
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５０４１５３

甲酰基肽受体１对ＢＶ２细胞迁移的影响及机制的体外研究
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　　［摘要］　目的　探讨甲酰基肽受体１（ｆｏｒｍｙｌｐｅｐｔｉｄｅｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＦＰＲ１）对 ＢＶ２细胞迁移的影响及
潜在机制。方法　免疫荧光染色检测 ＢＶ２细胞 ＦＰＲ１的表达，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验分别检测浓度为１、
１０、５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＦＰＲ１特异性激动剂（ｆｏｒｍｙｌｍｅｔｈｉｏｎｙｌｌｅｕｃｙｌｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，ｆＭＬＰ）对细胞迁移
的影响，划痕实验及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验验证ｆＭＬＰ促进细胞迁移的作用可以被ＦＰＲ１特异性阻断剂Ｂｏｃ
ＭＬＦ所抑制。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测激动剂组、阻断剂组和阻断剂 ＋激动剂组 ＢＶ２细胞经干预后其 ＦＰＲ１
蛋白和磷酸化细胞外信号调节激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｋｉｎａｓｅ，ｐＥＲＫ）蛋白表达量的变化。
结果　经免疫荧光染色结果显示，ＢＶ２细胞表达ＦＰＲ１，主要位于细胞膜表面。随着ｆＭＬＰ浓度的升高，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结果显示 ＢＶ２细胞的迁移能力明显增加（Ｐ＜０．０５），呈现出明显的剂量依赖性。
１００ｎｍｏｌ／Ｌ及５００ｎｍｏｌ／Ｌ激动剂组效果最明显，ｆＭＬＰ促进 ＢＶ２细胞迁移的最适浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ。
划痕及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验结果显示５μｍｏｌ／Ｌ的ＢｏｃＭＬＦ可显著阻断上述现象（Ｐ＜０．０５）。ｆＭＬＰ可以
上调ＢＶ２细胞中ＦＰＲ１的表达（Ｐ＜０．０５），并且显著活化胞内ＥＲＫ信号通路，上调ｐＥＲＫ蛋白的表达
水平（Ｐ＜０．０５），ＢｏｃＭＬＦ又可显著抑制上述改变（Ｐ＜０．０５）。结论　ＢＶ２细胞表达ＦＰＲ１，且ＦＰＲ１在
促进ＢＶ２细胞迁移中具有重要作用。
　　［关键词］　 ＦＰＲ１；ｆＭＬＰ；ＢｏｃＭＬＦ；细胞迁移；小胶质细胞
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆｏｒｍｙｌｐｅｐｔｉｄｅｒｅｃｅｐｔｏｒ１（ＦＰＲ１）ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ
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ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃａｇｏｎｉｓｔ，ｆｏｒｍｙｌｍｅｔｈｉｏｎｙｌｌｅｕｃｙｌｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ（ｆＭＬＰ），ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１，１０，
５０，１００ａｎｄ５００ｎｍｏｌ／Ｌ）ｏｎｔｈｅａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｗｅｒｅ
ｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｒｏｌｅｏｆｆＭＬＰｉｎｔｈｅｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｗｈｅｔｈｅｒｃａｎｂｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＦＰＲ１ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ，ＢｏｃＭＬＦ，ｏｒｎｏｔ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＰＲ１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｉｎｔｈｅＢＶ２
ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｆＭＬＰ．Ａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈ１００ｎｍｏｌ／ＬｆＭＬＰａｎｄ５μｍｏｌ／Ｌ
ＢｏｃＭＬＦ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｋｉｎａｓｅ（ｐＥＲＫ）ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＦＰＲ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＢＶ２
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ｃｅｌｌｓ，ｍａｉｎｌｙｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅ．ＷｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｆＭＬＰｄｏｓｅｓ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＢＶ２ｃｅｌｌｓｗａｓｅｎｈａｎｃｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）ｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆａｓｈｉｏｎ．Ｔｈｅ１００ａｎｄ
５００ｎｍｏｌ／ＬｆＭＬＰｓｈｏｗｅｄｍｏｓｔｏｂｖｉｏｕｓｅｆｆｅｃｔ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｆＭＬＰｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｏｐｒｏｍｏｔｅＢＶ２ｃｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｗａｓ１００ｎｍｏｌ／Ｌ．ＴｈｅｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈａｔｔｈｏｓｅａｂｏｖｅｅｆｆｅｃｔｓｃｏｕｌｄｂｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙ５μｍｏｌ／ＬＢｏｃＭＬＦ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃＦＰＲ１ａｇｏｎｉｓｔ，ｆＭＬＰｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅＦＰＲ１
ｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢＶ２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ａｃｔｉｖａｔｅｄＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｐＥＲＫ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅＦＰＲ１ｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔａｇｏｎｉｓｔＢｏｃＭＬＦｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅａｂｏｖｅ
ｃｈａｎｇｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＦＰＲ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅＢＶ２ｃｅｌｌｓ，ａｎｄＦＰＲ１
ｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆＢＶ２ｃｅｌｌｓｍｉｇｒａｔｉｏｎ．
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　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）发病率高、致残
率高、病死率低，往往导致损伤节段以下肢体严重的功

能障碍，严重影响患者生活质量。ＳＣＩ后恢复期局部
免疫反应对于神经组织损伤和神经功能恢复具有“双

刃剑”中的有利作用，为神经功能的恢复所必需［１］。

小胶质细胞（ｍｉｃｒｏｇｌｉａ）是中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖ
ｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）的单核巨噬细胞，是 ＣＮＳ固有的吞
噬细胞，是中枢神经系统中的第一道也是最主要的一

道免疫防线［２］。作为 ＳＣＩ后的主要炎症细胞，小胶质
细胞在 ＳＣＩ后局部的浸润、聚集和吞噬功能与其预后
密切相关。而炎症细胞的迁移是通过病原或者自体来

源的趋化因子与相应的 Ｇ蛋白偶联受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＣＲ）结合而实现的，甲酰基肽受体
（ｆｏｒｍｙｌｐｅｐｔｉｄｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＦＰＲｓ）是以趋化炎症细胞为
主要功能的受体［３－４］。人类ＦＰＲｓ包括ＦＰＲ１、ＦＰＲ２和
ＦＰＲ３，小鼠ＦＰＲ１是人ＦＰＲ１的类似物。目前ＦＰＲ１与
小胶质细胞迁移之间的关系及其机制尚不清楚。本研

究以 ＦＰＲ１为切入点，基于 ＢＶ２小鼠小胶质细胞系，
利用其特异性激动剂（ｆｏｒｍｙｌｍｅｔｈｉｏｎｙｌｌｅｕｃｙｌｐｈｅｎｙｌａｌ
ａｎｉｎｅ，ｆＭＬＰ）及特异性阻断剂（ＢｏｃＭＬＦ）等药理学手
段，结合Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、划痕实验及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术，探索
ＦＰＲ１与小胶质细胞迁移之间的关系及其可能机制，以
期为临床ＳＣＩ后的治疗及功能康复提供一定的理论
依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＢＶ２细胞系购于上海斯信生物科技有限公司，改
良型 １６４０培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，美国），胎牛血清、

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，美国），ｆＭＬＰ及 Ｂｏｃ
ＭＬＦ、ＦＰＲ１抗体（Ｒ＆Ｄ公司，美国），ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒（碧云天公司，北京），ＥＲＫ抗体及磷酸化细
胞外信号调节激酶 （ｐｈｏｓｐｈｏｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅ
ｋｉｎａｓｅ，ｐＥＲＫ）抗体、山羊抗兔ＩｇＧ抗体（Ａｂｃａｍ公司，
美国）。二氧化碳培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司，美国），
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳仪、转膜仪（六一公司，北京），倒置荧
光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，美国），低温离心机、多功能
酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美国）。
１．２　方法
１．２．１　ＢＶ２细胞培养　　ＢＶ２细胞培养于含１０％
胎牛血清的改良型１６４０培养基中，３７℃、５％ＣＯ２孵育
箱中生长，隔日换液，待贴壁细胞生长铺满瓶底时用

０．２５％胰酶消化离心后，进行传代培养。
１．２．２　ＢＶ２细胞ＦＰＲ１免疫荧光鉴定　　取对数期
生长的ＢＶ２细胞经胰酶消化后以３×１０５／ｍＬ接种于
激光共聚焦培养皿中，置于细胞孵育箱中培养，待细胞

生长状态及细胞密度适宜后，弃掉培养基，用 ＰＢＳ洗
涤３次，加入４％多聚甲醛２００μＬ固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
涤３次，正常山羊血清室温封闭２ｈ，加入 ＦＰＲ１抗体
（１∶１０００）１００μＬ，４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗涤３次，暗室
中加入荧光二抗（１∶２００），室温孵育２ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，
加入ＤＡＰＩ染核１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，甘
油封片后，激光共聚焦显微镜下拍照。

１．２．３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞迁移实验　　①检测ＦＰＲ１
在ＢＶ２细胞迁移中的作用。将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室放入
２４孔板中，上室加入２００μＬ无血清细胞悬液，每孔细
胞约１００００个。空白对照组：下室加入含有１０％胎牛
血清的培养基５００μＬ。激动剂组：下室分别加入含不

５４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）



同浓度 ｆＭＬＰ（１、１０、５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ）的培养基
５００μＬ。②验证 ｆＭＬＰ促进 ＢＶ２细胞迁移的作用可
被ＢｏｃＭＬＦ所抑制。实验共分为４组。空白对照组、
激动剂组及阻断剂组的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室分别加入含
１００００个细胞的无血清培养基２００μＬ。激动剂组：下
室加入含１００ｎｍｏｌ／ＬｆＭＬＰ的培养基５００μＬ；阻断剂
组：下室加入含 ５μｍｏｌ／ＬＢｏｃＭＬＦ的基础培养液
５００μＬ；阻断剂组 ＋激动剂组：预先用含 ５μｍｏｌ／Ｌ
ＢｏｃＭＬＦ的培养基干预２０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗涤３遍后，换
用无血清培养基悬浮细胞后接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，细
胞量约为１００００个，下室加入含１００ｎｍｏｌ／ＬｆＭＬＰ的
培养基５００μＬ。３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养４８ｈ后，
用棉签擦除Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室膜上的细胞后，将小室置于
４％多聚甲醛中固定２０ｍｉｎ，０．１％结晶紫染色１５ｍｉｎ，
用ＰＢＳ漂洗３次，室温下静置２４ｈ后，显微镜下随机
挑选５个视野，计数迁移到下室的细胞数，并计算每个
视野的平均迁移细胞数。

１．２．４　细胞划痕实验　　划痕实验进一步验证ＦＰＲ１
在ＢＶ２细胞迁移中的作用可被 ＢｏｃＭＬＦ所抑制，将
ＢＶ２细胞接种至２４孔板中，预先用含１０％胎牛血清
培养基培养至细胞铺满孔板底部，用２０μＬ枪头在各
孔中心划１条宽度相等的划痕，用 ＰＢＳ漂洗刮落的细
胞。分组情况、药物浓度及处理方法同 １．２．３，在
３７℃、５％ＣＯ２条件下培养，分别于０、２４ｈ在倒置显微
镜下拍照。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　将ＢＶ２细胞随机分为空
白对照组、激动剂组、阻断剂组、阻断剂＋激动剂组。激
动剂组：含１００ｎｍｏｌ／ＬｆＭＬＰ的培养基干预２０ｍｉｎ；阻断
剂组：含５μｍｏｌ／ＬＢｏｃＭＬＦ的培养基干预２０ｍｉｎ；激动

剂＋阻断剂组：预先用含５μｍｏｌ／ＬＢｏｃＭＬＦ的培养基
干预２０ｍｉｎ后，用 ＰＢＳ洗涤３遍，再加入含５μｍｏｌ／Ｌ
ＢｏｃＭＬＦ的培养基干预２０ｍｉｎ。收集各组处理后的细
胞，提取总蛋白，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＦＰＲ１、
ｐＥＲＫ、ｔＥＲＫ蛋白表达水平，ＢＣＡ测定蛋白浓度；取
等量蛋白（２０μｇ），上样，电泳跑胶，转膜目的蛋白至
ＰＶＤＦ膜后 ０．５％ ＢＳＡ封闭 ２ｈ；加入一抗 ＦＰＲ１
（１∶１０００）、ｐＥＲＫ（１∶１０００）、ｔＥＲＫ（１∶１０００）、Ｔｕｂｕ
ｌｉｎ（１∶１０００）４℃过夜，ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，
二抗为ＨＲＰ标记的山羊抗兔／小鼠ＩｇＧ（１∶５０００）室温
孵育２ｈ，洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；加显色剂，ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＸＲ＋紫外凝胶成像仪扫描成像，条带分析测定使用
ＩｍａｇｅＬａｂ程序。
１．３　统计学方法
　　应用ＳＰＳＳ１５．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，多组
间比较使用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＢＶ２细胞中ＦＰＲ１的鉴定
　　经免疫荧光染色鉴定：ＢＶ２细胞 ＦＰＲ１表达呈阳
性（图１）。
２．２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ｆＭＬＰ对ＢＶ２细胞迁移的影响
　　使用不同浓度 ＦＰＲ１特异性激动剂 ｆＭＬＰ（１、１０、
５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ）干预 ＢＶ２细胞４８ｈ后，倒置相
差显微镜观察显示：随着ｆＭＬＰ浓度的增高，除１ｎｍｏｌ／Ｌ
组外，从Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室迁移下室的细胞数量明显高于
空白对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。其中１００ｎｍｏｌ／Ｌ组
和５００ｎｍｏｌ／Ｌ组效果显著，ｆＭＬＰ促ＢＶ２细胞迁移的适
宜浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ（图２、３）。
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Ａ：细胞核（蓝色）；Ｂ：ＦＰＲ１膜表达（红色）；Ｃ：融合
图１　免疫荧光染色观察ＢＶ２细胞表达ＦＰＲ１　（激光共聚焦显微镜）
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Ａ：空白对照组；Ｂ～Ｆ：激动剂组（分别为ＦＰＲ１特异性激动剂ｆＭＬＰ终浓度为１、１０、５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ）
图２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ证实ｆＭＬＰ能够促进ＢＶ２细胞的迁移　（结晶紫）
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１：空白对照组；２～６：激动剂组（分别为ＦＰＲ１特异性激动剂
ｆＭＬＰ终浓度为１、１０、５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ）　ａ：Ｐ＜００５，
ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较

图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测的定量分析结果

２．３　划痕实验检测ＦＰＲ１对ＢＶ２细胞迁移的影响
　　为了验证ＦＰＲ１是否对ＢＶ２细胞的迁移起到促进
作用，我们采用划痕实验，结果证实：与空白对照组相

比，１００ｎｍｏｌ／ＬｆＭＬＰ的激动剂组能够显著促进ＢＶ２细
胞的迁移，５μｍｏｌ／Ｌ的 ＢｏｃＭＬＦ阻断剂能抑制 ＦＰＲ１
促进迁移的作用（图４）。通过测量２４ｈ后细胞迁移
到划痕区域的相对面积，证实激动剂组是空白对照组

的（２．９４±０．５６）倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：激动剂组；Ｃ：阻断剂组；Ｄ：阻断剂＋激动剂组
图４　划痕实验检测ＦＰＲ１对ＢＶ２细胞的迁移能力的影响

（倒置相差显微镜）

２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＦＰＲ１对 ＢＶ２细胞迁移的
影响

　　为了进一步验证ＦＰＲ１对 ＢＶ２细胞的迁移作用，
我们采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验再次验证划痕实验所得结果。
１００ｎｍｏｌ／ＬｆＭＬＰ的激动剂组较空白对照组能够显著
促进ＢＶ２细胞的迁移，其促进迁移的效应能被阻断剂
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所抑制（图５）。根据４８ｈ后迁移的相对细胞数得出，
激动剂组是空白对照组的（１１．７１±０．１６）倍，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）。此结果与细胞划痕实验结果一
致，表明ＦＰＲ１在ＢＶ２细胞迁移中具有重要的作用。

!" !#

!" !#

$

%

!" !#

!" !#

&

'

Ａ：空白对照组；Ｂ：激动剂组；Ｃ：阻断剂组；Ｄ：阻断剂＋激动剂组
图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＦＰＲ１对ＢＶ２细胞迁移能力的影响

（倒置相差显微镜）

２．５　ＢＶ２细胞中 ＦＰＲ１蛋白表达水平可影响 ＢＶ２
细胞的迁移

　　各组细胞经分别干预后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示（图６）：与空白对照组相比，激动剂组 ＦＰＲ１蛋白表
达水平升高（Ｐ＜０．０１）；阻断剂＋激动剂组的ＦＰＲ１蛋
白表达水平相比激动剂组降低（Ｐ＜０．０１）。这表明
ｆＭＬＰ可以上调 ＢＶ２细胞 ＦＰＲ１蛋白的表达水平，此
作用又可被ＢｏｃＭＬＦ所抑制，证实激活 ＦＰＲ１可增强
ＢＶ２细胞的迁移。
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１：空白对照组；２：激动剂组；３：阻断剂组；４：阻断剂＋激动剂组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜００５，与
空白对照组比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＢＶ２细胞中ＦＰＲ１蛋白的表达

２．６　ｆＭＬＰ通过活化ＥＲＫ信号通路对细胞迁移的影响
　　各组细胞经分别干预后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示（图７）：与空白对照组相比，激动剂组 ｐＥＲＫ蛋白
表达水平升高（Ｐ＜０．０１）；阻断剂 ＋激动剂组的 ｐ
ＥＲＫ蛋白表达水平相比激动剂组则又降低（Ｐ＜
００５）。这表明 ＥＲＫ信号通路参与 ＦＰＲ１对 ＢＶ２细
胞迁移能力的调控。
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１：空白对照组；２：激动剂组；３：阻断剂组；４：阻断剂 ＋激动
剂组

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较
图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＢＶ２细胞中ｐＥＲＫ、ｔＥＲＫ

蛋白的表达

３　讨论

　　ＳＣＩ后的神经功能修复是困扰科学界的难题，以
干细胞移植为代表的研究虽然取得了一定进展，但因

移植细胞难以存活和分化，导致其临床应用治疗陷入

困境。而ＳＣＩ后局部微环境，尤其是免疫反应状态在
其中起着至关重要的作用。小胶质细胞是神经胶质细

胞的一种，相当于脑和脊髓中的巨噬细胞，是中枢神经

系统的第一道也是最重要的免疫防线。ＳＣＩ后，小胶
质细胞不断清除损坏的神经细胞、斑块及感染性物质，

以提供有利于神经再生的微环境、促进轴突和髓鞘再

生［５－７］。因此，ＳＣＩ后小胶质细胞参与的炎症反应对
ＳＣＩ的治疗效果和康复起着至关重要的作用。正常情
况下，小胶质细胞的迁移数量和能力有限成为影响

ＳＣＩ后神经功能康复的一个重要因素。鉴于此，如何
提高ＳＣＩ后康复期小胶质细胞的迁移能力和增加小胶
质细胞迁移的数量是目前研究的热点和焦点。

　　本课题组前期研究发现，敲除小鼠 ＦＰＲ基因导致
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吞噬性炎症细胞趋化能力障碍，在炎症区聚集减少，吞

噬能力降低而导致创伤愈合延缓、细菌清除能力下降

而致残率升高［８］。同时，有研究表明炎症细胞浸润、

迁移是由病原或自体来源的趋化因子与相应的 Ｇ蛋
白偶联受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＣＲ）结合
而实现的，ＦＰＲ１作为 ＧＰＣＲ的一种，是炎症细胞趋化
的主要功能受体［９－１０］。本研究通过体外实验发现

ｆＭＬＰ对ＢＶ２细胞的迁移能力具有促进作用，且具有
浓度依赖性，最适浓度为 １００ｎｍｏｌ／Ｌ，该浓度下的
ｆＭＬＰ可明显上调 ＢＶ２细胞中 ＦＰＲ１蛋白的表达，并
且ｐＥＲＫ的蛋白水平也明显上调，提示在细胞外配体
作用的情况下，可通过 ＦＰＲ１将信号转导至细胞内部
引起ＥＲＫ相关通路蛋白的活化，进而通过一系列内部
信号转导通路，最终引起细胞运动蛋白的变化，如

Ｆａｃｔｉｎ、Ｔｕｂｕｌｉｎ等，可增强 ＢＶ２细胞的运动能力，进
而可能为 ＳＣＩ后的功能康复起到积极作用。研究表
明，ＳＣＩ损伤后的小胶质细胞活化可产生两种类型的
小胶质细胞：Ｍ１型和 Ｍ２型，脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ
ｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和干扰素 γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）诱导的通过
“经典活化的”（ｃｌａｓｓｉｃａｌｌｙａｃｔｉｖａｔｅｄ）促炎性Ｍ１小胶质
细胞在 ＳＣＩ后起到持续性的损伤作用，而白介素４
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）诱导的 Ｍ２（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｌｙａｃｔｉｖａｔｅｄ）
小胶质细胞在 ＳＣＩ后起到保护作用而促进轴突再生，
对ＳＣＩ的治疗和康复具有重要作用［１１］。同时，本课题

组前期研究表明：激活 ＦＰＲ１可使局部小胶质细胞向
Ｍ２表型转换增多［１２］。结合本研究的结果提示：ＦＰＲ１
的激活不仅可在损伤后功能康复中促进小胶质细胞的

迁移能力，而且可促进小胶质细胞的表型转换，从两方

面起到积极作用来提高康复效果。

　　综上所述，本研究从ＦＰＲ１出发，基于小胶质细胞
的细胞系 ＢＶ２，初步发现 ＦＰＲ１的激活可促进 ＢＶ２
细胞的迁移及其潜在的分子机制 ＥＲＫ，为 ＳＣＩ后促进
小胶质细胞向损伤部位迁移参与炎症反应提供了一个

新靶点，也为 ｆＭＬＰ向临床应用转化提供了一定的理
论依据。同时，本研究也存在不足，ＦＰＲ１促进小胶质
细胞迁移是否存在其他信号通路，以及缺少动物实验

验证。这也是我们下一步研究的方向。
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