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慢病毒下调Nrf2通过GCLC介导神经突触损伤加重
AD认知障碍

徐玉珠,罗伟刚,张桂松,刘翠翠,胡晓凯,贾亚南,王泽艺,任慧玲

(河北医科大学第三医院神经内科,河北
 

石家庄 050000)

【摘要】目的:探究Nrf2通过抗氧化作用改善AD认知功能障碍的内在机制。方法:以APP/PS1小鼠作为AD模型小

鼠,通过海马注射慢病毒建立Nrf2下调小鼠模型。采用 Morris水迷宫测试评估小鼠学习记忆能力,采用实时定量聚合酶链

式反应(RT-PCR)检测 Nrf2
 

mRNA水平,采用 Western
 

blot检测 Nrf2、GCLC、Aβ蛋白表达,采用免疫组化法观察海马组织

Aβ蛋白表达情况,采用免疫荧光法观察海马组织 MAP2表达情况,采用透射电镜观察神经突触结构。结果:与对照组小鼠

相比,AD模型小鼠的Nrf2、GCLC蛋白水平和 MAP2水平降低,Aβ蛋白沉积增加,突触损伤和认知障碍加重(P<0.05)。慢

病毒诱导的Nrf2下调使GCLC蛋白表达下调,MAP2水平降低,加重Aβ蛋白沉积、突触损伤和认知障碍(P<0.05)。结论:

慢病毒下调的Nrf2通过下调GCLC,加重氧化应激反应,加重了Aβ蛋白的沉积和神经突触的损伤,进而加重了AD的认知功

能障碍。
【关键词】Nrf2;阿尔茨海默病;突触损伤;认知障碍;氧化应激
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【Abstract】Objective:To
 

explore
 

the
 

intrinsic
 

mechanism
 

of
 

Nrf2
 

improving
 

cognitive
 

dysfunction
 

in
 

Alzheimer􀆳s
 

disease
 

(AD)
 

through
 

antioxidant
 

effects.Methods:APP/PS1
 

mice
 

were
 

used
 

as
 

AD
 

model
 

mice,and
 

the
 

Nrf2
 

downregulated
 

mouse
 

model
 

was
 

established
 

by
 

injecting
 

lentivirus
 

into
 

the
 

hippocampus.Morris
 

water
 

maze
 

test
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

learning
 

and
 

memory
 

ability
 

of
 

mice,and
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

Nrf2
 

mRNA.Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Nrf2,GCLC,and
 

Aβ
 

protein.Immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

expression
 

of
 

Aβ
 

protein
 

in
 

hippocampal
 

tissue.Immunofluorescence
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

expression
 

of
 

MAP2
 

in
 

hippocampal
 

tissue.Transmission
 

electron
 

microscopy
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

structure
 

of
 

neural
 

synapses.Results:

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

mice,the
 

levels
 

of
 

Nrf2,GCLC
 

protein
 

and
 

MAP2
 

in
 

AD
 

model
 

mice
 

were
 

decreased,Aβ
 

protein
 

deposition
 

increased,synaptic
 

damage
 

and
 

cognitive
 

impairment
 

were
 

aggravated(P<0.05).Lentivirus-induced
 

Nrf2
 

downregulation
 

downregulated
 

GCLC
 

protein
 

expression,decreased
 

MAP2
 

levels,and
 

aggravates
 

Aβ
 

protein
 

deposition,synaptic
 

damage
 

and
 

cognitive
 

impairment(P<0.05).Conclusion:Lentivirus-downregulated
 

Nrf2
 

aggravated
 

the
 

oxidative
 

stress
 

re-
sponse

 

by
 

downregulating
 

GCLC,aggravates
 

Aβ
 

protein
 

deposition
 

and
 

synaptic
 

damage,and
 

further
 

aggravated
 

the
 

cognitive
 

dysfunction
 

of
 

AD.
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  阿尔茨海默病(Alzheimer􀆳s
 

disease,AD)是一

种神经退行性疾病,是导致痴呆的主要原因,并正在

迅速成为本世纪最昂贵、最致命和最繁重的疾病之

一。由于我国老年人口多,增长速度快,AD极大地

增加我国的医疗负担[1]。尽管关于AD的机制有很

多假设,并且这些假设在AD的发生和发展中发挥

了一定的作用[2]。然而,目前尚无可以有效逆转该

疾病的治疗方法,并且所有治疗方法对减缓疾病进
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展的能力都非常有限[3]。氧化应激是AD发生认知

障碍过程中重要的一个病理生理机制。Nrf2作为

抗氧化应激的核心调控因子,在AD的认知功能障

碍中具有重要的保护作用[4]。Nrf2通过调控一系

列抗氧化基因的表达,来维持细胞内氧化还原平衡,
其中GCLC就是 Nrf2的下游产物,是谷胱甘肽合

成的关键酶[5]。研究[6]表明,Nrf2转录水平与衰

老、神经退行性疾病尤其是阿尔茨海默病密切相关。

AD患者皮层和海马核内Nrf2表达水平显著降低,
且Nrf2信号通路活性受到抑制[7]。此外,诱导或激

活Nrf2可改善 AD模型小鼠的认知障碍[8-9]。尽

管在其他疾病模型中已经表明Nrf2/GCLC信号通

路可以通过增加抗氧化应激保护细胞[10-11],但在

AD相关研究中,针对Nrf2/GCLC信号通路的报道

仍相对有限,其具体作用机制尚有待进一步阐明。
因此,本研究利用慢病毒下调AD小鼠模型中Nrf2
水平,评估其对AD小鼠中GCLC的水平和认知障

碍的影响,进一步探索其在抗氧化应激中的潜在机

制,为未来治疗AD提供有效的靶点。

1 材料与方法

1.1 实验动物

所有动物实验均经河北医科大学第三医院实验

动物伦理委员会批准(Z2022-004-2)。6月龄雄性

C57BL/6J小鼠及 APP/PS1小鼠均由北京华阜康

生物科技有限公司提供。自由采食、饮水。小鼠饲

养于室温下,12
 

h光照/黑暗循环下,温度为(25±
2)℃,湿度为(50±5)%。

1.2 主要试剂和仪器

感染对照慢病毒和Nrf2-RNAi-慢病毒(购于上

海吉凯基因科技有限公司),立体定位架(51600,

Stoelting,美国),Morris水迷宫(上海欣软信息科技

有限公司),抗 MAP2
 

抗体
 

(1∶200,Cell
 

Signaling,

8707T),透射电子显微镜(JEOL
 

JEM-1230),荧光

显微镜
 

(Olympus
 

FV1000),抗Aβ(Cat
 

No.25524-
1-AP,武汉三鹰生物技术有限公司)

 

,抗Nrf2
 

(Cat
 

No.16396-1-AP,武汉三鹰生物技术有限公司)
 

,抗

GCLC抗体(Cat
 

No.12601-1-AP,武汉三鹰生物技

术有限公司),抗β-actin(Cat
 

No.66009-1-Ig,武汉

三鹰生物技术有限公司)。

1.3 实验分组

将小鼠随机分为4组,每组各12只:C57BL/6J
感染对照慢病毒(C57+GFP)、C57BL/6J感染Nrf2-
RNAi-慢病毒(C57+Nrf2

 

shRNA)、APP/PS1感染对

照慢病毒(APP+GFP)、APP/PS1感染 Nrf2-RNAi-
慢病毒(APP+Nrf2

 

shRNA)。小鼠用戊巴比妥钠

(40
 

mg/kg,腹腔注射)麻醉,置于立体定位架(51600,

Stoelting,美国)中,在两耳之间进行头皮正中切口。
在双侧头骨上钻孔,钻孔位置:相对于前囟点,后方

2.7
 

mm,侧面3.1
 

mm,腹侧2.4
 

mm。使用配备27
号针头的注射泵(51600z,Stoelting,美国)将2μL

 

Nrf2-RNAi慢病毒(Genechem,上海,中国)或对照

慢病毒以0.5
 

μL/min
 

的速度注入双侧海马CA3
区。仅编码 GFP的慢病毒载体作为 RNAi对照。
注射后将针头留在原位10

 

min,缝合头皮切口,让
小鼠在笼子中恢复。实验在小鼠饲养至14月龄并

确认慢病毒表达后开始。实验后,通过荧光显微镜

验证注射部位的 GFP表达,并通过RT-PCR确认

Nrf2特异性shRNA的功效。

1.4 观察指标

1.4.1 Morris水迷宫(MWM)测试 使用 MWM
测试评估小鼠的空间学习和记忆能力[12]。首先进

行5
 

d的位置导航测试,每只小鼠被放置在四个象

限的水中,面向侧壁。让小鼠在60
 

s内找到平台,
或60

 

s后引导到平台上,然后在平台上停留15
 

s。
记录逃到平台上的潜伏期,所有测试每天大约在同

一时间进行。位置导航测试24
 

h后,进行空间探索

测试,即将平台从迷宫中移除。将每只小鼠以相同

的随机起始位置放入水中,让其自由游泳60
 

s。记

录游泳轨迹、每只小鼠穿过被移除平台位置的次数

以及在平台先前所在的目标象限中停留的时间,以
评估空间记忆。

1.4.2 定量实时聚合酶链反应
 

(RT-qPCR) 通

过RT-qPCR
 

定量
 

Nrf2
 

表达。使用
 

Trizol试剂
 

(Invitrogen)
 

从海马组织中分离总
 

RNA。根据制

造商的说明,将
 

mRNA
 

逆转录为cDNA,并使用
 

ABI
 

StepOnePlus
 

实时
 

PCR
 

系统
 

(ABI
 

VERITI96
 

PCR)
 

和
 

q-PCR
 

Master
 

Mix
 

(Qiagen)
 

进行 RT-
qPCR

 

分析。然后,执行
 

RT-qPCR
 

方案如下:1个

循环,95
 

℃,30
 

s,40个循环,95
 

℃,5
 

s,60
 

℃,34
 

s。
采用2-ΔΔCt法确定各组样本中Nrf2的 mRNA相对

差异,并用β-actin管家基因进行标准化。

1.4.3 Western
 

blot 将组织样本在含有蛋白酶

抑制剂混合物的放射免疫沉淀分析缓冲液中均质

化。用
 

BCA
 

蛋白质测定试剂盒(No.23228,Ther-
mo,Waltham,Massachusetts,USA)测量蛋白质浓

度。通过
 

10%
 

SDS-Page电泳分离蛋白质并转移到

聚偏氟乙烯
 

(PVDF)
 

膜上,然后用
 

5%
 

脱脂牛奶封

闭
 

PVDF
 

膜1
 

h,加入一抗并在
 

4
 

℃冰箱中孵育过

夜。所用一抗为:抗 Aβ(1∶1
 

000)、抗 Nrf2(1∶
4

 

000)、抗GCLC(1∶1
 

000)和抗β-actin(1∶1
 

000)。
洗膜后,用羊抗兔抗体在37

 

℃下孵育2
 

h。用化学

035
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发光试剂(ECL,Amersham)对蛋白质进行可视化。
使用ImageJ对蛋白质条带进行灰度分析,并使用β-
actin作为定量对照。

1.4.4 免疫荧光染色
 

(IF) 小鼠脑用4%多聚甲

醛固定24
 

h,用蔗糖脱水,包埋并在-80
 

℃下冷冻。
切片用

 

0.25%
 

Triton
 

X-100在37
 

℃下通透30
 

min,用10%
 

BSA
 

封闭1
 

h。脑切片用抗 MAP2
 

抗

体
 

(1∶200,Cell
 

Signaling,8707T)
 

在
 

4
 

℃下孵育过

夜。然后将切片用荧光二抗在37
 

℃下孵育2
 

h,然
后用DAPI对细胞核进行染色。最后,使用荧光显

微镜
 

(Olympus
 

FV1000)
 

观察切片。使用Image
 

J
软件测量免疫荧光强度。

1.4.5 免疫组织化学染色 多聚甲醛固定组织,切
片,用二甲苯脱蜡,用乙醇水化。将脑组织切片置于

抗
 

Aβ
 

一抗(1∶200)中,4
 

℃
 

过夜,用
 

PBS
 

清洗3
次。将生物素标记的山羊抗兔免疫球蛋白

 

G(1∶
1

 

000)二抗加入切片中,在
 

37
 

℃
 

下孵育
 

30
 

min。
然后用

 

PBS
 

清洗切片,与亲和素-过氧化物酶复合

物孵育
 

30
 

min,然后使用发色团
 

3,3-二氨基联苯胺

显影免疫复合物。苏木精复染、脱水后,二甲苯透明

切片,中性树胶覆盖,光学显微镜下拍摄右侧海马区

域,利用Image-J软件检测海马Aβ表达阳性面积。

1.4.6 透射电子显微镜 取海马组织1
 

mm×
1

 

mm×1
 

mm,用4%戊二醛溶液浸泡2~4
 

h以上

固定。再用1%四氧化锇固定2
 

h。组织样品用梯

度丙酮脱水,包埋,放入烘箱聚合,37
 

℃保存24
 

h,

60
 

℃保存48
 

h。然后用超薄切片机将样品切成厚

度约50
 

nm 的超薄片,用醋酸铀酰和柠檬酸铅双

染。最后在透射电子显微镜(JEOL
 

JEM-1230)下
观察神经突触超微结构,并利用ImageJ软件对线粒

体数量进行计数。

1.5 统计学分析

所有数据使用
 

SPSS
 

25.0
 

软件包(Chicago,IL,

USA)进行分析。计量资料用(x-±s)表示,多组间

比较行单因素方差分析(One-way
 

ANOVA),使用

最小显著差异(LSD)法检验进行多重事后比较。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 慢病毒下调小鼠海马Nrf2水平

与C57+GFP组相比,APP+GFP组海马Nrf2
的mRNA水平和蛋白含量降低,提示AD模型小鼠

Nrf2表达水平降低(P<0.05)(图1及图3A-B)。

C57+Nrf2
 

shRNA组海马Nrf2的 mRNA水平和

蛋白含量低于C57+GFP组(P<0.05)。与 APP
+GFP组相比,APP+Nrf2

 

shRNA组海马Nrf2的

mRNA水平和蛋白含量降低(P<0.05)。以上结

果表明慢病毒注射成功降低了C57BL/6J和APP/

PS1小鼠海马中Nrf2的表达水平。

图 1 慢病毒下调小鼠海马中 Nrf2 的表达水平（n=3）
①P<0.05，与 C57+GFP 组相比 ；②P<0.05，与 APP+

GFP 组相比。

N
rf2

m
R
N
A

表
达

（ N
rf2

/β
-a

ct
in
） 1.5

1.0

0.5

0.0

C57
+G
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C57
+N

rf2
shR

NA

APP
+G

FP

APP
+N

rf2
shR

NA

2.2 慢病毒诱导Nrf2下调加重小鼠认知障碍

与C57+GFP组相比,C57+Nrf2
 

shRNA组和

APP+GFP组穿越移除平台区域的次数较少(P<
0.05),APP+Nrf2

 

shRNA组穿越移除平台区域的

次数小于 APP+GFP组(P<0.05)(图2A);与
C57+GFP组相比,C57+Nrf2

 

shRNA组和APP+
GFP组在移除平台后停留在目标象限的时间较短

(P<0.05),APP+Nrf2
 

shRNA组在目标象限停

留的时间短于APP+GFP组(P<0.05)(图2B)。

图 2 慢病毒诱导的Nrf-2下调加剧了小鼠的认知障碍（n=6）
A. 穿过移除的平台区域的次数；B. 目标象限中花费的时间。

①P<0.05，与 C57+GFP 组相比；②P<0.05，与 APP+GFP 组相比。

穿
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次
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目
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象
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停
留

时
间
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）
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10

0

A B

①

②

① ①

②

①

2.3 慢病毒诱导Nrf2下调对GCLC和Aβ蛋白的

影响

与C57+GFP组相比,C57+Nrf2
 

shRNA组和

APP+GFP组海马组织中 Aβ蛋白含量升高(P<
0.05),且APP+Nrf2

 

shRNA组海马组织中Aβ蛋

白含量高于APP+GFP组(P<0.05)(图3A、C)。
免疫组化检测显示,与C57+GFP组比较,C57+
Nrf2

 

shRNA组和APP+GFP组海马Aβ阳性面积

增加(P<0.05),且APP+Nrf2
 

shRNA组海马Aβ
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阳性面积大于 APP+GFP组(P<0.05)(图4A-
B)。与C57+GFP组比较,C57+Nrf2

 

shRNA组

和APP+GFP组海马组织中GCLC蛋白含量降低

(P<0.05),且 APP+Nrf2
 

shRNA组海马组织中

GCLC蛋白含量低于 APP+GFP组(P<0.05)
(图3A、D)。

2.4 慢病毒下调Nrf2加重突触损伤,降低 MAP2
含量

免疫荧光结果显示,与 C57+GFP组 相 比,

APP+GFP组海马组织中 MAP2免疫荧光强度较

低(P<0.05),提示衰老影响了细胞骨架功能(图

5A-B)。C57+Nrf2
 

shRNA组海马组织中 MAP2
免疫荧光强度低于C57+GFP组(P<0.05),APP
+Nrf2

 

shRNA组海马组织中MAP2免疫荧光强度

低于 APP+GFP组(P<0.05)(图5A-B),提示

Nrf2下调时神经元的结构完整性明显降低。C57+
GFP组突触前膜、突触后膜及间隙结构清晰,突触

间连接部位明显,突触小泡数量丰富。C57+Nrf2
 

shRNA和APP+GFP组突触结构不清,突触小泡

稀疏。APP+Nrf2
 

shRNA组突触前膜肿胀、破坏,
突触间隙消失,提示突触功能较低(图6)。

图 3 各组小鼠海马相关蛋白表达（n=3）
A. 各组小鼠海马 Western blot 法检测蛋白条带；B-D. 各组蛋白条带的灰度分析图。

①P<0.05，与 C57+GFP 组相比；②P<0.05，与 APP+GFP 组相比。
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图 4 慢病毒诱导 Nrf2 下调加剧了小鼠海马 Aβ 蛋白的沉积（n=3）
A. 各组小鼠海马 Aβ 免疫组化图像；B-D. 各组 Aβ 阳性面积。

①P<0.05，与 C57+GFP 组相比；②P<0.05，与 APP+GFP 组相比。
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3 讨论

AD
 

是一种常见的、与年龄相关的、不可逆的神

经退行性疾病,其特征是多种认知障碍和记忆丧

失[13]。除了众所周知的
 

Aβ
 

和过度磷酸化的
 

tau
 

(p-
tau)

 

积累之外,疾病过程还涉及氧化应激反应、线粒

体功能障碍和突触损伤[14]。尽管分子生物学、遗传

学和制药科学取得了许多进展,但仍然没有有效的药

物可以逆转、甚至减缓神经退行性过程。在神经元

中,突触是信息传递的关键部位,而氧化应激对突触

结构和功能的损伤是多种神经系统疾病(如阿尔茨海

默病、帕金森病等)的重要病理机制之一[15]。研究[16]

表明,Nrf2的激活可以改善AD小鼠的认知障碍,但
其与GCLC在突触损伤中的作用机制仍有待研究。
因此本研究通过海马注射慢病毒构建Nrf2下调的

AD模型小鼠,结果发现Nrf2下调通过下调GCLC蛋

白,加剧了氧化应激反应,加重Aβ蛋白沉积和突触损

伤,进而加重AD小鼠的认知障碍。
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图 5 慢病毒诱导的 Nrf2 下调降低了 MAP2 含量（n=3）
A. 海马中 MAP2 的免疫荧光图像；B. 海马中 MAP2 荧光强度的定量分析。 ①P<0.05，与 C57+GFP 组相

比；②P<0.05，与 APP+GFP 组相比。
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图 6 慢病毒诱导的 Nrf2 下调加剧突触损伤（n=3）
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  氧化应激是体内氧化与抗氧化系统失衡,导致

活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)过度积累,进
而引起细胞损伤的过程。大量研究表明,氧化应激

在AD的发病机制中起着至关重要的作用[17]。有

研究[18]表明,与正常对照相比,AD患者血浆中丙二

醛(MDA)浓度显著升高,而超氧化物歧化酶(SOD)
活性显著降低;此外,荟萃分析显示AD和轻度认知

障碍患者的循环 MDA水平均显著高于认知健康

者[19],进一步证实了氧化应激在AD发生发展中的

作用。AD患者脑内存在显著的氧化损伤标志物,
如脂质过氧化、蛋白质氧化和DNA损伤等。这些

氧化损伤不仅直接导致神经元死亡,还通过激活炎

症反应、促进β-淀粉样蛋白(Aβ)沉积和tau蛋白过

度磷酸化等途径,进一步加剧 AD的病理进程[20]。
因此,抗氧化应激被认为是预防和治疗AD的重要

策略之一。

Nrf2是细胞抗氧化反应的关键调节因子,通过

调控抗氧化反应元件(Antioxidant
 

Response
 

Ele-
ment,ARE)驱动的基因表达,维持细胞内氧化还原

平衡[21]。在AD中,氧化应激是导致神经元损伤和

认知功能障碍的重要机制之一。GCLC是谷胱甘肽

(GSH)合成的限速酶,其活性直接影响细胞内GSH
水平[22]。GCLC基因的启动子区域包含的ARE序

列,是Nrf2
 

的特异性结合位点。Nrf2
 

通过直接调

控
 

GCLC
 

基因的转录,增强其表达和酶活性,从而

维持细胞内抗氧化能力[23]。在静息状态下,Nrf2
 

被
 

KEAP1(Kelch
 

样
 

ECH
 

相关蛋白
 

1)结合并泛素

化降解。当细胞暴露于
 

ROS
 

或亲电化合物时,

KEAP1
 

的半胱氨酸残基被修饰,导致
 

Nrf2
 

释放并

转移至细胞核,启动
 

GCLC等靶基因的转录[24]。本

研究结果证明了 AD 脑组织发生氧化应激时中

Nrf2可以调节GCLC,进而调节机体的抗氧化应激

能力。
神经认知系统是一个复杂的系统,需要神经信

号的正常动力学和数亿个神经元的突触连接才能正

常运作,故认知功能障碍与突触完整性密切相关。
神经元突触膜富含多不饱和脂肪酸,这些脂肪酸对

ROS高度敏感。ROS攻击脂肪酸会引发脂质过氧

化反应,生成脂质过氧化物,导致突触膜结构紊乱,
影响膜流动性,从而损害突触功能[25]。此外,ROS
可以直接氧化突触中的关键蛋白质,导致其结构和

功能异常[26]。本研究中,与对照组相比,AD模型小

鼠Aβ蛋白增加,突触损伤和认知障碍更严重。慢

病毒下调Nrf2后,Aβ蛋白增加,突触损伤和认知障

碍加重。
综上,慢病毒下调的 Nrf2通过下调GCLC,加
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重了氧化应激反应,加重了 Aβ蛋白的沉积和神经

突触的损伤。
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