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胡黄连苷Ⅱ通过增强自噬改善Aβ模型小鼠的学习和记忆功能

李兆伦 1，杜烨鸿 1，王茂菊 1，何 彦 1，石岫屿 1，田秋云 1，范业鹏 1，任风鸣 2，董志芳 1

（1. 重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所，国家儿童健康与疾病临床医学研究中心，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，

认知发育与学习记忆障碍转化医学重庆市重点实验室，重庆 400014；2. 重庆中医药学院药物种植研究所，重庆 408435）

【摘 要】目的：探究胡黄连苷（picroside Ⅱ，PicrⅡ）对体内外阿尔茨海默病（Alzheimer’s Disease，AD）模型的学习和记忆功能

及自噬相关机制。方法：通过 Western blot 检测在 PicrⅡ（12.5~400 μmol/L）对 AD 细胞模型中 β 淀粉样前体蛋白（β-amyloid 
precursor protein，APP）、β-位点淀粉样前体蛋白切割酶 1（β-site APP-cleaving enzyme 1，BACE1）、早老素蛋白 1（presenilin 1，
PS1）和 APP 羧基末端片段（carboxyl terminal fragment of β-amyloid precursor protein，CTF）蛋白表达影响，以及 PicrⅡ和氯喹

（Chloroquine，CQ）（50 μmol/L）或巴佛洛霉素（bafilomycin A1，BafA1）（10 μmol/L）共处理后对 APP、BACE1、PS1、C99、螯合体 1
（sequestosome 1，p62）、微管相关蛋白 1轻链 3（microtubule-associated protein light chain 3，LC3）、泛素化蛋白的表达影响；利用

免疫荧光分析自噬通量；后期构建 β-淀粉蛋白（amyloid β，Aβ）模型小鼠，分为 WT+PBS 组、WT+PicrⅡ组、Aβ+PBS 组和 Aβ
+PicrⅡ组（20 mg/kg），通过Morris水迷宫实验验证小鼠学习和记忆功能，并检测小鼠海马蛋白中 P62与 LC3蛋白水平。结果：

Western blot 显示：与对照组相比，PicrⅡ（50 μmol/L）可显著降低APP（60.46±7.97，Ｐ=0.049）及相关代谢产物蛋白水平，并降

低 P62[（65.31±3.51）％，Ｐ=0.041]水平，增加 LC3Ⅱ[（162.01±12.24）%，Ｐ<0.001]水平，并且在 CQ 作用下，PicrⅡ可降低 P62
[（147.24±10.69）%，Ｐ<0.001]及LC3水平[（826.23±39.18）%，Ｐ<0.001]；自噬通量分析显示：与对照组相比，PicrⅡ增加总荧光

数（23.24±1.50，Ｐ<0.001）和红色荧光数（3.52±0.33，Ｐ<0.001）；行为学结果显示：与 WT+Aβ 组相比，Aβ+PicrⅡ组学习（F=
17.25，Ｐ<0.001）与记忆能力（F=6.627，Ｐ<0.001）提高，且小鼠海马蛋白中Aβ+PicrⅡ组P62降低[（176.66±11.47）%，Ｐ=0.023]，
LC3Ⅱ升高[（81.20±3.69）%，Ｐ<0.001]。结论：PicrⅡ可通过促进自噬体-溶酶体融合和提高自噬通量增强自噬，从而促进Aβ
清除并改善其引起的学习和记忆障碍。
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of picroside Ⅱ（Picr Ⅱ） on learning and memory functions in Alzheimer’s disease
（AD） model in vivo and in vitro and autophagy-related mechanisms.Methods：Western blot was used to observe the effect of PicrⅡ
（12.5-400 μmol/L） on the expression of β -amyloid precursor protein（APP），β -site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1
（BACE1），presenilin 1（PS1），and carboxyl-terminal fragment of β-amyloid precursor protein（CTF） in the cell model of AD；after co-

treatment with PicrⅡ and chloroquine（CQ）（50 μmol/L） or bafilo⁃
mycin（BafA1）（10 μmol/L），its effect on the expression of APP，
BACE1，PS1，C99，sequestosome 1（P62），microtubule-associated 
protein light chain 3（LC3），and ubiquitinated proteins in cells was 
observed；immunofluorescence assay was used to analyze autopha⁃
gic flux. Then a mouse model of Aβ was established，and the mice 
were divided into WT+PBS group，WT+Picr Ⅱ group，Aβ +PBS 
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group，and Aβ+PicrⅡ group（20 mg/kg）. The Morris water maze test was used to verify the learning and memory functions of Aβ model 
mice，and the protein expression levels of P62 and LC3 in the hippocampus of mice were measured. Results：Western blot showed that 
compared with the control group，PicrⅡ（50 μmol/L） significantly reduced the protein expression levels of APP[（60.46±7.97）%，P=
0.049] and related metabolites，and it also reduced the expression level of P62[（65.31±3.51）%，P=0.041] and increased the expres⁃
sion level of LC3Ⅱ[（162.01±12.24）%，P<0.001]；with the action of CQ，PicrⅡ could reduce the expression levels of P62[（147.24±
10.69）%，P<0.001] and LC3Ⅱ[（826.23±39.18）%，P<0.001]. The analysis of autophagic flux showed that compared with the control 
group，Picr Ⅱ increased the total number of fluorescent dots（23.24±1.50，P<0.001） and the number of red dots（3.52±0.33，P<
0.001）. The behavioral analysis showed that compared with the WT+Aβ group，the Aβ+PicrⅡ group had significant increases in learn⁃
ing ability（F=17.25，P<0.001） and memory ability（F=6.627，P<0.001），as well as a significant reduction in P62[（176.66±11.47）%，

P=0.023] and a significant increase in LC3 Ⅱ[（81.20±3.69）%，P<0.001].Conclusion：PicrⅡ can enhance autophagy by promoting 
autophagosome-lysosome fusion，thereby promoting the clearance of Aβ and improving Aβ-induced learning and memory deficits.
【Key words】Alzheimer’s disease；Aβ；picroside Ⅱ；autophagy；cognition

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是一

种神经退行性疾病，影响着全球数千万人，特别是

老年群体。AD的重要特征之一是大脑中淀粉样蛋

白-β（amyloid β，Aβ）肽的积累，其被认为是在 AD
发病机制中起着关键作用[1-3]。Aβ 是由 β 位点 APP
裂解酶 1（β-site APP-cleaving enzyme 1，BACE1）和

早老蛋白 1（presenilin 1，PS1）依次裂解淀粉样前体

蛋白（β -amyloid precursor protein，APP）产生的[4]。
BACE1 在 N 端切割 APP 产生 APP 羧基末端片段

（carboxyl terminal fragment of β -amyloid precursor 
protein，CTF），然后通过γ分泌酶进一步处理并释放

Aβ。有证据表明，Aβ的过度产生和大脑中Aβ的清

除受损是 AD[5-7]发展和进展的关键因素。因此，提

高 Aβ 清除率是预防和治疗 AD[8-9]的一种很有前景

的方法。另外，APP 及其相关代谢蛋白如 BACE1、
PS1、CTF、C99 因其能代表 AD 的病理转归，所以对

这些进行蛋白水平检测显得格外重要。自噬是一

个重要的细胞生理性过程，它通过降解和回收受损

或不必要的细胞成分，帮助维持细胞内稳态[10]。大

量研究表明，自噬在AD动物模型和AD患者体内的

自噬功能受到破坏。在 Aβ 斑块出现之前，自噬空

泡会在营养不良的神经元突起、神经元树突和轴突

中积累[11-12]。同时，自噬的增强即 P62 蛋白水平的

降低与 LC3 的水平的升高可抑制几乎所有 APP 裂

解产物的降解，从而减少 Aβ 的积累[13-14]，并最终改

善 AD 的认知障碍[15]。因此，提高自噬能力可能是

治疗 AD 的一种潜在方法。胡黄连苷Ⅱ（picroside 
Ⅱ，PicrⅡ）是从胡黄连中提取的天然产物成分之

一，已被证明具有多种药理特性，包括抗炎、抗氧化

和神经保护作用[16-18]。越来越多的证据表明，PicrⅡ

可通过抑制ERK 1/2的激活和TLR 4、NF-κB、TNF-
α、Rac-1 和 Nox2 的表达，发挥抗炎、抗氧化和抗细

胞凋亡的作用，从而对脑缺血损伤起到保护作

用[19-20]。此外，PicrⅡ已被证明可以明显改善 AlCl3
诱导的学习和记忆功能障碍，并减少与氧化毒性相

关的组织学变化[21]。然而，PicrⅡ对AD学习和记忆

功能的影响和作用目前暂无报道，其潜在治疗作用

的机制仍不清楚。在本研究中，我们通过体外和体

内实验探究了 PicrⅡ对自噬功能低下的 Aβ 模型小

鼠的神经保护作用及相关机制。

1　材料与方法

1.1　细胞干预与培养

稳定表达人瑞典 APP 695（N2A-APP）的小鼠神经母细

胞瘤细胞（从中国上海复旦大学钟春玖教授处获得）培养在

含 90% DMEM（11960044，GiBCO，美国）、10% FBS（10099，
GiBCO，美国）和 100 μg/mL G418（11811031，GiBCO，美国）

的培养基中，置于37 ℃，5% CO2细胞培养箱中培养。

PicrⅡ、氯喹（Chloroquine，CQ）（C6628，Sigma，中国）、巴

佛洛霉素 A1（BafA1）（88899-55-2，Selleck，中国）和 Mg132
（M8699-1MG，Sigma，中国）按所需浓度溶于 PBS。将 Picr
Ⅱ、CQ、BafA1 和 Mg132 按所需浓度溶于的 PBS。Mg132 干

预组分为 CTR 组、CTR+Picr Ⅱ组、CTR+ Mg132 组、Picr Ⅱ
+Mg132 组（n=3）；CQ 干预组分为 CTR 组、CTR+Picr Ⅱ组、

CTR+CQ组、PicrⅡ+CQ组（n=4）；BafA1干预组分为CTR组、

CTR+Picr Ⅱ组、CTR+BafA1组、PicrⅡ+BafA1组（n=3）。

1.2　细胞活性测定

将 N2A-APP 细胞接种于 96 孔板中，用浓度递增（0、
12.5、25、55、50、100、200和 400 μmol/L）的PicrⅡ处理（n=4）。

24 h后，在每个孔中加入 10 μL CCK-8溶液，然后在 37 ℃条

件下孵育 4 h。随后，使用酶标仪（HY-K0301-100T，MCE，
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美国）测定 450 nm 波长处的吸光度。细胞存活率%=（实验

孔吸光度-空白孔吸光度）/（对照孔吸光度-空白孔吸光度）。

1.3　蛋白免疫印迹

用 4 ℃的磷酸盐缓冲液（PBS）清洗脑组织或细胞，并在

冰上裂解 15 min。离心（12 000 r/min，15 min，4 ℃）后，收集

上清液。使用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒（BCA，Thermo 
Fisher，美国）测定蛋白质浓度。每个样品中取 30 mg 蛋白

质放入 5×上样缓冲液中，在 95 ℃下煮沸 5 min。等量蛋白

质样品通过 12.5% 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）分离 ，并转移到聚偏二氟乙烯（PVDF）膜

（ISEQ00010，Millipore，美国）上。PVDF膜用 5%脱脂牛奶封

闭 2 h，以减少非特异性背景。目标蛋白包括 APP（1∶1 000
来自加拿大温哥华英属哥伦比亚大学的宋伟宏教授）、

BACE1（1∶1 000，5606S，CST，美国）、PS1（1∶1 000，ab76083，
Abcam，美国）、GAPDH（1∶1 000，arg10112，Grigobio，中国）、

泛素化抗体（anti-ubiquitin）（1∶1 000，10201-2-AP，protein⁃
tech，中国）、P62（1∶1 000，18420-1-AP，proteintech，中国）和

LC3 A/B（1∶1 000，12741，CST，美国）。然后用兔/鼠二抗（1∶
3 000，Perkin-Elmer，中国）在 37 ℃下孵育 2 h。所有数据均

以CTR组进行标准化处理。

1.4　自噬通量分析

利用 mCherry-GFP-LC3B 构建自噬双荧光质粒来评估

自噬通量。简而言之，用 lipofectamine 3000（L3000008，invit⁃
rogen，美国）在 6 孔板中转染 mCherry-GFP-LC3B 24 h。经

Picr Ⅱ（50 μmol/L）处理 24 h、CQ（50 μmol/L）处理 6 h 或 
EBSS 处理 1 h 后，用 4% 多聚甲醛（PFA）（158127，Sigma，美
国）固定细胞于细胞爬片，然后用抗荧光淬灭剂密封细胞爬

片。非 EBSS 干预组分为 Ctr 组（n=25），Picr Ⅱ组（n=34），

Ctr+CQ 组（n=42），PicrⅡ+CQ 组（n=56），EBSS 干预组分为

Ctr组（n=25），Picr Ⅱ组（n=30），Ctr+CQ组（n=25），PicrⅡ+CQ
组（n=35）。所有细胞图像均使用尼康 90i荧光显微镜拍摄。

通过从三个重复组中计数25个以上的细胞确认GFP-LC3和

mCherry-LC3荧光点的数量，从而量化自噬。

1.5　动物

6~8周的C57BL/6雄性小鼠（25~30 g）（北京维通利华实

验动物技术有限公司）被饲养在由重庆医科大学附属儿童医

院动物实验中心提供的标准实验条件下，饲养条件为自动控

温控湿的 12 h 光/暗自动循环环境下的饲养笼内，老鼠可

以随意获得食物和水。将动物随机分配到不同的治疗组，

包括 WT+PBS（n=20）、WT+PicrⅡ（n=19）、Aβ+PBS（n=20）和

Aβ+PicrⅡ（n=21），四组均进行侧脑室立体定位注射。WT+
PicrⅡ和Aβ+PicrⅡ组在立体定位注射后的第 1天，进行腹腔

注射PicrⅡ［20 mg/（kg·d）］，WT+PBS组和Aβ+PBS组腹腔注

射相同体积的 PBS，连续注射 2周。各组小鼠在腹腔注射后

均无局部反应及死亡。

1.6　实验试剂

Aβ1-42肽（A9810，Sigma，中国）首先溶解于六氟异丙醇

（HFIP）（AG968，Sigma，中国）中，并在室温下放置 60 min。

然后将得到的单体肽溶解在二甲亚砜（DMSO）（D2650，
Sigma，中国）中达到 1 mmol/L的浓度。然后用磷酸盐缓冲液

（PBS）稀释溶液至 100 μmol/L，最后在 4 ℃下孵育 48 h，形成

低聚物。将 PicrⅡ（39012-20-9，中国成都曼斯特生物技术

有限公司）用PBS稀释至10 mg/mL。
1.7　Aβ立体定位注射

侧脑室注射Aβ1-42是一种常用的复制AD的病理生理学

的实验方法[22]。将 C57 小鼠随机分为四组：WT+PBS 组（n=
20）、WT+Picr Ⅱ组（n=19）、Aβ+PBS 组（n=19）和 Aβ+Picr Ⅱ
组（n=22），通过吸入异氟烷（2%~3%）对小鼠进行麻醉后，剔

去小鼠头颅部位的毛发，将小鼠头部固定在立体定位装置

上，且大脑处于水平位置。用聚维酮碘溶液消毒头皮，沿中线

切开暴露头骨。以 0.5 μL/min 的速度注射 2.5 μL 的 Aβ1-42
（100 μmol/L）于侧脑室中，目标坐标为前囟的后方-0.5 mm、

外侧+1.1 mm 和腹侧-3.0 mm，WT+PBS组和WT+PicrⅡ组分

别注射等量磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer saline，PBS）于

侧脑室。注射器静置 5 min，以便液体完全扩散吸收。小心

取下注射器并缝合头皮后，将小鼠放回笼子进行复温。后续

对WT+PicrⅡ和Aβ+PicrⅡ组小鼠进行水迷宫实验，根据 5 d
学习期小鼠到达平台所在的时间长短进行统计，以判断造模

是否成功。各组小鼠在立体定位注射 Aβ 后均无局部反应

及死亡。

1.8　Morris水迷宫实验

腹腔注射 PicrⅡ２周后，对小鼠进行 Morris 水迷宫实

验。实验在一个直径为 150 cm、高 50 cm 的圆形水池中进

行，水温保持在 21~22 ℃。在水池的第三象限中间放置一个

直径为 10 cm的平台，水位保持在平台上方 1 cm处。水池的

背景用无毒涂料涂成白色，以增强对比度，从而使安装在水

池中点上方的摄像机能够精确记录小鼠的动作。水池周围

放置了淡蓝色的帘子，并贴上 3个远处的视觉提示点。在进

行空间训练的前 1天，让小鼠在没有平台的水池中自由游动

120 s以适应环境。随后，小鼠连续五天进行后天训练，每天

4次。在每次试验中，如果小鼠未能在 120 s内找到平台，就

会被引导到平台上，并允许小鼠在平台上停留 20 s。ANY-
maze 系统（Stoelting，美国）自动记录并计算小鼠逃逸时间、

学习期轨迹和实验期轨迹等实验数据。所有数据均以WT+
PBS组进行标准化处理。

1.9　统计学处理

采用 SPSS 软件（20.0 版）进行统计学分析，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示。采用 t检验、单因素或多因素方

差分析来评估结果。检验水准α=0.05。
本研究得到重庆医科大学附属儿童医院实验动物伦理

委员会的审查批准（CHCMU-IACUC20210114017）。

2　结 果

2.1　PicrⅡ抑制N2A-APP细胞中的APP加工

首先使用CCK-8试剂盒检测了PicrⅡ对N2A-APP细胞
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存活率的影响，浓度范围为 0 至 400 μmol/L，持续 24 h（F=

0.282，P=0.939；图 1A）。此外，还研究了 PicrⅡ对 N2A-APP
细胞中APP处理的影响。结果显示，APP的表达量减少，且

在 50 μmol/L 处时最为明显且稳定 [（60.46±7.97）% ，P=
0.049；图 1B～C］。同时，在浓度为 50 μmol/L 和100 μmol/L
的 PicrⅡ处理下，BACE1 表达量减少（50 μmol/L：P=0.030；
100 μmol/L：P=0.007；图 1D）。此外，PicrⅡ处理也导致 PS1
在浓度为 50、100 和 200 μmol/L 的 N2A-APP 细胞中表达下

降（50 μmol/L：P=0.049；100 μmol/L：P=0.017；200 μmol/L：P=
0.039；图 1E），且N2A-APP细胞中的CTF 表达水平在 PicrⅡ
梯度浓度范围为25 μmol/L至400 μmol/L时下降，50 μmol/L
处时最为明显且稳定（P=0.044；图 1F）。这些数据表明，

PicrⅡ通过影响 N2A-APP 细胞中的 APP 处理，减少 Aβ 的

生成。

2.2　PicrⅡ通过自噬溶酶体途径减少APP的加工

真核生物有两大蛋白质降解系统，即泛素蛋白酶体系统

（UPS）和自噬溶酶体途径（ALP）[23-24]。为了阐明UPS可能参

与了所观察到的 APP 处理过程的减少，本课题组使用

MG132（10 μmol/L）来抑制蛋白酶体。结果显示，无论是否

与 MG132 共处理，PicrⅡ对 N2A-APP 细胞中泛素的总水平

都没有明显影响（图 2A）。这些结果表明，PicrⅡ可能不通过

UPS 通路影响 APP 加工。为了探索 PicrⅡ是否可以通过

ALP 影响 APP 的加工过程，本课题组使用了常见的自噬抑

制剂 CQ。结果表明，PicrⅡ处理的 N2A-APP 细胞中 APP、
BACE1 和 PS1 的表达均有所下降（图 2B）。而 CQ 处理会增

加 APP 的表达（P=0.837；图 2D）、BACE1（P=0.002；图 2E）和

PS1（P<0.001；图 2F），而 Picr Ⅱ 可逆转此效果（APP：P=

0.007）、BACE1：P=0.011）、PS1：P=0.001）（图 2D~F）。为了

进一步研究PicrⅡ在自噬中的作用，本课题组使用了BafA1，
这是一种自噬体-溶酶体融合和溶酶体降解的强效抑制

剂。结果显示，PicrⅡ无法逆转 BafA1 提高 APP（P=0.091；

图 2G~C）、BACE1（P=0.257；图 2H）和PS1（P=0.645；图 2I）的

蛋白水平，表明 PicrⅡ可能通过自噬溶酶体途径而不是泛

素-蛋白酶体途径抑制 APP的加工，并且 PicrⅡ可一定程度

逆转CQ对自噬的抑制作用。

2.3　PicrⅡ可改善N2A-APP细胞的自噬通量

有研究表明，PicrⅡ能改善 CQ 对自噬溶酶体途径的抑

制作用。因此，本课题组检测了自噬相关蛋白P62和LC3Ⅱ水

平，结果显示，PicrⅡ在使得 P62 表达显著降低（50 μmol/L：
P=0.041；图 3A 和 3B），并且，与对照组相比，经梯度浓度为

12.5 μmol/L~400 μmol/L 的 PicrⅡ干预后，N2A-APP 细胞中

的LC3Ⅱ明显升高（50 μmol/L：P<0.001；图 3C）并且LC3Ⅰ表

达水平也有显著升高（50 μmol/L：P<0.001；图 3D）。这些

结果表明，PicrⅡ可通过增加 AD 模型细胞的自噬通量来改

善受损的自噬功能。基于实验结果的显著性稳定性，在随后

的研究中采用了 50 μmol/L 的 PicrⅡ浓度作为后续实验浓

度。

2.4　PicrⅡ消除了CQ对N2A-APP细胞自噬的抑制作用

为了研究PicrⅡ影响自噬溶酶体途径的机制，本课题组

使用CQ抑制自噬溶酶体途径，并检测了PicrⅡ干预的N2A-
APP细胞中自噬相关蛋白 P62和 LC3Ⅱ的表达。结果显示，

P62表达量明显减少（P=0.035；图4A）而在CQ干预后的N2A-
APP 细胞中观察到的表达显著增加（P<0.001；图 4B），后在

PicrⅡ作用下恢复至正常水平（P<0.001；图4B）。同时，PicrⅡ

                             注：a，与CTR组比较，P<0.05；b：与CTR组比较，P<0.01；c：与CTR组比较，P<0.001
图 1　PicrⅡ对 N2A-APP 细胞蛋白表达的影响
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干预的 N2A-APP 细胞中 LC3Ⅱ水平明显升高（P=0.008；
图 4C），而在 CQ的影响下，LC3Ⅱ表达量的增加更为明显（P<
0.001；图4C）。值得注意的是，PicrⅡ的作用下不仅降低了LC3Ⅱ
水平（P<0.001；图 4C），同时也使 LC3Ⅰ水平降低（P=0.017；
图 4D）。这些结果表明，PicrⅡ可逆转 CQ 对自噬的抑制作

用，从而使APP产物经自噬溶酶体途径偏向性增强。

为了进一步研究 PicrⅡ在自噬溶酶体途径中的确切作

用，本研究使用 mCherry-GFP-LC3 进行了荧光测定。这种

检测方法以mCherry荧光在酸性区室中更稳定，而GFP荧光

会被迅速淬灭为原理。因此，自噬通量的增加会增加黄色

（mCherry和GFP）和红色（仅mCherry）荧光点数量。相反，阻

止自噬体与溶酶体融合或抑制溶酶体降解（导致溶酶体 pH
值升高）只会增加黄色点的数量[25-27]。将LC3-mCherry-GFP
瞬时转染到N2A-APP细胞中，发现在PicrⅡ的干预下，增加

了荧光点的总体数量（P=0.022；图 4E~G），并且红色荧光

点也增多（P=0.001；图 4E~G），而黄色荧光点数量保持不变

（P=0.736；图 4E~G）。在 CQ 干预的情况下可增加总荧光点

的数量（P<0.001；图 4G）和黄色荧光点数量（P<0.001；图
4G），但减少了红色荧光点数量（P=0.035；图 4G）（红色荧光

点约占 LC3 总数的 17%）。然而，在 CQ 存在的情况下加入

PicrⅡ可逆转这种效应（P<0.001；图 4G）（约占LC3总数中红

色荧光点的 56%），并增加总荧光点数（P<0.001；图 4G）。此

外，课题组用 EBSS 干预细胞使其自噬通量增加后，荧光点

总数（P<0.001；图 4I~J）、红色荧光总数（P<0.001；图 4I~J）和

黄色点状细胞总数（P=0.005；图 4I~J）（约占LC3红点总数的

68%）均大幅增加，这种情况可以被 CQ抑制，表现为红色荧

光点数量减少（P=0.001；图 4I~J）（约占 LC3 红点总数的

21%）。然而，无论是否经过 CQ 干预的 N2A-APP 细胞，Picr
Ⅱ均会增加未经EBSS处理（P<0.001；图 4G~H）和经EBSS处

理（P=0.037；图 4I~J）后的红色荧光点数量（分别约占LC3总

点数的 57%和 68%）。这些结果表明，PicrⅡ有可能抵消CQ
对自噬的抑制作用（图4I~J）。

                     注：a，与CTR组比较，P<0.05；b：与CTR组比较，P<0.01；c：与CTR组比较，P<0.001
图 2　PicrⅡ通过自噬溶酶体途径抑制 APP 的加工（x±s）
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2.5　PicrⅡ可改善Aβ模型小鼠的认知障碍

通过腹腔注射给予小鼠 PicrⅡ 2 周后，进行小鼠 Morris
水迷宫实验，以评估PicrⅡ对海马依赖的空间学习和记忆的

影响。本研究结果表明，与WT+PBS组相比，Aβ处理组小鼠

的学习能力明显受损，表现为逃逸潜伏期显著增加（P<
0.001；图 5A），而 PicrⅡ处理组小鼠的逃逸潜伏期显著减少

（P<0.001；图 5B）。然而，PicrⅡ对WT+PBS组的逃逸潜伏期

并没有影响（P=0.688；图 5B）。此外，在实验过程中，本研究

发现经Aβ处理的小鼠穿越平台的次数明显低于WT+PBS组

（P=0.009；图 5C），而与Aβ模型小鼠相比，PicrⅡ治疗后的小

鼠进入平台的次数更多（P<0.001；图 5D）。这些结果表明，

PicrⅡ可改善 Aβ 治疗小鼠下降的认知能力。此外，本研究

还评估了小鼠海马中自噬相关蛋白 P62 和 LC3Ⅱ的表达。

结果显示，PicrⅡ不影响 P62（P=0.294；图 5E）、LC3Ⅱ（P=
0.251；图 5F）和LC3Ⅰ（P=0.218；图 5G）的水平。然而，Aβ模

型的小鼠 P62 的表达明显高于 WT 组（P=0.003；图 5E），而

LC3Ⅱ的表达水平（P=0.046；图5F）和LC3Ⅰ（P=0.005；图5G）
明显减少。用 PicrⅡ处理后，P62（P=0.023；图 5E）的表达增

加，LC3Ⅱ（P<0.001；图 5F）和LC3Ⅰ（P<0.001；图 5G）显著增

加。因此，这些结果再次证实了之前的结论，即 PicrⅡ可改

善AD模型小鼠的自噬功能。

3　讨 论

目前的研究发现，PicrⅡ可通过自噬溶酶体途

径而非泛素-蛋白酶体途径抑制APP的加工并缓解

Aβ模型小鼠记忆力减退。此外，课题组还发现Picr
Ⅱ可通过增加自噬通量，促进自噬体与溶酶体的融

合从而提高自噬能力。

AD 进展的初始事件是 Aβ 的过度沉积，而 Aβ
是由 β -分泌酶和 γ -分泌酶依次裂解 APP 产生

的[28]。因此，本研究检测了 PicrⅡ对 APP 及其代谢

产物的影响，包括 APP、BACE1、PS1和 CTF，发现在

PicrⅡ干预后 APP 及其代谢产物均减少，表明 Picr
Ⅱ可以减少 APP 及其代谢产物的代谢。先前的研

究表明，APP可通过泛素-蛋白酶体系统和自噬-溶
酶体途径降解[29-30]。泛素-蛋白酶体系统是真核细

胞中降解折叠错误或异常修饰蛋白质的核心控制

系统[31-32]。然而，当本研究用 PicrⅡ和蛋白酶体抑

制剂 MG132 共处理 N2A-APP 细胞时，我们观察到

总泛素化水平没有明显变化，这表明泛素-蛋白酶

体系统可能并没有参与 PicrⅡ抑制代谢 APP 的过

程。最近，PicrⅡ在糖氧剥夺条件下的 SH-SY5Y细

胞中通过增加 LC3 进而增强自噬功能[33]，而 P62 蛋

白水平降低的同时，LC3的水平的升高代表着自噬

水平的增强，这与本研究结果相似。此外，本研究

结果表明，PicrⅡ处理不仅会增加 LC3Ⅱ的表达，还

会降低 P62的表达，从而导致 APP及其裂解产物的

降解，从而改善Aβ模型小鼠的学习认知能力和记忆

                                             注：a，与CTR组比较，P<0.05；b：与CTR组比较，P<0.01；c：与CTR组比较，P<0.001
图 3　PicrⅡ对 N2A-APP 细胞自噬的影响（x±s）
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功能。值得注意的是，LC3Ⅱ和LC3Ⅰ的比率通常被

用作自噬活性的指标。因此，LC3Ⅱ与 LC3Ⅰ比值

的增加通常被解释为自噬活性的增加。然而，LC3
抗体检测的抗原表位位于 LC3 的 N 端，因此对 LC3
Ⅱ的亲和力较高。同时，LC3Ⅱ是由 LC3Ⅰ与磷脂

酰乙醇胺（PE）脂化形成的，这是自噬体形成的一个

重要过程。因此，与简单比较LC3Ⅱ和LC3 I或仅比

较 LC3Ⅰ相比，LC3Ⅱ可提供有关自噬活性程度的

更准确信息[34-35]。在本研究中，证明了 PicrⅡ能够

增加 LC3Ⅱ的表达，这表明它能增强自噬。另外，

PicrⅡ处理或 CQ 干预后，LC3Ⅱ的表达的增加可能

与不同的作用机制有关。CQ可抑制自噬体与溶酶

体的融合，从而阻碍自噬的最后阶段，导致降解产

物在自噬体内积累，进而导致LC3Ⅱ水平的增加[36]。

而PicrⅡ可促进LC3的转录或加速自噬体与溶酶体

的融合，从而增强自噬作用，导致自噬作用增强而

非抑制，进而提高 LC3Ⅱ的水平。此外，PicrⅡ可能

会通过 CQ 阻断的溶酶体途径，从而在一定程度上

消除 CQ 对自噬的抑制作用。是因为 CQ 正是通过

阻断自噬体与溶酶体的融合（这是自噬降解的关键

步骤）来阻碍自噬的，因此很难绕过这一机制[37]。因

此，PicrⅡ有可能减轻 CQ 对自噬的抑制作用，导致

自噬通量增加和LC3Ⅱ水平下降。

除了 LC3Ⅱ的增加外，使用 PicrⅡ干预 N2A-

                              注：a，P<0.05；b：P<0.01；c：P<0.001
图 4　PicrⅡ对 CQ 处理的 N2A-APP 细胞的影响（x±s）
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APP后还观察到LC3Ⅰ的增加。这种增加可能是由

于抑制了自噬-溶酶体融合或溶酶体降解的下降，

与 CQ或 BafA1的作用类似。尽管如此，PicrⅡ处理

后 P62 的减少以及 LC3-mCherry-GFP 检测中红色

和黄色点的增加表明，PicrⅡ是增强自噬功能，而不

是抑制自噬功能。LC3Ⅰ增加的一个可能的解释

是，LC3本身的转录量很高，而LC3的转化却得到了

促进。这种现象并不罕见，因为 EBSS 诱导的饥饿

会增加溶酶体和自噬相关基因（包括 LC3Ⅰ和 LC3
Ⅱ）的表达，从而增强自噬功能[38]。然而，要确定

PicrⅡ处理后 LC3Ⅰ增加的潜在机制还需要进一步

研究。

CQ和BafA1是广泛被使用的抑制自噬的药物，

但它们通过不同的机制发挥作用[39]。CQ 最初被认

为是通过破坏液泡H+ATP酶来提高溶酶体 pH值并

阻止自噬体-溶酶体融合。然而，最近的研究发现，

CQ 是通过损害自噬体-溶酶体融合而不是降低溶

酶体酸度来抑制自噬通量的[40]。相比之下，BafA1
是一种更有效的自噬抑制剂，它不仅能降低溶酶体

酸度，还能破坏自噬体与赖氨酸体的融合。本研究

结果表明，PicrⅡ能逆转 CQ 的功能，但不能逆转

BafA1 的功能。此外，mCherry-GFP-LC3 自噬通量

分析结果表明，PicrⅡ可增强自噬体-溶酶体融合，

而不影响溶酶体酸度，这一点可以改善 CQ 诱导的

红色点的减少得到证明。然而，要全面阐明 PicrⅡ

与CQ之间相互作用的机制也需要进一步的研究。

总之，本研究结果表明，PicrⅡ有可能通过促进

自噬体-溶酶体融合和提高自噬通量来增强自噬，

从而促进 Aβ 的清除和 Aβ 引起的认知障碍。基于

这些结果，PicrⅡ可作为一种潜在的AD治疗药物。
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