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p25-CDK5-p53 信号通路在甲醇致人神经
母细胞瘤细胞凋亡中的作用
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宁夏医科大学公共卫生与管理学院，宁夏回族自治区  银川  750004

摘要 ：

[ 背景 ]　职业接触甲醇后可引起中枢神经系统损伤。有研究表明，在应激或毒性刺激下，钙
激活蛋白酶（calpain）使 p35 蛋白转化为 p25 蛋白，激活钙依赖性蛋白激酶 5（CDK5），p53 蛋
白积聚及磷酸化后出现神经细胞凋亡。甲醇是否可以激活 calpain 从而启动 p25-CDK5-p53 信
号通路，通过经典线粒体途径使神经细胞凋亡，尚不明确。

[ 目的 ]　通过体外实验探究 p25-CDK5-p53 信号通路在甲醇致人神经母细胞瘤细胞（SK-N-SH

细胞）凋亡中的作用。

[ 方法 ]　采用不同浓度甲醇（0、250、750、1 250 mmol/L，即对照、低、中、高浓度组）分别
染毒 SK-N-SH 细胞 24 h 后，采用 Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡 ；实时荧光定量 PCR

技 术 检 测 calpain2、CDK5、p35、p25、p53 mRNA 表 达 水 平 ；Western blotting 检 测 calpain2、
CDK5、p25、p35、p53 及 p53 磷酸化蛋白表达水平。

[ 结 果 ]　 对 照 组 及 甲 醇 低、中、高 浓 度 组 处 理 24 h 后 细 胞 凋 亡 率 分 别 为（8.15±1.77）%、
（12.06±0.71）%、（13.81±0.67）%、（19.88±2.40）%，组间差异有统计学意义（F=29.05，P < 0.01）。

各浓度组 calpain2、CDK5、p25、p53 mRNA 相对表达水平差异均有统计学意义（F=10.02、
61.48、28.91、21.12，P < 0.01），各 浓 度 组 p35 mRNA 相 对 表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义

（F=0.96，P > 0.05）。与对照组相比，甲醇低、中浓度组 calpain2、CDK5、p25 mRNA 相对表达
水平差异均无统计学意义（P > 0.05），甲醇中浓度组 p53 mRNA 相对表达水平升高（P < 0.01），
高浓度组 calpain2、CDK5、p25、p53 mRNA 相对表达水平升高（P < 0.01）。各浓度组 calpain2、
CDK5、p35、p25、p53 磷酸化蛋白、p53 蛋白相对表达水平差异具有统计学意义（F=32.29、
17.60、35.02、35.92、93.72、11.00，P < 0.05）。与 对 照 组 相 比，低、中、高 浓 度 组 calpain2、
CDK5、p35、p25、p53 磷酸化蛋白相对表达水平升高（P < 0.05），中、高浓度组 p53 蛋白相对
表达水平升高（P < 0.05），低浓度组 p53 蛋白相对表达水平差异无统计学意义（P > 0.05）。

[ 结论 ]　甲醇染毒后可使 calpain2、p35、p25 及 CDK5 蛋白表达水平增加，p53 蛋白积聚及其
磷酸化，和 SK-N-SH 神经细胞凋亡。
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Abstract: 

[Background] Occupational exposure to methanol can cause damage to the central nervous system. 
Studies have shown that calpain can convert p35 into p25, activating calcium-dependent protein 
kinase 5 (CDK5) and leading to the accumulation and phosphorylation of p53 and the apoptosis of 
nerve cells. It is unclear whether methanol can activate calpain, initiate the p25-CDK5-p53 signaling 
pathway, and cause neuronal apoptosis through the classical mitochondrial pathway.

[Objective] This in vitro experiment is designed to investigate the role of p25-CDK5-p53 signaling 
pathway in the apoptosis of human neuroblastoma cells (SK-N-SH cells) induced by methanol.

[Methods] SK-N-SH cells were exposed to 0, 250, 750, and 1 250 mmol/L methanol (named 
control, low, medium, and high concentration groups, respectively) for 24 h. The apoptosis 
rate was detected with Annexin V-FITC/PI apoptosis kit. The relative mRNA expression levels of 
calpain2, CDK5, p35, p25, and p53 were measured by real-time fluorescence quantitative PCR. 
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The protein expression levels of calpain2, CDK5, p25, p35, p53, and phosphorylated p53 were determined by Western blotting.

[Results] After 24 h of methanol exposure, the apoptosis rates of the control, low, medium, and high concentration groups were 
(8.15±1.77)%, (12.06±0.71)%, (13.81±0.67)%, and (19.88±2.40)%, respectively, and the difference among the four groups was statistically 
significant (F=29.05, P < 0.01). The difference of relative mRNA expression levels of calpain2, CDK5, p25, and p53 among the groups were 
statistically significant (F=10.02, 61.48, 28.91, and 21.12, respectively, P < 0.01), except the relative mRNA expression level of p35 (F=0.96, 
P > 0.05). Compared with the control group, the relative mRNA expression levels of calpain2, CDK5, and p25 in the low and medium 
methanol concentration groups were not significantly different (P > 0.05), the relative mRNA expression level of p53 in the medium 
methanol concentration group was increased (P < 0.01), and the relative mRNA expression levels of calpain2, CDK5, p25, and p53 in the 
high concentration group were increased (P < 0.01). The relative protein expression levels of calpain2, CDK5, p35, p25, phosphorylated 
p53, and p53 were significantly different among the designed groups (F=32.29, 17.60, 35.02, 35.92, 93.72, and 11.00, respectively, P < 
0.05). Compared with the control group, the relative protein expression levels of calpain2, CDK5, p35, p25, and phosphorylated p53 were 
increased in the low, medium, and high concentration groups (P < 0.05), the relative protein expression levels of p53 were increased in the 
medium and high concentration groups (P < 0.05), and there was no significant difference in the relative protein expression level of p53 
between the low concentration group and the control group (P > 0.05).

[Conclusion] Methanol exposure may increase the expression levels of calpain2, p35, p25, and CDK5 proteins, induce p53 protein 
accumulation and phosphorylation, and result in the apoptosis of SK-N-SH cells.

Keywords: methanol; p25-CDK5-p53; neurotoxicity; cell apoptosis

甲醇（CH3OH）是醇类中最简单的一种饱和醇，由
于储存、运输方法简便及优良的理化性质，因此能被
广泛应用于医药、农药、电子、化工等行业。大规模
生产和使用甲醇的同时会引起职业性甲醇中毒发病
率增加，这为职业人群健康提出了新的挑战。甲醇主
要经呼吸道、肠胃道、皮肤进入人体，进入人体后可
迅速分布在身体的各组织中［1-2］，在体内氧化和排泄速
度均缓慢，故有明显蓄积作用［3］，甲醇经人体代谢后
产生的代谢产物可引起头晕、恶心、呕吐、视线模糊，
严重者甚至出现失明、丧命［4-5］。

甲醇代谢产物能引起体内酸碱平衡紊乱，使体内
有机酸积聚（如乳酸），主要是因为抑制了氧化酶系统
作用，最终导致代谢性酸中毒。甲醇可能诱发机体的
氧化应激状态产生毒性［6］，中枢神经系统症状、眼部
损伤以及代谢性酸中毒是其主要临床表现。现阶段国
内外对甲醇毒性的研究多集中于眼部损害及代谢性
酸中毒。甲醇可引起中枢神经系统抑制、脑单胺类物
质的改变［7］，被认为是一种重要的神经性毒物。关于
甲醇的中枢神经系统毒性研究主要集中在甲醇中毒
患者的大脑影像学改变方面［8］。本课题前期研究［9］发
现甲醇吸入对大鼠具有神经毒性，而中枢神经损伤往
往伴有大量神经细胞凋亡，而有报道表明［10-11］，各种
有害因素引起的中枢神经系统损伤与细胞的线粒体
凋亡途径密切相关。

研究发现，钙依赖性蛋白激酶5（calcium-dependent 

kinase 5，CDK5）处于经典的线粒体凋亡途径上游，在
线粒体形态改变之前就有 CDK5 过度激活［12］。CDK5 是
脯氨酸限定性丝 / 苏氨酸蛋白激酶，在全身组织广泛

分布，其在神经系统中的含量最为丰富。生理情况下
CDK5-p35 蛋白复合物可能参与细胞骨架的生成、神
经系统正常发育、突触可塑性调节、认知功能和学习
记忆等过程［13-16］。p35 蛋白在机体受到外界刺激（如
H2O2、脑缺血、氧化应激、P- 淀粉样蛋白）后，在钙
激活蛋白酶（calpain）作用下转化为 p25 蛋白，形成
CDK5-p25 蛋白复合物，引起 CDK5 的过度激活并诱导
p53 蛋白磷酸化，过度磷酸化最终引起细胞形态的退
变甚至坏死或凋亡等一系列损伤［17-18］。因此本研究旨
在初步探讨甲醇对人神经母细胞瘤细胞（SK-N-SH 细
胞）p25-CDK5-p53 通路的影响，为进一步研究甲醇神
经毒性提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   试剂与仪器

甲醇（天津瑞金特，中国），胎牛血清（BioInd，
以 色 列 ），MEM 培 养 基（ 上 海 中 桥 新 舟，中 国 ），
TBST 溶 液（ 北 京 海 利 克 思，中 国 ），calpain2、p25、
CDK5、p35、p53 mRNA 引物（上海捷瑞生物，中国），
calpain2、CDK5、p35、p25、p53 以及 p53 磷酸化蛋白
抗体（Abcam，美国），HRP 标记山羊抗兔 IgG（Abbkine，
美国），GADPH 内参（上海基尔顿生物，中国），总 RNA

提取试剂盒（Tiangen，德国），反转录试剂盒、实时荧
光定量 PCR 试剂盒（TaKaRa，日本），二喹啉甲酸试剂
盒（凯基生物，中国），Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检
测试剂盒（BestBio，中国），荧光显微镜（Olympus，日
本），流式细胞仪（Sysmex，日本），PCR 扩增仪（Bio-

Rad，美国）。
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1.2   细胞培养与染毒
本课题组前期通过 CCK-8 法检测 SK-N-SH 细胞增殖

活力［19］，分别用 0、250、500、750、1 000、1 250、1 500、
1 750、2 000 mmol/L 甲醇染毒 24、48 h，染毒 48 h 后拟
合的线性回归方程为 ŷ=1.107 67-0.000 47x，R2=0.98，
随着染毒剂量的增加，细胞毒性逐渐增强。通过拟合
的回归方程可计算出 IC50 为 1 292.96 mmol/L，据此本研
究选择 0、250、750、1 250 mmol/L 作为染毒剂量。通
过染毒不同时间观察细胞活力及状态，最终确定后续
实验染毒时间为 24 h。

SK-N-SH 细胞用完全培养液（10% 胎牛血清 +89% 

MEM 培养基 +1% 链霉素 / 青霉素）重悬，在培养瓶中
加入细胞密度为 2×105 个 /mL 的细胞悬液 3 mL，37℃、
5% CO2 培 养 箱 培 养。每 2 天 换 液 1 次，3~4 天 传 代 1

次。取对数期生长良好的同批次细胞制成细胞密度为
2.5×105 个 /mL 的细胞悬液，分别接种于 6 孔板中，每
组 3 孔，每孔 2 mL。细胞生长 24 h 后弃培养液，再加
入 2 mL 甲醇浓度分别为 0、250、750、1 250 mmol/L 的
培养液，染毒 24 h。
1.3   Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡率

染毒 24 h 后，用胰酶（不含 EDTA 和酚红）消化细
胞，收集细胞于离心管中，1 000×g、离心 5 min，弃上
清，PBS 洗涤细胞 3 次，800×g、离心 3 min，将 400 μL 的
1×Annexin 结合液、5 μL Annexin V-FITC 染色液混匀放
于冰上操作，孵育 15 min 后加入 10 μL PI 染色液继续
孵育 5 min，全程均在 4℃避光下操作，结束后上流式
细胞仪检测，采用 FSC Express 5.0 软件分析结果。实
验重复 3 次。
1.4   实时荧光定量 PCR 检测 mRNA 水平

calpain2 等相关引物见表 1。染毒 24 h 后，收集细
胞，按照试剂盒说明书操作步骤提取总 RNA，使用核
酸蛋白分析仪检测光密度，并记录 D260/D280（范围为
1.8~2.1），计算 RNA 浓度。用 TaKaRa 反转录试剂盒将
RNA 反转录为 cDNA，实时荧光定量 PCR 法检测 mRNA

水平。PCR 反应体系为 25 μL，反应条件 ：95℃预变性
30 s ；95℃ 5 s，60℃ 30 s，40 个循环 ；95℃ 10 s。反应
结束后记录各组的 Ct 值，利用 2-ΔΔCt 法计算 mRNA 相对
水平。
1.5   Western blotting 法测定蛋白表达水平

染毒 24 h 后，PBS 洗涤细胞 2 次，每孔加入裂解液，
用刮刀将细胞刮下，收集到 EP 管中冰上裂解 30 min。
4℃，12 000×g，离心 5 min。取上清液按照二喹啉甲酸

试剂盒说明书测定蛋白浓度。经 SDS-PAGE 电泳后进
行转膜（转至聚偏氟乙烯膜上），室温下用 TBST 溶液

（含 5% 脱脂奶粉）封闭 1.5 h 后，在聚偏氟乙烯膜上孵
育相应的一抗，4℃过夜，TBST 清洗 3 次，二抗封闭，
室温孵育 1 h，TBST 清洗 3 次后将显影液均匀涂抹于聚
偏氟乙烯膜蛋白条带上，避光孵育 5 min，利用凝胶成
像系统扫描条带，实验重复 3 次。采用 Image Pro Plus 

6.0 软件分析灰度值。

表 1   实时荧光定量 PCR 反应引物序列
目的基因名称 引物序列（5’ → 3’）

calpain2 正向引物 ：CATTGCCTCCCTCACCTTG

反向引物 ：CGCTCCAGAACTCGCTCC

CDK5 正向引物 ：AAAAGATTGGGGAAGGCACC

反向引物 ：CCAAAGTCAGCTTCTTGTCGC

p35 正向引物 ：GGTGCTGTCCCTGTCTCCC

反向引物 ：GGTGCTGTCCCTGTCTCCC

p25 正向引物 ：ATGACAAGCAGCGGGAGG

反向引物 ：GGTGGAATTGGAGTGAAGACAG

p53 正向引物 ：GCTGCTCAGATAGCGATGGTC

反向引物 ：AGGATGGGCCTCCGGTTC

GADPH 正向引物 ：TCCTGCACCACCAACTGCTT

反向引物 ：GGGGCCATCCACAGTCTTCT

1.6   统计学分析
采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，定量资料符合

正态分布，以均数 ± 标准差表示。多组间比较采用单
因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验法。检验水准
α=0.05，双侧检验。

2   结果
2.1   细胞凋亡率

对 照 组 及 甲 醇 低、中、高 浓 度 组 在 处 理 24 h

后，细 胞 凋 亡 率 为（8.15±1.77）%、（12.06±0.71）%、
（13.81±0.67）%、（19.88±2.40）%，各组间的差异有统

计学意义（F=29.05，P < 0.01）。
2.2   mRNA 表达水平

如图 1 所示，各浓度组 calpain2、CDK5、p25、p53 

mRNA 相对表达水平差异均有统计学意义（F=10.02、
61.48、28.91、21.12，P < 0.01），各 浓 度 组 p35 mRNA

相对表达水平差异无统计学意义（F=0.96，P > 0.05）。
与 对 照 组 相 比，甲 醇 低、中 浓 度 组 calpain2、CDK5、
p25 mRNA 相对表达水平差异均无统计学意义（P > 

0.05）；甲醇中浓度组 p53 mRNA 相对表达水平升高
（P < 0.01）；甲 醇 高 浓 度 组 calpain2、CDK5、p25、p53 

mRNA 相对表达水平升高（均 P < 0.01）。
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图 1 不同甲醇浓度染毒 SK-N-SH 细胞 24 h 后
目的基因 mRNA 水平

［注］* ：与对照组相比，P < 0.01 ；# ：与低浓度组相比，P < 0.01 ；△ ：
与中浓度组相比，P < 0.01。

2.3   蛋白表达水平
如 图 2 所 示，各 浓 度 组 间 calpain2、CDK5、p35、

p25、p53 磷酸化蛋白、p53 蛋白相对表达水平的差异
具有统计学意义（F=32.29、17.60、35.02、35.92、93.72、
11.00，P < 0.05）。与 对 照 组 相 比，低、中、高 浓 度 组
calpain2、CDK5、p35、p25、p53 磷酸化蛋白相对表达水
平升高（P < 0.05）；与对照组相比，中、高浓度组 p53 蛋
白相对表达水平升高（P < 0.05），低浓度组 p53 蛋白相
对表达水平的差异无统计学意义（P > 0.05）。

［注］A ：电泳条带图，B-C ：蛋白相对表达水平 ；* ：P < 0.05，** ：P < 0.01。
图 2   不同浓度甲醇染毒 SK-N-SH 细胞 24 h 后 calpain2、

CDK5、p35、p25、p53 及 p53 磷酸化蛋白表达水平

3   讨论
甲醇是最常用的化学性有机溶剂之一，由于对环

境造成的危害小，被广泛应用于各个行业，而大量使
用甲醇的后果是国内外职业性甲醇中毒事件不断发
生［20-21］。甲醇进入机体后可导致眼部损害、代谢性酸
中毒，也可引起神经毒性与细胞凋亡。

细胞凋亡是指在一定的生理或病理情况下，细胞
在基因调控下按照自身的程序出现的主动性死亡过
程［22］。近年来，阿尔茨海默氏症和帕金森病患者的
大脑中已经证实 CDK5-p25 的表达增加，且对神经细
胞进行的实验研究表明 CDK5-p25 在细胞凋亡中起重
要 作 用［23］。Miao 等［24］研 究 发 现 calpain、p35、p25、
CDK5 在谷氨酸诱导大鼠视网膜神经元损伤中起重要
作用。Tian 等［25］研究发现当脊髓急性缺血再灌注导
致神经系统损伤时出现 CDK5 与 p25 活性的升高以及
脊髓细胞凋亡数量增加。Zhang 等［26］研究发现活化的
calpain 将 p35 截断为 p25，其导致 CDK5-p25 复合物的
形成和活化，calpain 抑制剂主要通过抑制 CDK5-p25

激活来阻止神经元凋亡。
calpain1 和 calpain2 是主要的存在于中枢神经系

统中的钙蛋白酶［27］。以往研究表明 calpain 在神经元
死亡和神经退行性病变也发挥关键作用［28］。同时具
有神经元特异性的细胞周期蛋白依赖性激酶 CDK5 能
被 calpain 间接激活，并将 p35 蛋白水解为 p25 和 p10。
与 p35 相比，p25 更容易与 CDK5 结合并过度激活 CDK5，
形成 CDK5-p25 复合物，最终诱导细胞凋亡的途径是通
过上调 p53 并使其磷酸化，激活相关凋亡基因［29］。其
他研究还发现 p53 在接触外界毒物发生应激时通过
激活 Ser15 和 Ser20 位点磷酸化调节自身稳态，另外
通过独立机制和转录依赖机制诱导其相关的凋亡基
因表达，通过相关途径使细胞发生凋亡［30］。本研究
发现甲醇可以诱导 SK-N-SH 细胞发生凋亡，且随着染
毒剂量增加，细胞凋亡率也在上升，甲醇还能够引起
神经细胞 p25-CDK5-p53 通路上的相关因子发生变化。
calpain2、CDK5、p25 mRNA 及蛋白水平上调，也可使
p35 蛋白表达增加，同时伴有 p53 mRNA、蛋白及 p53

磷酸化蛋白表达量增加，说明在甲醇染毒 SK-N-SH 细
胞后，会使得 p25 表达增加，可能造成 CDK5 过度激活，
形成 CDK5-p25 复合物，上调 p53 因子的表达及磷酸
化从而使得 SK-N-SH 细胞发生凋亡。目的基因中 p35 

mRNA 相对表达水平没有差异，而其蛋白表达水平有
差异，其可能的原因是 mRNA 与蛋白质在表达时间上
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p25

p53 磷酸化蛋白

p53

β-actin

                                   甲醇（mmol/L）                
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有差异，也有可能是 mRNA 稳定性较差容易降解，而
蛋白降解少导致蛋白积累增多，但还需要在进一步的
实验中加以验证。

本研究仅发现甲醇可导致 SK-N-SH 细胞发生凋
亡，p25-CDK5-p53 通路相关因子发生变化，但相关因
子变化之间的关系以及上调 p53 表达及磷酸化后如何
激活大量凋亡因子从而导致细胞凋亡，还需要进一步
的实验研究。
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