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丁酸钠通过ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路调控脂多糖诱导的ＢＶ２小胶质细胞表型极化
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　　［摘要］　目的　研究丁酸钠（ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ，ＮａＢ）对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导ＢＶ２小
胶质细胞炎症表型的调控作用和分子机制。方法　不同浓度ＮａＢ单独及联合ＬＰＳ干预ＢＶ２细胞，采用
ＣＣＫ８法检测 ＢＶ２细胞活力的变化，根据结果选择实验浓度。将 ＢＶ２小胶质细胞分为对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）
组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋ＮａＢ低剂量组（０．１２５ｍｍｏｌ／Ｌ）和ＬＰＳ＋ＮａＢ高剂量组（０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）；ＮａＢ预处理过夜
（１７ｈ）后，采用ＬＰＳ继续孵育 ２４ｈ诱导 ＢＶ２小胶质细胞炎症模型；ＧＲＩＥＳＳ法检测细胞 ＮＯ释放量，
ＥＬＩＳＡ检测细胞培养液中细胞因子 ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ１０的含量；ＲＴｑＰＣＲ检测细胞 ｉＮＯＳ和 ＣＤ２０６
ｍＲＮＡ水平；免疫荧光染色法检测细胞ｉＮＯＳ和ＣＤ２０６的平均荧光强度；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ＴＬＲ４、
ＮＦκＢｐ６５、ＩＫＢα和 ｐＩＫＢα表达水平，分离胞浆和胞核蛋白，检测 ＮＦκＢｐ６５的核转位。结果　
ＧＲＩＥＳＳ结果显示，高、低剂量ＮａＢ组的ＮＯ分泌水平较 ＬＰＳ组低（Ｐ＜０．０５）；ＥＬＩＳＡ结果显示，高、低剂
量ＮａＢ组中的ＩＬ１β和ＴＮＦα分泌水平较ＬＰＳ组低（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１０分泌水平较ＬＰＳ组高（Ｐ＜０．０５）；
ＲＴｑＰＣＲ结果显示，高、低剂量ＮａＢ显著下调了ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５），促进了ＣＤ２０６ｍＲＮＡ的
表达（Ｐ＜０．０５）；免疫荧光结果显示，高、低剂量 ＮａＢ可显著减少 ＢＶ２细胞 Ｍ１表型标志物 ｉＮＯＳ的表
达，促进Ｍ２表型标志物 ＣＤ２０６的表达（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＬＰＳ组相比，高、低剂量
ＮａＢ显著抑制了ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５和ｐＩＫＢα的蛋白表达，同时抑制了ＮＦκＢｐ６５的核转位（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＮａＢ显著减轻ＬＰＳ诱导的ＢＶ２细胞炎症反应，其机制可能与 ＮａＢ抑制 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路、
促进ＢＶ２细胞由Ｍ１表型向Ｍ２表型极化有关。
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１６３．ｃｏｍ

　　炎症反应是中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，
ＣＮＳ）退行性病变和创伤性损伤的重要病理特点［１］。

小胶质细胞作为ＣＮＳ常驻的巨噬细胞，占所有ＣＮＳ特
异性细胞的 ５％～１２％，在 ＣＮＳ炎症反应中起主要作
用［２－３］。当感染、创伤或缺血性卒中等疾病发生后小

胶质细胞迅速激活，最终极化为Ｍ１或Ｍ２两种功能相
反的细胞群［４］。Ｍ１表型小胶质细胞释放促炎细胞因
子加剧神经损伤；Ｍ２表型小胶质细胞则通过分泌抗炎
细胞因子促进损伤修复，发挥神经保护作用［５］。因此

调节小胶质细胞 Ｍ１／Ｍ２极化，可能是治疗 ＣＮＳ炎症
反应的潜在策略［６－７］。

　　丁酸钠（ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ，ＮａＢ）是内源性丁酸的钠
盐形式，由益生菌在结肠中发酵膳食纤维形成［８］。随

着肠脑轴理论研究深入，ＮａＢ逐渐被发现能跨越血脑
屏障作用于ＣＮＳ，在脑卒中、癫痫、帕金森等动物模型
实验研究中均能起到良好的治疗成效，其机制可能与

病理过程中的炎症反应被抑制有关［９－１２］。目前有关

ＮａＢ在ＣＮＳ的抗炎机制研究较少，ＮａＢ是否通过调节小
胶质细胞Ｍ１／Ｍ２极化发挥抗炎作用的机制尚未完全清

楚。本研究通过观察ＮａＢ对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）诱导 ＢＶ２细胞表型极化的调节作用，从 ＴＬＲ４／
ＮＦκＢ信号通路探讨其可能的抗炎机制，探索肠脑轴
理论中肠道菌群代谢物在调控 ＣＮＳ炎症性疾病的
价值。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　细胞培养与分组　　小鼠 ＢＶ２小胶质细胞
（ＣＬ０４３９）购自武汉普诺赛生命科技有限公司。采用
ＤＭＥＭ培养基，加入 １０％胎牛血清和 １％双抗；置于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。细胞生长至对数期进
行１∶３传代或铺板［１３］。本实验分为 ４组：①对照
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组，正常完全培养基培养，不做任何处理；
②ＬＰＳ组，ＢＶ２细胞培养至对数期后，以１００ｎｇ／ｍＬ的
ＬＰＳ处理２４ｈ；③ＬＰＳ＋ＮａＢ低剂量（ＬＰＳ＋ＮａＢＬ）组，
依据ＣＣＫ８实验结果和既往研究，０．１２５ｍｍｏｌ／ＬＮａＢ
预处理过夜（１７ｈ）后再以１００ｎｇ／ｍＬ的ＬＰＳ继续孵育
２４ｈ［１４－１６］；④ＬＰＳ＋ＮａＢ高剂量（ＬＰＳ＋ＮａＢＨ）组，
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０．２５ｍｍｏｌ／ＬＮａＢ预处理过夜（１７ｈ）后再以１００ｎｇ／ｍＬ
的ＬＰＳ继续孵育２４ｈ。
１．１．２　主要试剂　　ＮａＢ（Ｂ５８８７）和 ＬＰＳ（Ｌ２８８０）购
自Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清和双抗购自
Ｇｉｂｃｏ公司；全蛋白提取试剂盒（ＢＣ３７１０）和核浆蛋白
抽提试剂盒（Ｒ００５０）购自北京索莱宝科技有限公司；
ＣＣＫ８试剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司；ＮＯ试剂盒购自南
京建成生物工程研究所；ＩＬ１β（ＥＥＬＭ００３７ｃ）、ＴＮＦα
（ＥＥＬＭ３０６３）、ＩＬ１０（ＥＥＬＭ００４６ｃ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购
自Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘＫｉｔ和
ＳＹＢＲ ＰｒｉｍｉｘＥｘＴａｇＴＭＫｉｔ购自日本 ＴａＫａＲａ公司；
引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成；

ＣＤ２０６兔多克隆抗体（ａｂ６４６９３）和 ｉＮＯＳ兔单克隆抗
体（ａｂ１７８９４５）购自 Ａｂｃａｍ公司；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记
的山羊抗兔（ＧＢ２５３０３）和抗荧光淬灭封片剂（Ｇ１４０１）
购自 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司；ＴＬＲ４鼠单克隆抗体（６６３５０１
Ｉｇ）购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＮＦκＢ（Ｐ６５）兔多克隆抗体
（ＧＴＸ１０７６７８）购自 ＧｅｎｅＴｅｘ公司；磷酸化 ＩＫＢα兔单
克隆抗体（ＡＰ０７０７）购自ＡＢｃｌｏｎａｌ公司；ＩＫＢα鼠单克
隆抗体（４８１４Ｓ）购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；
ＰＣＮＡ抗体（２００９４７２Ｅ１）购自成都正能生物技术有限
责任公司。

１．２　方法
１．２．１　ＣＣＫ８法筛选药物浓度　　取对数生长期的
ＢＶ２细胞制备细胞悬液（５×１０４／ｍＬ），按１００μＬ／孔接
种于９６孔板。设置对照组（仅加入培养液）和不同浓
度ＮａＢ组（０、０．１２５、０．２５０、０．５００、１．０００ｍｍｏｌ／Ｌ）筛
选药物浓度范围。设置对照组和不同浓度 ＮａＢ组以
及ＮａＢ与 ＬＰＳ联合作用（ＮａＢ预处理过夜，再使用
１００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ作用 ２４ｈ）测定药物对炎症刺激后
ＢＶ２细胞活力的影响，每组５个复孔。所有干预结束
后，按照ＣＣＫ８试剂盒说明书操作，计算细胞活力。
１．２．２　ＧＲＩＥＳＳ法检测各组细胞上清液中 ＮＯ水平　
　细胞悬液制备同１．２．１，接种于６孔板，每孔２ｍＬ。
按分组给予药物处理，结束后收集各组细胞培养上清，

４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ。根据 ＮＯ试剂盒说明
书于５５０ｎｍ处测定各孔光密度值［Ｄ（５５０）］，计算各
组细胞ＮＯ分泌水平。
　　ＮＯ含量＝［实验组 Ｄ（５５０）值－空白组 Ｄ（５５０）
值）／（ＮＯ标准品组Ｄ（５５０）值－空白组 Ｄ（５５０）值］×
标准品浓度×稀释倍数
１．２．３　ＥＬＩＳＡ检测 ＢＶ２细胞上清液 ＩＬ１β、ＴＮＦα和
ＩＬ１０分泌水平　　细胞上清收集方法同 １．２．２。按

照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行操作，绘制标准曲线，计
算各组细胞ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＩＬ１０的分泌水平。
１．２．４　ＲＴｑＰＣＲ法检测 ｉＮＯＳ和 ＣＤ２０６ｍＲＮＡ的表
达　　细胞悬液制备同１．２．１，每孔２ｍＬ，贴壁后按分
组给予药物处理。干预完毕后弃上清，ＰＢＳ洗涤，按每
孔１ｍＬＴＲＩｚｏｌ提取细胞总 ＲＮＡ，分析检测 ＲＮＡ纯度
与浓度。根据 ＴａＫａＲａ的试剂盒说明书操作，以逆转
录合成的ｃＤＮＡ为模板进行反转录和 ＰＣＲ反应，预变
性９５℃ ３０ｓ，ＰＣＲ反应９５℃ ５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ共进
行４０个循环。以 ＧＡＰＤＨ为参照，用 ２－ΔΔＣｔ法计算目
的基因ｍＲＮＡ的相对表达量。引物序列：ｉＮＯＳ上游
５′ＧＧＣＴＴＧＣＣＣＣＴＧＧＡＡＧＴＴＴ３′，下游 ５′ＴＧＣＡＡＧＴ
ＧＡＡＡＴＣＣＧＡＴＧＴＧＧ３′；ＣＤ２０６上游５′ＴＴＣＡＧＣＴＡＴＴ
ＧＧＡＣＧＣＧＡＧＧ３′，下游５′ＧＡＡＴＣＴＧＡＣＡＣＣＣＡＧＣＧＧ
ＡＡ３′；ＧＡＰＤＨ上游 ５′ＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ
３′，下游 ５′ＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＣＣ３′。
１．２．５　免疫细胞化学染色法检测 ｉＮＯＳ和 ＣＤ２０６的
荧光强度　　细胞悬液制备同１．２．１，６孔板底部放置
细胞爬片，每孔２ｍＬ，贴壁按细胞分组给予药物处理。
干预完毕后弃上清，ＰＢＳ洗涤，４％多聚甲醛室温固定；
破膜工作液室温孵育２０ｍｉｎ；３％ＢＳＡ室温封闭３０ｍｉｎ；
孵育抗ＣＤ２０６（１∶２００）和ｉＮＯＳ（１∶２５０）抗体置于湿盒内
４℃过夜；用ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记的山羊抗兔（１∶４００）
室温孵育５０ｍｉｎ；ＤＡＰＩ复染细胞核；封片；镜检拍照；
细胞核呈蓝色，ＣＤ２０６、ｉＮＯＳ呈绿色；用 ＩｍａｇｅＪ计算
平均荧光强度，反映ＢＶ２小胶质细胞表型极化情况。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＶ２小胶质细胞各蛋白的相
对表达　　收集各组细胞，按蛋白提取试剂盒说明书
分别提取总蛋白、分离胞浆蛋白和胞核蛋白，采用

ＢＣＡ法测定蛋白浓度。制胶后按等量总蛋白上样，电
泳、转膜、封闭后加入一抗（ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５、ＩＫＢα、
ｐＩＫＢα、ＧＡＰＤＨ、ＰＣＮＡ）于 ４℃孵育过夜，室温孵育
二抗１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤后，使用 ＥＣＬ显影液进行蛋白印
迹曝光，ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白灰度值。
１．３　统计学分析
　　所有实验至少重复３次，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０
软件进行统计分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示，２组间差异比
较采用ＬＳＤｔ检验，多组间差异比较采用单因素方差
分析。以Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮａＢ对ＬＰＳ诱导的ＢＶ２细胞活力的影响
　　无论是ＮａＢ单独处理还是ＮａＢ与ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍＬ）
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联合处理，ＣＣＫ８结果均显示ＢＶ２细胞的活力先上升，
后下降。ＮａＢ单独处理的 ＣＣＫ８结果显示：当 ＮａＢ作
用浓度达到０．５００ｍｍｏｌ／Ｌ时细胞活力受到明显抑制，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 １）；当作用浓度达到
１．０００ｍｍｏｌ／Ｌ时，细胞活力明显降低，约为正常组的
２／３。ＮａＢ与ＬＰＳ联合处理的 ＣＣＫ８结果显示：０．１２５
和０．２５０ｍｍｏｌ／Ｌ剂量的ＮａＢ能显著提高ＢＶ２细胞活
力（Ｐ＜０．０５，图 １）。因此，０．１２５、０．２５０ｍｍｏｌ／Ｌ分别
作为ＮａＢ低剂量和高剂量用于后续实验。
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图１　ＣＣＫ８法检测不同浓度ＮａＢ以及联合ＬＰＳ对ＢＶ２
细胞活力的影响（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．２　ＮａＢ对 ＬＰＳ诱导的 ＢＶ２细胞 ＮＯ、ＩＬ１β、ＴＮＦα
和ＩＬ１０的影响

　　与对照组相比，ＬＰＳ刺激后 ＮＯ、ＩＬ１β和 ＴＮＦα
含量显著增加（Ｐ＜０．０５，图２Ａ～Ｃ）；ＩＬ１０含量显著降
低（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。与 ＬＰＳ模型组相比，高、低剂量
ＮａＢ组 ＮＯ、ＩＬ１β和 ＴＮＦα含量减少，ＩＬ１０含量增
加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。表明 ＮａＢ可
抑制ＬＰＳ诱导的ＢＶ２细胞神经炎症反应，且呈剂量依
赖性地抑制ＮＯ、ＩＬ１β和ＴＮＦα分泌，促进ＩＬ１０分泌。

２．３　ＮａＢ对 ＬＰＳ诱导的 ＢＶ２细胞 Ｍ１／Ｍ２表型极化
的影响

　　为了确定ＮａＢ抑制 ＢＶ２细胞炎症反应是否与表
型极化有关，使用ＲＴｑＰＣＲ检测ＢＶ２细胞Ｍ１表型标
志物 ｉＮＯＳ和 Ｍ２表型标志物 ＣＤ２０６的 ｍＲＮＡ的表
达，使用免疫荧光细胞化学染色法观察ｉＮＯＳ和ＣＤ２０６
蛋白的表达。ＲＴｑＰＣＲ结果表明，与对照组相比，ＬＰＳ
刺激后ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜０．０５，图３Ａ），
ＣＤ２０６ｍＲＮＡ表达显著下降（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）；高、低剂
量ＮａＢ组与ＬＰＳ模型组相比，ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达显著降
低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ａ），ＣＤ２０６ｍＲＮＡ
表达显著上升，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。免
疫荧光结果显示，与正常对照组相比，ＬＰＳ干预组ｉＮＯＳ
蛋白表达明显上升，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、
Ｂ），ＣＤ２０６蛋白表达下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图４Ｃ、Ｄ）。而高、低剂量 ＮａＢ组与 ＬＰＳ干预组相比
ｉＮＯＳ蛋白表达明显下调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图４Ａ、Ｂ），ＣＤ２０６蛋白表达明显上升，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ、Ｄ）。这些结果均表明 ＮａＢ可促进
ＬＰＳ诱导的ＢＶ２细胞由Ｍ１表型向Ｍ２表型转化。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＬＰＳ；３：ＬＰＳ＋ＮａＢＬ；４：ＬＰＳ＋ＮａＢＨ；ａ：Ｐ＜
０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较

图３　ＲＴｑＰＣＲ检测各组ＢＶ２细胞ｉＮＯＳ（Ａ）和ＣＤ２０６（Ｂ）
ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＬＰＳ；３：ＬＰＳ＋ＮａＢＬ；４：ＬＰＳ＋ＮａＢＨ；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较
Ａ：ＧＲＩＥＳＳ法检测ＮＯ分泌水平；Ｂ：ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ１β分泌水平；Ｃ：ＥＬＩＳＡ检测ＴＮＦα分泌水平；Ｄ：ＥＬＩＳＡ检
测ＩＬ１０分泌水平

图２　ＧＲＩＥＳＳ法和ＥＬＩＳＡ分别检测各组ＢＶ２细胞ＮＯ、ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＩＬ１０分泌水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

９４８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＬＰＳ；３：ＬＰＳ＋ＮａＢＬ；４：ＬＰＳ＋ＮａＢＨ；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较
Ａ：免疫荧光检测ｉＮＯＳ蛋白表达；Ｂ：半定量分析 ｉＮＯＳ蛋白平均荧光强度；Ｃ：免疫荧光检测 ＣＤ２０６蛋白表达；
Ｄ：半定量分析ＣＤ２０６蛋白平均荧光强度

图４　免疫荧光检测各组ＢＶ２细胞ｉＮＯＳ和ＣＤ２０６蛋白表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　ＮａＢ对ＬＰＳ诱导的 ＢＶ２细胞 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号
通路的影响

　　提取各组细胞全蛋白，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＴＬＲ４、ＮＦκＢ ｐ６５、ＩＫＢα和 ｐＩＫＢα的表达。与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ刺激后各组 ＴＬＲ４和 ＮＦκＢｐ６５
的蛋白表达显著上升，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图
５Ａ～Ｃ）；与ＬＰＳ组相比，高、低剂量 ＮａＢ组 ＴＬＲ４表达
均受到抑制，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、Ｂ）；
与ＬＰＳ组相比，高、低剂量 ＮＦκＢｐ６５表达均受到抑
制，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、Ｃ）。同时测定
了ＩＫＢα蛋白的磷酸化程度，结果显示，与正常对照
组相比，ＬＰＳ刺激后ｐＩＫＢα蛋白表达显著提高，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ、Ｄ）；与 ＬＰＳ组相比，
高、低剂量 ＮａＢ组抑制了 ＢＶ２细胞内 ＩＫＢα的磷酸
化，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ、Ｄ）。由此可
见，ＮａＢ抑制ＬＰＳ诱导的ＢＶ２细胞炎症反应可能是通
过ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路实现的。

２．５　ＮａＢ对ＬＰＳ诱导的ＢＶ２细胞ＮＦκＢｐ６５核转位
的影响

　　分离胞浆和胞核蛋白，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＮＦκＢｐ６５的核转位情况。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ刺
激后各组ＮＦκＢｐ６５核转位明显增加，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；与 ＬＰＳ组相比，高、低剂量 ＮａＢ组
ＮＦκＢｐ６５核蛋白表达明显降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图６）。由此可见，ＮａＢ抑制了 ＬＰＳ诱导的
ＢＶ２细胞ＮＦκＢｐ６５的核转位。

３　讨论

　　神经炎症对缺血性卒中、创伤性脊髓损伤和阿尔
茨海默病等 ＣＮＳ疾病过程的多个阶段的发生和发展
具有重要影响［１７－１８］。过度神经炎症可加剧神经细胞

和组织损害，使得病理状况恶化，这些都与神经元损伤

程度和功能障碍预后密切相关。因此，长期以来如何控

制神经炎症都是ＣＮＳ退行性病变和创伤性损伤疾病

０５８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＬＰＳ；３：ＬＰＳ＋ＮａＢＬ；４：ＬＰＳ＋ＮａＢＨ；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５和ｐＩＫＢα蛋白表达；Ｂ～Ｄ：分别为ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５和ｐＩＫＢα蛋白半定量分析

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＢＶ２细胞ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路蛋白表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＬＰＳ；３：ＬＰＳ＋ＮａＢＬ；４：ＬＰＳ＋ＮａＢＨ；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胞浆和胞质ＮＦκＢｐ６５蛋白表达；Ｂ、Ｃ：分别为胞核和胞浆ＮＦκＢｐ６５蛋白半定量分析

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＢＶ２细胞ＮＦκＢｐ６５核转位的水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

的治疗重点［１９］。小胶质细胞作为 ＣＮＳ的常驻免疫细
胞，是神经炎症的关键参与者［２０］。Ｍ１表型小胶质细
胞分泌如 ＮＯ、ＩＬ１β和 ＴＮＦα等促炎细胞因子，加剧
炎症反应；而 Ｍ２型可分泌 ＩＬ４、ＩＬ１０等抗炎细胞因
子，减轻神经炎症反应。因此，调控小胶质细胞向 Ｍ２
型转化可能是抑制神经炎症的潜在治疗策略。

　　胃肠道作为人体内最大的免疫器官，约含１０１４个
细菌，数量与人体细胞总数相当［２１］。肠道菌群因此也

被认为是“第二基因组”，在机体的病理生理过程中发

挥着重要作用［２２－２４］。随着宏基因组学与代谢组学的

发展，肠脑轴作为连接胃肠道和 ＣＮＳ的双向交流通
道，其内在机制不断被揭示。研究表明，脑卒中、阿尔

茨海默病和多发性硬化等 ＣＮＳ疾病的发生通常伴有
肠道菌群失调，而紊乱的肠道菌群又参与疾病的炎症

反应，加重原发性损伤［２５－２７］。通过药物或粪菌移植等

方式重塑紊乱的肠道菌群则可改善上述的疾病转归，

其恢复程度可能与肠道菌群重塑后短链脂肪酸的含量

相关［１６，２８－３０］。此外，ＹＵ等［３１］发现胸段完全性脊髓损

伤患者肠道产短链脂肪酸的拟杆菌门水平降低。在脊

髓损伤小鼠粪便中发现的丁酸含量较假手术组下降了

５８．６％，而粪菌移植后丁酸含量上调了４６．７％，较其他
短链脂肪酸的含量变化最大，且与运动功能的恢复程

度呈正相关［３２］。这些研究提示 ＮａＢ可能是胃肠道与
ＣＮＳ“串话”的关键介质，直接穿过血脑屏障调节 ＣＮＳ

的发育和功能［１１，３３］。但 ＮａＢ能否作用于 ＣＮＳ的小胶
质细胞发挥抗炎作用尚不清楚。

　　本研究首先使用ＣＣＫ８筛选ＮａＢ药物浓度范围，
以确定用于ＢＶ２细胞的适宜浓度。ＣＣＫ８结果显示，
０．１２５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＢ增加了 ＢＶ２细胞活力，这可能
归因于ＮａＢ作为去乙酰化酶抑制剂上调了 ＢＶ２细胞
存活和增殖相关的基因，或促进了ＢＶ２细胞自噬以加
速其重组再生提高了细胞活力［３４－３５］。ＬＰＳ来源于革
兰阴性菌，是炎症和免疫反应的强刺激剂，同时 ＬＰＳ
诱导的ＢＶ２细胞是研究小胶质细胞Ｍ１／Ｍ２表型转化
的常用细胞模型［３６］。本研究通过 ＬＰＳ刺激 ＢＶ２细胞
建立神经炎症模型，证实 ＮａＢ显著降低了 ＢＶ２细胞
ＮＯ、ＩＬ１β和ＴＮＦα的分泌水平，增加了ＩＬ１０的分泌
水平。基因的变化往往伴随着相应的蛋白变化，本研

究结果表明，ＮａＢ可抑制Ｍ１表型标志物ｉＮＯＳ蛋白和
基因的表达，增加 Ｍ２型标志物 ＣＤ２０６蛋白和基因的
表达，促进 ＬＰＳ诱导的 ＢＶ２细胞由 Ｍ１表型向 Ｍ２表
型转化。其中 ｉＮＯＳ作为 ＢＶ２细胞内 ＮＯ合成酶与
ＮＯ的分泌密切相关，正常的生理条件下 ＮＯ是 ＣＮＳ
重要的第二信使，在神经系统的细胞内通讯和细胞内

信号传导中起着至关重要的作用；而过量的 ＮＯ生成
会直接导致轴突变性，激活环氧合酶来加剧 ＣＮＳ疾病
的神经炎症［４］。因此，ＮａＢ的抗炎作用可能与 ＬＰＳ诱
导后的ＢＶ２细胞Ｍ１／Ｍ２的表型调控相关。

１５８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）



　　研究表明，ＬＰＳ诱导激活 Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ４），其
实质上是激活ＮＦκＢ信号通路，加快了炎症基因的转
录［３７］。正常状态下ＮＦκＢ处于非活性形式，与细胞质
内的抑制剂ＩＫＢα结合形成二聚体；而受到炎症刺激
后，ＩＫＢα蛋白发生磷酸化和降解，释放出ＮＦκＢ转移
至细胞核内，参与ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα等几种炎症因
子的表达。同时，这些炎症因子又参与调节 ＴＬＲ４／
ＮＦκＢ信号通路，从而形成反馈环，共同参与神经炎症
的病理学［３８］。实验结果表明，ＬＰＳ刺激 ＢＶ２细胞后
ＴＬＲ４、ＮＦκＢ的转录水平、ＩＫＢα蛋白的磷酸化水平均
显著上升；同时促进了 ＢＶ２细胞 ＮＦκＢｐ６５核转位，
激活ＮＦκＢ下游炎症通路。而 ＮａＢ能够显著抑制
ＩＫＢα蛋白的磷酸化，降低 ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的转录水
平，抑制ＬＰＳ诱导的 ＢＶ２细胞 ＮＦκＢｐ６５核转位，以
此实现对ＮＦκＢ下游信号通路的抑制。
　　综上所述，ＮａＢ能促进ＬＰＳ诱导的ＢＶ２细胞由Ｍ１
表型向Ｍ２表型极化，抑制细胞炎症因子释放，减轻神
经炎症反应，其具体分子机制可能与ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号
通路被抑制有关。表明ＮａＢ在细胞水平上具有神经保
护作用，对ＢＶ２细胞介导的神经炎症具有潜在价值；该
研究丰富了肠脑轴理论研究中肠道代谢物调控ＣＮＳ疾
病的理论依据，为肠道菌群代谢产物治疗 ＣＮＳ疾病的
深入研究和临床应用提供参考。但本研究仍具有一定

的局限性，如仅在细胞层面探讨ＮａＢ的抗炎作用，尚未
明确ＮａＢ在体内实验中是否也能通过调控小胶质细胞
表型极化来发挥抗炎功效，以及ＮａＢ对ＣＮＳ其他神经
细胞是否也具有一致的抗炎作用。未来将在动物体内

进一步探索ＮａＢ对神经炎症的调控作用和机制。
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Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２１，１００：１０８１３９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｉｎｔｉｍｐ．２０２１．１０８１３９．

［２］ＮＡＹＡＫＤ，ＲＯＴＨ Ｔ Ｌ，ＭＣＧＡＶＥＲＮ Ｄ Ｂ．Ｍｉｃｒｏｇｌｉａ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，２０１４，３２：
３６７－４０２．ＤＯＩ：１０．１１４６／ａｎｎｕｒｅｖｉｍｍｕｎｏｌ０３２７１３１２０２４０．

［３］ＳＡＮＪＡＹ，ＰＡＲＫ Ｍ，ＬＥＥＨ Ｊ．Ｒｏｌｅｓｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ：ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｒｏｍ ｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ
ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，
２０２２，２３（１３）：７３００．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２３１３７３００．

［４］ＬＡＮＧＧＰ，ＬＩＣ，ＨＡＮＹＹ．Ｒｕｔｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌＭ１ｔｏＭ２ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｕｒａｌ
ＲｅｇｅｎＲｅｓ，２０２１，１６（１２）：２４９９－２５０４．ＤＯＩ：１０．４１０３／
１６７３５３７４．３１３０５０．

［５］ＺＨＡＮＧＨ，ＬＵＭＹ，ＺＨＡＮＧＸＦ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｓｔｅｖｉｏｌｓｏｄｉｕｍ
ｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｂｙｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｍｉｃｒｏｇｌｉａ／
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｖｉａｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆＧＡＳ５／ｍｉＲ１４６ａ５ｐ

ｓｐｏｎｇｅ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１９，９（１）：１２２２１．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｓ４１５９８０１９４８７５９０．

［６］ＧＡＯＹＹ，ＴＡＯ Ｔ，ＷＵ Ｄ，ｅｔａｌ．ＭＦＧＥ８ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｂｙ ｄｒｉｖｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌＭ２ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２０２１，３３６：
１１３５３２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｘｐｎｅｕｒｏｌ．２０２０．１１３５３２．
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ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｏｒａｌｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄｉｎｕｌｉｎｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｎ
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Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，２０２０，１３１：１５５１０１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｙｔｏ．２０２０．
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［９］ＢＬＡＣＨＥＲＥ， ＬＥＶＹ Ｍ， ＴＡＴＩＲＯＶＳＫＹ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅｍｏｄｕｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓａｔｔｈｅｉｎｔｅｒｆａｃｅｏｆｈｏｓｔ
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ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｉａ ＧＰＲ４１／Ｇβγ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
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ｚｉｎｇｉｂｅｒｉｓｒｈｉｚｏｍａｍｉｘｔｕｒｅａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
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［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３（２２）：１４０１５．ＤＯＩ：１０．
３３９０／ｉｊｍｓ２３２２１４０１５．
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［１５］王正东，黄娜，陈婧娴，等．丁酸钠抑制氟中毒可诱导
小胶质细胞活化及炎症因子表达增多［Ｊ］．中国组织工
程研究，２０２１，２５（７）：１０７５－１０８０．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．
ｉｓｓｎ．２０９５４３４４．２１７５．
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Ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｓｉｎｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
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［２０］井紫薇，樊钊，李光耀，等．ｍｉＲ１２５ａ５ｐ通过靶向
ＨＩＦ１ＡＮ调控ＨＩＦ１α参与小胶质细胞活化［Ｊ］．空军军
医大学学报，２０２３（４）：３１１－３１６，３２２．
ＪＩＮＧＺＷ，ＦＡＮＺ，ＬＩＧＹ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ１２５ａ５ｐｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＨＩＦ１αｔｈｒｏｕｇｈｔａｒｇｅｔｉｎｇ
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