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摘要 目的：迄今为止，帕金森病（PD）发生的分子机制尚未完全阐明，本研究旨在体外细胞模型中寻找 PD新型表观遗传标志物，

探索其发病机制。方法：本次研究使用的细胞为神经母细胞瘤细胞系 SH-SY5Y。首先，我们用 CCK-8检测细胞活力，选取合适浓

度的MPP+构建 PD细胞损伤模型。再用 PBS和MPP+分别处理 SH-SY5Y细胞，用 RT-qPCR检测了几个甲基化酶与去甲基化

酶 DNMT1，DNMT3A，DNMT3B及 TET1, TET2, TET3的 mRNA的表达水平，并用蛋白印迹检测 TET2蛋白水平，免疫荧光检测

了 TET2蛋白定位。进一步用慢病毒转染 SH-SY5Y细胞敲低 TET2后，检测细胞增殖。结果：本研究发现，MPP+对 SH-SY5Y细

胞增殖的抑制具有时间与浓度依赖性，我们最终选择 2.5 mMMPP+作为后续的细胞处理浓度。与对照组相比，MPP+处理细胞

TET2的 mRNA及蛋白水平表达均增加，且蛋白进入细胞核增加；同时发现，敲低 TET2表达可以延缓MPP+对 SH-SY5Y细胞增

殖的抑制作用。结论：在当前的研究中，我们报道了 TET2蛋白可能是 PD新型的表观遗传学标志物，提示我们将来也许可以使用

TET2抑制剂来治疗 PD，因此本研究有可能为 PD提供新的治疗方向和靶点。
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The Expression and Mechanism of TET2 in the Pathogenesis
of Parkinson's Disease*

Currently, the underlying mechanisms of Parkinson's disease (PD) still remain unknown. This study mainly

investigated the novel epigenetic markers and explored the pathogenesis of PD in the cellular model. The neuroblastoma cell

line SH-SY5Y were used in this study. Fristly, we used CCK-8 to detect cell viability and select the optimal concentration of MPP+ for

SH-SY5Y cells. Next, SH-SY5Y cells were treated with PBS and MPP+ respectively, then the mRNA expression levels of several methy-

lases and demethylases, such as DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, TET2 and TET3 were detected by RT-qPCR, and level of TET2

protein was detected by western blot. Finally, the protein localization of TET2 was detected by immunofluorescence. Furthermore, we

knockdown TET2 with a lentivirus to detect cell proliferation. With the increase of time period orconcentration, the cell inhibi-

tion rates increased, we finally select a concentration at which the cell inhibition rate was about 50 %, which turned out to be 2.5 mM.

We observed that TET2 was significantly upregulated and recruited to the nuclear bodies of SH-SY5Y cells after MPP+ treatment. And

the CCK-8 assays showed that MPP+ inhibited the proliferation of SH-SY5Y cell lines, while downregulation of TET2 promoted prolif-

eration. In the present study, we reported the functions of TET2 proteins in the pathogenesis of PD as novel epigenetic

markers, suggesting that we could use TET2 inhibitors to treat PD in the future, so this study may provide us a new direction and target

for PD treatment.
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前言
帕金森病（Parkinson's disease，PD）是中老年人第二大常见

的神经退行性疾病，以静止性震颤、运动迟缓、肌强直和姿势失
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衡等运动症状以及便秘、嗅觉减退、快动眼睡眠行为障碍等非

运动症状为其主要临床特征。PD主要的病理特征是路易小体

形成、琢-突触核蛋白（琢-synuclein）异常聚集以及黑质多巴胺能
神经元进行性丧失[1]。帕金森病严重影响了患者的生活质量，给

患者家庭及社会带来了严重负担。然而，迄今为止，导致 PD发

生的分子机制尚未完全阐明，尚缺乏逆转或延缓病程进展的预

防和治疗手段。越来越多的研究显示，表观遗传学(Epigenetics)

调控在 PD发病中可能发挥重要作用。其中，DNA甲基化是最

常研究的表观遗传的主要修饰方式。2009年一项研究提示，

TET 酶可以催化 DNA 羟甲基化，催化氧化 5- 甲基胞嘧啶

（5-methylcytosine, 5mC）生成 5- 羟甲基胞嘧啶 (5-hydrox-

ymethylcytosine, 5-hmC)进而逆转 DNA的甲基化[2]。哺乳动物

体内 TET酶有 TET1，2，3三种亚型，研究显示 5hmC和 TET

酶在大脑中表达很丰富，而 TET2在中枢神经系统中稳定而持

续表达，并与神经元的存活密切相关[3]。然而，TET2在 PD多巴

胺能神经元损伤中的作用尚未明确，目前国内外尚未见相关研

究。本研究从表观遗传学角度进一步研究 TET2在帕金森病的

可能作用机制，有助于发现帕金森病的潜在生物标记物，为帕

金森病等神经变性性疾病的治疗提供新的实验依据和治疗靶

点，具有重要的科学价值和临床意义。

1 材料与方法

1.1 材料

本实验使用的 DMEM培养基、胎牛血清、青 -链霉素双抗

均购自美国 Gibco公司。PD造模药MPP+（1-甲基 -4-苯基 -

吡啶离子）购自美国 Sigma公司。TET2抗体购自荧光 abcam

公司，茁-actin抗体购自美国 proteintech公司。凝胶配置试剂盒

及 cck-8试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。反转录及

RT-PCR试剂盒购自美国 Toyobo公司。慢病毒购买于诺百生

物科技有限公司。

1.2 细胞培养

将神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y接种于培养皿中，培养基

为含 10 %胎牛血清的 DMEM培养基。置于含 5 %二氧化碳的

细胞培养箱中培养，培养箱温度设置为 37℃。每日在镜下观察

细胞，发现培养基变黄时要及时更换新鲜培养基。细胞长至

80~90 %左右时需传代。新复苏的细胞需培养三代后才可以开

展后续实验；细胞给药或其他处理一般在细胞处于对数生长期

时实施。

1.3 PD细胞模型的构建

我们的实验使用MPP+作为神经毒素来处理 SH-SY5Y细

胞构建 PD细胞损伤模型。MPP+全称为 1-甲基 -4-苯基 -吡

啶离子，被广泛应用于各种细胞损伤模型及 PD模型的构建[4-6]。

当细胞长至 70 %时给予浓度梯度的 MPP+干预相应时间，后

根据细胞活性检测的结果，选取细胞活性下降约 50 %的浓度

作为造模浓度。

1.4 慢病毒转染

实验前首先接种 SH-SY5Y细胞至培养皿中。待细胞长至

密度约 70 %时，进行病毒感染。培养基中加入病毒混合液，再

加入 polybrene使其终浓度为 5 滋g/mL，以提高病毒的感染效
率。放于细胞培养箱（37℃，5% CO2）中孵育 4-6小时后换成常

规培养基。从第三天开始，每天观察细胞，如载体带有荧光，则

注意观察荧光，如有必要进行换液，以保证细胞良好的生长状

态。用杀稻瘟菌素连续给药 10-14天筛选稳转株。

1.5 CCK-8检测细胞活力

计数后，将 SH-SY5Y细胞接种于 96孔板中，分为不同实

验组，每组至少设置 3个副孔，每孔接种 5000个细胞，每孔加

入 100 滋L的培养基。待细胞长至对数增长期时（80 %左右时），
加 100 滋L含对应浓度的MPP+的培养基处理相应时间。后取

新鲜培养基和 CCK-8按 9:1比例充分混匀，放于细胞培养箱中

孵育 1-3个小时，用酶标仪测定 450 nm波长下的吸光度值。

1.6 qRT-PCR
细胞样品处理相应时间后，抽提总 RNA。选取 OD 260 /

OD 280比值在 1.8-2.2之间的 RNA样品，将 RNA反转录为

cDNA，以反转录 cDNA为模板，进行 PCR扩增。PCR反应总共

由变性 -退火 -延伸三个步骤组成，每个样品重复至少三次。

1.7 Western blot
将细胞收集于 EP管中，往管中加入一定体积的Western

及 IP裂解液提取细胞总蛋白。而后用 BCA检测各样品蛋白浓

度。SDS-PAGE电泳、转膜后将蛋白转到 PVDF膜上，然后用 5%

BSA在室温下孵育 2小时封闭。进一步将膜裁剪，分别对应用

TET2抗体及 茁-actin抗体于 4℃冰箱中孵育过夜。第二天，将

膜用 TBST洗三遍，将目标条带按照抗体种属放入对应的二抗中，

室温下孵育 1.5小时。再 TBST洗涤三遍，用显影仪进行检测。

1.8 免疫荧光

将灭过菌的细胞爬片提前置于 24孔板中，用多聚赖氨酸

包被 6小时后，接种 SH-SY5Y细胞。当细胞长至对数生长期

时，加入一定浓度的MPP+处理相应时间，对照组加入同等体

积的 PBS处理相同时间。用 4 %多聚甲醛固定后，于免疫荧光

封闭液中常温孵育 2小时，后加入 TET2抗体于 4℃冰箱中孵

育过夜。第二天，用 PBS洗 3遍后加入免疫荧光二抗，室温下

孵育 1.5小时。PBS洗 3遍后 4℃避光保存，使用激光共聚焦显

微镜观察并拍照。

1.9 统计学分析

统计学分析使用 SPSS 22.0软件和 GraphPad Prism 5.0软

件。数据以平均值± 标准误（Mean ± SEM）表示，并且使用 t检

验或方差分析（one-way repeated measures ANOVA）评估差异。

P值小于 0.05被认为是有统计学显著性。作图使用 Adobe Il-

lustrator CS5绘图软件。

2 结果

2.1 MPP+抑制 SH-SY5Y细胞增殖

本实验使用MPP+作为神经毒素来处理 SH-SY5Y细胞构

建 PD细胞损伤模型。首先选取不同浓度MPP+，利用 CCK-8

法测定细胞活性确定 SH-SY5Y细胞的最佳造模浓度。选用 0

mM、1 mM、1.5 mM、2 mM、2.5 mM、3 mM、5 mM 分别处理

SH-SY5Y细胞，分别处理 24 h，随后进行 CCK-8检测。结果显

示，与对照组（0 mM）相比，MPP+处理能显著抑制细胞增殖、降

低细胞活力，且随着 MPP+浓度的不断增加，对细胞活性的抑

制程度也随之增强。我们发现，2.5 mM的MPP+处理细胞的活

力接近 50 %（图 1A），且有显著统计学差异，因此，我们选择
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2.5 mM作为后续的细胞处理浓度。为了进一步检测MPP+不

同处理时间对细胞活力的影响，我们选用 2.5 mM浓度分别处

理细胞 0 h、6 h、12 h、24 h、36 h、48 h、72 h，随后用 CCK-8检测

细胞活性，结果显示，随着作用时间的延长，MPP+的细胞抑制

率增加，细胞增殖活力明显减弱（图 1B）。

图 1 MPP+抑制 SH-SY5Y细胞增殖情况 CCK-8分别检测（A）不同浓度、（B）不同时间的MPP+处理对细胞增殖的影响；数据表示为平均数± 标

准误，与对照组比较，*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001
Fig.1 MPP+ inhibit the proliferation of SH-SY5Y cells. We used CCK-8 to evaluate the proliferation rate of SH-SY5Y cells with (A) various

concentrations（B）and various time periods of MPP+ treatment; Data are shown as the mean ± standard error, compared to control, *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, ****P<0.0001

2.2 MPP+诱导的帕金森病细胞模型中 TET2表达增加

我们进一步检测在 MPP+诱导的帕金森细胞模型中几个

关键甲基化酶 DNMT1, DNMT3A, DNMT3B 与去甲基化酶

TET1,TET2,TET3基因的转录水平的表达。结果显示，在MPP+

诱导的 SH-SY5Y细胞中，这些基因的 mRNA水平均高于对照

组，特别是羟甲基化酶 TET2基因较对照组增加约 70倍（图

2A）。然后，我们观察不同时间点（0 h、12 h、24 h、36 h及 48 h）

TET2蛋白水平的变化，结果发现在 12 h及 48 h时 TET2表达

显著上调，尤其是 48 h时，TET2蛋白表达增加 1倍（图 2B）。

综上，MPP+能诱导 SH-SY5Y细胞的 TET2在 mRNA和蛋白

水平显著上调。

图 2 MPP+导的帕金森病细胞模型中 TET2表达增加（A）PCR检测与 DNA甲基化相关的几个基因的 mRNA水平；数据表示为平均数± 标准误，

**P<0.01，***P<0.001（B）Western Blot检测MPP+处理不同时间 TET2的蛋白含量变化及统计结果图；数据表示为平均数± 标准误，*P<0.05，
**P<0.01

Fig.2 Increased expression of TET2 in MPP+-induced Parkinson's disease cell model. (A) We examined the expression levels of DNAmethylation-related

enzyme genes using qRT-PCR；Data are shown as the mean ± standard error; **P<0.01, ***P<0.001. (B) TET2 proteins expression after MPP+

treatment at different time points were performed by western blot analysis and quantification; Data are shown as the mean± standard error; *P<0.05，
**P<0.01

2.3 MPP+诱导的帕金森病细胞模型中 TET2入核增加

考虑到 TET2 是一种核蛋白，它主要在细胞核中催化

5-mC羟基化为 5-hmC，进而使甲基化 CpG二核苷酸达到去甲

基化[4]。那么MPP+对 TET2的定位有什么影响呢？我们进一步

640· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.4 FEB.2020

使用免疫荧光分析检测，与对照组相比，我们发现 MPP+处理

可以将 TET2募集到 SH-SY5Y的细胞核中，显示出较好的核

聚集（图 3）。

图 3 MPP+诱导的帕金森病细胞模型中 TET2入核增加 -免疫荧光检测 TET2蛋白的定位；标尺 =25 滋m
Fig.3 MPP+ treatment could recruit TET2 to the nuclear bodies of SH-SY5Y cells - The localization of TET2 protein was detected by

Immunofluorescence; scale bar=25 滋m

2.4 TET2敲低可以延缓MPP+的细胞毒性

我们接下来转染慢病毒，并通过Western Blot（图 4A）验证

SH-SY5Y细胞中 TET2的敲低效率。发现，与对照组相比，

shTET2组 TET2蛋白表达显著下调。然后我们，通过 CCK-8评

估 TET2 敲低对 SH-SY5Y细胞活力的影响，如图 4B 所示，

CCK-8的结果显示MPP+处理组的细胞活力下降，而 shTET2

敲低可以部分延缓MPP+对 SH-SY5Y的细胞毒性。

图 4 TET2敲低可以减轻MPP+的细胞毒性（A）Western Blot检测 shRNA处理组中 TET2的表达（B）通过 CCK-8检测在 PD体外模型中 TET2

敲低对细胞增殖的影响；数据表示为平均数± 标准误，**P<0.01，***P<0.001
Fig.4 This toxic effect of MPP+ was noticeably weaker after knockdown of TET2 (A) Expression levels of TET2 in shRNA-treated and mock groups in

SH-SY5Y cell lines were detected by western blotting (B) Effects of shTET2 on proliferation using an in vitro PD model of SH-SY5Y cell lines, as

detected by a CCK-8 assay. Data are shown as the mean ± standard error; **P< 0.01, ***P<0.001.

3 讨论

PD严重影响了患者的生活质量，给患者家庭及社会带来

了严重负担。然而，迄今为止，导致 PD发生的分子机制尚未完

全阐明，尚缺乏有效的逆转或延缓病程进展的预防和治疗手

段。MPP+是常用的 PD体外模型的造模药物，可诱发细胞内能

量耗竭而造成细胞死亡[6]。本实验使用MPP+处理神经母细胞

瘤细胞 SH-SY5Y构建 PD体外细胞模型。为了选取最佳的造
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模浓度，我们设立了不同的浓度梯度，最终选取了 2.5 mM作为

我们的造模浓度。进一步我们证实了随着MPP+浓度与作用时

间的延长，细胞增殖活力明显减弱，MPP+的作用具有时间和

浓度依赖性。

表观遗传机制在包括 PD在内各种神经退行性疾病中发

挥重要作用[7]。DNA甲基化是研究最多的表观遗传修饰机制，

已经被发现与许多疾病的发生发展相关。此外，在其他与 PD发

病密切相关的基因中也观察到特异性的 DNA甲基化的变化[8]。

TET家族是最近发现的一类 5-mC羟甲基化酶，包括 TET1，

2，3三种亚型，可以催化 5-mC到 5-hmC进而逆转 DNA甲基

化[9,10]。其中，TET2是研究最深入的亚型[11]。有研究检测到 TET2

和 5hmC水平在老年海马中是下降的 [12]，此项研究确定了

TET2与神经源性再生相关。此外，大脑中也高表达 TET2和

5-hmC。因此，我们有理由认为 TET2与神经系统密切相关。迄

今为止，TET2是否参与调节神经退行性疾病尚未见文献报道。

本研究主要是为了探讨 PD模型中 TET2表达情况以及机制研

究。在本项研究中，我们阐述了MPP+诱导的 PD细胞模型中，

TET2的 mRNA及蛋白水平均明显增加。TET2主要与细胞核

中 DNA结合并调节基因的表达，而 TET2入核减少会影响其

功能[13]。免疫荧光结果显示MPP+可以促进 TET2蛋白进入细

胞核内，这提示MPP+还可以促进 TET2酶进入细胞核内发挥

催化作用。因此，我们推测 "高水平的 TET2"可能是 PD独特

的表观遗传生物标志物，TET2可能是 PD进展中的特定分子

标志物。过去的研究显示 TET2是一个关键的肿瘤抑制因子，

特别是在髓系肿瘤中。人类遗传学研究发现，随着年龄的增长，

体细胞 TET2突变频率增加，这与老年相关疾病（如癌症，心血

管疾病和中风）的风险升高有关[14,15]，而 PD也是一个老年人常

见的神经退行性疾病[1]，这进一步暗示了 TET2与 PD之间的关

系。在这项研究中，我们首次揭露了羟甲基化酶 TET2可能是

PD的新型表观遗传学标志物。

为了进一步探讨 TET2在 PD发生发展中的作用。我们构

建了 TET2敲低的慢病毒并感染 SH-SY5Y细胞，再用 MPP+

处理该稳转细胞株建立 PD 模型。结果表明，MPP+ 诱导的

SH-SY5Y的细胞活力下降可以被 TET2敲低而逆转。过去研究

显示 TET2突变与髓系恶性肿瘤中异常的 DNA甲基化模式相

关，被认为与早期髓系恶性肿瘤的发生发展相关。大多数白血

病相关的 TET2错义突变会导致该基因失活，进而抑制或消除

其催化活性[16]。而我们的实验提示MPP+的细胞毒性作用可能

是通过 TET2来介导的，我们将来也许可以使用 TET2抑制剂

来治疗 PD。

综上所述，我们的研究首次阐述了 TET2在 PD模型中显

著上调，从表观遗传学角度提示 TET2可能在 PD的发病机制

中发挥重要作用，为 PD等神经变性性疾病的治疗提供新的实

验依据和治疗靶点，具有重要的科学意义和临床应用前景。
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