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姜黄素通过激活PPAR~／和抑制BACE1减少 

神经细胞内 p淀粉样蛋白的产生 

斯 露 ·一，张 雄z，张红梅 -，李 昱1,2 

(1．重庆医科大学病理教研室；2．神经科学研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：本课题旨在研究姜黄素处理体外培养的神经细胞后BACE1、PPAR 及A 40和A B 42的变化，探讨其抑制 B 

淀粉样蛋白作用的可能机制。方法：通过 LipofectaminTMz~~~将质粒APPswe与 BACE1一myehis瞬时共转染入 SHSY5Y细胞，然后 

用姜黄素分浓度组与时间组处理细胞，通过 RT—PCR测定 BACE1及 PPAR 的 mRNA水平；通过 Western Blotting检测 BACE1 

及PPAR̂y的蛋白表达；通过ELISA检测A B 和A B 的变化。结果：RT—PCR及Western blot结果显示转染细胞经姜黄素处 

理后 BACE1的 mRNA及蛋白表达水平显著减少，呈浓度和时间依赖性 (P<0．05)；而 PPAR̂y的 mRNA及蛋白表达水平增加， 

也呈浓度和时间依赖性(P<0．05 o ELISA结果显示 A p 和 A p 的产生随处理浓度及时间的增加显著降低(P<O．05)。结论：姜 

黄素可显著抑制体外培养的神经元中A p 和 A 的产生，且该作用与其激活 PPAR 和抑制 BACE1密切相关。 
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Curcumin reduces A 13 generation of neurons by PPAR y activation and BACE1 

inhibition 

sI Lu．et al 

(Department ofPathology，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the inhibitory effects of Curcnmin on A B generation in vitro and explore its potential mechanisms in— 

voling BACE 1 and PPAR ．Methods：Plasmids APPswe and BACE I—mychis were transiently co-transfected into SHSY5Y cells by 

LipofectaminTM~In，then treated with Curcumin at 0 (control Group)，1．25，5．0，20．0 mol／L for 24 hr，or with Curcumin at 5 mol／L 

for 0，12，24 and 48 hrs for the time course assay．RT-PCR was performed to measure the endogenous levels of BACE1 mRNA and 

PPAR ．Western blot were used to detect the protein expression of BACE1 and PPAR 1，．The major cleavage product一一A p 40 and A B 42 

was detected by B-amyloid 1-40 or 42 Colorimetric ELISA assay．Results：The mRNA level and protein level of BACE1 were decreased 

obviously in a dose—and time—dependent manner after treated with Curcumin in the cell line (p<0．05)．Conversely，the expression of 

PPAR increased at both mRNA and protein levels after treated with curcumin，also they were in a dose-and time-pendent manner 

(p<0．05)．ELISA results showed that the generation of A p 40 and A p 42 reduced significantly，also in a dose-and time—dependent manner 

(P<O．05)．Conclusion：A B generation could be obviously inhibited by Curcumin in co-transfeeted SHSY5Y cell lines and that the pro- 

tective mechanism of Curcumin in AD involves activation of PPAR and decreasing BACE 1 at gene and protein levels． 
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阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)是一 

种以进行性的认知障碍和记忆损害为主的中枢神 
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经系统退行性病变，是引起老年痴呆最常见的原因 

之一。随着人口老龄化的快速发展．AD的发病率日 

益增高，但目前仍无有效的药物治疗。因此，近年来 

AD发病机制与治疗的研究备受关注。研究发现，B一 

淀粉样蛋白(B—amyloid protein，A13)的产生与沉积 

是AD发病机制中最核心的因素，而姜黄素可以显 

著抑制 A13的产生和聚集。本研究观察姜黄素处理 
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体外培养的神经元后 BACE1、PPAR~／及 At3柏和 

AI3舵的变化，探讨其抑制 At3的可能机制，为 AD的 

药物治疗提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

pBACE1一mychis和 pAPPswe质粒由加拿大不列颠哥伦 

比亚大学宋伟宏教 授惠赠 ；姜 黄素(Sigma)；Lipofectam— 

inTM2000(Invitrogen，USA)；RT—PCR反应试剂盒(TaKaLa)； 

PVDF膜 (Millipore，USA)；BACE1兔抗人单克隆抗体(Santa 

Cruz，USA)；PPAR 兔抗人 单克隆抗体 (Cellsignal，USA)； 

p—Actin小鼠抗人单克隆抗体(SantaCruz，USA)；Ap p 

ELISA kit(Biosource，USA)；Protease Inhibitor Cocktail Set(Cal— 

bio—chem，USA)。 

1．2 方法 

1．2．1 药物配制 姜黄素用 75％乙醇溶解，用 RPMI1640培 

养液稀释成终浓度分别为 1．25、5、20 mol／L。处理组 0 h和 

0 mol／L用相同体积的75％乙醇作对照。 

1．2．2 细胞培养 用含 10％／J~牛血清 的 1640培养液培养 

SH—SY5Y细胞 ，条件是：37％恒温，CO 浓度为 5％。 

1．2．3 质粒转染 在细胞生长至 90％～95％融合时，利用 

LipofectaminTM 2000介导进行瞬时共转染 pBACE1一mychis 

和 pAPPswe质粒。 

1．2．4 RT—PCR检测 引物的设计与合成 ，PPAR 上游引 

物 ：5’一AGGAGCAGAGCAAAGAGGTGGC一3’，PPAR 下游 

弓I物 ：5’一TGTGAGGACTCAGGGTGGTTCA一3’。 BACE1上 

游 弓I物 ：5’一GccTAAGGCTGCTGTAAAG 几、GAG一3’，BACE1 

下游弓I物 ：5’一GGcATcTTGTAGGGTGA I’rGGAGT一3’。内参 

beta—actin
— 匕游弓I物：5’一CTCGTCATACTCCTGCT~GCTG一3’． 

下 游 引 物 ：5’一CGGGACCTGACTGACTACCTC一3’。 按 照 

BioFlux公司提供的 Bizol试剂盒中说明的步骤提取 RNA，然 

后按照 TaKaLa试剂盒的说明进行逆转录和 PCR扩增 ：①逆 

转录条件为 ：30％，10 min；42℃，30 min；99％，5 min；5℃，5 

min，一个循环。②PcR的条件为：94％，5 min，一个循环 ； 

94％oC，30 s，60oC，30 s，72℃，30 s，35个循环；72℃，10min， 

一 个循环。产物进行 1．5％琼脂糖凝胶电泳，并在 Bio—Rad凝 

胶成像仪上进行分析。终产物片段长度为分别为 478、230、 

546 bp。 

1_2_5 Western blot检测 收集细胞进行蛋白的提取 ，并按照 

Bradford试剂盒测定蛋 白浓度。蛋白样品经 SDS—PAGE电 

泳、转膜后，封闭，加入一抗[BACE1抗体(1：300)、PPAR 

抗体(1：500)、B—actin抗体(1：200)]4~C孵育过夜，洗涤后孵 

二抗(羊抗鼠和羊抗兔的抗体 1：2 000)，ECL底物化学发光 

显色后曝光显影。通过 Bio—rad ChemiDocXRS化学发光成像 

系统 ，进行曝光分析。 

1．2．6 Ap 40和 Ap 42SandwichELISA分析 收集细胞，蛋白 

抑制剂和 AEBSF同时加入其中防止 A B蛋白的降解。根据 

A p Colorimetric ELISA试剂盒 (Biosource International，Inc， 

CA)上的说明测定 AB 和 A13 。 

1．3 统计学处理 

所有数据以均数 ±标准差( ±s)表示，用 SPSS10．0软件 

对各组数据进行正态检验以及方差齐性检验，多组数据参数 

间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采用 SNK—q检 

验分析；P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 姜黄素对转染后 SHSY5Y细胞 BACE1 mRNA 

和蛋白表达的影响 

姜黄素处理细胞后 ，BACE1 mRNA和蛋 白的含 

量随其浓度一时问的增加而显著减少；当浓度梯度 

为 5 txmol／L，处理时间为 12 h时 ，BACE1 mRNA和 

蛋 白的光密度值在转 染后 SHSY5Y细胞差异具有 

显著统计学意义(P<0．05)(图 1)。用图像分析系统 

分析计算 BACE1／15一actin的光密度比值，结果如(表 

1～2)。 

表 1 不同浓度的姜黄素处理细胞 24 h后 BACE1 mRNA及蛋白表达的OD值统计学分析 

时间分组 BACE1 mRNA表达 BACE1蛋白表达 P 
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图 1 姜 黄素 对 转 染 后 的 S H S Y 5 Y 细胞 内 B A C E l m R N A 和 蛋 白的表达 的影 响
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图 2 姜黄 素 对 转 染后 的 S H S Y 5 Y 细 胞 内的 P P A R ~ m R N A 和 蛋 白的表达 的影 响
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图 3 转 染后 的 S H S Y 5 Y 细 胞 经 姜 黄素 处 理 后 A B 的生 成 的影 响

2 ． 2 姜 黄 素 对 转 染 后 的 S H S Y 5 Y 细 胞 内 P P A R '

?

m R N A 及 蛋 白 的 表 达 的 影 响

姜 黄 素 处 理 经 转 染 的 细 胞 后 ， P P A R y 的 m R N A

及 蛋 白 的 表 达 蛋 白 含 量 随 其 浓 度 一 时 间 的 增 加 而 递

增 ， 其 中 浓 度 1 ． 2 5 I~ m o l ／L 组 与 0 I~ m o l ／L 对 照 组 相

比 差 异 没 有 统 计 学 上 的 意 义 (P > 0 ． 0 5 ) ( 图 2 ) 。 图 像

分 析 系 统 分 析 ， 计 算 P P A R ．

y ／[3 一 a c t i n 的 光 密 度 比 值 ，

结 果 如 ( 表 3 。 4 ) 。

2 ． 3 E L I S A 方 法 检 测 表 达 A ‰ 和 A p 鸵 的 表 达

姜 黄 素 处 理 经 转 染 的 细 胞 后 ，
A p 加 和 A p 蛇 蛋 白

含 量 随 其 浓 度 一 时 间 的 增 加 而 显 著 减 少 。 其 中 在 浓

度 I ． 2 5 Ix m o l ／L 和 处 理 时 间 为 1 2 h 时 ， 差 异 没 有 显

著 统计 学 意 义 (P > 0 ． 0 5 ) ( 图 3 ) 。

3 讨 论

A D 是 痴 呆 的 最 常 见 的 形 式 ， 其 典 型 的 病 理 特

征 包 括 老 年 斑 形 成 、 神 经 纤 维 缠 结 及 大 脑 皮 层 及 海

马 的 局 部 区 域 中神 经 元 的 缺 失 。 其 中 A 13 导 致 老 年

斑 的 形 成 与 老 年 性 痴 呆 的 发 生 关 系 最 为 紧 密 ， 在

A D 的 发 病 机 制 中扮 演 重 要 角 色 ． 即 ：A 13 聚 集 物 触

发 一 系 列 复 杂 的 病 理 级 联 反 应 ， 从 而 导 致 神 经 退 行

性 变 【l 】
。 因 此 ， 如 何 有 效 的 减 少 A 13 的 生 成 是 治 疗 A D

的 关 键 因 素 。

A 13 是 一 种 含 4 0 ～ 4 3 氨 基 酸 的 多 肽 ， 由 淀 粉 前

体 蛋 白 ( A m y l o i d p r e c u r s o r p r o t e i n
，

A P P ) 经 B 一 分 泌

酶 和 1
一 分 泌 酶 裂 解 产 生 [2 1

。 而 B A C E l
， 是 体 内 主 要

的 B 一 分 泌 酶 ， 它 由 5 0 1 位 氨 基 酸 残 基 [3 ．4 1 组 成 ， 是 生

成 A 13 所 必 需 的 酶／5 1
。 在 B A C E l 基 因 敲 除 的 小 鼠模

型 中 ， A f3 几 乎 完 全 消 失 ；而 过 表 达 B A C E l 的 A P P 转

基 因 小 鼠 中 ， A 13 的 生 成 却 显 著 增 加 『6 l
。 因 此 ， B A C E l

不 仅 触 发 了 A P P 的 淀 粉 样 酶 解 途 径 的 启 动 ， 而 且 还

是 这 一 过 程 中 的 限 速 酶 、 关 键 酶 [7 ．”
。 F u k u m o t o 等 I。1认

为 ， 增 加 B A C E l 的 表 达 对 A D 发 病 有 影 响 。 因此 ， 抑

制 B A C E l 被 认 为是 防 治 A D
， 降低 脑 内 A 13 水 平 的 一

个 有 效 靶 点 。 过 氧 化 物 酶 体 增 生 物 激 活 受 体 一

吖

(P e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r -

a c t i v a t e d r e c e p t o r -

g a m m a
，

P P A R y ) 是 一 种 核 转 录 因 子 ， 属 于 P P A R 家 族 成 员 。

其 生 物 学 功 能 复 杂 ， 参 与 调 节 糖 与 脂 质 代 谢 、 脂 肪

细 胞 分 化 、 炎 症 反 应 及 肿 瘤 细 胞 分 化 与 凋 亡 等 生 理

和 病 理 过 程 。 流 行 病 学 和 实 验 证 据 表 明 ， B A C E l 基

因 的 启 动 子 含 有 P P A R -

~ 转 录 因 子 的 结 合 位 点 ， 而

P P A R y 的 活 化 剂 非 甾体 抗 炎 药 通 过 抑 制 B A C E l 启

动 基 因 活 化 而 降 低 A f3 的 水 平 ， 潜 在 地 降低 A D 的

发 病 风 险[10 , 1 1】
。 近 来 发 现 P P A R 叫 的 激 活 在 活 体 及 体

外 皆 可 减 轻 炎 症 反 应 ， 在 有 明 显 炎 性 过 程 的 神 经 系

统 疾 病 中 ， 如 A D 中 的 作 用 更 备 受 关 注 [12 1
， 成 为 伴 有

炎 性 反 应 的 神 经 系 统 疾 病 的 药 物 作 用 靶 点 。

姜 黄 素 提 取 自姜 科 植 物 姜 黄 ， 具 有 抗 氧 化 【j 3 一
a l

。

抗 炎 l l 5 】及 降低 胆 固 醇 的 作 用 _16 ， 旧

， 这 三 点 皆 与 A D 发

病 机 制 密 切 相 关 。 近 年 来 研 究 发 现 ， 姜 黄 素 可 以 显

著 抑 制 A B 的 产 生 和 聚 集 从 而 减 轻 A p 的 神 经 毒

性 ， 减 少 老 年 斑 的 形 成 ， 但 是 其 机 制 尚不 完 全 清 楚 。

流 行 病 学 研 究 一 致 显 示 ， 非 甾体 抗 炎 药 的 使 用 与 随

后 A D 发 病 风 险 的 减 小 有 关 _181
， 而 与 非 甾 体 抗 炎 药

相 比 。 姜 黄 素 具 有 非 甾 体 抗 炎 药 的 多 种 功 能 ， 而 且

几 乎 没 有 副 作 用 。 对 于 A D 的 治 疗 更 优 于 前 者 ， 成 为

目前 A D 防 治 药 物 国 内外 关 注 的 焦 点 。

在 我 们 的 研 究 中 ， 将 A P P s w e 和 B A C E l 一 m y c h i s

两 种 质 粒 共 转 染 入 S H S Y 5 Y 细 胞 中 ， 成 功 构 建 了 过

表 达 A P P 与 B A C E l 基 因 的 A D 的 细 胞 模 型 。 根 据

之 前 的 实 验 设 计 用 姜 黄 素 处 理 转 染 细 胞 后 ， 通 过

R T — P C R 和 W e s t e r n b l o t 的 检 测 ， 我 们 可 以 明 显 地 看

到 B A C E I m R N A 和 蛋 白 的 表 达 都 随 着 姜 黄 素 浓 度

的增 加 或 者作 用 时 间 的延 长 而 明 显 地 减 少 (P < 0 ． 0 5 ) ；

同 时 ， 我 们 发 现 姜 黄 素 的 作 用 与 浓 度 有 着 密 切 关

钙 钔 弱 如 筋 加 博 m
； 0

钙 ∞ ” 如 巧 加 巧 m
5 O
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系，当浓度为 1．25 Ixmol／L时，其mRNA的表达水平 

与 0 Ixmol／L的对照组相比差异没有统计学上的 

意义(尸>0．05)；当浓度梯度达5~mol／L，处理时问达 

12 h时，呈明显的浓度一时间依赖性(P<0．05)，这 

与Lim GPt l等的研究结果是一致的。与之相反。 

PPAR mRNA和蛋 白的表达水 平却呈现增加 的趋 

势，也呈浓度一时间依赖性。我们还注意到，姜黄素 

处理后。经 BACE1水解作用淀粉样酶切途径产生 

的终产物 a13加和 AI3蛇的生成也有显著减少，也呈 

浓度一时间依赖性(P<0．05)。 

我们体外实验的结果表明，姜黄素可以抑制 

BACE1的表达和抑制 AI3的生成 ，从而保护神经系 

统，且该作用与其激活PPARy密切相关。PPARy的 

活性一旦被激活，BACE1的表达就会受到抑制，随 

之而来的结果就是其水解产物 AI3的生成显著减 

少。由此可见 ，PPARy的激活在抑制 AD的发生发 

展中可发挥重要作用 ，可成为 AD治疗的药物作用 

靶点。但是 ，由于 BACE1基因的启动子还包括了其 

他可能的转录因子的结合位点 ，例如 NF—KB、P一1、 

AP一1和 AP一2，而且 PPARy还可 以调节不同的转 

录因子的活性，所以我们不能完全排除姜黄素还可 

能通过另外的途径调节其他的转录因子的活性从 

而影响 BACE1基因启动子的活性，这也许是姜黄 

素抑制 g13生成的另外的机制。而姜黄素又是通过 

何种机制调节 PPARy的表达，也还不清楚。这些都 

需要在以后的实验中进一步探索。 

我们的研究结果表明姜黄素可显著抑制体外 

培养的神经元中n13∞和 At3鸵的产生，且该作用与 

其激活 PPARy和抑制 BACE1密切相关。同时表 

明 ，姜黄素是一种 PPAR'y激动剂 ，而且 PPARy的 

激活与 APP酶切途径密切相关，并最终抑制 At3的 

产生。但姜黄素对APP酶切途径的作用的深入分子 

机理仍需进一步深入研究，更需要在以后的体内研 

究中得到进一步的证实。 
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