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京尼平对脂多糖诱导小胶质细胞炎症及凋亡的作用及机制研究

阳敏燕

成都市第四人民医院，四川 成都　６１００３６

摘　要：目的　探讨京尼平（ｇｅｎｉｐｉｎ）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导小胶质细胞（ＢＶ２）炎症及凋亡反应的作用及机制。方法　采
用 ＬＰＳ诱导 ＢＶ２小胶质细胞建立中枢神经系统炎症和凋亡反应模型。实验细胞分为 ４组：空白对照组、京尼平组、ＬＰＳ

组、ＬＰＳ＋京尼平组。通过 ＥＬＩＳＡ、ＲＴＰＣＲ、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ、细胞流式检测细胞的炎症及凋亡反应。结果　与空白对照组比

较，ＬＰＳ可以诱导 ＢＶ２细胞上清培养基中 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα释放和细胞内 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα转录的增加；同时，

ＬＰＳ还可以激活凋亡蛋白 Ｂａｘ并抑制抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达，导致细胞凋亡率的明显升高。京尼平预处理可以有效抑

制小胶质细胞介导的炎症因子（ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα）激活，并减少 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞凋亡。结论　ｇｅｎｉｐｉｎ干预可

对 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞炎症及凋亡反应起到保护作用。
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　　小胶质细胞是中枢神经系统中最重要的天然
固有免疫细胞［１］。在生理状态下，小胶质细胞在神

经系统具有保护、支持、营养和修复等重要作用；

而在病理状态下，小胶质细胞被迅速激活成 Ｍ１和
Ｍ２两种表型。其中，Ｍ１表型释放促炎介质导致
组织损伤；Ｍ２表型释放抗炎介质帮助损伤组织修

复。晚期炎症持续刺激免疫细胞的活化，最终导致

神经系统的不可逆损伤［１－２］。在阿尔茨海默病、肌

萎缩性脊髓侧索硬化症、帕金森病和多发性硬化等

各种神经退行性疾病中，最显著的共同特征之一是

持续激活状态下的小胶质细胞介导的神经炎症反

应，而这一反应会导致或者加重神经元的退化、变
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性甚至死亡［３－４］。因此，小胶质细胞介导的炎症反

应在各种神经退行性疾病的病理生理过程中发挥

着极其重要的作用。

京尼平（ｇｅｎｉｐｉｎ）是茜草科植物栀子的主要活
性成分，为栀子苷中提取的苷元［５］。京尼平具有多

种药理活性，包括抗炎、抗氧化应激，抗凋亡和抗

血管生成等作用，被认为可用于治疗糖尿病、癌症

及各种炎症相关性疾病［６－１１］。

脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是常用的炎症
和凋亡反应诱导剂，包括在神经、肝脏、肾脏等系

统［１２］。有研究表明，京尼平可减轻脂多糖引起的

小鼠记忆功能减退以及持续小胶质细胞炎性活

化［１３－１４］。凋亡是对神经炎症产生的重要适应性反

应。因此，本研究旨在神经系统中，进一步明确京

尼平对脂多糖诱导小胶质细胞炎症和凋亡的作用

及其机制，为京尼平应用于神经退行性疾病临床治

疗的提供更多的基础试验支持。

１　材料与方法
１．１　材料

京尼平，质量分数大于 ９８％，购自美国 Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＬＰＳ和 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购
于 Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清均购自 Ｈｙ
Ｃｌｏｎｅ公司；Ａｎｔｉβａｃｔｉｎ抗体、ＡｎｔｉＢａｘ抗体、Ａｎｔｉ
Ｂｃｌ２抗体均购自 Ｓａｎｔａ公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒
购自上海碧云天生物技术有限公司。

１．２　ＢＶ２小胶质细胞的培养
ＢＶ２小胶质细胞购自中国医学科学院基础医

学研究，并使用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ完全培
养基在 ３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱传代培养。
１．３　主要试剂配制

将京尼平粉末按照 １０ｍＭ浓度于 ３７°Ｃ、超声
波搅拌下，溶解于 ＤＭＥＭ培养基中，并用 ０．２２μｍ
微孔滤膜过滤后，置于冰盒上低温避光保存，现配

现用。ＬＰＳ粉末按照 １ｍｇ／１ｍｌＤＭＥＭ的浓度，７０
～８０°Ｃ下涡旋振荡溶解，０．２２μｍ微孔滤膜过滤
后，－８０°Ｃ避光保存。
１．４　实验分组及预处理方式

细胞分为 ４组：①对照组：完全培养基中培养
２４ｈ；②京尼平组：用含 ５～２０μｍｏｌ／Ｌ浓度京尼平
的完全培养基培养 １２ｈ后，再置于正常完全培养
基中培养 ２４ｈ；③ＬＰＳ组：置于终浓度为 １μｇ／ｍＬ
的 ＬＰＳ培养基中培养 ２４ｈ；④京尼平 ＋ＬＰＳ组：先
加入浓度 １０μｍｏｌ／Ｌ京尼平作用 １２ｈ后，再置于

终浓度为 １μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ培养基中培养 ２４ｈ。
１．５　ＭＴＴ法

小胶质细胞 ＢＶ２接种于 ９６孔板，待细胞融合
度达到 ５０％左右，用不同浓度的京尼平处理细胞
１２ｈ后，使用移液枪加 ２０μＬＭＴＴ（５μｇ／ｍＬ）到每
个细胞孔板中孵化 ４ｈ，然后去掉上层清液，加入
２００μＬＤＭＳＯ溶液溶解甲瓒晶体。用酶联免疫检
测仪于 ５７０ｎｍ波长处测定其光吸收值。
１．６　酶联免疫吸附法

根据酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）试剂盒说明书方
法测定各组细胞上清液中的 ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα
因子含量。

１．７　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
各组小胶质细胞加入 ＲＩＰＡ裂解液裂解，低温

高速离心机 ４℃预冷，１２０００ｒｐｍ高速离心 １０
ｍｉｎ，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度，每孔以４０μｇ样品上
样进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，转膜（ＰＶＤＦ膜）１ｈ，５％脱脂奶
粉封闭 ２ｈ，孵育 Ｉ抗（Ｂａｘ、Ｂｃｌ２浓度为 １∶５００～
１∶１０００，βａｃｔｉｎ浓度为 １∶３０００）４℃过夜，ＩＩ抗
３７℃１ｈ，ＥＣＬ发光试剂进行化学显色，ＦｕｓｉｏｎＩｍａ
ｇｉｎｇ软件分析蛋白表达水平。
１．８　细胞流式学检测

待细胞处理时间结束后，用 ０．２５％的胰酶消
化细胞约 １ｍｉｎ，吸取细胞悬液放入 １０ｍＬ离心管
中离心弃除上清液。再用 ＰＢＳ轻柔清洗并离心 ３
次，最后用 ４００μＬ的冰 ＰＢＳ将细胞重悬，根据
ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎ说明书检测细胞凋亡，用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ
Ｐｒｏ软件获取各实验分组数据，用 ＭｏｄＦｉｔ软件对数
据进行分析细胞的凋亡率。

１．９　ＲＴＰＣＲ
采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，然后用 ＴｈｅｒｍｏＮａｎｏＤｒｏｐ

２０００软件检测目的 ＲＮＡ浓度并计算 １００ｎｇＲＮＡ的
体积量，再用逆转录酶进行逆转录，最后用 ＰＣＲ进行
基因扩增。引物设计与合成，引物序列见表１。

表１　引物序列

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５＇→３＇）
ＴＮＦα Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＣＡＡＣＣＴＣＣＴＣＴＣＴＧＣＣＧＴＣＡＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＣＣＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＣＣＡＧＣＡＴＣＴ
ＩＬ１β Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＡＣＣＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＴＣＡＴＣＴＴＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＴＣＴＣＣＴＴＧＴＡＡＣ
ＩＬ６ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＧＴＣＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴ
ＧＡＤＰＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ

·８６１·

　 　　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＮｅｕｒｏｌｏｇｙａｎｄＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ　２０２０，４７（２）　



　　扩增条件为：第一步 ９５℃ ３０ｓ；第二步 ９５℃
１０ｓ，５８℃ ３１ｓ，７２℃ ３０ｓ重复 ４０个循环；第三步
９５℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ，９５℃ １５ｓ；用 ＧＡＰＤＨ作内
参，计 算 目 的 基 因 ｍＲＮＡ的 相 对 表 达 量，通 过
２－△△ＣＴ法计算每个样品 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的
ｍＲＮＡ表达量。
１．１０　统计学分析

使用 ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计学分析。实验数
据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，每组实验至少重
复三次，组间比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５
表示差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　京尼平对 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞毒性的抑
制效应

采用 ＭＴＴ法检测京尼平对 ＢＶ２细胞活性的影
响。结果表明 ＬＰＳ导致小胶质细胞的活性降低，而
０～１０μＭ浓度范围内的京尼平以剂量依赖的方式
减轻了 ＬＰＳ诱导的细胞毒性反应，但京尼平在
２０μＭ浓度时对细胞毒性增加。因此，１０μＭ浓度
的京尼平被用于后续研究。见图 １。
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注：用不同浓度（５、１０、２０μＭ）的京尼平预处理细胞

１２ｈ后，再将细胞置于终浓度为 １μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ培养

基中培养 ２４ｈ，通过 ＭＴＴ法测定细胞活力。ａ为与对

照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ为与 ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０５

图 １　京尼平对 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞毒性的抑制效应

２．２　京尼平抑制 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞炎症因
子 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６释放

小胶质细胞是参与脑内炎症反应的主要免疫

细胞，因此，为了进一步了解小胶质细胞是否介导

了炎症因子的释放，我们通过 ＥＬＩＳＡ法对上清培养
基中的 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６因子的释放量进行了
测定。结果表明，仅用 ＬＰＳ处理 ＢＶ２细胞，ＴＮＦ

α、ＩＬ１β和 ＩＬ６的释放显著增加，而京尼平可以
有效抑制 ＬＰＳ诱导的 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６产生。
见表 ２。

　表２　京尼平抑制ＬＰＳ诱导的小胶质细胞炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β
和ＩＬ６释放　［ｎｇ／Ｌ；（ｘ±ｓ）］

组别 ＴＮＦα ＩＬ１β ＩＬ６
对照组 ２．７±０．４ ８．１±１．６ １．４±０．２
京尼平组 ３．４±０．４ ９．２±１．９ ２．８±０．３
ＬＰＳ组 １９．６±２．１ａ 　１２８±１１．６ａ １６．１±２．６ａ

ＬＰＳ＋京尼平组 ５．７±０．４ｂ ６７±８．１ｂ ４．７±１．３ｂ

　　注：ａ为与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ为与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　京尼平抑制 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞炎症因
子 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６转录

为了进一步验证京尼平对炎症因子的作用，我

们测定了细胞内 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的转录水平
变化。研究结果显示，ＢＶ２细胞在 ＬＰＳ的刺激下，
细胞炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的 ｍＲＮＡ表达
水平显著增加。京尼平干预处理后，与 ＬＰＳ组相
比，ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的 ｍＲＮＡ表达水平明显
降低（图 ２）。这也进一步证实了，小胶质细胞作为
固有免疫细胞介导了炎症因子的转录及释放，而京

尼平能够有效干预这一过程。

２．４　京尼平对 ＬＰＳ诱导的凋亡相关蛋白 Ｂａｘ和
Ｂｃｌ２表达水平的影响

通常，适应性增加的凋亡反应可以清除堆积的

炎症因子，因此，我们测定了凋亡相关蛋白 Ｂａｘ和
Ｂｃｌ２表达水平。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验结果显示，在
ＬＰＳ刺激 ＢＶ２细胞 ２４ｈ后，促凋亡蛋白 Ｂａｘ表达
水平明显增高，而抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达水平明显
降低（图 ３）。京尼平预处理后，可以明显抑制 ＬＰＳ
诱导的 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２蛋白表达量的变化。这一结果
初步表明，ＬＰＳ除了诱导小胶质细胞的炎症反应，
还可以引起促凋亡反应，而京尼平能够有效阻断凋

亡反应的产生。

·９６１·
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注：通过 ＲＴＰＣＲ测定各组细胞中，炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的 ｍＲＮＡ表达量。ａ为与对照组比较，Ｐ＜

０．０５；ｂ为与 ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０５

图 ２　京尼平抑制 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６转录
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图 ３　京尼平对 ＬＰＳ诱导的凋亡相关蛋白 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２表达水平的影响

２．５　京尼平对 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞凋亡率的影响
为了进一步明确 ＬＰＳ诱导的凋亡反应对小胶

质细胞本身的影响，以及京尼平在该病理生理过程

中作用，我们采用了流式细胞术对凋亡细胞进行分

类及计数。实验结果显示（图 ４），ＬＰＳ刺激 ＢＶ２
细胞 ２４ｈ后，ＢＶ２细胞凋亡率明显增加，京尼平
预处理后，细胞凋亡率显著下降，该结果与上述凋

亡相关蛋白测定所得出的结论一致。
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注：流式细胞术被用来对凋亡细胞进行分类及计数。ａ
为与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ为与 ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０５
图 ４　京尼平对 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞凋亡率的影响

３　讨论
在阿尔茨海默病、肌萎缩性脊髓侧索硬化症、

帕金森病和多发性硬化等多种神经退行性疾病中，

中枢神经 系 统 慢 性 炎 症 是 其 重 要 病 理 特 征 之

一［３，１５］。大量研究表明，通常在这些神经退行性疾

病的病变周围，通常能发现被活化的小胶质细胞。

小胶质细胞是神经元变性和坏死的效应因子，参与

坏死神经元的清除。但持续活化的小胶质细胞可

释放 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα等炎症细胞因子，加速

多种神经退行性疾病的疾病进展［２－４，１６］。因此，小

胶质细胞介导的炎症被认为是神经退行性疾病发

生或恶化的可能机制。

有研究结果显示，京尼平具有抗炎作用，值得

注意的是，已有实验证实京尼平具有中枢神经系统

抗炎作用［７，１３］。本研究表明 ＬＰＳ诱导的急性神经

炎症，可导致 ＢＶ２细胞的炎症因子（ＩＬ６、ＩＬ１β
和 ＴＮＦα）的转录和释放增加；而京尼平预处理可
以部分抑制炎症因子的激活，与既往实验结果一

致。这表明，京尼平能对 ＬＰＳ刺激的 ＢＶ２小胶质
细胞发挥抗炎作用。同时，本研究还发现，ＬＰＳ可
以导致小胶质细胞的凋亡增加，通常，适应性增加

的凋亡反应可以清除堆积的炎症因子。而京尼平

作用后，ＬＰＳ诱导的凋亡反应减轻，我们推测这可
能是京尼平减轻了炎症反应，而凋亡反应因此下调

·０７１·
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以与炎症反应的程度相适应。这也间接证实了京

尼平对炎症的调控作用。

细胞凋亡的启动主要包括外源性凋亡途径和

内源性凋亡途径，其中，外源性凋亡途径主要是由

死亡受体和配体的结合启动，而内源性凋亡途径主

要是由于线粒体外膜的通透化导致细胞色素 ｃ等
凋亡因子的释放，从而结合 Ａｐａｆ１激活 ｃａｓｐａｓｅ９，
最终导致 ｃａｓｐａｓｅ３的激活触发细胞凋亡的发生。
Ｂｃｌ２家族蛋白在线粒体外膜通透化中起着重要的
调节作用，例如 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比例失衡可以引起细
胞线粒体外膜的通透化，导致内源性凋亡途径的激

活，最终导致凋亡的发生［１７－１８］。本研究发现 ＬＰＳ
刺激 ＢＶ２细胞后，可以促进促凋亡蛋白 Ｂａｘ的表
达，同时减少抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达；而京尼平
的干预可以有效的阻断该病例生理过程，从而减轻

ＬＰＳ刺激的 ＢＶ２细胞凋亡反应。
本实验结果表明，京尼平对脂多糖刺激小胶质

细胞产生的炎症反应具有一定的调节作用。此外，

本研究还发现，京尼平的干预可致小胶质细胞凋亡

减少。结合此前的研究表明，京尼平有较好的血脑

屏障透过性［１９］。所以，京尼平可能具有很好的临

床应用价值。进一步阐明对京尼平在神经炎症反

应中的作用及机制，以及药物安全性的相关研究，

对于京尼平应用于神经退行性疾病临床治疗至关

重要。
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