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NOX2在黄连素减轻 A茁所致神经元氧化应激损伤中的作用 *
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摘要 目的：探讨还原型辅酶氧化酶Ⅱ(NADPH oxidase II，NOX2)是否参与了黄连素(Berberine，BBR)对 茁淀粉样蛋白(茁 Amyloid，

A茁) 诱导的神经元损伤的保护作用。方法：将 HT22神经元细胞分为 5组，分别为正常培养的 Control组、10 滋M的 A茁损伤组
(A茁)、1 滋M 的 BBR 保护组 (BBR+A茁)、NOX2-siRNA 干扰组 (NOX2-siRNA+BBR+A茁) 和乱序 siRNA 处理组 (SC-siR-

NA+BBR+A茁)，孵育 24 h后，采用噻唑蓝法(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium, MTT)检测细胞活力，试剂盒检测培养基内乳酸脱

氢酶(Lactic Dehydogenase，LDH)水平，Western blot检测细胞凋亡相关蛋白 Cleaved caspase-3和 NOX2蛋白表达、试剂盒检测细

胞内活性氧(Reactive Oxygen Species，ROS)和戊二醛(Malondialdehyde，MDA)水平。结果：与 Control组相比，10 滋M的 A茁可显著
下调 HT22细胞活力，增加 LDH释放和细胞内 ROS及 MDA水平，上调 Cleaved caspase-3和 NOX2蛋白表达(P<0.05)；1 滋M的
BBR可显著抑制 A茁对神经元细胞产生的上述氧化损伤作用(P<0.05)，而 NOX2-siRNA显著逆转了 BBR对 A茁诱导的 HT22神

经元细胞的保护作用 (P<0.05)，而 SC-siRNA未对 BBR的上述细胞保护作用产生显著影响 (P>0.05)。结论：NOX2蛋白介导了
BBR对暴露于 A茁中的神经元细胞的保护作用。
关键词：黄连素；阿尔兹海默症；茁淀粉样蛋白；还原型辅酶氧化酶Ⅱ；神经保护
中图分类号：R-33；R338.1；R749.16 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2019）14-2632-06

NOX2 Mediates Berberine-induced Neuroprotection on HT22 Neuronal
Cells Exposed to 茁 Amyloid*

To determine whether NADPH oxidase II (NOX2) is associated in berberine (BBR)-induced protection on

HT22 neuronal cells exposed to 茁 amyloid (A茁). HT22 neuronal cells were divided into five groups, including the normal cul-

tured Control group, 10 滋M A茁 exposure group (A茁), 1 滋M BBR plus 10 滋M A茁 treatment group (BBR+A茁), NOX2-siRNA treatment

group (NOX2-siRNA+BBR+A茁) and scrambled (SC)-siRNA group (SC-siRNA+BBR+A茁), after an incubation for 24 h, methylthia-
zolyldiphenyl-tetrazolium (MTT) was used to assess cell viability, lactic dehydrogenase (LDH) reagent kit was used to evaluate the LDH

release in the medium, Western blot was taken to evaluate the apoptosis-associated protein Cleaved caspase-3 and NOX2 expressions, re-

active oxygen species (ROS) and malondialdehyde (MDA) reagent kits were used to assess the intracellular ROS and MDA levels respec-

tively. Compared with the control group, 10 滋M A茁 reduced the viability of HT22 cells, increased LDH activity, intracellular

ROS and MDA levels, upregulated cleaved caspase-3 and NOX2 expressions (P<0.05), and 1 滋M BBR treatment significantly inhibited

the A茁-induced injury and oxidative effects mentioned above (P<0.05). However, NOX2-siRNA treatment obviously abrogated BBR-in-

duced neuroprotection and anti-oxidative effects(P<0.05), and SC-siRNA showed no significant effect on BBR-mediated neuroprotective

effects(P>0.05). NOX2 may mediate BBR-induced neuroprotective effects on the HT22 neuronal cells exposed to A茁.
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引言

阿尔兹海默症(Alzheimer's disease，AD)是老年痴呆最为常

见的一种类型，我国罹患老年痴呆的患者数量在 2010年就已

达世界首位[1]。因此，AD对我国的危害超过世界上其他任何一

个国家。脑内的 茁淀粉样蛋白(茁 Amyloid，A茁)的大量沉积可能
通过促进神经细胞内活性氧(Reactive Oxygen Species，ROS)的

生成[2-6]，继而引起细胞发生损伤和凋亡[7]。因此，抑制 A茁引起
神经细胞氧化应激损伤被认为是防治 AD的有效手段之一。

黄连素(Berberine，BBR)常被用于治疗细菌性胃肠炎症[8]。

研究表明 BBR可还减轻 A茁产生的神经毒性，但其机制尚不
明确[9-12]。还原型辅酶氧化酶Ⅱ(NADPH oxidase II，NOX2)可通

过产生过量 ROS损伤神经细胞，被认为在神经元氧化损伤中

起重要作用[13-15]。在本研究中，我们使用 A茁诱导 HT22神经元

细胞模拟神经元氧化损伤，观察 BBR对其保护作用，并探讨了

NOX2分子是否介导了 BBR对 A茁诱导的神经元细胞损伤的
保护作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料

HT22小鼠海马神经元细胞系获赠于徐州医科大学附属医

院，黄连素(BBR)、茁 淀粉样蛋白 1-42 肽段(A茁)、DMEM 培养

基、胎牛血清 (Fatal Bovine Serum，FBS)和噻唑蓝(Methylthia-

zolyldiphenyl-tetrazolium，MTT) 购自美国 Sigma-Aldrich公司，

兔抗小鼠 NOX2 的 gp91 和 茁-actin 一抗购自英国 Abcam 公

司，活性氧(ROS)检测试剂盒购自中国碧云天(Beyotime)公司，

LDH和MDA检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所，青链

霉素混合溶液购自中国索莱宝公司。

1.2 细胞培养

细胞培养于 DMEM培养基，培养基含 10%的 FBS、10U/mL

的青霉素和 10 滋g/mL的链霉素，细胞培养箱环境为 37℃，箱

内气体含 95 %的 O2和 5 %的 CO2，细胞培养基每 2-3天更换

一次，细胞每周传代 2次。

1.3 细胞分组及处理

为寻找适宜 BBR浓度，将细胞分为 5组，分别为正常培养

的 Control组、10 滋M的 A茁暴露组和不同浓度 (0.1 滋M、1 滋M
和 5 滋M)的 BBR与 10 滋M的 A茁结合的 3个保护组，37℃孵

育 24 h后，进行检测。

随后，为验证 NOX2在 BBR保护机制中的作用，将细胞分

为 5组，分别为正常培养的 Control组、10 滋M的 A茁暴露组、
BBR 处理组 (培养基含 1 滋M 的 BBR 与 10 滋M 的 A茁)、
NOX2-siRNA干扰组(细胞经 NOX2-siRNA处理后，使用含 1

滋M的 BBR与 10 滋M的 A茁的培养基处理) 和乱序 siRNA处

理组 (细胞经乱序 siRNA处理后，使用含 1 滋M的 BBR与 10

滋M的 A茁的培养基处理)，在 37℃孵育 24 h后，进行检测。

1.4 MTT检测

将细胞接种于 96孔板，密度为 1× 105个 /孔，各组细胞处

理完毕后，每孔加入浓度为 5 滋g/mL的MTT溶液 20 滋L，在 37

℃孵育 6 h 后，吸取上层培养基后，每孔加入二甲基亚砜

(Dimethyl Sulfoxide, DMSO)150 滋L，震荡混匀后，使用分光光

度计(TECAN，瑞士)在 490 nm波长检测各孔吸光度，采用去离

子水调零。

1.5 LDH释放量和胞内MDA检测

将细胞接种于 24孔细胞培养板，密度为 5× 105个 /孔，各

组细胞处理完毕后，分别收集细胞上层培养基和下层细胞，根

据试剂盒说明书要求，分别检测培养基 LDH活力和胞内MDA

水平。

1.6 细胞内 ROS含量检测

将细胞接种于 24孔细胞培养板，密度为 2× 105个 /孔，各

组细胞处理完毕后，细胞在含 10 滋M的 2',7'-二氯荧光黄双乙

酸盐(2'7'-dichloro覲uorescin diacetate, DCFH-DA)的无血清培养
基中常温孵育 10 min后，使用磷酸盐缓冲液(PBS)避光清洗 3

次后，再使用荧光显微镜(Leica DMI6000B，德国)拍照，并计算

各组荧光强度。

1.7 Western blot分析

将细胞接种于 6孔细胞培养板，密度为 5× 106个 /孔，各

组细胞处理完毕后，吸取上层培养基后，每孔加入 500 滋L细胞
裂解液，在冰上裂解 5 min后，使用细胞刮轻轻刮下各孔细胞，

将细胞收集于离心管内，在 4℃离心 10 min后，收集管内的细

胞蛋白上清液，弃去下层细胞碎片，采用 Bradford法对各组细

胞进行蛋白定量。随后，使用聚丙烯酰胺凝胶对蛋白液电泳后，

将其转移至聚偏氟乙烯膜上，使用浓度为 5 %的脱脂奶粉封闭

非特异性抗原，在 4℃过夜孵育。随后，加入兔抗小鼠一抗

(NOX2和 茁-actin,1:500稀释)，随后，在 37℃孵育 6 h，再加入

二抗(山羊抗兔，1:500稀释，世纪康为)，在 4℃孵育 12 h后，采

用化学发光法显色，使用 Bio-Rad凝胶成像系统(美国)分别量

化各条带灰度值，采用 茁肌动蛋白(茁-actin)作为各组内参。
1.8 siRNA干扰

将 HT22细胞接种于 6孔细胞培养板，密度为 106个 /孔，

24 h后，待细胞完全贴壁，每孔分别加入 1 滋g的 NOX2-siRNA

(5'AGAGUUUGGAAGAGCAUAAUUUAGA3') 或 SC-siRNA

(TriFECTa Dicer-Substrate)，在 37℃孵育 24 h后，采用Western

blot检测 NOX2的 gp91蛋白表达，评价干扰效果，茁-actin作为
内参。

1.9 统计学分析

采用 SPSS20.0(SPSS，美国)进行数据分析，所有数据采用

均数标准差(Means SD)表示，组间差异采用单因素方差分析

(One-way ANOVA) 中的 Tukey 多重比较 (Tukey's Multiple

Comparison)进行分析，P<0.05被认为具有显著统计学差异。

2 结果

2.1 黄连素可提高 A茁诱导的 HT22神经元细胞的活力并减少

LDH释放

为观察黄连素(BBR)对暴露于 A茁的神经元的保护作用，
我们将细胞分为 5组，分别为正常培养的 Control组、10 滋M的
A茁损伤组和不同浓度 BBR(0.1 滋M、1 滋M和 5 滋M)与 10 滋M
的 A茁联合处理的 3个保护组，培养 24 h后，采用MTT法检测

细胞活力，乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒检测培养基内 LDH水平

(图 1)。结果显示：与 Control组相比，A茁可显著降低 HT22神

经元细胞的活力，并增加培养基内 LDH水平(P<0.05)，而 1 滋M
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和 5 滋M的 BBR可显著恢复 HT22神经元细胞活力，并降低

LDH释放量 (P<0.05)，0.1 滋M的 BBR未对 A茁产生的细胞活
力下降造成明显影响(P>0.05)。因此，本实验采用 1 滋M的 BBR

进行后续研究。

图 1 BBR对 A茁诱导的 HT22神经元细胞活力和 LDH释放的影响

Fig.1 Effects of berberine on the cell viability and LDH release in A茁-treated HT22 neuronal cells
Note: A: Effect of berberine on cell viability, n=8; B: Effect of berberine on LDH release, n=8; Data are expressed as means± SD. *P<0.05.

2.2 黄连素可降低 A茁 诱导的神经元 HT22 神经元细胞 ROS

水平、NOX2表达和MDA含量

为探讨 BBR的保护作用机制，我们进一步采用荧光显微

镜观察并测量细胞内 ROS水平、Western blot检测细胞 NOX2

蛋白表达水平和试剂盒检测细胞内脂质氧化代谢产物戊二醛

(MDA) 含量。结果显示：与 Control组相比，A茁可显著增加

HT22神经元内 ROS水平(绿色)，上调 NOX2 的 gp91 序列蛋

白表达及细胞内 MDA 含量 (P<0.05)，而 1 滋M 和 5 滋M 的
BBR可显著降低细胞内 ROS含量，并下调细胞 NOX2的 gp91

蛋白序列表达和胞内MDA水平，以上结果表明 BBR可显著

降低 A茁所致神经元细胞的氧化应激损伤。

图 2 BBR对 A茁诱导的 HT22神经元内 ROS水平、NOX2表达和MDA含量的影响

Fig.2 Effect of berberine on the ROS, NOX2 expression and MDA level in A茁-treated neuronal cells
Note: A: Fluorescence staining results of neuronal cells; B: Berberine reduced intracellular ROS in A茁-treated neuronal cells, n=6; C: Berberine reduced

NOX2 gp91 protein expression in A茁-treated neuronal cells, n=4; D: Berberine reduced MDA level in A茁-treated neuronal cells, n=8;
Data are expressed as means± SD. *P<0.05.

2.3 NOX2-siRNA显著逆转了 BBR对 A茁 诱导的 HT22 神经

元细胞的保护作用

为明确 NOX2是否介导了 BBR的神经保护作用，我们采

用 NOX2-siRNA干扰 HT22神经元细胞 NOX2蛋白表达 (图

3A)，Western blot 结果显示 NOX2-siRNA 可显著降低 NOX2

蛋白表达(P<0.05)，而乱序 siRNA(SC-siRNA)未对细胞 NOX2
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蛋白表达产生影响(P>0.05)，表明本实验使用的 NOX2-siRNA

的干扰作用有效。随后，将细胞分为 5组，分别为正常培养的

Control 组、10 滋M 的 A茁 损伤组、BBR+A茁 组、NOX2-siR-
NA+BBR+A茁 组和 SC-siRNA+BBR+A茁 组。与 Control 组相

比，10 滋M 的 A茁 可显著降低细胞活力、增加 LDH 释放和

Cleaved caspase-3表达 (P<0.05)，1 滋M的 BBR可显著恢复细

胞活力、降低 LDH释放和 Cleaved caspase-3表达(P<0.05)，而
NOX2-siRNA可显著逆转 BBR产生的上述保护作用(P<0.05)，
SC-siRNA未对 BBR的细胞保护作用产生明显影响(P>0.05)。
以上结果表明 NOX2可能介导了 BBR的神经保护作用。

图 3 NOX2-siRNA逆转了 BBR对 A茁引起神经元损伤的保护作用
Fig.3 NOX2-siRNA reversed berberine-induced protective effects on neurons exposed to A茁

Note: A: NOX2-siRNA reduced NOX2 exprsession, n=4; B: NOX2-siRNA reversed berberine-induced protective effect on cell viability, n=8;

C: NOX2-siRNA reversed berberine-induced effect on LDH release, n=8; D: NOX2-siRNA reversed berberine-induced effect on cleaved caspase-3

expressio, n=4; Data are expressed as means± SD. *P<0.05; NS no significance.

2.4 NOX2-siRNA显著逆转 BBR 对 A茁 诱导的 HT22神经元

内 ROS、NOX2表达和MDA的影响

与 Control组相比，A茁暴露后可显著上调细胞内 ROS水

平(图 4A-4B)、NOX2蛋白表达(图 4C)和MDA含量(图 4D)，而

1 滋M的 BBR可显著降低胞内 ROS含量、NOX2表达和MDA

水平(P<0.05)，NOX2-siRNA显著逆转了 BBR产生的上述作用

(P<0.05)，而乱序 RNA(SC-siRNA)未对 BBR产生可上述抗氧

化作用产生明显影响 (P>0.05）。以上结果表明 NOX2介导了

BBR对 A茁诱导的 HT22神经元的抗氧化损伤作用。

3 讨论

老年痴呆是全球健康问题，当今全世界老年痴呆患者已超

过 4680万人[16]，预计至 2050年，该病患者将超过 1.3亿人[17]。

中国作为世界人口最多的国家之一，人口老龄化程度正在逐渐

加剧，而 AD是最为常见的一种痴呆类型。大量研究显示 AD

患者脑内 A茁有过度沉积，而 A茁的过度沉积可通过增加神经
细胞毒性，继而造成神经细胞损伤，最终导致学习和认知功能

下降等 AD症状，给社会和家庭造成了极大负担[18-20]。最新研究

显示 A茁可通过增加神经元细胞内 ROS水平，产生氧化应激

损伤，继而诱导神经细胞凋亡[21]。因此，通过降低神经元内 ROS

产生可有效降低神经元的氧化应激损伤水平，缓解神经元损

伤。NADPH氧化酶(NOX)是细胞内一种氧化酶家族，最早在免

疫细胞中被发现，包括 NOX1-5、双氧化酶 1 (DUOX1)和

DUOX2等亚型[22]，上述不同 NOX亚型共同构成了 NOX的酶

家族，其也是细胞生成 ROS的主要来源。抑制 NOX蛋白表达可

有效降低细胞内 ROS生成，最终减轻细胞的氧化应激损伤[23-25]。

BBR是从传统中药黄连中提取出的一种有效活性成分，

中药黄柏和三颗针等亦含有 BBR，最为常见的富含 BBR的临

床用药是盐酸小蘖碱，具有缓解细菌性胃肠炎等功效。最近的

多项研究表明 BBR还具有抗肿瘤、抗氧化、抗脑缺血损伤和抑
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图 4 NOX2-siRNA逆转了 BBR对 A茁诱导的 HT22神经元内 ROS水平、NOX2表达和MDA含量的影响

Fig.4 NOX2-siRNA reversed berberine-induced effects on ROS, NOX2 expression and MDA level in A茁-treated HT22 neuronal cells
Note: A: Fluorescence staining results of cells; B: NOX2-siRNA reversed berberine-induced effect on ROS level, n=8; C: NOX2-siRNA reversed

berberine-induced effect on NOX2 gp91 protein expression, n=4; D: NOX2-siRNA reversed berberine-induced effect on MDA, n=4; Data are expressed as

means± SD. *P<0.05; NS no significance.

制神经退行性疾病发展等功效[26-29]。在本研究中，我们采用 A茁
家族中毒性最强的 A茁1-42肽段模拟 AD时 A茁对神经元细胞
的损伤，结果显示 A茁暴露可显著对神经元细胞造成氧化应激
损伤，而应用 BBR后，细胞的损伤程度显著减轻、凋亡蛋白表

达显著下降，细胞内的 NOX2表达和 ROS含量也下降，表明

BBR显著降低了 A茁对神经元的氧化应激损伤。而 NOX2下

调可明显逆转 BBR对暴露于 A茁的神经元细胞的氧化应激损
伤，表明 BBR在神经元细胞产生的保护作用可能通过 NOX2

分子介导。MDA是细胞脂质氧化代谢产物[30]，而细胞膜的主要

成分是脂质分子，因此，BBR对细胞膜的氧化损伤也可能具有

保护作用。在 AD的发生发展中，NOX也被证实参与了神经细

胞的损伤，包括神经元的损伤和小胶质细胞激活产生的中枢神

经系统炎性损伤。有研究显示 NOX2基因敲除小鼠的脑组织氧

化应激损伤程度显著低于野生型小鼠，表明 NOX2在神经细胞

的氧化应激损伤中起到了重要的作用[31]。NOX是一个由多种

酶分子构成的复合体，包括：p47phox、p67phox、p40phox 和

Rac2等，其中 NOX的核心序列是 gp91和 p22phox2两个序

列。在本研究中，我们检测了 NOX2蛋白的 gp91序列表达。

总之，本研究结果表明 NOX2蛋白介导了 BBR对暴露于

A茁中的神经元细胞的保护作用，为进一步拓展 BBR的临床应

用范围，也为进一步阐明中药提取物 BBR作用的机制，提供了

新证据。然而，本研究也有一些不足，首先，本研究使用的是神

经元细胞系，因此，本研究所得出的结论，需进一步在原代培养

神经元和在体动物实验中进一步验证；其次，本研究探讨了

NOX2分子在 BBR神经保护中的作用，其他 NOX家族的分

子，是否参与介导 BBR产生的上述神经保护作用也有待进一

步验证。
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