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APOE4通过 Calpain/p35-p25/Cdk5增加 tau蛋白磷酸化 *
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摘要 目的：探究载脂蛋白 APOE4对小鼠海马组织中 tau蛋白磷酸化的作用。方法：采用 6月龄人载脂蛋白 APOE3，APOE4转基

因纯合小鼠，用Western Blot检测小鼠海马组织中 tau蛋白的磷酸化程度及 Calpain蛋白、p35/25、CDK5等蛋白表达水平。使用脑

立体定位术向小鼠侧脑室注射 Ca2+螯合剂 EGTA或二甲基亚砜 DMSO两次，给药时间间隔 4小时，第二次给药结束后两小时内

处死小鼠。检测海马中 Calpain蛋白、CDK5、p35/25及 tau蛋白的磷酸化的变化情况。结果：① 与野生型小鼠和 APOE3-TR小鼠相

比，APOE4-TR小鼠海马中 tau蛋白在 Ser396,Thr181及 Thr231位点的磷酸化均显著性增高，同时 Calpain2、p35/25和 CDK5的

表达水平也增加。② 使用 Ca2+螯合剂 EGTA后，与对照 DMSO给药组相比，Ca2+螯合剂 EGTA给药组小鼠海马组织中 tau蛋白在

Ser396位的磷酸化显著下降，但未检测到 tau蛋白在 Thr181及 Thr231位点的磷酸发生显著性变化，同时 Calpain 2蛋白、p35/25

和 CDK5 的表达水平降低。结论：人载脂蛋白 APOE4 引起小鼠海马 tau 蛋白磷酸化异常增高，并且可能是通过 Cal-

pain/p35-p25/CDK5信号通路调控 tau蛋白 Ser396位点磷酸化。

关键词：载脂蛋白 APOE4；钙调蛋白激酶；tau蛋白过度磷酸化

中图分类号：R-33；Q593.2；R749.16 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2021）09-1607-05

APOE4 Increase the Phosphorylation of Tau Protein through
Calpain/p35-p25/Cdk5*

Explore the effect of apolipoprotein APOE4 on the hyperphosphorylation of tau protein in mouse hip-

pocampal neurons. 6-month-old human apolipoprotein APOE3, APOE4 transgenic homozygous mice was used to detect the

phosphorylation of tau protein and Calpain protein, CDK5, p35/25 in the hippocampus by western Blot. Ca2+ chelating agent EGTA or

dimethyl sulfoxide DMSO was stereotactically injected into the lateral ventricle of the mouse two times with four hours' interval. The

mice were sacrificed within two hours after the second administration to detect the changes in the phosphorylation of Calpain protein,

CDK5, p35/25 and tau protein in the hippocampus. ① Compared to wild-type and APOE3-TR mice, The phosphorylation of tau

protein at Ser396, Thr181 and Thr231 sites in the hippocampus of APOE4-TR mice were significantly increased. Meanwhile, the expres-

sions of Calpain 2, p35/25 and CDK5 were also increased. nd. ② Compared with the control group, Ca2+ chelating agent EGTA de-

creased the phosphorylation of tau protein at Ser396 site in the hippocampus significantly. However, no significant changes were detected

in Thr181 and Thr231 sites of phosphorylation of tau protein. Moreover, the expression levels of Calpain 2, p35/25 and CDK5 were also

decreased. Human apolipoprotein APOE4 caused abnormally increased phosphorylation of tau protein in the hippocampus

of mice. Moreover, the phosphorylation of tau at Ser396 may be regulated by calpain/p35-p25/CDK5 signaling pathway.

Apolipoprotein APOE4; Calmodulin-dependent protein kinase; Hyperphosphorylation of tau protein
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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer disease, AD）是一种以神经细胞

外出现 茁-淀粉样蛋白（A茁）聚集形成的老年斑和神经细胞内
tau蛋白异常聚集形成神经纤维缠结（NFT），以及神经元和突

触损伤为病理特征的一种神经退行性疾病 [1,2]。载脂蛋白

APOE4 是公认的迟发性 AD 的易感因子，有研究表明，与

APOE3纯合携带者相比，携带一个 APOE4等位基因可将患病

概率提高 4倍，APOE4纯合携带者的患病概率可提高至 14倍[3]。

为研究 APOE4在 AD中的发病机制，已有多种表达人 APOE4

的转基因小鼠制作成功，但为研究 APOE4与 A茁和 tau的作

用，常将 APOE4小鼠与过表达 A茁或 tau的小鼠杂交，获得同
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时有 A茁或 tau病理改变的 APOE4小鼠[4-7]。APOE4作为公认

的迟发性 AD的易感基因，其在人类 AD的发病并不与家族性

AD中基因突变相关联。因此本文研究表达人 APOE4转基因

小鼠海马组织中 tau蛋白的过磷酸化情况以及可能的相关信

号通路。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

APOE3-TR转基因鼠购买于美国的 Taconic。APOE4-TR

鼠来源于美国 Jackson Lab的 APOE4纯合 hLDLR杂合转基因

鼠。小鼠饲养在上海交通大学医学院实验动物中心。小鼠饲养

于 12小时光照与 12小时黑暗交替的环境，环境温度控制在

23± 1℃，湿度控制在 55%左右，每笼 4-5只。野生型 C57BL/6

小鼠，APOE3-TR鼠，APOE4-TR鼠饲养至 6月龄后进行实验。

1.2 材料

鼠抗 tau多克隆抗体购自 Cell Signaling公司；兔抗 p35/25

多克隆抗体购自 Cell Signaling公司；兔抗 CDK5多克隆抗体

购自圣克鲁斯生物技术公司；兔抗 tau蛋白 Ser396、Thr231和

Thr181磷酸化抗体和抗 Calpain 2抗体均购自 Abcam公司；二

甲基亚砜（DMSO）及 BCA蛋白定量试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司；全自动酶标仪（BIO-RAD550）购自美国

Bio-rad公司；PVDF膜购自美国 Millipore公司；立体定位仪及

基座购自深圳瑞沃德有限公司。

1.3 Western blotting检测

在麻醉情况下，迅速脱臼处死小鼠，暴露脑组织，在冰上迅

速分离海马以及皮层组织后，于液氮中保存。裂解前将每个样

本的海马组织准确称重，转移到研磨管后，按照 1mg组织 /15滋L
裂解液的比例（RIPA中性裂解液 +蛋白酶抑制剂 +磷酸酶抑

制剂 +PMSF）加入裂解液，于生物均质器上进行研磨，然后于

冰上静置裂解 15分钟后 4℃，12000 rpm，离心 15分钟。上清中

加入上样缓冲液后 95℃煮沸 5分钟。电泳转膜结束后，用 5%

的脱脂牛奶室温下封闭 2小时，一抗（tau蛋白 Ser396、Thr231

和 Thr181磷酸化抗体，Tau5，Calpain2，CDK5和 p35/25抗体，

1：1000）4℃孵育过夜，TBST漂洗 3次，室温下孵育二抗 1小

时，TBST漂洗，滴加发光液进行显影。

1.4 统计学分析

应用 Graphpad Prism进行统计分析并作图，定量数据采用

均数± 标准误(Mean± SEM)表示，多组间比较采用单因素方差

分析，两组间比较采用非配对学生 t检验，P<0.05为有统计学
差异意义。

2 结果

2.1 APOE4对 tau蛋白磷酸化的影响

6月龄 APOE3-TR小鼠海马内 tau 蛋白在 Ser396,Thr181

以及 Thr231位点的磷酸化表达水平与野生型小鼠相似（P＞
0.05），6月龄 APOE4-TR小鼠相比较野生型小鼠，tau5位点并

无显著性差异但在 Ser396 位点的磷酸化增加到野生型组的

224.20± 40.08%，Thr231 位点的磷酸化增加到野生型组的

196.04 ± 31.61%，Thr181 位点的磷酸化增加到 216.40 ±

28.25%，差异具有统计学意义（P＜0.05）。见图 1。

图 1 三种小鼠海马内 Tau蛋白在 Ser396,Thr181以及 Thr231位点的磷酸化

Fig.1 Three kinds of mouse hippocampus Tau protein phosphorylation at Ser396, Thr181 and Thr231 sites

Note: *: P<0.05.

2.2 APOE4对 tau蛋白磷酸化相关信号通路的作用

tau蛋白 Thr181、Thr231和 Ser396位点磷酸化与细胞周期

素依赖激酶 5（cyclin-dependent Kinase 5,CDK5）相关，因此我

们检测了 CDK5 以及与其活化相关的 Calpain 2 和 p35/25 表

达水平。如图 2所示，6月龄 APOE3-TR小鼠海马内 Calpain 2

蛋白，p35/25 以及 CDK5 表达水平与野生型小鼠相似（P＞
0.05），6月龄 APOE4-TR小鼠相比较野生型小鼠，Calpain 2增

加到野生型组的 160.91± 17.76%，p35 位点增加到 182.16±

24.02%，P25 位点增加到 151.80± 9.12%，CDK5 位点增加到

179.51± 26.36%，差异具有统计学意义。6月龄 APOE4-TR小

鼠相比较 APOE3-TR 小鼠，Calpain 2 位点增加到 150.78±

14.51%，p35 位点增加到 201.30± 22.79%，p25 位点增加到

158.13± 8.78%，差异具有统计学意义。

2.3 钙离子螯合剂 EGTA对 tau蛋白磷酸化的影响

钙离子激活 Calpain，因此我们使用钙离子螯合剂 EGTA

经侧脑室注射后，观察 tau蛋白的磷酸化水平。如图 3所示，与
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对照组（给予 DMSO）相比，给予 EGTA组小鼠海马内 tau蛋白

在 Ser396 位点的磷酸化下降到对照组的 50.97± 14.61%，

Thr181以及 Thr231位点的磷酸化表达未有显著性差异。差异

具有统计学意义（P＜0.05）。

图 2 三种小鼠海马内 Calpain2、P35、P25、CDK5的表达

Fig.2 The expression of Calpain2, P35, P25 and CDK5 in the hippocampus of three kinds of mice

Note: *: P<0.05, **:P<0.01, ***: P<0.001, ****: P<0.0001.

图 3 APOE4-TR鼠侧脑室注射 DMSO或 EGTA后海马内 Tau蛋白在 Ser396,Thr181以及 Thr231位点的磷酸化

Fig.3 Phosphorylation of Tau protein in the hippocampus at Ser396, Thr181 and Thr231 after injection of DMSO or EGTA into the lateral ventricle of

APOE4-TR mice

Note: *: P<0.05.

2.4 钙离子螯合剂 EGTA对 Calpain 2-p35/25-CDK5的影响

为进一步验证 EGTA的作用，我们检测了给予 EGTA后

Calpain 2蛋白以及 p35/25，CDK5的表达水平。如图 4所示，与

对照组（给予 DMSO）相比，给予 EGTA组小鼠海马内 Calpain

2 表达水平减少了 26.82± 12.41%，p35 位点表达量减少了

52.60± 20.18%，p25位点表达量减少了 42.53± 14.88%，CDK5

位点表达量减少了 25.83± 8.99%。差异具有统计学意义（P＜
0.05）。

3 讨论

APOE4是迟发性 AD的公认的风险基因。研究 APOE4对

于神经系统影响对揭示 APOE4的致病机制具有重要意义[8,9]。

小鼠的 APOE基因只有一种类型，本研究中所用转基因小鼠为

人 APOE4替代小鼠 APOE基因，研究发现在此小鼠的海马组

织中 tau蛋白的磷酸化程度高于野生型小鼠和人 APOE3替代

小鼠。tau蛋白是一种在人脑中正常存在的磷蛋白，位于轴索和

神经元胞体中。在正常生理情况下 tau蛋白与微管蛋白结合促

进微管的稳定性，但过度磷酸化的 tau蛋白不仅自身与微管蛋

白的结合能力下降，而且还与微管蛋白竞争性地结合正常的微

管结合蛋白（MAP），使微管结构异常导致解聚，影响神经元的

轴浆运输，引发神经元变性[10-12]。除此之外，过度磷酸化的 tau

蛋白还能够以成对双螺旋丝样结构（PHF）形成聚集进而形成
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图 4 APOE4-TR鼠侧脑室注射 DMSO或 EGTA后海马组织内 Calpain2、P35/25和 CDK5的表达水平

Fig.4 The expression levels of Calpain2, P35/25 and CDK5 in the hippocampus after DMSO or EGTA was injected into the lateral ventricle of

APOE4-TR mice

Note: *: P<0.05.

神经元纤维缠结（NFTs）[13,14]。 tau 蛋白在 Ser396,Thr181 及

Thr231位点的过度磷酸化是目前公认的小鼠皮层神经元微管

失稳的指标[15,16]，有研究表明，与导入 APOE3的 5× FAD-Tg小

鼠相比，APOE4 能够引起 5× FAD-Tg 小鼠脑中 tau 蛋白在

Thr205，Ser396，Ser404和 Thr231位点的磷酸化水平增加。但

是总 tau蛋白表达水平无显着差异 [17]。但却无法说明没有 A茁
相关基因突变的情况下 APOE4能否产生同样作用。本研究表

明在没有转入外源 A茁相关基因突变的情况下，APOE4能够增
加 tau蛋白在 Ser396、Thr181和 Thr231位点的磷酸化，提示

APOE4 可独立于 A茁 引起 tau 相关的病理变化，揭示了

APOE4对神经元可能的损伤作用。

已知 tau的几个位点可以被相关激酶磷酸化。在所有 tau

蛋白激酶中，GSK-3茁和细胞周期蛋白依赖性激酶 5（CDK5）是

能够使 tau蛋白发生磷酸化的主要激酶。已有文献报道，CDK5

可促进 AD脑中 tau的异常磷酸化，并且在所有 tau蛋白发生

磷酸化的位点中，CDK5作用的位点就有 9 个 [17]。尤其是在

Ser396及 Thr181位点发生磷酸化，而这两个位点的异常磷酸

化是神经元微管稳态失衡的公认指标之一[17-19]。本研究中我们

检测到 APOE4增加 tau蛋白在 Ser396、Thr181和 Thr231位点

的磷酸化水平，进一步研究表明 APOE4 作用下 Calpain 2、

p35/25和 CDK5的表达增加，tau蛋白磷酸化水平的增加可能

和 Calpain-CDK5有关。

Calpain 2蛋白是保守的特异性依靠 Ca2+激活的中性半胱

氨酸蛋白酶，该家族的成员表达水平异常已经与众多病理表征

相关，尤其为神经退行性疾病[18-22]。在 AD病人的脑脊液中，该

激酶的表达水平及表达活性均大大增高 [1,23,24]。有文献报道，

APOE4通过 Calpain- Cdk5信号通路导致 5XFAD转基因小鼠

脑中 tau蛋白的磷酸化水平的升高，从而加剧了认知功能的损

害[25]。同时，在 6月龄 APPswe/PSldE9双转基因小鼠中也发现

空间记忆障碍和 Cdk5活性及表达水平异常增高有关[26]。但这

些研究都没有探究 APOE4单独作用下是否可对 Calpain- Cdk5

信号通路产生影响并进而影响 tau蛋白的磷酸化[27-29]。本研究

表明 APOE4单独作用下，Calpain- Cdk5信号通路相关的 Cal-

pain 2、p35/25和 Cdk5的表达水平增加，进一步应用钙离子螯

合剂 EGTA减少 calpain 2的活性可减少 CDK5和 p35/25的表

达，也减少了 tau蛋白在 Ser396位点的磷酸化程度，这些结果

表明 APOE4可以上调 Calpain 2、p35/25和 CDK5 的表达，从

而促进 tau蛋白的磷酸化。与在表达人 APOE4的 5xFAD转基

因小鼠和在 APP/PSl双转基因小鼠中检测到的 Calpain-CDK5

信号通路激活和 tau蛋白磷酸化水平增加的结果相似 [27-29]，但

APOE4致 Thr181和 Thr231位点磷酸化增加的机制尚有待进

一步研究。尽管如此，本研究结果揭示 APOE4单独作用即可对

Calpain- Cdk5信号通路产生影响并进而影响 tau蛋白的磷酸

化，说明 calpain 2、p35/25和 CDK5信号通路在 APOE4的致病

机制中起重要作用。

综上所述，本研究揭示了 APOE4对 tau蛋白的磷酸化的

影响，并提示其中 tau蛋白 Ser396位点的磷酸化与 Calpain 2、

p35/25和 CDK5信号通路相关。本研究结果说明可以利用单转

人 APOE4的小鼠研究 APOE4的病理生理作用，这将更加贴合

在没有 A茁或 tau蛋白相关基因突变的情况下 APOE4致 AD

发病增加的实际情况，研究结果将更具有现实价值。因此，我们

将利用这一病理模型，研究 APOE4上调 calpain 2、p35/25和

CDK5的机制，以期寻找特异性针对 APOE4致 AD的相关药

物靶标。
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