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氧糖剥夺损伤诱导星形胶质细胞分泌IL一10的机制初探 
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【摘 要】目的：探讨氧糖剥夺(oxygen glucose deprivation，OGD)损伤诱导星形胶质细胞分泌白细胞介素一10(interleukin一10，IL一 

1O)的可能机制。方法：培养并鉴定原代星形胶质细胞，体外建立 OGD损伤模型，分别利用 siTLR2(Toll—like receptor一2，TLR2) 

腺病毒、NF—KB(NF—kappa B)抑制剂 PDTC干预，qRT—PCR和 ELISA分别检测损伤细胞 IL一10的表达水平，Western blot检测损 

伤细胞TLR2、磷酸化NF—KB p65(p-NF—KB p65)蛋白表达水平。免疫荧光检测 OGD损伤细胞中NF—KB p65的亚细胞定位。 

结果：免疫荧光观察发现分离培养的原代星形胶质细胞纯度可达90％以上。经体外 OGD损伤处理后，OGD损伤组TLR2、P— 

NF—KB p65的蛋白表达水平【(1．16±0．10)，(1．01±0．08)]与IL一10的mRNA及蛋白表达水平【(0．oo±0．oo)，(513．01±34．47)]较 

正常对照组[(0．49±o．08)，(0．23±o．o9)，(0．00±0．0o)，(381．89±22．26)]均 明显升高(P=O．001，P=0．000，P=O．026，P=O．005)，且 

p65蛋 白在细胞核内表达增加 。siTLR2腺病毒感染组 OGD损伤 的星形胶质细胞中 TLR2、P—NF—KB p65的蛋白表达水平 

【(0．36±0．13)，(0．38±0．10)】与 IL-10的mRNA及蛋白表达水平[(0．oo±0．00)，(567．05±50．57)1较对照组【(1．33±0．42)，(0．92± 

0．28)，(0．0o±0．00) (703．60±12．97)】明显降低( O．019，P=0．034，P=O．004，P=O．011)。与 OGD处理组[(1．24±0．23)，(O．00± 

0．00)，(769．23±23．37)]相比，PDTC干预可有效降低p—NF—KB p65蛋白 (0．26±0．07)与IL一10的 mRNA及蛋白表达水平 

【(O．00±0．oo)，(598．92±42．73)](P=-0．002，P=O．000，P=-0．046)，但并未影响TLR2的表达水平变化[(1．11±0．24)，(1．09±O．94)】( 

0．949)。结论：OGD损伤可激活TLR2／NF-KB信号通路诱导星形胶质细胞分泌IL-IO。 
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Oxygen glucose deprivation injury induces I L-1 0 secretion 

frOm astrocytes and its mechanism 
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【AbstractlObjeet@e：To investigate the potential mechanism involved in interleukin(IL-10)secretion from astroeytes when being 

treated with oxygen glucose deprivation(0GD)．Methods：Primary astrocytes isolated from neonatal Sprague Dawley rats were cuhivated 

and identified as usual methods．After being suffered from OGD injury，the cultured astrocytes were treated with either vehicle，siTLR2 

(Toll—like receptor-2，TLR2)or PDTC(a NF—KB inhibitor)，respectively．First，real-time PCR and ELISA techniques were employed 

to examine the levels of IL-IO transcription and expression in the OGD-injured astrocytes．Next，the protein levels of TLR2 and P— 

NF-KB p65 among these OGD-injured astrocytes were detected using Western blot．In addition，the subcellular distribution of NF—KB 

p65 in OGD-injured astrocytes was tested with immunofluorescence．Results：Immunofluorescence revealed that the isolated primary 

cultured astrocytes reached a high purity more than ninety percent．Compared with the control group[(0．49±0．08)，(0．23±0．09)， 
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(0．00±0．00)，(381．89士22．26)】，OGD treatment not only 

upregulated the TLR2，p_NF_KB p65 and IL-IO expression levels 

【(1．16±0．10)，(1．01±0．08)，(0．00 ±O．oo)，(513．01± 

34．47)]among these astrocytes(P=0．001，P=O．000，P=O．026， 

P=0．005)，but also increased the protein expression level of 

NF—KB p65 in the nucleus． However．TLR2 siRNA effectively 
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reduced the TLR2 expression level and prevented OGD-induced p-NF—KB p65 and IL一10 upregulation[(0．36±0．13)，(0．38± 

0．10)，(0．O0±0．00)，(567．05±50．57)] when compared with those in siTLR2-untreatment group[(1．33±0．42)，(0．92±0．28)， 

(0．00±0．00)，(703．60 zl：12．97)]．Additionally，PDTC also dramatically decreased p-NF-KB p65 and IL-10’expression levels[(O．26± 

0．07)，(0．00-4-0．00)，(598．92±42．73)】without affecting TLR2 expression in OGD-injured astrocytes(1．09±0．94)comparing with 

those in OGD group[(1．24-4-0．23)，(0．00-4-0．00)，(769．23±23．37)，(1．11±0．24)](P 0．002，P=0．000，P=O．046，P=0．949)．Con— 

clusion：TLR2／NF-KB signaling pathway may mediate OGD—induced IL一10 secretion from astrocytes． 

【Key words]primary astI_0cytes；interleukin一10；oxygen glucose deprivation；Toll—like receptor一2；nuclear factor KB 

新生儿缺氧缺血性脑损伤(hypoxic—ischemic 

brain damage，HIBD)是在围生期阶段由各种因素引 

起缺氧窒息．进而造成的新生儿脑损伤 ，是新生儿 

期最为常见的一种神经系统疾病_1]。尽管目前有许 

多可以改善 HIBD结局的治疗方法，例如高压氧治 

疗法、亚低温疗法、神经保护疗法、中草药治疗等， 

但这些治疗方法并非特效．治疗效果存在一定的局 

限性[2卅。 

HIBD发生后，氧气和葡萄糖对新生儿大脑的供 

应不足，可触发一系列的生化事件，包括细胞凋亡、 

神经炎症、兴奋性毒性作用、氧化应激等病理生理 

改变，从而导致中枢神经系统结构和功能的损伤 。 

众所周知，Toll样受体(Toll—like receptors，TLRs)是 

连接获得性免疫与天然免疫的桥梁 ．而 TLR2在小 

胶质细胞、星形胶质细胞及少突胶质细胞中均有表 

达_7]。越来越多的研究显示，在 HIBD疾病中，由Toll 

样受体2(Toll—like receptor一2，TLR2)介导的免疫应 

答扮演着十分重要的地位。Stridh等阎发现HIBD小 

鼠损伤 6 h和 24 h后 。TLR2表达上调 ：并且 TLR2 

基因敲除小鼠和野生型小鼠相比。其大脑梗死面积 

明显减小。Ziegler等[9]的研究也发现在缺血脑组织 

中，TLR2的表达显著上调．TLR2下游相关基因同 

时被激活。TLR2在胞内含有终端反向重复序列同 

源性结构，通过与胞内一系列相关蛋白结合，诱导 

核因子(nuclear factor kappa B，NF—Ks)等TLRs信 

号通路，从而触发机体先天性免疫应答，导致多种 

炎性因子、趋化因子、共刺激分子等多种效应分子 

的表达 。本课题组前期研究发现，HIBD损伤可明 

显上调脑组织中TLR2的表达水平 ，同时 IL一10的 

分泌水平也随之增加⋯]。 

白细胞介素一l0(interleukin一10，IL一10)是 由 

Fiorentino等㈦首次提出，此后有研究表明 IL一10具 

有抗凋亡的作用l131。体内研究发现，中脑动脉闭塞的 

大鼠在术后 3 h通过尾静脉或侧脑室给予 IL一10可 

明显减小脑梗死面积㈣。星形胶质细胞是中枢神经 

系统数量最多的细胞 ．在大脑中发挥多种重要作 

用，包括调控神经突触的形成与功能，调节大脑供 

血．并与内皮细胞共同调控血脑屏障的稳定旧。大脑 

缺血后 ．星形胶质细胞可分泌多种细胞因子和神经 

营养因子以保护神经元免受损害。其中包括 IL一1O 

与胶质细胞来源的神经营养因子(glial cell—derived 

neurotrophic factor，GDNF)等 堋。因此，本研究拟通 

过体外氧糖剥夺(oxygen glucose deprivation，OGD) 

损伤模型。探讨OGD损伤后诱导星形胶质细胞分 

泌 IL一10的可能分子机制．为星形胶质细胞在神经 

损伤疾病中的作用提供理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 主要试 剂 

DMEM／F12培养基、EBSS购 自Hyclone公司：胎牛血清 

(fetal bovine serum，FBS)购自 BioInd公司；多聚赖氨酸购自 

Sigma公司：Tryple购自Gibco公司；总RNA提取试剂盒、RIPA 

裂解液 、蛋白定量试剂盒购 白Bioteke公司：cDNA逆转录试 

剂盒、qRT—PCR试剂盒购 自Takara公司：SDS—PAGE凝胶配 

制试剂盒购 自碧云天公司：大鼠 IL一10 ELISA试剂盒购 自 

Promega公司；细胞凋亡检测试剂盒购自凯基生物公司；PDTC 

购 自Sigma公司：小鼠抗大鼠 GFAP抗体购 自Abcam公司： 

DAPI购自碧云天公司；兔抗大鼠TLR2抗体购自Sigma公司： 

兔抗大鼠 NF—kB p65或 p-NF—KB p65抗体购 自CST公司： 

鸡抗小鼠二抗 、羊抗兔二抗购 自Santa Cruz公司；引物均由 

华大基因有限公司合成。 

1-2 仪 器 

CO 细胞培养箱、超净工作台、RNA浓度测定仪、ELISA 

酶标仪、超低温冰箱、RNA浓度测定仪购自Thermo公司： 

CFX定量PCR仪器、凝胶电泳系统、蛋白转膜系统购自Bio— 
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Rad公司；细胞培养板、细胞培养皿购自Coming公司；高速离 

心机购自Sigma公司；倒置荧光显微镜购自Nikon公司：恒温 

水浴箱购自华普达科教公司。 

1．3 方法 

1．3．1 原代星形胶质细胞的培养 SD大鼠购自重庆医科大 

学实验动物中心，在重庆医科大学附属儿童医院动物中心 

IVC级饲养。取 3日龄新生大鼠的大脑皮层组织 。转至装有 

DMEM／F12培养基的培养皿中，剪碎、吹打成细胞悬液状。200 

目细胞筛过滤后转移至 15 mL离心管中．112 g离心 5 min 

后 ，弃上清，加入 I mL含 10％ FBS的 DMEM／F12培养基重 

悬，将细胞悬液转入含有 8 mL DMEM／F12培养基(含 10％ 

FBS)的10 em培养皿(0．1 m咖 L浓度的多聚赖氨酸铺板)中， 

37℃、5％CO：孵箱中培养。每3天更换 1次新鲜培养基．待 

细胞融合度达到70％～80％时可用胰酶消化并按 1：2的比例 

传代。传代后的细胞可用于后续实验。 

1．3．2 免疫荧光检测 将星形胶质细胞接种到 6孔板中．每 

孔 5×10 个细胞。24 h后显微镜下观察细胞状态良好．可对 

其进行细胞免疫荧光鉴定。首先用含 0．5％Tween 20的洗膜 

缓冲液(TBST)洗细胞 3次，配制 固定液(甲醇：冰乙酸=3：1) 

固定细胞，4℃孵育 20 min。TBST洗细胞 3次 ，利用 0．3％的 

Triton X一100孵育 10 min(打孔)。TBST洗细胞 3次后 ．应用 

5％BSA(TBST加 5％ Bovine Serum Albumin．BSA)封闭 1 h。 

TBST洗细胞 3次 ，GFAP或 NF—KB p65一抗 (浓度为 1：5O) 

孵育，4℃过夜。次日复温 1 h后，TBST洗细胞3次，二抗(鸡 

抗小鼠或鸡抗兔，1：200)避光孵育细胞 30～45 min。TBST洗 

细胞 3次。DAPI(浓度为 1：800)染色 3～5 min后．立即在倒置 

荧光显微镜下观察荧光。 

1．3．3 OGD损伤模型构建及干预 将生长状态良好的P1 

星形胶质细胞接种于 6孔板中，每孔 5xlOs个细胞。24 h后 

镜下观察细胞状态良好后，将原先的DMEM／F12培养基更换 

为 EBSS培养基(无糖和血清的培养基)，5％0 、95％ N2的条 

件下培养60 min，随后将EBSS更换回新鲜的DMEM／F12(含 

10％FBS)培养基。同时以上述未处理的细胞作为对照组(正 

常对照组)。OGD损伤前后均于光镜下观察正常细胞及损伤 

细胞的形态。在 OGD模型的基础上，以 siTLR2腺病毒感染 

星形胶质细胞 ，同时以 RFP腺病毒作为对照。同样 OGD损 

伤后 ，以终浓度为 20 Ixmol／L的 PDTC干预星形胶质细胞 ，以 

OGD组作为对照。siTLR2腺病毒与 PDTC干预 48 h后．收取 

细胞及上清进行后续实验。 

1．3．4 ELISA检测细胞因子 IL一10的分泌 按照Promega公 

司的大鼠IL一10 ELISA试剂盒说明书进行操作。收集各组细 

胞，用 RIPA裂解液(含有 1％PMSF)收取总蛋 白，测定蛋 白 

浓度。将 ELISA试剂盒提前取出使其温度平衡至室温 ，根据 

实验需要准备样本和标准品，分别将样本与不同浓度的标准 

品加入相应反应孔(100 L)，空白孔加入等体积的样本 

稀释液，封板胶封板，室温孵育 90 min后洗涤液洗板4次； 

生物素标记的二抗(100 折 L)孵育60 min后洗板4次；加 

入酶结合物工作液(100 L／孑L)孵育30 min后洗板4次；加 

入 TMB显色液(100 坍 L)，室温避光孵育 15～30 rain，每孔 

加入 50 终止液后，立即用酶标仪于 450 nm波长下检测 

吸光度(absorbance，A)值。 

1．3．5 qRT—PCR检测相关 mRNA表 达水平变化 按照 

BioTeke公司的总 RNA提取说明书提取细胞总 RNA。采用 

Thermo RNA系统检测各处理组细胞mRNA的浓度。根据检 

测得出的RNA浓度，计算各试剂所需体积。严格按照Takara 

反转录试剂盒的实验步骤将mRNA反转录为cDNA。所用体 

系为 10 L(总 RNA 500 ng；5×PrimeSeript Buffer 2 L，加入 

RNase free ddH20至总体积为 l0 )。逆转录反应条件如 

下：37℃ 15 min，85 oC 5 S，4 oC保存。逆转录后将得到的 

eDNA稀释 5倍，一40 C保存备用。用于检测 IL一10 mRNA表 

达水平的引物序列为 F：GTCAGcCAGACCcAcATGC．R：TG— 

GCAACCcAAGTAACCcT，是由北京华大基因公司合成。qRrr- 

PCR的反应体系包括：2 X Mix 10 IxL，上下游引物各 0．8 IxL， 

cDNA 2 L，RNA free H20 6．4 ixL；反应条件为：预变性：95℃， 

30 s；变性 ：95℃，5 s；退火延伸：60℃，30 s；共 4O个循环。每 

个样本设置 3个复孔，各实验均重复3次。以GAPDH作为 

内参，检测各组样本的mRNA表达水平。 

1．3．6 Western blot检测相关蛋白的表达 用含有 1％ PMSF 

的 RIPA裂解液提取细胞总蛋白，用 BCA试剂盒及酶标仪检 

测蛋白质的浓度，经聚丙烯酰胺凝胶电泳后，将蛋白转移至 

0．45 Ixm PVDF膜上，5％ BSA室温孵育 1 h后 ，一抗(TLR2 

1：1 000；p-NF—KB p65 l：1 O00；B—actin 1：800)4℃过夜，次 日 

二抗室温孵育 1 h，ECL方法显色(均以t3一actin作为内参)。 

1．4 统计学分析 

采用 SPSS 17．0软件进行统计分析，实验结果以均数 ± 

标准差(x-4-S)表示。组间比较用两独立样本检验，检验水准 

=0．05 ’ 

2 结 果 

2．1 大鼠原代星形胶质细胞鉴定与体外 OGD损伤模型的 

建立 

大鼠原代星形胶质细胞的形态如图 lA所示 ：星形胶质 

细胞呈扁平状且胞体较大，细胞质伸出少量宽扁的星状突起， 

核大居中，呈卵圆形。镜下可见 90％以上的星形胶质细胞被 

GFAP特异性染色，胞质显红色荧光。提示培养的原代星形胶 

质细胞纯度较高，可用于后续实验研究。OGD损伤后，倒置 

显微镜下观察，可见损伤后的星形胶质细胞分布稀疏，胞体 

形态缩小，突起细长 ，折光度明显增高，培养基上出现少量漂 

浮坏死细胞(图 lB)。 
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明场 DAP 

B．OGD损伤ljf『后 代星形胶质细胞的形态 

图 1 大鼠原代星形胶质细胞鉴定及 OGD损伤后细胞形态变化 

Fig．1 Identification of the rat’S primary astrocytes and the 

morphological changes of the primary astrocytes following 

oxygen—gIucose deprivation(OGD) 

2．2 OGD损伤后 星型胶质细胞中 TLR2、p-NF—KB p65及 

IL—l0的表达变化 

免疫荧光检测结果发现，在未经OGD损伤的正常对照 

组星形胶质细胞巾NF—KB p65主要分布于胞质，而 OGD损 

伤后的星形胶质细胞核中可见 NF—KB p65的表达(罔 2A)。 

Western blot检测结果显示(冈 2B)，OGD损伤后星形胶质细 

胞中 TLR2及磷酸化 NF—KB p65(p-NF—KB p65)的蛋门表达 

水平均较未损伤组(正常对照组)有明显增高，进一步量化分 

析结果如图 2C与2D所示，TLR2、p-NF—KB p65蛋白表达水 

平存正常对照组I(o．49±0．08)，(0．23±0．09)l和 OGD损伤组 

I(1．16±0．10)，(1．0l±0．08)】间差异具有统计学意义(t=9．016， 

P=-O．001；t=O．752，P=-O．000) qRT-PCR及 El ISA方法检测发 

现，OGD损伤组『(0．O0±0．O0)，(513．O1±34．47)1星彤胶质细 

胞 IL一10的 mRNA及蛋白表达水平较未损伤组I(0．00± 

0．00)，(381．89±22．26)1明显升高(t=6．112，P=O．026；t=5．535， 

P=-0．005)( 2E、F)。提示 OGD损伤可诱导星形胶质细胞高 

表达 II 一l0 
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rrI R2 一 

,-NF'-KB D65— 

13一}lrlin—— 

_rI R2 

— 90 kD 

一 65 kD 

一 43 kD 

B．rr1 R2-I．_NF—KB p65蛋I‘1表达电泳罔 

IP带对照组 OGD损伤组 

C． 兀 R2蛋白表达的量化分析 

： 0．0O0 

鼻n．000 

0 000 

： O．0OO 

抽丑 

0．000 

nailNA 

驾1．5 
差 

1．0 

0．0 

一 NF-KB i)65 

L直 
正常对照组 OGD损伤组 

D．p—NF—KB p65蛋闩表达的量化分析 

： 600 

毫40o 
一  

世 
避 200 
呈 

0 

El』JSA 

常对照组 OGD损伤组 正常对照组 OGD损伤组 

． Il 10 mRNA表达水平变化 F．EL1SA榆测 II 一10表达水平 

a： J正常对照组比较，P<0．05；h：与正常对照组比较， 

P<0．01；(·： j正常对照组比较，P<0．001 

图 2 0GD损伤后星形胶质细胞中TLR2、P—NF—KB p65 

及 IL一1O的表达变化 

Fig．2 Changes of TLR2 and phosphorylated NF—KB p65 protein 

expressions，and IL-10 mRNA and protein expressions in the 

OGD—injured astrocytes 

2．3 siTLR2感染后细胞中TLR2、p-NF—KB p65及 IL-10的 

表 达变化 

si FLR2腺病毒感染 OGD损伤的星彤胶质细胞后 ，经 

Western blot检测 ．可见 OGD+siq’LR2组 TLR2、p-NF-kB p65 

蛋白表达水平均较 OGD+RFP组明显降低(图 3A)，OGD+ 

RFP组I(1_33±0．42)，(O．92±0．28)1和 OGD+siTLR2组【(0．36± 

0．13)，(0．38±0．10)1组间差异具有统计学意义(t=3．807，P- 

0．019：t=3．180，P=-0．034)(罔 3B、C)。同时，利用 qRT—PCR及 

直  
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EIJSA检测上述两组损伤星形胶质细胞中 II 一10的表达水 

平 ，发现 OGD+siTI R2组[(0．O0±0．O0)，(567．05±50．57)1中 

的 II 一10的 mRNA和蛋白表达水平也明 降低(t=O．607． 

P=0．004；t=4．529，P=0．0l】)于 OGD+RFP组 f(0．00±0．00)． 

(703．60±12．97)】(图 3D、E)，与TLR2、p-NF—KB p65表达变化 

趋势基本一致。表明下调TLR2可能抑制了 NF—KB p65的磷 

酸化，从而降低了 lL—l0的分泌。 

2 

1 

差t 
嬲 
。 

0 

n—NF—KB p65一 

O(,D+RFP~II O(；I)+siTLR2~[【 

嘲 嘲嘲—毋 —9()k1) 

A．TLR2、p-NF—KB p65蜇r1表达l乜泳罔 

．rJ R2 

B． I R2蛋门表达水平 
的量化分析 

， 、  lP一005 

3e-005 

吾2e一005 

1P一005 

O 

一 3 kD 

n—N}__KB p65 

C．p-NF—KB i)65蛋r1表达水平 
的撼化分析 

检测发现 ，PDTC处理组【(0．00±0．00)，(598．92±42．73)l的 

tuRNA(图 4D)及蛋白(图 4E)表达水平较 PDTC未处理组 

I(O．00±0．00)，(769．23±23．37)I明 降低 ，PDTC处理町明 

下渊 OGD损伤星彤胶质细胞中 ILIl0 mRNA及蛋白表达水 

平(t=34．079，／1=_0．000；拄4．493，P=-0．046)。上述结果提示，OGI) 
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图3 Ad—siTLR2感染后。OGD损伤的星形胶质细胞中 TLR2、 

p-NF—KB p65及 IL一1 0的表达变化 

Fig．3 Changes of TLR2，p-NF-KB p65 and IL-1 0 expressions 

in the OGD astrocytes infected with Ad-siTLR2 

2．4 PI)TC处理后细胞中TLR2、p-NF-KB p65及 II|一10的 

表达变化 

经 NF—KB抑制剂 PDTC处理后 ．Western blot检测结果 

如罔 4A所示．OGD+PDTC组(0．26±0．07)巾的 OGD损伤 

彤胶质细胞的 p—NF—KB p65蛋白表达水平明硅低于 PDTC 

未处理组[OGD组，(1．24±0．23)1，两组问差异具有统汁学意 

义(t=7．167，P=0．002)(冈 4C)。但 TI R2蛋白表达水平 

PDTC处理组(1．09±0．94)或未处理组(1．1 1±0．24)之间并无 

明显变化(￡=0．068，P=O．949)(冈4A、B)。qR F-PCR及 ELISA 

OGD损伤组 (){；D+PDTC组 

)．tIRT—PCR检测 I1．一10的 

mRNA表达水平 

n：与 OGD组比较，P<0．05：h 
与OGD组比较．P<0．001 

OGD损伤组 OGD+PDTC纽 

E．E1 ISA榆测 II 一10蛋f1 

表达水 

OGD组比较 ，P<0．01； 

图4 PDTC处理后 OGD损伤星型胶质细胞中TLR2、 

p-NF—KB p65及 IL一1 0的表达变化 

Fig．4 Changes of TLR2。p—NF—KB p65 and IL一10 expressions 

in the OGD astrocytes treated by PDTC 

3 讨 论 

HIBD在新生儿期死亡率高，即使是存活下来的 

患儿也会存在一系列急慢性神经系统后遗症 。给家 

庭社会均带来沉重的负担，而目前的治疗方法仍存 

在一定的局限性I18-191，相关致病机制也有待深入研 

究。鉴于本课题组前期研究发现，HIBD大鼠脑组织 

中 IL—l0的分泌与 TLR2及 NF—KB的表达变化趋 
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势密切相关l】l1，本研究将大鼠原代星形胶质细胞用 

于体外实验．并采用能有效反映体内脑部缺氧缺血 

性损伤病理变化的 OGD模型模拟体内HIBD损伤， 

揭示星形胶质细胞来源的 IL一1O的可能分泌机制。 

IL一1O是一种多效性的细胞因子，通常作为抗炎 

因子，在许多中枢神经系统疾病中扮演重要角色 ， 

如自身免疫性脑脊髓炎、大脑中动脉闭塞、兴奋性中 

毒及创伤l生脑损伤 。体内研究发现，IL一10可在一 

定程度上减轻 HIBD疾病后神经系统的损伤I21 ：体 

外研究中，IL一10也可减少 OGD损伤皮质神经元的 

凋亡，降低神经突的损伤[23-241。当与敲除了IL一10的 

胶质细胞共培养后，神经元对 OGD损伤更加易感 ： 

同时在局部脑缺血模型中发现 ，IL一10敲除小鼠的 

脑梗死面积较正常对照小鼠明显加大 。但 目前 

IL一10的分泌调节机制尚不清楚 ，特别是在星形胶 

质细胞中的分泌方式有待研究。在中枢神经系统中， 

星形胶质细胞产生的 IL一10不仅在保护神经元免 

受损伤方面有重要作用，同时还可以调节活化小胶 

质细胞的形态变化及其在脑组织中的分布密度闭。 

研究发现，核因子相关因子一2介导的信号通路可能 

参与氧化损伤星形胶质细胞 IL一10的分泌l 2 7l。本研 

究利用原代大鼠星形胶质细胞 OGD损伤模型 ，发 

现 OGD损伤可诱导星形胶质细胞 IL—l0表达水平 

升高的同时，NF—KB p65在细胞核内的表达增加 ． 

TLR2及磷酸化 NF—KB p65的表达水平也会随之上 

调。那么 IL—l0是否受 TLR2／NF—KB信号通路调控 

正是本研究所涉及的研究内容。 

TLRs是一种跨膜的模式识别受体I28]，是连接天 

然免疫与获得性免疫的桥梁，可对病原体及组织损 

伤相关配体做出反应129】。TLR2是 TLRs家族的成 

员。小鼠短暂性局部脑缺血干预后，TLR2、TLR4和 

TLR9 mRNA表达水平均有上调．然以 TLR2 mRNA 

表达上调最为显著，说明TLR2在缺血缺氧损伤中 

发挥重要作用[301。Kim等l3】研究表明，HSP60可增加 

TLR2的表达水平，诱导 TLR2依赖性的凋亡。而 

TLR2敲除可下调缺血脑组织的促炎因子表达 ，降 

低凋亡相关因子 caspase 8的表达 。通过抑制TLR2／ 

4一NF—KB信号通路及下游相关基因，如肿瘤坏死因 

子一仅(tumor necrosis factor— ，TNF一仅)及 IL一1p可 

减轻局部脑缺血模型大鼠的炎症反应及脑损伤【=I=；】。 

TLR2在中枢神经系统星形胶质细胞内高表达，通 

过 MyD88途径进行信号转导 ，34]。在 IRAK一1和 I— 

RAK一4参与下，TLR2激活 NF—KB，引起 IL一1、IL一6、 

TNF一仅等细胞因子和炎症介质的产生[24,35-361。本研 

究进一步利用 siTLR2腺病毒下调星形胶质细胞中 

TLR2的表达后，发现 OGD损伤的星形胶质细胞中 

p—NF—KB p65和 IL一10的表达水平也随之降低 ，表 

明星形胶质细胞 中TLR2表达水平会影响 p-NF— 

KB p65和IL一10的表达变化。 

NF—KB是一种多效性转录因子，研究表明 NF— 

KB信号机制是机体发挥天然免疫的第一道防线的 

核心部分I NF—KB作为一种重要的转录因子，参 

与调节天然免疫与获得性免疫、氧化应激 、细胞增 

殖及凋亡_38J，进一步调节多种炎性因子的表达。氧化 

应激可激活 NF—KB，进而参与调节炎症反应及缺血 

再灌注损伤 。NF—KB能够与多种基因启动子部位 

的 KB位点发生特异性结合，从而促进下游基因转 

录。研究证实与免疫及炎症反应关系密切的许多细 

胞因子(如 IL一1、IL一6)、粘附分子等基因启动子部 

位都含有 kB位点 ，NF—KB活化可以引起这些因 

子的过度表达。但是目前未见 IL—l0在这方面的报 

道。本研究利用 NF—s：B特异性抑制剂 PDTC对星形 

胶质细胞进行处理 ，结果显示 PDTC不仅抑制 了 

OGD损伤的星形胶质细胞中p65的磷酸化水平，而 

且还下调了 IL一10 mRNA及蛋白表达水平 ，但对 

TLR2的表达并不影响，进一步提示星形胶质细胞 

在 OGD损伤过程中IL一10的分泌可能受到 NF—KB 

的调控。然而，目前尚不清楚 IL一10是否是 NF—KB 

p65的直接下游因子，磷酸化的p65在 IL一10启动 

子区是否存在具体结合位点等，均有待于今后进一 

步深入研究。 

综上所述，本研究发现 OGD损伤激活了星形 

胶质细胞中TLR2／NF—KB信号通路，从而进一步诱 

导细胞因子 IL一10的分泌 本研究不仅提示了HIBD 

损伤过程中可能存在 TLR2／NF—kB／IL一10这个新的 

信号通路，而且为 HIBD临床治疗提供了一种新的 

手段 ，为更加深人地认识 HIBD这一疾病提供更多 

的实验信息。然而在体内HIBD疾病过程中，是否存 

在TLR2／NF—KB／IL一10这一信号通路，又发挥着怎样 

的生物学功能，均需要进一步深入探索和研究。 
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