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摘要：目的  探究3-吲哚乙酸（IAA）通过调控应激颗粒（SGs）形成和炎症小体NLRP3激活来缓解新生隐球菌（Cn）诱导的脑微血

管内皮细胞焦亡的作用机制。方法  采用107/mL浓度的Cn处理脑微血管内皮细胞构建体外细胞模型，并使用 IAA进行干预。

通过Western blotting、细胞免疫荧光、ELISA和CCK-8活性检测评估G3BP1、DDX3X、NLRP3及焦亡相关蛋白、细胞因子、细胞

活性的变化。在免疫抑制的C57BL/6小鼠中，尾静脉注射Cn，连续7 d给予 IAA灌胃治疗，构建体内动物实验模型。小鼠随机

分为对照组、模型组及 IAA处理组（3只/组）。通过依文思蓝实验检测血脑屏障通透性，取小鼠大脑皮层组织检测相关蛋白表达

情况。结果  Cn感染可诱导脑微血管内皮细胞中G3BP1表达下调（P<0.05）、DDX3X和NLRP3表达上调（P<0.05）。IAA干预

恢复了G3BP1、DDX3X和NLRP3的异常表达 （P<0.05），有效抑制焦亡相关蛋白NT-GSDMD/GSDMD（P<0.05）和P20/Caspase1

（P<0.01）的活化，大幅减少炎性细胞因子 IL-18（P<0.001）、IL-1β（P<0.01）的释放。IAA干预可逆转Cn引起的脑微血管内皮

细胞DDX3X向NLRP3的转移（P<0.05）， 促进DDX3X与G3BP1的结合（P<0.05）。体内实验结果显示：IAA治疗可缓解血

脑屏障的损伤，减少依文思蓝的渗出量（2.64±0.32 vs 1.06±0.12，P<0.001），和大脑皮层中ZO-1的表达量（P<0.05）。同时有

效抑制VEGFR2、G3BP1、DDX3X、NLRP3和焦亡相关蛋白NT-GSDMD/GSDMD、P20/Caspase1的异常表达（P<0.05）。结论 

 IAA通过调控SGs的形成以及炎症小体NLRP3的活化，有效缓解Cn引起的脑微血管内皮细胞焦亡。
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Indole-3-acetic acid alleviates Cryptococcus neoformans-induced pyroptosis in cerebral 
microvascular endothelial cells by regulating stress granule-mediated NLRP3 
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Abstract: Objective To investigate whether indole-3-acetic acid (IAA) alleviates Cryptococcus neoformans (Cn)‑induced 
pyroptosis in cerebral microvascular endothelial cells by modulating stress granules (SGs) formation and the NLRP3 
inflammasome. Methods In vitro cultured cerebral microvascular endothelial cells were pretreated with different 
concentrations of IAA before Cn infection (10 ⁷/mL), and the changes in cellular expresisons  of G3BP1, DDX3X, NLRP3 and 
pyroptosis-related proteins, cytokines, and cell viability were deceted using Western blotting, immunofluorescence staining, 
ELISA, and CCK-8 assay. In the animal experiment, C57BL/6 mice with cyclophosphamide-induced immunosuppression were 
pretreated with saline or IAA gavage for 7 days before intravenous Cn injection. The changes in blood-brain barrier (BBB) 
integrity of the mice was assessed with Evans blue assay, and the brain cortical tissues were analyzed for changes in protein 
expressions. Results Cn infection significantly downregulated G3BP1 expression and upregulated the expressions of DDX3X 
and NLRP3 in cultured cerebral microvascular endothelial cells. IAA intervention not only restored normal expressions of 
G3BP1, DDX3X, and NLRP3, but also effectively suppressed the activation of pyroptosis-related proteins, including NT-
GSDMD/GSDMD and P20/caspase-1, and  reduced the release of IL-18 and IL-1β. IAA treatment also inhibited the 
translocation of DDX3X to NLRP3 induced by Cn infection and promoted the binding between DDX3X and G3BP1. In Cn-
infected C57BL/6 mice, IAA treatment significantly alleviated BBB injury, decreased the expression of ZO-1 in the cerebral 
cortex, and effectively ameliorated abnormal expressions of VEGFR2, G3BP1, DDX3X, NLRP3, NT-GSDMD/GSDMD and P20/
caspase-1. Conclusion  IAA effectively alleviates Cn infection-induced pyroptosis of cerebral microvascular endothelial cells 
by modulating the formation of SGs and activating the NLRP3 inflammasome.
Keywords: Cryptococcus neoformans; pyroptosis; indole-3-acetic acid; stress granules; NLRP3 inflammasome

新生隐球菌性脑膜炎（CM）是一种由新生隐球菌 （Cn）侵入中枢神经系统引发的机会性真菌感染，常见于

艾滋病晚期患者，该病在全球艾滋病相关死亡中占 

15%~20%。在非洲，HIV 相关隐球菌性脑膜炎的死亡

人数占全球该病死亡人数的近2/3，且患者的10周死亡

率高达50%［1， 2］。因此，研究CM的关键调控靶点具有重

要价值。Cn的致病机制在于其能够破坏宿主体内血脑

屏障（BBB）通透性平衡，从而实现对中枢神经系统的入
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侵［3， 4］。脑微血管内皮细胞作为BBB主要的功能单元，

在维持BBB完整性方面起核心作用［5］。值得注意的是，

脑微血管内皮细胞在病理状态下可能存在特定的死亡

模式：研究证实，在缺血再灌注损伤过程中，脑微血管内

皮细胞可以发生焦亡［6， 7］。本团队的前期研究发现，明

确病原微生物可以引起脑微血管内皮细胞损伤［8］，也初

步验证Cn可以诱导脑微血管内皮细胞焦亡［9］。这为进

一步阐明CM的发病机制并寻找潜在治疗靶点提供了

重要理论依据。

Cn脑部感染可导致脑微血管内皮细胞损伤，并显

著上调细胞内NLRP3炎性小体的表达水平［10］，进而驱

动强烈的炎症反应——焦亡。维持细胞稳态的关键过

程——应激颗粒（SGs）组装［3］，可能与Cn感染存在直接

关联。研究表明，DEAD-boxRNA 解旋酶 3 X 连锁

（DDX3X）蛋白是调控细胞应激应答的核心分子，其可

调节 SGs 的形成以及 NLRP3 炎性小体的组装［11， 12］。

NLRP3炎性小体的形成需要DDX3X蛋白的参与，而

SGs的形成会竞争性结合有限的DDX3X蛋白从而抑制

NLRP3炎性小体的活化［12］。基因层面也对这一竞争机

制进一步证实：DDX3X基因敲除可抑制NLRP3炎性小

体激活并减少细胞焦亡［12］。综上，SGs组装和 NLRP3 

炎性小体激活二者通过竞争共同的基本因子DDX3X

而形成一种相互排斥、动态平衡的关系。这揭示了

DDX3X在SGs和NLRP3炎性小体动态平衡中的核心

地位，这种动态竞争机制赋予细胞根据DDX3X的可用

性做出“适应应激（SGs形成）”以及“启动炎性死亡（焦

亡）”的“生死抉择”［13］。基于以上，我们推测在Cn感染

中SGs的形成与否可能是细胞焦亡的重要原因，深入探

究SGs调控机制，可能为治疗CM提供全新思路。

长期以来，3-吲哚乙酸（IAA）的研究焦点主要集中

在植物领域。然而近年研究发现，色氨酸代谢产物在维

持肠道稳态和全身免疫方面起着关键作用［12］，IAA作为

色氨酸代谢产物，可以穿越BBB，具有显著的抗炎特性，

并且可以调节炎症信号通路来抑制神经炎症［14］。IAA

还表现出清除自由基、抑制氧化应激和抗炎活性［15］。此

外，IAA 能够有效抑制 NF-κB 信号通路的激活和 

NLRP3的形成，从而减少促炎细胞因子的释放，减轻炎

症反应［16］。

然而，目前尚不清楚 IAA是否能够缓解Cn感染引

起的脑微血管内皮细胞焦亡，其潜在机制也有待阐明。

同时，SGs是否在这一病理过程中发挥调节作用仍是一

个值得探索的科学问题。鉴于此，本研究拟通过体内外

结合的实验设计，系统考察 IAA对Cn感染引起的脑微

血管内皮细胞焦亡的防护作用，并深入探究其潜在作用

机制。这一研究将为开发针对Cn感染相关脑损伤的新

治疗策略提供理论依据。

1  材料和方法

1.1  材料

1.1.1  脑微血管内皮细胞的培养   人脑微血管内皮细胞

系（HCMEC，iCell-h070，Cellverse公司）37 ℃水浴锅中

进行复融后，迅速置于15 mL离心管中。随后加入10 mL

含有 10% 胎牛血清的完全培养基，充分混匀后在

1000 r/min转速下离心5 min。移去上清液后，用15 mL

含10%胎牛血清的完全培养基重新悬浮细胞沉淀，接种

于75 cm²细胞培养瓶中，并将其转移至37 ℃、5% CO₂的

细胞培养箱中进行培养。待细胞增殖至密度约为80%

时，进行传代培养。实验中选用 1~5代的细胞进行铺

板，确保细胞处于良好的生长状态。

1.1.2  动 物 实 验   C57BL/6J 雌性小鼠，6~8 周龄，

C57BL/6J野生型小鼠购买于南方医科大学实验动物中

心。所有动物实验均经南方医科大学实验动物中心伦

理委员会审核批准（伦理批号：D2022089）。

1.1.3  真菌培养   Cn（B-4500F02），由美国南加州大学

洛杉矾儿童医院黄胜和教授惠赠。用沙氏葡萄糖培养

基培养于34 ℃摇床180 r/min。冻存于含 10% 甘油的

沙氏葡萄糖培养基中，温度为-80 ℃。

1.2  主要试剂及仪器

 沙氏葡萄糖液体、固体培养基（环凯微生物）、

DMEM培养基（Biosharp）、L15培养基、0.25%胰蛋白酶

（Gibco）、胎牛血清（Pricella）、3-吲哚乙酸、CCK-8试剂

盒（Glpbio）、蛋白磷酸酶抑制剂混合物、β-actin单克隆

抗体（Solarbio）、RIPA 裂解液、蛋白酶抑制剂（Apexbio）、

紧密连接蛋白（ZO-1）单克隆抗体、血管内皮细胞生长

因子受体 2（VEGFR2）单克隆抗体、DDX3X 单克隆抗

体 （Immunoway）、G3BP1 多克隆抗体（Proteintech）、

NLRP3 多克隆抗体、ELISA 试剂盒 IL-18 和 IL-1β、 

GSDMD（N terminal）多克隆抗体（Huabio）、cleaved 

caspase 1多克隆抗体（Zen bioscience）、山羊抗兔二抗、

山羊抗鼠二抗（Proteintech）、山羊抗兔荧光二抗、山羊

抗鼠荧光二抗（ABclonal）、环磷酰胺，一水、三溴乙醇、

三氯乙酸（Aladin）、依文思蓝（Leagene）。

恒温培养箱（Thermo Fisher），酶标仪（Tecan），化学

发光凝胶成像系统（UVP），荧光显微镜（Nikon），SDS-

PAGE凝胶电泳仪（Bio-rad），NanoDrop微量分光光度

计（Denovix）。

1.3  方法

1.3.1  细胞给药   将脑微血管内皮细胞接种于细胞培养

板中，置于37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中培养12 h以

上，待细胞贴壁并状态稳定后，更换新鲜L15培养基。

将市售 IAA溶于二甲基亚砜（DMSO）中，无菌状态下配

制成梯度递增浓度（分别为0.01、0.025、0.05、0.075、0.1、

0.2 mmol/L），并确保DMSO终浓度低于千分之一。将
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IAA 预处理细胞 2 h。随后，将 Cn 用磷酸盐缓冲液

（PBS）清洗3次，重悬于L15培养基中，通过细胞计数板

在显微镜下计数并稀释至浓度为109/mL，1 mL培养基

加入10 μL Cn 溶液，即最终处理浓度调整为107/mL，并

在细菌培养箱中继续培养3 h［17］，以备后续实验。

1.3.2  动 物 分 组 及 处 理   选用 6~8 周龄雌性健康

C57BL/6J小鼠作为研究对象，随机均分为3组：空白对

照组（Control）、模型组（Cn处理组）、IAA治疗组（IAA+

Cn处理组），每轮实验每组至少保留3只小鼠。所有小鼠

均在尾静脉注射 Cn 72h前进行免疫抑制（200 mg/kg环

磷酰胺，一水合物，溶于生理盐水，腹腔注射）。IAA治疗

组小鼠每日给予200 μL 20 mg/kg［18］剂量的 IAA灌胃治

疗，持续5 d后进行107/mL浓度的Cn菌液尾静脉注射，

随后继续进行 2 d的 IAA灌胃处理［18］。作为对照，WT

组小鼠和Cn组小鼠均以生理盐水进行灌胃，整个实验

周期为7 d。实验结束后，所有小鼠均采用颈脱位法处

死，随后取材大脑皮层样本，以备后续实验分析［19， 20］。

1.3.3  CCK-8细胞增殖与毒性实验   细胞活力的体外检

测采用CCK-8进行定量评估。实验步骤：首先，将人脑

微血管内皮细胞接种于96孔培养板（排除边缘孔的影

响）。经过相应处理后，弃去原有培养基，加入含10% 

CCK-8的DMEM培养基。将培养板置于37 ℃、5% CO₂

细胞培养箱中孵育1~4 h。待孵育完成后，使用酶标仪

检测吸光度值A450 nm。当读数稳定且约等于1时，记录最

终测定结果，作为细胞活力的评估指标。

1.3.4  提取细胞全蛋白   使用PBS对细胞进行3次轻柔

清洗（每次500 μL/孔）。向6孔板加入300 μL/孔预冷的

裂解液混合物（由RIPA裂解液与100×的蛋白酶抑制剂

以及100×的蛋白磷酸酶抑制剂按100∶1∶1的体积比混

合，现用现配）。将混合液置于预冷的冰上静置20 min。

采用细胞刮刀对细胞进行破碎，确保充分裂解。收集裂

解后的细胞全蛋白，使用低温离心机在 4 ℃条件下以

12 000 g离心10 min，以去除不溶物，收集上清液作为

总蛋白样品。采用超微量分光光度计A280 nm测蛋白浓度。

随后，按照标准操作程序加入SDS-PAGE样品缓冲液，

并将样品在98 ℃金属浴中处理8 min以使蛋白质充分

变性，最后将样品转移至-80 ℃超低温冰箱保存备用。

1.3.5  提取动物组织全蛋白   按照实验操作规程，称取

各组小鼠大脑皮层组织质量（20~30 mg），依据组织质量

与裂解液体积比为100∶1（20 mg组织对应200 μL裂解

液）精确配制裂解液，并根据实际组织质量调整裂解液

体积。将匀浆后的样本置于冰盒中静置20 min，以确保

组织充分裂解。随后，将样本在4 ℃条件下以12 000 g

离心15 min，取上清液备用。采用超微量分光光度测定

吸光度A280 nm。取适量上清液加入适量的上样缓冲液，

经98 ℃金属浴处理8 min，并立即转入-80 ℃超低温冰

箱长期保存备用。

1.3.6  细胞免疫荧光   对细胞进行固定处理。对于细胞

膜蛋白的检测，使用 4%多聚甲醛在室温条件下固定

30 min；而对于细胞内蛋白的检测，则需要将细胞置于

预冷至-20 ℃的甲醇中，在-20 ℃条件下固定 30 min。

固定完成后，依次用含吐温 -20 的磷酸盐缓冲液

（PBST）对细胞进行洗涤。洗涤之后，采用含2% BSA

和22.52 mg/mL甘氨酸的PBST溶液对细胞进行封闭处

理，封闭时间为1 h。在4 ℃条件下进行一抗孵育。本实

验使用的一抗包括针对细胞膜蛋白的 GSDMD（N 

terminal）抗 体 ，细 胞 质 蛋 白 的 NLRP3、Cleaved-

Caspase1、G3BP1和DDX3X抗体，其中G3BP1一抗稀

释比例为1∶1000，其余一抗稀释比均为1∶200，过夜孵

育。随后，再次用PBST缓冲液对细胞进行3次洗涤，之

后进行荧光二抗孵育。二抗的稀释比例为1∶200，孵育

时间为 1 h。孵育完成后，再次用 PBST缓冲液洗涤 3

次，并在黑暗条件下加入 4'，6-二脒基 -2-苯基吲哚

（DAPI）染色，染色时间为8 min。在荧光显微镜下对染

色后的细胞进行观察。

1.3.7  Western blotting 检测相关蛋白表达水平   将

PVDF膜在含3% BSA的含Tween-20的Tris缓冲盐水

（TBST）溶液中预封闭2 h（室温条件下）。随后，将膜与

一抗［包括 ZO-1、VEGFR2、G3BP1、DDX3X、NLRP3、

cleaved caspase1、GSDMD （N terminal）及 β -actin］

（均为1∶2000稀释比例）在4 ℃条件下过夜孵育，或置于

室温摇床中孵育1.5 h。孵育完成后，将膜与辣根过氧化

物酶标记的二抗（山羊抗兔或山羊抗鼠，稀释比例为

1∶5000）在室温条件下反应1 h。采用TBST对膜进行洗

涤（洗涤次数为3次，10 min/次）。最后，滴加ECL显影液，

通过化学发光成像系统进行检测，并以β-actin的表达

水平作为内参进行标准化，以确保实验结果的可靠性。

1.3.8  ELISA试剂盒检测细胞培养上清炎症细胞因子

IL-18、IL-1β的表达   取细胞培养液，于4 ℃、6000 r/min

离心3 min，移液枪吸取上清置于新的EP管中-80 ℃保

存。将酶标板以及配套试剂提前去除置于室温平衡

20 min。将分析试剂50 μL加入对应孔。加入不同浓

度的标准品以及样品50 μL，室温18~25 ℃反应15 min，

加入50 μL/孔检测试剂，封板膜密封室温摇床孵育1 h。

洗涤液洗涤4次，加入辣根过氧化物酶标记的抗体，封

板膜密封室温摇床孵育30 min。洗涤液洗涤4次，加入

TMB显色液，反应20 min，加入终止液，酶标仪测量吸

光度A450 nm。经标准曲线计算各样品浓度。

1.3.9  Cn生长曲线测量   Cn PBS清洗3次，细胞计数板

计数，沙氏葡萄糖培养基稀释至103/mL，接种于96孔板

中，加入药物，每12 h测量吸光度A405 nm
［21］，共测量120 h。
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1.3.10  依文思蓝实验检验BBB完整性   小鼠尾静脉注

射2%依文思蓝溶液0.1 mL/10 g，2 h后，根据小鼠体质

量使用2.5%三溴乙醇200~300 μL麻醉，生理盐水心尖

灌注，取脑。以空白对照组为基准，50%三氯乙酸溶液

0.5 mL 60 Hz匀浆1 min。取匀浆与无水乙醇1∶3混匀

后，2000 g 4 ℃低温离心 10 min。取上清 100 μL于 96

孔板测吸光度A620  nm，带入标准曲线后得浓度。

1.4  统计学分析 

使用SPSS 26.0软件统计分析数据，采用GraphPad 

Prism 9.5.0制作统计图表。3个及以上的独立组比较采用

单因素方差分析，两个独立组比较采用独立样本 t检验，

所有实验至少有3次重复，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  细胞免疫荧光分析Cn感染后脑微血管内皮细胞中

G3BP1、NLRP3和DDX3X蛋白表达水平变化

细胞免疫荧光结果显示，Cn处理后，细胞G3BP1

表达下降（P<0.05，图 1A、B），细胞 DDX3X表达上升

（P<0.01，图 1C、D），细胞 NLRP3 表达上升（P<0.01，

图1E、F）。

2.2  Western blotting检测Cn处理脑微血管内皮细胞后

细胞G3BP1、DDX3X和NLRP3的表达情况

Western blotting结果显示，Cn处理后，细胞G3BP1

表达下降（P<0.05，图 2A），细胞DDX3X表达上升（P<

0.05，图2B），细胞NLRP3表达上升（P<0.001，图2C）。

2.3  IAA可缓解Cn引起的脑微血管内皮细胞焦亡

梯度浓度IAA（0.01~0.2 mmol/L）均可缓解Cn引起

的脑微血管内皮细胞损伤（P<0.001），其中0.025 mmol/L

效果为最佳（图3A）。Cn的生长曲线，IAA处理不会引起

Cn活性变化（图3B）。Western blotting检测显示，IAA

可以缓解 Cn 引起的脑微血管内皮细胞中 G3BP1、

DDX3X、NLRP3、NT-GSDMD/GSDMD、P20/Caspase1

的变化（P<0.05，图3C~G）。ELISA结果显示，IAA可以

缓解Cn引起的脑微血管内皮细胞释放炎症细胞因子

IL-18、IL-1β增加（P<0.01，图3I~J）。

2.4  细胞免疫荧光检测 IAA可逆转G3BP1、DDX3X和

NLRP3的变化

IAA处理脑微血管内皮细胞细胞G3BP1的表达不

会变化（P>0.05），IAA治疗后，可缓解Cn引起的细胞

G3BP1表达下降（P<0.05，图4A、D）；IAA处理脑微血管

内皮细胞细胞DDX3X的表达不会变化（P>0.05），IAA

治疗后可缓解 Cn 引起的细胞 DDX3X 表达上升（P<

0.05，图 4B、E）；IAA 处理脑微血管内皮细胞细胞

NLRP3的表达不会变化（P>0.05），IAA治疗后可缓解

Cn引起的细胞NLRP3表达上升（P<0.05，图4C、F）。

2.5  IAA调控DDX3X对Cn诱导的脑微血管内皮细胞

中SGs生成和NLRP3炎性小体活化

免疫荧光双染色结果显示，G3BP1和DDX3X之间

的相互作用在空白对照组及 IAA对照组中表现更为紧

密，两组中 G3BP1 和 DDX3X 的皮尔森相关系数较

高。经 Cn处理后，二者之间的皮尔森相关系数下降

（P<0.01）。在 IAA治疗干预后，G3BP1和DDX3X的相

互作用较Cn处理组增强（P<0.05），且恢复至与对照组

相当的水平（P>0.05，图5A、B）。

在NLRP3和DDX3X相互作用研究中，观察到了

截然不同的变化趋势。在空白对照组及IAA对照组中，

二者之间的皮尔森相关系数较低。然而，在Cn处理后，

NLRP3和DDX3X的相互作用显著增强，皮尔森相关系

数显著升高（P<0.01）。随后的 IAA治疗导致二者的相

互作用又显著减弱（P<0.05），其皮尔森相关系数恢复至

与对照组相当的水平（P>0.05，图5C、D）。

2.6  体内实验验证 IAA 调控 SGs 的形成对 Cn 诱导的

BBB焦亡的作用

依文思蓝染色实验结果显示，C57小鼠经 IAA灌胃

治 疗 后 ，其 BBB 通 透 性 改 善（P<0.001，图 6A）。

Western blotting实验结果显示，较Cn感染组，C57小鼠

经 IAA 灌胃治疗后，ZO-1 表达上升（P<0.05，图 6B）。

IAA缓解了Cn感染导致的小鼠大脑皮层VEGFR2表达

水平的下降（P<0.01，图6C）。Cn感染后小鼠大脑皮层

G3BP1 表达的降低可通过 IAA 治疗逆转（P<0.05，图

6D）；IAA可抑制Cn引起的DDX3X（P<0.01）和NLRP3

（P<0.05）表达的异常升高（图6E、F）。IAA能有效抑制

焦亡相关蛋白 NT-GSDMD/GSDMD 和 P20/Caspase1

表达的上调（P<0.01，图6G、H）。

3  讨论

CM是艾滋病患者中最常见的传播真菌病占实体

器官移植受者侵袭性真菌病的7%~8%［22］。本研究针对

Cn导致中枢神经系统感染这一临床难题，探讨了其作

用机制及潜在的治疗策略。目前，Cn穿过BBB并引发

CM的具体机制尚不明确。前期研究发现Cn可诱导脑

微血管内皮细胞衰老并引发神经炎症［23］，同时证实其可

引发BBB焦亡［9］。色氨酸代谢产物在神经炎症调节中

具有重要作用。研究表明，犬尿喹啉酸作为色氨酸代谢

物虽然可以缓解神经炎症［24］，但其无法有效通过BBB

的缺陷限制了其临床应用价值。相比之下，IAA作为色

氨酸代谢吲哚途径的关键产物，具有良好的BBB通透

性，并展现出显著的抗炎特性。基于此，本文着手探究

IAA在CM治疗的中的应用潜力及其作用机制。

宿主细胞应激颗粒（SGs）组装是其对抗微生物感

染的广泛反应，同时SGs组装也是细胞防御微生物感染

的重要武器［25， 26］。已有研究表明，SGs的形成与细胞焦

亡存在密切联系，尤其是在缺血再灌注损伤模型中，促
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进SGs的形成能够显著抑制NLRP3炎症小体的形成，

从而有效遏制细胞焦亡的发生［15， 27］。G3BP1作为SGs

的重要组分，其表达水平能够有效反映SGs的组装状

态［28］。本研究选择G3BP1作为观察SGs形成情况的标

志性指标。然而，上述SGs形成与焦亡的相互作用在

Cn的感染情境下是否成立，尚属未知。鉴于Cn感染可

以引起脑微血管内皮细胞焦亡，以及鉴于细胞应激反应

的保守性，我们推测Cn感染中也存在类似的“SGs-焦亡

调控轴”。为验证此假设，本研究首先检测Cn处理对脑

微血管内皮细胞 SGs 形成的影响。通过 Western 

blotting实验以及细胞免疫荧光实验发现，Cn的处理显

著降低 G3BP1 的表达水平及 SGs 的形成，以及上调

NLRP3的表达。表明Cn感染有效抑制了宿主SGs的

组装，这一发现与缺血再灌注损伤模型中观察到的SGs

A G3BP1                               DAPI                                Merge

   
C

n 
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  C

on
tr

ol B

Control                  Cn

*

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

M
ea

n 
gr

ay
 v

al
ue

 
of

 G
3B

P
1 

(A
U

%
)

D

Control                  Cn

M
ea

n 
gr

ay
 v

al
ue

 
of

 D
D

X
3X

 (
A

U
%

)

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

**

F

Control                  Cn

**

M
ea

n 
gr

ay
 v

al
ue

 
of

 N
L

R
P

3 
(A

U
%

)

1.08

1.06

1.04

1.02

1.00

0.98

0.96

E

   
C

n 
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  C

on
tr

ol

NLRP3                               DAPI                                Merge

C

   
C

n 
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  C

on
tr

ol

DDX3X                              DAPI                                    Merge

图1　细胞免疫荧光分析Cn感染后脑微血管内皮细胞中G3BP1、DDX3X和NLRP3蛋白表达水平变化
Fig. 1　Immunofluorescence sataining for G3BP1 (A, B), DDX3X (C, D) and NLRP3 (E, F) in cerebral microvascular 
endothelial cells with Cn infection (Original magnification: ×100). *P<0.05, **P<0.01.
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形成抑制伴随脑微血管内皮细胞焦亡发生［12］的现象在

逻辑上一致。为进一步探究基于Cn感染下的SGs调节

机制的治疗策略提供了理论及实验依据。

本研究旨在系统评估 IAA对CM的治疗效果及其

作用机制，为此建立了体内外双重实验模型。体外实验

采用脑微血管内皮细胞模型探究IAA的作用效应，而体

内则通过C57小鼠构建了CM动物模型。细胞实验结

果显示，通过不同梯度浓度的 IAA处理，发现 IAA具有

显著的细胞保护作用，最终选择具有最佳治疗效果的浓

度用于后续研究。Cn生长曲线实验显示，与未处理组相

比，IAA处理组的Cn生长情况无显著差异，这表明 IAA

在发挥保护作用的同时，并未影响真菌的活性，从而排

除了 IAA通过抑制真菌生长而间接减少细胞损伤的可

能性。后续引入IAA对照组以及IAA治疗组，结果表明，

一定浓度的 IAA处理细胞后，不会对细胞产生毒性作

用，并且可以缓解Cn引起的脑微血管内皮细胞焦亡，同

时对Cn引起的G3BP1、DDX3X和NLRP3相关变化具

有显著的调控作用。研究结果表明，特定浓度的IAA通过

促进细胞SGs的形成，有效抑制NLRP3炎症小体的组

装，显著缓解了Cn诱导的脑微血管内皮细胞焦亡。这

一系列作用最终导致疾病进程的显著改善，为治疗CM

提供了新的潜在治疗策略，具有重要的临床应用价值。

为深入解析DDX3X在Cn感染条件下调控SGs形

成及NLRP3表达的分子机制，我们通过免疫荧光技术

对DDX3X与G3BP1、NLRP3的共定位情况进行了系

统性研究。实验结果表明，在 Cn 感染的刺激下，

DDX3X与NLRP3之间形成显著的共定位，且这种相互

作用的增强明显抑制了DDX3X与G3BP1的结合。当

引入 IAA进行干预后，本研究观察到DDX3X表现出向

G3BP1重新分布的趋势，同时其与NLRP3的相互作用

被显著抑制，提示 IAA可能通过促进SGs的形成，有效

抑制NLRP3炎性小体的活化，最终达到缓解Cn感染诱

发的细胞焦亡的效果。这表明SGs、DDX3X和NLRP3

炎性小体之间可能存在一个动态调控网络，在CM的病

理进程中发挥着关键作用。这一调控网络的阐明，为深

入理解Cn感染引发的宿主细胞死亡以及 IAA的治疗机

制提供了新的视角。

为进一步验证实验结果，我们进行了体内动物实验

研究。选用C57小鼠构建CM模型，并给予 IAA灌胃治

疗。通过依文思蓝实验评估小鼠BBB通透性，结果显

示：与Cn处理组相比，IAA治疗组小鼠的BBB完整性

显著提高，但仍略低于空白对照组水平，表明 IAA在动

物实验层面能够有效改善Cn引起的BBB通透性改变。

ZO-1广泛在各种内皮细胞中表达，并在其周围表现为

一条连续的条带，同时，ZO-1作为BBB的结构成分，脑

微血管内皮细胞的ZO-1表达在维持BBB的完整性方

面起着重要作用［29， 30］。已有研究指出，细胞发生焦亡会

引起细胞ZO-1表达下降［31］。本研究显示，Cn处理的小

鼠大脑皮层ZO-1表达显著下降，提示BBB通透性增

强，经 IAA治疗后，ZO-1表达升高，提示 IAA对于保护

BBB的完整性有重要意义。VEGFR2在血管生成过程

中发挥重要作用，VEGFR2表达升高能够促进血管内皮
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图2　Western blotting检测Cn处理脑微血
管内皮细胞后细胞 G3BP1, NLRP3, 
DDX3X表达情况
Fig.2　Western blotting for detecting G3BP1 
(A), DDX3X(B) and NLRP3(C) protein 
expressions in cerebral microvascular 
endothelial cells following Cn infection. D: 
Protein bands in Western blotting. *P<0.05, 
***P<0.001.
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图3　IAA可缓解Cn引起的脑微血管内皮细胞焦亡
Fig. 3　IAA alleviates Cn-induced pyroptosis of cerebral microvascular endothelial cells. A: Survival rates of Cn-infected cerebral 
microvascular endothelial cells treated with gradient concentrations of IAA. ***P<0.001 vs 0 mmol/L. B: The growth curve of Cn 
after IAA treatment. C-G: Expressions of G3BP1, DDX3X, NLRP3, NT-GSDMD /GSDMD, and P20/caspase-1 in Cn-infected cerebral 
microvascular endothelial cells with IAA treatment. H: Protein bands by Western blotting. I-J: IL-18 and IL-1β levels in the cell 
culture supernatant determined by ELISA. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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图4　细胞免疫荧光检测IAA可减轻Cn引起的G3BP1、DDX3X和NLRP3的变化
Fig. 4　IAA alleviates Cn-induced changes in G3BP1, DDX3X and NLRP3 expressions in cerebral microvascular endothelial 
cells (Immunofluorescence staining, ×100). A, D: Effect of IAA on G3BP1 expression in Cn-infected cerebral microvascular 
endothelial cells. B,E: Effect of IAA on DDX3X expression in Cn-infected cerebral microvascular endothelial cells. C,F: Effect 
of IAA on NLRP3 expression in Cn-infected cerebral microvascular endothelial cells. *P<0.05, **P<0.01.
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细胞修复、血管生成及内皮伤口愈合［32］。在缺血再灌注

损伤相关研究中发现，脑微血管内皮细胞VEGFR2表

达会因缺血再灌注损伤而下降，但随着缺血组织的血管

新生和血液供应改善，VEGFR2表达则会上升，同时内

皮细胞焦亡情况得以缓解［33］。本实验发现，Cn处理的

小鼠大脑皮层VEGFR2表达水平显著降低，而经 IAA
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图5　IAA调控DDX3X对Cn诱导的脑微血管内皮细胞中SGs生成和NLRP3炎性小体活化
Fig.5　IAA regulates translocation of DDX3X in the formation of SGs and activation of NLRP3 inflammasome in Cn-infected cerebral 
microvascular endothelial cells (Immunofluorescence staining, ×200). A,B: Co-localization of G3BP1 and DDX3X in cells treated with 
Cn and IAA. C, D: Co-localization of NLRP3 and DDX3X in cells treated with Cn and IAA. *P<0.05, **P<0.01.
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治疗后，VEGFR2表达水平明显回升。这一结果从血管

内皮损伤修复的角度进一步证实了 IAA的治疗作用。

此外，实验结果表明：IAA 治疗组小鼠大脑皮层中

G3BP1表达显著上调，而DDX3X和NLRP3的表达水

平则显著降低，同时细胞焦亡水平显著下降。这些体内

实验结果与体外细胞实验结果高度一致，进一步证明了

IAA通过调控SGs的形成来改善细胞焦亡的治疗效果。

综上，本研究发现 IAA通过促进SGs的形成并抑

制NLRP3炎性小体的活化，进而显著降低Cn感染引起

的脑微血管内皮细胞焦亡水平。这一发现不仅揭示了

IAA在治疗CM中的潜在价值，还为基于SGs、DDX3X

和NLRP3炎性小体动态调控机制的新型治疗策略开发

提供了重要的理论依据。研究还表明，通过调节SGs、

DDX3X和NLRP3炎性小体的动态平衡，可能为治疗

CM开辟新的治疗思路。然而，本研究仍存在一定的局

限性：尽管现有数据支持IAA作为潜在治疗药物的可能

性，但对IAA改善脑微血管内皮细胞焦亡的分子机制研

究仍处于初步探索阶段，其临床应用价值尚需进一步验

证。未来研究可着重探讨 IAA调控DDX3X在SGs与

NLRP3炎性小体形成过程中转移和平衡的分子机制，

以期为 IAA在CM治疗中的应用和预后评估提供更有

力的证据支持。
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