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摘要： 目的　 研究白藜芦醇对脂多糖诱导的 ＢＶ２ 细胞炎症与凋亡反应的保护机制。 方法　 脂多糖刺激 ＢＶ２ 细胞建立

炎症模型， 随机分为对照组、 脂多糖组、 脂多糖＋白藜芦醇组、 白藜芦醇组。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、 荧光染色

与细胞流式分析， 检测白藜芦醇对 ＢＶ２ 细胞的保护作用及分子机制。 结果　 白藜芦醇可抑制脂多糖引起的细胞凋亡

及 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达升高， 增加 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值， 降低 ＳＱＳＴＭ１ 蛋白表达， 减少脂多糖引起的溶酶体

细胞器损伤， 提高 ＢＶ２ 细胞中溶酶体的荧光强度。 结论　 白藜芦醇对脂多糖引起 ＢＶ２ 细胞的炎症与凋亡反应有保护

作用， 其分子机制可能是通过调控 ＴＬＲ４⁃ＦＯＸＯ３ 信号通路影响细胞的自噬水平， 从而减轻炎症因子的释放与细胞的凋

亡反应。
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　 　 神经炎症是众多神经退行性疾病的共同致病机制， 中

枢神经系统中原发与继发性的伤害会导致多重的无菌损伤，
并诱发细胞的凋亡、 炎症反应、 神经功能障碍等［１］ 。 小胶

质细胞是中枢神经系统中先天免疫的第一道防线， 在介导

中枢神经炎症的激活与继发性损伤中起到关键作用， 不仅

可以释放炎症因子加重中枢神经的损伤， 另一方面也可释

放营养因子从而减少炎症对神经的损伤［２⁃３］ 。 在中枢神经炎

症介导的众多疾病中， 抑制小胶质细胞的损伤， 减少细胞

凋亡等是减轻神经炎症的一大重要策略。
白藜芦醇作为目前临床应用前景较好的多酚类化合物，

在抑制细胞炎症反应、 减少细胞凋亡、 影响细胞代谢、 衰

老、 自噬等方面有重要作用［４⁃５］ ， 但确切机制尚不明确。 因

此， 本实验建立了脂多糖刺激小鼠小胶质 ＢＶ２ 细胞系的炎

症模型， 深入探讨该成分发挥神经保护作用的机制， 以期

为后续临床应用提供理论基础。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 小鼠小胶质细胞 ＢＶ２ 细胞系 （批号 ＣＬ⁃０４９３），
购自武汉普诺赛生命科技有限公司， 培养于含 １０％ 胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养至融

合度 ７０％ ～８０％ 时， 传代进行保种， 或进行后续实验。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 白藜芦醇 （纯度≥９９％ ， 批号 Ｒ５０１０⁃

１００ＭＧ）、 脂多糖 （批号 Ｌ４５１６）、 细胞荧光染色 Ｈｏｅｃｈｓｔ
（批号 Ｂ２２６１， １ ∶ ３ ０００） 均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；
ＤＭＳＯ （批号 ＫＧＴ５１３１）、 ＤＭＥＭ （批号 ＫＧＭ１２８００⁃５００）、
ＲＩＰＡ 裂解液 （批号 ＫＧＰ７０４）、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （批
号 ＫＧＰ９０３） 均购自江苏凯基生物技术股份有限公司； 胎

牛血清 ＦＢＳ （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 １０１００１４７）； ３⁃甲基腺

嘌呤 （３⁃ＭＡ） （美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司， 批号 Ｓ２７６７）； 磷酸酶抑

制剂 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司， 批号 ７８４２６）； 兔抗 Ｂａｘ
（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司， 批号 ５０５９９⁃２⁃Ｉｇ）； 兔抗 Ｂｃｌ⁃２ （南
京巴傲得生物科技有限公司， 批号 ＢＳ１５１１）； 鼠抗 ＧＡＰＤＨ
（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司， 批号 ｓｃ⁃３２２３３）； 兔抗 ＬＣ３Ｂ （批号

２７７５）、 兔抗 ＳＱＳＴＭ１ （批号 ５１１４ｓ）、 兔抗 ＴＬＲ４ （批号

１４３５８ｓ）、 兔抗 ＦＯＸＯ３ （批号 ２４９７ｓ）、 兔抗 Ｐ⁃ＦＯＸＯ３ （批
号 ９４６６ｓ） 均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 二抗

辣根过氧化物酶标记羊抗小鼠 ｌｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （批号 ｂｓ⁃
４０２９６Ｇ⁃ＨＲＰ）、 辣根过氧化物酶标记羊抗兔 ｌｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
（批号 ｂｓ⁃４０２９５Ｇ⁃ＨＲＰ） 均购自北京博奥森生物技术有限公

司； Ｌｙｓｏ Ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ （批号 １５８３０８８， １ ∶ ２ ０００）、 ｍＲＮＡ
提取 Ｔｒｉｚｏｌ （批号 １５５９６０２６） 均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；
ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｑ Ｓｅｌｅｃｔ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （批号 Ｒ２３３⁃０１）、
ＣｈａｍＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ （批号 Ｑ１２１⁃０２） 均购
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自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 细胞培养箱、 冷冻离心机、 双波长酶标仪、 荧

光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 电泳

电转仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＬＡＳ 显影仪 （日本富士公

司）； 尼康共聚焦显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 给药与分组　 细胞按 “１􀆰 １” 项下方法培养后， 先加

入白藜芦醇 （结合前期研究与实验结果［６］ ， 设定能有效抑

制炎症反应的浓度为 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 预处理 ３０ ｍｉｎ， 再给予

１００ ｎｇ ／ ｍＬ 脂多糖刺激 ６ ｈ， ３⁃甲基腺嘌呤在脂多糖刺激 ５ ｈ
时给予处理 １ ｈ， 现配现用， 终浓度为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 再随机

分为对照组 （不完全培养基培养， 不做其他处理）、 脂多

糖组 （１００ ｎｇ ／ ｍＬ）、 白藜芦醇组 （３０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 脂多糖＋
白藜芦醇组 （１００ ｎｇ ／ ｍＬ＋３０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 脂多糖＋白藜芦醇＋
３⁃甲基腺嘌呤组 （１００ ｎｇ ／ ｍＬ＋３０ μｍｏｌ ／ Ｌ＋５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。
２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达 　 用含有磷酸酶抑制剂

的 ＲＩＰＡ 裂解液裂解 ＢＶ２ 细胞， 置于冰上裂解 １５ ｍｉｎ 后刮

取蛋白， １６ ０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ， 吸取上清后进行蛋白定量，
加入 ５×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ， 在 ９５ ℃下煮沸 ５ ｍｉｎ， 即得蛋白样

本。 电泳仪分离蛋白分子， 电转移将蛋白分子转移至

ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶封闭 １ ｈ， ４ ℃过夜孵育一抗， 隔天弃

去一抗， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 室温孵育二抗 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜后

显影曝光。
２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测炎症因子 ｍＲＮＡ 表达 　 ＰＢＳ 漂洗 １２
孔板中的 ＢＶ２ 细胞， 吸弃废液后加入 ＴＲＩｚｏｌ， 置于冰上裂

解 ５ ｍｉｎ， 将 ＴＲＩｚｏｌ 溶液转移至 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中， 加入三氯

甲烷， ４ ℃、 １２ ０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ， 将上层液体转移至全

新无酶 ＲＮＡ ＥＰ 管中， 加入异丙醇于－ ２０ ℃ 下静置 １ ｈ，
４ ℃、 １２ ０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ， 弃上清， ７５％ 乙醇洗涤沉淀，

挥干乙醇后加入 ＤＥＰＣ 水溶解 ＲＮＡ。 使用反转录试剂盒将

ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ， 程序为 ４２ ℃ ２ ｍｉｎ， ５０ ℃ １５ ｍｉｎ，
８０ ℃ ５ ｓ， 所得 ｃＤＮＡ 样品进行荧光定量 ＰＣＲ 检测。 反应

体系为 ｃＤＮＡ １ μＬ， 正、 反向引物各 ０􀆰 ５ μＬ， 双蒸水３ μＬ，
ＣｈａｍＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ５ μＬ， 引物序列见

表 １。
表 １　 引物序列

引物 序列（５′→３′） 长度 ／ ｂｐ
ＩＬ⁃６ 正向 ＡＴＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡ ２４

反向 ＴＡＡＧＣＣＴＣＣＧＡＣＴＴＧＴＧＡＡＧＴＧＧＴ ２４
ＩＬ⁃１ 正向 ＴＣＡＧＧＣＡＧＧＣＡＧＴＡＴＣＡＣＴＣ ２０

反向 ＣＡＴＧＡＧＴＣＡＣＡＧＡＧＧＡＴＧＧＧ ２０
ＴＮＦ⁃α 正向 ＴＴＧＣＴＣＴＧＴＧＡＡＧＧＧＡＡＴＧＧ ２０

反向 ＧＧＣＴＣＴＧＡＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＴＡＡＡＧ ２４

２􀆰 ４　 细胞溶酶体 Ｌｙｓｏ ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ 染色　 将接种于 ２４ 孔板

中细胞爬片上 ＢＶ２ 细胞用 Ｌｙｓｏ ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ （ＤＭＥＭ， １ ∶
２ ０００） 染色 ３０ ｍｉｎ 后 （３７ ℃、 ５％ ＣＯ２）， 将混有染料的

ＤＭＥＭ 溶液吸弃， 用 ４％ 多聚甲醛溶液固定细胞 １５ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 轻轻洗涤细胞爬片， Ｈｏｅｃｈｓｔ 染核 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 轻轻洗

涤细胞爬片后倒扣在载玻片上， 用防荧光猝灭剂封片， 在

显微镜下拍摄。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 软件进行处理，
数据均以 （ ｘ± ｓ） 表示， 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　 白藜芦醇对 ＢＶ２ 细胞凋亡蛋白表达的影响 　 与脂多

糖组比较， 脂多糖＋白藜芦醇组 ＢＶ２ 细胞 Ｂａｘ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明白藜

芦醇能改善由脂多糖引起的 ＢＶ２ 细胞凋亡反应， 见图 １。

注： 与脂多糖组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 白藜芦醇对 ＢＶ２ 细胞凋亡蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 白藜芦醇对 ＢＶ２ 细胞状态的影响　 对照组、 白藜芦醇

组 ＢＶ２ 细胞形态呈圆形， 细胞有较少的分支突起； 脂多糖

组 ＢＶ２ 细胞圆形结构遭到破坏， 细胞有明显触角， 为激活

样状态； 脂多糖＋白藜芦醇组能缓解 ＢＶ２ 细胞的激活， 表

现为炎症因子的释放而介导神经炎性作用， 表明白藜芦醇

可缓解脂多糖引起的 ＢＶ２ 细胞激活， 见图 ２。
３􀆰 ３　 白藜 芦 醇 对 ＢＶ２ 细 胞 炎 症 因 子 ｍＲＮＡ 表 达 的 影

响　 与对照组比较， 脂多糖组 ＢＶ２ 细胞中 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１、
ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与脂多糖组比较， 脂

图 ２　 各组 ＢＶ２ 细胞的状态

多糖＋白藜芦醇组 ＢＶ２ 细胞中 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。
３􀆰 ４　 白藜芦醇对 ＢＶ２ 自噬阻滞的影响　 细胞凋亡现象可能
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与脂多糖组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 白藜芦醇对 ＢＶ２ 细胞炎症因子 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

因其细胞自噬受阻而导致［７］ 。 与对照组比较， 脂多糖组

ＢＶ２ 细胞中 ＳＱＳＴＭ１ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＬＣ３⁃Ⅱ ／
ＬＣ３⁃Ⅰ比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提示脂多糖可引发细胞自噬

的阻滞； 与脂多糖组比较， 脂多糖 ＋白藜芦醇组细胞中

ＳＱＳＴＭ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提示白藜芦醇能缓解脂多糖引起的自噬阻

滞； 与脂多糖＋白藜芦醇组比较， 脂多糖＋白藜芦醇＋３⁃甲基

腺嘌呤组 ＢＶ２ 细胞中 ＳＱＳＴＭ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明自噬抑制剂 ３⁃甲
基腺嘌呤可消除白藜芦醇的促自噬作用， 见图 ４。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为脂多糖组， Ｃ 为脂多糖＋白藜芦醇组， Ｄ 为白藜芦醇组， Ｅ 为脂多糖＋白藜芦醇＋３⁃甲基腺嘌呤组。 与对照组比

较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与脂多糖组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与脂多糖＋白藜芦醇组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 白藜芦醇对 ＢＶ２ 自噬阻滞现象的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ５　 白藜芦醇对 ＢＶ２ 细胞自噬⁃溶酶体损伤阻滞的影响 　
与对照组比较， 脂多糖组能引起自噬⁃溶酶体通路中溶酶体

细胞器的损伤， 表现为细胞器荧光信号的减弱， 而白藜芦

醇组可有效降低脂多糖对 ＢＶ２ 的损伤； 与脂多糖组比较，

脂多糖＋白藜芦醇组则有效提高了溶酶体细胞器的荧光强

度， 降低损伤； 与脂多糖＋白藜芦醇组比较， 脂多糖＋白藜

芦醇＋３⁃甲基腺嘌呤组可消除白藜芦醇的作用， 增加溶酶体

的损伤阻滞， 见图 ５。

图 ５　 各组 ＢＶ２ 细胞自噬⁃溶酶体损伤阻滞现象 （×４０）
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３􀆰 ６　 白藜芦醇对 ＢＶ２ 细胞凋亡与炎症相关蛋白表达的影

响　 ＴＬＲ４ 受体介导的哺乳动物 ＦＯＸＯ３ 转录因子的磷酸化

上调是 ＬＰＳ 引发自噬的重要机制［８］ 。 与对照组比较， 脂多

糖组 ＴＬＲ４ 蛋白表达、 ＦＯＸＯ３ 磷酸化水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与脂多糖组比较， 脂多糖 ＋白藜芦醇组 ＴＬＲ４ 蛋白表达、

ＦＯＸＯ３ 磷酸化水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与脂多糖＋
白藜芦醇组比较， 脂多糖＋白藜芦醇＋３⁃甲基腺嘌呤组 ＴＬＲ４
蛋白表达、 ＦＯＸＯ３ 磷酸化水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
表明自噬抑制剂 ３⁃甲基腺嘌呤消除了白藜芦醇的作用， 见

图 ６。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为脂多糖组， Ｃ 为脂多糖＋白藜芦醇组， Ｄ 为白藜芦醇组， Ｅ 为脂多糖＋白藜芦醇＋３⁃甲基腺嘌呤组。 与对照组

比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与脂多糖组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与脂多糖＋白藜芦醇组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 白藜芦醇对 ＢＶ２ 细胞凋亡与炎症相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

神经退行性疾病的发病起始阶段， 炎症反应起到保护

和修复组织的作用， 而持续的炎症反应则会引起小胶质细

胞、 星形胶质细胞、 神经元细胞的凋亡损伤、 自噬功能缺

陷［９⁃１１］ 。 小胶质细胞的激活是神经炎症的主要特征， 激活

的小胶质细胞可介导各种神经毒性物质以及促炎因子的释

放并导致神经元细胞的死亡。 生理条件下， 小胶质细胞主

要负责免疫监视与宿主的防御感染， 但在神经炎性条件下，
小胶质细胞的异常激活会释放各种神经毒性物质如兴奋性

谷氨酸、 奎宁酸、 组胺等从而导致脑组织的损伤。 虽然短

期的小胶质细胞活化是有神经保护效应， 但长期的活化已

被认为是神经退行性疾病的潜在机制。 因此， 基于小胶质

细胞功能以获得安全有效的神经保护剂很重要。
白藜芦醇来源于虎杖、 葡萄等， 研究表明其能降低心

血管系统疾病的发病率［１２］ ， 并且在脂多糖诱导的神经炎症

模型中， 可通过过氧化物酶体增殖物激活受体⁃γ 共激活因

子⁃１α 减轻炎症损伤促进小胶质细胞向 Ｍ２ 型转化［１３］ 。 白

藜芦醇能影响细胞自噬的关键通路， 例如调控雷帕霉素靶

蛋白的磷酸化程度， 从而影响细胞的糖酵解过程［１４］ ； 通过

抑制丝裂原诱导的核糖体 ｐ７０Ｓ６Ｋ 激酶磷酸化影响大鼠主动

脉平滑肌细胞肥大［１５］ 。 在中枢神经系统中， 白藜芦醇也可

通过调控自噬过程来提高神经系统的稳定性， 免受氧化应

激的损伤［４，１６］ 。 本研究发现， 白藜芦醇有效减轻了脂多糖

引起的自噬阻滞， 并减少了溶酶体细胞器的损伤， 从而减

少了 ＢＶ２ 细胞的凋亡与炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ
表达。

脂多糖是对小胶质细胞激活最为有效的刺激物之一，
脂多糖刺激小胶质细胞后， 通过膜上的 ＴＬＲ４ 受体介导

下游的免疫应答 ［１７］ 。 ＦＯＸＯ３ 是 ＦＯＸＯ 家族的重要成员，
因其广泛参与调控泛素⁃蛋白酶体和自噬⁃溶酶体蛋白水

解途径， 是蛋白分解的关键调节剂 ［１８］ 。 自噬⁃溶酶体途

径是维持细胞自身代谢以及蛋白质更新的重要过程， 自

噬过程的顺利进行有利于细胞受损成分的清除与细胞内

物质的降解， 以便在饥饿以及压力环境下提供能量。 既

往研究与本研究证实， 白藜芦醇能有效减轻脂多糖引起

的自噬⁃溶酶体通路障碍 ［１９］ ， 通过进一步研究发现， 白

藜芦醇可通过 ＴＬＲ４⁃ＦＯＸＯ３ 通路有效减轻自噬的阻滞

现象。
综上所述， 白藜芦醇可能通过 ＴＬＲ４⁃ＦＯＸＯ３ 信号通路

减弱脂多糖引发的自噬⁃溶酶体的通路障碍， 并减少 ＢＶ２ 细

胞的凋亡与炎症因子的释放。

参考文献：

［ １ ］ 　 Ｔａｎａｋａ Ｍ， Ｔｏｌｄｉ Ｊ， Ｖ􀆧ｃｓｅｉ Ｌ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｔｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｉｎｋｓ
ｂｅｈｉｎｄ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ： ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｎｄ
ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， ２１
（７）： ２４３１．

［ ２ ］ 　 Ｘｕ Ｙ， Ｊｉｎ Ｍ Ｚ， Ｙａｎｇ Ｚ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓ， ２０２１， １６
（２）： ２７０⁃２８０．

［ ３ ］ 　 Ｋｗｏｎ Ｈ Ｓ， Ｋｏｈ Ｓ Ｈ． Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ： ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ａｎｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｔｒａｎｓｌ
Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒ， ２０２０， ９（１）： ４２．

［ ４ ］ 　 Ｈｕａｎｇ Ｊ， Ｈｕａｎｇ Ｎ Ｑ， Ｘｕ Ｓ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｎｕｔｒ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０２１，
８８： １０８５５２．

［ ５ ］ 　 Ｐａｎｎｕ Ｎ， Ｂｈａｔｎａｇａｒ Ａ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ： ｆｒｏｍ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｍｕｌｔｉｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１９， １０９： ２２３７⁃２２５１．

［ ６ ］ 　 Ｍａ Ｓ Ｍ， Ｊｉｎ Ｚ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｌｅｔｈａｌ ｔｏｔａｌ ｂｏｄｙ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ
ａｎｔｉａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｎｔｉａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［ Ｊ］ ． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ
Ｌｏｎｇｅｖ， ２０２１， ２０２１： ６６１０７２６．

［ ７ ］ 　 赵　 晔， 王秀颖， 于　 磊． 清肾颗粒对慢性肾衰竭大鼠肾

组织细胞自噬及凋亡的影响和机制研究［ Ｊ］ ． 解放军医药

杂志， ２０２１， ３３（１）： ７⁃１０．
［ ８ ］ 　 Ｌｅｅ Ｊ Ｗ， Ｎａｍ Ｈ， Ｋｉｍ Ｌ Ｅ， ｅｔ ａｌ． ＴＬＲ４ （ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

６６６３

２０２２ 年 １１ 月

第 ４４ 卷　 第 １１ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２２

Ｖｏｌ． ４４　 Ｎｏ． １１



４） ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＯ３
ａｎｄ ｉｍｐａｉｒｓ ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ［ Ｊ］ ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，
２０１９， １５（５）： ７５３⁃７７０．

［ ９ ］ 　 Ｋｕｔｅｒ Ｋ Ｚ， Ｃｅｎｃｉ Ｍ Ａ， Ｃａｒｔａ Ａ Ｒ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｇｌｉａ ｉｎ
Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｃｏｎｃｅｐｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｇ Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０２０， ２５２： １３１⁃１６８．

［１０］ 　 Ｖｏｅｔ Ｓ， Ｓｒｉｎｉｖａｓａｎ Ｓ， Ｌａｍｋａｎｆｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｓ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． ＥＭＢＯ
Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１９， １１（６）： ｅ１０２４８．

［１１］ 　 Ｓｔｒｏｈｍ Ｌ， Ｂｅｈｒｅｎｄｓ Ｃ． Ｇｌｉａ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ＡＬＳ［Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ９９： １７２⁃１８２．

［１２］ 　 Ｗａｎｇ Ｋ Ｊ， Ｚｈａｏ Ｊ Ｐ， Ｚｈａｎｇ Ｗ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｏｒｔｉｃ ｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＳＩＲＴ１ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０， ７６（１）： ８６⁃９３．

［１３］ 　 Ｙａｎｇ Ｘ Ｄ， Ｘｕ Ｓ Ｑ， Ｑｉａｎ Ｙ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａ Ｍ１ ／ Ｍ２ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｖｉａ ＰＧＣ⁃１α ｉｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｂｅｈａｖ Ｉｍｍｕｎ， ２０１７， ６４：
１６２⁃１７２．

［１４］ 　 Ｌｉｕ Ｙ， Ｔｏｎｇ Ｌ， Ｌｕｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１８， １１９（７）： ６１６２⁃６１７２．

［１５］ 　 Ｂｒｅｕｓｓ Ｊ Ｍ， Ａｔａｎａｓｏｖ Ａ Ｇ， Ｕｈｒｉｎ Ｐ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１９， ２０
（７）： １５２３．

［１６］ 　 Ｚｅｎｇ Ｑ， Ｘｉｏｎｇ Ｑ， Ｚｈｏｕ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｆｏｏｄ Ｂｉｏｃｈｅｍ，
２０２１， ４５（２）： ｅ１３６２２．

［１７］ 　 Ｍａｚｇａｅｅｎ Ｌ， Ｇｕｒｕｎｇ Ｐ． Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， ２１（２）： ３７９．

［１８］ 　 Ｍｕｒｔａｚａ Ｇ， Ｋｈａｎ Ａ Ｋ， Ｒａｓｈｉｄ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ＦＯＸＯ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｌｉｖｉｎｇ［Ｊ］ ． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ， ２０１７，
２０１７： ３４９４２８９．

［１９］ 　 Ｔｉａｎ Ｑ Ｙ， Ｆａｎ Ｘ Ｆ， Ｍａ Ｊ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｂｙ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ
ＹＡＰ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｎｅｕｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌ Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０，
４０８： １１５２６１．

基于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路探讨槲皮素增强顺铂对人宫颈癌顺铂耐药细胞
ＨｅＬａ ／ ＤＤＰ 的作用
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摘要： 目的　 探讨槲皮素通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路增强顺铂对人宫颈癌顺铂耐药细胞株 ＨｅＬａ ／ ＤＤＰ 的抗癌作用机制。
方法　 体外培养人宫颈癌顺铂耐药细胞株 ＨｅＬａ ／ ＤＤＰ， 用不同浓度槲皮素 （２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 联合顺铂 （ＤＤＰ，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理， ＣＣＫ８ 法、 克隆形成实验、 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测各组细胞增殖能力、 克隆形成能力和迁移能力，
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ法检测细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、 ＭＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、 ＭＭＰ⁃２ 蛋白表达。 结果　 与对照组比较， 药物处理组细胞增殖能力、 克隆形成能力、 迁移能力及 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、 ＭＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 槲皮素联合顺铂处理组细胞增殖能力、
克隆形成能力、 迁移能力及 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、 ＭＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均降低， 并呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结

论　 槲皮素可能通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路增强顺铂对人宫颈癌顺铂耐药细胞 ＨｅＬａ ／ ＤＤＰ 的抗癌作用， 抑制细胞增

殖和迁移能力， 降低肿瘤细胞活性。
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　 　 宫颈癌是危害女性健康的恶性肿瘤之一， 其发病率和

死亡率高［１］ ， 主要危险因素包括高危人类乳头瘤病毒

（ｈｒＨＰＶ） 感染、 年龄、 吸烟、 分娩、 使用口服避孕药和饮

食， 其中 ｈｒＨＰＶ 持续感染是宫颈癌发展的主要因素， 在早
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