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ＳｉｇｌｅｃＥ影响小白菊内酯靶向ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ通路抑制小胶质细胞Ｍ１极化

付文莹１，王鹏博２，唐翔宇１，冯力元１，黄钰婷１，李　鹏１　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）药学与检
验医学系：生药学与中药学教研室１，药剂学教研室２

　　［摘要］　目的　探讨唾液酸结合样凝集素 Ｅ（ｓｉａｌｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎＥ，ＳｉｇｌｅｃＥ）对小白菊内酯
（ｐａｒｔｈｅｎｏｌｉｄｅ，ＰＴＬ）抑制脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的小鼠小胶质细胞（ＢＶ２）Ｍ１极化作用的
影响。方法　①从基因表达综合数据库（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）获取 Ｓｉｇｌｅｃｅ相关小鼠脑组织
单细胞测序数据，分为野生型组（ＷＴ，ｎ＝３）和敲除型组（Ｓｉｇｌｅｃｅ－／－，ｎ＝４）。从中筛选出小胶质细胞并分
析相关差异基因及通路富集。通过 ｓｈＲＮＡ干扰技术构建 ＢＶ２细胞株模型，得到 ＮＣｓｈＲＮＡＢＶ２和
ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡＢＶ２细胞并检测ＳｉｇｌｅｃＥ（Ｓｉｇｌｅｃｅ）表达水平。②将ＮＣｓｈＲＮＡ和ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡ细胞分别
分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＬＰＳ组、ＰＴＬ组和 ＰＴＬ＋ＬＰＳ组（ｎ＝３），采用 ＲＴｑＰＣＲ检测小胶质细胞 Ｍ１极化标志物
ｉＮＯＳ、ＩＬ１β和ＩＬ６的ｍＲＮＡ水平。将Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ和Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ小鼠交配，获得小胶质细胞特异性 ＳｉｇｌｅｃＥ
缺失（Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ×Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ）小鼠，并建立 ＬＰＳ诱导的神经炎症模型。③将出生 ４ｄ的各 ９只 ＷＴ和
Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ×Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ雄鼠分成Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＬＰＳ组和ＰＴＬ＋ＬＰＳ组（ｎ＝３）。采用ＲＴｑＰＣＲ、免疫荧光技术和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证敲除效果以及极化相关通路，研究ＳｉｇｌｅｃＥ影响ＰＴＬ抑制小胶质细胞Ｍ１极化的机制。
结果　与ＮＣｓｈＲＮＡ组比较，ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡ组中ＳｉｇｌｅｃＥ表达显著降低（Ｐ＜０．０１），说明ＳｉｇｌｅｃＥ敲除细
胞模型建立成功。在 ＬＰＳ刺激的条件下，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＮＣｓｈＲＮＡ细胞和 ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡ细胞的
ｉＮＯＳ、ＩＬ１β和ＩＬ６的ｍＲＮＡ水平均显著上调（Ｐ＜０．０１）。ＰＴＬ与ＬＰＳ共同作用下，ＮＣｓｈＲＮＡ细胞中上
述Ｍ１极化的标志物均明显下降（Ｐ＜０．０５）。而对于ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡ细胞，上述Ｍ１极化的标志物无显著
下调。ＰＴＬ对ＢＶ２细胞ＪＮＫ、ＩκＢ蛋白的磷酸化具有抑制作用（Ｐ＜０．０１），也可抑制ＮＦκＢ核转位，而下
调ＳｉｇｌｅｃＥ则会减弱该作用。与ＷＴ组小鼠比较，Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ×Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ小鼠小胶质细胞ＳｉｇｌｅｃＥ表达显著
降低（Ｐ＜０．０１），ＰＴＬ对 Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ×Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ小鼠小胶质细胞 ＮＦκＢ磷酸化水平的抑制作用也降低。
结论　小胶质细胞ＳｉｇｌｅｃＥ缺失会减弱ＰＴＬ靶向ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ通路对其Ｍ１极化的抑制作用。
　　［关键词］　 唾液酸结合样凝集素Ｅ；小胶质细胞；小白菊内酯；Ｍ１极化
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ｔａｒｇｅｔｅｄｂｙＰＴＬ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｉａｌｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎＥ；ｍｉｃｒｏｇｌｉａ；ｐａｒｔｈｅｎｏｌｉｄｅ；Ｍ１ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１６７３０９８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＰｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｐｅｎｇｌｉ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　小胶质细胞是中枢神经系统的先天免疫细胞，对
神经发育和功能起着关键作用，与突触可塑性、神经支

持、化学趋化、神经发生与炎症调节等密切相关［１－２］。

在健康状态下，小胶质细胞以静息态存在，其主要功能

是维持神经组织的稳定和清除代谢产物。然而，在神

经炎症过程中，小胶质细胞可发生极化而分为两个亚

型：Ｍ１型和Ｍ２型［３］。Ｍ１型小胶质细胞释放促炎因
子，如ＴＮＦα和ＩＬ１β，加剧炎症反应；而Ｍ２型小胶质
细胞释放抗炎因子，如 ＩＬ１０和 ＩＬ４，具有神经保护作
用［４－５］。这２种亚型小胶质细胞之间的平衡调控着神
经炎症的进程。近年来，研究者们致力于探讨小胶质

细胞极化的分子机制，以期为神经炎症的治疗提供新

靶点。有研究报道，某些药物和生物分子可以通过调

控小胶质细胞的极化，减轻神经炎症反应［６－８］，如中医

药中的某些具有抗炎和神经保护作用的成分，可能通

过调节小胶质细胞的极化发挥作用。

　　小白菊内酯（ｐａｒｔｈｅｎｏｌｉｄｅ，ＰＴＬ）是草本类植物艾
菊中提取分离的一种倍半萜内酯，具有多种药理作用，

包括抗炎、抗氧化、抗肿瘤、促进坐骨神经的再生

等［９］。ＰＴＬ能显著降低Ｍ１型小胶质细胞的活化和促
炎因子的释放，从而减轻神经炎症和神经元损伤，并能

部分逆转 ＬＰＳ诱导所致的 Ｍ２表型标志物表达的下
降，增强其抗炎和神经营养作用，保护神经［１０］。尽管

有研究提示，其可能的机制与 ＰＴＬ可以调节小胶质细
胞的ＪＮＫ、ＮＦκＢ等信号通路有关［９，１１］，但ＰＴＬ对小胶
质细胞作用的研究仍不够充分，需要进一步探讨其作

用机制和临床应用价值。

　　ＳｉｇｌｅｃＥ是一种唾液酸结合型免疫球蛋白样凝集
素，主要在免疫细胞表达，通过结合以唾液酸为末端的

特异性聚糖结构，调节免疫细胞的活化和功能，降低炎

症反应［１２－１３］。有研究报道：炎症及损伤可以诱导小胶

质细胞高表达ＳｉｇｌｅｃＥ，抑制小胶质细胞的吞噬作用的
同时，发挥重要的抗炎和神经保护作用［１４］。作为具有

抗炎作用的外源性药物ＰＴＬ与内源性分子ＳｉｇｅｌｅｃＥ是
否共享相同的抗炎信号传导通路，ＰＴＬ是否经ＳｉｇｌｅｃＥ
发挥抗炎作用尚不清楚。本研究拟通过体内外实验明

确ＰＴＬ抗炎作用的发挥与ＳｉｇｌｅｃＥ表达之间的关系，为
进一步开发基于ＰＴＬ及ＳｉｇｌｅｃＥ的抗神经炎症药物提
供实验依据。

１　材料与方法

１．１　生物信息学分析
　　从基因表达综合（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）

２５６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



数据库下载注册号为 ＧＳＥ２１２６１６的小鼠小胶质细胞
ｓｃＲＮＡｓｅｑ数据，使用Ｒ４．１．３版本软件的ｅｄｇｅＲ包对
数据进行标准化处理，并且进行差异分析，按照 Ｐ＜
０．０５且｜ＬｏｇＦＣ｜＞０．１对差异基因进行筛选。使用
ＤＡＶＩＤ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）对差异基
因进行富集分析，按照ＦＤＲ值＜０．０５且 ｃｏｕｎｔ值＞２筛
选显著性富集结果。基因本体论（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）
注释相关条目使用 ｇｇｐｌｏｔ２可视化为柱状图，展示前
１０个显著性相关条目。京都基因与基因组百科全书
（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路
使用ｇｇｐｌｏｔ２可视化为气泡图。
１．２　细胞培养及药物处理
　　小鼠小胶质细胞系 ＢＶ２（中国莱博斯生物公司）
常规培养于含 １０％胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）和
１％青链霉素的 ＤＭＥＭ高糖培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司）中，培养至对数生长期后，置换为含 １％胎牛血清
的ＤＭＥＭ高糖培养基处理 １２ｈ后，给予 １μｍｏｌ／Ｌ
ＰＴＬ（美国 ＭＣＥ公司）处理 ２ｈ，而后给予 １μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ刺激。
１．３　ＢＶ２细胞ＳｉｇｌｅｃＥ敲低模型构建
　　ｓｈＲＮＡ克隆载体编号：ｐｌｖｘｓｈＲＮＡ２ＺｓｇｒｅｅｎＴ２Ａ
ｐｕｒｏ，元件顺序：Ｕ６ＭＣＳＺｓｇｒｅｅｅｎＴ２Ａｐｕｒｏ。ＮＣｓｈＲＮＡ
插入序列：ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ，ＳｉｇｌｅｃｓｈＲＮＡ插
入序列：ＡＣＧＧＡＧＴＡＣＴＣＡＧＡＧＡＴＡＡＡＧ。以 ２．５×１０５／
孔接种ＢＶ２细胞于２４孔板中过夜培养，每孔培养总体
积１ｍＬ。按照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）说明书进行转染，４８ｈ后通过观察荧光判断转染
效率并加入２ｍｇ／ｍＬ嘌呤霉素筛选培养基，每天更换
新鲜的筛选培养基直至所有细胞都带绿色荧光信号，

换为常规完全培养基后扩增细胞用于实验。将得到的

ＮＣｓｈＲＮＡ和 ＳｉｇｌｅｃｓｈＲＮＡ细胞分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＬＰＳ
组、ＰＴＬ组和ＰＴＬ＋ＬＰＳ组。
１．４　动物模型建立与干预
　　Ｃ５７ＷＴ小鼠（购自陆军军医大学动物实验中心）
和Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ×Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ小鼠（购自美国赛业生物公司的
Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ和Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ小鼠交配繁殖获得）均在无病原
体的条件下饲养，温度保持在２２～２５°Ｃ，１２ｈ／１２ｈ的
光／暗周期，可自由获取水和食物。所有动物实验按照
机构指南进行，并已获得陆军军医大学实验动物伦理

委员会批准（ＡＭＵＷＥＣ２０２１１２９５）。出生 ４ｄ的雄性
ＷＴ和 Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ×Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ小鼠各 ９只，体质量约为
２ｇ，设置Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＬＰＳ组和ＰＴＬ＋ＬＰＳ组，每组３只。
从出生后第４天，每天给幼鼠腹腔注射２０ｍｇ／ｋｇＰＴＬ
（Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＬＰＳ组注射等体积玉米油），２ｈ后腹腔
注射 ２５０μｇ／ｋｇＬＰＳ（Ｃｏｎｔｒｏｌ组注射等体积生理盐

水），第８天注射完后６ｈ收取脑组织样本固定于４％
多聚甲醛中，依次用１５％、３０％蔗糖梯度脱水后包埋制
备冰冻切片。

１．５　ＲＴｑＰＣＲ检测
　　细胞／组织用ＴＲＩｚｏｌ试剂（中国天根公司）提取总
ＲＮＡ。依照ＨｉＳｃｒｉｐｔⅢ ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ试剂（中
国诺唯赞公司）说明书去除基因组ＤＮＡ，然后反转录制
备ｃＤＮＡ。根据 ＴａｑＰｒｏＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ试剂盒（中国诺唯赞公司）说明书进行定量 ＰＣＲ。
本研究使用２－ΔΔＣｔ法计算目的基因表达变化。用ＧＡＰＤＨ
基因对结果进行归一化处理。引物序列见表１。

表１　引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
上游：ＴＧＧＡＴＴＴＧＧＡＣＧＣＡＴＴＧＧＴＣ
下游：ＴＴＴＧＣＡＣＴＧＧＴＡＣＧＴＧＴＴＧＡＴ

２０
２１

ｉＮＯＳ
上游：ＣＡＧＧＧＡＧＡＡＣＡＧＴＡＣＡＴＧＡＡＣＡＣ
下游：ＴＴＧＧＡＴＡＣＡＣＴＧＣＴＡＣＡＧＧＧＡ

２３
２１

ＩＬ１β
上游：ＴＧＡＡＡＡＣＡＣＡＧＡＡＧＴＡＡＣＧＴＣＣＧ
下游：ＣＣＣＡＧＧＡＧＧＡＡＡＴＴＧＴＡＡＴＧＧＧＡ

２３
２３

ＩＬ６
上游：ＧＧＣＧＧＡＴＣＧＧＡＴＧＴＴＧＴＧＡＴ
下游：ＧＧＡＣＣＣＣＡＧＡＣＡＡＴＣＧＧＴＴＧ

２０
２０

Ｓｉｇｌｅｃｅ
上游：ＧＧＡＧＧＧＴＣＡＧＡＡＣＣＣＣＣＡＡ
下游：ＴＧＡＧＡＴＡＧＧＡＧＡＡＧＴＴＡＣＡＧＧＧＣ

１９
２３

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
　　细胞／组织中加入细胞裂解缓冲液（中国碧云天
公司）后在冰上裂解，蛋白质变性后用十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离，然后转移
到聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜（德国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）上，
用５％脱脂牛奶密封 １ｈ。与一抗在 ４℃的低速摇床
孵育过夜，用 ＴＢＳＴ洗涤 ３次，１０ｍｉｎ／次。与二抗在
室温下孵育２ｈ，用 ＴＢＳＴ洗３次，然后与发光液混合
显色。抗体信息见表２。

表２　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ抗体信息

抗体名称 品牌 使用浓度

ＪＮＫ ＺｅｎＢｉｏ（中国） １∶２０００

ｐＪＮＫ ＺｅｎＢｉｏ（中国） １∶２０００

ＥＲＫ ＺｅｎＢｉｏ（中国） １∶２０００

ｐＥＲＫ ＺｅｎＢｉｏ（中国） １∶２０００

Ｐ３８ ＺｅｎＢｉｏ（中国） １∶２０００

ｐＰ３８ ＺｅｎＢｉｏ（中国） １∶２０００

ＩκＢ ＺｅｎＢｉｏ（中国） １∶２０００

ｐＩκＢ ＺｅｎＢｉｏ（中国） １∶２０００

ＧＡＰＤＨ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ（中国） １∶５０００

３５６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）



１．７　免疫荧光
　　细胞爬片／脑组织切片在含有０．０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
和１０％山羊血清（中国碧云天公司）的 ＰＢＳ中浸泡封
闭１ｈ后孵育一抗。将一抗兔抗 ＩＢＡ１（１∶１００，中国艾
方生物公司）、鸡抗ＧＦＰ（１∶５００，英国ａｂｃｏｍ公司）、山
羊抗ＳｉｇｌｅｃＥ（１∶２００，美国Ｒ＆Ｄ公司）、兔抗ｐＮＦκＢ
（１∶３００，美国ＣＳＴ公司）４℃孵育过夜，用ＤＰＢＳ洗涤
３次，然后于室温避光孵育二抗２ｈ，用 ＤＡＰＩ（１∶１００，
中国Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）进行核染色。图像采集选择蔡司
荧光显微镜。

１．８　统计学分析
　　本研究中生物信息学分析及图像绘制使用 Ｒ软
件（４．１．３版本）。用ＩｍａｇｅＪ软件测定并记录Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ条带灰度值。采用 ＧｒａｇｈｐａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进行
数据分析及柱状图绘制，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，ｔ检验

用于２组之间的数据分析，单因素方差分析用于比较
多组数据间差异。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　下调ＳｉｇｌｅｃＥ可能影响小胶质细胞极化
　　从 ＧＥＯ数据库下载的单细胞测序数据野生型组
（ｎ＝３）和敲除组（ｎ＝４）获取小胶质细胞的差异表达
基因。火山图展示差异情况，得到上调基因９６６个，下
调基因１３９３个，其中包含了 ｉＮＯＳ、ＩＬ１β等与小胶质
细胞极化相关的标志基因 （图１Ａ）。ＫＥＧＧ通路富集
分析提示 ＳｉｇｌｅｃＥ与 ＮＦκＢ信号通路、ＴＬＲ信号通路
等相关（图１Ｂ）。ＧＯ相关注释提示，ＳｉｇｌｅｃＥ与 ＩκＢ／
ＮＦκＢ通路、ＩＬ１β／ＩＬ６的表达、ＥＲＫ１／２级联反应等
相关，且与核糖体功能关系密切（图１Ｃ）。

!

"

#

Ａ：差异基因火山图；Ｂ：ＫＥＧＧ通路富集气泡图；Ｃ：ＧＯ注释图

图１　差异表达基因的筛选及富集分析
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２．２　敲低／敲除模型中ＳｉｇｌｅｃＥ表达显著减少
　　利用 ｓｈＲＮＡ技术敲低 ＢＶ２细胞中 ＳｉｇｌｅｃＥ的表
达从而构建 ＳｉｇｌｅｃＥ低表达小胶质细胞模型，通过
ＲＴｑＰＣＲ技术检测其ｍＲＮＡ表达水平。ＮＣｓｈＲＮＡ组
细胞与野生型ＢＶ２细胞的 ＳｉｇｌｅｃＥ表达无明显差异。
与 ＮＣｓｈＲＮＡ组比较，ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡ组下降约 ７０％
（Ｐ＜０．０１，图２Ａ），免疫荧光结果同样证实 ＳｉｇｌｅｃＥ的
表达显著降低（图 ２Ｂ）。相较于 ＷＴ小鼠，Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ×
Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ小鼠小胶质细胞中 ＳｉｇｌｅｃＥ的 ｍＲＮＡ表达处
于极低水平（Ｐ＜０．０１，图２Ｃ），且脑组织蛋白中ＳｉｇｌｅｃＥ
表达也明显降低（图 ２Ｄ），但小鼠整体生长发育无明
显异常。冰冻切片免疫荧光显示，Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ×Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ

小鼠小胶质细胞几乎不表达ＳｉｇｌｅｃＥ（图２Ｅ）。

２．３　下调小胶质细胞 ＳｉｇｌｅｃＥ的表达减弱 ＰＴＬ对其
Ｍ１型极化的抑制作用

　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示：Ｃｏｎｔｒｏｌ组中检测到较少的
促炎因子 ｉＮＯＳ、ＩＬ１β和 ＩＬ６。在 ＬＰＳ刺激下 Ｍ１型
小胶质细胞分泌的ｉＮＯＳ、ＩＬ１β和 ＩＬ６的 ｍＲＮＡ表达
水平显著升高（Ｐ＜０．０１）。单纯加入 ＰＴＬ对以上促炎
因子的表达无明显影响，而在 ＰＴＬ合并 ＬＰＳ的条件
下，ＰＴＬ能显著抑制 ＬＰＳ所致小胶质细胞 Ｍ１型极化
作用（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ），但对于 ＳｉｇｌｅｃＥ敲低的 ＢＶ２
细胞（ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡＢＶ２细胞），尽管 ＰＴＬ也能诱导
ＩＬ６的表达水平显著降低，但是降低程度低于 ＮＣ
ｓｈＲＮＡＢＶ２细胞。同时，ｉＮＯＳ和ＩＬ１β的表达水平并
未显著减少（图３Ｂ）。
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ＳｉｇｌｅｃＥ在细胞株中 ｍＲＮＡ表达水平 　 ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＮＣｓｈＲＮＡ组比较；Ｂ：免疫荧光检测
ＳｉｇｌｅｃＥ在ＮＣｓｈＲＮＡ和 ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡ细胞中表达情况；Ｃ：原代小胶质细胞 ＳｉｇｌｅｃＥ的 ｍＲＮＡ表达水平　
ａ：Ｐ＜０．０１，与ＷＴ组比较；Ｄ：小鼠脑组织蛋白ＳｉｇｌｅｃＥ表达情况；Ｅ：小鼠脑组织下丘皮层处小胶质细胞和ＳｉｇｌｅｃＥ
共定位免疫荧光图像　△：示ＩＢＡ１和ＳｉｇｌｅｃＥ双阳性；红色：ＳｉｇｌｅｃＥ；绿色：ＩＢＡ１；蓝色：ＤＡＰＩ

图２　ｓｈＲＮＡ干扰细胞株／Ｓｉｇｌｅｃｅ敲除动物中ＳｉｇｌｅｃＥ的表达情况（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

５５６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＬＰＳ组；３：ＰＴＬ组；４：ＰＴＬ＋ＬＰＳ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较

图３　各组ＮＣｓｈＲＮＡ细胞（Ａ）和ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡＢＶ２细胞（Ｂ）的ｉＮＯＳ、ＩＬ１β和ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　下调ＳｉｇｌｅｃＥ会减弱ＰＴＬ经ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ通路
对Ｍ１极化抑制作用

　　ＬＰＳ刺激４ｈ后，ＮＣｓｈＲＮＡ和ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡＢＶ２
细胞中ＪＮＫ和ＩκＢ蛋白的磷酸化水平都明显升高（Ｐ＜
０．０１），但 ＥＲＫ和 Ｐ３８蛋白磷酸化水平未受到明显影
响。给予ＰＴＬ预处理的ＮＣｓｈＲＮＡ细胞中，经ＬＰＳ诱
导的ｐＪＮＫ和ｐＩκＢ的水平显著降低（Ｐ＜０．０１）；而在
ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡＢＶ２细胞中没有显著差异（图４Ａ～Ｃ）。
根据ｐＮＦκＢ免疫荧光结果，ＬＰＳ刺激 １ｈ后磷酸化
的ＮＦκＢ聚集于小胶质细胞核内，而在刺激前给予
ＰＴＬ的 ＮＣｓｈＲＮＡＢＶ２细胞中磷酸化 ＮＦκＢ主要存
在于细胞质。与之相反，刺激前给予 ＰＴＬ处理的
ＳｉｇｌｅｃｅｓｈＲＮＡＢＶ２细胞中磷酸化的 ＮＦκＢ仍大量聚
集于细胞核内（图４Ｄ）。研究结果表明：ＰＴＬ可以通过
抑制ＭＡＰＫ信号通路中的 ＪＮＫ蛋白以及 ＮＦκＢ信号
通路中的 ＩκＢ蛋白磷酸化，抑制 ＮＦκＢ核转位，从而
减轻ＬＰＳ诱导的小胶质细胞炎性反应，但 ＳｉｇｌｅｃＥ的
表达降低会减弱这一作用。

２．５　ＳｉｇｌｅｃＥ缺失导致 ＰＴＬ对小胶质细胞 ＮＦκＢ磷
酸化抑制作用减弱

　　ＷＴ和Ｓｉｇｌｅｃｅｆｌ／ｆｌ×Ｃｘ３ｃｒ１ｃｒｅ小鼠从出生第４～８天，
每天给予ＬＰＳ刺激２ｈ前腹腔注射 ＰＴＬ予以保护，第
８天灌注取脑组织样本制备冰冻切片。脑冰冻切片下
丘皮层处 ＩＢＡ１和 ｐＮＦκＢ免疫荧光共染结果显示，
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＬＰＳ组小胶质细胞ｐＮＦκＢ表达水

平显著增加，且主要在细胞核内。而在 ＰＴＬ＋ＬＰＳ组
中，尽管ｐＮＦκＢ表达都有所减少，但ＷＴ小鼠明显表
达更低，结果提示 ＳｉｇｌｅｃＥ缺失导致 ＰＴＬ对小胶质细
胞ＮＦκＢ抑制作用减弱（图５）。

３　讨论

３．１　ＳｉｇｌｅｃＥ缺失导致ＰＴＬ对小胶质细胞Ｍ１极化抑
制作用减弱

　　神经炎症逐渐成为众多神经系统疾病发病机制中
的关键因素。其显著特点之一是胶质细胞激活，尤其

是小胶质细胞激活［１４］。激活的小胶质细胞会释放各

种破坏性促炎因子，累积之后会导致周围神经元损伤，

而神经元的持续损伤及死亡又会进一步激活小胶质细

胞，形成恶性循环，导致长期的神经炎症和神经元的进

行性丢失［１５］，从而引发各种神经系统疾病。因此，抑

制小胶质细胞激活，或者说抑制其Ｍ１极化，进而减轻
神经炎症，可能成为一种有前景的神经保护的治疗策

略。本研究探讨了ＳｉｇｌｅｃＥ在小胶质细胞极化中的作
用及其对ＰＴＬ抗炎效应的影响。通过生物信息学分
析发现，ＳｉｇｌｅｃＥ与小胶质细胞极化相关，而后利用
ｓｈＲＮＡ干扰技术构建了 ＳｉｇｌｅｃＥ敲低的 ＢＶ２细胞株
模型，并通过转基因小鼠交配获得了小胶质细胞特异

性ＳｉｇｌｅｃＥ缺失的动物模型。通过 ＲＴｑＰＣＲ及免疫
荧光技术验证了敲除效果，并通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法研
究了ＳｉｇｌｅｃＥ如何影响ＰＴＬ抑制小胶质细胞Ｍ１极化

６５６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ～Ｃ：半定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０１，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ组比较；
Ｄ：ｐＮＦκＢ的核转位情况　绿色：ＧＦＰ；红色：ＳｉｇｌｅｃＥ；蓝色：ＤＡＰＩ

图４　下调ＳｉｇｌｅｃＥ后相关蛋白表达水平及ＮＦκＢ的核转位情况

的机制。有研究发现，ＰＴＬ显著抑制小胶质细胞促炎
细胞因子 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα的释放，并增加 ＩＬ１０
水平［１４］。本研究也发现，ＰＴＬ降低了ＢＶ２细胞促炎细
胞因子ｉＮＯＳ、ＩＬ６、ＩＬ１β的 ｍＲＮＡ水平，证实 ＰＴＬ具
有抑制小胶质细胞经 ＬＰＳ激活向 Ｍ１极化的作用，而
ｓｉｇｌｅｃＥ的缺失在一定程度上减弱了 ＰＴＬ的抗炎
效应。

３．２　ＳｉｇｌｅｃＥ经ＮＦκＢ通路影响ＰＴＬ的抗炎作用
　　本研究发现，尽管敲低细胞株／敲除动物模型的
ＳｉｇｌｅｃＥ表达显著减少，但在正常情况下对细胞和小

鼠的生长并无明显影响。其原因其在于ＳｉｇｌｅｃＥ的作
用可能主要是针对小胶质细胞所处微环境的变化而发

生。有研究已经证实在没有外界刺激的情况下大脑中

的ＳｉｇｌｅｃＥ呈低表达状态，但在炎症或损伤刺激下，其
表达会迅速而强烈地被诱导提高［１５］。提示 ＳｉｇｌｅｃＥ
的表达与小胶质细胞炎症反应相关。通过分析 ＧＥＯ
数据库中野生型和敲除型小鼠脑组织单细胞测序数据

揭示了ＳｉｇｌｅｃＥ在小胶质细胞中的潜在作用。ＧＯ分
析中，生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）分析提示，
ＳｉｇｌｅｃＥ影响ＬＰＳ的反应、调节炎症反应、ＩＬ１β／ＩＬ６

７５６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）
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图５　小鼠下丘皮层处ＩＢＡ１和ｐＮＦκＢ免疫荧光共染图像

的表达等。ＫＥＧＧ富集分析表明 ＳｉｇｌｅｃＥ参与 ＮＦκＢ
和Ｔｏｌｌ样受体通路等相关信号通路。ＮＦκＢ信号传导
通路与小胶质细胞极化之间存在密切关系。正常情况

下，ＮＦκＢ以与ＩκＢ蛋白结合的二聚体形式存在于细
胞质中，处于静息状态。当小胶质细胞受到炎症刺激

时，ＩκＢ激酶复合物被激活，进而磷酸化 ＩκＢ蛋白，导
致ＩκＢ蛋白被泛素化并降解，从而释放出ＮＦκＢ，使其
转位入核，并能够结合到特定的 ＤＮＡ序列上，启动相
关基因的转录，进而调控炎症因子的产生［１６］。激活的

ＮＦκＢ可以诱导Ｍ１型小胶质细胞释放促炎细胞因子
（如ＩＬ１β、ＴＮＦα等）、趋化因子、氧自由基和一氧化
氮等神经毒性物质，从而加重炎症反应和神经元损

伤［１７］。ＰＴＬ能够抑制 ＩκＢ激酶的活性，从而阻止 ＩκＢ
的磷酸化及之后的泛素化降解过程，导致 ＮＦκＢ无法
被释放并进入细胞核，进而降低了炎症基因的表达。

除此之外，ＰＴＬ还能抑制组蛋白去乙酰化酶 １的活
性［１８］，而这一酶的抑制有助于维持 ＩκＢ蛋白的稳定
性，进一步抑制ＮＦκＢ的活化。另一方面，抑制ＮＦκＢ
信号通路可以促使小胶质细胞从 Ｍ１促炎表型向 Ｍ２
抗炎表型极化。Ｍ２型小胶质细胞释放抗炎性细胞因
子、神经营养因子，具有抗炎和促进组织修复重塑的作

用，有助于清除细胞碎片、保护神经元和促进神经再

生［１９］。本研究结果显示，下调ＳｉｇｌｅｃＥ的表达后，ＰＴＬ
对ＮＦκＢ通路的抑制作用减弱，证实 ＳｉｇｌｅｃＥ通过
ＮＦκＢ通路影响ＰＴＬ的抗炎作用。
３．３　ＳｉｇｌｅｃＥ经ＭＡＰＫ通路影响ＰＴＬ的抗炎作用
　　ＭＡＰＫ（丝裂原活化蛋白激酶）信号传导通路在小
胶质细胞极化过程中也起着重要作用。在小胶质细胞

中，ＭＡＰＫ信号通路主要涉及 ＥＲＫ（细胞外信号调节
激酶）、ＪＮＫ（ｃＪｕｎ氨基末端激酶）和 ｐ３８ＭＡＰＫ三个
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亚家族，激活的ＥＲＫ信号通路可以促进小胶质细胞的
增殖和活化，从而促使小胶质细胞向 Ｍ１促炎表型极
化。而ＪＮＫ和 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的激活则主要参
与小胶质细胞的炎症反应和细胞应激过程［４］。有研

究报道ＰＴＬ可以通过ＡＫＴ／ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ信号通路减
少活性氧的产生［１５］。研究证实 ＰＴＬ可以通过抑制
ＭＥＫ（ＭＡＰＫ激酶）的活性阻断ＥＲＫ（细胞外信号调节
激酶）的激活。ＥＲＫ信号通路在小胶质细胞的增殖、
迁移等过程中发挥重要作用。ＪＮＫ信号通路在小胶质
细胞的应激、炎症反应和凋亡等过程中起重要作用，

ＰＴＬ也可以阻断 ＪＮＫ信号通路的激活［２０］。本研究的

结果也证实 ＰＴＬ可以降低 ＬＰＳ刺激诱导的磷酸化
ＪＮＫ蛋白表达水平，这与报道的内容一致。这些研究
为ＳｉｇｌｅｃＥ经ＭＡＰＫ通路影响 ＰＴＬ的抗炎作用提供
依据。另一方面，ＳｉｇｌｅｃＥ作为一种模式识别受体，能
够识别并结合特定的聚糖配体，进而调控小胶质细胞

活化、增殖、极化和迁移等各种生物学功能［１３，２１］。既

往报道Ｍ１表型巨噬细胞具有捕获、吞噬功能［２２］。有

研究显示，ＳｉｇｌｅｃＥ能抑制小胶质细胞对神经元碎片
的吞噬，阻止小胶质细胞分泌促炎细胞因子和产生超

氧阴离子，而 ＳｉｇｌｅｃＥ基因的敲除则增加了神经碎片
的吞噬［１２］，考虑到ＪＮＫ通路的激活与小胶质细胞的吞
噬作用密切相关［２３］，ＰＴＬ可能在一定程度上通过
ＳｉｇｌｅｃＥ影响ＪＮＫ通路抑制小胶质细胞的吞噬功能发
挥抗炎作用。

　　此外，作为聚唾液酸的受体，当小胶质细胞受到
ＬＰＳ刺激后，它会通过细胞膜内吞，向高尔基体方向移
动与聚唾液酸结合，从而负向调节小胶质细胞的激

活［２４］。ＰＴＬ与ＳｉｇｌｅｃＥ的分子对接得分为－６．４，实际
的结合能力需要验证。本研究的生物信息学分析结果

中细胞内组分和分子功能分析均提示 ｓｉｇｌｅｃＥ和核糖
体关系密切。也有研究提示ＬＰＳ促进ＳｉｇｌｅｃＥ内吞向
高尔基体移动［１２］，核糖体作为承担翻译功能的细胞

器，高尔基体作为翻译后蛋白修饰的重要场所，ＳｉｇｌｅｃＥ
参与炎症相关蛋白分子的正常翻译与修饰的作用也值

得研究。因此，ＳｉｇｌｅｃＥ的表达影响 ＰＴＬ抗炎作用的
具体机制还需要更深入的研究来揭示。综上所述，本

研究证实了 ＳｉｇｌｅｃＥ对炎症反应的重要作用，完善了
ＰＴＬ发挥抗炎作用的可能机制，为进一步开发基于
ＰＴＬ及ＳｉｇｌｅｃＥ的抗神经炎症药物提供了实验依据。
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