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摘要 ：目的  通过美伐他汀降低 β- 淀粉样蛋白（Aβ）神经毒性，从机制角度探讨他汀类药物辅助

治疗阿尔茨海默病的可能性。方法  在实验室培养神经细胞，并加入美伐他汀，观察美伐他汀是否具有活化

AMPK 的能力，并观察在给予美伐他汀的同时，Aβ 导致的过磷酸化现象是否得到抑制。结果  在样品中加

入美伐他汀时，人神经上皮瘤细胞（SK-N-MC）神经细胞数降低情况改善。Western blot 检测结果发现，美

伐他汀作用 24 h 后，SK-N-MC 神经细胞 AMPK 磷酸化。结论  美伐他汀可能通过提高 AMPK 活性，对抗

Aβ 导致的神经毒性，并进一步抑制蛋白质过磷酸化，发挥保护神经的作用。
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Abstract:  Objective  To explore the possibility of Mevastatin treatment for Alzheimer's disease from the 

perspective of the mechanism of reducing amyloid-β (Aβ) neurotoxicity in vitro .  Methods  Neural cells were 

cultured in the laboratory and Mevastatin was added to observe whether Mevastatin could activate adenosine 

5'-monophosphate (AMP)-activated protein kinase (AMPK), and the hyperphosphorylation induced by Aβ 

could be suppressed.  Results  Aβ reduced the number of SK-N-MC, the situation was improved after adding 

Mevastatin. Western blot revealed phosphorylation of AMPK in the SK-N-MC after exposure to Mevastatin for 

24 h.  Conclusions  We hypothesized that Mevastatin may be against the toxicity of beta-amyloid protein through 

enhancing the activity of AMPK, and further inhibit the phosphorylation of Tau to achieve its neuroprotective effect.
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阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）已在

全球造成 3 500 万人患病，主要诊断依据为脑组织尸

检的中老年斑沉寂，以及包括神经纤维缠结和脑组织

在内的萎缩程度 [1]。在以淀粉样蛋白级联的假说中，
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β- 淀粉样蛋白（amyloid β-peptide，Aβ）是造成

AD 的关键因素 [2]。进一步研究指出，一种蛋白质被称

为 Tau，其形成与 AD 的发展相关密切 [3-4]。相关报道

证实，他汀类药物可能也具有治疗 AD 的效果 [5-6]，但

其作用机制仍需研究。本研究采用人类神经细胞株体

外培养的实验方式，观察美伐他汀是否通过调控神经

细胞的方式，达到治疗 AD 目的。

1    材料与方法

1.1    实验材料

人神经上皮瘤细胞（SK-N-MC）（美国 ATCC 细

胞库），人类神经细胞（MC65）（源自 SK-N-MC 細

胞，广东医学院天然药物研究与开发重点实验室制

备），牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）（美

国 Sigma Chemical 公司），NaHCO3（上海瀚思化工有

限公司），羊抗兔抗体（北京九州天瑞科技有限公司），

羊抗、鼠抗体等购自美国 Biotium 公司，最低基础培

养基（minimum essential medium，MEM）、青链霉素

双抗溶液、PBS 购自北京中国国药，美伐他汀（美国

Sigma 公司）。

1.2    主要试剂及仪器

薄层层析用硅胶（青岛海洋公司），Western blot

检测仪 TE22（Holliston，MA）、Thermo 310 细胞培养

箱购自上海乐陈化工科技公司，涡旋振荡器（美国

Scientific Industries 公司），SDS-PAGE 电泳槽（美国

Thermo Fisher 公司），全波长酵素免疫分析仪（美国

Bio Pioneer Tech 公司），低温离心机（美国 Beckman

公司），荧光显微镜（日本岛津公司）。

1.3    方法

1.3.1      神经细胞培养    选取 SK-N-MC、MC65 细胞

株，用 MEM 培养液培养。用含 10% 胎牛血清（Fetal 

bovine serum，FBS）的培养基、1% 青霉素 - 链霉素

双抗体溶液细胞培养基（100μ/ml 和 100μg/ml）的

培养皿置于 37℃、5% 二氧化碳 CO2 培养箱中培养。

当细胞生长至 90%，进行抽滤，使用无菌 PBS 冲洗，

在培养皿中加入 1 ml 0.05% Trypsin 和 0.02% EDTA，

缓慢摇匀后，将培养皿置于 37℃保温箱中，反应

1 min 后将细胞自培养皿表面冲洗下来，1 000 r/min 离

心 5 min，取上清液。

1.3.2    MTT 法    将细胞平均分散至 24 孔盘中，当细

胞生长至 50% 时，加入 0.5 ml/ 孔 MTT（0.5 mg/ml），

将 24 孔盘置于 37℃恒温中 30 min 等待 MTT 反应。

反应结束后，将 MTT 移除。加入 0.5 ml 二甲基亚砜

（dimethyl sulphoxide，DMSO），均匀摇动 3 min，待细

胞内的紫色结晶溶解后，取至 96 孔盘，用分光光谱仪

在波长 550 nm 处测定吸光值，比较细胞相对存活率。

1.3.3       免疫荧光染色     加 入 BSA， 于 37 ℃ 轻 摇

30 min，分别加入一抗、二抗抗体，各洗涤 3 次。En 

VisionTM 两步法流程参照文献 [7]。

1.3.4    Western blot 检测    采用 12% SDS-PAGE 分离

50μg 总蛋白质，常温下采用醋酸纤维素膜封闭含有

3% BSA 的 TTBS[100 mmol/L Tris-HCl（pH=7.5），0.9% 

NaCl，0.1% Tween 20]。在洗涤 1 次后，分别 2 次加入

相关抗体，孵育 1 h。随后洗涤 3 次，孵育 30 min。洗

涤 3 次后，将色源底物孵育 5 min 后显色。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用 t 检验，P <0.05

为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    美伐他汀可以减缓 Aβ 导致的神经细胞死亡

10μmol/L Aβ 作用 48 h 后，SK-N-MC 神经细胞

数降低 ；同时加入 20μmol/L 美伐他汀，SK-N-MC 神

经细胞数降低情况改善，表明美伐他汀可以减缓 Aβ

导致的神经细胞死亡（见图 1）。加入 10μmol/L Aβ，

SK-N-MC 神经细胞出现死亡，36 h 后细胞活性下降

至（20±6）% ；同时加入美伐他汀，神经细胞死亡情

况改善，36 h 后细胞活性下降至（60±15）%，经 t 检验，

差异有统计学意义（t =12.6491，P =0.012）（见图 2）。

2.2    美伐他汀神经保护作用与 AMPK 活化作用的
关系

在对照样品中加入 10μmol/L Aβ 时，AMPK 无

磷酸化现象。而加入美伐他汀或 AMPK 的促进剂阿

卡地新 24 h 后，SK-N-MC 神经细胞 AMPK 有明显的

磷酸化。AMPK Thr172 磷酸化与其活性程度呈正相关，

结果显示，美伐他汀可使 AMPK 进入活化状态。美伐

他汀可能通过提高 AMPK 活性，对抗 Aβ 毒性，发挥

保护神经的作用。见图 3。
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3    讨论

Tau 蛋白高度磷酸化是 AD 的主要病因，Tau 蛋

白磷酸化由 AMPK 等一系列激酶调节 [3]。多个研究

证实，激活 AMPK 可以抑制 Tau 蛋白磷酸化，相反

抑制 AMPK 可以增加 Tau 蛋白磷酸化。研究表明，

AMPK 是 Tau 蛋白磷酸化的关键调节因素 [8-9]。本实

验结果发现，加入美伐他汀后，神经细胞具有明显活

化 AMPK 的能力。此时 AMPK 的活性对于美伐他汀

对抗 AD 的神经保护效果是必须的。在给予美伐他汀

后，AD 所导致 Tau 蛋白过磷酸化现象被的抑制。另

有研究显示，AMPK 和 GSK-3β 通过不同通路发挥作

用，两者可能存在协同效应 [10]。笔者推测，美伐他汀

可能通过活化 AMPK 从而抑制 Tau 磷酸化，发挥保护

神经的作用。

有文献显示，Aβ 在 AD 的发病机制中具有重要

作用。因此 Aβ 对神经细胞毒性的相关研究成为研究

重点 [11-13]。控制 Aβ 的生成和清除，从而形成动态平衡，

对 AD 的预防起到重要作用 [14]。有研究发现，他汀类

药物会造成 AMPK 活性上升，并进一步改变细胞内能

量平衡 [15]。

在本实验证明，美伐他汀可以减缓 Aβ 导致的

神经细胞死亡。考虑 Tau 蛋白沉积，交互聚集成神经

原纤维缠结和有毒的可溶性蛋白片段是 AD 的主要病

因。有研究进一步证实，AMPK 通过改变 Tau 蛋白微

管结合在 Ser396 和 Ser262 位点磷酸化 Tau 蛋白，并

对其进行调控 [16-17]。因此 AMPK 在 Tau 蛋白磷酸化中

挥重要作用。由此笔者推论，美伐他汀可能通过提高

AMPK 活性，对抗 Aβ 毒性，发挥保护神经的作用，

抑制 Tau 蛋白磷酸化。

考虑通过抑制 Aβ 的异常聚集，能阻断 AD 的发

生、发展。因此，无论是从预防，还是治愈的角度考虑，

综合应用他汀类药物也是治疗 AD 的有效方法。
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图 3    美伐他汀诱发 AMPK Thr172 磷酸化
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