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摘　要：目的　探讨芹黄素对小胶质细胞活化的抑制作用。方法　原代培养 ＳＤ大鼠小胶质细胞，实验随机分为空白对
照组、脂多糖组（ＬＰＳ组）、ＬＰＳ＋芹黄素（１０μＭ）组、ＬＰＳ＋芹黄素（２０μＭ）组、ＬＰＳ＋芹黄素（５０μＭ）组。ＭＴＴ法检测芹

黄素对小胶质细胞活性的影响；ＥＬＩＳＡ法检测 ＩＬ１、ＩＬ１０等炎症相关因子以及 ＢＤＮＦ、ＰＤＮＦ等神经营养因子的表达；ＲＴ

ＰＣＲ、ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测炎症相关基因 ｉＮＯＳ转录以及表达水平。结果　ＭＴＴ检测结果表明，芹黄素对小胶质细胞活性无明

显抑制。ＬＰＳ刺激后，芹黄素预处理组 ＩＬ１等炎症因子表达水平明显低于单独 ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）；而芹黄素预处理组 ＩＬ

１０的表达则高于单独 ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０１）；与此同时，ＢＤＮＦ、ＰＤＮＦ等神经营养因子的分泌也有相同趋势（Ｐ＜０．０５）。芹

黄素预处理组 ｉＮＯＳ表达和转录水平也低于单独 ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。结论　芹黄素可抑制活化状态小胶质细胞炎症因子

以及炎症相关蛋白的表达，并可同时促进与神经元分化成熟相关神经营养因子的分泌。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种年
龄相关神经退行性疾病［１］，其病理特点表现为黑质

纹状体区域 ＤＡ神经元的特异性减少［２］，其临床特

点主要表现为运动迟缓，姿势不稳、肌肉僵直、静

止性震颤及其他各种非运动症状［３］。目前临床对

于帕金森病的治疗仍无有效手段［４］。尽管帕金森

的具体致病机制非常复杂，但是中枢神经系统的长

期慢性炎症环境，特别是小胶质细胞活化引起的一

系列炎症因子的释放，在多巴胺神经元的变性、死

亡缺失的过程中具有重要作用［５］。有研究认为，中

枢神经系统慢性炎症以及小胶质细胞的过度活化，

两者的“病理联级”作用共同加速帕金森病的病理

进程［６］。如何通过抑制小胶质细胞的活化来减轻中

枢神经系统的炎症已成为临床治疗和预防帕金森病

的关键。近年来关于黄酮类化合物———芹黄素（ａｐｉ
ｇｅｎｉｎ，ＡＰＩ）研究表明，芹黄素具有广泛的抗炎、抗氧
化以及神经保护等生物学作用［７］。故本研究拟以小

胶质细胞为靶点，探讨芹黄素对活化小胶质细胞微

环境的影响，从而进一步探讨芹黄素的神经保护作

用机制，为帕金森病的早期预防奠定基础。

１　材料和方法
１．１　动物及主要设备

健康 ＳＰＦ级 新 生 ＳｐｒａｑｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大 鼠
（ＳＣＸＫ湘 ２０１３０００４）；细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ）；ＰＣＲ
扩增试剂（Ｐｒｏｍｅｇａ）。荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩＰｒｉｓｍ
７３００）；凝 胶 成 像 系 统 （Ｂｉｏｒａｄ）；酶 标 仪 （Ｂｉｏ
Ｔｅｋ）；荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）；电泳仪（Ｂｉｏｒａｄ）；蛋
白电泳系统（Ｂｉｏｒａｄ）。
１．２　实验材料及试剂

细胞 培 养 耗 材 （Ｃｏｒｎｉｎｇ）；ＴＲＩｚｏｌ（Ｔａｋａｒａ）；
ＡｌｅｘＦｌｕｏｒ５９４ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｔｅｃｈ）；芹黄素（美仑生物）；ＣＤ１１ｂ／ｃ（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ，Ｓｏｕｒｃｅ：ｒａｂｂｉｔ）；ＩＮＯＳ（ｓａｎｔａ，Ｓｏｕｒｃｅ：ｒａｂｂｉｔ）；
ＦＢＳ（ＢＩ）；二抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；ＲＩＰＡ裂解液（Ｂｅｙｏ
ｔｉｍｅ）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ）；逆转录试剂盒
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）；ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＣＵＳＡＢＩＯ）；ＤＡＰＩ（Ｂｅｙ
ｏｔｉｍｅ）。引物 （Ｇｅｎｂａｎｋ数据库）ｉＮＯＳ：上游 ５’
ＴＡＣＴＡＣＣＡＧＡＴＣＧＡＧＣＣＣＴＧ３’下游 ５’ＧＡＣＡＡＣＣＴ
ＴＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧ３’；ＧＡＰＤＨ：上 游 ５’ＡＣＣＡ
ＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３’下游 ５’ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴ
ＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３’。
１．３　原代 ＳＤ大鼠小胶质细胞的培养、纯化与鉴定
１．３．１　大鼠混合胶质细胞的培养　取新生 ＳＤ大

鼠（１～２ｄ），消毒，解剖显微镜下取大脑皮质并剪
碎，３７℃、０．１２５％胰蛋白酶消化，血清终止消化，
过滤、离心、重悬，单细胞悬液计数，调整细胞密度

至 ５×１０６个／ｍｌ后接种细胞培养瓶，３７℃、５％ＣＯ２
培养箱培养。在倒置显微镜下每天观察细胞形态

和生长情况。根据细胞代谢情况，每 ３～４ｄ半量
换液。

１．３．２　ＳＤ大鼠小胶质细胞纯化　混合胶质细胞
培养 ７～９ｄ，细胞可见呈分层生长，小胶质细胞呈
半贴壁生长，手拍法收集小胶质细胞，离心、重悬、

计数，以 ８×１０５个／ｍｌ密度爬片，１～２ｄ后鉴定。
１．３．３　ＳＤ大鼠小胶质细胞鉴定　取爬片细胞，
ＰＢＳ清洗，含 ４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎ，０．１％的
ＰＢＳＴ（ＰＢＳ＋Ｔｒｉｔｏｎ×１００）透膜１５ｍｉｎ，１０％ＢＳＡ封
闭 １．５ｈ，一抗 ＣＤ１１ｂ／ｃ（１∶２００）４℃孵育过夜，弃
一抗，ＰＢＳ清洗，二抗 ＡｌｅｘＦｌｕｏｒ５９４（１∶１００）室温
孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，封片剂（含 ＤＡＰＩ）封片后正
置显微镜下拍照。

１．４　ＭＴＴ法检测芹黄素对小胶质细胞活率的影响
取纯化后小胶质细胞，芹黄素溶于 ＤＭＳＯ，并分

别以 １０μＭ、２０μＭ、４０μＭ和 ６０μＭ处理，３７℃、
５％ ＣＯ２条件培养 ２４ｈ，对照组加入相同体积的
ＤＭＳＯ。将芹黄素预处理后的小胶质细胞每孔 １０４
接种于 ２４孔板。３７℃、５％ ＣＯ２条件培养 １～２ｄ。
严格按照 ＭＴＴ试剂盒（碧云天）说明操作，４９０ｎｍ
波长，在酶标仪上测各孔 ＯＤ值。
１．５　ＥＬＩＳＡ法检测芹黄素预处理及 ＬＰＳ刺激后
小胶质细胞活化的影响

取纯化后小胶质细胞，分别以 １０μＭ、２０μＭ
和 ５０μＭ浓度芹黄素预处理 ２４ｈ，对照组加入相
同体积的 ＤＭＳＯ。ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍｌ）处理上述各组
小胶质细胞，并设立对照组，３７℃、５％ ＣＯ２细胞培
养箱培养 １２ｈ，完全培养基全量换液，收获待用。

上述处理后的各组细胞，取各组细胞培养液，

ＥＬＩＳＡ法检测各组小胶质细胞培养液中炎症相关
因子 ［白 细 胞 介 素１（ＩＬ１）、肿 瘤 坏 死 因 子α
（ＴＮＦα）和白细胞介素１０（ＩＬ１０）］以及神经营
养因子［脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏ
ｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、血小板源性神经营养因子
（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＰＤＮＦ）和胶质细
胞源性神经营养因子（ｇｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏ
ｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＧＤＮＦ）］的表达水平。参照 ＥＬＩＳＡ试剂
盒说明（ＣＵＳＡＢＩＯ，９６Ｔ），分别设标准品孔（７个浓
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度）、空白对照孔和待测样品孔依次加样、显色、终

止、读板。在 反 应 终 止 后 ５ｍｉｎ内 用 酶 标 仪 在
４９０ｎｍ波长测量各孔的 ＯＤ值。
１．６　ＲＴＰＣＲ、ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测炎症相关基因 ｉＮ
ＯＳ转录以及表达水平

收集细胞，提取细胞总 ＲＮＡ，逆转录成 ｃＤＮＡ；
设计 ｉＮＯＳ基因引物，扩增目的基因，１％琼脂糖凝
胶电泳，收集并分析数据；ＲＩＰＡ高效裂解液提取细
胞总蛋白，ＢＣＡ法蛋白定量，６％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳，收集并分析数据。

１．７　统计学处理
数据统计采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行，各组

数值用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较用 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５时认为差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　ＳＤ大鼠小胶质细胞的培养

使用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基（含 １０％胎牛血
清）培养 ＳＤ大鼠混合胶质细胞 ９ｄ，小胶质细胞呈
半悬浮生长，纯化后处于静息状态的小胶质细胞，

呈分枝状、梭形等形态。ＤＭＳＯ处理 １２ｈ（图 １Ａ）
形态较静息状态无明显变化；ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍｌ，Ｓｉｇ
ｍａ）处理 １２ｈ，细胞突起缩短或消失，可见伪足，胞
体变大、变圆，似阿米巴状，呈活化状态（图 １Ｂ）。
２．２　ＭＴＴ法检测芹黄素对小胶质细胞活率的影响

结果显示，芹黄素在５～６０μＭ浓度范围，对小
胶质细胞活率无明显影响，在 １００μＭ浓度对细胞
活性的影响有下降趋势。见图 ２。
２．３　小胶质细胞鉴定及芹黄素对小胶质细胞活
化的影响

荧光显微镜观察可见，小胶质细胞特异性抗体

ＣＤ１１ｂ／ｃ，免疫细胞化学染色鉴定结果阳性，纯化
后小胶质细胞纯度 ＞９５％。荧光显微镜下观察，
蓝色荧光为细胞核，绿色荧光为 ＣＤ１１ｂ／ｃ阳性细
胞。对照组静息状态下小胶质细胞，胞体较小，呈

梭形（图 ３Ａ）；ＬＰＳ处理 １２ｈ，小胶质细胞长突起
回缩，胞体变大、变圆，可见有伪足状突起增多，似

阿米巴状（图 ３Ｂ）；芹黄素预处理组（２０μＭ），ＬＰＳ
刺激后小胶质细胞形态较对照组无明显改变（图

３Ｃ）。

! " #

图 １　培养后的大鼠小胶质细胞（×１００）

注：Ａ：对照组；Ｂ：ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍｌ）刺激 １２ｈ后的小胶

质细胞。
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图 ２　芹黄素对小胶质细胞活率的影响

! " # " $

图 ３　芹黄素对小胶质细胞活化的影响（×１００）

注：Ａ：对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：ＬＰＳ＋芹黄素组。

２．４　ＥＬＩＳＡ检测芹黄素对 ＬＰＳ刺激后小胶质细
胞炎症相关因子的表达水平

结果表明，ＬＰＳ刺激后，小胶质细胞炎症因子
ＩＬ１和 ＴＮＦα表达量明显升高，而抗炎因子 ＩＬ１０

表达则呈相反趋势；芹黄素预处理组较单独 ＬＰＳ组，
炎症因子 ＩＬ１和 ＴＮＦα都有明显下降，抗炎因子
ＩＬ１０表达水平增高，而芹黄素处理组不同浓度之间
炎症因子以及抗炎因子表达无显著差异。见图４。
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图 ４　小胶质细胞分泌炎症因子的检测

注：Ａ：ＩＬ１；Ｂ：ＴＮＦα；Ｃ：ＩＬ１０。Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１。

２．５　ＥＬＩＳＡ检测芹黄素对 ＬＰＳ刺激后小胶质细
胞神经营养因子的表达水平

结果表明，芹黄素处理组神经营养因子表达明

显高于单独 ＬＰＳ组。见图 ５。
２．６　ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测炎症相关基因
ｉＮＯＳ转录和表达水平

结果显示，单独 ＬＰＳ处理组 ｉＮＯＳ基因的转录
水平明显高于其他各组（图 ６Ａ１、图 Ａ２）。芹黄素
处理组可显著抑制 ＬＰＳ刺激诱导型一氧化氮合酶
（ｉＮＯＳ）的表达水平（图 ６Ｂ１、图 Ｂ２）。
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图 ５　ＥＬＩＳＡ法检测各组培养液中细胞神经营养因子

表达水平

注：为与 ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１；

＃为与 ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０５；＃＃为与 ＬＰＳ组比较，

Ｐ＜０．０１；▲▲▲为与 ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．００１。
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图 ６　ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测炎症相关基因 ｉＮＯＳ转录和表达水平

注：Ａ１：各组 ｉＮＯＳ基因以及内参 ＧＡＰＤＨ的转录 ｍＲＮＡ电泳结果；Ａ２：电泳结果灰度值分析计算各组 ｉＮＯＳ基因相

对转录水平；Ｂ１：各组 ｉＮＯＳ基因以及内参 ＧＡＰＤＨ的蛋白电泳结果；Ｂ２：电泳结果灰度值分析计算各组 ｉＮＯＳ

蛋白相对表达量 。为与 组比较，Ｐ＜０．０１；为与 组比较，Ｐ＜０．００１。
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３　讨论
帕金森病（ＰＤ）为仅次于阿尔茨海默病的第二

大神经退行性病变，其主要病理特征为黑质纹状体

多巴胺能神经元进行性变性缺失和 Ｌｅｗｙ小体的形
成［８］。对于帕金森疾病的治疗目前临床仍无有效

的手段。左旋多巴胺的替代治疗，多巴胺受体激动

剂以及深部脑刺激等手段可在一定程度上缓解部

分帕金森病的症状，但仍无法有效阻止帕金森病的

病理进展。与此同时，这些治疗手段带来的一系列

不良反应更进一步限制了其应用前景［９］。尽管对

帕金森的具体发病机制还不完全了解，目前的研究

观点认为其可能与遗传环境多因素共同作用有

关［１０］。随着研究的深入，中枢神经系统长期慢性

炎症、氧化应激、免疫异常和细胞凋亡等因素也参

与帕金森病的病理进程［１１］。而越来越多的证据表

明帕金森病与炎症因素密切相关，特别是在帕金森

病理进展的早期，炎症因素的存在可加快帕金森的

病理进展［１２］。目前对于包括帕金森在内的神经退

行性病变，一旦发病很难再逆转其病理进程，而基

于饮食摄入一些具有神经保护作用的物质，诸如具

有抗炎症、抗氧化以及抑制细胞凋亡的食物或药物

可以有效降低帕金森病的发病风险或者延缓其病

理进程［１３］。这也使人们意识到，相对于采取一系

列手段去逆转帕金森的病理进展，而通过摄入具有

抗炎以及神经保护作用的食品或者药品，通过帕金

森的早期预防从而整体上降低帕金森的发病率可

能会更具有现实意义。

芹黄素（ａｐｉｇｅｎｉｎ，ＡＰＩ）是一种无毒、无诱变性
的黄酮类化合物，其作为一种天然植物成分，广泛

存在于蔬菜和水果中［１４］。芹黄素具有很多生物学

功能，如抗炎、抗氧化和抑制细胞凋亡等生物学特

性［１５］。在阿尔茨海默病疾病模型的研究中发现，

芹黄素是一种有效的 ＭＡＰＫ抑制剂［１６］，其可通过

消除由 Ａβ引起的细胞色素 Ｃ释放和 Ｃａｓｐａｓｅ级联
激活，降低皮质神经元的细胞凋亡从而发挥神经保

护的作用［１７］。通过对鼠类小胶质细胞株 ＢＶ２的
研究发现，芹黄素无论是在细胞周期的早期或晚期

都能诱导凋亡，表明芹黄素可能是通过调整细胞周

期和诱导细胞凋亡抑制小胶质细胞增殖，与此同时

芹黄素还可以抑制小胶质细胞的过度活化，抑制中

枢神经系统炎症因子的产生从而发挥神经保护作

用［１８］。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ），作为一种促
炎因子，可有效刺激小胶质细胞活化［１９］。本研究

结果显示，ＬＰＳ刺激后的小胶质细胞，细胞形态会
发生明显的改变，由静息长梭形、分枝状等形态变

为阿米巴样。而芹黄素预处理组则在 ＬＰＳ刺激后
形态无明显改变。ＬＰＳ可促进活化的小胶质细胞
分泌 ＩＬ１和 ＴＮＦα等促炎症因子［２０］，本研究结果

显示，ＬＰＳ刺激后，ＩＬ１、ＴＮＦα以及诱导型一氧化
氮合酶（ｉＮＯＳ）表达水平较对照组都明显升高，而
芹黄素预处理组上述因子的表达水平则有明显的

降低趋势。这表明芹黄素可明显抑制 ＬＰＳ诱导的
小胶质细胞活化。

ＩＬ１０是一种多功能负性调节因子，作为体内
的一种抗炎性因子，其发挥下调炎症反应，拮抗炎

性介质的作用［２１］。本研究结果显示，芹黄素可有

效降低 ＬＰＳ诱导后 ＩＬ１和 ＴＮＦα等炎症因子的表
达水平，而对于 ＩＬ１０的表达则与上述呈相反趋
势。这表明芹黄素可能是通过上调抗炎因子的表

达抑制炎症介质的产生，从而抑制小胶质细胞的持

续活化。

正常生理条件下，小胶质细胞在中枢神经系统

表现为免疫监视状态（Ｍ２型），可抑制破坏性的免
疫反应，并同时分泌神经营养因子，从而对神经元

起营养支持并产生创伤修复作用。活化状态的小

胶质细胞（Ｍ１型）则分泌高水平的氧化代谢产物
以及促炎因子，这种状态的持续存在则对神经元产

生损伤作用［２２］。本研究结果显示，ＬＰＳ刺激后的小
胶质细胞，ＧＤＮＦ、ＢＤＮＦ和 ＰＤＮＦ分泌水平都明显
降低，而芹黄素预处理组相对于 ＬＰＳ组，上述因子
则有明显增高趋势。这表明芹黄素在抑制小胶质

细胞过度活化的同时可促进神经营养因子的分泌。

综上所述，本研究结果证实，芹黄素可有效抑

制 ＬＰＳ刺激后小胶质细胞的活化，在抑制促炎症因
子分泌的同时可上调一些抗炎因子以及 ＢＤＮＦ、
ＧＤＮＦ和 ＰＤＮＦ等与多巴胺成熟相关神经营养因子
的分泌。这有望成为帕金森病的临床治疗以及早

期预防新的突破口。有研究报道芹黄素的抗炎作

用可能与 Ｐ２Ｘ７／ＮＦκＢ信号通路有关［２３］，本研究

通过一些炎症因子的检测表明，在中枢神经系统芹

黄素可通过抑制小胶质细胞的活化产生抗炎作用，

但并未对其机制以及可能存在的信号通路做深入

的研究。另外，对芹黄素药效以及药理作用的研究

还需要通过动物体内实验做更深入的探讨。
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本研究提供的设备及技术支持。
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