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铝暴露对大鼠PC12细胞 tau蛋白异常磷酸化的影响
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摘要：目的 分析铝暴露对大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤分化细胞（PC12细胞）中miR-497-5p、无翅型鼠类乳腺癌病毒

整合位点家族成员 3a（Wnt3a）、β连环蛋白（β-catenin）、糖原合成激酶-3β（GSK-3β）蛋白和 tau蛋白表达的影响，

为铝暴露致 tau 蛋白异常磷酸化的机制研究提供依据。方法 体外培养的 PC12 细胞分别暴露于 0、100、200 和

400 μmol/L的Al （mal） 3溶液 24 h，采用超敏型细胞增殖检测试剂（CCK-8）法检测细胞活力；采用实时荧光定量

PCR（RT-qPCR）法检测miR-497-5p和Wnt3a基因表达，采用免疫印迹法检测Wnt3a、β-catenin、GSK-3β、P-GSK-
3β（Ser9）、tau和P-tau（Ser396）蛋白相对表达量，分析各剂量组目的基因和蛋白的表达趋势。结果 PC12细胞活力

随铝暴露剂量的增加呈下降趋势 （F趋势=323.473，P=0.001）。miR-497-5p 相对表达量随铝暴露剂量的增加而上升

（F趋势=14.888，P=0.031）；Wnt3a基因相对表达量随铝暴露剂量的增加而下降（F趋势=165.934，P<0.001）；miR-497-5p
相对表达量与Wnt3a相对表达量呈负相关（r=-0.693，P=0.012）。Wnt3a、β-catenin和p-GSK-3β（Ser9）蛋白相对表达

量随铝暴露剂量的增加而下降（F趋势=357.656，P=0.001；F趋势=208.750，P=0.001；F趋势=512.583，P<0.001）；GSK-3β、
tau和 p-tau （Ser396）蛋白相对表达量随铝暴露剂量的增加而上升（F趋势=39.965，P<0.001；F趋势=277.929，P=0.006；
F趋势=96.247，P=0.002）。结论 miR-497-5p表达上升和Wnt3a、β-catenin表达下降，GSK-3β表达上升可能是铝暴露

引起 tau蛋白异常磷酸化的机制之一。
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Abstract: Objective To investigate the effect of aluminum exposure on expression of miR-497-5p, wingless murine
breast cancer virus integration site family member 3a (Wnt3a), β-catenin protein, glycogen synthase kinase-3β (GSK-
3β) protein and tau protein in rat adrenal pheochromocytoma PC12 cells, so as to provide insight into unraveling the
mechanisms underlying aluminum exposure-induced abnormal phosphorylation of tau protein. Methods PC12 cells were
exposed to Al(mal)3 at concentrations of 0, 100, 200, 400 μmol/L for 24 h. The viability of PC12 cells was measured
using cell counting kit-8 (CCK-8) assay. The relative expression of miR-497-5p and Wnt3a was detected using a real-
time fluorescent quantitative PCR (RT-qPCR) assay, and the expression of Wnt3a, β - catenin, GSK-3β, P-GSK-3β
(Ser9), tau and p-tau (Ser396) proteins were determined using Western blotting. Results The viability of PC12 cells ap⁃
peared a tendency towards a decline with the increase of aluminum dose (Ftrend=323.473, P=0.001). RT-qPCR assay de⁃
tected that the relative miR-497-5p expression appeared a tendency towards a rise with the increase of aluminum dose
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(Ftrend=14.888, P=0.031), and the relative Wnt3a expression appeared a tendency towards a decline with the increase of
aluminum dose (Ftrend=165.934, P<0.001). The miR-497-5p expression negatively correlated with the relative Wnt3a ex⁃
pression (r=-0.693, P=0.012). The expression of Wnt3a (Ftrend=357.656, P=0.001), β - catenin (Ftrend=208.750, P=0.001)
and p-GSK-3β (Ser9) proteins (Ftrend=512.583, P<0.001) appeared a tendency towards a decline with the increase of alu⁃
minum dose, and the expression of GSK-3β (Ftrend=39.965, P<0.001), tau (Ftrend=277.929, P=0.006) and p-tau (Ser396)
proteins (Ftrend=96.247, P=0.002) appeared a tendency towards a rise with the increase of aluminum dose. Conclusion
Up-regulation of miR-497-5p and GSK-3β expression and down-regulation of Wnt3a and β-catenin expression may be
a mechanism underlying aluminum exposure-induced abnormal phosphorylation of tau protein.
Keywords: wingless murine breast cancer virus integration site family member 3a; tau protein; miR-497-5p; glycogen
synthase kinase-3β; β-catenin; aluminum; Alzheimer's disease

铝是导致阿尔茨海默病 （Alzheimer's disease，
AD）等中枢神经退行性疾病的重要环境因素［1］。神

经原纤维缠结是 AD 的典型病理表现之一［2］，由异

常过度磷酸化的 tau 蛋白在神经细胞内聚集致神经原

纤维增粗扭曲形成。糖原合成酶激酶-3β （glycogen
synthase kinase-3β，GSK-3β） 是调节 tau 蛋白磷酸

化水平的关键激酶［3］。研究表明，无翅型小鼠乳房

肿瘤病毒整合位点家族成员 3a （Wnt3a） /β-连环蛋

白（β-catenin） /GSK-3β 信号通路是参与 AD 患者

tau 蛋白异常磷酸化的信号转导途径［4-5］，Wnt3a/β-
catenin 蛋白抑制可激活 GSK-3β 活性，导致 tau 蛋白

异常磷酸化。微 RNA（microRNA，miRNA）在中枢神

经系统分布广泛，对神经的发育、分化和成熟发挥重要

作用，部分 miRNA 可影响 tau 蛋白异常磷酸化，与

AD 等神经退行性疾病的发生密切相关。TargetScan 和

miRanda 数据库的生物信息分析结果表明，miR-497-5p
与 Wnt3a 3＇UTR 存在互补结合位点。肾上腺髓质嗜铬

细 胞 瘤 分 化 细 胞 （adrenal pheochromocytoma cell，
PC12）具有与神经细胞相似的形态、生理和生化功能，

是研究神经毒性的经典细胞模型之一，已被广泛应用

于神经系统疾病的体外研究。本研究观察铝暴露对大

鼠 PC12 细胞 tau 等相关蛋白表达的影响，为铝暴露

引起 tau 蛋白异常磷酸化机制研究提供依据。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂 Applied Biosystems PCR 仪

（美国 Life Technologies 公司）；Universal Hood Ⅱ凝胶

成像仪（美国 Bio-Rad 公司）；DYY-7C 凝胶电泳仪

（北京六一仪器厂）；SpectraMaxM Ⅱ型酶标仪（美国

Bio-Rad 公司）。PC12 细胞（高分化型，厦门逸漠生

物科技有限公司）。DMEM 高糖培养基（北京海克隆

生物化学制品有限公司），青链霉素混合液、EDTA-胰
蛋白酶消化液（北京索莱宝科技有限公司），胎牛血清

（浙 江 天 杭 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司）， 批 号 ：

SH30022.01、P1400、T1300、21110701；麦芽酚（美

国 Sigma 公司）；氯化铝（天津风船化学试剂科技有限

公司）； RNAiso Plus、 PrimeScriptTM RT reagent Kit
with gDNA Eraser、Mir-XTM miRNA First-Strand Syn⁃
thesis and TB Green®qRT-PCR、TB Green®Premix Ex
TaqTMⅡ（日本 TaKaRa 生物工程公司），批号：9108、
RR047A、638313、RR820A；BCA 蛋白定量试剂盒、

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 lgG（北京康为世纪

生物科技有限公司），批号：CW0014S、CW0103；
Wnt3a、β- catenin、 tau、磷酸化 tau 蛋白 （p-tau）
（Ser396）、α- tubulin （英国 Abcam 公司），批号：

ab219412、ab32572、ab76128、ab109390、ab176560；
GSK-3β、p-GSK-3β（Ser9）（杭州华安生物技术有限

公司），批号：ET-1607-71、ET-1607-60。
1.2 方法

1.2.1 麦芽酚铝［Al（mal） 3］染毒液配制 取适量

氯化铝、麦芽酚粉末分别溶解于高压灭菌双蒸水，

0.22 μm 滤膜抽滤，-20 ℃保存。使用时将麦芽酚和

氯化铝溶液等体积混合，用 10% 的氢氧化钠溶液

调节 pH 值至 7.4，完全培养基稀释至所需浓度，

现用现配。

1.2.2 细胞培养及染毒 采用含 10% 胎牛血清和

1% 青链霉素的 DMEM 高糖培养基，于 37 ℃、含

5% 的 CO2 培养箱中培养。将处于对数生长期的细胞

以每孔 1×106 浓度接种于 6 孔板，16~24 h 后细胞密

度为 50%~60% 时进行染毒，分别暴露于 0、100、
200 和 400 μmol/L 的 Al （mal） 3 溶液，染毒 24 h，
-80 ℃保存备用。

1.2.3 细胞活力检测 采用超敏型细胞增殖检测试

剂（CCK-8）法检测各组细胞活力。将处于对数生

长期的细胞以每孔 5×104 浓度接种于 96 孔板，每孔

100 μL，每组 5 个复孔。24 h 后更换含不同浓度染

毒液的完全培养基，继续培养 24 h，每孔加入 100 μL
完全培养基和 10 μL CCK-8 溶液，同时增加 5 个空
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白孔。1 h 后用酶标仪测定波长 450 nm 处吸光度

（optical density，OD）。细胞活力（%） =［（OD 实验-
OD 空白） /（OD 对照-OD 空白）］×100%。

1.2.4 miR-497-5p、Wnt3a 基因表达检测 弃去 6
孔板培养液，PBS 缓冲液清洗 2 遍，每孔加入

500 μL RNAiso Plus 于 1.5 mL 离心管提取总 RNA，

采用微量比色皿测定 RNA 的纯度和浓度，OD260/OD280
在 1.8~2.0 之间表示 RNA 纯度较好。按照说明书进

行 反 转 录 和 实 时 荧 光 定 量 PCR （RT - qPCR），

miR-497-5p 和 Wnt3a 的内参分别为 U6 和 GAPDH，

每组 3 个平行孔，用 2-ΔΔCt 法计算 miR-497-5p 和

Wnt3a 的相对表达量。引物序列见表 1。

表 1 RT-qPCR 引物序列

Table 1 Sequences of primers for RT-qPCR assay
基因

miR-497-5p
Wnt3a
GAPDH

上游引物

5＇-CAGCAGCACACTGTGGTTTGTAAA-3＇
5＇-GTTCTTCTCTGGTCCTTGGCTGTG-3＇

5＇-AAACCCATCACCATCTTCCA-3＇

下游引物

5＇-GGCATGATCTCCACGTAGTTTCCTG-3＇
5＇-GTGGTTCACACCCATCACAA-3＇

1.2.5 tau 等相关蛋白表达检测 从-80 ℃冰箱中取

出细胞样品，解冻后以离心半径 8.4 cm、7 000 r/min
离心 1 min。采用免疫印迹法，向每组细胞沉淀中加

入 75~90 μL 蛋白抽提液（裂解液∶蛋白酶抑制剂∶

磷酸酶抑制剂体积比为 98∶1∶1），吹打混匀，冰上

孵育 25 min 后以离心半径 8.4 cm、14 000 r/min 离

心 10 min，收集上清液于 1.5 mL 离心管，采用 BCA
蛋白定量法测定蛋白浓度。根据蛋白分子量大小配

制相应浓度的分离胶，同时调整电泳和转膜条件，

转膜后用 5% 质量分数的脱脂奶粉或 5%BSA（用于

磷酸化蛋白）室温封闭 2 h，后加入相应的蛋白抗

体［稀释比例分别为：Wnt3a，1∶1 000；β-catenin，
1∶5 000；GSK-3β，1∶1 000；p-GSK-3β （Ser9），

1∶ 1 000； tau， 1∶ 2 000； p-tau （Ser396）， 1∶
4 000；GAPDH，1∶20 000；β-actin，1∶2 000；
α-tubulin，1∶4 000］，4 ℃孵育过夜。第 2 天加入

相应的二抗（山羊抗兔 lgG，稀释比例为 1∶4 000），
37 ℃孵育 1 h 后 TBST 洗膜 3 次，高敏电化学发光

显影。采用 Image J 软件分析条带，计算蛋白相对表

达量，分析目的蛋白变化趋势。

1.3 统计分析 采用 SPSS 25.0 软件统计分析。定

量资料服从正态分布，采用均数±标准差（x̄ ± s）描

述，趋势分析采用方差分析趋势检验。剂量-效应关

系采用 Pearson 相关分析。以 P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 PC12 细胞活力检测结果 随着铝暴露剂量的增

加，PC12 细胞活力下降（F 趋势=323.473，P=0.001）；

0、100、200 和 400 μmol/L 铝暴露剂量组 PC12 细

胞活力分别为 100.00%、（97.55±0.10）%、（88.58±
0.07）%和（81.57±0.02）%。

2.2 miR-497-5p 和 Wnt3a 基因表达检测结果 随

铝暴露剂量的增加，miR-497-5p 相对表达量上升，

Wnt3a 相对表达量下降 （均 P<0.05）。miR-497-5p
相对表达量与 Wnt3a 相对表达量呈负相关 （r=
-0.693，P=0.012）。见表 2。

表 2 不同铝暴露剂量组 PC12 细胞 miR-497-5p 和 Wnt3a 基

因相对表达量（n=5）
Table 2 Relative expression of miR-497-5p and Wnt3a genes

in PC12 cells exposed to aluminum at various concentrations (n=5)
铝浓度/（μmol/L）
0
100
200
400
F趋势值

P值

miR-497-5p
1.00
1.37±0.10
1.89±0.44
2.65±0.44

14.888
0.031

Wnt3a
1.00
0.82±0.06
0.62±0.02
0.49±0.01
165.934
＜0.001

2.3 tau 等相关蛋白表达检测结果 随着铝暴露剂量

的增加，Wnt3a、β-catenin 和 p-GSK-3β（Ser9）蛋

白相对表达量下降，GSK-3β、tau 和 p-tau（Ser396）
蛋白相对表达量上升（均 P<0.05）。见表 3。
3 讨 论

多项研究显示，铝对神经细胞的毒性主要通过

tau 蛋白异常磷酸化实现［6-7］。预实验中分别将细胞

暴露于 0、 50、 100、 200、 300、 400、 500、 600、
700 和 800 μmol/L 的 Al（mal） 3 溶液，结果显示在
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400 μmol/L 时细胞活力超过 80%，500~800 μmol/L
时细胞活力低于 80%。因此本研究将 Al （mal） 3 暴

露浓度分别设置为 0、100、200 和 400 μmol/L。
本研究结果显示，随铝暴露剂量增加，miR-

497-5p 表达上升，且 miR-497-5p 在低剂量铝暴露

时即发挥作用。miRNA 在中枢神经系统中广泛分布，

在神经发育、分化和成熟过程中发挥调节作用。

miRNA 通过与靶 mRNA 的 3'UTR 或 5'UTR 结合，

抑制靶基因翻译或促使其降解，起到转录后基因沉

默的作用［8］。研究发现，miRNA 在学习记忆和认知

功能的调控作用中发挥重要作用，miR-15/107 家族

成员的异常表达与 AD 的致病机制密切相关［9］。

miR-497-5p 与 Wnt3a 表达量呈负相关，提示铝抑制

Wnt3a/β-catenin/GSK-3β 信号通路可能与 miR-497-
5p 表达上调有关。

随铝暴露剂量的增加，Wnt3a 和 β-catenin 蛋白

相对表达量下降，Wnt3a/β-catenin 下游蛋白 GSK-
3β 表达上升，与既往研究结果［10］一致。Wnt 信号

通路在神经干细胞的维持、轴突的发生、神经递质

的释放和突触可塑性中发挥重要作用，包括 1 个经

典通路（Wnt3a/β-catenin/GSK-3β）和 2 个非经典通

路（Wnt/PCP 和 Wnt/Ca2+）及其级联分子，经典通路

在 AD 患者 tau 蛋白异常磷酸化的发病机制中起重要

作用。GSK-3β 是 tau 蛋白异常磷酸化的主要激酶，

在转基因模型中，GSK-3β 过表达可导致 tau 蛋白异

常磷酸化和认知障碍［11］。GSK-3β 在 AD 患者大脑

中高表达，导致 tau 蛋白异常磷酸化和神经纤维缠结

的形成［12］，在散发性 AD 和家族性 AD 发病过程中

发挥关键作用。

铝暴露可引起 tau 蛋白异常磷酸化，且随着铝暴

露剂量的增加，p-tau 蛋白表达逐渐上升，提示铝产

生的神经毒性可能通过 tau 蛋白异常磷酸化实现。

tau 蛋白是微管相关蛋白中含量最高的一种，正常

tau 蛋白和微管蛋白结合形成微管并维持微管的稳定

性和完整性，tau 蛋白异常磷酸化可引起微管结构的

破坏甚至解体，导致细胞结构异常产生神经毒性。
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表 3 不同铝暴露剂量组 PC12 细胞 tau 等相关蛋白相对表达量（n=10）
Table 3 Relative expression of tau and related proteins in PC12 cells exposed to aluminum at various concentrations (n=10)

铝浓度/（μmol/L）
0
100
200
400
F趋势值

P值

Wnt3a
1.00
0.81±0.03
0.60±0.02
0.49±0.03
357.656

0.001

β-catenin
1.00
0.86±0.02
0.64±0.06
0.50±0.05
208.750

0.001

GSK-3β
1.00
1.77±0.12
1.82±0.09
1.99±0.15

39.965
<0.001

p-GSK-3β（Ser9）
1.00
0.85±0.02
0.56±0.03
0.41±0.02
512.583
<0.001

tau
1.00
1.26±0.03
1.66±0.07
2.46±0.10
277.929

0.006

p-tau（Ser396）
1.00
1.17±0.05
1.44±0.08
1.79±0.07
96.247
0.002
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