
 

 

 

 

 

 

 

 

NLRP3 炎症体介导的小胶质细胞炎症反应在 
锰神经毒性中的作用 

 

 

王迪雅 
 

 

培  养  类  别 全日制 

学 位 类 型 学术学位 

一级学科(专业类) 公共卫生与预防医学 

二级学科(专业) 劳动卫生与环境卫生学 

研 究 方 向 环境神经毒理 

指 导 教 师 骆文静 教授 

培 养 单 位 军事预防医学院 
 

 

 

二 O 一六年五月 
 

分类号  

U D C  

密 级  
 



第四军医大学博士学位论文 

 

 

 



第四军医大学博士学位论文 

 

目    录 
 

缩略语表 ······························································································ 1 

中文摘要 ······························································································ 3 

英文摘要 ······························································································ 8 

前    言 ····························································································· 14 

文献回顾 ····························································································· 17 

一、锰污染及其危害 ········································································· 17 

二、小胶质细胞活化与神经元的相互关系 ·············································· 23 

三、小胶质细胞活化释放炎性因子的分子机制 ········································ 25 

四、炎症体在小胶质细胞释放炎性因子中的关键作用及其调控的分子信号通路 ··· 31 

五、自噬生理作用及调控机制 ····························································· 38 

六、锰暴露促进小胶质细胞活化的可能机制及其生物学作用 ······················ 48 

正   文 ······························································································ 51 

实验一  锰暴露对小胶质细胞炎性因子释放及小鼠学习记忆的影响 ················ 51 

1 材料 ··························································································· 52 

2 方法 ··························································································· 56 

3 结果 ··························································································· 71 

3.1 锰暴露动物模型的建立及其对小鼠学习记忆能力的影响 ···················· 71 

3.2 锰暴露对小胶质细胞活化以及炎性因子释放的影响 ·························· 75 

4 讨论 ··························································································· 83 

实验二  炎症体 NLRP3 的增多在锰诱导炎性因子释放中的作用 ···················· 86 

1 材料 ··························································································· 87 

2 方法 ··························································································· 90 

3. 结果 ·························································································· 95 

3.1 锰暴露对 NLRP3 炎症体及相关分子表达的影响 ······························ 95 



第四军医大学博士学位论文 

3.2 干涉 NLRP3 表达对锰诱导的炎性因子释放的改变 ··························· 99 

3.3 运用 qRT-PCR 方法检测干涉 NLRP3 后炎性因子在 mRNA 水平的变化 ·· 103 

4 讨论 ························································································· 103 

实验三  锰诱导的自噬溶酶体功能紊乱对 NLRP3 炎症体的影响 ·················· 106 

1 材料 ························································································· 106 

2 方法 ························································································· 108 

3 结果 ························································································· 109 

3.1 锰作用后自噬溶酶体功能发生紊乱 ············································· 109 

3.2 干涉自噬反应对 NLRP3 表达的抑制作用 ····································· 112 

4 讨论 ························································································· 121 

小    结 ··························································································· 125 

参考文献 ··························································································· 126 

个人简历和研究成果 ············································································ 137 

致    谢 ··························································································· 139 

 

 



第四军医大学博士学位论文 

-1- 

 

缩略语表 
 

缩略词 英文全称 中文全称 

AD Alzheimer’s disease 阿尔兹海默症 

AMPK AMP-activated protein kinase 腺苷酸活化蛋白激酶 

APP Amyloid peptides’s Precursor Protein  淀粉样肽前体蛋白 

ATG Autophagy-related 自噬相关蛋白 

ATP Adenosine Triphosphate 三磷酸腺苷 

Aβ β-amyloid peptides β -淀粉样蛋白 

BBB Blood-Brain Barrier 血脑屏障 

BDNF Brainderived neurotrophic factor  神经营养因子 

cAMP Cyclic Adenosine Monophosphate 细胞外环腺苷酸 

Caspase-1 Systeinyl aspartate-specific protease 半胱氨酸蛋白酶 

CNS Central Nervous System 中枢神经系统 

CTLs   C-Type Lectins C 型外源性凝集素 

DA Dopamine 多巴胺 

DAMPs Danger Associated Molecular Patterns 危险相关分子模式 

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 

EGF Epidermal Growth Factor 表皮生长因子 

GABA γ-aminobutyric acid γ－氨基酸 

GABARAP γ-aminobutyric-acid-type-A 

receptor-associated protein 

γ-氨基丁酸 A 型受体相关蛋

白 

GWAS Genomewide association study 全基因组关联研究 

HD Huntington’s disease 亨廷顿氏综合症 

HO-1 Heme-Oxygenase-1 血红素加氧酶 

IGF-1 Insulin-like Growth Factor 1 胰岛素生长因子 

IL-1RA IL-1 receptor antagonist IL-1 受体拮抗剂 

IL-1β Interleukin-1 beta 白介素-1β 



第四军医大学博士学位论文 

-2- 

缩略词 英文全称 中文全称 

LC3B Light Chain 3 Beta 微管相关蛋白 1 轻链 3β 

LPS Lipopolysaccharide 脂多糖 

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase 细胞分裂素活化蛋白激酶 

M-CSF Macrophage-Colony Stimulating Factor 巨噬细胞集落刺激因子 

Mn Manganese 锰 

MSU Monosodium urate 尿酸单钠 

mTORC1 mammalian Target Of Rapamycin 

Complex 1 

雷帕霉素复合体 1 

NLRP3 NLRs,Pyrin domain containing 3 NLRP3 炎症体 

NLRs NOD-Like Receptors NOD 样受体 

NOS2 Nitric Oxide Synthase 一氧化氮合酶 

PAMPs Pathogen-Associated Molecular Patterns 病源相关分子模式 

PD  Parkinson's Disease 帕金森病 

PGE2 Prostaglandin E2 前列腺素 E2 

PI3P Phosphatidylinositol 3-Phosphate 磷脂酰肌醇 3-磷酸盐 

PPAR Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor 

过氧物酶体增生物活化受体

PrP Prion Protein 朊病毒蛋白 

PRRs Pattern-Recognition Receptors 模式识别受体 

RAGE Receptors Advanced Glycation End 

products 

补体受体晚期糖化终产物 

ROS Reactive Oxygen Species 活性氧族 

TGF β Transforming Growth Factor 转化生长因子 β 

TLRs Toll-like receptors Toll 样受体 

TNF-α Tumor necrosis factor-alpha 肿瘤坏死因子-α 

WD Wilson’s disease 威尔氏综合症 

α-syn α-synuclein α共核蛋白 
 



第四军医大学博士学位论文 

-3- 

 

 

NLRP3 炎症体介导的小胶质细胞炎症反应在 

锰神经毒性中的作用 
 

博士研究生：王迪雅 

导      师：骆文静  教  授

辅 导 教 师：张建彬  博  士
 

第四军医大学军事预防医学院 劳动与环境卫生学教研室，西安 710032 

资助基金项目：国家自然科学基金重点项目（81230063） 
 

 

中文摘要 

背景 

锰在自然界中广泛分布，是人体所必须的微量元素。在人体的一些生理反应中

均需要锰的参与，包括：免疫反应，ATP 的生成，骨骼的生长，消化等。此外，锰

还可以作为机体许多酶的辅助因子，以保障其发挥正常的生理作用。然而，当机体

摄入过多的锰则会引起锰中毒的发生，其临床表现主要为类似帕金森氏病病症。研

究表明，中枢神经系统是锰作用人体的主要靶器官，黑质纹状体通路更是锰损伤神

经系统的关键核团。也正因为如此，国内外广大的学者们也都聚焦于此，总结证实

了一系列关于锰能够引起黑质纹状体内多巴胺能神经元功能减弱的经典理论。我们

教研室也长期一直致力于研究锰对运动行为能力的影响及其具体机制。然而，随着

人们对锰神经毒性的进一步关注，锰对海马脑区调控的空间记忆能力损伤也渐渐被

人们所证实。大量的研究结果证实锰在大脑中的蓄积所造成的神经毒性作用与阿尔

兹海默症（Alzheimer’s disease，AD）、帕金森症（Parkinson's disease，PD）、威尔森

氏症（Wilson’s disease，WD）等多种神经退行性疾病都有着密切的关系。 

在中枢神经系统中，小胶质细胞是免疫反应的关键细胞，主要来源于脑膜，脉

络丛以及血管周围。其与巨噬细胞的功能相似，能通过一系列的模式识别受体体

（Pattern-Recognition Receptors, PRR）实时监测中枢神经系统的内环境。当组织受损
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或有害物质入侵的情况下，小胶质细胞发生活化反应，一方面其发挥吞噬作用，清

除有害物质；另一方面其能释放大量促炎症因子，诱导外周固有免疫细胞（例如，

巨噬细胞、中性粒细胞）以及适应性免疫细胞(例如，T 细胞和 B 细胞)迁移至受损或

入侵部位，发挥免疫防御的作用。因此，小胶质细胞的活化以及炎性因子的释放在

中枢神经系统的免疫应答防御反应中发挥了至关重要的作用。小胶质细胞的活化后

能够快速诱导出多种促炎性细胞因子，其中包括白介素-1β（Interleukin-1 beta ，

IL-1β）、肿瘤坏死因子-α（Tumor Necrosis Factor-alpha ，TNF-α）和 IL-18 等。本课

题组在以往对锰诱导黑质致密部多巴胺能神经元毒性损伤的研究中发现，锰暴露能

够诱导中枢神经系统中的小胶质细胞发生活化，其活化后释放的炎性因子可能是锰

暴露导致神经元损伤的关键因素。为锰的神经毒性机制的阐明以及锰中毒的防护提

供了重要的线索。 

小胶质细胞活化后所释放炎性因子的成熟及释放是近年来研究的热点问题之

一。在正常的生理状态下，促炎症因子一般处于静息状态。以促炎症因子 IL-1β为例，

它常以非活性状态存在【36KDa，又称为 IL-1β 前体（pro-IL-1β）】与细胞质中，而

在受到刺激的情况下，IL-1β 发生活化，裂解为活性形式（17KDa，又称为成熟的

IL-1β）。炎症体是近年来炎性疾病研究领域关注的重点，在炎性因子的成熟、释放过

程中发挥着重要作用。研究表明，处于静息状态的 pro-IL-1β通过加工、裂解最终变

成成熟的 IL-1β 需要一系列相关分子的介导和调控。NLRP3/caspase-1 炎症体目前被

认为是调控 IL-1β、IL-18 等炎性因子成熟释放的重要分子平台。NLRP3 炎症复合体

隶属于 NLRs 家族，由 NLRP3 支架，ASC（PYCARD）接头蛋白以及活化剪切的

caspase-1 三部分组成。NLRP3 受体具有广泛的识别性，参与并介导了多种疾病引起

的固有免疫反应，与多种神经性疾病（包括感染，急性无菌性的脑损伤，慢性神经

退行性疾病）的病理发生关系密切。在急性感染引起的神经性疾病中，多种 PAMPs

（包括病毒：日本脑炎病毒、西尼罗河病毒等，细菌：肺炎链球菌、金黄色葡萄球

菌等）能激活中枢神经系统中小胶质细胞的 NLRP3 炎症复合体。而在慢性非感染性

引起的神经炎症中，小胶质细胞和巨噬细胞内的 NLRP3 炎症复合体能被多种病理性

的蛋白质【包括 β淀粉样蛋白（Amyloid-beta，Aβ），α-共核蛋白（α-synuclein，α-syn）

朊病毒蛋白】所激活。活化的 NLRP3 首先发生寡聚化，然后募集接头蛋白 ASC，通

多 CARD 结构域与 PYD 结构域相互作用，进一步激活 caspase-1。caspase-1 在静息
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状态下为前体 caspase-1（45KDa, 又称为 pro-caspase-1），发生活性反应后即裂解为

两种具有酶活性的四聚体复合物，caspase-1 p10 和 caspase-1 p20（分别为 20KDa 和

10KDa 又称为 casp-1 p20 和 casp-1 p10），具有功能的 caspase-1 进一步加工 pro-IL-1β

为成熟的 IL-1β，并释放于细胞外发挥作用。 

调控 NLRP3/caspase-1 炎症体活化成熟的因素很多，细胞内 ROS 的增多、K+浓

度改变、细胞内 ATP 水平降低以及自噬的抑制等均能够影响 NLRP3/caspase-1 炎症

体的活化。其中自噬与炎症体之间的关系被人们广泛关注和研究。自噬是细胞维持

内环境稳定重要的生理过程。自噬的发生对细胞的存活发挥着至关重要的作用。当

细胞内营养匮乏时就会诱导细胞自噬的发生，除此之外其它原因，包括变性或聚积

的蛋白、细胞器的损伤、ROS、缺氧以及应激等亦能够引起自噬发生的增高。自噬

的形成过程包括自噬的启动、延伸、与溶酶体的融合和降解几个重要阶段。自噬的

相关基因参与和调控着自噬各个阶段的形成过程。当自噬形成的某一过程受到抑制

时则会导致自噬功能处于紊乱状态。研究表明，许多神经系统疾病的发生都与自噬

功能的异常相关，PD、AD、HD 等均发现体内自噬降解过程异常。自噬与

NLRP3/caspase-1 炎症体之间的关系较为复杂，一方面当 NLRP3/caspase-1 炎症体处

于激活状态时，则会促进自噬的发生；另一方面，自噬的过度活化则能够抑制

NLRP3/caspase-1 炎症体的活化。许多研究表明 ，自噬的抑制能够活化

NLRP3/caspase-1 炎症体，促进 pro-IL-1β（36kDa）向成熟 IL-1β 的转变。虽然自噬

能够调控 NLRP3/caspase-1 炎症体的活化，但其具体机制至今尚未阐明，这也成为当

今该领域研究的热点和难点。 

目的 

研究锰暴露所诱导的小胶质细胞活化及其释放的炎性因子在锰介导的学习记忆

损伤中的重要作用；揭示 NLRP3/caspase-1 炎症体活化是锰作用小胶质细胞活化后释

放炎性因子 IL-1β 和 IL-18 的关键环节；阐明锰暴露导致的自噬溶酶体功能紊乱与

NLRP3/caspase-1 炎症体活化之间的紧密关系；并进一步研究锰暴露所诱导的自噬功

能紊乱调控 NLRP3/caspase-1 炎症体活化的具体分子机制，最终为锰的神经毒性的防

护和治疗提供关键靶点和理论依据。 
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方法 

1．通过皮下注射氯化锰的方法，构建亚急性锰暴露的小鼠体内模型，采用原子

荧光光谱法检测小鼠血锰和脑锰的浓度，运用恐惧条件箱以及电生理实验评估小鼠

锰暴露后学习和记忆能力的改变； 

2．通过免疫荧光化学法检测锰暴露后 NLRP3 炎症体在小鼠海马区以及 BV2 小

胶质细胞（之后简称为 BV2）中的表达改变。Western blot 检测 NLRP3/caspase-1 炎

症体相关蛋白 NLRP3、cleaved caspase-1，炎性因子 IL-1β的表达改变； 

3．通过 ELISA 检测锰暴露后炎性因子 IL-1β、IL-18 和 TNF-α的改变，以及 RT-PCR

检测 NLRP 3 和炎性因子 IL-1β、IL-18mRNA 水平的改变。 

4．通过免疫荧光化学法检测自噬相关蛋白 LC3 的表达影响，Western blot 检测

自噬相关蛋白 Beclin 1、Atg5、LC3、p62、组织蛋白酶 B（cathepsin B）蛋白的变化。

透射电镜观察 BV2 自噬亚细胞结构的改变；，  

5．分别运用 Atg5 siRNA、Baf A1 以及 NH4Cl 处理 BV2，Western blot 检测锰暴

露后 NLRP3 炎症体相关蛋白 NLRP3、cleaved caspase-1，炎性因子 IL-1β的表达改变，

ELISA 检测锰暴露后炎性因子 IL-1β、IL-18 的改变。 

结果 

    1．皮下注射氯化锰 7 天后，小鼠的血锰和脑锰与对照组（注射氯化钠组）相比

明显升高，恐惧条件箱检测以及 LTP 实验发现锰暴露后能够引起小鼠学习记忆能力

下降； 

    2．海马脑片以及 BV2 免疫荧光化学染色表明，锰暴露能够引起 NLRP3 炎症体

的表达增多。Western blot 实验也证实，无论是体内实验或是体外实验锰暴露均能够

引起 NLRP3 炎症体相关蛋白 NLRP3、cleaved caspase-1 的增加； 

3．ELISA 实验检测发现锰暴露能够诱导炎性因子 IL-1β、IL-18 表达增加，并且

在 mRNA 水平检测上也得以证实； 

4．免疫细胞化学荧光染色结果提示，锰暴露可导致 BV2 内 LC3 标记的自噬体

大量聚集。Western blot 检测结果也证明锰暴露组与对照组相比，自噬体相关蛋白

Beclin 1、Atg5、LC3II 显著增加。在此基础上，p62 蛋白表达升高提示锰暴露能够引

起自噬溶酶体降解功能出现障碍。组织蛋白酶 B 的表达增加以及电镜检测所发现的
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溶酶体形态异常提示锰暴露能够引起 BV2 溶酶体功能异常。 

5．Atg5 siRNA 和 Baf A1 分别抑制自噬体的启动、延伸和与溶酶体的融合后，

并不能抑制锰暴露所诱导的 NLRP3/caspase-1 炎症体的活化以及炎性因子 IL-1β、

IL-18 的释放。NH4Cl 作用 BV2 后，Western blot 检测发现其能够降低组织蛋白酶 B

的表达，抑制锰暴露所诱导的 NLRP3/caspase-1 炎症体的活化以及炎性因子 IL-1β、

IL-18 的释放。 

结论 

锰作为一种神经毒性较强的金属，在神经系统内若大量的蓄积，不但能够影响

黑质纹状体通路调节的运动行为能力，而且还能够影响海马脑区所调控的学习和记

忆能力。锰暴露对学习记忆能力的影响可能与其所诱导的小胶质细胞活化后释放的

促炎性因子（IL-1β 和 IL-18 等）有关。并且锰暴露激活的 NLRP3/caspase-1 炎症体

通路是其介导促炎性因子释放的关键因素。自噬溶酶体功能紊乱参与了锰暴露诱导

的 NLRP3/caspase-1 炎症体活化，其中自噬体的启动、延伸以及与溶酶体的融合几个

阶段的异常并不是自噬溶酶体功能紊乱调控 NLRP3/caspase-1 炎症体活化的重要环

节，锰暴露后所导致的溶酶体功能异常以及 cathepsin B 的大量释放是引起

NLRP3/caspase-1 炎症体活化的关键因素。 

 

 

关键词：锰；神经毒性；小胶质细胞；炎性因子；NLRP3 炎症体；自噬 
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Abstract 
 

Background 

Manganese(Mn) is an essential trace element that is distributed in the earth crust. It 

not only plays a key role in numerous biochemical reactions, including immune response, 

ATP generation, bone growth, digestion and reproduction, but also serves as a cofactor for 

various enzymes. In the past two decade, there has been a growing interest in 

understanding the neurotoxic effect of Mn and their influence on various 

neurodegenerative diseases, including manganism, Wilson’s disease (WD), Parkinson's 

disease (PD), and Alzheimer’s disease (AD). Due to the susceptibility of the brain 

(especially for the striatum and substantia nigra) to an excess Mn, accumulation of this 

from either environment or occupational sources leads to a neuron-degenerative disorder 

referred to as manganism. Patients with manganism present with cognitive and motor 

dysfunction, which are similar to PD. Additionally, Mn overload in brain may be involved 

in the etiology of AD, since patients with elevated Mn levels exhibit dementia and typical 
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pathological signs of AD characterized by neuritic plaques and neurofibrillary tangles. 

In the central nerve system (CNS), microglia are the chief innate immune cells which 

are mainly located in in the meninges, choroid plexus and perivascular space. These cells 

constantly survey the proximal environment through the pattern-recognition receptors 

(PRRs) that they express (for example, Toll-like receptors and NOD-like receptors 

(NLRs)). When these cells sense tissue injury or a foreign (infectious) agent, a network of 

activation pathways is induced in microglia, resulting in an altered microglial morphology, 

intense respiratory metabolism and the expression and release of immune molecules. This 

response promotes the recruitment of peripheral innate immune cells (macrophages and 

neutrophils) and adaptive immune cells (T cells and B cells) to the site of CNS injury as 

well as further activation of nearby glial cells. However, overactivated microglia can 

induce significant and highly detrimental neurotoxic effects by the excess production of a 

large number of pro-inflammatory cytokines, such as IL-1β, IL-18 and TNF-α. 

Mn has been shown to induce microglial activation, releasing pro-inflammatory 

cytokines, such as IL-1β. However, the mechanism of Mn-induced microglial activation 

involved in the innate immune response remains unclear. IL-1β is synthesized as an 

inactive cytoplasmic precursor (36KDa, called pro-IL-1β), which is cleaved into the 

biological active form (17KDa, called mature IL-1β) in response to pro-inflammatory 

stimuli. The maturation and release of IL-1β requires cysteine proteases. The 

inflammasome of NLRP3/caspase-1 platform represents a primary pathway, which can 

regulate the maturation of IL-1β. Belonging to the NLRs family, NLRP3 has emerges as 

the most versatile innate immune receptor because of its broad specificity. The NLRP3 

inflammasome, which is comprised by the NLRP3 scaffold, the ASC (PYCARD) adaptor 

and caspase-1, has been demonstrated to involve in a range of neurological diseases 

including infection, acute sterile brain and chronic neurodegenerative disease. In acute 

infections, most of PAMPs like virus (such as Japanese encephalitis virus and West Nile 

virus) and bacteria (such as S.pneumoniae and S.aureu s) can activate the NLRP3 

inflammasome in microglia and macrophages within CNS. While in the case of chronic 
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sterile inflammation, the NLRP3 inflammasome activation in microglia and macrophages 

within CNS can be induced by misfolded protein, such as Aβ, α-synuclein and prion 

protein (PrP). The active NLRP3 can oligomerize and recruit the adaptor protein ASC 

(apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain [CARD]) 

by using pyrin-domain interaction. Subsequently, caspase-1, which is synthesized as a 

45kDa pro-caspase-1(P45), is recruited by ASC through CARD-CARD interactions. Upon 

cleavage pro-caspase-1 generates two proteins of 10 and 20 kDa (p10 and p20) that form a 

heterotetrameric complex with enzymatic activity, thus processing and releasing 

pro-inflammatory cytokines IL-1β.  

It has been reported that multiple factors can lead to NLRP3/caspase-1 

inflammasome activation, mainly including extracellular ATP, reactive oxygen species 

(ROS), as well as the release of cathepsin B from lysosomal damage. Autophagy is a 

highly conserved homeostatic process by which cytoplasmic macromolecules, excess or 

damaged organelles, and some pathogens are delivered to lysosomes for degradation. 

Autophagy is identified as a pro-survival pathway. Activation of autophagy can occur in 

the event of stress due to starvation, depletion of growth factors, endoplasmic reticulum 

stress, oxidative stress and infection. The autophagy related genes regulate autophagy 

pathway. For example, the autophagy adapter protein p62 binds to ubiquitinated protein 

aggregates and the autophagosome marker protein LC3, targeting these protein aggregates 

for degradation in the autolysosome. It has been reported that autophagy dysfunction plays 

a vital role in a range of neurodegenerative diseases, including Parkinson’s disease (PD), 

Huntington’s disease (HD) and Alzheimer’s disease (AD). Recent reports reveal a 

complex interplay between NLRP3/caspase-1 inflammasome and autophagic pathways. 

Activation of NLRP3/caspase-1 inflammasome promotes the autophagy pathway. 

However, over-reaction of autophagy pathway prohibits the NLRP3/caspase-1 

inflammasome activation. Further research is required to clarify the complex reciprocal 

regulation of inflammasome and autophagic pathway in neurodegenerative diseases.  
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Aims 

1. Investigation on the role of Mn-induced microglial activation, thus releasing 

pro-inflammatory cytokines in the Mn mediated hippocampal-dependent impairment of 

learning and memory. 

2. Investigation on the mechanism of Mn-induced microglial activation involved in 

neuroinflammation via NLRP3/caspase-1 inflammasome. 

3. Investigation on the relationship between autophagy and NLRP3/caspase-1 

inflammasome activation in Mn-induced neurodegenerative diseases . 

4. Investigation on the molecular mechanism of autophagy dysfunction in regulating 

the activation of NLRP3/caspase-1 inflammasome. 

Methods 

1. A sub-acute Mn exposure in murine model was established by subcutaneously 

injected with manganese (Ⅱ) chloride tetrahydrate (MnCl2 4H2O) based on a published 

protocol. Mn levels in blood and brain tissue in various groups of mice were tested by 

atomic fluorescence spectrophotometer. Contextual fear conditioning and patch clamp 

were used to evaluate the learning and memory ability of mice. 

2. Immunofluorescence staining was carried out to investigate whether Mn induced 

the activation of NLRP3/caspase-1 inflammasome in hippocampal microglia. The protein 

expression of NLRP3, caspase-1 and IL-1β was analysed in response to Mn, LPS and 

NaCl by western blotting. 

3. The protein expression of IL-1β, IL-18 and TNF-α was analysed by ELISA. The 

gene expression of NLRP3, IL-1β and IL-18 was analysed by qPCR. 

4. Immunofluorescence staining was carried out to evaluate the protein expression of 

LC3. The protein expression of Beclin, Atg5, LC3, p62 and cathepsin B was analysed by 

western blotting. Morphological change of BV2 associated with autophagy were analyzed 

by Transmission electron microscopy (TEM). 

5. NLRP3 and Atg5 in BV2 were knocked-down by siRNA and two types of 

pharmacological inhibitors (including NH4Cl and Baf A1) were used, to evaluated the 
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protein expressions of NLRP3/caspase-1 inflammasome as well as the pro-inflammatory 

cytokine (including IL-1β and IL-18) in response to Mn by western blot and ELISA, 

respectively. 

Results 

1. Compared with NaCl-injected group, the concentration of Mn in blood and brain 

tissue was significantly increased after 7 days of Mn injection. The accumulation of Mn in 

the hippocampal region significantly reduced contextual fear conditioning, indicating that 

Mn selectively influences the learning and memory ability of mice. 

2. After 7 days of Mn-injection, the hippocampal region displayed strong and 

extensive staining for NLRP3 compared with the NaCl group in vivo study. After 6h Mn 

treatment, BV2 were positively stained for NLRP3 in the cytoplasm compared with the 

untreated cells in vitro study. Then further protein analysis by western blot demonstrated 

that the microglia can be activated by Mn both in vivo and in vitro, thus leading to the 

up-regulation of NLRP3/caspase-1 inflammasome. 

3. The release of pro-inflammatory cytokine (including IL-1β and IL-18) was 

increased both in gene and protein level in response to Mn demonstrated by qPCR and 

ELISA, respectively. 

4. After 6h Mn treatment, BV2 were positively stained for LC3 in the cytoplasm 

compared with the untreated cells in vitro study. And the protein expression of autophagy 

related genes (including Beclin 1, Atg5 and LC3II) was significantly increased. 

Additionally, the up-regulation of p62 and cathepsin B, as well as the increased number of 

dysfunctional swollen lysosomes containing high dense particulate materials and 

mitochondrial vacuolus as evident by TEM, indicated that Mn could induce lysosomal 

dysfunction in BV2. 

5. Blocking autophagy pathway by Atg5 siRNA and Baf A1 could not prohibit the 

activation of NLRP3/caspase-1 inflammasome pathway in BV2 in response to Mn 

induction. However, the release of cathepsin B could be down-regulated by NH4Cl in BV2, 

thus further prohibiting the activation of NLRP3/caspase-1 inflammasome, as well as the 

release of pro-inflammatory cytokine, including IL-1β and IL-18. 



第四军医大学博士学位论文 

-13- 

Conclusion 

Mn an essential, yet potentially neurotoxic metal can cross the blood-brain barrier 

(BBB) and blood-cerebrospinal fluid barrier (BCB) in a sub-acute Mn exposure of murine 

model. Excessive accumulation of Mn in the brain region of mice(especially in the 

striatum and substantia nigra) can lead to the cognitive and motor dysfunction. The 

microglia can be activated by Mn both in vivo and in vitro, thus leading to the activation of 

NLRP3/caspase-1 inflammasome pathway, releasing of IL-1β, involved in the innate 

immune response. Excessive accumulation of IL-1β in the hippocampus may cause neuron 

and oligodendrocyte dysfunction or death thus contributing to the impairment of learning 

and memory. Additionally, excessive Mn induction causes autolysosomes dysfunction in 

the microglia. The release of protease cathepsin B caused by lysosomal damage or leakage 

is recognized by the immune system, resulting in the activation of the NLRP3/caspase-1 

inflammasome pathway. Taken together, the data in this study about the neurotoxic effect 

of Mn in the brain region (especially in the striatum and substantia nigra), as well as the 

molecular mechanism of Mn-induced neuroinflammation via NLRP3/caspase-1 

inflammasome pathyway and Mn-induced autolysosomes dysfunction represent a step 

forward in providing a better understanding for further research in the role of Mn in the 

etiology of neurodegenerative disease. 

 

 

Key words：Manganese；Neurotoxicity；Microglia；Inflammatory factor； 

NLRP3 inflammasome；Autophagy 
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前    言 
 

锰在自然界中广泛分布，是人体所必须的微量元素。然而，当机体摄入过多的

锰则会引起锰中毒的发生，其临床表现主要为类似帕金森氏综合症症状。研究表明，

中枢神经系统是锰作用人体的主要靶器官，黑质纹状体通路更是锰损伤神经系统的

关键核团。但近几年锰暴露对学习记忆能力影响的屡见报道，学习记忆能力损伤作

为锰作用神经系统的新靶点及其具体分子机制急需我们解决。 

小胶质细胞是中枢神经系统内关键的免疫细胞，其主要来源于脑膜，脉络丛以

及血管周围。与巨噬细胞的功能相似，小胶质细胞能通过一系列的模式识别受体实

时监测中枢神经系统的内环境。当组织受损或有害物质入侵的情况下，小胶质细胞

发生活化反应，一方面其发挥吞噬作用，清除有害物质；另一方面其能释放大量促

炎症因子，诱导外周固有免疫细胞以及适应性免疫细胞迁移至受损或入侵部位，发

挥免疫防御作用。因此，小胶质细胞活化在中枢神经系统的免疫应答防御反应中发

挥了至关重要的作用。小胶质细胞活化后能快速诱导出多种促炎性细胞因子，包括

IL-1β、TNF-α 和 IL-18 等。炎性因子释放被认为是损伤神经元的重要因素。本课题

组在以往对锰诱导黑质致密部多巴胺能神经元毒性损伤的研究中发现，锰暴露能够

诱导中枢神经系统中的小胶质细胞发生活化，其活化后释放的炎性因子可能是锰暴

露导致神经元损伤的关键分子。为锰神经毒性机制的阐明以及锰中毒的防护提供了

重要的线索。 

小胶质细胞活化后所释放炎性因子的成熟及释放是近年来研究的热点问题之

一。在正常的生理状态下，促炎性因子一般处于静息状态。而在受到刺激的情况下，

IL-1β发生活化。炎症体是近年来炎性疾病研究领域关注的重点之一，在炎性因子的

成熟、释放过程中发挥着重要作用。研究表明，处于静息状态的 pro-IL-1β通过加工、

裂解最终变为成熟的 IL-1β 需要一系列相关分子的介导和调控。NLRP3/caspase-1 炎

症体目前被认为是调控 IL-1β、IL-18 等炎性因子成熟释放的重要分子平台。NLRP3

炎症复合体隶属于 NLRs 家族，由 NLRP3 支架，ASC（PYCARD）接头蛋白以及活
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化剪切的 caspase-1 三部分组成。NLRP3 受体具有广泛识别性，参与并介导了多种疾

病引起的固有免疫反应，与多种神经性疾病的发病机制关系密切。NLRP3 活化首先

发生寡聚化，然后募集接头蛋白 ASC，通多 CARD 结构域与 PYD 结构域相互作用，

进一步激活 caspase-1。Caspase-1 在静息状态下为前体 caspase-1（45KDa, 又称为

pro-caspase-1），发生活性反应后即裂解为两种具有酶活性的四聚体复合物，caspase-1 

p10 和 caspase-1 p20（分别为 20KDa 和 10K Da 又称为 casp-1 p20 和 casp-1 p10），具

有功能的 caspase-1 进一步加工 pro-IL-1β为成熟的 IL-1β，并释放于细胞外发挥作用。

在锰暴露过程中小胶质活化及其释放的炎性因子参与了锰诱导的神经元损伤，可以

说小胶质细胞炎性因子的释放是锰损伤神经元最为重要的原因之一。因此，探讨锰

暴露如何诱导小胶质细胞活化以及炎性因子释放的分子机制将会为锰神经毒性的防

治提供重要的线索。 

调控 NLRP3/caspase-1 炎症体活化成熟的因素很多，细胞内 ROS 的增多、K+浓

度改变、外源性 ATP 的刺激以及自噬的抑制等均能影响 NLRP3/caspase-1 炎症体的

活化。其中，自噬与炎症体之间的关系被人们广泛关注和研究。自噬是细胞维持内

环境稳定的重要生理过程。自噬的发生对细胞的存活发挥着至关重要作用。当细胞

内营养匮乏时会诱导细胞自噬的发生，除此之外其它原因，包括变性或聚积的蛋白、

细胞器的损伤、ROS、缺氧以及应激等亦能引起自噬反应的升高。自噬的形成过程

包括自噬的启动、延伸、与溶酶体的融合和降解四个重要阶段。自噬的相关基因参

与并调控着自噬各个阶段的形成过程。当自噬形成的某一过程受到抑制时会导致自

噬功能处于紊乱状态。研究表明，许多神经系统疾病的发生都与自噬功能的异常相

关，PD、AD、WD 等均发现体内自噬降解过程异常。 

自噬与NLRP3/caspase-1炎症体之间的关系较为复杂，一方面当NLRP3/caspase-1

炎症体处于激活状态时，则会促进自噬的发生；另一方面，自噬的过度活化则能抑

制 NLRP3/caspase-1 炎症体的活化。许多研究表明，自噬的抑制能够活化

NLRP3/caspase-1 炎症体，促进 pro-IL-1β 向成熟的 IL-1β 转变。虽然自噬能调控

NLRP3/caspase-1 炎症体的活化，但其具体机制至今尚未阐明，这也成为当今该领域

研究的热点和难点。我们团队在前期研究中发现，锰暴露能显著抑制黑质致密部多

巴胺能神经元内自噬水平。提示锰暴露与自噬关系紧密，因此本研究进一步探索锰
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暴露所介导的 NLRP3/caspase-1 炎症体活化与自噬过程之间的相互作用关系。 

综合以上的阐述，我们不禁会产生这样的疑问，是否锰暴露所诱导的小胶质细

胞活化以及炎性因子的释放是依赖于 NLRP3/caspase-1 炎症体的活化；是否在锰暴露

能够影响海马脑区小胶质细胞自噬的水平；是否锰诱导自噬功能的紊乱是介导

NLRP3 炎症体的活化的关键因素？如果自噬功能异常是调控 NLRP3/caspase-1 炎症

体活化的，那么其具体的分子机制是什么？以上种种的问题正是我们本课题研究的

主要思路，也是我们亟待解决的关键科学问题。以上的问题如果能够解决将对锰神

经毒性的研究拓宽思路，为锰神经毒性的防治提供重要的理论依据。 
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文献回顾 

一、锰污染及其危害 

1．锰污染的流行病学特征 

1.1 锰的存在形式以及对机体生理活动的重要作用 

锰是一种非常重要的金属离子，也是一种无处不在的微量元素，是机体正常生

长发育，以及维持细胞内稳态过程中是必需的[1]。锰有多种化学形式的存在，其中

包括氧化态、盐以及螯合物等主要形式。氧化态包括 Mn2+、Mn3+、Mn4+、Mn6+、

Mn7 +等离子的存在形式，盐包括硫酸、葡萄糖酸等，螯合物则包括天冬氨酸、盐湖

所酸酯、琥珀酸等。在环境中锰多以无机化合物的形式存在。无机锰用于钢铁的生

产、干电池组的制造，也用于生产高锰酸钾、制造玻璃、纺织品漂白以及火柴和烟

花的制造，锰的氧化剂则作为在焊接过程中焊条涂料。锰的有机化合物则作为燃油

添加剂甲基环戊二烯羰基锰（MMT），杀真菌剂（例如农药代森锰、代森锰锌），

同时有机锰也用作磁共振成像过程中的造影剂[2]。 

锰是机体内所必须的元素之一，参与着机体多项生命活动，回顾文献我们不难

发现，锰的主要功能包括：1 锰参与了骨骼形成的过程中，并且在脂肪以及碳水化合

物的代谢过程中，在血糖的调节以及钙吸收等正常生理活动过程中都具有十分重要

的作用；2 在人类以及动物体内，锰可以作为多种神经元以及胶质细胞完成正常活动

所需的酶的辅助因子，这些酶参与了神经递质传递以及新陈代谢过程[3]；3 不仅如

此，大量的体外实验证明锰参与了星形胶质细胞的形成过程[4]，这也充分体现了锰

的重要性和必要性。锰的缺乏虽然不常见，但缺锰可以导致先天缺陷、生育功能障

碍、骨骼畸形、虚弱无力、对癫痫等神经系统疾病的易感性等多种生理功能障碍[5, 6]。 

1.2 锰中毒的发生 

大量研究表明，尽管锰在机体多种代谢过程中发挥重要作用，但过量锰暴露会

引起精神状态和认知反应异常，并导致运动能力失常，而这些都被认为是锰中毒症

状[7]。 
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慢性吸入含有高锰浓度（>5mg/m3）的空气、饮用含有高浓度锰的水、肠外营养、

慢性肝坏死都会引起锰的神经毒性[8, 9]。过量锰暴露会使锰蓄积在大脑，引发基底

神经节系统功能障碍，出现厌食、冷漠、肌肉和关节疼痛等类似帕金森综合症

（Parkinson's Disease，PD）症状，造成神经功能紊乱[10, 11]。 

James Couper 在 1837 年最早对这一现象进行了描述：他发现五个在锰矿石粉碎

机上工作的工人出现了肌肉无力、姿势弯曲、低声细语、肢体震颤、以及流涎等症

状。此后在 1941 年出现了第一例水中锰污染的环境案例。随后, 陆续在矿工、冶炼

厂、焊工和干电池工人中出现了多例有关锰中毒病例的报道。锰中毒的神经毒性症

状具有迟发性，一般在锰暴露 1-2 年后才出现，且进展缓慢。锰中毒早期，病人会出

现情绪化、狂躁、强迫或暴力行为、出现幻觉、睡眠和饮食障碍以及性功能障碍等

精神症状，只有少数病人会出现行为运动方面异常。之后病人会出现运动功能障碍，

如运动迟缓僵化、静止性震颤、姿势失稳、面具脸以及语言障碍[12]。随后，病人会

陆续出现语音障碍及书写障碍，同时也会出现肢体的肌张力障碍，部分患者会出现

趾尖支撑身体、肘部弯曲、脊柱直立的步伐状态，被称作“公鸡步伐”。停止锰暴露

后，锰中毒病人的神经功能障碍会持续发展，且具有不可逆转性[13, 14]。但是，如

果在锰中毒早期阶段对病人及时诊断并使用一些螯合药物进行治疗，它所造成的症

状是可以逆转的。此外，有研究认为锰可能作为一种潜在的神经毒素参与了肝性脑

病的发病机制，因为在患有慢性肝病病人的血液和脑中都有锰蓄积，病人也同时出

现了锥体外系症状；这些病人进行肝脏移植后，上述症状消失[15]。 

锰中毒主要发生于职业环境中的高浓度锰暴露。但新近研究表明，低剂量的职

业暴露，如通过空气吸入等于或低于职业暴露标准浓度的锰，同样对机体具有毒性

作用。在锰中毒引起机体结构性损伤之前，还可能出现神经行为及神经内分泌的变

化，这些变化可能与致病因素有一定关联。此外，除了锰的暴露水平和持续时间外，

年龄、性别、种族、遗传、位置及现有的医疗条件都可能与锰毒性有关[16]。 

2 锰的毒性作用 

2.1 锰的吸收途径 

胃肠道是锰的主要吸收途径。机体也可以通过呼吸道吸入空气中的锰。非法静

脉注射含锰的毒品被认为是锰的第三种暴露途径[17]。 
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饮水饮食是锰最主要的摄入途径。日常饮食摄入少量锰是机体所必需的，但如

果饮用或食用了高锰浓度的水或食物则会产生毒性作用。孟加拉国的饮用水存在锰

污染（>2.0mg/L）[18]，高于 WHO 所制定的饮用水锰含量标准（400 µg/L）4 倍[19]，

研究发现孟加拉国学生数学运算成绩偏低。加拿大高锰含量的饮用水可导致学龄儿

童头发锰含量显著升高[20]；头发锰含量增高被认为可引起过度活跃的行为增加、认

知发育受损及智力低下[21]。意大利铁合金工厂附近的土壤中富含锰，工厂周围居住

的学龄儿童被发现存在运动协调及气味识别障碍[22]。对美国 2167 口井进行检测后

发现，约有 5.2%的被调查井水中锰含量超标。因此，饮用水中锰污染不仅是发展中

国家的公共卫生问题，这一问题在发达国家同样值得关注。 

经空气吸入造成的锰暴露主要存在于电焊厂和冶炼厂。吸入的锰可绕开肝脏进

入血流，并通过嗅神经束绕过血脑屏障直接进入大脑。大鼠模型锰暴露后 8-48h，锰

可快速通过嗅神经束进入大脑，提示三叉神经在锰经鼻腔入脑的运送中具有重要作

用。 

机体内的锰主要蓄积于骨、肝、肾、胰腺、肾上腺和脑垂体腺。不同组织中的

锰阈值不同，骨是 1mg/kg，胰腺是 1.04mg/kg，肾皮质是 0.98mg/kg[23, 24]。人体正

常血锰浓度为 4-15µg/L。最近一次中国人口调查表明，与男性相比，女性血锰水平

较高[25, 26]。 

2.2 锰的转运途径 

人体内的锰主要以 Mn2+和 Mn3+两种氧化形式存在[3, 27]。Mn2+在血液中主要与

白蛋白和 β-球蛋白等高分子片段结合，形成水合离子；也可与碳酸氢盐复合物、柠

檬酸和其它低分子结合。大多数 Mn3+都会与铁转运蛋白（Tf）结合，形成更为稳定

的复合物。存在于肝、肾、胰腺、骨及脑中的锰主要以 Mn2+形式存在[28]。 

脑脊液中的 Mn2+可与锰柠檬酸盐等低分子化合物结合，由柠檬酸盐形式进行转

运。尽管 ZIP8 等转运蛋白被认为参与了锰在大脑中的运输，但大量研究发现 Mn2+

主要通过二价金属转运蛋白（DMT1）进入大脑。Mn2+还可通过钙离子通道进入大脑，

但转运效率显著低于转运体介导的传输[29, 30]。Mn3+也可通过与转铁蛋白的结合进

入大脑[31]。 

职业暴露是锰中毒的主要来源，多通过呼吸经肺摄入。吸入的锰可以离子形式
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被吸收，并通过血流被运送到各个组织中[32]。Mn2+是最容易被吸收的氧化态，被吸

入的锰中 60-70%都会通过黏膜纤毛运动被肺排出[6]。 

锰可通过三种途径进入大脑：通过血脑屏障(Blood-Brain Barrier，BBB)中的大脑

毛细血管内皮细胞；通过脉络丛进入脑脊液，之后进入大脑；从鼻腔的嗅神经直接

进入大脑。锰在脑组织中的正常生理水平范围是 2-8μM[33, 34]。脑脊液是锰的主要

运输途径[35, 36]。 

2.3 锰在体内的分布 

进入机体的锰主要蓄积于肝脏（1.2-1.3mg/kg）、脑（0.15-0.46mg/kg）和骨

（1mg/kg）。骨骼中蓄积的锰占全身锰量的 40%[23-26, 37]。研究发现，亚慢性锰暴

露后，锰主要蓄积于大鼠的股骨、胫骨、肱骨和顶骨，蓄积浓度在 6 周后达到稳定

状态[38]。 

锰在血红细胞内的分布主要由于转铁蛋白受体和 DMT1 的存在[39, 40]。细胞内

的锰可作用于线粒体并引起能量代谢紊乱，但线粒体并不是胞内锰主要蓄积的细胞

器。电子能谱成像技术检测后发现，锰主要蓄积于异染色质和细胞核中，细胞质中

蓄积较少，线粒体中的蓄积量最低。但在慢性锰暴露后，线粒体中的锰蓄积量最高。

过度或长期接触锰会导致富含多巴胺的基底神经节锰的高度蓄积，光谱学检测发现

基底神经节中的锰主要存在于线粒体，造成神经退行性疾病的发生[41]。 

3 锰具有神经毒性 

3.1 锰的神经毒性症状 

锰暴露后在神经系统中有大量的蓄积，机体发生锰中毒反应，这就造成了一系

列与帕金森病相类似的临床症状，例如厌食、情绪冷淡、肌肉和关节的疼痛等等。

在这些症状后不久，患者还会出现记忆丧失、强迫行为、视觉障碍、幻觉和妄想以

及定向障碍，这些在临床上都是锰中毒的具体症状[42]。锰的过量摄入主要会影响两

个重要的器官，那就是大脑和肺。锰进入大脑和肺的具体过程在之前以有所介绍。

大脑中锰水平的升高会影响铁在体内的平衡状态，不仅如此，锰在大脑中的蓄积还

会使得身体发生兴奋性中毒反应，线粒体功能障碍，氧化应激，并诱导蛋白质的聚

合，从而改变与锰共享相同转运系统的其它二价金属离子的体内平衡状态[43]。尽管

体内锰水平的增加对神经化学以及神经传导物质的破坏性影响还未被完全揭示，但
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是高浓度锰可以改变 γ－氨基酸（γ-aminobutyric acid，GABA）、多巴胺以及谷氨酸

等神经递质在大脑中的含量[44, 45]。 

3.2 锰的毒性靶器官 

大脑是锰毒性的主要靶器官。正常情况下脑组织中锰的平均干重为 1-2 µg/g[46]。

通过对在工作场所受到锰暴露的受试工人进行磁共振成象（MRI），发现较其他脑部

位，锰主要蓄积在受试对象大脑的苍白球。使用 X 射线荧光（XRF）成像技术，可

以说明锰在大脑中的分布情况。在大鼠大脑中，锰在苍白球部位存在最高浓度的蓄

积，其次是黑质致密部、丘脑、尾状核、轴突束,和皮层。然而染锰大鼠的海马较对

照组大鼠没有比它们蓄积更多的锰，但实际锰暴露可以增加海马中的锰使其达到和

黑质致密部以及丘脑相同的程度[2, 47]。所以说明，海马对锰毒性的敏感程度与其他

脑部位相同[48]。此外，XRF 的数据还显示锰蓄积所在的大脑部位同时也存在高浓度

铁（Fe）的蓄积[2]。 

将脉络丛上皮细胞系 Z310、大鼠脑内皮细胞系 RBE4、多巴胺能的 N27 和 PC12

细胞系进行体外实验后发现，与 Z310 和 RBE4 细胞相比，PC12 和 N27 细胞中锰蓄

积水平最高。四种细胞中锰多聚集于细胞核内，线粒体和微粒体中锰含量较少；但

慢性锰暴露后线粒体中锰蓄积量最多，提示线粒体在锰神经毒性中的作用不可忽视

[49]。 

4 锰损伤学习记忆能力的新依据 

4.1 在生物样品中检测锰存在 

在过去的二十年里,几个检测的分析方法已经开发出来锰水平和监测 Mn 在生物

样品内稳态[50]。大多数方法需要消化的有机矩阵分析之前,最近开发的方法成功地

测量微量金属浓度没有样品消化。在过去的检测方法中,生物样品的类型决定了消化

使用的方法。以血液、唾液的样本或者组织样本为例，在消化时样本中的离子交换

需要酸（硝酸或硫酸）来进行消化[51]。外源性的锰可以污染生物样本和影响测量的

准确性。目前用于测定生物标本中锰水平的方法包括原子吸收光谱法（AAS）、原子

发射光谱法（AES）、电感耦合等离子体原子发射光谱法（ICP-AES）、质谱法（ICP）、

中子活化分析法、X 射线荧光分析法、分光光度法以及放射性跟踪化验法[47]。 



第四军医大学博士学位论文 

-22- 

4.2 锰在神经退行性病变中的作用 

职业或自然环境锰暴露与多种神经退行性疾病的发生发展关系密切，如威尔森

氏综合症（Wilson’s disease，WD）、帕金森氏综合症（ Parkinson's Disease，PD）、

阿尔兹海默氏综合症（Alzheimer’s disease，AD）和亨廷顿氏综合症（Huntington’s 

disease，HD）等。正常情况下，锰在脑内的含量受到严格调控，但过量的锰进入机

体则会造成锰在脑中的大量蓄积。蓄积于脑内的锰分布并不一致，且锰在不同脑区

的蓄积具有不同的神经毒性作用。大脑黑质致密部的锰蓄积会引发机体的行为运动

功能障碍，而锰在海马部位的蓄积可造成学习记忆能力的缺失。此外，过量锰蓄积

与蛋白异常折叠或沉积与神经退行性疾病的发生和发展有着密切的关系。锰还可通

过损伤破坏线粒体功能，过量消耗 ATP 和诱导活性氧产生，来导致细胞死亡或坏死

[52]。 

有研究表明，给线虫的 PD 模型进行急性锰暴露，可以引起多巴胺能神经元的退

化[53]。通过对 PD 患者大脑的解剖研究，人们发现了氧化应激反应与 PD 之间的紧

密关联。具体来说，急性锰暴露后发现体内 Fe 含量的增加，并且在黑质中存在明显

的氧化应激反应与脂质过氧化反应[54]。 

锰可引起淀粉样原纤维的形成和朊病毒蛋白（Prion Protein，PrP）、α 共核蛋白

（α-synuclein，α-syn）等蛋白的异常蓄积并造成细胞最终的死亡。这些蛋白与金属

结合后可改变其构象状态、溶解度及聚合情况。在对 AD 的研究中，锰可以与 β 淀

粉样蛋白（Amyloid beta protein，Aβ）结合并促使其在大脑中沉积形成老年斑，最终

对学习记忆等高级脑功能产生影响[55, 56]。 

总结上述报道，研究人员认为锰与 PrP、α-synuclein、以及 Aβ 等蛋白的相互作

用，可以通过引起蛋白的异常蓄积造成细胞最终的死亡[57, 58]。通过芬顿和哈伯－

韦斯反应来激活氧化还原反应循环，可以耗尽细胞内产生的抗氧化剂， 从而增加活

性氧族（HO，O2
－，或者 H2O2）的水平。这些高活性反应组分可以引起氧化应激反

应从而对脂类、蛋白质以及 DNA 造成损伤，并且进一步消耗 ATP 最终造成细胞死

亡[59]。这些病理生理机制，包括兴奋性中毒、氧化应激反应、蛋白质聚合、线粒体

功能障碍以及改变金属体内平衡状态。而这些机制与已知的神经退行性疾病包括

PD、AD 以及 HD 等的生理病理机制相同[60]。 
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二、小胶质细胞活化与神经元的相互关系 

1 小胶质细胞的正常生理功能 

1.1 小胶质细胞的起源 

巨噬细胞几乎存在于机体所有器官之中。Pio del Rio-Hortega 首次以“神经胶质细

胞”的概念描述了存在于中枢神经系统内的巨噬细胞。他发现了一种存在于神经外胚

层的小细胞，认为它来源于中胚层且与体内其它巨噬细胞有一定关联[61]。这种存在

中枢神经系统内特殊的巨噬细胞就是小胶质细胞。研究发现小胶质细胞的祖细胞可

能来源于卵黄囊[62]。 

1.2 小胶质细胞在中枢神经系统中维持内稳态 

一旦脑实质发生感染或受到外界刺激，小胶质细胞就会迅速发生活化，吞噬病

原体、细胞碎片以及死细胞[63, 64]。小胶质细胞可作为被吞噬物质的抗原提呈细胞，

还可通过释放效应分子并从血中募集其它免疫细胞，限制中枢神经系统感染的发生。

此外，小胶质细胞释放的生长因子及抗炎因子可帮助受损组织再生。因此，小胶质

细胞不仅是中枢神经系统中重要的免疫反应细胞，也是生理条件下组织内稳态的稳

定剂和调节器[65]。 

小胶质细胞在不同脑区的分布密度有所不同，胼胝体中约为 5%，黑质中约为

12%[66]。静息状态下小胶质细胞具有胞体较小，突起细长等特有的形态特征。正常

情况下，小胶质细胞与周围细胞的位置不会重叠，且胞体的位置也相对稳定。体内

成像技术发现，小胶质细胞在脑组织中呈现高度的动态过程，它会连续不断地延伸

或回缩突起[67]。当识别到病原体或其它炎性刺激物后，小胶质细胞就会迅速收回突

起，发挥着重要的免疫监控功能。小胶质细胞可被 Toll 样受体（Toll-like receptors，

TLRs）的子集、清道夫受体及细胞因子和趋化因子受体激活。新近研究还发现自噬

可能会影响炎症的发生发展过程，并且对小胶质细胞产生激活作用[68]。尽管自噬和

巨噬细胞之间的相互作用已有所报道，但小胶质细胞与自噬是否存在关联及其可能

分子机制还未被阐明，亟待进一步的研究。 
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2 小胶质细胞活化在神经元损伤中的作用 

2.1 正常情况下小胶质细胞与神经元的相互关系 

作为中枢神经系统中的免疫细胞，小胶质细胞在神经元损伤及 AD、PD 等神经

退行性疾病的发生发展中发挥重要作用。小胶质细胞对分子及免疫系统具有遗传影

响，而全基因组关联研究（Genomewide association study，GWAS）也确定了多种免

疫基因的突变体是迟发性 AD 发病的可能危险因素，因此小胶质细胞可能在其中显

现着前所未有的重要性[69, 70]。正常生理条件下，小胶质细胞积极参与体内平衡的

调控，并通过释放神经营养因子（Brainderived neurotrophic factor，BDNF）及转化生

长因子 β（Transforming growth factor，TGF β）对受损的神经元进行修复，发挥神经

保护作用；而在病理条件下，小胶质细胞会处于过度活化增殖状态，不仅会影响神

经元的功能，还能改变其在感染、损伤、缺血以及炎症过程中的免疫功能。 

2.2 病理情况下小胶质细胞与神经元的相互关系 

小胶质细胞的不同活化状态可产生神经毒性或神经保护两种不同的效应。脂多

糖（Lipopolysaccharide，LPS）激活的小胶质细胞可释放 IFN-γ或 TNF-α等炎性因子，

被称为经典的活化反应，这类小胶质细胞也被称为是“M1”型小胶质细胞[71]。M1 型

小胶质细胞可通过释放 IL-1β、TNF-α、STAT3、IL-6、IL-12、IL-23 等促炎因子及活

性氧族（Reactive Oxygen Species，ROS）等自由基，在病原体防御及神经元缺失中

发挥重要作用[72]。另一种小胶质细胞的激活方式为“M2”型，它们具有抗炎表型，

可通过大量释放 IL-10、IL-4、IL-13 及 TGF-β 等抗炎因子和少量促炎性因子来促进

血管生成和组织的重塑及修复。 

通过对小鼠 AD 模型的研究发现，与对照组相比，AD 模型小鼠中 M1 型（IL-1β、

TNF-a、iNOS、IL-6）和 M2 型（YM1、Arg-1、Mrc、IL-10）小胶质细胞释放因子

水平均有所增加。在疾病发展过程中，小胶质细胞活化会经历从神经保护型即 M2

型向更为经典的活化类型转变；AD 模型中的小胶质细胞在后期也会经历从 M2 型向

M1 型的转变。这些研究结果被认为是小胶质细胞为适应不同环境刺激并通过一系列

的机体反应而发生活化的证据[73]。由于小胶质细胞在促炎性的神经毒性作用和抗炎

性的神经保护作用中都能够保持微妙的平衡，因此认为它在疾病的发生发展过程中

具有非常重要的作用[74]。 
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2.3 小胶质细胞活化在 AD 中的作用 

    在神经退行性疾病 AD 的发生发展过程中，小胶质细胞能有效作用于淀粉样肽

前体蛋白（Amyloid peptides, their precursor protein，APP）和神经纤维缠结。AD 发

生早期，小胶质细胞可通过其表面的清道夫受体（Scavenger Receptors，SRs）促进 Aβ

的清除，延缓 AD 的发病进程。Aβ可间接诱导炎症系统的活化反应，导致 AD 的发

生和发展。具体来说，Aβ 可通过 CD36 受体、Fc 受体、toll 样受体和补体受体晚期

糖化终产物（complement receptors advanced glycation end products，RAGE）刺激小

胶质细胞使其处于持续活化的状态。这些受体会通过增加 Aβ的产生和阻碍 Aβ的清

除，最终导致神经元损伤。因此，抑制由 Aβ诱导的小胶质细胞活化可减轻炎性因子

的释放和 Aβ的蓄积，并可改善行为能力方面的功能障碍。β分泌酶（β-secretase ，

BACE1）是 Aβ蓄积的关键酶[75]。Sastre 等发现炎症反应可通过 BACE1 增加 Aβ的

蓄积，同时 BACE1 介导的神经炎症与 Tau 诱导的神经退行性病变也关系密切。新近

研究发现小胶质细胞还可通过学习记忆相关的 BDNF 信号通路促进 CX3CR1CreER 小

鼠模型的学习相关突触的形成[76]。 

     综上所述，我们发现各种外界环境刺激、不同信号的特异性及细胞间的相互作

用都可影响小胶质细胞的活化类型，决定其最终发挥神经保护或神经损伤作用，在

今后的研究中我们应当更为严谨的看待这一问题[73]。 

三、小胶质细胞活化释放炎性因子的分子机制 

如图 1 所示，正常情况下，小胶质细胞的表型受到严格调控，其活化信号的传

导对神经退行性病变及神经炎症的发生具有重要作用。在形态学上，小胶质细胞呈

现出一种动态且活跃的表型，它可通过自身持续的回缩和延伸进入脑实质。脑微环

境中的小胶质细胞可迅速对体内环境的变化做出反应，因此在各种病理性事件的早

期都会发现有小胶质细胞的活化，小胶质细胞的活化与神经炎症相关的病毒或细菌

感染、多发性硬化等自身免疫性疾病、头部外伤、血管系统损伤、神经精神疾病以

及神经退行性疾病等都有着密切的关联[62]。活化的小胶质细胞最初的存在意义是其

可作为一个敏感的组织损伤的标志物。因此，小胶质细胞活化和神经炎症的发生可

能都是环境因素暴露后神经毒性作用下的一致作用[64]。 
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图 1. 小胶质细胞活化机制图[77] 

1 影响小胶质细胞活化的可能因素 

1.1 促进小胶质细胞活化的因素 

1.1.1 可溶性因子 

组织间质液是人们首先认为可能影响小胶质细胞表型的因素，这一点与巨噬细

胞有所不同。通常情况下，巨噬细胞被血清蛋白隔离并因此发生活化，这也是血清

成分可选择性激活巨噬细胞的证据[78]。此外，在中枢神经系统中，转化生长因子-β

（Transforming growth factor-β，TGF-β）和前列腺素 E2（Prostaglandin E2，PGE2）

等细胞因子易被检测出，而细胞因子的中介物对这些因子的释放始终处于一种下调

的状态。处于可溶或受约束的状态细胞因子在巨噬细胞生存、增殖以及分化的过程

中都具有非常重要的作用。 

1.1.2 细胞间的相互作用 

小胶质细胞与其周围环境中的细胞存在紧密联系，并呈现受体-配体的配对现象，

这对它们的表型具有重要的影响。根据受体的免疫受体酪氨酸活化基序

（Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs，ITAMs）以及免疫受体酪氨酸抑

制基序（Immunoreceptor Tyrosine-based Iinhibition Motifs，ITIMs）的表达水平，可

以对骨髓细胞进行分类[79]。对受体进行阻断后，受体会承载胞内 ITIM 的共有序列，

即磷酸化 Src 家族蛋白激酶，而这一过程将会阻断 Syk 蛋白激酶中的 SH2 结构域与

细胞内活化的关联。与之相反，ITIM 承载受体会通过 Src 对 SHP-1 和 SHP-2 磷酸酶



第四军医大学博士学位论文 

-27- 

的募集而发生磷酸化，最终造成细胞内活性的降低。其中，CD200R 受体由小胶质细

胞表达，且具有 ITIM 基序。在 CD200 缺失的小鼠体内，这一受体通常由神经元表

达，而小胶质细胞会呈现形态变化及 MHC-II 类分子表达上调，这些改变与多种神经

炎性疾病的发生关系密切。受体-配体的配对在这里也发挥着类似的作用。其中，巨

噬细胞表达的 CD172a/SIRPa 与 CD47 配体结合后，可通过 ITIM 基序抑制细胞吞噬

作用。Neumann 等也发现小胶质细胞所表达的 TREM2（Triggering Rreceptor Expressed 

on Myeloid cells-2）以及其受体会参与细胞吞噬作用，并对促炎性因子的释放产生抑

制作用。这种受体的损失和消融使得其针对凋亡细胞碎片的清除功能降低和炎症介

质释放增加，这对炎症的进一步发生发展都起到了推动作用。通过配体 DAP12 传导

的 TREM2 受体信号可能与细胞活性有关，但其如何导致巨噬细胞失活尚不清楚。研

究发现，缺失 TREM2 或 DAP12 的巨噬细胞会使得炎性因子的释放增多，所以被认

为与 TLR 激动剂具有相同的表型。TREM2 或 DAP12 缺失的病人还会出现成年痴呆

性脑白质病变，而这些受体的表达可能与小胶质细胞维持静息状态有关，其受到干

扰或缺失都可能使小胶质细胞发生活化，进一步证明了小胶质细胞在中枢神经系统

自稳态调控中发挥重要作用[80]。 

1.1.3 典型的小胶质细胞活化状态 

受到外界刺激而活化的小胶质细胞会从静息状态向活化状态转变，并具有细胞

突起增多等特殊形态。此外，活化的小胶质细胞还可能出现胞体的昆虫样变、突起

增粗及吞噬作用增强等状态。由于越来越多的炎性疾病被认为与小胶质细胞的活化

密切相关，因此进一步认识小胶质细胞活化及其具体机制显得尤为重要[81]。 

1.1.4 影响小胶质细胞活化表型的因素 

    小胶质细胞的活化是一个重要阶段，中枢神经系统中各种轻微刺激（神经电位

的传输、细胞外电解质组分、胞内可溶性因子的改变等）都可被它感应到。小胶质

细胞从静息状态向活化状态的转变具有独有特征，其数量会迅速增多，且位置会向

病灶区域移动。小胶质细胞对外界刺激做出的应急响应可使它在第一时间内进入防

御功能或转换至组织修复功能。活化的小胶质细胞可作为抗原递呈细胞或巨噬细胞

抵挡外界刺激的入侵[82]。 

小胶质细胞的活化通常受到胶质细胞间的接触、CD200R-CD200 通路的神经电



第四军医大学博士学位论文 

-28- 

位活动和/或一些可溶性神经递质的调控，但小胶质细胞对各种外界刺激产生不同应

答方式的具体机制仍不清楚。因此，小胶质细胞过度活化的过程受到广泛关注，包

括对无害刺激的错误应答、不同 PRRs 诱导出的毒性效应及促炎反应，如 Toll 样家

族、复合物、MAC1 等[83]。 

活化状态下的小胶质细胞具有可塑性，不仅其数量增多，胞体也相应增大，且

可发生增殖及迁移。研究发现，巨噬细胞集落刺激因子（Macrophage-colony 

StimulatingFactor， M-CSF）、嘌呤受体 P2X7、GMCSF、BDNF、神经营养蛋白 3（NT3）

或 IL-1、IL-5 等可能都参与小胶质细胞的活化与增生过程[84]。 

小胶质细胞出现胞体肥大、细胞因子合成增多、CD11b 上调等表型反应后，细

胞会发生膨胀反应，4-7 天后会达到最大状态。研究发现，在停止刺激一个月内，小

胶质细胞的数量与刺激前相比仍有增多。小胶质细胞的迁移和增殖可能与 β 受体亚

基的 IL-3 及趋化因子受体 5 有关，小胶质细胞的迁移还和它与周围细胞及 ECM 的

相互作用有关。研究发现，小胶质细胞表面整联蛋白的表达与活化与 ECM 组分和细

胞因子的变化有关。小胶质细胞通过可控制它的伪足，使其发生退化并且与 ECM 分

离，而这也是小胶质细胞转化为迁移表型过程中出现的特点[85]。此外，大量的化学

诱导剂被认为可以影响小胶质细胞的状态，并控制小胶质细胞的功能。其中，最为

重要的就是三磷酸腺苷（Adenosine Triphosphate，ATP）[86]。ATP 释放的具体机理

不清楚，但认为可能与细胞分裂素活化蛋白激酶（Mitogen Activated Protein Kinase，

MAPK）或细胞外信号调节激酶（Extracellular signal-Regulated Kinase，ERK）通过

小胶质细胞 P2Y12 受体以及钾离子外排等机制有关。一些神经肽也具有调控小胶质细

胞状态及功能的作用，如血管紧张肽 II、血管舒缓激肽、内皮素、甘丙肽以及神经

降压肽等；此外，具有胞内信号传导功能的一氧化氮（Nitric Oxide，NO）也被认为

具有类似作用[87]。 

还有一些因素可使小胶质细胞迅速发生形态学改变，如细胞突起的增粗、细胞

回缩及迁移能力的丧失。为了维持小胶质细胞的活化，调控小胶质细胞运动功能的

嘌呤受体 P2Y12 会有所下调，而引发吞噬作用的 P2Y6 受体会有所下调[88]。小胶质

细胞不同的活化状态与不同形式的外界刺激和损伤都有着密切的关系。运用放射自

显影技术对一侧大脑半球损伤后增殖的小胶质细胞进行观察，发现主要包括以下几

种阳性细胞：具有多个伪足突起的细胞；过度肥大的细胞；增殖后紧密聚集的细胞
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（APCs）以及圆形细胞（巨噬细胞）[89]。小胶质细胞的增生一般多出现多个伪足

突起的细胞形式，且发生于损伤后 12 小时内；损伤发生 24 小时后，该类型小胶质

细胞占所有细胞的 50%，并且位置远离损伤部位；损伤后两天、四天及八天后，分

枝状的小胶质细胞数量和所占区域都有所减少，而 APCs 状细胞及巨噬细胞状细胞都

有所增加[90]。 

小胶质细胞表型的变化可使其向损伤区域移动，并增加细胞的吞噬作用。在体

外研究中，一旦正常环境发生改变，小胶质细胞就会自发释放细胞因子，并改变自

身的形态。运用电子显微镜技术观察小胶质细胞的吞噬作用后发现，活化的小胶质

细胞胞质内存在髓鞘碎片，这可能是由于星形胶质细胞分泌的黏附分子激活髓鞘吞

噬作用，引起吞噬作用的增强。Smith 和 Hoerner 还发现小胶质细胞和星形胶质细胞

都具有减弱髓鞘吞噬作用的能力，检测胆固醇酯的形成发现其吞噬作用增加了四倍。

小胶质细胞中退化的髓鞘具有的吞噬作用是由 MAC1、SRA1/2【Steroid Receptor 

ribonucleic acid（RNA） Activator 1/2】及 Fcγ受体（IgG 的 Fc 受体）所介导的[91]。 

1.2 抑制小胶质细胞活化的因素 

抑制小胶质细胞活化是一个复杂的过程，需要中枢神经系统内的微环境具有较

好的抑制作用，同时也需要神经元和其它细胞的参与其中，共同维护大脑内环境的

稳定状态。通过抑制小胶质细胞的活化，可使其避免发生过度活化的情况。参与抑

制小胶质细胞活化的调节信号除了可由神经元进行传导，还可通过趋化因子及

CX3CR1 进行，而这些传导功能可能是通过糖蛋白 OX-2 进行的。此外，TGF-β家族

也发挥着重要作用。细胞因子主要由活化的星形胶质细胞产生，且这些细胞因子具

有很强的免疫抑制及神经营养作用，体外研究发现 I、II、III 三种亚型均可抑制分枝

状小胶质细胞的增殖[76]。内皮细胞释放的内皮素 2 可减轻由 IFN-γ激活小胶质细胞

后所产生的免疫反应。与之相反，血管收缩剂内皮素 1 和内皮素 3 具有免疫增强效

应。由于小胶质细胞可发生增殖，具有转化成巨噬细胞、生成自由基和释放 TNF-α

等细胞因子的能力，因此其具有潜在的神经毒性作用[92]。这些作用可以一直腺苷受

体激动剂：腺苷酸 2A 受体可以调节多种急性神经性损伤动物模型中的脑损伤，包括

脑局部缺血、脑外伤及出血性休克等。小胶质细胞的增殖还可受 β 肾上腺素激动剂

（肾上腺素、异丙肾上腺素以及毛喉素等）的调节，它可作用于 β2 肾上腺素受体来
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增加细胞外环腺苷酸（cyclic Adenosine Monophosphate，cAMP)水平[93]。此外，增

强胞内 cAMP 水平被认为可抑制小胶质细胞的神经毒性和诱导细胞凋亡[94]。因此，

有研究认为对 CD29 和 CD54 等小胶质细胞表面抗原表达的调控可能依赖于 cAMP

通路。多种物质都可增强胞外 cAMP 的表达水平，如西布朗腺苷单磷酸、异丁基甲

基黄嘌呤等，它们可以通过抑制以剂量依赖方式表达的 β-1 整联蛋白 CD29 和细胞外

黏附分子 CD54 来增强 cAMP 的表达[95]。 

近年来，越来越多的具有大脑保护作用的内源性信号调节物质被确定，包括神

经肽、大麻素类、激素类（雌激素、糖皮质激素）和小胶质细胞凋亡本身，这些因

素在抑制小胶质细胞过度活化中具有重要作用。然而，一旦这些防御机制受到影响，

或由于过度的炎症反应使其功能受到抑制，小胶质细胞就会失去自身的防御功能，

发生过度反应，最终导致神经元死亡及神经退行性病变的发生[96]。 

2. 小胶质细胞释放的炎性因子种类 

2.1 M1 型小胶质细胞释放的致炎因子 

如图 2 所示在经典的小胶质细胞活化状态中，小胶质细胞可感应到 LPS 及促炎

因子 IFN-γ，固有免疫系统中将出现 T-辅助细胞(T helper cells，Th)1 型。在 Th1 反应

过程中，活化的小胶质细胞会表达CD68和CD16/32，并产生大量的氧化代谢产物（NO

和 O2•−）、蛋白酶类及促炎症介质（TNF, IL-1 and -2）[71]。这些物质的释放的在宿

主抵御病原体和肿瘤细胞的过程中具有重要的作用，但其自身也可对正常细胞产生

损伤[97]。 

2.2 M2 型小胶质细胞释放的抗炎因子 

由 IL-4 和 IL-13 诱导小胶质细胞产生的活化形式中，免疫系统中出现 Th2。在 Th2

应答过程中，活化的小胶质细胞会表达 CD206 以及精氨酸酶 1，还会分泌 IL-4、IL-5、

IL-10、IL-13 等抗炎因子及转化生长因子 β（Transforming Growth Factor β，TGF-β）

[98]。此外，还发现 Th1-促炎性因子和一氧化氮合酶（Nitric Oxide Synthase，NOS2）

的生成降低，氮氧化物 NOX2（包括噬菌细胞 NADPH 氧化酶）发生活化。小胶质细

胞活化状态的改变受两种不同的过氧物酶体增生物活化受体（ Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptor，PPAR）家族成员调控，分别是 PPAR-γ和 PPAR-β/-δ，

它们在组织中广泛分布，且具有配体特异性，可对小胶质细胞特征性表型中基因的
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表达产生调控作用[99]。PPAR-β/-δ 在成人中枢神经系统普遍存在，但 PPAR-γ 却在

小胶质细胞中占主导地位。新近研究发现 PPAR-γ是调节炎症的主要靶点，可通过抑

制促炎基因的表达形成由 PPAR-γ介导的反抑制转录过程，并进一步通过抑制炎症促

进组织修复和血管生成[99]。 

 

图 2. 小胶质细胞释放炎性因子的种类[64] 

四、炎症体在小胶质细胞释放炎性因子中的关键作用及其调控的分子信

号通路 

炎症体是由细胞内感染或者应激等刺激情况所触发激活的一种分子平台，它是

多种促炎因子如白介素 1β（Interleukin-1β，IL-1β）、白介素 18（Interleukin-18，IL-18）

等成熟的场所，在体内固有免疫防御系统中具有重要的作用。然而异常的炎症体活

化状态，与人类遗传类炎症疾病或者后天的炎症类疾病都有着密切的联系[83]。因此

这也就突出表现出了炎症体及其相关通路在免疫应答中的重要性。 

1 炎症体的分类和功能 

Tschopp 和他的团队在 2000 年首次提出了炎症复合体这个概念[100]。他们发现组

织损伤，固有免疫反应，以及 caspase-1 所介导的炎症反应存在潜在的相关性。而在胞

浆中存在一种复合蛋白分子平台，其能有效的激活 caspase-1 所介导的固有免疫反应，

这个多蛋白复合体，称为炎症体。随着对炎症体研究的深入，越来越多的文献报道由炎

症体所介导的固有免疫反应与一系列中枢神经系统疾病密切相关[101]。在中枢神经系

统中，主要存在 3 种免疫细胞，包括小胶质细胞、巨噬细胞、星形细胞。它们能通过分

子相关模式识别受体（PRRs）识别来自外界的病源相关分子模式（PAMP）以及来自于
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宿主自身的危险相关分子模式（DAMP），从而激活免疫反应。这些 PRRs 主要包括存

在于细胞膜表面的 Toll 样受体，以及存在于细胞胞浆中的 Nod 样受体[102]。 

1.1 炎症体的分类与结构 

炎症复合体（主要由 NLRs 家族组成）是固有免疫系统中加工和处理炎症反应

信号的主要分子平台，它主要包括 3 个组成成分：胞浆中的 PRRs，caspase-1，以及

连接二者相互作用的接头蛋白。NLRs主要由22个人类基因所编码，其一般由NACHT

结构域，LRRs 结构域以及不同的氨基末端结构域组成。NACHT 结构域主要负责结

合核苷酸和蛋白质寡聚化，而不同的氨基末端结构域用以区分不同类型的 NLRs 家

族成员[103]。NLRP 亚家族属于 NLRs 家族的主要成员之一，其主要特点是存在一个

PYD 结构域。而 NLRP3 炎症体是 NLRP 亚家族中目前研究最为广泛的炎症体之一，

它主要是由 NLRP3 框架蛋白，ASC（PYCARD）接头蛋白以及 caspase-1 蛋白组成。

之前研究报道多种不同的病原体能激活 NLRP3 炎症复合体，其中部分细菌（例如白

色念珠菌、酵母菌等）通过 Syk 激活炎症体，此外，有些细菌（例如李斯特菌和金

黄色葡萄球菌等）通过释放成孔毒素激活炎症体；有些病毒（例如仙台病毒、腺病

毒、流感病毒等）也能激活炎症体[104]。 

前期的研究认为，炎症体的特征性运作多关注髓系细胞，例如巨噬细胞、树突

状细胞，然而，此外的细胞也可以激活炎症体。例如，在皮肤刺激或者紫外照射的

刺激下的角质细胞会激活 NLRP3 炎症体。炎症体是由自身寡聚化支框型蛋白所组成

的，在体外研究中一些 NLR 家族的成员已经展现出了它们的炎症体活性，但在体内

观察中，只有少部分 NLR 家族成员明显展现出了炎症体的生理功能[105]。其中

NLRP1，NLRP3 以及 IPAF 作为危险信号的哨兵，时刻监测着自身寡聚体。它们可

以通过同型的 NACHT 结构域的相互作用，来形成高分子量的复合物（可能是六聚

体或者七聚体），以此来激发 Caspase-1 的自身活性。还有 HIN-200 家族成员中的

AIM2，它可以介导炎症体的组合。炎症体的合成以及活化的具体机制都依赖与天然

存在的单个蛋白框架。在 NLRPs 家族中各个结构域之间的相互保护也说明了非特征

性的家族成员也可以接到或者调节炎症体的活化[106]。 

炎症体在炎症反应中的作用受到大家广泛的关注，但炎性因子以炎症体为平台

从成熟到释放的过程以及其中的具体机制还并未被解决，炎症体的激活过程以及活
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化状态下的炎症体在机体受到损伤、感染等外部刺激时的聚体作用，也是研究人员

进一步探讨的方向。 

1.2 NLRP3 炎症体的结构特点 

    NLRP3 炎症体包括作为支架的 NLRP3 蛋白，以及具有 PYD、CARD 结构的连接

蛋白 ASC 和 caspase-1（图 3）。在受到刺激的情况下，NLRP3 的 LRR 功能区被认为

能够调节自动抑制反应。在 NLRP3 的活性反应过程中，NLRP3 的寡聚化能够诱导

PYD 功能区的聚合，同源的 PYD 功能区与 ASC（凋亡相关样点状蛋白，炎症体的

主体接头蛋白）蛋白之间相互作用。这里提到的 ASC 是与凋亡相关样点状蛋白[107]。

ASC 编码 22-KDA 蛋白，包含有：amino （N）-terminal pyrin domain 氨基末端 （PYD）

和 a car-boxy （C）-terminal 羧基末端 CARD 功能区，作为募集其他包含有 PYD-

和 CARD-功能区蛋白的接头蛋白，ASC 可以通过自身的同型蛋白 CARD 和 PYD 功

能之间的相互作用从而在炎症体的活性反应中发挥重要的作用[108]。研究人员认为

ASC是NLRP3支架蛋白与 pro-caspase-1之间的连接器。ASC所包含的 PYD和CARD

结构域可以募集下游 pro-caspase-1 的 CARD 结构域，并且通过它们之间的作用促使

pro-caspase-1 变成具有活性的 caspase-1 以加工 pro-IL-1β和 pro-IL-18，使得这些促炎

性因子从不具活性的前体蛋白成熟为具有活性的促炎性因子 IL-1β、IL-18 并以这种

成熟的形式释放到细胞外[109, 110]。 

 
图 3. NLRP3 炎症体结构在激活后的变化[108] 
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2 NLRP3 炎症体的激活与抑制 

2.1 NLRP3 炎症体的活化条件  

NLRP3 炎症体的活性在促炎性因子的成熟以及释放过程中具有重要的作用，那

么 NLRP3 炎症体是如何从非活化状态转变为活化状态的呢？激活它的途径又有哪

些？这些内容将在这一部分进行介绍。 

在以往的研究中发现，诱导 NLRP3 炎症体激活主要通过 3 中途径（图 4），第一

种途径：细胞外的 ATP 刺激 P2X7 受体，而它作为 ATP 的门控离子通道，受到外界

刺激后可以激活钾离子的外排，从而促使 Pannexin-1 膜孔的形成[111, 112]。膜孔形

成后外界的NLRP3炎症体激活剂就可以通过膜孔穿过细胞膜直接进入细胞质中激活

NLRP3 炎症体。第二种途径：一些结晶或者颗粒的形成（例如：β 淀粉样蛋白、白

矾、二氧化硅等）可以作为 NLRP3 炎症体的激动剂[113, 114]。这些激动剂被吞噬细

胞吞噬后可以导致溶酶体损伤，从而促使细胞释放溶酶体组分物质，以此来激活

NLRP3 炎症体，其中一种溶酶体蛋白酶-组织蛋白酶 B 因为具有 NLRP3 炎症体的作

用而受到研究人员的广泛关注[115, 116]。第三种途径：所有 NLRP3 炎症体的激动剂

都可以触发 ROS 的产生，而这一共同的通路可以促使 NLRP3 炎症体的激活[117]。 

 
图 4. NLRP3 炎症体激活途径示意图[118] 
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2.2 抑制 NLRP3 炎症体活化的因素及其机制 

炎症体在控制感染等炎症反应的过程中主要是通过炎症体抑制剂中的微生物演

化。这些抑制剂包括病毒性的 PYD 蛋白以及各种细菌的毒力因子，它们可以抑制

Caspase-1 的活性。一些主要的机制也可以抑制炎症体的活化，同时抑制免疫活性中

可能的危险因素。近日有研究结果显示，小鼠的 CD4+效应器及 T 细胞都可以表现出

对 NLRP3 的抑制，从而抑制 NLRP3 介导的 Caspase-1 的活性以及 IL-1β的释放。它

们之间的抑制作用主要依赖于细胞与细胞之间的接触，并且由 TNF 家族配体的信号

所介导。这样一种抑制性通路可能会帮助“断开”适应先天免疫反应的免疫系统[119]。 

许多包含 CARD-和 PYD-结构域的蛋白也可以抑制 NLRP3 等炎症体的活化。它们的

抑制途径是通过阻断炎症体组件的补充。这其中 PYD-包含蛋白包括热蛋白（pyrin）、

POP1（PYDC1）以及 POP2（PYDC2）[120]。因为这些基因多存在于灵长类动物，

所以依赖 POP1 和 POP2 所进行的炎症体活化抑制作用的生物相关性是很难被评估

的。但是对于 pyrin 在调节炎症体活化过程中的生理意义却已有较为明确的认识，因

为 pyrin 的突变在人类家族性地中海热疾病中已有证实，但是此蛋白在疾病中的潜在

驱动机制还有待澄清。Pyrin 可能是通过隔离连接蛋白 ASC 来抑制 NLRP3 炎症体的，

也有研究人员认为 pyrin 自身就可以构成炎症体。对于 pyrin 具有重要调节功能的证

据来自于一个 pyrin 相互作用蛋白－PSTPIP1，许多自身炎症疾病如化脓性关节炎、

坏疽性脓皮症以及痤疮中 PSTPIP1 的突变与 IL-1β 表达升高有关[121]。CARD-包含

蛋白则包括人体内的 COP、INCA 以及 Caspase-12，这些蛋白通过抑制 Caspase-1 来

抑制 NLRP3 等炎症体的激活。其中 Caspase-12 被认为是 Caspase-1 抑制剂的假作用

物，但是 Caspase-12 在大多数人群中是不具有功能的[122]。 

对于 NLRP3 炎症体活化的影响因素，使之发生活化的参与因素 Caspase-1 的重

要性是毋庸置疑的，它的功能改变也必然是影响NLRP3炎症体活化功能的重要节点。

在 NLRP3 炎症体活化后，被激活的 Caspase-1 参与释放成熟的 IL-1β，这些都属于

Caspase-1 在细胞外的功能[123]。然而 Caspase-1 虽然具有强大的细胞内功能，却在

许多实验设定当中的被刺激细胞内无法被检测出来，这些研究结果提示 Caspase-1 的

释放是一个快速的激活反应，因此如何对这一过程进行监管并探索其中的作用机制

对于控制 Caspase-1 的活性具有重要的作用。由此也可以更好的控制 NLRP3 炎症体

活化的进程[124]。 
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随着生物进程的发展，大量潜在的炎症体抑制剂不断进化，人体在这其中选择

可以控制炎症体活化的物质。在激活 NLRP3 炎症体的不同途径中，会有不同的影响

因素参与其中，所以在对NLRP3炎症体活化产生的下游效应我们需要反观上游因素，

以此来确定 NLRP3 炎症体所介导的机体或细胞变化。 

3. 炎症体与神经性疾病的关系 

近期的研究发现炎症体同样在神经相关性疾病中发挥了重要作用，下面主要对

神经相关性疾病与炎症体的关系展开论述。 

3.1 急性脑组织感染，炎症体活性反应的作用 

    在中枢神经系统中，急性感染可以诱发脑炎或脑膜炎，其中炎症体的活化，所

介导的固有免疫反应发挥了重要的作用。研究发现，同一种细菌引起的感染，在中

枢神经系统和其他系统诱导的免疫反应，其效果截然不同。同为肺炎链球菌引起的

感染，在小鼠肺炎的动物模型中，NLRP3 炎症体的活化能有效的抑制该细菌引起的

感染，起到保护的作用。NLRP3 基因缺失的小鼠表现出更为严重的肺部感染症状。

相反，肺炎链球菌引起的脑膜炎感染，NLRP3 炎症体介导免疫反应，释放促炎症因

子反而会加重大脑病理性的改变[125]。在大脑中，促炎症因子 IL-1β或 IL-18 不仅不

能有效的抑制细菌的感染，反而会加速大脑中的病理性炎症反应[126]。此外，其他

细菌（例如金黄色葡萄球菌、结合分支杆菌、嗜肺军团菌）能激活小胶质细胞内的

NLRP3 或 NLRC4 炎症体，引起神经炎症反应[127]。 

    在中枢神经系统中，病毒引起的感染与细菌引起的感染效果不同。由西尼罗病

毒，流感病毒 A 和单纯疱疹病毒感染的小鼠动物模型中，炎症体介导的免疫反应，

释放促炎症因子 IL-1β和 IL-18 具有神经保护的功能。在这些疾病中，炎性因子的释

放能有效控制病毒血症，从而提高神经元的存活率。此外，由虫媒病毒、日本脑炎

病毒、西尼罗病毒引起的感染，可导致病毒性脑膜炎。日本脑炎病毒能激活小胶质

细胞中的 NLRP3 炎症体，诱导 IL-1β 和 IL-18 的释放[128]。而西尼罗病毒的感染能

有效的增加血浆中 IL-1β的含量，并且在小鼠 NLRP3 或 ASC 基因缺失的西尼罗病毒

感染动物模型中，与对照组相比，基因缺失的实验组小鼠死亡率大大增加。这些结

果表明炎症体活性反应在西尼罗病毒感染中起到了有效的保护作用。ASC 基因缺失

在中枢神经系统和其他系统所达到的效果各不相同[129]。在西尼罗病毒感染的小鼠

模型中，ASC 基因的缺失抑制了外周固有免疫反应，增加了西尼罗病毒的复制，而
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在中枢神经系统中，ASC 基因的缺失反而促进了免疫反应。西尼罗病毒感染同时还

能诱导神经元释放 IL-1β，从而抑制了病毒的复制，保护了神经元[130]。 

3.2 急性无菌性脑损伤 

由中风等原因引起的急性脑损伤将引起局部的固有免疫反应，导致神经组织的

损伤。缺血性脑中风的小鼠动物模型，caspase-1 基因的缺失将保护神经元免受损伤，

表明炎症体的活性反应在脑中风的过程中起到了致病性的作用[131]。IL-18 基因敲除

的小鼠并不能保护中枢神经系统免受缺血引起的损伤，而 IL-1R 的拮抗剂能有效保

护大鼠的脑组织免受由于缺血引起的损伤，表明促炎症因子的神经毒性作用同时依

赖于 IL-1β和 IL-1α，如果小鼠同时缺失了这两种基因，能有效的抑制缺血引起的病

理性反应。虽然 IL-1α并不是受 caspase-1 直接调控，但是 caspase-1 能通过降解蓄积

的抑制细胞溶质的 IL-1R2，从而间接调控 IL-1α的释放[125]。 

急性无菌性脑损伤，炎症体的活性反应可能是由细胞膜表面的 pannexin-1 膜孔

所调控。研究报道，皮质扩散抑郁症引起的相关性头痛和大肠炎相关肠道神经元的

死亡都与 pannexin-1 介导的炎症体活性反应相关联[112]。然而，小鼠中风的动物模

型中，pannexin-1 基因的敲除抑制了疾病的发展，尤其是减少了梗死的范围，但是基

因敲出并不会影响 IL-1β 的释放，表明在中风的模型中，炎症体的活性反应并不受

pannexin-1 基因所调控[132]。 

3.3 慢性无菌性中枢神经系统炎症 

在中枢神经系统中，慢性炎症反应会加剧大脑组织的损伤，导致其功能丧失。

长期的中枢神经系统慢性炎症反应能引起多种硬化症，其与炎症体的活性反应，T

细胞的活化，巨噬细胞的迁移等方面相关。在实验性自身免疫引起的脑炎的小鼠动

物模型中，NLRP3 和 ASC 基因敲除的小鼠抑制了免疫反应，表明自身免疫引起的脑

炎受到 NLRP3 炎症体的调控[133]。NLRP3 基因缺失后，IL-1β和 IL-18 释放减少，

有效的减少了 T 细胞的活化和迁移，从而抑制脑炎的发展。 

    在体内铜宗诱导的固有免疫反应，引起神经的脱髓鞘，IL-1β 和 IL-18 发挥了不

同的作用。IL-1β 基因敲除的小鼠，与对照组相比，髓鞘再生延迟，表明 IL-1β 可能

能促进髓鞘再生的过程。相比较，IL-18 基因敲除反而能促进髓鞘的再生[134]。NLRP3

基因敲除的小鼠，与野生组相比较，铜宗所诱导的病理学改变延缓，表明在这个疾

病模型中，炎症体的活性反应能促进疾病的发展，而 IL-1β和 IL-18 起到了截然不同
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的作用[135]。 

    在神经退行性疾病（例如 AD、PD、HD 等）中，炎症体所介导的固有免疫反应

促进了它们的发展。在中枢神经系统中，免疫细胞的炎症体（尤其是 NLRP3 炎症复

合体）对于异常蛋白质蓄积的敏感性，促进了疾病的发展。淀粉样蛋白-β（Aβ）是

AD 中老年斑的主要组成成分，也是其重要致病因素[136]。研究发现，Aβ 能有效的

激活巨噬细胞内的 NLRP3/caspase-1 炎症复合体，释放 IL-1β。激活的机制主要与溶

酶体的损伤以及组织蛋白酶B的释放有关。同样，作为PD的主要致病因素α-synuclein

蛋白的错误折叠，同样能激活 NLRP3 炎症复合体[82]。 

    目前，由 Aβ 或 α-synuclein 等异常蛋白质蓄积所诱导的神经炎症反应，其起到

了致病性的作用还是修复性作用，还存在着争议。例如，在 AD 中，IL-1β的作用存

在着截然不同的观点[137]。基因敲除 IL-1RA 的小鼠，在脑室内的 Aβ的刺激下，活

化的小胶质细胞增加，神经元存活率下降。而在 AD 的小鼠模型中，过表达 IL-1β能

有效减少斑块的大小[138]。因此，在神经退行性变的发展过程中，由免疫细胞所介

导的固有免疫反应既有保护作用，又存在病理性作用。 

锰作为一种机体所必须的微量元素同时也存在着神经毒性作用。研究证明，长

期慢性的锰中毒能引起一系列的神经退行性疾病，包括锰中毒、PD、AD、HD 等。

长期的锰暴露，过量摄入体内的锰能有效的通过血脑屏障进入大脑中枢神经系统，

引起神经炎症反应。研究报道过量的锰进入大脑组织后能有效的活化小胶质细胞等

中枢神经系统免疫细胞，释放大量促炎症因子，包括 IL-1β、TNF-α等[139]。然而，

锰是如何激活小胶质细胞释放促炎因子，引起神经炎症反应的分子调控机制目前尚

不清楚。锰是否能通过激活小胶质细胞内的炎症复合体，以及释放的促炎症因子对

于神经退行性疾病的影响，本课题将就此进行初步的研究和探索。 

五、自噬生理作用及调控机制 

1 自噬系统的简介及功能 

1.1 自噬的概念及分类 

    自噬是一个分解代谢的过程，在这一过程中，可以通过把细胞内组分如蛋白质

和细胞器等运输到溶酶体，以此来降低它们在细胞内的存在。自噬反应受到自噬相

关基因（Autophagy-related gene，ATG）表达的调节。研究证明饥饿可激活自噬反应，
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包括氨基酸或者葡萄糖的缺乏。自噬具有清除缺陷或聚集的蛋白，以及受损细胞器

等功能[140]。以往研究已经证明有三种不同类型的自噬存在，包括大自噬、小自噬

以及分子伴侣介导的自噬。 

大自噬（之后简称为自噬），通过形成一种可以孤立蛋白和细胞器的双膜囊泡结

构-自噬体，来促使蛋白和细胞器的发生退化。这一过程可以降解细胞质组分，同时

自噬体可以融合于溶酶体，从而形成自噬性溶酶体[141]。由于神经元中变性或聚积

的蛋白以及功能障碍的细胞器不能被细胞本身清除，因此自噬反应在保护健康神经

元细胞的过程中具有重要的作用。一旦自噬反应受到抑制或损伤，造成自噬功能障

碍，则会导致神经退行性病变的发生[142]。 

1.2 自噬的作用机理 

自噬反应通过溶酶体降解细胞内各组分这一过程与机体的许多疾病关系密切，这

些疾病包括神经退行性病变、病毒或细菌引起的感染、心脏病以及肿瘤。多种应激

刺激状态下的信号通路都可以正向或者负向的调控自噬的活化[143]。这些复合物通

过 AMP 活化蛋白激酶（AMP-activated protein kinase，AMPK）以及雷帕霉素的哺乳

动物靶向蛋白（mTOR）等通路来激活自噬。正是因为自噬是细胞信号传导的重要途

径，所以其作用重要靶点被认为可以运用药物或者其它途径来进行调控[144]。 

然而自噬是一个动态的过程主要可以分为三个独立的阶段：（1）由自噬体进行细

胞中组分的吸收（2）自噬体与溶酶体融合形成自噬溶酶体（3）自噬体自身通过溶

酶体中的蛋白酶进行降解。在此过程中，细胞内的通路与自噬体和溶酶体通路紧密

相连，经过了溶酶体和自噬体的融合以及细胞内复合体的排列从而介导自噬溶酶体

的形成[145]。 

自噬泡的双膜结构主要起源于多种细胞器这些膜结构包括：ER（包括内质网出

口，以及 ER-线粒体相关的联系区域），以及 ER-高尔基体中间区域，再循环内体，

细胞质膜、高尔基复合体以及可能存在的脂肪滴[146]。这些膜结构通过重新排列来

对自噬小体进行调节作用，可以促使自噬体的形成，随后将其输送到溶酶体中，在

这个过程中，受到多种自噬相关（Autophagy-related，ATG）蛋白（Autophagy-related，

ATG）的调节。这些蛋白质中的一部分会参见两种泛素样偶联反应。其中第一种反

应中包括 ATG12 接合 ATG5，这种 ATG12-ATG5 的结合非共价于 ATG16L1，是吞噬
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泡形成的一个复杂的必要条件[147]。这些复合体被定位在吞噬泡和自噬体形成后的

分离体中。自噬体的形成是由 ATG8/LC3 中的第二偶联反应辅助进行。第一个通过

ATG4 剪切的 LC3 可以形成细胞质的 LC3-I,它可以在自噬体上与磷脂酰乙醇胺的前

体结合并结合细胞膜相关的 LC3-II[148]。 

1.3 调控自噬形成的信号转到通路其分子机理 

mTORC1 被认为是控制自噬过程启动阶段的关键调控因素。而 mTORC1 的激

活是通过在溶酶体膜上，GTP（Guanosine-5’ –Triphosphate）加载的 Rheb（Ras homolog 

enriched in brain）-GTP-loaded Rheb。Rheb 是一种小的 GTP 酶，GTP-loaded Rheb 使

它的一种活化形式。由 TSC1 和 TSC2 组成的 TSC–TBC 复合体和 Tre2-Bub2-Cdc16 1

结构域家族成员 7（Tre2-Bub2-Cdc16 1 domain family member 7，TBC1D7），可以负

向调控 Rheb[149]。其中，TSC–TBC 复合体中的 TSC2 具有对 Rheb 的 GAP 活性作

用，并且可以通过改变 GTP 和 GDP 来抑制 Rheb 的活性。磷酸肌醇 3-激酶（PI3K） 

v-akt 小鼠胸腺瘤病毒致癌基因相同物 1（Akt）通路，通过介导生长因子，如：胰岛

素生长因子（Insulin-like Growth Factor 1 ，IGF-1）、表皮生长因子（Epidermal Growth 

Factor，EGF）， 可以使 TSC–TBC 复合体发生磷酸化，并且抑制 TSC–TBC 复合体

的表达，之后 GTP-loaded Rheb 形成最终造成 mTORC1 被激活。活化了的 mTORC1

通过阻断 Unc-51 样激酶（ULK）1/2 复合体（Unc-51-like kinase（ULK）1/2 complex）

对自噬进行负向调控[150]。其中 Unc-51-like kinase （ULK）1/2 复合体作为自噬的

初始诱导物包括 ULK1/2、ATG13 以及具有 200kD 的粘着斑激酶家族相互作用的蛋

白质（FIP200）。因此，抑制 mTORC1 对 ULK1/2 复合体的激活作用，可以诱导自

噬过程[151]。但是另一方面，腺苷酸活化蛋白激酶（AMP-activated protein kinase ，

AMPK）抑制 mTORC1 却能激活 ULK1/2 复合体。活化的 ULK1/2 复合体的自磷酸

化以及在 ULK1/2 复合体中磷酸化的 ATG13 和 FIP200。ULK1/2 复合体通过磷酸化

的 Beclin1 可以激活 Beclin1 液泡蛋白质分选 34 （Vacuolar protein sorting 34，VPS34）

复合体，该复合体包括 Beclin1，VPS34 以及 ATG14L。活化的 Beclin1-VPS34 复合

体的功能可以作为 III 类 PI3K 去产生磷脂酰肌醇 3-磷酸盐（Phosphatidylinositol 

3-Phosphate，PI3P），并且 PI3P 会募集 WD-重复蛋白与磷酸肌醇蛋白相互作用

（WD-repeat protein interacting with phosphoinositides ，WIPI  proteins）以及双重

Fab1、 YGLO23、Vps27 以及 EEA1（FYVE）结构域-包含蛋白 1（DFCP1）。WIPI
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蛋白和 DFCP1 是 PI3P 的黏附蛋白。募集 WIPI 蛋白和 DFCP1 在产生吞噬泡（单膜），

它是一种具有不成熟膜结构的自噬体的过程中具有重要作用。WIPI2 是 WIPI 蛋白中

的一员，可以募集 ATG16L 到吞噬泡。不仅如此，ULK1/2 复合体中的 FIP200 也与

ATG16L具有相互作用。ATG16L黏附ATG5 和ATG12以形成ATG12–ATG5–ATG16L

复合体，所形成的复合体可以与磷脂酰乙醇胺（Phosphatidylethanolamine，PE）结合

成为微管相关蛋白 1 轻链 3β（Light Chain 3 beta，LC3B）[152]。PE 结合的 LC3B 对

自噬体的延长和形成具有自身的功能。不仅如此，LC3B 可以运载变性和聚集的蛋白

以及损伤的细胞器进入自噬体。LC3B 是 ATG8 的哺乳类直系同源，除了 LC3B，ATG8

的哺乳类直系同源还包括六种蛋白，这六种蛋白是由 LC3 的亚族以及 γ-氨基丁酸 A

型受体相关蛋白（γ-aminobutyric-acid-type-A receptor-associated protein，GABARAP）

的亚族分出的。其中 LC3 亚族包括 LC3 alpha（LC3A）、 LC3B 和 LC3C[153]。而

GABARAP亚族包括GABARAP、GABARAP-样 1（GABARAP-like 1，GABARAPL1），

以及 GABARAP-样 2（GABARAP-like，GABARAPL2）。LC3 的亚族成员以及

GABARAP 亚族成员具有自噬体形成的功能[154]。自噬体膜派生于多种来源，包括

内质网（Endoplasmic Reticulum，ER）、线粒体膜（Mitochondrial Membrane）、细胞

质膜（Plasma Membrane）、高尔基体（Golgi）以及再循环内体（Recycling endosomes）。

其中 ER 是自噬体膜最主要的来源，与隔离单膜具有物理连接。Ω样形状的隔离单膜

包含 PI3P 和 DFCP1，称为欧米茄体（Omegasome），来源于 ER，发展为自噬体，

在两片 ER 的膜之间衔住。这些结果表明，这层隔离单膜由 ER 产生，并由 ER 引导

出隔离单膜的延长。ULK1，在自噬的启动阶段发挥作用，它可以被募集到 ER 膜上

以促进隔离单膜的形成。因此，ER 的结构和功能在自噬的早期阶段发挥着重要的作

用。当自噬体的形成完成时，自噬体会和溶酶体融合成为自噬溶酶体[155]。溶酶体

中的酶会降解由自噬体带来的底物，而自噬体和溶酶体的融合通过可溶性的 N-乙基

马来酰亚胺敏感因子附着蛋白受体（N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment 

protein receptors ，SNAREs)、Rab7、介导紫外线辐射抗性相关基因的蛋白质（UV 

radiation resistance-associated gene protein ，UVRAG）、在同型融合蛋白分拣

（Homotypic fusion and Protein Sorting HOPS）复合物、LC3 以及 GABARAPs 等因素。

尽管 mTORC1 可以通过阻断 ULK1/2 复合物来抑制自噬体的启动阶段，mTORC1 还

可以通过磷酸化的 UVRAG 来抑制自噬体和溶酶体的融合[156]。这些机制表明

mTORC1 对于自噬的启动阶段和成熟阶段具有负向调控。 



第四军医大学博士学位论文 

-42- 

如图 5所示自噬的原理是：通过各种应激信号激活AMP通路或者抑制mTORC1，

都可以诱导 ATG1–ULK1 复合体的活化，它可以通过磷酸化作用的依赖机制来正向

调控 VPS34 复合体的活化。三级 PI3K VPS34 可以向吞噬泡提供 PI3P，而这一过程

可以通过辅助 ATG12–ATG5–ATG16L1 复合体向膜上的募集作用来限制 LC3 脂化位

点[147]。在 ATG12–ATG5–ATG16L1 复合体结合到吞噬泡、LC3 结合到 PE（LC3-II）

后，膜会发生延长并且吞噬细胞质内的组分，最终导致完整的自噬体的形成。还有

一些蛋白，如 p62、NDP52 以及 NBR1 等，它们会分别通过它们的 LIR 和 UBA 结构

域来确立 LC3-II 以及特定的泛素化物质（如：聚合物、细菌、线粒体以及过氧化物

酶体）之间的联系来进行通路中的底物选择。在这一过程的最后一步，自噬体会融

合于溶酶体，使得囊泡的内容物发生退化[148]。总之，AMPK、AMP 活化蛋白激酶、

mTORC1、复杂机械的雷帕霉素的目标 1、ULK、Unc-51-样激酶、VPS34、磷脂酰

肌醇 3-激酶 VPS34、PI3P、磷脂酰肌醇、PE、磷脂酰乙醇胺、LIR、LC3 相互作用

区域、UBA、泛素相关区域这些都与自噬的过程有着密切的关系[157]。  

 
图 5. 溶酶体功能障碍的可能机制[158] 

1.4 自噬的功能生物学意义 

细胞内蛋白的异常折叠及聚集是许多迟发型神经退行性疾病的共同特点，这种蛋

白的异常表达被称为病理性蛋白。而由病理性蛋白引起的迟发型神经退行性疾病包

括阿尔兹海默症、帕金森氏病、Tau 病变以及多聚谷氨酰胺扩张型病变（包括 HD 和
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多种脊髓小脑的共济失调类疾病）[159]。目前，还没有什么有效的治疗手段去减缓

或者预防这类神经退行性疾病的发生。而引起 HD 的突变以及其它蛋白病理（例如：

多聚谷氨酰胺疾病以及 Tau 蛋白疾病等）会给这些特定的蛋白带来异常的毒性功能，

然而这类疾病的严重程度常与相关蛋白的表达有着密切的关系[160]。因此对调控这

些蛋白的表达水平以及聚集情况的因素的了解就显得非常的重要。当这些蛋白出现

在细胞质中，它们可以通过反诉蛋白酶系统或者通过自噬进行清除。前一种途径的

清除速度可能更快，它被限制成可以进入蛋白酶体的种类，以此来排除寡聚体以及

更高形式的结构。这些形式的种类可以被自噬清除。与上述的认为的一致，可以通

过异常聚集形成聚集体的蛋白包括：Tau 蛋白（Tau）、α-共核蛋白（α- synuclein，α-syn）、

突变的亨廷顿蛋白（Huntingtin）以及突变的脊髓小脑性共济失调蛋白 3（Ataxin 3）。

这些蛋白在野生状态下都表现除了对自噬的高度依赖性[161]。 

在许多神经退行性疾病如亨廷顿氏病（Huntington’s disease ，HD）、阿尔兹海默

综合症（Alzheimer’s disease，AD），这些疾病中都表现出在神经元里 mTORC1 活性

的降低，以及大量的聚集。然而自噬的最终结果可能不是一种直接反应，而是一种

随着钙水平增加而造成的兴奋性毒性，而这种状态反过来又会抑制自噬体的生物合

成[162]。而在神经退行性疾病中突变的蛋白往往就会起到重要的作用，以亨廷顿氏

病为例，突变的亨廷顿蛋白可以与自噬诱导物 Rhes 结合从而降低自噬。因此特异突

变或者疾病情况的最终结果常常是不可预测的，多种活化以及抑制的通路都是可以

对疾病造成影响[163]。此外非细胞自主性的影响也可以对疾病造成影响，例如在 AD

疾病中，自噬体生物功能的损伤会导致胶质细胞 NO 释放的增加。 

1.5 溶酶体的概念及在自噬降解过程中功能 

    溶酶体是细胞降解的中心，也是可以分解蛋白质、多糖以及分别可以进入他们

的分子结构单元包括：氨基酸、单糖以及游离脂肪酸的主要结构。溶酶体中充满多

于 60 种的不同类型的水解酶包括：脂肪酶、蛋白酶以及分解代谢降解糖苷酶等。降

解后的产物，作为溶酶体的代谢物通过特定的出口如局限的膜或者囊泡膜。通过溶

酶体的作用，可以维持能量稳态或者是促使生物合成过程中的重复利用[164]。 

1.6 自噬溶酶体功能紊乱的主要表现 

    溶酶体是内吞作用通路中的末端的细胞器，它可以消化大分子以及获得细胞组
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分，以此来是细胞获得营养。在溶酶体当中一种特定存在的酶即水解酶，它大范围

的存在于溶酶体中，且在细胞器的内部由高酸性的 pH（pH 值在 4.5-5.0）所激活。

溶酶体的生成以及维持其自身 pH 值的稳定是通过运用一种质子泵 V 型 ATP 酶

（proton-pumping V-type ATPase）的活性，这种质子泵 V 型 ATP 酶可以运用能量代

谢的形式将 ATP 质子泵带入溶酶体中[165]。由于这种活性作用，可以分离电荷并且

生成横跨膜电位。另一种离子必须移动到电压的位置，从而出现这种泵的作用。参

与这一过程的离子被称为反离子，且通常情况下可能是作为阳离子移动出溶酶体，

又或者是一种阴离子移动进入溶酶体。最近有数据显示在这个过程还存在 ClC-7, a 

Cl−/H+逆向转运，而对这一种参与其中的转运者还有许多问题。虽然它们的功能结果

显示这个过程中存在一个阳离子转运体，但是对于它的分子组成还不清楚。然而，

V-ATPase 和反离子转运体对于维持溶酶体内环境当中 pH 的稳定都是非常重要的。

而溶酶体的 pH 在一些细胞类型中可能会被动态的进行调控[166]。 

溶酶体酸化：哺乳动物的细胞中，在许多生理功能中都会运用到 H+，所以，对

于质子（或水合氢离子）它们的无处不在以及时刻具有反应性的特性人们也就能够

理解了。质子处于生物能学的中心位置，它作为一种在氧化磷酸化中重要的媒介可

以让线粒体使用这些离子的核苷酸成分来跨越它们的内膜[167]。而这一过程中有许

多细胞内的细胞器都可以与膜结合，这其中包括：高尔基体、分泌囊泡、细胞核内

体以及溶酶体，它们也可以产生跨膜质子梯度。然而细胞内的这一过程取决于这些

细胞器内腔当中的 pH 值，这些与细胞器内腔中 pH 值相关的过程包括对分泌途径的

翻译后修饰，细胞内途径中的配体定位过程以及在溶酶体中大分子的降解过程。每

一个细胞器都维持着其内环境的 pH 稳定，这也是促进起爆器功能的必不可少的因素

之一。事实上，许多功能障碍都可以引起细胞器酸化，而细胞器酸化又与一些疾病

的发生有关，且其中的部分疾病都非常严重甚至危及生命。或许在哺乳动物细胞中，

溶酶体是细胞器酸化的最极端的例子。因为溶酶体的存在本身就是为了消化异常的

细胞器及过分沉积的蛋白，所以它始终维持高度酸性的 pH（pH<5.0），这样就可以

使其内腔可以成功的执行它的消化功能，并且推动消化后的产物向外代谢[168]。 

    前期有研究表明酸性的溶酶体内腔最初来源于多种方式的融合，事实上，细胞

内的酸化最早就是发现于溶酶体的。1893 年，Metchnikoff 发现草履虫可以从 pH 敏

感的石蕊试纸中摄取颗粒，且试纸内部的颜色发生了改变，也提示发生了酸性反应。
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而在现代，对于酸性溶酶体的标志是来源于 Coffey 和 De Duve 的发现，他们发现溶

酶体中存在的水解酶与溶酶体都处于酸性状态。通过使用弱碱来对单独的溶酶体进

行标注，在使用放射性或者荧光分布技术进行观察，结果发现这些细胞器可以保持

一种高度的细胞内 pH 的酸性状态，且较培养基来说，细胞器中 pH 值更偏酸性[168]。

现在公认的是，pH 值得这种梯度存在是由 V 型 ATP 酶的作用产生的，它以 ATP 水

解能力进行驱使，以质子泵膜蛋白的形式来驱动质子反作用于溶酶体内腔中的电化

学梯度质子。然而，与每一个质子泵 ATP 酶反应后也可以生成一种可以跨越溶酶体

膜的电压差，这种电压差可以一直更进一步的抽吸作用。因此，对于 ATP 酶能够有

效的促使溶酶体内部酸化，质子的迁移运动一定会伴随发生，而这种质子的这种运

动必须通过 ATP 酶运用反离子来消除跨膜电压的作用来产生。在理论上，这种抗衡

离子的运动，可以由进入溶酶体内部的细胞质阴离子来产生，或者是由通过溶酶体

内腔而进入细胞质中的阳离子来产生，又或者同时由两者共同产生。然而，对于这

种抗衡离子构成的确定仍然存在争议，但是这种抗衡离子的运动过程已经被认为是

酸化过程的重要因素之一。虽然许多细胞器在其内部都运用相同的 V 型 ATP 酶进行

酸化，每一种方式都可以维持内部 pH 的稳定状态，而对于不同的抗衡离子作用机制

的解释都是不同的[169]。人们对于 pH 调节的具体机制还不清楚，尤其是对于定量

水平的机制还毫无头绪。可是，由于抗衡离子的运动是酸化过程必不可少的，因此

对于参与细胞器 pH 值调节的分子的作用机制就得到了大家的关注。溶酶体作为一种

不仅可以生存于细胞中，也可以被分离出单独生存的细胞器是一种为人类探寻细胞

内部活动以及外部刺激对细胞的影响的状态及具体作用机制的好的研究对象。溶酶

体 pH 值的稳定对细胞内环境及外部作用的感应都具有非常重要的作用[170]。 

1.7 影响自噬溶酶体功能紊乱的主要因素和分子机制 

由于自噬发挥着重要的生理作用，自噬功能障碍与许多类型的病理联系在一起，

因此，自噬过程的程度必须严格监管，以确保适当的水平。通过溶酶体降解的自噬

途径是细胞生存和死亡必不可少的的途径，对维持细胞内稳态具有重要作用（图 6）。

1）哺乳动物雷帕霉素靶点（mTOR）是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白酶，负调节自噬和凋

亡，主要包括：mTOR/raptor，构成 mTOR 复合物 1（mTORC1）；mTOR/rictor，构

成 mTOR 复合物 2（mTORC2）。mTOR 反应轴的主要组件均为自噬抑制剂，在培养
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环境营养富裕的条件下主要功能自噬抑制剂，它通过调节 Akt 的下游和上游分子，

对细胞增殖调节和生存调节起着至关重要的作用。抑制 mTOR 分子通路（例如用雷

帕霉素）将诱导自噬发生。2）酵母自噬相关蛋白 1（Autophagy-related protein 1，Atg1）

与哺乳动物 Unc-51-类似物激酶 1（ULK1）和 ULK2 同源，可以与其他 Atg 成员（例

如 Atg13）形成复合物，然后参与自噬溶酶体早期的形成[171]。mTOR 在培养环境

营养富裕的条件下处于活化态，可以磷酸化 ULK1 和 mAtg13 进而抑制 ULK1 激酶

活性。ULK1 活性抑制将直接导致前自噬溶酶体结构形成失败，并因此导致自噬过程

受抑并促进 LC3-II 的形成。3）LC3-II 形成对于自噬溶酶体形成至关重要的，因此

LC3-II 水平已被广泛用于评价自噬溶酶体富集程度。自噬溶酶体双层膜结构形成后，

Atg4 会通过去共轭方式从外层自噬溶酶体膜上去除 LC3-II，但由于 LC3-II 仍然与内

层膜相连导致溶酶体融合后仅部分降解。Bafilomycin A1 阻断 LC3-II 的降解，进而

维持 LC3-II 水平[164]。4）异常蛋白积累,PD 是经典的因异常 α-syn 积累导致溶酶体

功能障碍性的神经退行性疾病。有研究表明，在 α-syn 突变的细胞中 CMA 通路被阻

断，但对阻断以及其效应的溶酶体改变与 CMA 通路阻断的关系还不明确。在人

SH-SY5Y 神经细胞过表达 A53Tα-syn 突变后可以导致总溶酶体降解蛋白的减少

[172]。同样在大鼠原代培养的神经元中过表达 A53Tα-syn 将导致 CMA 活性的显著

降低，并伴随补偿性的巨型自噬的显著增高。过表达野生型或突变型 α-syn 作为一种

诱发因素激活两种自噬通路的功能，但这种异常蛋白最终将影响正常自噬溶酶体通

路过程。溶酶体功能障碍会进一步导致异常的 α-syn 总量增加并释放到细胞中，免疫

荧光染色表姐过表达野生型 α-syn 的 SH-SY5Y 细胞中的 α-syn 可发现 α-syn 在近核结

构的积累，进而导致神经病理性改变和神经细胞的死亡[173]。 

 

图 6. 自噬体溶酶体结合为自噬溶酶体的过程 
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1.8 自噬溶酶体与 NLRP3 介导的神经炎症之间的关系 

IL-1β是重要的促炎性细胞因子，在许多类型的感染或者损伤中都会出现 IL-1β

的释放，而它的释放，可以调节各种生理反应，包括细胞的募集、食欲、睡眠以及

提问。然而，IL-1β 最初是以前体的形式出现并参与对炎症刺激的应答，就像 TLR

的配体。这种非活化前体状态可以在炎症体活化后被 caspase-1 的分子剪切成为具有

生物活性的状态。炎症体作为一种分子支架，可以触发激活 caspase-1 之后促使 IL-1β

和 IL-18 的成熟。通常情况下，炎症体至少会从细胞质的固有免疫传感器家族中的一

个家庭成员来形成[174]。NOD 样受体（NLRs），包括 NLRP1、NLRP3 以及 NLRC4，

它们与包含有 caspase 募集结构域（ASC 以及 PYCARD）的凋亡相关斑点样蛋白相

结合。在这些炎症体中，NLRP3 炎症体是其中激活内源性和外源性信号最具有特点

的炎症体[175]。 

大量针对 TLR 配体所进行的体外研究，尤其是 LPS 等刺激物诱导 pro-IL-1β 的

形成。但是在大部分情况下，这不足以刺激炎症体使其发生活化并且释放成熟的细

胞因子。与之相反的是，多种内源性和外源性的信号传导却是激活炎症体的重要需

求，这些信号包括：ATP 和微粒（其中包括：尿酸结晶、淀粉、二氧化硅、失眠、

合成微粒以及明矾等）。细胞外 ATP 可以触发 ATP-门离子通道，导致 K+的外排，并

且诱导 pannexin-1 膜孔的形成[127]。这将使得细胞外 NLRP3 受体激动剂可以通过

pannexin-1 膜孔进入细胞，从而激活炎症体。对于微粒来说，它主要通过以下机制进

行活动。通过吞噬石细胞来摄取微粒可能会引起溶酶体损伤以及溶酶体的产物释放

进入细胞质中，从而激活 NLRP3 炎症体。具体来说，溶酶体蛋白酶组织-cathepsin-B

参与其中，cathepsin-B 的抑制剂 CA-074 甲酯可以抑制 IL-1β的释放。另外还有研究

者认为 NLRP3 受体激动剂可以通过外界刺激所产生的 ROS 来激活炎症体[176]。 

在炎症体被激活的过程中，自噬发挥着重要的作用。自噬作为一种高度保持自

我平衡状态的过程，可以隔离以及降解细胞质大分子也可以吞噬过量的或者受损的

细胞器和病原体以此来维持细胞内稳态。而自噬的作用受到自噬相关基因（Atg）的

调控。在正常的生理条件下，自噬会为了维持内稳态而发生，但是也可以被许多不

同的因素上调，这些引物包括营养剥夺以及使用 mTOR 的药物抑制剂等。此外，自

噬可以受到细胞因子的调控，例如它可以受到 IFN-γ 以及 TNF-α 的上调，同时也会

受到 IL-4 和 IL-13 的抑制。之前有报道指出，在巨噬细胞中可以通过敲除 Atg7 或者
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Atg16L1 来抑制自噬反应从而促进 LPS 刺激下的 IL-1β 的释放[177]。这一过程背后

的机制以及炎症体的在这一过程中发挥的作用还没有完全确定，但是通过研究发现

这一过程与通过（TIRToll/IL-1 受体）结构域诱导产生的 IFN- β（TRIF）以及 ROS

之间的信号有关[178]。 

如图 7 所示，自噬过程在神经退行性疾病以及损伤、感染的病理过程中都具有重

要的作用，自噬溶酶体功能障碍与多种蛋白的异常表达以及所表现出的病理反应都息

息相关，因此对于自噬溶酶体功能障碍所导致的下游反应的探索就显得尤为重要。 

 

图 7. 自噬过程在各类疾病中具有重要作用[158] 

六、锰暴露促进小胶质细胞活化的可能机制及其生物学作用 

1 锰暴露对小胶质细胞释放炎性因子的影响 

    在锰中毒模型中，长期过量的锰暴露和小胶质细胞的活化有着密切关系。经过

慢性过量的锰暴露后，小胶质细胞活化主要表现为细胞增殖。以往的研究结果表明，

暴露于锰环境的人大脑中会出现胶质细胞增殖的情况，不仅如此，在非人灵长类动

物以及啮齿类动物的锰中毒模型中都会出现胶质细胞增殖的现象[66]。对于重金属锰

本身，如果长时间接触锰或是接触高浓度的锰，都可激活小胶质细胞。这一点充分
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证明了小胶质细胞作为中枢神经系统中的主体免疫细胞，在介导神经炎症反应中发

挥的作用，其中尤为重要的是从活化的小胶质细胞中释放出的促炎症因子，这些促

炎症因子在整个炎症反应过程中都具有非常重要的作用。[179]。 

1.1 锰暴露对小胶质细胞的影响 

小胶质细胞是中枢神经系统的主体免疫细胞，占整个大脑组织的 12%，且在脑

组织中也具有相当重要的作用[180]。小胶质细胞在不同脑区的分布数量是各不相同

的，它主要分布在大脑的灰质区域，包括海马区以及基底神经节。在病原体的刺激

下，小胶质细胞发生活化，处于活化状态的小胶质细胞与星形胶质细胞一起参与免

疫反应，释放大量炎性因子（包括 TNF-α、IL-1β、IL-18 以及 IL-6 等），以及 ROS、

NO 以及 PGE2。在 1999 年 Chang 和 Liu 首次报道了锰对活化小胶质细胞（此部分实

验均运用 N9 小胶质细胞系）的影响[181]。他们使用脂多糖（Lipopolysaccharide，

LPS）刺激小胶质细胞，使其表达 iNOS 并且释放 NO，之后对这些细胞进行一定剂

量和时间的锰暴露，结果发现 iNOS 的表达以及 NO 的释放量都有所增加，而单独的

锰刺激对 iNOS 以及 NO 的表达则影响较小。同时研究还发现，锰对小胶质细胞释放

iNOS 以及 NO 具有增强的作用，但这一点必须建立在 LPS 作用使得小胶质细胞活化

后。在与 LPS 共同作用下，锰对小胶质细胞的影响具有时间、剂量依赖效应。研究

还发现，锰不仅可以增加 LPS 诱导的小胶质细胞 iNOS 和 NO 的释放量，对于其它

的细胞因子锰也具有相同的作用，这些细胞因子包括 TNF-α、IL-6 以及 IL-1β。而单

独使用锰（500mM）刺激小胶质细胞所释放的细胞因子却非常少[182]。为了确定锰

对小胶质细胞炎性因子释放的影响，研究人员又对炎性因子的 mRNA 水平进行了检

测，结果发现锰对小胶质细胞炎性因子释放的影响存在延时效应，一般情况下会在

锰暴露后 4h 出现，而这种效应能持续 24h。这也充分证明了锰对小胶质细胞炎性因

子释放的影响。虽然前期研究中有数据显示单独锰作用对小胶质细胞释放 NO、PGE2

以及炎性因子的影响并不大，但是后续的研究却显示高剂量的锰（300mM）可以激

活原代培养的小胶质细胞使其释放 NO、TNF-α以及 IL-1β等炎性因子[183]。也有研

究结果显示， 高剂量锰单独作用 BV2 小胶质细胞系，可以诱导产生 iNOS。如果在

锰和LPS共同作用中增加锰浓度，则在锰参与的小胶质细胞炎性因子释放过程中LPS

的作用就越小[184]。 
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锰除了可以诱导小胶质细胞释放炎性因子，同时也可以诱导小胶质细胞释放

ROS。ROS 能有效促使在小胶质细胞-神经元环境中发生神经毒性作用从而影响多巴

胺（Dopamine，DA）[185]。事实上，锰诱导的损伤可以增加神经系统中小胶质细胞

的数量，从而造成多巴胺能神经元的损伤。但也有研究显示，不同剂量的锰

（10-300mM）可以造成 H2O2 产生时间剂量效应的释放，但是在这个过程中锰却不

能使小胶质细胞释放 TNF-α以及 IL-1β。虽然如此，，锰却可以增加 LPS 诱导的抗氧

化酶以及血红素加氧酶（Heme-Oxygenase-1，HO-1）的释放，而这些酶都参与了小

胶质细胞中炎症因子以及 H2O2 的释放[186]。 

1.2 锰中毒与小胶质细胞活化之间的关系 

以往的研究表明，在体外进行的锰暴露实验中，锰可以诱导小胶质细胞活化，

使其释放炎性因子、NO、以及 COX-2/PGE2 等。在锰的作用下，小胶质细胞释放通

过转录因子（例如 NFκB、MAPK p38 等）的介导释放炎性因子（例如：TNF-α、IL-1β、

IL-18、IL-6）[187]。在 NFκB 或者 p38 的抑制剂的作用下，小胶质细胞炎性因子释

放下降。在混合的胶质细胞中，锰含量的增加所引起的炎症介质的输出也伴随着

MAPK 的活化以及 NFκB 的活性作用。NFκB 活性的增加与星形胶质细胞释放更多的

NO 也有一定的关系[188]。 

鉴于上述文献回顾的内容，我们发现，以往的报道虽证实了锰暴露可以诱导小

胶质细胞活化并释放炎性因子，但锰诱导小胶质细胞活化并释放炎性因子的分子调

控机制，目前尚不清楚。而锰诱导小胶质细胞炎性因子的释放是否依赖于

NLRP3/caspase-1 炎症体这一炎性因子孵育平台？NLRP3/caspase-1 炎症体的活化又

是否与锰暴露致使海马脑区小胶质细胞的自噬过程有关？锰暴露造成的自噬溶酶体

功能障碍与 NLRP3/caspase-1 炎症体的活化以及小胶质细胞炎性因子释放之间存在

怎样的联系？ 因此，本研究拟利用亚急性锰中毒小鼠模型以及锰暴露 BV2 小胶质细

胞模型，分别从体内和体外实验揭示锰诱导小胶质细胞活化并释放炎性因子的分子

调控机制，并进一步利用分子生物学技术及细胞生物学技术对 NLRP3 炎症体在锰诱

导小胶质细胞炎性因子释放过程中的作用进行剖析，同时揭示锰中毒致自噬溶酶体

功能障碍与 NLRP3 炎症体活化之间的关系，从而为初步揭示锰的神经毒性作用，尤

其是针对锰诱导小胶质细胞炎性因子释放在神经退行性病变病理学发展过程中的作

用提供实验依据。 
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正   文 
 

 

 

实验一  锰暴露对小胶质细胞炎性因子释放及 

小鼠学习记忆的影响 
 

 

锰在自然界中广泛分布，是人体所必须的微量元素。然而，当机体摄入过多的

锰则会引起锰中毒的发生，其临床表现主要为类似帕金森氏病病症[30]。研究表明，

中枢神经系统是锰作用人体的主要靶器官，黑质纹状体通路更是锰损伤神经系统的

关键核团[50]。也正因为如此，国内外广大的学者们也都聚焦于此，总结证实了一系

列关于锰能够引起黑质纹状体内多巴胺能神经元功能减弱的经典理论。我们教研室

也长期一直致力于研究锰对运动行为能力的影响及其具体机制。然而，随着人们对

锰神经毒性的进一步关注，锰对海马空间记忆能力的损伤也渐渐被人们所证实[189]。 

在本部分实验过程中，我们通过皮下注射的方式进行亚急性锰暴露，通过小鼠

血锰和脑锰的检测，证实锰暴露动物模型的成功。又通过小鼠的行为学检测分别对

小鼠锰暴露后运动以及学习记忆能力进行了评估，发现锰暴露不但能够引起运动系

统的损伤，同时对控制学习记忆能力的海马神经元也有一定的损害效应。小胶质细

胞是中枢神经系统内的一种免疫细胞，它的活化以及炎性因子释放对于中枢神经系

统而言具有十分重要的调节作用[61]。之前的研究发现，在黑质纹状体通路，锰暴露

所诱导的多巴胺能神经元损伤与其介导的小胶质细胞活化以及炎性因子的释放关系

密切。那么在锰暴露所导致的海马神经元损伤中，小胶质细胞是否也参与了其中，

在这部分实验中我们将进行深入的研究。 

 

 



第四军医大学博士学位论文 

-52- 

1 材料 

1.1 主要仪器 

行为学录像机（WV-CP500D） Panasonic 公司（日本）

小鼠恐惧条件箱（NIR-022MD） Med associates 公司（美国）

小鼠恐惧条件系统（SG-6080D） Med associates 公司（美国）

超低温冰箱（MDF-U73V） SANYO 公司（日本）

冰柜（BC/BD-2720S）   Haier 公司（中国）

低温高速离心机（5804R） Eppendorf（美国）

小型低温告诉离心机（5424R） Eppendorf（美国）

超纯水机（Milli-Q） MILLIPORE（美国）

原子吸收分光光度计 热电（美国）

小鼠运动杆 Med associates 公司（美国）

超生破碎仪（VCX105） SONICS&MATERIALS 公司（美国）

抽吸泵（WP6122050） MILLIPORE 公司（美国）

DNA/RNA 定量仪（NANODROP 2000C） Thermo scientific 公司（美国）

96 孔板离心机（LMC-3000） Grant-bio 公司（美国）

低温离心机（5804R） Eppendrof 公司（美国）

紫外分光光度计（UV-2550） SHIMADZU（日本）

全能型凝胶成像系统（Universal HoodIII） BIO-RAD（美国）

酶标仪（Infinite F200） TECAN（美国）

制冰机（SIM-F140） SANYO（日本）

摇床（ZD-9550） Kylin-Bell Lab instruments（中国）

基因扩增仪（7500 Fast Real-Time PCR system） Applied Biosystems（美国）

蛋白垂直蛋白电泳系统（Universal/300） BIO-RAD（美国）

梯度 PCR 仪 Biometra TGRADIENT（美国）

超纯水机（Milli-Q） MILLIPORE（美国）

液氮生物容器（YDS-100B-125） 成都金凤（中国）

高压灭菌器（MLS-3750） SANYO（日本）

电热恒温水浴锅（HH-2） 科伟（中国）

室温离心机（5430）  Eppendrof 公司（美国）

超净工作台（SW-CJ-1F） 苏州净化（中国）

二氧化碳培养箱（3423） Thermo scientific（美国）

生物显微镜（IX71） OLYMPUS（日本）

激光共聚焦显微镜 Nikon（日本）
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1.2 主要试剂和抗体 

锰（13446-34-9） ACROS ORGANICS（美国）

LPS（L3880-500MG） Sigma（美国）

戊巴比妥钠 Sigma（美国）

EDTA 抗凝管 IMPROVACUTER（中国）

95%酒精 康制工贸（中国）

Tris Sigma（美国）

Anti-IL-1beta（ab9722） Abcam（美国）

Anti-IL-18(ab71495) Abcam（美国）

Anti-TNF-alpha（ab6671） Abcam（美国）

OX-42（MOUSE ANTI RAT CD11b） AbD Serotec（美国）

Mouse IL-1beta ELISA Ready-SET-Go！®（88-7013） eBioscience（美国）

Mouse IL-18 ELISA BMS618/2TEN 

Mouse TNF-alpha ELISA Ready-SET-Go！®（88-7324） 
eBioscience（美国）

eBioscience（美国）

SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒 晶彩（中国）

蛋白印迹膜再生液（Stripping Buffer for Western Blot CW0056） 康为世纪（中国）

显色液  七海（中国）

乙二胺四乙酸二钠（EDTA） 国产分析纯

Bovine Albumin Standard MP Chromato PurTM（美国）

DMSO（D4540-1L） Sigma（美国）

Dulbecco’s Modified Eagle Medium（12800-017）  Gibco（美国）

FBS  Gibco（美国）

蛋白酶抑制剂 Roche（美国）

PMSF 碧云天（中国）

Tween-20   Sigma（美国）

DEPC 水 Sigma（美国）

DTT 碧云天（中国）

甲叉双丙烯酰胺 Sigma（美国）  
Triton-X-100 科昊生物（中国）

蛋白印迹膜再生液 康为世纪（中国）

β-actin  Cell Signaling Technology（美国）

Goat Anti-Rabbit IgG，HRP Conjugated（CW0103） 康为世纪（中国）

Goat Anti-Mouse IgG，HRP Conjugated(CW0102) 康为世纪（中国）

BCA 蛋白定量试剂盒 Thermo（美国）

Tyrosine Hydroxylase Antibody Cell Signaling Technology（美国）

三氯甲烷 国产分析纯

异丙醇 国产分析纯

无水乙醇  国产分析纯

mRNA 反转录试剂盒 TAKARA（日本）

qRT-PCR 反应试剂盒 TAKARA（日本）

Trizol RNA 提取液 Invitrogen（美国） 
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1.3 动物 

健康的成年 C57BL/6 小鼠（之后简称为 C57 小鼠/小鼠），体重 15-30g，所有动

物实验所涉及的动物处理是严格按照国际标准的动物护理指南执行，由第四军医大

学动物中心批准并予以提供（许可证号：SCXK-2012-0007），从学校动物中心取回后

置于科室动物房中，保持饲养环境的干净、安静以及室温状态（23 ± 5℃），使小鼠

适应饲养环境 7 天，之后进行相关实验。 

1.4 细胞系 

采用 BV2 小胶质细胞系，它是由 Blasi 等研究人员在 1990 年运用携带癌基因

v-raf/ v-myc 的反转录病毒 J2 感染原代培养的小鼠小胶质细胞而获得的永生细胞系，

该细胞系不仅高度纯化，而且基本具备了原代培养的小胶质细胞的形态学、表型以

及各项功能特点，也被许多学者及科研工作者所接受。 

1.5 实验用试剂配置 

LPS  
 LPS 20mg 
 溶于 20ml 高压去离子水中，混匀，分装于 500μlEP 管中，-20℃保存 

1%戊巴比妥钠  
 戊巴比妥钠 1g 
 溶于 100ml 之前已配好的 0.9%NaCl 中，混匀，4℃保存 
75%酒精  
 95%酒精  
 溶于 ml 去离子水中，混匀，室温保存 

0.5MTris-HCl（pH7.6）  

 Tris 60.57g 
 1N HCL 420ml 
 双蒸水加至 1L  

0.2M PB 
 KH2PO4 27.2g 
 NaOH 6.4g 
 加去离子水至 1L，调整 pH 值至 7.4 

MTT  

 MTT 250mg 
 溶于 50mlPBS 中，避光搅拌混匀，之后使用 0.22μm 小滤器过滤，将过滤好的

溶液分装于避光 EP 管中 
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100mM MnCl2
.4H2O  

 MnCl2
.4H2O（MW:197.91） 0.39582g 

 
溶于 20ml 的高压去离子水中，使用 0.22μm 孔径的小滤器过滤，装于 50ml 无菌

大 EP 管仲，混匀，4℃保存。（用于细胞实验） 

100mg/kg 组用 Mn 刺激液  

 

为使锰注射液的配制浓度与体积方便给药，故进行以下计算：目标注射浓度为

100mg/kg，以小鼠平均体重 20g 进行计算即 2mg/20g，为保证每只小鼠接受皮

下注射药物体积为 200μl 即 2mg/200μl，故称取 0.2gMn 溶于 20ml 之前配好的生

理盐水中，混匀，4℃保存。（用于动物实验） 

DMEM 高糖培养基  

 

使用 DMEM 粉末一袋（g）,称取 HEPES3.3g，以及青霉素、链霉素各 60mg，
称取 NaHCO33.7g，使用去离子水定容至 1L，之后使用滤器垫 0.45μm、0.22μm
两层滤膜进行过滤，滤出液体直接滴入 200ml-250ml 培养基盛放玻璃瓶，封口

膜包好，做好当天标记，放入 4ºC 保存，待用。（每个玻璃瓶中盛放 180-200ml
混匀过滤的 DMEM 培养基，方便之后直接给瓶子里加入 10%的胎牛血清） 

含 10%胎牛血清（FBS）培养液  

 
使用 10ml 注射器吸取 FBS 并通过 0.22μm 孔径的小滤器进行过滤，最终达到血

清所加体积占整瓶培养基的 10%，加好后，进行混匀。4ºC 保存。 

4%多聚甲醛  

 
称取 10.68gNaOH 溶于 600-800ml 双蒸水中，彻底溶解后给溶液中加入 120g 多

聚甲醛，溶解后加入 40g 磷酸二氢钾，以上全部溶解后进行过滤，过滤出的液

体定容至 3000ml。 

30%AB  

 丙烯酰胺 29g 
 甲叉双丙烯酰胺 1g 
 溶于去离子水，定溶于 100ml，之后过滤，4ºC 避光保存。 

10%AP(过硫酸铵)  

 AP 0.5g 
 溶于5ml去离子水中，混匀后分装在1.5mlEP管中，每个EP管中分装1ml，-20ºC保存。

1.5M Tris-HCL（pH=8.8）  

 Tris-base 9.0855g 
 溶解于 20ml 去离子水中，调整 pH 值达到 8.8，定容至 50ml，室温保存。 

10%SDS(十二烷基硫酸钠)  

 SDS 5g 
 溶解于 20ml 去离子水中之后加去离子水定容至 50ml 

1.0M Tris-HCl（pH=7.54）  

 Tris-base 24.228g 

 
溶解于 50ml 去离子水中，调整 pH 值达到 7.54 之后使用去离子水定容至 200ml，
室温保存。 
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10×TBS  
 1.0M Tris-HCL 200ml 
 NaCl 80g 
 使用去离子水定容至 1L 

DEPC 水  

 0.9% NaCl（生理盐水） 1L 
 DEPC 母液(成品购于晶彩) 1ml 
 搅拌过夜，之后放入高压灭菌器中高压后使用 

2 方法 

2.1 建立亚急性锰中毒小鼠模型 

2.1.1 动物的分组与饲养 

    从第四军医大学实验动物中心领回 6 周龄 C57 小鼠，体重在 15g-30g 之间，将

动物随机分为 3 组（每组 n=20）：对照组（0.9%NaCl）、锰组（100mg/kg）、LPS（10μg）

阳性对照组。分组后对动物进行适应性饲养 7 天，之后进入实验阶段。且适应性饲

养与实验阶段动物均处于自由进食自由饮水状态，所食饲料购买于本校实验动物中

心，饮用水为去离子水，所用饲养垫料也购于本校实验动物中心，且需勤换，以保

持动物生活环境处于干净的状态。 

2.1.2 亚急性锰中毒小鼠模型的建立 

经过 7 天适应环境的饲养过程，开始建立亚急性锰中毒小鼠模型。以一周为染

锰时间点，分别在第 1、4、7 天对锰处理组按照 100mg/kg 的标准给予相应体积的

MnCl2，染锰的方法为皮下注射。对照组给予相同体积的 NaCl，采用相同的给药方式

即皮下注射。LPS 组在第七天实施 LPS 注射，给药方法为皮下注射。 

2.2 行为学方法检测亚急性锰中毒小鼠的行为学改变（这里进行行为学检测的顺序

是由刺激较弱的行为学检测方法到刺激较强的行为学检测方法的顺序进行的） 

2.2.1 旷场实验（Open Field Test） 

通过旷场实验可以检测染锰后小鼠探索能力及运动运动能力的变化。将实验用

小鼠提前一天放入行为学检测室进行适应。适应过程中仍旧处于自由饮食饮水状态，

且保持环境干净、安静、温度为室温状态（23 ± 5℃），第二天进行旷场实验，采用

购买于美国 Med associates 公司的旷场系统。将实验所用旷场通过配套软件进行区域
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划分，具体划分如下： 

之后将各组小鼠一次一只依次放入旷场中运用软件计时 6min并通过软件进行录

像。注意每次每只老鼠实验进行结束后，将其留于旷场中的粪便捡起并计数，之后

使用 75%酒精擦拭旷场内部场地及边框周围，以防止实验动物留下气味或粪便以影

响之后进行实验的动物。 

2.2.2 爬杆实验（Pole Test） 

通过爬杆实验可以检测染锰后小鼠行为运动能力的变化，准备一小鼠爬杆，标

准为：杆长为 60cm ，直径约为 1cm，杆顶端设置一个圆球，直径约为 3cm，杆底

设一平台，并在圆球外部、杆外部以及平台上包裹纱布以此防止小鼠运动阶段打滑

掉落。实验总共需要记录两个时间：①小鼠站上圆球（即出发点）后到头彻底向下

准备进入爬杆阶段的时间（From top to head down）；②小鼠从在圆球上头彻底向下并

开始向下爬杆至杆底平台的时间（From head down to bottom）。并将测得的时间进行

比较。以此来确定亚急性锰中毒小鼠行为运动能力的改变。提前一天先进行训练，

让每只被测小鼠均进行训练，熟悉爬杆过程，不计时间。第二天同一时间段进行检

测，并进行计时。最终得到上述两个时间及小鼠整体运动时间，并予以分析。 

2.2.3 恐惧条件箱（Cue and Contextual Fear Conditioning） 

通过恐惧条件箱可以检测染锰后小鼠空间学习和恐惧记忆能力的变化。针对恐

惧条件箱的记忆主要在于联想记忆，主要使用提示作为后续恐惧刺激条件性测试。

在下图 1-4-C 中对此次恐惧条件箱实验的各个阶段设置进行了梳理。简单来说，分为

三个阶段： 

a. 先对各组待测小鼠进行恐惧条件训练，在配套软件中进行设置，设置整个训

练时长为 6min，前 120s 为小鼠自由运动适应环境时间，之后给予 30s 的 90 分贝的

噪声刺激，在声音刺激到最后给予强度为 0.75mA 的电击刺激，之后 60s 为小鼠正常

活动且无刺激时间，紧接着 30s 给予之前相同的条件刺激（即 30s 噪声刺激到最后给

予电击刺激），再重复一遍 60s 的活动及 30s 的噪声和电刺激，最后 30s 为小鼠自由

活动时间。以上为训练阶段； 

b. 24h 后对训练小鼠进行空间环境记忆的检测（即 Contextual test），将昨天进行

过训练的各组小鼠继续依次放入恐惧条件箱中，计时 300s 不给予任何刺激，观察小
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鼠的状态，小鼠处于恐惧状态会出现一种 Freezing 的静止状态，这种静止状态维持

时间越长，越能说明小鼠对恐惧条件箱的内部空间记忆力越强； 

c. 在 300s 空间环境记忆检测结束后 1h，再次对同批小鼠进行恐惧条件记忆的检

测（即 Cued test），对之前的空间进行调整，在电极条上铺上隔板，并且在恐惧条件箱

中小鼠运动空间内加挡板以改变之前小鼠的运动空间，将整个检测时长设置为 6min，

前 3min 不给予任何刺激，后 3min 持续给予 90 分贝噪声刺激，观察小鼠状态。运用

软件对小鼠在恐惧条件箱中的静止行为进行记录与分析。针对不同的检测阶段将每个

检测阶段的总时程以 10s 为标尺划分为一个 bout，最终计算在 10s 中静止的次数与整

个划分为 bouts 的时间段相比，最终得到整个时间段与静止次数的百分比，以方便比

较各个阶段中小鼠的静止状态，以此揭示染锰后小鼠对于空间及刺激源的记忆能力。 

Context = (the number of bouts of freezing in the context/30 bouts) ×100% 

Pre-cured test= (the number of bouts of freezing in the alteredcontext/18) ×100% 

Auditory cue test = (the number of bouts of freezing to the auditoryCS/18) ×100% 

2.3 血锰脑锰浓度检测 

在染毒结束后，各组除一部分小鼠进行行为学检测，剩下的小鼠则进行血锰、

脑锰的检测。 

1) 通过腹腔注射 1%戊巴比妥钠将小鼠麻醉（按照 60mg/kg 体重剂量进行）； 

2) 依次暴露腹腔、胸腔，进行心脏取血，所取血液存放于 EDTA 抗凝管中，混匀，

暂放 4℃冰箱中保存； 

3) 断头取脑组织，将脑组织存放于 5mlEP 管中，暂放于-80℃冰箱中保存，待各组

样品收集结束，统一运用原子吸收分光光度计检测各组小鼠血液及脑组织中的

锰含量。 

4) 血锰的检测，通过将之前收集的各组小鼠血样进行稀释，之后直接运用原子吸

收分光光度计对稀释后的血样进行检测； 

5) 仔细分离脑部海马组织，放入 EP 管中，贮存至-20℃冰箱中，已备检测； 

6) 脑锰的检测，分别称取每只小鼠的海马/脑组织 20mg，加入 3ml 的硝酸，运用微

波消解仪进行消解 30min（此过程中各组各小鼠脑组织需在各自的消解管中进行

消解，所以提前准备好适量的消解管，并经过清洗、泡酸、冲洗、烘干等步骤
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使其不会残留上次样品或其它杂质，便于此次试验）； 

7) 待充分消解完毕后运用纯水进行稀释，通过原子吸收分光光度计分别检测。 

2.4 染锰小鼠脑组织蛋白的收集 

1) 亚急性锰中毒小鼠模型建立完成后，运用腹腔注射 1%戊巴比妥钠将小鼠麻醉（按

照 60mg/kg 体重剂量进行）； 

2) 依次暴露腹腔、胸腔，使用 10ml 注射器吸取 10ml 之前配好的生理盐水

（0.9%NaCl）注射器针头换为一次性使用的静脉输液针，排出管内空气，将生

理盐水通过暴露出的小鼠心脏左心室，剪开心耳，进行快速灌注； 

3) 灌注结束后，断头，快速取出完整脑组织，并进行海马、黑质、纹状体等组织

的分离，整个操作在冰上进行，所取出的脑组织放入以做好标记的 1.5mlEP 管中，

及时放入超低温-80ºC 冰箱保存样品。 

2.5 脑组织样品蛋白的提取 

1) 分别取出海马、黑质、纹状体等各个核团的样品，由于小鼠脑组织体积很小，

故将针对各个小鼠所收集的各个核团样品全部使用，以保证蛋白浓度，且将所

有样品放入冰盆，并且保证之后提取蛋白的过程也都在冰上进行，保持低温防

止蛋白降解； 

2) 按照 1mlRIPA 裂解液+40μl 蛋白酶抑制剂+10μlPMSF 的体积进行裂解液的配制

（即 100:4:1）并将配制好的裂解液进行预冷； 

3) 按照称取的脑组织重量给放入各脑组织的 1.5mlEP 管中加入相应体积的裂解液，

且按照 1mg 脑组织样品加 10μl 裂解液的比例进行裂解液的添加； 

4) 使用电动匀浆器进行蛋白匀浆，整个过程在冰上操作，且每个样品之间清洗电

动匀浆头，直到将各组样品匀浆成为无组织块的均值蛋白液体； 

5) 电动匀浆结束后，将样品静置于冰上裂解 30min，之后将具有蛋白液的各个

1.5mlEP 管按组别按标号分别离心管底部放入冰水混合物中，使用超生裂解仪进

行进一步裂解，在超生裂解仪上进行设置，每个样品超生裂解 30s，且超生振幅

为 25%，每超生裂解 3s，停止 3s，直至整体超生裂解时间结束； 

6) 超生裂解结束后，放入 4ºC 低温离心机中离心，12500rpm，15min，离心结束后，

收集每个样品中的蛋白上清并记录体积； 
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7) 按照需定量的蛋白样品个数，使用 BCA 蛋白定量试剂盒，配制定量溶液，即 A

液和 B 液按照 50:1 的比例进行配制，每个样品使用 200μl 配好的 AB 显色液，

另外需要 200μlAB 液在蛋白定量前对分光光度计的测定值调零，在 96 孔板中一

个样品为一孔分别加入 200μlAB 液以及 2μl 的蛋白上清，再多加一个孔的 AB 液

为之后调零做准备，放入 37ºC 恒温孵箱，孵育 30min； 

8) 孵育结束后，使用之前已连接好的分光光度计进行蛋白浓度的测定，具体按照

定量软件的提示进行即可，蛋白标准曲线已提前做好，调零后直接依次读取蛋

白浓度即可； 

9) 进行蛋白样品配平，【分光光度计测出蛋白浓度/2×各自样品的体积（第 6 步所记

录的）】/最低蛋白浓度=各组蛋白需达到的体积，此体积减去之前第 6 步所记录

的体积就等于各组蛋白上清需加入的稀释裂解液的体积； 

10) 配平结束后，按照最终体积加入等体积的 2×上样缓冲液，加入后混匀，放入水

浴锅煮沸 8min，煮沸结束后离心，带样品温度下降后放入-20ºC 保存。 

2.6 电生理方法检测染锰小鼠海马神经元 LTP 

2.6.1 脑切片 

1) 通过腹腔注射 1%戊巴比妥钠将小鼠麻醉（按照 60mg/kg 体重剂量进行）； 

2) 断头处死迅速将小鼠大脑取出并放置在预冷处理过的含氧 ACSF（Artificial 

Cerebrospinal Fluid，饱和人工脑脊液）中，ACSF 中的主要成分包括;；NaCl：

125mM，碳酸氢钠：25mM，氯化钾：2.5mM，磷酸二氢钠 1.25mM，氯化钙 2mM，

氯化镁 1.5mM，葡萄糖 25mM，且持续通 95％O2 +5％CO2 混合气体； 

3) 使用振荡切片机切冠状脑片，厚度为 300μm，之后放入 32℃含氧 ACSF 中孵育 1h； 

4) 将切好的脑片移至红外相差倒置显微镜 Olympus BX51 下进行观察，持续通

ACSF（2-3 ml/min）并对过程进行记录。 

2.6.2 电生理记录 

1) 在红外可视情况下进行细胞场点位进行记录； 

2) 采用膜片钳记录放大器（Axon 700B），在海马脑切片中，记录经 schaffer 侧支

刺激诱导 CA1 区椎体神经元产生的厂甸尾 EPSPs（fEPSPs），fEPSPs 在 0.02Hz

电流重复刺激时产生，获得稳定的 fEPSPs，时间≥10min； 
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3) LTP 诱导方法为强直刺激，其方法为 100Hz 电脉冲持续 1s，脉冲训练 4 次，两

次脉冲之间间隔 20s，记录电极内冲入的 ACSF，在持续灌流液内加入 100mM

印防己毒素（Picrotoxin）拮抗 GABA 受体介导的抑制性突触电流； 

4) 持续监测记录电极的介入阻抗（Access resistance）15-30mV，接入阻抗后改变超

过 15%的数据不可用，另外，通过 1400A 数模转换器（Axon Instruments）滤波

频率为 1kHz 记录突触反应。 

2.7 运用免疫组织化学染色观察染锰后小鼠体内小胶质细胞的变化 

2.7.1 冰冻脑片的制备 

1) 通过腹腔注射 1%戊巴比妥钠将小鼠麻醉（按照 60mg/kg 体重剂量进行）； 

2) 依次暴露腹腔、胸腔，使用 10ml 注射器吸取 10ml 之前配好的生理盐水

（0.9%NaCl）注射器针头换为一次性使用的静脉输液针，排出管内空气，将生

理盐水通过暴露出的小鼠心脏左心室，剪开心耳，进行快速灌注； 

3) 待小鼠四肢无血色，利用灌注器材将新鲜配制的低温 4%多聚甲醛进行慢速灌注，

以固定组织； 

4) 待小鼠四肢及尾巴等全部僵硬，再使用 10ml 低温 4%多聚甲醛进行慢速灌注，

灌注结束后断头迅速取完整脑组织，分组放入已标记好的装有低温 4%多聚甲醛

的 50mlEP 管中进行后固定，后固定时间>12h； 

5) 后固定结束后使用 10%、20%、30%的蔗糖溶液，依此浓度顺序进行梯度脱水，

不同小鼠组别分别准备各批梯度浓度蔗糖溶液，每次放入管中待组织由漂浮在

蔗糖溶液表面变为沉入溶液底部再予以取出放入下一个浓度的蔗糖溶液中，以

完成脱水步骤； 

6) 脱水结束后，从蔗糖溶液中取出，在滤纸上吸走多余的蔗糖溶液，同时准备好

已挂好胶的成品载玻片，并在载玻片的一边做好标记，之后运用冰冻切片机进

行冠状切片，切片厚度为 17μm，每切好一张利用手的温度将脑片吸附到载玻片

上，切片完成后，将所有片子放入片盒避免刮蹭，放入-20ºC 保存。 

2.7.2 免疫组织化学染色 

1) 将-20ºC 保存的片子拿到室温，复温，风干 2h； 

2) 使用画圈笔画圈，将组织切片圈在圈中； 
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3) 使用 0.01MPBS 将待染片子洗 3 遍，每次 5min，每次弃当时洗片子的 PBS，更

换新鲜 PBS，弃最后一遍的 PBS，使用 0.3%的 Triton-X100 进行透化，在冰上进

行 15min； 

4) 透化结束，继续使用 0.01MPBS 将片子洗 3 遍，每次 6min，弃最后一遍的 PBS，

使用 3%BSA 进行封闭，室温进行 1h； 

5) 弃封闭液，将片子放入湿盒中，使用同样的 3%BSA 稀释一抗 NLRP3（1:100）、

OX42（1:400），滴加至片子表面（注意不要滴加到画圈笔所画圈外），在 4ºC 环

境中孵育过夜，且保持湿度； 

6) 将片子从 4ºC 环境中取出，弃表面留下的一抗，使用 0.01MPBS 对片子进行清洗，

洗 3 次每次 6min，之后弃最后一次洗片的 PBS，将片子放入湿盒，使用 3%BSA

稀释荧光二抗，鼠红（1:400）、兔绿（1:400），之后将稀释好的抗体滴加到片子

上，在避光的环境中室温孵育 2h，且保持湿度； 

7) 室温孵育结束后，使用 0.01MPBS 进行洗片，共洗 3 次，每次 2min，结束后，

将提前化冻的 Hoechst 滴加至片子上对细胞核进行衬染，继续在避光的环境中室

温孵育 30min，且保持湿度； 

8) 取出片子，在避光条件下运用 0.01MPBS 清洗片子，洗 3 次，每次 10min，之后

使用甘油封片，并运用荧光显微镜进行观察，拍片。 

2.8 运用免疫细胞化学染色观察染锰 BV2 小胶质细胞活化及炎性因子释放 

2.8.1 细胞的培养与传代 

    使用含有 10%胎牛血清及 100U/ml 的青霉素、100μg/ml 的链霉素的 DMEM 高糖

培养基来培养 BV2 小胶质细胞，细胞均放于购自 Thermo scientific 公司的二氧化碳

培养箱中，以温度 37ºC、CO2 浓度为 5%、且具有相对饱和湿度的环境进行细胞培养。

每天观察细胞状态，1 天换一次培养基以保证其生长环境中的营养，待细胞密度达到

70%左右时，进行细胞传代。 

2.8.2 运用 MTT 法检测染锰 BV2 小胶质细胞时间剂量 

1) 常规消化细胞，重悬后进行细胞计数，按照 5000 个细胞/孔的浓度种于 96 孔板

各孔中，96 孔板每孔可承载 200μl 的细胞悬液，即计数后将细胞悬液稀释至

2.5×104 个/ml，以保证得到 5000 个细胞/200μl 的细胞密度，并单设一组对照孔，
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其中不接种细胞仅加入培养基，接种结束后进行常规培养； 

2) 培养细胞 24h 后加刺激，将之前的培养基换成含有梯度锰浓度的培养基,浓度依

次为：0、12.5、25、50、100、200、400（单位：μM），每组刺激设置 6 个复孔，

且每个 96孔板都以相同的方法加入一整组锰刺激，加完刺激后分别继续培养 3h、

6h、12h、24h； 

3) 刺激时间点到后，在每个 96 孔板各自的固定刺激结束时间将 96 孔板取出，每

孔加入 5mg/ml 的 MTT 溶液 20μl，并且继续放回培养箱常规培养 4h； 

4) 孵育结束后，使用 1ml 注射器，小心延孔壁吸走上清，再给每孔加 150μlDMSO，

放入培养箱使其反应 15min，之后取出放入酶标仪中，震荡 480s，之后以 490nm

的波长测定各孔的吸光度值； 

5) 计算结果。 

2.8.3 运用免疫细胞化学染色观察染锰小胶质细胞活化状态 

1) 首先将细胞爬片所用的玻片准备好，选用大号圆形盖玻片（12 孔板每孔可放一

个，6 孔板每孔可放 2 个），将此盖玻片泡酸过夜，之后使用蒸馏水冲洗干净，

再浸泡于 75%酒精中备用； 

2) 将准备好的盖玻片从 75%酒精中取出，在酒精灯上烤干，之后放入 6 孔板中，

每孔放 2 个，由于 BV2 细胞胞体较圆，属于半贴壁细胞，因此使用多聚赖氨酸

溶液进行包被（此处多聚赖氨酸使用高压去离子水以 1:10 的比例进行配制），将

配置好的多聚赖氨酸溶液每孔加入 1.5ml，以使得将盖玻片完全覆盖，之后放入

37 ºC 培养箱过夜； 

3) 将包被好的板子取出，弃多聚赖氨酸，加入 PBS 多次冲洗，直至无多聚赖氨酸

残留，之后同时开启紫外照射以及风淋，照射及吹干 20min； 

4) 按正常培养方法将 BV2 小胶质细胞处理为细胞悬液，进行细胞计数，以 1.5×105

个/ml 的细胞密度进行接种，在以加入盖玻片并包被好的 6 孔板中每孔加入 2ml

细胞悬液，之后进行常规培养； 

5) 培养细胞 24h 后加刺激，将之前的培养基换成含有梯度锰浓度的培养基,根据前

期 MTT 的结果对锰浓度进行选择，最终选择锰浓度为：0、100（单位：μM）

及 LPS：10μg，刺激时间点仍为 3、6、12、24（单位：h）； 
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6) 在达到刺激时间后，依次取出达到刺激时间点的板子，进行免疫细胞化学染色； 

7) 使用 10ml 注射器轻柔吸走板子中原来的培养液，轻柔加入 PBS 进行清洗，轻柔

进行，洗 3 次，每次 5min； 

8) 清洗结束后，进行固定，使用 4%多聚甲醛加入 6 孔板，每孔加入 1ml 以保证完

全覆盖盖玻片，室温固定 25min； 

9) 固定结束后，使用 PBS 进行清洗，动作轻柔，清洗 3 次，每次 5min，之后进行

透化，在冰上运用 1%TritonX-100 进行透化，透化进行 10min； 

10) 透化结束后，继续使用 PBS 清洗，洗 3 次，每次 5min（每次清洗注意动作轻柔，

弃洗液时使用 10ml 注射器，不要使用泵和直接倾倒，以防细胞掉落）； 

11) 运用 3%BSA 进行封闭，封闭样品 1h，在室温环境进行； 

12) 在封闭过程中准备一抗，NLRP3 抗体使用 3%BSA 以 1:100 的比例进行稀释，待

封闭结束后，在盖玻片上加一抗，放入湿盒，4ºC 过夜； 

13) 拿出敷好一抗的片子，使用 PBS 清洗，洗 3 次，每次 6min； 

14) 清洗结束后，加荧光二抗，使用兔绿荧光二抗，避光、室温孵育 2h，并且保持

一定的湿度，之后使用 PBS 清洗 3 次，每次 3min，清洗过后使用 Hoechst 染核，

室温进行 30min，之后运用 PBS 清洗 3 次，每次 8min； 

15) 清洗结束后，使用滤纸吸干盖玻片周围多余的液体，准备好感觉的载玻片，并

在载玻片上滴加封片剂，将盖玻片倒扣在载玻片上即可直接在荧光显微镜下观

察（注意以上步骤均需避光）。 

2.9 运用 ELISA 方法检测 Mn 作用 BV2 小胶质细胞炎性因子的释放 

根据所购买的 eBioscience ELISA 试剂盒说明书进行操作 

1) 提前一天包被板子（试剂盒所带 96 孔板）计算好样品数量，按照标准品+样品

数量以及所带复孔进行包被，将 capture antibody 稀释于 coating buffer 中（稀释

比例为 1:25），稀释好后，每孔包被 100μl，4ºC 过夜； 

2) 第二天，吸走液体，使用 wash buffer 洗板 3 次，每次 5min，且每孔加入 wash buffer

体积为>250μl，每次清洗需使用干净吸水的布或滤纸将板子拍干； 

3) 稀释 Assay Diluent（5×），以 1:4 的比例稀释至高压去离子水中，稀释好后（即

稀释为 1×Assay Diluent），每孔加入 200μl 封闭，室温进行 1h； 
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4) 使用 wash buffer 清洗板子，具体方法同前； 

5) 使用之前配好的 1×Assay Diluent 倍比稀释标准品（standard），第 1 孔为 10μl 标

准品+990μl 1×Assay Diluent 配好后的 10μl+190μl 1×Assay Diluent，此 200μl 为第

1 孔，之后从第 1 孔中取 100μl 到第 2 孔，混匀后再从第 2 孔吸 100μl 至第 3 孔，

由此类推，倍比稀释，形成梯度标准品，之后样品区域每孔加入 100μl 样品（此

处为锰刺激 BV2 小胶质细胞后所得蛋白或细胞培养液，加好后，用试剂盒  所

带贴膜将板子密封，4ºC 过夜； 

6) 取出板子，清洗 5 次，每次 5min，且孔中 wash buffer 体积需>250μl，清洗后需

完全拍干； 

7) 配制继续使用 1×Assay Diluent 稀释 detection antibody（250:1） ，稀释好后，每

孔 100μl 加入板子，室温孵育 1h； 

8) 孵育结束，清洗板子，具体方法同前； 

9) 继续使用 1×Assay Diluent 稀释 HRP（250:1），稀释好后每孔 100μl 加入板子，

室温孵育 30min； 

10) 洗板子，方法同前，之后每孔加入 100μl substrate solution，室温孵育 15min； 

11) 以 1:8 的比例混合浓硫酸和高压去离子水，配制为 stop solution，之后给每孔加

入 50μl； 

12) 最后，运用酶标仪以 450nm 吸光度值进行读取，得到 OD 值，使用 ELISA Calc

软件对结果进行分析，最终得到目的蛋白浓度。 

2.10 运用 Western blot 方法检测 Mn 作用下 BV2 小胶质细胞相关炎性因子蛋白表达

的变化 

2.10.1 细胞的培养与传代 

具体方法同前。 

2.10.2 细胞样品蛋白的收集 

1) 运用与之前相同的方法对细胞进行计数，计数结束后，用同样方法将细胞悬液

稀释至 3×105 个细胞/ml，将细胞接种在 10cm 皿中，将之前细胞浓度的悬液加在

10cm 皿中，每个皿加入 10ml 的细胞悬液，之后进行正常细胞培养； 
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2) 细胞培养 24h 后，按照之前方法配制锰刺激液，刺激浓度分别是 0、25、50、100

（单位：μM）以及 LPS：1μg/ml 即 10ml 刺激液中含有 10μgLPS 刺激液，加入

刺激液后继续培养 3、6、12、24（单位：h），按照各自的时间剂量点收集样品，

此处配制锰刺激也得具体体积如下： 
不同浓度含锰培养液的配制 

终浓度 
（umol/L） 0 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 

原液（ml） 0 0.005 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 

DMEM（ml） 1 0.995 0.99 0.98 0.97 0.96 0.95 0.94 0.93 0.92 0.91 

原液（ml） 0 0.01 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 

DMEM（ml） 2 1.99 1.98 1.96 1.94 1.92 1.90 1.88 1.86 1.84 1.82 

原液（ml） 0 0.015 0.03 0.06 0.09 0.12 0.15 0.18 0.21 0.24 0.27 

DMEM（ml） 3 2.985 2.97 2.94 2.91 2.88 2.85 2.82 2.79 2.76 2.73 

原液（ml） 0 0.02 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20 0.24 0.28 0.32 0.36 

DMEM（ml） 4 3.98 3.96 3.92 3.88 3.84 3.80 3.76 3.72 3.68 3.64 

原液（ml） 0 0.025 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 

DMEM（ml） 5 4.975 4.95 4.90 4.85 4.80 4.75 4.70 4.65 4.60 4.55 

原液（ml） 0 0.03 0.06 0.12 0.18 0.24 0.30 0.36 0.42 0.48 0.54 

DMEM（ml） 6 5.97 5.94 5.88 5.82 5.76 5.70 5.64 5.58 5.52 5.46 

原液（ml） 0 0.035 0.07 0.14 0.21 0.28 0.35 0.42 0.49 0.56 0.63 

DMEM（ml） 7 6.965 6.93 6.86 6.79 6.72 6.65 6.58 6.51 6.44 6.37 

原液（ml） 0 0.04 0.08 0.16 0.24 0.32 0.40 0.48 0.56 0.64 0.72 

DMEM（ml） 8 7.96 7.92 7.84 7.76 7.68 7.60 7.52 7.44 7.36 7.28 

原液（ml） 0 0.045 0.09 0.18 0.27 0.36 0.45 0.54 0.63 0.72 0.81 

DMEM（ml） 9 8.955 8.91 8.82 8.73 8.64 8.55 8.46 8.37 8.28 8.19 

原液（ml） 0 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 

DMEM（ml） 10 9.95 9.90 9.80 9.70 9.60 9.50 9.40 9.30 9.20 9.10 

原液（ml） 0 0.06 0.12 0.24 0.36 0.48 0.60 0.72 0.84 0.96 1.08 

DMEM（ml） 12 11.94 11.88 11.76 11.64 11.52 11.40 11.28 11.16 11.04 10.92

原液（ml） 0 0.08 0.16 0.32 0.48 0.64 0.80 0.96 1.12 1.28 1.44 

DMEM（ml） 16 15.92 15.84 15.68 15.52 15.36 15.20 15.04 14.88 14.72 14.56

原液（ml） 0 0.10 0.2 0.4 0.60 0.80 1.0 1.20 1.40 1.60 1.80 

DMEM（ml） 20 19.90 19.80 19.60 19.40 19.20 19.0 18.80 18.60 18.40 18.20

注：原液为 100mM 母液稀释 10 倍，浓度为 10mM。根据需要的刺激液体积，按照上表进行配置； 

3) 提前准备好 15mlEP 管，将每个样品的上清进行收集，给各个样品的 EP 管做好

标记，之后滴加 2ml0.02%EDTA 对细胞进行消化，3min 后对消化好的细胞进行

吹打收集，各个组的样品都收集到一个 15mlEP 管中，室温离心 300rcf，8min，

离心完成后，弃上清，得到 BV2 小胶质细胞各组的蛋白团块，使用 PBS 将细胞

团块进行清洗，轻柔吹打，之后 1250rpm 离心 5min，之后给每个样品中加入 200μl
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裂解液（已按照 100:4:1 的比例分别加好 RIPA 裂解液、蛋白酶抑制剂、PMSF），

混匀，冰上静置裂解 30min，之后将 15mlEP 管中的蛋白液移至 1.5mlEP 管中，

放入-80ºC 保存。 

2.10.3 细胞样品蛋白的提取 

1) 将之前收集的蛋白样品从-80ºC 冰箱拿出，化冻，之后使用超生破碎仪对样品进

行超生破碎，超生破碎仪的设置同前，且仍将 EP 管放入冰水混合物中； 

2) 超生结束后放入提前降温的 4ºC 离心机中离心，12500rpm，15min，离心结束后

收集蛋白上清并记录上清体积； 

3) 仍使用 BCA 蛋白检测试剂盒，仍以 50:1 的比例配 AB 液，和之前收集组织样品

蛋白的方法一样，以 200μlAB 混合液加 2μl 离心后的蛋白上清液，加入 96 孔板

中，放入 37ºC 恒温箱中孵育 30min，之后进行蛋白定量，定量方法同前； 

4) 定量结束按照与组织蛋白配平方法相同的步骤进行蛋白浓度配平，之后加入 6×

上样 buffer(使用前以 1ml 上样 buffer+0.613mlDTT 的比例进行混合)加入体积为

蛋白样品体积的 1/5，加入后混匀，之后煮沸 8min，待煮沸后，放入离心机离心

至管壁上的样品均至管底，之后放入-20ºC 保存。 

2.10.4 SDS-PAGE 凝胶的制备 

清洗 Bio-Rad 公司配套提供的玻璃板、上样梳子、胶架等，放入烤箱烘干，在

平整的桌面上将玻璃板装入玻璃板夹，并组装到配胶架上，参考《分子克隆实验指

南》，根据目的蛋白质的分子量，配制合适的分离胶浓度，具体如下表： 

 

使用晶彩公司的 SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒中说明书的要求配置所需浓度的凝

胶，具体加入各配胶试剂体积如下： 
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按照以上体积进行配胶，将溶液加入玻璃板至顶端 1.5cm 的位置，加入双蒸水

压胶，使胶面平整，室温放置月 30min，待分离胶凝固后配积层胶，将之前压胶的双

蒸水倒掉，并用滤纸吸干，之后倒入配好的积层胶，缓慢插入 10 齿泳道梳子，室温

放置约 30min，待积层胶凝固后，即可拔掉梳子准备上样。 

2.10.5 Western blotting 

1) 准备好电泳槽，夹好之前配好的凝胶，并在电泳槽中倒入电泳液； 

2) 使用微量上样器上样，每个泳道保证 90μg 的总蛋白，上样结束后，固定好电极，

设置为恒压状态，以 80V 的电压电泳约 30min，直至样品泳至分离胶界面，仍

以恒压状态以 120V 电压继续电泳，直至溴酚蓝全部泳出； 

3) 准备电转，每块胶需要根据大小准备好滤纸 6 层，PVDF 膜（5cm×8cm），以及

两块海绵，将准备好的 PVDF 膜放入甲醇浸泡 1min，其余用品放入电转液中待

用； 

4) 电泳完毕取出胶板并用塑料板撬开上层玻璃、划去积层胶，在装满电泳液的盘

子中黑色向下放好电转夹，按照海绵-3 层滤纸-胶-浸泡过甲醇的 PVDF 膜-3 层滤

纸-海绵的顺序依次小心放入，排出气泡，最后夹紧电转夹，并放入已倒满电转

液的电转盒中，注意电极的方向，固定好后设置为恒流状态以 250mA 的电流进

行电转，NLRP3 电转 96min，Caspase-1 电转 36min； 
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5) 电转结束后，TBST 洗膜 3min，之后放入 5%BSA 中封闭，室温进行 2h； 

6) 封闭期间，准备一抗，NLRP3 及 Caspase-1 以 1:100 的比例稀释在 TBS 中，放

入 4ºC 待用，待封闭结束，将封闭好的膜按照之前跑的蛋白内容及不同的胶的浓

度和电转时间分别加入不同的一抗，4ºC 孵育过夜； 

7) 一抗孵育结束后，取出 PVDF 膜，使用 TBST 洗膜 3 次，每次 8min，同时以 1:1000

的比例稀释羊抗兔二抗，洗膜结束后孵育二抗，室温进行 2h； 

8) 二抗孵育结束，取出 PVDF 膜，使用 TBST 洗膜 3 次，每次 10min，同时打开发

光仪降温； 

9) 洗膜结束后，将膜放入发光仪中，按照 1:1 的比例配制发光液，并且均匀的滴加

在 PVDF 膜上，进行曝光； 

10) 发光结束后，使用 TBST 洗膜 3min，在使用 Strip buffer 清洗 20min，将孵育在

PVDF 膜上的抗体洗掉，之后 TBST 洗膜 3 次，每次 10min，洗膜结束后，继续

用 5%BSA 进行封闭，室温封闭 1h 后，使用 TBS 以 1:1000 的比例稀释 Actin 一

抗，之后对膜进行 4ºC 孵育过夜，之后以相同的步骤使用 TBS 以 1:1000 的比例

稀释羊抗鼠二抗，将一抗孵育过 Actin 的膜以相同步骤放入鼠二抗，之后进行曝

光，得到内参。 

2.11 运用 qRT-PCR 方法检测 Mn 作用下 BV2 小胶质细胞炎性因子在 mRNA 的变化 

2.11.1 细胞的培养与传代 

具体方法同前。 

2.11.2 细胞样品 RNA 的收集 

1) 运用与之前相同的方法对细胞进行计数，计数结束后，用同样方法将细胞悬液

稀释至 2×105 个细胞/ml，将细胞接种在 6 孔板中，每个孔加 2ml 的细胞悬液，

之后进行正常细胞培养； 

2) 细胞培养 24h 后，按照之前方法配制锰刺激液，刺激浓度分别是 0、25、50、100

（单位：μM）以及 LPS：1μg/ml 即 10ml 刺激液中含有 10μgLPS 刺激液，加入

刺激液后继续培养 3、6、12、24（单位：h），按照各自的时间剂量点收集样品； 

3) 提前准备好 1.5ml 无 RNA 酶的 EP 管，按照各个时间剂量点收集样品，使用 2ml

注射器轻柔吸去上清，并使用 PBS 轻柔清洗 2 次，每次 1min； 
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4) 每孔加入 500μlTrizol，吹打，直至溶液均匀，之后将样品移至 1.5ml 无 RNA 酶

EP 管中，-80ºC 冰箱保存样品。 

2.11.3 细胞 RNA 样品的提取 

1) 将之前收集好的样品从-80ºC 冰箱取出，待充分融化，加入 Trizol1/5 体积的三氯

甲烷，剧烈摇晃 15s，室温放置 5min； 

2) 之后进行 4ºC 离心，12000rcf 离心 15min，离心结束后，将通过离心得到的无色

上清液移至新的 1.5ml 无 RNA 酶 EP 管中，给其中加入等体积的异丙醇，上下

轻柔颠倒离心管使其充分混匀，之后室温静置 10min； 

3) 静置结束后进行 4ºC 离心，12000rcf 离心 10min，离心结束后，管底会出现白色

羽毛样沉淀，小心弃掉上清，加入 75%无水乙醇，轻轻上下颠倒洗涤离心管管

壁，再进行 4ºC 离心，12000rcf 离心 5min，之后小心弃掉乙醇； 

4) 室温干燥 8min，加入 RNase-free 水溶解沉淀，20μl/管，用移液枪轻轻吹打沉淀，

使其充分溶解，之后进行运用 Thermo 公司的 NANODROP2000c 进行 RNA 定量

（OD260/OD280 的比值均在 1.8-2.0 之间）； 

5) 反转录合成 cDNA，具体体系及反应条件如下： 

 

2.11.4 扩增 

1) 引物序列： 
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2) 具体反应体系及反应条件： 

 

2.12 统计学分析 

    使用⎯x ± s 表示实验结果，使用统计学程序软件 SPSS 22.0 对结果进行分析，运

用 T 检验等方法对数据进行方差分析，P<0.05 具有统计学意义。 

3 结果 

3.1 锰暴露动物模型的建立及其对小鼠学习记忆能力的影响 

3.1.1 亚急性锰暴露后小鼠血锰和脑锰的变化 

对收集的各组小鼠的血液及脑组织进行消化、稀释等处理后使用原子吸收分光光度

计进行检测，结果发现与对照组相比染锰后小鼠的血锰和脑锰含量均有所升高（图 1-1）。 

 
图 1-1 原子吸收分光光度法检测染锰小鼠的血锰、脑锰含量 

A：血锰值在染锰前后对比结果；B：脑锰值在染锰前后对比结果。（**P ˂ 0.01 vs. Con） 

3.1.2 运用旷场实验对染锰小鼠的探索及行为运动能力进行检测 

    运用旷场实验对小鼠探索及行为运动能力进行检测，结果显示与对照组相比染

锰后小鼠的探索及行为运动能力均有所下降（图 1-2）。 
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图 1-2  旷场实验检测小鼠的探索及行为运动能力 

A：旷场实验中各组小鼠的运动距离；B：旷场实验中各组小鼠的站立次数； 

C：旷场实验中各组小鼠的运动速度；D：对照组和高剂量锰组的小鼠运动轨迹图。 

（* P ˂ 0.05 vs. Con ；**P ˂ 0.01 vs. Con） 

3.1.3 运用爬杆实验对染锰小鼠的行为运动能力进行检测 

    爬杆实验结果显示，100mg/kg 浓度锰处理组（之后简称为 Mn 组）中小鼠与对

照组相比从顶端到头向下的时间以及从头向下到爬至杆底部平台的时间明显较长

（图 1-3A、B、C）且具有统计学意义（P<0.05）。结果提示，与对照组相比，锰暴

露促使小鼠行为运动能力明显下降，并且在小鼠向下爬杆的过程中，Mn 组小鼠动作

明显不协调，爬动速度慢，由此可以说明在亚急性锰中毒模型中，锰可以诱导小鼠

行为运动能力的下降（图 1-3）。 

 

图 1-3 爬杆实验中小鼠的各阶段运动时间 

A：小鼠从出发点顶端到头完全向下的时间；B：小鼠从头完全向下到爬杆至平台的时间 

C：小鼠爬杆过程总时间；D：小鼠爬杆状态 。（**P ˂ 0.01 vs. Con） 
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3.1.4 锰暴露对小鼠黑质脑区多巴胺水平的影响 

运用 ELISA 方法检测小鼠黑质脑区多巴胺的含量，结果发现，与对照组相比，

锰组及 LPS 组多巴胺水平明显降低（图 1-4），并具有统计学意义（P<0.05、P<0.01）。

结果提示，锰暴露促使小鼠黑质多巴胺神经递质释放水平降低。 

 

图 1-4  染锰后黑质脑区多巴胺水平明显降低 

（* P ˂ 0.05 vs. Con； **P ˂ 0.01 vs. Con） 

3.1.5 锰可以诱导多巴胺能神经元发生损伤 

    运用 Western blot 方法检测锰暴露后小鼠黑质 TH 蛋白表达水平，结果显示，锰

暴露后小鼠黑质 TH 蛋白表达水平与对照组相比明显减少（图 1-5），且具有统计学

意义（P<0.05）。结果提示，锰可以诱导多巴胺能神经元发生损伤。 

 

图 1-5  Western blot 方法检测锰暴露对小鼠黑质多巴胺能神经元的影响 

A：染锰黑质脑区 TH 表达下降；B：灰度分析结果。（*P ˂ 0.05 vs. Con） 

3.1.6 锰暴露对小鼠学习记忆能力进行检测 

    运用恐惧条件箱检测锰暴露对小鼠学习记忆能力的影响，结果发现，染锰后小鼠

对刺激条件记忆及空间记忆都有明显的降低（图 1-6）。 



第四军医大学博士学位论文 

-74- 

 
图 1-6 恐惧条件箱检测染锰小鼠学习记忆能力的变化 

A：根据恐惧条件箱实验方法及需使用软件记录的时间或刺激因素，制成的恐惧条件箱刺激及空间

调整汇总图；B-C：是小鼠在训练和检测过程中受到刺激后以静止不动的时间和整体时间的百分比(*P 

˂ 0.05 vs. Con)；D：检测小鼠针对刺激条件的记忆的环境；E：调整空间，检测小鼠对空间的记忆。 

3.1.7 锰暴露对小鼠海马神经元 LTP 的影响 

运用膜片钳技术检测锰暴露对小鼠海马神经元场兴奋性突触后电位（图 1-7），

结果发现，锰暴露对小鼠海马神经元 LTP 可产生显著的抑制作用（P<0.01）。 

 

图 1-7  膜片钳检测锰暴露对小鼠 LTP 诱导水平的影响 

A：Con、Mn、LPS 3 组场兴奋性突触后电位；B：统计图（**P<0.01 vs. Con） 
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3.2 锰暴露对小胶质细胞活化以及炎性因子释放的影响 

3.2.1 锰可以诱导小鼠体内小胶质细胞发生活化 

      通过免疫组织化学染色的方法观察染锰小鼠海马脑区，使用 OX42 标记小胶质

细胞，通过荧光显微镜观察小胶质细胞的形态变化以及荧光强度（图 1-8）。结果发

现，与对照组相比，染锰后，小鼠海马脑区小胶质细胞胞体变大，突起增粗，荧光

强度较强，提示锰可以诱导小胶质细胞发生活化。 

 

图 1-8  免疫组织化学检测海马脑区 OX42 表达 

（A：Bar 200X；B：Bar 400X） 
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3.2.2 锰可以诱导小鼠海马核团中炎性因子表达升高 

1) 锰可以诱导小鼠海马组织中成熟的 IL-1β蛋白水平升高 

运用 Western blot 方法检测锰暴露小鼠海马组织炎性因子在蛋白水平的改变(图

1-9)。结果显示，锰暴露能够增加小鼠海马组织中成熟的 IL-1β在蛋白水平有所增加。

将结果进行灰度分析，结果发现锰暴露组及 LPS 组所释放的成熟 IL-1β 在蛋白水平

明显增加与对照组相比具有统计学意义（P<0.05）。 

 
图 1-9  Western blot 检测锰暴露后小鼠海马组织中成熟 IL-1β蛋白水平的表达 

A：锰暴露小鼠海马组织 IL-1β的表达；B：灰度分析结果。（* P ˂ 0.05 vs. Con） 

2）锰可以诱导小鼠海马组织中成熟的 IL-18 蛋白水平升高 

     运用 Western blot 方法检测锰暴露小鼠海马组织所释放的成熟 IL-18 在蛋白水

平的改变（图 1-10），灰度分析结果发现锰暴露组与 LPS 组所释放的成熟 IL-18 在蛋

白水平明显增加与对照组相比具有统计学意义（P<0.05）。 

 

图 1-10  Western blot 检测锰暴露后小鼠海马组织中成熟 IL-18 蛋白水平的表达 

A：锰暴露小鼠海马组织 IL-18 的表达；B：灰度分析结果。（* P ˂ 0.05 vs. Con） 

3）锰可以诱导小鼠海马组织中 TNF-α蛋白水平升高 

    同样运用 Western blot 方法检测锰暴露小鼠海马组织所释放的 TNF-α 在蛋白水

平的改变（图 1-11），灰度分析结果发现锰暴露组与 LPS 组所释放的 TNF-α 在蛋白

水平明显增加与对照组相比具有统计学意义（P<0.05）。 

 
图 1-11  Western blot 检测锰暴露后小鼠海马组织 TNF-α蛋白水平的表达 

A：锰暴露小鼠海马组织 TNF-α的表达；B：灰度分析结果。（* P ˂ 0.05 vs. Con） 
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3.2.5 锰对 BV2 小胶质细胞增殖活力的影响 

    运用 MTT 方法来检测不同时间剂量点对 BV2 小胶质细胞活性的影响（图 1-12）。

将细胞暴露于不同浓度的锰（0，12.5，25，50，100，200，400 μM），分别在 3h，

6h，12h，24h，48h 后进行检测，结果发现与对照组相比在 200μM 浓度锰暴露刺激

下细胞活力有明显下降（图 B），在之后的时间剂量点中，细胞活力呈时间剂量依赖

性降低（图 C、D、E）。 

 
图 1-12  MTT 检测锰暴露对 BV2 小胶质细胞活性的影响 

A、B、C、D、E 分别为 3、6、12、24、48h 时间点不同剂量锰对 BV2 小胶质细胞活性的影响 

（* P ˂ 0.05 vs. Con；**P ˂ 0.01 vs. Con；*** P ˂ 0.001 vs. Con） 

3.2.6 锰可以诱导 BV2 小胶质细胞发生活化 

根据 MTT 的结果，我们进一步运用免疫细胞化学染色方法观察 BV2 小胶质细胞

形态及 OX42 表达的变化（图 1-13）。结果发现，与对照组相比 100μM 锰作用细胞

6h 可以诱导其胞体变圆，突起增粗增长，且 OX42 荧光强度增强，提示在这一时间

剂量点细胞发生活化。 

 
图 1-13 免疫细胞化学染色检测锰暴露对 BV2 小胶质细胞活化的影响（Bar：400X） 
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3.2.7 锰可以诱导 BV2 小胶质细胞炎性因子的释放 

1) 锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放 IL-1β的影响 

小胶质细胞作为中枢神经系统的免疫反应细胞，在外界刺激或者内源性病理作

用下会发生活化反应，而它所释放的炎性因子增多就是其活化的主要表现之一（图

1-14）。我们运用 ELISA 方法检测 BV2 小胶质细胞在锰作用 3、6、12、24h 中炎性

因子的释放情况，结果显示，在作用 6h 后，与对照组相比，锰组与 LPS 组中 BV2

小胶质细胞所释放的 IL-1β水平明显增加，且具有统计学意义（P<0.01），在作用 12、

24h 小时后锰组与 LPS 组中细胞释放的 IL-1β水平持续增加，与对照组相比具有统计

学意义（P < 0.001）。 

 

图 1-14  ELISA 方法检测锰暴露对 BV2 细胞释放 IL-1β的影响 

A、B、C、D 分别为 3、6、12、24h 时间点，Mn 组剂量为 100μM，LPS 组剂量为 10μg 

（**P ˂ 0.01 vs. Con；***P < 0.001 vs. Con） 

 

运用 qRT-PCR 方法检测 BV2 小胶质细胞在锰作用 3、6、12、24h 后释放的 IL-1β

在 mRNA 水平的变化（图 1-15）。结果发现，锰作用 6h 后 BV2 小胶质细胞所释放的

IL-1β在 mRNA 水平有显著增加，与对照组相比有统计学意义（P ˂ 0.05），在锰、LPS

作用 12、24h 后 IL-1β在 mRNA 水平会持续增加，且与对照组相比有统计学意义（P 

˂ 0.01）。 



第四军医大学博士学位论文 

-79- 

 
图 1-15 锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放的 IL-1β在 mRNA 水平的影响 

A、B、C、D 分别为 3、6、12、24h 

（* P ˂ 0.05 vs. Con；**P ˂ 0.01 vs.Con） 

运用 Western blot 方法检测锰作用 6h 后 BV2 小胶质细胞释放成熟的 IL-1β在蛋白

水平的改变（图 1-16）。结果显示，与对照组相比，锰组 BV2 小胶质细胞中成熟的 IL-1β

在蛋白水平的表达明显增加，且具有统计学意义（P ˂ 0.05）。 

 
图 1-16  锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放的 IL-1β在蛋白水平的影响 

A：锰暴露 6h 后 BV2 小胶质细胞释放的 IL-1β在蛋白水平的表达；B：灰度分析结果。 

（* P ˂ 0.05 vs. Con） 

2）锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放 IL-18 的影响 

    运用 ELISA 方法检测在锰作用 BV2 小胶质细胞 3、6、12、24h 后释放 IL-18 的

情况（图 1-17）。结果显示，在锰作用 3h 后 BV2 小胶质细胞所释放的 IL-18 有一定

的增加，在锰作用 BV2 小胶质细胞 6h 后 IL-18 有明显增加，且与对照组相比具有统

计学意义（P<0.01），并随着刺激时间加长 IL-18 释放量持续增加，且与对照组相比

具有统计学意义（P<0.001）。 
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图 1-17  ELISA 方法检测锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放 IL-18 的影响 

A、B、C、D 分别为 3、6、12、24h 时间点，Mn 组剂量为 100μM，LPS 组剂量为 10μg 

（**P ˂ 0.01 vs. Con；***P<0.001 vs. Con） 

.    运用 qRT-PCR 方法检测 BV2 小胶质细胞在锰作用 3、6、12、24h 后释放的 IL-18

在 mRNA 水平的变化（图 1-18）。结果发现，在锰作用 6h 后 BV2 小胶质细胞所释放

的 IL-18 在 mRNA 水平有显著增加，与对照组相比有统计学意义（P ˂ 0.05），在锰、

LPS 作用 12、24h 后 IL-18 在 mRNA 水平会持续增加，且与对照组相比有统计学意

义（P ˂ 0.05）。 

 
图 1-18  锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放的 IL-18 在 mRNA 水平的影响 

A、B、C、D 分别为 3、6、12、24h 时间点，Mn 组剂量为 100μM，LPS 组剂量为 10μg 

（* P ˂ 0.05 vs. Con） 
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    Western blot 方法检测锰作用 6h 后 BV2 小胶质细胞释放成熟的 IL-18 在蛋白水

平的表达（图 1-19）。结果显示，与对照组相比，锰组 BV2 小胶质细胞所释放成熟

的 IL-18 在蛋白水平有明显增加，且具有统计学意义（P<0.05）。 

 
图 1-19  锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放成熟的 IL-18 在蛋白水平的影响 

A：锰暴露 6h 后 BV2 小胶质细胞释放的 IL-18 在蛋白水平的表达；B：灰度分析结果。 

（* P ˂ 0.05 vs. Con） 

3) 锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放 TNF-α的影响 

同样运用 ELISA 方法检测在锰作用 BV2 小胶质细胞 3、6、12、24h 后释放 TNF-α

的情况（图 1-20）。结果显示，在作用 3h 后，与对照组相比，阳性对照组 LPS 组中

BV2 小胶质细胞所释放的 TNF-α水平明显增加，且具有统计学意义（P ˂ 0.05），在

作用 6h 后锰组细胞释放的 TNF-α水平明显增加，与对照组相比具有统计学意义（P ˂ 

0.01），12、24h 小时后，锰组与 LPS 组中细胞释放的 TNF-α水平持续增加，与对照

组相比具有统计学意义（P<0.001）。 

 
图 1-20  ELISA 方法检测锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放 TNF-α的影响 

A、B、C、D 分别为 3、6、12、24h 时间点 

（* P ˂ 0.05 vs. Con；**P ˂ 0.01 vs. Con；***P < 0.001 vs.Con） 
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    运用 qRT-PCR 方法检测 BV2 小胶质细胞在锰作用 3、6、12、24h 后释放的 TNF-α

在 mRNA 水平的变化（图 1-21）。结果发现，同样在锰作用 6h 后 BV2 小胶质细胞所释

放的 TNF-α在 mRNA 水平有显著增加，与对照组相比有统计学意义（P ˂ 0.05），在锰、

LPS 作用 12、24h 后 TNF-α在 mRNA 水平会持续增加，且与对照组相比有统计学意义

（P ˂ 0.01）。 

 
图 1-21  锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放的 TNF-α在 mRNA 水平的影响 

A、B、C、D 分别为 3、6、12、24h（* P ˂ 0.05 vs. Con；**P ˂ 0.01 vs. Con） 

Western blot 方法检测锰作用 6h 后 BV2 小胶质细胞释放的 TNF-α在蛋白水平的

改变（图 1-22）。结果显示，与对照组相比，锰组 BV2 小胶质细胞所释放的 TNF-α

在蛋白水平的表达明显增加，且具有统计学意义（P ˂ 0.05）。 

 

图 1-22  锰暴露对 BV2 小胶质细胞释放的 TNF-α在蛋白水平的影响 

A：锰暴露 6h 后 BV2 小胶质细胞释放的 TNF-α在蛋白水平的表达；B：灰度分析结果。 

（* P ˂ 0.05 vs. Con） 
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4 讨论 

锰在自然界中广泛分布，是人体所必须的微量元素。在人体的一些生理反应中

均需要锰的参与，包括：免疫反应，ATP 的生成，骨骼的生长，消化等[29]。此外，

锰还可以作为机体许多酶的辅助因子，以保障其发挥正常的生理作用[30]。然而，当

机体摄入过多的锰则会引起锰中毒的发生，其临床表现主要为类似帕金森氏病病症。

研究表明，中枢神经系统是锰作用人体的主要靶器官，黑质纹状体通路更是锰损伤

神经系统的关键核团[189]。也正因为如此，国内外广大的学者们也都聚焦于此，总

结证实了一系列关于锰能够引起黑质纹状体内多巴胺能神经元功能减弱的经典理

论。我们教研室也长期一直致力于研究锰对运动行为能力的影响及其具体机制。然

而，随着人们对锰神经毒性的进一步关注，锰对海马空间记忆能力的损伤也渐渐被

人们所证实。 

在本研究的过程中，我们通过皮下注射的方式进行亚急性锰的暴露，通过小鼠

血锰和脑锰的检测，发现染锰组小鼠与对照组以及 LPS 注射组相比，血锰和脑锰水

平均显著增高，提示了锰暴露的动物模型的成功。我们有运用经典的运动行为检测

实验，对小鼠的运动能力进行了测试，发现染锰组以及 LPS 组小鼠的运动行为能力

受到显著抑制，无论在旷场实验亦或是在爬杆实验中均得以证实。锰对小鼠运动行

为的损伤进一步证实了我们建立的亚急性锰暴露模型的成功。在此基础上，我们观

察了小鼠的空间学习记忆能力是否发生了改变，我们运用恐惧条件箱进行了测试。

在训练期间，锰暴露小鼠与对照组相比并无差异，然而在测试以及改变场景后发现，

染锰组小鼠的环境记忆能力显著降低，提示锰暴露可能对小鼠的海马脑区产生了损

伤作用。在这里，也许有人会有这样的疑问，检测学习记忆能力的经典行为学测试

时 Morris 水迷宫，可这里为什么选择恐惧条件箱进行测试？是的，Moriss 水迷宫被

广泛的认为能够检测学习记忆能力，然而，在本研究中，锰暴露能够引起小鼠运动

功能共济失调，因此运用依赖小鼠运动寻找平台的 Morris 水迷宫很难检测出空间学

习记忆的改变。我们在一系列研究学习记忆能力的行为测试中选定对运动能力依赖

较小的恐惧条件箱进行了测试。 

为了进一步证实锰暴露能够损伤小鼠海马脑区神经元的功能，我们又进行了电

生理测试，观察了染锰组、LPS 以及 NaCl 三组小鼠 LTP 的改变，结果发现，锰暴露
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组的 LTP 与对照组相比显著降低，提示锰对海马神经元产生了一定的损伤作用。我

们以上的结果证实了锰暴露不仅能够影响调控运动行为的黑质纹状体脑区，同样对

调控学习记忆能力的海马脑区也产生了损伤效应。回顾文献，我们发现，已有的学

者研究也证实了长期大量的锰在大脑中蓄积还将进一步引起类似于阿兹海默综合症

（AD）的临床症状：在猕猴的慢性锰中毒动物模型中，慢性的锰刺激将引起大脑额

叶皮质淀粉样蛋白增加以及 Aβ斑块的蓄积。 

在中枢神经系统中，小胶质细胞是免疫反应的关键细胞，主要来源于脑膜，脉

络丛以及血管周围。其与巨噬细胞的功能相似，能通过一系列的模式识别受体（PRRs）

实时监测中枢神经系统的内环境[181]。当组织受损或有害物质入侵的情况下，小胶

质细胞发生活化反应，一方面其发挥吞噬作用，清除有害物质；另一方面其能释放

大量促炎症因子，诱导外周固有免疫细胞（例如，巨噬细胞、中性粒细胞）以及适

应性免疫细胞（例如，T 细胞和 B 细胞）迁移至受损或入侵部位，发挥免疫防御的

作用[88]。因此，小胶质细胞的活化在中枢神经系统的免疫应答防御反应中发挥了至

关重要的作用。本科研团队在以往对锰诱导黑质致密部多巴胺能神经元毒性损伤的

研究中发现，锰暴露能够诱导中枢神经系统中的小胶质细胞发生活化，其活化后释

放的炎性因子可能是锰暴露导致神经元损伤的关键分子[81]。得与以往的研究基础，

我们在研究锰暴露损伤学习记忆能力的过程中，同样把关注点落在了小胶质细胞上，

观察锰暴露诱导的海马神经元损伤是否同锰暴露诱导的多巴胺能损伤类似均是通过

小胶质细胞的过度活化而实现的。我们运用免疫组织化学染色检测了锰暴露后小鼠

海马脑区小胶质细胞的形态学改变，发现锰暴露组与对照组相比的海马 DG 区小胶

质细胞形态上表现为胞体变大，突触变短，形成类似于“变形虫样”的巨噬细胞样活

化状态。这初步证实了锰暴露后诱导了海马脑区小胶质细胞的活化。为了进一步证

实锰暴露诱导了小胶质细胞的活化，我们对海马脑区又进行了炎性因子的检测，运

用 Western blot 检测了 IL-1β的蛋白改变，ELISA 检测了 IL-1β、IL-18 的改变，发现

锰暴露组与阳性对照组（LPS 处理组）均能够引起炎性因子 IL-1β和 IL-18 的增加，

证实了锰暴露能够诱导小胶质细胞活化。 

我们在体外选择 BV2 小胶质细胞作为研究对象，BV2 小胶质细胞为小鼠小胶质

细胞广泛的应用于体外研究小胶质细胞的实验中。我们首先通过锰暴露时间以及暴

露剂量的各时间点以及梯度浓度，筛选出能够使得 BV2 小胶质细胞活化又不导致其
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死亡的锰暴露浓度和对应时间。MTT 增殖活力实验以及免疫细胞化学染色实验发现

100μM 锰暴露 6h 即能够引起 BV2 的活化而对其不产生损伤效应。我们在之后的实

验过程中，为了简化操作过程，我们选择 100μM 锰暴露 6h 作为研究对象。我们对

锰暴露 BV2 小胶质细胞后个时间点的炎性因子进行了检测，同样运用 Western blot

和 ELISA 两种检测手段，发现锰暴露组与对照组相比，炎性因子 IL-1β、IL-18 在锰

暴露 6h 发生显著增高。 

在体内和体外两部分实验中，我们均证实锰暴露能够诱导小胶质细胞的活化并

释放炎性因子 IL-1β 和 IL-18。炎性因子作为小胶质细胞应激活化后所释放的分子，

能够对外源性的物质产生杀伤作用。然而，炎性因子同样也会对中枢神经系统内的

神经元也产生同样的损伤效应。研究报道，在 PD 病人的大脑黑质和纹状体组织中可

检测到高表达的促炎因子 TNF-a 和 IL-1β，这些炎性因子与神经元的凋亡以及神经损

伤相关。在 AD 的小鼠动物模型以及 AD 患者的海马组织中也发现 IL-1β表达升高，

表明 IL-1β与 AD 的发病机制存在相关性。在我们以往的研究中发现抑制小胶质细胞

活化、阻止其炎性因子的大量释放能够对锰暴露所致的神经毒性产生保护作用。可

见，锰暴露诱导的小胶质细胞活化以及炎性因子的释放是引起神经系统紊乱的关键

因素。然而，之前的研究只是将炎性因子的释放在锰诱导多巴胺能神经元损伤中的

关键作用进行了论述，对其如何引起小胶质细胞活化释放炎性因子的分子机制并没

有阐明。可见，进一步深入的研究锰如何诱导炎性因子释放的具体机制将会弥补以

往研究锰神经毒性的空白。因此，在下一部分实验中，我们将针对此问题进行进一

步研究讨论。 
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实验二  炎症体 NLRP3 的增多在锰诱导炎性因子 

释放中的作用 
 

在前一部分实验中，我们通过皮下注射 MnCl2 的方式建立了亚急性锰暴露的小

鼠模型，运用 AAS 对小鼠的血锰、脑锰进行了检测，并评价了小鼠行为能力的改变，

验证了锰中毒模型的建立成功。与以往报道不同的是，锰在损伤调控运动行为能力

的黑质纹状体通路的同时，也对控制学习记忆能力的海马脑区产生了损害效应[190]。

通过对小鼠锰暴露后 LTP 检测发现，锰暴露能够抑制海马脑区神经元的突触可塑性，

提示锰暴露对海马脑区有一定的损伤效应。因此，我们以锰暴露损伤学习记忆能力

的现象为基础，对锰影响小鼠学习记忆功能进行了深入的研究，观察了在中枢神经

系统内具有免疫作用的小胶质细胞的改变。在体内体外的模型中我们分别证实了锰

暴露能够诱导海马脑区和 BV2 小胶质细胞的活化以及炎性因子的释放，提示锰暴露

诱导海马神经元损伤可能是通过介导小胶质细胞的活化以及炎性因子的释放发挥作

用的。在以往研究锰暴露诱导黑质纹状体核团多巴胺能神经元损伤的效应机制探讨

中证实了小胶质细胞活化的重要作用[184]。然而对于锰中毒过程中小胶质细胞是怎

样过度释放炎性因子的，这些炎性因子从成熟到释放的具体的作用机制却没有过多

的探讨。因此本研究对胶质细胞活化在锰影响学习记忆能力方面的影响并没有深入

的验证，而是把关注点放在锰诱导小胶质细胞活化的具体机制上进行更加深层次的

研究。 

回顾文献我们发现，NLRP3 炎症体是炎性因子孵育成熟的重要平台，在小胶质

细胞活化以及炎性因子释放过程中发挥着重要作用[174]。那么，在本课题研究中，

锰诱导的小胶质细胞炎性因子的释放是否依赖于NLRP3炎症体的途径呢？本部分实

验将对此展开详细的论证。 
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1 材料 

1.1 主要仪器设备  

冷冻切片机（CM1900） LEICA（日本）

隔水式电热恒温培养箱（PYX-DHS-50X65） 上海跃进（中国）

超低温-80ºC 冰箱（MDF-U73V） SANYO（日本）

冰柜（BC/BD-2720S） Haier（中国）

超生破碎仪（VCX105） MILLIPORE（美国）

DNA/RNA 定量仪（NANODROP 2000c） Thermo Scientific（美国）

96 孔板离心机（LMC-3000） Grant-bio 公司（美国）

低温离心机（5804R） Eppendrof 公司（美国）

紫外分光光度计（UV-2550） SHIMADZU（日本）

全能型凝胶成像系统（Universal HoodIII） BIO-RAD（美国）

酶标仪（Infinite F200） TECAN（美国）

制冰机（SIM-F140） SANYO（日本）

摇床（ZD-9550） Kylin-Bell Lab instruments（中国）

基因扩增仪（7500 Fast Real-Time PCR system） Applied Biosystems（美国）

蛋白垂直蛋白电泳系统（Universal/300） BIO-RAD（美国）

梯度 PCR 仪 Biometra TGRADIENT（美国）

超纯水机（Milli-Q） MILLIPORE（美国）

液氮生物容器（YDS-100B-125） 成都金凤（中国）

高压灭菌器（MLS-3750） SANYO（日本）

电热恒温水浴锅（HH-2） 科伟（中国）

室温离心机（5430） Eppendrof 公司（美国）

超净工作台（SW-CJ-1F） 苏州净化（中国）

二氧化碳培养箱（3423） Thermo scientific（美国）

生物显微镜（IX71） OLYMPUS（日本）
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1.2 主要试剂（盒）抗体 

锰（13446-34-9） ACROS ORGANICS（美国）

LPS（L3880-500MG） Sigma（美国）

氯化钠（NaCl） 国产分析纯

戊巴比妥钠 Sigma（美国）

Dulbecco’s Modified Eagle Medium（12800-017） Gibco（美国）

三氯甲烷 国产分析纯

异丙醇 国产分析纯

无水乙醇  国产分析纯

mRNA 反转录试剂盒 TAKARA（日本）

qRT-PCR 反应试剂盒 TAKARA（日本）

Trizol RNA 提取液 Invitrogen（美国）

胎牛血清 Gibco（美国）

EDTA 国产分析纯

SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒（PE001） 晶彩（中国）

Anti-TNF alpha 抗体 （ab6671）  Abcam（美国）

Anti-IL1 beta 抗体 （ab9722） Abcam（美国）

Anti-IL-18(ab71495) Abcam（美国）

Anti-CIAS1 / NALP3 抗体（ab4207）  Abcam（美国）

Anti-caspase-1 抗体（ab108362）  Abcam（美国）

Negative control（RNA oligo） GenePharma（中国）

Nlrp3-Mus-727（siRNA oligo） GenePharma（中国）

Nlrp3-Mus-1755（siRNA oligo） GenePharma（中国）

Nlrp3-Mus-2052（siRNA oligo） GenePharma（中国）

Mouse IL-1beta ELISA Ready-SET-Go！®（88-7013） eBioscience（美国）

Mouse TNF-alpha ELISA Ready-SET-Go！®（88-7324） eBioscience（美国）

Mouse IL-18 ELISA BMS618/2TEN eBioscience（美国）

1.3 模型建立的动物及细胞需求 

具体方法同实验一 
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1.4 实验用试剂配制 

LPS   

 LPS 20mg 
 溶于 20ml 高压去离子水中，混匀，分装于 500μlEP 管中，-20℃保存 

1%戊巴比妥钠 
 戊巴比妥钠 1g 
 溶于 100ml 之前已配好的 0.9%NaCl 中，混匀，4℃保存 

75%酒精  

 95%酒精  
 溶于 ml 去离子水中，混匀，室温保存 

0.5MTris-HCl（pH7.6）  

 Tris 60.57g 
 1N HCL 420ml 
 双蒸水加至 1L  

0.2M PB   
 KH2PO4 27.2g 
 NaOH 6.4g 
 加去离子水至 1L，调整 pH 值至 7.4 

MTT  
 MTT 250mg 
 溶于 50mlPBS 中，避光搅拌混匀，之后使用 0.22μm 小滤器过滤，将过

滤好的溶液分装于避光 EP 管中 

100mM MnCl2
.4H2O 

 MnCl2
.4H2O（MW:197.91） 0.39582g 

 溶于 20ml 的高压去离子水中，使用 0.22μm 孔径的小滤器过滤，装于 50ml
无菌大 EP 管仲，混匀，4℃保存。（用于细胞实验） 

100mg/kg 组用 Mn 刺激液 
 为使锰注射液的配制浓度与体积方便给药，故进行以下计算：目标注射

浓度为 100mg/kg，以小鼠平均体重 20g 进行计算即 2mg/20g，为保证每

只小鼠接受皮下注射药物体积为 200μl 即 2mg/200μl，故称取 0.2gMn 溶

于 20ml 之前配好的生理盐水中，混匀，4℃保存。（用于动物实验） 

DMEM 高糖培养基 
 使用 DMEM粉末一袋（g）,称取 HEPES3.3g，以及青霉素、链霉素各 60mg，

称取 NaHCO33.7g，使用去离子水定容至 1L，之后使用滤器垫 0.45μm、

0.22μm 两层滤膜进行过滤，滤出液体直接滴入 200ml-250ml 培养基盛放

玻璃瓶，封口膜包好，做好当天标记，放入 4ºC 保存，待用。（每个玻

璃瓶中盛放 180-200ml 混匀过滤的 DMEM 培养基，方便之后直接给瓶子

里加入 10%的胎牛血清）  
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2 方法 

2.1 建立亚急性锰中毒小鼠模型 

2.1.1 动物的分组与饲养 

具体方法同实验一。 

2.1.2 亚急性锰中毒小鼠模型的建立 

具体方法同实验一。 

2.2 运用免疫组织化学染色法检测锰暴露对小鼠大脑 NLRP3 及其相关分子表达的影响 

2.2.1 冰冻脑片的制备 

具体方法同实验一。 

2.2.2 免疫组织化学染色 

具体方法同实验一。 

2.3 运用Western blot方法检测锰暴露对小鼠不同脑区NLRP3及其相关分子表达的影响 

2.3.1 脑组织蛋白样品的收集 

具体方法同实验一。 

2.3.2 脑组织蛋白的提取 

具体方法同实验一。 

2.3.3 SDS-PAGE 凝胶的制备 

具体方法同实验一。 

2.3.4 Western blotting 

具体方法同实验一。 

2.4 运用 qRT-PCR 方法检测染锰小鼠不同脑部核团中 NLRP3 及其相关分子 mRNA

表达变化 

2.4.1 脑组织 RNA 样品的收集 

1) 亚急性锰中毒小鼠模型建立完成后，运用腹腔注射 1%戊巴比妥钠将小鼠麻醉（按

照 60mg/kg 体重剂量进行）； 

2) 依次暴露腹腔、胸腔，使用 10ml 注射器吸取 10ml 之前配好的 DEPC 水，注射器

针头换为一次性使用的静脉输液针，排出管内空气，将生理盐水通过暴露出的小
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鼠心脏左心室，剪开心耳，进行快速灌注； 

3) 灌注结束后，断头，快速取出完整脑组织，并进行海马、黑质、纹状体等组织的

分离，整个操作在冰上进行，所取出的脑组织放入以做好标记的 1.5ml 无 RNA

酶 EP 管中，及时放入超低温-80ºC 冰箱保存样品； 

2.4.2 脑组织样品 RNA 的提取 

1) 拿出-80ºC 冰箱中的样品化冻，室温静置 5min，按 1mg 组织体积加 10μlTrizol 的

比例，称量好各组各个核团的重量，加入相应体积的 Trizol，使用手握式电动匀

浆器匀浆，直至 EP 管中无组织块切形成均质的溶液（每匀好一个样品就换一个

电动匀浆器头，且这些电动匀浆器头需提前清洗并使用 DEPC 水浸泡，以确保其

无 RNA 酶污染）； 

2) 使用 Trizol 消化完成之后，加入 Trizol 1/5 体积的三氯甲烷，剧烈摇晃 15s，室温

放置 5min； 

3) 之后进行 4ºC 离心，12000rcf 离心 15min，离心结束后，将通过离心得到的无色

上清液移至新的 1.5ml 无 RNA 酶 EP 管中，给其中加入等体积的异丙醇，上下轻

柔颠倒离心管使其充分混匀，之后室温静置 10min； 

4) 静置结束后进行 4ºC 离心，12000rcf 离心 10min，离心结束后，管底会出现白色

羽毛样沉淀，小心弃掉上清，加入 75%无水乙醇，轻轻上下颠倒洗涤离心管管壁，

再进行 4ºC 离心，12000rcf 离心 5min，之后小心弃掉乙醇； 

5) 室温干燥 8min，加入 RNase-free 水溶解沉淀，20μl/管，用移液枪轻轻吹打沉淀，

使其充分溶解，之后进行运用 Thermo 公司的 NANODROP2000c 进行 RNA 定量

（OD260/OD280 的比值均在 1.8-2.0 之间）； 

6) 反转录合成 cDNA，具体体系及反应条件同实验一； 

7) 运用 7500 Fast 反应仪器进行扩增，具体使用引物购于奥科鼎盛公司，具体序列

如下： 

 
具体反应体系及反应条件同实验一。 
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2.5 运用免疫细胞化学染色法检测染锰 BV2 小胶质细胞中 NLRP3 及其相关分子表

达的变化 

2.5.1 细胞的培养及传代 

   具体方法同实验一。 

2.5.2 运用免疫细胞化学染色方法检测染锰 BV2 小胶质细胞中 NLRP3 的表达 

1) 首先将细胞爬片所用的玻片准备好，选用大号圆形盖玻片（12 孔板每孔可放一

个，6 孔板每孔可放 2 个），将此盖玻片泡酸过夜，之后使用蒸馏水冲洗干净，

再浸泡于 75%酒精中备用； 

2) 将准备好的盖玻片从 75%酒精中取出，在酒精灯上烤干，之后放入 6 孔板中，

每孔放 2 个，由于 BV2 细胞胞体较圆，属于半贴壁细胞，因此使用多聚赖氨酸

溶液进行包被（此处多聚赖氨酸使用高压去离子水以 1:10 的比例进行配制），将

配置好的多聚赖氨酸溶液每孔加入 1.5ml，以使得将盖玻片完全覆盖，之后放入

37℃培养箱过夜； 

3) 将包被好的板子取出，弃多聚赖氨酸，加入 PBS 多次冲洗，直至无多聚赖氨酸

残留，之后同时开启紫外照射以及风淋，照射及吹干 20min； 

4) 按正常培养方法将 BV2 小胶质细胞处理为细胞悬液，进行细胞计数，以 1.5×105

个/ml 的细胞密度进行接种，在以加入盖玻片并包被好的 6 孔板中每孔加入 2ml

细胞悬液，之后进行常规培养； 

5) 培养细胞 24h 后加刺激，将之前的培养基换成含有梯度锰浓度的培养基,根据前

期 MTT 的结果对锰浓度进行选择，最终选择锰浓度为：0、100（单位：μM）

及 LPS：10μg，刺激时间点仍为 3、6、12、24（单位：h）； 

6) 在达到刺激时间后，依次取出达到刺激时间点的板子，进行免疫细胞化学染色； 

7) 使用 10ml 注射器轻柔吸走板子中原来的培养液，轻柔加入 PBS 进行清洗，轻柔

进行，洗 3 次，每次 5min； 

8) 清洗结束后，进行固定，使用 4%多聚甲醛加入 6 孔板，每孔加入 1ml 以保证完

全覆盖盖玻片，室温固定 25min； 

9) 固定结束后，使用 PBS 进行清洗，动作轻柔，清洗 3 次，每次 5min，之后进行

透化，在冰上运用 1%TritonX-100 进行透化，透化进行 10min； 

10) 透化结束后，继续使用 PBS 清洗，洗 3 次，每次 5min（每次清洗注意动作轻柔，
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弃洗液时使用 10ml 注射器，不要使用泵和直接倾倒，以防细胞掉落）； 

11) 运用 3%BSA 进行封闭，封闭样品 1h，在室温环境进行； 

12) 在封闭过程中准备一抗，NLRP3 抗体使用 3%BSA 以 1:100 的比例进行稀释，待

封闭结束后，在盖玻片上加一抗，放入湿盒，4ºC 过夜； 

13) 拿出敷好一抗的片子，使用 PBS 清洗，洗 3 次，每次 6min； 

14) 清洗结束后，加荧光二抗，使用兔绿荧光二抗，避光、室温孵育 2h，并且保持

一定的湿度，之后使用 PBS 清洗 3 次，每次 3min，清洗过后使用 Hoechst 染核，

室温进行 30min，之后运用 PBS 清洗 3 次，每次 8min； 

15) 清洗结束后，使用滤纸吸干盖玻片周围多余的液体，准备好感觉的载玻片，并

在载玻片上滴加封片剂，将盖玻片倒扣在载玻片上即可直接在荧光显微镜下观

察（注意以上步骤均需避光）。 

2.6 运用 Western blot 方法检测染锰 BV2 小胶质细胞中 NLRP3 及其相关分子在蛋

白水平的变化 

2.6.1 细胞的培养及传代 

具体方法同实验一。 

2.6.2 细胞样品蛋白的收集 

具体方法同实验一。 

2.6.3 细胞样品蛋白的提取 

具体方法同实验一。 

2.6.4 SDS 凝胶制备与 Western blotting 

具体方法同实验一。 

2.7 运用 qRT-PCR方法检测染锰BV2小胶质细胞中NLRP3及其相关分子在mRNA

水平的变化 

2.7.1 细胞的培养及传代 

具体方法同实验一。 

2.7.2 细胞样品 RNA 的收集 

具体方法同实验一。 

2.7.3 细胞 RNA 样品的提取 

具体方法同实验一。 
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2.8 建立染锰 BV2 细胞的 siRNA-NLRP3 模型 

2.8.1 细胞的培养与传代 

具体培养方法方法同前，进行细胞计数后，将 BV2 小胶质细胞以 2×105 个/ml

的密度种于 6 孔板中，每孔 2ml 细胞悬液。 

2.8.2 建立染锰 BV2 细胞的 NLRP3siRNA 模型（转染实验） 

1) 从吉玛所订购的 siRNA oligo 及 Negative control（之后简称为 NC），具体序列如下： 

 
2) 弃之前的培养液，将 BV2 小胶质细胞的培养液更换为无血清无双抗培养液

（Opti-MEM），每孔加入 1ml Opti-MEM； 

3) 更换为无血清无双抗培养液继续培养 4h，观察细胞，并准备加入 siRNA，按照

RNA oligo 合成报告单上的说明，离心 siRNA 干燥品，使其处于管底，之后 siRNA

加入 125μl 进行稀释，NC 加入 62.5μl 进行稀释，轻柔混匀，待用； 

4) 首先配制 lipofectamine2000 酶 100μl Opti-MEM 中加入 2μl lipofectamine2000 以

此体积配出所需体积的 lipofectamine2000，配好后静置 5min； 

5) 在 lipofectamine2000 静置的同时配制 NC、siRNA，以 100μl Opti-MEM 中加入 4μl 

已稀释好的 oligo 的比例按照所需体积进行配置，轻柔混匀后静置 5min； 

6) 混合配制好的 lipofectamine2000 与 NC 及 siRNA（保证其中 lipofectamine2000

为 100μl Opti-MEM +2μl lipofectamine2000，NC、siRNA 分别为 100μl Opti-MEM 

+4μl oligo/NC）轻柔混匀后室温静置 20min； 

7) 给需要加入 siRNA 及 NC 的孔加入 500μl Opti-MEM，再给每孔加入 200μl 混合

好的 siRNA/NC，之后轻柔晃动板子将板子放回细胞培养箱继续进行培养。 
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2.9  ELISA 方法检测干涉 NLRP3 表达后炎性因子的释放 

具体方法同实验一。 

2.10 统计学分析 

具体方法同实验一。 

3. 结果 

3.1 锰暴露对 NLRP3 炎症体及相关分子表达的影响 

3.1.1 锰诱导小鼠海马组织中 NLRP3 表达的变化 

免疫组织化学染色检测染锰小鼠的海马脑区，使用 OX42 标记小胶质细胞，同

时标记 NLRP3（图 2-1）。结果发现，与对照组相比，染锰后的小胶质细胞形态会发

生一定的变化，胞体变大，突起变粗变长，且 OX42 荧光强度增加；同时发现，染

锰组小鼠海马脑区的 NLRP3 表达与对照组相比荧光强度明显有所增加，且与 OX42

标记的小胶质细胞存在共定位现象，结果提示，染锰后小胶质细胞中 NLRP3 的表达

会有所升高，即 NLRP3 炎症体被激活。 

 
图 2-1  免疫组织化学检测染锰小鼠海马脑区小胶质细胞中 NLRP3 表达的变化 

（Bar：200X；Zoom：400X） 

3.1.2 锰诱导小鼠海马组织中 NLRP3 及其相关分子在蛋白水平的变化 

运用 Western blot 方法检测的染锰小鼠海马组织中 NLRP3 及其相关分子在蛋白

水平的表达（图 2-2），结果发现与对照组相比染锰后小鼠海马组织中 NLRP3、cleaved 
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caspase-1 表达均由所增加且具有统计学意义（P<0.05）。 

 
图 2-2  Western blot 方法检测染锰小鼠海马组织 NLRP3 相关分子在蛋白水平的变化 

A：染锰小鼠海马组织中 NLRP3 炎症体及相关分子在蛋白水平的表达；B-C：灰度值分析结果。 

（*P < 0.05 vs. Con） 

3.1.3 锰诱导小鼠海马组织中 NLRP3 在 mRNA 水平的变化 

    运用 qRT-PCR 方法检测染锰小鼠海马组织中 NLRP3 在 mRNA 水平的变化（图

2-3），结果发现锰处理组与对照组相比 NLRP3 在 mRNA 水平有所增加，且具有统计

学意义（P<0.01）。结果提示，在小鼠体内环境中，锰可以诱导小鼠海马脑区的 NLRP3

炎症体发生活化。 

 

图 2-3 qRT-PCR 方法检测染锰小鼠海马核团中 NLRP3 在 mRNA 水平的变化 

染锰小鼠海马脑区 NLRP3 在 mRNA 水平的变化（**P < 0.01 vs. Con） 

3.1.4 免疫细胞化学染色检测染锰 BV2 细胞不同时间点 NLRP3 的表达 

1) 运用免疫细胞化学染色方法检测后我们发现，与对照组相比，染锰 3h 后 BV2 小

胶质细胞中 NLRP3 的表达有所增加，说明 NLRP3 可以在染锰后短时间内被激活

（图 2-4）； 
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图 2-4  免疫细胞化学染色检测锰暴露 BV2 小胶质细胞 3h 后 NLRP3 表达的变化 

（Bar：200X；Zoom：400X） 

2) 之后运用同样的方法检测发现与对照组相比，染锰 6h 后 BV2 小胶质细胞中

NLRP3 表达有所升高且较 3h 表达更高，说明 NLRP3 可以在染锰后 6h 继续处于

活化状态持续表达 NLRP3（图 2-5）； 

 
图 2-5  免疫细胞化学染色检测锰暴露 BV2 小胶质细胞 6h 后 NLRP3 表达的变化 

（Bar：200X；Zoom：400X） 
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3.1.5 锰诱导 BV2 小胶质细胞中 NLRP3 及其相关分子在蛋白水平的变化 

    Western blot 方法检测锰暴露 BV2 小胶质细胞中 NLRP3 在蛋白水平的变化，结

果显示，锰暴露 3h 后 NLRP3 的蛋白水平只有在 100μM 浓度的锰刺激下会有所升高，

cleaved caspase-1 也没有明显变化（图 2-6A）；锰暴露 6h 后 NLRP3 在蛋白水平有明

显升高，cleaved caspase-1 的表达也有明显升高（图 2-6D），且与对照组相比具有统

计学意义（P<0.05）。 

 

图 2-6  锰暴露 BV2 小胶质细胞后 NLRP3 及其相关分子在蛋白水平的变化 

A：染锰 3h 后 BV2 小胶质细胞中 NLRP3、cleaved caspase-1 在蛋白水平的变化；B-C 分别为 A

中 NLRP3 及 cleaved caspase-1 的蛋白表达进行的灰度分析；D：染锰 6h 后 BV2 小胶质细胞中

NLRP3、cleaved caspase-1 在蛋白水平的变化。（*P < 0.05 vs. Con） 

3.1.6 锰诱导 BV2 小胶质细胞 NLRP3 及其相关分子在 mRNA 水平的变化  

1）锰诱导 BV2 小胶质细胞中 NLRP3 在 mRNA 水平表达升高； 

使用 qRT-PCR 方法检测锰作用 BV2 小胶质细胞 3、6h 后 NLRP3 在 mRNA 水平

的变化（图 2-7），结果发现，锰可以诱导 BV2 小胶质细胞中 NLRP3 在 mRNA 水平
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有所升高。与对照组相比，100μM 锰作用 BV2 小胶质细胞 3h 后其 NLRP3 在 mRNA

水平会有所增加且具有统计学意义（P<0.05）；与对照组相比，在 25μM、50μM、100μM

浓度的锰及 10μgLPS 作用 6h 后，NLRP3 在 mRNA 水平有明显增加且具有统计学意

义（P<0.01）。 

 

图 2-7  锰暴露 BV2 小胶质细胞后 NLRP3 及其相关分子在 mRNA 水平的变化 

A：不同浓度锰暴露 BV2 小胶质细胞 3h 后 NLRP3 在 mRNA 水平的变化；B：不同浓度锰暴露

BV2 小胶质细胞 6h 后 NLRP3 在 mRNA 水平的变化。（*P < 0.05 vs. Con；**P < 0.01 vs. Con） 

3.2 干涉 NLRP3 表达对锰诱导的炎性因子释放的改变 

3.2.1 筛选最终使用的 siRNA-NLRP3  

    运用 Western blot 方法检测购买于上海吉玛公司的 3 种 siRNA-NLRP3，以此来确

定 siRNA 对 NLRP3 的干涉效率（图 2-8）。最终发现与对照组、阴性对照组以及其

它两组 siRNA-NLRP3 相比 siRNA2052 对 NLRP3 的干涉效率最高与其它几组相比较

发现由 siRNA2052 处理过的 BV2 小胶质细胞中 NLRP3 在蛋白水平表达最低，因此

提示 siRNA2052-NLRP3 是 3 种 siRNA 中最能够抑制 NLRP3 表达的 siRNA，因此选

择 si2052-NLRP3 继续后续的实验。 

 
图 2-8  Western blot 方法检测 3 种 siRNA-NLRP3 的干涉效率 
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3.2.2 干涉 NLRP3 对锰诱导的 NLRP3 表达的影响 

运用Western blot方法检测 siRNA2052-NLRP3（之后简称为 siNLRP3）干涉NLRP3

后对锰诱导产生的 NLRP3 炎症体活性的影响（图 2-9），结果发现，在正常情况下锰

及LPS可以诱导BV2小胶质细胞中NLRP3及 caspase-1的活性形式 cleaved caspase-1

在蛋白水平的表达有所增加，且与对照组相比具有统计学意义（P<0.05）。运用锰

（100μM 浓度的锰）和 LPS（10μg）刺激已使用 siNLRP3 的 BV2 小胶质细胞，结果

发现，干涉 NLRP3 后 NLRP3 及 cleaved caspase-1 表达均有所下降，且与阴性对照

（NC）组相比，其下降水平具有统计学意义（P<0.05），说明干涉效果良好。 

 
图 2-9  Western blot 方法检测干涉 NLRP3 对锰暴露后 NLRP3 炎症体活化的影响 

A：干涉 NLRP3 可以抑制锰诱导 NLRP3 炎症体活化；B-C：灰度值分析结果。 

（*P < 0.05 vs. Con；#P < 0.05 vs. NC+Mn；&P < 0.05 vs. NC+LPS） 

3.2.3 干涉 NLRP3 对锰诱导的炎性因子释放的影响 

1）干涉 NLRP3 对锰诱导 BV2 小胶质细胞 IL-1β表达的影响 

继续运用 Western blot 方法检测 siNLRP3 干涉 NLRP3 后对锰诱导产生的成熟

IL-1β的影响（图 2-10），结果发现，正常情况下锰可以诱导 BV2 小胶质细胞成熟 IL-1β

在蛋白水平明显增加，且与对照组相比具有统计学意义。干涉 NLRP3 后使用相同浓
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度的锰及 LPS 并不能促使 BV2 小胶质细胞中成熟 IL-1β在蛋白水平有所升高。结果

提示，抑制 NLRP3 对锰诱导的 BV2 小胶质细胞释放的成熟 IL-1β在蛋白水平也有一

定抑制作用。 

 
图 2-10 干涉 NLRP3 对 BV2 小胶质细胞在锰暴露后的 IL-1β蛋白水平的影响 

A：干涉 NLRP3 可以抑制锰诱导 BV2 小胶质细胞 IL-1β在蛋白水平的表达； 

B：灰度值分析结果。（*P < 0.05 vs. Con；#P < 0.05 vs. NC+Mn；&P < 0.05 vs. NC+LPS） 

运用 ELISA 方法检测 siNLRP3 干涉 NLRP3 的表达后对锰作用 BV2 小胶质细胞

6h 所产生的炎性因子表达的影响（图 2-11）。结果发现，Mn 组及 LPS 组与对照组相

比均可以诱导 BV2 小胶质细胞释放 IL-1β，与对照组相比明显增加且具有统计学意

义（P<0.01）。然而在 siNLRP3 干涉 NLRP3 表达后可以抑制锰诱导 BV2 小胶质细胞

炎性因子的释放，炎性因子的释放量明显下降且与阴性对照组相比具有统计学意义

（P<0.05）。此结果提示，抑制 NLRP3 将会降低锰诱导 BV2 小胶质细胞所产生的

IL-1β。  

 
图 2-11  干涉 NLRP3 对 BV2 小胶质细胞在锰暴露后的 IL-1β表达的影响 

（*P < 0.05 vs. Con；**P < 0.01 vs. Con；#P < 0.05 vs. NC+Mn；&P < 0.05 vs. NC+LPS） 
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2）干涉 NLRP3 对锰诱导 BV2 小胶质细胞 IL-18 表达的影响 

运用 ELISA 方法，对锰暴露干涉 NLRP3 的 BV2 小胶质细胞所释放的 IL-18 进

行检测，结果发现正常情况下锰和 LPS 作用 6h 均可以促使 BV2 小胶质细胞释放

IL-18，且与对照组相比具有统计学意义（P<0.01），干涉 NLRP3 后再使用锰作用 6h

后 IL-18 的表达与对照组及阴性对照组相比有明显下降（图 2-12），结果提示干涉

NLRP3 可以抑制锰诱导的 BV2 小胶质细胞所产生的 IL-18。 

 
图 2-12 干涉 NLRP3 对 BV2 小胶质细胞在锰暴露后的 IL-18 表达的影响 

（*P < 0.05 vs. Con；**P < 0.01 vs. Con，#P < 0.05 vs. NC+Mn；&P < 0.05 vs. NC+LPS） 

3）干涉 NLRP3 对锰诱导 BV2 小胶质细胞 TNF-α表达的影响 

运用相同方法，对锰暴露干涉 NLRP3 的 BV2 小胶质细胞所释放的 TNF-α进行

检测，结果发现干涉 NLRP3 后再使用锰作用 6h 后 TNF-α的表达与对照组及阴性对

照组相比有明显下降（图 2-13），结果提示干涉 NLRP3 可以抑制锰诱导的 BV2 小胶

质细胞所产生的 TNF-α。 

 
图 2-13 干涉 NLRP3 对 BV2 小胶质细胞在锰暴露后的 TNF-α表达的影响 

（*P < 0.05 vs. Con； #P < 0.05 vs. NC+Mn；&P < 0.05 vs. NC+LPS） 
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3.3 运用 qRT-PCR 方法检测干涉 NLRP3 后炎性因子在 mRNA 水平的变化 

    运用 qRT-PCR 方法检测 siNLRP3 干涉 NLRP3 表达后对锰诱导的 BV2 小胶质细

胞释放的 IL-1β、IL-18、TNF-α在 mRNA 水平的影响（图 2-14），结果显示，正常情

况下与对照组相比，锰和 LPS 可以诱导 BV2 小胶质细胞产生的 IL-1β、IL-18、TNF-α

在mRNA水平有明显增加，且具有统计学意义（P<0.05）。但使用 siNLRP3干涉NLRP3

后锰和 LPS 的刺激不再使 BV2 小胶质细胞产生的 IL-1β在 mRNA 水平有所增加。 

 
图 2-14 干涉 NLRP3 对锰诱导 BV2 小胶质细胞炎性因子释放在 mRNA 水平的影响 

（*P < 0.05 vs. Con； #P < 0.05 vs. NC+Mn；&P < 0.05 vs. NC+LPS） 

 

4 讨论 

在第一部分的实验中，我们已经证明了过量的锰暴露能有效的活化小胶质细胞，

并释放促炎症因子 IL-1β、IL-18 以及 TNF-α。然而，锰是如何诱导小胶质细胞活化

并释放促炎症因子参与固有免疫反应的分子调控机制尚不清楚。 

在中枢神经系统中，固有免疫反应作为神经免疫系统的第一道防线，发挥了重

要的作用[191]。其中，三种主要的免疫相关细胞（包括：小胶质细胞，巨噬细胞，

星形细胞）通过 PRRs 识别来自于外界以及细胞内的病源相关分子模式（PAMPs）以

及来自于宿主源性的危险相关分子模式（DAMPs），从而激活固有免疫防御反应。小

胶质细胞作为中枢神经系统中特殊的也是最重要的免疫细胞，能表达一系列的

PRRs，包括 Toll 样受体（TLRs），Nod 样受体（NLRs）等[83]。一旦识别到组织的

损伤或有害物的的入侵，小胶质细胞将迁移至受损部位并活化，一方面其发挥类似

于吞噬细胞的作用，吞噬有害物质或细胞碎片；另一方面其激活固有免疫反应，释

放大量促炎症因子（包括细胞因子，炎症趋化因子，活性氧族等），引起神经的炎症

反应[108]。 
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在正常的生理状态下，促炎症因子一般处于静息状态。例如促炎症因子 IL-1β

来说，常以非活性状态存在【36KDa，又称为 IL-1β前体（pro-IL-1β）】与细胞质中，

而在受到刺激的情况下，IL-1β发生活化，裂解为活性形式（17KDa，又称为成熟的

IL-1β）。研究表明，处于静息状态的 pro-IL-1β通过加工、裂解最终变成成熟的 IL-1β

需要一系列相关分子的介导和调控[192]。NLRP3/caspase-1 炎症体目前被认为是调控

IL-1β、IL-18 等炎性因子成熟释放的重要分子平台。NLRP3 炎症复合体隶属于 NLRs

家族，由 NLRP3 支架，ASC（PYCARD）接头蛋白以及活化剪切的 caspase-1 三部

分组成[193]。NLRP3 受体具有广泛的识别性，参与并介导了多种疾病引起的固有免

疫反应，与多种神经性疾病（包括感染，急性无菌性的脑损伤，慢性神经退行性疾

病）的病理发生关系密切。在急性感染引起的神经性疾病中，多种 PAMPs（包括病

毒：日本脑炎病毒、西尼罗河病毒等，细菌：肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌等）能

激活中枢神经系统中小胶质细胞的 NLRP3 炎症复合体[82]。而在慢性非感染性引起

的神经炎症中，小胶质细胞和巨噬细胞内的 NLRP3 炎症复合体能被多种病理性的蛋

白质（包括 Aβ，α-synuclein，朊病毒蛋白）所激活。活化的 NLRP3 首先发生寡聚化，

然后募集接头蛋白 ASC，通多 CARD 结构域与 PYD 结构域相互作用，进一步激活

caspase-1。caspase-1 在静息状态下为前体 caspase-1（45KDa, 又称为 pro-caspase-1），

发生活性反应后即裂解为两种具有酶活性的四聚体复合物，caspase-1 p10和 caspase-1 

p20（分别为 20Kda 和 10K da 又称为 casp-1 p20 和 casp-1 p10），具有功能的 caspase-1

进一步加工 pro-IL-1β为成熟的 IL-1β，并释放于细胞外，发挥作用[194]。 

既然 NLRP3 炎症复合体在促炎性因子的成熟释放过程中发挥着关键作用，那么

在锰暴露诱导的小胶质细胞释放炎性因子 IL-1β、IL-18 以及 TNF-α 的过程中是否也

发挥了关键作用呢？我们首先通过免疫组织荧光染色，观察了锰暴露后 NLRP3 炎症

体的表达改变，发现与对照组相比较，锰暴露能够诱导小鼠海马脑区 NLRP3 表达增

强。另外，我们又通过 Western blot 实验对小鼠海马组织中 NLRP3/caspase-1 复合炎

症体中的 NLRP3 以及 cleaved caspase-1 蛋白进行了检测，同样发现锰暴露能够诱导

NLRP3 炎症体的表达增强。同样的结论我们在体外实验中，即锰暴露对 BV2 小胶质

细胞的影响中得以验证。 BV2 小胶质细胞锰暴露后能够显著增强验证

NLRP3/caspase-1 炎症复合体 NLRP3 以及 cleaved caspase-1 蛋白的表达。并且

NLRP3/caspase-1 炎症体的表达与锰暴露具有一定的时间剂量依赖效应，即随着锰浓



第四军医大学博士学位论文 

-105- 

度的升高，NLRP3/caspase-1 炎症复合体表达升高，呈浓度正相关性。为了进一步验

证 NLRP3 炎症体在锰暴露诱导小胶质细胞炎性因子释放中的重要作用，我们通过

RNA 干扰的方式有效的下调了 BV2 小胶质细胞 NLRP3 的表达，结果发现当 NLRP3

下调后，锰暴露所诱导的 caspase-1 的活化形式以及下游炎性因子（IL-1β、IL-18）

的释放受到抑制。以上结果提示 NLRP3 炎症体参与了锰暴露所诱导的小胶质细胞炎

性因子的释放过程并在其中发挥着关键作用。在这里不得不指出的是，在我们下调

了 NLRP3 炎症体的表达后，我们不仅发现了 NLRP3/caspase-1 炎症复合体直接介导

的促炎症因子 IL-1β 表达下调，还发现了 TNF-α 表达同样下调。之前的文献报道指

出，TNF-α的加工成熟和释放由 TLRs 家族所调控，而作为 NLRs 的家族成员 NLRP3

在下调后同样能够引起锰暴露介导的 TNF-α 表达降低，其中的具体机制尚不明确也

未见报道，也许在锰暴露这种特殊的形式中，NLRP3 也参与了 TNF-α的调控，这个

问题给我以后毕业的研究提供的重要的线索。 

在本部分实验中，我们延续上一部分实验揭示的锰暴露能够诱导小胶质细胞活

化以及释放大量的促炎性因子这一现象，对锰诱导小胶质细胞释放炎性因子的具体

机制进行了深入研究。发现 NLRP3/caspase-1 炎症复合体的形成在锰诱导小胶质细胞

释放炎性因子 IL-1β、IL-18 过程中发挥了非常重要的作用。既然 NLRP3/caspase-1

炎症复合体炎症体参与了锰暴露的小胶质细胞活化以及促炎性因子的释放，细胞内

诸多因素（ROS，自噬，Ers 等）也均能够调控 NLRP3/caspase-1 炎症复合体形成活

化，在本研究中锰暴露又是通过何种方式调控 NLRP3/caspase-1 炎症复合体的形成活

化的呢？在第三部分实验中，我们将进行具体细致的阐述。 
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实验三  锰诱导的自噬溶酶体功能紊乱对 

NLRP3 炎症体的影响 

在上一部分实验中我们通过对锰暴露体内体外模型中 NLRP3 炎症体的检测，发

现锰暴露能够引起 NLRP3 炎症体表达的增高，并且通过 Western blot 检测不同时间

点 NLRP3 的改变与 BV2 小胶质细胞炎性因子的释放相对比，发现 NLRP3 炎症体的

表达增加早与锰诱导的炎性因子 IL-1β、IL-18 的释放，提示 NLRP3 炎症体可能参与

了小胶质细胞炎性因子释放的过程。为了证实以上的观点，我们运用干涉 RNA 技术

对 BV2 小胶质细胞进行了 NLRP3 蛋白干扰，使其 NLRP3 蛋白表达水平降低。对

NLRP3 低表达的 BV2 小胶质细胞进行锰处理后发现，与未做 RNA 干涉处理相比，

BV2 小胶质细胞锰暴露后 caspase-1 活化受到抑制，炎性因子 IL-1β、IL-18 的释放降

低。进一步说明了NLRP3炎症体是锰暴露诱导小胶质细胞炎性因子释放的关键分子。

研究NLRP3炎症体在锰暴露所致小胶质细胞活化以及炎性因子释放中的作用及其具

体分子机制将会对锰暴露所致的神经系统损伤提供重要的理论依据。因此，在本部

分的实验中，我们将继续深入研究锰暴露所致 NLRP3 炎症体活化的具体机制，探寻

锰所致 NLRP3 升高的上游分子，为完全阐明锰的神经毒性提供分子基础。 

追述调控 NLRP3 炎症体的上游分子，不难发现诸多因素（细胞内 ROS 的增多、

K+的浓度改变、细胞内 ATP 水平降低以及自噬的抑制等）均能够影响 NLRP3 炎症体

的活化[195]。我们团队在前期的研究中发现，锰暴露能够显著抑制黑质致密部多巴胺

能神经元内自噬的水平。提示锰暴露与自噬关系紧密，很有可能在本研究中 NLRP3

炎症体的活化就是通过锰介导的自噬功能紊乱而引起的。为了证明我们的假设，在本

部分实验中我们对锰诱导的自噬与 NLRP3 炎症体的相互关系进行了系统的研究，并

分别评价了自噬不同阶段的降解过程对于 NLRP3 炎症体以及锰介导的炎性因子释放

的影响。为锰暴露诱导 NLRP3 炎症体增加的分子机制提供了重要的理论依据。 

1 材料 

1.1 主要仪器设备 

透射电镜 ZEISS（德国）

超低温冰箱（MDF-U73V） SANYO（日本）
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冰柜（J2X0000707）  Haier（中国）

激光共聚焦显微镜  Nikon（日本）

超生破碎仪（VCX105） SONICS&MATERIALS 公司（美国）

荧光显微镜 ZEISS（德国）

抽吸泵（WP6122050） MILLIPORE 公司（美国）

DNA/RNA 定量仪（NANODROP 2000C） Thermo scientific 公司（美国）

96 孔板离心机（LMC-3000） Grant-bio 公司（美国）

低温离心机（5804R） Eppendrof 公司（美国）

紫外分光光度计（UV-2550） SHIMADZU（日本）

全能型凝胶成像系统（Universal HoodIII） BIO-RAD（美国）

酶标仪（Infinite F200） TECAN（美国）

制冰机（SIM-F140） SANYO（日本）

摇床（ZD-9550） Kylin-Bell Lab instruments（中国）

基因扩增仪（7500 Fast Real-Time PCR system） Applied Biosystems（美国）

蛋白垂直蛋白电泳系统（Universal/300） BIO-RAD（美国）

梯度 PCR 仪 Biometra TGRADIENT（美国）

超纯水机（Milli-Q） MILLIPORE（美国）

液氮生物容器（YDS-100B-125） 成都金凤（中国）

高压灭菌器（MLS-3750） SANYO（日本）

电热恒温水浴锅（HH-2） 科伟（中国）

室温离心机（5430）  Eppendrof 公司（美国）

超净工作台（SW-CJ-1F） 苏州净化（中国）

二氧化碳培养箱（3423） Thermo scientific（美国）

生物显微镜（IX71） OLYMPUS（日本）

激光共聚焦显微镜 Nikon（日本）

1.2 主要试剂抗体 

多聚甲醛（DH610） 科昊（中国）

BCA 蛋白反应试剂盒 Thermo（美国）

RIPA 裂解液（中） 碧云天生物技术公司（中国）

TEMED Gibco（美国）

组织蛋白酶 B（CTSB 12216-1-AP） Protein tech（美国）

Beclin-1 Rabbit mAb（3495） Cell Signaling Technology（美国）

LC3B Antibody（#2775） Cell Signaling Technology（美国）

Bafilomycin A1（88899-55-2） 美仑生物（中国）

Atg5 Rabbit mAb（#12994） Cell Signaling Technology（美国）

SQSTM1/p62 Antibody（#5114） Cell Signaling Technology（美国）

Anti-CIAS1 / NALP3 抗体（ab4207） Abcam（美国）

Anti-caspase-1 抗体（ab108362） Abcam（美国）
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1.3 模型建立的动物及细胞需求 

1.3.1 动物 

具体方法同实验一。 

1.3.2 所使用的细胞系 

具体方法同实验一。 

1.4 实验用试剂配制 

具体方法同实验一。 

2 方法 

2.1 运用透射电镜观察染锰小鼠海马 

具体灌注方法同前，使用 0.9%NaCl 快速关注后，使用 4%多聚甲醛进行慢速灌

注，待完整取出小鼠大脑后，将其分组放入透射电镜专用固定液（4%多聚甲醛+2%

戊二醛，此实验过程中，透射电镜灌注液、固定液均领于神经生物学教研室电镜中

心）中，做好标记，4ºC 保存，尽快送往神经生物学教研室电镜中心进行电镜样品的

制备，进行预约，之后按约定前往进行电镜观察。 

2.2 Western blot 检测自噬相关蛋白的表达 

具体方法同实验一。 

2.3 qRT-PCR 

具体方法同实验一。 

2.4 运用透射电镜观察染锰 BV2 小胶质细胞 

1) 将 BV2 小胶质细胞以 3×106 个/ml 的密度种入 10cm 细胞培养皿中，进行正常的

细胞培养； 

2) 24h 后，给 BV2 细胞按照之前的方法配制并加入锰刺激液（100μM），6h 后，收

取上清及消化下的细胞，室温离心，1250rpm，5min； 

3) 离心后弃上清，加入从电镜中心领回的固定液，对离心后的细胞团块进行固定，

与组织电镜一样，将处理好的样品送往神经生物学教研室电镜中心，进行预约

并前往进行电镜观察。 
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2.5 建立染锰 BV2 细胞的 Atg5 siRNA 模型（转染实验） 

从上海吉玛订购的 siRNA oligo 及 Negative control（之后简称为 NC），具体序列如下： 

 

具体转染方法同前。但由于在实验二中验证了 NC（Negative Control，阴性对照）对

NLRP3 炎症体及炎性因子的释放没有过多的影响，因此此部分实验不设 NC 组，将

siAtg5 处理后结果均和对照组相比。 

2.6 运用 Western blot 方法检测染锰小鼠海马组织及染锰 BV2 小胶质细胞中自噬相

关分子在蛋白水平的变化 

具体方法同实验一。 

2.7 运用 qRT-PCR 方法检测染锰小鼠海马组织及染锰 BV2 小胶质细胞中自噬相关

分子在 mRNA 水平的变化 

具体方法同实验一，使用引物购于奥科鼎盛公司，具体序列如下： 

     

2.8 统计学分析 

具体方法同实验一。 

3 结果 

3.1 锰作用后自噬溶酶体功能发生紊乱 

3.1.1 透射电镜结果显示锰可以诱导染锰小鼠海马组织发生溶酶体功能障碍 

    运用透射电镜观察染锰小鼠海马组织中溶酶体的变化（图 3-1），结果发现，锰暴

露能够导致小鼠海马脑区的神经元细胞及小胶质细胞的溶酶体受到损伤，对照组溶

酶体数量以及密度较锰暴露组相比数量较少，密度较低，且染锰组溶酶体出现空泡，
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说明溶酶体功能发生障碍。次级溶酶体数量增多提示锰暴露能够引起溶酶体降解能

力降低，降解物在溶酶体内蓄积增多，溶酶体功能异常。 

 
图 3-1  透射电镜检测染锰小鼠海马组织发现溶酶体功能障碍 

（a，c，e Bar = 1μm；b，d，f Bar = 0.5μm） 

3.1.2  Western blot 结果显示锰可以诱导小鼠海马组织中自噬相关蛋白的升高 

    Western blot 方法检测锰暴露后小鼠海马组织中自噬相关蛋白的表达（图 3-2），结

果显示锰暴露后可以诱导小鼠海马组织中自噬相关蛋白 Beclin 1、Atg 5、LC3 II、p62、

Cathepsin B 均有所升高，对灰度值分析发现染锰组与对照组相比灰度值明显升高，且

具有统计学意义（P<0.05）提示锰暴露可使小鼠海马脑区溶酶体发生功能障碍。 

 
图 3-2  Western blot 方法检测染锰小鼠海马组织自噬相关蛋白的表达 

A：染锰海马组织自噬相关蛋白的表达；B：灰度值分析结果（*P < 0.05 vs. Con；**P < 0.01 vs. Con） 
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3.1.3 锰可以诱导染锰 BV2 小胶质细胞发生溶酶体功能障碍 

运用透射电镜检测染锰 BV2 小胶质细胞溶酶体的变化（图 3-3）。结果发现，锰

暴露同样使得 BV2 小胶质细胞的溶酶体受到损伤，染锰组、LPS 组溶酶体出现空泡，

说明溶酶体功能发生障碍。 

 
图 3-3  透射电镜检测 BV2 小胶质细胞溶酶体（Bar = 0.5μm） 

3.1.4 免疫细胞化学染色结果显示锰可以诱导染锰 BV2 小胶质细胞中 LC3 表达升高 

    运用免疫细胞化学染色方法检测锰暴露 6h 后 BV2 小胶质细胞中 LC3 的表达（图

3-4），结果发现与对照组相比染锰组 BV2 小胶质细胞中 LC3 的荧光强度有所增强，

提示锰可以促使 BV2 小胶质细胞中 LC3 表达增加，提示 BV2 小胶质细胞溶酶体功

能可能发生障碍。 

 
图 3-4  免疫细胞化学染色方法检测锰暴露对 BV2 小胶质细胞 LC3 表达的影响 

（Bar：600X） 
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3.1.5 Western blot 结果显示锰可以诱导 BV2 小胶质细胞中自噬相关蛋白的升高 

    Western blot方法检测锰暴露BV2小胶质细胞诱导细胞中自噬相关蛋白变化的情

况（图 3-5），结果发现锰暴露可以促使 BV2 小胶质细胞中自噬相关蛋白 Beclin 1、

Atg 5、LC3 II、p62 以及 Cathepsin B 有所升高，对结果的灰度值进行分析发现与对

照组相比具有统计学意义（P<0.05） 

 
图 3-5  Western blot 方法检测自噬相关蛋白的表达 

A：Western blot 检测自噬相关蛋白 Beclin 1、Atg 5、LC3 II、p62、Cathepsin B 的变化； 

B：灰度分析结果（*P < 0.05 vs. Con） 

3.2 干涉自噬反应对 NLRP3 表达的抑制作用 

3.2.1 Atg5 干涉 RNA 干涉效应验证 

    运用 Western blot 方法对购于上海吉玛公司的 siRNA-Atg5 的干涉效果进行验证

（图 3-6），结果发现与对照组、阴性对照组相比 siAtg5 组中 Atg5 在蛋白水平的表达

有所下降且具有统计学意义（P<0.05），说明 siRNA 的干涉效果良好。 

 

图 3-6  Western blot 方法检测 Atg5 siRNA 的干涉效果 

A：干涉 Atg 5 后 Atg5 在蛋白水平的表达；B：灰度分析结果（*P < 0.05 vs. Con） 
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3.2.2 免疫细胞化学检测干涉 Atg5 后对锰暴露 BV2 小胶质细胞的自噬相关蛋白 LC3

的影响 

免疫细胞化学染色检测运用 Atg5 siRNA 处理后的 BV2 小胶质细胞在锰作用 6h

后 LC3 的表达（图 3-7），结果发现，正常情况下锰可以诱导 BV2 小胶质细胞中 LC3

的荧光强度增强，使用 siAtg5 处理 BV2 小胶质细胞后再进行锰暴露 6h，LC3 的荧光

强度与锰组相比有所下降，提示 siAtg5 可以抑制锰作用下产生的 LC3。 

 
 

图 3-7  免疫荧光化学染色检测锰暴露 siAtg5 处理后的 BV2 小胶质细胞中 LC3 的表达 

（Bar：600X） 
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3.2.3 Western blot 方法检测干涉 Atg5 表达后对锰暴露 BV2 小胶质细胞的自噬相关

蛋白及 NLRP3 炎症体相关蛋白的影响 

Western blot 方法检测干涉 Atg5 对锰暴露 BV2 小胶质细胞中自噬相关蛋白及

NLRP3 炎症体相关蛋白表达的影响（图 3-8），由于在实验二中验证了 NC（Negative 

Control，阴性对照）对 NLRP3 炎症体及炎性因子的释放没有过多的影响，因此此部

分实验不设 NC 组，将 siAtg5 处理后结果均和对照组相比，结果显示使用 siAtg5 对

BV2 小胶质细胞进行处理后可使锰诱导升高的自噬相关蛋白 Atg 5、LC3 II、Beclin 1

有所下降，且与对照组相比具有统计学意义（P<0.05）但是对 NLRP3 炎症体相关蛋

白并没有过多的影响。 

 

图 3-8 干涉 Atg5 对锰暴露 BV2 小胶质细胞自噬相关蛋白及 NLRP3 炎症体相关蛋白表达的影响

A：干涉 Atg 5 后锰对自噬相关蛋白变化的影响；B-G：分别为 Atg5、LC3II、Beclin 1、Cathepsin 

B、NLRP3、cleaved caspase-1 的灰度分析结果 

（*P < 0.05 vs. Con；# P < 0.05 vs. Mn；& P < 0.05 vs. LPS） 

3.2.4 Western blot 方法检测干涉 Atg5 对锰诱导 BV2 小胶质细胞释放的成熟 IL-1β

在蛋白水平表达的影响 

    Western blot 方法检测干涉 Atg5 对锰诱导的成熟 IL-1β的释放在蛋白水平的影响

（图 3-9），结果显示，正常情况下，锰可以诱导 BV2 小胶质细胞所释放的成熟 IL-1β
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在蛋白水平有所增加，与对照组相比具有统计学意义（P<0.05）；干涉 Atg5 对锰诱

导产生的成熟 IL-1β 释放在蛋白水平没有过多的影响。提示 siAtg5 不会影响锰诱导

产生的成熟 IL-1β。 

   

图3-9 Western blot 方法检测干涉Atg5对锰诱导BV2小胶质细胞释放的成熟 IL-1β在蛋白水平的影响 

（*P < 0.05 vs. Con） 

3.2.5 ELISA 方法检测干涉 Atg5 对锰诱导 BV2 小胶质细胞产生的成熟 IL-1β、IL-18

表达的影响 

    运用 ELISA 方法检测干涉 Atg5 对锰诱导 BV2 小胶质细胞产生的 IL-1β、IL-18

的影响（图 3-10）。结果显示，正常情况下，锰可以诱导 BV2 小胶质细胞所释放的

IL-1β、IL-18 有所增加，且与对照组相比具有统计学意义（P<0.05）；干涉 Atg5 对锰

诱导产生的成熟 IL-1β、IL-18 释放没有过多的影响。提示 siAtg5 不会影响锰诱导产

生成熟的 IL-1β、IL-18。 

 
 

图 3-10  ELISA 方法检测干涉 Atg5 对锰诱导 BV2 小胶质细胞释放成熟 IL-1β、IL-18 的影响 

（*P < 0.05 vs. Con） 
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3.2.6 免疫细胞化学染色检测 Baf A1 对锰诱导 BV2 小胶质细胞产生的 LC3 的影响 

运用免疫细胞化学染色方法检测 Baf A1 对锰诱导的 BV2 小胶质细胞中的 LC3

表达的影响，结果发现，正常情况下锰可以诱导 BV2 小胶质细胞中自噬相关蛋白 LC3

的表达有所增加，加入 Baf A1 后这一现象有所加剧，LC3 的荧光强度与单独锰作用

组相比有所升高，提示 Baf A1 可以抑制自噬体和溶酶体结合的过程，从而抑制自噬

体的降解，加剧自噬体的蓄积。 

 

 

图 3-11 免疫细胞化学染色检测 Baf A1 对锰诱导的 BV2 小胶质细胞 LC3 表达的影响 

（Bar：600X） 
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3.2.7 Western blot 方法检测 Baf A1 对锰暴露 BV2 小胶质细胞的自噬相关蛋白及

NLRP3 炎症体相关蛋白的影响 

Western blot 方法检测运用 Baf A1 抑制自噬后对锰暴露 BV2 小胶质细胞的自噬

相关蛋白及 NLRP3 炎症体相关蛋白的影响（图 3-12），结果发现，加入 Baf A1 抑制

自噬后自噬相关蛋白 Beclin 1、Atg 5、LC3 II 的表达均有一定水平的升高，但是 p62、

cathepsin B、NLRP3 炎症体相关蛋白并没有过多的改变。 
 

 

图 3-12  Western blot 方法检测 Baf A1 对锰诱暴露 BV2 小胶质细胞中自噬相关蛋白及 

NLRP3 炎症体相关蛋白表达的影响 

A：自噬相关蛋白及 NLRP3 炎症体相关蛋白的 western blot 结果；B-H：分别为 Atg 5、LC3 II、Beclin 

1、p62、Cathepsin B、NLRP3、cleaved caspase-1 的灰度分析结果（*P < 0.05 vs. Con；#P < 0.05 vs. Mn） 
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3.2.8 Western blot 方法检测 Baf A1 对锰诱导 BV2 小胶质细胞释放成熟的 IL-1β在

蛋白水平的影响 

Western blot 方法检测运用Baf A1对锰暴露BV2小胶质细胞释放成熟 IL-1β在蛋

白水平的影响（图 3-13）。结果发现，加入 Baf A1 对锰诱导 BV2 小胶质细胞所释放

的成熟的 IL-1β在蛋白水平没有过多的影响。 

 

图 3-13 Western blot 方法检测 Baf A1 对锰诱导 BV2 小胶质细胞释放成熟的 IL-1β在蛋白水平的改变 

A：加入 Baf A1 对锰作用 BV2 小胶质细胞产生的成熟 IL-1β在蛋白水平的表达； 

B：灰度分析结果（*P < 0.05 vs. Con） 

3.2.9 ELISA 方法检测 Baf A1 对锰诱导 BV2 小胶质细胞释放成熟的 IL-1β、IL-18

表达的影响 

ELISA方法检测运用Baf A1抑制自噬对锰作用6h后BV2小胶质细胞释放 IL-1β、

IL-18 的影响（图 3-13）。结果发现，加入 Baf A1 对锰诱导 BV2 小胶质细胞所释放的

IL-1β、IL-18 没有过多的影响。 

 

图 3-13  ELISA 方法检测 Baf A1 对锰诱导 BV2 小胶质细胞释放成熟的 IL-1β、IL-18 的影响 

A：IL-1β的 ELISA 结果；B：IL-18 的 ELISA 结果（*P < 0.05 vs. Con） 
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3.2.10 Western blot 方法检测 NH4Cl 对锰暴露 BV2 小胶质细胞的自噬相关蛋白及

NLRP3 炎症体相关蛋白表达的影响 

运用 NH4Cl 抑制组织蛋白酶 B 的释放，Western blot 方法检测加入 NH4Cl 对锰

暴露 BV2 小胶质细胞的自噬相关蛋白及 NLRP3 炎症体相关蛋白表达的影响（图

3-14）。结果显示，加入 NH4Cl 对锰暴露 BV2 小胶质细胞中的自噬相关蛋白 Atg5、

LC3 II、Beclin 1、均不存在抑制作用；但是 NH4Cl 对染锰 BV2 小胶质细胞中的

Cathepsin B 以及 NLRP3 炎症体相关蛋白却具有抑制作用，且与单独锰作用组相比具

有统计学意义（P<0.05）。 

 

图 3-14  NH4Cl 对锰暴露 BV2 小胶质细胞中自噬相关蛋白以及 NLRP3 炎症体相关蛋白的影响 

A：自噬相关蛋白及 NLRP3 炎症体相关蛋白的 Western blot 结果；B-G：分别为 Atg 5、LC3 II、

Beclin 1、Cathepsin B、NLRP3、cleaved caspase-1 的灰度分析结果 

（*P < 0.05 vs. Con；#P < 0.05 vs. Mn；&P < 0.05 vs. LPS） 

3.2.11 Western blot 方法检测 NH4Cl 对锰诱导的 NLRP3 炎症体介导的 BV2 小胶质

细胞释放 IL-1β在蛋白水平的影响 

    运用 Western blot 检测 NH4Cl 对锰诱导 BV2 小胶质细胞释放的成熟 IL-1β 在蛋

白水平的影响（图 3-15）。结果显示 NH4Cl 对锰诱导 BV2 小胶质细胞释放的成熟 IL-1β
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在蛋白水平存在抑制作用，且灰度分析结果发现，这种加入测 NH4Cl 与锰共同作用

组与单独锰作用组相比灰度值有所下降且具有统计学意义（P<0.05）。 

 

图 3-15  NH4Cl 对锰诱导 BV2 小胶质细胞所释放的成熟 IL-1β在蛋白水平的影响 

A：加入 NH4Cl 与锰共同作用 BV2 小胶质细胞所产生的成熟 IL-1β在蛋白水平变化； 

B：灰度分析结果（*P < 0.05 vs. Con；#P < 0.05 vs. Mn；&P < 0.05 vs. LPS） 

3.2.12 ELISA 方法检测 NH4Cl 对锰诱导的 NLRP3 炎症体介导的 BV2 小胶质细胞炎

性因子释放的影响 

    ELISA 方法检测运用 NH4Cl 对锰作用 6h 后 BV2 小胶质细胞释放 IL-1β、IL-18

的影响（图 3-16）。结果发现，正常情况下单独锰作用可以诱导 BV2 小胶质细胞释

放大量 IL-1β 和 IL-18，且与对照组相比具有统计学意义（P<0.01）；加入 NH4Cl 可

以抑制锰诱导 BV2 小胶质细胞所释放的 IL-1β、IL-18，与单独锰作用组相比，具有

统计学意义（P<0.05）。  

 

图 3-16  ELISA 方法检测 NH4Cl 对锰诱导 BV2 小胶质细胞释放 IL-1β、IL-18 的影响 

A：IL-1β的 ELISA 结果；B：IL-18 的 ELISA 结果 

（**P < 0.01 vs. Con；# P < 0.05 vs. Mn；& P < 0.05 vs. LPS） 
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4 讨论 

自噬是细胞维持内环境稳定重要的生理过程。自噬的发生对细胞的存活发挥着

至关重要的作用[196]。当细胞内营养匮乏时就会诱导细胞自噬的发生，除此之外其

它原因，包括变性或聚积的蛋白、细胞器的损伤、ROS、缺氧以及应激等亦能够引

起自噬发生的增高[197]。自噬分为大自噬、小自噬以及分子伴侣介导的自噬三种，

在本课题中我们所研究的为大自噬，简称自噬。自噬的形成过程包括自噬的启动、

延伸、与溶酶体的融合和降解几个重要阶段[142]。自噬的相关基因参与和调控着自

噬各个阶段的形成过程。当自噬的发生处于紊乱状态时，则会诱发许多疾病的发生。

研究表明，许多神经系统疾病的发生都与自噬功能的异常相关，PD、AD、WD 等均

发现体内自噬降解过程异常[198]。 

我们课题组以往的研究表明，锰暴露能够导致 SD 大鼠黑质纹状体通路自噬功能

的降低，因此影响了多巴胺能神经元的功能，最终导致 SD 大鼠的运动能力损伤[81]。

我们在前一部分结果中发现NLRP3炎症体的活化是锰介导小胶质细胞释放炎性因子

的重要部分。因此继续围绕 NLRP3 炎症体的上游调控机制进行深入研究，有助于揭

示锰暴露所致的小鼠学习记忆能力损伤的具体分子机制。研究表明，自噬的形成与

NLRP3 炎症体的形成关系密切，两者存在一定的负相关性。当自噬水平处于抑制状

态时，NLRP3 炎症体可以发活化。结合以上所阐述的两点，锰暴露所诱导的 NLRP3

炎症体活化很可能是通过抑制自噬水平来实现的。我们首先检测了锰暴露后，小鼠

海马脑区自噬水平的改变。通过 TEM 进行了观察，发现锰暴露后，能够引起海马脑

区小胶质细胞自噬泡大量的堆积，期间带降解产物增加，溶酶体处于高致密的病理

状态，同样的结果在 LPS 阳性对照组中也有所发现。这充分证实了锰暴露后，小鼠

海马脑区小胶质细胞的自噬降解功能处于紊乱状态。在自噬体发生的过程中 Beclin 

1、Atg5、LC3II 等自噬相关分子发挥着重要作用，这些分子的表达同样也反映了自

噬体的形成。我们运用 Western blot 检测了小鼠海马组织中自噬相关蛋白的改变，结

果提示，自噬体相关蛋白 Beclin 1、LC3II、Atg5 等表达增加，提示锰暴露诱导了自

噬体在细胞内的堆积。p62 蛋白是自噬降解的伴侣蛋白，当自噬体形成后就会与具有

降解功能的溶酶体进行融合，形成自噬溶酶体，最终依靠溶酶体的组织蛋白酶类将

其降解消化[199]。p62 蛋白的在细胞内蓄积增多则反映自噬体不能被溶酶体降解，
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不能够完成最后自噬降解的过程。在实验中，我们同样运用 Western blot 检测了小鼠

海马组织中 p62 蛋白水平的改变，结果发现在锰暴露后小鼠海马组织中 p62 水平也

显著升高。结合 LC3II、Beclin 1 以及 Atg5 的表达增高，我们可以得出这样的结论：

锰暴露促使了海马脑区自噬体的形成，但却阻断了溶酶体降解的过程，导致大量的

自噬体，包含降解产物的溶酶体聚积与细胞质中，引起了自噬溶酶体降解过程的紊

乱。 

为了验证我们得出的结果的可靠性，我们在体外模型中（锰暴露的 BV2 小胶质

细胞）也进行了自噬水平的检测。TEM 检测发现锰暴露组与对照组相比，自噬体在

胞质内大量堆积，溶酶体处于病理状态，其结构受到损伤。免疫细胞化学染色结果

提示锰暴露导致大量 LC3 标记的自噬体蓄积与细胞之中。Western blot 对自噬相关蛋

白 Beclin 1、Atg5、LC3II、p62 也进行了检测。与体内的研究结果一致，即自噬相关

蛋白显著增高，同样 p62 蛋白水平也发现显著升高，提示我们自噬体未得到正常的

降解，导致大量的自噬体蓄积与胞质中。在检测自噬相关蛋白的同时，我们也观察

了组织蛋白酶 B 的表达情况，结果发现，锰暴露能够诱导体内体外小胶质细胞组织

蛋白酶 B 表达水平升高。组织蛋白酶 B 的表达增高可能是由于锰能够进入了小胶质

细胞的溶酶体内（溶酶体是锰细胞内蓄积的主要细胞器之一），溶酶体为了能够使得

外源性的锰离子得以快速清除，代偿性的提高了其降解异物的能力，导致组织蛋白

酶 B 的大量产生，而这些大量产生的组织蛋白酶 B 对锰的清除不能发挥有效作用，

再者，锰对溶酶体的结构产生了一定的破坏作用，进而导致组织蛋白酶 B 的外泄，

引起溶酶体功能降低，最终导致细胞内形成的自噬体不能正常的降解。结合以上的

结果我们不难得出这样的结论：锰暴露引起了小胶质细胞自噬溶酶体功能的紊乱。 

研究表明自噬功能受到抑制则会对 NLRP3 的活化发挥促进作用。在本部分实验

中，我们证实了锰暴露能够引起自噬溶酶体功能异常，导致自噬不能正常进行。可

见锰暴露所诱导的自噬溶酶体功能紊乱参与调控了NLRP3炎症体的增多。众所周知，

自噬的形成过程主要包括自噬体的启动和延伸、自噬体与溶酶体的融合和降解。那

么锰诱导的 NLRP3 炎症体增多究竟是自噬的哪个环节所导致的呢？ 

我们首先对自噬体的启动和延伸这一阶段进行了论证，在锰暴露过程中，导致

了 Beclin 1、Atg5、以及 LC3II 的大量增多，是否自噬体的大量蓄积参与诱导了锰介

导的 NLRP3 炎症体的活化？我们运用 RNA 干涉技术，在体外实验中将 BV2 小胶质
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细胞的 Atg5 蛋白表达降低，这样就抑制了 BV2 小胶质细胞自噬体形成的关键环节，

使得 LC3 的募集以及自噬体膜的延伸处于停滞状态。阻止自噬体的形成然后进行锰

暴露刺激有利于观察是否因锰暴露所致的自噬体增多这一环节诱导NLRP3炎症体发

生活化的。我们运用免疫细胞荧光染色技术观察了当 Atg5 被干涉后，锰暴露所致的

LC3 标记的自噬前体蓄积与细胞质中的现象得以改变，由于在实验二中我们发现了

NC（Negative Control，阴性对照）对 NLRP3 炎症体及炎性因子的释放没有过多的影

响，因此此部分实验不设 NC 组，此部分 siAtg5 处理后结果均和对照组相比，Western 

blot 结果证实了 LC3I 向 LC3II 转化受到抑制，结果提示干涉 Atg5 有效的控制了锰暴

露诱导的自噬前体增加的事实。通过 Western blot 我们检测了 Atg5 干涉后锰暴露与

未干涉组两者之间 NLRP3 炎症复合体相关分子的改变，结果发现，干涉组与未干涉

组在锰暴露后对 NLRP3 炎症复合体相关蛋白 NLRP3、cleaved caspase-1 并没有显著

影响。其下游介导所释放的炎性因子 IL-1β和 IL-18 也未发生改变。以上结果提示，

干预自噬体形成的 Atg5 蛋白并不能阻止锰暴露所诱导的 NLRP3 炎症体的活化，锰

暴露所导致的自噬前体（自噬的启动和延伸阶段）在细胞内的增加并不是自噬诱导

NLRP3 活化的关键环节。 

接下来我们对自噬体与溶酶体融合降解这一环节进行了干预。Bafilomycin A1

（Baf A1）是一种质子泵抑制剂，研究表明 Baf A1 能够抑制自噬体与溶酶体的结合

并且抑制溶酶体的酸化，它是抑制自噬发生的一种重要化学物质[164]。在本实验中

我们运用 Baf A1 与锰同时处理，目的是抑制自噬过程中自噬体与溶酶体融合和降解

这一阶段，进一步加重了锰暴露诱导自噬体增多，观察 NLRP3 炎症体的活化是否发

生促进作用。由于目前没有针对自噬发生的激动剂，尤其是促进自噬体降解的物质，

因此只能选择自噬体与溶酶体的抑制剂，间接说明自噬体与溶酶体融合和降解环节

与 NLRP3 炎症体活化之间的关系。分析结果我们不难看出，加入 Baf A1 后，锰暴

露所诱导的 NLRP3 炎症体相关蛋白 NLRP3、cleaved caspase-1 表达并无显著影响，

由炎症体所产生的炎性因子 IL-1β 和 IL-18 也未发生改变，虽然 Baf A1 处理后加剧

了自噬体的进一步蓄积，但这些蓄积的自噬体并未促进 NLRP3 炎症体的活化，说明

自噬体与溶酶体结合及降解阶段异常也不是锰诱导 NLRP3 炎症体活化的关键环节。 

回顾文献我们发现，组织蛋白酶 B 能够对 NLRP3 炎症体起到激活的作用[104]。

在这里我们发现锰暴露能够导致溶酶体的功能紊乱，组织蛋白酶 B 的大量释放，是
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否溶酶体功能异常所释放的组织蛋白酶B就是锰诱导NLRP3炎症体活化增强的关键

呢？我们运用 NH4Cl 处理 BV2 小胶质细胞，NH4Cl 能够抑制溶酶体的酸化，使得组

织蛋白酶 B 表达降低。运用 NH4Cl 和锰共同处理 BV2 小胶质细胞后发现，锰暴露所

致的组织蛋白酶 B 表达降低，而自噬相关蛋白的表达确未有所改变，与对照组相比

依旧呈高表达状态。进一步检测 NLRP3 炎症体相关蛋白 NLRP3、cleaved caspase-1

的表达发现，NH4Cl 与锰共同处理组较锰单独处理组相比，NLRP3 炎症体相关蛋白

表达受到抑制，另外通过 ELISA 检测得出的炎性因子 IL-1β 和 IL-18 也发生了表达

降低。以上的结果提示，组织蛋白酶 B 在锰诱导的 NLRP3 炎症体活化以及炎性因子

释放过程中发挥着重要作用。 

在此部分实验中我们分别运用 Atg5 siRNA、Baf A1 以及 NH4Cl 对锰诱导自噬溶

酶体功能紊乱的几个阶段分别进行了干预，目的是找寻调控锰诱导 NLRP3 炎症体活

化的关键环节。结果提示，锰暴露所导致的自噬溶酶体功能异常及其释放的组织蛋

白酶 B 是介导 NLRP3 发生的重要因素。结合前两部分实验，我们得到了这样的结论：

锰进入细胞后，大量的蓄积于溶酶体中，直接或间接引起溶酶体组织蛋白酶 B 的释

放，使得自噬溶酶体功能发生异常，进而促进了 NLRP3 炎症体的活化，最后诱导炎

性因子 IL-1β和 IL-18 等的释放，造成了小鼠海马脑区神经元的损伤，引起学习记忆

能力降低。我们的研究围绕锰如何诱导胶质细胞活化释放炎性因子这一问题，探讨

了 NLRP3 在锰诱导小胶质细胞炎性因子释放过程中的关键作用，并进一步深入的揭

示了自噬溶酶体功能紊乱是介导 NLRP3 炎症体活化的关键因素，其中溶酶体功能异

常以及释放的组织蛋白酶 B 在自噬介导 NLRP3 炎症体活化过程中发挥着决定性作

用。为锰暴露诱导胶质细胞活化的分子机制填补了充实的数据，为今后锰暴露损伤

神经系统学习记忆能力的临床治疗提供了理论基础。 
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小    结 
本课题通过建立 C57 小鼠的亚急性锰中毒体内模型以及锰暴露 BV2 小胶质细胞

体外模型。研究了锰暴露所诱导的小胶质细胞活化及其释放的炎性因子在锰介导的

学习记忆损伤中的重要作用；揭示了 NLRP3/caspase-1 炎症体活化是锰作用小胶质细

胞活化后释放炎性因子 IL-1β和 IL-18 的关键环节；深入地阐明了锰暴露导致的自噬

溶酶体功能紊乱与 NLRP3/caspase-1 炎症体活化之间的紧密关系；并进一步研究锰暴

露所诱导的自噬功能紊乱调控 NLRP3/caspase-1 炎症体活化的具体分子机制，最终为

锰的神经毒性的防护和治疗提供关键靶点和理论依据。本课题所论证的观点如下： 

1. 锰暴露不但能够影响小鼠运动能力的下降，而且还能够损伤海马脑区所调控

的学习记忆能力水平降低。锰暴露所诱导的小胶质细胞的活化及其释放的炎性因子

IL-1β、IL-18 以及 TNF-α可能与学习记忆能力降低紧密相关； 

2. 锰暴露能够诱导体内外小胶质细胞 NLRP3 炎症体相关蛋白的表达升高。，提

示 NLRP3 炎症体的激活可能是锰暴露诱导小胶质细胞释放炎性因子的关键分子。

NLRP3 低表达后，能够抑制锰暴露诱导的 NLRP3 炎症体活化，同时下调了炎性因子

IL-1β、IL-18 以及 TNF-α的释放，证实了 NLRP3 炎症体在锰诱导小胶质细胞释放炎

性因子的过程中具有重要的作用； 

3. 锰暴露能够导致自噬溶酶体功能的异常。锰暴露可以诱导自噬体相关蛋白

Beclin 1、Atg5、LC3 的表达增加，以及 p62 蛋白的升高。提示锰暴露诱导了自噬体

的蓄积。通过电镜观察溶酶体的形态发现，溶酶体结构改变，内容物增多，组织蛋

白酶 B 表达增加，进一步说明溶酶体的功能可能受到了锰的抑制； 

4. 干预自噬体启动和延伸的重要自噬相关蛋白 Atg5 的表达并不能阻止锰暴露所

诱导的 NLRP3 炎症体的活化以及炎性因子的释放。提示，锰暴露所导致的自噬前体

（自噬的启动和延伸阶段）在细胞内的增加并不是自噬诱导 NLRP3 活化的关键环节。 

5. 运用 Baf A1 干预自噬体与溶酶体的结合后，可以加剧锰诱导的自噬体在细胞

内的蓄积，但并不能影响 NLRP3 炎症体的活化以及炎性因子的释放，说明自噬体与

溶酶体结合及降解阶段的异常也不是锰诱导 NLRP3 炎症体活化的关键因素。 

6. 运用 NH4Cl 抑制溶酶体酸化降低其组织蛋白酶 B 的表达后，抑制了锰暴露

诱导的 NLRP3 炎症体活化以及炎性因子的释放。结果证实，溶酶体功能异常以及释

放的组织蛋白酶 B 在锰介导 NLRP3 炎症体活化过程中发挥着决定性作用。 
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