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二肽基肽酶抑制剂类似物对 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞炎症反应的抑制作用
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［摘　要］　目的　探讨二肽基肽酶抑制剂类似物对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的小胶质细胞炎症反应的抑制作用及机制。方法　取
新生ＳＤ大鼠进行小胶质细胞的原代培养并分离纯化。本研究分为空白组、阴性对照组、ＬＰＳ组、药物组（每组平行测定３次），药物
提前４８ｈ预处理。使用ＭＴＴ法筛选ＬＰＳ诱导小胶质细胞增殖的最佳浓度，观察不同浓度下二肽基肽酶抑制剂类似物对 ＬＰＳ刺激
小胶质细胞的作用。使用ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液中白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）的含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检
测Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）蛋白的表达，ＲＴＰＣＲ法检测ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达。结果　经ＬＰＳ刺激后，ＳＤ大鼠小胶质细胞生长迅速，
并可检测到大量炎性因子释放。与空白组相比，加入二肽基肽酶抑制剂类似物后，ＬＰＳ诱导的小胶质细胞增殖被明显抑制，处理
４８ｈ后对小胶质细胞的 ＩＣ５０为１．０１４×１０－２μｍｏｌ／Ｌ。二肽基肽酶抑制剂类似物能明显抑制小胶质细胞 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的释放
（Ｐ＜０．０１），并降低小胶质细胞ＴＬＲ４和ＮＦκＢ的表达。结论　二肽基肽酶抑制剂类似物对ＬＰＳ刺激的小胶质细胞增殖及炎症反
应具有抑制作用，可能与抑制小胶质细胞ＴＬＲ４、ＮＦκＢ表达有关。
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　　近年来，大量研究表明脑内的慢性炎症反应与多
种急慢性神经系统退行性疾病如阿尔兹海默病

（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）、帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＰＤ）等的发生、发展密切相关［１２］。过去有学者认

为，人体存在血脑屏障，免疫系统不能很好识别外来抗

原，逃避免疫监控［３］，但最新研究发现，许多神经系统退

行性疾病患者脑内也有强烈的局灶性炎症反应发生，对

神经元造成伤害，诱发或加重神经系统退行性病变［４］。

小胶质细胞（ｍｉｃｒｏｇｌｉａ，ＭＧ）作为参与中枢神经系统炎
症主要效应细胞逐渐成为人们研究的焦点。小胶质细

胞为神经胶质细胞，其体积较小，广泛分布于大脑和脊

髓中，约占胶质细胞总数的１０％～２０％，具有巨噬细胞
的特征，是脑内主要的免疫细胞［５］。当小胶质细胞在

各种因素下增殖活化时，可以释放大量的活性氧自由

基及致炎细胞因子如白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏
死因子α（ＴＮＦα）等诱发中枢神经系统的炎症反
应［６］。神经炎症一方面有利于神经系统损伤的修复，

另一方面可诱发、加重神经系统的退行性病变，是ＰＤ、

３１局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（１）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



ＡＤ等疾病发生与发展的重要因素之一［７］。最新研究

表明，ＰＤ、ＡＤ患者神经元损伤部位均发现大量激活的
小胶质细胞，表明ＰＤ、ＡＤ等急慢性中枢神经退行性疾
病的发生、发展与小胶质细胞激活引起的慢性神经炎

症反应具有很大相关性［８］。

二肽基肽酶Ⅳ（ＤＰＰⅣ）抑制剂为近年来应用于
临床治疗２型糖尿病的新型药物，主要代表药物有西
他格利汀、维达格利汀等，二肽基肽酶抑制剂类似物为

新合成的结构与二肽基肽酶Ⅳ（ＤＰＰⅣ）抑制剂相近
金刚烷磺酰胺类化合物，能明显抑制脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏ
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的小胶质细胞增殖及炎性因子
释放，我们推测该化合物可能抑制了神经系统退行性

疾病的慢性炎症反应。本实验拟通过探讨二肽基肽酶

抑制剂类似物对 ＬＰＳ诱导的小胶质细胞炎症反应的
抑制作用，为中枢神经系统退行性疾病的治疗提供新

的思路。

１　材料与方法

１．１　药品、试剂与仪器
二肽基肽酶抑制剂类似物（重庆医科大学药物化

学教研室提供，国家专利号２０１６１０８１８８４２．７）；胎牛血
清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、ＬＰＳ、
Ｌ多聚赖氨酸、青霉素与链霉素混合液、０．２５％胰蛋白
酶液（北京鼎国生物技术公司）；ＭＴＴ及ＰＢＳ磷酸盐缓
冲液（美国 ｓｉｇｍａ）；小胶质细胞 ＯＸ４２抗体（Ｓａｎｔａ），
ＴＮＦα及ＩＬ１βＥＬＩＳＡ试剂盒（欣博盛生物科技有限
公司），酶标仪、ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂａｒ流式
细胞仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓ）。ＰＥ标记的 ＴＬＲ４抗体（Ｂｉ
ｏｓｓ），ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ）。超净工作台
（北京昌平长城空气净化工程公司）；二氧化碳培养箱

（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ）；多管架自动平衡离心机ＴＤ５ＡＷＳ（上海
卢湘仪离心机仪器有限公司）；倒置荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ）。
１．２　实验方法
１．２．１　小胶质细胞的原代培养　　取新生的 ＳＤ大
鼠（１～２ｄ），颈椎脱臼后，７５％酒精浸泡消毒，无菌培
养皿中剪开颅骨，取出脑皮质和髓质，弃脑干，用

ＤＨａｎｋｓ液反复冲洗后置于盛有冰冷ＤＨａｎｋｓ液的培养
皿中，仔细去除脑组织表面血管和脑膜。剪碎后于西林

瓶中加入３ｍＬ的０．１２５％的胰蛋白酶，静置１０～１５ｍｉｎ。
然后加入３ｍＬ包含有１０％胎牛血清，１００ｕ／ｍＬ青霉素
及１００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２高糖培养基终止
消化，并反复吹打制成细胞悬液，２００目细胞筛过滤
后，滤液１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，所得沉淀物加入高
糖培养基制成细胞悬液，接种在包被有 Ｌ多聚赖氨酸
的培养瓶中，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育，并在倒

置显微镜下密切观察细胞的生长情况。

１．２．２　小胶质细胞的分离纯化与纯度鉴定　　原代
细胞培养至１０ｄ时，可观察到混合细胞分层生长，恒
温振荡（３７℃，２６０ｒ／ｍｉｎ）５ｈ后，收集上清液，加入适
量的血清培养液重悬，然后转移到用 Ｌ多聚赖氨酸提
前包被好的培养瓶中，３７℃、５％ＣＯ２培养箱静置约
１ｈ，振荡培养瓶去除贴壁不牢的细胞，加入新鲜培养
基继续培养。１周后，可进行第２次振荡分离。再继
续培养５～７ｄ可进行第３次振荡分离。３次培养收集
的细胞采用流式细胞术进行纯度鉴定并用于后续

实验。

１．２．３　ＭＴＴ法检测二肽基肽酶抑制剂类似物对 ＬＰＳ
刺激后小胶质细胞增殖的影响　　将实验分为空白
组、ＬＰＳ组、药物组、阴性对照组（每组平行测定３次），
药物提前 ４８ｈ预处理，ＬＰＳ刺激 ＭＧ的最佳浓度为
１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，ＬＰＳ作用时间为２４ｈ［９］。ＭＧ以每孔
１×１０５ｍｏｌ／Ｌ细胞悬液接种于 ９６孔板中，２４ｈ后给
药。用细胞培养液将二肽基肽酶抑制剂类似物存储液

（０．１ｍｏｌ／Ｌ）稀释成不同浓度（１×１０－６、３×１０－７、１×
１０－７、３×１０－８、１×１０－８、３×１０－９ｍｏｌ／Ｌ）的药物工作
液，每孔加入ＭＴＴ培养４ｈ后，再加入１５０μＬＤＭＳＯ，
振摇１０ｍｉｎ后，于酶标仪４９０ｎｍ波长处测定 ＯＤ值。
计算其抑制率ＩＲ，并通过ＳＰＳＳ软件分析并计算ＩＣ５０。
１．２．４　ＥＬＩＳＡ法检测二肽基肽酶抑制剂类似物对
ＬＰＳ诱导小胶质细胞ＴＮＦα和ＩＬ１β的影响　　实验
分为空白对照组、ＬＰＳ组、药物（１×１０－６、３×１０－７、
１×１０－７、３×１０－８、１×１０－８ｍｏｌ／Ｌ）组，将ＭＧ以细胞数
５×１０５／孔接种于６孔板中（每组平行测定３次），ＬＰＳ
刺激３、６、１２、２４ｈ后收集细胞上清液，根据ＥｌＩＳＡ试剂
盒说明书测定上清液中ＴＮＦα和ＩＬ１β的浓度。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测小胶质细胞 ＴＬＲ４表达
　　取对数生长期的小胶质细胞，接种于培养皿中，细
胞分组依次为空白组、ＬＰＳ组、阴性对照组、药物组（二
肽基肽酶抑制剂类似物浓度为 １×１０－６ｍｏｌ／Ｌ），于
３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养，裂解细胞后提取总蛋白。
根据ＢＣＡ试剂盒操作说明测定样本蛋白浓度后，以每
组２０μｇ蛋白量，计算上样体积，微量针上样，电泳，待
电泳条带清晰、完全后移至转膜液中，并用５％脱脂奶
封闭后加入ＴＬＲ４抗体及 βａｃｔｉｎ。２ｈ后用 ＴＢＳＴ液
洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，完成后加入二抗孵育１．５ｈ，
ＴＢＳＴ洗膜５次后，用镊子夹出膜带，加入显色剂，ＢＩＯ
ＲＡＤ系统测定各组条带灰度比值。
１．２．６　ＲＴＰＣＲ法检测 ＮＦκＢ的表达　　取对数生
长的小胶质细胞，以５×１０５／孔接种于６孔板中，细胞
分组依次为空白组、ＬＰＳ组、阴性对照组、药物组（二肽
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基肽酶抑制剂类似物浓度为１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）。３７℃、
５％ＣＯ２孵箱中培养 ６ｈ后，Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总
ＲＮＡ，并将其逆转录成 ｃＤＮＡ；以 ｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ反
应。小 鼠 ＮＦκＢ 引 物 序 列：上 游 引 物 为 ５’
ＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧ３’，下游引物为 ５’
ＧＣＴＣＡＴＡＣＧＧＴＴＴＣＣＣＡＴＴＴ３’。ＰＣＲ反应条件：９４℃
预变性４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６２℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，共３５
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；ＢｉｏＲａｄｉＱ５软件进行分析
处理，通过２－△△Ｃｔ法计算ＮＦκＢｍＲＮＡ与内参基因循
环阈值的差值△Ｃｔ。
１．３　统计学处理

应用统计学软件ＳＰＳＳ１７．０进行统计学分析。各
组数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单
因素方差分析法，两样本之间均数比较采用 ｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异具有极
显著性统计学意义。

２　结果

２．１　小胶质细胞原代培养结果
倒置显微镜下可见：培养至第１０天左右可以观察

到大量圆形或者椭圆形、折光性强的小胶质细胞附着

生长于星型胶质细胞表面（图１ａ），分离纯化后的小胶
质细胞见图１ｂ。

ａ：培养１０ｄ混合细胞形态；ｂ：纯化后小胶质细胞形态
图１　显微镜下小胶质细胞形态

２．２　小胶质细胞纯度鉴定结果
流式细胞术检测结果显示ＭＧ分离纯化后的纯度为

９８．９１％，细胞纯度超过９５％（图２），可继续后续的实验。

图２　流式细胞术（ＦＣＭ）检测小胶质细胞纯度

２．３　二肽基肽酶抑制剂类似物对小胶质细胞增殖的
影响

与空白对照组比较，ＬＰＳ组小胶质细胞大量增殖；
不同浓度的二肽基肽酶抑制剂类似物作用于小胶质细

胞后均有明显的抑制增殖作用，且呈剂量依赖性。使用

ＳＰＳＳ软件求得抑制率及ＩＣ５０为１．０１４×１０－２μｍｏｌ／Ｌ，
见图３。

图３　不同浓度二肽基肽酶抑制剂类似物对小胶质细胞的生长
抑制率

２．４　二肽基肽酶抑制剂类似物对小胶质细胞炎症因
子（ＴＮＦα和ＩＬ１β）的影响
与空白组比较，ＬＰＳ（１０μｇ／ｍＬ）组的ＴＮＦα和ＩＬ１β

水平明显上升（Ｐ＜０．０１），且炎性因子释放水平随刺
激时间延长而显著提高；而加入二肽基肽酶抑制剂类

似物后，药物组（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）的ＴＮＦα和ＩＬ１β水
平与ＬＰＳ组相比均明显下降（Ｐ＜０．０１），见表１、２及
图４、５。
表１　不同时间点二肽基肽酶抑制剂类似物对小胶质细胞炎性

因子分泌的影响

组别　　　　　　　　　　
ＬＰＳ刺激时间

（ｈ）

ＴＮＦα
（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＬ１β
（ｐｇ／ｍＬ）

空白组　　　　　　　　　 ３ ９５．６±１．９ １１６．１±２．３
６ ９９．３±３．３ １１９．７±３．０
１２ １０１．２±２．７ １２０．１±２．６
２４ １０５．７±２．８ １２２．３±２．４

ＬＰＳ组（１０μｇ／ｍＬ）　　　 ３ １５３．２±２１．３＃ １４６．９±１１．７
６ ８６７．７±２４．７＃ ８８４．９±２３．４＃

１２ １１３２．６±２７．４＃ １２４７．８±３１．６＃

２４ １４３５．７±３４．６＃ １６５９．７±２９．７＃

药物组（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）　 ３ １６７．８±４．５ １５３．８±８．６
６ ３７４．２±１１．７ ４０２．４±９．４

１２ ４５３．６±１９．６ ４８２．５±１８．３

２４ ４８２．９±１８．４ ５０５．２±２１．８

：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与空白组比较，Ｐ＜０．０１

２．５　二肽基肽酶抑制剂类似物对小胶质 ＴＬＲ４表达
的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果可见：药物组与空白对照组
ＴＬＲ４表达无明显区别（Ｐ＞０．０５），而ＬＰＳ组与空白对
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照组比较ＴＬＲ４表达明显增加（Ｐ＜０．０１）。经药物作
用后与ＬＰＳ组比较，ＴＬＲ４表达明显降低（Ｐ＜０．０１），
见图６。

：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与空白组比较，Ｐ＜０．０１
图４　不同时间点二肽基肽酶抑制剂类似物对小胶质细胞炎性

因子分泌的影响

表２　同一时间点（２４ｈ）不同波段二肽基肽酶抑制剂类似物对
小胶质细胞炎性因子分泌的影响

组别　　　　　　　　　　　　　
ＴＮＦα
（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＬ１β
（ｐｇ／ｍＬ）

空白组　　　　　　　　　　　　 １２３．２±２．６　 １１９．８±３．７

ＬＰＳ组（１０μｇ·ｍＬ－１）　　　　　１０９４．３２±４２．６　１３７３．４±２８．３

药物＋ＬＰＳ组（１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１） ３９７．３±１９．５＃ ３５８．２±２２．７＃

药物组（３×１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１）　　　 ４３６．９±２１．４＃ ４１８．５±１８．５＃

药物组（１×１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１）　　　 ４５３．６±２７．１＃ ４５１．３±２２．７＃

药物组（３×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１）　　　 ５０２．６±２６．９＃ ４９９．６±２４．４＃

药物组（１×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１）　　　 ５４２．７±２４．８＃ ５５５．８±２７．５＃

：与空白组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１

：与空白组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１
图５　同一时间点（２４ｈ）不同浓度二肽基肽酶抑制剂类似物对

小胶质细胞炎性因子分泌的影响

：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与空白组比较，Ｐ＜０．０１
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ测定二肽基肽酶抑制剂类似物对小胶

质细胞ＴＬＲ４表达的影响

２．６　二肽基肽酶抑制剂类似物对小胶质细胞 ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ表达的影响
ＲＴＰＣＲ结果显示，空白对照组与药物组之间无明

显差异，ＬＰＳ组与空白对照组相比，ＮＦκＢ的表达明显
增加（Ｐ＜０．０１）。药物＋ＬＰＳ组与 ＬＰＳ组相比，ＮＦκＢ
表达则显著降低（Ｐ＜０．０５），见图７。

：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与空白组比较，Ｐ＜０．０１

图７　ＲＴＰＣＲ测定二肽基肽酶抑制剂类似物对小胶质细胞

ＮＦκＢ表达的影响

３　讨论

小胶质细胞作为脑内的免疫细胞参与吞噬及抗原

呈递等功能，过度激活的小胶质细胞与慢性退行性疾

病的发生、发展有密切关系［１０１１］。Ｍｉｚｕｎｏ等［１２］报道了

在内毒素诱导的小胶质细胞中，尼麦角林能显著抑制

ＴＮＦα、ＩＬ１β等炎症因子的表达而起到中枢保护作
用。Ｗａｎｇ等［１３］报道了尿皮素能通过减少ＴＮＦα的表
达降低多巴胺神经元的损害。可见 ＬＰＳ刺激激活小
胶质细胞并上调各种细胞因子及炎症因子，一氧化氮、

ＴＮＦα及ＩＬ１β等的表达是导致神经毒性损伤重要机
制。研究表明，抑制小胶质细胞的增殖活化可能对中
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枢神经系统有保护作用［１４］。本研究结果证实二肽基

肽酶抑制剂类似物能明显抑制 ＬＰＳ诱导的体外培养
的小胶质细胞增殖，作用４８ｈ后的 ＩＣ５０为１．０１４×
１０－２μｍｏｌ／Ｌ。二肽基肽酶抑制剂类似物能使小胶质
细胞炎症因子ＩＬ１β、ＴＮＦα水平明显降低。综上表明
二肽基肽酶抑制剂类似物能明显抑制 ＬＰＳ诱导的小
胶质细胞的增殖、活化及炎症反应。

ＴＯＬＬ样受体４（ＴＬＲ４）是一种能识别包括 ＬＰＳ在
内的多种配体 Ｉ型跨膜受体蛋白。其结构包括：胞外
区域、跨膜区域、胞内区域。与 ＬＰＳ等相应配体结合
后，可进一步通过激活核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，
ＮＦκＢ）和丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）信号通路进行信号转导，激活各
种炎性细胞因子的基因表达，促使炎性因子产生、释

放，产生放大效应；同时诱导转录激活因子蛋白１（ａｃ
ｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１），调节细胞增殖、转化及凋
亡［１５１６］。Ｗｉｌｌｉｓ［１７］的研究显示，当ＴＬＲ４受体有基因缺
陷时，小胶质细胞对 ＬＰＳ的刺激反应性明显降低，并
最终减少小胶质细胞释放炎症因子。这与 Ｌｅｈｎａｒｄ
等［１８］的研究结果相似，敲除 ＴＬＲ４基因的小鼠在乙醇
诱导后，未发生小胶质细胞的活化。由此可见，ＴＬＲ４
在小胶质细胞的活化中发挥着不可或缺的作用。在中

枢神经系统中，ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ主要表达于小胶质细
胞中，抑制ＴＬＲ４介导的小胶质细胞增殖与活化及ＮＦ
κＢ表达可以明显减轻中枢炎症反应［１９］。本研究结果

表明，ＬＰＳ诱导后，ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ在小胶质细胞的表
达增加，而二肽基肽酶抑制剂类似物可显著降低ＴＬＲ４
和ＮＦκＢ的表达。提示该药物发挥抗炎作用的中心
环节可能是通过抑制ＴＬＲ４和ＮＦκＢ表达。

综上所述，二肽基肽酶抑制剂类似物可能通过抑

制ＴＬＲ４和ＮＦκＢ的表达，抑制细胞增殖，减少炎性因
子的释放发挥抗炎作用。其更广泛的作用及进一步的

作用机制有待后续研究。
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