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［摘 要］ 目的：以β淀粉样蛋白（amyloid β⁃protein 1⁃42，Aβ1⁃42）诱导的SH⁃SY5Y细胞为模型，探讨综合应激反应抑制剂（inte⁃
grated stress response inhibitor，ISRIB）对 Aβ1⁃42诱导的内质网应激和细胞凋亡的影响。方法：SH⁃SY5Y细胞按不同处理方式分

为4组：对照组、Aβ组、ISRIB组、ISRIB+Aβ组。培养48 h后用噻唑蓝比色法检测各组细胞存活率，蛋白免疫印迹试验检测内质

网应激相关蛋白的表达，包括葡萄糖调节蛋白 78（glucose⁃regulated protein 78，GRP78）、蛋白激酶R样内质网激酶（protein ki⁃
nase R⁃like ER kinase，PERK）⁃真核起始因子 2α（eukaryotic initiation factor 2α，eIF2α）⁃活化转录因子 4（activation transcription
factor 4，ATF4）介导的内质网应激通路，以及下游的CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋白（C/EBP homologous protein，CHOP），同时

也检测了凋亡相关蛋白的表达，包括Bcl⁃2、Bax、cleaved⁃caspase⁃3。结果：与Aβ组比较，ISRIB能显著提高SH⁃SY5Y细胞的存

活率（P < 0.01），显著降低p⁃PERK（P < 0.01）、p⁃eIF2α（P < 0.05）、ATF4（P < 0.01）和CHOP的表达（P < 0.05），提高Bcl⁃2/Bax表
达（P < 0.05），降低 cleaved⁃caspase⁃3表达（P < 0.01）。 结论：ISRIB能够抑制Aβ1⁃42诱导的 SH⁃SY5Y细胞凋亡，其机制与抑制

ERS造成的 eIF2α通路激活及其相关凋亡信号通路有关。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the effect of integrated stress response inhibitor（ISRIB）in apoptosis and
endoplasmic reticulum stress of SH ⁃SY5Y cells induced by amyloid β ⁃ amyloid protein1 ⁃ 42（Aβ1 ⁃ 42）and to clarify its mechanism.
Methods：SH⁃SY5Y cells were divided into normal control group，Aβ group，ISRIB group and ISRIB+Aβ group. The survival rate of
cells in each group was detected by MTT colorimetric assay. Western blotting was used to examine the expression of endoplasmic
reticulum stress marker glucose⁃regulated protein 78（GRP78）and activation of protein kinase R⁃like ER kinase（PERK）⁃eukaryotic
initiation factor 2α（eIF2α）⁃ activation transcription factor 4（ATF4）signaling pathway，together with C/EBP homologous protein
（CHOP）. Meanwhile，apoptosis⁃related proteins were also detected，including Bcl⁃2、Bax and cleaved⁃caspase3. Results：Compared
with Aβ group，ISRIB significantly increased the survival rate of SH⁃SY5Y cells（P < 0.01），significantly decreased the activation of p⁃
PERK（P < 0.01），p⁃eIF2α（P<0.05），ATF4（P < 0.05）and CHOP（P < 0.05），increased Bcl⁃2/Bax level（P < 0.05）and decreased
cleaved⁃casepase3 expression（P < 0.01）. Conclusion：ISRIB could inhibit the apoptosis of SH⁃SY5Y cells induced by Aβ1⁃42，and its
mechanism is related to the inhibiting the activation of eIF2α pathway and apoptotic signaling pathway induced by ERS.
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阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是一种

神经退行性疾病，随着年龄的增长伴随着认知能力

下降和记忆力减退［1］。诱发AD的因素很多，越来越

多证据表明β⁃淀粉样蛋白（amyloid β⁃protein，Aβ）沉

积是诱发AD的共同通路，是AD形成和发展的关键

因素之一，因此在神经退行性疾病中，蛋白质折叠障

碍导致的蛋白质异常聚集日益受到关注［2］。内质网

是参与蛋白质折叠的细胞器，内质网应激（endoplas⁃
mic reticulum stress，ERS）与AD的发病具有相关性。

ERS增加未折叠蛋白的聚集，伴侣蛋白葡萄糖调节蛋

白78（glucose⁃regulated protein 78，GRP78）从内质网

膜蛋白的腔面解离下来并结合到未折叠蛋白上，最重

要的 3种内质网膜蛋白有肌醇酶（inositol⁃requiring
enzyme ⁃ 1，IRE1）、活化转录因子 6（activation tran⁃
scription factor 6，ATF6）和蛋白激酶R样内质网激酶

（protein kinase R⁃like ER kinase，PERK）。与GRP78
的分离使得膜蛋白激活，启动未折叠蛋白反应（un⁃
folded protein response，UPR）。UPR的激活对细胞起

保护作用，但过度的ERS则不可逆地引起异常折叠蛋

白在细胞内过度沉积，启动细胞凋亡程序［3］。研究表

明，UPR的PERK⁃真核起始因子2α（eukaryotic initia⁃
tion factor 2α，eIF2α）分支在AD大脑中被激活，并发

现PERK信号的减弱可以减轻AD的记忆障碍［4］。

研究显示，综合应激反应抑制剂（integrated
stress response inhibitor，ISRIB）可以通过调节 eIF2B
来逆转 eIF2α磷酸化［5］。然而，目前尚不清楚 ISRIB
是否可改善AD中的神经细胞凋亡。本研究拟采用

Aβ1⁃42损伤SH⁃SY5Y细胞建立体外AD模型，较系统

地观察 ISRIB拮抗Aβ1⁃42诱导的细胞凋亡和ERS的

作用，旨在阐明 ISRIB抑制AD发病的分子机制。

1 材料和方法

1.1 材料

人源神经母细胞瘤细胞株（human neuroblasto⁃
ma cell，SH⁃SY5Y，上海阔然医学检验中心实验室），胎

牛血清、DMEM培养基、100 U/L青霉素和100 mg/mL
链霉素（Gibco公司，美国），四甲基偶氮唑盐（MTT，
Sigma公司，美国），β⁃actin、GRP78、eIF2α、p⁃eIF2α、
ATF4、CHOP、Bcl ⁃2、Bax、caspase ⁃3 和 cleaved⁃cas⁃
pase⁃3抗体（Abcam公司，美国），辣根过氧化物酶标

记的羊抗小鼠和羊抗兔二抗购自中国中杉金桥公司。

1.2 方法

1.2.1 无菌Aβ寡聚体的制备

将Aβ1⁃42粉末（1 mg/管，上海吉尔生物公司）溶

解于六氟异丙醇（1，1，1，3，3，3 hexafluoro，HFIP）并

分装至5个离心管中，200 μg/管，在化学通风橱中蒸

发后于-80 ℃保存。无菌条件下双蒸水溶解，配制

成Aβ单体工作液，浓度为 500 μmol/L。经 4 ℃孵育

24 h，16 000 r/min离心 3 min，去除离心管底部不溶

的纤维体，将上清转移至新的EP管中 4 ℃保存，得

到Aβ1⁃42寡聚体。

1.2.2 人神经母细胞瘤细胞株SH⁃SY5Y的培养

SH⁃SY5Y细胞培养在高糖DMEM培养基中，含

有10%胎牛血清、100 U/L青霉素和100 mg/mL链霉

素。5% CO2、37℃培养箱中培养，3 d换液1次，待细

胞状态稳定，密度70%~80%左右消化传代培养。

1.2.3 细胞分组和药物处理

按1×106个/mL密度接种SH⁃SY5Y细胞于96孔
板或直径 6 cm培养皿中。96孔板培养细胞用于

MTT检测，6 cm培养皿细胞用于Western blot检测。

96孔板细胞分为6组：0μmol/L ISRIB组，20μmol/L
ISRIB组，40 μmol/L ISRIB组，10 μmol/L Aβ1⁃ 42组，

10 μmol/L Aβ1⁃42+20 nmol/L ISRIB，10 μmol/L Aβ1⁃42+
40 nmol/L ISRIB组，每组设置 6个复孔，37 ℃、5%
CO2培养箱中培养48 h准备MTT实验。

6 cm培养皿细胞分为 4组：正常对照组（Con
组）、10 μmol/L Aβ1⁃42组（Aβ组）、40 nmol/L ISRIB（IS⁃
RIB 组）、40 nmol/L ISRIB+10 μmol/L Aβ1 ⁃ 42 组（IS⁃
RIB+Aβ组）。37 ℃、5% CO2培养箱中培养48 h后收

取蛋白，准备Western blot检测。

1.2.4 MTT实验

96孔板各组SH⁃SY5Y细胞培养结束后，每孔加

入 20 μL MTT工作液（浓度为 5 mg/mL），37 ℃、5%
CO2 培养箱中培养 4 h。吸弃上清液，每孔加入

DMSO 150 μL，混匀后于490 nm处读取吸光度值。

1.2.5 Western blot检测

SH⁃SY5Y细胞接种于 6 cm培养皿，加药处理

后，细胞用PBS洗 3次，加入蛋白裂解液 200 μL，用
细胞刮刮下细胞，将细胞裂解液吸取到EP管中，置

冰上反应 15 min，然后 4 ℃、12 000 r/min 离心 10
min，吸取上清丢弃沉淀，然后进行 BCA 法测定细胞

蛋白浓度。按 20 μg蛋白上样量，加入蛋白上样缓

冲液后，水浴加热 100 ℃，10 min、-20 ℃长期保存。

经 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转移至 PVDF
膜上。用5%脱脂奶粉溶液封闭1 h，分别加入β⁃ac⁃
tin、GRP78、eIF2α、ATF4、CHOP、Bcl⁃2、Bax、caspase⁃
3和 cleaved⁃caspase⁃3抗体，4 ℃孵育过夜，洗膜后加

入辣根过氧化物酶标记的抗小鼠、抗兔二抗，室温
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图2 Western blot检测 ISRIB对Aβ1⁃42诱导SH⁃SY5Y细胞ERS相关蛋白的影响

Figure 2 Effect of ISRIB on the endoplasmic reticulum stress⁃related protein induced by Aβ1⁃42 in SH⁃SY5Y cells
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A：ISRIB的化学结构式；B：用Aβ1⁃42和 ISRIB处理 SH⁃SY5Y细

胞，并用MTT分析细胞活力，两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01（n=6）。
图1 ISRIB抑制Aβ1⁃42诱导SH⁃SY5Y细胞增殖活性下降

Figure 1 ISRIB REVERSED the decreased cell survival
rate induced by Aβ1⁃42 in SH⁃SY5Y cells

孵育1 h后洗膜，将PVDF膜用发光试剂ECL显色后

曝光。

1.3 统计学方法

实验数据采用均数±标准差（x ± s）表示，采用

SPSS 22.0统计软件中的单因素方差分析进行组间

比较，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ISRIB抑制Aβ1⁃42诱导的 SH⁃SY5Y细胞增殖活

性下降

MTT检测发现单纯给予不同浓度的 ISRIB（0、
20、40 nmol/L）处理细胞48 h，细胞增殖能力未见明显

改变。给予Aβ1⁃42（10 μmol/L）和不同浓度的 ISRIB处

理细胞 48 h，各实验组细胞增殖能力随 ISRIB浓度

的增加而上升（P < 0.05，图1B）。
2.2 ISRIB降低Aβ1⁃42诱导 SH⁃SY5Y细胞ERS相关

蛋白的表达

用Western blot方法检测ERS相关蛋白，结果显

示与Con对照组比较，Aβ组SH⁃SY5Y细胞中GRP78
和p⁃PERK表达量明显高于Con组，提示Aβ1⁃42可诱导

SH⁃SY5Y细胞产生ERS。而联合 ISRIB处理后，由

Aβ1⁃42上调的 p⁃PERK表达量有所降低（P < 0.01，图
2），但是GRP78未见明显降低。

2.3 ISRIB 降低 Aβ1 ⁃ 42 诱导 SH⁃SY5Y 细胞内质网

PERK⁃eIF2α⁃ATF4信号通路

与 Con 对照组比较，Aβ组 SH⁃SY5Y 细胞中

p⁃eIF2α、ATF4和CHOP表达量明显高于Con组，提

示 Aβ1 ⁃ 42 可诱导 SH⁃SY5Y 细胞产生 ERS 并激活

PERK信号通路。而联合 ISRIB处理后，由Aβ1⁃42上

调的 p⁃eIF2α、ATF4和CHOP的表达量均有所降低

（P < 0.05，图3）。
2.4 ISRIB对Aβ1⁃42诱导 SH⁃SY5Y细胞凋亡相关蛋

白的影响

Aβ1⁃42诱导促凋亡蛋白CHOP表达量明显增加，

提示Aβ1⁃42可能诱导了凋亡性的ERS。为了进一步

验证这一假设，对Bcl⁃2，Bax、cleaved⁃caspase⁃3进行

了检测，结果发现，与Con组比较，Aβ1⁃42降低了抗凋

亡蛋白Bcl⁃2表达，增加了促凋亡蛋白Bax表达，表

明Aβ1⁃42可诱导凋亡性ERS的产生。同时发现，联合

ISRIB处理后，由Aβ1⁃42上调的Bcl⁃2/Bax的水平被抑

制（P < 0.05，图 4），cleaved⁃caspase⁃3表达量有所降

低（P < 0.01，图4）。
3 讨 论

研究发现ERS，特别是神经元UPR的改变，在

AD进展中起着重要作用，细胞外的Aβ1⁃42可诱发氧化

应激和细胞内钙离子稳态失衡，引起ERS［6-7］。ATF4

··1714
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图3 Western blot检测 ISRIB对Aβ1⁃42诱导SH⁃SY5Y细胞PERK⁃eIF2α⁃ATF4信号通路的影响

Figure 3 Effect of ISRIB on the PERK⁃eIF2α⁃ATF4 signalling pathway induced by Aβ1⁃42 in SH⁃SY5Y cells

作为UPR的一个组成部分被ERS激活，已被确定为

AD神经退行性信号的传递信息［8］。此外，ATF4调控

基因CHOP参与诱导细胞凋亡。尽管已显示 ISRIB
可增强记忆［5］，但目前尚不清楚 ISRIB是否能有效改

善AD神经细胞死亡。本文研究了 ISRIB通过拮抗

ISR对 eIF2B级联信号的药理调节，能够改善AD，并

提示ERS在AD的发病机制中发挥的作用，发现ISRIB
抑制Aβ1⁃42诱导的 eIF2α磷酸化和ATF4的表达。因

此，ISRIB对神经的保护作用可能是通过抑制ATF4
来介导的。

SH⁃SY5Y细胞是人来源的神经母细胞瘤细胞

株，具有神经元的基本特征，被广泛应用于神经药理

学及神经生理相关的研究。Aβ1⁃42能够诱导细胞凋亡

及增加氧化应激反应，是常用的建立AD细胞模型的

工具药。本研究结果显示，Aβ1⁃42处理后SH⁃SY5Y细

胞的 eIF2α磷酸化激活，ATF4和CHOP的蛋白表达

量均升高。神经细胞中Aβ1⁃42主要通过γ⁃分泌酶代

谢产生，γ⁃分泌酶主要存在于内质网。免疫荧光实

验证实在神经细胞中Aβ1⁃42主要产生并定位于内质

网。在AD患者死后大脑标本、AD动物模型以及体

外细胞试验中均发现UPR激活的标志，表明ERS和
AD之间有着重要联系。在内质网过度应激的情况

下，可通过PERK途径促进 eIF2α磷酸化激活，增加

ATF4的翻译，从而使CHOP表达上调，进而导致细

胞凋亡［9-10］。而且，ERS本身也可以通过Bcl⁃2，Bax
和 caspase⁃3途径引起细胞凋亡。文献表明，ISRIB
作为PERK信号通路抑制剂，可以抑制Aβ诱导的神

经元细胞 eIF2α磷酸化，可防止异常软骨细胞分化，

从而减轻软骨发育不良［11］。在本实验中，ISRIB和

Aβ1⁃42共同处理细胞，能够显著提高SH⁃SY5Y细胞的

存活率，明显减少 eIF2α磷酸化激活，降低ATF4和

CHOP 的表达量，提高 Bcl ⁃ 2/Bax 比值，并降低

cleaved⁃caspase⁃3表达量。结果表明 ISRIB能够抑

制Aβ1⁃42诱导SH⁃SY5Y细胞凋亡，其机制与抑制ERS
造成 eIF2α通路的激活，及其相关的凋亡信号通路

相关。

综上所述，ISRIB不仅能显著提高 SH⁃SY5Y细

胞的存活率，抑制ATF4和CHOP的表达量，还能够

提高 Bcl⁃2/Bax比值和降低 cleaved⁃caspase⁃3表达

量，提示 ISRIB在一定程度上对ERS起到了抑制作

用，同时抑制了凋亡蛋白的表达，为改善AD认知功能

障碍和延缓AD病程提供了可能。
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两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01（n=6）。
图4 Western blot检测 ISRIB对Aβ1⁃42诱导SH⁃SY5Y细胞凋亡相关蛋白的影响

Figure 4 Effect of ISRIB on the apoptosis⁃related proteins induced by Aβ1⁃42 in SH⁃SY5Y cells
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