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摘要 异常磷酸化 Tau蛋白是神经纤维缠结的主要成分，也是老年痴呆的典型病理特征之一．本实验室前期报道了 Tau蛋白
具有保护 DNA的作用，但磷酸化对 Tau与 DNA相互作用的影响需要进行探索，这对于揭示 Tau蛋白异常磷酸化与神经细
胞死亡之间的关系具有一定的参考价值．本文采用甲醛孵育 N2a细胞，引起了细胞内 Tau蛋白的过度磷酸化．实验结果进
一步显示，甲醛孵育组的细胞核内磷酸化 Tau蛋白与 DNA非共定位存在，而对照组细胞核内 Tau蛋白与 DNA存在一定程
度的共定位现象．电泳迁移率实验检测 GSK-3茁催化的磷酸化 Tau蛋白与 DNA的结合情况，可以观察到磷酸化减弱了 Tau
蛋白与 DNA的相互结合．这些结果表明，异常磷酸化可以使 Tau蛋白丧失对 DNA的保护作用，这可能是 Tau蛋白异常磷
酸化引起 DNA损伤甚至细胞死亡的原因之一．
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神经 Tau属于细胞骨架微管结合蛋白，具有启
动微管组装和稳定微管系统的作用．同时，Tau蛋
白能与 DNA相结合，具有稳定 DNA双螺旋结构[1]

和保护 DNA 免受自由基攻击的作用 [2]．Tau蛋白
(等)的异常修饰、错误折叠及其在脑内的聚积是包
括阿尔兹海默氏症在内的很多神经退行性疾病的

共同病理特征[3-4]．过度磷酸化[5]、糖基化[6-7]、硝基

化[8]等异常修饰能够导致 Tau蛋白结构改变和功能
丧失．

甲醛(formaldehyde，FA)普遍存在于自然环境
中．空气中甲醛含量达到约 0.1 mg/m3时，会引起

人体的不适；达到约 30 mg/m3时，可能危及人的

生命．生物机体内普遍存在甲醛(内源甲醛)，不同
细胞及细胞器内的甲醛含量不同[9-10]．内源甲醛来

源于 DNA、组蛋白脱甲基化[11]、以及某些细胞器

(如:线粒体、内质网、过氧化物酶体等)的代谢过
程[12]．甲胺、多胺等能通过氨基脲敏感性胺氧化酶

(semicarbazide-sensitive amine oxidase，SSAO)的作
用生成甲醛[13]．脂质过氧化是体内产生甲醛的另一

途径[14]．甲醛可以直接与蛋白质侧链的 琢-/着-氨基

反应，产生羟甲基化衍生物[15-16]，进而引起蛋白质

分子聚积[17]．近期研究表明，甲醛暴露可引起大鼠

空间认知功能障碍[18]，内源甲醛异常升高，可导致

中枢神经系统等损伤，表现出学习、记忆、情感等

异常[9, 19]．因此，内源甲醛与老年认知功能损伤的

关系受到越来越多的关注[20-21]．

Tau蛋白的过度磷酸化是神经退行性疾病的重
要病理特征，但是，甲醛是否引起神经细胞内 Tau
蛋白的异常磷酸化尚无报道．如果能够证实甲醛引

起神经细胞内 Tau蛋白的异常磷酸化，从而使该蛋
白质失去保护 DNA的功能，这将为研究 Tau蛋白
的异常磷酸化与细胞死亡之间关系提供一种新的思
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路，对进一步研究神经退行性疾病发生发展的机制

也具有参考价值．

本实验室长期以来研究 Tau蛋白的结构与功
能，提出 Tau蛋白是一种“DNA分子伴侣”，具有
保护 DNA的作用[2, 22]；重视醛类对神经系统蛋白质

的修饰及因修饰而产生的生物学效应[16, 23-24]，初步

证实了内源甲醛与认知功能损伤之间具有相关性[18],
从而认为甲醛应激对中枢神经系统造成的慢性损伤

是老年认知功能障碍的重要危险因素之一[20]．本

文报道甲醛诱导神经细胞内 Tau蛋白的异常磷酸
化，并且发现异常磷酸化能明显减弱 Tau与 DNA
的相互作用，从而使 Tau蛋白丧失对 DNA的保护
作用．

1 材料与方法

1援1 材料

表达人类神经 Tau 23 异构体的 BL21 菌株，
由英国剑桥大学 Geodert教授馈赠；小鼠神经母细
胞瘤 N2a 细胞来自于中国医学科学院基础医学研
究所(北京)．
组蛋白 H1和 BSA购自 Amresco公司(美国)；

GSK-3茁 激酶 (500 000 U)购自 NEB 公司 (英国 )；
Hoechst 33258购自于碧云天公司(中国)；总 Tau蛋
白抗体(Tau5)和 Tau磷酸化(anti-pS396)抗体均购自
Millipore公司(美国)；Tau磷酸化(anti-pT181)抗体
购自 SAB公司(美国)；茁-actin抗体和 F-actin染料
phalloidin购自 Sigma 公司(美国)；DMEM培养基
购自 Gibco公司(美国)；胎牛血清购自 PAA公司
(奥地利)；细胞活力测定试剂盒(CCK-8)购自日本
株式会社同仁化学研究所(日本)；细胞裂解液购自
赛驰公司(中国)，ECL超敏化学发光液购自普利来
公司(中国)；BCA试剂盒购自 Pierce公司(美国)．
1援2 样品制备

神经 Tau 蛋白 Tau 23 的表达、菌体匀浆、
可溶性蛋白的收集，以及采用 SP-sepharose、
Q-sepharose柱层析对 Tau 23进行纯化的过程，参
考 Qu等[25]使用的方法．如图 4a所示，分离纯化后
的 Tau 23蛋白在 SDS-PAGE和蛋白质印迹膜上(单
克隆抗体 Tau5)均为单一条带．通过“微管蛋白聚
集”法测定显示，提取的 Tau 23的活性与国际同
行所报道的一致[26]．

脱氧寡核苷酸的制备：首先合成 26 bp的多核

苷酸随机序列．为了有效退火，在每条核苷酸序列

5忆端多连入一个核苷酸．通过 95℃水浴 5 min后缓
慢降至室温，退火形成 dsDNA．通过紫外分光光
度仪检测(A 260)确定 dsDNA 的浓度，参照 Qu 等 [25]

的方法．

1援3 细胞培养、甲醛孵育以及细胞活力的测定

N2a 细胞培养．培养于 DMEM 培养基+10%
胎牛血清(FBS)中，37℃，5% CO2培养箱，每隔

2～3天传代一次．细胞初始接种密度为 5伊105，接

种到 96孔板中，细胞培养 24 h贴壁后，加入不同
浓度甲醛继续培养 24 h后，采用细胞活力测定试
剂盒(CCK-8)进行细胞活力测定．
1援4 Western blotting

N2a细胞以 5伊105个 /ml的密度接种于直径为
10 cm的培养皿中，培养 24 h贴壁后，加入甲醛使
其终浓度分别为 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 mmol/L．
经 4 h后，收集甲醛孵育培养后的 N2a细胞用细胞
裂解液进行裂解，离心后取上清，得到细胞蛋白，

用 BCA试剂盒测定蛋白质的浓度，对蛋白质进行
SDS凝胶电泳分离，然后将其转印到 PVDF膜上．
5%脱脂牛奶封闭后，进行一抗孵育(4℃过夜)，用
TBST(Tween-20)洗 3次(5 min/次)后，进行二抗孵
育(室温，2 h)，再 TBST洗 3次(5 min/次)后，使
用 ECL超敏化学发光液显影．
1援5 细胞免疫荧光染色

N2a细胞以 2伊105个 /ml的密度接种于含有包
被好玻片的 24孔板中，培养 24 h贴壁后加入终浓
度为 0.2 mmol/L的甲醛．用 PBS清洗 3次后用 4%
多聚甲醛进行固定，0.1% PBST(Triton-X100)透膜，
清洗后，加入 10%的羊血清 37℃温育 30 min，然
后加入一抗进行温育(4℃过夜)．之后用 PBS洗去
一抗，加入荧光标记的二抗，并用 Hoechst 33258
和 phalloidin对 DNA以及 F-actin进行染色(37℃，
温育 30 min)，用 PBS洗 3次．甘油封片后，用于
共聚焦显微镜观察．

1援6 磷酸化 Tau蛋白的制备
10滋mol/L Tau 23和 500 000 U GSK-3茁在 25 滋l

的反应体系中 (20 mmol/L Tris-HCl， 10 mmol/L
MgCl2，5 mmol/L DTT，200 滋mol/L ATP，pH 7.5)
于 25℃反应 1 h．然后通过Western blotting用磷酸
化 Tau的抗体(anti-pT181和 anti-pS396)检测磷酸化
情况．
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作者对甲醛的细胞毒性进行了测定，在 N2a
细胞中加入不同浓度的甲醛后培养 24 h．结果表
明，当甲醛浓度达到或高于 0.5 mmol/L时，细胞
活力下降至 90%左右 (图 1b)．提示 Tau的异常磷
酸化是细胞对环境中甲醛浓度升高的应答．

2援2 细胞核内磷酸化 Tau蛋白与 DNA非共定位
为了进一步证实甲醛能够诱导 N2a细胞内 Tau

蛋白的异常磷酸化，作者采用共聚焦显微镜观察

Tau蛋白 T181位点磷酸化信号．如图 2所示，在
甲醛存在下，Tau蛋白的 T181位点被明显磷酸化，
并且磷酸化 pT181(红色)信号与 DNA(蓝色)没有明
显的共定位现象．在相同条件下，Tau 蛋白的

S396位点也出现了磷酸化，且磷酸 pS396(红色)信
号与 DNA的(蓝色)信号也无明显共定位现象．单
克隆抗体 Tau5(红色)识别细胞总 Tau蛋白．在甲醛
作用下，Tau5的信号(红色)与 DNA(蓝色)信号出现
一定程度的重合，而大多数为非共定位．说明在实

验条件下，多数 Tau蛋白被磷酸化，而仍有部分
Tau蛋白处于非磷酸化状态．
未加入甲醛的对照组细胞(图 3)，Tau蛋白的

T181和 S396 两个位点的磷酸化不明显．也就是
说，在甲醛的诱导下，N2a细胞内 Tau蛋白发生过
度磷酸化，且磷酸化影响了 Tau蛋白与 DNA的结
合能力．

Fig. 1 Changes in Tau phosphorylation, total Tau and cell viability of N2a cells treated with different
concentrations of formaldehyde

N2a cells were seeded at a concentration of 5伊105 cells/ml, cultured for 24 h and then treated with different concentrations of formaldehyde for another

4 h. Changes in the phosphorylation of Tau at residues S396 and T181 and total Tau were measured by Western blotting (a). Cell viability cultured for

24 h was assayed by CCK-8 and shown in columns (b). Signals of anti-pT181 and anti-pS396 (monoclonal antibodies) increased in the presence of

formaldehyde, but those of Tau5 (a monoclonal antibody against total Tau) did not increase. The viability of cells decreased to 90% under the

experimental conditions. This demonstrates that formaldehyde is able to induce hyperphosphorylation of Tau in vivo.

1援7 电泳迁移率实验(electrophoretic mobility shift
assay，EMSA)
将 26 bp 双链 DNA(dsDNA)与 10 滋mol/L Tau

23, 10 滋mol/L 磷酸化 Tau 23，10 滋mol/L 组蛋白
H1和 10 滋mol/L BSA进行温育 10 min，然后通过
20%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 dsDNA-蛋白
复合体(分离条件：电压 100 V，4℃ , 2 h；缓冲液
1伊TBE: 89 mmol/L三羟甲基氨基甲烷，89 mmol/L
硼酸和 2 mmol/L EDTA， pH 8.3)． 凝胶用 EB
(0.5 mg/L)染色 30 min，然后用凝胶成像系统(UVP
Image store 7500)进行观察(Dingyong Co.,中国)．为
了进一步验证磷酸化的作用，首先将 Tau蛋白与
DNA进行反应形成复合体，然后加入 GSK-3茁催
化 Tau蛋白磷酸化，并进行相同条件下的 EMSA

检测．

2 结 果

2援1 甲醛诱导 Tau蛋白磷酸化
为了研究磷酸化对 Tau蛋白与 DNA结合能力

的影响，在 N2a细胞(接种密度 5伊105个 /ml)的培
养液中加入不同浓度的甲醛，培养 4 h 后收获细
胞，采用 Western blotting 对 Tau 的磷酸化位点
(T181，S396)进行检测．如图 1a所示，0.5 mmol/L
甲醛孵育下的 N2a细胞内 Tau蛋白 T181的磷酸化
显著升高，相对而言，0.2 mmol/L甲醛已经可以
使 S396位点的磷酸化明显高于正常水平．以上结
果提示，甲醛能够诱导细胞内 Tau蛋白的异常磷
酸化．
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Fig. 3 Signals of phosphorylated Tau (pT181 and pS396) and total Tau (Tau5) from cells
in the absence of formaldehyde under the same experimental conditions

The signals of both anti-pT181 and anti-S396 in the absence of formaldehyde were much less than those in the presence of formaldehyde (Figure 1)

except for Tau5.

Fig. 2 Signals of phosphorylated Tau (pT181 and pS396) and total Tau (Tau5) after cells
were treated with formaldehyde for 4 h

Phosphorylated Tau was detected by anti-pT181 and anti-pS396 antibodies, and total Tau was assayed with Tau5 antibody. Nuclei and F-actin were

stained with Hoechst-33258 (blue) and phalloidin (green), respectively. The signals of anti-pT181 and anti-pS396 strikingly increased in nuclei of N2a

cells, and most of them were rarely co-localized with the DNA staining. A small part of Tau5 signals were co-localized with DNA except for most of

them.

Antibody Antibody Antibody
DNADNA, F-Actin DNA F-Actin BF

Total Tau

pS396

pT181

10 滋m

Antibody Antibody Antibody
DNADNA, F-Actin DNA F-Actin BF

Total Tau

pS396

pT181

10 滋m
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2援3 磷酸化削弱 Tau蛋白与 DNA相互作用
以上结果显示，磷酸化有可能减弱细胞核内

Tau与 DNA的相互作用，为了进一步验证磷酸化
是否导致了 Tau蛋白与 DNA解离，作者表达并分
离纯化了 Tau 蛋白．如图 4a 所示，Tau 蛋白在
SDS-PAGE上显示为单一条带．并且由 Tau5单克
隆抗体得到验证．采用 GSK-3茁进行催化，制备磷
酸化 Tau 蛋白，可以观察到，用磷酸化抗体
anti-pT181和 anti-pS396检测的 Tau蛋白，均呈现
阳性结果(图 4b)．说明经过 GSK-3茁催化后的 Tau
蛋白，其 T181以及 S396位点均被磷酸化．
通过电泳迁移率实验，可以观察到非磷酸化

Tau与 DNA之间有明显的相互作用(图 4c, 泳道 2).
当 Tau蛋白被磷酸化后，再与 DNA保温，其相互
作用明显减弱(图 4c，泳道 5)；Tau蛋白先与 DNA
保温，再加入 GSK-3茁使 Tau蛋白进行磷酸化，同
样可以干扰 Tau与 DNA的相互结合(图 4c,泳道 6).
在相同条件下，作为阴性对照的 BSA 以及单独
DNA，没有表现出 DNA 迁移的阻滞现象(图 4c，
泳道 1, 4)；而作为阳性对照的组蛋白 H1，表现出
与 DNA明显的相互作用(图 4c，泳道 3)．以上结

果证明，磷酸化可以显著降低 Tau与 DNA的相互
作用，从而干扰 Tau对 DNA的保护作用．

3 讨 论

甲醛不但广泛存在于人类生活的环境中，也存

在并产生于我们的体内．最近研究显示，随着衰老

(大于 65岁)，人体内甲醛的水平逐渐升高[19]，并与

认知功能的损伤程度呈正相关[18]．老年痴呆的致病

因素十分复杂[27]，国内外学者在相关领域开展了广

泛的研究[28-29]，从不同角度探索痴呆的发病机制，

如淀粉样蛋白聚集[30-32]、氧化应激[33-35]、胶质细胞

功能异常[36-37]、离子通道代谢失调[38-39]等．尽管关

于老年痴呆发病机制的学说有多种，但 Tau蛋白的
异常磷酸化且在脑内聚积是其典型的病理表现．

Tau蛋白的磷酸化不但存在于脑内，在脑脊液中也
被检出[31]．临床调查显示，约有 30%～40%老年痴
呆病人伴有尿甲醛水平的异常升高[40]．这些结果显

示，Tau蛋白的异常磷酸化与甲醛之间的关系研究
具有重要的科学意义．

异常磷酸化 Tau 蛋白是配对螺旋样二聚体
(paired helical filaments，PHFs)的主要组成成分，
在病人脑内的含量与其认知功能障碍呈正相关[41]．

PHF-Tau丧失与微管系统结合的功能，导致细胞骨
架结构稳定性下降，甚至崩解[42]．本工作提示，甲

醛可以引起细胞内 Tau异常磷酸化，异常磷酸化干
扰 Tau与 DNA的结合, 使 Tau蛋白失去保护 DNA
的作用，从而使 DNA受到自由基(包括甲醛)等危
险因素的攻击，导致 DNA的损伤(图 5)．提出这一
观点的根据是：a．Western blotting结果显示，甲
醛明显引起 N2a 细胞内 Tau 蛋白的磷酸化
(图 1a)．b．细胞免疫荧光染色显示，N2a细胞内，
特别是细胞核 Tau被磷酸化(pT181、pS396)，相同
条件下，对照细胞的 Tau蛋白没有出现明显的磷酸
化(图 3)．这些结果证明，甲醛可以诱导细胞内
Tau蛋白的异常磷酸化． c．细胞荧光染色结果可
以看到，在甲醛存在下，pT181和 pS396的信号与
DNA染色几乎没有共定位，而 Tau5识别的总 Tau
蛋白包含磷酸化与一定程度的非磷酸化两种形式，

非磷酸化的 Tau蛋白仍能与 DNA结合．d．体外
实验表明，磷酸化可以使 Tau蛋白从 DNA上解离
(图 4)．这些结果说明磷酸化 Tau蛋白与 DNA的
结合能力显著降低．e．Tau 蛋白具有防止 DNA
变性和促进 DNA复性以及稳定双螺旋的作用[1]．

f．Tau蛋白具有保护和防止 DNA被活性氧自由基

Fig. 4 Phosphorylation interferes with
Tau binding to DNA in vitro

(a) The purity of Tau isoform Tau 23 was demonstrated by SDS-PAGE

and confirmed by Western blotting (antibody Tau5). (b) Recombinant

GSK-3茁 was reacted with Tau 23 at 25℃ for 1 h. Phosphorylated

Tau was detected with the antibodies anti-pS396 and anti-pT181.

Both residues (S396 and T181) of Tau 23 were phosphorylated. (c)

Electrophoretic mobility-shift assay of DNA using phosphorylated

Tau 23. BSA and histone H1 were used as negative and positive controls,

respectively. Recombinant GSK-3茁 was added before (B) and after (A)

formation of the DNA-Tau complex. Phosphorylated Tau disassociated

from DNA.
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Fig. 5 Diagram of Tau hyperphosphorylation
in overloaded formaldehyde

Tau protein, phosphorylated in the cytoplasm has long been reported to

be dissociated from microtubules [47], leading to disruption of the

microtubule system [48]; here we further show that phosphorylation may

induce nuclear Tau to be dissociated from DNA and inactivated in the

protection of DNA [2, 22]. This might be a cause of DNA damage and cell

dysfunction.

?

Tau Tau
P P

Nucleus

Cytoplasm

Tau
P P

P

Tau

Formaldehyde
Microtubule
DNA

Phosphorylation

攻击的作用[2]．g．失去 Tau蛋白保护的 DNA容易
被 DNAase降解[22]．小结以上结果，不难看出，甲

醛诱导 Tau蛋白异常磷酸化，从而干扰 Tau蛋白
与 DNA的结合和保护作用．这可能是甲醛导致细
胞 DNA损伤的机制之一．
甲醛过量所导致的 Tau蛋白异常磷酸化是细胞

的一种应激状态，即甲醛应激．甲醛应激可能导致

细胞的损伤，乃至死亡[20]．需要说明的是，在甲醛

应激状态下，导致细胞死亡的途径可能是多方面

的．甲醛不但可与蛋白质发生作用，也可以与

DNA进行反应，导致 DNA分子交联．然而，在细
胞核内 Tau蛋白与 DNA结合，形成“串珠样”结
合模式，形成对 DNA的保护[43]．当 Tau蛋白被磷
酸化后，与 DNA结合的能力显著下降，DNA失
去了 Tau的保护，从而更容易受到自由基等危险因
素的损伤．

在甲醛应激的状态下，Tau蛋白会发生异常磷
酸化，但在细胞内什么激酶参与了 Tau蛋白的磷酸
化，值得进行讨论．T181和 S396的磷酸化通常是
GSK-3茁[44]、CDK5[45]以及 SAP激酶[46]等激酶的作用

位点．因此，甲醛应激状态下引起 Tau蛋白磷酸化

的激酶及其作用机制，需要在未来的工作中进一步

研究．
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Formaldehyde鄄mediated Hyperphosphorylation Disturbs
The Interaction Between Tau Protein and DNA*

LU Jing1, 2), MIAO Jun-Ye1, 2), PAN Rong1), HE Rong-Qiao1)**

(1) State Key Laboratory of Brain and Cognitive Sciences, Institute of Biophysics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China;
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Abstract Hyperphosphorylation of Tau protein and related neuron death is one of the most important
characteristics of Alzheimer’s disease. Our laboratory has shown that Tau protein is able to bind and protect DNA.
It is still unknown whether phosphorylation affects the binding of Tau to DNA. Therefore, it is of importance to
investigate the effect of phosphorylation on the interaction of Tau with DNA in cells. In this work, we treated N2a
cells with formaldehyde and found that Tau protein was hyperphosphorylated in the cells under the experimental
conditions. Phosphorylation was remarkably observed at both T181 and S396 of Tau protein in the cells in the
presence of formaldehyde compared with those in the absence of formaldehyde. Cytoimmunofluorescence hardly
showed that most of the nuclear phosphorylated Tau protein was co-localized with DNA, while Tau protein was
partially co-localized with DNA in the absence of formaldehyde as control. Electrophoretic mobility shift assay
(EMSA) showed that phosphorylated Tau catalyzed by GSK-3茁 reduced the interaction between Tau protein and
DNA in vitro. These findings reveal that hyperphosphorylation declines Tau protein to protect DNA, and may
thereafter lead to damage of DNA and even cell death, giving a novel viewpoint to the pathology of Alzheimer’s
disease.
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