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［摘 要］ 目的：探讨1⁃甲基⁃4⁃苯基⁃吡啶离子（1⁃methyl⁃4⁃phenyl⁃pyridinium，MPP+）诱导的RSC96细胞凋亡与自噬功能障碍

与TLR2/NF⁃κB信号通路的关系。方法：将RSC96细胞分为PBS组、MPP+组和MPP++CU⁃CPT22组；CCK⁃8检测不同MPP+浓度

（0.1、0.3、0.5、0.7、0.9 mmol/L）处理后细胞存活率；TUNEL检测细胞凋亡水平；RT⁃qPCR检测Toll样受体2（TLR2）mRNA转录水

平；Western blot检测凋亡相关指标Bcl⁃2/Bax、cleaved caspase⁃3/caspase⁃3，自噬相关指标LC3Ⅱ/LC3Ⅰ和P62，以及TLR2、p⁃NF⁃
κB/NF⁃κB蛋白表达水平。结果：与PBS组相比，MPP+组细胞存活率下降且呈浓度依赖性，TUNEL染色阳性细胞数增多，Bcl⁃2/
Bax蛋白比值水平下降，cleaved caspase⁃3/caspase⁃3比值增高。同时LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值下降，P62表达增加，p⁃NF⁃κB/NF⁃κB比

值表达增加。RT⁃qPCR和Western blot结果显示，MPP+上调TLR2的表达。此外，与MPP+组相比，MPP++CU⁃CPT22组TUNEL阳性

细胞数目减少，Bcl⁃2/Bax比值升高，cleaved caspase⁃3/caspase⁃3比值降低；同时，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值上升，P62水平下降。结论：

MPP+刺激诱导RSC96细胞凋亡和自噬水平失衡，发生机制可能与TLR2/NF⁃κB通路的激活有关。
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TLR2/NF⁃κB pathway mediates MPP+⁃induced apoptosis and autophagy in RSC96 cells
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［Abstract］ Objective：To investigate the relationship between TLR2/NF ⁃κB signaling pathway and the apoptosis and autophagy
dysfunction of RSC96 cells induced by 1⁃methyl⁃4⁃phenyl⁃pyridinium（MPP+）. Methods：RSC96 cells were divided into the PBS group，
MPP + group，and MPP ++ CU ⁃ CPT22 group. Cell survival rate was detected using CCK ⁃ 8 after treatment with different MPP +

concentrations（0.1，0.3，0.5，0.7，0.9 mmol/L）. Cell apoptosis was detected by TUNEL staining. RT⁃qPCR was performed to detect the
TLR2 mRNA level. Western blot was performed to detect the expression levels of apoptosis related indicators Bcl ⁃ 2/Bax，cleaved
caspase⁃3/caspase⁃3，autophagy⁃related indicators LC3II/LC3I and P62，as well as TLR2 and p⁃NF⁃κB/NF⁃κB. Results：Compared
with the PBS group，the cell viability of the MPP + group decreased in a concentration ⁃ dependent manner，the number of TUNEL⁃
staining positive cells increased，the ratio of Bcl⁃2/Bax decreased while cleaved caspase⁃3/caspase⁃3 ratio increased，as well as had a
decrease in the ratio of LC3Ⅱ/LC3Ⅰ and an increase in P62 and p⁃NF⁃κB/NF⁃κB ratio elvel. RT⁃qPCR and Western blot results
showed that MPP + upregulated the expression of TLR2. In addition，compared with the MPP + group，the MPP ++CU ⁃CPT22 group
showed a decrease in the number of TUNEL⁃staining positive cells，an increase in Bcl⁃2/Bax level，and a decrease in cleaved caspase⁃3/
caspase ⁃ 3 ratio. Meanwhile，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ ratio was increased，and the P62 expression level was decreased. Conclusion：MPP +

stimulation induced apoptosis and the imbalance of autophagy in RSC96 cells，and the mechanism may be related to the activation of
the TLR2/NF⁃κB signaling pathway.
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帕金森病（Parkinson’s disease，PD）是一种常见

的与年龄相关的神经系统退行性疾病，影响2%~3%
的65岁以上人群［1］。除典型的运动缺陷外，患者往

往表现出一些非运动症状，如嗅觉减退、自主神经

功能紊乱、睡眠障碍、感觉障碍等，这些症状在诊断

为帕金森病前可持续数年，然而对其具体发病机制

仍然缺乏有效认识［2-3］。

PD病理表现为黑质多巴胺能神经元丢失和路

易小体的形成，其中磷酸化α⁃突触核蛋白（phosphory⁃
lated⁃α⁃synuclein，p⁃α⁃syn）是构成路易小体主要成

分［4］。凋亡与自噬作为维持细胞活性和生物体稳态

的重要过程，与神经系统退行性疾病密切相关。

以往研究发现，自噬失调可导致α⁃突触核蛋白

（α⁃synuclein，α⁃syn）的异常聚集，促进溶酶体释放

促凋亡蛋白从而加速神经元凋亡［5-6］。

Toll 样受体（toll ⁃ like receptor，TLR），尤其是

TLR2和TLR4，在PD患者中失调，且参与早期α⁃syn
的聚集［7］。前期我们对 1⁃甲基⁃4⁃苯基⁃1，2，3，6⁃四
氢吡啶盐酸盐（1⁃methyl⁃4⁃phenyl⁃1，2，3，6⁃tetrahy⁃
dropyridine，MPTP）慢性PD小鼠坐骨神经进行测序，

结果显示，相较于生理盐水组，TLR2在MPTP组显著

上调［8］。越来越多的证据表明，TLR2在调节神经元

自噬以及α⁃syn的清除中发挥重要作用［9-10］。此外，激

活TLR2损害自噬溶酶体途径［11］。课题组既往研究发

现，PD患者腓肠神经、MPTP小鼠坐骨神经、过表达人

源性A53T α⁃syn的大鼠迷走神经髓鞘均存在一定程

度的破坏，如髓磷脂中出现大量的脂质空泡，鞘破裂

以及雪旺细胞（Schwann cell，SC）肿胀，同时观察到SC
中p⁃α⁃syn的沉积，这提示 SC损害在 PD外周神经

病变如感觉障碍和自主神经功能障碍中发挥一定

作用［8，12-13］。此外，前期研究已证实使用MPTP作为研

究 PD自主神经功能障碍模型的适用性［14］。然而，

TLR2是否参与SC凋亡与自噬过程有待进一步研究。

因此，本研究在体外细胞水平观察PD中 SC是

否存在凋亡与自噬功能障碍，并进一步探讨MPP+诱

导的 SC自噬与凋亡功能障碍的机制，以期为PD自

主神经功能障碍的发生提供新的见解。

1 材料和方法

1.1 材料

MPP+（Sigma 公司，美国），CU⁃CPT22（MCE 公

司，美国），TUNEL原位细胞凋亡检测试剂、FITC（上

海生工生物工程股份有限公司），CCK⁃8 试剂盒

（APExBIO公司，美国），抗荧光淬灭封片剂（含DA⁃

PI）（北京索莱宝科技有限公司），TLR2抗体（Abcam
公司，英国），p⁃NF⁃κB抗体、NF⁃κB抗体（CST公司，

美国），Bcl⁃2（SAB公司，美国），Bax、caspase⁃3（CST
公司，美国），LC3、P62、山羊抗兔 IgG二抗、山羊抗鼠

IgG抗体（Proteintech，美国），荧光显微镜（Olympus
公司，日本），酶标仪（FLx800TM，Bio⁃Tek 公司，美

国），Tanon5200全自动化学发光成像分析系统（上

海天能科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 RSC96细胞培养与分组

RSC96细胞株购于武汉普诺赛生命科技有限公

司，使用含有 10%胎牛血清、1%青霉素/链霉素的

Dulbecco改良Eagle培养基，置于 5%CO2、37 ℃培养

箱中进行培养，每 2~3 d进行换液。细胞随机分为

PBS 组（与 MPP+等体积 PBS 处理 24 h）、MPP+组

（0.5 mmol/L MPP+处理 24 h）和MPP++CU⁃CPT22组

（8 μmol/L CU⁃CPT22，使用DMSO进行溶解）［8］。

1.2.2 CCK⁃8检测细胞存活率

使用CCK⁃8检测细胞存活率，按照 1×104个/孔
的密度将RSC96细胞接种于96孔板后，取对数生长

期的细胞使用MPP+（0、0.1、0.3、0.5、0.7、0.9 mmol/L）
进行处理，24 h后弃去旧培养基，加入按照9∶1比例

配备的CCK⁃8溶液，培养箱中孵育 1 h后使用酶标

仪在 450 nm处检测吸光度值，细胞存活率=［（MPP+

组吸光度-空白孔吸光度）/（PBS组吸光度-空白孔

吸光度）］×100%［15］。

1.2.3 TUNEL检测细胞凋亡水平

在24孔板中接种细胞爬片，待其贴壁并生长状

态良好时分组处理24 h，取出后PBS冲洗2次，每次

5 min，室温下使用4%多聚甲醛固定60 min，后续操

作按照制造商的说明进行。使用含DAPI的防荧光

淬灭剂封片后在荧光显微镜下观察，TUNEL染色阳

性细胞核呈现黄绿色，每张爬片取 3个不同视野记

录阳性细胞数均值，并统计4张爬片阳性细胞占比，

使用GraphPad Prism 9进行统计分析［16］。

1.2.4 细胞总蛋白提取和Western blot
细胞经处理 24 h后从培养箱中取出，使用PBS

缓冲液清洗 3次，每次 5 min，加入含有蛋白酶抑制

剂和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液，刮下细胞后冰上

裂解30 min，在4 ℃、12 000 r/min条件下离心15 min，
吸取上清，使用BCA试剂盒进行蛋白定量，上样量

均为30 μg，SDS⁃PAGE 80 V恒压电泳，300 mA恒流

转 PVDF膜后，TBST配制 5%脱脂奶粉溶液，封闭

2 h，TBST清洗 3次，每次 10 min。一抗稀释比 P62
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A：CCK⁃8检测不同浓度MPP+刺激后RSC96细胞增殖水平（n=9）；B：各组TUNEL染色结果；C：各组TUNEL阳性细胞百分比的定量分析

（n=4）；D：各组 cleaved caspase⁃3/ caspase⁃3和Bcl⁃2/Bax蛋白表达水平代表性图像；E：各组 cleaved caspase⁃3/caspase⁃3蛋白表达水平的定量比

较（n=3）；F：各组Bcl⁃2/Bax蛋白表达水平的定量比较（n=3）。两组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
图1 MPP+诱导RSC96细胞活力下降与凋亡

Figure 1 MPP+ induces decreased viability and apoptosis in RSC96 cells
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为1∶800，β⁃actin为1∶5 000，其余均为1∶1 000，4 ℃
孵育过夜，TBST洗膜 3次。二抗稀释比山羊抗体

1∶5 000、山羊抗鼠 1∶5 000，室温孵育 1.5 h，再次洗

膜后滴加ECL发光液在化学发光成像系统中显影，

Image J统计条带灰度值分析蛋白水平。

1.2.5 实时定量PCR
收集各组RSC96细胞并提取总RNA，使用逆转

录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，实时定量 PCR
（real ⁃ time quantitative PCR，RT ⁃ qPCR）用于检测

TLR2基因的表达水平。引物序列 TLR2（F：5′⁃TC⁃
CATGTCCTGGTTGACTGG⁃3′，R：5′⁃AGGAGAAGG⁃
GCACAGCAGAC⁃3′），GAPDH（F：5′⁃TGAAGGTCG⁃
GTGTCAACGGATTTGGC ⁃ 3′，R：5′ ⁃ CATGTAGGC⁃
CATGAGGTCCACCAC⁃3′）。
1.3 统计学方法

使用GraphPad Prism 9软件进行统计学分析。

数据使用均数±标准误（x ± sx）表示，两组间比较采

用 t检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 MPP+抑制RSC96细胞活力，同时诱导细胞凋亡

CCK⁃8结果显示，相较于PBS组，RSC96细胞经

不同浓度MPP+（0.1、0.3、0.5、0.7、0.9 mmol/L）处理后

增殖能力下降，且呈现浓度依赖性（图 1A），选择不

引起细胞大量死亡的MPP+刺激浓度（0.5 mmol/L）进
行后续实验。TUNEL染色结果显示，与 PBS组相

比，MPP+组阳性细胞数目增加（图1B、C），提示MPP+

诱导RSC96细胞出现凋亡。Western blot 结果显示，

与 PBS组相比，MPP+组细胞 cleaved caspase⁃3/cas⁃
pase⁃3水平升高（图1D、E），同时Bcl⁃2/Bax水平降低

（图1D、F）。综上，MPP+诱导RSC96细胞凋亡，显著

降低增殖能力。

2.2 MPP+降低RSC96细胞自噬水平

为了探究MPP+对RSC96细胞自噬水平的影响，
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采用Western blot检测细胞LC3Ⅱ/LC3Ⅰ和P62蛋白

表达水平。结果显示，相比 PBS组，MPP+组 LC3Ⅱ/
LC3Ⅰ表达量降低（图2A、B），同时P62水平升高（图

2A、C），提示MPP+抑制细胞自噬。

2.3 MPP+诱导RSC96细胞 TLR2/NF⁃κB信号通路

的激活

采用RT⁃qPCR和Western blot分别检测细胞内

TLR2转录和蛋白表达水平，结果显示，MPP+诱导

RSC96细胞内 TLR2转录水平上调（图 3A），同时蛋

白表达量增加（图 3B、C），此外Western blot结果显

示，MPP+刺激后RSC96细胞内p⁃NF⁃κB/NF⁃κB水平

升高（图 3B、D）。以上结果均提示MPP+诱导细胞

TLR2/NF⁃κB信号通路的激活。

2.4 抑制TLR2缓解了MPP+诱导的细胞凋亡

为了进一步阐明TLR2/NF⁃κB信号通路在MPP+

诱导的RSC96细胞凋亡中发挥的作用，使用TLR1/2
拮抗剂CU⁃CPT22抑制 TLR2的表达。TUNEL染色

结果显示，抑制TLR2降低了TUNEL阳性细胞数目
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A：Western blot检测各组细胞LC3Ⅱ/LC3Ⅰ和P62蛋白表达水平代表性图像；B：各组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋白表达水平的定量比较（n=3）；C：各
组P62蛋白表达水平的定量比较（n=3）。两组比较，*P<0.05，**P<0.01。

图2 MPP+诱导RSC96细胞自噬降低

Figure 2 MPP+ induces a decrease in autophagy in RSC96 cells

A：RT⁃qPCR检测各组细胞TLR2 mRNA相对表达水平（n=8）；B：Western blot检测各组细胞TLR2和p⁃NF⁃κB/NF⁃κB蛋白表达水平代表性

图像；C：各组TLR2蛋白表达水平的定量比较（n=3）；D：各组 p⁃NF⁃κB/NF⁃κB蛋白表达水平的定量比较（n=3）。两组比较，*P<0.05，**P<0.01，
***P < 0.001。

图3 MPP+ RSC96细胞诱导TLR2/NF⁃κB信号通路的激活

Figure 3 MPP+ stimulation induces activation of TLR2/NF⁃κB signaling pathway in RSC96 cells
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（图4A、B）。RT⁃qPCR结果显示，使用CU⁃CPT22可
降低RSC96细胞TLR2 mRNA转录水平（图4C）。同

时，使用Western blot检测细胞凋亡蛋白表达情况，

结果显示，与 MPP +组相比，MPP ++CU ⁃CPT22 组

cleaved caspase3/caspase3水平下降（图4D、E），Bcl2/
Bax表达量上升（图 4D、F），以上结果均提示抑制

TLR2减轻了MPP+诱导的细胞凋亡。

2.5 抑制 TLR2缓解了MPP+诱导的细胞自噬水平

的降低

为了进一步明确TLR2/NF⁃κB信号通路在MPP+

诱导的 RSC96细胞自噬中发挥的作用，分别检测

MPP+刺激和MPP+刺激的同时给予CU⁃CPT22后自

噬相关蛋白水平。Western blot结果显示，相比MPP+

组，MPP++CU⁃CPT22组 PSC96细胞 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋

白表达量增加（图5A、B），P62蛋白含量下降（图5A、

C），以上结果提示抑制 TLR2 可缓解 MPP+诱导的

RSC96细胞自噬水平的下降，进一步说明MPP+诱

导的 RSC96细胞自噬水平下降与 TLR2/NF⁃κB信

号通路激活有关。

3 讨 论

神经系统疾病是全世界残疾的主要来源，近年

来，PD患者的总数随着人口的增加而增加［17］。自主

神经功能障碍作为PD的临床表现之一困扰着大多

数 PD患者，其导致生活质量的下降以及死亡率的

增加，因此越发受到人们的关注［18］。目前，PD自主

神经功能障碍的发生机制尚未明确，其治疗仍具有

挑战性。
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SC作为一种外周神经胶质细胞，从神经嵴发育

而来，成熟的 SC保留其表型可塑性，在周围神经再

生过程中充当重要角色，SC的其他非典型功能包括

调节免疫反应以及表皮的触觉受体［19］。以往研究

发现，在多发性硬化中，中枢神经系统存在明显的

脱髓鞘改变和少突胶质细胞死亡，髓鞘功能丧失，

神经冲动传导受到抑制，此外，多系统萎缩患者 SC
中存在p⁃α⁃syn沉积［20］。在本课题组前期的研究中，

PD患者存在周围神经损伤，与健康对照相比，PD患

者腓肠神经纤维松散分布，神经传导速度减慢，感

觉神经动作电位幅度降低，伴有轴突变性和脱髓鞘

改变。此外，本课题组还发现慢性MPTP模型小鼠

坐骨神经同样出现脱髓鞘改变，SC肿胀明显，部分

细胞甚至出现破碎，且这种改变与神经功能障碍和

神经炎症密切相关［8］。然而，本课题组以往的研究

均是在体水平，尚未在细胞水平探究其损伤过程及

可能机制。RSC96细胞系广泛应用于糖尿病、周围

神经损伤、骨科领域的研究，具有培养周期短，可多
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图5 抑制TLR2缓解MPP+诱导的RSC96细胞自噬水平的降低

Figure 5 Inhibition of TLR2 alleviates MPP+⁃induced reduction in autophagy level in RSC96 cells
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图4 抑制TLR2减轻MPP+诱导的RSC96细胞凋亡

Figure 4 Inhibition of TLR2 attenuates MPP+⁃induced apoptosis in RSC96 cells
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次传代的优势，因此，本研究使用RSC96细胞系，通

过MPP+刺激诱导PDSC模型，探究细胞损伤及其可

能机制。

细胞通过凋亡和自噬清除受损老化的细胞，二

者相互制约，关系复杂。自噬功能障碍可表现为功

能失调的线粒体或错误折叠的蛋白质聚集，是多种

神经退行性疾病的标志［21］。自噬过程表现为不同

类型应激做出的适应性反应，然而当这种应激超过

一定阈值时，将会导致细胞凋亡。研究显示，MPTP
诱导神经元凋亡与PD病理改变和行为障碍密切相

关［22］。然而，既往的研究大多针对中枢多巴胺能神

经元、小胶质细胞和星形胶质细胞，针对外周胶质细

胞的研究相对较少。本研究聚焦 SC，检测了MPP+

处理后RSC96细胞增殖能力与凋亡水平，与既往研

究结果一致，细胞经MPP+刺激后，cleaved caspase⁃3/
caspase⁃3水平升高，Bcl⁃2/Bax水平下调，TUNEL染

色阳性细胞数目增多，提示细胞凋亡水平增高。

在自噬过程中，LC3Ⅰ被泛素样体系加工修饰，

产生 LC3Ⅱ，LC3Ⅱ的表达量与自噬水平正相关。

P62作为一种自噬衔接蛋白，在自噬的过程中不断

降解，当自噬受损时，P62水平升高。研究发现，

MPP+通过多巴胺转运体特异性转运到多巴胺能神

经元中，引发神经元过度自噬和丢失［23］。然而，在

本研究中，MPP+刺激RSC96细胞后LC3Ⅱ/LC3Ⅰ显

著下降，同时 P62水平升高，提示MPP+诱导RSC96
细胞自噬抑制，这可能是 SC作为神经胶质细胞在

PD外周脱髓鞘改变中发挥的一种保护机制，还需要

在体实验进一步研究不同时期PD外周神经SC结构

与功能的改变，以及是否存在SC增生。有研究报道

在小鼠十二指肠注射α⁃syn 预制原纤维引发了肠道

胶质细胞增生，小鼠出现便秘等胃肠道功能改变，

然而中枢并未出现明显的病理表现［24］，因此有必要

聚焦外周神经胶质细胞做更深入的研究。

TLR作为跨膜模式识别受体，广泛分布于免疫

和非免疫细胞中，并且能够识别细胞损伤相关分子

从而启动免疫应答反应［25］。以往研究报道TLR2激
活可促进晚期动脉粥样硬化中巨噬细胞的凋亡［26］，

此外，抑制 TLR2可导致转基因小鼠和细胞模型中

自噬的激活，促进α⁃syn的清除，提示TLR2可能作为

PD等神经退行性疾病自噬激活策略的靶标。TLR2
在神经胶质细胞中高表达，其多态性与 PD发病风

险有关，通过 TLR2途径激活小胶质细胞能够诱导

神经毒性［27］。活化的小胶质细胞诱导神经元TLR2/
JNK通路的激活导致神经元自噬紊乱，进而促进了

α⁃syn的积累和神经元轴突的缩短［28］。在多发性硬

化小鼠体内诱导 TLR2耐受可降低 TLR2信号转导

从而增强髓磷脂的修复，提示降低先天免疫信号转

导可能作为一种治疗多发性硬化炎症和髓鞘修复

的方法［29］。

前期研究发现 SC 敲除 TLR2 可改善病理性

α⁃syn诱导的迷走神经损伤，部分缓解PD大鼠前驱

期自主神经功能障碍［13］。MPTP 小鼠坐骨神经

TLR2水平上调且伴有神经传导速度减慢等电生理

改变，提示 TLR2的激活与 PD周围神经损伤密切

相关［8］。本研究从转录和蛋白水平分别评估了

MPP+刺激下RSC96细胞TLR2/NF⁃κB信号通路激活

情况，结果显示MPP+诱导细胞凋亡和自噬水平失衡

的同时，TLR2表达上调，p⁃NF⁃κB/NF⁃κB水平升高，

提示TLR2/NF⁃κB信号通路的激活。为了进一步探

究TLR2/NF⁃κB信号通路在MPP+诱导的RSC96细胞

凋亡和自噬失调中发挥的作用，本研究使用TLR1/2
抑制剂CU⁃CPT22处理RSC96细胞，结果显示，抑制

TLR2降低了MPP+诱导的细胞凋亡水平，同时细胞

自噬水平升高，以上结果进一步证实了MPP+诱导

RSC96细胞凋亡与自噬失衡与TLR2/NF⁃κB信号通

路的激活有关。

综上所述，本研究使用MPP+发现 PD中 SC存

在出现凋亡与自噬失衡，并证实了与 TLR2/NF⁃κB
通路的相关性。抑制 TLR2缓解 SC损伤可能成为

PD自主神经功能障碍的外周治疗靶点。本研究

为 PD中 SC凋亡与自噬功能障碍以及可能机制提

供新的见解，为 PD 自主神经功能障碍的治疗提

供方向。
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