
２０２０ 年　 ２ 月

第 ４０ 卷　 第 ２ 期

基础医学与临床

Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０
Ｖｏｌ.４０　 Ｎｏ.２

收稿日期:２０１９￣０３￣２２　 　 修回日期:２０１９￣０７￣０４
基金项目:国家自然科学基金 (８１８７２２１３)ꎻ 浙江省自然科学基金( ＬＹＹ１９Ｈ３１００１０)ꎻ 浙江省公益技术应用研究计划

(２０１６Ｃ３３１３１)
∗通信作者(ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ):３２０１０３９＠ ｚｊｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎻｒａｏｙｆ＠ ｚｊｕ.ｅｄｕ.ｃｎ

文章编号: １００１ ￣６３２５( ２０２０) ０２ ￣０１４５ ￣０６ 研究论文　

ＣｙｓＬＴ２ 受体拮抗剂 ＨＡＭＩ３３７９ 抑制

ＬＰＳ 诱导小鼠小胶质瘤细胞系的炎性反应

顾胜龙１ꎬ 李明星１ꎬ 应苗法１ꎬ 方三华２ꎬ 饶跃峰３∗ꎬ 赵　 蕊１∗

(１ 浙江大学医学院附属邵逸夫医院 药剂科ꎬ 浙江 杭州 ３１００１６ꎻ ２ 浙江大学医学院 公共技术平台ꎬ
浙江 杭州 ３１００５８ꎻ ３ 浙江大学医学院附属第一医院 药剂科ꎬ 浙江 杭州 ３１０００３)

摘要:目的 探究半胱氨酰白三烯 ２(ＣｙｓＬＴ２) 受体拮抗剂 ＨＡＭＩ３３７９ 对 ＬＰＳ 诱导小鼠小胶质细胞(ＢＶ￣２)炎性反应

的调控作用及其可能的作用机制ꎮ 方法 体外培养 ＢＶ￣２ꎬ将 ＢＶ￣２ 分为对照组、ＬＰＳ(１００ ｎｇ / ｍＬ)组、ＨＡＭＩ３３７９
(０ ０１、０ １ 和 １ μｍｏｌ / ｍＬ)组和 ＬＰＳ＋ ＨＡＭＩ３３７９ 组ꎮ ＣＣＫ￣８ 法检测 ＢＶ￣２ 细胞的增殖ꎻＥＬＩＳＡ 检测细胞上清液中炎

性因子 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１０ 的含量ꎻＷｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 ＰＫＣα、ＩＫＢα、ＮＦ￣κＢ ｐ５０ 和 ｐ６５ 蛋白的表达ꎮ 结果 ＬＰＳ 能够

激活 ＢＶ￣２ 细胞ꎬ促进其细胞的增殖(Ｐ<０ ０５)ꎻ显著增加细胞上清液中炎性因子 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 的分泌ꎬ减少ＩＬ￣１０的
分泌(Ｐ<０ ０５)ꎻ且显著上调 ＰＫＣα、ＩＫＢα、ｐ６５ 蛋白的表达水平(Ｐ<０ ０５)ꎮ ＣｙｓＬＴ２ 受体拮抗剂 ＨＡＭＩ３３７９ 能够显

著减轻上述变化(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论 ＣｙｓＬＴ２ 受体拮抗剂 ＨＡＭＩ３３７９ 能够抑制 ＬＰＳ 激活 ＢＶ￣２ 细胞ꎬ抑制炎性反应ꎬ其
作用机制可能与抑制 ＰＫＣα / ＮＦ￣κＢ 信号通路有关ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣｙｓＬＴ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ＨＡＭＩ３３７９ ｏｎ
ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ (ＢＶ￣２) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＢＶ￣２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＬＰＳ (１００ ｎｇ / ｍＬ) ｇｒｏｕｐꎬ ＨＡＭＩ３３７９ (０ ０１ꎬ ０ １ ａｎｄ １ μｍｏｌ / ｍＬ) ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬＰＳ＋ＨＡＭＩ３３７９
ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＶ￣２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＬ￣１βꎬ ＴＮＦ￣α ａｎｄ
ＩＬ￣１０ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＫＣαꎬＩＫＢαꎬＮＦ￣κＢ ｐ５０
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ＩＬ￣１０ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ(Ｐ<０ ０５). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＫＣαꎬ ＩＫＢα ａｎｄ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ(Ｐ<０ ０５). Ｔｈｅ ＣｙｓＬＴ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ＨＡＭＩ３３７９ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ＣｙｓＬＴ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ＨＡＭＩ３３７９ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＶ￣２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ
ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＰＫＣα / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇ￣
ｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＣｙｓＬＴ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻ ＨＡＭＩ３３７９ꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎻ ＰＫＣα / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 脑缺血损伤是一个复杂的病理生理过程ꎬ在脑血

管病中ꎬ缺血性脑损伤约占 ８０％ꎬ其发病率高、致残率

高和病死率高的特点ꎬ与心脏病、肿瘤构成人类的三

大致死病因ꎬ严重影响着人类的健康和生活质量[１]ꎮ
常见的发病机制包括能量代谢障碍、细胞内钙超载、
兴奋氨基酸毒性、氧化应激损伤、炎性反应及神经细

胞凋亡等[２￣３]ꎮ 小胶质细胞的活化在脑缺血损伤后细

胞免疫及炎性反应过程中扮演着重要的作用ꎬ活化的

小胶质细胞释放大量的炎性因子、ＮＯ 及过氧化物ꎬ导
致神经元的凋亡ꎬ凋亡的神经元细胞能够激活小胶质

细胞ꎬ引起炎性反应的恶性循环发生[４]ꎮ
５￣脂氧酶产物半胱氨酰白三烯(Ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ｌｅｕ￣

ｋｏｔｒｉｅｎｅꎬ ＣｙｓＬＴ)是一类重要的炎性介质ꎬ在外周和

中枢均具有调节免疫、炎性反应及组织的修复作用ꎮ
研究发现ꎬ在大鼠局灶性脑缺血损伤后ꎬＣｙｓＬＴ１ 和

ＣｙｓＬＴ２ 表达增加ꎬ ＣｙｓＬＴ１ 受体拮抗剂孟鲁司特

(ｍｏｎｔｅｌｕｋａｓｔ )、 普鲁司特 ( ｐｒａｎｌｕｋａｓｔ ) 能 够 抑 制

ＣｙｓＬＴ１ 的表达ꎬ减轻炎性反应及神经元损伤ꎬ改善

脑缺血损伤[５￣６]ꎮ 另有研究发现ꎬ采用 １００ ｎｇ / ｍＬ
ＬＰＳ 处理 ＢＶ￣２ 细胞 ２４ ｈꎬＣｙｓＬＴ２ 的表达显著上调ꎬ
诱导炎性反应的发生及神经元的损伤[７]ꎮ 目前ꎬ已
出现的 ＣｙｓＬＴ２ 受体拮抗剂较少ꎬ选择性拮抗剂

ＨＡＭＩ３３７９对炎性反应的调控及作用机制仍不明确ꎮ
本研究主要探究 ＣｙｓＬＴ２ 受体抑制剂 ＨＡＭＩ３３７９ 对

ＬＰＳ 诱导小胶质细胞炎性反应的调控作用及其可能

的作用机制ꎬ以期为将来脑缺血损伤治疗药物的开

发提供新的方向ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 药物与试剂:ＣｙｓＬＴ２ 受体抑制剂 ＨＡＭＩ３３７９
(Ｃａｙｍａｎ 公司)ꎻＬＰＳ (Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻＤＭＥＭ 培

养基、胎牛血清(Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ ＣＣＫ￣８ 试剂盒(Ｄｏｊｉｎｄｏ
公司)ꎻ小鼠 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１０ ＥＬＩＳＡ 试剂盒(酶免

试剂盒商城)ꎻＢＣＡ 试剂盒(碧云天生物技术有限公

司)ꎻＩｂａ１ 抗体(Ｎｏｖｕｓ 生物制品公司)ꎻ ＰＫＣα、ＩＫＢα、
ＮＦ￣κＢ ｐ５０ 和 ｐ６５、β￣ａｃｔｉｎ 抗体(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎮ
１ １ ２　 细胞:小鼠小胶质瘤细胞系 ＢＶ￣２ (上海泽

叶生物有限公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞的培养与分组:于含有 １０％胎牛血清

的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ置于含有 ５％ ＣＯ２、３７ ℃恒温培

养箱中培养 ＢＶ￣２ 细胞ꎻ待细胞贴壁培养 ２４ ｈ 后ꎬ更
换成含有 ＬＰＳ 的完全培养基继续培养 ２４ ｈ 或

ＨＡＭＩ３３７９预培养 ３０ ｍｉｎꎮ 将 ＢＶ￣２ 分为 ６ 组:对照

组、ＬＰＳ (１００ ｎｇ / ｍＬ) 组、ＨＡＭＩ３３７９ ( ０ ０１、０ １ 和

１ μｍｏｌ / ｍＬ)组、ＬＰＳ＋ ＨＡＭＩ３３７９ 组ꎮ
１ ２ ２　 免疫荧光染色鉴定 ＢＶ￣２ 细胞:将 ＢＶ￣２ 细

胞接种至 ２４ 孔板ꎬ进行细胞爬片ꎬ置于恒温培养箱

中培养 ２４ ｈꎬ弃去培养基ꎬＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ向各孔加入

４％的多聚甲醛室温固定 ３０ ｍｉｎꎬ弃去固定液ꎬＰＢＳ
洗 ３ 次ꎻ加入 ０ ５％ Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ１００ 室温透化 ３０ ｍｉｎꎬ弃
去透化液ꎬ ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎻ 加入 １０％ 驴血清封闭

３０ ｍｉｎꎬ去封闭液ꎬ 加入 Ｉｂａ１ 山 羊 多 克 隆 抗 体

(１ ∶ ３００)ꎬ４ ℃过夜孵育ꎻ加入 Ｃｙ３ 标记的驴抗山羊

Ⅱ抗ꎬ３７ ℃恒温培养箱中孵育 １ ｈꎻＤＡＰＩ 染核液避

光复染 １５ ｍｉｎꎬ将盖玻片置于载玻片上ꎬ封片ꎬ荧光

倒置显微镜拍照观察ꎮ
１ ２ ３　 ＣＣＫ￣８ 法检测 ＢＶ￣２ 细胞的增殖率:取对数

增殖期的 ＢＶ￣２ 细胞制成细胞悬液ꎬ调整细胞浓度

并接种至 ９６ 孔板ꎬ５×１０３ 个 /孔ꎬ置于培养箱中贴壁

培养 ２４ ｈꎻ换成不含胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养 １６ ~
１８ ｈꎬ然后按照实验分组ꎬ加入 ＨＡＭＩ３３７９ 预培养

３０ ｍｉｎꎬ换成含有 ＬＰＳ 的培养基继续培养 ２４ ｈꎻ待培

养结束ꎬ向各孔加 １０ μＬ 的 ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ置于培养

箱中孵育 １ ｈꎬ用酶标仪测量各孔在 ４５０ ｎｍ 处的吸

光度 Ａ 值ꎬ并计算细胞的增殖率ꎮ
增殖率＝(Ａ实验组－Ａ空白组) / (Ａ对照组－Ａ空白组)
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１ ２ ４　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＢＶ￣２ 细胞上清液中细胞因子的

水平:取对数增殖期的 ＢＶ￣２ 细胞接种至 ６ 孔板ꎬ５×
１０４ 个 /孔ꎬ 置于培养箱中贴壁培养 ２４ ｈꎻ 加入

ＨＡＭＩ３３７９预培养 ３０ ｍｉｎꎬ换成含有 ＬＰＳ 培养基继续

培养 ２４ ｈꎻ 收集细胞上清液ꎬ １ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进行试

验ꎬ检测上清液中 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１０ 的含量ꎮ
１ ２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 ＰＫＣα、ＩＫＢα、ＮＦ￣κＢ ｐ５０
和 ｐ６５ 蛋白的表达:取对数增殖期的 ＢＶ￣２ 细胞接种

至 ６ 孔板ꎬ５ × １０４ 个 /孔ꎬ置于培养箱中贴壁培养

２４ ｈꎻ加药处理 ２４ ｈꎻ待培养结束后ꎬ收集细胞ꎬ加入

ＲＩＰＡ 液裂解细胞ꎬ１４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎻ取上

清液ꎬＢＣＡ 试剂盒测量蛋白的浓度ꎬ取 ３０ μｇ 蛋白液

与上样缓冲液(４ ∶ １)混合ꎬ１０％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离

蛋白ꎬ采用湿法转膜将目标蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ
脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ孵育 ＰＫＣα、 ＩＫＢα、 ｐ５０、 ｐ６５、
β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ １ ０００)兔多克隆抗体(１ ∶ １ ０００)ꎬ４ ℃过

夜ꎻ辣根过氧化酶标记山羊抗兔Ⅱ抗ꎬ室温孵育 １ ｈꎬ
ＥＣＬ 法化学发光ꎻ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白条带进行

吸光度值分析ꎮ
１ ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１９ ０ 软件对数据进行统计学分析ꎮ
所有数据以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ组间比较采用

单因素方差分析ꎮ

２　 结果

２ １　 ＢＶ￣２细胞的培养及鉴定

ＢＶ￣２ 细胞贴壁后ꎬ少部分呈分支状(图 １Ａ)ꎻ
ＢＶ￣２ 细胞经 ＬＰＳ 激活后胞体变大变圆ꎬ轴突增加ꎬ
呈阿米巴样 (图 １Ｂ)ꎻ用小胶质细胞特异的 Ｉｂａ１ 抗

体进行荧光染色ꎬ在荧光倒置显微镜下观察ꎬ细胞质

呈红色荧光ꎬ细胞核被染成蓝色(图 １Ｃ)ꎮ
２ ２　 ＨＡＭＩ３３７９对 ＬＰＳ诱导 ＢＶ￣２细胞增殖的影响

与对照组相比ꎬＬＰＳ 能够显著增加 ＢＶ￣２ 细胞的

增殖率(Ｐ<０ ０５)ꎻ与 ＬＰＳ 组相比ꎬ用 ＨＡＭＩ３３７９ 预

处理 ＢＶ￣２ 细胞 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ细胞的增殖率显著降低

(Ｐ<０ ０５)ꎬＬＰＳ＋ ＨＡＭＩ３３７９ (１ μｇ / ｍＬ)对 ＢＶ￣２ 细

胞增殖抑制作用最大(表 １)ꎮ

Ａ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＢＶ￣２ ｃｅｌｌｓꎻＢ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗｈｅｎ ＢＶ￣２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄꎻＣ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＢＶ￣２
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 １　 ＢＶ￣２细胞的形态学观察和免疫鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＶ￣２ ｃｅｌｌｓ
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表 １　 ＬＰＳ 和 ＨＡＭＩ３３７９ 对 ＢＶ￣２细胞增殖的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＬＰＳ ａｎｄ ＨＡＭＩ３３７９ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ￣
　 　 　 　 ｔｉｏｎ ｏｆ ＢＶ￣２(ｘ±ｓꎬ％ꎬ ｎ＝５)

ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ １ ０００

ＬＰＳ(１００ ｎｇ / ｍＬ) １ ７２２±０ ２０６∗

ＨＡＭＩ３３７９(０ ０１ μｇ / ｍＬ) １ ０１１±０ １３８＃

ＨＡＭＩ３３７９(０ １ μｇ / ｍＬ) ０ ９８５±０ ２０１＃

ＨＡＭＩ３３７９(１ μｇ / ｍＬ) １ １４３±０ ０８３＃

ＬＰＳ＋ ＨＡＭＩ３３７９(０ ０１ μｇ / ｍＬ) １ ０６２±０ ０６５＃

ＬＰＳ＋ ＨＡＭＩ３３７９(０ ０１ μｇ / ｍＬ) ０ ８５７±０ １３５＃

ＬＰＳ＋ ＨＡＭＩ３３７９(１ μｇ / ｍＬ) ０ ６５８±０ ０６９∗＃

∗Ｐ< ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ < ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ
ｇｒｏｕｐ.

２ ３　 ＨＡＭＩ３３７９ 对细胞上清液中炎性因子含量的

影响

与对照组相比ꎬＬＰＳ 能够显著增加细胞上清液

中 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 的含量ꎬ降低 ＩＬ￣１０ 的含量 (Ｐ <
０ ０５)ꎻ１μｇ / ｍＬ ＨＡＭＩ３３７９ 能够显著降低 ＩＬ￣１β 的

含量(Ｐ<０ ０５)ꎮ 与 ＬＰＳ 组相比ꎬＬＰＳ＋ ＨＡＭＩ３３７９
组 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 的含量显著降低ꎬＩＬ￣１０ 的含量显著

增加(Ｐ<０ ０５)(图 ２)ꎮ
２ ４　 ＨＡＭＩ３３７９ 对 ＬＰＳ 诱导 ＢＶ￣２ 细胞中 ＰＫＣα、
ＩＫＢα、ＮＦ￣κＢ ｐ５０、ｐ６５ 蛋白表达水平的影响

与对照组相比ꎬ ＬＰＳ 能够显著上调 ＰＫＣα、
ＩＫＢα、ｐ６５ 蛋白的表达(Ｐ<０ ０５)ꎬ但对 ｐ５０ 蛋白的

表达无显著性改变ꎻ与 ＬＰＳ 组相比ꎬＨＡＭＩ３３７９＋ＬＰＳ

组 ＰＫＣα、ＩＫＢα、ｐ５０ 和 ｐ６５ 蛋白的表达水平均显著

降低(Ｐ<０ ０５) (图 ３)ꎮ

３　 讨论

正常情况下ꎬ小胶质细胞呈分枝状ꎬ细长的突起

感受周围微环境变化ꎬ通过免疫监视、突触修剪及产

生神经营养因子如 ＢＤＮＦ、ＩＧＦ￣１ 调控神经元的分化

和凋亡ꎬ维持中枢神经系统动态平衡ꎮ 在脑缺血损

伤后ꎬ小胶质细胞迅速活化ꎬ由分枝状变成阿米巴

样ꎬ向损伤的中心区迁移ꎬ且释放大量的炎性因子如

白介素￣１β (ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬ ＩＬ￣１β)、肿瘤坏死因子￣
α(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)、ＩＬ￣６ 及细胞间细

胞黏附分子 ( ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅꎬ
ＩＣＡＭ)等ꎬ诱导炎性反应的发生ꎬ引起神经元的凋

亡[８]ꎮ 在该研究中ꎬ发现 ＬＰＳ 刺激 ＢＶ￣２ 细胞 ２４ ｈ
后ꎬ小胶质细胞的形态变为阿米巴样ꎬ呈激活状态ꎮ
已有的研究发现ꎬ核转录因子 κＢ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣
ｋａｐｐａ Ｂꎬ ＮＦ￣κＢ)、丝裂原活化蛋白激酶(ｍｉｔｏｇｅｎ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ＭＡＰＫ)、ｃ￣Ｊｕｎ 氨基末端激

酶(ｃ￣Ｊｕｎ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅꎬ ＪＮＫ)等信号通路参与

了脑缺血损伤的发生过程[９]ꎮ ＮＦ￣κＢ 是脑缺血损

伤后炎性反应发生的关键因子ꎬ脑缺血损伤发生后ꎬ
ＮＦ￣κＢ 信号被激活并转移至细胞核ꎬ促进 ＩＣＡＭ 的

表达及介导炎性因子的分泌ꎮ 另有研究发现ꎬＬＰＳ
能够诱导 ＢＶ￣２ 细胞的激活ꎬ茴香醇通过下调 ＮＦ￣κＢ
和 ＪＮＫ 信号通路ꎬ抑制 ＢＶ￣２ 细胞的活化ꎬ产生抗炎

作用[１０]ꎮ

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ △Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ
图 ２　 ＨＡＭＩ３３７９ 对细胞上清液中细胞因子释放的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＡＭＩ３３７９ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)
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Ａ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＫＣα ａｎｄ ｐ￣ＰＫＣαꎻ Ｂ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ５０ ａｎｄ ｐ６５ꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 ＨＡＭＩ３３７９ 对 ＢＶ￣２细胞中 ＰＫＣα、ＩＫＢα、ｐ５０ 和 ｐ６５ 蛋白的表达水平的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＡＭＩ３３７９ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＫＣαꎬ ＩＫＢαꎬ ｐ５０ ａｎｄ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＢＶ￣２ ｃｅｌｌｓ
　 　 　 (ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)

　 　 已有的研究证实ꎬＣｙｓＬＴ２ 受体介导了脑缺血

损伤后炎性反应及神经损伤的调控ꎮ 在氧和葡

萄糖剥夺的星形胶质细胞中ꎬＣｙｓＬＴ１ 和 ＣｙｓＬＴ２
受体表达上调ꎬ ＣｙｓＬＴ１ 受体促进细胞的增殖ꎬ
ＣｙｓＬＴ２ 受体介导细胞的凋亡 [１１] ꎮ 另外ꎬＬＰＳ 与

受体作用会诱导炎性反应的发生ꎻ在 ＬＰＳ 刺激的

ＢＶ￣２ 细胞中ꎬＣｙｓＬＴ２ 受体的表达上调并转移至

细胞核ꎬ促进炎性因子 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６ 的释

放ꎬ诱导神经元的凋亡ꎬ沉默 ＣｙｓＬＴ２ 能够逆转此

结果 [７] ꎮ 在 ＭＡＣＯ 法构建大鼠脑缺血损伤模型

中ꎬ腹腔注射 ＣｙｓＬＴ２ 拮抗剂 ＨＡＭＩ３３７９ 能够减

轻脑梗死体积ꎬ抑制炎性因子的释放ꎬ减轻神经

元的损伤 [１２] ꎮ
本研究发现ꎬＬＰＳ 能够刺激 ＢＶ￣２ 细胞的活化ꎬ

促进细胞的增殖ꎬ细胞上清液中 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 的含

量显著增加ꎬ炎性和免疫抑制因子 ＩＬ￣１０ 的分泌显

著降低ꎬ且 ＰＫＣα、ＩＫＢα 和 ｐ６５ 的表达也显著增加ꎻ
采用 ＣｙｓＬＴ２ 受体拮抗剂 ＨＡＭＩ３３７９ 单独处理 ＢＶ￣２
细胞ꎬ细胞因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１０ 的含量及 ｐ５０、ｐ６５ 的

表达改变均无统计学意义ꎬ但 ＩＬ￣１β 的含量显著降

低ꎻＨＡＭＩ３３７９ 预处理 ＢＶ￣２ 细胞 ３０ ｍｉｎꎬ再用 ＬＰＳ
处理 ＢＶ￣２ 细胞 ２４ ｈꎬＨＡＭＩ３３７９ 能够显著抑制 ＬＰＳ
诱导的细胞增殖ꎬ抑制细胞上清液中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β
的分泌ꎬ抗炎因子 ＩＬ￣１０ 的分泌增加ꎬ且抑制 ＰＫＣα、
ＩＫＢα、ｐ５０、ｐ６５ 蛋白的表达ꎻ由此可知ꎬＬＰＳ 通过活

化 ＰＫＣα / ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ促进炎性因子的释放ꎬ
诱导炎性反应ꎮ

综上所述ꎬＨＡＭＩ３３７９ 能够抑制 ＬＰＳ 诱导的小

胶质细胞增殖ꎬ抑制促炎因子的释放ꎻ其作用机制

是 ＨＡＭＩ３３７９ 通过抑制 ＰＫＣα / ＮＦ￣κＢ 信号通路的

活化ꎬ抑制 ＬＰＳ 与其受体的相互作用ꎬ发挥抗炎

作用ꎮ
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新闻点击

轻微脑损伤会损害嗅觉

发表在«脑损伤»杂志上一篇加拿大蒙特利尔大学领头的研究显示ꎬ轻度的脑震荡能暂时影响嗅觉并触发长期焦虑ꎮ
这项研究发现ꎬ意外事故造成的轻微脑震荡ꎬ比如从自行车上摔下来ꎬ摔倒在滑雪道上ꎬ或滑冰摔倒ꎬ总之是撞到了头部ꎬ

都可能会产生嗅觉的短期障碍ꎬ同时伴随出现焦虑ꎮ 蒙特利尔大学的研究人员说ꎬ很多人在他们生命中的某个时候会有轻微

的脑震荡ꎬ如果意识到有嗅觉障碍应该及时告诉医生ꎮ
这项研究包括 ２０ 例轻微脑震荡患者和 ２２ 名四肢瘫痪但无脑震荡的对照组ꎮ 在 ２４ ｈ 内ꎬ有半数以上的轻度脑震荡患者

出现嗅觉减退ꎮ 一年后ꎬ脑震荡患者的嗅觉恢复正常(大部分在 ６ 个月内)ꎬ但他们的焦虑率明显高于对照组(６５％)ꎮ 研究人

员说ꎬ患者报告任何嗅觉丧失是很重要的ꎬ因为这会引起医生的重视ꎬ进行更密切的随访ꎬ以了解嗅觉和焦虑的丧失是否持

续ꎬ这将有助于确定脑震荡的严重程度ꎮ

刘晓荻　 译

薛惠文　 编
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