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ＩＬ⁃６ 促进小鼠小胶质细胞系 ＢＶ２ 坏死性凋亡
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摘要：目的 探究在神经炎性反应中小胶质细胞凋亡的调控机制。 方法 脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导小鼠

小胶质细胞系 ＢＶ２，构建神经炎性反应细胞模型，使用白介素⁃６（ ＩＬ⁃６）拮抗剂塞妥昔单抗（ｓｉｌｔｕｘｉｍａｂ）处理 ＬＰＳ 诱

导的 ＢＶ２ 细胞。 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖；流式细胞测量术检测细胞凋亡；ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ⁃６ 与 ＴＮＦ⁃α 含量；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
检测 ＢＶ２ 细胞 Ｍ１ 极化标志物 ＩＬ⁃１β、ＩＦＮ⁃γ 与 Ｍ２ 极化标志物 ＣＤ２０６、Ａｒｇ⁃１ 表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ３ 信

号通路关键蛋白及坏死性凋亡相关蛋白（ＲＩＰ１）和 ＲＩＰ３ 表达。 结果 ＬＰＳ 诱导后 ＢＶ２ 细胞的增殖活力下降，凋亡增

加，炎性因子 ＩＬ⁃６ 与 ＴＮＦ⁃α 含量增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｍ１ 极化标志物 ＩＬ⁃１β、ＩＦＮ⁃γ 表达增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｍ２ 极化标志物

ＣＤ２０６、Ａｒｇ⁃１ 表达减少（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ３ 通路关键蛋白磷酸化增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ 蛋白表达增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＩＬ⁃６ 拮抗剂 ｓｉｌｔｕｘｉｍａｂ 处理细胞后，ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ３ 通路关键蛋白磷酸化减少（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ 蛋白

减少（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论 在神经炎性反应中 ＩＬ⁃６ 可能激活 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ３ 信号通路促进小鼠小胶质细胞的坏死性凋亡。
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郑建滨　 ＩＬ⁃６ 促进小鼠小胶质细胞系 ＢＶ２ 坏死性凋亡

　 　 神经炎性反应常导致神经损伤和死亡，并驱动

多种神经退行性疾病（如阿尔茨海默病和帕金森

病）的进展和恶化，以及视网膜变性［１］，因此调控神

经炎性反应成为神经退行性疾病的一种有希望的策

略，因为它有可能阻止神经损伤的持续发生。
小胶质细胞存在于脑和脊髓中，参与中枢神

经系统的炎性反应过程 ［２］ ，并且在体内平衡和疾

病的 交 叉 路 口 发 挥 细 胞 毒 性 和 细 胞 保 护 作

用 ［３⁃５］ 。 脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ） 诱导的

Ｍ１ 小胶质细胞通过产生促炎介质来增强炎性反

应 ［３］ 。 坏死性凋亡是一种会引发炎性反应的坏

死细胞死亡的形式，活化的小胶质细胞 ／巨噬细

胞也诱导慢性炎性反应部位的坏死性凋亡，从而

形成正反馈环 ［４］ 。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞：小鼠小胶质细胞系 ＢＶ２（中国典型培养

物保藏中心）。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂：ＲＰＭＩ １６４０ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司），胎
牛血清（Ｇｉｂｃｏ 公司），ＬＰＳ （Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司），ＩＬ⁃６
拮抗剂 ｓｉｌｔｕｘｉｍａｂ（Ｓｅｌｌｅｃｋ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ 公司），ＣＣＫ⁃８ 反

应试 剂 （碧 云 天 生 物 技 术 公 司）， Ｔｒｉｚｏｌ 试 剂

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ （Ｔａｋａｒａ 公司），ＢＣＡ 蛋白质测定试剂

盒与 ＡＢＩ ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。 蛋白抗体 （ ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３、ｐ⁃ＪＡＫ、
ＪＡＫ、ＲＩＰ１、ＲＩＰ３、ＧＡＰＤＨ 一抗和羊抗兔二抗 ＩｇＧ）
（Ａｂｃａｍ公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＢＶ２ 细胞的分组与处理：ＢＶ２ 细胞培养于

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基添加 １０％胎牛血清的培养其中，
每 ２４ ｈ 更换 １ 次培养基，当达到 ７０％～８０％汇合时，

对细胞进行传代培养或冷冻保存。 为建立小胶质细

胞神经炎性反应体外模型，使用 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 处理

ＢＶ２ 细胞 ２４ ｈ，进一步使用 １ μｇ ／ ｍＬ 的 ＩＬ⁃６ 拮抗剂

ｓｉｌｔｕｘｉｍａｂ 处理细胞 ２４ ｈ［５］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖：将细胞接种到 ９６
孔板中（３×１０３ 个细胞 ／孔）并在 ３７ ℃下培养。 分别

培养 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ 后，向每个孔中加入 １０ μＬ
ＣＣＫ⁃８ 反应试剂。 ３７ ℃孵育 ４ ｈ 后，检测 ４５０ ｎｍ 处

的吸光度，绘制细胞增殖曲线。
１􀆰 ２􀆰 ３　 流式细胞测量术检测细胞凋亡：调整细胞浓

度为 ５×１０８ ／ Ｌ，加入 ５ μＬ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＡＰＣ ａｎｄ ５ μＬ
７⁃ＡＡＤ，在室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，用流式细胞仪检测

细胞凋亡。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 表达水平：按照说明

书，使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂从培养的细胞中分离出总 ＲＮＡ。
用 ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 将 １ μｇ ＲＮＡ 反转录

为 ｃＤＮＡ。 然后根据说明书用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
在 ＡＢＩ ７５００ 上进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验，Ｇａｐｄｈ 作为内

参，通过 ２－ΔΔＣｔ ［６］ 法分别计算基因的相对表达量。
ＰＣＲ 引物（表 １）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平：提取各组

细胞蛋白，按 ＢＣＡ 蛋白质测定试剂盒说明书测定蛋

白质浓度，将提取的蛋白加入上样缓冲液，９５ ℃煮

１０ ｍｉｎ， 每个蛋白样本分别取 ３０ μｇ 经聚丙烯酰胺

凝胶电泳，电泳电压８０ Ｖ转 １２０ Ｖ；湿转，转 ＰＶＤＦ 膜

电压 １００ ｍＶ，时间 ４５ ～ ７０ ｍｉｎ；５％ ＢＳＡ 室温封闭

１ ｈ， ４ ℃与一抗孵育过夜。 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，辣根过

氧化物酶结合的二抗，常温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 充分洗涤

后以 ＥＣＬ 法显色，Ｂｉｏ⁃ＯＡｄＧｅｌＥＺ 成像仪显影。 目的

条带采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行吸光度值分析。 一抗：
ｐ⁃ＳＴＡＴ３ （ １ ∶ １ ０００ ）； ＳＴＡＴ３ （１ ∶ １ ０００）； ｐ⁃ＪＡＫ
（１ ∶ １ ０００）； ＪＡＫ （１ ∶ １ ０００）； ＲＩＰ１（１ ∶ １ ０００）；

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

ｇｅｎｅ ｆｏｒｗａｒｄ（５′⁃３′） ｒｅｖｅｒｓｅ（５′⁃３′）

Ｉｌ⁃１β ＴＣＣＡＧＧＡＴＧＡＧＧＡＣＡＴＧＡＧＣＡＣ ＧＡＡＣＧＴＣＡＣＡＣＡＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＡ

Ｉｆｎ⁃γ ＴＧＡＡＣＧＣＴＡＣＡＣＡＣＴＧＣＡＴＣＴＴＧＧ ＣＧＡＣＴＣＣＴＴＴＴＣＣＧＣＴＴＣＣＴＧＡＧ

Ｃｄ２０６ ＣＴＴＣＧＧＧＣＣＴＴＴＧＧＡＡＴＡＡＴ ＴＡＧＡＡＧＡＧＣＣＣＴＴＧＧＧＴＴＧＡ

Ａｒｇ⁃１ ＣＴＴＧＧＣＴＴＧＣＴＴＣＧＧＡＡＣＴＣ ＧＧＡＧＡＡＧＧＣＧＴＴＴＧＣＴＴＡＧＴＴＣ

Ｇａｐｄｈ ＡＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣ ＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧＣＴＣＴＧ
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ＲＩＰ３（１ ∶ １ ０００）；ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １ ０００）。 二抗：羊抗

兔 ＩｇＧ（１ ∶ ５ ０００）。 以目的蛋白 ／内参蛋白吸光度

比值的 ｘ±ｓ 来表示。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计学软件进行数据分析，
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行图片制作。 经 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃
Ｗｉｌｋ 检验数据呈正态分布，数据均采用平均值 ± 标准

差（ｘ±ｓ）表示。 两组间比较采用独立样本 ｔ 检验，多组

之间的比较采用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ Ａｎｏｖａ 方差分析，事后检验采

用 Ｔｕｋｅｙ􀆳ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｔｅｓｔ。 Ｐ 为双侧检验。

２　 结果

２􀆰 １　 ＬＰＳ 诱导建立小胶质细胞炎性反应模型

ＬＰＳ 诱导后，ＢＶ２ 细胞的增殖活力显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 １Ａ），而 ＢＶ２ 细胞凋亡显著增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 １Ｂ）。 此外，促炎因子 ＩＬ⁃６ 与 ＴＮＦ⁃α
均含量增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 １Ｃ）。

２􀆰 ２　 ＬＰＳ 诱导小胶质细胞 Ｍ１ 极化

ＬＰＳ 诱导后，Ｍ１ 极化标志物 ＩＬ⁃１β 和 ＩＦＮ⁃γ 表

达上调，而 Ｍ２ 极化标志物 ＣＤ２０６ 和 Ａｒｇ⁃１ 表达下

调（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ２）。
２􀆰 ３　 ＩＬ⁃６ 激活 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ３ 通路调节神经炎性反

应中小胶质细胞坏死性凋亡

ＬＰＳ 诱导促进了 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ３ 信号通路的磷酸

化，上调坏死性凋亡相关蛋白 ＲＩＰ１ 和 ＲＩＰ３ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；但使用 ＩＬ⁃６ 拮抗剂塞妥昔单抗处理后，上述

蛋白表达变化均被部分逆转（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ３）。

３　 讨论

与其他中枢神经系统的细胞不同，小胶质细

胞来源于卵黄囊中的造血干细胞，是对中枢神经

系统病原体或损伤做出反应的初级细胞。 类似于

巨噬细胞， 小胶质细胞可极化为 Ｍ１ 表型（例如被

ＬＰＳ 诱导）以产生促炎介质［７］。 相反， 抗炎细胞因子

Ａ􀆰 ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ； Ｂ􀆰 ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； Ｃ􀆰 ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α； ∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ．

图 １　 ＬＰＳ 诱导建立小胶质细胞炎性反应模型

Ｆｉｇ １　 ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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郑建滨　 ＩＬ⁃６ 促进小鼠小胶质细胞系 ＢＶ２ 坏死性凋亡

Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍ１ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ Ｍ２ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ２０６ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１ ｉｎ ＢＶ２ ｃｅｌｌｓ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ（ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）； ∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ＬＰＳ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ．

图 ２　 ＬＰＳ 诱导小胶质细胞 Ｍ１ 极化

Ｆｉｇ ２　 ＬＰＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ Ｍ１ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＢＶ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＬ⁃６ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ｓｉｌｔｕｘｉｍａｂ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＪＡＫ⁃
ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＲＩＰ１ ａｎｄ ＲＩＰ３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；
∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ．

图 ３　 ＩＬ⁃６激活 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ３ 通路调节神经炎性反应中小胶质细胞坏死性凋亡

Ｆｉｇ ３　 ＩＬ⁃６ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

　 　 　 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＩＬ⁃４ 在鼠卒中模型中引起保护性 Ｍ２ 小胶质细胞群

的形成［８］。 控制小胶质细胞的 Ｍ１ ／ Ｍ２ 极化的介质

有望调节神经炎性反应。
在神经炎性反应条件下，小胶质细胞释放炎

性细胞因子，如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β，导致神经炎

性反应患者的突触功能障碍和神经元死亡［９］ 。
ＩＬ⁃６是神经血管功能障碍、神经退行性变和（或）
神经炎性反应的重要介质。 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ３ 的早期激

活主要由小胶质细胞中的 ＩＬ⁃６ 诱导，并有助于疾

病的发展［１０］ 。 ＳＴＡＴ３ 是 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号家族的成

员，在中枢神经系统中表达，其活性磷酸化形式在

中枢神经系统损伤后上调，并参与小胶质细胞炎

性反应［１０］ 。 这与本实验中所探究的结果相一致。
坏死细胞的死亡也可以是一个受调控的过

程，这就是所谓的坏死性凋亡 ［１１］ 。 坏死性凋亡

由含坏死体的受体相互作用蛋白 １ （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｉｎ⁃
ｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＲＩＰ１） 、ＲＩＰ３ 和混合谱系激酶

结构域样蛋白 （ＭＬＫＬ） 介导。 在某些病理条件

下，ＲＩＰ１ 将被激活，并通过 ＲＩＰ 同型相互作用基

序 （ ＲＩＰ ｈｏｍｏｔｙｐｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｔｉｆ， ＲＨＩＭ） 与
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２３􀆰 ４３（１０）

ＲＩＰ３ 结合，形成淀粉样蛋白复合物，称为复合物

ＩＩｂ。 复合物 ＩＩｂ 中活化的 ＲＩＰ３ 进一步磷酸化下

游分子 ＭＬＫＬ，在质膜上形成寡聚体和聚集体，通
过质膜破裂和细胞溶解引起坏死性凋亡。 随后，
大量的细胞内容物如损伤相关分子模式 （ ｄａｍ⁃
ａｇｅ⁃ａｓｓｏｃｉ⁃ａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ， ＤＡＭＰｓ） 被释

放，引起继发性炎性反应加重组织损伤 ［１２⁃１３］ 。 而

本研究观察到拮抗 ＩＬ⁃６ 后，可以抑制小胶质细胞

的坏死性凋亡。
本研究仅仅只在细胞层面探究了 ＩＬ⁃６ 介导的

ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ３ 通路可以影响小胶质细胞的坏死性凋

亡。 在今后研究中，将进一步在动物实验中验证该

通路调控机制，以期为临床上小胶质细胞相关疾病

的治疗提供新的思路。
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