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摘要： 目的　 研究白果内酯对 Ａβ２５⁃３５诱导 ＨＴ２２ 细胞损伤及 ＮＬＲＰ⁃１ 炎症小体激活的影响。 方法　 Ａβ２５⁃３５ （１ μｍｏｌ ／ Ｌ）
诱导 ＨＴ２２ 建立细胞损伤模型， 同时白果内酯 （６、 １２、 ２４ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶抑制剂 （ＤＰＩ， １５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处

理 ２４ ｈ， 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力， Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法检测神经元细胞凋亡率， 流式法 （ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探

针） 测定细胞内 ＲＯＳ 生成， ＥＬＩＳＡ 法测定 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＬＲＰ⁃１、 ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的

蛋白表达。 结果　 与对照组比较， 模型组细胞活力下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 神经元细胞凋亡率提高（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 同时， ＲＯＳ
的生成、 细胞因子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平及 ＮＬＲＰ⁃１、 ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的蛋白表达均增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 白果内酯 （１２、 ２４ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组能提高细胞活力， 减少 ＲＯＳ 生成， 降低 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平与神经元细胞凋

亡率 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 白果内酯 （２４ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组能抑制细胞 ＮＬＲＰ⁃１、 ＡＳＣ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５诱导的小鼠海马神经元 ＨＴ２２ 细胞损伤具有较好的保护作用， 其机制可能与抑制 ＮＡＤＰＨ 氧

化酶⁃ＲＯＳ 介导的 ＮＬＲＰ⁃１ 炎症小体激活有关。
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ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ ａｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２４ μｍｏｌ ／ Ｌ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＮＬＲＰ⁃１， ＡＳＣ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ’ ｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ Ａβ２５⁃３５⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ ｄａｍａｇｅ ｍａｙ ｂｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｏ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ⁃ＲＯＳ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ＮＬＲＰ⁃１ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ； Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ （ＡＤ）； Ａβ２５⁃３５； ＲＯＳ； ＮＬＲＰ⁃１； ＡＳＣ； ｃａｓｐａｓｅ⁃１

　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是

一种起病隐匿的中枢神经退行性疾病， 病因复杂且

机制未明， 临床治疗难度较大。 随着我国人口老龄

化水平的日益加重， 该病的发病率呈持续升高趋

势， 家庭和社会负担沉重， 因此， 寻找有效的治疗

药物迫在眉睫。 近年来有研究［１］ 显示， β⁃淀粉样

蛋白 （β⁃ａｍｙｌｏｉｄ， Ａβ） 在脑内沉积介导的氧化应

激所致的慢性炎症反应是导致神经元凋亡与神经元

退行性病变的重要因素之一。 因此， 抑制氧化应激

导致的细胞炎症反应被认为是防治神经退行性病变

的有效策略。 炎症小体是由胞浆内模式识别受体

（ＰＲＲｓ） 参与组装的多蛋白复合物， 是与免疫炎症

反应密切相关的关键性物质， 主要负责促进相关促

炎因子的形成。 炎症小体激活后可通过活化

ｃａｓｐａｓｅ－１ 来切割 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β 和 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８， 使其裂解

成熟并介导机体炎症反应的发生和发展。 研究［２］

表明， 炎症小体核苷酸结合 ＮＬＲＰ⁃１ 参与了神经退

行性疾病的病理过程， 在小鼠 ＡＤ 模型中， Ａβ 可

通过破坏小胶质细胞的溶酶体来激活 ＮＬＲＰ⁃１， 表

明 ＮＬＲＰ⁃１ 活化促进了老年痴呆症的病理发展， 而

ＮＡＤＰＨ 氧化酶⁃ＲＯＳ 生成增加也是激活炎症小体的

主要途径之一［３］。 因此， 推测 Ａβ 诱导的神经元细

胞损伤可能与 ＮＡＤＰＨ 氧化酶⁃ＲＯＳ 途径导致的

ＮＬＲＰ⁃１炎症小体激活有关。
银杏叶提取物是治疗 ＡＤ 的常用中药， 而白果

内酯 （Ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ） 是银杏叶提取物中重要的生物

活性成份， 其在神经保护以及促进神经生长等方面

发挥着重要作用［４］。 已有研究结果表明， 白果内

酯能改善 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＡＤ 模型大鼠的学习记忆能

力， 对大脑皮层和海马神经元也具有较好的保护作

用［５］。 ＮＡＤＰＨ 氧化酶诱导的 ＲＯＳ 生成增多能够使

海马神经元 ＮＬＲＰ１ 炎症小体激活从而促进神经元

损伤［６］。 白果内酯是否可通过抑制 ＲＯＳ 生成来抑

制神经元 ＮＬＲＰ－１ 炎症小体的活化， 参与对 Ａβ２５⁃３５

诱导海马神经元损伤的保护作用目前尚不清楚。 因

此， 本研究采用 Ａβ２５⁃３５ 诱导的小鼠海马神经元

ＨＴ２２ 细胞损伤模型， 观察白果内酯对 ＨＴ２２ 细胞

损伤的保护作用是否与其干预 ＲＯＳ 生成过多所致

的 ＮＬＲＰ⁃１ 炎症小体激活有关。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株 　 小鼠海马神经元细胞 ＨＴ２２ （编号

ＢＮＣＣ３３７７０９）， 购于北京北纳创联生物技术研

究院。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 白果内酯 （纯度≥９８％ ， 美国

ｓｉｇｍａ 公司， 批号 ２０１６０６１２）； Ａβ２５⁃３５ （美国 ｓｉｇｍａ
公司， 批号 ２０１６０５０３）； 胎牛血清 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司， 批号 １２２７６９７）； ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ （美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司， 批号 １８６８８１９）； 活性氧 （ＲＯＳ） 检测试剂盒

（南京建成生物工程研究所， 批号 Ｅ００４⁃１⁃１）；
ＣＣＫ⁃８ 检测试剂盒 （碧云天生物技术研究所， 批

号 Ｃ００３８）； ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 检测 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒 （碧云天生物技术研究所， 批号分别为 ＰＩ３０１、
ＰＩ３２６、 ＰＴ５１２）； 兔抗 ＮＬＲＰ⁃１ 多克隆抗体、 兔抗

ｃａｓｅｐａｓｅ⁃１ 多克隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号分

别为 ａｂ３６８５、 ａｂ１８７４）； 兔抗 ＡＳＣ 多克隆抗体 （美
国 Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ 公司， 批号 ｓｃ⁃３３９５６）； β⁃ａｃｔｉｎ 单克

隆抗体 （北京中杉金桥生物有限公司， 批号 ＴＡ⁃
０７）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡检测试剂盒 （武汉伊

莱瑞 特 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司， 批 号 Ｅ⁃ＣＫ⁃
Ａ２１１）； 其他试剂均为国产分析纯。
１􀆰 ３　 仪器　 无菌超净工作台 （苏州净化设备有限公

司）； ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱 （力康生物医疗科技控股

集团）； ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪 （美国 ＢＤ 公司）；
ＰｏｗｅｒＰａｃ２００ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 电泳仪 （美国伯乐公

司）； ＩＸ⁃７１ 荧光倒置显微镜 （日本奥林巴斯公司）；
７５６ＭＣ 紫外可见分光光度计 （上海元析仪器有限公

司）； ＴＧＬ１６Ｈ 高速低温离心机 （珠海黑马仪器有限

公司）； Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ􀳏 Ｔｅｔｒａ 电泳槽 （美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ 公司）； ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ 电泳仪 （美国 Ｂｉｏ Ｒａｄ 公

司）； 全波长酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； ９６
孔培养板 （美国 Ｃｏｓｔａｒ 公司）； Ｔａｎｏｎ⁃４５００ 全自动化

学发光图像分析系统 （上海天能科技有限公司）；
Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ （ＩＰＰ ７􀆰 ０） 图像处理分析软件 （美
国 Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组与给药　 取对数生长期的小鼠海马神经
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元 ＨＴ２２ 细胞， 分为对照组、 模型组 （ Ａβ２５⁃３５，

１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 及白果内酯低、 中、 高剂量组 （６、 １２、
２４ μｍｏｌ ／ Ｌ ）， ＮＡＤＰＨ 氧 化 酶 抑 制 剂 （ ＤＰＩ，
１５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 阳性对照组。 用完全培养基于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ。 除对照组， 其余各组

均以 Ａβ２５⁃３５ （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 刺激细胞， 并分别给予白

果内酯和 ＤＰＩ 干预， 作用 ２４ ｈ 后检测相关指标。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＨＴ２２ 细胞活力 　 细胞药物处

理 ２４ ｈ 后， 小心弃去孔内培养液， 向每孔加入

２０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液， 放入 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱继

续孵育２ ｈ， 将培养板放置在摇床上摇动 ５ ｍｉｎ， 酶

标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下测定各孔的吸光度值 （ＯＤ），
按以下公式计算各组细胞存活率。 细胞存活率 ＝
［（ＯＤ给药组－ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组－ＯＤ空白组） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ３　 流式细胞术 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光法检测 ＨＴ２２ 细胞

ＲＯＳ 生成 　 利用荧光探针 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 检测细胞内

ＲＯＳ 生成。 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 本身无荧光， 进入细胞后可

被水解生成 ＤＣＦＨ， 而 ＤＣＦＨ 无法透过细胞膜。 细

胞内的 ＲＯＳ 可以将无荧光的 ＤＣＦＨ 氧化生成为有

荧光的 ＤＣＦ， 通过 ＤＣＦ 荧光强度检测即可反映细

胞内 ＲＯＳ 水平。 取药物作用 ２４ ｈ 后的各组细胞制

成细胞悬液， 移入离心管 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 ５ ｍｉｎ 弃

上清。 再按 ＲＯＳ 试剂盒说明书加入 １ ｍＬ 染色工作

液 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ）， 混匀并放入 ３７ ℃细胞

培养箱中避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 用无血清细胞培养液重

复洗涤细胞 ３ 次， 以充分清除未进入细胞内的

ＤＣＦＨ⁃ＤＡ。 最后在激发波长 ４８８ ｎｍ， 发射波长

５２５ ｎｍ 处， 使用流式细胞仪 （ＦＩＴＣ⁃Ａ 通道） 检测

各组细胞内荧光强度。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＨＴ２２ 细胞上清中炎性因子

ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平 　 取给药 ２４ ｈ 后的各组

细胞， 吸取培养板每孔上清液 １００ μＬ， ４ ℃ 离心

１０ ｍｉｎ， 采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 法， 按 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 细胞因子检测试剂盒说明书进行测定

操作。 酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下测定各孔吸光度值

（ＯＤ）， 通过标准曲线算出各组细胞上清中 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 ＨＴ２２ 细 胞 ＮＬＲＰ⁃１、
ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白的表达 　 取给药 ２４ ｈ 后的各

组细胞， 弃去细胞培养液， ＰＢＳ 清洗细胞后每孔加

入 ５００ μＬ 细胞裂解液， 裂解 ５ ｍｉｎ， 再于 ４ ℃ 下

１１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 取其上清。 将上清液倒

入预冷的离心管中， 用 ＢＣＡ 法对蛋白进行定量，
再加入 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 煮沸变性， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电

泳并转 ＰＶＤＦ 膜， 转膜完成后将膜放入 ５％ 脱脂奶

粉封闭液中室温孵育 １ ｈ， 再加一抗 （ＮＬＲＰ⁃１ １ ∶
１ ０００； ＡＳＣ １ ∶ １ ０００； ｃａｓｐａｓｅ⁃１ １ ∶ １ ０００）， 于

４ ℃冰箱中孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， １０ ｍｉｎ ／次，
加入 ＨＲＰ 标记的二抗 （１ ∶ ５ ０００）， 室温下孵育

１ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， １０ ｍｉｎ ／次。 最后加 ＥＣＬ 化

学发光剂， 用 Ｔａｎｏｎ－４５００ 化学发光成像系统进行

显影。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 的表达作为参照， 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件处理目的蛋白的灰度值进行半定量分析。
２􀆰 ６　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法检测 ＨＴ２２ 细胞凋

亡　 取给药 ２４ ｈ 后的各组细胞， ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 弃去培养基。 用冷 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次， 用

４００ μＬ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞， 调整浓度约为

１×１０６ ／ ｍＬ。 在细胞悬浮液中加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ， 轻轻混匀后于 ２ ～ ８ ℃ 避光孵育 １５ ｍｉｎ，
再加入 １０ μＬ ＰＩ 后混匀于 ２ ～ ８ ℃避光孵育 ５ ｍｉｎ，
最后在荧光显微镜下观察各组细胞的凋亡情况。
２􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件进行

处理与分析。 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比

较选用单因素方差分析， 组间比较采用 ｔ 检验。 以

Ｐ≤０􀆰 ０５为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５ 诱导的 ＨＴ２２ 细胞存活率

的影响　 与对照组比较， Ａβ２５⁃３５ （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 刺激

ＨＴ２２ 细胞 ２４ ｈ 后， 细胞存活率下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 白果内酯中、 高剂量组 （ １２、
２４ μｍｏｌ ／ Ｌ） 与阳性对照组 （１５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的细胞

存活率提高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 而白果内酯低剂量组

（６ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 差异无统计学意义。 提示白果内酯

中、 高剂量与 ＤＰＩ 对 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＨＴ２２ 海马神经

元细胞损伤具有较好的保护作用。 见表 １。
表 １　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＨＴ２２ 细胞存活率的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ Ａβ２５⁃３５ ⁃ｉｎ⁃

ｄｕｃｅｄ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 细胞存活率 ／ ％

对照组 ９８􀆰 ３±１３􀆰 ０
模型组 ４３􀆰 １±１０􀆰 ２＃＃

阳性对照组 ９０􀆰 ２±１２􀆰 ７∗∗

白果内酯低剂量组 ４８􀆰 ０±１３􀆰 １
白果内酯中剂量组 ８９􀆰 ７±１１􀆰 ４∗∗

白果内酯高剂量组 ８４􀆰 ５±１７􀆰 １∗∗

　 　 注：与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
３􀆰 ２　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５ 诱导的 ＨＴ２２ 细胞内 ＲＯＳ
生成的影响　 流式法 （ＦＩＴＣ⁃Ａ 通道） 测定细胞内

ＲＯＳ 的流式图中横坐标代表平均荧光强度， 纵坐
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标代表细胞计数。 与对照组比较， 模型组细胞平均

荧光强度增高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明经 Ａβ２５⁃３５诱导后细

胞内 ＲＯＳ 生成增多； 与模型组比较， 白果内酯中、
高剂量组 （１２、 ２４ μｍｏｌ ／ Ｌ） 与阳性药组细胞平均

荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 白果内酯低

剂量组 （６ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 差异无统计学意义。 白果内

酯能减少 Ａβ２５⁃３５诱导的细胞内 ＲＯＳ 生成， 其机制

可能与其抑制 ＮＡＤＰＨ 酶有关。 见图 １。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＨＴ２２ 细胞内 ＲＯＳ 生成的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ ｏｎ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ａβ２５－３５ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５ 诱导的 ＨＴ２２ 细胞炎性因

子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平的影响 　 与对照组比

较， 模型组细胞上清液中细胞炎性因子 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平增加 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 白果内酯中、 高剂量组 （１２、 ２４ μｍｏｌ ／ Ｌ） 与

阳 性 对 照 组 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水 平 减 少

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， 而 白 果 内 酯 低 剂 量 组

（６ μｍｏｌ ／ Ｌ） 仅减少 ＴＮＦ⁃α 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 对细

胞因子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 释放的无影响。 见图 ２。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＨＴ２２ 细胞炎性因子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α水平影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ Ａβ２５⁃３５ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＨＴ２２ 细胞ＮＬＲＰ⁃１、
ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达的影响 　 与对照组比较，
Ａβ２５⁃３５ （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 刺激细胞 ２４ ｈ 后， 模型组细胞

ＮＬＲＰ⁃１、 ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）；

与模型组比较， 白果内酯高剂量组 （２４ μｍｏｌ ／ Ｌ）
下调 ＮＬＲＰ⁃１、 ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的蛋白表达 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 阳性对照组 ＮＬＲＰ⁃１ 与 ＡＳＣ 蛋白表达减少

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ３。
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＨＴ２２ 细胞 ＮＬＲＰ⁃１、 ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ⁃１， ＡＳＣ， ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ａβ２５⁃３５⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ５　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５ 诱导的 ＨＴ２２ 细胞凋亡的

影响 　 与对照组比较， 模型组可提高 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ 染 色 神 经 元 与 ＰＩ 染 色 神 经 元 的 比 值

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 白果内酯中、 高剂量

组 （ １２、 ２４ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 及 阳 性 对 照 组 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ染色神经元与 ＰＩ 染色神经元的比值下降

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ４。
４　 讨论

大量研究显示， ＡＤ 的发病与 Ａβ 沉积引起的

继发性炎症反应密切相关。 炎症是机体对于外界刺

激的一种防御性反应， 但过度的炎症反应也是导致

神经元退行性疾病的重要因素， 抗炎治疗能一定程

度延缓 ＡＤ 的病程， 但具体机制尚不完全清楚。 炎

症小体是先天免疫系统中重要的组成部分， 近年研

究发现， 异常活化的炎症小体能够导致多种炎性疾

病的发生， 如痛风、 关节炎和中枢神经系统疾病

等， 而炎症小体所介导的炎症反应与中枢神经退行

性疾病的发生密切相关［７］。 炎性小体是在多种细

胞的胞质中存在的多聚体蛋白复合体， 激活后的炎

症小体以应对感染或应激信号导致宿主细胞膜受

损。 ＮＬＲＰ⁃１ 炎症小体主要由 ３ 种蛋白构成， 即

ＮＬＲＰ⁃１、 ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１。 其中 ＡＳＣ 是接头蛋白并

主要负责催化， ＮＬＲＰ⁃１ 是始动分子， ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 则为

效应分子。 ＮＬＲＰ⁃１ 通过 ＡＳＣ 招募 Ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１，
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 激活后可对 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β 等炎症因子前体进行

加工， 使其成熟并释放到胞外， 诱发神经炎性反应

而导致中枢神经系统病变。 因此， 抑制 ＮＬＲＰ⁃１ 炎

症小体活化成为防治 ＡＤ 的可能机制。 另外， ＲＯＳ
过量生成导致的氧化应激亦被认为是在 Ａβ 介导的

神经细胞凋亡中发挥作用的关键因素。 有研究［８］

表明， Ａβ 可诱发细胞内 ＲＯＳ 大量蓄积， 有助于促

进 ＡＤ 老年斑和神经纤维缠结的形成， 使细胞受到

氧化性损伤。 ＮＡＤＰＨ 氧化酶是脑内生成 ＲＯＳ 的重

要酶系统， 已被证明在各种神经系统疾病的发生发

展中起着重要作用， 通过调控 ＲＯＳ 水平来抑制氧

化应激， 对防治 ＡＤ 具有积极意义。
白果 （又称银杏果） 是银杏树的种子， 是一

种含有特异生物活性成分的中药材， 已有研究表

明， 其在抗菌、 抗肿瘤、 抗氧化、 降压以及抗炎免

疫等方面均具有较好疗效， 因此， 在医药保健方面

具有很高的研发价值。 白果内酯是从银杏科植物银

杏中提取出来的倍半萜物质， 是目前银杏中最受关

注的活性成分， 其在心脑血管疾病的临床治疗中已

有较确切的疗效。 课题组前期研究［９］ 发现， 白果

内酯可改善痴呆小鼠的学习记忆能力， 具有清除自

由基、 抗氧化、 抗炎、 扩脑血管与促神经生长等作

用， 而其神经营养作用更强于银杏内酯。 因此， 进

一步研究 ＡＤ 的发生发展机制及白果内酯对 ＡＤ 的

防治作用机制具有非常重要的意义。 本课题组前期

研究还发现， 应激水平的糖皮质激素长期作用可增

加脑内 ＲＯＳ 生成， 促进 ＮＬＲＰ⁃１ 炎症小体的激活，
使炎性因子生成增多， 促进小鼠皮层和海马区神经
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注： 图片标尺为 ５０ μｍ。 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 白果内酯对 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＨＴ２２ 神经元细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ ｏｎ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ａβ２５⁃３５ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

元的损伤［１０］。 人参皂苷 Ｒｇ１ 能够减少 ＲＯＳ 产生，
抑制 ＮＬＲＰ⁃１ 炎症小体的激活， 从而改善神经元老

化和认知功能障碍［１１］。 因此推测白果内酯可能通

过抑制 ＮＡＤＰＨ 氧化酶⁃ＲＯＳ 介导的神经元 ＮＬＲＰ⁃１
炎症小体激活， 从而减轻 Ａβ２５⁃３５诱导的神经元炎性

损伤及细胞凋亡。
本研究发现， Ａβ２５⁃３５ （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ＨＴ２２

细胞 ２４ ｈ 后， ＨＴ２２ 细胞活力明显降低， 神经元细

胞凋亡率、 细胞内活性氧 ＲＯＳ 生成、 ＮＬＲＰ⁃１ 炎症

小体相关蛋白的表达及 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等炎

性细胞因子释放量均明显升高。 本研究结果表明，
ＲＯＳ 过度生成导致的神经元 ＮＬＲＰ⁃１ 炎症小体激活

在 Ａβ 诱导的神经元炎性损伤中具有十分重要的作

用， 而白果内酯可通过抑制 ＮＡＤＰＨ 氧化酶⁃ＲＯＳ
途径来抑制神经元 ＮＬＲＰ⁃１ 炎症小体激活， 从而减

轻 Ａβ２５⁃３５诱导的神经元损伤。
本实验研究的创新之处在于， 首次初步探讨了

白果内酯对 Ａβ２５⁃３５诱导的小鼠海马神经元 ＨＴ２２ 细

胞损伤模型的保护作用及其炎性机制， 但仍存在诸

多不足。 临床和神经病理学研究发现， 过度激活的

小胶质细胞会导致神经毒性， 它们是氧化应激和炎

性因子的重要来源。 体外实验也已证实 Ａβ 可上调

星形胶质细胞前体炎性介质的表达， 而趋化因子释

放增多则可导致小胶质细胞活化。 Ａβ 形成后既可

直接产生神经细胞毒性作用， 又可通过激活神经系

统中的胶质细胞释放炎性介质如 ＲＯＳ、 蛋白水解

酶、 ＮＯ 等， 对邻近的神经元产生杀伤作用， 同时

细胞因子介导的炎性反应又可以促进 Ａβ 前体蛋白

（β⁃ｍａｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＰＰ） 代谢为 Ａβ， 形

成恶性循环［１２⁃１５］。 因此， 白果内酯是否还可通过
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抑制 Ａβ 诱导的小胶质细胞炎症小体激活来发挥神

经保护作用及其机制将有待进一步研究。
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３４（２３）： ７８７１⁃７８８５．

［１３］ 　 Ｓａｖａｇｅ Ｍ Ｊ， Ｌｉｎ Ｙ Ｇ， Ｃｉａｌｌｅｌｌａ Ｊ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｊｕｎ
Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ ａｎｄ ｐ３８ ｉｎ ａｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｍｙｌｏｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２００２， ２２
（９）： ３３７６⁃３３８５．

［１４］ 　 Ｘｉｅ Ａ， Ｇａｏ Ｊ， Ｘｕ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｈａｒｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎ⁃
ｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｂｉ⁃
ｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ， ２０１４， ２０１４： ６４８７４０．

［１５］ 　 Ｈａｌｌｉｄａｙ Ｇ， Ｒｏｂｉｎｓｏｎ Ｓ Ｒ， Ｓｈｅｐｈｅｒｄ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０００， ２７
（１－２）： １⁃８．

３２３２

２０２０ 年 ９ 月
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２０
Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ９


