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维生素 C对创伤性脑损伤后神经细胞焦亡及 NLRP3通路的影响 *
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摘要 目的：考察创伤性脑损伤（TBI）中维生素 C（Vit C）预处理抗神经细胞焦亡的作用和分子机制。方法：培养 HT22细胞系，随

机分为空白组（Sham组）、DMSO组（Con组）和 Vit C预处理组（Vit C组），Vit C组分为低剂量和高剂量 2组。Vit C组和 Con组

进行预处理 72 h后划伤 12 h，制成神经细胞创伤性脑损伤模型。利用荧光免疫组化法和Western-blot检测 NLRP3的表达变化；标

准 ELISA试剂盒检测 IL-1茁和 IL-18表达变化。结果：相较于 Sham组，Con组和 Vit C组中 HT22细胞中 NLRP3的染色阳性率

高；与 Con组比较，Vit C组的 NLRP3表达明显减少(P<0.05)，且 IL-1茁和 IL-18表达也显著降低(P<0.05)，各组间差异有统计学意
义(P<0.05)。结论：TBI后利用不同剂量 Vit C均可有效降低神经细胞焦亡，可能是通过下调 NLRP3表达水平，减少 IL-1茁和 IL-18

等释放，发挥神经保护作用。
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Effects of Vitamin C on Nerve Cell Pyrolysis and NLRP3 Pathway
Following with Traumatic Brain Injury*

To observed the effect and molecular mechanism of vitamin C(Vit C) pretreatment against nerve cell pyrop-

tosis in traumatic brain injury (TBI). The HT22 cell lines were randomly divided into the sham group (sham group), DMEM

control group (Con group) and the Vit C pretreatment group (Vit C group); Con group and Vit C group pretreatment in 72 h, then the TBI

model was induced by scratch injury in the groups for 12 h and then sampling. The expression of NLRP3 was detected by immunofluo-

rescence staining and Western-blot; The standard ELISA kit was used to detect the expression of IL-1茁 and IL-18. Compared

with the Sham group, the positive rate of NLRP3 staining in surviving neurons was high in the Con group and the Vit C groups; Com-

pared with Con group, low and high dose Vit C can obviously reduce the expression level of NLRP3 protein, IL-1茁and IL-18(P<0.05),
and the difference among the low dose and the high dose groups was statistically significant (P<0.05). Different doses of Vit

C effectively reduce nerve cell pyroptosis after TBI, possibly by alleviating the expression level of NLRP3, reducing the release of IL-1茁
and IL-18, and play important neuroprotective effects.

Vitamin C; Nod-likereceptor family pyrin domain containing 3; Traumatic brain injury; Interleukin -1茁; Interleukin -18
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前言

近年来随着汽车等交通工具的普及和建筑产业的高速发

展等，创伤性脑损伤（traumatic brain injury，TBI）的发病率居高

不下，全球每年有超过 1000万患者，其高致残率和致死率给社

会和家庭造成了巨大的负担[1]。研究报道，TBI后受损区域及周

围正常组织中神经细胞发生线粒体功能障碍、氧化应激、炎性

反应和兴奋性氨基酸毒性反应等，如不及时处理治疗，会造成

细胞不可逆改变，大量死亡[2]。目前，细胞死亡形式除外坏死、凋

亡、铁死亡外，还有一种细胞焦亡，发生速度更快，可诱发机体

强烈的炎症反应，主要表现为 Nod样受体蛋白 3（Nod-likere-

ceptor family pyrin domain containing 3, NLRP3）和 Caspase1、

ASC结合为炎性小体，进而促进细胞分泌 IL-1茁和 IL-18并将

进一步诱导细胞大量死亡；细胞焦亡在肿瘤、心脑血管疾病和

神经系统疾病中发挥重要作用 [3,4]。维生素 C（Vitamin C，Vit

C），即血浆抗坏血酸，一种重要的抗氧化剂和抗氧化酶，一般通

过NF-资B等调控 TNF-琢等炎性因子，保护机体免受炎症侵害[5,6]。

但尚未见到 Vit C干预神经细胞焦亡，改善 TBI预后的报道。
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本研究采用不同剂量 Vit C对 HT22细胞划伤模拟 TBI模型进

行研究，旨在探讨其治疗效果及可能的分子机制，以期为临床

提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药物和主要试剂 VitC、DMSO购自西安展帆生物有限

公司；兔抗大鼠 NLRP3单克隆抗体购自美国 AdipoGen公司；

兔抗大鼠 茁-Actin单克隆抗体购自美国 Cell Signaling公司；山

羊抗兔 IgG/ 辣根酶标记购自北京中杉金桥生物技术有限公

司；IL-1茁 和 IL-18 ELISA试剂盒购自武汉博士德生物工程有

限公司；链霉菌抗生物素蛋白 -过氧化物酶免疫组化试剂盒购

自北京中山生物技术有限公司。

1.1.2 主要仪器 倒置显微镜和激光共聚焦显微镜购自日本

Olympus株式会社；低温离心机、二氧化碳培养箱购自购自

Thermo Fisher Scientific公司；电泳仪购自北京六一生物科技有

限公司；凝胶成像系统购自北京赛智创业科技有限公司。

1.1.3 实验细胞株 HT22细胞株购自上海吉凯基因有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HT22细胞经复苏、培养和扩增后，诱导其向

交感神经元样细胞分化：取传五代以上 HT22细胞，经消化分

散后，制成 5× 105/mL细胞悬液，接种于塑料培养皿中，置于培

养箱内进行培养。每周换液两次，每次更换一半新鲜培养液，选

3~5代细胞用于实验。

1.2.2 模型制作、实验分组与给药处理 准备 6孔板，将 HT22

细胞悬液均匀铺种于孔板中，将孔板放置于 37℃，5% CO2孵

箱中进行培养 24 h，随机分为空白组（Sham组）、DMED组

（Con组）和 Vit C预处理组（Vit C组），Vit C组分为低剂量和

高剂量 2组。给药培养 6 d后，用 10 滋L灭菌枪头划伤各孔均
匀横竖 6道（共 12道），再继续放置于 37℃、5% CO2孵箱中培

养 2 h后提取细胞。Vit C预处理组在第 2天维持培养基 Vit C

10 滋mol/L，50 滋mol/L72 h，DMED 组在第 2 天给予等剂量

DMED，Sham组细胞不做任何处理。

1.2.3 免疫荧光检测 NLRP3空间表达 神经元经 4%多聚甲

醛固定后，驴血清封闭 30 min，加入一抗抗体（NLRP3 1:50）4℃

过夜，PBS洗涤 3遍，加入驴抗兔荧光二抗抗体（1:1000）室温

孵育 3 h，PBS洗涤 5 遍，Hoechst 染料染核 5 min，PBS洗涤 5

遍，镜检。

1.2.4 Western blot检测 NLRP3 蛋白表达 收集各组处理过

的神经元，提取细胞总蛋白，考马斯亮蓝法测定蛋白浓度，聚

丙烯酰胺凝胶电泳，分离蛋白后转移到硝酸纤维素膜上，与

NLRP3（1:500），茁-actin（1:2 000）抗体结合，然后与辣根过氧化
物酶标记的二抗结合，电化发光法显色后照相。最后用凝胶成

像系统（Image master VDS）摄影，图像分析软件 (Image J)行灰

度扫描分析。以目的蛋白与 茁-actin的蛋白产物条带灰度值之
比作为其蛋白水平的相对量。并进行扫描图像分析仪计算蛋白

条带的表达。

1.2.5 标准 ELISA试剂盒检测 IL-1茁 和 IL-18 表达变化 将

HT22细胞接种于 96孔板中，同体外培养 HT22细胞缺血再灌

注损伤的制作、Vit C预处理及分组，按照 ELISA试剂盒流程

进行 IL-1茁和 IL-18表达变化的检测。

1.2.6 统计学分析 应用 GraphPad软件对数据进行处理。实

验数据计量资料以均数± 标准差（x± s）表示，组间均数比较采
用单因素方差分析（one way ANOVA），组间两两比较采用

Dunnett检验进行统计分析，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Vit C预处理对 HT22细胞的影响及 NLRP3空间表达定位

与 Sham组比较，Con组神经神经细胞发生死亡，存活的神

经细胞中 NLRP3的染色阳性率很高 (图 1)；与 Con组比较，

Vit C 10 滋mol/L和 50 滋mol/L组神经细胞死亡数量减少，且
NLRP3染色阳性率较高 (图 1)。上述结果提示缺血性损伤后，

HT22细胞发生焦亡，VitC预处理后可能有效降低 NLRP3表

达，减轻 HT22细胞焦亡。

2.2 Vit C预处理对 HT22细胞中 NLRP3蛋白表达水平的影响

Western-blot 实验结果表明，与 Sham 组比较，Con 组中

NLRP3表达水平增高，差异具有统计学意义（P<0.01），而 Vit

C10和 50 滋mol/L组中 NLRP3表达水平也增高（图 2），差异均

有统计学意义（P<0.05）；与 Con组比较，Vit C10和 50 滋mol/L
组的 NLRP3 表达水平较低（图 2），差异均有统计学意义（均

P<0.05）；与 Vit C 10 滋mol/L组比较，50 滋mol/L组中 NLRP3

表达水平虽降低，但无统计学差异性（P>0.05）。上述结果与免
疫荧光结果一致，从半定量角度，更进一步证实 VitC预处理后

可有效降低 NLRP3表达水平，减轻因缺血造成的 HT22细胞

焦亡。

2.3 Vit C 预处理对 HT22 细胞中 IL-1茁和 IL-18 表达水平的

影响

和 NLRP3的变化情况相似，与 Sham组比较，炎性因子

IL-1茁和 IL-18的释放水平在 Con组，Vit C 10和 50 滋mol/L组
均高表达，差异均有统计学意义（均 P<0.05）；同时，Vit C低剂
量和高剂量组间无差异（P>0.05）。由于 IL-1茁和 IL-18的释放

水平标志细胞焦亡水平，因此提示，Vit C可通过降低炎性因子

IL-1茁和 IL-18的释放水平，显著减轻 HT22细胞焦亡。

3 讨论

TBI是一种平、战时都十分常见的损伤，致残、致死率极

高。其中闭合性损伤(特别是轻伤)则一时难以确定，后续某些症

状逐渐表现出来，给个人工作和生活造成不同程度的影响。美

国康复医学会对 TBI的定义为外力引起的创伤性结构损伤和 /

或脑功能障碍，提示治疗 TBI要从结构修复和功能障碍改善两

方面着手，但目前由于 TBI发生发展的分子病理机制不清楚，

研发的治疗手段效果均欠佳[7-9]。大量研究表明，TBI后神经细

胞会发生一系列反应，特别是原发性损伤会导致细胞膜破裂，

血管破裂及血脑屏障破坏，随即出现离子失衡、兴奋性氨基酸

释放、钙离子超载和线粒体功能障碍等，最终造成细胞死亡[10,11]。

而受损神经细胞释放的大量内源性因子，如炎症小体、线粒体

DNA、热激蛋白和高迁移率族蛋白，它们作为 DAMP与 NF-资B
和 TLR结合，引起多种趋化因子和促炎性细胞因子的释放，

加重神经细胞受损，乃至死亡[12-14]。有研究表明，利用特异性

NLRP3抑制剂可减轻 TBI后以神经炎症为特征的损伤。这种

4633窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.24 DEC.2021

图 2 蛋白印迹检测 NLRP3蛋白在各组中的表达变化

Fig.2 Detection of NLRP3 expression in the neurons of each group by western blot

与 Sham组比较▲P<0.05 *P<0.01；与 Con组比较▲P<0.05
Compare with Sham group▲P<0.05 *P<0.01; Compare with Con group▲P<0.05

图 1 HT22细胞 NLRP3免疫组织化学图像（免疫荧光染色，× 400）（DAPI: 4',6-二脒基 -2-苯基吲哚）

Fig.1 NLRP3 protein in four groups of HT22 cells by immunohistochemistry（immunofluorescent staining，× 400）

以 NLRPs、ASC与 Caspase-1形成炎性小体为特征，造成细胞

死亡的形式，称之为焦亡[15,16]。细胞发生焦亡时，呈充气球样，

DNA和染色体损伤并浓缩,但胞核等完整，胞膜脱离后细胞出

现胀破、溶解，在许多遗传病、自身炎症性疾病和肿瘤等疾病中

扮演着重要的角色[17-19]。

最新的研究提示，脑缺血性损伤后，受损细胞中 NLRP3和

Caspase-1等组成的炎性小体复合物形成，表达增高，激活炎性

因子 IL-1茁和 IL-18大量释放，造成细胞死亡，加重缺血性脑损

伤[20]。而本研究中，我们采用划伤神经细胞手段模拟 TBI，结果
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图 3 标准 ELISA试剂盒检测 IL-1茁和 IL-18的表达变化

Fig.3 Detection of IL-1茁and IL-18 expression in the neurons of each group by the standard ELISA kit

与 Sham组比较▲P<0.05 *P<0.01；与 Con组比较▲P<0.05
Compare with Sham group▲P<0.05 *P<0.01；Compare with Con group▲P<0.05

发现，受损的神经细胞内 NLRP3染色高阳性率，且主要分布在

细胞质和细胞膜上，细胞核未见表达，与上述文献结果一致。同

时，代表焦亡水平的炎性因子 IL-1茁和 IL-18也显著大量释放，

加重神经细胞发生焦亡，提示我们寻找有效拮抗神经炎症，特

别是抑制炎性小体形成等的药物或方法可改善 TBI的预后。

流行病学调查结果提示，应用血浓度较高的抗氧化有机物

或从食物摄取剂量较大的抗氧化维生素，可有效降低感染、肿

瘤及心脑血管疾病等的发生率[21,22]。VitC是一种多羟基化合物，

化学式为 C6H8O6。其具有酸的性质，又称抗坏血酸。维生素 C

具有很强的还原性，很容易被氧化成脱氢维生素 C，但其反应

是可逆的，并且抗坏血酸和脱氢抗坏血酸具有同样的生理功

能，作为一种电子供体，具有很强的抗氧化作用。在人体内，维

生素 C是高效抗氧化剂，用来减轻抗坏血酸过氧化物酶 sch的

氧化应激反应[5,6]。许多研究发现它具有抗炎、免疫调节、延缓衰

老、神经保护和抗凋亡等功能，是一种潜在辅助治疗脓毒症等

感染性疾病的有效药物[23]。因此，课题组认为，是否可以利用

VitC这种强氧化剂，通过减轻氧化应激损伤抑制炎性反应，特

别是炎性小体的形成，有效的降低神经细胞焦亡，最终治疗

TBI本研究主要通过体外 HT22细胞模型验证 VitC对 TBI的

影响和分子机制。

Chen等最新报道[24]，紫外线 B容易造成婴幼儿角膜损伤，

利用小鼠模型，发现 40 mg/kg Vit C可有效降低炎性因子 IL-1,

IL-6,和 TNF-琢的大量释放，减轻炎性反应，挽救受损细胞。而
与之相反的一篇文献报道[25]，利用高压气波损伤视网膜的模型

中，低剂量 Vit C先增加视网膜过氧化物，降低 SOD2，进一步

激活 caspase-1活化，并增加 IL-1琢，IL-1茁和 IL-18释放水平，

加剧细胞损伤，乃至死亡，而利用 Vit E或高剂量 Vit C则可逆

转这一变化，明显改善轴突变性和视力丧失。这些结果提示，氧

化应激可诱导视觉系统神经外伤后炎性信号的启动和激活，尤

其应用高剂量 Vit C等抗氧化剂不仅可减少氧自由基的释放，

更可以有效的调控炎性因子的释放，避免炎性级联反应的发

生，具有重要的抗炎作用。因此，本实验中采用Western-blot，免

疫荧光等方法，特别是炎性因子检测试剂盒观察细胞焦亡情

况，并观察 VitC对 HT22细胞生物学功能的影响。结合我们的

研究结果：应用低剂量（10 滋mol/L）和高剂量（50 滋mol/L）Vit C
预处理 72 h后，与损伤对照组比较，免疫荧光结果显示神经细

胞焦亡数量减少，但 NLRP3染色阳性率较高。免疫印迹结果为

Vit C10和 50 滋mol/L组的 NLRP3表达水平较低，差异均有统

计学意义。同时，神经细胞损伤后大量释放的 IL-1茁和 IL-18也

被 VitC显著降低，明显减轻神经细胞焦亡。但我们的结果显示

低剂量和高剂量的 VitC虽然均可降低 NLRP3的表达，对神经

细胞均有治疗作用，但组间无差异性。可能的保护作用机制是

显著降低 NLRP3为核心的炎性小体复合物的表达，进而降低

炎性因子 IL-1茁和 IL-18的大量释放，阻断炎性反应信号的激

活，从而降低神经细胞焦亡。本文没有采用上、下调 NLRP3的

方法更深入的探讨其作用机制，后续实验我们将强化这方面的

研究。

结合文献，我们发现，包括视神经细胞在内的神经细胞受

损后，细胞即刻发生的氧化应激和炎症协同加重细胞损伤及死

亡，虽然低剂量 Vit C对这种损伤或死亡的疗效研究结果不一，

但高剂量的 Vit C具有肯定的疗效，而这种保护作用可能是通

过抑制 NLRP3信号通路，显著减轻 IL-1茁等炎性因子的释放，
阻断炎症信号通路，挽救受损神经细胞，发挥重要的神经保护

作用。
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