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［摘 要］ 目的：探讨甲基苯丙胺（methamphetamine，METH）暴露引起的阿尔兹海默病（Alzheimer’s disease，AD）样改变，阐

述 L型钙通道在该病理样改变中的作用。方法：借助原代培养的神经元，利用Western blot法，观察METH（0、30、100、300、
1 000 μmol/L）暴露后引起AD样病理性蛋白淀粉样蛋白前体（amyloid precursor protein，APP）、磷酸化Tau蛋白（p⁃Tau）的表达，

并观察钙通道抑制剂硝苯地平作用后APP、p⁃Tau表达的改变。结果：APP和p⁃Tau的表达随METH作用浓度和时间的增加而

增高，具有剂量和时间依赖性。钙通道抑制剂硝苯地平（nifedipine，NIF）预先孵育后，METH引起的AD样改变明显改善。结

论：METH暴露可引起AD病理性改变，L型钙通道抑制剂可部分逆转上述改变，因而L型钙通道可能作为对METH作用的干预

靶点，具有潜在的干预价值。
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［Abstract］ Objective：To investigate the Alzheimer disease（AD）⁃like changes caused by methamphetamine（METH）exposure，and
to elucidate the role of L⁃type calcium channels in this pathological change. Methods：After primary cultured neurons were exposed to
METH（0，30，100，300，and 1 000 μmol/L），Western blotting assay was performed to investigate the expression of AD ⁃ like
pathological protein amyloid precursor protein（APP）and p ⁃Tau with or without the treatment of nifedipine. Results：After METH
treatment，APP and p⁃Tau increased in a dose⁃dependent manner. Meanwhile，with a certain concentration of METH cultured with the
neurons，the level of APP and p ⁃ Tau was increased in a time ⁃ dependent manner. After pre ⁃ incubation with the calcium channel
inhibitor nifedipine（NIF），the METH⁃induced AD⁃like changes were significantly improved. Conclusion：METH exposure can cause
AD pathological protein changes and L⁃ type calcium channel ihhibitor can partially reverse the adverse changes，therefore，L⁃ type
calcium channel may be a potential intervention target for METH with the potential intervention value.
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阿尔兹海默病（Alzheimer’s disease，AD）是一种

慢性伴随人记忆力丧失的神经退行性疾病。目前β⁃
淀粉样蛋白（amyloid β，Aβ）的过度积累和Tau蛋白的

异常磷酸化是导致该病发生的两大主要学说［1］。AD
的发生与多种有害环境和不良生活习惯密切相

关。例如，甲基苯丙胺（methamphetamine，METH，俗

称冰毒）的滥用。METH可特异作用于纹状体，导致

帕金森样改变［2］，但METH是否引起AD样改变，目

前鲜有报道。研究显示，经L型电压门控钙通道（L⁃
type voltage dependent calcium channel，L⁃VDCC）流

入的Ca2+可引起胞内钙超载，不仅导致Aβ蛋白前体

（amyloid precursor protein，APP）表达上调，Aβ生成

增多［3-4］，还可造成Tau蛋白的过度磷酸化［5］，聚集形

成神经纤维缠结（neurofibrillary tangles，NFTs），这说

明Ca2+与METH的神经毒性关联紧密。因而，本研

究拟用 L⁃VDCC 抑制剂硝苯地平，观察钙通道在

METH引起AD样改变中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

孕 18 d SPF级 SD大鼠购于南京医科大学实验

动物中心。动物饲养于人工环境中：湿度 30%~
50%，温度 20~26 ℃，明暗交替 12 h/12 h，自由饮水

进食（实验动物使用许可证号：SYXK2015⁃0015，动
物实验伦理证号：IACUC⁃1705017）。

Neurobasal medium、B27购自美国 Gibco公司，

RIPA蛋白裂解液、硝苯地平、cocktail蛋白酶抑制

剂、β⁃actin抗体购自美国Sigma Aldich公司，BCA蛋

白定量试剂盒购自美国Thermo Scientific公司，甲基

苯丙胺来自中国食品药品检定研究院，一抗：APP抗

体、p⁃Tau抗体、Tau抗体来自美国Abcam公司。二

抗：HRP标记的Goat Anti⁃Rabbit IgG（H+L）及HRP
Goat Anti⁃Mouse IgG（H+L）（Jackson Immuno公司，美

国），PVDF膜及ECL发光液（Millipore公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 原代神经元培养

孕 18 d SD大鼠，七氟烷麻醉后断头处死，取胎

鼠，分离左右大脑半球皮质，置于HBSS缓冲液，经

蛋白胰酶消化后，分别经100 μm及40 μm细胞网筛

过滤，离心，加神经元培养液，按以2×106个/mL的细

胞密度接种，每3 d进行半量换液，第8~10天获得成

熟神经元，进行相应实验。

1.2.2 蛋白免疫印迹

神经元细胞经相应处理后，经蛋白裂解液裂

解，提取细胞总蛋白，采用BCA法测定蛋白质浓度，

并进行蛋白电泳。每个泳道加入 30 μg蛋白，电泳

后将蛋白转至 PVDF膜，用 5%脱脂奶粉进行封闭，

一抗4 ℃过夜孵育，二抗常温孵育2 h，反复清洗后，

将 ECL发光液A液和 B液混合（1∶1），均匀覆于膜

上，置于凝胶成像系统成像进行曝光。所有蛋白免

疫印迹结果至少细胞建模3次，每批样本重复3次。

1.3 统计学方法

所有数据以均数±标准差（x ± s）表示，利用

SPSS17.0软件进行统计学分析，Graphpad Prism5软
件进行作图。多组定量资料比较采用单因素方差

分析检验，多组间两两比较选用LSD检验或Dunnet
T3检验，P ≤ 0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 METH诱导APP高表达及L型钙通道在其中的

作用

不同浓度的METH（0、30、100、300、1 000 μmol/L）
与神经元共孵 48 h，利用Western blot法检测AD病

理性蛋白Aβ前体大分子蛋白APP的蛋白表达。结

果显示，100 μmol/L 及以上浓度的METH作用神经

元后，APP表达显著增高，且随着METH剂量增高，

APP蛋白表达上调，差异具有统计学意义（图 1A，

P < 0.05）。为观察METH作用神经元后APP表达的

时间性特征，将 300 μmol/L METH与神经元孵育不

同时间点（0、12、24、48、72、96 h），结果显示，METH
处理48 h后，APP在神经元中的表达显著升高，且该

效应随时间延长而增强，在该实验设置的几个观察

时间点中，96 h时APP的表达最高（图1B）。上述实

验证明METH上调APP的表达具有特异性。

此外，利用L型钙通道特异性抑制剂硝苯地平

（NIF，5 μmol/L）预孵神经元 0.5 h后，发现METH作

用48 h后引起APP的上调被明显抑制（图1C），提示

L型钙通道参与METH对APP的调节作用。

2.2 METH诱导 p⁃Tau高表达及L型钙通道在其中

的作用

高度磷酸化的Tau蛋白（p⁃Tau）聚集是AD样改

变的另一重要特征。我们的研究发现，100、300、
1 000 μmol/L METH可显著增加神经元 p⁃Tau的磷

酸化程度（图 2A，P < 0.05）。而在低浓度30 μmol/L
METH作用后，p⁃Tau的磷酸化同样表现为上调趋

势，尽管未显示出统计学差异。METH作用引起的p⁃
Tau的表达随剂量增高而表达增高。同时，p⁃Tau磷

酸化的改变随时间延长而上调，表现为：300 μmol/L
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的METH作用于神经元细胞不同时间点（0、12、24、
48、72、96 h）后，p⁃Tau表达从48 h及以后明显增加，

类似地，Tau蛋白表达亦表现为类似的结果，具有显

著性差异（图2B，P < 0.05）。
L型钙通道抑制剂硝苯地平 5 μmol/L处理细

胞 0.5 h，再将其与 300 μmol/L 浓度的 METH共孵

48 h后，与METH处理组比较，神经元中 p⁃Tau的表

达显著降低（P < 0.05，图2C）。
3 讨 论

目前，关于AD的发病理论主要涉及由APP大

量切割产生Aβ堆积形成的β淀粉样沉淀及由p⁃Tau
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图1 硝苯地平抑制METH诱导APP高表达

Figure 1 METH⁃induced high expression of APP was inhibit by nifedipine treatment

A：不同浓度的METH作用48 h对神经元Tau的表达和磷酸化影响；B：300 μmol/L 的METH暴露不同时间对神经元Tau的表达和磷酸化影

响；C：Western blot实验检测硝苯地平对METH诱导p⁃Tau表达。与对照组相比，*P < 0.05；与METH处理组相比，#P < 0.05（n > 3）。
图2 硝苯地平抑制METH诱导Tau表达

Figure 2 METH⁃induced Tau expression was decreased by nifedipine treatment
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高度磷酸化引起NFTs导致的神经病理性改变［6］。有

研究显示，细胞内Ca2+稳态异常可使Aβ生成增加［7］，

引发AD样病变。同时神经元细胞内的Ca2+超载被

认为参与了NFTs的形成［8］，且相关研究证明高浓度

的胞浆Ca2+会促进Tau的过度磷酸化［9］，形成NFTs，
破坏神经元调控与神经递质运输过程。但钙稳态

失调是否参与了METH引起的神经损伤尤其关于

AD病理性蛋白APP和 p⁃Tau的调节仍不明确。我

们既往研究显示，METH可引起神经元细胞内钙浓

度的增高，导致细胞内部钙稳态的紊乱，继而引起神

经元的凋亡。而在此过程中，利用L型钙通道抑制剂

硝苯地平可有效降低METH引起的神经元损伤［10］。

基于上述研究，我们发现，METH暴露后同样引起了

AD样病理性改变，表现为Aβ前体病理性蛋白APP
表达上调，p⁃Tau磷酸化显著增高。但在该过程中，

L型钙通道是否参与METH引起的病理性蛋白高表

达仍然未知。

Ca2+是机体各项生理活动不可或缺的物质，它

作为细胞信号转导中一种重要的第二信使，参与维

持细胞膜两侧生理电位、调节神经 ⁃肌肉传导功

能、控制神经突触间信号转导过程等［11-12］。细胞外

Ca2+进入胞内主要通过L⁃VDCC，它是电压依赖型钙

通道中最重要的一种亚型，又称二氢吡啶类药敏感

型钙通道，其广泛分布于树突、神经元胞体和突触

后膜，参与钙信号的调节［13］。最近的研究表明，L⁃
VDCC介导的细胞内钙稳态失衡与AD、帕金森病、

老年痴呆等神经退行性病变密切相关［14］。Chan等［15］

的研究表明，L型钙通道阻滞剂可以有效降低细胞

内多巴胺含量，从而减轻神经元损伤。

Gant［16］所在课题组将治疗性药物FK506结合蛋

白 FKBP1b高表达于小鼠海马神经元后，可部分逆

转因年老因素导致的钙稳态异常和认知能力下

降。而最近的一项研究中，Zhang等［17］利用共培养

手段，发现齐墩果酸能有效降低Aβ诱导的神经炎性

因子的释放，继而降低神经元中L型钙通道引起的

钙离子内流，起到防治AD样病变的作用，值得一提

的是，L型钙通道激动剂可破坏齐墩果酸的神经保

护作用，提示L型钙通道在引起AD样改变中发挥重

要作用。该研究与我们的研究结果类似，即METH
引起的AD病理性蛋白APP及 p⁃Tau的上调与 L型

钙通道引起的外钙内流相关，表现为硝苯地平作用

后，METH引起的APP及p⁃Tau的高表达现象显著被

抑制，提示钙稳态破坏可作为METH引起神经毒性

的一个潜在干预方向，而L型钙通道可为METH的

干预提供潜在靶点，具有较为重要的应用意义。另

外，在该研究中仍存在较多需改善之处，该研究的

观察终点是APP及 p⁃Tau的上调，其导致的病理学

效应仍需在动物行为学中进一步验证，而METH如

何引起APP及 p⁃Tau上调，钙离子作为第二信使如

何发挥对APP及 p⁃Tau的调节作用，其机制仍未阐

述。后续我们将围绕上述问题，进一步阐述METH
引起AD样病理性改变的机制。
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