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[摘要] 目的　探究丹皮酚(PAE)对过表达α-突触核蛋白(α-Syn)诱导的人神经母细胞瘤细胞(SH-SY5Y)损伤中自噬的

影响及其相关作用机制。方法　以SH-SY5Y细胞为对照组，含A53T-α-Syn突变的SH-SY5Y细胞为模型组、PAE(150 μg/ml)

组、3-甲基腺嘌呤(3-MA，1 mmol/L)组和PAE(150 μg/ml)+3-MA(1 mmol/L)组。采用CCK-8法检测各组细胞存活率，光学

显微镜下观察细胞形态，Western blotting检测α-Syn和自噬通路相关蛋白Beclin-1、p62、微管相关蛋白轻链3-Ⅱ(LC3-Ⅱ)、

磷酸化 c-Jun氨基末端激酶(p-JNK)、Bcl-2表达水平。结果　与对照组比较，模型组细胞存活率明显降低(P<0.01)，α-Syn蛋

白表达水平明显增高(P<0.001)，自噬相关蛋白LC3-Ⅱ、Beclin-1蛋白表达水平明显降低(P<0.01或P<0.05)，自噬底物蛋白

p62 蛋白表达水平升高(P<0.05)，调节自噬通路相关蛋白 p-JNK、Bcl-2 蛋白表达水平降低(P<0.05 或 P<0.01)。与模型组比

较，PAE组细胞存活率增高(P<0.01)，α-Syn、p62蛋白表达水平降低(P<0.01或P<0.05)，LC3-Ⅱ、Beclin-1、p-JNK、Bcl-2蛋

白表达水平增高(P<0.05)。与PAE组比较，PAE+3-MA组细胞α-Syn蛋白表达水平增高(P<0.05)。结论　PAE可缓解A53T-α-

Syn突变诱导的SH-SY5Y细胞损伤，并通过激活自噬途径清除过表达的α-Syn，其机制可能与上调 JNK/Bcl-2介导的自噬途

径有关。
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[Abstract] Objective　To investigate the protective effects of paeonol (PAE) on autophagy in human neuroblastoma cells 

(SH-SY5Y) induced by overexpression of α -synuclein (α -Syn), and to explore its related mechanism. Methods　 SH-SY5Y cells 

served as control group, while those induced with A53T-α-Syn mutation were used as model group. Additional groups included PAE 

(150 μg/ml) group, 3-MA (1 mmol/L) group, and PAE(150 μg/ml) +3-MA (1 mmol/L) group. Cell viability was assessed using 

CCK-8 method, cell morphology was observed under an optical microscope, and protein expressions of α-Syn, LC3-Ⅱ, p62, Beclin-1, 

phosphorylated c-Jun N-terminal kinase (p-JNK), and p-Bcl-2 were determined by Western blotting. Results　 Compared with 

control group, model control exhibited decreased cell survival (P<0.01), increased α-Syn expression (P<0.001), reduced expression of 

autophagy-related proteins LC3- Ⅱ and Beclin-1 (P<0.01, P<0.05), elevated autophagy substrate protein p62 (P<0.05), and 

decreased expression of autophagy pathway-related proteins p-JNK and Bcl-2 (P<0.05, P<0.01). Compared with model group, PAE 

group showed increased cell survival (P<0.01), decreased α‐Syn and p62 protein expression (P<0.01, P<0.05), and increased 

expression of LC3-Ⅱ, Beclin-1, p-JNK and Bcl-2 (P<0.05). Compared with PAE group, 3-MA+PAE group demonstrated increased 

α-Syn expression (P<0.05). Conclusions　PAE could attenuate the injury of SH-SY5Y cells induced by A53T-α-Syn and eliminate 

over-expressed α‐Syn by activating autophagy pathway, which may be associated with the upregulation of JNK/Bcl-2 mediated 

autophagy pathway.

[Key words] paeonol; Parkinson's disease; α-synuclein; autophagy

帕金森病(Parkinson's disease，PD)是一种常见的

慢性中枢神经系统退行性病变，其典型运动症状包

括运动迟缓、肌肉僵硬、静止性震颤、姿势和步态

障碍等[1]。流行病学数据显示，PD 已迎来潜在的

“大流行”，预计到2040年患者数将超过1200万，对

社会和家庭造成巨大负担[2-3]。PD的神经病理学特征

是中脑黑质致密部多巴胺(dopamine，DA)能神经元

缺失，以及一种细胞内包涵体——路易体 (Lewy 
body，LB)的存在[4]。LB 是 PD 的脑组织学标志，其

主要成分是异常聚集的α-突触核蛋白(α-synuclein，α
-Syn)。自噬在维持DA能神经元中α-Syn的可溶性方

面发挥着重要作用，α-Syn的异常聚集与自噬通路降

解障碍密切相关[5]。

丹皮酚(paeonol，PAE)是一种天然酚类化合物，

主要分离自毛茛科芍药属的根皮或皮层[6]。研究显

示，PAE 对多种神经系统疾病具有潜在的保护作

用[7-9]；提示 PAE 可能成为 PD 的潜在治疗药物。本

研究采用α-Syn 基因(SNCA)A53T 基因突变而过表达

α-Syn 的 SH-SY5Y 细胞为 PD 细胞模型[10]，观察 PAE
对PD细胞模型自噬的影响，探讨PAE治疗帕金森病

的作用机制，旨在为 PD 治疗药物的研发提供实验

依据。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂　倒置显微镜(德国Leica公司)；全

波长酶标仪(美国 Molecular Devices 公司)；细胞培养

箱(美国赛默飞世尔科技公司)；凝胶成像仪(美国

Azure公司)；湿转膜仪、凝胶电泳仪(美国Bio-Rad公

司)。神经母细胞瘤株 SH-SY5Y细胞由山西中医药大

学国家中医药管理局多发性硬化益气活血重点研究

室提供；SNCA A53T突变而过表达α-Syn的 SH-SY5Y

细胞株(A53T-α-Syn 细胞)购自苏州海星生物科技有

限公司。

PAE(纯度≥98%；sp8040，北京索莱宝科技有限

公司)；3-甲基腺嘌呤(3-methyladenine，3-MA；HY-
19312，美国MCE公司)；MEM/F12基础培养基、青

霉素-链霉素溶液(武汉普诺赛生命科技有限公司)；
CCK-8 试剂盒(MA02180，大连美仑生物技术有限公

司)；RIPA 裂解液、50× Cocktail 蛋白酶抑制剂(武汉

赛维尔生物科技有限公司)；BCA蛋白浓度测定试剂

盒(AR0197，武汉博士德生物工程有限公司)；高灵

敏度化学发光检测试剂盒(eECL，江苏康为世纪生物

科 技 股 份 有 限 公 司)； 抗 α -Syn 抗 体 、 兔 抗

sequestosome 1(SQSTM1/p62)抗体、抗微管相关蛋白

轻链 3(LC3)抗体(英国 Abcam 公司)；抗 Beclin-1 抗

体、抗 B 淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)蛋白抗体(美国 CST 公

司)；抗微管蛋白 β(β-tubulin)抗体、抗 β-肌动蛋白

(β-actin)抗体、羊抗兔 IgG(南京Bioworld公司)。
1.2　方法　

1.2.1　细胞培养　在 MEM/F12 基础培养基中添加

10%的热灭活FBS和1%的青霉素/链霉素双抗配制为

完全培养基，过滤除菌备用。将细胞接种至完全培

养基培养，置于温度 37 ℃、相对湿度 95%、5% CO2

的培养箱中培养，2~3 d更换一次培养液。当细胞生

长密度为 80%~90%时，按 1:(3~5)进行传代，或进行

铺板、冻存处理。

1.2.2　细胞分组和药物干预　采用 SH-SY5Y 细胞作

为对照组；将 A53T-α -Syn 细胞随机分为模型组、

PAE 组、3-MA 组与 PAE+3-MA 组。PAE 溶于二甲基

亚砜(DMSO)，3-MA 溶于基础培养基。对照组和模

型组细胞不加药物，常规培养。PAE 组细胞根据实

验需求用含不同浓度 PAE 药液的完全培养基培养。
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PAE+3-MA 组细胞在含 150 μg/ml PAE 的完全培养基

中加入浓度为1 mmol/L的3-MA，24 h后终止培养。

1.3　观察指标及检测方法　

1.3.1　细胞形态和细胞活力检测　采用光学显微镜

观察细胞形态，CCK-8 试验检测细胞存活率。将各

组细胞以每孔 1×104个接种于 96 孔板中，置于细胞

箱培养至细胞贴壁后，分别以0、25、50、75、100、
125、150 μg/ml PAE处理；24 h后将CCK-8试剂与完

全培养基按1:9的比例配制，吸去药物处理后的培养

上清，依次沿侧壁加入 10 μl 配制好的 CCK-8 试剂，

相应调零孔也加入试剂。将 96孔板转移至细胞培养

箱避光孵育 1.5 h后，用酶标仪检测 450 nm波长下的

吸光度(OD)值，计算细胞存活率。细胞活力(%)=
(实验组 OD 值－培养板空白 OD 值)/(对照组 OD
值－培养板空白OD值)×100%。

1.3.2　Western blotting 检测α-Syn 和自噬通路相关蛋

白 Beclin-1、p62、LC3Ⅱ、磷酸化 c-Jun 氨基末端激

酶(p-JNK)、Bcl-2表达水平　取对数期细胞在 6孔板

中进行给药处理 24 h；将细胞取出，弃去培养基，6
孔板中加入蛋白裂解液，用细胞刮板将贴壁细胞刮

落，冰上裂解 30 min，4℃、12 000 r/min离心 5 min，
取上清；按照试剂盒说明书采用BCA法测定蛋白浓

度，提取细胞总蛋白，100 ℃煮沸 5 min进行蛋白变

性，冷却后于-20 ℃保存备用。制备十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)，浓度为12%的分离

胶和 5% 的浓缩胶。以每组蛋白量为 20 μg 上样，先

用 80 V 电压至压平条带约 20 min，再用 120 V 电压

60 min电泳结束，后恒压转至 0.45 μm孔径的聚偏二

氟乙烯(polyvinylidene fluoride，PVDF)膜上。5% 奶粉

封闭，室温下摇床孵育1 h，TBST洗3次×10 min。分

别加入 TBST 稀释的α-Syn(1:1000)、Beclin-1(1:1000)、
p62(1:1000)、LC3-Ⅱ(1:1000)、p-JNK(1:1000)、Bcl-2
(1: 1000)、β -actin(1: 2000)、β -tubulin(1: 2000)一抗，

4 ℃摇床上孵育过夜后，用TBST洗 3次×10 min。加

入二抗，室温避光摇床上孵育60 min，TBST洗3次×
10 min。将 eECL 工作液按照 A 液:B 液=1:1 的比例配

置好备用，避光条件下，均匀滴在 PVDF 膜上，擦

去多余化学发光显影液。用凝胶成像分析仪检测条

带，拍照保存条带图片。为便于实验显影时分辨条

带位置，选用分子量差距更大的β-tubulin作为α-Syn
的内参；其他蛋白的内参采用β-actin。用 ImageJ 软
件分析每组条带灰度值，并做统计学分析。

1.4　统计学处理　采用 SPSS 27.0 软件进行统计分

析。计量资料均符合正态分布，以 x̄±s表示，方差齐

时，多组间比较采用单因素方差分析 (one-way 
ANOVA)，进一步两两比较采用 LSD 法；方差不齐

时，多组间比较采用非参数检验，进一步两两比较

采用U检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　不同浓度 PAE 对 A53T-α-Syn 细胞存活率的影

响　CCK-8 法检测结果显示，与对照组(正常 SH-
SY5Y细胞)比较，模型组(A53T-α-Syn细胞)细胞存活

率明显降低(P<0.01)。与模型组比较，PAE浓度为25、
50、75 μg/ml时，A53T-α-Syn细胞存活率差异无统计

学意义(P>0.05)；PAE 浓度为 100、125、150 μg/ml
时， A53T-α -Syn 细胞存活率明显增高 (P<0.05 或

P<0.01)。其中PAE 150 μg/ml时细胞存活率最高，因

此，采用150 μg/ml PAE进行后续实验(图1)。

2.2　各组细胞形态变化　对照组(正常 SH-SY5Y 细

胞)胞体呈梭形、不规则三角形或多边形，突触完

整，细胞生长密度均匀。模型组(A53T-α-Syn 细胞)
部分胞体变圆、皱缩、空泡变性，突触变短或消失，

细胞密度不均匀，生长缓慢。PAE组(A53T-α-Syn细

胞)皱缩、空泡变性现象较模型组减少，多数细胞胞

体呈梭形、不规则三角形或多边形，且突触相对完

整，细胞密度增高(图2)。
2.3　PAE 对 A53T-α-Syn 细胞中α-Syn 蛋白表达的影

响　Western blotting 检测结果显示，对照组α-Syn 难

以检测到；与对照组比较，模型组细胞中α-Syn蛋白

表达水平明显增高(P<0.001)；与模型组比较，PAE
组细胞中α-Syn表达水平明显降低(P<0.01，图3)。
2.4　PAE 对 A53T-α-Syn 细胞自噬相关蛋白 Beclin-1、
p62、LC3-Ⅱ表达的影响　Western blotting 检测结果

显示，与对照组比较，模型组细胞中自噬相关蛋白

Beclin-1、LC3-Ⅱ表达水平明显降低(P<0.01，P<0.05)，
p62蛋白表达水平明显增高(P<0.05)。与模型组比较，

PAE 组细胞中 Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白表达水平明显增

高 (P<0.05)， p62 蛋白表达水平明显降低 (P<0.05，
图4)。

α-Syn. α-突触核蛋白；PAE. 丹皮酚；与对照组比较，(1)P<0.01；

与模型组比较，(2)P<0.05，(3)P<0.01

图1　不同浓度PAE对A53T-α-Syn细胞存活率的影响

Fig.1　Effects of different concentrations of PAE on the survival 
rates of A53T-α-Syn cells
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2.5　抑制自噬后 PAE 对 A53T-α-Syn 细胞中α-Syn 蛋

白表达的影响　Western blotting检测结果显示，与模

型组比较，PAE组细胞中α-Syn蛋白表达水平明显降

低 (P<0.05)；与 PAE 组比较，PAE+3-MA 组细胞中

α-Syn表达水平明显增高(P<0.05，图5)。
2.6　PAE 对 A53T-α-Syn 细胞中 p-JNK、Bcl-2 蛋白表

达的影响　Western blotting检测结果显示，与对照组

比较，模型组细胞中自噬上游通路关键蛋白 p-JNK
蛋白双条带总和、该通路下游蛋白Bcl-2表达水平均

明显降低(P<0.05，P<0.01)；与模型组比较，PAE 组

细胞中 p-JNK 蛋白双条带总和、Bcl-2 表达水平均明

显增高(P<0.05，图6)。

3　讨　　论

PD 的病因目前仍然不甚清楚，业界认为 PD 是

遗传因素和环境因素复杂的、相互作用的结果，这

些因素影响着许多基本的细胞过程[11-12]。α-Syn是PD
病理学标志物 LB 的主要成分；α-Syn 表达水平较低

时其细胞毒性不明显，而表达水平较高时可诱导氧

化应激、蛋白酶体和溶酶体功能障碍、多巴胺缺失

及细胞死亡，因此，α-Syn 被认为是 PD 的潜在治疗

靶标。α-Syn的编码基因SNCA A53T突变最早见于罕

α-Syn. α-突触核蛋白；PAE. 丹皮酚；与对照组比较，(1)P<0.001；

与模型组比较，(2)P<0.01

图3　各组细胞中α-突触核蛋白表达水平比较(n=3)
Fig.3　Comparison of the expression levels of α-synuclein in each 
group of cells (n=3)

α-Syn. α-突触核蛋白；PAE. 丹皮酚；Ａ. 对照组；Ｂ. 模型组；Ｃ. PAE组

图2　光学显微镜下各组SH-SY5Y细胞形态(40×)
Fig.2　Morphology of SH-SY5Y cells of each group in microscope (40×)

PAE. 丹皮酚；LC3-Ⅱ. 微管相关蛋白轻链3 Ⅱ；与对照组比较，(1)P<0.01，(2)P<0.05；与模型组比较，(3)P<0.05

图4　各组细胞中自噬相关蛋白Beclin-1、p62、LC3-Ⅱ的表达水平比较(n=3)
Fig.4　Comparison of the expression levels of autophagy related proteins Beclin-1, p62, and LC3-Ⅱ in each group of cells (n=3)
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见的常染色体显性遗传早发型PD，基因序列分析显

示该基因第 209 位碱基由 G 变为 A(G209A)，导致其

编码氨基酸序列第 53 位的丙氨酸被苏氨酸替换(Ala 
53 Thr，A53T)；该突变能够加速α-Syn 的聚集，在

细胞内形成寡聚体。有研究显示，A53T 突变型的

α-Syn比野生型更具有细胞毒性[13-15]。本研究在光学

显微镜下观察过表达α-Syn诱导建立的PD细胞模型

中，发现PAE可促进A53T细胞生长，CCK-8法检测

结果显示PAE可提高细胞存活率，Western blotting检

测结果显示 PAE 可降低α-Syn 蛋白表达水平；提示

PAE可降低过表达α-Syn所致的神经毒性作用，保护

DA能神经元。

在心脑血管疾病中，PAE可通过减轻氧化应激，

抑制活性氧的过度产生并下调 p38 MAPK 磷酸化、

NF-κB 核转位、caspase-3 激活和 Bcl-2 产生途径，减

少低密度脂蛋白氧化诱导的细胞凋亡[7]。Shi 等[8]报

道，PAE 对 MPTP 诱导的 PD 模型小鼠有治疗效果，

可减轻氧化应激和神经炎症引起的损伤，并对多巴

胺能神经元产生神经营养作用。此外，有研究显示，

PAE在 6-OHDA小鼠PD模型中可缓解氧化应激，抑

制细胞凋亡和星形胶质细胞增生，增加纹状体酪氨

酸羟化酶(tyrosine hydroxylase，TH)的表达，发挥神

经保护作用[9]。

自噬 -溶酶体途径 (autophagy-lysosome pathway，
ALP)可降解真核细胞中的细碎片和异常蛋白[16]，按

其机制可划分为 3类，分别是巨自噬(即通常意义上

说到的自噬)、小自噬及分子伴侣介导的自噬[17]。

α-Syn 的聚集和清除更多依赖于自噬途径，当α-Syn
过表达时会损害巨自噬，其中 A53T 型突变可诱导

α-Syn 延缓自噬，且在酵母中对自噬的抑制作用增

加[18-20]。自噬始于最初膜结构的形成，即吞噬细胞。

当吞噬细胞伸长时，它非选择性地隔离货物，并关

闭成一个双膜囊泡称为自噬体。LC3-Ⅱ定位于前自

噬体和自噬体膜，促使自噬体膜聚集、延伸并导致

吞噬细胞伸长，因此被广泛作为自噬活性评价指标。

p62蛋白对蛋白聚集体的清除也很重要，其作为衔接

蛋白与LC3-Ⅱ相互作用，以靶向聚集体，进行巨自

噬特异性降解[21-22]。在A53T细胞中，LC3-Ⅱ蛋白表

达水平降低，p62蛋白表达水平增高，提示自噬活性

受到抑制，导致蛋白质和受损细胞器清除障碍，使

α-Syn. α-突触核蛋白；PAE. 丹皮酚；与对照组比较，(1)P<0.01；

与PAE组比较，(2)P<0.05，

图5　抑制自噬后各组细胞中α-Syn蛋白表达水平比较(n=3)
Fig. 5　 Comparison of the expression level of α‐Syn after 
autophagy inhibited in each group of cells (n=3)

PAE. 丹皮酚；p-JNK. 磷酸化 c-Jun氨基末端激酶；Bcl-2. B淋巴细胞瘤-2蛋白；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与模型组比较，

(3)P<0.05

图6　各组细胞中p-JNK、Bcl-2蛋白表达水平比较(n=3)
Fig.6　Comparison of the expression levels of p-JNK and Bcl-2 in each group of cells (n=3)
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细胞损伤及凋亡增加。PAE 干预后，LC3-Ⅱ蛋白表

达水平明显增高，并促进 p62 及 α-Syn 降解，提示

PAE 可有效拮抗 A53T 突变过表达α-Syn 对大自噬通

路的抑制作用，靶向α-Syn的降解通路被激活，发挥

保护细胞的作用。

3-MA 是一种选择性自噬和磷酸肌醇 3-激酶

(PI3K)抑制剂[23]。本研究采用 1 mmol/L 3-MA与PAE
共同处理细胞 24 h，结果显示，加入抑制剂 3-MA后

细胞α-Syn表达明显高于PAE组，显示自噬通路受到

抑制时PAE清除过表达α-Syn的效果受到影响；提示

PAE可参与调控自噬-溶酶体通路，促进α-Syn降解。

本研究进一步对PAE 增强自噬的具体机制进行了探

讨。自噬的上游调控成分较多，JNK 信号通路主要

通过Bcl-2家族蛋白的磷酸化及其与Beclin-1的解离来

调控自噬。p-JNK诱导下游蛋白Bcl-2的磷酸化，Bcl-2
磷酸化使Beclin-1从Bcl-2蛋白复合物上解离，Beclin-1
结合 Vps34 蛋白形成 Vps34/Beclin-1 激酶复合物；

Vps34/Beclin-1 复合物可促进初始自噬体的形成[24]。

本研究结果显示，PAE处理后细胞 JNK磷酸化增加，

Bcl-2表达增高，下游的Beclin-1表达也增高，再次提

示 PAE 可有效增强细胞自噬功能，其具体机制可能

是通过激活 JNK/Bcl-2通路增强细胞自噬功能，进而

促进α-Syn的清除。

此外，自噬的发生还受 AMPK/mTOR 等信号通

路的调节。AMPK 通过磷酸化 mTORC1、ULK1 和

Vps34复合物中的自噬相关蛋白直接促进自噬，或通

过调节下游自噬相关基因的表达间接促进自噬。高

mTORC1活性通过磷酸化依赖性抑制ULK1和Vps34
复合物来抑制自噬，并阻止溶酶体和自噬基因的全

局表达，从而调节自噬[25-26]。在PD中，PAE是否参

与 AMPK/mTOR 信号通路的调控和激活细胞自噬，

尚待进一步研究。此外，PAE 激活自噬通路能否在

PD 动物模型发挥保护作用，尚未见相关报道，因

此，探究PAE在PD动物水平的作用应作为未来的工

作重点。错误折叠后的α-Syn在具有α-Syn沉积的神

经退行性疾病(如PD、路易体痴呆和多系统萎缩症)
中发挥中心病理作用，这些疾病被称为突触核蛋白

病[27]。因此，研究PAE靶向α-Syn的自噬清除，不仅

可为PD提供潜在的治疗方向，还可能为其他突触核

蛋白病的治疗提供参考。

综上所述，PAE 可缓解 A53T-α-Syn 突变诱导的

SH-SY5Y 细胞损伤，并通过激活自噬途径清除过表

达的α-Syn，其机制可能与上调 JNK/Bcl-2 介导的自

噬途径有关。
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