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MCC950调控线粒体丙酮酸载体对阿尔茨海默病 
模型Tau蛋白影响

齐越 1，安阳 2，董笑博 2，夏春鹏 2，王籍贤 2，范广坤 2，李纪彤 3，李昭 4

（1.徐州医药高等职业学校，江苏 徐州 221116；2.辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 110847； 
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摘  要：目的目的 探讨MCC950通过抑制线粒体丙酮酸载体降低阿尔茨海默病模型Tau蛋白的作用机制。 
方法方法 采用冈田酸（20 nmol/L）诱导SH-SY5Y细胞，添加UK5099（1 μmol/L），CCK8法检测细胞生存率；免疫荧光法

测定AT-8表达；荧光探针法测定活性氧；Rho 123测定线粒体膜电位；Western blot测定丙酮酸载体及Tau-5表达水

平；ELISA法测定NOD样受体蛋白3、白细胞介素-1β、白细胞介素-18含量。结果结果 MCC950在10 μmol/L浓度下

对SH-SY5Y细胞具有保护作用（P<0.01）；可增加线粒体膜电位，减少活性氧的产生，抑制AT-8、Tau-5、白细胞

介素-1β、白细胞介素-18及丙酮酸酶载体的表达（P<0.05或P<0.01），但对NOD样受体蛋白3无明显抑制作用。

结论结论 MCC950对冈田酸诱导的SH-SY5Y细胞具有减少炎症因子、抑制Tau蛋白过度磷酸化的作用，其作用机制

与抑制丙酮酸载体、改善线粒体功能有关。

关键词：MCC950；阿尔茨海默病；丙酮酸载体；Tau蛋白；线粒体膜电位；活性氧

中图分类号：R277.7，R749.16   文献标志码：A   文章编号：2097-5031（2024）01-0006-07

Effect of MCC950 Regulation of Mitochondrial Pyruvate Carrier on Tau Protein in  
Alzheimer's Disease Model

QI Yue1, AN Yang2, DONG Xiaobo2, XIA Chunpeng2, WANG Jixian2, FAN Guangkun2, LI Jitong3, LI Zhao4

(1. Xuzhou Higher Vocational School of Medicine, Xuzhou 221116, Jiangsu, China; 2. Liaoning University of Traditional Chinese 
Medicine, Shenyang 110847, Liaoning, China; 3. First Affiliated Hospital of Ningbo University, Ningbo 315010, Zhejiang, China;  

4. Shenyang Medical College, Shenyang 110002, Liaoning, China)

Abstract: Objective Objective  To investigate the mechanism of MCC950 reducing Tau protein in Alzheimer's disease model 
by inhibiting mitochondrial pyruvate carrier (MPC). MethodsMethods  SH-SY5Y cells were induced by gonadic acid (20 nmol/L), 
supplemented with UK5099 (1 μmol/L), and the survival rate of SH-SY5Y cells was detected by CCK8 method. The 
expressions of AT-8 was determined by immunofluorescence method. Active oxygen species was determined by DCFH-
DA method. Mitochondrial membrane potential was measured by Rho 123. The expression levels of MPC and IL-1β were 
determined by Western blot. The levels of NLRP3, IL-1β and IL-18 were determined by ELISA. ResultsResults  MCC950 had a 
protective effect on SH-SY5Y cells at 10 μmol/L concentration (P<0.01). It could increase the mitochondrial membrane 
potential, decrease the production of reactive oxygen species, and inhibit the expression of AT-8 , Tau-5， IL-18, IL-1β 
and MPC (P<0.05 or P<0.01), but it had no signicant inhibitory effect on NLRP3. ConclusionConclusion  MCC950 can reduce the 
expression of inflammasome and inhibit Tau hyperphosphorylation in okada-induced SH-SY5Y cells. The mechanism is 
related to inhibiting mitochondrial pyruvate carrier and improving mitochondrial function.

Keywords: MCC950; Alzheimer's disease; mitochondrial pyruvate carrier; Tau protein; mitochondrial membrane 
potential; oxidative stress

 · 论著精粹 · 

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是最

为常见的神经退行性疾病，主要病理特征为过度磷

酸化的Tau蛋白导致细胞内神经纤维缠结形成，从

而诱导细胞外老年斑沉积。但AD的具体发病机制

尚不明确。随着致病机制的深入研究，炎症小体被

认为是AD发展中的一个核心组成部分 [1]。以NOD
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样 受 体 蛋 白3（NOD-like receptor thermal protein 
domain associated protein 3，NLRP3）炎症小体研究

最为广泛 [2]。因此，靶向NLRP3炎症小体的研究可

为AD的治疗提供方向。MCC950（也被称为CRID3、
CP-456，773和CAS 210826-40-7）是NLRP3炎症

小体的选择性小分子抑制剂，主要通过结合NLRP
并阻断NLRP3的ATP酶活性，抑制炎症小体的形

成和激活而发挥作用 [3]。MCC950可通过减少Aβ

沉积，增强血脑屏障功能 [4-6]，改善APP/PS1小鼠的

认知能力，但MCC950是否通过抑制丙酮酸载体

（mitochondrial pyruvate carrier，MPC）逆转线粒体损

伤，减少Tau蛋白磷酸化，发挥神经细胞保护作用尚

不明确。因此，本研究选采用冈田酸（okada acid，
OA）诱导SY5Y细胞，添加MPC抑制剂UK5099，探
究MCC950抑制Tau蛋白过度磷酸化的作用机制。

1　仪器与材料

Infinite M Nano型酶标仪（美国TECAN公司）、

300型凝胶成像系统（美国Azure公司）、DMI3000 B
型光学显微镜（德国Leica公司）、CLM-170B-8-NF
型二氧化碳细胞培养箱（新加坡艺思高科技有限

公司）。

MCC950（批号S7809，纯度为99.98%）由美国

Selleck公司提供；兔源β-肌动蛋白（β-actin）多

克隆抗体（批号为bs-10966R）购自北京博奥森生

物技术有限公司；鼠源磷酸化Tau（Ser202，Thr205）
单克隆抗体 [Phospho-Tau（Ser202，Thr205），AT8]
和鼠源Tau单克隆抗体（货号分别为MN1020B和

MN1010）购自美国 Invitrogen公司；兔源NLRP3单

克隆抗体、MPC（批号分别为ab263899、ab74871）
均购自美国abcam公司；二喹啉甲酸（diquinoline 
formic acid，BCA）蛋白浓度测定试剂盒、兔抗免疫

荧光染色试剂盒Alexa Fluor 555和线粒体膜电位检

测试剂盒（rhodamine 123，Rho 123）（批号分别为

120219200821、P0179和062022230512）均购自上

海碧云天生物技术有限公司；DMEM/F12培养基（批

号KGM12500-500）购自江苏凯基生物技术股份有

限公司；胎牛血清（批号13011-8611）购自浙江天杭

生物有限公司；细胞增殖检测试剂盒（cell counting 
kit-8， CCK-8）（批号CA1210-500T）购自北京索

莱宝生物科技有限公司，冈田酸（okadaic acid，OA）

（货号：S30686）购自上海源叶生物科技有限公司，

UK-5099（货号：HY-15475）购自美国MCE公司，

NLRP3、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）

及白细胞介素-18（interleukin-18，IL-18)试剂盒

（批号为ml063259、ml058059、ml058055）购自上海

酶联生物科技有限公司。人神经母细胞瘤（human 
neuroblastoma cells，SH-SY5Y）（货号：SCSP-5014）
来源于中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。

2　方法

2.1　细胞培养及传代

将SH-SY5Y细胞株放置在DMEM/F12的培养

基中（内含10%的胎牛血清，100 U · mL-1青霉素及

100 U · mL-1链霉素），37 ℃，体积分数为5% CO2的

培养箱中常规培养，当细胞生长至铺满培养瓶底面

积80%~90%时进行细胞传代。传代时将0.25%胰

酶1 mL加入到培养瓶内进行消化，并置于显微镜下

观察，见细胞间有明显间隙时，迅速加入含有质量分

数为10%胎牛血清的DMEM/F12培养液终止消化，

力度均匀吹打细胞悬液后置于离心管中，800 r/min，
常温下离心5 min，弃去离心管中的液体，再加入新

鲜含有质量分数为10%胎牛血清的DMEM/F12培养

液，再次吹打细胞，使细胞重悬传代。传代比例为

1∶2，每3 d传代1次。

2.2　CCK-8测定细胞生存率

取 对 数 生 长 期 的SH-SY5Y细 胞，按1.0× 
105个 /mL浓度接种于96孔板中，100 μL/孔，分为

空白组（control组）、OA组、OA+UK5099组、OA+ 
MCC950组、OA+UK5099+MCC950组，每 组3个 复

孔，培养24 h。前期的研究中，我们分别采用终浓度

为1、5、10、20 μmol/L的MCC950作 用 于OA诱 导 的

SH-SY5Y细胞，发现10 μmol/L的MCC950作用后，细

胞生存率较好，故本实验中采用此剂量。参照文献

并加以改进，添加的UK5099的终浓度为1 μmol/L， 
继续培养24 h，除空白组外，其余各组加入OA 
20 nmol/L，空白组加入等体积的培养液 [7]。24 h后，

各孔均加入CCK-8 10 μL，37 ℃培养1 h，酶标仪

检测各孔的吸收值（optical density，OD值），计算细

胞生存率。

2.3　免疫荧光观察AT-8的表达

取 对 数 期 生 长 的SH-SY5Y细 胞，按1.0× 
105个 /mL，接种到6孔板中，分组与处置同“2.2”，每
组设3个复孔，培养24 h后，0.1 mol/L PBS冲洗3次，

每次5 min，4%多聚甲醛固定20~30 min，PBS冲洗

3次，每次5 min，0.2% TritonX-100孵育15 min，PBS
冲洗3次，每次5 min，37 ℃，质量分数为10%胎牛

血清封闭2 h，分别加入一抗AT8（1∶100），4 ℃过
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夜，PBS冲洗3次，每次5 min，再加入相应荧光二抗

（1∶3000），DAPI染细胞核，脱水封片。荧光显微镜

下观察，拍照采集图像，并用 Image J软件进行图像

分析。

2.4　荧光探针法测定细胞内活性氧水平

取对数生长期的SH-SY5Y细胞，24孔板细胞

爬片，细胞密度1.0×105个 /mL，500 μL/孔，分组与

处置同“2.2”，每组设3个复孔，培养24 h后，去除

培养液，加入10 μmol/L无血清培养液稀释DCFH-
DA，500 μL/孔，37 ℃孵育20 min，无血清培养液洗

涤细胞3次后，荧光显微镜下观察，采用 JEOA 801D
形态学图像分析系统计算活性氧的平均荧光强 
度值。

2.5　Rho 123测定线粒体膜电位水平

取对数生长期的SH-SY5Y细胞，按照1.0× 
105个 /mL接种到24孔板，500 µL/孔，分组与处置同

“2.2”，每组设3个复孔，培养24 h，吸除培养液，每孔

加入1×Rho 123工作液500 µL，37 ℃孵育30 min，
去除上清液，用预热的完全细胞培养液洗涤2次后，

再加入1 mL预热的细胞培养液，荧光显微镜下观

察，采用 JEOA 801D形态学图像分析系统计算线粒

体膜电位的平均荧光强度值。

2.6　WB检测MPC及Tau-5表达水平

取对数生长期的SH-SY5Y细胞，按照1.0× 
105个 /mL接种到24孔板，500 µL/孔，分组与处置同

“2.2”，每组设3个复孔，培养24 h，吸除培养液，蛋白

裂解液提取蛋白，BCA法测定蛋白浓度，采用十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，转膜；封闭

后加入MPC、Tau-5和β-actin一抗（稀释比例分别

为1∶500、1∶400和1∶1000），4 ℃过夜；室温孵育二

抗（稀释比例为1∶3000）2 h ；加入超敏发光液曝光，

凝胶成像系统成像，Image J软件进行灰度值分析，

以β-actin作为内参来确定MPC及Tau-5组间蛋白

表达的差异和变化。

2.7　ELISA检测NLRP3、IL-1β及 IL-18含量

取对数期生长的SH-SY5Y细胞，按照1.0× 
105个 /mL接种到24孔板中，分组与处置同“2.2”，
每组设8个复孔，培养24 h后，收集细胞上清液，将

细胞上清液用样品稀释液稀释5倍后用于NLRP3、
IL-1β及 IL-18含量测定。主要步骤如下：酶标包

被板上设置样品孔和空白孔，样品孔加入50 µL待

测样品，空白孔内加入等体积的样品稀释液，除空白

孔外，每孔加入酶标试剂100 µL，封板膜封板，37 ℃
孵育60 min ；甩去孔中液体，每孔加入1倍的洗涤

液350 µL，静置30 s后弃去，如此重复5次，滤纸上

拍干；分别加入显色剂A和显色剂B各50 µL，37 ℃
避光显色15 min ；加入终止液50 µL，终止反应，酶

标仪于450 nm处测定吸光度值，在绘制好的标准

曲线上，利用测得的吸光度值计算样品内NLRP3、
IL-1β及 IL-18含量。

2.8　统计学方法

使用SPSS 27.0及GraphPad Prism 9统计学软件

进行数据统计分析，实验数据以均数±标准差（ ） 
表示，以P<0.05表示组间差异有统计学意义。

3　结果

3.1　MCC950对SH-SY5Y细胞生存率的影响

与control组比较，OA组SH-SY5Y细胞生存率明

显降低（P<0.01）；与OA组比较，UK5099、MCC950及

合用组可显著增加SH-SY5Y细胞生存率（P<0.01）。 
见表1。

3.2　MCC950对AT-8表达的影响

与control组比较，OA组AT-8表达水平显著增

加（P<0.01）；与OA组比较，UK5099、MCC950及合用

组SH-SY5Y细胞中AT-8表达水平降低（P<0.01）。 
见图1。
3.3　MCC950对SH-SY5Y细胞活性氧的影响

与control组比较，OA组活性氧水平表达显著

增加（P<0.01）；与OA组比较，UK5099、MCC950及

合用组中活性氧水平降低（P<0.01）。见图2。
3.4　MCC950对SH-SY5Y细胞线粒体膜电位的影响

与control组比较，OA组线粒体膜电位水平显

著增加（P<0.01）；与OA组比较，UK5099、MCC950
及合用组SH-SY5Y细胞中线粒体膜电位水平降低

（P<0.01）。见图3。
3.5　MCC950对SH-SY5Y细胞MPC及Tau-5表达的 
影响

与control组比较，OA组MPC及Tau-5显著增

表1　各组SH-SY5Y细胞生存率实验结果

组别 n 细胞生存率 /%

control 3 101.12±4.01

OA 3 80.41±3.56#

OA+UK5099 3 90.21±3.65*

OA+MCC950 3 92.16±3.48*

OA+UK5099+MCC950 3 96.28±1.69*

注：#与control组比较，P<0.01；*与OA组比较，P<0.01。
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加（P<0.01）；与OA组比较，UK5099、MCC950及

合用组可降低MPC及Tau-5表达（P<0.01）。见

图 4。
3.6　MCC950对SH-SY5Y细胞上清中NLRP3、IL-1β 
及 IL-18含量的影响

与control组比较，OA组NLRP3、IL-1β及 IL-18
显著增加（P<0.05）；与OA组比较，UK5099、MCC950 
及合用组可降低SH-SY5Y细胞上清中 IL-1β及

IL-18含量（P<0.01），NLRP3含量测定中，UK5099
可显著降低NLRP3含量（P<0.01），MCC950及合用

组差异无统计学意义。见图5。
4　讨论

AD作为常见的神经退行性疾病，与NLRP3炎

症小体密切相关。本研究采用OA诱导SH-SY5Y细

胞，并添加MPC抑制剂UK5099，证实了NLRP3炎症

小体抑制剂MCC950可通过降低MPC表达发挥抑制

注：##与control组比较，P<0.01；*与OA组比较，P<0.01。
图1　免疫荧光法检测各组SH-SY5Y细胞AT-8表达
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UK5099  

MCC950  

UK5099+MCC950  

注：#与control组比较，P<0.01；*与OA组比较，P<0.01。
图2　DCFH-DA法测定各组SH-SY5Y细胞活性氧
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注：#与control组比较，P<0.01；*与OA组比较，P<0.01。
图3　Rho123法测定各组SH-SY5Y细胞线粒体膜电位

 

 

 

    

Control OA  UK5099  MCC950  UK5099+MCC950  

注：A. WB测定MPC和Tau-5蛋白表达水平；B.. MPC与Tau-5相对蛋白质水平。#，##均与control组比较，P<0.01；*，**与OA组比较，

P<0.01。
图4　WB 检测SH-SY5Y细胞MPC及Tau-5蛋白的表达
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Tau蛋白磷酸化的作用。

近年来的研究证实神经炎症是促使AD发生的

重要因素。在NLRP家族的14个成员中，以NLRP3
炎症小体研究最为广泛，并在AD疾病中发挥重要

作用 [8-9]。NLRP3通过含有CARD的凋亡相关斑

点样蛋白剪切caspase1前体为有活性的Caspase-1 
p20/p10复 合 物 后，切 割 细 胞 因 子pro-IL-1β和

pro-IL-18为有活性的 IL-1β和 IL-18[10]，介导细胞

功能的调控。以往研究表明小胶质细胞活化可释

放NLRP3[11]。 本 实 验 采 用20 nmol/L OA诱 导SH-
SY5Y细胞，NLRP3表达明显增加，说明OA可促使

SH-SY5Y细胞NLRP3的激活，与以往研究相同 [12-13]。 
值得注意的是虽然OA组的NLRP3表达增加，但

MCC950对其并没有抑制作用。研究者们认为

MCC950作为NLRP3的小分子抑制剂，可通过竞争

性作用抑制NLRP3的形成，NLRP3的总蛋白水平

并不需要因为MCC950的抑制而改变，但可影响与

NLRP3直接相关的下游因子，如细胞因子 IL-1β和

IL-18，与文献报道一致 [14-15]。

研究发现通过将已建立的Tau22小鼠与Caspase 
1缺失的小鼠杂交，抑制NLRP3表达可导致海马Tau
磷酸化减少，说明NLRP3位于Tau的上游，NLRP3
活化后释放的 IL-Ιβ诱导Tau蛋白集聚，加速神

经元变性 [16]，NLRP3缺乏，则可抑制Tau蛋白磷酸

化，提高认知功能 [17-18]。OA作为一种蛋白磷酸酯

酶抑制剂，通过抑制体内磷酸酯酶活性，诱导Tau过

度磷酸化，破坏神经细胞骨架，影响轴突的运输功

能，最终导致神经元细胞的退行性变化。因此本实

验采用OA诱导SH-SY5Y细胞，结果表明20 nmol/L  
OA诱导SH-SY5Y细胞24 h后，Tau-5蛋白表达增

加，MCC950具有抑制Tau-5表达的作用。Tau蛋白

的过度磷酸化被认为是AD的关键病理特征。由于

AT-8对包含人Tau序列的Ser199/202或Ser205/208
的两个双磷酸基序具有交叉反应，因此常用作Tau
蛋白磷酸化的检测指标 [19]。在本研究中OA组可诱

导AT8表达增加，MCC950则具有抑制AT8表达的

作用。

活性氧的大量生成是OA诱导SH-SY5Y细胞

产生Tau蛋白磷酸化的主要原因之一 [20]。细胞中活

性氧的主要来源为线粒体，且活性氧的过量生成与

NLRP3炎症小体的激活密切相关。本研究的结果表

明OA能够诱导SH-SY5Y细胞中活性氧的产生，而

MCC950则具有抑制活性氧生成的作用。MPC广泛

分布在中枢神经系统的神经细胞线粒体内膜上 [21]，

神经系统正常生理功能的维持需要大量的ATP，一
旦能量来源受到损伤，则引发疾病的发生。丙酮酸

作为线粒体合成ATP的核心物质，可通过MPC由细

胞质进入线粒体内，参与ATP的生成。因此MPC对

于维持中枢神经的稳态发挥着关键性的作用 [22]。线

粒体作为细胞内的“供能站”，其功能障碍可引起细

胞内ATP供应不足和活性氧释放增加，诱导Tau蛋

白集聚 [23]。AD模型大鼠海马中，MPC蛋白表达明

显升高，使用MPC抑制剂拉帕替尼可改善AD大鼠

的认知功能，抑制Tau蛋白过度磷酸化 [24]。NLRP3
激活剂通过诱导MPC功能失调，促使线粒体功能紊

乱，能量代谢受损，加速Tau蛋白磷酸化 [25]。为了考

察MCC950抑制Tau蛋白磷酸化是否与MPC有关，

我们在OA组添加了MPC的抑制剂UK5099，结果发

现UK5099具有降低MPC、AT8及活性氧的表达，增

加线粒体膜电位水平的作用，且UK5099与MCC950
联合应用后，效果优于单独作用组，说明MCC950可

通过抑制MPC改善线粒体功能，抑制Tau蛋白过度

磷酸化。

本研究以SH-SY5Y细胞为研究对象，结果表

注：##与control组比较，P<0.05；*与OA组比较，P<0.01。
图5　ELISA检测SH-SY5Y细胞上清中NLRP3、IL-1β及 IL-18蛋白的含量
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明MCC950可减轻神经炎症，抑制Tau蛋白过度磷

酸化，其机制与抑制MPC蛋白表达、改善线粒体功

能有关。但对于本研究仍有一些问题需要探索，

如MCC950通过何种途径抑制MPC表达，以及明确

MCC950的毒副作用等。这些问题都将促使我们对

MCC950进行下一步的研究。
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