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SK3钾通道通过 PI3K/Akt-ERK通路介导 Cu2+-A茁复合物所致
小胶质细胞激活 *
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摘要 目的：探讨 Ca2+激活的小电导 SK3钾通道在 Cu2+-A茁复合物（Cu-A茁）所致小胶质细胞激活中的作用及下游信号通路。方
法：应用 Cu-A茁激活 BV2小胶质细胞，采用 ELISA和 Amplex Red试剂盒检测细胞培养上清中肿瘤坏死因子（TNF-琢）和过氧化
氢（H2O2）的含量，应用 qPCR和Western blot检测钾通道 mRNA和蛋白水平及相关信号通路蛋白的磷酸化。结果：（1）应用不同离

子通道阻断剂以及不同亚型钾通道阻断剂预处理的实验结果表明，SK3通道可能介导了 Cu-A茁所致的小胶质细胞激活。（2）
qPCR和Western blot检测结果表明，Cu-A茁可上调小胶质细胞内 SK3 mRNA和蛋白表达。（3）通过转染 SK3-siRNA下调小胶质

细胞内 SK3表达水平，结果表明，下调 SK3表达后显著抑制 Cu-A茁所致的小胶质细胞激活。（4）应用特异性信号分子阻断剂预处
理的实验结果表明，PI3K/Akt信号和 ERK信号均参与了 Cu-A茁所致的小胶质细胞激活。（5）应用相关信号分子阻断剂预处理的
实验结果进一步表明，在介导 Cu-A茁诱发的小胶质细胞激活过程中，SK3通道位于 PI3K/Akt-ERK信号通路的上游。结论：SK3

通道通过其下游的 PI3K/Akt-ERK信号通路介导 Cu-A茁所致的小胶质细胞炎症反应。
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SK3 Potassium Channels Mediate Microglial Activation Caused by Cu2+-A茁
Complex via the PI3K/Akt-ERK Signaling Pathway*

To investigate the role of Ca2+-activated small conductance SK3 potassium channels in Cu-A茁 complex-in-

duced microglial activation and the downstream signaling pathway. The Cu-A茁 complex-induced release of tumor necrosis fac-

tor-琢 (TNF-琢) and hydrogen peroxide (H2O2) in cell culture supernatants were detected using ELISA and the Amplex Red reagent. The

levels of mRNA and protein of potassium channels as well as phosphorylation levels of related signaling molecules were detected by

qPCR and Western blot. (1) The experimental results of pretreatment with different ion channel blockers or potassium channel

blockers of different subtypes showed that SK3 channels may mediate microglial activation caused by Cu-A茁 complex. (2) The results of

qPCR and Western blot detection showed that Cu-A茁 complex could upregulate SK3 mRNA and protein expression in microglia. (3) The

application of SK3-siRNA to knock down SK3 expression showed that the downregulation of SK3 expression significantly inhibited mi-

croglial activation caused by Cu-A茁 complex. (4) The experimental results of Western blot detection showed that PI3K/Akt signaling and

ERK signaling were involved in microglial activation caused by Cu-A茁 complex. (5) The results of experiments using specific blockers

of signaling molecules further showed that SK3 channels may lie upstream of the PI3K/Akt-ERK signaling pathway during the microglial

activation induced by the Cu-A茁 complex. SK3 channels mediate microglial inflammatory responses induced by Cu-A茁
complex through the downstream PI3K/Akt-ERK signaling pathway.
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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是一种年龄依赖

性的神经退行性疾病[1]，发病机制尚未完全阐明。茁-淀粉样肽
（茁-amyloid，A茁）异常聚集、沉积形成的老年斑（senile plaques，
SP）是其最重要病理特征之一[2-4]。研究报道，AD患者脑内 SP
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中富含金属离子[5,6]，其中 Cu2+可与 A茁配位结合而诱导后者构
象改变，从而与 A茁 共聚集，形成神经毒性 Cu2+-A茁 复合物
（Cu-A茁），从而参与 AD发病机制 [7-9]。脑内小胶质细胞（mi-

croglia，MG）介导的神经炎症反应在 AD发病机制中发挥关键

作用。我们的前期研究发现，Cu-A茁可促进MG激活及其介导

的神经元损伤，该作用强于 A茁自聚集物[10]。然而，Cu-A茁激活
MG的机制目前仍不清楚。

Ca2+ 激活的钾通道 （Ca2+-activated potassium channels，

KCa）参与MG功能调控[11-13]；研究表明，SK3小电导 KCa在内

毒素所致MG激活及神经元损伤中发挥重要作用[14,15]。然而，其

是否参与 Cu-A茁所致MG激活目前尚不清楚。因此，本研究拟

应用细胞和分子生物学技术，确定 SK3是否参与介导 Cu-A茁
所致MG炎症反应，并探讨了其下游信号通路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验试剂 小鼠 BV2小胶质细胞株购自北京协和细胞

库；胎牛血清、DMEM、双抗（青霉素和链霉素）购自美国 Gibco

公司；氯化铜（CuCl2）、谷氨酰胺及 PKC激酶抑制剂 calphostin

C（CC）购自美国 Sigma公司；人 茁淀粉样肽 1-40（A茁）购自美
国 Invitrogen公司；六氟异丙醇（HFIP）购自比利时 Acros organ-

ics公司；TNF-琢酶联吸附免疫检测试剂盒（ELISA）购自杭州联
科生物技术股份有限公司；BCA 蛋白浓度检测试剂盒、Am-

plexTM Red过氧化氢检测试剂盒购自美国 Thermo公司；小鼠

SK3 siRNA 及转染试剂购自美国 Santa Cruz 公司；四乙胺

（TEA）、河豚毒素（TTX）、硝苯地平（NIF）、4-氨基吡啶（4-AP）、

蜂 毒 明 肽 （Apamin）、Tamapin（Tam）、Triarylmethane-34

（TRAM-34）购自上海皓元生物医药科技有限公司；RIPA裂解

液、SB203580（SB）、SP600125（SP）、LY294002（LY）及 U0126

（U）购自上海碧云天生物技术有限公司；Akt、p-Akt、ERK1/2、

p-ERK1/2、p65、p-p65、茁-actin及山羊抗兔 IgG二抗（1:1000）均

购自美国 Cell Signaling Technology公司。

1.1.2 实验仪器 生物安全柜购自美国 Nuaire公司；二氧化

碳培养箱、多功能酶标仪购自美国 Thermo公司；SDS电泳槽、

电转仪购自美国 Bio-Rad公司；低温高速离心机购自德国 Ep-

pendorf公司；奥德赛扫描仪购自美国 LI-COR公司；real-time

PCR仪购自澳大利亚 Corbett公司。

1.2 方法

1.2.1 BV2细胞培养 配制含 10 %胎牛血清 +DMEM培养基

+1 %双抗 +1 %谷氨酰胺的完全培养基。从液氮中取出冻存管，

在 37℃水浴融化，800 rpm离心 5分钟，加入新鲜完全培养液

形成细胞悬液，置于培养箱中培养（37℃，5 % CO2）。当细胞密

度达到 80 %-90 %时进行细胞传代，以扇形吹打方式，吹打细

胞，使之从瓶壁脱落，形成细胞悬液。吸取适量的细胞悬液（传

代比例为 1：10），接种于新的含新鲜培养液的培养瓶内，并放

入培养箱进行培养。

1.2.2 细胞 siRNA转染 接种细胞至 6孔板中，细胞汇合度

达到 80 %时进行转染。将配置好的溶液 A（已稀释的 siRNA）

和溶液 B（已稀释的转染试剂）均匀混合，室温静置 30分钟，在

溶液 A和溶液 B 的混合物中，加入转染培养基，加入至含有

1 mL的完全培养基中，孵育 18小时，而后更换新鲜的完全培

养基，24小时后完成细胞转染。

1.2.3 Cu-A茁 制备 使用 1 mL的 HFIP溶解 1 mg 的 A茁1-40，

室温静置 1-2小时，使用氮吹仪在高纯氮下慢速吹干，随后加

入 DMSO进行溶解，制备 A茁1-40贮备液。应用超纯水制备 Cu-

Cl2贮备液。将 CuCl2和 A茁1-40按照 1:1的摩尔比例进行混合，

使用 pH为 6.6的 HEPES缓冲液稀释至需要浓度，在 37℃恒

温条件下孵育 24 小时，得到 Cu-A茁（10 滋M Cu2+：10 滋M
A茁1-40）。

1.2.4 ELISA实验 800 rpm离心 10分钟，得到细胞培养上

清。分别加入 100 滋L稀释的标准品和细胞培养上清，300转 /

分钟，室温孵育 2小时。弃掉液体，加入 300 滋L洗液洗板，洗
涤，拍干，并且加入 100 滋L检测抗体，300转 /分钟，室温孵育

30分钟。重复洗涤。每孔加入 100 滋L显色底物 TMB，避光孵育

5分钟；加入 100 滋L终止液。在酶标仪 450 nm、570 nm进行双

波长检测进行检测。校准后的 OD值为 450 nm的测定值减去

570 nm测定值。

1.2.5 Western blot实验 在孔板中加入 RIPA裂解液，进行细

胞蛋白的提取，使用 BCA试剂盒进行蛋白含量的测定。进行

SDS-PAGE蛋白凝胶电泳，使用 50 滋g变性的蛋白样品上样，
依次进行电泳、转膜（200 mA，2小时）、封闭（5 %脱脂牛奶，室

温，2小时）、一抗孵育（4℃，过夜）、二抗孵育（室温，2小时）、

曝光显影。使用 Image J软件进行定量分析。

1.2.6 qPCR实验 使用 TRIZOL进行总 RNA的提取，并且测

定其浓度，通过逆转录得到 cDNA进行 PCR反应。SK1引物序

列 上 游 ：5'-TACCACGATAAGCAGGAAGTGA-3'， 下 游 ：

5'-GCCAGTGAGCAGACACACAC-3'；SK2 引物序列上游：

5'-GTGGACAATGGAGCAGATGACT-3'， 下 游 ：5'-GGATG-

GATAGCACACACCAGTA-3'；SK3 引物序列上游：5'- CTC-

CTCTCCTGGCTTTTCTACC-3'，下游：5'-CCTCTCTCTTTG-

GTTTGCTTCA-3'；GAPDH 引 物 序 列 上 游 ：

5'-TCAACAGCAACTCCCACTCTTCCA-3'，下游：5'-ACCCT-

GTTGCTGTAGCCGTATTCA-3'。在 95℃ 5秒，60℃ 20秒，40

个循环的条件下，进行 PCR反应，采用 Ct法计算各样品的平

均 Ct值，采用 2-△ △ Ct进行计算基因表达量。

1.2.7 H2O2的测定 在 96孔板中加入 100 滋L含 50 滋M Red

reagent和 10 U/mL HRP的 KRPG反应液（145 mM NaCl，5.7

mM Na3PO4，4.86 mM KCl，0.54 mM CaCl2，1.22 mM MgSO4，5.5

mM Glucose），在 37 ℃下孵育 10 分钟；每孔加入标准品和

KRPG溶液稀释的细胞悬液（1.5× 104），室温避光孵育 30分钟

后，测量 560 nm处的吸光度，根据标准曲线计算 H2O2浓度。

1.3 统计学分析

使用 GraphPad Prism 8.0 软件进行统计学分析并制作图

表。两组以上的比较应用单因素 ANOVA进行统计分析。P<0.05
即认为具有统计学差异。

2 结果

2.1 SK3通道介导 Cu-A茁诱发的MG激活

在 BV2细胞中，分别使用钾通道、钠通道和钙通道阻断剂

TEA（10 mM）、TTX（500 nM）和 NIF（10 滋M）预处理，然后观察
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Cu-A茁的激活作用。结果表明，TEA预处理组细胞在 Cu-A茁
（5 滋M）刺激后 TNF-琢 的释放较 Cu-A茁 处理组显著降低
（P<0.01），见图 1A。上述结果提示钾通道可能介导了 Cu-A茁
对MG的激活作用。随后分别使用电压门控钾通道（Kv通道）、

小电导 KCa通道（SK通道，包括 SK1、SK2和 SK3）和中电导

KCa（IK/KCa3.1）阻断剂 4-AP（1 mM；阻断 Kv 通道）、Apamin

（200 nM，阻断 SK1、SK2 和 SK3）[14]、Tam（250 pM，抑制 SK2；

10 nM，抑制 SK2 和 SK3）[14]、TRAM-34（10 滋M；阻断 KCa3.1）

预处理，然后观察 Cu-A茁的激活作用。结果表明，较 Cu-A茁处
理组，Apamin和 Tam（10 nM）预处理组 TNF-琢的释放量显著
降低（P<0.05），见图 1B。H2O2的检测结果也表明，Apamin 和

Tam（10 nM）预处理组在 Cu-A茁 刺激后 H2O2 的释放量较

Cu-A茁处理组显著降低（P<0.01），见图 1C。上述结果提示 SK3

可能介导了 Cu-A茁对MG的激活作用。

图 1 SK3通道介导 Cu-A茁所致的小胶质细胞激活
Fig.1 SK3 channels mediate microglial activation caused by Cu- A茁

Note: Data are shown as mean ± SEM, n=3. **P<0.01, compared with control group. #P<0.05, ##P<0.01, compared with Cu-A茁 group.

2.2 Cu- A茁促进MG内 SK3表达

通过 qPCR和Western blot检测 Cu-A茁（5 滋M）刺激后 SK

通道 mRNA和蛋白表达水平，结果显示，相较于对照组，Cu-A茁

刺激 BV2细胞后，SK3通道的 mRNA和蛋白表达水平显著增

加（P<0.01），见图 2A-B。

图 2 Cu-A茁对MG内 SK3表达的影响

Fig.2 Effect of Cu-A茁 on SK3 expression in microglia
Note: Data are shown as mean ± SEM, n=3.**P<0.01, compared with control group.
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2.3 下调 SK3表达抑制 Cu- A茁所致的MG激活

接下来我们考察了应用 SK3 siRNA下调MG内 SK3表达

后 Cu-A茁 的激活作用。Western blot检测转染 SK3-siRNA后

BV2内 SK3的蛋白表达水平，结果显示，SK3-siRNA处理组

SK3的蛋白表达水平较对照组显著降低（P<0.01），见图 3A-B。

ELISA检测结果显示，较于 Cu-A茁（5 滋M）处理组，SK3-siRNA
处理后 Cu-A茁诱发的 TNF-琢释放量显著降低（P<0.05），见图
3C。

图 3 下调 SK3表达抑制 Cu- A茁所致的MG激活

Fig.3 Knock-down of SK3 expression attenuates Cu-A茁-induced microglial activation
Note: Data are shown as mean ± SEM, n=3. **P<0.01, compared with control group. #P<0.05, compared with Cu-A茁 group.

2.4 PI3K/Akt信号和 ERK信号参与 Cu-A茁所致的MG激活

随后探讨了 Cu-A茁诱发MG激活的胞内信号通路。分别

应用 PI3K、ERK1/2、p38、JNK和 PKC阻断剂 LY（25 滋M）、U
（10 滋M）、SB（7 滋M）、SP（7 滋M）和 CC（7 滋M）预处理 BV2 细

胞，观察 Cu-A茁所致的MG激活。结果显示，LY（PI3K阻断剂）

和 U（ERK1/2阻断剂）预处理能够显著抑制 Cu-A茁（5 滋M）诱
导的 TNF-琢释放（P<0.01），图 4A。同样，H2O2的检测结果也表

明，分别应用 LY和 U预处理后，Cu-A茁诱发的 H2O2释放量较

Cu-A茁处理组显著降低（P<0.01），见图 4B。上述结果提示

PI3K/Akt信号和 ERK信号均参与了 Cu-A茁致MG激活作用。

随后应用 Western blot检测了 Akt和 ERK1/2的磷酸化水平，

结果显示，Cu-A茁 刺激 BV2 细胞后 5-120 分钟内，Akt 和

ERK1/2的磷酸化水平显著增加（P<0.05），并呈现时间依赖性，
图 4C-D。

图 4 PI3K/Akt信号和 ERK信号均参与 Cu-A茁所致的MG激活

Fig.4 Both PI3K/AKT signaling and ERK signaling are involved in microglial activation caused by Cu-A茁
Note: Data are shown as mean± SEM, n=3. *P<0.05, **P<0.01, compared with control group, ##P <0.01, compared with Cu-A茁 group.

2.5 SK3通过 PI3K/Akt-ERK信号通路介导 Cu-A茁所致的MG

激活

我们的前期研究结果表明，Cu-A茁 致 MG 激活作用伴随

NF-资B的激活 [10]。为探究 SK3 通道、PI3K/Akt和 ERK1/2 与

NF-资B通路的关系，我们接下来对其可能的上下游联系进行了

探究。应用Western blot检测了 SK通道、PI3K和 ERK1/2阻断

剂 Apamin（200 nM）、LY（25 滋M）和 U（10 滋M）预处理后 Akt、

ERK1/2和 p65的磷酸化水平。结果显示，与 Cu-A茁（5 滋M）处
理组相比，PI3K阻断剂 LY预处理后，ERK1/2和 p65蛋白的磷

酸化水平显著降低；ERK1/2阻断剂 U预处理对 Akt蛋白的磷
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酸化水平无明显影响，但显著降低 p65的磷酸化水平；SK通道

阻断剂 Apamin 预处理后，Akt、ERK1/2 和 p65 的磷酸化水平

均显著降低（P<0.01，P<0.001），图 5A-B。同样，ELISA检测结果

显示，与 Cu-A茁处理组相比，使用了 SK通道、PI3K、ERK1/2阻

断剂后，Cu-A茁 诱发的 TNF-琢 释放量显著降低（P<0.05），图
5C。上述结果提示，SK3 通过 PI3K/Akt-ERK 信号通路介导

Cu-A茁所致的MG激活。

3 讨论

在 AD发生、发展过程中，A茁的细胞外异常聚集及沉积是
早期重要病理事件及神经元损伤病生机制的中心环节[2]。研究

表明，A茁聚集并不仅是单纯的自聚集过程，还是一个多种因素
诱导的蛋白质变构过程。某些小分子物质如过渡金属离子，如

AD老年斑中富集的、具有氧化还原活性的 Cu2+，可以作为辅因

子（cofactor）与 A茁共聚集，诱导形成 Cu-A茁共聚集物，直接导
致神经元损伤，从而在 AD发病机制中发挥核心作用[7]。MG作

为中枢神经系统的先天免疫细胞[16]，其过度激活导致的神经炎

症级联反应（可导致 NF-资B激活及 TNF-琢、H2O2等大量释放）

是 AD神经元损伤的关键机制[17,18]。我们的前期研究结果显示，

Cu2+-A茁在不引起直接神经元损伤的剂量下，可诱发 MG激活

及其介导的海马神经元损伤[10]。然而，Cu-A茁通过何种机制促
进 MG激活，目前仍不清楚。因此，本研究对该问题进行了探

究。MG细胞膜离子通道功能失调在 AD等发病机制中发挥重

要作用[19]。本研究应用细胞和分子生物学技术，首次发现 SK3

钾通道可能介导了 Cu-A茁所致的MG激活，该作用可能由其

下游的 PI3K/Akt-ERK信号通路介导。

MG中表达多种离子通道，包括钾通道、钠通道和钙通道，

这些离子通道具有多种功能，可调节 MG介导的炎症级联反

应[20,21]。为了探究 Cu-A茁激活MG的机制，我们使用了不同离

子通道的阻断剂，发现阻断钾离子通道后，Cu-A茁 诱发的
TNF-琢释放显著减少，由此可见，Cu-A茁诱发的 MG激活作用

可能与钾离子通道有关。钾离子通道又分为电压门控钾离子通

道（Kv）和 Ca2+激活钾离子通道（KCa）。其中 KCa按生物物理

性质和基因同源性又可分为中电导（IK/KCa3.1）和小电导（包

括 SK1，SK2和 SK3）等通道[22,23]。因此我们又探究了不同钾通

道阻断剂对 Cu-A茁所致MG激活的影响。我们发现，SK1、SK2

和 SK3通道阻断剂（Apamin）能够显著抑制 Cu-A茁 诱发的
TNF-琢释放。另外，阻断 SK2功能（应用 250 pMTam预处理）[14]

对 Cu-A茁 诱发的 TNF-琢 释放没有产生明显影响；然而阻断
SK2 和 SK3 功能（应用 10 nM Tam 预处理）[14] 则显著抑制

Cu-A茁诱导的 TNF-琢释放，并且与 Apamin处理组没有显著差

异。上述结果提示，SK3可能在 Cu-A茁所致的MG激活中发挥

了重要作用。后续我们又分别通过检测 SK3表达水平和下调

SK3表达，进一步验证 SK3的作用。我们发现 SK3在 Cu-A茁
激活MG过程中表达增加；使用 SK3特异性 siRNA沉默 SK3

后，Cu-A茁诱发的 TNF-琢释放显著减少。上述一系列结果提
示，Cu-A茁导致的MG激活由 SK3通道介导。

ERK信号和 PI3K/Akt信号在胶质细胞相关神经炎症反应

中发挥重要作用[24]。另外，研究也表明，PI3K/Akt信号和 ERK

信号在MG激活中发挥关键作用[25]。后续实验我们应用多种蛋

白激酶阻断剂，探究 Cu-A茁激活MG的细胞内信号通路。结果

表明，PI3K和 ERK阻断剂显著抑制 Cu-A茁诱发的 TNF-琢 释
放；同时，Cu-A茁刺激MG细胞后，Akt和 ERK的磷酸化水平

呈现时间依赖性增加。由此我们推测 Cu-A茁激活MG作用与

PI3K-Akt和 ERK信号通路有关。前期研究结果表明，Cu-A茁
激活MG的作用伴随 NF-资B的激活（p65蛋白磷酸化）[10]。因此
后续实验又探究了 SK3通道与上述信号通路的关系。结果表

明，PI3K 阻断剂可以降低 ERK 和 p65 蛋白的磷酸化，然而

ERK阻断剂对 Akt的磷酸化水平无影响，但仍可阻断 p65的

图 5 SK3通过 PI3K/Akt-ERK信号通路介导 Cu-A茁所致的MG激活

Fig.5 SK3 mediates Cu-A茁-induced microglial activation through PI3K/Akt-ERK signaling pathway

Note: Data are shown asmean± SEM, n=3. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with control group. #P<0.05, ##P<0.01, compared with Cu-A茁 group.
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磷酸化；阻断 SK通道功能后 Akt、ERK和 p65的磷酸化水平

均显著降低。由此提示我们 SK3通过 PI3K/Akt-ERK信号通路

介导 Cu-A茁的MG激活作用。

综上所述，本研究证明了小电导 SK3 钾通道介导了

Cu-A茁激活MG的作用，该作用由其下游的 PI3K/Akt-ERK信

号通路介导。本研究初步探究了 SK3钾通道在 Cu-A茁 所致
MG激活作用及机制，对于解析 AD神经元退变早期聚集态

A茁触发的MG激活及中枢炎症机制，并发现可早期干预的分

子靶标，具有较重要理论价值。
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