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淫羊藿总黄酮对LPS诱导BV２小胶质细胞
炎症反应的作用

谷雨,王皓田,苗悦,王晓雯,孙佳文,陈文芳
(青岛大学基础医学院生理学与病理生理学系,山东 青岛　２６６０７１)

[摘要]　目的　探讨淫羊藿总黄酮(HEP)对脂多糖(LPS)诱导的 BV２小胶质细胞炎症反应的作用.方法

常规培养BV２小胶质细胞,将其分为对照组、LPS组、２０mg/LHEP＋LPS组、４０mg/L HEP＋LPS组、６０mg/L
HEP＋LPS组,后３组先用相应浓度 HEP预保护１h,再给予１mg/L的LPS处理细胞６h.采用四甲基偶氮唑蓝

(MTT)法检测各组细胞活力,实时反转录聚合酶链反应检测白细胞介素Ｇ１β(ILＧ１β)和肿瘤坏死因子Ｇα(TNFＧα)

mRNA的表达.结果　１mg/L的LPS和２０、４０、６０mg/L的 HEP对 BV２小胶质细胞活力没有影响(F＝０．５９,

P＞０．０５).LPS可明显上调BV２小胶质细胞炎症因子ILＧ１β和TNFＧαmRNA的表达水平(F＝２８．９４、５３．２８,q＝
５．９０８、２０．９３０,P＜０．０１);与LPS组相比,２０、４０、６０mg/L的 HEP预处理均能明显抑制LPS诱导的ILＧ１β和TNFＧ
αmRNA的表达(q＝５．０９７~７．６６９,P＜０．０１).结论　HEP可明显抑制 LPS诱导的 BV２小胶质细胞ILＧ１β 和

TNFＧαmRNA的表达,提示其可能具有抗炎作用.
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EFFECTOFTOTALFLAVONOIDSOFHERBAEPIMEDIIAGAINSTLIPOPOLYSACCHARIDEＧINDUCEDINFLAMMATORYREＧ

SPONSEINBV２MICROGLIALCELLS　GUYu,WANG Haotian,MIAOYue,WangXiaowen,SUNJiawen,CHEN WenＧ

fang　(DepartmentofPhysiologyandPathophysiology,SchoolofBasicMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao２６６０７１,China)

[ABSTRACT]　Objective　ToinvestigatetheeffectoftotalflavonoidsofHerbaEpimedii(HEP)againstlipopolysaccharide
(LPS)ＧinducedinflammatoryresponseinBV２microglialcells．　Methods　BV２microglialcellswereculturedusingconventional

methodsandthendividedintocontrolgroup,LPSgroup,２０mg/LHEP＋LPSgroup,４０mg/LHEP＋LPSgroup,and６０mg/L

HEP＋LPSgroup．ThecellsinthelatterthreegroupswerepretreatedwithHEPfor１hourandthentreatedwith１mg/LLPSfor

６hours．MTTassaywasusedtomeasurecellviability,andrealＧtimeRTＧPCRwasusedtomeasurethemRNAexpressionofinterＧ

leukinＧ１β(ILＧ１β)andtumornecrosisfactorＧα(TNFＧα)．　Results　LPSataconcentrationof１mg/LandHEPatconcentrations

of２０,４０,and６０mg/LhadnoinfluenceontheviabilityofBV２microglialcells(F＝０．５９,P＞０．０５)．LPSsignificantlyupregulated

themRNAexpressionofinflammatoryfactorsILＧ１βandTNFＧαinBV２ microglialcells(F＝２８．９４and５３．２８,q＝５．９０８and

２０．９３０,P＜０．０１)．ComparedwiththeLPSgroup,the２０,４０,and６０mg/LHEP＋LPSgroupshadsignificantreductionsinthe

mRNAexpressionofILＧ１βandTNFＧαinducedbyLPS(q＝５．０９７－７．６６９,P＜０．０１)．　Conclusion　HEPcansignificantlyinhibit

themRNAexpressionofILＧ１βandTNFＧαinducedbyLPSinBV２microglialcells,suggestingthatHEPmayhaveanantiＧinflamＧ

matoryeffect．
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　　越来越多的临床和实验证据表明,慢性炎症与

神经退行性疾病如帕金森病和老年痴呆等的发病密

切相关[１Ｇ４].在各种致炎因子的作用下,小胶质细胞

过度激活,释放肿瘤坏死因子Ｇα(TNFＧα)、白细胞介

素Ｇ１β(ILＧ１β)、白细胞介素Ｇ６(ILＧ６)等炎性因子,这
些炎性因子可导致神经元的损伤[５].因此,有效抑

制小胶质细胞的炎症反应,将为神经退行性疾病的

治疗提供有益思路.淫羊藿作为一种传统中药[６],

４００多年前已被广泛应用于多种配方中,被认为能

够“滋肾脏,强壮阳”[７].淫羊藿总黄酮(HEP)是淫

羊藿的主要活性成分,具有明显的抗衰老、抗炎、抗
骨质疏松[８]、改善学习记忆能力[９]等作用.本实验

室在前期工作中,从淫羊藿总提取物中分离获得了

HEP,并分离鉴定了２１种黄酮类化合物,指认了

HEP活性馏分中的主要色谱峰[１０].应用帕金森病

小鼠模型和离体细胞模型研究结果均证实 HEP能

够对抗神经毒素１Ｇ甲基Ｇ４Ｇ苯基Ｇ１,２,３,６Ｇ四氢吡啶

(MPTP)对多巴胺(DA)能 神经元的损伤[１１].有研
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究表明,HEP能够通过抑制 MAPK/NFＧκB信号通

路,减轻自然衰老大鼠脑组织的炎症反应[１２].但

HEP对小胶质细胞炎症反应的作用尚未见报道.
本研究应用脂多糖(LPS)制备 BV２小胶质细胞的

炎症模型,旨在探讨 HEP能否对抗LPS诱导的炎症

反应,以期为神经退行性疾病的治疗提供实验依据.

１　材料与方法

１．１　主要试剂及其来源

HEP购于上海同田生物公司;DMEM 高糖培

养基购自美国 Hyclone公司;LPS由Sigma公司提

供;四甲基偶氮唑蓝(MTT)由 Duchefa公司提供;

PCR逆转录试剂盒购自 Roche公司;SYBRGreen
购自美国 Takara公司.

１．２　细胞培养

BV２小胶质细胞培养于含体积分数０．１０CellＧ
Max胎牛血清、１００kU/L青霉素和１００mg/L链霉

素混合双抗的 DMEM 高糖培养基中,在３７ ℃、体
积分数０．０５CO２条件下培养.

１．３　MTT法检测药物对细胞活力的影响

将BV２小胶质细胞接种于９６孔板中,每孔细

胞数为８×１０３个.当细胞均匀贴壁生长时,用 HEP
处理细胞２４h后去除培养液,加入５g/L的 MTT
溶液,置于３７℃、含体积分数０．０５CO２的培养箱中

继续培养４h,每孔加入二甲基亚砜(DMSO)溶液

１００μL,震荡混匀后用酶标仪检测波长４９０nm 处

的吸光度(A)值,计算细胞存活率[１３].

１．４　实时反转录聚合酶链反应(RTＧPCR)检测ILＧ
１β和TNFＧα mRNA 的表达

将传代细胞接种于１２孔板中,分为对照组(A
组)、LPS 组 (B 组)、２０ mg/L HEP＋LPS 组 (C
组)、４０ mg/L HEP＋LPS 组(D 组)和 ６０ mg/L
HEP＋LPS组(E组).后３组细胞先用相应浓度

HEP预保护１h,再给予１mg/L的 LPS处理细胞

６h.采用Trizol法冰上裂解各组细胞１０~２０min,
小心从细胞中提取总 RNA,取２μg总 RNA 加入

１μL锚定的寡聚(dT)１８引物,用 RNAfreewater
补至１３μL,５５℃变性１０min;随后向上述反应物

中加入７μL 的反应体系(内含逆转录酶０．５μL、

RNase抑制剂０．５μL、缓冲液４．０μL以及dNTP
２．０μL),５５℃作用３０min,继以８５ ℃作用５min
逆转录合成cDNA[１４].采用 SYBRGreen染料法

相对定量检测ILＧ１β、TNFＧα 和GAPDH mRNA

表达.RTＧPCR 检测所用引物及其序列见表１.应

用２－△△CT法计算目的基因相对表达量.

表１　RTＧPCR检测所用引物序列

引物名称 　　　引物序列(５’→３’)

GAPDH F:GTGTCCGTCGTGGATCTGA
R:TGCTGTTGAAGTCGCAGGAG

ILＧ１β F:TCCAGGATGAGGACATGAGCAC
R:GAACGTCACACACCAGCAGGTTA

TNFＧα F:TATGGCCCAGACCCTCACA
R:GGAGTAGACAAGGTACAACCCATC

１．５　统计学处理

实验所得计量资料结果以􀭺x±s形式表示,应
用 GraphPadPrism５．０统计学软件进行单因素方

差分析(OneＧWayANOVA),并继以 Tukey法进行

两两比较.以P＜０．０５为差异有统计学意义.

２　结　　果

２．１　LPS和不同浓度 HEP对 BV２小胶质细胞活

力的影响

用LPS(１mg/L)和不同浓度的 HEP(２０、４０、

６０mg/L)分别处理细胞２４h,４组细胞存活率分别

为０．９８９±０．０５８、１．０５３±０．１０８、１．００６±０．１３６和

１．０９４±０．１８４,与对照组(１．０００±０．１１０)相比差异无

显著性(F＝０．５９,P＞０．０５).表明１mg/L的 LPS
和２０、４０、６０mg/L的 HEP对 BV２小胶质细胞的

活力没有明显影响,本研究选用的药物浓度对细胞

没有毒性.

２．２　HEP对 LPS诱导的 BV２小胶质细胞ILＧ１β
和TNFＧα mRNA 表达的作用

与对照组相比,LPS处理BV２小胶质细胞６h,
可使炎性因子ILＧ１β和TNFＧα mRNA的表达分别

升高１１．４９和５．７３倍(F＝２８．９４、５３．２８,q＝１６．５２０、

２０．５５０,P＜０．０１).应用２０、４０、６０mg/L 的 HEP
预处理均能明显抑制LPS诱导的ILＧ１β和TNFＧα
mRNA的表达,与LPS组相比,ILＧ１β mRNA 表达

分别下降了２９％、３１％和４１％(q＝５．２７８~５．６２９,

P＜０．０１),TNFＧα mRNA 表达分别下降了１７％、

２０％和３９％(q＝５．０９７~７．６６９,P＜０．０１).见表２.

３　讨　　论

HEP作为淫羊藿的主要活性成分,具有多种药

理作用.大量研究表明,HEP具有抗骨质疏松和神

经保护作用,能够促进成骨细胞的生成,明显对抗
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　　表２　不同浓度HEP对LPS诱导BV２小胶质细胞ILＧ
１β和TNFＧα mRNA表达作用(n＝３,􀭵x±s)

组别 ILＧ１β TNFＧα

A组 ０．９９９±０．１８７ ０．８０７±０．３７０
B组 １１．４８１±２．０４３ ４．６２２±０．２４２
C组 ８．１３２±０．９９７ ３．８３７±０．２２９
D组 ７．９１０±１．４４５ ３．６９９±０．３２８
E组 ６．８１２±２．００７ ２．８２９±０．７９４

MPTP诱导的帕金森病模型小鼠黑质纹状体系统

DA能神经元的损伤[１５Ｇ２０];HEP可通过直接增加免

疫细胞的数量,促进免疫细胞分泌淋巴因子,从而提

高免疫力[２１];HEP及其主要活性成分淫羊藿苷预

保护,可以通过 AMPK/SIRT１/NFＧκB 信号通路,
减轻自然衰老大鼠睾丸组织炎症反应[２２].此外,有
研究表明,HEP能通过下调促炎细胞因子表达以及

上调抗炎因子表达干预老年大鼠海马炎性衰老[２３].
近年来炎症反应在神经退行性疾病发病过程中的作

用越来越受到人们的重视.尸检结果表明,帕金森

病病人的黑质含有大量的反应性小胶质细胞,过度

激活的小胶质细胞导致了DA能神经元的损伤和丢

失.因此,阻止炎性因子的产生、抑制炎症反应被认

为是治疗中枢炎症反应性疾病的一条有效途径.

LPS为革兰阴性菌细胞壁的组成成分,被广泛

用于炎症反应的诱导[２４].本研究应用 LPS制备了

BV２小胶质细胞系炎症模型,通过检测炎性因子

ILＧ１β和TNFＧα mRNA 的水平,探讨了不同浓度

HEP对炎性反应中小胶质细胞活化的抑制作用.

ILＧ１β是由活化的巨噬细胞产生的一种细胞因子,
可作用于白细胞或免疫细胞,在炎症反应中发挥着

重要的作用.TNFＧα主要由单核巨噬细胞产生,与
炎症反应的诱导及维持有密切关系.本文结果显

示,LPS处理可明显上调BV２小胶质细胞炎性因子

ILＧ１β和TNFＧα mRNA的表达,应用２０~６０mg/

L的 HEP预保护对 LPS诱导的ILＧ１β 和TNFＧα
mRNA表达均有明显抑制作用,其中以６０mg/L
HEP的抗炎作用最明显.提示 HEP能够抑制LPS
诱导的小胶质细胞的激活.有研究发现,HEP中的

主要活性成分能够选择性激活雌激素受体,刺激成

骨细胞的产生[１０].HEP及其主要活性成分是否能

够通过雌激素受体发挥抗炎作用,我们将在后续的

实验中进一步探讨.
综上所述,HEP能明显对抗 LPS诱导的 BV２

小胶质细胞的炎症反应,抑制炎性因子ILＧ１β 和

TNFＧα mRNA的表达.本文研究结果为 HEP对

抗中枢神经系统炎症反应提供了实验依据.
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