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姜黄素对Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞载脂蛋白Ｅ表达的影响

卢　茜，邓钰双，刘　莉，张玉平，郭秀明，余　刚　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经内科）

　　［摘要］　目的　探讨姜黄素对Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞载脂蛋白Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ＡｐｏＥ）的影响及其可能机制。方法　
体外培养野生型的Ｎ２ａ细胞与阿尔茨海默病模型细胞，即Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞；以ＭＴＴ比色法检测不同浓度姜黄素对Ｎ２ａ／
ＡＰＰ６９５细胞存活率的影响；应用５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素处理细胞４８ｈ后，通过ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测 ＡｐｏＥ、低
密度脂蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）的ｍＲＮＡ、蛋白水平的变化，采用免疫细胞化学检测ＡｐｏＥ分布情
况及表达变化。结果　 ＭＴＴ检测结果显示，姜黄素对Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞具有明显的保护作用，其中，２０μｍｏｌ／Ｌ时保护作
用最显著（Ｐ＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组相比，Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞 ＡｐｏＥ的 ｍＲＮＡ及蛋白水平
显著增加（Ｐ＜００１），而ＬＤＬＲ水平明显减少（Ｐ＜０．０１）；姜黄素处理Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞后，ＡｐｏＥ的 ｍＲＮＡ及蛋白水平显
著减少，ＬＤＬＲ的ｍＲＮＡ及蛋白水平明显增加，均呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）。免疫细胞化学检测结果显示 ＡｐｏＥ主要分布
在胞质、胞膜；与对照组相比，Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞ＡｐｏＥ阳性染色数增多并浓染；经姜黄素处理后，ＡｐｏＥ阳性染色数减少并
浅染（Ｐ＜０．０１）。结论　姜黄素可显著地抑制体外培养神经元中ＡｐｏＥ的产生，其机制可能与促进ＡｐｏＥ受体ＬＤＬＲ的表
达有关。
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　　载脂蛋白Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ＡｐｏＥ）是阿尔茨海
默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）公认的主要危险因素，
ＡｐｏＥε４基因多态性与 ＡＤ密切相关［１］，同时 ＡｐｏＥ也
广泛参与了ＡＤ病理特征如淀粉样蛋白 Ａβ沉积，Ｔａｕ
蛋白异常磷酸化，胆固醇代谢紊乱等过程［２－３］，提示了

ＡｐｏＥ在ＡＤ发病机制中的重要作用。低密度脂蛋白
受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）作为ＡｐｏＥ
的典型内吞受体，是调节脑内ＡｐｏＥ、胆固醇代谢的重要
靶点［４］。姜黄素作为一种从姜黄中萃取的酚性色素，是

常用的Ａβ强抑制剂，同时具有降低胆固醇、ＬＤＬ胆固
醇及ＬＤＬＲ水平等调节血脂代谢的药理作用［５］。但姜

黄素是否能调节神经细胞的 ＡｐｏＥ表达及其可能机制
尚少见报道。本研究采用体外Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞模型，
探讨姜黄素对Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞中ＡｐｏＥ，以及ＡｐｏＥ相
关受体ＬＤＬＲ表达水平的影响及可能机制。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂
　　姜黄素（Ｓｉｇｍａ公司）；ＯＰＴＩＭＥＭ、ＤＭＥＭ、胎牛血清
（ＦＢＳ）、胰酶等购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录试剂
盒、ＰＣＲ试剂盒均为 ＴａＫａＲａ产品；引物由上海生工设计并合
成；ＡｐｏＥ抗体、ＬＤＬＲ抗体均购自 Ａｂｃａｍ公司；ＳＡＢＣ试剂盒及
ＤＡＢ显色试剂均购自武汉博士德公司。

１．２　细胞株及其培养
　　小鼠神经瘤Ｎ２ａ（Ｎｅｕｒｏ２ａ）细胞，购自中国科学院上海细
胞库；Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５由清华大学公衍道教授馈赠。Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５
为稳定表达 Ｓｗｅｄｉｓｈ家族突变的人 ＡＰＰ６９５基因的 Ｎ２ａ细胞，
能产生大量的淀粉样蛋白Ａβ，是常用的ＡＤ体外模型细胞。
　　Ｎ２ａ细胞培养基为 ４７．５％ＯＰＴＩＭＥＭ，４７．５％ＤＭＥＭ，５％
ＦＢＳ的混合液。细胞在３７℃，５％ＣＯ２环境下培养，取生长良好
的细胞用于实验。

１．３　ＭＴＴ法检测不同浓度姜黄素对 Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细
胞存活率的影响

　　Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞接种于９６孔板，每孔２００μＬ培养基约
含１００００个细胞，以终浓度２．５、５、１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素处
理细胞４８ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ２０μＬ，作用４ｈ后弃
上清，加入ＤＭＳＯ终止反应并测定每孔光密度值（５７０ｎｍ），并
计算细胞存活率。

１．４　实验分组
　　①对照组：Ｎ２ａ／ｗｔ细胞；②模型组：Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞；③实
验组：５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素处理的Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞。

１．５　ＲＴＰＣＲ法检测 Ｎ２ａ细胞 ＡｐｏＥ、ＬＤＬＲ的 ｍＲＮＡ
水平

　　上述各组细胞采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ后检测 ＲＮＡ
浓度及纯度，并逆转录为 ｃＤＮＡ，进行 ＰＣＲ扩增。目的基因引
物序列分别为，ＡｐｏＥ引物上游：５′ＧＡＧＧＡＡＣＡＧＡＣＣＣＡＧ

ＣＡＡＡＴＡＣ３′，下游：５′ＧＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＧＡＡＧＧＡＴＡＣＴＣ３′；ＬＤ
ＬＲ引物上游：５′ＴＴＣＣＴＧＴＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＣＣＴＡ３′，下游：５′
ＣＧＴＣＣＴＣＴＧＴＧＧＴＣＴＴＣＴＧＧＴＡ３′；ＧＡＰＤＨ引物上游：５′ＡＧＧＣ
ＣＧＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣ３′，下游：５′ＴＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴ
ＴＣＴ３′。扩增片段使用１．５％琼脂糖凝胶电泳成像。以 ＧＡＰ
ＤＨ为内参照。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｎ２ａ细胞 ＡｐｏＥ、ＬＤＬＲ的蛋白
质水平

　　提取上述各组细胞的总蛋白以及胞膜蛋白，蛋白定量后进
行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳并转膜，封闭后置于一抗稀释液中４℃孵育
过夜。二抗稀释液孵育２ｈ后，用化学发光法显色，曝光。以
βａｃｔｉｎ为参照。

１．７　免疫细胞化学检测 Ｎ２ａ细胞 ＡｐｏＥ分布情况及
表达变化

　　取出细胞爬片，－２０℃甲醇固定１０ｍｉｎ后，按试剂说明书
操作。光镜下观察ＡｐｏＥ的分布，并分析阳性细胞的平均光密
度值，反应ＡｐｏＥ的表达量变化。

１．８　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１４．０统计软件，行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　姜黄素对Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞存活率的影响
　　ＭＴＴ法检测Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞存活率发现，不同浓度的姜
黄素处理细胞４８ｈ后，细胞的存活率均保持在１００％以上，提
示姜黄素对Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞具有保护作用。其中，２０μｍｏｌ／Ｌ
姜黄素的保护作用最显著（Ｐ＜０．０１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ（模型组）比较

图１　ＭＴＴ法检测不同浓度姜黄素对Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞存活率的影响

２．２　不同浓度姜黄素对 Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞 ＡｐｏＥ和
ＬＤＬＲ的ｍＲＮＡ与蛋白水平的影响

　　与对照组比较，模型组 ＡｐｏＥ的 ｍＲＮＡ与蛋白水平显著升
高（Ｐ＜０．０１）；ＬＤＬＲ的 ｍＲＮＡ与蛋白水平显著降低（Ｐ＜
００１）。与模型组比较，实验组的 ＡｐｏＥ的 ｍＲＮＡ与蛋白水平
明显下降，并随着姜黄素浓度的增加而降低（Ｐ＜０．０５）；ＬＤＬＲ
的ｍＲＮＡ与蛋白水平明显增高，并随着药物浓度的增加而增加
（Ｐ＜０．０５）见图２、３，表１。
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Ｍ：标准；１：Ｎ２ａ／ｗｔ；２：Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５；３：Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５＋５μｍｏｌ／Ｌ姜

黄素；４：Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５＋１０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素；５：Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５＋

２０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素

图２　不同浓度姜黄素对Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞ＡｐｏＥ、ＬＤＬＲｍＲＮＡ

水平的影响
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１：Ｎ２ａ／ｗｔ；２：Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５；３：Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５＋５μｍｏｌ／Ｌ姜黄素；

４：Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５＋１０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素；５：Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５＋２０μｍｏｌ／Ｌ

姜黄素

图３　不同浓度姜黄素对Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞ＡｐｏＥ、ＬＤＬＲ蛋白水平的影响

２．３　不同浓度姜黄素处理 Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞后 ＡｐｏＥ
的分布情况及表达变化

　　免疫细胞化学染色后发现，ＡｐｏＥ主要分布在胞质与胞膜。
对照组ＡｐｏＥ表达呈弱阳性，平均光密度值为（０．０２０±０．００４）；
模型组ＡｐｏＥ表达呈强阳性，平均光密度值为（０．１３１±０．０３３），
且呈棕黄色，二者比较具有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。２０μｍｏｌ／Ｌ
姜黄素处理组 ＡｐｏＥ表达呈阳性，平均光密度值为（０．０４１±
００１３）；与模型组比较具有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。可见
２０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素可显著地抑制ＡｐｏＥ的表达（图４）。

３　讨论

　　ＡＤ是老年痴呆的主要类型，具有遗传异质性。
现已证明，ＡｐｏＥ等位基因 ε４是散发性与家族性 ＡＤ
的遗传学高危因素。相对于正常人群，ＡＤ患者及其
家属中ＡｐｏＥε４呈高频分布，同时，ε４还可明显提高早
发性ＡＤ的可能性［１］。另外，ＡｐｏＥ也参与了 ＡＤ各种
病变过程，如淀粉样蛋白 Ａβ沉积，Ｔａｕ蛋白过度磷酸
化，神经毒性，神经炎症，脑血管淀粉样变性等。近年

来研究表明，ＡｐｏＥ可与 Ａβ共存于 ＡＤ病理特征老年
斑中，并与Ａβ的沉积量呈正相关，调节 Ａβ的积聚与
清除［２－３］。由此可见，ＡｐｏＥ在 ＡＤ发病机制中具有重
要作用。我们的实验结果显示，与对照组比较，Ｎ２ａ／
ＡＰＰ６９５细胞的 ＡｐｏＥ水平明显升高。与 Ａｋｒａｍ等［６］

发现的结果一致。提示降低 ＡｐｏＥ水平可能是防治
ＡＤ的一个重要途径。
　　ＡｐｏＥ作为载脂蛋白，与脑内胆固醇的转运降解、
ＬＤＬ代谢密切相关，其中，胆固醇代谢紊乱在ＡＤ发病
机制中也具有重要作用。流行病学表明，高胆固醇血

表１　不同浓度姜黄素处理Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞后ＡｐｏＥ，ＬＤＬＲ的ｍＲＮＡ与蛋白表达水平的比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＡｐｏＥ／ＧＡＰＤＨ ＬＤＬＲ／ＧＡＰＤＨ ＡｐｏＥ／βａｃｔｉｎ ＬＤＬＲ／βａｃｔｉｎ
对照组（Ｎ２ａ／ｗｔ） ０．１２６±０．０１４ ２．１６９±０．０５２ ０．５６０±０．００８ １．６６８±０．０８８
模型组（Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５） ４．３８１±０．１９５ａ ０．２９０±０．０１９ａ １．５５６±０．０２３ａ ０．５６１±０．０３２ａ

Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５＋５μｍｏｌ／Ｌ姜黄素组 １．３９５±０．０３２ｂ ０．４１９±０．０１３ｂ １．１５０±０．０５５ｂ ０．６７７±０．０２４ｂ

Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５＋１０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素组 ０．７２２±０．０１０ｂｃ １．０６４±０．０１６ｂｃ ０．９５３±０．００４ｂｃ ０．７１１±０．０１４ｂｃ

Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５＋２０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素组 ０．２２９±０．０２５ｂｃｄ １．３４９±０．０４８ｂｃｄ ０．７２４±０．００３ｂｃｄ １．５３８±０．１０３ｂｃｄ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与５μｍｏｌ／Ｌ姜黄素组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与１０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素组比较

!

"

#

Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：２０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素组

图４　免疫细胞化学检测Ｎ２ａ细胞ＡｐｏＥ分布情况及表达变化　（ＳＡＢＣ×２００）
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症是ＡＤ的高危因素，胆固醇可与Ａβ沉积、ｔａｕ过度磷
酸化等相互作用，加速 ＡＤ病变的进程［７－８］。在正常

成人脑内，胞外的胆固醇ＡｐｏＥ复合体，通过ＬＤＬ受体
家族内吞入胞，经溶酶体水解后，伴随着 ＡｐｏＥ蛋白的
分离降解，胆固醇释放入胞内，为细胞所需［９］。在

ＬＤＬ受体家族中，ＬＤＬＲ是典型的 ＡｐｏＥ受体，调节
ＡｐｏＥ、胆固醇的内吞与降解，更为重要的是，ＬＤＬＲ也
参与了ＡＤ的发病机制。Ｋｉｍ等［４］发现，在小鼠脑内

ＬＤＬＲ过表达可显著的促进 ＡｐｏＥ分解，同时，海马区
胞外 Ａβ沉积也明显减少。相反，在低表达 ＬＤＬＲ的
小鼠脑内，ＡｐｏＥ水平明显升高，并伴有脑内 Ａβ积聚
增加的趋势［１０］。由此可见，ＬＤＬＲ可通过下调脑内
ＡｐｏＥ水平，以及减少Ａβ沉积，最终在ＡＤ脑内起到保
护作用。尽管如此，目前并无数据表明内源性 ＬＤＬＲ
在ＡＤ病理状态下的表达水平。我们的实验结果显
示，与Ｎ２ａ／ｗｔ细胞比较，Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞的ＬＤＬＲ水
平显著降低。提示ＬＤＬＲ有可能成为治疗 ＡＤ的潜在
靶点。

　　姜黄素是一种从姜黄中萃取的酚性色素，是常用
的Ａβ强抑制剂，有望成为ＡＤ防治的重要植物源性药
物。我们使用不同浓度姜黄素处理Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞
后，细胞的存活率明显升高，也进一步证明了姜黄素对

ＡＤ细胞的保护效用。
　　另外，姜黄素还具有降血脂、抗动脉硬化等广泛的
药理效用。姜黄素对胆固醇代谢的调节作用早有报

道，Ａｌｗｉ等［１１］发现对急性冠脉综合征患者给予低剂量

的姜黄素，可明显降低总胆固醇和 ＬＤＬ胆固醇水平。
在糖尿病，高脂饮食，动脉硬化等病变模型中，也进一

步验证了姜黄素下调胆固醇水平的作用［１２］。而关于

姜黄素调节胆固醇代谢的机制，则可能与上调 ＬＤＬＲ
水平有关。在血浆中首先证明了姜黄素可通过上调

ＬＤＬＲ进而减少胆固醇水平；之后在胆固醇的主要合
成场所，即肝细胞中，也证明了姜黄素可增加ＬＤＬＲ的
ｍＲＮＡ与蛋白水平，调节胆固醇代谢，并呈剂量依赖
性，其机制可能与 ＳＲＥＢＰｓ通路有关［５，１３］；另外，姜黄

素还可明显上调小鼠巨噬细胞中 ＬＤＬＲ表达水平［１４］。

然而，神经细胞中的姜黄素对胆固醇代谢的调节作用

及机制尚少见报道。

　　本研究结果显示，对 Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞给予不同
浓度姜黄素处理后，可明显减低胞内 ＡｐｏＥ水平，并呈
剂量依赖关系；明确了姜黄素对ＡＤ细胞ＡｐｏＥ水平的
抑制作用，进一步证明了姜黄素对老化神经细胞的保

护效应，并提示姜黄素有可能参与 ＡＤ脑内胆固醇代
谢。其作用的可能机制是，姜黄素通过增加 ＬＤＬＲ水
平，促进ＬＤＬＲ介导的 ＡｐｏＥ分解代谢，最终减少神经
细胞的ＡｐｏＥ水平。本实验检测了姜黄素对神经细胞
ＬＤＬＲ水平的影响，结果显示Ｎ２ａ／ＡＰＰ６９５细胞经姜黄

素处理后，ＬＤＬＲ的ｍＲＮＡ和蛋白水平明显增加，并随
着姜黄素浓度的增加而增加，这提示姜黄素可以促进

ＡＤ细胞中 ＬＤＬＲ的表达，进而减少 ＡｐｏＥ的产生，为
姜黄素成为防治ＡＤ的重要保护剂提供了新的理论基
础。然而，姜黄素与神经细胞内胆固醇代谢的关系，还

需进一步的研究讨论。

　　总之，本研究表明姜黄素可以明显抑制 Ｎ２ａ／
ＡＰＰ６９５细胞的 ＡｐｏＥ水平，其机制可能与上调 ＬＤＬＲ
有关，可为姜黄素防治ＡＤ提供了新的理论基础。
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