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摘要：目的　研究抑制线粒体丙酮酸载体对冈田酸诱导 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ神经元细胞
铜死亡作用机制的影响。方法　冈田酸（ＯＡ）诱导 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞建立阿尔茨
海默病（ＡＤ）模型，将细胞分为对照组（完全培养基）、模型组（２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＯＡ）和实验组［２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＯＡ＋１μｍｏｌ·Ｌ－１２－氰基－３－（１－苯基－１Ｈ－
吲哚－３－基）－２－丙烯酸（ＵＫ－５０９９）］。用细胞铜比色法测试盒检测铜离子
含量，用丙酮酸检测试剂盒检测丙酮酸含量，用免疫荧光染色检测各组细胞内丝

氨酸２０２／苏氨酸２０５位点磷酸化Ｔａｕ（ＡＴ８）以及铁氧还蛋白１（ＦＤＸ１）的表达情
况，用蛋白质印迹法检测各组细胞内丙酮酸载体（ＭＰＣ１／ＭＰＣ２）和二氢硫辛酸转
乙酰基酶（ＤＬＡＴ）的表达水平。结果　实验组、模型组和对照组的铜离子含量
分别为（０３６±００１）、（０９０±００５）和（０２３±００４）μｍｏｌ·ｇｐｒｏｔ－１，丙酮酸含
量分别为（０５５±００４）、（０３３±００３）和（０４４±００４）μｍｏｌ·１０８ｃｅｌｌ－１，ＡＴ８
表达水平分别为９１４６±１４５３、１２５０２±１４４３和７２５７±１９８１，ＦＤＸ１表达水
平分别为９８９３±７４０、１４７８３±１８６３和７９１８±８０６，ＭＰＣ１蛋白相对表达水
平分别为０５９±０１１、１０１±０１４和０５５±０１３，ＭＰＣ２蛋白相对表达水平分别
为０５４±００５、１３１±００７和 ０４３±００７，ＤＬＡＴ蛋白相对表达水平分别为
０７２±００４、０９２±００７和０５３±０１４，实验组的上述指标与模型组比较，在统
计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　抑制线粒
体丙酮酸载体可以减轻冈田酸诱导的ＳＨ－ＳＹ５Ｙ神经元细胞铜死亡。
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ＳＹ５ＹｃｅｌｌｓＭｅｔｈｏｄｓ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｋａｄａａｃｉｄ
（ＯＡ）ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｏｄｅｌｏｆＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ（ＡＤ）Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍ），ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＯＡ）ａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ［２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＯＡ＋１μｍｏｌ·Ｌ－１２－
ｃｙａｎｏ－３－（１－ｐｈｅｎｙｌ－１Ｈ－ｉｎｄｏｌｅ－３－ｙｌ） －２－ａｃｒｙｌｉｃａｃｉｄ
（ＵＫ－５０９９）］Ｃｏｐｐｅｒｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｅｌｌｃｕｐｒｉｃ
ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｋｉｔＰｙｒｕｖａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｄｅｔｅｃｔｂｙｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｋｉｔ，
ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＴａｕ（ＡＴ８）ａｎｄｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ１
（ＦＤＸ１）ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｒｉｅｒ（ＭＰＣ１／ＭＰＣ２）
ａｎｄｄｉｈｙｄｒｏｌｉｐｏｙｌｔｒａｎｓａｃｅｔｙｌａｓｅ（ＤＬＡＴ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
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０５４±００５，１３１±００７ａｎｄ０４３±００７；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＤＬＡＴｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０７２±００４，
０９２±００７ａｎｄ０５３±０１４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｒｉｅｒｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅＯｋａｄａ－ｉｎｄｕｃｅｄｃｕｐｒｏｔｏｓｉｓｏｆＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｒｉｅｒ；ｏｋａｄａｉｃａｃｉｄ；ｃｏｐｐｅｒｄｅａｔｈ；Ｔａｕｐｒｏｔｅｉｎ；ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｃｙｃｌｅ

　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种
神经退行性疾病，主要表现为进行性认知障碍和行为

改变。ＡＤ病因复杂，越来越多的证据表明，大脑中
Ｔａｕ蛋白过度磷酸化所形成神经纤维缠结是 ＡＤ的重
要病理标志之一［１］。铜作为机体所必需的一种微量

元素，具有较强的氧化还原能力，与神经元的发育、成

熟息息相关［２］。ＴＳＶＥＴＫＯＶ等［３］提出了一种具有铜

依赖性的细胞死亡方式———铜死亡，其不同于目前已

知的细胞死亡方式（如细胞凋亡、坏死性凋亡、焦亡、

铁死亡等），是一种金属离子诱导的调节性细胞死亡。

研究发现，ＡＤ神经元内 Ｃｕ＋增多，Ｔａｕ蛋白过度磷酸
化［４］，神经元发生死亡，但是否为铜死亡，尚不明确。

本研究拟用冈田酸（ｏｋａｄａｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）诱导ＳＨ－ＳＹ５Ｙ
细胞模拟ＡＤ模型，并给予线粒体丙酮酸载体（ｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｒｉｅｒ，ＭＰＣ）抑制药２－氰基 －３－
（１－苯基 －１Ｈ－吲哚 －３－基）－２－丙烯酸
（ＵＫ－５０９９），考察ＡＤ的神经元死亡是否为铜死亡。

材料与方法

１　材料
细胞　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞（人神经母细胞瘤细胞），

购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。

药品与试剂　ＵＫ－５０９９，规格：每瓶 １０ｍｇ，纯
度：９９９５％，批号：ＫＧＭ１２５００－５００，购自美国 ＭＣＥ
公司；ＯＡ，规格：每瓶１０ｍｇ，纯度：９８％，批号：７８１１１－
１７－８，购自上海源叶生物科技有限公司。胎牛血清，
购自浙江天杭生物科技有限公司；细胞铜比色法测试

盒，购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；Ｔａｕ兔
抗一抗、铁氧还蛋白 １（ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ－１，ＦＤＸ１）兔抗一
抗、膜受体分子－溶质运载蛋白７家族成员１１（ｓｏｌｕｔｅ
ｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１１，ｘＣＴ）兔抗一抗、热休克蛋
白７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０，ＨＳＰ７０）兔抗一抗，均购自
英国Ａｂｃａｍ公司；谷胱甘肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）鼠抗一抗、腺苷三磷酸酶铜转运Ｂ
（Ｃｕ－ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｎｇｂｅｔａｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ７Ｂ，ＡＴＰ７Ｂ）兔抗一
抗、二氢嘧啶脱氢酶（ｄｉｈｙｄｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＤＰＹＤ）兔抗一抗、硫辛酸合成酶（ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｓｙｎ
ｔｈｅｔａｓｅ，ＬＩＡＳ）兔抗一抗、二氢硫辛酸转乙酰基酶（ｄｉ
ｈｙｄｒｏｌｉｐｏｙｌｔｒａｎｓａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＤＬＡＴ）兔抗一抗、神经元特
异性核蛋白（ｎｅｕｒｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＮｅｕＮ）
兔抗一抗，均购自武汉三鹰生物技术有限公司；丝氨

酸２０２／苏氨酸２０５磷酸化位点（ｓｅｒｉｎｅ２０２／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ
２０５ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ，ＡＴ８）鼠抗一抗，购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；铜转运蛋白 １［ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ３１
（ｃｏｐｐｅｒｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ），ｍｅｍｂｅｒ１，ＳＬＣ３１Ａ１］兔抗一抗，
购自美国 ＮＯＶＵＳ公司；肌动蛋白（ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ，
β－ａｃｔｉｎ）兔抗一抗，购自美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司；丙酮
酸含量检测试剂盒、细胞增殖／毒性检测试剂盒 －８
（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），均购自北京索莱宝科
技有限公司；活性氧检测试剂盒、线粒体膜电位检测

试剂盒、免疫荧光染色试剂盒－抗兔ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５，
均购自上海碧云天生物技术有限公司。

仪器　ＩＣ１０００自动细胞计数仪，上海睿钰生物科
技有限公司产品；ＤＭＩ３０００Ｂ倒置荧光显微镜，德国
Ｌｅｉｃａ公司产品；ＩＮＦＩＮＩＴＥ２００ＰＲＯ酶标仪，瑞士
Ｔｅｃａｎ公司产品；０４１ＢＲ１１８４６２垂直电泳槽湿转膜系
统，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；Ａｚｕｒｅ３００化学发光成像
仪，美国ＡｚｕｒｅＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞用含 １５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２完全培养基，并放置于含５％ＣＯ２、３７℃恒温细胞
培养箱中维持培养，每２～３ｄ更换新鲜培养基保持细
胞长势良好。

２２　模型构建［５］

取对数生长期的ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞，调整细胞密度
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

为ｌ５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，以每孔１００μＬ接种至９６孔
板中，设为对照组和模型组，每组设 ３个复孔，培养
２４ｈ后，吸弃旧培养基，每孔再次加入完全培养基
１００μＬ，培养 ２４ｈ，吸弃旧培养基，模型组加入
２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１的ＯＡ溶液（用完全培养基稀释），对照
组加入同等体积的完全培养液，每孔１００μＬ。按照上
述实验条件，接种 ２块 ９６孔板，均放置于 ５％ＣＯ２、
３７℃恒温细胞培养箱中培养２４ｈ，往一块９６孔板的
每孔加入ＣＣＫ－８溶液１０μＬ，３７℃孵育１ｈ，测定细
胞生存率；另一块 ９６孔板，收集的细胞中加入裂解
液，用蛋白质印迹法测定细胞内 Ｔａｕ蛋白水平。若与
对照组相比，模型组细胞生存率下降、Ｔａｕ蛋白水平明
显升高，则证明模型成立。

２３　细胞分组与处置方法
调整细胞密度为 １５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，以每孔

１００μＬ接种至９６孔板中，设为对照组、模型组和实验
组，每组设３个复孔，培养２４ｈ后，吸弃旧培养基，实
验组加入１μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＵＫ－５０９９溶液（用完全培
养基稀释），对照组和模型组均加入同等体积的完全

培养液，每孔１００μＬ。放置于５％ ＣＯ２、３７℃恒温细
胞培养箱中培养２４ｈ，吸弃旧培养基，实验组和模型
组均加入２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１的 ＯＡ溶液（用完全培养基稀
释），对照组加入同等体积的完全培养液，每孔

１００μＬ，继续培养２４ｈ。
２４　ＣＣＫ－８法检测细胞生存率［６］

调整细胞密度为１５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至９６
孔板中，按“２３”的方法进行分组和处置，每组设３个
复孔，培养 ２４ｈ后，每孔加入 ＣＣＫ－８溶液 １０μＬ，
３７℃孵育１ｈ；以完全培养基做空白孔，用酶标仪在
４５０ｎｍ波长处测定各组的光密度。根据测得的光密
度值，计算细胞生存率。

２５　酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒ－ｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法测定细胞中的 Ｃｕ＋浓
度及丙酮酸含量［７］

调整细胞密度为１５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至９６
孔板中，按“２３”的方法进行分组和处置，每组设３个
复孔，培养２４ｈ后，取收集好的细胞按约每２０×１０６

个细胞加入裂解液０２ｍＬ，混匀后，冰上裂解１０ｍｉｎ，
在４℃下，以１４×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清
液，按照相对应的试剂盒说明书进行操作，用细胞铜

比色法测试盒检测铜离子含量，用丙酮酸检测试剂盒

检测丙酮酸含量。

２６　罗丹明１２３法检测细胞中线粒体膜电位表达［８］

调整细胞密度为１５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种于底

部置有圆形玻璃爬片的２４孔板中，按“２３”的方法进
行分组和处置，每组设３个复孔，培养２４ｈ，用磷酸盐
缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）冲洗，将罗
丹明１２３（１０００×）与染色缓冲液按１∶１０００的比例，
每孔２００μＬ加入细胞孔里，培养箱３７℃孵育２０ｍｉｎ，
抗荧光淬灭封片液后，在荧光显微镜下观察。

２７　二氯二氢荧光素 －乙酰乙酸酯（２’，７’－
Ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨ－ＤＡ）法检测细
胞中ＲＯＳ表达情况［９］

调整细胞密度为１５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种于底
部置有圆形玻璃爬片的２４孔板中，按“２３”的方法进
行分组和处置，每组设３个复孔，培养２４ｈ，用ＰＢＳ冲
洗，按照１∶１０００的比例用无血清培养液稀释 ＤＣＦＨ－
ＤＡ，加入细胞孔中，每孔 ２００μＬ烘箱 ３７℃孵育
２０ｍｉｎ，抗荧光淬灭封片液后，在荧光显微镜下观察。
２８　免疫荧光法测定细胞内 ＡＴ８、ＦＤＸ１、ＳＬＣ３１Ａ１
和ＡＴＰ７Ｂ蛋白的表达情况［１０］

调整细胞密度为ｌ５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种于底部
置有圆形玻璃爬片的２４孔板中，按“２３”的方法进行
分组和处置，每组设３个复孔，培养２４ｈ，用ＰＢＳ冲洗，
４％多聚甲醛固定，加入ＴｒｉｔｏｎＸ－１００通透液，室温封
闭，加入一抗４℃过夜，避光加入荧光二抗，加入ＤＡＰＩ
室温染色，抗荧光淬灭液封片，在荧光显微镜下观察。

２９　蛋白质印迹法测定细胞内 ＭＰＣ、ＮｅｕＮ、Ｔａｕ、
ＡＴ８、抗氧化系统相关蛋白（ＧＰＸ４、ｘ－ＣＴ）和铜死亡
相关蛋白（ＳＬＣ３１Ａ１、ＦＤＸ１、ＬＩＡＳ、ＤＬＡＴ、ＨＳＰ７０）的
表达水平［７］

调整细胞密度为１５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种于６
孔板中，按“２３”的方法进行分组和处置，每组设３个
复孔，培养２４ｈ，收集细胞，提取细胞总蛋白，定量，每
孔加入总蛋白２０μｇ进行电泳，湿转法转膜，全程冰
浴，室温封闭后，４℃孵育一抗过夜，滴加 ＥＣＬ发光液
进行曝光成像，用ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度值。
３　统计学处理

用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２７以及 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９
软件进行统计分析。计量资料以珋ｘ±ｓ表示，符合正态
且方差齐时，用单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），非
正态分布或方差不等时，则用非参数检验。

结　　果

１　ＵＫ－５０９９对ＯＡ致 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞 ＡＤ模型的
生存率的影响

实验组给予 １μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＵＫ－５０９９溶液 ＋
２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１的 ＯＡ溶液处理；对照组给予完全培养
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液处理；模型组给予２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１的 ＯＡ溶液 ＋完全
培养液处理。

实验组、模型组和对照组的细胞生存率分别为

（９８３８±１４５）％、（８２０７±１３２）％和（１００００±０００）％。
模型组的细胞生存率与实验组和对照组比较，在统计

学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１）。
２　ＵＫ－５０９９对 ＯＡ致 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞 ＡＤ模型中
Ｃｕ＋浓度和丙酮酸含量的影响

实验组、模型组和对照组的 Ｃｕ＋浓度分别为
（０３６±００１）、（０９０±００５）和（０２３±００４）
μｍｏｌ·ｇｐｒｏｔ－１，丙酮酸含量分别为（０５５±００４）、
（０３３±００３）和（０４４±００４）μｍｏｌ·１０８ｃｅｌｌ－１。模型组
的Ｃｕ＋浓度和丙酮酸含量与实验组和对照组比较，在统
计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。
３　ＵＫ－５０９９对 ＯＡ致 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞 ＡＤ模型中
线粒体膜电位表达的影响

模型组与对照组相比，绿色荧光较弱；实验组与

模型组相比，绿色荧光增强。实验组、模型组和对照

组 的 平 均 荧 光 强 度 分 别 为 ６３２１ ±１１８７、
２１７６±０４２和８４２０±１０３７。模型组的平均荧光强
度与实验组和对照组比较，在统计学上差异均有统计

学意义（均Ｐ＜００１）。

４　ＵＫ－５０９９对ＯＡ致 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞 ＡＤ模型中
ＡＴ８、ＦＤＸ１、ＳＬＣ３１Ａ１和ＡＴＰ７Ｂ蛋白的表达的影响

免疫荧光染色结果显示：ＡＴ８主要表达于细胞质
中，呈绿色荧光，ＦＤＸ１主要表达于细胞质中，呈红色
荧光，故对 ＡＴ８／ＦＤＸ１进行细胞的共定位染色；由于
ＳＬＣ３１Ａ１和 ＡＴＰ７Ｂ均在细胞膜上表达，且呈绿色荧
光，故两者均进行单染。

模型组与对照组相比，ＡＴ８／ＦＤＸ１和 ＳＬＣ３１Ａ１阳
性表达水平均明显增加且荧光着色强，ＡＴＰ７Ｂ阳性表
达水平明显降低且荧光着色弱（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；
实验组与模型组相比，ＡＴ８／ＦＤＸ１和 ＳＬＣ３１Ａ１阳
性表达水平均明显减少且荧光着色弱，ＡＴＰ７Ｂ阳
性表达水平明显增加且荧光着色强（均Ｐ＜００１）。
结果见表１。
５　ＵＫ－５０９９对ＯＡ致 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞 ＡＤ模型中
相关蛋白的表达的影响

如表２和图１所示：模型组与对照组相比，细胞
中 ＭＰＣ１、ＭＰＣ２、Ｔａｕ、ＡＴ８、ＳＬＣ３１Ａ１、ＦＤＸ１、ＬＩＡＳ、
ＤＬＡＴ和 ＨＳＰ７０蛋白相对表达水平均显著上调
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ＧＰＸ４、ｘ－ＣＴ、ＮｅｕＮ、ＡＴＰ７Ｂ和
ＤＰＹＤ蛋白相对表达水平均显著降低（Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）。实验组与模型组相比，细胞中 ＭＰＣ１、
　　

表１　各组细胞中丝氨酸２０２／苏氨酸２０５位点磷酸化Ｔａｕ（ＡＴ８）、铁氧还蛋白１（ＦＤＸ１）、铜转运蛋白１（ＳＬＣ３１Ａ１）和腺苷三磷酸酶
铜转运Ｂ（ＡＴＰ７Ｂ）表达情况的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｅｒｉｎｅ２０２／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ２０５ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ（ＡＴ８），ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ１（ＦＤＸ１），ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒ
ｆａｍｉｌｙ３１（ｃｏｐｐｅｒｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ），ｍｅｍｂｅｒ１（ＳＬＣ３１Ａ１）ａｎｄＣｕ－ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｎｇｂｅｔａｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ７Ｂ（ＡＴＰ７Ｂ）ｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＡＴ８ ＦＤＸ１ ＳＬＣ３１Ａ１ ＡＴＰ７Ｂ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ７２５７±１９８１ ７９１８±８０６ ７４５１±１１９ １１８１７±１２８１
Ｍｏｄｅｌ ６ １２５０２±１４４３＃ １４７８３±１８６３＃＃ １２０１２±２０９２＃ ６１８８±５８２＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ９１４６±１４５３ ９８９３±７４０ ７９１９±１０６３ ８０５５±２２４

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｏｋａｄａｉｃａｃｉｄ（ＯＡ）；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＯＡ ＋１μｍｏｌ·Ｌ－１ＵＫ－５０９９；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１

表２　各组细胞中蛋白表达情况的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＰＣ１ ＭＰＣ２ ＧＰＸ４ Ｘ－ＣＴ ＮｅｕＮ Ｔａｕ ＡＴ８

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０５５±０１３ ０４３±００７ １０２±０１１ １０７±０１６ １３８±００９ ０７１±００３ ０５９±０１４
Ｍｏｄｅｌ １０１±０１４＃ １３１±００７＃＃ ０５４±００６＃＃ ０４１±０１４＃＃ ０８６±００９＃＃ １２１±０２２＃ １３３±０１８＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０５９±０１１ ０５４±００５ ０７４±００４ ０９１±００８ １２８±０１１ ０７２±０１５ ０６３±００９

Ｇｒｏｕｐ ＳＬＣ３１Ａ１ ＦＤＸ１ ＬＩＡＳ ＤＬＡＴ ＨＳＰ７０ ＡＴＰ７Ｂ ＤＰＹＤ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０５４±００２ ０３２±０１０ ０６２±００８ ０５３±０１４ ０８６±００８ ０９５±００２ １０５±０１１
Ｍｏｄｅｌ １０７±０１２＃＃ １１７±００９＃ １３１±０１４＃ ０９２±００７＃ １２９±００７＃＃ ０３９±００３＃＃＃ ０３６±００２＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０５０±００５ ０５３±０２５ ０９２±００９ ０７２±００４ ０９０±００５ ０７７±００５ ０７１±００３

ＭＰＣ：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｒｉｅｒ；ＧＰＸ４：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４；ＮｅｕＮ：Ｎｅｕｒｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ；ＡＴ８：Ｓｅｒｉｎｅ２０２／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ２０５ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ；ＬＩＡＳ：Ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ；ＤＬＡＴ：Ｄｉｈｙｄｒｏｌｉｐｏｙｌｔｒａｎｓａｃｅｔｙｌａｓｅ；ＨＳＰ７０：Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０；ＡＴＰ７Ｂ：Ｃｕ－ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｎｇｂｅｔａｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ７Ｂ；ＤＰＹＤ：

Ｄｉｈｙｄｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

图 １　用蛋白质印迹法测定各组细胞中的蛋白表达情况
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

ＭＰＣ２、Ｔａｕ、ＡＴ８、ＳＬＣ３１Ａ１、ＦＤＸ１、ＬＩＡＳ、ＤＬＡＴ和
ＨＳＰ７０蛋白相对表达水平均显著下降（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１），ＧＰＸ４、ｘ－ＣＴ、ＮｅｕＮ、ＡＴＰ７Ｂ和 ＤＰＹＤ蛋白
相对表达水平均显著增加（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。
６　ＵＫ－５０９９对 ＯＡ致 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞 ＡＤ模型中
ＲＯＳ的表达影响

模型组与对照组相比，表现为较强的绿色荧光；

实验组与模型组相比，绿色荧光减弱。实验组、模型

组和对照组的平均荧光强度分别为 １２９１７±３７９、
１７６０８±１５９０和３４５４±６５７。模型组的平均荧光
强度与实验组和对照组比较，在统计学上差异均有统

计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）。

讨　　论

关于ＡＤ脑内神经细胞死亡方式的研究主要还是
围绕着凋亡、坏死和自噬。铜死亡作为体内一种与

ＴＣＡ循环有关的细胞死亡方式，在 ＡＤ研究中是很有
价值的，抑制铜死亡可能具有神经细胞保护作用，而

目前对于铜死亡与ＡＤ的相关研究数量非常有限。研
究发现，ＡＤ模型小鼠脑内 Ｃｕ＋含量增加，Ｔａｕ蛋白过
度磷酸化，神经元出现死亡［１１］，但是否为铜死亡，尚

不明确。

Ｔａｕ蛋白过度磷酸化作为ＡＤ的一个重要病理改
变，不仅会降低微管稳定性，损伤轴突运输，而且磷酸

化Ｔａｕ蛋白氨基末端与神经元线粒体相连，可以导致
线粒体功能异常和突触损伤［１２－１３］。ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞
系被广泛应用于 ＡＤ的 Ｔａｕ病理相关生物研究［１４］。

ＯＡ作为一种海洋生物毒素，可选择性抑制蛋白磷酸
酯酶，使Ｔａｕ蛋白过度磷酸化，并可引起氧化损伤。
有多项研究表明，ＯＡ可致 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞 Ｔａｕ蛋白
过度磷酸化，造成ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞ＡＤ模型［１５－１６］。因

此，本实验选用ＯＡ孵育 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞制备 ＡＤ细

胞模型。结果表明，２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ ＯＡ可以降低
ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞生存率，具有细胞损伤作用；为了进一
步考察２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＯＡ是否诱导ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞发
生了 Ｔａｕ蛋白过度磷酸化，本课题组考察了
ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞内的 Ｔａｕ以及 ＡＴ８的表达情况，结果
表明，Ｔａｕ及ＡＴ８蛋白相对表达水平均显著增加。以
上结果说明：２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＯＡ作用 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞
可以诱导Ｔａｕ蛋白过度磷酸化，符合 ＡＤ模型制备标
准，与文献［１７］研究一致，并且此模型的 Ｃｕ＋含量显
著增加，可满足本实验要求。

铜死亡是一种以铜离子诱导的，并以线粒体应激

所引发的一种细胞死亡形式，主要特征为脂酰化线粒

体酶的过度累积和铁－硫簇的蛋白丢失，铜死亡主要
在线粒体呼吸过程中发挥重要作用。为了进一步考

察ＯＡ诱导的 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞模型是否发生了铜死
亡，本研究考察了铜死亡的相关指标。ＦＤＸ１被认为
是重要的铜死亡调节因子，处于蛋白质硫辛酸化的上

游，介导 ＤＬＡＴ脂酰化［１８－１９］，脂酰化的 ＤＬＡＴ与 Ｃｕ＋

结合后，诱导 ＤＬＡＴ发生聚寡聚化，产生细胞毒性。
ＬＩＡＳ作为硫辛酸蛋白质加工修饰中的重要成分，参与
线粒体代谢。ＦＤＸ１与 ＬＩＡＳ共同调控 ＤＬＡＴ的脂酰
化。ＦＤＸ１同时还破坏铁硫簇蛋白的稳定性，造成铜
死亡发生［２０］。通过免疫荧光、蛋白质印迹等实验手

段，本研究发现，铜死亡相关蛋白 ＦＤＸ１、ＬＩＡＳ和
ＤＬＡＴ表达水平均显著增加，ＤＰＹＤ表达水平显著下
降，说明在ＯＡ诱导的ＡＤ模型中，神经元的死亡存在
铜死亡。

ＭＰＣ的主要功能是将细胞质中的丙酮酸转运至
线粒体中。丙酮酸作为一种重要的代谢中间体，参与

线粒体的ＴＣＡ循环［２１］。因此，ＭＰＣ在ＴＣＡ循环中起
着关键作用。既然铜死亡与ＴＣＡ循环高度相关，所以
抑制 ＭＰＣ可考察 ＡＤ模型中神经元细胞铜死亡作用
机制。ＵＫ－５０９９作为 ＭＰＣ的抑制药，在本实验中得
到应用。ＮｅｕＮ是一种神经元特异性的核抗原，能够
标记成熟的神经元，常被用于直接评估神经元的死

亡［２２］。本研究发现，与模型组相比，ＵＫ－５０９９可以
增加ＮｅｕＮ表达水平，降低丙酮酸含量及ＭＰＣ表达水
平，说明抑制ＭＰＣ表达可以限制丙酮酸进入线粒体，
降低神经元发生铜死亡。

本研究发现，在ＯＡ诱导ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞制备ＡＤ
模型中，Ｔａｕ蛋白过度磷酸化，神经元发生铜死亡，用
ＵＫ－５０９９抑制铜死亡路径中的 ＭＰＣ，Ｔａｕ蛋白过度
磷酸化降低，铜死亡相关蛋白表达减少，说明抑制线

粒体丙酮酸载体可减轻ＡＤ模型神经元铜死亡。但本
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研究仍需要进一步的实验验证，如在 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞
模型瞬时转染ＭＰＣ基因，或在ｐ３０１ｓ模型小鼠侧脑室
注射 ｐＬｅｎｔｉ－Ｕ６－ｓｈＲＮＡ（ＭＰＣ），以此确证本实验
结论。
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ｍｏｄｅｌｏｆＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａＭｏｌＢａｓｉｓ

Ｄｉｓ，２０２４，１８７０（６）：１６７２２２

［６］　ＲＵＡＮＹ，ＺＨＵＸ，ＳＨＥＮＪ，ｅｔａｌＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｎｉｃｏｔｉｆｌｏｒｉｎｉｎＳａｎ－

Ｙｅ－Ｑｉｎｇｒｈｉｚｏｍｅｆｏｒａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｉｎｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ

［Ｊ／ＯＬ］Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０２４，１２９：１５５５６４２０２４－０３－２２

［２０２４ － １１ － ０１］ ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／

３８５５４５７７／

［７］　杜宇峰，王颖新，陈煌辉，等吡非尼酮对慢性非细菌性前列腺

炎大鼠的作用［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２４，４０（１９）：

２８５８—２８６３

［８］　ＹＡＮＳ，ＹＵＬ，ＣＨＥＮＺ，ｅｔａｌＺＢＰ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

ｉｎａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＰＧＡＭ５／ＲＯＳｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］

ＡｎｎＨｅｐａｔｏｌ，２０２４，２９（４）：１０１４７５

［９］　ＡＬＡＳＭＡＲＩＡ Ａｃｈｉｌｌｅａ ｆｒａｇｒａｎｔｉｓｓｉｍａ （Ｆｏｒｓｓｋ） ＳｃｈＢｉｐ

ｉｎｓｔｉｇａｔｅｓｔｈｅＲＯＳ／ＦＡＤＤ／ｃ－ＰＡＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈａｔｔｒｉｇｇｅｒｓ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ（ＭＣＦ－７）［Ｊ／ＯＬ］ＰＬｏＳＯｎｅ，

２０２４，１９（５）：ｅ０３０４０７２２０２４－０５－３１［２０２４－０６－３０］

ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３８８２０３２３／

［１０］　李莎，楚新歌，邱新茹，等安五脂素对氧化应激诱导的海马神

经元ＨＴ２２细胞自噬和凋亡的影响［Ｊ］中国临床药理学杂志，

２０２４，４０（１３）：１８６５—１８６８

［１１］　ＨＯＴ，ＡＨＭＡＤＩＳ，ＫＥＲＭＡＮＫＤｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅａｎｄｃｏｐｐｅｒｉｎｔｅｒａｃｔ

ｔｏｍｏｄｉｆｙＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ／ＯＬ］ＦｒｅｅＲａｄｉｃ

ＢｉｏｌＭｅｄ，２０２２，１８１：１８０—１９６２０２２－０１－２５［２０２４－１１－０２］

　　

ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３５０９２８５４／

［１２］　ＴＯＲＲＥＳＡＫ，ＲＩＶＥＲＡＢＩ，ＰＯＬＡＮＣＯＣＭ，ｅｔａｌ．Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ

Ｔａｕａｓａｔｏｘｉｃａｇｅｎｔｉｎｓｙｎａｐｔｉｃｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ：Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎａｇｉｎｇ

ａｎｄＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＮｅｕｒａｌＲｅｇｅｎＲｅｓ，２０２２，１７（８）：

１６４５—１６５１．

［１３］　ＳＩＮＧＨＭ，ＡＬＩＨ，ＲＥＮＵＫＡＪＹＯＴＨＩＳ，ｅｔａｌ．Ｔａｕｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄ

ｓｅｎｅｓｃｅｎｔｃｅｌｌｓ：ＴａｒｇｅｔｉｎｇａｇｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ

［Ｊ／ＯＬ］．ＢｒａｉｎＲｅｓ，２０２４，１：１８４４．２０２４－１２－０１［２０２４－１２－０５］．

ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／３９１５５０３４／．

［１４］　ＧＡＢＲＩＥＬＬＩＡＰ，ＮＯＶＩＫＯＶＡＬ，ＲＡＮＪＡＮＡ，ｅｔａｌＩｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ｍｔＤＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｔｅｒｓＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］ＡｌｚｈｅｉｍｅｒｓＤｅｍｅｎｔ，２０２４，２０（１２）：８４２９—８４４３

［１５］　ＧＯＮＧＹ，ＷＡＮＧＹ，ＬＴＹ，ｅｔａｌＣｕｒｃｕｌｉｇｏｓｉｄｅ，ａｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅ

ｍｅｄｉｃｉｎｅｍｏｎｏｍｅｒ，ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ

ｄｉｓｅａｓｅｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｖｉａｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］Ｐｈｙｔｏｔｈｅｒ

Ｒｅｓ，２０２４，３８（５）：２４６２—２４８１

［１６］　ＤＥＭＥＤＥＩＲＯＳＬＭ，ＤＥＢＡＳＴＩＡＮＩＭ Ａ，ＲＩＣＯＥＰ，ｅｔａｌ．

ＣｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌ

ｌｉｎｅａｎｄｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｕｓｅａｓａｎｉｎｖｉｔｒｏｍｏｄｅｌｆｏｒＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ

ｄｉｓｅａｓｅｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１９，５６（１１）：７３５５—７３６７．

［１７］　ＤＥＮＧＪ，ＬＩＵＢ，ＴＡＯＱ，ｅｔａｌＴｈｅｃｏ－ｏｌｉｇｏｍｅｒｓｏｆＡβ４２ａｎｄ

ｈｕｍａｎｉｓｌｅｔａｍｙｌｏｉｄ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｅｘａｃｅｒｂａｔｅｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄ

ａｌｚｈｅｉｍｅｒ－ｌｉｋｅｐａｔｈｏｌｏｇｙａｔｃｅｌｌｕｌａｒｌｅｖｅｌ［Ｊ／ＯＬ］Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，

２０２４，５４７：３７—５５２０２４－０４－０９［２０２４－１１－０２］ｈｔｔｐｓ：／／

ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３８６０４５２６／

［１８］　ＴＡＮＧＤＬ，ＣＨＥＮＸ，ＫＲＯＥＭＥＲＧＣｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ：Ａｃｏｐｐｅｒ－

ｔｒｉｇｇｅｒｅｄｍｏｄａｌｉｔｙｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］ＣｅｌｌＲｅｓ，２０２２，

３２（５）：４１７—４１８

［１９］　ＤＲＥＩＳＨＰＯＯＮＭ Ｂ，ＢＩＣＫ Ｎ Ｒ，ＰＥＴＲＯＶＡ Ｂ，ｅｔａｌＦＤＸ１

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｌｉｐｏｙｌａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｄｉｒｅｃｔｂｉｎｄｉｎｇｔｏＬＩＡＳ

［Ｊ］ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０２３，２９９（９）：１０５０４６

［２０］　ＳＨＡＢＢＩＲＡ，ＲＥＨＭＡＮＫ，ＡＫＡＳＨ Ｍ ＳＨ，ｅｔａｌＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｒｃｕｍｉｎｏｉｄｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｉｎａｌｕｍｉｎｕｍ

ｃｈｌｏｒｉｄｅ－ｉｎｄｕｃｅｄＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ＥｎｖｉｒｏｎＳｃｉＰｏｌｌｕｔＲｅｓ

Ｉｎｔ，２０２２，２９（４５）：６７９８１—６７９９６

［２１］　ＣＥＹＺＥＲＩＡＴＫ，ＢＡＤＩＮＡＡＭ，ＰＥＴＲＥＬＬＩＦ，ｅｔａｌＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｒｉｅｒｉｎａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｒｅｄｕｃｅｓａｍｙｌｏｉｄａｎｄ

ｔａｕａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ３ｘＴｇＡＤｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ

ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ／ＯＬ］ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＤｉｓ，２０２４，２００：１０６６２３２０２４－１０－０１

［２０２４－１１－０２］ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３９１０３０２２／

［２２］　ＺＨＵＷ，ＬＩＹ，ＺＨＡＯＪ，ｅｔａｌＴｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅｉｎｔｈｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｄｉｓｅａｓｅ－ｒｅｌａｔｅｄｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｌｕｎｇ

ｄｉｓｅａｓｅｂａｓｅｄｏｎｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇ［Ｊ］

ＡｎｎＭｅｄ，２０２２，５４（１）：５４１—５５２

（收稿日期２０２４－１２－０９）


