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天麻素抑制脂多糖诱导的 BV-2小胶质细胞炎症反应及机制研究 *
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摘要目的：研究天麻素对脂多糖（LPS）诱导的小胶质细胞炎性反应的影响，并探讨其潜在的作用机制。方法：BV-2小胶质细胞分

为对照组、LPS组和天麻素组。LPS和天麻素处理 24 h后，MTT和 LDH试验检测细胞活性。ELISA实验检测炎性因子白介素 -1茁
（IL-1茁）、白介素 -6（IL-6）和肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）的含量。Western blot检测细胞中 Iba-1和 TLR4的表达，以及 Iκ B琢的降解
和 NFκ B-P65的核转位情况。结果：LPS刺激后，BV-2细胞活性下降（65.46± 3.70 %），LDH释放量增加（264.54± 17.78 U/L），各

炎性因子水平也显著升高。给予天麻素处理后，细胞活性升高（74.33± 4.22 %），LDH释放量减少（173.88± 15.23 U/L），炎性反应

降低。同时，天麻素显著抑制 LPS诱导的 BV-2细胞 Iba-1升高，降低了 LPS处理后细胞 TLR4的升高，I资B琢的磷酸化水平和 P65

的核转位。结论：天麻素可以提高 BV-2细胞活性，缓解 LPS诱导的炎症反应。其作用机制可能是通过抑制 BV-2细胞的过度活

化，调控 TLR4/NF资B信号通路，最终减少炎症因子的表达。
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Inhibitory Effects of Gastrodin on LPS-induced Inflammatory Response
on BV-2 Microglia Cells *

To investigate the effect of gastrodin on inflammatory response of microglia induced by lipopolysaccharide

(LPS) and to explore its potential mechanism. BV-2 microglia cells were divided into control group, LPS group and gastrodin

group. 24 h after LPS and gastrodin treatment, MTT and LDH tests were performed to detect cell viability. ELISA assay was used to

detect the levels of proinflammatory cytokines, including IL-1茁, IL-6 and TNF-琢. Western blot were carried out to detect the expression

of Iba-1 and TLR4 in cells, and the degradation of Iκ B琢 and the nuclear translocation of NF资B-P65. After the stimulation of

LPS, the viability of BV-2 cells was decreased (65.46± 3.70 %), and the levels of LDH were significantly increased (264.54± 17.78

U/L), as well as the inflammatory cytokines. While after treatment with gastrodin, the cell viability was increased (74.33± 4.22 %), the

inflammatory reaction and LDH levels were decreased (173.88± 15.23 U/L). At the same time, gastrodin significantly inhibited the

expression of Iba-1 induced by LPS, and decreased the elevation of TLR4, the phosphorylation level of I资B琢 and the nuclear

translocation of P65. Gastrodin can increase the viability of BV-2 cells and alleviate the inflammatory response induced by

LPS. The underlying mechanism may be through inhibiting the over activation of BV-2 cells, regulating the TLR4/NF资B signaling

pathway, and ultimately reducing the expression of proinflammatory cytokines.
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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease, AD）是常见的中枢神

经系统（central nervous system, CNS）退行性病变[1]，小胶质细胞

介导的慢性神经炎症反应是其重要的病理基础[2]。当大脑内环

境失衡后，小胶质细胞受到刺激被激活，进而诱发炎性因子的

持续过量释放，最终导致神经炎性损伤和神经元退行性病变[3]。

天麻素（Gastrodin）是天麻的主要药效物质，具有抗炎、抗氧化、
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图 1天麻素对 LPS诱导的 BV-2细胞活性和 LDH释放的影响(x依s)
Fig. 1 The effects of Gastrodin on the viability and LDH release on BV-2 cells induced by LPS（x依s）

抗肿瘤和脑保护等作用[4]，广泛用于神经系统疾病的治疗。研究

报道，天麻素可显著抑制阿尔茨海默病模型小鼠脑内 A茁纤维
斑块，从而改善学习记忆和认知能力[5]。但是天麻素对小胶质细

胞介导的炎症反应鲜有报道。本实验首先观察了天麻素对脂多

糖（LPS）诱导的 BV-2小胶质细胞炎性反应的抑制作用，并进

一步对其作用机制进行了探讨。

1 材料与方法

1.1 材料

BV-2小胶质细胞购自中国医学科学院基础医学研究所，

天麻素购自中国药品生物制品检定所，LPS购自 Sigma公司，

胎牛血清（FBS）和 DMEM培养基购自 Glibco公司，MTT和

LDH 检测试剂盒购自碧云天生物技术研究所，白介素 -1茁
（IL-1茁）、白介素 -6（IL-6）和肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）ELISA检
测试剂盒购自南京森贝伽生物科技有限公司，抗 TLR4、Iba-1抗

体购自 CST公司，抗 I资B琢、NF资B-P65抗体购自 Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与给药 BV-2细胞于 DMEM培养基中（含

10 % FBS，100 U/mL青霉素，100 滋g/mL链霉素）常规培养（37
℃，5% CO2）。隔 1天换液一次，细胞生长至 80 %左右时传代培

养。将对数生长期细胞接种于 6孔板（1× 105 /孔）并分为三组，

分别是对照组（Control group）：PBS处理；LPS组（LPS group）：

10 滋g/mL LPS处理；天麻素组（Gastrodin group）：10 滋g/mL LPS

+10 滋mol/L天麻素处理。培养 24小时后进行检测。

1.2.2 细胞活性检测 各组细胞处理 24 h后，分别根据MTT

和 LDH试剂盒说明书进行细胞活力和 LDH释放检测。

1.2.3 ELISA检测 细胞处理 24 h后，收集上清液，根据试剂

盒说明书操作，分别测定 IL-1茁，IL-6和 TNF-琢吸光度。
1.2.4 WB检测 细胞分别提取总蛋白、胞浆蛋白和核蛋白

后，BCA法测定蛋白浓度。各组蛋白进行凝胶电泳，随后将分

离的蛋白转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上。用 5 %的脱脂奶

粉室温封闭 1 h，分别用抗 TLR4、Iba-1抗体（1：500）和磷酸化

的 I资B琢（p-I资B琢）抗体、NF资B-P65抗体（1：1000）4℃过夜孵育。
条带用 TBST洗涤后，加入相应的二抗室温孵育 1 h。滴加 ECL

发光液后用凝胶成像仪显影。用 Imgae J对蛋白表达进行定量

分析。

1.3 统计学分析

所有实验均重复 3次，数据用 SPSS 19.0软件进行统计学

分析，以均数± 标准差（x依s）表示，组间差异用单因素方差分
析，P＜0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 天麻素可提高 BV-2细胞活性

MTT检测结果显示，LPS处理后，BV-2 细胞活性降低至

65.46± 3.70 %，天麻素处理后细胞活性升高至 74.33± 4.22 %，

与 LPS组相比有显著性差异（P＜0.05）。LDH释放实验结果显

示，对照组细胞 LDH释放量为 54.92± 4.06 U/L，LPS组细胞

LDH释放量升高至 264.54± 17.78 U/L，天麻素组 LDH释放量

为 173.88± 15.23 U/L，与 LPS组相比有显著性差异（P＜0.05）。

见图 1。

2.2 天麻素可抑制 LPS诱导的 BV-2细胞炎性因子释放

如图 2所示，与对照组相比，BV-2 细胞在 LPS刺激后，

IL-1茁 炎性因子水平从 54.67± 9.07 pg/mL 升高至 356.00±

33.51 pg/mL，IL-6 炎性因子水平从 71.03± 16.64 pg/mL 升高

至 601.33± 60.68 pg/mL，TNF-琢 从 48.33± 14.05 pg/mL 升高

至 299.46± 31.26 pg/mL（P＜0.05）。天麻素处理后，这些炎性

因子的水平分别降至 209.67± 38.53 pg/mL、402.33± 50.52

pg/mL和 175.67± 30.53 pg/mL，与 LPS组相比有显著性差异

（P＜0.05）。

2.3 天麻素可抑制 LPS诱导的 BV-2小胶质细胞的活化

Iba-1是小胶质细胞的特异性蛋白，其表达水平的高低反

应了小胶质细胞的活化状态。本研究中，BV-2细胞在 LPS刺激

后，Iba-1表达显著升高（P＜0.05），表明 BV-2细胞被激活。而

天麻素可显著降低 Iba-1的表达水平（P＜0.05），抑制 BV-2细

胞的活化（图 3）。

2.4 天麻素可抑制 LPS诱导的 BV-2细胞中 TLR4的表达

Western blot结果显示（图 4），相比对照组，LPS组细胞

TLR4表达上调（P＜0.05）。而天麻素组细胞中 TLR4表达被显

著抑制（P＜0.05）。

2.5 天麻素可抑制 LPS诱导的 BV-2细胞中 I资B琢的降解
结果显示，LPS处理后，BV-2细胞中 p-I资B琢 水平显著升

高（P＜0.05），天麻素处理后，p-I资B琢水平显著降低（P＜0.05）。

见图 5。

2.6 天麻素可抑制 LPS诱导的 BV-2细胞中 NF资B的核转位
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图 2天麻素对 LPS诱导的 BV-2细胞炎性因子的影响（x依s）
Fig. 2 Effect of gastrodin on inflammatory cytokines induced by LPS in BV-2 cells (x依s)

图 3天麻素对 LPS诱导的BV-2小胶质细胞 Iba-1蛋白表达的影响（x依s）
Fig. 3 Effect of gastrodin on the expression of Iba-1 induced by LPS in

BV-2 cells(x依s)

图 4天麻素对 LPS诱导的BV-2小胶质细胞 TLR4蛋白表达的影响（x依s）
Fig. 4 Effect of gastrodin on the expression of TLR4 induced by LPS in

BV-2 cells(x依s)

图 5天麻素对 LPS诱导的 BV-2小胶质细胞 I资B琢磷酸化的影响
（x依s）

Fig. 5 Effect of gastrodin on the phosphorylation of I资B琢 induced by LPS

in BV-2 cells(x依s)

图 6天麻素对 LPS诱导的 BV-2小胶质细胞 NF资B-P65核转位的影响
（x依s）

Fig. 6 Effect of gastrodin on the nuclear translocation of NF资B-P65
induced by LPS in BV-2 cells(x依s)

Western blot检测了 NF资B-P65 在各组 BV-2细胞浆和细

胞核中的含量（图 6）。结果表明，LPS诱导 BV-2细胞后，胞浆

中 P65（c-P65）水平降低，相应的胞核中 P65（n-P65）水平显著

升高（P＜0.05）。天麻素处理后，细胞核中升高的 P65被抑制，

胞浆中的 P65含量回升（P＜0.05）。
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3 讨论

阿尔茨海默病是一种弥散性中枢神经退化性疾病，主要临

床表现为进行性的认知功能下降，对患者的正常生活和心理健

康造成了严重影响，随着我国逐渐步入老龄化社会，阿尔茨海

默病患者人数逐年增加。研究表明小胶质细胞介导的神经炎症

是阿尔茨海默病等多种中枢神经系统疾病的重要病理基础[6]。

生理情况下，小胶质细胞处于静息状态，在调节脑内环境，保护

脑组织免受损害中发挥重要作用[7]。当中枢神经系统受到刺激

时，分枝状的小胶质细胞转变成活化状态的阿米巴样。大量活

化的小胶质细胞介导了炎性因子的持续释放，最终导致或加重

大脑损害[8]。因此抑制小胶质细胞的活化以及相关的神经炎症

反应可以有效的保护中枢神经系统[9]。

天麻是我国传统中药材，为兰科天麻属植物天麻的块茎。

其有效成分天麻素，化学名称为对羟基苯甲醇一吡喃葡萄糖苷

半水合物。以天麻素为主要成分的天麻素注射液在临床上广泛

用于治疗失眠、高血压、冠心病、中风、眩晕、神经衰弱和老年痴

呆等疾病。研究表明，天麻素可以通过抑制 A茁及其纤维斑块
的形成而改善认知能力[10]，提示天麻素可作为阿尔茨海默病伴

随的神经炎症的潜在治疗药物。

本文以经典的 LPS诱导 BV-2小胶质细胞炎症反应模型
[11]为研究对象，观察天麻素的抗神经炎症作用。前期预实验中，

分别给予 BV-2小胶质细胞 0.1、1、10 滋mol/L天麻素处理，观
察天麻素的细胞保护作用，预实验结果显示，10 滋mol/L天麻素
可以显著提高 BV-2细胞的生存率，同时未发现细胞毒性。因

此在本研究中确定天麻素的给药剂量为 10 滋mol/L。结果表明，
BV-2细胞在 LPS刺激后，细胞活性降低（65.46± 3.70 %），

LDH释放量增加（264.54± 17.78 U/L），表明 LPS对细胞产生

了毒性反应，加重了细胞损伤。相比于模型组，给药组的细胞活

性显著升高（74.33± 4.22 %，P＜0.05），LDH释放量显著降低

（173.88± 15.23 U/L，P＜0.05），表明天麻素对 BV-2小胶质细

胞有保护作用。

IL-1茁，IL-6和 TNF-琢等炎症因子是炎症反应的直接产物，
当小胶质细胞发生活化后，产生大量的炎症因子，加重神经炎

症反应。同时这些炎症因子也可进一步刺激小胶质细胞，诱导

活化的小胶质细胞持续释放炎症因子[7]。因此，抑制这些炎症因

子的释放可以减轻神经炎症反应。在本研究中，模型组小胶质

细胞在 LPS刺激 24 h后，细胞内炎症因子 RNA水平分别升高

至 356.00 ± 33.51 pg/mL，601.33 ± 60.68 pg/mL 和 299.46 ±

31.26 pg/mL，给予 10 滋mol/L天麻素刺激后，这些炎症因子水
平显著降低 （分别为 209.67 ± 38.53 pg/mL、402.33 ± 50.52

pg/mL和 175.67± 30.53 pg/mL）。这些结果初步明确了天麻素

的抗炎作用。

Iba-1是小胶质细胞的特异性标志蛋白，其表达的高低可

反应小胶质细胞的活化状态[12]。免疫印迹结果显示，BV-2小胶

质细胞中 Iba-1表达水平在 LPS刺激后显著升高，表明细胞

LPS诱导了小胶质细胞的活化。在天麻素处理后，Iba-1表达水

平相比模型组显著降低，说明天麻素是通过抑制小胶质细胞活

化介导的炎症反应而发挥抗神经炎症作用的。

Toll样受体(Toll like receptors，TLRs)是存在于人细胞表面

的一种模式识别受体，与先天性免疫密切相关[13]。TLRs及其下

游通路的激活可诱导炎症因子、趋化因子等的表达，导致免疫

疾病及炎性反应的发生。TLR4在人体内分布广泛，尤其在脑组

织包括星形胶质细胞和小胶质细胞中表达丰富[14]。TLR4参与

脑组织病理损伤中小胶质细胞介导的神经毒性，在炎症反应中

发挥重要作用[15]。在本研究中，相比对照组，模型组 BV-2小胶

质细胞 TLR4表达显著升高，而天麻素刺激后表达降低，表明

激活的 TLR4可被天麻素抑制。

小胶质细胞表面 TLR4 的表达增高，可以导致其下游

NFκ B的激活[16]。NF资B是炎性反应调节中关键的转录因子，
包括 5个家族成员：NF-资B1 (p50)、NF-资B2 (p52)、RelA(p65)、

RelB和 C-Rel。生理条件下，这些成员分子相互结合后在细胞

浆与抑制因子 I-资B结合，呈无活性状态。在炎性因子及其他刺
激因素的作用下，I-资B发生磷酸化并降解[17]，NF资B游离后从胞
浆转入胞核中，结合在相应的 DNA位点上，发挥中心性转录调

控作用，从而参与诸多生理病理过程，如免疫应答、组织稳态、

炎症反应等[18]。研究表明，抑制该通路的激活可以缓解神经炎

症反应[19]。在本研究中，LPS刺激后，BV-2细胞中 I资B琢的磷酸
化水平显著升高，细胞浆中 NF资B-P65表达显著降低，同时细
胞核中 NF资B-P65表达增高，说明 BV-2 细胞在 LPS的诱导

下，NF资B二聚体上的 I资B琢降解，P65发生核转位。而给予天麻
素处理后，I资B琢的磷酸化水平降低，胞浆中 NF资B-P65水平回
升，胞核中 NF资B-P65表达被显著抑制，表明天麻素可以抑制
NF资B的激活而发挥抗炎作用。综上所述，天麻素可通过抑制
小胶质细胞活化介导的炎症反应发挥抗神经炎症作用，其机制

可能是通过抑制 TLR4/NF资B信号通路的激活，从而减少炎性
因子的释放，减轻其对神经系统的损害，最终延缓阿尔茨海默

病进程。
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