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银杏总黄酮对脂多糖诱导的小胶质细胞炎症反应的抑制作用

樊丽超，周立春，安春华

首都医科大学附属北京朝阳医院京西院区神经内科，北京市　１０００４３

摘　要：目的　探讨银杏总黄酮（ＴＦＧ）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的小胶质细胞（ＭＧ）炎症反应的抑制作用。方法　通过 ＬＰＳ
诱导小胶质细胞系（ＢＶ２）小胶质细胞活化建立神经系统炎症模型，分别用不同浓度 ＴＦＧ（０、４０、８０、１２０和 １６０ｍｇ／ｍＬ）

处理细胞，ＣＣＫ８方法检测各组细胞活性，选取 ＴＦＧ（８０ｍｇ／ｍＬ）预处理细胞，倒置相差显微镜观察小胶质细胞形态变化。

ＥＬＩＳＡ法检测白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素６（ＩＬ６）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔｏｌｌ样受

体４（ＴＬＲ４）、抑制性卡巴蛋白（ＩκＢα）、核因子 κＢ（ＮＦκＢ）／ｐ６５蛋白表达水平。结果　低剂量组 ＴＦＧ（４０和８０ｍｇ／ｍＬ）

对小胶质细胞活性无明显影响，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；高剂量的 ＴＦＧ（１２０和 １６０ｍｇ／ｍＬ）显著抑制小胶质细胞

活性，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ＬＰＳ组相比，ＴＦＧ＋ＬＰＳ组显著抑制 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞形态变化及细胞炎

症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα表达和释放（Ｐ＜０．０５）；明显降低 ＴＬＲ４蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５）；显著增加胞质内 ＩκＢα的

表达（Ｐ＜０．０５）；抑制 ＮＦκＢ／ｐ６５向核内转移（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＦＧ抑制 ＬＰＳ所诱导的小胶质细胞炎症反应效果良

好，对以神经炎症为病理特征的神经退行性病变有一定治疗作用。
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　　近年来大量研究表明，神经系统退行性疾病
的发生发展与脑内的慢性炎症反应密切相关，强烈

的局灶性炎症反应在许多神经系统退行性疾病患

者脑内都有发生，从而对神经元造成伤害，诱发或

加重神经系统退行性病变［１］。在中枢神经系统中，

小胶质细胞（ｍｉｃｒｏｇｌｉａ，ＭＧ）是神经系统中主要的
免疫细胞，广泛分布于大脑和脊髓中，约占胶质细

胞总数的 １０％ ～２０％［２］。当发生神经病变时，小

胶质细胞聚集在变性神经元周围成为脑中巨噬细

胞，当其受到不同因素刺激时会大量增殖，释放大

量活性氧自由基和致炎细胞因子，从而促进了中枢

神经系统炎症反应的发生发展。近几年来有研究

证明，银杏叶总黄酮（ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｅｓｏｆｇｉｎｋｇｏ，ＴＦＧ）
能明显抑制脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）所诱导
的小胶质细胞增殖及炎性因子释放，但其机制尚未

见详细报道。因此本研究就其抑制 ＬＰＳ所诱导的
小胶质细胞炎症反应的机制进行探讨。

１　材料与方法
１．１　主要试剂与仪器
１．１．１　主要试剂　小胶质细胞系（ＢＶ２）由第三
军医大学脑科学研究中心提供；银杏总黄酮（上海

杏灵科技药业有限公司）；胎牛血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养基、ＬＰＳ、Ｌ多聚赖氨酸、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、
青霉素及链霉素混合液和 ０．２５％胰蛋白酶液（北
京鼎国昌盛生物技术有限公司）；ＣＣＫ８试剂盒
（上海仁捷生物科技有限公司）；四甲基偶氮唑蓝

（ＭＴＴ）及 ＰＢＳ磷酸盐缓冲液（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；
小胶质细胞 ＯＸ４２抗体（Ｓａｎｔａ）、小鼠 ＩＬ１β及 ＩＬ
１和 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒（上海依科赛生物制品有
限公司）；蛋白抗体 （ＣｅｌｌＳｉｎｇａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美
国）；ＰＥ标记的 ＴＬＲ４抗体（Ｂｉｏｓｓ）、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ、兔抗小鼠 ＴＬＲ４、抑制性卡巴蛋白（ＩκＢα）、
核因子 κＢ（ＮＦκＢ）／ｐ６５（ＣＳＴ）、ＨＲＰ标记羊抗兔
二抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒和反转
录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）。
１．１．２　主要仪器　荧光显微镜（Ｘ８１，ＯＩｙｍｐｕｓ公
司，日本）；ＣＯ２培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ）；多功能酶标
仪、ＰＣＲ仪和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ设备（ＢｉｏＲａｄ，美国）；
ＦＡＣＳＣａｌｉｂａｒ流式细胞仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓ）。
１．２　细胞培养

ＢＶ２小胶质细胞采用 １０％胎牛血清 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基培养，置于恒温培养箱，进行常规培养
和传代。

１．３　ＣＣＫ８检测细胞活性检测及形态变化观察
根据细胞贴壁情况定时更换培养基培养液，设

空白对照组、ＤＭＳＯ（浓度 ＜０．１％）组、ＴＦＧ（４０、
８０、１２０和 １６０ｍｇ／ｍＬ）组。每组 ３个复孔，干预
２４ｈ。加入 ＣＣＫ８试剂 ０．０１ｍｌ，置于培养箱孵育
２～４ｈ后，使用多功能酶标仪读取光密度值［Ｄ（４５０）］。

此外再设空白对照组、１μｇ／ｍＬＬＰＳ处理组以及在
ＬＰＳ刺激前 ３０ｍｉｎ给予 ８０ｍｇ／ｍＬＴＦＧ处理组，各
组经过相应处理后用倒置相差显微镜察细胞形态

变化。

１．４　细胞炎症因子及 ＴＬＲ４、ＩκＢα、ＮＦκＢ／ｐ６５
蛋白表达检测

酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测白细胞介素１β
（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）、白细胞介素 ６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
６，ＩＬ６）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）水平，ＰＴＰＣＲ检测炎性因子分泌情况，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）、抑制性卡巴
蛋白（ＩκＢα）、核因子 κＢ（ＮＦκＢ）／ｐ６５蛋白表
达。

１．５　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１９．０对数据进行统计学分析。计量

资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采
用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＳＮＫｑ检
验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＣＣＫ８检测 ＢＶ２细胞活性情况

ＤＭＳＯ组与４０和８０ｍｇ／ｍＬＴＦＧ对小胶质细胞
活性与空白对照组相比，无显著影响（Ｐ＞０．０５）；
１２０和１６０ｍｇ／ｍＬＴＦＧ对 ＢＶ２细胞活性具有明显
抑制作用（Ｐ＜０．０１），如表 １Ａ所示。经过 ＴＦＧ提
前干预细胞，ＬＰＳ组与 ＴＦＧ组对细胞活性与空白对
照组相比均无显著影响（Ｐ＞０．０５），如表 １Ｂ所
示。

表１Ａ　不同浓度ＴＦＧ对ＢＶ２细胞活性的影响　　（ｘ±ｓ）

组别 Ｄ（４５０）值
空白对照组 １．４３±０．１２
ＤＭＳＯ组 １．４６±０．１１
ＴＦＧ组（４０ｍｇ／ｍＬ） １．４５±０．１１
ＴＦＧ组（８０ｍｇ／ｍＬ） １．３８±０．０９
ＴＦＧ组（１２０ｍｇ／ｍＬ） ０．９２±０．０６

ＴＦＧ组（１６０ｍｇ／ｍＬ） ０．７５±０．０５

　　注：为与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１
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表１Ｂ　ＬＰＳ及ＴＦＧ对ＢＶ２细胞活性的影响　　（ｘ±ｓ）

组别 Ｄ（４５０）值
空白对照组 １．１７±０．０３
ＬＰＳ组 １．１６±０．０３
ＴＦＧ组 １．０３±０．０２

２．２　ＢＶ２小胶质细胞形态变化
空白对照组细胞在倒置相差显微镜下呈静息

状态，胞体细长，胞体两侧伸出细长突起的分枝，

如图 １Ａ所示；ＴＦＧ组细胞大多数胞体变大变圆，
聚集成团，表面突起粗、变短，如图 １Ｂ所示；ＴＦＧ
（８０ｍｇ／ｍＬ）预处理后的细胞有一定改善，如图 １Ｃ
所示。

图 １　倒置相差显微镜下观察各组 ＢＶ２小胶质细胞

形态变化

注：Ａ：空白对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：ＴＦＧ＋ＬＰＳ组

２．３　各组 ＢＶ２小胶质细胞炎症因子表达情况
ＢＶ２细胞经 ＬＰＳ处理后与空白对照组相比

ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα表达水平显著升高 （Ｐ＜
０．０１）；ＴＦＧ（８０ｍｇ／ｍＬ）预处理后与 ＬＰＳ组相比
ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα表达水平显著降低 （Ｐ＜
０．０１）。如表 ２所示。

表２　各组ＢＶ２小胶质细胞炎症因子表达情况　　（ｘ±ｓ）

组别 ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ）
空白对照组 ９５．６２±１．９４ １０１．２４±４．５６ １０２．５１±３．６２
ＬＰＳ组 ９６４．３１±３０．５６ ７８４．５４±１６．３３ ９１３．６６±１２．２４

ＴＦＧ＋ＬＰＳ组 ６２４．９４±１６．３１＃ ５１０．２８±７．４６＃ ６１３．８４±５．５２＃

　　注：为与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃为与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　ＥＬＩＳＡ法检测 ＴＦＧ对 ＬＰＳ激活的 ＢＶ２小
胶质细胞炎症因子分泌的影响

ＬＰＳ组细胞各炎症因子水平与空白对照组相
比，均明显升高（Ｐ＜０．０１）。而 ＴＦＧ预处理后细
胞 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα水平较 ＬＰＳ组明显下降
（Ｐ＜０．０１）。如表 ３所示。

表３　ＥＬＩＳＡ法检测各组ＢＶ２细胞中ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα表达水

平　　（ｘ±ｓ）

组别 ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ）
空白对照组 ５０．３２±２．８５ ５２．８６±３．２１ ２０３．２７±７．５８
ＬＰＳ组 ６０３．４１±１２．３７ ５６４．８３±７．６２ １０８０．８２±１４．６８

ＴＦＧ＋ＬＰＳ组 ３８６．２４±４．３３＃ ３９２．５６±４．８２＃ ７３１．２１±８．３２＃

　　注：为与空白对照组相比，Ｐ＜０．０１；＃为与ＬＰＳ组相比，Ｐ＜０．０１

２．５　各组 ＴＬＲ４、ＩκＢα和 ＮＦκＢ／ｐ６５蛋白表达
差异

ＬＰＳ组 ＴＬＲ４蛋白、细胞核内 ＮＦκＢ／ｐ６５与空
白对照组相比明显上调（Ｐ＜０．０１）；ＴＦＧ＋ＬＰＳ组
与 ＬＰＳ组相比 ＴＬＲ４蛋白、细胞核内 ＮＦκＢ／ｐ６５水
平明显下降（Ｐ＜０．０１）。ＬＰＳ组细胞质内 ＩκＢα、
ＮＦκＢ／ｐ６５较空白对照组明显减少（Ｐ＜０．０１），
而 ＴＦＧ＋ＬＰＳ组胞质内 ＩκＢα、ＮＦκＢ／ｐ６５较 ＬＰＳ组
表达明显增多（Ｐ＜０．０１），如表 ４所示。

表４　各组细胞质内 ＴＬＲ４、ＩκＢα和 ＮＦκＢ／ｐ６５及细胞核内 ＮＦ

κＢ／ｐ６５蛋白相对表达量　　（ｘ±ｓ）

组别 ＴＬＲ４ ＩκＢα
细胞质内

ＮＦκＢ／ｐ６５
细胞核内

ＮＦκＢ／ｐ６５
空白对照组 １．０２±０．０４ ０．９２±０．０６ １．０２±０．０５ １．００±０．０２
ＬＰＳ组 ２．４６±０．０８ ０．３６±０．０２ ０．５４±０．０７ １．６４±０．０６

ＴＦＧ＋ＬＰＳ组 １．５４±０．０５＃ ０．６８±０．０３＃ １．３２±０．０２＃ １．３８±０．０４＃

　　注：为与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃为与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论
有研究表明小胶质细胞作为脑内的免疫细胞，

在参与吞噬及抗原呈递等过程中发挥重要作用，而

过度激活小胶质细胞会促使神经系统退行性疾病

发生和发展［３］。ＬＰＳ是革兰阴性菌细胞的细胞壁
成分，当其对机体产生刺激时，会促使内源性细胞

因子及补体蛋白产生［４］。Ｙａｎｇ等［５］实验研究发现，

通过减少 ＴＮＦα表达，尿皮素能降低炎症对多巴
胺神经元伤害。Ｌｏｒｅｎｔｅｃｅｂｒｉáｎ等［６］研究表明尼麦角

林能显著抑制内毒素诱导的小胶质细胞中 ＴＮＦα
和 ＩＬ１β等炎性因子表达，从而对神经中枢产生保
护作用。由此可见，神经系统毒性损伤的重要机制

是在 ＬＰＳ刺激下激活小胶质细胞并促进其增殖，上
调多种炎症因子。因此，干预 ＬＰＳ诱导的小胶质细
胞激活及阻止其释放大量细胞毒性代谢产物对预

防以神经炎症为主要病变的神经系统退行性疾病

具有重要意义。

ＴＦＧ是一种天然中药提取物，具有抗炎、扩张
血管、镇痛、抗衰老和调节内分泌等功能。相关研
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究证明，神经退行性变化的基础是小胶质细胞增

生，并证明 ＴＦＧ能抑制 ＬＰＳ诱导的神经炎性细胞毒
作用［７，８］。结合本实验研究结果，在 ＬＰＳ刺激下，静
息状态下 ＢＶ２小胶质细胞形态迅速发生变化，胞
突回缩，胞体增大，而提前给予 ＴＦＧ预处理后可抑
制 ＢＶ２活性以及胞体形态改变。因此，ＴＦＧ可能
抑制 ＬＰＳ诱导的 ＢＶ２小胶质细胞活化。此外，在
ＬＰＳ刺激下，小胶质细胞释放的 ＩＬ１β、ＩＬ６和
ＴＮＦα大量增加，但经 ＴＦＧ预处理后，其 ＩＬ１β、
ＩＬ６和 ＴＮＦα表达较 ＬＰＳ组显著下降。其机制可
能是 ＴＦＧ能提高机体氧化能力，从而减少小胶质
细胞代谢释放的炎性因子，降低 ＬＰＳ诱导的神经炎
性细胞毒作用，这与唐嘉航等［９］实验研究结果一

致。ＴＬＲ４在介导 ＬＰＳ炎症信号向胞内传导中起主
要作用，亦在神经炎症发生发展过程中发挥重要作

用；而 ＮＦκＢ是在 ＴＬＲ４与相应配体结合下所激
活，从而诱发多种炎性因子基因表达，其中 ＩκＢα
作为 ＮＦκＢ的抑制蛋白，在调节 ＮＦκＢ亚细胞定
位中具有重要作用［１０，１１］。进一步检测 ＬＰＳ激活的
ＢＶ２小胶质细胞 ＴＬＲ４、ＩκＢα和 ＮＦκＢ／ｐ６５蛋白
表达，发现 ＬＰＳ组 ＴＬＲ４水平较空白对照组显著升
高，经 ＴＦＧ预处理后，ＴＬＲ４水平较 ＬＰＳ组显著下
降，而 ＩκＢα显著升高，且胞质内 ＮＦκＢ／ｐ６５蛋白
表达明显增加，胞核内 ＮＦκＢ／ｐ６５蛋白表达明显
减少。其机制可能是 ＬＰＳ使胶质细胞受到刺激后，
激活 ＩκＢα泛素化以及磷酸化后降解，从而使游离
的 ＮＦκＢ活化并转位入核并与 κＢ结合，促进炎性
细胞因子转录，发挥其病理生理作用［１２１４］；而 ＴＦＧ
可能通过抑制 ＴＬＲ４水平阻止 ＮＦκＢ／ｐ６５向核内
转位和增加胞质内 ＮＦκＢ／ｐ６５表达，从而减少炎
性因子表达，发挥其抗炎作用。

综上，ＴＦＧ抑制 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞炎症反
应效果良好，在治疗老年患者神经系统退行性疾病

中具有广阔前景，为临床应用此方法治疗神经系统

退行性疾病提供参考价值。
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