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积雪草酸通过 Nrf2/HO-1信号通路对脂多糖诱导大鼠海马

神经元损伤的改善作用

白燕燕, 周禹彤, 隋海娟, 刘 卓

（锦州医科大学基础医学院药理学教研室，辽宁  锦州  121000）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨积雪草酸 （AA） 对脂多糖 （LPS） 诱导大鼠原代海马神经元炎症和氧化应激

损伤的作用，并阐明其作用机制。方法方法：：原代培养大鼠海马神经元 （免疫荧光染色法鉴定细胞纯度）

分为对照组、 LPS 组 （10 mg·L-1 LPS）、 LPS+AA 组 （10 mg·L-1 LPS+10、 20 和 40 µmol·L-1 
AA）、AA 组 （20 µmol·L-1 AA）、ML385 组 ［10 µmol·L-1核因子 E2 相关因子 2 （Nrf2） 抑制剂］ 和

LPS+ML385+AA 组 （10 mg·L-1 LPS+10 µmol·L-1 ML385+20 µmol·L-1 AA）；给药处理后，

噻唑蓝 （MTT） 法检测各组大鼠海马神经元的存活率，乳酸脱氢酶 （LDH） 试剂盒检测各组大鼠海

马神经元 LDH 漏出率，酶联免疫吸附试验 （ELISA） 试剂盒检测各组大鼠海马神经元上清液中炎症

因子 ［白细胞介素 （IL）-1β 和肿瘤坏死因子 （TNF）-α］ 水平以及各组大鼠海马神经元中超氧化物歧化

酶 （SOD） 活性和丙二醛 （MDA） 水平，Griess法测定各组大鼠海马神经元上清液中一氧化氮 （NO）

水平，免疫荧光法检测各组大鼠海马神经元中 Nrf2和血红素氧合酶 1 （HO-1） 蛋白表达情况；Western 
blotting法检测各组大鼠海马神经元中 Nrf2、HO-1、核因子 κB （NF-κB）和 B细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）蛋白

表达水平。结果结果：：与对照组比较，LPS组大鼠海马神经元中的海马神经元存活率、SOD 活性和 Bcl-2 表

达水平明显降低 （P<0. 01），LDH 漏出率、 IL-1β 和 TNF-α 水平、MDA 水平、NO 水平以及 NF-κB
蛋白表达水平均明显升高 （P<0. 01），Nrf2和 HO-1的荧光强度明显减弱，Nrf2和 HO-1蛋白表达水平

明显降低（P<0. 01）；与 LPS组比较，LPS+10 µmol∙L-1 AA 组和 LPS+20 µmol∙L-1 AA 组大鼠海马

神经元存活率、SOD 活性和 Bcl-2 表达水平明显升高 （P<0. 01），LDH 漏出率、IL-1β 和 TNF-α 水平、

MDA 水平、NO 水平以及 NF-κB 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），Nrf2 和 HO-1 的荧光

强度明显升高 （P<0. 01），Nrf2 和 HO-1 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 01）；与 LPS+20 µmol∙L-1 
AA 组比较，LPS+ML385+AA 组海马神经元中 Nrf2 和 HO-1 荧光强度明显减弱 （P<0. 01），细胞核

和细胞质中 Nrf2、细胞中 HO-1 和 Bcl-2 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01），NF-κB 蛋白表达水平明

显升高 （P<0. 01）。结论结论：：AA 可改善 LPS 诱导的原代培养大鼠海马神经元炎症和氧化应激损伤，其

机制可能与激活 Nrf2/HO-1 信号通路有关。
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Improvement effect of asiatic acid on damage of 
lipopolysaccharide-induced hippocampum neuron in rats 

through Nrf2/HO-1 signaling pathway

BAI Yanyan, ZHOU Yutong, SUI Haijuan, LIU Zhuo
（Department of Pharmacology， School of Basic Medical Sciences， Jinzhou Medical University， Jinzhou 

121000， China）

ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of asiatic acid （AA） on the inflammation and oxidative 
stress damage induced by lipopolysaccharide （LPS） in the primary cultured hippocampus neurons， and to 
clarify its mechanism. Methods：The  primary cultured rat hippocampus neurons （cell purity identified 
by immunofluorescence staining） were divided into control group， LPS （10 mg·L-1） group， and 
LPS+AA group （10 mg·L-1 LPS+10， 20， and 40 µmol·L-1 AA），  AA group （20 µmol·L-1 AA）， 
ML385  group ［10 µmol·L-1  nuclear  factor  erythroid  2-related  factor （Nrf2）  inhibitor］，  and  LPS+
ML385+AA group （10 mg·L-1 LPS+10 µmol·L-1 ML385+20 µmol·L-1 AA）.  After drug treatment， 
methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide （MTT） method was used to detect the survival rates of 
the hippocampus neurons in various groups； lactate dehydrogenase （LDH） kit was used to detect the 
LDH leakage rates of the hippocampus neurons in various groups； enzyme linked immunosorbent assay 
（ELISA） kit was used to detect the expression levels of inflammatory factors ［interleukin （IL）-1β and 
tumor necrosis factor （TNF）- α］ and the activities of superoxide dismutase （SOD） and malondialdehyde 
（MDA） levels in the hippocampus neurons in various groups； Griess method was used to detect the nitric 
oxide （NO） levels in supernatant of the hippocampus neurons in various groups； immunofluorescence 
staining was used to detect the expressions of Nrf2 and heme oxygenase-1 （HO-1） proteins in the 
hippocampus neurons in various groups； Western blotting method was used to detect the expression 
levels of Nrf2， HO-1， nuclear factor-kappa B（NF- κB）， and B-cell lymphoma 2 （Bcl-2） proteins in the 
hippocampus neurons in various groups.  Results：Compared with control group， the survival rate of the 
hippocampus neurons， SOD activity， and Bcl-2 expression level in the cells in LPS group were significantly 
decreased （P<0. 01）， while the LDH leakage rate， expression levels of IL-1β and TNF-α， MDA level， 
and NO level， as well as the expression level of NF-κB protein， were significantly increased （P<0. 01）； 
the fluorescence intensities and expression levels of Nrf2 and HO-1 proteins in hippocampus neurons 
were significantly decreased （P<0. 01）.  Compared with LPS group， the survival rates of hippocampus 
neurons， SOD activities， and expression levels of Bcl-2 in the cells in LPS+10 µmol·L-1 AA group and 
20 µmol·L-1 AA group were significantly increased （P<0. 01）， while the LDH leakage rates， expression 
levels of IL-1β and TNF-α， MDA levels， and NO levels， as well as expression levels of NF-κB protein， 
were significantly decreased （P<0. 05 or P<0. 01）， and the fluorescence intensities and protein expression 
levels of Nrf2 and HO-1 in the cells were significantly increased （P<0. 01）.  Compared with LPS+
20 µmol·L-1 AA group， the fluorescence intensities of Nrf2 and HO-1 in the cells in LPS+ML385+
AA group were significantly decreased （P<0. 01）， and the expression levels of Nrf2 protein in the 
nucleus and cytoplasm， the expression levels of HO-1 and Bcl-2 proteins in the cells were significantly 
decreased （P<0. 01）， while the expression level of NF-κB protein was significantly increased （P<0. 01）.  
Conclusion：AA can improve LPS-induced inflammation and oxidative stress damage in the primary 
cultured rat hippocampus neurons， and its mechanism may be related to the activation of the Nrf2/HO-1 
signaling pathway.  
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白燕燕， 等 . 积雪草酸通过 Nrf2/HO-1 信号通路对脂多糖诱导大鼠海马神经元损伤的改善作用
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阿尔茨海默病 （Alzheimer’s disease，AD） 是

一种以老年患者为主的慢性、隐性和进展性的中枢

神经系统退行性疾病［1］。AD 的病理特征是神经元

纤维缠结和淀粉样斑块，可导致神经变性、神经炎

症、氧化应激和胆碱能神经元损伤［2］。研究［2］ 表

明：神经炎症和氧化应激反应在 AD 的发展中起到

至关重要的作用，因此研究抗炎和抗氧化药物对治

疗 AD 具有一定的现实意义。积雪草酸 （asiatic 
acid，AA） 是中药积雪草的三萜类衍生物之一，

具有解毒消炎和清热利湿的功效［3-4］。先前研究［5］

表明：AA 具有抗炎、抗细胞凋亡和抗氧化作用，

可以防止神经毒性和神经退行性变。最新研究［6-7］

表明：AA 能改善痴呆小鼠的学习记忆功能，并减

轻 β 淀粉样蛋白 （β-amyloid peptide，Aβ） 1-42诱导的

海马区炎症损伤。核因子 E2 相关因子 2 （nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2） 是细胞氧

化应激后反应的一个关键因素，也是维持细胞氧化

还原稳态的重要信号通路［8］，该信号通路的激活

促进了下游分子的表达，如还原型烟酰胺腺嘌呤

二 核 苷 酸 磷 酸 （nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate， NADPH） ［ 醌 氧 化 还 原 酶 1
（NADPH：quinone oxidoreductase 1，NOQ1）、血

红素氧合酶 1 （heme oxygenase-1，HO-1） 和谷胱

甘肽 （glutathione，GSH）］ 的表达，其可以通过

抗氧化应激、抗凋亡和抗炎作用［9］ 等多种途径发

挥  神  经  保  护  作  用。脂  多  糖 （lipopolysaccharide，
LPS） 是革兰阳性菌的外膜，通过抑制 Nrf2/HO-1
信号通路与激活转录因子（nuclear factor-kappa B，

NF-κB） 通路刺激细胞内氧化应激的增加和炎症因

子的产生［10］。利用 LPS 刺激可以发生氧化损伤，

同时也能启动炎症因子的释放并诱导细胞凋亡［11-13］。

因此，本研究探讨 AA 对 LPS 引起海马神经元炎症

和氧化应激损伤的作用，阐明其作用机制是否与激

活神经元 Nrf2/HO-1 信号通路有关，为 AD 开发有

效的治疗药物奠定理论基础。

1 材料与方法  

1. 1　　实验动物实验动物、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　60 只新生 24 h
以内 SD 大鼠乳鼠由锦州医科大学实验动物中心提

供，动物生产许可证号： SCXK（辽）2020-0004；
AA （纯度≥98%，货号： 18449-41-7） 购自成都

普 思 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ， F12 培 养 基 和

DMEM 培养基购自美国 Invitrogen 公司，胰蛋白酶

（Trypsin， 1∶ 250）、 二 甲 基 亚 砜 （dimethyl 
sulfoxide， DMSO） 和 L- 多 聚 赖 氨 酸 （poly-L-

lysine） 均购自美国 Sigma-Aldrich 公司，阿糖胞苷

购自意大利 Actavis Italy S. p. A 公司，胎牛血清和

马血清购自美国 Gibco 公司，山羊抗兔的荧光二抗

购自美国 Santa Cruz 公司，神经核抗原 （neuronal 
nuclei， NeuN） 和 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白 （glial 
fibrillary acidic protein， GFAP） 抗 体 购 自 英 国

Abcam 公司，Nrf2 和 HO-1 抗体购自武汉 ABclonal
生 物 科 技 有 限 公 司 ， 乳 酸 脱 氢 酶 （lactate 
dehydrogenase，LDH） 试剂盒购自美国 Promegen
公司，丙二醛 （malondialdehyde，MDA） 和 SOD
检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所，Nrf2 抑

制剂ML385购自美国Med Chem Express公司，ECL
化学发光试剂盒、噻唑蓝 （methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium   bromide， MTT） 试剂、 β 肌 动 蛋 白

（β -actin） 抗 体 和 含 DAPI 抗 荧 光 淬 灭 封 片 剂 购

自上海碧云天生物技术有限公司；CKX41 型倒置

相差显微镜购自美国 Olympus 公司，Elx800TM 型

酶 标 仪 购 自 美 国 伯 腾 仪 器 有 限 公 司， 4000B 型

正 置 荧 光 显 微 镜 购 自 德 国 Leica 公 司 ， Mini-
REPOTEANⅡ型电泳槽、电泳仪、小型转印槽和

Thans-Blot 半干转印系统购自美国 Bio-Red 公司，

其他实验相关试剂由锦州医科大学基础医学院药

理学教研室提供。

1. 2　　大鼠原代海马神经元分离大鼠原代海马神经元分离、、培养及鉴定培养及鉴定　　取新

生 24 h 的乳鼠经酒精消毒后断头，取出大脑，于解

剖显微镜下分离出左右海马，整个过程置于冰磷酸

盐缓冲液 （phosphate buffer saline，PBS） 中进行；

将海马组织剪成约 1 cm3 的小块；加入 0. 125% 胰

酶 37 ℃ 消 化 5 min；终 止 消 化 后 经 筛 网 过 滤，

1 000 g 离心 5 min，弃上清，加入含有 10% 胎牛血

清和 10% 马血清的培养基制成细胞悬液，调整细

胞密度为 1×108 L-1，接种于铺有 L 多聚赖氨酸

24 孔或 6 孔细胞培养板中，置于 37 ℃、5% CO2培

养 箱 中 培 养 ； 48 h 后 更 换 新 的 培 养 基 并 加 入

10 µmol·L-1 阿糖胞苷继续培养；24 h 后换成新的

完全培养基继续培养，以后每 3 d 换液 1 次；采用

倒置相差显微镜观察培养 7 d 的海马神经元形态表
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现。培养 7 d 的海马神经元 （24 孔细胞培养板细胞

爬片 3 个） 取出，PBS 缓冲液清洗，4% 多聚甲醛

固定 30 min；PBS 缓冲液清洗 3 次，每次 5 min；
弃去 PBS 缓冲液，加入 0. 1% Triton X-100 （含有

5% 山羊血清） 打孔封闭作用 60 min；将细胞爬片

（正面向上） 放于载玻片上，滴加 NeuN 抗体 （1∶
200） 或 GFAP （1∶450） 抗体，4 ℃过夜；第 2 天

取出 PBS 缓冲液冲洗，滴加荧光二抗 （1∶1 000），

37 ℃孵育避光 1 h；PBS 缓冲液清洗 3 次；滴加抗

荧光淬灭封片剂；荧光显微镜进行拍照观察，每张

玻片在荧光显微镜下随机摄取 4 个高倍 （×400）
视野，计算海马神经元纯度。海马神经元的纯度=
NeuN 阳性细胞数/总细胞数×100%。

1. 3　　 细 胞 分 组 及 处 理细 胞 分 组 及 处 理　　 将 培 养 成 熟 的 海 马 神

经  元  分  为  对  照  组、  LPS组、  LPS + （10、20 和
40 µmol·L-1）AA 组 、 AA 组（20 µmol·L-1 AA）、 
ML385 组和 LPS+ML385+AA 组。对照组：加入

等体积的 DMEM 培养基； LPS 组：加入终浓度

10 mg·L-1 LPS 作 用 24 h； LPS+AA 组 ： 加 入

10 mg·L-1 LPS前，分别加入 10、20 和 40 µmol·L-1 
AA 预 处 理 细 胞 6 h； AA 组： 加 入 终 浓 度

20 µmol·L-1 AA；ML385 抑制剂组：加入终浓度

10 µmol·L-1 ML385；LPS+ML385+AA 组：先加

入 10 µmol·L-1 ML385 作 用 2 h， 再 加 入 终 浓 度

20 µmol·L-1 AA 作用 6 h，最后加入 10 mg·L-1 LPS
作用 24 h。
1. 4　　MTT 法检测各组大鼠海马神经元存活率法检测各组大鼠海马神经元存活率　　将

大鼠海马神经元以每孔 5×103 个的密度接种到

96 孔细胞培养板，将其置于 37 ℃、 5% CO2 培养

箱中 7 d 后，按照“1. 3”方法处理细胞，另设不

接 种细胞仅加培养液的空白组，每组设定 6 个

复 孔。实 验 结 束 后 每 孔 加 入 10 μ L MTT 溶 液

（5 g·L-1），放入培养箱中继续培养 4 h；从 CO2 孵
箱 中 取 出 ， 小 心 吸 去 孔 内 液 体 ； 加 入 200 μL 
DMSO 37 ℃ 孵育 10 min 后，应用酶标仪于波长

560 nm 处 检 测 吸 光 度 （A） 值。细胞存活率 =
（实 验 组 A 值 - 空 白 组 A 值） / （对照组 A 值-
空白组 A值） ×100%。

1. 5　　LDH 试剂盒检测各组大鼠海马神经元试剂盒检测各组大鼠海马神经元 LDH

漏出率漏出率　　将培养成熟的细胞按照“1. 3”方法处理

后，收集各组培养液备用。各组的大鼠海马神经元

用 PBS 缓冲液洗涤 3 次，裂解细胞，离心取细胞上

清液备用，按试剂盒说明书进行，测得各组 A 值。

按公式计算 LDH 漏出率。LDH 漏出率=培养液

A 值/ （细胞匀浆液 A 值+培养液 A 值） ×100%。

1. 6　 酶 联 免 疫 吸 附 试 验　 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （（enzyme linked 

immunosorbent assay，，ELISA））法检测各组大鼠海法检测各组大鼠海

马神经元上清液中白细胞介素马神经元上清液中白细胞介素（（interleukin，，IL））--1β

和肿瘤坏死因子和肿瘤坏死因子（（tumor necrosis factor，，TNF））--α 水水

平平　　培养成熟的细胞按照实验分组进行处理后，收

集细胞培养上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书检

测各组大鼠海马神经元上清液中 IL-1β 和 TNF-α 的

水平。

1. 7　　采用试剂盒检测各组大鼠海马神经元中采用试剂盒检测各组大鼠海马神经元中 SOD

活性和活性和 MDA 水平水平　　将海马神经元以 2×106个的密

度 接 种 至 6 孔 细 胞 培 养 板 ， 培 养 7 h 后 ， 按 照

“1. 3”方法处理后，弃上清，收集各组细胞后根据

相应试剂盒说明书测定各组大鼠海马神经元中

SOD 活性和 MDA 水平。

1. 8　　Griess 法检测各组大鼠海马神经元上清液中法检测各组大鼠海马神经元上清液中

一氧化氮一氧化氮（（nitric oxide，，NO））水平水平　　将细胞进行药

物干预，在细胞培养箱内孵育 24 h 后收集各组大鼠

海马神经元上清液备用。按照试剂盒说明书操作，

检测各组大鼠海马神经元上清液中 NO 水平，以

1 µmol·L-1 亚硝酸钠溶液配制终浓度分别为 0、1、
2、 5、 10、 20、 40、 60 和 100 µmol·L-1 的亚硝酸

钠液，按每孔 50 µL，于 96 孔细胞培养板中加入标

准品和样品。按每孔 50 µL，各孔中分别加入室

温 Griess Reagent Ⅰ和  Griess Reagent Ⅱ，混匀后，

采用酶标仪于波长 540 nm 处检测各样品 A 值。以

亚硝酸钠浓度 （µmol·L-1） 为横坐标，A 值为纵坐

标，绘制标准曲线，计算回归方程和相关系数，根

据标准曲线计算各组大鼠海马神经元上清液中 NO
水平。

1. 9　　免疫荧光法检测各组大鼠海马神经元免疫荧光法检测各组大鼠海马神经元 Nrf2 和和

HO--1 蛋白表达情况蛋白表达情况　　药物处理后取出 24 孔细胞培

养板，弃去细胞上清液， PBS 缓冲液清洗 2 次；

4% 多聚甲醛固定 30 min；PBS 缓冲液清洗 3 次，

每  次  5 min；  弃  去  PBS 缓  冲  液，  加  入  0. 1% 
Triton X-100 （含有 5% 山羊血清） 封闭 60 min；
将细胞爬片 （正面向上） 放于载玻片上，滴加兔抗

HO-1 （1∶200） 或 Nrf2 （1∶200） 抗体，将载玻

片放入湿盒中，4 ℃过夜；第 2 天从 4 ℃冰箱中取出

湿盒，室温放置 1 h 后，PBS 缓冲液清洗 3 次；加

入荧光二抗 （1∶1 000），37 ℃孵育避光 1 h；PBS
缓冲液清洗 3 次；滴加抗荧光淬灭封片剂。荧光显
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微镜下拍照并观察蛋白表达情况。

1. 10　　Western blotting 法检测各组大鼠海马神经法检测各组大鼠海马神经

元中元中 Nrf2、、HO--1、、NF--κB 和和 B 细胞淋巴瘤细胞淋巴瘤 2（（B--cell 

lymphoma--2，，  Bcl--2））蛋白表达水平蛋白表达水平　　药物作用 24 h
后，用 RIPA 裂解液或细胞核/浆蛋白抽提试剂盒

提取蛋白，BCA 法进行蛋白定量。按照  Western 
blotting 法 操 作 步 骤 依 次 进 行 蛋 白 变 性 、 上 样 、

SDS-PAGE 凝胶电泳、转膜、抗原封闭，一抗孵

育 （4 ℃过夜），二抗孵育 1 h，洗膜，避光显色，

实验重复 3 次，将蛋白印迹显影图扫描。利用

Image J软件对蛋白条带灰度值进行分析，以 β-actin
为内参，计算目的蛋白表达水平。目的蛋白表达水

平=目的蛋白条带灰度值/内参蛋白条带灰度值。

1. 11　　统计学分析统计学分析　　采用  SPSS 25. 0 统计软件进

行统计学分析。所有实验结果来自于单独培养的 3个

批次的细胞，各组细胞存活率，LDH 漏出率，炎

症因子 （IL-1β 和 TNF-α） 水平，SOD活性，MDA
和 NO 水平，细胞中 Nrf2、HO-1、NF-κB 和 Bcl-2
蛋白表达水平均呈正态分布且方差齐性，以 x±s

表示。多组间样本均数比较采用单因素方差分析，

组间样本均数两两比较采用 SNK-q 检验。以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　原代海马神经元鉴定结果原代海马神经元鉴定结果　　将培养 7 d 大鼠海

马神经元采用免疫荧光染色法与 NeuN、DAPI 和
GFAP 共染，结果如图 1 所示，DAPI 细胞核染色

几乎与神经元细胞核特异性标记物 NeuN 染色全部

重合，只有极少量的细胞与星形胶质细胞特异性蛋

白 GFAP 染色重合，表明大鼠海马神经元纯度较

高。培养的大鼠原代海马神经元纯度达到 90% 以

上，可以用于后续实验。

2. 2　　各组大鼠海马神经元形态表现各组大鼠海马神经元形态表现　　应用倒置相

差显微镜观察，结果显示：培养 7 d 的大鼠原代海

马神经元胞体大且饱满，突起长，分支较多，形成

网状结构。与对照组比较，LPS 组大鼠海马神经元

突起明显减少、变短、变细，胞体出现肿胀，AA组

细胞形态未见变化。LPS+10 µmol·L-1 AA 组和

LPS+20 µmol·L-1 AA 组大鼠海马神经元突起受

损明显减轻，而 LPS+40 µmol·L-1 AA 组大鼠海

马神经元受损未见减轻。见图 2。

2. 3　　各组大鼠海马神经元存活率和各组大鼠海马神经元存活率和 LDH 漏出率漏出率　　

 与对照组比较，LPS 组大鼠海马神经元存活率明

显降低 （P<0. 01），LDH 漏出率明显增加 （P<

0. 01），AA 组大鼠海马神经元存活率和 LDH 漏出

率差异无统计学意义 （P>0. 05）。与 LPS 组比较，

LPS+10、20 和 40 µmol·L-1 AA 组大鼠海马神经

A B C D

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

A： NeuN； B： GFAP； C： DAPI； D： Merge. 
图图  1　　荧光显微镜观察原代海马神经元鉴定情况荧光显微镜观察原代海马神经元鉴定情况（（免疫荧光免疫荧光））

Fig. 1　　Identification of primary hippocampus neurons observed by fluorescence microscope（（Immunofluorescence））

A B C D E F

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

A： Control group； B： LPS  group； C： LPS+10 µmol∙L-1 AA group； D： LPS+20 µmol∙L-1 AA group； E： LPS+40 µmol∙L-1 AA group； 
F： AA group.

图图 2　　倒置相差显微镜观察各组大鼠海马神经元形态表现倒置相差显微镜观察各组大鼠海马神经元形态表现

Fig. 2　　Morphology of  hippocampus neurons of rats in various groups observed by inverted phase contrast microscope
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元存活率均明显升高 （P<0. 01），LDH 漏出率均

明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。见表 1。

2. 4　　各组大鼠海马神经元上清液中各组大鼠海马神经元上清液中 IL--1β 和和 TNF--α

水平水平　　与对照组比较，LPS 组大鼠海马神经元上清

液中 IL-1β 和 TNF- α 水平明显升高 （P<0. 01），

AA 组大鼠海马神经元上清液中 IL-1β 和 TNF-α 水

平差异无统计学意义 （P>0. 05）；与 LPS 组比较，

LPS+10、20 和 40 µmol·L-1 AA 组大鼠海马神经

元上清液中 IL-1β 水平明显降低 （P<0. 05 或 P<

0. 01）；LPS+10 和 20 µmol·L-1 AA 组大鼠海马神

经元上清液中 TNF-α 水平明显降低 （P<0. 05 或

P<0. 01），而 LPS+40 µmol·L-1 AA 组大鼠海马

神经元上清液中 TNF-α水平差异无统计学意义（P>
0. 05）。见表 2。

2. 5　　各组大鼠海马神经元中各组大鼠海马神经元中 SOD 活性和活性和 MDA 水水

平平　　 与对照组比较， LPS 组大鼠海马神经元中

SOD 活性明显降低 （P<0. 01），MDA 水平明显升

高 （P<0. 01），AA 组大鼠海马神经元中 SOD 活

性和 MDA 水平差异无统计学意义 （P>0. 05）；与

LPS 组比较，LPS+10 和 20 µmol·L-1 AA 组 大鼠

海马神经元 SOD 活性明显升高 （P<0. 01），MDA
水 平 明 显 降 低 （P<0. 01）， LPS+40 µmol·L-1 
AA组大鼠海马神经元中 SOD 活性和 MDA 水平差

异无统计学意义 （P>0. 05）。见表 3。

2. 6　　各组大鼠海马神经元上清液中各组大鼠海马神经元上清液中 NO 水平水平　　与

对照组比较，LPS 组大鼠海马神经元上清液中 NO
水平明显升高 （P<0. 01），AA 组大鼠海马神经元

上清液中 NO 水平差异无统计学意义 （P>0. 05）。

与 LPS 组比较，LPS+10 和 20 µmol·L-1 AA 组大

鼠海马神经元上清液中 NO 水平明显降低 （P<
0. 05 或 P<0. 01），LPS+40 µmol·L-1 AA 组大鼠

海马神经元上清液中 NO 水平差异无统计学意义

（P>0. 05）。见表 4。

综上所述，LPS+40 µmol·L-1 AA 组的实验结

果表明该浓度 AA 对 LPS 诱导的神经损伤作用有一

定的改善，但较 LPS+10和 20 µmol·L-1 AA 组并未

表表  1　　各组大鼠海马神经元存活率和各组大鼠海马神经元存活率和 LDH 漏出率漏出率

TabTab.. 11　　SSurvival rates and LDH leakage rates of hippourvival rates and LDH leakage rates of hippocampuscampus  
nneurons of rats in various groupseurons of rats in various groups                                （n=6，x±s，η/%）

Group
Control
LPS
LPS+10 µmol·L-1 AA
LPS+20 µmol·L-1 AA
LPS+40 µmol·L-1 AA
AA

Surival rate
100.00±4.82

31.39±2.65*

73.27±5.39△△

95.49±6.18△△

76.90±9.04△△

99.54±7.44

LDH leakage rate
14.41±0.70
38.77±5.85*

28.53±4.31△△

19.57±5.36△△

30.02±6.30△

15.52±1.09
*P<0.01 vs control group； △P<0.05， △△P<0.01 vs LPS group.

表表 2　　各组大鼠海马神经元上清液中各组大鼠海马神经元上清液中 IL--1β 和和 TNF--α 水平水平

TabTab.. 22　　 LLevevels of els of ILIL--11ββ  and TNFand TNF-- αα  in culture supernatant in culture supernatant 
of hipof hippocampus neurons of rats in various groupspocampus neurons of rats in various groups

                                                                                                            [n=6， x±s， ρB/（ng·L-1）]

Group
Control
LPS
LPS+10 µmol·L-1 AA
LPS+20 µmol·L-1 AA
LPS+40 µmol·L-1 AA
AA

IL-1β
10.25±1.35

125.15±19.98*

99.98±15.44△

81.89±10.46△△

97.34±11.17△

11.75±0.31

TNF-α
2.93±0.16

16.37±2.46*

13.59±1.48△

8.42±0.60△△

15.97±3.02
3.81±0.75

*P<0.01 vs control group； △P<0.05， △△P<0.01 vs LPS group.

表表 3　　各组大鼠海马神经元中各组大鼠海马神经元中 SOD 活性和活性和 MDA 水平水平

TabTab.. 33　　 SOD  activities  and  MDA  levels  in  hippocampus SOD  activities  and  MDA  levels  in  hippocampus 
neurons of rats in various groupneurons of rats in various groups        s                                                （n=6，x±s）

Group

Control
LPS
LPS+10 µmol·L-1 AA
LPS+20 µmol·L-1 AA
LPS+40 µmol·L-1 AA
AA

SOD
[λB/(U·mg-1）]

147.17±19.96
86.45±5.67*

101.92±14.93△

122.69±13.82△

91.76±10.54
138.24±16.61

MDA
[mB/（μmol·g-1）]

6.94±0.26
14.25±1.38*

10.59±0.74△

8.55±0.47△

13.12±2.92
6.77±0.64

*P<0.01 vs control group； △P<0.01 vs LPS group.

表表 4　　各组大鼠海马神经元上清液中各组大鼠海马神经元上清液中 NO 水平水平

TabTab.. 44　　LLevevels of els of NO NO in supernatant of hippocampus neuin supernatant of hippocampus neuronsrons  
of rats in various groupsof rats in various groups [n=6，x±s，cB/（µmol·L-1）］

Group
Control
LPS
LPS+10 µmol·L-1 AA
LPS+20 µmol·L-1 AA
LPS+40 µmol·L-1 AA
AA

NO    
6.54±0.51

17.91±3.14*

15.37±3.68△

12.04±2.40△△

16.71±2.88
7.43±0.46

*P<0.01 vs control group； △P<0.05， △△P<0.01 vs LPS group.
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提高，因此后续实验取消 LPS+40 µmol·L-1 AA 组

的指标测定。

2. 7　　 各 组 大 鼠 海 马 神 经 元各 组 大 鼠 海 马 神 经 元 Nrf2 和和 HO--1 蛋 白 表蛋 白 表

达达 水 平水 平　　 免疫荧光法检测结果显示：红色荧光

代 表 Nrf2 染色，蓝色荧光代表核染色，绿色荧

光 代表 HO-1 染色，见图 3 和 4。与对照组比较，

LPS 组大鼠海马神经元 Nrf2 和 HO-1 荧光强度明

显 减 弱 （P<0. 01）， ML385 组大鼠海马神经元

Nrf2 和 HO-1 荧光强度差异无统计学意义 （P>
0. 05）。与 LPS 组比较， LPS+10 和 20 µmol·L-1 
AA 组大鼠海马神经元胞浆和胞核中 Nrf2 及细胞

HO-1 荧光强度明显增强 （P<0. 01），表明 AA 促

进 Nrf2 向核内转移。与 LPS+20 µmol·L-1 AA 组

比较，LPS+ML385+AA 组 大 鼠 海 马 神 经 元 中

Nrf2 和 HO-1 荧 光 强 度 明 显 减 弱 （P<0. 01）。

见图 3 和 4。

Western blotting 实验检测结果显示：与对照组

比较，LPS 组大鼠海马神经元细胞核和细胞质中

Nrf2 及细胞中 HO-1 蛋白表达水平明显降低 （P<
0. 01），ML385 组大鼠海马神经元中 Nrf2 和 HO-1
蛋白表达水平差异无统计学意义 （P>0. 05）。与

LPS 组比较， LPS+10 µmol·L-1 AA 组和 LPS+

20 µmol·L-1 AA 组大鼠海马神经元细胞核内 Nrf2
被激活后入核，细胞核和细胞质中 Nrf2 及 HO-1
蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 01）。与 LPS+
20 µmol·L-1 AA 组比较，LPS+ML385+AA 组大鼠

海马神经元细胞核和细胞质中 Nrf2 及细胞中 HO-1
蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01）。见图 5 和 6。

Control LPS
LPS+

10 µmol·L-1AA ML385 LPS+ML385+AA

Nrf2

DAPI

Merge

A

LPS+
20 µmol·L-1AA
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LPS+

10 µmol·L-1AA ML385 LPS+ML385+AA

HO-1

DAPI

Merge

B

LPS+
20 µmol·L-1AA

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm
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图图 3　免疫荧光法检测各组大鼠海马神经元中　免疫荧光法检测各组大鼠海马神经元中 Nrf2（（A））和和 HO--1（（B））蛋白表达情况蛋白表达情况

Fig. 3　　Expressions of Nrf2（（A）） and HO--1（（B）） proteins in hippocampus neurons of rats in various groups detected by 

immunofluorescence
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2. 8　　各组大鼠海马神经元中各组大鼠海马神经元中 NF--κB 和和 Bcl--2 蛋白表蛋白表

达水平达水平　　与对照组比较，LPS 组大鼠海马神经元中

NF-κB 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 01），Bcl-2
蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01）；ML385组大鼠

海马神经元 NF-κB 和Bcl-2蛋白表达水平差异无统计

学意义 （P>0. 05）。与 LPS 组比较， LPS+10 和

20 µmol·L-1 AA 组大鼠海马神经元 NF-κB 蛋白表

达水平明显降低 （P<0. 01），Bcl-2 蛋白表达水平

明显升高 （P<0. 01）。与 LPS+20 µmol·L-1 AA 组

比较， LPS+ML385+AA 组大鼠海马神经元中

NF-κB 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 01），Bcl-2
蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01）。见图 7。

3 讨  论  

AD 患者以记忆力减退、语言迟缓、执行功能

障碍和个性行为异常等为主要临床表现［14-15］。海马

体是学习和记忆的关键部位，也是 AD 病变最突出
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A：Nrf2； B：HO-1. 1：Control group； 2：LPS group； 3：LPS+10 µmol·L-1 AA group； 4：LPS+20 µmol·L-1 AA group； 5：ML385 
group； 6：LPS+ML385+AA group. *P<0.01 vs control group； △P<0.01 vs LPS group； #P<0.01 vs LPS+20 µmol·L-1 AA group.

图图 4　各组大鼠海马神经元中　各组大鼠海马神经元中 Nrf2 和和 HO--1 蛋白荧光强度蛋白荧光强度

Fig. 4　　Fluorescence intensities of Nrf2 and HO--1 proteins in hippocampus neurons of rats in various groups
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LPS+10 µmol∙L-1 AA group； Lane 4：LPS+20 µmol∙L-1 AA group； Lane 5：ML385 group； Lane 6：LPS+ML385+AA group. 
1：Control group； 2：LPS group； 3：LPS+10 µmol ∙ L-1 AA group； 4：LPS+20 µmol ∙ L-1 AA group； 5：ML385 group； 6：LPS+
ML385+AA group. *P<0.01 vs control group；△P<0.01 vs LPS group； #P<0.01 vs LPS+ 20 µmol∙L-1AA group.

图图 5　　Western blotting 法检测各组大鼠海马神经元中法检测各组大鼠海马神经元中 Nrf2 蛋白表达电泳图和直条图蛋白表达电泳图和直条图

Fig. 5　　Electrophoregrams and histograms of expressions of Nrf2 protein in hippocampus neurons of rats in various 

groups detected by Western blotting method
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的区域，表现为老年斑的出现、神经元纤维缠结的

形成和大量神经元的丧失等。众多的 AD 发病机制

中炎症和氧化机制假说是近年来讨论的热点［16］：

一些研究者认为脑内在淀粉样蛋白沉积之前就存在

炎症［17］，神经炎症反应导致 Tau 蛋白的过度磷酸

化和聚集［18］，大量炎症因子和细胞毒性物质释放，

神经元和突触结构损伤及细胞凋亡加速，进一步加

剧 Aβ 清除障碍和 Aβ 沉积，同时 Aβ 毒素加剧了颅
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20 µmol∙L-1 AA group； 5：ML385 group； 6：LPS+ML385+AA group. *P<0.01 vs control group； △P<0.01 vs LPS group； #P<0.01 vs 
LPS+20 µmol∙L-1 AA group.

图图 6　　Western blotting 法检测各组大鼠海马神经元中法检测各组大鼠海马神经元中 HO--1 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 6　　Electrophoregram（（A）） and histogram（（B）） of expressions of HO--1 protein in hippocampus neurons of rats in 

various groups detected by Western blotting method
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图图 7　　Western blotting 法检测各组大鼠海马神经元中法检测各组大鼠海马神经元中 NF--κB 和和 Bcl--2 蛋白表达电泳图和直条图蛋白表达电泳图和直条图

Fig. 7　　 Electrophoregrams and histograms of expressions of NF-- κB and Bcl--2 proteins in hippocampus neurons of 

rats in various groups detected by Western blotting method
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内炎症反应并形成一个恶性循环［19］。本研究采用

LPS 诱导大鼠原代海马神经元发生炎症反应，结果

显示：炎症因子 TNF-α 和 IL-1β 释放增加，NO 释

放增加。而 AA 预处理后，神经炎症因子和 NO 的

释放明显减少，表明 AA 具有减轻 LPS 诱导的大鼠

海马神经元炎症反应的作用。

AD 患者大脑会出现过氧化状态，氧化应激标

志物异常升高。氧化应激反应的增加是引发淀粉样

蛋白沉积和 Tau 蛋白磷酸化的主要原因之一，被认

为是 AD 早期症状的一个先决条件［20］。因此减少线

粒体氧化应激压力，保护大脑神经元功能是预防和

延缓 AD 发病及进展的关键。SOD 是人体抗氧化系

统的重要酶，可清除自由基，保护人体免受氧化应

激损伤；MDA 是自由基造成的脂质过氧化的最终

产物，二者是氧化应激反应的重要指标。本研究结

果表明：LPS 使大鼠海马神经元 SOD 活性降低，

MDA 水平升高，而 AA 可以逆转 LPS 诱导氧化应

激损伤。炎症的发生与氧化应激互相依赖存在，许

多疾病同时伴随着炎症与氧化应激的发生。由此可

以推断，AA 通过减少神经炎症并降低氧化应激反

应，减少 LDH 漏出，提高神经元存活率，改善

LPS 引起的海马神经元损伤。

研究［8］ 表明：Nrf2 是抗氧化反应的重要调节

器，在正常情况下，其活性被抑制，细胞膜中的

Nrf2 会 与 胞 浆 蛋 白 伴 侣 分 子 （Kelch-like ech-

associated protein 1， Keap1） 结 合 。 在 应 激 条 件

下，Nrf2 从 Keap1 中解离并转位至细胞核，转位的

Nrf2 具有转录活性，激活下游抗氧化基因 HO-1 的

表达［21］。HO-1 是一种热休克蛋白，具有抗氧化和

抗炎作用，提高 HO-1 活性可以改善炎症和氧化应

激反应［22］。因此，Nrf-2/HO-1 信号通路是有效治

疗炎症和氧化应激损伤引起的神经退行性疾病的重

要治疗靶点。本研究结果表明：AA 可明显激活

Nrf2 表达，并促进 Nrf2 向细胞核内转移，驱动下

游的 HO-1 蛋白表达水平升高。敲除 Nrf2 基因可以

增强 NF-κB 的活性及其他相关炎症因子的表达［23］。

HO-1 可以限制 NF-κB 的活性，而上调抗凋亡因子

Bcl-xl和 Bcl-2 的表达［24］。本研究结果表明：AA 可

抑制 LPS 引起的 NF-κB 蛋白的激活，上调抗凋亡

因子 Bcl-2 的表达。应用 Nrf2 抑制剂 ML385 后，

AA 的这种作用被抑制，表明 AA 是通过激活 Nrf2/
HO-1 信号通路来发挥其抗炎、抗氧化和抗细胞凋

亡的作用。

近年来，中药因具有多靶点、多方式且不良反

应少等特点，在 AD 的治疗上受到了广泛关注。本

研究初步阐明了 AA 通过激活 Nrf2/HO-1 信号通路

发挥抗炎和抗氧化作用，改善海马神经元的损伤。

研究［25］ 表明：AA 可减轻谷氨酸诱导的小鼠认知

障碍，并将皮质和海马区的脂质过氧化，SOD 和

谷胱甘肽活性恢复到正常水平，保护 PC12 细胞免

受 Aβ25-35诱导的细胞凋亡和 Tau蛋白过度磷酸化［26］。

AA 可通过多种机制发挥保护作用，但 AA 的保护

作用机制还未完全阐明。AA 激活 Nrf2/HO-1 信号

通路是否在 AD 动物模型中具有保护作用，还需进

一步的实验进行验证。
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