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摘要： 目的　 研究益智对小胶质细胞表型转化的调节作用。 方法　 采用 ＬＰＳ 诱导建立 Ｍ１ 型小胶质细胞模型， 通过检

测 Ｍ１ 和 Ｍ２ 型小胶质细胞标记物表达， 初步证实益智提取物可抑制 ＬＰＳ 诱导的 Ｍ１ 型小胶质细胞的过度活化并促进

其向 Ｍ２ 型的转化。 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ 转染实验敲低 ＢＶ２ 细胞中 ＴＲＥＭ２ 蛋白表达， 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 Ｍ１、 Ｍ２ 型细胞

标志物的 ｍＲＮＡ 表达， 免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法进一步验证 Ｍ１、 Ｍ２ 型细胞标志物的表达以及 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相

关蛋白表达。 结果 　 与对照组比较， ＬＰＳ 处理的 ＢＶ２ 细胞 Ｍ２ 型标记物 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 与蛋白表达降低 （Ｐ＜
０ ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， 益智组 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达与蛋白升高 （Ｐ＜０ ０１）。 抑制 ＴＲＥＭ２ 蛋白表达后， 与转染对

照组比较， 转染实验组 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 与蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 与蛋白表达

升高 （Ｐ＜０ ０１）。 在无转染 ＴＲＥＭ２ 中， 给予益智提取物共培养后， ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， 而在

抑制 ＴＲＥＭ２ 蛋白表达后， ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结论　 益智可以通过 ＴＲＥＭ２ 受体蛋

白激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 调节 Ｍ１ 和 Ｍ２ 型小胶质的表型转化， 改善神经炎症。
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　 　 小胶质细胞在神经系统性疾病的发生、 发展和终止过

程中起着重要调节作用， 活化的小胶质细胞有 Ｍ１ 型 （促
炎性） 和 Ｍ２ 型 （抗炎型） ２ 种表型［１］ 。 Ｍ１ 型小胶质细胞

会诱导肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 一氧化氮 （ＮＯ）、 一氧

化氮合酶 （ｉＮＯＳ） 等促炎细胞因子及促炎蛋白释放量的增

加， 它们均为 Ｍ１ 型小胶质细胞激活的标记物［２⁃３］ 。 活化的

Ｍ２ 型小胶质细胞会促进抗炎介质白细胞介素⁃１０ （ ＩＬ⁃１０）、
精氨酸酶⁃１ （Ａｒｇ⁃１） 等以及神经营养因子的表达， 从而促

进神经系统的恢复和重塑进行神经保护， 这些蛋白也均为

Ｍ２ 型小胶质细胞标记物［４⁃７］ ， 且这些促炎和抗炎介质的水

平反应了小胶质细胞的激活状态。 在正常生理条件下， 小

胶质细胞呈现一种相对静止的监测表型， 然而当免疫稳态

受到干扰或神经炎症发生时， 小胶质细胞就会进行无数次

涉及细胞表型的调节过程， 并分泌多种细胞因子以反映脑

内状态［８⁃１０］ 。 研究表明， 益智提取物可以通过抑制神经炎

症发挥神经保护作用［１１⁃１６］ 。 但目前没有关于益智是否可

以抑制 Ｍ１ 型小胶质细胞活化并促进 Ｍ２ 型小胶质细胞激

活的相关研究。 故本实验以益智为研究对象， 探讨其对小

胶质细胞表型转化的调节作用， 以期为其深入研究提供

参考。
１　 材料

１ １　 药物　 益智购于北京同仁堂辽宁药店有限责任公司，

产地海南， 生产厂家为亳州市京皖中药饮片厂， 经沈阳药

科大学功能食品与葡萄酒学院贾英教授鉴定为 Ａｌｐｉｎｉａ
ｏｘｙｐｈｙｌｌａ Ｍｉｑ． 的干燥成熟果实。
１ ２　 细胞　 小鼠神经胶质细胞 ＢＶ２ 由沈阳药科大学续繁

星老师提供。
１ ３　 试剂 　 ＤＭＥＭ 高糖培养基、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、
放射性免疫沉淀分析 （ ＲＩＰＡ） 裂解液、 苯甲基磺酰氯

（ＰＭＳＦ） 蛋白酶抑制剂、 蛋白磷酸酶抑制剂复合物 （ ×
１００）、 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）
快速配制试剂盒、 超敏 ＥＣＬ 发光剂、 ＢＳＡ、 脂多糖 （ＬＰＳ）
购自大连美仑生物技术有限公司 （批号 ＭＡ０２１２、 ＭＡ００８２、
ＭＡ０１５３、 ＭＡ０００１、 ＭＢ１２７０７⁃１、 ＭＡ０１５９、 ＭＡ０１８６、
ＭＢ４２１９、 ＭＢ５１９８）； 上样缓冲液 （５×） 购自上海碧云天生

物技术有限公司 （批号 Ｐ００１５Ｌ）； Ａｒｇ⁃１ 抗体、 磷酸肌醇⁃
３⁃激酶 （ＰＩ３Ｋ） 抗体、 蛋白激酶 （Ａｋｔ） 抗体、 磷酸化蛋

白激酶 （ ｐ⁃Ａｋｔ） 抗体购自美国 ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ 公司 （批号

６６１２９⁃１⁃Ｉｇ、 ６７１２１⁃１⁃Ｉｇ、 ６０２０３⁃２⁃Ｉｇ、 ６６４４４⁃１⁃Ｉｇ）； 钙离子

结合受体分子⁃１ （ Ｉｂａ⁃１） 抗体、 ｉＮＯＳ 抗体、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、
ＦＩＴＣ 山羊抗兔、 ＣＹ３ 山羊抗兔、 ４８８ 山羊抗兔购自英国

Ａｂｃａｍ 公司 （批号 ａｂ１７８８４６、 ａｂ１７８９４５、 ａｂ８２２６、 ａｂ６７１７、
ａｂ６９３９、 ａｂ１５００７７）； ｓｉＲＮＡ 转染试剂购自长春金传科技有

限公司 （批号 Ｒ１９４２５０１５）。
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１ ４　 仪器 　 ＣＯ２ 恒温培养箱、 生物超净工作台、 Ｓｐｅｃｔｒａ
Ｍａｘ Ｍ２ 型多功能酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 冷冻离心

机、 高压灭菌锅 （长沙市湘仪离心机仪器有限公司）； 转

膜装置、 电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２ １　 益智提取物制备　 取益智粉碎， 过 ４ 号筛， ９５％ 乙醇

回流提取 ３ 次 （液料比 １０ ∶ １）， 每次 ２ ｈ， 用八层纱布过

滤提取液， 减压旋蒸、 干燥， 得益智干燥浸膏， 得率

１６ ４７％ ， 于凉暗处保存。 取适量浸膏溶于无菌磷酸盐缓冲

液 （ＰＢＳ） 中， 制成质量浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ （生药量） 的溶

液， 分装于 ０ ５ ｍＬ ＥＰ 管中， － ２０ ℃ 避光储存。 取适量

ＬＰＳ 溶于 ＤＭＳＯ 中， 制成质量浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 分

装于 ０ ５ ｍＬ ＥＰ 管中， －２０ ℃避光保存。
２ ２　 细胞培养　 将于－８０ ℃或液氮中冷冻保存的 ＢＶ２ 小胶

质细胞复苏后， 取细胞培养瓶于显微镜下观察， 当 ＢＶ２ 细

胞贴壁生长至培养瓶底面积的 ９０％ 时进行传代， 传代后于

细胞培养箱中培养。 选择生长状态良好的细胞冷冻保存，
条件为 ４ ℃ ３０ ｍｉｎ， －２０ ℃ １ ｈ， －８０ ℃冷冻。 以复苏后的

细胞作为第一代细胞， 选择第 ３ ～ １５ 代 ＢＶ２ 小胶质细胞进

行实验。
２ ３　 ＭＴＴ 法检测细胞活力　 取 ＢＶ２ 细胞， 以 １×１０４ ／ ｍＬ 密

度接种于无菌 ９６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ。 待细胞长至 ９６ 孔板

底面积的 ７０％ 时， 设置对照组、 模型组和给药组， 每组 ３
个复孔， 继续培养 ４ ｈ， 除对照组外， 每孔均加入 ５ ｍｇ ／ ｍＬ
ＬＰＳ， 使其质量浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ， 继续培养 ２４ ｈ。 收集细

胞， 给 药 组 加 入 １００、 ５０、 ２５、 １２ ５、 ６ ２５、 ３ １２５、
１ ５６２ ５ μｇ ／ ｍＬ 益智提取物溶液。 作用 ２４ ｈ 后每孔均加入

２０ μＬ ＭＴＴ （ ５ ｍｇ ／ ｍＬ） 培养 ４ ｈ， 加入 １００ μＬ 由 ＳＤＳ
１０ ｇ、 异丁醇 ５ ｍＬ、 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ ０ １ ｍＬ 配制的溶液， 于

细胞培养箱中培养过夜。 次日， 将 ９６ 孔板放在摇床上快速

振荡 ５ ｍｉｎ， 待紫色结晶充分溶解， 于 ５７０ ｎｍ 波长处检测

吸光度， 计算细胞存活率。
２ ４　 Ｇｒｉｅｓｓ 比色法检测 ＮＯ 水平　 按 “２ ３” 项下方法处理

并收集细胞。 取每孔细胞上清液 ５０ μＬ 转移至另一无菌 ９６
孔板中。 设置标准曲线组， 将 ３×９ 个孔分别加入 ５０ μＬ 细

胞完全培养液， 每孔均加入不同体积的标准液， 标准曲线

组浓度梯度分别为 ０、 １、 ２、 ５、 １０、 ２０、 ４０、 ６０、 １００
μｍｏｌ ／ Ｌ。 每孔按顺序加入 ５０ μＬ ２ 种显色液， 于 ５４０ ｎｍ 波

长处检测吸光度。
２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｉＮＯＳ、 Ａｒｇ⁃１、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ
蛋白表达　 取 ＢＶ２ 细胞， 以 ５×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于无菌 ６
孔板中， 培养 ２４ ｈ。 按 “２ ３” 项下方法处理并收集细胞，
加入 ＲＩＰＡ 裂解液， 每孔 １００ μＬ， 收集蛋白上清液， 使用

ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒将各组蛋白浓度调整一致， 加上样缓

冲液混合均匀， 沸水加热 ３～ ５ ｍｉｎ 使蛋白变性。 将蛋白经

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后转移至 ＮＣ 膜或 ＰＶＤＦ 膜上。 ５％ 脱脂牛

奶封闭 ２ ｈ， 加入 ｉＮＯＳ （１ ∶ １ ０００）、 Ａｒｇ⁃１ （１ ∶ ５ ０００）、
Ａｋｔ （１ ∶ ８００）、 ｐ⁃Ａｋｔ （１ ∶ ８００）、 ＰＩ３Ｋ （１ ∶ １ ０００）、 β⁃

ａｃｔｉｎ （１ ∶ ２ ５００） 一抗 ４ ℃孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加

入相应二抗室温孵育 １ ５ ～ ２ ｈ， 洗涤 ３ 次。 显影、 定影、
冲洗、 晾干， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 对各组条带进行分析， 计

算蛋白相对表达量。
２ ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α 水平　 按 “２ ３” 项下方

法处理并收集细胞， 使用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒定量， 按照

相关试剂盒说明书检测 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２ ７　 细胞免疫荧光法检测 Ｉｂａ⁃１、 Ａｒｇ⁃１ 水平 　 取 ＢＶ２ 细

胞， 以 １×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于无菌 ６ 孔板中， 待细胞长至

９６ 孔板底面积的 ６％ 时， 按 “２ ３” 项下方法处理并收集细

胞， 去除上清液后每孔加入 １ ｍＬ ＰＢＳ， 清洗细胞 ２ 次。 ４％
多聚甲醛透化， ＰＢＳ 清洗 ３ 次。 室温下加入 ５％ 牛血清白蛋

白 （ＢＳＡ） 封闭细胞 １ ｈ， 每孔加入 １００ μＬ Ｉｂａ⁃１ （ １ ∶
３００）、 Ａｒｇ⁃１ （１ ∶ ４００） 抗体， ４ ℃ 孵育过夜， 清洗 ３ 次。
每孔加入 １００ μＬ 二抗稀释液 （１ ∶ ３００）， 室温作用１ ｈ。 在

暗室中， 载玻片上滴加含 ＤＡＰＩ 的抗荧光衰减剂 ２ 滴， 取

出爬片， 倒扣至抗荧光衰减剂上， 避光条件下使用正置荧

光显微镜观察、 拍照。
２ ８　 髓样细胞表达触发受体⁃２ （ＴＲＥＭ２） 转染实验 　 取

ＢＶ２ 细胞， 以 １×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于无菌 ６ 孔板中， 每孔

加入完全培养基 ２ ｍＬ， 培养 ２４ ｈ， 待细胞密度为 ６０％ 时，
将完全培养液更换为基础培养基， 继续培养 ４ ｈ。 设置对照

组、 ＬＰＳ 组、 益智组 （益智提取物 ＋ ＬＰＳ）、 转染对照组

（ＮＣ＋益智提取物＋ＬＰＳ）、 转染实验组（５ μＬ ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ＋
益智提取物 ＋ＬＰＳ）。 按照相关试剂盒说明书操作， 培养

４ ｈ， 加 入 ＬＰＳ （ ５ ｍｇ ／ ｍＬ） 使 每 孔 ＬＰＳ 质 量 浓 度 为

１ μｇ ／ ｍＬ， 继续培养 ２４ ｈ， 去除细胞培养液， 收集细胞用

于实验。
２ ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、 Ｉｂａ⁃１ ｍＲＮＡ 表

达　 按 “２ ３” 项下方法处理并收集细胞， 益智给药质量浓

度为 １００ μｇ ／ ｍＬ， 每个浓度设置 ３ 个复孔。 按照试剂盒说

明书提取细胞总 ＲＮＡ 并合成 ｃＤＮＡ， 反应体系为 ９５ ℃
３５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）
２５１ｓｉＴＲＥＭ２ 正向 ＧＡＧＧＧＵＧＵＣＡＵＧＵＡＣＵＵＡＵＴＴ

反向 ＡＵＡＡＧＵＡＣＡＵＧＡＣＡＣＣＣＵＣＴＴ
４１１ｓｉＴＲＥＭ２ 正向 ＧＡＵＧＡＣＡＣＣＣＵＵＧＣＵＧＧＡＡＴＴ

反向 ＵＵＣＣＧＣＡＡＧＧＧＵＧＵＣＡＵＣＴＴ
４３０ｓｉＴＲＥＭ２ 正向 ＣＣＧＵＣＡＣＣＡＵＣＡＣＵＣＵＧＡＡＴＴ

反向 ＵＵＣＡＧＡＧＵＧＡＵＧＧＵＧＡＣＧＧＴＴ
ＩＬ⁃１０ 正向 ＣＴＴＡＣＴＧＡＣＴＧＧＣＡＴＧＡＧＧＡＴＣＡ

反向 ＧＣＡＧＣＴＣＴＡＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧＧ
ＴＮＦ⁃α 正向 ＣＡＧＧＣＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣ

反向 ＣＧＡＴＣＡＣＣＣＣＧＡＡＧＴＴＣＡＧＴＡＧ
Ａｒｇ⁃１ 正向 ＣＴＣＣＡＡＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＴＴＡＧＡＧ

反向 ＧＧＡＧＣＴＧＴＣＡＴＴＡＧＧＧＡＣＡＴＣＡ
Ｉｂａ⁃１ 正向 ＣＴＴＧＡＡＧＣＧＡＡＴＧＣＴＧＧＡＧＡＡ

反向 ＧＧＣＡＧＣＴＣＧＧＡＧＡＴＡＧＣＴＴＴ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

反向 ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ
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２ １０　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行处理，
数据以 （ ｘ± ｓ） 表示， 多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。
３　 结果

３ １　 益智提取物对 ＢＶ２ 细胞活力的影响　 如图 １ 所示， 在

０～１００ μｇ ／ ｍＬ 范围内， 益智提取物对 ＢＶ２ 细胞的存活率无

影响。 因此， 选择 ０～１００ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内的益智提取物

进行实验。

图 １　 益智提取物对 ＢＶ２ 细胞活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ２　 益智提取物对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 ＮＯ 水平的影响　
如图 ２ 所示， 与对照组比较， １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 处理的 ＢＶ２ 细

胞中 ＮＯ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， ３ １２５ ～ ２５
μｇ ／ ｍＬ 益智提取物对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞释放的 ＮＯ 无抑

制作用， 当质量浓度为 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 时， 可抑制 ＮＯ 释

放 （Ｐ＜０ ０１）， 并呈剂量依赖性。 提示益智提取物可抑制

ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞中 ＮＯ 的释放。 因此， 选择 ５０、 １００
μｇ ／ ｍＬ 益智提取物进行后续实验。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 益智提取物对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 ＮＯ 水平的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ３　 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ 序列筛选　 本实验设计了 ３ 条 ＴＲＥＭ２⁃
ｓｉＲＮＡ 序列， 分别标为 ２５１、 ４１１、 ４３０。 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＲＥＭ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达， 筛选抑制

ＴＲＥＭ２ 表达效率最高的序列。 如图 ３ 所示， 与对照组比

较， ＮＣ 组 （一段不会对目的基因有影响的 ｓｉ⁃ＲＮＡ 序列，
是 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ 转 染 组 的 对 照 组） 并 没 有 对 ＴＲＥＭ２
ｍＲＮＡ 的转录产生影响； 与 ＮＣ 组比较， 在 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ
的 ３ 个序列中， 只有 ｓｉＴ２⁃４３０ 组 ＴＲＥＭ２ ｍＲＮＡ 的转录被抑

制， 抑制效率大概为 ５０％ ； 与对照组比较， ＮＣ 组同样没有

对 ＴＲＥＭ２ 蛋白表达产生影响 （Ｐ＞０ ０５）； 与 ＮＣ 组比较，
ｓｉＴ２⁃４１１ 组和 ｓｉＴ２⁃４３０ 组 ＴＲＥＭ２ 蛋白的表达均降低 （Ｐ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 其中 ｓｉＴ２⁃４３０ 更加有效地抑制了 ＴＲＥＭ２
蛋白表达。 因此， 将选择 ｓｉＴ２⁃４３０ 的 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ 进行后

续实验。

注： 与 ＮＣ 组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 转染 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ ＢＶ２ 细胞的 ＴＲＥＭ２ 表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ４　 益智对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ ＢＶ２ 细胞 Ｍ１ 和 Ｍ２
型标记物 ｍＲＮＡ 表达的影响　 如图 ４ 所示， 与对照组比较，
ＬＰＳ 组 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０１），
ＴＮＦ⁃α、 Ｉｂａ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较，
益智组 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１），
ＴＮＦ⁃α、 Ｉｂａ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与转染对照组

比较， 转染实验组 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）。

３ ５　 益智对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ ＢＶ２ 细胞 Ｍ１ 和 Ｍ２
型标记蛋白表达的影响　 如图 ５ 所示， 与对照组比较， ＬＰＳ
组 Ｉｂａ⁃１ 蛋白表达增加， Ａｒｇ⁃１ 蛋白的表达无影响； 与转染

对照组比较， 转染实验组对 Ｉｂａ⁃１ 蛋白表达的抑制作用和对

Ａｒｇ⁃１ 蛋白表达的促进作用均被部分抑制。 如图 ６ 所示， 与

对照组比较， ＬＰＳ 组 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１ 蛋白表达降低

（Ｐ＜ ０ ０１）， Ｍ１ 型标记蛋白 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０ ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， 益智组 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与转染对照组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 益智提取物对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ ＢＶ２ 细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１、 Ｉｂａ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０ ０１）， ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 与转染对照组比较， 转染实验组 ＢＶ２
　 　 　 　

细胞 ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０ ０５， Ｐ ＜ ０ ０１），
ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。

图 ５　 益智提取物对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ ＢＶ２ 细胞 Ａｒｇ⁃１、 Ｉｂａ⁃１蛋白表达的影响

３ ６　 益智对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ ＢＶ２ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ

信号通路的影响　 如图 ７ 所示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组 ＢＶ２

细胞 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与 ＬＰＳ 组

比较， 益智组 ＢＶ２ 细胞 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０ ０１）； 与转染对照组比较， 转染实验组 ＢＶ２ 细胞

ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 表明

益智可通过 ＴＲＥＭ２ 膜蛋白， 激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路以调

节小胶质细胞表型转化。

４　 讨论

小胶质细胞作为中枢神经系统内的巨噬细胞， 对神经

炎症具有调节作用。 本实验发现， 益智可以改变 Ｍ１ 和 Ｍ２

型小胶质细胞标记蛋白的表达以调节小胶质细胞表型。 有

研究表明， ＴＲＥＭ２ 是一种细胞跨膜蛋白， 并且该蛋白高度

表达于小胶质细胞中［１７］ 。 小胶质细胞的表型转化在很大程

度上依赖于 ＴＲＥＭ２ 受体蛋白， 该蛋白表达提高后的抗炎作

用已经在几种不同的细胞系和组织中得到证实。
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与转染对照组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１。

图 ６　 益智提取物对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ ＢＶ２ 细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０、 ｉＮＯＳ、 Ａｒｇ⁃１蛋白表达的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与转染对照组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 益智提取物对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ ＢＶ２ 细胞 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ａｋｔ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

通过 ＴＲＥＭ２⁃ｓｉＲＮＡ 转染实验， 检测益智对不同表型小

胶质细胞标记物 Ａｒｇ⁃１、 Ｉｂａ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 表达以

及小胶质细胞标记物蛋白表达的影响。 结果表明 Ｍ１ 向 Ｍ２
型小胶质细胞转化是由 ＴＲＥＭ２ 蛋白调控的。 ＴＲＥＭ２ 可以

激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路， 促进抗炎细胞因子的表达， 从而调节

小胶质细胞的表型转化［１８⁃１９］ 。 进一步对 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路的蛋

白表达进行检测， 发现益智可能介导 ＴＲＥＭ２ 蛋白进而激活

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路发挥抗炎作用。
益智为四大南药之一， 主要分布于广东和海南。 益智

含有多种化合物， 包括萜类、 庚烷类、 甾醇类以及具有抗

炎生物活性的黄酮类成分， 如白杨素和杨芽黄素等［２０］ 。 有

研究表明， 白杨素通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路发挥
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抗炎作用［２１⁃２２］ ， 由此猜测白杨素可能是益智中主要调节小

胶质细胞的表型转化的主要成分。 但是白杨素是否具有这

种作用还需进一步研究验证。
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