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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ａｕｇｕｓｔ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ８

马泽微，黄丽，郑云勤，等． 叶酸对 ＡＤ 炎症小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 及 Ａβ 表达的影响 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（８）： １０
－１８．
Ｍａ ＺＷ， Ｈｕａｎｇ Ｌ， Ｚｈｅｎｇ ＹＱ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ａｎｄ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（８）： １０－１８．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０８􀆰 ００２

［基金项目］国家自然科学基金（８２１７３５１６）。
［作者简介］马泽微（１９９９—），女，硕士研究生，研究方向：营养与神经科学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｍａ＿ｚｅｗｅｉｉ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］刘欢（１９８０—），女，教授，博士生导师，研究方向：营养与神经科学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｕｈｕａｎ＠ ｔｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

叶酸对 ＡＤ 炎症小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 及 Ａβ 表达的影响

马泽微１，黄　 丽１，郑云勤１，张美琳１，２，３，刘　 欢１，２，３∗

（１．天津医科大学公共卫生学院营养与食品卫生学系，天津　 ３０００７０；２．人群重大疾病防控

教育部重点实验室，天津　 ３０００７０；３．天津市环境营养与人群健康重点实验室，天津　 ３０００７０）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察叶酸（ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＦＡ）补充对炎症刺激 ＡＤ 小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 及 β 淀粉样蛋白（β⁃ａｍｙｌｏｉｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）代谢相关蛋白表达的影响。 方法　 ２７ 只 ６ 月龄雄性 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠，随机分为 ＡＤ 组、ＡＤ＋ＬＰＳ 组和 ＡＤ
＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组，每组各 ９ 只。 ９ 只同月龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠作为野生对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组。 给予 ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组叶酸补

充饲料（８ ｍｇ ／ ｋｇ）干预 ３ 个月，其他 ３ 组喂养普通饲料。 实验结束前 １ 周对 ＡＤ＋ＬＰＳ 组与 ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组小鼠腹腔

注射脂多糖溶液（ＬＰＳ，２５０ μｇ ／ （ｋｇ·ｄ）），其余两组注射生理盐水。 采用 ＥＬＩＳＡ 方法检测各组小鼠血清炎症因子

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 含量以及脑组织 Ａβ１－４０、Ａβ１－４２ 水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白的表达，免疫荧光双标法

检测脑皮质区 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 和 Ａβ１－４２ ／ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ／ ＢＡＣＥ１ 的共表达。 结果　 经方差分析，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＡＤ 组小鼠

血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 含量升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）、脑内 Ａβ１－４０ 和 Ａβ１－４２ 水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）、脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白的表达增加（Ｐ
＜０􀆰 ０５）、脑组织皮质区 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 Ａβ１－４２ ／ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ／ ＢＡＣＥ１ 的共表达蛋白增多（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ
组小鼠血清炎症因子和脑内 Ａβ 水平均进一步升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）、脑组织皮质区 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 Ａβ１－４２ ／ ＡＰＰ ／ ＢＡＣＥ１ 双标

阳性蛋白表达量增多（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组小鼠体内炎症水平和脑内 Ａβ 含量降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５）、脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白表达减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）、脑组织皮质区 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 Ａβ１－４２ ／ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ／ ＢＡＣＥ１ 蛋白的共表

达量减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 补充叶酸能够降低 ＡＤ 炎症小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白的表达，减少 Ａβ 沉积。
【关键词】 　 叶酸；β 淀粉样蛋白；Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１；阿尔茨海默病；炎症

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） ０８－００１０－０９

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ａｎｄ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

ＭＡ Ｚｅｗｅｉ１， ＨＵＡＮＧ Ｌｉ１， ＺＨＥＮＧ Ｙｕｎｑｉｎ１， ＺＨＡＮＧ Ｍｅｉｌｉｎ１，２，３， ＬＩＵ Ｈｕａｎ１，２，３∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ｔｉａｎｊｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００７０， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｍａｊｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ， Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００７０．

３． Ｔｉａｎｊｉｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００７０）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ （ＦＡ） ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１
ａｎｄ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ａβ）⁃ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ
（ＡＤ） ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｓｅｖｅｎ ６⁃ｍｏｎｔｈ⁃ｏｌｄ ｍａｌｅ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＡＤ， ＡＤ＋ＬＰＳ， ａｎｄ
ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｉｔｈ ｎｉｎｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｎｉｎｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｂｏｒｎ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍｏｎｔｈ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ



ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＡＤ ＋ ＬＰＳ ＋ ＦＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ｆｏｌｉｃ⁃ａｃｉｄ⁃ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｆｅｅｄ （ ８ ｍｇ ／ ｋｇ） ｆｏｒ ３ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｎｏｒｍａｌ ｆｅｅｄ． Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ＬＰＳ， ２５０ μｇ ／ （ｋｇ·ｄ）） ｗａｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｔｏ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＡＤ＋ＬＰＳ ａｎｄ ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ ｇｒｏｕｐｓ １ ｗｅｅｋ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ａｎｄ
ｓａｌｉｎｅ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ
Ａβ１－４０ ａｎｄ Ａβ１－４２ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ． Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ａｎｄ Ａβ１－４２ ／ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ／ ＢＡＣＥ１ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｂｒａｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｖｉａ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｌａｂｅｌｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＡＤ
ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｅｌｅｖａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ａβ１－４０ ａｎｄ Ａβ１－４２（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ａｎｄ Ａβ１－４２ ／ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ／ ＢＡＣＥ１ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＡＤ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＡＤ＋
ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ Ａβ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏ⁃
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ａｎｄ Ａβ１－４２ ／ ＡＰＰ ／ ＢＡＣＥ１ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＡＤ＋ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ Ａβ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｌｏｗｅｒ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｌｏｗｅｒ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ａｎｄ
Ａβ１－４２ ／ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ／ ＢＡＣＥ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍａｙ ｒｅｄｕｃｅ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｏｆ ＡＤ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ； β⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１； Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一

种起始于老年期或老年前期、以进行性认知功能损

伤为典型特征的神经退行性疾病，以 β 淀粉样蛋白

（ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ， Ａβ ） 沉 积 和 ｔａｕ 蛋 白 过 度 磷 酸 化

（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔａｕ，ｐ⁃ｔａｕ）为主要病

理特征［１］。 “Ａβ 级联反应”假说是目前较为公认的

ＡＤ 的主要发病机制［２］，即淀粉样前体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）经 β 分泌酶（β⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ １，
ＢＡＣＥ１）和 γ 分泌酶（其催化亚基为 ＰＳＥＮ１）代谢产

生的 Ａβ 是 ＡＤ 的触发因素［３］。
浮舰蛋白（Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１）是一种主要在哺乳动物

神经系统中表达的脂筏标记蛋白，与 ＡＤ 的发病存

在关联。 研究发现，Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 在 ＡＤ 患者脑标本中

的细 胞 外 Ａβ 斑 块 和 携 带 神 经 原 纤 维 缠 结

（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ｔａｎｇｌｅｓ， ＮＦＴ） 的神经元中高度富

集［４］。 在 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 转基因小鼠中，细胞内 Ａβ 积聚

在 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 阳性内吞囊泡中［５］，通过敲除 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃
１ 基因或运动下调 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 水平，能够减弱 β－淀
粉样蛋白的产生［６－７］。 脂筏是 ＡＰＰ 顺序性酶切生

成 Ａβ 的异常代谢过程的工作平台［８］，Ｃｈｅｎ 等［９］ 在

人脑 ｃＤＮＡ 文库中使用酵母双杂交系统筛选出

Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 ＡＰＰ 的细胞内结构域（ＡＰＰ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｄｏｍａｉｎ，ＡＩＣＤ）直接相互作用，推测 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 可能

诱导 ＡＰＰ 募集到脂筏上，影响 ＡＰＰ 的定位和加工，
进而影响 Ａβ 的含量。 有研究则认为 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎｓ 改变

了网格蛋白介导的内吞作用而影响 ＡＰＰ ［１０－１１］；此

外，Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 作为外泌体主要成分之一，可介导 Ａβ
在细胞间传播［１２］。 以上研究结果表明，Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１
与 ＡＤ 的病理发展密切相关，现被认为是一种在阿

尔茨海默病诊断中的新兴的生物标志物［１３－１４］。
叶酸（ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＦＡ）是一种水溶性 Ｂ 族维生

素，流行病学研究显示低水平的叶酸与认知功能下

降相关［１５－１６］。 随机临床试验表明，叶酸单独使用或

与其他物质联合使用，可以改善轻度认知障碍患者

认知功能，降低血液中 Ａβ 相关生物标志物水

平［１７－１８］。 在体内研究中，叶酸缺乏可增强 ＡＰＰ ／ ＰＳ１
小鼠脑中 Ａβ 的积累，降低淀粉样蛋白相关 ｍｉＲＮＡｓ
的表达［１９］，而叶酸补充能够减少 ＡＤ 小鼠脑组织中

Ａβ 沉积及 Ａβ１－４２ 含量［２０］。 此外，叶酸还可以通过

调节 Ｎ２ａ⁃ＡＰＰ 细胞中的 ＤＮＡ 甲基转移酶活性来抑

制 Ａβ 的产生［２１］。 如前所述，Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 ＡＤ 的发

病关系密切，叶酸对脑组织 Ａβ 沉积的影响是否与

Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 有关是本研究的关注重点。
近些年研究发现，神经炎症是 ＡＤ 疾病进程中

的一个重要环节［２２］，炎性介质会通过上调 β－分泌

酶刺激 ＡＰＰ 的加工过程，促进 Ａβ 的产生和聚集，
Ａβ 沉积又可刺激胶质细胞加剧炎症反应，两者相

互影响［２３］，直接或间接驱动神经元损伤，加速认知

障碍进展。
ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠是 ＡＤ 主要的动物模型

之 一［２４］， 本 研 究 给 予 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小 鼠 脂 多 糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）的炎症刺激构建认知障碍
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炎症模型，以更好地模拟 ＡＤ 患者体内炎症状态。
通过检测炎症因子水平、脑内 Ａβ 含量、Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 及

其与 Ａβ 代谢相关蛋白共定位的表达情况，探讨叶

酸对 ＡＤ 炎症小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 及 Ａβ 的影响，为
叶酸对 ＡＤ 的防治机制提供理论依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 选用 ＳＰＦ 级 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因雄性小鼠 ２７
只，野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ９ 只，均为 ６ 月龄，体重

２５～ ３０ ｇ，购自斯贝福（北京） 生物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０］。 于天津医科大学实验动

物中心屏障设施内进行［ＳＹＸＫ （津）２０１９－０００４］，
温度（２２±２）℃，相对湿度（６０±５）％，光照 ／黑暗 １２
ｈ ／ １２ ｈ 交替。 所有实验动物操作经天津医科大学

实验动物伦理委员会批准（ＴＭＵａＭＥＣ２０２２０２２），遵
循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 脂多糖 ＬＰＳ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ０５５：Ｂ５）（Ｓｉｇｍａ，美
国）；８ ｍｇ ／ ｋｇ 叶酸补充饲料（Ｍｏｌｄｉｅｔｓ）（上海博奥派

克生物科技有限公司，中国）；Ａβ１－４０ 与 Ａβ１－４２ 酶联

免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（酶免科技有限公司，
中国，货号：ＭＭ⁃０４６１Ｍ１、ＭＭ⁃０２２０Ｍ１）；ＢＣＡ 蛋白定

量试剂盒（山东思科捷生物技术有限公司，中国，货
号：ＥＣ０００１⁃Ａ）；ＨＲＰ－山羊抗兔二抗（山东思科捷生

物技术有限公司，中国，货号：ＥＦ０００２）；Ａβ１－４２ 抗体

（北京博奥森生物技术有限公司，中国，货号：ｂｓ⁃
００７６Ｍ）； Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 抗 体 （ Ａｂｃａｍ， 美 国， 货 号：
ＥＰＲ６０４１）；ＡＰＰ 抗体（武汉赛维尔生物科技有限公

司，中国，货号：ＧＢ１２１１９７）；ＰＳ１ 抗体（北京博奥森

生物技术有限公司，中国，货号：ｂｓ⁃００２５Ｍ）；ＢＡＣＥ１
抗体（成都正能生物技术有限责任公司，中国，货
号：２２０９３４）；山羊抗兔荧光二抗（北京中杉金桥生

物技术有限公司，中国，货号：ＺＦ⁃０３１６）；山羊抗鼠荧

光二抗（山东思科捷生物技术有限公司，中国，货
号：ＥＦ０００４）。

ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ 成像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国，型
号：７２１ＢＲ０３０８７）；多功能酶标仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国，型
号：ＳＹＮＥＲＧＹＭｘ）；电泳仪 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国，型号：
０２４ＢＲ０９５６９）；倒置荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本，型
号：ＩＸ２⁃ＵＣＢ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组与干预　
　 　 适应性喂养 １ 周后，将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为野

生对照 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ） 组，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠随机分为 ＡＤ
组、ＡＤ＋ＬＰＳ 组和 ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组，每组各 ９ 只。 ＡＤ
＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组给予叶酸补充饲料（８ ｍｇ ／ ｋｇ）干预 ３ 个

月，其他 ３ 组给予普通饲料喂养。 实验结束前 １ 周，
对 ＡＤ＋ＬＰＳ 组与 ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组小鼠腹腔注射脂多

糖溶液（ＬＰＳ，２５０ μｇ ／ （ｋｇ·ｄ）），其余两组注射生理

盐水。 实验结束，所有小鼠禁食过夜，采用吸入 ＣＯ２

安乐死处理，取血并断头取出完整脑组织，每组随

机选取 ５ 只快速冷冻后保存于－８０ ℃冰箱备用，另
外 ４ 只于 ４％多聚甲醛固定，进行石蜡包埋及切片。
１􀆰 ３􀆰 ２　 酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
　 　 取适量脑组织，按质量 ／体积为 １ ∶ ９ 加入 ＰＢＳ
缓冲液，机器研磨，裂解组织，然后将组织匀浆于 ４
℃ １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清液备用。 使用

小鼠 Ａβ１－４０ 和 Ａβ１－４２ 的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒，根据说明书

的方法和操作步骤进行操作，酶标仪测定各孔吸光

值（ Ａ４５０）， 根据标准曲线， 测量脑组织匀浆中

Ａβ１－４０ 和 Ａβ１－４２ 的浓度。 使用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒测定脑组织匀浆上清液的总蛋白量。 最后根据

蛋白定量的浓度，换算脑组织内 Ａβ 的含量。 取外

周血，离心得到血清，使用小鼠 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的

ＥＬＩＳＡ 试剂盒，按照说明书步骤操作，检测小鼠外周

血中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 含量。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　
　 　 取适量小鼠脑组织匀浆，加入 ＲＩＰＡ 裂解液提

取总蛋白，ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度。 使用十二烷

基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）分离

总蛋白，然后将分离的蛋白条带转移至聚偏氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜上，５％脱脂奶粉封闭。 ＴＢＳＴ 洗膜后，将
ＰＶＤＦ 膜放入一抗稀释液 （ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ （ １ ∶ ２０００）、
ＧＡＰＤＨ（１ ∶１０ ０００））中，４ ℃孵育过夜。 弃去一抗

稀释液，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，加入二抗（１ ∶
１０ ０００），室温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后，使用 ＥＣＬ
试剂盒显影，全自动凝胶成像仪拍照，用 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软 件 计 算 各 个 条 带 的 灰 度 值。 以

ＧＡＰＤＨ 为内参，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组为 １ 进行均一化处理，计
算各组 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白的相对表达量。
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫荧光染色　
　 　 采用荧光双标法观察脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 ＡＤ
相关蛋白 Ａβ１－４２、ＡＰＰ、ＰＳ１、ＢＡＣＥ１ 的共定位。 将石

蜡切片于 ６０ ℃恒温箱烤片 １５ ｍｉｎ 后进行免疫荧光

染色。 依次进行脱蜡、水化、洗涤、消除内源性过氧

化物酶、抗原修复、山羊血清封闭的过程，与重组单
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克隆兔抗 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ （ １ ∶ １００）、鼠抗 Ａβ１－４２ （ １ ∶
１００）、鼠抗 ＡＰＰ（１ ∶ １００）、鼠抗 ＰＳ１（１ ∶ １００）、鼠抗

ＢＡＣＥ１（１ ∶ １００）４ ℃孵育 １２～１６ ｈ，ＰＢＳＴ 洗涤切片

后，与荧光偶联二抗（山羊抗兔 １ ∶ １００ 和山羊抗鼠

１ ∶ ５００）常温孵育 １ ｈ 后，使用含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬

灭剂封片，倒置荧光显微镜下观察。 随机选取每只

小鼠脑组织 ３ 个非重叠皮质区的高倍镜视野 （ ×
１０００），计算单位面积下荧光双标的蛋白情况，取平

均值进行组间比较。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 数据处理采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８􀆰 ０ 统计软件，计量资料以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表
示。 比较采用方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ 检验或

Ｗｅｌｃｈ 校正后采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ Ｔ２ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 血清炎症水平

　 　 各组小鼠血清炎症因子 ＴＮＦ⁃α 含量的比较，经
方差分析，差异有统计学意义 （ Ｆ ＝ ６８􀆰 ６２５， Ｐ ＝
０􀆰 ０００），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＡＤ 组小鼠体内 ＴＮＦ⁃α
水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ 组小

鼠 ＴＮＦ⁃α 水平进一步升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ＋ＬＰＳ
组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 含量降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 经方差分析，各组小鼠血清炎症因子

ＩＬ⁃６ 的差异具有统计学意义 （ Ｆ ＝ １４􀆰 ３５９， Ｐ ＝
０􀆰 ０００），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＡＤ 组小鼠 ＩＬ⁃６ 水平升

高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ 组小鼠血清

ＩＬ⁃６ 水平进一步升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组相

比，ＡＤ＋ＬＰＳ ＋ＦＡ 组小鼠血清 ＩＬ⁃６ 含量降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见表 １。
２􀆰 ２　 脑组织 Ａβ水平　
　 　 各组小鼠脑组织 Ａβ１－４０ 含量的比较，经方差分

析，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １０􀆰 ２７１，Ｐ ＝ ０􀆰 ００１），与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＡＤ 组小鼠脑内 Ａβ１－４０ 水平升高（Ｐ
＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ 组小鼠脑内 Ａβ１－４０

水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ＋
ＦＡ 组小鼠脑内 Ａβ１－４０ 降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 经方差分

析，各组小鼠脑组织 Ａβ１－４２ 含量的差异具有统计学

意义（Ｆ＝ １３􀆰 ６１３， Ｐ＝ ０􀆰 ０００），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＡＤ
组小鼠脑内 Ａβ１－４２ 水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ 组相

比，ＡＤ ＋ ＬＰＳ 组小鼠脑内 Ａβ１－４２ 水平升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组小鼠脑

内 Ａβ１－４２ 降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ａβ１－４２ ／ Ａβ１－４０ 也具有同样

的差异性结果。 见表 ２。
２􀆰 ３　 脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１标记蛋白表达

　 　 各组小鼠脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白表达量的比较，
经 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组均一化处理后方差分析，差异有统计学

意义（Ｆ＝ ３５􀆰 ３８５，Ｐ＝ ０􀆰 ０００），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＡＤ
组小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白表达增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与
ＡＤ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ 组小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白表

达差异无统计学意义；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ
＋ＦＡ 组小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白表达量减少 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 １。

表 １　 各组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 与 ＩＬ⁃６ 含量（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＡＤ ＡＤ＋ＬＰＳ ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ

ＴＮＦ⁃α ／ （ｎｇ ／ Ｌ） ９３􀆰 １２±４􀆰 ９１１ １７５􀆰 ９４±１５􀆰 ８２∗＃ ２２１􀆰 ９６±２１􀆰 ９１∗ １７４􀆰 ４３±９􀆰 ０８＃

ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ６􀆰 ７３±０􀆰 ６５ ９􀆰 １０±０􀆰 ６７∗＃ １０􀆰 ４９±１􀆰 ６０∗ ７􀆰 ８３±０􀆰 ５０∗＃

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＤ＋ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

表 ２　 各组小鼠脑组织 Ａβ１－４０ 与 Ａβ１－４２ 含量（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ａβ１－４０ ａｎｄ Ａβ１－４２ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＡＤ ＡＤ＋ＬＰＳ ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ

Ａβ１－４０（ｐｇ ／ ｍｇ） １０２􀆰 ５４±９􀆰 ３１ １３０􀆰 ２４±１３􀆰 ０８∗＃ １６０􀆰 １０±２７􀆰 ６３∗ １１９􀆰 ５６±１０􀆰 ８３＃

Ａβ１－４２（ｐｇ ／ ｍｇ） １７􀆰 ７４±２􀆰 ０４ ２６􀆰 ５０±５􀆰 ２５∗＃ ３６􀆰 ８４±７􀆰 １５∗ ２４􀆰 ６８±２􀆰 ９３∗＃

Ａβ１－４２ ／ Ａβ１－４０ ０􀆰 １７±０􀆰 ０１ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０１∗＃

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＤ＋ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．
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注：脑组织切片图标尺＝ １０ μｍ （１０００×）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组小鼠脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ Ａβ１－４２ 免疫荧光结果（ｎ＝ ４）

Ｎｏｔｅ． Ｂｒａｉｎ ｂｉｏｐｓｙ ｓｃａｌｅ ＝ １０ μｍ （１０００×）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＤ＋ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｓｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ Ａβ１－４２ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 脑组织皮质区 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 Ａβ１－４２ 荧光共表

达　
　 　 如图 ２ 所示，各组小鼠脑组织皮质区 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１
蛋白呈现出非扩散性的荧光信号，因此本研究比较

了单位面积下荧光双标信号分子的数量，来表示

　 　 　

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组小鼠脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白表达（ｎ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＤ＋

ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ｉｎ
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 Ａβ 及代谢相关蛋白的共表达情况。 结

果表明，各组间差异有统计学意义（Ｆ ＝ ７３􀆰 ３００，Ｐ ＝
０􀆰 ０００），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＡＤ 组小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃
１ ／ Ａβ１－４２ 双标蛋白增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ 组相比，
ＡＤ＋ＬＰＳ 组双标蛋白增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组

相比，ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ Ａβ１－４２ 双标蛋白减

少（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 ２。
２􀆰 ５　 脑组织皮质区 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１与 Ａβ生成相关蛋白

（ＡＰＰ、ＰＳ１、ＢＡＣＥ１）荧光共表达　
　 　 如图 ３ ～ 图 ５ 所示，各组小鼠脑组织皮质区

Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 Ａβ 代谢相关蛋白荧光共表达比较，经
方差分析，差异具有统计学意义（ＡＰＰ：Ｆ ＝ ５２􀆰 ２５６，
Ｐ＝ ０􀆰 ０００；ＰＳ１：Ｆ ＝ ３０􀆰 ６９３，Ｐ ＝ ０􀆰 ０００；ＢＡＣＥ１：Ｆ ＝
６２􀆰 ５４９，Ｐ＝ ０􀆰 ０００），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＡＤ 组小鼠脑

内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＡＰＰ、Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＰＳ１、Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＢＡＣＥ１
的双标蛋白增多（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＡＤ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ
组 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＡＰＰ、Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＢＡＣＥ１ 双标蛋白增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＰＳ１ 双标蛋白无统计学意义；
与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组相比，ＡＤ＋ＬＰＳ＋ＦＡ 组小鼠脑组织皮

质区 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 ＡＰＰ、ＰＳ１、ＢＡＣＥ１ 共定位表达的

蛋白均减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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注：脑组织切片图标尺＝ １０ μｍ （１０００×）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组小鼠脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＡＰＰ 免疫荧光结果（ｎ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｂｒａｉｎ ｂｉｏｐｓｙ ｓｃａｌｅ ＝ １０ μｍ （１０００×）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＤ＋ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｓｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＡＰＰ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

注：脑组织切片图标尺＝ １０ μｍ （１０００×）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组小鼠脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＰＳ１ 免疫荧光结果（ｎ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｂｒａｉｎ ｂｉｏｐｓｙ ｓｃａｌｅ ＝ １０ μｍ （１０００×）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＤ＋ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｓｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＰＳ１ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ
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注：脑组织切片图标尺＝ １０ μｍ （１０００×）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＡＤ＋ＬＰＳ 组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组小鼠脑组织 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＢＡＣＥ１ 免疫荧光结果（ｎ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｂｒａｉｎ ｂｉｏｐｓｙ ｓｃａｌｅ ＝ １０ μｍ （１０００×）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＤ＋ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｓｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ／ ＢＡＣＥ１ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

３　 讨论

　 　 炎症与 ＡＤ 的病程发展密切相关，神经炎症促

进 Ａβ 的产生与积累［２５］。 本研究采用对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１
小鼠腹腔注射 ＬＰＳ 的方法构建认知障碍炎症模型，
放大 Ａβ 病理特征。 结果发现，ＬＰＳ 刺激 ＡＤ 小鼠体

内炎症水平显著提高，脑组织 Ａβ１－４０ 与 Ａβ１－４２ 含量

均显著增加。
Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎｓ 是位于细胞内和细胞外囊泡脂筏中的

疏水蛋白，主要参与信号转导和膜－蛋白相互作用，
且越来越多的证据表明 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 的积累与 ＡＤ 的

进展有关［１３］，Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 将 ＡＰＰ 募集到脂筏上，参与

淀粉样蛋白生成途径［９］。 本研究发现，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
小鼠相比，ＡＤ 小鼠及 ＡＤ 炎症小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１
蛋白的表达显著增加，可能是 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 的表达增强

使 ＡＰＰ 生成 Ａβ 的工作平台增多，进而导致 Ａβ 的

产生过多。 Ａβ１－４２ 相较于 Ａβ１－４０ 更具聚集倾向性，
易形成寡聚体，有更大的神经毒性［２６］。 因此本研究

对 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 和 Ａβ１－４２ 及 ＡＰＰ、ＰＳ１、ＢＡＣＥ１ 进行了

共定位检测。 结果发现，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠相比，ＡＤ
组和 ＡＤ ＋ ＬＰＳ 组小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 Ａβ１－４２ ／
ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ／ ＢＡＣＥ１ 共标记蛋白的表达均显著增多，

表明 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 Ａβ 代谢相关蛋白的相关性增强。
此外，相比于 ＡＤ 组，ＡＤ＋ＬＰＳ 组小鼠大脑皮质区中

与 Ａβ１－４２ 和 ＡＰＰ、ＢＡＣＥ１ 共标记蛋白进一步增多，
提示炎症加剧状态下，Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白与 Ａβ１ －４２ 及前

体物 ＡＰＰ、酶 ＢＡＣＥ１ 之间可能会产生更强的相关性

与相互作用，增加对 ＡＰＰ 的加工，影响 ＡＰＰ 的裂

解。 此外，Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 被视为外泌体标记蛋白，因此

ＡＤ 小鼠的 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 表达增多表明可能存在外泌体

携带 β－淀粉样蛋白的进行朊病毒样传播［２７］，从而

增加脑内 Ａβ 水平，加重认知障碍。
叶酸是必需的微量营养素，可提供神经保护作

用，低叶酸水平与认知减退相关［１７，２８］。 既往研究已

经证明，补充叶酸可减少 ＡＤ 小鼠脑组织中 Ａβ 沉

积［２０］，其机制可能与叶酸抑制 ＢＡＣＥ１ 表达、修饰

ＤＮＡ 甲基化［２１，２９］或影响 Ａβ 代谢相关 ｍｉＲＮＡ 表达

有关［１９］。 本研究则关注到了 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白，对认

知障碍炎症模型小鼠进行了 ３ 个月的叶酸补充干

预，结果显示，叶酸对炎症加剧的脑内 Ａβ１－４２ 和

Ａβ１－４０ 沉积也能产生减弱作用。 叶酸补充可降低

ＡＤ 炎症小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白的表达量，减少脑

内皮质区 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 与 Ａβ１－４２、ＡＰＰ、ＰＳ１、ＢＡＣＥ１ 共

定位 的 蛋 白 表 达， 这 表 明 补 充 叶 酸 可 以 调 节

６１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ８ 月第 ３４ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ８



Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 蛋白的表达，减少 Ａβ，并且叶酸对脑组织

Ａβ 沉积的作用可能与 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 有关。 课题组前期

研究发现，叶酸缺乏可影响体外 Ｎ２ａ⁃ＡＰＰ 细胞 Ａβ
与外泌体的分泌增多［１４］，叶酸对 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 的调节

也反映出其可能减少外泌体携带 Ａβ 相关蛋白在脑

内的传播作用。 本研究发现，叶酸干预能够降低

ＡＤ 炎症小鼠外周炎症水平，与既往研究结果一

致［３０－３２］，即叶酸在一定程度上减弱了促炎细胞因子

对 Ａβ 沉积的促进作用。
综上，本研究发现补充叶酸能够减少 ＡＤ 炎症

小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 及 Ａβ 的表达，为探索叶酸防治

ＡＤ 提供新的线索。 然而，本研究仍存在一定不足，
如只是在该动物模型中发现叶酸补充能够降低 ＡＤ
炎症小鼠脑内 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 及 Ａβ 代谢相关蛋白表达

这一现象，尚不能证明叶酸通过影响 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 进而

减少 Ａβ 的生成，后续研究需对动物敲除 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１
相关基因以进一步验证。 此外，尚不清楚炎症刺激

在叶酸调节 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 过程中的影响，未来仍要继续

深入探索叶酸对 ＡＤ 的保护作用机制。
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