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摘要： 目的　 探讨甘草酸对血红素诱导 ＢＶ２ 细胞炎症反应的改善作用。 方法　 采用氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞建立体

外脑出血炎症反应细胞模型， 确定最佳的甘草酸作用浓度。 将 ＢＶ２ 细胞分为对照组、 模型组、 甘草酸组、 ＥＰ
（ＨＭＧＢ１ 抑制剂丙酮酸乙酯） 组、 ＥＰ＋甘草酸组、 ＴＡＫ⁃２４２ （ＴＬＲ４ 抑制剂） 组、 ＴＡＫ⁃２４２＋甘草酸组。 ＥＬＩＳＡ 法检测

细胞上清液炎症因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平， 免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５ 和

ＣＤ８６ 蛋白表达。 结果　 氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞的最佳浓度为 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 甘草酸作用最佳浓度为 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 与模

型组比较， 甘草酸组细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细

胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５ 和 ＣＤ８６ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 甘草酸可减轻血红素诱导 ＢＶ２ 细

胞 Ｍ１ 型极化及炎症反应， 其作用机制可能与调控 ＨＭＧＢ１ ／ ＴＬＲ４ 通路相关。
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　 　 脑出血 （ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ， ＩＣＨ） 通常由血管破

裂引起， 在世界范围内严重威胁人类生命健康， 具有较高

的发病率、 死亡率及致残率［１］ 。 炎症在 ＩＣＨ 血肿形成后立

即开始， 是诱导继发性脑损伤的关键因素［２］ 。 ＩＣＨ 后红细

胞分解产物如血红蛋白、 血红素和铁， 会加重 ＩＣＨ 诱导的

炎症损伤［３］ 。 小胶质细胞作为最早对脑损伤做出反应的免

疫细胞， 被激活并形成典型的 Ｍ１ 促炎表型或 Ｍ２ 抗炎表型

来响应急性脑损伤［４］ 。 Ｍ１ 型小胶质细胞被认为是早期 ＩＣＨ
中很有前途的治疗靶点， 有研究表明 ＩＣＨ 小鼠小胶质细胞

会迅速转化为 Ｍ１ 表型， 抑制神经元发育和再生， 抑制 Ｍ１
型极化可以减轻 ＩＣＨ 中的神经炎症［５⁃６］ 。

ＩＣＨ 后高迁移率族蛋白 Ｂ１ （ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １，
ＨＭＧＢ１） 从细胞核释放到细胞质中， 上调 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＴＬＲ４） 表达， 诱导神经功能缺损， 通

过下调 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４ 的表达可减轻细胞凋亡、 炎症反应、
神经功能缺损［７⁃８］ 。 甘草中的甘草酸是常用的 ＨＭＧＢ１ 拮抗

剂， 可以作为治疗 ＩＣＨ 的潜在候选药物［９］ 。 有动物实验证

明， 甘草酸可通过与 ＨＭＧＢ１ 相互作用抑制其活性及释放，
降低胞体中 ＨＭＧＢ１ 的表达， 从而发挥抗炎作用， 减轻 ＩＣＨ
神经损伤［１０⁃１１］ 。 因此， 本研究使用氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细

胞建立体外 ＩＣＨ 炎症细胞模型， 旨在观察甘草酸是否通过

调节 ＨＭＧＢ１ ／ ＴＬＲ４ 通路抑制小胶质细胞 Ｍ１ 型极化减轻炎

症反应。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 小鼠小胶质细胞 ＢＶ２ 细胞 （货号 ＣＬ⁃０４９３），
购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 甘草酸、 ＨＭＧＢ１ 抑制剂丙酮酸乙酯

（ｅｔｈｙｌ ｐｙｒｕｖａｔｅ， ＥＰ）、 氯化血红素 （美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
公司， 货号 ＨＹ⁃Ｎ０１８４、 ＨＹ⁃Ｙ１３６２、 Ｈ１４０８７２）； ＴＬＲ４ 抑制

剂 ＴＡＫ⁃２４２ （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司， 货号 ６１４３１６）。 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
（武汉普诺赛生命科技有限公司， 货号 ＰＭ１５０３１２）； ＲＩＰＡ
蛋白裂解液 （江苏康为世纪生物科技股份有限公司， 货号

ＣＷ２３３３ｓ）； ＤＡＰＩ 溶液 （即用型） （北京索莱宝科技有限

公司， 货号 Ｃ００６５）； ＨＭＧＢ１ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货

号 ａｂ７９８２３ ）； ＴＬＲ４、 ＣＤ８６、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗 体、 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
（ ＦＩＴＣ ） ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ ）、
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ （ＦＩＴＣ） ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
（武汉三鹰生物技术有限公司， 货号 １９８１１⁃１⁃ＡＰ、 １３３９５⁃１⁃
ＡＰ、 ２０５３６⁃１⁃ＡＰ、 ＳＡ００００３⁃２、 ＳＡ００００３⁃１）； ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５ 抗

体 （湖南艾方生物科技有限公司， 货号 ＡＦ１０７６１）； ＨＲＰ⁃
Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、 ＨＲＰ⁃Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （Ｈ＋
Ｌ） （武汉戴安生物技术有限公司， 货号 Ｑ１００２、 Ｑ１００１）；
ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 检测试剂盒、 ＢＣＡ 检测试剂盒 （武汉

伊莱瑞特生物科技有限公司， 货号 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｍ００３７、 Ｅ⁃ＥＬ⁃
Ｍ３０６３、 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｍ００４４、 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ３１８⁃Ｍ）。
１􀆰 ３　 仪 器 　 ＨＥＲＡｃｅｌｌ ２４０ｉ 型二氧化碳培养箱 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＭＩＸ６０ 型倒置显微镜和

ＭＳＸ⁃２ 细胞成像分析系统 （广州明美光电技术有限公司）；

Ｌ５３０Ｒ 型台式低速冷冻离心机 （湖南湘仪实验仪器开发有

限公司）； Ｅｎｓｐｉｒｅ 型多功能酶标仪 （美国 Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ 公

司）； ＬＳＭ８００ 型超高分辨率激光共聚焦显微镜 （德国 Ｚｅｉｓｓ
公司）； ＰｏｗｅｒＰａｃ Ｂａｓｉｃ 基础型电源、 Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａ
垂直蛋白电泳槽和Ｍｉｎｉ Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ 湿电转印系统 （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养及分组处理 　 ＢＶ２ 细胞复苏后培养在含有

１０％ ＦＢＳ 及 １％ 双抗的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基中， 并将其放置在

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的湿润恒温培养箱中培养， ２ ～ ３ ｄ 传代 １
次。 使用氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞建立体外 ＩＣＨ 炎症反应

模型［１２⁃１３］ ， 以 １０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯化

血红素诱导 ＢＶ２ 细胞， 并选出细胞存活率约为 ６０％ 的诱导

浓度开展后续实验。
ＢＶ２ 细胞设对照组、 模型组、 ６ 个不同浓度的甘草酸

组， 对照组为正常生长的 ＢＶ２ 细胞， 模型组采用 ４０
μｍｏｌ ／ Ｌ氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞 ２４ ｈ， 给药组用不同浓度

（１０、 ２５、 ５０、 ７５、 １００、 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 甘草酸处理 １ ｈ 后

再加入 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞 ２４ ｈ， 以此筛

选甘草酸最佳的作用浓度。
ＢＶ２ 细胞设对照组、 模型组、 甘草酸组（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、

ＥＰ 组（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＥＰ＋甘草酸组（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ＋５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、
ＴＡＫ⁃２４２ 组 （１ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＴＡＫ⁃２４２＋甘草酸组 （１ μｍｏｌ ／ Ｌ＋
５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 模型组采用 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯化血红素诱导 ＢＶ２
细胞 ２４ ｈ， 各药物干预组使用相应浓度药物处理 １ ｈ 后再

使用 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞 ２４ ｈ， 以此探讨

甘草酸抗炎效应及机制。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ８ 法检测细胞存活率 　 取对数生长期的 ＢＶ２ 细

胞， 以 ５×１０４ ／ ｍＬ 密度接种至 ９６ 孔板， 按 “２􀆰 １” 项下分

组处理 ２３ ｈ 后， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 试剂， 于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中孵育 １ ｈ， 用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 波长处的光

密度 （ＯＤ） 值， 并计算细胞存活率。
２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测炎症因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平　 取

对数生长期的 ＢＶ２ 细胞， 以 ８× １０４ ／ ｍＬ 密度接种至 ２４ 孔

板， 按 “２􀆰 １” 项下分组处理 ２４ ｈ， 收集各组细胞上清液，
高速冷冻离心机 ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清，
按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书， 在酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长处检测标

准品及各组 ＯＤ 值， 标准品拟合标准曲线后计算各组炎症

因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ４　 免疫荧光法检测细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、 ＣＤ８６ 蛋白表

达　 取对数生长期的 ＢＶ２ 细胞， 以 ８×１０４ ／ ｍＬ 密度接种至

２４ 孔板， 按 “２􀆰 １” 项下分组处理 ２４ ｈ， 弃去上清液， 使

用 ４％ 多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎ， ０􀆰 ２５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 通透

２０ ｍｉｎ， 并用 ５％ ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ 后， 加入一抗于 ４ ℃孵

育过夜， 次日加入相应二抗于 ３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 滴加

ＤＡＰＩ 染细胞核， 并在激光扫描共聚焦显微镜下观察并拍

照， 并使用 ＺＥＮ 软件对图片进行荧光强度分析。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、 ＣＤ８６、 ＮＦ⁃
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κＢ Ｐ６５ 蛋白表达　 取对数生长期的 ＢＶ２ 细胞， 以 １×１０５ ／ ｍＬ
密度接种至 ６ 孔板， 按 “２􀆰 １” 项下分组处理 ２４ ｈ， 收集各

组细胞， 使用 ＲＩＰＡ 裂解液从细胞中裂解并分离提取蛋白

质， 使用 ＢＣＡ 试剂盒对蛋白进行定量， 加入一定量的 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液， ９５ ℃煮沸 １０ ｍｉｎ 使蛋白变性。 上

样于 ４％ ～ ２０％ 的预制胶 （ ＡＣＥ） 中进行电泳， 并转到

ＰＶＤＦ 膜上， 之后用 ５％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ， ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次，
加入一抗 ４ ℃孵育过夜， 次日加入相应二抗室温摇床孵育

１ ｈ， 滴加显影液进行显色、 曝光。 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

条带灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算目的蛋白相对表

达量。
２􀆰 ６　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行处理，
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态性和方差齐性时， 多组

间比较采用单因素方差分析， 进一步多重比较采用 Ｔｕｋｅｙ
检验法； 不符合正态性和方差齐性时， 采用秩和检验。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同浓度氯化血红素诱导对 ＢＶ２ 细胞存活率的影

响　 如图 １ 所示， 与对照组比较， ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、
７０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯化血红素组存活率均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 后续实

验选择 ＢＶ２ 细胞存活率约为 ６０％ 的氯化血红素浓度作为体

外脑出血炎症反应细胞模型的诱导浓度， 即 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 不同浓度氯化血红素浓度对 ＢＶ２ 细胞存活率

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

３􀆰 ２　 甘草酸给药浓度筛选

３􀆰 ２􀆰 １　 不同浓度甘草酸对 ＢＶ２ 细胞存活率的影响　 如图 ２
所示， 与模型组比较， 低浓度 （ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 和高浓度

（１００、 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 甘草酸处理对 ＢＶ２ 细胞存活率无显著

影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而 ２５、 ５０、 ７５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘草酸处理能提

高 ＢＶ２ 细胞存活率 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 其中， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘草酸

对氯化血红素诱导的 ＢＶ２ 细胞活力的恢复作用最明显。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 不同浓度甘草酸对 ＢＶ２ 细胞存活率的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝４）

３􀆰 ２􀆰 ２　 不同浓度甘草酸对 ＢＶ２ 细胞形态的影响　 如图 ３ 所

示， 与正常组比较， 模型组部分贴壁细胞突起缩短变厚，
胞体增大， 呈现阿米巴样。 与模型组比较， 不同浓度甘草

酸处理后细胞形态有不同程度恢复， １０、 ２５、 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
甘草酸组随着浓度升高， 阿米巴样细胞数量变少； 当浓度

继续提升时， ７５、 １００、 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘草酸组阿米巴样细胞

数量相应变多。 其中， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘草酸对氯化血红素诱

导的 ＢＶ２ 细胞状态的恢复作用最好。
３􀆰 ２􀆰 ３　 不同浓度甘草酸对 ＢＶ２ 细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 水平的影响　 如图 ４ 所示， 与正常组比较， 模型组细

胞上清液促炎因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 不同浓度甘草酸组细胞上清液

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 其

中， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘草酸为降低氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞上

　 　 　 　

注： 黑色箭头所指为活化的 ＢＶ２ 细胞。

图 ３　 不同浓度甘草酸对 ＢＶ２ 细胞形态的影响 （×１００）
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 不同浓度甘草酸对 ＢＶ２ 细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

清液炎症因子水平的最佳浓度。 结合 “３􀆰 ２􀆰 １” “３􀆰 ２􀆰 ２” 结

果， 后续实验选择 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘草酸。
３􀆰 ３　 甘草酸对氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞存活率的影响　 如

图 ５ 所示， 与对照组比较， 模型组 ＢＶ２ 细胞存活率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 甘草酸组细胞存活率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与甘草酸组比较， ＥＰ 组和 ＴＡＫ⁃２４２ 组细胞存活率

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＥＰ＋甘草酸组和 ＴＡＫ⁃２４２＋甘草酸组细胞

存活率无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 甘草酸对氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞形态的影响　 如图

６ 所示， 与模型组比较， 甘草酸组细胞形态阿米巴样细胞数

量最少， 而 ＥＰ 组、 ＥＰ＋甘草酸组、 ＴＡＫ⁃２４２ 组和 ＴＡＫ⁃２４２＋
甘草酸组大部分细胞呈现阿米巴样活化状态。

注： 与对照组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０１； 与甘草酸组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组 ＢＶ２ 细胞存活率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

注： 黑色箭头所指为活化的 ＢＶ２ 细胞。

图 ６　 各组 ＢＶ２ 细胞形态 （×１００）

３􀆰 ５　 甘草酸对氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞上清液 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平的影响　 如图 ７ 所示， 与对照组比较， 模

型组细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 甘草酸组细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与甘草酸组比较， ＥＰ 组、 ＥＰ＋甘草

酸组、 ＴＡＫ⁃２４２ 组和 ＴＡＫ⁃２４２＋甘草酸组细胞上清液 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＡＫ⁃２４２ 组和 ＴＡＫ⁃２４２＋甘草

酸组细胞上清液 ＩＬ⁃１β 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ６　 甘草酸对氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、
ＣＤ８６ 平均荧光强度的影响 　 如图 ８ 所示， 与对照组比较，
模型组细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４ 及 ＣＤ８６ 平均荧光强度升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与 模 型 组 比 较， 甘 草 酸 组 细 胞

ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４ 及 ＣＤ８６ 平均荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＥＰ
组、 ＥＰ ＋ 甘草酸组、 ＴＡＫ⁃２４２ 组和 ＴＡＫ⁃２４２ ＋ 甘草酸组

ＨＭＧＢ１ 平均荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＴＬＲ４
及 ＣＤ８６ 平均荧光强度无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ７　 甘草酸对氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、
ＣＤ８６、 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５ 蛋白表达的影响 　 如图 ９ 所示， 与对照

组比较， 模型组细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、 ＣＤ８６、 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 甘草酸

组细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、 ＣＤ８６、 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＥＰ 组、 ＥＰ＋甘草酸组、 ＴＡＫ⁃２４２ 组和
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与甘草酸组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 各组 ＢＶ２ 细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组 ＢＶ２ 细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、 ＣＤ８６ 荧光表达比较 （×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组 ＢＶ２ 细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５、 ＣＤ８６ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＴＡＫ⁃２４２＋甘草酸组细胞 ＨＭＧＢ１、 ＴＬＲ４、 ＣＤ８６、 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５
蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
４　 讨论

ＩＣＨ 后小胶质细胞可被血液成分包括红细胞、 血红素

等激活， 从而引起炎症反应， 是继发性损伤导致神经元死

亡的主要原因， 因此如何有效抑制炎症反应是治疗 ＩＣＨ 的

重要研究方向［１４⁃１５］ 。 ＨＭＧＢ１ ／ ＴＬＲ４ 信号通路与脑内的神经

炎症密切相关［１６⁃１７］ 。 甘草酸作为一种来自甘草的生物活性

化合物， 已有体内实验研究证明其能抑制 ＨＭＧＢ１ 表达， 减

轻 ＩＣＨ 诱导的炎症反应， 改善神经功能缺损， 减轻脑损

伤［１８⁃１９］ 。 因此， 本研究聚焦于 ＨＭＧＢ１ ／ ＴＬＲ４ 信号通路， 探

讨甘草酸如何通过抑制该通路减轻氯化血红素诱导的 ＢＶ２
细胞炎症反应。

本研究结果表明， 在 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯化血红素诱导的

ＢＶ２ 细胞炎症模型中， 使用 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘草酸进行干预可

提高氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞的细胞活力， 并降低 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 等 炎 症 因 子 水 平， 这 一 抗 炎 作 用 伴 随 着

ＨＭＧＢ１ 和 ＴＬＲ４ 等关键蛋白表达的下调。 抑制 ＨＭＧＢ１ ／
ＴＬＲ４ 信号通路， 减少促炎因子释放， 这可能是甘草酸减轻

ＢＶ２ 细胞炎症的核心机制之一。 ＢＶ２ 细胞在 ＩＣＨ 病变周围

被激活并产生极化［２０］ ， 减少 Ｍ１ 型极化状态能减轻 ＩＣＨ 后

的炎症反应并改变血肿情况［２１］ 。 ＣＤ８６ 作为 Ｍ１ 型小胶质细

胞的表面标志物， 甘草酸组 ＣＤ８６ 蛋白表达降低， 表明甘草

酸能有效抑制 ＢＶ２ 细胞向促炎的 Ｍ１ 型极化。
值得注意的是本研究中使用了 ＨＭＧＢ１ 抑制剂 （ＥＰ）

和 ＴＬＲ４ 抑制剂 （ＴＡＫ⁃２４２） 作为对照， 虽然 ２ 种抑制剂均

能部分抑制氯化血红素诱导 ＢＶ２ 细胞的炎症反应， 但效果

不及单纯使用甘草酸， 这提示甘草酸可能不仅作用于

ＨＭＧＢ１ ／ ＴＬＲ４ 通路， 还能通过 ＨＭＧＢ１ ／ ＧＰＸ４［２２］ 、 ＨＭＧＢ１⁃
ＲＡＧＥ［２３］ 、 ＨＭＧＢ１ ／ ｐ３８ＭＡＰＫ［２４］ 、 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ＮＦ⁃κＢ［２５］ 等

旁路发挥协同抗炎作用。 而 ２ 种抑制剂分别与甘草酸联用

后抗炎作用反而变弱， 推测这 ２ 种抑制剂与甘草酸间可能

存在竞争性抑制作用， 为后续研究提供了思路。
综上所述， 本研究通过体外细胞实验证实了甘草酸通

过调控 ＨＭＧＢ１ ／ ＴＬＲ４ 信号通路， 有效减轻氯化血红素诱导

的 ＢＶ２ 细胞模型中的炎症反应。 未来研究需在原代小胶质

细胞和动物模型中进一步验证这一机制， 并深入探索甘草

酸与其他信号通路的交互作用， 以全面解析其神经保护

机制。
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