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·基础研究·

TRPV1介导 H4组蛋白乳酸化调控 AD炎症激活小胶质细胞 *

沙旭栋 鲁 佳 林佳源 黄立栋 马小莉 虞志华△

（上海交通大学医学院药理学与化学生物学系 上海 200025）

摘要 目的：阿尔茨海默病（AD）中小胶质细胞的免疫监测和吞噬功能逐渐减弱并发生炎症激活。以往研究报道瞬时受体电位香草

素 1型（TRPV1）通道的激活可以缓解 3xTg小鼠脑内小胶质细胞的炎症激活和吞噬功能障碍，作用机制尚不清楚。方法：首先，通

过蛋白印迹法和免疫荧光实验测量 3xTg小鼠大脑细胞核内组蛋白 H4的 12位赖氨酸乳酸化（H4K12la）的表达水平和细胞定位

情况。其次，验证 TRPV1的激活是否可以调控 3xTg小鼠大脑细胞核内 H4K12la的表达水平。最后，使用 Imaris软件和流式细胞

术分析 TRPV1 的激活对小胶质细胞炎症激活形态和生物标志物的影响。结果：蛋白印迹法显示 3xTg 小鼠大脑细胞核内

H4K12la的表达水平上升，免疫荧光实验证明 H4K12la与小胶质细胞共定位。TRPV1的激活可以减少 3xTg小鼠脑内小胶质细胞

中 H4K12la的表达水平，缓解 3xTg小鼠脑内小胶质细胞炎症激活。结论：TRPV1可以通过抑制组蛋白 H4K12la表达缓解 AD小

胶质细胞炎症激活。
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TRPV1 Regulates Reactive Microglia in AD through H4 Histone Lactation*

The immune monitoring and phagocytosis function of microglia in Alzheimer's disease (AD) is progressively

weakened and inflammatory activation occurs. Previous studies have reported that activation of transient receptor potential vanilloid type

1 (TRPV1) channels alleviates microglial inflammatory activation and phagocytosis dysfunction in the brain of 3xTg mice, and the mech-

anism of action is still unclear. First, the expression level and cellular localization of H4K12la in the nuclei of 3xTg mice brain

cells were measured by western blotting and immunofluorescence experiments. Second, it was verified whether activation of TRPV1

could regulate the expression level of H4K12la in the nuclei of 3xTg mice brain cells. Finally, the effects of TRPV1 activation on mi-

croglia inflammatory activation morphology and biomarkers were analyzed using Imaris software and flow cytometry. Western

blotting showed increased expression levels of H4K12la in the nuclei of 3xTg mice brain cells, and immunofluorescence experiments

demonstrated that H4K12la co-localized with microglia. Activation of TRPV1 reduced the expression levels of H4K12la in microglia

and alleviated inflammatory activation of microglia in the brain of 3xTg mice. These findings suggest that TRPV1 can alle-

viate AD microglia inflammatory activation by inhibiting histone H4K12la expression.
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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease, AD）是最常见的神经

退行性疾病，随着全球人类预期寿命的增加，AD的发病率持续

上升[1-4]。淀粉样蛋白斑块和 tau神经纤维缠结的沉积是 AD的

两个典型病理特征，被认为是导致 AD神经元丧失和认知能力

下降的主要原因[5,6]。越来越多的证据表明，小胶质细胞参与了

AD的病理进程，但其确切作用机制尚不明确[7,8]。小胶质细胞是

中枢神经系统中的驻留免疫细胞，在病理生理条件下支持免疫

保护[9,10]。随着衰老和多种神经退行性疾病的进展，小胶质细胞

的免疫监测和清除功能逐渐丧失[11-13]。近期有研究报道，在 AD

动物模型和 AD患者死后脑组织中均检出组蛋白 H4的 12位

赖氨酸乳酸化（H4K12la）水平上升，并通过糖酵解（glycolysis）

/H4K12la/丙酮酸激酶（PKM2）正反馈回路不断加剧 5xFAD小
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鼠脑内小胶质细胞炎症激活[14]。

瞬时受体电位香草素 1 型（Transient receptor potential

vanilloid type 1, TRPV1）作为一种非选择性阳离子通道，可以

被辣椒素、一些毒液毒素和树脂毒素激活[15,16]。TRPV1广泛表

达于脑内各类细胞中，包括神经元和神经胶质细胞，参与感觉

系统痛觉感知等功能调控 [17]。TRPV1在小胶质细胞中功能表

达，活化可引起多种效应，如小胶质细胞吞噬作用[18]、迁移[19]、细

胞因子产生[20]和活性氧的产生[21]。以往研究表明，TRPV1通道

参与调控炎症激活小胶质细胞的能量代谢和自噬功能障

碍 [22-24]。目前尚不清楚 TRPV1能否通过调控 H4K12la来缓解

小胶质细胞炎症激活。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 6-7月龄 3xTg AD转基因小鼠从杰克逊实

验室购入并自行繁育（no. 003378）。2月龄 C57BL/6小鼠购自

中国科学院上海实验动物中心。实验动物和流程由上海交通大

学医学院动物实验伦理委员会批准（A-2023-123）。上述小鼠均

饲养在温度受控的环境中，保持 12小时的光照 /黑暗循环。

1.1.2 主要试剂 DMEM培养基购自美国Hyclone公司；胶原

酶 IV（Sigma C4-28）和 DNAse I（Sigma D5025）购自美国 sigma

公司；辣椒素（T1062）购自上海陶术生物科技公司；7-AAD

（40745ES64）和 IBA 抗体（GB12105）购自武汉赛维尔生物科

技公司；H4K12la抗体(PTM-1411RM)购自杭州景杰生物科技

公司；DAPI、一抗稀释液、H4抗体（AF7107）、核浆蛋白提取试

剂盒（P0027）、PMSF蛋白酶抑制剂、辣根过氧化物酶标记山羊

抗小鼠 IgG (G + L)、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG (G + L)

购自上海碧云天生物技术公司；磷酸盐缓冲液、蓖麻油、甘氨

酸、氯化钠、十二烷基硫酸钠、4X Tris-HCl/SDS 缓冲液（pH

8.8）、4X Tris-HCl/SDS缓冲液（pH 6.8）、丙烯酰胺 /甲叉双丙烯

酰胺（29:1）溶液、三氨基甲烷、过硫酸铵、四甲基乙二胺、吐温

-20 购自上海生工生物工程公司；预染蛋白 marker、Goat an-

ti-rabbit IgG (H+L) 555、Goat anti-mice IgG (H+L) 647购自美国

Thermo 公 司 ；CD45 （103154）、CD11b（101211）、MHC-II

（107608）购自上海达科为生物技术公司。

1.1.3 主要仪器和设备 蛋白电泳和转印系统（美国 Bio-Rad

公司）；奥德赛双色红外成像系统（美国 LI-COR公司）；低温高

速离心机（德国 Eppendorf公司）；Leica TCS SP8 Confocal Sys-

tem（德国 Leica公司）；流式细胞仪（美国 Thermo公司）。

1.2 方法

1.2.1 腹腔注射辣椒素 使用分析天平称取 0.35 mg左右辣

椒素后用 175 滋L蓖麻油，在 50℃水浴条件下溶解后加入 1575

滋L无菌水混匀，按照小鼠每克体重 0.5 滋L体积连续腹腔注射
治疗 30天，治疗方案参考已发表文献[22]。

1.2.2 免疫荧光分析 麻醉 7月龄WT，3xTg，3xTg + CAP小

鼠后，用 0.9%的氯化钠溶液进行心脏灌注。接着将全脑浸泡于

4% PFA溶液中 4℃过夜，在冷冻前用 20%和 30%的蔗糖溶液

各梯度脱水 24小时。从海马的喙部前部到尾部收集全脑的 30

微米冠状切片。用含 10%山羊血清的磷酸盐缓冲溶液将组织切

片封闭 1小时，在 4℃下 IBA和 H4K12la孵育过夜。用磷酸盐

缓冲溶液清洗脑片三次，并与相应的 Alexa Flour誖 555或 647

二抗在室温下孵育 2小时。使用 TCS SP8共焦激光扫描显微镜

获取荧光图像。关于成像采集，对所有样品进行预扫描，以确保

共聚焦设置低于饱和度。所有的图像都是在每个实验中应用相

同的共聚焦设置获得的。

1.2.3 蛋白印迹法 核蛋白提取物用试剂盒制备。核蛋白提取

液经热变性后，用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离裂

解液中的蛋白质，然后转移至聚偏二氟乙烯膜上。室温下用含

5%脱脂牛奶的 TBST（含 0.1%吐温 20的 Tris盐缓冲液）封闭

膜 1小时，一抗 4℃孵育过夜。然后用 TBST冲洗三次，在室温

下二抗孵育 1小时，TBST冲洗三次。最后用增强化学发光底物

检测免疫反应蛋白，并用奥德赛双色红外成像系统显影。

1.2.4 小胶质细胞形态学统计 为了对共聚焦图像进行三维

重建，使用 Bitplane Imaris 9.9.0软件的表面渲染功能将小胶质

细胞（IBA+）转换为三维图像。小胶质细胞面积统计方法参考

已发表文献[25,26]。

1.2.5 流式细胞术 从 7月龄WT，3xTg，3xTg + CAP小鼠脑

组织中分离出单核细胞。首先，用 1 mg/mL胶原酶 IV和 20

滋g/mL DNAse I消化脑组织，并用 DMEM稀释。用 70 滋m细胞
滤网分离单核细胞。细胞染色时，分离出的细胞用 CD45、

CD11b、MHC-II以及 7-AAD细胞活力染料。使用 Attune Nxt

流式细胞仪和 FlowJo软件对样本进行流式细胞术分析。

1.3 统计学分析

所有数据均以平均值和标准误差（mean ± s.e.m）表示。统

计分析使用 Prism软件（GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,

USA）进行。用 Kolmogorov-Smirnov正态性测试检验数据的高

斯分布，然后用单因素方差分析（ANOVA）和 Dunnett 的事后

检验进行分析。统计学意义被设定为 *P<0.05, **P<0.01,
***P< 0.001, ****P<0.0001。

2 结果

2.1 TRPV1减少 3xTg小鼠大脑细胞核内 H4K12la的表达水平

据报道，Glycolysis/H4K12la/PKM2 正反馈回路被认为是

加剧 AD 中小胶质细胞炎症激活的重要因素 [14]。因此，将

H4K12la作为 AD炎症激活小胶质细胞的生物学标志物。通过

蛋白印迹法，发现 3xTg小鼠大脑细胞核内 H4K12la的表达水

平上升，表明 3xTg小鼠脑内存在炎症激活。其次，蛋白印迹法

显示 TRPV1 的激活可以减少 3xTg 小鼠大脑细胞核内

H4K12la的表达水平，表明 TRPV1可以抑制 3xTg小鼠大脑内

炎症激活，见图 1。

2.2 TRPV1抑制 3xTg小鼠脑内小胶质细胞 H4K12la 的表达

水平

为了验证 3xTg小鼠脑内小胶质细胞炎症激活，通过免疫

荧光实验，发现 H4K12la与小胶质细胞共定位。使用 ImageJ分

析 IBA+ H4K12la的荧光强度，发现 3xTg小鼠脑内小胶质细

胞 H4K12la的表达水平上升，表明 3xTg小鼠脑内小胶质细胞

炎症激活。TRPV1的激活可以抑制 3xTg小鼠脑内小胶质细胞

H4K12la的表达水平，表明 TRPV1抑制 3xTg小鼠脑内小胶质

细胞炎症激活，见图 2。
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2.3 TRPV1调控 3xTg小鼠脑内小胶质细胞炎症激活

AD炎症激活小胶质细胞往往呈现阿米巴样的形态，表现

为胞体增大，突触减少[25]。因此，使用 Imaris软件对 7月龄WT,

3xTg，辣椒素治疗组（3xTg + CAP）小鼠大脑内小胶质细胞的形

态进行分析，发现 TRPV1的激活可以挽救小胶质细胞的形态，

使其突触变长，胞体面积减小,见图 3A，B。据报道，MHC-II被

认为是 AD炎症激活小胶质细胞的生物标志物[27]。因此，使用

流式细胞术检测 7月龄WT，3xTg，3xTg + CAP小鼠脑内小胶

质细胞MHC-II的表达水平。发现 3xTg小鼠大脑内小胶质细

胞MHC-II表达上调，表明 3xTg小鼠脑内小胶质细胞炎症激

活。TRPV1 的激活可以抑制 3xTg 小鼠脑内小胶质细胞

MHC-II的表达水平，表明 TRPV1的激活可以缓解 3xTg小鼠

脑内小胶质细胞炎症激活，见图 3C。综上所述，TRPV1可以通

过调控 H4K12la来缓解 3xTg小鼠脑内小胶质细胞炎症激活。

图 1 TRPV1减少 3xTg小鼠大脑细胞核内 H4K12la的表达水平

Fig.1 TRPV1 reduce the expression level of H4K12la in the nuclei of 3xTg mice brain cells

Note: Data were expressed as mean ± s.e.m. n=3. *P<0.05, **P<0.01.

图 2 TRPV1抑制 3xTg小鼠脑内小胶质细胞 H4K12la的表达水平

Fig.2 TRPV1 inhibit the expression levels of H4K12la in microglia of 3xTg mice

Note: Data were expressed as mean ± s.e.m. n=3. **P<0.01, scale: 100 滋m.

图 3 TRPV1调控 3xTg小鼠大脑内小胶质细胞炎症激活

Fig.3 TRPV1 alleviate AD microglia inflammatory activation

Note: Data were expressed as mean ± s.e.m. n=3. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001, scale: 10 滋m.

3 讨论
小胶质细胞是中枢神经系统中的驻留免疫细胞，在病理生

理条件下发挥免疫监测、吞噬、清除作用[9]。小胶质细胞在 AD
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初期往往会发生代谢重编程，从氧化磷酸化转变成有氧糖酵

解，从而短时间内获取大量 ATP执行免疫吞噬功能，但持续的

有氧糖酵解被认为会损伤小胶质细胞的正常功能[28,29]。随着 AD

的进展，小胶质细胞发生炎症激活并释放大量炎症因子，吞噬

能力下降 [30,31]。以往研究已经发现 TRPV1 的激活可以缓解

3xTg小鼠大脑内小胶质细胞的炎症激活和吞噬功能障碍[22]，但

具体机制仍不完全清楚。

研 究 人 员 发 现 ， 在 5xFAD 小 鼠 大 脑 内 ，glycoly

sis/H4K12la/PKM2 正反馈回路不断加剧小胶质细胞炎症激

活[14]。但 H4K12la在其他 AD小鼠模型脑内的表达水平尚不清

楚，本研究通过蛋白印迹法，发现 H4K12la在 3xTg小鼠大脑

细胞核内表达上升，TRPV1的激活可以减少 3xTg小鼠脑细胞

核内 H4K12la的表达水平（图 1），表明 TRPV1通道可以调控

组蛋白 H4上的 12位赖氨酸的乳酸化。进一步通过免疫荧光

实验发现 H4K12la与小胶质细胞共定位，使用 ImageJ进行荧

光强度分析，发现 3xTg小鼠大脑内小胶质细胞 H4K12la的表

达水平升高，TRPV1的激活可以下调小胶质细胞 H4K12la的

表达水平（图 2）。以往研究尚未分析 TRPV1的激活对 3xTg小

鼠大脑内小胶质细胞的炎症激活形态和生物标志物的作用[22]，

使用 Imaris软件分析小胶质细胞形态，发现 3xTg小鼠大脑内

小胶质细胞表面积增大，形态趋于阿米巴样，TRPV1的激活可

以改善小胶质细胞的炎症激活形态和生物标志物，减少胞体大

小，细胞表面积（图 3）。综上所述，H4K12la可以视为 AD炎症

激活小胶质细胞的生物学标志物，TRPV1 可以通过调控

H4K12la 缓解 AD 小胶质细胞炎症激活。但目前尚不清楚

TRPV1介导组蛋白 H4的 12位赖氨酸的乳酸化水平的具体调

控机制，其可能是通过调控乳酸的生成过程，从而调节组蛋白

乳酸化，这需要进一步研究探明机制。
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