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丰富环境通过抑制 NOD 样受体蛋白 3
炎性小体活化缓解脂多糖小鼠的认知障碍
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　 　 [摘要] 　 目的　 探讨丰富环境(EE)对脂多糖(LPS)诱导的小鼠认知功能障碍的影响及其可能机制。 方法　
36 只 3 周龄昆明小鼠进行 8 周的 EE 刺激或者标准环境(SE)饲养后分为以下 3 组:标准环境+生理盐水(SE+NS)
组、标准环境+脂多糖(SE+LPS)组及丰富环境+脂多糖(EE+LPS)组。 采用旷场实验检测小鼠的活动度;新旧事物

识别实验检测小鼠认知功能;免疫组织化学方法检测小胶质细胞标记物离子钙接头蛋白分子 1( IBA1)表达;
Western blotting 方法检测海马组织小胶质细胞激活标记物 CD68 及 NOD 样受体蛋白 3(NOD-like receptor protein3,
NLRP3)炎性小体相关蛋白的表达。 结果　 旷场实验中,各组小鼠穿越的总格数无明显差异。 在新旧事物识别实

验中,与 SE+NS 组相比,SE+LPS 组新事物辨别指数明显下降(P<0. 05);与 SE+NS 组相比,小胶质细胞标记物 IBA1
表达上调(P<0. 05);SE+LPS 组海马 CD68 及 NLRP3 炎性小体相关蛋白的表达明显上调(P<0. 05);而丰富环境可

以逆转上述改变(P<0. 05)。 结论　 丰富环境可缓解脂多糖诱导的认知功能损伤,其机制可能与抑制海马小胶质

细胞激活及 NLRP3 炎性小体的产生有关。
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cognitive impairment by inhibiting NOD-like recepter protein 3 in
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[Abstract]　 Objective　 To investigate the effect of environmental enrichment (EE) on lipopolysaccharide (LPS)
induced cognitive dysfunction in mice. Methods　 A total of thirty six 3 weeks old Kunming mice experienced 8 weeks of
EE or standard environment ( SE) feeding. After 8 weeks, they were divided into three groups: standard environment+
normal saline (SE+NS) group, standard environment+lipopolysaccharide (SE+LPS) group, environmental enrichment+
lipopolysaccharide (EE+LPS) group. The open field test was used to measure the locomotive of mice, and the cognitive
function was determined by novelty object recognition test. The expression of microglial marker ionized calcium binding
adaptor molecule-1 (IBA-1) in hippocampus was determined by immunohistochemical staining. The expression of microglial
activation marker CD68 and NOD-like receptor protein 3 (NLRP3) inflammasome related protein in the hippocampus was
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detected by Western blotting. Results 　 In the open field test, there was no difference in the activity among the three
groups. Compared with the SE + NS group, SE + LPS group showed decreased discrimination ratio in novelty object
recognition task, with remarkably up-regulated expression of CD68 in the hippocampus (P<0. 01). In addition, SE+LPS
group exhibited significantly enhanced expression of NLRP3, apoptosis associated speck-like protein (ASC), Caspase-1
and interleukin-1β(IL-1β) in the hippocampus compared with SE+NS group (P< 0. 05). Compared with the SE+LPS
group, EE+LPS group showed enhanced discrimination ratio in the object recognition task, with down-regulated expression
of CD68, NLRP3, ASC, Caspase-1, IL-1β and IL-18 in the hippocampus (P < 0. 01). Conclusion 　 Environmental
enrichment can alleviate LPS induced cognitive dysfunction, which might be attributed to the inhibiting of microglia and
NLRP3 activation in the hippocampus.

[Key words]　 Inflammasome;Lipopolysaccharide;Cognitive dysfunction;Microglia;Hippocampus;Western blotting;
Mouse

　 　 认知障碍的临床表现主要为学习与记忆能力的

下降[1],目前机制尚不明确且临床尚无有效的治疗

方法。 越来越多的研究表明,炎症在认知障碍中发

挥重要的作用[2],多种神经退行性疾病存在炎症因

子的高表达[3]。 小胶质细胞作为脑内第一道免疫

防线被证实参与了认知功能的调节[4]。 进一步研

究发现,小胶质细胞的活化伴随着 NOD 样受体蛋白

3(NOD-like receptor protein3, NLRP3)炎性小体的

激活[5]。 NLRP3 炎性小体是一种细胞质内的多蛋

白聚合物[6],主要由 NLRP3、Caspase-1 和凋亡相关

斑点样蛋白( apoptosis associated speck-like protein,
ASC)组成,是天然免疫系统的重要组成部分,促使

白细胞介素 1β 前体(pro-interleukin 1β,pro-IL-1β)
及 pro-IL-18 转化为成熟的 IL-1β 和 IL-18[7],进而

参与炎症反应的调节。
丰富环境( environmental enrichment, EE)被定

义为复杂的、无生命物与社会刺激的复合体。 既往

研究表明,EE 具有抑制炎症及提高认知功能等作

用[8]。 本实验通过建立脂多糖( lipopolysaccharide,
LPS)诱导的认知障碍模型,采用 Western blotting 方

法检测活化小胶质细胞标记物 CD68 及 NLRP3 炎

性小体在 LPS 模型中的表达,并观察幼年期 EE 对

成年小鼠海马 CD68 及 NLRP3 炎性小体表达的影

响。

材料和方法

1. 实验动物分组与处理

36 只 3 周龄昆明小鼠,动物合格证号:SYXK
(湘)2015-0001,随机分为 3 组:标准环境( standard
environment, SE) +生理盐水( normal saline,NS)组

(SE+NS,n = 12),标准环境+脂多糖组( SE+LPS,
n= 12);丰富环境+脂多糖组(EE+LPS,n = 12)。 所

有动物在 EE 或 SE 条件下饲养 8 周,8 周后 SE+LPS
组和 EE+LPS 组小鼠予以单次腹腔注射 LPS(0. 83
mg / kg)构建认知功能障碍模型,给药 24 h 后进行认

知功能行为学检测。 室内环境温度控制在 ( 22 ±

1)℃,湿度保持在(50±5) %,并维持 12 h 明∕暗周

期,自由饮水与摄食。
2. 旷场实验

旷场实验(open field test, OFT)用于检测小鼠

的自主活动。 该实验采用旷场装置(长×宽×高 = 40
cm × 40 cm × 40 cm)进行。 该装置底面等分为 25
个正方形方格。 实验期将小鼠由旷场正中放入,相
机记录小鼠 5 min 内在装置中的总穿越格子数,用
以评价动物的活动度。
3. 新旧事物识别实验

新旧事物识别实验 ( novel object recognition
test,NORT)是一种非奖赏性的、简单的认知记忆实

验。 该实验的原理即小鼠对之前从未见过的事物表

现出更强的好奇心。 实验分为训练期和检测期。 训

练期在旷场对称位置处放置两个完全相同的物体,
将小鼠由旷场正中放入进行识别训练,5 min 后取

出小鼠。 间隔 1 h 后进行检测期检测,将旷场内的

其中一个物体更换为另一形状、材质完全不同的新

物体并保持两物体在旷场中的位置不变,再次将小

鼠由旷场正中放入,相机记录并统计小鼠 5 min 内

对两物体的探索次数。 每个实验结束后用 75%的

乙醇去除旷场及其内物体小鼠残留气味。 新事物识

别指数(discrimination ratio)用以下公式进行计算:
(新物体探索次数-旧物体探索次数) ∕(新物体探索

次数+旧物体探索次数)×100 %,该指标越高代表小

鼠记忆能力越好。
4. Western blotting 检测

行为学实验结束后 24 h,立即脱颈处死小鼠,迅
速剥离双侧海马组织,利用组织蛋白抽提液盒(裂
解酶:裂解液为 1 ∶99)提取一侧海马组织总蛋白,采
用 BCA 法测定蛋白浓度并配平样品浓度,沸水浴变

性 10 min,每孔蛋白上样量为 20 μg,蛋白样品先经

10% 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,再电转移到 0. 45
μm 硝酸纤维素膜上,经 10%脱脂奶粉室温封闭 2 h
后加入相应一抗兔抗 CD68 单克隆抗体(Proteintech
公司,25747-Ⅰ-AP,1 ∶1000)、兔抗 NLRP3 单克隆抗
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体(CST 公司,D4D8T,1 ∶500)、鼠抗 ASC 单克隆抗

体 ( Santa Cruz 公 司, sc-514414, 1 ∶1000)、 鼠 抗

Caspase-1 单克隆抗体(Santa Cruz 公司,sc-56036,1 ∶
1000)、兔抗 IL-1β 单克隆抗体(北京博奥森生物技

术有限公司,Bs0812-R,1 ∶ 500)、兔抗 IL-18 多克隆

抗体(武汉博士德生物工程有限公司,BA14935,1 ∶
500),室温孵育 2 h,4℃冰箱过夜,次日 TBST 漂洗

10 min × 3 次,分别加入相应 HRP 标记的特异性二

抗(山羊抗兔及山羊抗鼠抗体,1 ∶1000,CWBIO),室
温孵育 2 h;TBST 漂洗 10 min×3 次后,在成像系统

中滴加化学发光液进行显影,采用凝胶图像分析系

统摄片,采用 Image J 1. 4. 3. 67 软件进行吸光度

(absorbance, A)分析。
5. 免疫组织化学检测

行为学结束后,立即采用 10%水合氯醛 ( 40
mg / kg)腹腔注射麻醉小鼠,依次用生理盐水和 4%
多聚甲醛从心尖灌注,完整取出脑组织并置于 4%
多聚甲醛中后固定,经 15%和 30%蔗糖梯度脱水

后,双蒸水包埋行冠状连续冷冻切片。 浸入 3%
H2O2 　28 min 后漂洗;经 5%兔血清(0. 01 mol / L PBS
稀释)室温封闭 2 h 后,一抗羊抗离子钙接头蛋白分

子 1 ( ionized calcium binding adaptor molecule-1,
IBA-1)抗体(1 ∶1000,Abcam 公司)室温孵育 2 h,4
℃过夜。 次日将切片复温 1 h 后用 0. 01 mol / L PBS
(pH 7. 4)漂洗 3 次,每次 10 min,随后的实验步骤

均用此法漂洗;浸入二抗(兔抗山羊抗体,1 ∶ 200,
Cwbio 公司)中孵育 2 h 后漂洗;再将提前配置好的

AB 液(A ∶B 液为1 ∶200,Vector 公司)加入到切片中

孵育 2 h 后漂洗;光学显微镜控制 DAB 染色反应时

间,染色完成后常规贴片,晾干,脱水脱脂及中性树

脂胶封片。 所有数据均于光学显微镜(Olympus 公

司,LH100-3)下统计。
6. 统计学分析

采用 GraphPad Prism 6 统计学软件进行分析,
实验数据以均值±标准差( 􀭰x ± s )表示,多组之间比

较采用单因素方差分析,Posthoc Tests 进行组间多重

比较,P<0. 05 为差异有统计学意义。

结　 　 果

1. EE 对 LPS 小鼠自主活动的影响

结果显示,各组小鼠 5 min 内在旷场中穿越的

总格数差异无显著性[F (2, 21)= 0. 6899,P>0. 05,图
1],说明 EE 或 LPS 处理对小鼠的自主活动无影响。
2. EE 对 LPS 小鼠认知功能的影响

结果显示,EE 可逆转 LPS 小鼠新事物识别指

数的减少[F(2, 33) = 25. 71,P<0. 05,图 2]。 与 SE+
NS 组 ( 34. 290 ± 3. 591 ) 相 比, SE + LPS 组

(-5. 540±3. 597)小鼠对新事物的识别指数显著降

低(P<0. 01);与 SE+LPS 组(-5. 540±3. 597)相比,
EE+LPS 组(18. 81±4. 606)小鼠对新事物的识别指

数显著增加(P<0. 01)。
3. EE对 LPS小鼠海马齿状回小胶质细胞活化的影响

结果显示,EE 可以抑制 LPS 小鼠海马齿状回

IBA1 阳性细胞数目[F(2, 24) = 28. 62, P < 0. 05,图
3A]和活化小胶质细胞标记物 CD68 的表达[F(2, 24)

= 15. 69, P<0. 05,图 3C]。 与 SE+NS 组相比,SE+
LPS 组小鼠海马区 IBA1 阳性细胞数目 ( 299. 3 ±
12. 65 vs 410. 5 ± 11. 78,P<0. 05)表达上调,CD-68
(1. 000±0. 224 vs 1. 999 ± 0. 259, P< 0. 05)表达上

调;与 SE+LPS 组相比,EE+LPS 组小鼠海马 IBA1
阳性细胞数目(410. 5±11. 78 vs 344. 3±5. 443, P<
0. 05) 表达下调,CD-68 ( 1. 999 ± 0. 259 vs 1. 221 ±
0. 182, P<0. 05)表达下调,差异有统计学意义。
4. EE对 LPS小鼠海马 NLRP3炎性小体表达的影响

结果显示,EE 可以抑制 LPS 小鼠海马区小胶质

炎性小体的表达[F (2, 9)= 39. 91,P<0. 05,图 4]。 与

SE+NS 组相比,SE+LPS 组海马区 NLRP3 (1. 000±
0. 020 vs 1. 459±0. 059,P<0. 05)、Caspase-1(1. 000±

图 1　 EE 和 LPS 对小鼠活动度的影响

SE+LPS 组与 SE+NS 组比较,P>0. 05;SE+LPS 组与 EE+LPS 组

比较,P>0. 05,每组 12 只

Fig.1　 Effects of EE and LPS on the activity of mice
SE+NS group vs SE+LPS group, P>0. 05; SE+LPS group vs EE+

LPS group, P>0. 05; n= 12 per group

图 2　 EE 对 LPS 小鼠新事物接触时间比率的影响

SE+LPS 组与 SE+NS 组比较,∗∗P<0. 01;SE+LPS 组与 EE+LPS
组比较,##P<0. 01;每组 12 只

Fig.2　 Effect of EE and LPS on the performance of mice in novel
object recognition test
SE+NS group vs SE+LPS group, ∗∗P<0. 01; EE+LPS group vs
SE+LPS group, ##P<0. 01; n= 12 per group
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图 3　 EE 对 LPS 小鼠海马齿状回小胶质细胞活化的影响

A、B.分别为小鼠海马区 IBA1 阳性细胞数目的表达水平(免疫组织化学染色)和统计分析;A1.SE+NS 组;A2.SE+LPS 组;A3.EE+LPS 组;
A1~ A3.标尺示 200 μm;A1’ ~ A3’.相应 A1~ A3 各组海马齿状回局部放大图,标尺示 100 μm;C、D.分别为小鼠海马 CD68 免疫蛋白印记

的表达水平和统计分析;SE+LPS 组与 SE+NS 组比较,∗P<0. 05;∗∗P<0. 01;SE+LPS 组与 EE+LPS 组比较,#P<0. 05;##P<0. 01,每组 6 只

Fig.3　 Effects of EE on the activity of microglia in hippocampus after the administration of LPS
A,B, Immunohistochemistry and quantification analysis of IBA-1 in hippocampus of mice;A1,SE+NS group; A2,SE+LPS group; A3,EE+LPS
group; A1-A3, Bar= 200 μm; A1’-A3’, Amplification figure of the local dentate gyrus for the A1-A3 corresponding group, Bar= 100 μm; C, D,
Results and statistical analysis of immunoprotection of CD68 in hippocampus of mice;SE+LPS group vs SE+NS group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01; SE+

LPS group vs EE+LPS group, #P<0. 05;##P<0. 01,n= 6 per group

0. 020 vs 1. 149±0. 059,P<0. 05)、ASC(1. 000±0. 164
vs 1. 972± 0. 169,P < 0. 05)、 IL-1β (1. 000 ± 0. 044 vs
1. 574 ± 0. 096,P < 0. 05) 及 IL-18 (1. 000 ± 0. 057 vs
1. 358±0. 027,P<0. 05)表达上调;与 SE+LPS 组相比,
EE+LPS 组 NLRP3(1. 459±0. 059 vs 1. 244±0. 008,P<
0. 05)、Caspase-1(1. 000±0. 020 vs 1. 019±0. 159,P<
0. 05)、ASC(1. 972±0. 169 vs 1. 465±0. 062,P<0. 05)、
IL-1β(1. 574±0. 096 vs 1. 286±0. 041,P<0. 05)及 IL-
18(1. 358±0. 027 vs 1. 098±0. 069,P<0. 05)表达下调,
差异有统计学意义。

讨　 　 论

越来越多的研究表明,炎症参与了认知障碍的

形成,术后认知功能障碍以及阿尔茨海默症患者也

存在炎症因子升高[9]。 因此,探究炎症所致认知功

能障碍的机制和防治方法,具有重要临床意义。
脂多糖是革兰阴性菌细胞壁的主要致病成分,

其通过与巨噬细胞细胞膜受体 Toll 样受体 4( toll

like receptor 4,TLR4) 转导的信号可引起机体免疫

防御反应并产生炎症反应[10]。 越来越多的研究认

为,当受到外界刺激时,小胶质细胞作为中枢系统的

第一道免疫防线,产生巨噬细胞样活化并引发脑内

的炎症反应[11]。 我们的实验结果发现,给予 LPS 注

射后,小鼠在新旧事物识别实验中出现明显认知功

能障碍,且伴随着海马活化的小胶质细胞标记物

IBA1 及 CD-68 上调。 Ji 等[12] 的研究也证明,大剂

量 LPS 腹腔注射可以引起小鼠脑内活化小胶质细

胞大量增加及炎症因子 IL-1β 的释放,引起认知功

能下降。 此外 Xu 等[13] 发现,异丙肾上腺素可以通

过抑制小胶质细胞的活化来缓解 β-淀粉样蛋白

(amyloid beta-peptides, Aβ)小鼠的认知障碍,并且

抑制中枢神经系统炎症反应。 这些结果表明,活化

的小胶质细胞参与了认知障碍的发生发展。 研究发

现,活化的小胶质细胞存在 NLRP3 炎性小体产生增

加[5]。 NLRP3 属于模式识别受体 NOD 样受体

(NOD-like receptors,NLRs) 受体家族[6],可与 ASC
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图 4　 EE 对 LPS 小鼠炎性小体相关蛋白的影响

A、B.分别为小鼠海马 NLRP3、Caspase-1、ASC、IL-1β 及 IL-18 免疫蛋白印迹的表达水平和统计学分析;SE+LPS 组与 SE+NS 组比较,
NLRP3、ASC、IL-1β 及 IL-18 表达上调,而 EE 下调这些蛋白的表达;∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,#P<0. 05;每组 4 只

Fig.4　 Effect of EE on the expression NLRP3 inflammasome related protein in the hippocampus of Mice
A and B were respectively the results and statistical analysis of immunoprotection of NLRP3, Caspase-1, ASC, IL-1β and IL-18 in hippocampus of
mice; SE+LPS group vs SE+NS group, NLRP3, Caspase-1,ASC, IL-1β and IL-18 were up-regulated, while environmental enrichment down-
regulated the expression of these proteins; ∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,#P<0. 05;n= 4 per group

结合形成炎症小体[14],进一步促使 Pro-IL-1β 及

Pro-IL-18 转化为成熟的 IL-1β 和 IL-18,广泛参与组

织破坏等多种病理损伤过程[15]。 我们的实验进一

步发现,小鼠在给予 LPS 注射后,海马 NLRP3 炎性

小体相关蛋白(NLRP3 和 ASC)及其下游的炎症因

子 IL-1β 和 IL-18 表达上调。 NLRP3 炎性小体在多

种炎症感染模型中都明显活化[16]。 Li 等[17] 的研究

进一步证明,抑制 NLRP3 炎性小体可以缓解 Aβ 诱

导小胶质细胞的炎症反应。 因此,我们推测,LPS 注

射后会引起脑内小胶质细胞活化,从而激活 NLRP3
炎性小体,促使脑内炎症因子 IL-1β 和 IL-18 的释放

增加,进而引发认知障碍。
研究发现,丰富的活动可以延缓阿尔茨海默症

的进程,且对多种神经退行性疾病模型的认知功能

有明显的改善作用[18]。 EE 不仅可以改善认知,增
强记忆,还有一定的抗炎作用[19]。 但是 EE 缓解炎

症性认知障碍的具体机制尚不清楚。 我们的行为学

实验结果表明,小鼠幼年期经历 EE 刺激后,在其成

年期可以改善 LPS 诱导的认知功能障碍,并且 EE
可以下调海马 CD68 和 NLRP3 炎性小体相关蛋白

的表达,表明,EE 可能是通过抑制小胶质细胞活化,
减少 NLRP3 炎性小体的产生,降低炎症因子 IL-1β
及 IL-18 的释放,从而缓解认知障碍。 现有研究也

指出,EE 能够抑制小胶质细胞的活化缓解 β-淀粉

样蛋白 ( amyloid β-peptide, Aβ) 诱导的认知障

碍[20]。 另有研究提出,EE 可以中和脑脊液中的炎

症因子,减少炎症因子 IL-1β 的释放,进而改善认知

功能[13]。
总之,我们的实验结果提示,EE 可以改善 LPS

诱导的认知障碍,其机制可能通过抑制海马小胶质

细胞的活化及 NLRP3 炎性小体的形成。
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