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哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合物 2 / Akt 信号通路对
6-羟基多巴胺处理的 SH-SY5Y 细胞模型的

作用及分子机制
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　 　 [摘要] 　 目的 　 探讨调控哺乳动物雷帕霉素蛋白复合物 2(mTORC2) / Akt 信号通路对 6-羟基多巴胺

(6-OHDA) 损伤的 SH-SY5Y 细胞系是否具有保护作用,并阐明其分子作用机制。 方法 　 经维甲酸(RA)处理的

SH-SY5Y 细胞分别给予 6-OHDA、mTORC2 信号通路抑制剂 PP242 和激动剂 A-443654,通过免疫荧光染色观察各

组细胞数目的变化;提取细胞总蛋白进行 Western blotting 和免疫共沉淀(CoIP)实验,明确 mTORC2 信号通路关键

蛋白的表达水平及其相互作用;采用流式细胞术检测各组细胞的凋亡率。 同时制备 SH-SY5Y 与 Bv-2 细胞系共培

养的帕金森病(PD)模型,运用 MTT 及 ELISA 方法检测各组细胞活力及培养上清液中肿瘤坏死因子 α(TNF-α)和
白细胞介素 β( IL-1β)的含量。 结果 　 6-OHDA 损伤的 PD 细胞模型组酪氨酸羟化酶( TH) /增殖细胞核抗原

(PCNA) / Hochest-、TH / 5-溴脱氧尿嘧啶核苷(BrdU)-单标或双标阳性细胞数较正常组明显减少,凋亡率升高;
Rictor、p-Akt、发育及 DNA 损伤反应调节蛋白 1(REDD1)的表达均上升,且 Rictor 与 p-Akt 或 REDD1 存在相互作

用;共培养模型中细胞活力明显降低且上清液中 TNF-α 和 IL-β 含量上升。 A-443654 组随着上述蛋白表达的进一

步上调,细胞存活和凋亡以及炎性因子水平均有明显改善,而 PP242 组则呈现相反的变化。 结论　 A-443654 通过

使 Akt 磷酸化而激活 mTORC2 信号通路,引起 Rictor 和 REDD1 蛋白的表达增加,继而提高细胞存活率并降低凋亡

率,促进 SH-SY5Y 细胞的增殖分化,改善了 6-OHDA 引起的细胞损伤以及抑制了炎症因子的释放。
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[Abstract]　 Objective　 To study whether the regulation of mammalian target of rapamycin complex 2(mTORC2) /
Akt signaling pathway has a protective effect on SH-SY5Y cell line damaged by 6-hydroxydopamine (6-OHDA), and to
clarify its molecular mechanism. Methods　 SH-SY5Y cells treated with retinoic acid (RA) were given 6-OHDA, mTORC2
signaling pathway inhibitor PP242 and agonist A-443654 respectively. The changes of cell number in each group were
investigated by immunofluorescent staining; The total protein was extracted and the expression level and interaction of key
proteins in mTORC2 signaling pathway were determined by Western blotting and co-immunoprecipitation ( CoIP); The
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apoptosis rate of cells in each group was detected by flow cytometry. At the same time, the co-culture Parkinson’s disease
(PD) model was made using SH-SY5Y cell line and Bv-2 cell line; MTT colorimetric method was used to detect the cell
viability of each group; ELISA was used to detect the content of tumor necrosis factor-α( TNF-α) and interleukin-1β
(IL-1β) in cell culture supernatant. Results　 The number of tyrosine hydroxylase(TH) / proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) / hochest-, TH / 5-bronmo-2’-deoxyuridine(BrdU)-labeled positive cells in 6-OHDA-lesioned PD cell model group
was significantly lower than that in the normal group; The apoptosis rate was higher; The expression of Rictor, p-Akt and
regulated in DNA damage and development 1(REDD1) was increased; There was an interaction between Rictor and p-Akt
or REDD1; The cell viability was significantly reduced in the co-culture model; the content of TNF-α and IL-β increased in
the cell culture supernatant. With further up-regulation of the abovementioned protein expressions, the cell survival,
apoptosis and pro-inflammatory cytokine levels in A-443654 group were significantly ameliorated, while PP242 group
showed the opposite changes. Conclusion　 A-443654 activates mTORC2 signaling pathway by p-Akt, which increases the
expression of Rictor and REDD1 protein. These changes contribute to the amelioration in cell survival rate, apoptosis rate,
and the proliferation and differentiation and decreasion of apoptosis rate of SH-SY5Y cells. These result improved 6-OHDA-
induced cell damage and inhibited the release of pro-inflammatory cytokines.

[ Key words ] 　 Parkinson ’ s disease; Mammalian rapamycin target protein 2; PP242; A-443654;
Immunofluorescence; SH-SY5Y cell line

　 　 帕金森病(Parkinson’s disease,PD)是第 2 常见

的神经退行性疾病[1],其临床症状主要是运动迟

缓、静止性震颤和齿轮样僵硬等[2],PD 主要的病理

特征为中脑黑质致密部多巴胺能神经元变性缺

失[3],目前尚未明确导致 PD 患者多巴胺能神经元

变性的原因。 有研究表明,在 PD 患者尸检中发现

存在小胶质细胞过度增生的黑质炎症,因此,以小胶

质细胞激活为特征的神经炎症被认为是 PD 多巴胺

能神经元退变的重要原因之一[4]。 现今药物和手

术等治疗方案虽可在一定程度上缓解 PD 的临床症

状,但均未从根本上解决 PD 黑质中多巴胺能神经

元缺失的问题,因此,积极探索 PD 治疗的有效手段

具有重要的科学价值和临床意义。
磷酸肌醇-3-激酶相关激酶蛋白家族中有一种

进化上高度保守的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶———哺

乳动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 ( mammalian target of
rapamycin,mTOR) [5],它通过与其他蛋白相结合形

成了结构和功能不同的两种复合物:对雷帕霉素敏

感的哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合物 1(mammlian
target of rapamycin complex 1, mTORC1)和对雷帕霉

素不敏感的 mTORC2[6]。 目前对 mTORC1 的研究

内容较多,但对 mTORC2 的功能却知之甚少。 但是

有文献报道,敲除 mTORC2 的关键蛋白 Rictor 可抑

制癫痫发作,改善自闭症谱系障碍样行为和长期记

忆,并使缺乏磷酸酶和张力蛋白同源物的小鼠大脑中

的代谢正常化[7]。 基于此,我们猜想是否能通过调控

mTORC2 信号通路来改善 PD 的病理变化。
调控及 DNA 损伤反应调节蛋白 1 ( regulated

DNA damage and development 1,REDD1)是一种应

激反应蛋白,正常生理状态下 REDD1 在人体组织

中表达较低,但在组织缺氧,过量活性氧产生,DNA

损伤以及慢性炎症的情况下 REDD1 的表达量会明

显升高[8]。 文献报道,在应激反应中,REDD1 可能

对 mTORC2 信号通路具有一定的调节作用,且依据

细胞的种类以及细胞状态的不同而有所不同[9,10]。
我们拟从细胞水平展开研究,向 SH-SY5Y 细胞

培养基及与 Bv-2 共培养的细胞培养基中加入 6-羟
基多巴胺(6-hydroxydopamine,6-OHDA)制作 PD 细

胞模型,然后通过加入 mTORC2 信号通路激动剂和

抑制剂来调控该信号通路。 采用分子生物学和形态

学等多种方法探讨调控 mTORC2 信号通路是否对

6-OHDA 损伤的 mTORC2 SH-SY5Y 细胞具有神经

保护作用,并寻找出 mTORC2 信号通路作用的关键

靶点来阐明其分子机制。

材料和方法

1. SH-SY5Y 细胞系的培养、分组及给药

　 　 将 SH-SY5Y 细胞以 1×108 / L 的浓度接种于培

养板, 用含 10% FBS (美国 Gibco 公司) 的高糖

DMEM / F-12(美国 Gibco 公司)进行培养,待细胞贴

壁后,将培养基换成含有 2% FBS 和 10 μmol / L 维

甲酸(retinoic acid,RA,美国 Sigma 公司)的分化培

养基,诱导分化细胞 4 d;第 5 天,给予细胞 6-OHDA
(美国 Sigma 公司)处理 24 h 和 2 μmol / L、4 μmol / L
及 8 μmol / L 浓度的 PP242(美国 MCE 公司)刺激

48 h;或在 6-OHDA 处理后 1 d 给予 1. 5 μmol / L、
3 μmol / L 及 6 μmol / L 浓度的 A-443654(美国 MCE
公司)处理细胞 24 h,待获取最适作用浓度后进行

后续实验。
2. SH-SY5Y 和 Bv-2细胞系非接触共培养及给药

将 Bv-2 细胞以 1×108 / L 的浓度接种于 24 孔

板,待细胞铺满孔底 70%时,按与 SH-SY5Y 细胞相
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同的给药方式处理 Bv-2 细胞。 收集 Bv-2 细胞的培

养基,18 000×g 4 ℃离心 5 min 后,替换 SH-SY5Y 细

胞的分化培养基,继续培养 24 h,即非接触共培养。
3. MTT 比色法检测细胞活性

　 　 将细胞以 1×104 /孔的浓度接种于 96 孔板,将
细胞分组并按上述方法给药,同时设置调零孔。 待

细胞处理完成后,弃培养基,加入 100 μl 新鲜培养

基和 10 μl MTT 溶液(福州飞净生物科技有限公

司),放置 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中孵育 4 h。 之

后,弃含有 MTT 溶液的培养基,加入 110 μl 甲臜

(福州飞净生物科技有限公司),在低速摇床上室温

振荡 10 min。 待结晶充分溶解后,酶联免疫检测仪

测定 570 nm 吸光度(absorbance, A)值。
4. 流式细胞术检测细胞凋亡(AnnexinV-FITC / PI
双染法)
　 　 细胞接种于 6 孔板中并按上述方法给药后,收
集细胞,并用预冷的无菌 PBS 离心洗涤细胞两次,
取阴性对照组细胞加入凋亡阳性对照液于冰上孵育

30 min。 随后 1000 r / min 离心 5 min,用 1×结合缓

冲液重悬细胞,加入等量未经处理的活细胞混匀,均
分为 3 管: 空白对照管、 10 μl PI 单染管、 5 μl
Annexin V-FITC 单染管。 其余分组经无菌 PBS 洗

涤完两次后,加入 500 μl 1×结合缓冲液重悬细胞,
并依次加入 10 μl PI 和 5 μl Annexin V-FITC,轻柔

涡旋混匀后,室温避光孵育 5 min(该实验中试剂均

购自杭州联科生物技术有限公司)。
孵育完成后,在流式细胞仪上检测 Annexin V-

FITC[极限( extreme, Ex) = 488 nm;相对长度单位

(emphasize, Em) = 530 nm]以及 PI(Ex = 535 nm;
Em= 615 nm)。 检测数据采用 FlowjoV10 软件处理

分析,根据所得二维散点图分析细胞凋亡情况,并计

算细胞凋亡率。
5. 免疫荧光细胞化学染色

　 　 细胞接种于 24 孔板中并按上述方法给药,弃培

养基,用 4%多聚甲醛固定 10 min,PBS 洗涤 3 次。
随后加入下列一抗:兔抗酪氨酸羟化酶 ( tyrosine
hydroxylase,TH)多克隆抗体(1 ∶ 500,Proteintech 公

司) 和小鼠抗增殖细胞核抗原 ( proliferating cell
nuclear antigen, PCNA) 单克隆抗体 (1 ∶2400, Cell
Signaling Technology 公司)4 ℃孵育过夜。 次日,弃
一抗,PBS 洗涤 3 次,加入二抗:DyLightTM488 山羊

抗兔抗体(1 ∶1500,Jackson 公司)和 DyLightTM594 山

羊抗小鼠抗体(1 ∶1500,Jackson 公司)荧光二抗孵育

1. 5 h。 PBS 洗涤 3 次后,用含 Hochest 的 75%甘油

封片,于 4 ℃冰箱保存。
为采用 BrdU 标记新生细胞检测细胞的增殖分

化,细胞贴壁后,给予 10 μmol / L BrdU(美国 Sigma

公司)孵育 48 h,再给予其他药物处理,并按上述方

法孵育 TH 一抗及荧光二抗。 然后重新用 4%多聚

甲醛固定细胞,用 2 mol / L HCl 在 37 ℃的恒温培养

箱中变性 45 min,再加入硼酸钠( pH 8. 5)中和 2
次。 加入一抗:小鼠抗 BrdU 单克隆抗体 (1 ∶200,
Novus 公司)4 ℃摇床孵育 24 h,次日,洗去一抗,加
入二抗: DyLightTM 594 山羊抗小鼠抗体 (1 ∶1500,
Jackson 公司)室温下孵育 1. 5 h 后,洗涤封片,于 4
℃冰箱保存。 采用正置荧光显微镜(Nikon,CI-L)对
片子进行摄片,最后通过Image J v1. 8. 0. 112 软件对

免疫阳性细胞进行计数。
6. 细胞总蛋白的提取及 Western blotting 蛋白表达

的检测

　 　 细胞给药处理完成后,每孔加入 250 μl 放射免

疫沉淀法裂解 缓 冲 液 ( radio immunoprecipitation
assay lysis buffere, RIPA ) /苯 甲 基 磺 酰 氟

phenylmethylsulfonly fluoride, PMSF)(100 ∶1)裂解液

(上海碧云天生物技术有限公司),4 ℃ 摇床裂解

20 min, 4 ℃、12 000 r / min 离心 20 min,取上清留

用,即为细胞总蛋白。 蛋白中加入 5× 上样缓冲液

(上海雅酶生物医药科技有限公司),96 ℃ 金属浴

10 min。 在 8%聚丙烯酰胺凝胶下通过 80 V 和 120
V 的电压分离蛋白,根据分子量校准切取目的蛋白

所在凝胶,用 PVDF 膜(美国 Millipore 公司)覆盖其

上接通 320 mA 的恒定电流,转膜 70 min。 封闭后,
在 4 ℃摇床与下列特异性一抗孵育过夜:兔抗 Rictor
抗体(Novus 公司,1 ∶ 2000)、兔抗 p-Akt 抗体(Cell
Signaling Technology 公司,1 ∶ 2000)、兔抗 Akt 抗体

(Cell Signaling Technology 公司,1 ∶ 1000)、小鼠抗

β-actin 抗体(Abgent 公司,1 ∶2000)、兔抗 REDD1 抗

体(Novus 公司,1 ∶2000)。 第 2 天,用 1×TBST 洗涤

条带,室温下与含 HRP 的山羊抗兔抗体(Jackson 公

司,1 ∶ 5000) 或山羊抗小鼠二抗 ( Jackson 公司,
1 ∶5000) 孵育 2 h。 1×TBST 洗去二抗,用 ECL 化学

发光试剂(上海雅酶生物医药科技有限公司)曝光

条 带, Western blotting 检 测 结 果 采 用

Image J v 1. 8. 0. 112 软件进行灰度值分析。
7. 免疫共沉淀

　 　 用含有 1 μmol / L PMSF 的裂解缓冲液(上海爱

必信生物科技有限公司)冰上裂解细胞 5 min,随后

超声破碎 3 次,4 ℃、12 000 r / min 离心 10 min 后取

上清,加入 5 μl 目的蛋白抗体,同时设置同源非特

异性抗体作为阴性对照,4 ℃摇床混合过夜。 次日,
样本中加入 Protein A 和 Protein G(上海爱必信生物

科技 有 限 公 司 ) 各 5 μl, 4 ℃ 摇 床 混 匀 3 h,
12 000 r / min 离心 1 min 保留沉淀。 洗涤缓冲液清洗

沉淀 3 次,加入 40 μl SDS,涡旋振荡并 12 000 r / min
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离心 30 s,96 ℃金属浴加热 5 min,4 ℃、12 000 r / min
离心 1 min 后取上清。 样品检测同 Western blotting。
8. ELISA 检测白细胞介素 1β和肿瘤坏死因子 α
含量

在酶标板中加入稀释标准品、未经药物处理的

细胞培养基和各组细胞培养上清样本各 100 μl,以
及 50 μl 稀释后的检测抗体进行孵育。 孵育完成后

加入 100 μl HRP 标记的链霉亲和素(杭州联科生物

技术有限公司),室温振荡 300 r / min 孵育 45 min。
然后每孔加入 100 μl 显色底物四甲基联苯胺

(tetramethylbenzidine,TMB,杭州联科生物技术有限

公司),室温避光孵育 15 min 后,加入终止液与 TMB
混合均匀。 样品通过酶联免疫检测仪采用双波长检

测法测定 450 nm 最大吸收波长和 630 nm 参考波长

下的 A 值,通过样本 A 值参照标准曲线计算出样本

中白细胞介素 1β( interleukin-1β, IL-1β)或肿瘤坏

死因子 α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)的浓度。

图 1　 MTT 法对不同浓度药物处理 SH-SY5Y 细胞活力检测的结果

A. 不同浓度的 PP242 对细胞活力的影响; B. 不同浓度的 A-443654 对细胞活力的影响; ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,
各组别与空白对照组相比; #P<0. 05,##P<0. 01,各组别与 6-OHDA 组相比; &&P<0. 01,6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 组与

6-OHDA+3 μmol / L A-443654 组以及 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组相比; $$$ P< 0. 001,6-OHDA+3 μmol / L A-443654 组与

6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组相比

Fig.1　 Results of MTT assay on the viability of SH-SY5Y cells treated with different concentrations of drugs
A, Effects of different concentrations of PP242 on cell viability; B, Effects of different concentrations of A-443654 on cell viability;
∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P< 0. 001, compared with the blank control group; #P< 0. 05, ##P< 0. 01, compared with 6-OHDA
group; &&P<0. 01, comparison between 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 group and 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 group or 6-OHDA+

6 μmol / L A-443654 group; $$$ P< 0. 001, comparison between 6-OHDA+ 3 μmol / L A-443654 group and 6-OHDA+ 6 μmol / L A-
443654 groups

9. 统计学分析

　 　 所有结果均采集至少 3 次,采用 GraphPad
Prism 8 软件进行统计学分析。 数据以均值±标准误

(􀭰x±s􀭰x)表示,3 组或 3 组以上统计学差异通过 One-
Way ANOVA 和 Student-Newman-Keuls post hoc 检验进

行分析。 P<0. 05 表示差异显著,P<0. 01 表示差异

极其显著。

结　 　 果

1. mTORC2 信号通路对 6-OHDA 处理的 SH-
SY5Y 细胞活力的影响

采用 MTT 比色法检测不同浓度的 PP242 以及

A-443654 处 理 后 细 胞 的 活 力 变 化。 参 照 文 献

[11,12], 将 抑 制 剂 PP242 设 置 为 2 μmol / L、
4 μmol / L 和 8 μmol / L 的浓度梯度,激动剂 A-443654
设置为 1. 5 μmol / L、3 μmol / L 和 6 μmol / L 的浓度

梯度。 结果显示,与未经任何处理的空白对照组相

比,给予 6-OHDA 处理后的细胞活力下降,而给予不

同浓度的抑制剂 PP242 处理后,细胞活力均有不同程

度的进一步下降,其中 4 μmol / L 浓度 PP242 组除细

胞活力下降外,细胞数量也减少至正常组的 50%左右

(P<0. 001)。 在给予不同浓度的激动剂 A-443654 处

理后,1. 5 μmol / L 浓度时细胞活力相较于 6-OHDA 组

差异并不明显;3 μmol / L 浓度处理组相较于 6-OHDA
组有所提高(P<0. 01),但仍不及空白对照组的细胞

活力水平(P<0. 05);6 μmol / L 浓度处理时细胞生长

速度虽快却难以贴壁,导致细胞容易脱落死亡,最终

细胞活力反而下降(P<0. 001,图 1A,1B)。
这些结果表明,抑制剂 PP242 可以降低细胞活

力,抑制细胞生长;而适当浓度的激动剂 A-443654
可以一定程度上恢复细胞的活力,因此,对 6-OHDA
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损伤的细胞有一定的保护作用。 依据上述结果和研

究目的,我们最终选择 4 μmol / L PP242 和 3 种不同

浓度的 A-443654 进行后续研究。

图 2　 流式细胞术检测结果及凋亡率统计图

A~G. 流式细胞散点图; A. 空白对照组; B. DMSO+NaCl 组; C. DMSO+6-OHDA 组; D. 6-OHDA+4 μmol / L PP242 组; E. 6-OHDA+

1. 5 μmol / L A-443654 组; F. 6-OHDA+ 3 μmol / L A-443654 组; G. 6-OHDA+ 6 μmol / L A-443654 组; H. 各组细胞凋亡率统计图;
∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001, 各组别与空白对照组相比; #P<0. 05,####P<0. 0001,各组别与 6-OHDA 组相比; && P<0. 01,&&&
P<0. 001, 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 组与 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 组以及 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组相比; $$$ P<
0. 001,6-OHDA+3 μmol / L A-443654 组与 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组相比

Fig.2　 Ratio of apoptotic cells by flow cytometric analysis
A-G, Scatting plot from flowcytometry analysis; A, control group; B, DMSO+NaCl group; C, DMSO+6-OHDA group; D, 6-OHDA+4 μmol / L
PP242 group; E, 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-44365 group; F, 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 group; G, 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 group;
H, Statistical chart of apoptotic ratio, ∗∗∗P<0. 001, ∗∗∗∗P<0. 0001, compared with the blank control group; # P<0. 05, #### P<0. 0001,
compared with 6-OHDA group; &&P< 0. 01, &&&P< 0. 001, comparison between 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 group and 6-OHDA+

3 μmol / L A-443654 group or 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 group; $$$ P<0. 001, comparison between 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 group
compared and 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 group

2. mTORC2 信号通路对 6-OHDA 处理的 SH-
SY5Y 细胞凋亡的影响

根据 MTT 实验结果,我们将细胞分为以下 7
组:空白对照组、DMSO +NaCl 组、DMSO + 6-OHDA
组、6-OHDA + 4 μmol / L PP242 组、 6-OHDA + 1. 5
μmol / L A-443654 组、6-OHDA+3 μmol / L A-443654
组和 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组。 采用流式细

胞术确定 mTORC2 信号通路对 6-OHDA 处理的 SH-
SY5Y 细胞凋亡的影响。 依据流式细胞术测得的结

果计算各组细胞的凋亡率,结果显示,6-OHDA 损伤

组的细胞凋亡率明显高于空白对照组和 DMSO+
NaCl 组(P<0. 0001);6-OHDA+PP242 组细胞凋亡

率升高更加明显(P<0. 0001),凋亡率为所有组别中

最高;给予 1. 5 μmol / L 和 3 μmol / L A-443654 激动

该通路后细胞的凋亡率较 6-OHDA 损伤组均明显下

降(P<0. 0001),其中 3 μmol / L A-443654 组下降的

最为显著(P<0. 001);而给予 6 μmol / L A-443654
激动该通路后细胞的凋亡率反而比 6-OHDA 损伤组

有所上升 (P < 0. 05),但凋亡水平低于 6-OHDA +
PP242 组(图 2A~2H)。
3. mTORC2 信号通路对 6-OHDA 处理的 SH-
SY5Y 细胞增殖和分化能力的影响

为明确 mTORC2 信号通路对 6-OHDA 损伤的

SH-SY5Y 细胞的增殖和分化能力的影响,采用免疫

荧光化学染色法检测 TH、PCNA、Hochest 阳性细胞、
TH / PCNA / Hochest 共标记细胞以及 TH、BrdU 阳性

细胞、TH / BrdU 双标记细胞的数量。
3. 1　 各组 TH、PCNA 与 Hochest 的单标及共标记阳

性细胞数目的结果:与空白对照组和 DMSO+NaCl
组相比,DMSO+6-OHDA 组 TH、PCNA 与 Hochest 的
单标及共标记阳性细胞数目均明显减少 ( P <
0. 001);6-OHDA+4 μmol / L PP242 组各阳性细胞的

数量比 DMSO + 6-OHDA 组减少更为显著 ( P <
0. 0001);1. 5 μmol / L 浓度的 A-443654 组与 DMSO+
6-OHDA 组相比,细胞增殖分化能力的变化并不明
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显(P>0. 05);3 μmol / L 浓度的 A-443654 组相比于

DMSO+6-OHDA 组的各阳性细胞的数量有明显的增

加,能够部分逆转 6-OHDA 所致的细胞增殖分化能

力的 下 降 ( P < 0. 0001 ); 而 6 μmol / L 浓 度 的

A-443654 组各阳性细胞数量略少于 DMSO + 6-
OHDA 组(P<0. 05,图 3A~3H)。
3. 2　 各组 TH 与 BrdU 单标及共标阳性细胞数目的

结果:与空白对照组和 DMSO+NaCl 组相比,DMSO+
6-OHDA 组无论是 TH、BrdU 还是 TH / Brdu 双标记

细胞数量都明显减少(P<0. 001);4 μmol / L 浓度的

PP242 组,各阳性细胞的数量比 DMSO+6-OHDA 组

减少更为明显(P<0. 0001);A-443654 各浓度组阳

性细胞变化趋势同结果 3. 1(图 4A ~ 4H)。 3. 1 和

3. 2 的结果提示,只有在最适浓度下的 mTORC2 信

号通路的激动剂才能够促进新生的 SH-SY5Y 细胞

的增殖及向多巴胺能神经元分化。
4.mTORC2 信号通路各关键蛋白及 REDD1 蛋白表

达情况

为确定 mTORC2 信号通路激动剂和抑制剂对

该通路关键蛋白表达的影响,用 Western blotting 检

测 mTORC2 信号通路支架蛋白 Rictor 及其下游蛋白

Akt、p-Akt 以及 REDD1 蛋白的表达。 结果表明,
6-OHDA 损伤组 Rictor、p-Akt、REDD1 蛋白表达均比

空白对照组和 DMSO +NaCl 组升高 (P < 0. 001);
1. 5 μmol / L A-443654 组上述蛋白表达与 6-OHDA
损伤组差别不大(P>0. 05);3 μmol / L A-443654 组

上述蛋白表达较 6-OHDA 损伤组上升的更为显著

(P<0. 0001);6 μmol / L A-443654 组上述蛋白的表

达相比于空白对照组和 DMSO+NaCl 组均有明显升

高。 抑制剂 PP242 组 Rictor、p-Akt 蛋白的表达与空

白对照组和 DMSO + NaCl 组相比显著下降 ( P <
0. 05),比 6-OHDA 损伤组下降的更为显著 ( P <
0. 001),但 REDD1 蛋白表达却高于空白对照组和

DMSO+NaCl 组,而低于其他各组(P<0. 05)。 此外,
总的 Akt 蛋白表达各组间无明显变化(P>0. 05,图

5A~5D)。
上述结果表明,6-OHDA 造成的损伤可引起

Rictor 和 p-Akt 以及与损伤相关蛋白 REDD1 的表达

升高;抑制 mTORC2 信号通路后 Rictor 和 p-Akt 的
表达下降,REDD1 表达升高;激活 mTORC2 信号通

路后 Rictor、p-Akt 和 REDD1 的表达进一步升高,且
REDD1 可能与 Rictor 或 p-Akt 存在关联。
5. Co-IP 验证 Rictor / REDD1、p-Akt / REDD1 以及

Rictor / p-Akt 的相互作用

为了验证 REDD1 是否与 mTORC2 信号通路的

关键蛋白 Rictor 及下游靶蛋白 Akt 之间存在相互作

用, 进 行 了 免 疫 共 沉 淀 ( co-inmunopreciptation,
CoIP ) 检 测。 结 果 显 示, Rictor 和 p-Akt 作 为

mTORC2 信号通路的关键蛋白确实存在相互作用;
REDD1 与 Rictor 之间也存在相互作用,而 REDD1
与 p-Akt 无明显的相互作用关系(图 6A,6B)。
6. mTORC2 信号通路对促炎因子 IL-1β和 TNF-α
水平的影响

为探讨 6-OHDA 诱导的促炎因子对 REDD1 蛋

白表达的影响以及激活 mTORC2 / Akt 信号通路对

其的作用,我们采用 SH-SY5Y 和小胶质细胞系 Bv-2
非接触共培养模型细胞来检测细胞上清液中 IL-1β
和 TNF-α 的炎性因子的水平。

ELISA 结果显示,6-OHDA 损伤组细胞上清液

中 IL-1β 和 TNF-α 的含量较空白对照组和 DMSO+
NaCl 组明显升高(P<0. 0001);6-OHDA+PP242 组

IL-1β 和 TNF-α 的含量较 DMSO+6-OHDA 组进一步

升高(P < 0. 0001);1. 5 μmol / L A-443654 组 IL-1β
和 TNF-α 的含量明显高于空白对照组和 DMSO+
NaCl 组(P<0. 001),但较 DMSO+6-OHDA 组略下降

(P<0. 05);3 μmol / L A-443654 组 IL-1β 和 TNF-α
的含量明显低于 DMSO+6-OHDA 组(P<0. 001),但
仍高于空白对照组和 DMSO+NaCl 组(P<0. 001);
6 μmol / L A-443654 组 IL-1β 和 TNF-α 的含量较

DMSO+6-OHDA 组略有增加(P<0. 05,表 1)。

表 1　 各组细胞培养上清中 IL-1β 和 TNF-α 含量的测定和比较

Table 1　 Concentration and comparison of IL-1β and TNF-α in cell culture supernatant
组别
groups

IL-1β 含量(ng / L)
IL-1β concentration(ng / L)

TNF-α 含量(ng / L)
TNF-α concentration(ng / L)

空白对照组 (control group) 4. 04±0. 1　 　 49. 63±4. 675　 　
DMSO+NaCl 4. 84±1. 8 67. 003±7. 975
DMSO+6-OHDA 23. 609±1. 645∗∗∗∗ 1181. 176±60. 53∗∗∗∗

6-OHDA+PP242 34. 662±3. 35∗∗∗∗,#### 1773. 331±103. 47∗∗∗∗,####

6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 22. 936±5. 025∗∗∗,# 1081. 78±72. 655∗∗∗∗,#

6-OHDA+3 μmol / L A-443654 16. 122±2. 55∗∗∗,### 730. 894±75. 625∗∗∗∗,####

6-OHDA+6 μmol / L A-443654 28. 984±4. 715∗∗∗∗,# 1414. 586±107. 845∗∗∗∗,##

　 　 ∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001,各组与空白对照组相比;# P<0. 05,## P<0. 01,### P<0. 001,#### P<0. 0001,各组与 DMSO+6-OHDA 组相比
　 　 ∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001, compared with the blank control group; # P<0. 05,## P<0. 01,### P<0. 001,#### P<0. 0001, compared with
the DMSO+6-OHDA group
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图 3　 SH-SY5Y 细胞 TH / PCNA / Hochest 共标记阳性细胞及统计图

A. 空白对照组; B. DMSO+NaCl 组; C. DMSO+6-OHDA 组; D. 6-OHDA+4 μmol / L PP242 组; E. 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 组; F. 6-OHDA+

3 μmol / L A-443654 组; G. 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组;TH 为绿色荧光标记胞膜、PCNA 为红色荧光标记胞核、Hochest 为蓝色荧光标记细

胞核,标尺示 100 μm; H. TH-、PCNA-、Hochest-阳性细胞以及 TH / PCNA / Hochest 共标记细胞数目统计图;∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01,∗∗∗P<
0. 001,∗∗∗∗P < 0. 0001; 各组别与空白对照组相比;#P < 0. 05,##P < 0. 01,各组别与 6-OHDA 组相比;&P < 0. 05,&&P < 0. 01,6-OHDA +

1. 5 μmol / L A-443654 组与 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 组以及 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组相比; $$ P<0. 01, $$$ P<0. 001,6-OHDA+

3 μmol / L A-443654 组与 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组相比

图 4　 SH-SY5Y 细胞 TH / BrdU 共标记阳性细胞及统计图

A. 空白对照组; B. DMSO+NaCl 组; C. DMSO+6-OHDA 组; D. 6-OHDA+4 μmol / L PP242 组; E. 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 组; F. 6-OHDA+

3 μmol / L A-443654 组; G. 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组;TH 为绿色荧光标记胞膜、BrdU 为红色荧光标记细胞核,标尺示 100 μm; H. TH-、
BrdU-阳性细胞以及 TH / BrdU 共标记细胞数目统计图; ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001,各组别与空白对照组相比;
#P<0. 05, ##P<0. 01,各组别与 6-OHDA 组相比;&P<0. 05,&&P<0. 01,6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 组与 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 组以

及 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组相比; $$ P<0. 01, $$$ P<0. 001,6-OHDA+3 μmol / L A-443654 组与 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组相比

Fig.3　 SH-SY5Y cells TH / PCNA / Hochest labeled positive cells and statistical chart
A, Control group; B, DMSO+NaCl group; C, DMSO+6-OHDA group; D, 6-OHDA+4 μmol / L PP242 group; E, 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-44365
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group; F, 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 group; G, 6-OHDA+ 6 μmol / L; A-443654 group; TH ( green fluorescent), PCNA ( red fluorescent),
Hochest (blue fluorescent); Bar= 100 μm; H, Number of TH-, PCNA-, Hochest-positive cells and TH / PCNA / Hochest-labelled positive cells; ∗P<
0. 05, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001, ∗∗∗∗P<0. 0001, compared with the blank control group; #P<0. 05, ##P<0. 01, compared with 6-OHDA group;
&P<0. 05, &&P<0. 01, comparison between 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 group and 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 group or 6-OHDA+6 μmol / L
A-443654 group; $$ P<0. 01, $$$ P<0. 001, comparison between 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 group and 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 group
Fig.4　 SH-SY5Y cells TH / BrdU labeled positive cells and statistical chart
A. Control group; B. DMSO+NaCl group; C, DMSO+ 6-OHDA group; D, 6-OHDA+4 μmol / L PP242 group; E, 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-44365
group; F, 6-OHDA + 3 μmol / L A-443654 group; G, 6-OHDA + 6 μmol / L A-443654 group; TH, green fluorescent; BrdU, red fluorescent;
Bar= 100 μm; H, Statistical chart of TH-, BrdU-positive cells and TH / BrdU-labelled positive cells; ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01, ∗∗∗P < 0. 001,
∗∗∗∗P<0. 0001, compared with the blank control group; #P<0. 05, ##P<0. 01, compared with 6-OHDA group; &P<0. 05, &&P<0. 01, comparison
between 6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 group and 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 group or 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 group; $$ P<0. 01, $$$
P<0. 001, comparison between 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 group and 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 group

图 5　 SH-SY5Y 细胞 mTORC2 信号通路 Rictor、p-Akt 及 REDD1 蛋白的检测结果

A. 各组 Rictor 蛋白; B. p-Akt 蛋白; C. Akt 蛋白; D. REDD1 蛋白的 Western blotting 测定结果; 序号 1~7 分别表示空白对照

组、DMSO+NaCl 组、DMSO+6-OHDA 组、6-OHDA+4 μmol / L PP242 组、6-OHDA+1. 5 μmol / L A-443654 组、6-OHDA+3 μmol / L
A-443654 组、6-OHDA+6 μmol / L A-443654 组; ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,各组与空白对照组相比;#P< 0. 05,
##P<0. 01, 各组与 DMSO +6-OHDA 组相比

Fig.5　 Expression levels of Rictor, p-Akt and Akt proteins in mTORC2 signaling pathway, as well as REDD1 protein in SH-SY5Y
cells Western blotting showing the protein bands including (A) Rictor, (B) p-Akt, (C) Akt and (D) REDD1 among groups; Serial
numbers 1-7 indicate control group, DMSO+NaCl group, DMSO+6-OHDA group, 6-OHDA+4 μmol / L PP242 group, 6-OHDA+1. 5
μmol / L A-443654 group, 6-OHDA+3 μmol / L A-443654 group and 6-OHDA+6 μmol / L A-443654 group, respectively; ∗P<0. 05,
∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001, compared with the blank control group; #P<0. 05, ##P<0. 01, compared with the 6-OHDA group

7. mTORC2 信号通路对 6-OHDA 作用的 SH-
SY5Y 和 Bv-2非接触共培养细胞活力的影响

为验证 6-OHDA 诱导小胶质细胞释放的促炎因

子是否影响 SH-SY5Y 的细胞活力以及 mTORC2 信

号通路对这一过程所起的作用,采用 MTT 法检测

SH-SY5Y 和 Bv-2 非接触共培养细胞的活力。 结果

表明, 与 空 白 对 照 组 和 DMSO + NaCl 组 相 比,

6-OHDA 损伤组的细胞活力明显下降(P<0. 001),
且 6-OHDA+PP242 组的细胞活力下降的更为明显

(P< 0. 0001);1. 5 μmol / L A-443654 组与 6-OHDA
组相比,细胞活力无明显变化(P>0. 05);3 μmol / L
A-443654 组较 6-OHDA 损伤组细胞活力有明显的

提高(P<0. 0001),但仍不及空白对照组和 DMSO+
NaCl 组(P<0. 05);6 μmol / L A-443654 组细胞活力
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图 6　 Rictor 与 p-Akt 和 REDD1 的免疫共沉淀

A. 免疫印迹法分析 Rictor 与 p-Akt 免疫共沉淀的结果; B. 免疫印迹法分析 Rictor 与 REDD1 免疫共沉淀的结果; p-Akt 和 REDD1 蛋白

免疫印迹条带分别在 60 kD 和 25 kD; IB. 免疫印迹; IP. 免疫沉淀

Fig.6　 Immunocoprecipitation of Rictor with p-Akt and REDD1
Immuno-coprecipitation of Rictor and p-Akt (A) and Rictor and REDD1 (B) was analyzed by Western blotting; Molecular weight of protein
bands was 60 kD for p-Akt and 25 kD for REDD1, respectively; IB, Immunoblotting; IP, Immunoprecipitation

图 7　 SH-SY5Y 和 Bv-2 非接触共培养 PD 模型细胞活力

∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,各组别与空白对照组相

比;##P<0. 01,###P<0. 001,各组别与 DMSO+6-OHDA 组相比

Fig. 7 　 Cells viability of SH-SY5Y and BV-2 non-contact co-
culture cells
∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001, compared with the blank
control group; ##P < 0. 01,###P < 0. 001, compared with the 6-
OHDA group

较 6-OHDA 损伤组有所下降(P<0. 001),见图 7。

讨　 　 论

SH-SY5Y 神经母细胞瘤样细胞是母细胞瘤细

胞系 SK-N-SH 的一个亚克隆[13]。 据报道,采用向

维甲酸(retinoic acid, RA)诱导分化的 SH-SY5Y 细

胞中加入 6-OHDA 可制备 PD 体外细胞模型,选择

这个细胞系是因为它起源于人类,且具有儿茶酚胺

能(尽管不是严格的多巴胺能)神经元的特性及易

于培养[14]。 6-OHDA 作为 PD 模型的神经毒性药物

可导致细胞发生氧化应激而死亡[15]。 在本实验中,
我们使用同样的方法处理细胞建立 PD 细胞模型进

行体外相关方面的研究。
mTOR 是一种丝氨酸-苏氨酸激酶,它会影响

mRNA 转录、蛋白质翻译,细胞信号传导以及细胞代

谢等。 目前,mTOR 已被证实可参与神经细胞的发

育、成熟及其功能[6]。 mTOR 包含两种复合物,我们

主要关注 mTORC2。 最早关于 mTORC2 在神经元中

的报道是来自其对果蝇树突发生作用的研究[16]。
研究发现,敲低 Rictor 后导致 mTORC2 活力下降,且
降低 Akt 的磷酸化水平继而抑制树突的发生,因此

将 Rictor 作为 mTORC2 关键蛋白,而 Akt 被确定为

mTORC2 下游的靶分子[12]。 敲除 Rictor 的小鼠除

了表现出较低磷酸化水平的 Akt 外,研究人员还发

现,敲低 Rictor 可导致小鼠脑内多巴胺能信号的中

断[17]。 我 们 主 要 研 究 mTORC2 信 号 通 路 对

6-OHDA 诱导的 SH-SY5Y 细胞损伤的保护作用。
通过 激 动 剂 A-443654 和 抑 制 剂 PP242 调 控

mTORC2 信号通路的关键蛋白分子,联合免疫荧光

等结果, 我们发现给予抑制剂 PP242 处理后,
mTORC2 信号通路的关键蛋白 Rictor 和 p-Akt 的表

达量明显下降,这与文献报道的结果相一致[18];同
时该组细胞的存活能力及增殖分化能力明显降低,
且伴随着凋亡率和炎症因子含量的增加。 另外,
A-443654 因其可提高 Akt Ser473 位点的磷酸化水

平,一直被用作 mTORC2 信号通路的激动剂[19]。 有

文献报道,A-443654 可通过增强老年小鼠 mTORC2
的活性使其记忆恢复到年轻小鼠的水平[20]。 本研

究发现, A-443654 可以增加 SH-SY5Y 细胞的增殖

和分化能力,降低 6-OHDA 造成的损伤,提高细胞活

力,但是这种修复能力是有限的,存在浓度依赖

效应。
REDD1(又称 RTP801)是一种应激诱导蛋白,

炎症刺激下 REDD1 表达会增加[21],但 REDD1 在不

同细胞类型的应激反应中具有促存活或促凋亡的双

重作用[8]。 例如,有研究发现,在过度表达 REDD1
的肺癌细胞中,Akt Ser473 位点的磷酸化水平显著

增加[9],这与我们使用 6-OHDA 处理的 SH-SY5Y 细

胞,在用 A-443654 激活 mTORC2 信 号 通 路 后,
Western blotting 检测的结果“除引起 Rictor 蛋白及

Akt 的磷酸化水平增加外,REDD1 蛋白的表达也进

一步增加”相一致。 另外,通过 CoIP 实验,我们发

现,Rictor 与 p-Akt 和 REDD1 之间均存在相互作用。
据报道,在 PD 患者的纹状体和脑脊液中检测

到 TNF-α、IL-1β 等促炎因子的增加,已证明,PD 患

者脑脊液中高浓度的促炎因子对体外培养的多巴胺

能神经元具有毒性作用[22],加之长期以来小胶质细

胞的激活一直被认为是 PD 发生的重要原因之

一[23]。 本研究采用 SH-SY5Y 与 Bv-2 共培养的细

胞模型来模拟脑内真实的复杂环境,并通过 ELISA
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检测共培养的细胞上清液中促炎因子 TNF-α 和

IL-1β 的水平,结果表明,6-OHDA 组 TNF-α 和 IL-
1β 的水平明显升高,与上述文献报道相一致。 另有

研究表明,PP242 可发挥促炎作用并促进细胞死

亡[24], 与 我 们 的 实 验 结 果 “ 使 用 PP242 抑 制

mTORC2 信号通路可导致促炎因子 IL-1β 和 TNF-a
的水平上调” 相一致,但给予 A-443654 处理后的

mTORC2 信号通路激动剂组,促炎因子水平则明显

下降,表明调控 mTORC2 信号通路是可以改变

6-OHDA 所致的炎症反应。
由于 REDD1 与炎症应激有关,而 PD 的产生与

神经炎症密不可分。 根据我们的实验结果推测,炎
症可引起 REDD1 表达升高,后者通过与 Rictor 的相

互作用,引起 Rictor 的表达增加,继而引起其下游的

靶蛋白 Akt 的磷酸化水平增加。 此外, 在激活

mTORC2 信号通路后,Rictor 和 p-Akt 的表达量均进

一步升高,这也进一步增加了 REDD1 的表达量,这
些升高的蛋白水平单独或共同作用于 SH-SY5Y 细

胞,促进其增殖和分化能力的增强并增加了细胞的

存活率,后者直接或间接引起细胞上清液中促炎因

子水平及细胞凋亡率的下降,但具体的调节机制还

需进一步研究。
综上所述,通过激活 mTORC2 信号通路可以促

进 SH-SY5Y 细胞的增殖分化,改善 6-OHDA 损伤

PD 模型细胞的存活率,降低细胞的凋亡率且抑制促

炎因子水平的升高,因此,调控 mTORC2 信号通路

的关键蛋白可能为临床上预防和治疗 PD 提供新的

靶点和思路。
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