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Abstract 
In this study, the preventive and therapeutic potential of nitric oxide (NO) and natural antioxi-
dants on Alzheimer’s disease (AD) were studied using transgenic cells and C. elegans models. It 
was found that low concentration of NO protected neuronal cells by reducing the production of 
reactive oxygen species (ROS). In contrast, high concentration of NO aggravated the cell damage by 
producing more ROS. Low concentration of NO and natural antioxidant could protect C. elegans 
against paralysis induced by expression of transgenic Abeta gene. It was found that a formulation 
of L-arginine and natural antioxidants increased the viability of N2a cells overexpressing APPsw 
and ApoE4 by scavenging ROS. This formula also protected C. elegans against paralysis caused by 
transgenic Abeta gene. These results suggest that this formulation of NO precursor and natural 
antioxidants may have a potential for prevention and treatment of AD. 
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摘  要 

本文以转基因细胞和线虫体系为模型，研究了一氧化氮(nitric oxide, NO)和天然抗氧化剂的合理搭配组

合对阿尔茨海默症(Alzheimer’s disease, AD)的防治作用。结果发现，低浓度的NO可以通过降低细胞内

活性氧的水平保护神经细胞，防止APPsw和ApoE4过量表达引起的损伤作用；而高浓度的NO可以通过增

强活性氧(reactive oxygen species, ROS)的产生加剧神经细胞损伤。适量NO和天然抗氧化剂都对Abeta
转基因诱导的线虫瘫痪行为具有抑制作用。NO和天然抗氧化剂的合理搭配组合既可以通过显著清除ROS
抑制ApoE4和APPsw转基因引起的细胞活力降低，又可以更好的延缓Abeta转基因诱导的线虫瘫痪行为。

这些结果说明，NO和天然抗氧化剂合理搭配可以在AD细胞和线虫模型中抑制转基因引起的细胞和线虫

的损伤，有可能对AD具有一定的防治作用。 
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1. 引言 

阿尔茨海默症(Alzheimer’s disease, AD)是最常见的神经退行性疾病之一，多发于老年。其主要病理

特征是患者大脑中出现以 β-淀粉样蛋白(β-amyloid protein, Abeta)为主要成分的老年斑和异常磷酸化的

tau 蛋白形成的神经纤维缠绕(neurofibrillary tangles, NFTs)以及神经元缺失[1]。AD 患者的认知、动作等

一系列高级神经功能逐渐发生障碍，最终丧失生活自理能力。随着全球人口的老龄化，AD 的患病几率

在世界各地都持续增长。在美国，AD 已成为 65 岁以上人群的第五大致死因素。我国已经进入老龄化

社会，近年来，患 AD 的人数也显著增加，据统计，年龄在 60 岁以上的人当中约有 1.6%被诊断为 AD，

并且这个比例正在逐年升高。对 AD 病人的护理和治疗已给家庭和社会带来越来越沉重的精神压力和

经济负担，成为人们面临的一个严峻的医疗和社会问题[2] [3]。然而，目前并没有可以有效治愈 AD 的

药物。因此，如何预防和延缓 AD 的发病时间，不仅是医疗工作者的责任，也是科学研究和健康战线

的一个艰巨任务。 
一氧化氮(nitric oxide, NO)，也被称为内皮细胞松弛因子，由 NO 合成酶(nitric oxide synthase, NOS)

转化 L-精氨酸(L-arginine, L-Arg)生成。除了调节血管扩张，NO 在免疫反应、炎症和血小板凝集等体内
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一系列重要生理过程中发挥作用。此外，NO 是中枢神经系统的一个重要的信号分子，与认知功能、痛觉

感受和神经分泌调节等过程紧密相关[4]。研究表明，当浓度适量时，NO 具有神经保护作用。事实上，

有研究发现，以 NO 供体 DETA-NONOate 处理大鼠皮质神经元可以降低氧化应激诱导的神经元凋亡[5]。
而在神经细胞过量表达神经元型NO合成酶(neuronal nitric oxide synthase, nNOS)或补充外源NO能够抑制

血清移除诱导的神经细胞凋亡[6]。但是，当 NO 的生成失去控制，过量的 NO 被认为是导致神经毒性和

病理的主要分子之一。在神经元中，NO 可以和超氧化物反应形成过氧化亚硝酸盐，直接或间接促进氧化

应激和亚硝化应激，最终导致神经元细胞活性的降低[7]。氧化应激和亚硝化应激在 AD 病理发生和发展

中起到非常重要的作用。因此，NO 的大量产生可能对 AD 病理具有促进的作用。而避免 NO 大量生成的

同时维持细胞内适量的 NO 水平可能有益于抑制 AD 的病理机制。 
研究发现，天然抗氧化剂可以清除缺血再灌注损伤时产生的氧自由基，调节和促进 NO 自由基产生，

降低缺血再灌注损伤，保护心肌和脑组织[8]-[10]。L-Arg 和天然抗氧化剂合理搭配形成一个 NO 和天然

抗氧化剂的合理搭配组合后，可在细胞体系和动物组织体系中，既产生一定量的 NO，又可以清除活性氧

(reactive oxygen species, ROS)，保护细胞和组织，在缺血再灌注模型中抑制氧化应激并降低组织损伤[11]。
在本研究中，我们利用 AD 转基因细胞和线虫模型，探讨了一个 L-Arg 和天然抗氧化剂的合理搭配组合

对 AD 的预防和延缓作用。结果显示，在细胞模型中，这个 L-Arg 和天然抗氧化剂合理搭配组合能够清

除细胞产生的氧自由基，对细胞活性有明显保护作用；在线虫体系模型中，这个组合可以延缓 Abeta 转

基因诱导的毒性作用。 

2. 材料和方法 

2.1. 实验材料 

L-Arg, sodium nitroprusside (SNP)和 diethylenetriamine/nitric oxide (DETA/NO)购自 Sigma Chemical 
(St. Louis, MO, USA)。山楂提取物、知母提取物和虾青素购自西安清乐生物科技有限公司。Dulbecco’s 
modified eagle’s medium (DMEM)购自 Invitrogen (Eugene, OR, USA)。胎牛血清和青霉素-链霉素双抗购自

Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)。ROS 检测试剂盒购自 Beyotime Institute of Biotechnology (Haimen, 
China). 

2.2. 细胞培养和处理 

N2a 细胞在含有 10%胎牛血清和青霉素-链霉素双抗的 DMEM 中培养。为了构建 AD 细胞模型，在

N2a 细胞转入 ApoE4 和 APPsw (Swedish 突变)。NO 供体 SNP (1 mM)，L-Arg (1 mM)或 L-Arg 和天然抗

氧化剂合理搭配组合(5 μg/ml)加入到细胞中后 24 h 用 MTT 法检测细胞活力，并按照 ROS 试剂盒的步骤

检测 ROS 的产生量。 

2.3. 线虫的培养和处理 

AD 线虫模型 CL2006 和 GMC101 的肌肉细胞表达人类 Abeta42，表型为出现肌肉麻痹和渐行性瘫痪。

其中 GMC101 为温度诱导型。AD 线虫在长有 E. coli OP50 的 nematode growth medium (NGM)培养基(3 
mg/ml NaCl，2.5 mg/ml 胰蛋白胨，17 mg/ml 琼脂，1 mM CaCl2，5 mg/ml 胆固醇，1 mM MgSO4，25 mM 
K3PO4 缓冲液)上培养和传代直至实验，培养温度为 20℃。药品处理前，首先对线虫进行同步化处理，在

其生长至 L4 期时转移到加有不同浓度药品的 OP50 盘中，每盘 30~40 条线虫。CL2006 在转入药品盘后，

每天观察并记录瘫痪线虫的数目。GMC101 线虫在 4 h 后被转移至 25℃诱导 A 蛋白表达，18 h 后开始检

测瘫痪线虫的数目，每 2 h 计数一次。经轻触后仅头部可动而身体无法活动的线虫发生了麻痹病理行为，
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这些线虫被定义为瘫痪线虫。 

2.4. 统计分析 

Abeta 诱导的麻痹作用以 Kaplan-Meier log-rank test 分析。其它数据以 one-way 或 two-way ANOVA
进行检测。P < 0.05 被认为有显著性差异。 

3. 结果 

3.1. 不同浓度 NO 对 AD 细胞模型中细胞活性和活性氧生成的影响 

首先，我们利用稳定转入 ApoE4 和 APPsw 的 N2a 细胞研究了不同浓度 NO 对该 AD 细胞模型的细

胞活性的影响。如图 1(a)，相较于对照 N2a 细胞，过量表达 ApoE4 和 APPsw 显著降低 AD 细胞模型的

细胞活性。NO 供体 SNP (1 mM, 24 h)处理进一步加强了细胞毒性。而 L-Arg (1 mM, 24 h)处理却对细胞有

保护作用，细胞毒性明显减弱。与细胞毒性结果一致，在过量表达 ApoE4 和 APPsw 的 AD 细胞模型中，

ROS 的产生量比对照组高出近 5 倍。NO 供体 SNP 的加入进一步增强了 ROS 的生成，而 L-Arg 明显减少

了 ROS 的生成(图 1(b))。该结果说明由 L-Arg 代谢产生的 NO(低浓度的 NO)能够降低 AD 细胞内的 ROS，
对其细胞活性具有保护作用。而高浓度的 NO 则会造成细胞毒性，加重由 AD 转基因造成的细胞活性降

低。 

3.2. L-Arg 和天然抗氧化剂合理搭配组合对细胞活性和 ROS 的作用 

当以一个 L-Arg 和天然抗氧化剂的搭配组合处理 AD 细胞模型时，与未处理 AD 细胞相比，细胞活

性有非常明显的升高(图 2(a))，说明此 L-Arg 和天然抗氧化剂的搭配组合能够明显减弱 AD 细胞模型的细

胞毒性。如图 2(b)所示，L-Arg 和天然抗氧化剂的合理搭配组合降低了 AD 细胞内的 ROS 水平，与 AD
细胞相比，细胞内 ROS 水平减少了大约 2.5 倍。以上结果显示，L-Arg 和天然抗氧化剂的合理搭配组合

可以显著降低 AD 细胞内 ROS 水平并对细胞具有保护作用。 
 

 
(a)                                                (b) 

Figure 1. Effects of SNP and L-Arg on cell viability and ROS production. Cells were treated with SNP (1 
mM) or L-Arg (1 mM) for 24 h. (a) Cell viability was analyzed by MTT. (b) Intracellular ROS levels were 
determined. Control: N2a cell; AD model: N2a cells overexpressing ApoE4 and APPsw. *significantly dif-
ferent from control, #significantly different from untreated AD model, & significantly different from SNP 
treated cells, P < 0.01 
图 1. NO 供体 SNP 以及 L-Arg 对 AD 细胞模型细胞活性及 ROS 水平的作用。NO 供体 SNP (1 mM)，
或是 L-Arg (1 mM)处理细胞 24 h 后用 MTT 法检测细胞活力(a)和细胞内 ROS 水平(b)。Control：对照

N2a 细胞；AD model：过量表达 ApoE4 和 APPsw的 N2a 细胞。*与对照细胞相比，#与 AD model 未处

理组相比，&与 SNP 处理组相比，P < 0.01 
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(a)                                               (b) 

Figure 2. Effects of NO and natural antioxidants formulation on cell viability and ROS production. Cells 
were treated with the formulation for 24 h. (a) Cell viability was analyzed by MTT. (b) Intracellular ROS 
levels were determined. Control: N2a cell; AD model: N2a cells overexpressing ApoE4 and APPsw. 
*significantly different from control, #significantly different from untreated AD model, P < 0.01 
图 2. NO和天然抗氧化剂合理搭配组合对 AD细胞模型的保护作用及其对 AD细胞模型活性氧生成

的清除作用。NO 和天然抗氧化剂的合理搭配组合处理细胞 24 h 后用 MTT 法检测细胞活力(a)和细

胞内 ROS 水平(b)。Control：对照 N2a 细胞；AD model：过量表达 ApoE4 和 APPsw 的 N2a 细胞。
*与对照细胞相比，#与 AD model 未处理组相比，P < 0.01 

3.3. NO 对 Abeta 诱导的瘫痪行为的作用 

接下来，我们利用 AD 转基因线虫模型 GMC101 研究了 NO 在动物体内对 Abeta 毒性的作用。如图

3，以不同浓度的 NO 供体 DETA/NO 处理同步化至 L4 的 GMC101 线虫，结果显示，Abeta 转基因的表

达诱导 AD 转基因线虫出现麻痹现象，而不同浓度的 DETA 都对 Abeta 诱导的线虫瘫痪病理行为具有不

同程度的抑制作用。其中，1 mM 的抑制效果最好。这一结果显示适量浓度的 NO 可能对 Abeta 诱导的病

理行为具有抑制作用。 

3.4. 天然抗氧化剂虾青素对 Abeta 诱导的瘫痪行为的作用 

虾青素是一种脂溶性天然抗氧化剂，可以有效清除 ROS。为了测试天然抗氧化剂对 AD 线虫模型中

Abeta 诱导的瘫痪行为的作用，我们利用 AD 转基因线虫模型 CL2006 检测了虾青素对 Abeta 毒性的作用。

同步化至 L4 的 AD 转基因线虫模型 CL2006 线虫被转移到加入不同浓度虾青素的培养基上培养，在第

4~13 天每天检测瘫痪线虫的数目。实验结果发现，在不同浓度虾青素培养基上培养的线虫与在溶剂对照

培养基上培养的线虫相比，发生瘫痪的比例均有所降低。其中，250 ng/ml 的虾青素对线虫瘫痪的抑制作

用最强(图 4(a))。在第 11 和 13 天时，在 250 ng/ml 虾青素和对照培养基上培养的线虫的非瘫痪率分别为

78.94%和 51.59%，以及 56.76%和 29.84%。此结果显示虾青素处理对 Abeta 诱导的瘫痪病理行为具有显

著的抑制作用(图 4(b))。 

3.5. L-Arg 和天然抗氧化剂合理搭配组合对 Abeta 诱导瘫痪行为的作用 

接下来我们利用 AD 转基因线虫模型检测了上述 L-Arg 和天然抗氧化剂的合理搭配组合对 Abeta 诱

导的瘫痪行为的作用。实验结果发现，在加入 L-Arg 和天然抗氧化剂合理搭配组合的培养基上培养的

CL2006 线虫与在溶剂对照培养基上培养的线虫相比，发生瘫痪的比例均有所降低(图 5)。其中，100 ng/ml
对线虫瘫痪的抑制作用最强。这一结果显示 L-Arg 和天然抗氧化剂的合理搭配组合对 Abeta 诱导的毒性

具有有效的抑制作用。 
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Figure 3. Effect of DETA on Abeta-induced paralysis in C. elegans. Worms synchronized to L4 stage were transferred to 
plates with different concentrations of DETA (0, 0.1, 1 and 10 mM). Transgenic Abeta was induced 4 hs later and the num-
ber of the paralyzed worms was counted 18 hs later 
图 3. 不同浓度 NO 供体 DETA 对 Abeta 诱导的 AD 转基因线虫的瘫痪病理行为的影响。同步化至 L4 的 AD 转基因

线虫 GMC101 被转移到加入不同浓度 DETA (0、0.1、1 和 10 mM)的培养基上培养，4 小时后将线虫置于 25℃中诱

导 Abeta 蛋白表达，18 小时后开始检测瘫痪线虫的数目 
 

 
(a)                                                  (b) 

Figure 4. Effect of astaxanthin on Abeta-induced paralysis in C. elegans. (a) CL2006 worms synchronized to L4 stage were 
transferred to plates with different concentrations of astaxanthin (0, 2, 10, 50 and 250 ng/ml). The number of paralyzed 
worms was counted from 4 to 13 d. (b) Synchronized CL2006 worms were cultured on plates with or without 250 ng/ml as-
taxanthin and the number of paralyzed worms was counted on d 7, 9, 11 and 13. Ast: worms treated with Ast. *significantly 
different from untreated worms, P < 0.05 
图 4. 不同浓度虾青素抑制 Abeta 诱导的 AD 转基因线虫的瘫痪病理行为。(a) 同步化至 L4 的 AD 转基因线虫模型

CL2006 线虫被转移到加入不同浓度虾青素(0、2、10、50 和 250 ng/ml)的 OP50 大肠杆菌培养基上培养，在第 4~13
天每天检测瘫痪线虫的数目。(b) 同步化的 CL2006 线虫在加入 250 ng/ml 虾青素的 OP50 大肠杆菌培养基上培养，在

不同时间检测瘫痪线虫的数目。Ast：线虫以虾青素处理。*与不经虾青素处理的 control 线虫相比有显著差异，P < 0.05 
 

 
Figure 5. Effect of NO and natural antioxidants formulation on Abeta-induced paralysis in C. elegans. CL2006 worms 
synchronized to L4 stage were transferred to plates with different concentrations (0, 100, 500, 1000 and 2500 ng/ml) of the 
formulation. The number of paralyzed worms was counted from 5 to 13 d 
图 5. 不同浓度 NO和天然抗氧化剂合理搭配组合抑制 Abeta 诱导的 AD 转基因线虫瘫痪病理行为。同步化的 CL2006
线虫在加入不同浓度的 NO 和天然抗氧化剂的合理搭配组合(0、100、500、1000 和 2500 ng/ml)的培养基上培养，在

第 5~13 天检测瘫痪线虫的数目 
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4. 讨论 

NO 在生物体内承担着重要的生物功能。作为内皮细胞松驰因子，NO 起到舒张血管调节血压的作用

[12] [13]。同时，NO 是一个重要的细胞信号，具有神经生理及神经保护作用，特别是在神经生存和分化

中发挥着重要作用[4] [14]。NO 可以通过调节神经前体细胞增殖和促进神经细胞分化保护神经细胞。研

究表明，NO 可以抑制氧化应激和生长因子移除诱导的神经细胞毒性[5] [6]。但 NO 的生物效应具有两面

性，除具有神经生理及神经保护作用外，当它在脑中以高浓度产生时，可以介导一系列神经病理过程，

如神经退行性疾病、炎症及脑缺血-再灌注损伤等[14] [15]。 
实验中所用 L-Arg 和天然抗氧化剂的组合配方中的抗氧化剂包括虾青素、知母宁和山楂提取物。虾

青素(3,3’-二羟基-beta,beta-胡萝卜素-4,4’-二酮)属类胡萝卜素，是存在于鱼、虾和藻类中的一种强抗氧化

剂，其抗氧化活性大于 beta-胡萝卜素的 10 倍、维生素 E 的 100 倍[16]。近年对虾青素功能的研究使我们

对其生物活性的有了更多的认识。体外实验显示，在神经细胞模型中，虾青素可以降低 6-羟基多巴胺和

Abeta 诱导的氧化应激、线粒体损伤和细胞凋亡[17] [18]。在大脑缺血动物模型中，虾青素通过抑制氧化

应激、减少谷氨酸释放和细胞凋亡降低大脑的自由基损伤、神经退化和脑梗塞[19]。山楂提取物含多种化

学成分，如黄酮类物质，原花青素类，有机酸类，三萜酸类和甾酮类等。研究发现，山楂提取物可能通

过抑制磷酸二酯酶的活性，增加冠状动脉血液流量和心脏的血液输出，减少心脏的耗氧量，保护心脏免

受缺血再灌注损伤[20]-[22]，并对高血压患者具有降低血压的作用[23]。知母宁是知母的有效成分，具有

清热泻火，滋阴润燥，退热消炎，抑菌杀菌，降血糖等作用。实验发现，知母宁对氧自由基有很强的清

除作用，对大鼠心肌缺血再灌注损伤过程产生的 NO 自由基和氧自由基具有清除作用并对对心肌缺血再

灌注损伤具有保护效应[9] [24] [25]。 
本研究的实验结果表明，低浓度的 NO 可以通过清除活性氧保护神经细胞，防止 AD 基因过量表达

造成的细胞损伤作用；而高浓度的 NO 可以通过增强活性氧产生加剧神经细胞损伤。适量 NO 和天然抗

氧化剂都对 AD 线虫模型中 Abeta 诱导的病理特征具有较好的抑制作用。而当 NO 合成酶底物 L-Arg 和

上述天然抗氧化剂进行合理搭配后，所形成的配方既可以延缓由 Abeta 转基因引起的线虫瘫痪病理行为，

又可以显著抑制由于过量表达 ApoE4 和 APPsw 转基因造成的 ROS 水平升高和细胞活性降低。实验表明，

由 L-Arg 和天然抗氧化剂合理搭配组合所形成的配方在细胞体系和组织体系中，既可以产生一定量的

NO，又可以清除氧自由基[11]。因此，L-Arg 和天然抗氧化剂合理搭配组合对于 AD 细胞及动物模型的

保护作用可能与其可以适度增加 NO 的产生和降低 ROS 水平相关。而维持大脑内适度的 NO 水平及氧化

还原平衡对保护大脑功能，预防和延缓 AD 病理发展具有重要意义。所以 L-Arg 和天然抗氧化剂的合理

搭配组合可能对降低 AD 风险和推迟 AD 发病时间具有一定的作用。 
此外，由于 AD 是多因素疾病，除了调控氧化还原平衡，抑制 Abeta 毒性及促进神经细胞存活，NO

和天然抗氧化剂的搭配组合还有可能通过其它机制如抑制炎症[26]和调节整体健康等发挥作用。本研究结

果为研发预防 AD 发病和延缓 AD 病理发展的功能食品和药物提供了有价值的参考。 
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