored. Finally, molecular docking was used to explore the interaction

between PCDNA and Aβ42 pentamer. These results lay the foundation for the study of the structural analogues of

tolcapone as Aβ inhibitors.
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淀粉样蛋白的错误折叠和异常沉积会诱发多种

疾病[1]。例如 , 阿尔茨海默症 (Alzheimer's disease,

AD)、帕金森病和 2 型糖尿病分别是由淀粉样 β蛋白

(amyloid-β protein, Aβ)、α-突触核蛋白和人胰岛淀粉样

多肽的错误折叠和聚集所引起[2-4]。其中Aβ是淀粉样

β前体蛋白在 β分泌酶和 γ分泌酶错误切割下产生

的[5]。由于 γ分泌酶的酶切位点不确定, 所以会产生多

种类型的Aβ变异体。其中, Aβ40和Aβ42是两种最常

见的变异体。Aβ在病理条件下易自聚形成纤维, 这种

聚集的纤维沉积在大脑中可导致神经细胞损伤和死

亡, 进而导致AD[6,7]。因此, 开发可抑制Aβ聚集和解

聚Aβ聚集物的药物是治疗AD的潜在手段之一。

目前 , 已发现的抑制剂种类主要为小分子化合

物[8-11]、短肽[12,13]、蛋白[14]和纳米材料[15-17]等。由于小

分子抑制剂具有结构简单、易于修饰等优势被广泛研

究。目前已开发出姜黄素[18]、利福平[19]和茶多酚 [(-)-

epigallocatechin gallate, EGCG)][20]等。其中, 托卡朋是

一种含有硝基苯酚基团的化合物, 能穿过血脑屏障, 前

期研究发现它能够抑制淀粉样蛋白的纤维化[21], 并降

低Aβ42诱导的细胞毒性, 但是托卡朋具有肝毒性等缺

点[22]。进一步研究发现, 托卡朋的肝毒性主要由其侧

链在代谢过程中产生的一种亚醌类化合物所引起, 这

种化合物能破坏线粒体内的电子传递, 进而破坏细胞,

因此, 对其侧链结构的改造可能达到降低其肝毒性的

作用。例如, Silva等[23]经过结构改造发现了一种与托

卡朋结构类似的化合物苯乙基 (E)-2-氰基-3-(3,4二羟

基-5-硝基苯)-丙烯酸酯 [phenethyl (E)-2-cyano-3-(3,4

dihydroxy-5-nitrobenzene) -acrylate, PCDNA]。结果表

明, PCDNA不仅具有托卡朋类似的药理作用[24], 且毒

性较低, 但是关于 PCDNA对Aβ42的抑制作用尚未见

报道。

本研究采用硫磺素T (thioflavin T, ThT) 和原子力

显微镜 (atomic force microscopy, AFM) 实验研究了

PCDNA 对 Aβ42 纤维化过程的抑制作用 , 并检测了

PCDNA对Aβ42诱导的细胞毒性的抑制作用。随后研

究了 PCDNA对成熟Aβ42纤维的解聚作用。最后, 运

用分子对接技术研究了 PCDNA 与 Aβ42五聚体相互

作用的分子机制。

材料与方法

材料 人源Aβ42 (纯度为 95%) 购于上海吉尔生

化公司; 苯乙基 (E)-2-氰基-3-(3,4二羟基-5-硝基苯)-丙

烯酸酯 (PCDNA, 纯度99%) 由延边大学利用有机合成

方法获得 ; 氢氧化钠 (NaOH)、[3-(4,5-二甲基-2-噻唑

基)-2,5-二苯基-2H-溴化四唑] (MTT)、ThT、六氟异丙

醇 (hexafluoroisopropanol, HFIP) 和 DMSO购于 Sigma

公司; RPMI1640培养基、胎牛血清及一些细胞培养用

品购自Gibco公司。

仪 器 SpectraMax M2 型 酶 标 仪 ( 奥 地 利

Molecular Devices公司); BX53荧光显微镜 (日本奥利

巴斯公司); 多模8AFM (美国Bruker公司)。

蛋白预处理 Aβ42具有非常强的疏水性, 存储过

程极易发生聚集沉淀, 因此使用六氟异丙醇打散已有

聚集体。具体方法: 称取一定量Aβ42溶于六氟异丙醇

使其终浓度为 1 mg·mL-1, 4 ℃静置 2 h, 超声 20 min,

1.6×104 r·min-1离心 20 min, 除去已形成的聚集物 , 离

心后取上清分装于 1.5 mL EP管中, -80 ℃冻实, 冻干

机冻干后于-20 ℃储存。

溶液配制 称取 PCDNA 溶于磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer saline, PBS), 配成 4 mmol·L-1储液, 吸

取适量储液, 用 PBS稀释成 500 μmol·L-1溶液备用; 称

取 NaOH 溶于去离子水 , 配为 20 mmol·L-1储液; 称取

ThT溶于100 mmol·L-1 PBS, 配为275 μmol·L-1储液。

Aβ 42 聚 集 动 力 学 实 验 取 冻 干 蛋 白 加 入

20 mmol·L-1 NaOH 溶解 , 超声 20 min, 1.6×104 r·min-1

离心 20 min。为进一步去掉已形成的聚集体 , 仅取

75% 上 清 , 用 Nano Drop2000 检 测 蛋 白 浓 度 , 用

20 mmol·L-1 NaOH 制备成浓度为 275 μmol·L-1 储

液。将蛋白和 ThT用 PBS稀释为 25 μmol·L-1终浓度,

PCDNA终浓度为 1、3、10和 30 μmol·L-1, 置于 96孔全

黑板中, 每孔体积为200 μL, 37 ℃、250 r·min-1 培养, 激

发波长 440 nm, 发射波长 480 nm, 每隔 1 h检测荧光强

度的变化。每个浓度设置3个平行, 重复3次。

AFM实验 将 ThT实验获得的相同实验样品滴

加到云母片中孵育 10 min。用双蒸馏水冲洗云母片,

过夜晾干。用多模 8AFM、硅探针进行测试。测试参

数 : Model Scanasyst-Air: 115 m 悬臂 ; 齿尖圆角半径 :

2 nm; 弹簧常数: 0.4 N·m-1; 共振频率: 70 Hz。在AFM

扫描过程中 , 设置扫描大小为 2 μm×2 μm, 分辨率为

512行。所有AFM图像使用Nanoscope analysis 1.8软

件 (Bruker公司) 进行分析。

MTT实验 使用 PC12细胞检测 Aβ42聚集体的

细胞毒性。PC12细胞于RPMI1640培养基 (含 10%胎

牛血清) 在 37 ℃、5% CO2条件培养。将 PC12细胞以

每毫升 5×104个的密度接种到 96 孔细胞培养板培养

24 h后, 将与不同浓度PCDNA (1、3、10和 30 μmol·L-1)

培养 24 h 的 Aβ42 或单纯培养的 Aβ42 吸取 10 μL 加

入细胞中, 孵育 48 h, 加入 10 μL 5 mg·mL-1 MTT培养

4 h, 去除培养基 , 每孔加入 100 μL DMSO, 于 570 nm

处测吸光度。每个浓度设4个平行, 重复3次。
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FDA/PI (fluorescien diacetate/propidium iqdide)

染色实验 将 2 mL PC12细胞以每毫升 5×104个的密

度接种于 6孔板, 培养 24 h, 加入预培养好的蛋白共孵

育48 h, FDA/PI染色 1 min, 吸出染色液并加入PBS, 用

BX53显微镜观察并拍照。用软件 Image J分析PI染色

后荧光强度来定量细胞毒性。

解聚实验 取冻干蛋白进行与聚集动力学实验相同

的处理, 首先将Aβ42与ThT (终浓度均为 25 μmol·L-1)

于 37 ℃、250 r·min-1培养 24 h至纤维成熟, 再加入不同

浓度PCDNA (1、3、10和 30 μmol·L-1), 每小时检测荧光

强度变化。每个浓度设3个平行, 重复3次。

分子对接实验 应用 Vina[25]软件研究抑制剂

PCDNA与Aβ42五聚体 (PDB ID: 5OQV[26]) 之间的相

互作用。分子对接的格点间距被设为 1 Å, 同时使其

格点中心位于 x = 39.632, y = 58.128, z = 52.583。此外,

格点参数设为 40 Å×50 Å×35 Å, 对接所得构象数为

20。使用软件 VMD[27]和 Discovery Studio Visualizer-

2018分析PCDNA与Aβ42五聚体之间的相互作用。

数据分析 数据采用GraphPad Prism 6统计软件

进行统计分析及作图, 计量资料用
-
x ± s表示, 显著性

差异比较采用 t检验法进行, 以P < 0.05为差异具有统

计学意义。

结果与讨论

1 PCDNA抑制Aβ42纤维化

ThT荧光分子能特异性与淀粉样蛋白中的 β-折叠

结构结合, 并在 440 nm激发波长下, 于 480 nm处发射

较强的荧光[28,29]。与之相反 , ThT 在自由状态下基本

不发荧光。因此 , 本研究用 ThT 荧光检测方法研究

PCDNA对Aβ42纤维化的抑制作用。在不存在PCDNA

时 (图 1), Aβ42聚集过程基本没有延迟期, 可在 10 h内

迅速聚集而到达平台期 , 该结果与前期研究结果类

似[30]。当溶液中存在低浓度 (如 1 和 3 μmol·L-1) 的

PCDNA时, PCDNA对Aβ42的快速增长期和平台期并

没有明显抑制作用。当 PCDNA浓度继续增加, 每时

刻的 ThT荧光值均比不含抑制剂的溶液的荧光值低,

说明 PCDNA 对 Aβ42纤维化的抑制作用呈浓度依赖

性。例如, 10和 30 μmol·L-1 PCDNA分别会使其荧光

强度降低至纯Aβ42荧光强度的 45%和 10%。上述研

究结果表明, PCDNA可以抑制Aβ42的纤维化过程。

为了研究 PCDNA对Aβ42聚集形态的影响, 利用

AFM法观察了单纯Aβ42和PCDNA与Aβ42共培养时

的 Aβ42的聚集形态 (图 2)。EGCG 是一种已知 Aβ42

抑制剂, 可有效抑制Aβ42形成纤维, 因此本研究选择

EGCG 作为阳性对照药物。从图 2A 可以看出 , 单纯

Aβ42培养 24 h后会聚集形成长短不一的纤维, 这与前

期结果一致[30]。但当与 30 μmol·L-1 PCDNA共孵育时,

Aβ42聚集形态发生显著变化 (图 2B)。将 30 μmol·L-1

EGCG与Aβ42共孵育 24 h, 观察Aβ42的聚集形态 (图

2C)。对比 30 μmol·L-1 EGCG 与 30 μmol·L-1 PCDNA

处理后的Aβ42聚集状态, 发现这两种药物都能使Aβ42

的聚集形态发生显著变化, 不仅没有形成纤维, 而是形

成一种不规则的低聚物, 这表明PCDNA能够抑制Aβ42

纤维的形成。结合ThT和AFM实验结果, 进一步说明

PCDNA可以抑制Aβ42的纤维化。

2 PCDNA降低Aβ42聚集体诱导的细胞毒性

脑内异常聚集的Aβ42聚集体会诱导神经细胞的

死亡, 进而引起AD[2]。为了检测PCDNA对Aβ42聚集

Figure 1 Phenethyl (E)-2-cyano-3-(3,4-dihydroxy-5-nitrobenzene)-

acrylate (PCDNA) inhibits amyloid-β protein (Aβ)42 fibrillogenesis

was tested by using thioflavin T (ThT) fluorescence assay. The

concentration of Aβ42 is 25 μmol·L-1

Figure 2 Inhibitory effect of PCDNA validated using atomic force microscopy (AFM) assay. A: Pure Aβ42; B: Aβ42 was co-cultured with

30 μmol·L-1 PCDNA; C: Aβ42 was co-cultured with 30 μmol·L-1 (-)-epigallocatechin gallate (EGCG). Scale bar: 400 nm
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体诱导的 PC12 细胞毒性的影响 , 本研究同时采用

MTT实验 (图 3) 和 FDA/PI双染色实验 (图 4) 两种方

法检测。PBS 对照组细胞活性设定为 100%。由图 3

可知 , 与 Aβ42 聚集体共孵育的细胞存活率仅为

55%, 表明Aβ42聚集体有显著细胞毒性。而与 1、3、10

和 30 μmol·L-1 PCDNA 共培养的 Aβ42 聚集物共孵育

时 , PC12 细胞存活率分别为 64%、66%、72% 和 75%,

表明 PCDNA 对 Aβ42聚集体细胞毒性的抑制作用呈

浓度依赖性, 即 PCDNA抑制Aβ42聚集体对细胞毒性

的能力随着其浓度的增加而增加。

为进一步验证 PCDNA 对 Aβ42 聚集体诱导的细

胞毒性的抑制作用, 随后进行了FDA/PI双染色法检测

实验 (图 4)。FDA染料可进入活细胞内, 并在内酯酶

催化下水解二乙酸酯基团, 从而产生高强度荧光; PI是

一种可对DNA染色的细胞核染色试剂, 用于检测细胞

凋亡。因此, 常用FDA和PI染料分别检测活细胞和死

细胞含量。由图 4A可知, PBS组细胞生长状态较好,

且绿色荧光较强, 基本没有红色荧光。纯Aβ42组细胞

的绿色荧光减弱, 同时出现较多红色荧光。这表明Aβ42

聚集体有较强的细胞毒性, 与前期研究结果一致。而

与 30 μmol·L-1 PCDNA 共培养的 Aβ42 组的细胞的绿

色荧光较强, 同时红色荧光信号变弱。为了进一步研

究 PCDNA抑制Aβ42聚集体诱导的细胞凋亡情况, 对

图 4A中PI处理后的荧光进行了定量分析 (图 4B)。加

入 30 μmol·L-1 PCDNA, PI 染色的荧光强度降低。综

上所述, PCDNA可以有效降低Aβ42聚集体诱导的细

胞毒性。

3 PCDNA解聚成熟的Aβ42为低毒聚集物

Aβ42在脑内的沉积是一种较漫长的过程, 其沉积

早于AD发病, 因此药物能有效解聚成熟Aβ42纤维也

是一种必不可少的功能[31,32]。培养初期荧光强度很低,

表明培养初始时Aβ42主要以单体形式存在 (group 0,

图 5A)。然后将 Aβ42 培养至平台期 , 分别加入 PBS

(作为阴性对照)、1、3、10和 30 μmol·L-1的PCDNA共孵

育 10 h, 检测最终荧光强度 (图 5A)。为了方便比较 ,

将 PBS组荧光设定为 100%。结果显示, 随着 PCDNA

浓度的增加, 荧光强度显著降低。例如, 与 30 μmol·L-1

PCDNA 共培养的 Aβ42 的荧光强度低于 10%, 表明

30 μmol·L-1 PCDNA 可将 Aβ42 聚集物降解为一种无

法结合 ThT 的聚集物。随后 , 用 MTT 实验验证了这

种被解聚的聚集物的毒性 (图 5B), 随着 PCDNA浓度

的增加 , 细胞存活率增加 , 说明 Aβ42 被解聚为一种

低毒聚集物 , 表明 PCDNA 具有降解 Aβ42 纤维的作

用, 并且降解的聚集物毒性较低。应用AFM观察加入

30 μmol·L-1 PCDNA 后 Aβ42 的聚集状态 (图 5C)。结

果显示, 成熟Aβ42纤维与 30 μmol·L-1 PCDNA共孵育

10 h后, 基本不存在较大纤维, 说明 PCDNA可有效解

聚Aβ42成熟纤维。上述实验表明, PCDNA具有解聚

Figure 3 PCDNA greatly protects PC12 cells from Aβ42-induced

cytotoxicity which examined by the MTT assay. Phosphate buffer

saline (PBS) was used as control (ctrl), and 0, 1, 2, 3, 4 represent

PC12 cells co-incubation with mature Aβ42, Aβ42 co-cultured

with 1, 3, 10, and 30 μmol·L-1 PCDNA, respectively. n = 4,
-
x ± s.

###P < 0.001 vs ctrl; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs group 0

Figure 4 Fluorescien diacetate/propidium iqdide (FDA/PI) staining

analysis of the effect of Aβ42 on PC12 cells. A: Cell viability of

PC12 cells induced by Aβ42 aggregation species with or without

30 μmol·L-1 PCDNA as characterized by the FDA/PI staining assay,

control was PBS buffer. Scale bar: 100 μm; B: The fluorescence

quantification of PI staining in A. The number 1 and 2 represent

the fluorescence intensities of Aβ42 alone and Aβ42 treated with

30 μmol·L-1 PCDNA, respectively
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Aβ42纤维的能力, 且解聚产物为一种低毒的寡聚物。

4 PCDNA与Aβ42五聚体的相互作用研究

使用分子对接方法研究了 PCDNA与纤维化形态

Aβ42五聚体的相互作用 (图 6)。结果显示, PCDNA与

Aβ42五聚体之间有较低结合能 (-9.5 kcal·mol-1), 表明

PCDNA与Aβ42五聚体可通过直接相互作用解聚Aβ42

五聚体。图6展示了PCDNA与Aβ42五聚体之间具有最

低结合能的3种不同结合方式及其相互作用二维图。

如图 6A、B 所示 , PCDNA 嵌入由残基 F19FAED‐

VGSNKGAI31形成的 Aβ42五聚体内部, 与 Aβ42五聚

体上 A～E 链的残基 F19、N27、K28、G29、A30 以及

I31产生较强的相互作用。此时, PCDNA与Aβ42五聚

体之间拥有最低结合能 , 约为-9.5 kcal·mol-1, 表明

PCDNA优先结合到Aβ42五聚体的内部。此外, 如图

6C、D所示, PCDNA结合到Aβ42五聚体的外侧, 主要

Figure 6 Analysis of the direct interaction between PCDNA and

A β 42 pentamer. A, B: The typical conformation of PCDNA

embedded in the Aβ42 pentamer (A) and its corresponding two-

dimensional analysis (B); C, D: The representative conformation

of PCDNA bound to the outside of Aβ42 pentamer (C) and the

corresponding two-dimensional analysis (D); E, F: The typical

conformation (E) of the PCDNA embedded in the groove at the

bottom of the Aβ42 pentamer and the corresponding two-dimen‐

sional analysis (F). The interaction diagram between PCDNA and

Aβ42 pentamer was drawn using VMD software and Discovery

Studio Visualizer-2018 software, respectively. The Aβ42 pentamer

is represented by "NewCartoon", and PCDNA molecules are

represented by "Licorice". Carbon, nitrogen, oxygen, and hydrogen

atoms are colored by gray, blue, red, and white, respectively

Figure 5 PCDNA depolymerizes mature Aβ42 fibrils into non-

toxic aggregates. A: Effect of PCDNA on the fluorescence intensity

of mature fibrils of Aβ42. The group 0, 1, 2, 3, 4, and 5 represent

0 h Aβ42, Aβ42 co-incubation with PBS, 1, 3, 10, and 30 μmol·L-1

PCDNA for 10 h, respectively. ***P < 0.001 vs group 1; B: Cyto‐

toxicity of Aβ42 species depolymerized by PCDNA was determined

using the MTT assay. The group 0, 1, 2, 3, and 4 represent pure Aβ42

fibrils, Aβ42 co-incubation with 1, 3, 10, and 30 μmol·L-1 PCDNA,

respectively. n = 4,
-
x ± s. ###P < 0.001 vs ctrl (PBS); **P < 0.01,

***P < 0.001 vs group 0; C: Aβ42 species were co-incubated with

30 μmol·L-1 PCDNA for 10 h and observed by AFM assay. Scale

bar: 400 nm
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与 Aβ42 五聚体上 D 和 E 链上的残基 F19、F20、A21、

E22、V24、N27、K28、G29、A30以及 I31结合, 此时其结

合能为-8.0 kcal·mol-1。值得注意的是 , 不论 PCDNA

嵌入Aβ42五聚体内部还是外侧, 都主要与Aβ42五聚

体上残基 F19、N27、K28、G29以及 I31相互作用, 这也

说明了这些残基是 Aβ42五聚体与 PCDNA 结合的热

点残基。在图 6E、F中, PCDNA嵌入由残基H14QK16形

成的凹槽中 , 主要与 Aβ42 五聚体上 A～E 链的残基

H14、Q15 以及 K16 形成较强的相互作用 , 其结合能

达到 -8.0 kcal·mol-1。

综上所述 , PCDNA 与 Aβ42 五聚体之间拥有较

强的疏水相互作用、π-烷基相互作用、π-sigma相互作

用、酰胺-π堆积作用以及氢键相互作用。这些相互作

用有助于 PCDNA结合到Aβ42五聚体上, 同时这也是

PCDNA与Aβ42五聚体之间结合能较低的原因。

结论

本文利用 ThT 和 AFM 实验研究了 PCDNA 对

Aβ42纤维化的抑制作用, 结果表明, PCDNA可显著抑

制Aβ42的纤维化过程, 改变Aβ42的聚集状态。MTT

和 FDA/PI实验结果表明, 30 μmol·L-1 PCDNA 可显著

降低Aβ42聚集诱导的细胞毒性作用。上述实验方法

研究 PCDNA对已聚集的Aβ42纤维的解聚作用, 发现

PCDNA可解聚已聚集的Aβ42纤维, 并且解聚产生的

聚集物具有较低细胞毒性。分子对接结果表明, PCDNA

与Aβ42五聚体的相互作用主要是疏水相互作用、π-烷

基相互作用、π-sigma相互作用、酰胺-π堆积作用以及

氢键相互作用, 这些相互作用有助于两者的结合, 同时

这也是 PCDNA 与 Aβ42五聚体之间结合能较低的原

因。综上所述, PCDNA可以作为抑制Aβ42聚集的潜

在化合物, 有望成为治疗AD的潜在药物。

作者贡献: 陈贝贝负责论文写作、ThT实验、细胞毒性实
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