
（Ｄ１ＤＲ），ｄｏｐａｍｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｄ２（Ｄ２ＤＲ），ｄｏｐａｍｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｄ３（Ｄ３ＤＲ），ｄｏｐａｍｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｄ５（Ｄ５ＤＲ），ｉｎ-
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-１β（ＩＬ-１β），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-６（ＩＬ-６），ｔｕｍｏｕｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α（ＴＮＦ-α），ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏ-
ｔｅｉｎ-１（ＭＣＰ-１），ａｌｐｈａ-ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（α-ＳＭＡ）ａｎｄｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎ２２-ａｌｐｈａ（ＳＭ２２α）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＢＡＰＮｇｒｏｕｐｅｘｈｉｂｉｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＴＡＡ．Ｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｗａｓ
ａｌｓｏｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔｉｃｗａｌｌ，ａｌｏｎｇｗｉｔｈａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＤ１ＤＲａｎｄＤ５ＤＲ．
ＴｈｅＢＡＰＮ＋ＦＮＤＰｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｒｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆＴＡＡｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｒａｔｅｏｆａｎｅｕ-
ｒｙｓｍｒｕｐｔｕｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＢＡＰＮｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎａｎｄｒｕｐｔｕｒｅｏｆｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓｉｎｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔｉｃｗａｌｌ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄｉｎｔｈｅＢＡＰＮ＋ＦＮＤＰｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｉｎｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔｉｃｗａｌｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＭＰ２ｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔｉｃｗａｌｌｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ-１β，ＩＬ-６，
ＴＮＦ-αａｎｄＭＣＰ-１ａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒＦＮＤＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ-
ｅｎｃｅｉｎｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆα-ＳＭＡａｎｄＳＭ２２α．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＦＮＤＰｓｈｏｗｓａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎＴＡＡｐｒｏｇｒｅｓ-
ｓｉｏｎｉｎｍｉｃｅ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＦＮＤＰａｓａｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｇｅｎｔｆｏｒＴＡＡ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔｉｃａｎｅｕｒｙｓｍ；ｄｏｐａｍｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ；ｆｅｎｏｌｄｏｐａｍ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ-
ｌａｒｍａｔｒｉｘｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
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α-倒捻子素通过 ＮＦ-κＢ途径抑制 ＬＰＳ／ＡＴＰ诱导的
小胶质细胞中 ＮＬＲＰ３炎症小体的激活

陈　敏，陶　静，朱慧艳

摘要　目的　探究α-倒捻子素（α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ）在脊髓损伤后
小胶质细胞炎症模型中作用及相关机制。方法　体外培养
小鼠小胶质细胞系 ＢＶ-２细胞，利用脂多糖和三磷酸腺苷
（ＬＰＳ／ＡＴＰ）联合诱导的方式建立ＢＶ-２炎症模型。ＣＣＫ-８法
检测不同浓度（０、１０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ）的 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ对
ＬＰＳ／ＡＴＰ刺激下的细胞增殖活力影响以筛选适宜的 α-ｍａｎ-
ｇｏｓｔｉｎ浓度范围；将 ＢＶ-２细胞分为 Ｃｔｒｌ组、ＬＰＳ／ＡＴＰ组、４０

μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组和不同浓度（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）的 α-
ｍａｎｇｏｓｔｉｎ干预组（分别记为 ＬＰＳ／ＡＴＰ＋１０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎ-
ｇｏｓｔｉｎ组、ＬＰＳ／ＡＴＰ＋２０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组与 ＬＰＳ／ＡＴＰ
＋４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组）。ＥＬＩＳＡ实验检测各组 ＢＶ-２
细胞上清液中促炎因子白介素-６／１β／１８（ＩＬ-６、ＩＬ-１β、ＩＬ-１８）
和肿瘤坏死因子（ＴＮＦ-α）含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞
中ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症小体相关蛋白 ＮＬＲＰ３、
凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）、裂解型半胱氨酸蛋白酶 １
（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-１）和白介素 １β（ＩＬ-１β）表达及核因子
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κＢ（ＮＦ-κＢ）途径中 ｐ６５的磷酸化水平（ｐ-ｐ６５／ｐ６５）和 ＢＶ-２
细胞核中ｐ６５的表达。结果　与Ｃｔｒｌ组相比，ＬＰＳ／ＡＴＰ组细
胞增殖活力明显降低（Ｐ＜０.０５），但低浓度（１０、２０、４０μｍｏｌ／
Ｌ）的 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ可显著改善 ＬＰＳ／ＡＴＰ对小胶质细胞增殖
活力的抑制作用（Ｐ＜０.０５），但高浓度（８０μｍｏｌ／Ｌ）α-ｍａｎ-
ｇｏｓｔｉｎ可促进ＬＰＳ／ＡＴＰ对小胶质细胞的损伤（Ｐ＜０.０５）。与
Ｃｔｒｌ组相比，４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组小胶质细胞上清液中
炎症因子 ＩＬ-６、ＩＬ-１β、ＩＬ-１８、ＴＮＦ-α含量和细胞中 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-１、ＩＬ-１β和 ｐ-ｐ６５／ｐ６５比值及细胞核中
ｐ６５蛋白均无明显改变（Ｐ＞０.０５），而 ＬＰＳ／ＡＴＰ组均显著增
加（Ｐ＜０.０５）；与ＬＰＳ／ＡＴＰ组相比，不同浓度α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ干
预组中 ＩＬ-６、ＩＬ-１β、ＩＬ-１８、ＴＮＦ-α含量和 ＢＶ-２细胞中 ＮＬ-
ＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-１、ＩＬ-１β和 ｐ-ｐ６５／ｐ６５比值及细胞
核中ｐ６５蛋白表达随 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ浓度的增加而依次降低，
其中以 ＬＰＳ／ＡＴＰ＋４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组的降低程度最
为明显（Ｐ＜０.０１）。结论　α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ可通过 ＮＦ-κＢ途径
抑制ＢＶ-２细胞中ＮＬＲＰ３炎性小体活化所介导的神经炎症
反应。

关键词　脊髓损伤；α-倒捻子素；脂多糖；小胶质细胞；ＮＬ-
ＲＰ３炎症小体；ＮＦ-κＢ途径
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　　脊髓损伤是一种可致残疾的严重外伤。研究表
明在脊髓损伤发生后，损伤灶中的小胶质细胞被迅

速激活，诱导炎症的发生，并加剧神经功能障碍和损

伤［１－３］，而通过抑制小胶质细胞介导的神经炎症的

治疗策略则有助于脊髓损伤的恢复。由 ＮＯＤ样受
体蛋白３（ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
３，ＮＬＲＰ３）介导的经典炎症小体途径可通过激活下
游信号通路转导，引起炎症介质的表达和释放，从而

引起严重的炎症反应［４－６］。有研究［５］报道，在脊髓

损伤组织，ＮＬＲＰ３炎性小体的活化水平和其诱导的
炎症因子表达均异常升高。这提示 ＮＬＲＰ３炎性小
体可能参与脊髓损伤中小胶质细胞介导的炎症反

应［５］。α-倒捻子素（α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ）是从山竹果皮和
树皮中提取的多酚类酮，研究显示，α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ可
通过抑制ＮＬＲＰ３炎性小体的活化来治疗多种炎症
性疾病［７－９］。然而，在脊髓损伤中，α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ是
否同样能够下调 ＮＬＲＰ３炎性小体来介导小胶质细
胞的炎症反应尚不清楚。因此，该研究通过建立小

胶质细胞体外炎症模型来探讨 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ作用及
相关机制。

１　材料与方法

１．１　细胞系和主要试剂　小鼠小胶质细胞系 ＢＶ-２
购自武汉普诺赛生命科技有限公司。ＤＭＥＭ培养
基、胎牛血清和青霉素链霉素混合液（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司）；α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ（浙江博迈科生物医药研发有限
公司）；脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和三磷酸腺
苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；检测肿瘤坏死因子-α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α，
ＴＮＦ-α）、白细胞介素-１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-１β，ＩＬ-１β）和
ＩＬ-６和 ＩＬ-１８的 ＥＬＩＳＡ试剂盒（杭州联科生物技术
股份有限公司）；ＣＣＫ-８细胞增殖实验检测试剂盒
（北京索莱宝科技有限公司）；兔抗 ＮＬＲＰ３、凋亡相
关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋ-ｌｉｋｅｐｒｏ-
ｔｅｉｎ，ＡＳＣ）、抗裂解型ｃａｓｐａｓｅ-１（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-３）、
抗ｐ６５、抗磷酸化 ｐ６５（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐ６５，ｐ-ｐ６５）、
抗核ｐ６５（ｎｕｃｌｅａｒｐ６５）、抗 ＬａｍｉｎＢ抗体（美国 ＣＳＴ
公司）；兔抗 ＧＡＰＤＨ抗体、辣根过氧化物酶偶联的
山羊抗兔二抗（美国 Ａｂｃａｍ公司）。ＥＣＬ试剂、ＮＥ-
ＰＥＲＴＭ细胞核蛋白提取试剂盒（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１．２　细胞培养和处理　采用含 １０％胎牛血清和
１％青链霉素的 ＤＭＥＭ培养基在３７℃、５％ＣＯ２的
培养箱中培养 ＢＶ-２细胞。按处理方式的不同将
ＢＶ-２细胞分为 ６组：正常培养的 Ｃｔｒｌ组、ＬＰＳ与

ＡＴＰ处理的ＬＰＳ／ＡＴＰ组、单独４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓ-
ｔｉｎ处理组（４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组）和不同浓度
（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）的 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ干预组，分别记
为ＬＰＳ／ＡＴＰ＋１０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ、ＬＰＳ／ＡＴＰ＋２０
μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ与 ＬＰＳ／ＡＴＰ＋４０μｍｏｌ／Ｌα-
ｍａｎｇｏｓｔｉｎ。ＢＶ-２细胞分组处理前，按５×１０４个／孔
接种至９６孔板中，３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养
过夜后，加入不同浓度α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ（１０、２０、４０μｍｏｌ／
Ｌ）处理４ｈ后，再参考文献［１０］方法依次采用１μｇ／
ｍｌ的ＬＰＳ处理５.５ｈ和５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＴＰ处理０.５
ｈ以建立ＢＶ-２细胞炎症模型。
１．３　ＣＣＫ-８法检测细胞增殖活力　取生长状态良
好的ＢＶ-２细胞，５×１０４个／孔接种至９６孔板中，首
先单独采用不同浓度 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ（１０、２０、４０、８０
μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞４ｈ后，每孔加入１０μｌ的 ＣＣＫ-８
试剂继续在细胞培养箱中孵育２ｈ，然后根据试剂盒
说明书方法在微板测量仪上测量每孔在４５０ｎｍ处
的吸光度值。然后再根据１.２项中的方法对 ＢＶ-２
细胞进行分组处理后，按前述方法测量每组细胞在

４５０ｎｍ处的吸光度值。每组细胞的吸光度值为细
胞的增殖活力。

１．４　ＥＬＩＳＡ实验　取各组 ＢＶ-２细胞的培养上清
液，４℃下２２４０ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，去除底层沉
淀，采用ＥＬＩＳＡ试剂盒并参考说明书方法测量上清
液中的ＩＬ-６、ＩＬ-１β、ＩＬ-１８和ＴＮＦ-α含量。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　分别采用含有蛋白酶抑
制剂混合物的 ＲＩＰＡ裂解缓和 ＮＥ-ＰＥＲＴＭ试剂盒提
取各组ＢＶ-２细胞胞质和胞核中的蛋白质。ＢＣＡ法
测定蛋白浓度，取３０μｇ等量的蛋白样品通过１０％
ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝胶进行分离，湿转法转移至聚偏二氟
乙烯膜上后，５％的脱脂奶粉进行封闭。加入稀释后
的一抗置于４℃下孵育过夜，一抗分别为：ＮＬＲＰ３（１
∶５００）、ＡＳＣ（１∶１０００）、ＩＬ-１β（１∶５００）、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ-１（１ ∶８００）、ｐ６５（１∶１０００）、ｐ-ｐ６５
（１∶１０００）、ＬａｍｉｎＢ （１∶２０００） 和 ＧＡＰＤＨ
（１∶２０００）。次日加入辣根过氧化物酶偶联的山羊
抗兔二抗（１∶５０００），并在室温下孵育１ｈ。最后加
入ＥＣＬ试剂在凝胶成像系统中对膜进行可视化，并
分别以 ＧＡＰＤＨ和 ＬａｍｉｎＢ作为胞质和胞核蛋白的
内参，利用ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带灰度值。
１．６　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄ７.０软件进行统
计分析。本研究中每项试验均单独重复３次，所有
数据均以均值±标准差（�ｘ±ｓ）表示。用Ｋ-Ｓ法检验
数据的正态性，采用单因素方差分析检验方差齐性。
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所有数据均呈正态分布且方差齐，组间差异采用单

因素方差分析及 Ｔｕｋｅｙ-ｋｒａｍｅｒ多重比较，以 Ｐ＜
０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ保护ＬＰＳ／ＡＴＰ诱导的小胶质细
胞损伤　ＣＣＫ-８法检测结果表明各组间的细胞增殖
活力差异均有统计学意义（Ｆ＝１１２.６１５、３２７.１９６，Ｐ
＜０.０５）。与Ｃｔｒｌ组相比，低浓度（１０、２０、４０μｍｏｌ／
Ｌ）的α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ对小胶质细胞增殖活力无明显影
响（Ｐ＞０.０５），而高浓度（８０μｍｏｌ／Ｌ）的α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ
可显著降低细胞的增殖活力（Ｐ＜０.０５）；与 Ｃｔｒｌ组
相比，ＬＰＳ／ＡＴＰ组细胞增殖活力明显降低（Ｐ＜
０.０５），但低浓度（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）的 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ
可显著改善 ＬＰＳ／ＡＴＰ对小胶质细胞增殖活力的抑
制作用（Ｐ＜０.０５），高浓度（８０μｍｏｌ／Ｌ）α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ
可促进ＬＰＳ／ＡＴＰ对小胶质细胞的损伤（Ｐ＜０.０５）。
见图１。基于此，４０μｍｏｌ／Ｌ的 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ对细胞
无毒性，但对 ＬＰＳ／ＡＴＰ诱导的损伤的保护作用最
强，因此单独α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ处理组中使用４０μｍｏｌ／Ｌ。
２．２　各组小胶质细胞中炎症因子的表达　ＥＬＩＳＡ

检测结果显示，各组间 ＩＬ-６、ＩＬ-１β、ＩＬ-１８和 ＴＮＦ-α
的含量差异均有统计学意义 （Ｆ＝４２６.１８４、
２６８.５４５、４１４.８７２、３２１.３６８，Ｐ＜０.０５）。与Ｃｔｒｌ组相
比，４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组小胶质细胞上清液中
炎症因子ＩＬ-６、ＩＬ-１β、ＩＬ-１８和ＴＮＦ-α含量均无明显
改变（Ｐ＞０.０５），而 ＬＰＳ／ＡＴＰ组的上清液中均显著
增加（Ｐ＜０.０５）；与 ＬＰＳ／ＡＴＰ组相比，不同浓度 α-
ｍａｎｇｏｓｔｉｎ干预组上清液中炎症因子 ＩＬ-６、ＩＬ-１β、ＩＬ-
１８和ＴＮＦ-α含量随α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ浓度的增加而依次
降低，其中以 ＬＰＳ／ＡＴＰ＋４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组
降低程度最为明显（Ｐ＜０.０１）。见表１。
２．３　各组小胶质细胞中 ＮＬＲＰ３炎症小体的表达
　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，各组间 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-１和 ＩＬ-１β的表达水平差异均有统
计学意义（Ｆ＝５９４.３１０、３９２.６２１、５１１.５３１、４１６.５０８，
Ｐ＜０.０５）。与 Ｃｔｒｌ组相比，４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ
组小胶质细胞中ＮＬＲＰ３炎症小体相关蛋白ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-１和 ＩＬ-１β表达均无明显差异
（Ｐ＞０.０５），ＬＰＳ／ＡＴＰ组小胶质细胞中 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-１和 ＩＬ-１β的蛋白表达均显著
升高（Ｐ＜０.０１）；与ＬＰＳ／ＡＴＰ组相比，不同浓度

图１　ＣＣＫ-８检测各组小胶质细胞的增殖活力

Ａ：ＣＣＫ-８检测α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ对小胶质细胞增殖的影响；Ｂ：ＣＣＫ-８检测 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ对 ＬＰＳ／ＡＴＰ诱导的小胶质细胞损伤的保护作用；与 Ｃｔｒｌ

组比较：*Ｐ＜０.０５；与ＬＰＳ／ＡＴＰ组比较：＃Ｐ＜０.０５

表１　各组小胶质细胞中炎症因子ＩＬ-６、ＩＬ-１β、ＩＬ-１８和ＴＮＦ-α含量的比较（ｐｇ／ｍｌ，ｎ＝３，�ｘ±ｓ）

组别 ＩＬ-６ ＩＬ-１β ＩＬ-１８ ＴＮＦ-α
Ｃｔｒｌ １６２．１５±１９．１４ ７４．０１±１１．７９ １４８．３６±１９．１１ １０３．１２±１６．３０
α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ４０μｍｏｌ／Ｌ １７０．３１±２１．２４ ６９．２５±１４．８１ １５２．０７±１７．４１ ９４．７５±１０．９４
ＬＰＳ／ＡＴＰ ７６２．５４±４３．５８** ２２３．６２±２５．３５** ４０５．１８±４１．０９** ３６２．１８±３３．６７**

ＬＰＳ／ＡＴＰ＋１０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ ６０７．１０±６８．５９＃ １７４．３６±１９．４４＃ ３３２．７６±２８．５０＃ ２４０．５５±２３．４１＃

ＬＰＳ／ＡＴＰ＋２０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ ４２９．４５±５６．０１＃ １５３．２８±２１．０２＃ ２７６．３５±２０．５１＃ １８０．１９±１７．７３＃

ＬＰＳ／ＡＴＰ＋４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ ３６６．８９±４１．８４＃＃ １２１．６５±１８．７７＃＃ １９８．３２±２２．７４＃＃ １４６．３５±１８．１２＃＃

Ｆ值 ４２６．１８４ ２６８．５４５ ４１４．８７２ ３２１．３６８
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　与Ｃｔｒｌ组比较：*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１；与ＬＰＳ／ＡＴＰ组比较：＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１
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α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ干预组中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-
１和ＩＬ-１β的蛋白表达呈α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ浓度依赖性而
显著降低（Ｐ＜０.０５），并以ＬＰＳ／ＡＴＰ＋４０μｍｏｌ／Ｌα-
ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组的降低最为明显（Ｐ＜０.０１），见图２。

图２　各组小胶质细胞中ＮＬＲＰ３小体相关

蛋白ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-１和ＩＬ-１β的表达

Ａ：各组小胶质细胞中 ＮＬＲＰ３小体相关蛋白 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-１和ＩＬ-１β表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：各组小胶质细

胞中 ＮＬＲＰ３小体相关蛋白 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ-１和 ＩＬ-１β
表达的定量分析；ａ：Ｃｔｒｌ组；ｂ：４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；ｃ：ＬＰＳ／

ＡＴＰ；ｄ：ＬＰＳ／ＡＴＰ＋１０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；ｅ：ＬＰＳ／ＡＴＰ＋２０μｍｏｌ／

Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；ｆ：ＬＰＳ／ＡＴＰ＋４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；与 Ｃｔｒｌ组

比较：**Ｐ＜０.０１；与ＬＰＳ／ＡＴＰ组比较：＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１

２．４　各组小胶质细胞中 ＮＦ-κＢ途径的表达　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，各组间 ｐ-ｐ６５／ｐ６５比值
以及细胞核中ｐ６５的表达水平差异均有统计学意义
（Ｆ＝５０１.８３９、５１４.８４２，Ｐ＜０.０５）。与 Ｃｔｒｌ组相比，
４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组小胶质细胞中 ｐ-ｐ６５／ｐ６５
比值无明显变化（Ｐ＞０.０５），ＬＰＳ／ＡＴＰ组小胶质细
胞中ｐ-ｐ６５／ｐ６５比值显著升高（Ｐ＜０.０５）；与 ＬＰＳ／
ＡＴＰ组相比，不同浓度α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ干预组中ｐ-ｐ６５／
ｐ６５比值随 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ浓度升高而显著降低（Ｐ＜
０.０５），其中以ＬＰＳ／ＡＴＰ＋４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组
的降低趋势最为明显（Ｐ＜０.０１），见图３Ａ、３Ｂ。随
后，再次应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小胶质细胞核中 ｐ６５
改变，结果显示，与 Ｃｔｒｌ组相比，４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎ-
ｇｏｓｔｉｎ组小胶质细胞核中 ｐ６５无明显改变（Ｐ＞

０.０５），ＬＰＳ／ＡＴＰ组小胶质细胞核中 ｐ６５表达显著
升高（Ｐ＜０.０１）；与 ＬＰＳ／ＡＴＰ组相比，不同浓度 α-
ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组中ｐ６５均显著降低（Ｐ＜０.０５），其中以
ＬＰＳ／ＡＴＰ＋４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组的降低最为明
显（Ｐ＜０.０１），见图４Ａ、４Ｂ。

图３　各组小胶质细胞中ｐ-ｐ６５／ｐ６５比值变化

Ａ：各组小胶质细胞中ｐ-ｐ６５、ｐ６５蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；

Ｂ：各组小胶质细胞中ｐ-ｐ６５、ｐ６５蛋白表达的定量分析；ａ：Ｃｔｒｌ组；ｂ：

４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；ｃ：ＬＰＳ／ＡＴＰ；ｄ：ＬＰＳ／ＡＴＰ＋１０μｍｏｌ／Ｌα-

ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；ｅ：ＬＰＳ／ＡＴＰ＋２０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；ｆ：ＬＰＳ／ＡＴＰ＋

４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；与 Ｃｔｒｌ组比较：**Ｐ＜０.０１；与 ＬＰＳ／ＡＴＰ

组比较：＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１

３　讨论

　　α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ具有多种生物活性和药理作用，包
括可以调节 ＮＬＲＰ３炎症小体的活性［５－６，１１－１２］。本

研究显示，α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ可通过下调小胶质细胞中
ＮＦ-κＢ信号通路来降低 ＮＬＲＰ３炎症小体的激活水
平，从而改善 ＬＰＳ／ＡＴＰ诱导小胶质细胞炎症反应。
这表明 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ可能具有改善神经炎症损伤的
效果。

　　ＮＬＲＰ３炎症小体在多种炎症性疾病中起关键
作用，包括神经病变和其他神经系统相关疾病。神

经炎症损伤导致ＮＬＲＰ３的异常激活，可能与过度积
聚的炎性细胞因子刺激小胶质细胞活化与增殖有

关［５，１３－１４］，然后通过引起胶质屏障形成和胶质瘢痕

转化，导致神经元结构与功能的不可逆损伤［１３］。本

研究结果显示，通过降低 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ-１的表达水平，并抑制促炎细胞因子的产
生，α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ抑制了ＬＰＳ和ＡＴＰ联合诱导小胶质

·８７５· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ａｐｒ；５９（４）



图４　各组小胶质细胞核中ｐ６５表达

Ａ：各组小胶质细胞中细胞核ｐ６５蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；

Ｂ：各组小胶质细胞中细胞核ｐ６５蛋白表达的定量分析；ａ：Ｃｔｒｌ组；ｂ：

４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；ｃ：ＬＰＳ／ＡＴＰ；ｄ：ＬＰＳ／ＡＴＰ＋１０μｍｏｌ／Ｌα-

ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；ｅ：ＬＰＳ／ＡＴＰ＋２０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；ｆ：ＬＰＳ／ＡＴＰ＋

４０μｍｏｌ／Ｌα-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ组；与 Ｃｔｒｌ组比较：**Ｐ＜０.０１；与 ＬＰＳ／ＡＴＰ

组比较：＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１

细胞中ＮＬＲＰ３炎症小体的激活。之前的研究也支
持了α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ调节小胶质细胞和 ＮＬＲＰ３炎症小
体的活性和功能［９，１５］。因此，本研究证明了 α-ｍａｎ-
ｇｏｓｔｉｎ通过抑制小胶质细胞中的ＮＬＲＰ３炎症小体的
激活，改善了神经炎症损伤的作用。这使得 α-ｍａｎ-
ｇｏｓｔｉｎ成为潜在的治疗神经炎症性疾病的药物选
择。

ＮＦ-κＢ的活化是 ＮＬＲＰ３炎症小体激活的关
键［１６］，同时，ＮＦ-κＢ在小胶质细胞介导的神经炎症
中也发挥着重要作用［１７－１９］。本研究显示α-ｍａｎｇｏｓ-
ｔｉｎ可以显著抑制 ＬＰＳ／ＡＴＰ作用下小胶质细胞中
ＮＦ-κＢ信号通路的激活，并且这种抑制作用与 α-
ｍａｎｇｏｓｔｉｎ的浓度相关，随着浓度的增加，对 ＮＦ-κＢ
的抑制效果越明显。这与以前关于 α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ抗
炎作用的研究一致。例如，Ｇｕａｎｅｔａｌ［２０］报道 α-
ｍａｎｇｏｓｔｉｎ通过抑制 ＬＰＳ诱导的 Ｔｏｌｌ样受体４的表
达和ＮＦ-κＢ的激活来减轻小胶质细胞介导的神经
炎症。Ｚｕｏｅｔａｌ［２１］在佐剂关节炎大鼠模型中发现，
α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ可以显著降低 ＮＦ-κＢ通路中关键蛋白
的表达和磷酸化，抑制ｐ６５的核易位，从而发挥抗炎
功能，改善关节病变［２１］。以上研究均表明，α-ｍａｎ-
ｇｏｓｔｉｎ可以显著抑制 ＮＦ-κＢ的激活，从而抑制小胶
质细胞中ＮＬＲＰ３炎症小体的活化。

综上所述，α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ通过抑制 ＮＦ-κＢ的激活
抑制了小胶质细胞中 ＮＬＲＰ３炎症小体的活化。因

此，α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ可改善神经炎症和小胶质细胞的炎
症性损伤。α-ｍａｎｇｏｓｔｉｎ有可能成为防治继发性脊
髓损伤过程中的潜在临床药物。
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