
　　作者单位：１００７３０　中国医学科学院／北京协和医学院北京协和医

院中医科（万瑾舒、南凤尾、张孟仁）；１００７３０　北京，中国医学科学院

基础医学研究所协和细胞资源中心（顾蓓、刘玉琴）

通讯作者：张孟仁，主任医师，博士生导师，电子信箱：ｘｈｚｈｍｒ＠

１６３．ｃｏｍ

小檗碱通过 ＮＦ－κＢ相关通路抑制 ＡＧＥｓ诱导的
小鼠小胶质细胞活化的实验研究

万瑾舒　顾　蓓　刘玉琴　南凤尾　张孟仁

摘　要　目的　探讨小檗碱对 ＡＧＥｓ诱导的小鼠小胶质细胞活化的干预作用和机制。方法　将细胞分为 ＣＯＮ组、ＡＧＥｓ组、

小檗碱和 ＢＳＡ阴性对照组，ＭＴＴ法检测细胞活力，倒置相差显微镜下观察细胞的形态变化，ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液中 ＴＮＦ－α
的分泌情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞内 ＣＤ６８、ＲＡＧＥ、ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白的表达。结果　ＡＧＥｓ在不改变细胞活力的情况下，对小

胶质细胞的形态有改变作用，并且可以显著上调细胞上清液中的炎性细胞因子 ＴＮＦ－α的分泌量（Ｐ＝０．０００），增加 ＣＤ６８、ＲＡＧＥ

及 ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白的表达（Ｐ＜０．０５）。小檗碱可以改善 ＡＧＥｓ诱导的小胶质细胞形态改变，显著下调小鼠小胶质细胞 ＣＤ６８和

ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白的表达（Ｐ＜０．０５），对 ＴＮＦ－α的分泌量没有影响。结论　小檗碱可以抑制 ＡＧＥｓ诱导的小鼠小胶质细胞的活

化，其作用可能与 ＮＦ－κＢ介导的炎性信号通路有关。
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　　神经炎性反应是糖尿病认知功能下降的重要机
制，减轻或有效抑制炎性反应可能是防治糖尿病认知

功能障碍的重要途径
［１～３］

。有研究表明，高糖状态下，

体内炎性因子水平的升高可能与小胶质细胞中非酶糖

基化产生过多的晚期糖基化终末产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａ
ｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ），从而引发晚期糖基化终末产
物受体（ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，

ＲＡＧＥ）相关的胞内炎性信号通路有关［４，５］
。ＡＧＥｓ可

以与细胞表面 ＲＡＧＥ结合，激活胞内炎症信号通路并
产生活性氧，同时，核转录因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－
ｋａｐｐａＢ，ＮＦ－κＢ）磷酸化后入核，启动下游基因转录，
进而诱发炎症，导致炎性因子肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、白细胞介素 －６（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ－６，ＩＬ－６）的释放，从而对神经细胞造成损伤［６，７］

。

黄连（ＲｈｉｚｏｍａＣｏｐｔｉｓ），属毛茛科、黄连属多年生
草本植物，是笔者课题组自拟中药复方脑复聪的主

要成分之一，现代药理研究表明其具有抗炎、抗氧化、

降糖、降脂等作用，小檗碱（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ）是其主要的有
效成分之一。本研究通过研究小檗碱对 ＡＧＥｓ诱导
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小胶质细胞活化后引发的炎性反应的作用，探讨小檗

碱在糖尿病认知功能障碍中发挥神经保护作用的可

能机制。

材料与方法

１．材料：小鼠小胶质 ＢＶ－２细胞细胞株购自北
京协 和 医 学 院 基 础 学 院 细 胞 中 心，编 号：

３１１１Ｃ０００１ＣＣＣ００００６３。ＲＰＭＩ－１６４０液体培养基、胎
牛血清（ＦＢＳ）、ＭＴＴ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），盐酸小檗碱
（百灵威科技有限公司），ＡＧＥｓ蛋白质（北京博奥森
有限公司），ＤＭＳＯ（北京化工厂），Ａｎｔｉ－ＣＤ６８抗体
（ａｂ５３４４４，英国 Ａｂｃａｍ公司），Ａｎｔｉ－ＲＡＧＥ抗体
（ａｂ１８１２９３，英国 Ａｂｃａｍ公司），ｐＮＦ－κＢｐ６５抗体
（＃３０３３Ｔ，美国 ＣＳＴ公司），ＴＮＦ－αＥＬＩＳＡ试剂盒（美
国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），ＡＧＥｓ－ＢＳＡ（美国 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公
司），Ｔｒｉｓ、ＡＰＳ、ＳＤＳ、ＴＥＭＥＤ、Ｔｗｅｅｎ－２０、丙氨酰胺、
甘氨酸、甲叉双丙烯酰胺、丽春红（美国 Ｓｉｇｍａ公司），
ＥＣＬＰｌｕｓ超敏发光液（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），羊抗兔
ＨＲＰ标记的二抗、羊抗大鼠 ＨＲＰ标记的二抗（美国
Ｊａｃｋｓｏｎ公司）。倒置相差显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司），ＥＬＸ８００酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司），全自动多
功能酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＣＯ２培养箱（美国
Ｆｏｒｍａ３１１１公司），自动洗板机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司），
电热恒温培养箱（中国 ＤＨ４０００Ａ），ＧＬ－８０２Ｂ微型台
式真空泵、ＭＩＮＩｓｈａｋｅｒ、摇床（中国其林贝尔公司），
台式冷冻离心机（中国湘仪公司），电泳仪、转膜仪

（中国 Ｊ－ＭＡＸ公司）。
２．方法：（１）细胞培养：小鼠小胶质细胞 ＢＶ－２

以含 １０％ＦＢＳ的 ＲＰＩＭ１６４０培养基培养在 ３７℃含
５％ＣＯ２的细胞培养箱内，隔日换液 １次，隔 ２～３日
传代一次（细胞长至 ７０％ ～８０％时传代）。（２）细胞
给药与分组：取对数生长期 ＢＶ－２细胞以 ３×１０４／ｍｌ
的密度接种于６孔培养板，待细胞贴壁后，吸弃旧培
养基，然后按分组更换培养基后继续培养约２４ｈ后继
续后续实验，（３）分组情况：Ｃｏｎ组培养基为无血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基，ＡＧＥｓ组为无血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基 ＋ＡＧＥｓ（终浓度为 ３００μｇ／ｍｌ），小檗碱组更换为
１０μｍｏｌ／Ｌ小檗碱预处理 １ｈ后再更换为 ３００μｇ／ｍｌ
ＡＧＥｓ培养基培养 ２３ｈ，ＢＳＡ阴性对照组为无血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基 ＋ＢＳＡ（终浓度为 ３００μｇ／ｍｌ）。（４）
细胞形态观察及 ＥＬＩＳＡ检测：更换培养基继续培养
２４ｈ后倒置相差显微镜下观察各组细胞形态学变化
并摄片。细胞形态观察结束后提取细胞上清液，采用

ＴＮＦ－αＥＬＩＳＡ试剂盒检测各组细胞上清液中 ＴＮＦ－

α含量。（５）细胞活力检测：取对数生长期ＢＶ－２细
胞以３×１０３／孔的密度接种于９６孔培养板中，每孔加
含１０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基约 １００μｌ，每组设 ８
个平行孔，外周 １圈空白孔内加 １００μｌ０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ做空白对照，细胞贴壁后按上述实验分组给药继
续培养 ２４ｈ后采用 ＭＴＴ对细胞活力进行检测，选择
５７０ｎｍ波长在酶联免疫检测仪上测定各孔吸光度
（Ａ）值，记录并分析结果。（６）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对各组细胞中 ＣＤ６８、ＲＡＧＥ、
ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白进行检测，蛋白相对表达量用各目
的蛋白灰度值与相应内参（ａｃｔｉｎ）灰度值的比值
表示。

３．统计学方法：所有实验均重复３次以上，数据采
用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数据进行统计分析，分析
前采用 ＯｎｅＳａｍｐｌｅ方差同质性检验，符合正态分布的
数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）描述，多组独立样本的
比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）；两组间
相互比较：满足方差齐性时用 ＬＳＤ检验，不满足方差齐
性时用 Ｔ２检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．小檗碱对小胶质细胞 ＢＶ－２形态的改变：显

微镜下可见：常规对照组细胞 ５０％ ～６０％贴壁良好，
胞体呈梭状或三角状，约 ４０％悬浮生长。ＡＧＥｓ组细
胞贴壁数量较 Ｃｏｎ组增多，约 ７０％ ～８０％贴壁，部分
细胞活化为胞体较大、突起缩短的阿米巴样类巨噬细

胞（图１）。ＢＳＡ对照组与 Ｃｏｎ组比较悬浮细胞比例
相似，并且没有出现阿米巴样细胞，提示 ＡＧＥｓ对小
胶质细胞形态的改变与其蛋白属性无关。小檗碱组

较 ＡＧＥｓ组阿米巴样细胞数目减少，多为梭形或三角
状细胞，提示小檗碱对 ＡＧＥｓ导致的形态学改变有一
定的恢复作用。

２．小檗碱对小胶质细胞 ＢＶ－２细胞活力的影
响：与 Ｃｏｎ组比较，ＡＧＥｓ组、小檗碱组及 ＢＳＡ组与
Ｃｏｎ组之间 Ａ值比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞
００５），详见图２。

３．小檗碱对小胶质细胞上清液中 ＴＮＦ－α分泌量
的影响：与 Ｃｏｎ组比较，ＡＧＥｓ组上清液中 ＴＮＦ－α分
泌量显著升高（Ｐ＝０．０００）；与 ＡＧＥｓ组比较，小檗碱组
细胞上清液中 ＴＮＦ－α分泌量差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；与Ｃｏｎ组比较，ＢＳＡ阴性对照组上清液中ＴＮＦ－α
分泌量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），详见图３。

４．小檗碱对小胶质细胞 ＣＤ６８、ＲＡＧＥ、ｐＮＦ－κＢ
ｐ６５蛋白表达的影响：与 Ｃｏｎ组比较，ＡＧＥｓ组小胶质
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图 １　不同培养条件下小胶质细胞倒置相差显微镜下形态观察（×４０）
Ａ．Ｃｏｎ组；Ｂ．３００μｇ／ｍｌＡＧＥｓ组；Ｃ．小檗碱组；Ｄ．ＢＳＡ对照组

　

图 ２　各组小胶质细胞 ＢＶ－２细胞活力比较（ｎ＝２４）
Ａ．Ｃｏｎ组；Ｂ．３００μｇ／ｍｌＡＧＥｓ组；Ｃ．小檗碱组；Ｄ．ＢＳＡ对照组

　

图 ３　不同组小胶质细胞上清液中 ＴＮＦ－α分泌量（ｎ＝４）
Ａ．Ｃｏｎ组；Ｂ．３００μｇ／ｍｌＡＧＥｓ组；Ｃ．小檗碱组；Ｄ．ＢＳＡ对照组

　

细胞中 ＣＤ６８、ＲＡＧＥ及 ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白的表达量
均明显升高（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），小檗碱组
ＣＤ６８、ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白的表达量均较 ＡＧＥｓ组显著
下降（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），ＲＡＧＥ蛋白的表达量与
ＡＧＥｓ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），详见
图４。

讨　　论
多项研究表明，ＡＧＥｓ与糖尿病认知功能障碍关

系密切，２型糖尿病认知功能障碍患者血清 ＡＧＥｓ水
平明显高于糖尿病非认知功能障碍患者

［８，９］
。ＡＤ样

变病理改变是认知功能障碍的重要病理基础，ＡＧＥｓ
与 ＡＤ样病理改变的发生、发展亦关系密切。ＡＧＥｓ
不仅常与 Ａβ共同沉积在 ＡＤ患者／动物模型神经细
胞外，同时参与并增加 Ａβ的错误折叠［１０］

。另外，

Ａβ－ＡＧＥｓ复合物可通过 ＲＡＧＥ相关信号通路加重
Ａβ的神经毒性作用 ［１１］

。Ｔａｕ蛋白过度磷酸化方面，

图 ４　小檗碱对小胶质 细胞 ＣＤ６８、ＲＡＧＥ、

ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达的影响
　

在 ＡＤ患者的神经原纤维缠结处同样可检测到 ＡＧＥｓ
的表达，另外，ＡＧＥｓ亦可通过 ＲＡＧＥ介导的糖原合
成酶３（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３，ＧＳＫ－３）激活诱导
ＡＤ样 ｔａｕ蛋白改变［１２］

。上述研究均表明ＡＧＥｓ与糖
尿病认知功能障碍关系密切，在认知功能障碍发病过

程中发挥重要作用，故本研究选用 ＡＧＥｓ为小胶质细
胞激活剂，模拟高糖状态下神经系统的炎症激活后的

细胞状态。预实验过程中通过观察不同浓度下小胶

质细胞细胞形态学变化、ＭＴＴ、细胞免疫荧光及
ＥＬＩＳＡ检测结果，同时结合相关文献报道，笔者最终
采用了 ３００μｇ／ｍｌ作为 ＡＧＥｓ实验干预浓度。

有研究表明，ＡＧＥｓ可以与细胞表面 ＲＡＧＥ结
合，激活胞内炎症信号通路并产生活性氧，同时，

ＮＦ－κＢ磷酸化后入核，启动下游基因转录，进而诱
发炎症，导致炎性因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６的释放［４，５］

。

本实验结果显示 ＡＧＥｓ能显著上调小鼠小胶质细胞

表面白细胞分化抗原 ６８（ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ６８，
ＣＤ６８）、ＲＡＧＥ、ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白的表达，增加炎性
因 子 ＴＮＦ－α的分泌量。本实验的研究结果与其相
一致。但 ＡＧＥｓ诱导的小胶质细胞激活及炎性因子
释放其具体机制到底是 ＡＧＥｓ直接激活小胶质细胞
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导致 ＣＤ６８的表达增高，从而激活 ＲＡＧＥ／ＮＦ－κＢ通
路，增加炎性因子的释放还是 ＡＧＥｓ与其受体 ＲＡＧＥ
结合激活其下游 ＮＦ－κＢ通路激活使炎性因子升高
从而导致小胶质细胞的激活尚不清楚。该信号转导

通路中各信号分子之间相互影响的具体过程及机制

尚待进一步分子生物学研究阐明。

根据认知障碍的中医病因病机特点及治疗认知

障碍的临床经验并参考现代药理学的研究，笔者设计

的中药复方脑复聪临床应用对脾肾亏虚、痰浊血瘀型

轻度认知功能障碍的患者有良好疗效
［６］
。既往研究

表明脑复聪能够增加海马 ＣＡ１区胰岛素样生长因
子 －１（ＩＧＦ－１）的含量，下调糖尿病认知功能障碍大
鼠海马 ＣＡ１区 ＮＦ－κＢ的表达水平、有效抑制高糖
条件下小鼠小胶质细胞的活化，ＮＦ－κＢ的活力及
ＮＦ－κＢｐ６５的表达，显著下调 ＢＶ－２上清液中的
ＩＬ－６、ＴＮＦ－α蛋白和 ＢＶ－２中 ＩＬ－６－ｍＲＮＡ、
ＴＮＦ－α－ｍＲＮＡ的表达［６，７］

。

黄连作为该复方的组成药物之一，其主要有效

成分小檗碱在脑缺血、阿尔茨海默病、帕金森病、多

发性硬化、糖尿病认知功能障碍等多种中枢神经损

伤性疾病中均能起到一定的神经保护作用
［１３］
。因

此，本实验选用中药黄连的有效成分小檗碱作为研

究药物。综合小檗碱对小胶质细胞活化的抑制作

用及其对炎性因子 ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白的下调作用，
参考文献［１４～１６］，本研究最终采用了 １０μｍｏｌ／Ｌ
的作用浓度。

本实验研究结果显示小檗碱对 ＡＧＥｓ导致的细
胞上清液中 ＴＮＦ－α的升高无明显降低作用，这与于
希忠等

［１７］
和 Ｌｕ等［１８］

所报道的小檗碱能抑制炎性反

应、降低 ＴＮＦ－α含量的研究结果不一致，推测实验
结果不一致的原因可能为小檗碱预处理时间不足或

者更换培养基的过程使得细胞上清液中能降低

ＴＮＦ－α的有效成分流失有关。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
结果显示，小檗碱可以显著下调 ＡＧＥｓ培养的小胶质
细胞 ＣＤ６８和 ｐＮＦ－κＢｐ６５蛋白的表达，说明小檗碱
可以抑制３００μｇ／ｍｌＡＧＥｓ培养条件下小鼠小胶质细
胞的活化，其原因可能与其调控 ＮＦ－κＢ相关信号通
路有关。

本研究结果提示小檗碱可以通过抑制 ＡＧＥｓ诱
导的小鼠小胶质细胞的活化发挥神经保护作用，但具

体机制尚待进一步实验明确，希望能为探讨小檗碱作

为糖尿病认知功能障碍的防治药物的可能机制及潜

在靶点提供参考。
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