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[摘要] 目的　探究芒果苷(MF)调控核因子E2相关因子2/血红素氧合酶-1(Nrf2/HO-1)信号通路对肌萎缩性侧索硬化

(ALS)细胞模型焦亡的影响。方法　(1)转染hSOD1WT质粒和hSOD1G93A质粒的NSC-34细胞系，随机分为空白组、模型组、

MF(100 μmol/L)组、MF(200 μmol/L)组；采用MF处理细胞24 h。使用CCK-8法检测细胞活力；乳酸脱氢酶(LDH)细胞毒

性检测试剂盒检测LDH释放量；ELISA法检测培养上清液中白细胞介素(IL)-1β和 IL-18的含量；Western blotting检测Nrf2、

HO-1、NADPH醌氧化还原酶(NQO-1)、NOD样受体蛋白3(NLRP3)、gasdermin D(GSDMD)-N、胱天蛋白酶-1(caspase-1)的

表达水平。 (2) 小鼠 hSOD1G93A NSC-34 细胞随机分为模型组、 MF(200 μmol/L) 组、 Nrf2-siRNA 组、 Nrf2-siRNA+MF

(200 μmol/L)组，采用 LipofectamineTM 3000 瞬时转染 Nrf2-siRNA，Western blotting 检测 Nrf2、HO-1、NQO-1、NLRP3、

caspase-1 和 GSDMD-N 蛋白的表达水平。结果　(1)CCK-8 法检测结果显示，300 μmol/L 及以下浓度 MF 处理 24 h 后，

hSOD1G93A NSC-34细胞活力无明显变化(P>0.05)。与空白组比较，模型组细胞培养上清液中LDH释放量及 IL-1β和 IL-18含

量增加(P<0.001)，Nrf2、HO-1和NQO-1蛋白表达水平下降(P<0.05或P<0.01)，NLRP3、caspase-1和GSDMD-N蛋白表达水

平升高(P<0.05或P<0.01或P<0.001)。与模型组比较，MF(100 μmol/L)组和MF(200 μmol/L)组细胞培养上清液中LDH释放

量、IL-18和 IL-1β含量减少(P<0.001)，NLRP3、caspase-1、GSDMD-N 蛋白表达水平降低(P<0.05或P<0.001)，Nrf2、HO-1

和NQO-1蛋白表达水平升高(P<0.05或P<0.01)。(2)与模型组比较，MF(200 μmol/L)组小鼠hSOD1G93A NSC-34细胞中Nrf2、

HO-1 和 NQO-1 蛋白表达水平明显升高 (P<0.05 或 P<0.001)，NLRP3、 caspase-1 和 GSDMD-N 蛋白表达水平明显降低

(P<0.001)；Nrf2-siRNA组细胞中Nrf2、HO-1蛋白表达水平降低(P<0.01或P<0.001)，而NLRP3、caspase-1和GSDMD-N蛋白

表达水平升高(P<0.001)。与Nrf2-siRNA组比较，Nrf2-siRNA+MF(200 μmol/L)组细胞中Nrf2、HO-1和NQO-1蛋白表达水平

升高(P<0.01或P<0.001)，NLRP3、caspase-1和GSDMD-N蛋白表达水平降低(P<0.001)。结论　MF可通过Nrf2/HO-1信号通

路抑制ALS细胞模型焦亡，发挥细胞保护作用。
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[Abstract] Objective　To explore the effect of mangiferin (MF) on pyroptosis in an amyotrophic lateral sclerosis (ALS) cell 

model by regulating the nuclear factor erythroid 2-related factor 2/heme oxygenase-1 (Nrf2/HO-1) signaling pathway. Methods　
(1)Mouse NSC-34 cell lines transfected with hSOD1WT and hSOD1G93A plasmids were randomly divided into blank group, model 

group, MF (100 μmol/L) group, MF (200 μmol/L) group. MF was added into the culture plate for 24 hours. Cell viability was 

assessed using CCK-8 kit. Lactate dehydrogenase (LDH) release was measured using LDH cytotoxicity detection kit. Levels of 

inflammatory factors interleukin (IL) -1β and IL-18 in cell supernatant were determined by enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA). The expression of Nrf2, HO-1, NADPH quinone oxidoreductase-1 (NQO-1), NOD-like receptor protein 3 (NLRP3), 

gasdermin D (GSDMD) -N and caspase-1 was detected by Western blotting. (2)Mouse hSOD1G93A NSC-34 cells were randomly 

divided into model group, MF(200 μmol/L) group, Nrf2-siRNA group and Nrf2-siRNA+MF(200 μmol/L) group. The cells were 

transiently transfected with Nrf2-siRNA using LipofectamineTM 3000. Western blotting was used to detect the protein expression 

levels of Nrf2, HO-1, NQO-1, NLRP3, caspase-1 and GSDMD-N. Results　(1) The results of the CCK-8 assay showed that after the 

hSOD1G93A NSC-34 cells were treated with MF at concentrations of 300 μmol/L and below for 24 hours, the changes in cell viability 

were not significant (P>0.05). Compared with blank group, the release of LDH, the contents of IL-1β and IL-18 in the cell culture 

supernatant of model group were increased (P<0.001); the protein expression levels of Nrf2, HO-1, and NQO-1 were decreased (P<0.05 

or P<0.01); the protein expression levels of NLRP3, caspase-1, and GSDMD-N were increased (P<0.05 or P<0.01 or P<0.001). 

Compared with model group, the release of LDH, the contents of IL-18 and IL-1β in the culture supernatant in MF(100 μmol/L) and 

MF(200 μmol/L) groups were decreased (P<0.001); the protein expression levels of NLRP3, caspase-1 and GSDMD-N were 

decreased (P<0.05 or P<0.001), and the expression levels of Nrf2, HO-1 and NQO-1 were increased (P<0.05 or P<0.01). (2) Compared 

with model group, the protein expession levels of Nrf2, NO-1 and NQO-1 were increased (P<0.05 or P<0.001) in MF(200 μmol/L) 

group, while the protein expression levels of NLRP3, caspase-1 and GSDMD-N were decreased (P<0.001); the protein expression 

levels of Nrf2 and HO-1 were decreased in Nrf2-siRNA group (P<0.01 or P<0.001), while the protein expression levels of NLRP3, 

caspase-1 and GSDMD-N were increased (P<0.001). Compared with Nrf2-siRNA group, the protein expression levels of Nrf2, HO-1 

and NQO-1 in Nrf2-siRNA+MF(200 μmol/L) group were increased (P<0.01 or P<0.001), and the protein expression levels of 

NLRP3, caspase-1 and GSDMD-N were decreased (P<0.001). Conclusion　 MF can inhibit pyroptosis in the ALS cell model 

through Nrf2/HO-1 signaling pathway, playing a protective role.
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肌萎缩性侧索硬化(amyotrophic lateral sclerosis，
ALS)是一种同时累及上下运动神经元的神经退行性

疾病，主要临床表现为肌无力、肌萎缩、肌束颤

等[1]。ALS预后不良，患者多于发病后 3~5年死于呼

吸衰竭或肺部感染，其发病机制尚不明确[2]。14%~
20% 的家族性 ALS 和 1%~7% 的散发性 ALS 是由 Cu2+/
Zn2+超氧化物歧化酶 (SOD1)基因突变所致[3]。人

SOD1基因突变已被广泛用于构建ALS细胞模型和动

物模型[4-5]。细胞焦亡是一种近年发现的程序性细胞

死亡途径[6]。在神经退行性疾病发病过程中，错误

折叠的蛋白质可诱导 NOD 样受体蛋白 3(NOD-like 
receptor protein 3，NLRP3)炎症小体激活并使其蛋白

构象发生改变，进而活化胱天蛋白酶-1(caspase-1)[7]；

活化的 caspase-1 切割 gasdermin D(GSDMD)蛋白，释

放出其N端活性域肽段，诱导细胞膜穿孔破裂、细

胞死亡[7-8]。此外，活化的 caspase-1 可介导白细胞介

素(interleukin，IL)-1β和 IL-18 的释放，参与炎症反

应。这种导致质膜破裂以及 IL-1β和 IL-18 释放到细

胞外诱导细胞死亡的过程称为细胞焦亡[6]。已发现

在 SOD1G93A转基因小鼠和 ALS 患者的中枢神经系统

中 IL-1β水平升高和 caspase-1 激活[7]。在散发性和

C9orf72基因突变的ALS 患者死后的脊髓和大脑皮质

组 织 中 观 察 到 NLRP3 炎 症 小 体 以 及 caspase-1、

GSDMD激活[9]，提示焦亡可能是导致皮质和脊髓神

经元死亡的原因之一，在 ALS 发病机制中起一定

作用。

芒果苷(mangiferin，MF)是一种广泛存在于植物

中的多酚类化合物，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等

作用[10]。研究显示，MF可激活核因子E2相关因子2

(nuclear factor E2 related factor 2，Nrf2)[11-12]，在氧化应

激和炎症的调节中发挥重要作用，可抑制NLRP3激

活，从而发挥抗焦亡作用[13]。在 SOD1G93A 转基因

ALS 小鼠模型中，Nrf2 表达下降，NLRP3 表达升

高[14]。激活 Nrf2 信号通路可缓解 ALS 模型小鼠的运

动障碍，减少运动神经元丢失，延长小鼠生存期[15]。

MF 在 ALS 中的作用目前尚不清楚。本研究探讨了

MF 调控 Nrf2/血红素氧合酶 -1(heme oxygenase-1，

HO-1)信号通路对ALS模型细胞焦亡的影响，旨在为

ALS的治疗研究提供参考。
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1　材料与方法

1.1　细胞系　小鼠 NSC-34 细胞系以及采用慢病毒

转染 hSOD1 野生型(hSOD1WT)质粒和 hSOD1 突变型

(hSOD1G93A)质粒的NSC-34细胞，均由哈尔滨医科大

学附属第一医院丰宏林教授团队提供。

1.2　实验材料　MF(HY-N0290，美国 MCE 公司)；
DMEM培养基、胎牛血清、青霉素-链霉素溶液、胰

蛋白酶、Trizol 试剂和 LipofectamineTM 3000 转染试剂

(11965092、 A5669701、 15070063、 25200056、
15596018CN、L3000008，美国赛默飞世尔科技有限

公司)；RIPA裂解液(R0010，北京索莱宝科技有限公

司)；5× 蛋白变性上样液(LT101，上海雅酶生物科

技有限公司)；IL-1β和 IL-18 ELISA 试剂盒(JL8442、
JL20253，上海江莱生物科技有限公司)；CCK-8 试

剂、 ECL 显影液、 BCA 试剂盒、 HiScript Ⅲ RT 
SuperMix、 Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix
(A311-01、E423、E112、R323、Q712，南京诺唯赞生

物科技有限公司)；乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，
LDH)检测试剂盒(C0016，上海碧云天生物技术股份

有限公司)；抗Nrf2、HO-1、NADPH醌氧化还原酶-1
(NADPH quinone oxidoreductase-1，NQO-1)、NLRP3、
胱天蛋白酶-1(caspase-1)、增殖细胞核抗原(PCNA)抗
体和HRP标记的山羊抗兔 IgG、HRP标记的山羊抗鼠

IgG(16396-1-AP、10701-1-AP、67240-1-Ig、19771-1-AP、
31020-1-AP、60097-1-Ig、SA00001-2、SA00001-1，武汉

三鹰生物技术有限公司)；抗GSDMD-N、GAPDH抗

体 (ab219800、 ab8245， 英 国 Abcam 公 司)； Nrf2-
siRNA 和基因引物序列 (北京擎科生物科技有限

公司)。
1.3　方法　

1.3.1　细胞分组　为探究 MF 是否通过 Nrf2 信号通

路抑制细胞焦亡，(1)将小鼠NSC-34细胞随机分为 4
组：空白组、模型组、 MF(100 μmol/L) 组、 MF
(200 μmol/L)组。空白组采用hSOD1WT NSC-34细胞，

其他各组均采用hSOD1G93A NSC-34细胞。观察MF对

小鼠NSC-34细胞活力、LDH释放量，炎性因子 IL-1β、
IL-18、 Nrf2、 HO-1、 NQO-1、 NLRP3、 caspase-1、
GSDMD-N 蛋 白 表 达 水 平 的 影 响 。 (2) 将 小 鼠

hSOD1G93A NSC-34 细胞随机分为 4 组：模型组、MF
(100 μmol/L) 组 、 Nrf2-siRNA 组 、 Nrf2-siRNA+MF
(200 μmol/L)组采用 LipofectamineTM 3000 瞬时转染

Nrf2-siRNA。观察MF对敲低Nrf2表达的小鼠NSC-34
细 胞 Nrf2、 HO-1、 NQO-1、 NLRP3、 GSDMD-N、

caspase-1蛋白表达的影响。

1.3.2　细胞培养　使用完全培养基 (90%DMEM，

10% 胎牛血清，1% 青霉素-链霉素溶液)培养细胞，

置于 5% CO2、37 ℃恒温培养箱中，每隔 2 d 更换一

次新鲜培养基。

1.3.3　CCK-8法检测细胞活力　将hSOD1G93A NSC-34
细胞以 1×104 个/孔接种到 96 孔板，置于 5% CO2、

37 ℃的细胞培养箱中培养，待细胞贴壁后加入不同

浓度的 MF 进行预处理，浓度梯度为 0、50、100、
200、300、400 μmol/L。24 h后弃去培养基，每孔加

入 100 μl CCK-8 检测液，置于细胞培养箱中孵育 2 h
后使用酶联免疫检测仪(美国赛默飞世尔科技有限公

司)在450 nm处检测吸光度。

1.3.4　LDH 释放量测定　取各组细胞培养上清液，

按照LDH细胞毒性检测试剂盒说明书进行操作，使

用酶联免疫检测仪在 490 nm波长处检测吸光度，并

计算各组LDH释放量。

1.3.5　ELISA法检测炎性因子 IL-1β和 IL-18的含量　

取各组细胞培养上清液，1000 r/min 离心 5 min 后取

上清，按照 ELISA 试剂盒说明书进行操作，使用酶

联免疫检测仪在 450 nm处检测吸光度，并根据标准

曲线计算炎性因子含量。

1.3.6　实时荧光定量 PCR(quantitative real-time PCR，

qPCR)检测 mRNA 水平　在细胞转染小干扰 RNA
(small interfering RNA，siRNA)24 h后检测靶mRNA 的

水平。使用 Trizol 试剂从细胞中提取总 RNA。通过

紫外生物光度计(德国Eppendorf公司)检测总RNA浓

度 。 根 据 制 造 商 说 明 书 ， 使 用 HiScript Ⅲ RT 
SuperMix 进 行 反 转 录 得 到 cDNA， 使 用 Taq Pro 
Universal SYBR qPCR Master Mix 进行PCR 扩增，引物

序列见表1。
1.3.7　 Western blotting 检测 Nrf2、 HO-1、 NQO-1、
NLRP3、GSDMD-N、caspase-1 蛋白表达水平　各组

细胞培养至密度为 80%~90%时加入含蛋白抑制剂的

RAPI 裂解液 (6 孔板，120 μl/孔)，置于冰上裂解

5 min。将样品在 4 ℃下 12 000 r/min 离心 15 min，取

上清，用BCA试剂盒进行蛋白浓度测定，剩余上清

液加入 5× 蛋白变性上样液，在沸水中煮 15 min。取

蛋白样品行 SDS-PAGE凝胶电泳(100 V 20 min；160 V 
30 min)，随后转到 PVDF 膜上(220 mA，80 min)，使

用 TBST 溶液配制的 5% 脱脂奶粉封闭 100 min，分别

加入抗Nrf2(1:3000)、HO-1(1:3000)、NQO-1(1:3000)、
GAPDH(1:5000)、NLRP3(1:3000)、GSDMD-N(1:1000)、
caspase-1(1:3000)、PCNA(1:5000)抗体在 4 ℃下孵育

过夜，TBST洗涤3次×10 min，然后在室温下分别加

入HRP标记的山羊抗兔 IgG(1:2000)和HRP标记的山

羊抗鼠 IgG(1:1000)二抗孵育1 h，TBST洗涤3次。按

照1:1的比例配制ECL显影液，并置于显影仪中曝光

拍照。

1.3.8　细胞转染　将 hSOD1G93A NSC-34 细胞均匀铺
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于 6 孔板中(8×105 个细胞/孔)，待细胞密度达 70%~
80% 后，每孔加入 2 ml 不含抗生素的细胞培养液，

根据 LipofectamineTM 3000 转染试剂说明书配制转染

溶液，随后将溶液逐滴加入到每孔中，按十字方向

轻摇混匀，5% CO2、37 ℃培养箱中孵育6 h，更新细

胞培养液。Nrf2-siRNA引物序列见表1。

1.4　统计学处理　采用 GraphPad Prism 8.0.2 软件进

行统计分析。所有数据均为计量资料，且均符合正

态分布，以x±s表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用LSD-t检验。实验独立重复

3次。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　MF 对 hSOD1G93A NSC-34 细胞活力的影响　MF
的化学结构如图 1 所示。用 300 μmol/L 及以下浓度

MF 处理 24 h 后，hSOD1G93A NSC-34 细胞存活率未发

生明显变化(P>0.05，图 2)。因此，选取 100 μmol/L
和200 μmol/L MF用于后续干预实验。

2.2　 MF 对 hSOD1G93A NSC-34 细胞培养上清液中

LDH释放量的影响　与空白组比较，模型组细胞培

养上清液中LDH释放量明显增加(P<0.001)；与模型

组比较，MF(100 μmol/L)组和 MF(200 μmol/L)组细

胞培养上清液中 LDH 释放量均明显减少(P<0.001，
图3)。
2.3　MF对hSOD1G93A NSC-34细胞培养上清液中炎性

因子 IL-1β和 IL-18 含量的影响　与空白组比较，模

型组细胞培养上清液中 IL-1β和 IL-18 含量明显增加

(P<0.001)；与模型组比较，MF(100 μmol/L)组和MF
(200 μmol/L)组细胞培养上清液中 IL-18和 IL-1β含量

均明显减少(P<0.001，图4)。

2.4　MF对 hSOD1G93A NSC-34细胞中Nrf2/HO-1信号

通路的影响　与空白组比较，模型组细胞 Nrf2、

HO-1 和 NQO-1 蛋白表达水平均明显降低(P<0.05 或

P<0.01)；与模型组比较，MF(100 μmol/L)组和 MF

表1　PCR引物序列

Tab.1　Primer sequences for PCR

基因

Nrf2-siRNA1

Nrf2-siRNA2

Nrf2-siRNA3

GAPDH

上游(5'-3')

GACCUCCUUAGACUCAAAU

CCGAAUUACAGUGUCUUAA

CUCGCAUUGAUCCGAGAUA

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

下游(5'-3')

AUUUGAGUCUAAGGAGGUC

UUAAGACACUGUAAUUCGG

UAUCUCGGAUCAAUGCGAG

TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

Nrf2. 核因子E2相关因子2；GAPDH. 磷酸甘油醛脱氢酶

图1　芒果苷(MF)分子结构式

Fig.1　The molecular structural formula of mangiferin (MF)

****P<0.0001

图 2　芒果苷(MF)对 hSOD1G93A NSC-34 细胞存活率的影响

(CCK-8法)
Fig.2　Effects of mangiferin (MF) on the viability of hSOD1G93A 
NSC-34 cells (CCK-8 method)

LDH. 乳酸脱氢酶；***P<0.001

图 3　芒果苷(MF)对 hSOD1G93A NSC-34 细胞培养上清液中

LDH释放量的影响

Fig. 3　Effect of mangiferin (MF) on LDH release amount from 
hSOD1G93A NSC-34 cells
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(200 μmol/L)组细胞Nrf2、HO-1、NQO-1蛋白表达水

平均明显升高(P<0.05或P<0.01，图5)。
2.5　 MF 对 hSOD1G93A NSC-34 细胞 NLRP3/caspase-1/
GSDMD 通路的影响　与空白组比较，模型组细胞

NLRP3、caspase-1和GSDMD-N蛋白表达水平明显升高

(P<0.01或P<0.001)；与模型组比较，MF(100 μmol/L)

组和 MF(200 μmol/L) 组细胞 NLRP3、 caspase-1 和

GSDMD-N蛋白表达水平明显降低(P<0.05或P<0.001，
图6)。
2.6　MF对 hSOD1G93A NSC-34细胞Nrf2/HO-1信号通

路和细胞焦亡的影响　使用3种不同Nrf2-siRNA瞬时

转染入小鼠 hSOD1G93A NSC-34细胞中，qPCR检测结

果显示，Nrf2-siRNA2抑制效果最佳，用于后续实验

( 图 7)。与模型组比较， MF(200 μmol/L) 组小鼠

hSOD1G93A NSC-34 细胞 Nrf2、HO-1、NQO-1 蛋白表

达 水 平 明 显 升 高 (P<0.05 或 P<0.001)， NLRP3、
GSDMD-N 和 caspase-1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低

(P<0.001)；Nrf2-siRNA 组细胞 Nrf2、HO-1 蛋白表达

水 平 明 显 降 低 (P<0.01 或 P<0.001)， 而 NLRP3、
GSDMD-N 和 caspase-1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高

(P<0.001)。与 Nrf2-siRNA 组比较， Nrf2-siRNA+MF
(200 μmol/L)组细胞 Nrf2、HO-1 和 NQO-1 蛋白表达

水平明显升高(P<0.01或P<0.001)，NLRP3、GSDMD-N
和 caspase-1蛋白表达水平明显下降(P<0.001，图8)。

3　讨　　论

经典的细胞焦亡途径主要依靠NLRP3炎症小体

激活 caspase-1 蛋白，使其切割 GSDMD 而释放 N 端，

在细胞膜形成孔洞，导致细胞膜破裂[7,16]。Zhang

等[17]发现，在症状前阶段 SOD1G93A转基因小鼠的脊

髓运动神经元中可检测到NLRP3，疾病晚期脊髓中

星形胶质细胞和小胶质细胞中NLRP3表达增加。在

SOD1G93A转基因小鼠腰髓中可检测到 NLRP3 炎症小

体活化及切割的 GSDMD 表达增加[18]。近期研究发

IL-1β. 白细胞介素-1β；IL-18. 白细胞介素-18；***P<0.001

图 4　芒果苷(MF)对 hSOD1G93A NSC-34 细胞培养上清液中

IL-1β和 IL-18含量的影响

Fig. 4　Effects of mangiferin (MF) on IL-1β and IL-18 release 
from hSOD1G93A NSC-34 cells

Nrf2. 核因子E2相关因子2；PCNA. 增殖细胞核抗原；HO-1. 血红素氧合酶-1；NQO-1. NADPH醌氧化还原酶-1；*P<0.05，**P<0.01

图5　芒果苷(MF)对hSOD1G93A NSC-34细胞中Nrf2、HO-1、NQO-1蛋白的影响(Western blotting)
Fig.5　Effects of mangiferin (MF) on the expression of Nrf2, HO-1, and NQO-1 proteins in hSOD1G93A NSC-34 cells (Western blotting)
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现，Vps54点突变的ALS小鼠模型颈髓组织神经元中

NLRP3、caspase-1和GSDMD蛋白表达水平上调，提

示NLRP3炎症小体激活和细胞焦亡参与了ALS 小鼠

模型的运动神经元变性和神经炎症[19]。本研究中，与

空白组比较，SOD1G93A诱导的NSC-34细胞中NLRP3、
GSDMD-N、caspase-1蛋白表达水平均明显升高。

细胞焦亡包括非经典焦亡和不完全焦亡途径[20]。

非经典焦亡途径依赖 caspase-4/5/11，这些炎性

caspases 可直接裂解 GSDMD 并启动细胞焦亡[20-21]。

此外，在缺少 caspase-1/11的巨噬细胞中，NLRP3炎

症小体能够活化 caspase-3/8，进而切割GSDME释放

N端，引起不完全焦亡[7,22]。在ALS中以上两种焦亡

途径的相关研究较少。仅一项研究报道在 SOD1G93A

小鼠腰髓组织及TDP-43转染的原代小鼠皮质神经元

中发现GSDME-N 水平增高，敲除GSDME 后小鼠运

动功能有明显改善，寿命延长，提示 ALS 中存在不

完全焦亡[23]。

MF可通过抑制NF-κB通路而抑制细胞焦亡级联

反应，减少脂多糖诱导的小鼠骨髓源性巨噬细胞中

GSDMD 释放 N 端，对细胞焦亡发挥调节作用[24-25]。

此外， MF 可通过 TLR4/PI3K/Akt 信号通路抑制

NLRP3 炎症小体的激活，从而降低下游 caspase-1 的

表达，抑制 GSDMD 介导的细胞焦亡，发挥缓解关

节炎症和骨侵蚀的作用[26]。本研究结果显示，

100 μmol/L和 200 μmol/L MF能够有效抑制ALS细胞

模型的焦亡，而超过300 μmol/L的MF对ALS细胞模

型的细胞活力产生了明显的抑制作用。LDH是一种

稳定的胞质酶，广泛存在于人体细胞中，当细胞膜

损伤时其会快速释放到细胞培养液中。本研究检测

到 ALS 细胞模型释放的 LDH 增多，而加入 MF 处理

后， LDH 释放量减少。此外， MF 可明显降低

NLRP3、caspase-1和GSDMD-N蛋白的表达水平，以

及细胞上清液中炎性因子 IL-18 和 IL-1β的含量，提

示 MF 可减轻炎症反应并抑制细胞焦亡，从而起到

细胞保护作用。

Nrf2 信号通路在调节细胞应激和氧化还原平衡

等方面发挥关键作用[27]。近年研究显示，Nrf2 与细

胞焦亡信号通路密切相关，Nrf2 表达量增加可抑制

NLRP3 及人黑素瘤缺乏因子 2(absent in melanoma 2，
AIM2) 炎性小体，减弱炎症反应，进而抑制焦

亡[28-29]。在神经系统中，Nrf2可抑制GSDMD介导的

小胶质细胞焦亡并促进脊髓损伤修复[30]。在AD小鼠

模型(APP/PS1 小鼠)和细胞模型(HT22 细胞系)中，

1,7-二苯基-4-庚烷-3-酮可通过激活 Nrf2 途径抑制焦

亡，减轻小鼠脑中β-淀粉样蛋白的沉积[31]。已有研

究显示，MF可激活Nrf2信号通路[32]。本研究结果显

示，MF可促进Nrf2易位入细胞核并激活Nrf2，从而

增加其下游抗氧化酶HO-1和NQO-1的表达；此外，

使用 Nrf2-siRNA 敲低 Nrf2 的表达后，观察到细胞焦

亡增加；在此基础上给予 MF 处理可增加 Nrf2 蛋白

的表达并抑制NLRP3、caspase-1和GSDMD-N蛋白的

Nrf2. 核因子E2相关因子2；***P<0.001

图 7　Nrf2-siRNA 瞬时转染 hSOD1G93A NSC-34 细胞后 Nrf2 
mRNA的表达水平

Fig. 7　 Expression of Nrf2 mRNA after transfection of Nrf2-
siRNA into hSOD1G93A NSC-34 cells

NLRP3. NOD样受体蛋白3； GSDMD-N. Gasdermin D蛋白N端片段；caspase-1. 胱天蛋白酶-1；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图6　芒果苷(MF)对hSOD1G93A NSC-34细胞中NLRP3/caspase-1/GSDMD通路的影响(Western blotting)
Fig.6　Effect of mangiferin (MF) on the NLRP3/caspase-1/GSDMD pathway in hSOD1G93A NSC-34 cells (Western blotting)
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表达。

本研究仍存在一定的不足之处。首先，虽然报

告了ALS中存在细胞焦亡这种细胞程序性死亡方式，

与既往研究结果[14-16]一致，但未探究细胞焦亡参与

ALS 的具体病理生理机制及其在发病机制中所占的

比重；其次，本研究未设置阳性对照组，无法确定

MF对ALS的疗效。目前经美国FDA批准治疗ALS的

上市药品包括利鲁唑、依达拉奉和Tofersen，尚无研

究表明这 3种药物可通过调控细胞焦亡而发挥作用，

可在后续动物实验中设置阳性对照组探究MF对ALS

动物模型运动功能、寿命等的影响。

综上所述，本研究结果显示，MF可在ALS细胞

模型中通过激活 Nrf2/HO-1 信号通路抑制经典的细

胞焦亡途径，但其用于 ALS 的治疗效果有待进一步

验证。
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