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反式激活蛋白ＮＥＭＯ结合域抑制胆红素诱导的大鼠皮层星形胶质细胞ＮＦκＢ活化

李胜君，李梦文，张　燕，冯　洁，华子瑜　　（４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院新生儿科，儿童发育疾病
研究教育部重点实验室，儿科学重庆市重点实验室）

　　［摘要］　目的　明确反式激活蛋白ＮＥＭＯ结合域（ＴＡＴＮＢＤ）对胆红素诱导的大鼠皮层星形胶质
细胞核因子κＢ（ＮＦκＢ）活化及炎症反应的作用。方法　 分离并鉴定新生 ＳＤ大鼠大脑皮质星形胶质
细胞，随机分为对照组、胆红素组、ＴＡＴＮＢＤ干预组。免疫荧光观察各组细胞形态，改良 ＭＴＴ检测细胞
相对存活率。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢｐ６５表达，ＥＭＳＡ检测ＮＦκＢ的入核、活化。ＥＬＩＳＡ法检测培养基
上清炎症因子ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６水平。结果　胆红素组 ＮＦκＢｐ６５蛋白灰度比值明显高于对照组
（Ｐ＜０．０１），２、１２ｈ达高峰（Ｐ＜０．０５）；ＴＡＴＮＢＤ干预组 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达明显低于胆红素组（Ｐ＜
００１）。ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６的释放与胆红素诱导的 ＮＦκＢｐ６５表达有时间相关性，于１２ｈ达高峰，且
ＴＡＴＮＢＤ干预２、１２ｈ的ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６浓度均低于胆红素组（Ｐ＜０．０１）。星形胶质细胞的存活率
与胆红素作用时间呈负相关，ＴＡＴＮＢＤ干预２、１２ｈ的相对存活率均高于胆红素组（Ｐ＜０．０５）。结论　
胆红素可诱导原代培养的大鼠星形胶质细胞 ＮＦκＢ激活、过表达，ＴＡＴＮＢＤ抑制 ＮＦκＢ的活化高峰、
减少炎症因子释放产生抗炎作用，可用于预防胆红素脑损伤。

　　［关键词］　 胆红素；星形胶质细胞；核因子κＢ；炎症；ＴＡＴＮＢＤ
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ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｍｏｂｉｌｉｔｙｓｈｉｆｔａｓｓａｙ（ＥＭＳＡ），ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＩＬ１β，
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ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｂｉｌｉｒｕｒｉｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ
（Ｐ＜０．０１），ｒｅａｃｈｉｎｇｔｈｅｐｅａｋａｔ２ａｎｄ１２ｈ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢ，ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＩＬ１β，ＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｗｅｒｅｉｎａｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．ＴＡＴＮＢＤｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ
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ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｉｌｉｒｕｂｉｎｉｎｄｕｃｅｄＮＦκＢｐ６５ａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆＩＬ１β，ＴＮＦαａｎｄＩＬ６（Ｐ＜
００１）．Ｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆａｓｔｒｏｃｙｔｅｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｂｉｌｉｒｕｂｉｎｅｘｐｏｓｕｒｅ，ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆ
ＴＡＴＮＢＤｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｂｉｌｉｒｕｂｉｎｇｒｏｕｐｂｕｔｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｎｉｎｖｉｔｒｏｍｏｄｅｌ，ｂｉｌｉｒｕｂｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｏｒｔｉｃａｌａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｉｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢ．ＴＡＴＮＢＤｄｏｅｓｓｈｏｗｓｔｒｏｎｇａｎｔｉ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄｒｅｌｅａｓｅｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔ
ｂｅｕｓｅｆｕｌｉｎｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓｏｆｂｉｌｉｒｕｂｉｎｉｎｄｕｃｅｄｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ；ｃｏｒｔｉｃａｌａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＮＥＭＯｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（８１２００４５９）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＢａｓｉｃａｎｄＦｒｏｎｔｉｅｒＲｅｓｅａｒｃｈＰｌａｎｏｆ

Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１３ｊｃｙｊＡ００３２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｕａＺｉｙｕ，Ｅｍａｉｌ：ｈ＿ｚｉｙｕ＠１６３．ｃｏｍ．ｃｎ

　　高胆红素血症是新生儿就诊和入院的常见原因之
一。胆红素沉积于中枢神经系统可致不同程度的神经

细胞损伤和功能障碍，但其具体分子机制尚不清

楚［１］。以往胆红素神经毒性研究主要集中于神经元，

如今越发重视胶质细胞在其中的作用，并把它作为防

治脑损伤的关键靶点［２］。研究认为胆红素胶质细胞毒

性主要表现为神经炎症作用［３］，胆红素可升高海马神经

元ＩＬ１β水平，但与对照组比，浓度仅增１．２ｐｇ／ｍＬ［４］。
国外研究表明胆红素诱导的神经胶质细胞的 ＴＮＦα、
ＩＬ１β水平高于神经元几十倍，提示胆红素诱导的炎
症主要与神经胶质细胞相关［３］。小胶质细胞和星形

胶质细胞活化可介导神经炎症的产生，释放细胞因子、

促炎症介质等，引起神经损伤［５］。其中，星形胶质细

胞数量最多，与神经元联系紧密［６］，它的损伤和神经

元功能障碍高度相关［７］。

　　核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）是一
类与炎症、凋亡和免疫密切相关的核转录因子［８］。神

经胶质细胞 ＮＦκＢ激活和表达较神经元更显著［１，９］，

表现神经保护或损伤作用。反式激活蛋白（ＴＡＴ）是
ＨＩＶ病毒中的一种蛋白转导多肽，可携带其他蛋白进
入细胞或透过血脑屏障；ＮＢＤ是针对ＮＦκＢ活化设计
的小分子多肽，能通过干预ＩＫＫ激活抑制ＮＦκＢ的活
化，不影响其基础表达［１０］。胆红素可激活原代皮层星

形胶质细胞ＮＦκＢ的表达，后者能调控胆红素诱导的
炎症因子水平［１１－１４］。反式激活蛋白ＮＥＭＯ结合域
（ＴＡＴＮＢＤ）可进入细胞，通过血脑屏障直接作用于中
枢神经系统，特异性抑制缺氧缺血、炎症、凋亡等病理

过程介导的 ＮＦκＢ激活［４，１５－１６］。本实验探究胆红素

诱导原代星形胶质细胞的ＮＦκＢ活化及炎症反应，观
察ＴＡＴＮＢＤ的干预作用，为防治新生儿胆红素脑病提
供新思路和干预靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＰＦ级ＳＤ大鼠７０只，由重庆医科大学实验动物
中心（许可证号ＳＣＸＫ渝２００２０００１）提供，体质量（２５０±
３０）ｇ，雌雄１∶１合笼，孕（２１±３）ｄ得新生ＳＤ鼠。
１．２　试剂与仪器
　　ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｉｃｏｌ公司），胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ
公司），胰蛋白酶、Ｌ多聚赖氨酸、胆红素、二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ公司）、牛血清白蛋白（Ｓｉｇａｍａ公司），ＴＡＴ
ＮＢＤ多肽（ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲＴＡＬＤＷＳＷＬＱＴＥ，上海科
肽生物科技有限公司合成），３（４，５二甲基噻唑２）
２，５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ，上海生工），核蛋白提取
试剂盒、ＥＣＬ显影液（南京凯基），ＢＣＡ蛋白试剂盒、荧
光二抗（ＡＦ４８８）、抗荧光淬灭封片液（碧云天），ＧＦＡＰ
抗体、ＮＦκＢｐ６５抗体（ＣＳＴ公司），ＰＶＤＦ膜（孔膜径＝
０２２μｍ），ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（欣博盛），非放射性红
外ＥＭＳＡ试剂盒（ＶｉａｇｅｎｅＢｉｏｔｅｃｈＩｎｃ），ＣＯ２细胞培养
箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司），荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ）、酶标仪
（ＳｙｎｅｒｇｙＨ１２６６８４９）等。
１．３　实验方法
１．３．１　大鼠皮层星型胶质细胞原代培养、纯化和鉴定
　　无菌条件下取２～３ｄ的 ＳＤ幼鼠鼠脑，分离双侧
大脑皮层，机械剪碎，胰蛋白酶消化法制备单细胞悬

液，用完全培养基（ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ）进行培养，用差
速贴壁、拍击、传代方法除杂，得到星形胶质细胞。通

过形态学、免疫细胞化学法（胶质纤维酸性蛋白 ＧＦＡＰ
染色）鉴定星形胶质细胞纯度。

１．３．２　药物配制及实验分组　　胆红素溶于 ＤＭＳＯ
配成５０ｍｍｏｌ／Ｌ浓缩液，ＴＡＴＮＢＤ溶于完全培养基配
成１０ｍｍｏｌ／Ｌ浓缩液，抽滤分装，－２０℃避光保存。
星形胶质细胞传至第２代培养７ｄ后，用查表法将各
个培养瓶的细胞完全随机分组成对照组、胆红素组和
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ＴＡＴＮＢＤ干预组，组内随机选取培养瓶细胞于不同时
间点干预。牛血清白蛋白（ＢＳＡ）溶于完全培养基配成
ＢＳＡ终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的试验培养基，在此基础
上，胆红素组给予胆红素５０μｍｏｌ／Ｌ，使胆红素∶牛血
清白蛋白 ＝０．５；ＴＡＴＮＢＤ干预组给予胆红素
５０μｍｏｌ／Ｌ同时加入ＴＡＴＮＢＤ５μｍｏｌ／Ｌ；对照组分别
加入等体积的 ＤＭＳＯ和完全培养基。分别检测对照
组、胆红素组１、２、４、８、１２、２４ｈＮＦκＢ的表达及２ｈ和
１２ｈ３组ＮＦκＢ的变化，观察ＴＡＴＮＢＤ单独组细胞形
态学变化。

１．３．３　免疫细胞化学法观察各组星形胶质细胞的形
态　　接种于玻片上的细胞按１．３．２随机分组处理
２４ｈ后，参照文献［９］，用标准免疫荧光染色步骤进行
固定、穿透、封闭、抗体孵育、ＤＡＰＩ染核、封片。一抗稀
释浓度为 ＧＦＡＰ（１∶２０００），荧光二抗稀释浓度为
ＡＦ４８８（１∶２００），荧光显微镜下观察。
１．３．４　改良ＭＴＴ法测定细胞增殖活性　　改良ＭＴＴ
法测胆红素作用１、２、４、８、１２、２４ｈ各时间点细胞的相
对存活率及ＴＡＴＮＢＤ干预２ｈ和１２ｈ的细胞相对存
活率。检测、计算方法同文献［４］。
１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达　　
细胞按１．３．２随机分组并于相应时间点处理，按凯基
说明书提取核蛋白并行定量（ＢＣＡ法）分析。按照
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ标准步骤进行电泳、转膜、封闭。一抗稀
释浓度为ＮＦκＢｐ６５（１∶１０００），Ｈｉｓｔｏｎｅ３（１∶１０００），
ＩｍａｇｅＪ软件测定ＮＦκＢｐ６５灰度值，以Ｈｉｓｔｏｎｅ３灰度
值作内参，二者灰度比值表示蛋白表达量。

１．３．６　ＥＭＳＡ检测ＮＦκＢ的活化、入核　　细胞随机
分组处理 １２ｈ后，分别提取核蛋白并行定量（ＢＣＡ
法）分析，按非放射性红外 ＥＭＳＡ说明书操作，调整蛋
白浓度进行 ＥＭＳＡ检测：配胶、平衡 ＥＭＳＡ反应体系，
上样，电泳结束立即于红外成像系统曝光，ＩｍａｇｅＪ分
析ＮＦκＢ的表达。
１．３．７　ＥＬＩＳＡ法［４］检测原代培养上清液ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＩＬ６表达　　细胞按１．３．２随机分组处理后收集各时
间点培养基，按说明书操作，酶标仪测４５０ｎｍ吸光度
［Ｄ（４５０）］，建立标准曲线的直线回归方程，计算ＩＬ１β、
ＴＮＦα、ＩＬ６浓度。
１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，经正
态及方差齐性检验后，采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　星形胶质细胞纯度鉴定
　　ＧＦＡＰ鉴定，星形胶质细胞纯度达９０％～９５％，可

用于后续试验（图１）。

!" !#

图１　免疫荧光鉴定星形胶质细胞的纯度

２．２　胆红素、ＴＡＴＮＢＤ对星形胶质细胞形态的影响
　　实验２４ｈ，与对照组相比，胆红素组星形胶质细胞
形态破坏，甚至破裂、溶解成团状，胞体上许多长而分

支的突起损伤严重，细胞核出现核固缩、碎裂；ＴＡＴ
ＮＢＤ干预后能较好维持细胞和胞体上的突起的形态，
细胞核较少固缩。ＴＡＴＮＢＤ单独作用组的细胞形态
与对照组无明显差异（图２）。
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图２　免疫荧光观察２４ｈ各组细胞形态变化

２．３　胆红素、ＴＡＴＮＢＤ对星形胶质细胞相对存活率
的影响

　　胆红素组细胞相对存活率随胆红素作用时间延长
逐渐降低，均明显低于对照组（Ｐ＜０．０１）。ＴＡＴＮＢＤ
干预２ｈ和１２ｈ，细胞相对存活率均明显高于同时间
点胆红素组（Ｐ＜０．０１，图３）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与同时间点对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与同时
间点胆红素组比较

图３　改良ＭＴＴ法检测各组不同时间点星形胶质细胞的
相对存活率

２．４　胆红素、ＴＡＴＮＢＤ对ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的影响
　　同一时间点胆红素组与对照组ＮＦκＢｐ６５蛋白灰
度比值差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；２、１２ｈ时，胆红
素组 ＮＦκＢｐ６５蛋白灰度比值（０．９６５±０．０４９）和
（１３５４±０．１２０），明显高于组内其余各时间点（Ｐ＜
００５，图４Ａ、Ｂ）。ＴＡＴＮＢＤ干预２ｈ，ＮＦκＢｐ６５蛋白
灰度比值（０．４０３±０．０４０），低于同时间点胆红素组
（Ｐ＜０．０１），与对照组（０．３４４±０．０４３）比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＴＡＴＮＢＤ干预１２ｈ，ＮＦκＢｐ６５
蛋白灰度比值（０．７９４±０．０７３），低于同时间点胆红素
组，高于对照组（０．５４７±０．０５７，Ｐ＜０．０１，图４Ｃ）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１、２：作用１ｈ时对照组、胆红素组；
３、４：作用２ｈ时对照组、胆红素组；５、６：作用４ｈ时对照
组、胆红素组；７、８：作用８ｈ时对照组、胆红素组；９、１０：作
用１２ｈ时对照组、胆红素组；１１、１２：作用２４ｈ时对照组、
胆红素组；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与同时间点对照组
比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ２ｈ和 １２ｈ胆红素组比较；ｃ：Ｐ＜
００１，与２ｈ胆红素组比较；Ｃ：２、１２ｈＮＦκＢｐ６５Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测　１～３：分别为作用 ２ｈ时对照组、胆红素组、
ＴＡＴＮＢＤ干预组；４～６：分别为作用１２ｈ时对照组、胆红
素组、ＴＡＴＮＢＤ干预组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测星形胶质细胞ＮＦκＢｐ６５蛋白表达

２．５　胆红素、ＴＡＴＮＢＤ对ＮＦκＢ活化的影响
　　ＴＡＴＮＢＤ干预 １２ｈ，ＮＦκＢ灰度值（０．７０５±
００４７），明显低于胆红素组（１．２４９±０．０８０，Ｐ＜
００１），高于对照组（０．５１２±０．０２４，Ｐ＜０．０１，图５）。
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图５　ＥＭＳＡ法检测１２ｈ星形胶质细胞ＮＦκＢ的活化

２．６　胆红素、ＴＡＴＮＢＤ对星形胶质细胞ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＩＬ６释放的影响

　　同一时间点胆红素组与对照组 ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＩＬ６比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；１２ｈ时，胆
红素组 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６释放分别为（１８３．７８６±
１０２１１）ｐｇ／ｍＬ、（２８６．３０４±２２．１７９）ｐｇ／ｍＬ和（３０４６１６±
２０．２４１）ｐｇ／ｍＬ，明显高于组内其他时间点（Ｐ＜０．０１）
（图６）。ＴＡＴＮＢＤ干预２ｈ，ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６浓度
分别为（４９．４０２±２．５８１）ｐｇ／ｍＬ、（６０．９４３±３．３７５）ｐｇ／ｍＬ
和（５５．２７５±２．１１０）ｐｇ／ｍＬ；ＴＡＴＮＢＤ干预１２ｈ，ＩＬ１β、
ＴＮＦα、ＩＬ６浓度分别为（１１１．９５０±５．７６４）ｐｇ／ｍＬ、
（１１９．９７６±６．０７０）ｐｇ／ｍＬ和（１８０．３６３±１４．７８９）ｐｇ／ｍＬ，
ＩＬ１β、ＴＮＦα均低于同时间点胆红素组，高于对照组
（Ｐ＜０．０１）。ＴＮＴＮＢＤ干预２ｈ，ＩＬ６浓度低于胆红素
组（Ｐ＜０．０１），干预１２ｈ，ＩＬ６浓度低于胆红素组，高
于对照组（Ｐ＜０．０１）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与同一炎症因子同时间点对照组
比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与同一炎症因子１２ｈ胆红素组比较
图６　ＥＬＩＳＡ检测星形胶质细胞炎症因子ＩＬ１β、ＴＮＦα、

ＩＬ６的表达

４３１２
第３７卷第２１期
２０１５年１１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２１
Ｎｏｖ．１５　２０１５



３　讨论

　　越来越多的证据表明炎症反应与新生儿脑损伤密
切相关，未成熟脑中，炎症损伤更甚，严重影响患儿预

后［１７］。中枢神经系统中，神经胶质细胞不仅是炎症反

应的主要参与者［９］，也为神经元存活和功能发挥提供

支持、营养、保护作用。其中，星形胶质细胞数量最多，

比神经元多５倍，有自我平衡、免疫特性［６］，且两者相

互胶粘，联系紧密。研究显示，胆红素诱导胶质细胞炎

症较神经元更为显著［１，９］，星形胶质细胞释放促炎症

因子、谷氨酸盐、ＡＴＰ和自由基等会增加神经元对胆红
素等神经毒素的易感性，降低神经元存活率，影响其功

能恢复［３，７］。因此，星形胶质细胞可能作为防治胆红

素诱导神经损伤的干预靶点。

　　近年ＮＦκＢ被认为是炎症性脑损伤中的关键环
节［１，１８］。ＮＦκＢ静息状态下位于细胞质中与核因子
κＢ抑制性蛋白（ＩκＢ）紧密结合，致炎因子刺激下，ＩκＢ
激酶（ＩＫＫ）复合体诱导的磷酸化导致 ＩκＢ变性被降
解，激活的ＮＦκＢ移位入细胞核与多种基因启动子部
位结合，参与调控细胞因子、化学因子等促炎症因子的

表达［８］。胆红素诱导的脑损伤模型中，观察到 ＮＦκＢ
激活，其作用复杂，可表现为保护或损伤作用［１８］。

　　研究表明，胆红素诱导的胶质细胞毒性表现为细
胞形态学改变及存活率下降，也引起 ＮＦκＢ的激活及
炎症因子的释放，细胞存活率和 ＮＦκＢ激活与胆红素
作用时间相关［９，１３］，这与本实验结果一致。已证实，胆

红素能激活星形胶质细胞中的丝裂原活化蛋白激酶

（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）和 ＮＦκＢ信
号通路，诱导促炎症因子的基因表达和 ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＩＬ６的释放［９，１９］。此外，胆红素还能上调ＴＮＦＲ１（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ１）、ＩＬ１Ｒ１（ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ
１）的水平［１６］，并通过 ＴＮＦαＴＮＦＲ１，ＩＬ１β／ＩＬ１Ｒ１信
号激活 ＮＦκＢ通路，诱导、加重炎症反应［１２］。为了更

好地模拟和探讨胆红素脑病患儿的临床病理机制，我

们将胆红素体外模型的诱导时间定为２４ｈ，以期在急
性胆红素脑病早期进行干预。前期研究证实，胆红素

诱导神经元的ＮＦκＢ活化并于４、２４ｈ达高峰［４］，本实

验提示，胆红素诱导的星形胶质细胞 ＮＦκＢ活化高峰
是２ｈ和１２ｈ，为以后的星形胶质细胞和神经元共培
养等研究奠定基础。本研究中，胆红素诱导的星形胶

质细胞 ＮＦκＢ早期活化高峰为 ２ｈ，较国外研究
４ｈ［３，１３］略有提前，可能与实验采用不同纯化方法有
关。本实验采用的差速贴壁、拍击法较摇床振荡法除

杂效率低，以致混入一定数量的小胶质细胞，而后者较

星形胶细胞更早激活 ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ等信号通路并释
放炎症因子［３］，导致ＮＦκＢ活化高峰提前。而晚期活
化高峰在１２ｈ出现，可能是胆红素诱导炎症因子的大
量释放和累积，介导 ＴＮＦαＴＮＦＲ１，ＩＬ１β／ＩＬ１Ｒ１通
路使星形胶质细胞ＮＦκＢ进一步活化［１３］。

　　实验表明，ＮＦκＢ激活后，炎症因子释放量增加，
活化高峰点尤甚，胆红素刺激星形胶质细胞分泌的

ＩＬ１β、ＴＮＦα明显增加［９，１１－１４］，先升后降，有时间依赖

和累加效应；二者是较早释放的炎症因子，能直接引起

神经损伤，还可诱导释放 ＩＬ６等因子［２０］，产生级联效

应；此外，它们会增加血脑屏障通透性，诱导外周淋巴

细胞和单核细胞入脑，诱发二次炎症，加重神经损伤。

ＩＬ６是一种基础表达水平较高的神经营养因子，释放
水平高低表现为神经损伤或保护作用。本实验中，胆

红素刺激 ＩＬ６先降后升，早期 ＮＦκＢ激活抑制其释
放，表现神经毒性，晚期 ＮＦκＢ大量激活及 ＴＮＦα、
ＩＬ１β释放明显升高 ＩＬ６水平，导致神经损伤。各炎
症因子释放量低于国外研究，可能与实验细胞成熟度

有关，未成熟分化细胞更易损伤［９，１１］；合并感染［３］、缺

氧缺血［１４］可能通过激活 ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ等信号通路加
重炎症损伤。

　　ＴＡＴＮＢＤ是ＮＦκＢ特异性抑制剂，可下调胆红素
诱导的ＮＦκＢ活化并保持基础表达水平［１５］。本研究

显示，ＴＡＴＮＢＤ使胆红素诱导的 ＮＦκＢｐ６５活化明显
下降，且在２ｈ下降幅度较１２ｈ更显著；同时间点炎症
因子释放量明显下降，存活率明显增加，与 Ｂｒｉｔｅｓ
等［１，９］的研究结果一致，提示靶向抑制 ＮＦκＢ活化可
减少炎症因子释放，发挥神经保护作用，对胆红素脑损

伤患儿尽早干预可改善预后，干预时间窗有待进一步

明确。

　　综上所述，ＴＡＴＮＢＤ可能通过抑制星形胶质细胞
ＮＦκＢ信号通路在胆红素脑病中发挥抗炎保护作用，
但其具体分子机制仍需深入探讨。
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