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抑制聚ADP-核糖聚合酶-1活性降低HEK293/tau441细胞tau蛋
白的磷酸化
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摘  要：为了研究聚ADP-核糖聚合酶-1 [poly(ADP-ribose)polymerase-1, PARP-1]对微管相关蛋白tau磷酸化水平的影响，本实

验分别用不同剂量(0.5, 1, 2, 4 mmol/L)的PARP-1的抑制剂3-氨基苯甲酰胺(3-aminobenzamide, 3-AB)处理稳定表达tau441蛋白

的HEK293细胞。24 h后观察细胞的形态学变化，并用免疫印迹的方法检测PARP-1的聚ADP-核糖化修饰变化、微管相关蛋

白tau的磷酸化水平和糖原合酶激酶-3 (glycogen synthase kinase 3, GSK-3)的活性改变情况。结果显示：(1)不同浓度的3-AB处
理HEK293/tau441细胞后，细胞形态未发生显著的变化；(2) PARP-1的活性下降引起tau蛋白Ser195/198/199/202位点的非磷酸

化增强；(3) PARP-1的活性抑制使tau蛋白Thr231位点的磷酸化下降，同时细胞内的GSK-3的活性也下降。结果提示，

PARP-1的活性抑制可能通过下调GSK-3的活性，降低tau蛋白磷酸化水平。
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Suppressing poly(ADP-ribose)polymerase-1 inhibits tau phosphorylation in 
HEK293/tau441 cells
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Abstract: The study aimed to investigate the effect of inhibition of poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) activity on tau phos-
phorylation in HEK293/tau441 cells and its mechanism. HEK293/tau441 cells were treated with 3-aminobenzamide (3-AB), a PARP-
1 inhibitor, at different doses (0.5, 1, 2, 4 mmol/L). After 24 h, the cell morphology was observed under phase contrast microscope, 
tau phosphorylation level in different sites (tau-1, tau-5, Thr231) and the activity of glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) were detect-
ed by Western blotting. The results showed: (1) 3-AB at different doses failed to change the morphology of cells; (2) The 3-AB-
induced decrease in activity of PARP-1 resulted in increase of unphosphorylation level in tau-1(Ser195/198/199/202) sites; (3) The 
phosphorylation of tau was decreased in Thr231 site, while the total tau was slightly changed after 3-AB treatment; (4) With the in-
creased phosphorylation of GSK-3 at Ser9 site, the activity of GSK-3 was decreased after 3-AB treatment. The results suggest that the 
inhibition of PARP-1 by 3-AB could decrease tau phosphorylation in HEK293/tau441 cells probably through decreasing GSK-3 activ-
ity.
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研究论文

聚 ADP- 核糖聚合酶 -1 [poly(ADP-ribose)poly-
merase-1, PARP-1] 是一种蛋白翻译后核糖修饰核

酶，易被断裂的 DNA 激活，激活的 PARP-1 参与

DNA 的损伤修复、基因转录、细胞死亡等一系列
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病理生理进程，促进癌症、糖尿病和一些神经系统

疾病的发生 [1]。有研究表明 PARP-1 在神经元发挥

正常功能如神经元某些基因的表达、神经元突触可

塑性中起着重要的作用，最新的报道发现部分阿尔

茨海默病 (Alzheimer’s disease, AD) 病人 PARP-1 表

达增高，并认为 PARP-1 和 AD 的发病可能存在一

定的相关性 [2]。但 PARP-1 在 AD 中的作用如何，

还不是十分清楚。

AD 早期的两大病理特征改变包括神经原纤维

缠结 (neurofibrillary tangles, NFTs) 和老年斑 (senile 
plaques, SP)[3]。NFTs 主要是由过度磷酸化修饰的

tau 蛋白构成，tau 蛋白在 AD 发生、发展中的作用

已成为近几年 AD 研究领域的靶蛋白。当 tau 蛋白

发生过度磷酸化时，不易被降解而聚集形成双股螺

旋丝 (paired helical filaments, PHFs)，进一步恶化形

成 NFTs，使神经元轴突转运受损，引发突触丢失

和神经元死亡，从而可能发生 AD 等神经退行性疾

病 [4]。引起 tau 蛋白磷酸化的上游因素主要是蛋白

激酶和蛋白酯酶失衡导致的，而蛋白激酶包括糖原

合酶激酶 -3 (glycogen synthase kinase 3, GSK-3)、
细胞周期依赖性蛋白激酶 (cyclin-dependent kinase, 
CDK) 和蛋白激酶 B (protein kinase B, PKB) 等。在

AD 病人的脑中发现 tau 蛋白被磷酸化的位点有 40
个，其中大多数是由 GSK-3 激活所催化的，包括

tau 蛋白中 17 个丝氨酸和 6 个苏氨酸位点的磷酸

化 [5]。有报道证明 PARP-1 活性升高可以促进

GSK-3 的激活，而用特异性抑制剂 3-AB 抑制

PARP-1 活性可以显著降低海马和皮层中 GSK-
3(Tyr216) 的磷酸化水平，降低 GSK-3 的活性 [6]。

还有证据表明 AD 病人脑中 NFTs 周围 PARP-1 的

活性增强 [7]。大量研究表明 PARP-1 抑制剂在脑缺

血、脑外伤、帕金森病和亨廷顿病等动物模型中具

有一定的治疗作用 [8, 9]，而 PARP-1 与 AD 的关系也

越来越受到重视，但两者之间的作用如何尚未可知。

根据前期研究，我们推测 PARP-1 可能通过影响

GSK-3 的活性在 AD 的发生、发展中起到一定的作

用。

本实验采用 PARP-1 特异性抑制剂 3- 氨基苯甲

酰胺 (3-aminobenzamide, 3-AB) 抑制 HEK293/tau441
细胞的 PARP-1 活性，观察 tau 蛋白总量、Thr231
位点磷酸化和 Ser195/198/199/202 位点非磷酸化的

tau 蛋白水平，同时检测引起 tau 蛋白磷酸化的可

能的上游信号 GSK-3 活性的改变，进一步明确

PARP-1 与 AD 的关系及可能机制。

1  材料和方法

1.1  材料　　转入人最长 tau 异构体 cDNA 的人胚

肾母细胞瘤细胞 (HEK293/tau441) 由华中科技大学

同济医学院病理生理教研室惠赠。PARP-1 抑制

剂 3-AB 购自 Sigma 公司，PAR 单克隆抗体 (anti-
ADP-ribose Units) 购于 Abcam 公司，tau-1 单克隆

抗体 (检测Ser198/199/202位点非磷酸化的 tau蛋白 )
购于 Millipore 公司，tau-5 ( 检测 tau 蛋白的总量 )
和 pT231 ( 检测 Thr231 位点磷酸化的 tau 蛋白 ) 抗
体购于 Invitrogen 公司，GSK-3 多克隆抗体和检测

其 Ser9 位点磷酸化的 pGSK-3 抗体均购于 Cell Sig-
naling 公司，β-actin 抗体和辣根过氧化物酶标记羊

抗鼠或羊抗兔的二抗购自武汉飞羿有限公司，化学

发光底物 (enhanced chemiluminescent, ECL) 试剂盒

购于 Millipore 公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养和药物处理　　HEK293/tau441 细胞

培养于 37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱中，用含胎牛

血清 (10%) 和 G418 (200 μg/mL) 的 DMEM 培养基

培养细胞。当细胞长到 70%~80% 时，进行传代，

将细胞密度调整为 200 个 /mL，接种到六孔板，每

孔的体积为 1.2 mL。实验共分为 6 组，每组设三个

平行样。在 5% CO2，37 ℃培养箱中培养 2~3 d 后，

更换一半新鲜的培养基并将每孔培养基定容为 1 
mL。对照组不作处理；DMSO 组每孔加 4 μL 的

DMSO ；实验组分别向孔中加入 0.5、1、2、4 
mmol/L 的 3-AB，药物处理 24 h 后收集样品。

1.2.2  细胞形态学观察　　药物处理 24 h 后用位相

差显微镜观察细胞的形态。

1.2.3  免疫印迹　　收集细胞离心沉淀后，提取细

胞蛋白，并用 BCA 法测定样品蛋白质浓度。10% 
SDS-PAGE 凝胶电泳，然后将蛋白质从 SDS-PAGE
凝胶转移至 NC 膜上，5% 脱脂奶粉封闭 1 h，分别

加入一抗，4 ℃过夜，加辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔 IgG 或兔抗羊 IgG ( 根据不同的一抗 )，37 ℃
孵育 1 h，采用 ECL 试剂盒进行化学发光显影。结

果用图像分析软件 (GelScan V5.1) 进行灰度值定量

分析。

1.3  统计学方法　　全部数据均采用mean ± SD表示，

采用 SPSS 11.0 统计分析软件对数据进行 ANOVA
方差分析，P < 0.05 为差异有统计学意义。
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2  结果

2.1  3-AB不影响HEK293/tau441的细胞形态 
HEK293/tau441 细胞经过 0.5、1、2、4 mmol/L 

3-AB 处理 24 h 后，用位相差显微镜观察细胞的形

态。结果显示：与对照组相比，不同浓度的 3-AB
处理细胞对 HEK293/tau441 细胞的形态无显著影响

( 图 1)。

2.2  3-AB剂量依赖地抑制HEK293/tau441细胞

PARP-1活性

PARP-1 的激活需要对其自身的 poly(ADP-ribo-
sy)lation (PAR) 修饰，而 PAR 的修饰程度与 ADP-
ribose units 的数量有关，ADP-ribose units 的数量

越多表示其活性越强，反之活性越低。HEK293/
tau441 细胞经过 0.5、1、2、4 mmol/L 3-AB 处理

图    1. 用相差显微镜观察不同浓度3-AB处理HEK293/tau441细胞24 h后细胞形态图

Fig. 1. The effect of different doses of 3-AB on cellular morphology of HEK293/tau441 cells. The results showed no obvious differ-
ence among different groups. Scale bar, 50 μm.

图   2. 不同浓度3-AB对HEK293/tau441细胞PARP-1活性的影

响

Fig. 2. The effect of different doses of 3-AB on the activity of 
PARP-1 in HEK293/tau441 cells. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05, 
** P < 0.01 as compared to control.

24 h 后，我们用抗体 PAR 检测 ADP-ribose units 的
数量，结果显示随着 3-AB 浓度的升高，PARP-1 活

性呈剂量依赖性下降， 其活性抑制分别为 22%、

39%、57%、78%，与对照组相比有明显的差异性，

并表现出明显的剂量依赖性 ( 图 2)。
2.3  3-AB对HEK293/tau441细胞tau蛋白不同位点磷

酸化影响

HEK293/tau441 细胞经过不同浓度 3-AB 处理 24 h
后，用免疫印迹检测 tau 蛋白磷酸化水平的变化。结

果显示：随着 3-AB 浓度的升高，对 tau 蛋白的总量

无显著影响 ( 图 3A)，tau 蛋白位点 Ser195/198/199/202
非磷酸化 (tau-1 显示，图 3B) 水平逐渐上升，tau 蛋白

Thr231 位点的磷酸化水平逐渐下降 ( 图 3C)。
2.4  PARP-1活性抑制对GSK-3水平和活性影响

Tau 蛋白的 tau-1 位点和 Thr231 位点的磷酸化

水平与蛋白激酶 GSK-3 密切相关。因此我们检测

了 GSK-3 水平和活性的变化。结果显示：3-AB 处
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理 24 h 后，GSK-3 总体水平无显著变化 ( 图 4A)，
而 GSK-3 的 Ser9 位点的磷酸化 ( 非活性形式 ) 随

3-AB 浓度的升高而增强，表明 GSK-3 的活性受到

抑制 ( 图 4B)。

图    3. PARP-1活性抑制后对tau蛋白磷酸化的影响

Fig. 3. The effect of PARP-1 inhibition on the phosphorylated tau. A: Immunostaining of the total tau was detected by tau-5 antibody; 
B: Immunostaining of the non-phosphorylated (Ser195/198/199/202) tau detected by tau-1 antibody; C: Immunostaining of the phos-
phorylated (Thr231) tau detected by pT231 antibody; D: Immunostaining of the β-actin. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01 as 
compared to control group.

图    4. PARP-1活性抑制对GSK-3水平和活性影响

Fig. 4. The level and activity of GSK-3. A: The alteration of the Ser9-phosphorylated GSK-3 (inactivated form of the kinase); B: The 
alteration of the total level of GSK-3. Mean ± SD, n = 3. **P < 0.01 as compared to control group.
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3  讨论

本实验首先观察了 PARP-1 抑制剂 3-AB 对其

活性的影响。结果显示给予特异性抑制剂 3-AB 处

理HEK293/tau441细胞，PARP-1的生物活性被抑制。

PARP-1 生物活性的发挥是通过对其底物蛋白的

PAR 修饰来实现的，其中包括对其自身 PAR 修饰。

PAR 的修饰程度与 ADP-ribose units 的数量有关，

ADP-ribose units 的数量越多活性越强，反之活性越

低 [10]。随着 3-AB 浓度的升高，ADP-ribose units 的
数量下降 ( 图 2)，提示 PARP-1 的活性下降。

AD 的主要病理特征之一是病人脑内出现的大

量 NFTs，其主要由胞内异常过度磷酸化修饰的 tau
蛋白聚集形成 PHFs 组成的 [11]。NFTs 的数量和病

人的痴呆程度呈正相关，因此，过度磷酸化的 tau
蛋白在 AD 的发病机制起重要作用。Tau 蛋白有 85
个位点可被磷酸化，其中在 Ser195/198/199/202 位

点和 Thr231 位点的磷酸化在 AD 病人脑中发生最

早，同时与 PHFs 的形成密切相关 [12,13]。Buerger 等
认为 Thr231 位点的磷酸化升高可作为 AD 病的一

个诊断标志，同时也是区分 AD 病与非 AD 病的一

个主要特征 [14]。本实验中采用的 HEK293 细胞本身

的 tau 蛋白含量极微，而转染 tau441 蛋白后，tau
蛋白总量水平升高，磷酸化水平较正常稍高，因此

常用来作为研究 tau 蛋白磷酸化的一个细胞模型。

PARP-1 被抑制后，我们发现其对总的 tau 蛋白无明

显影响 ( 图 3A) ；而 Thr231 位点的磷酸化水平下降

( 图 3C)，非磷酸化水平升高 (tau-1 显色结果，图

3B)，表明 tau 蛋白发生了去磷酸化。

Tau 蛋白的磷酸化水平的改变，主要是由于细

胞内多种蛋白酯酶的去磷酸化和蛋白激酶的促磷酸

化失调导致，其中最重要的蛋白激酶之一是 GSK-
3 [15]。在体内和体外研究结果证明，AD 病人的脑

中 GSK-3 表达水平和活性都有增强 [16]，也是引起

AD 病人脑中 tau 蛋白异常过度磷酸化的最主要激

酶 [17]。Tau 蛋白的 tau-1、Ser396 和 Thr231 位点的

磷酸化与 GSK-3 活性改变有关。Wang 等人发现缺

氧导致的 tau 蛋白上述位点的磷酸化是由 GSK-3 引

起的 [18]。有文献报道 3-AB 可抑制 GSK-3 的活性，

在过量的氧化应激中，用 3-AB 可以抑制大鼠脑内

过量的核糖化修饰和 GSK-3 的激活 [19]。Szanto 等

认为 PAR 含量下降，促进 GSK-3 的上游磷脂酰肌

醇 -3 激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) 活性

增强，激活 PKB 信号通路，进而抑制 GSK-3 的活

性 [20]。我们推测本实验中 Thr231 位点的磷酸化水

平降低可能与 GSK-3 的活性改变有关。进一步的

实验结果也证明了该推测，当我们给予 3-AB 后，

细胞内 PAR 的数量减少，GSK-3 的 Ser9 位点的磷

酸化增强，表明其活性受到抑制 ( 图 4)。
综上所述，本实验证实 3-AB 可以通过抑制

PARP-1 的活性，调节 GSK-3 的活性，降低 HEK293/
tau441 细胞 tau 蛋白的磷酸化水平，这为揭示 AD
的病发机制和治疗靶点提供了新的资料。
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