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［摘要］ 目的：该研究旨在 L5 脊神经结扎（SNL）模型及肿瘤坏死因子-α（TNF-α）海马连续注射模型中，评价双氢青蒿素

（DHA）对海马神经损伤的干预效果；在原代培养的小胶质细胞-海马神经元中，确认 DHA 对小胶质细胞-海马神经元相互作用

的调控模式。方法：实验小鼠分为假手术（Sham）组、SNL 组、DHA 组（16 mg·kg-1），每组 3 只，用腺相关病毒［（连接钙调素依赖

蛋白激酶Ⅱ（CaMKⅡ） dTomato AAV］标记海马 CA3 谷氨酸能神经元，并以免疫荧光染色追踪其向海马 CA1、前额叶皮质

（Frc）、前扣带回（ACC）、伏隔核（Nac）及杏仁核（BLA）的投射；实验小鼠分为 Sham 组、TNF-α海马连续注射模型组、DHA 低、

中、高剂量（DHA-L、DHA-M、DHA-H）组（4、8、16 mg·kg-1）及普瑞巴林组（25 mg·kg-1），每组 4 只，以高尔基染色统计海马 CA1

和 CA3 区锥体神经元形态；分别诱导海马原代神经元、小胶质细胞的持续激活，并进行细胞共培养给予 DHA 干预，以免疫荧

光法统计细胞胞体面积和神经元初、次级树突棘内外的突触后密度蛋白 95（PSD95）的表达量。结果：与 Sham 组比较，SNL 组

海马 CA3 谷氨酸能神经元向 CA1 区、Frc 及 ACC 的投射减少（P<0.01），而向 Nac 及 BLA 的投射升高（P<0.01）；与 SNL 组比较，

DHA 组海马 CA3 谷氨酸能神经元向 CA1 区、Frc 及 ACC 的投射升高（P<0.01），而向 Nac 及 BLA 的投射显著降低（P<0.01）。与

Sham 组比较，TNF-α海马连续注射模型组小鼠 CA1 锥体神经元树突棘密度及树突分支数量均显著减少（P<0.01）；与 TNF-α海

马连续注射模型组比较，DHA-M、DHA-H 组海马 CA1 和 CA3 锥体神经元树突棘密度及树突分支数明显增多（P<0.05，P<

0.01）；与 DHA-M 组比较，DHA-H 组海马 CA1 锥体神经元树突总长度显著增多（P<0.01），DHA-L 组 CAI 神经元树突总长度和

CA3 神经元树突基部总长度则显著减少（P<0.01）。与空白组比较，甘氨酸组和谷氨酸组细胞胞体面积显著增大（P<0.01）；与
甘氨酸组和谷氨酸组比较，甘氨酸+谷氨酸组细胞胞体面积显著升高（P<0.01）；与谷氨酸组比较，谷氨酸+DHA 组细胞胞体面

积显著减少（P<0.01）；与甘氨酸+谷氨酸组比较，甘氨酸+谷氨酸+DHA 组细胞胞体面积显著减少（P<0.01）；与谷氨酸+DHA 组

比较，甘氨酸+谷氨酸+DHA 组细胞胞体面积减少（P<0.05）。与空白组比较，谷氨酸组细胞胞体面积显著升高（P<0.01）；与谷

氨酸组比较，谷氨酸+DHA 各剂量组细胞胞体面积显著降低（P<0.01）。与空白组比较，静息原代小胶质细胞+甘氨酸组神经元

初、次级树突棘内、外 PSD95 表达量显著升高（P<0.01）；与静息原代小胶质细胞+甘氨酸组比较，活化原代小胶质细胞+甘氨酸

组神经元的初、次级树突棘内、外 PSD95 表达量显著降低（P<0.01）；与活化原代小胶质细胞+甘氨酸组比较，活化原代小胶质

细胞+甘氨酸+DHA 组中神经元的初、次级树突棘内、外 PSD95 表达量显著升高（P<0.01）；与活化原代小胶质细胞+DHA 组比

较，活化原代小胶质细胞+甘氨酸+DHA 组神经元初、次级树突棘内、外 PSD95 表达量显著升高（P<0.01）。结论：DHA 对 NP 病

理状态下，海马小胶质细胞及 TNF-α过表达导致的锥体神经元损伤具有显著的修复效果，而该修复与 DHA 对神经元-小胶质

细胞的双重抑制密切相关。
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［［Abstract］］  Objective：： To evaluate the intervention effect of dihydroartemisinin （DHA） on 

hippocampal nerve injury in L5 spinal nerve ligation （SNL） model and tumor necrosis factor- α （TNF- α） 

hippocampal continuous injection model. In primary cultured microglia-hippocampal neurons， the regulatory 

pattern of DHA on microglia-hippocampal neuronal interactions was confirmed. Method：： The experimental 

animals were divided into Sham group， SNL group， and DHA group （16 mg·kg-1）， with 3 mice in each group. 

The hippocampal CA3 glutamatergic neurons were labeled with adeno-associated virus ［Calmodulin-dependent 

protein kinase Ⅱ（CaMKⅡ） dTomato AAV］， and their contributions to the hippocampal CA1， prefrontal cortex 

（Frc）， anterior cortex （ACC）， projections of nucleus accumbens （Nac）， and Basolateral Amygdala （BLA） 

were traced by immunofluorescence staining. The experimental animals were divided into a Sham group， a TNF-

α hippocampus continuous injection model group， DHA-L， DHA-M， and DHA-H groups （4， 8， 16 mg·kg-1）， 

and pregabalin group （25 mg·kg-1）， with 4 mice in each group. The morphology of pyramidal neurons in the 

hippocampal CA1 and CA3 regions was counted by Golgi staining. The continuous activation of hippocampal 

primary neurons and microglia was induced， DHA intervention was given by co-culture， and the cell soma area 

and the expression of postsynaptic density protein 95 （PSD95） inside and outside the primary and secondary 

dendritic spines of neurons were counted by immunofluorescence. Result：： Compared with the Sham group， the 

projection of CA3 glutamatergic neurons to CA1 region， Frc， and ACC in the SNL group was significantly 

reduced （P<0.01）， while the projection to Nac and BLA was significantly increased （P<0.01）. As compared 

with the SNL group， the projection of hippocampal CA3 glutamatergic neurons to CA1 region， Frc， and ACC 

was significantly increased in the DHA group （P<0.01）， while the projection to Nac and BLA was significantly 

reduced （P<0.01）. Golgi staining results showed that as compared with the Sham group， the density of dendritic 

spines and the number of dendritic branches in the CA1 and CA3 pyramidal neurons in the TNF-α hippocampal 

continuous injection model group were significantly reduced （P<0.01）. As compared with the TNF- α 

hippocampal continuous injection model， the density of dendritic spines and the number of dendritic branches in 

hippocampal CA1 and CA3 pyramidal neurons in the DHA-M and DHA-H groups were significantly increased 

（P<0.05， P<0.01）. Compared with DHA-M group， the total dendrite length of CA1 pyramidal neurons in 

hippocampus in DHA-H group was significantly increased （P<0.01）， while the total dendrite length of CA1 

neurons and the total dendrite base length of CA3 neurons in DHA-L group was significantly decreased （P<

0.01）. Compared with the blank control group， the cell soma area of the glycine group and glutamate group 

increased significantly （P<0.01）. As compared with the glycine group and glutamate group， the cell area of the 

glycine + glutamate group was significantly increased （P<0.01）， and as compared with the glutamate group， the 

cell soma area of the glutamate + DHA group was significantly reduced （P<0.01）. As compared with the glycine 

acid + glutamate group， the cell soma area of the glycine + glutamate + DHA group was significantly reduced 

（P<0.01）， and as compared with the glutamate + DHA group， the cell soma area of the glycine + glutamate + 

DHA group was also significantly reduced （P<0.05）. Compared with the blank control group， the cell soma area 

of the glutamate group was significantly increased （P<0.01）. As compared with the glutamate group， the cell 

soma area of the glutamate + DHA-L， glutamate + DHA-M， and glutamate + DHA-H groups was significantly 

reduced （P<0.01）. As compared with the blank control group， the expression of the resting primary microglia + 

glycine group in primary and secondary dendritic internal and external postsynaptic density protein 95 （PSD95） 

was significantly increased （P<0.01）. As compared with the resting primary microglia + glycine group， the 

expression of PSD95 in the primary and secondary dendritic spinous and external neurons of the activated 

primary microglia + glycine group was significantly reduced （P<0.01）. As compared with the activated primary 
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microglia + glycine group， the expression of PSD95 in the primary and secondary dendritic spinous and external 

neurons in the activated primary microglia + glycine + DHA group was significantly increased （P<0.01）. As 

compared with the activated primary microglia + DHA group， the expression of PSD95 in the primary and 

secondary dendritic spines and outside neurons in the activated primary microglia + glycine + DHA group was 

significantly increased （P<0.01）. Conclusion：： DHA has a significant repair effect on vertebral neuronal damage 

caused by hippocampal microglia and TNF-α overexpression in NP pathology， and this repair is closely related 

to the dual inhibition of neuronal-microglia by DHA.

［［Keywords］］ neuropathic pain； dihydroartemisinin； nerve excitability and plasticity； inflammation of 

nerves； microglia； hippocampal neurons

2011 年国际疼痛协会将神经病理性疼痛（NP）
重新定义为一种由于躯体神经系统的损害或疾病

直接导致的疼痛［1］，该定义再次强调了感觉神经系

统损伤在 NP 病理过程中的重要意义，而研究显示

中枢小胶质细胞的持续激活在神经损伤的病理过

程中起到了重要的作用，抑制小胶质细胞激活，修

护神经损伤是新药研发较为关键的途径［2］。然而现

有的一线药物普瑞巴林（PGB），三环类抗抑郁药并

没有确切的报道指出二者对于神经系统具有显著

的修复效果，药物并没有体现对于神经炎症的抑制

或者神经系统的修复效果。

相关研究已证实肿瘤坏死因子-α（TNF-α）既是

小胶质细胞激活的标志物，又在小胶质细胞的激活

中起到重要的调控作用。其中，多项研究表明，

TNF-α在海马中高表达可导致神经元和大脑功能网

络损伤，而抑制 TNF-α高表达可以有效缓解脑神经

功能损伤，提示 TNF-α是调控小胶质细胞，以干预

神经损伤修复的关键靶点［3-6］。然而市面上一些单

抗体的药物及 TNF-α抑制剂存在经济成本过高、有

脱髓鞘的风险、肿瘤复发等问题，如何安全有效地

调控中枢神经炎症、修复神经系统依然是亟待解决

的问题。

双氢青蒿素（DHA）是草本植物黄花蒿中的成

分青蒿素的衍生物［7］，研究表明其主要通过调节炎

症介质、免疫细胞及信号通路来达到抗炎效果，尤

其是在中枢神经系统中，DHA 具有抑制神经炎症，

修复神经损伤的功能［8-10］。本课题组前期研究显

示，DHA 从“疼痛 -抑郁 -焦虑”三大核心症状共治角

度揭示其药效优势，而低剂量、高效、核心症状协同

调控是 DHA 比较于现有一线药物所表现出的较突

出药效优势［10-11］。药理研究也显示，比较于一线药

物，DHA 对中枢神经损伤具有量效依赖的修复效

果，且有效抑制中枢小胶质细胞激活及 TNF-α表

达［12］。基于此，本研究将进一步明确 DHA 对海马

神经元的修复效果，建立小胶质细胞 TNF-α表达调

控与神经修复、症状改善的因果关系。

1 材料

1.1　动物     8 周龄雄性 SPF 级 33 只 ICR 小鼠，体质

量（30±2） g；购于北京维通利华实验动物技术有限

公司，动物合格证号 SCXK（京）2019-0010；饲养于

中国中医科学院医学实验中心，空调控制在 23~

25 ℃，相对湿度 70%~80%，日光灯控明，模拟正常

昼夜节律交替，自由摄水饮食，本实验中涉及操作

均符合中国中医科学院研究伦理委员会要求和标

准（许可编号 2017-006）。
1.2　药品与试剂     DHA 片，昆药集团股份有限公

司，批号 180509-03）；DHA（上海源叶生物，批号

S31426）；PGB（辉瑞公司，批号 M57973）；连接钙调

素依赖蛋白激酶Ⅱ（CaMKⅡ） dTomato AAV 腺相关

病 毒（ 山 东 维 真 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号

20221206）；脂 多 糖（LPS，美 国 Sigma 公 司 ，批 号

025M40400V）；胎牛血清、胰酶（美国 Gibco 公司，批

号分别为 16000-044、25200-056）；青 -链霉素（德国

HyClone 公 司 ，批 号 SV30010）；二 甲 基 亚 砜

（DMSO，美国 Amresco 公司，批号 0231）；OCT 包埋

剂（美国 Ltipack 公司，批号 202468）；曲拉通 X-100

（北京普利莱基因技术有限公司，批号 A1009）；高尔

基染色试剂盒（哥伦比亚 FD NeuroTechnologies 公

司，批号 PK-401）；异氟烷（深圳瑞沃德生命科技有

限公司，批号 R510-22-10）；重组小鼠 TNF-α蛋白、

离子化钙结合衔接分子 -1（Iba-1）抗体、3 型微管蛋

白 编 码 基 因（TUBB3）抗 体 、突 触 后 密 度 蛋 白 95

（PSD95）抗 体（ 美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为

ab157351、ab178847、ab78078、ab76115）；荧光二抗

驴抗兔 594、荧光二抗山羊抗小鼠 488（美国 Earthox

公司，批号分别为 E032421、E032210）。
1.3　 仪 器     1210B1210 型 冰 冻 切 片 机（ 美 国

Thermo Scientific 公司）；XDS-1B 型 CO2 培养箱（重
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庆光电仪器有限公司）；XTS20/30 型连续变倍体视

显微镜（北京泰克仪器有限公司）；WD-9405B 型摇

床（北京六一仪器厂）；BX41 型正置荧光显微镜（日

本 Olympus 公司）；68505 型脑室立体定位仪（深圳

瑞沃德生命科技有限公司）。
2 方法

2.1　动物模型的制备     

2.1.1　SNL 模型的制备     动物适应几天后，第 1 周

在海马 CA3 区显微注射 CaMKⅡ启动子编码的

CAMKⅡ  dTomato AAV 腺相关病毒 2 μL，第 4 周构

建小鼠 L5 脊神经结扎（SNL）模型：以异氟烷进行气

体麻醉后，按照文献［13］的方法将左侧 L5 脊柱神经

暴露并用手术缝合线将其紧紧结扎，后用生理盐水

洗涤皮肤，青霉素处理伤口后缝合。其中假手术组

（Sham 组）仅暴露 L5 横突不结扎神经。小鼠造模后

观察其行动状态，用 Von Frey 法检测小鼠机械痛敏，

比较小鼠左足 50% 缩足阈值，根据文献［14］判断造

模是否成功。将造模成功的小鼠按随机数字表法

分为 SNL 组、DHA 组，每组 3 只，另设 Sham 组 3 只，

共 9 只。使用 0.5% 羧甲基纤维素钠（CMC-Na）溶解

药物，按照人与小鼠 1∶9 的比例换算给药剂量，参考

文献［15］及课题组前期预实验，设置 DHA 药物质量

浓度为 16 mg·kg-1，换算为昆药集团 DHA 等效的 1.7

倍等效剂量，按小鼠体质量以 10 mL·kg-1 的体积灌

胃，Sham 组、DHA 组小鼠灌胃等体积 0.5% CMC-

Na，每日给药 2 次，间隔 12 h。

2.1.2　TNF-α海马连续注射模型的制备     在开始注

射前 1 周，先将微型药物输送套管针固定在前、后囟

后 1.6 mm，中缝轴后 2 mm，背腹轴后 2.1 mm 处，后

分析这些小鼠的机械性痛觉是否异常。将没有异

常机械性痛觉行为的小鼠随机分为两组，连续 7 d

接受 TNF-α的工作液或等体积生理盐水的微量给

药套管针注射。按照人与小鼠 1∶9 的比例换算给药

剂量，参考文献［15］及课题组前期预实验，设置

DHA 低、中、高剂量（DHA-L、DHA-M、DHA-H）分
别为 4、8、16 mg·kg-1，换算为昆药集团 DHA 0.4、

0.8、1.7 倍等效剂量，其中 DHA 阳性药 PGB 剂量为

25 mg·kg-1，是 PGB 临床治疗 NP 的 1 倍等效剂量。

将于海马中连续注射 TNF-α的小鼠按随机数字表

法分为 TNF-α海马连续注射组、DHA-L 组、DHA-M

组、DHA-H 组、PGB 组；每组 4 只，另设 Sham 组 4 只，

共 24 只。连续 7 d 在小鼠海马区注射纯化的 TNF-α

蛋白，并在接下来的 14 d 内再根据分组进行套管给

药，另 Sham 组给予等体积的生理盐水。

2.2　细胞模型的制备     

2.2.1　原代小胶质细胞培养     消化 12 只新生小鼠

的海马后将分离的细胞置于 6 孔板中。孵育 14 d

后，用 Lipofectamine 2000 将 0.8 μg 编码增强绿色荧

光蛋白（EGFP）的质粒转染到细胞混合物中，24 h

后，将位于顶层的小胶质细胞消化、12 000 r·min-1离

心 5 min（离心半径 8.33 cm，下同），再悬浮并重新镀

在玻璃盖上，细胞密度为 1×104 个/板。将小胶质细

胞 Iba-1 染色以确保分离的小胶质细胞纯度［16］。将

分离的原代小胶质细胞与含有/不含有 1 mmol·L-1

谷氨酸和含 2 μmol·L-1 DHA 的培养基一起孵育，6 h

后加入 200 μmol·L-1 甘氨酸，其余组给予等体积的

磷酸盐缓冲液（PBS），并再孵育 40 min。

2.2.2　海马原代谷氨酸能神经元过度激活的海马

原代神经元 -小胶质细胞共培养     取怀孕 18 d 小鼠

的海马原代神经元，在 PBS 中解剖大脑海马，并消

化海马神经元［17］。将原代海马神经元置于 24 孔板

中的玻璃盖上，细胞浓度为 1×104个/孔；培养原代小

胶质细胞方法同 2.2.1 项；后将原代海马神经元与含

有 1 mmol·L-1谷氨酸或等体积的 PBS 的培养基孵育

30 min，然后与重新悬浮的原代小胶质细胞一起孵

育 6 h，其中加入/不加入 0.5/1/2 μmol·L-1 DHA。

2.2.3　小胶质细胞过度激活的海马原代神经元 -小

胶质细胞共培养     培养原代小胶质细胞方法同

2.2.1 项，将悬浮的原代小胶质细胞与含有/不含

1 mmol·L-1 谷氨酸的培养基孵育 30 min，用离心机

12 000 r·min-1 离 心 5 min，用 含/不 含 2 μmol·L-1 

DHA 培养基再悬浮，加入原代海马神经元，再孵育

6 h。然后，将甘氨酸添加到共培养的海马神经元和

小胶质细胞中，其余组给予等体积的 PBS，再孵育

40 min。

2.3　检测方法     

2.3.1　免疫荧光法观察海马谷氨酸能神经元投射

网络     将包埋好的冰冻切片组织放于 PBS 中冲洗

3 次；0.5% 的 BSAT 封闭 30 min，DAPI染色，PBST 缓

冲液清洗 3 遍，贴片、封片，在 SV1000 的激光共聚焦

显微镜下观察（比例尺 200 μm）后分析，通过计算右

侧大脑切片中红色荧光数量以量化海马谷氨酸能

神经元向各个核团的投射。

2.3.2　高尔基染色法观察海马 CA1 和 CA3 区细胞

锥体神经元形态     给药第 19 天后取小鼠海马组织

进行高尔基染色的预处理后，进行高尔基梯度染

色，切成厚度为 180 μm 冠状片，在 SV1000 的激光

共聚焦显微镜下合成 Z 轴视野（每张片步长 1 μm，
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比 例 尺 50 μm），由 Photoshop 合 并 ，并 由 Neuro J

（Image J 的插件）和 Sholl 分析，统计海马 CA1 和

CA3 区锥体神经元树突的总长度及其分支数。

2.3.3　免疫荧光法观察原代小胶质细胞     固定小

胶质细胞，放于 PBS 中洗 3 次；0.5% BSAT 中封闭

30 min，DAPI 染色，PBST 缓冲液清洗 3 遍，贴片、封

片，在 SV1000 激光共聚焦显微镜下观察（20 μm）后
分析，观察细胞形态和统计细胞胞体面积。

2.3.4　免疫荧光法分析观察原代海马神经元 -小胶

质共培养体系小胶质细胞激活情况     固定小胶质

细胞，放于 PBS 中洗 3 次，0.5% BSAT 封闭 30 min，

一抗孵育兔抗 Iba-1（1∶200），4 ℃过夜；PBST 缓冲

液清洗 3 遍，二抗驴抗兔 594（1∶200）孵育 1 h，DAPI

染 色 ，PBST 缓 冲 液 清 洗 再 3 遍 ，贴 片 、封 片 ，在

SV1000 的激光共聚焦显微镜下观察（200 μm）后分

析 EGFP-Iba-1 阳性小胶质细胞的形态。

2.3.5　免疫荧光法分析观察原代海马神经元 -小胶

质共培养体系海马神经元兴奋性以及可塑性损伤

情况     固定神经元，放于 PBS 中洗 3 次，0.5% BSAT

封闭 30 min，一抗孵育小鼠抗 TUBB3（1∶600），4 ℃

过 夜；PBST 缓 冲 液 清 洗 3 遍 ，一 抗 再 孵 育 兔 抗

PSD95（1∶400），4 ℃过夜；PBST 缓冲液清洗 3 遍，二

抗驴抗兔 594（1∶200）及山羊抗小鼠 488（1∶400）孵
育 1 h，DAPI 染色，PBST 缓冲液清洗再 3 遍，贴片、

封片，在 SV1000 激光共聚焦显微镜下观察（20 μm）
后分析 PSD95-TUBB3 阳性海马神经元的形态。

2.4　统计学分析     采用 Image J 软件处理图片，

Graphpad Prism 8 软件对数据进行统计分析，组间比

较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），所有数

据均用 x̄ ± s表示，P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　对 SNL 小鼠海马神经投射的影响     与 Sham 组

比较，SNL 组的伏隔核（Nac）和杏仁核（BLA）中
dTomato 阳性神经元显著上升（P<0.01）；而前额叶

皮质（Frc）、前扣带回（ACC）、和海马（HP）CA1 区中

dTomato 阳性神经元显著下降（P<0.01）。在 DHA

组中，与 SNL 组比较，Frc、ACC、HP 中 dTomato 阳性

神经元显著增多（P<0.01），BLA、Nac 中 dTomato 阳

性神经元显著减少，差异具有统计学意义（P<0.01）。
见图 1、表 1。

注：A.HP；B.Frc；C. ACC；D.Nac；E.BLA

图 1　DHA 对 SNL 小鼠海马神经投射的影响  （免疫荧光，×20）
Fig.  1　Effect of DHA on hippocampal neuroprojection in SNL mice （IF，×20）
表 1　DHA 对 SNL 小鼠海马神经投射的影响  （x̄± s，n=3）

Table 1　Effect of DHA on hippocampal neuroprojection in SNL mice （x̄± s，n=3）

组别

Sham 组

SNL 组

DHA 组

剂量/mg·kg-1

16

HP

11.33±2.08

2.33±1.531）

10.33±2.082）

Frc

12.00±1.00

5.00±1.731）

11.67±1.532）

ACC

15.67±0.58

6.00±2.651）

14.00±2.652）

Nac

4.00±1.00

13.00±1.001）

4.33±0.582）

BLA

4.33±1.15

15.33±1.531）

5.33±0.582）

注：与 Sham 组比较 1）P<0.01；与 SNL 组比较 2）P<0.01
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3.2　对 TNF-α连续注射小鼠海马 CA1 和 CA3 锥体

神经元的影响     与 Sham 组比较，TNF-α海马连续

注射模型组小鼠海马 CA1 和 CA3 锥体神经元树突

总长度和分支数明显减少，差异具有统计学意义

（P<0.05，P<0.01）；与 TNF-α海马连续注射模型组比

较，DHA-M、DHA-H 组海马 CA1 和 CA3 锥体神经

元的树突总长度和分支数明显增多（P<0.05，P<

0.01）；与 DHA-M 组比较，DHA-H 组海马 CA1 锥体

神 经 元 的 树 突 总 长 度 均 显 著 变 多（P<0.01），而

DHA-L 组 CAI 神经元树突总长度和 CA3 神经元树

突基部总长度则显著减少，差异具有统计学意义

（P<0.01）。见图 2、表 2。

3.3　对原代小胶质细胞胞体的影响     与空白组比

较，甘氨酸组和谷氨酸组细胞均呈阿米巴样，细胞

胞体面积显著升高（P<0.01）；与甘氨酸组及谷氨酸

组比较，甘氨酸+谷氨酸组细胞胞体面积显著升高

（P<0.01）；与谷氨酸组比较，谷氨酸+DHA 组细胞胞

体面积显著减少（P<0.01）；与甘氨酸+谷氨酸组比

较，甘氨酸+谷氨酸+DHA 组细胞胞体面积显著减少

（P<0.01）；与谷氨酸 +DHA 组比较，甘氨酸 +谷氨

酸 +DHA 组胞体面积减少，差异具有统计学意义

（P<0.05）。见图 3、表 3。

注：A.Sham 组；B.TNF-α海马连续注射模型组；C.DHA-H 组；D.DHA-M 组；E.DHA-L 组；F.PGB 组；与 Sham 组比较，TNF-α海马连续注射

模型组 1）P<0.05，2）P<0.01；与 TNF-α海马连续注射模型组比较，DHA-H 组 3）P<0.05，4）P<0.01；与 TNF-α海马连续注射模型组比较，DHA-M

组 5）P<0.05，6）P<0.01

图 2　DHA 对 TNF-α连续注射小鼠海马中 CA1 和 CA3 锥体神经元的影响

Fig.  2　Effect of DHA on TNF-α continuous injection of CA1 and CA3 vertebral neurons in hippocampus

表 2　DHA 对 TNF-α连续注射小鼠海马中 CA1 和 CA3 锥体神经元的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　Effect of DHA on TNF-α continuous injection of CA1 and CA3 vertebral neurons in hippocampus （x̄± s，n=3） μm

组别

Sham 组

TNF-α海马连续注射模型组

DHA-H 组

DHA-M 组

DHA-L 组

PGB 组

剂量

/mg·kg-1

16

8

4

25

CA1 神经元树突总长度

顶部

770.0±184.3

401.3±77.11）

792.1±169.23，4）

571.5±108.73）

462.4±131.44）

407.3±135.4

基部

697.0±151.1

350.1±103.81）

778.7±159.03，4）

579.4±234.03）

391.0±167.44）

310.0±107.5

CA3 神经元树突总长度

顶部

484.8±117.9

207.2±53.11）

506.8±153.83）

452.6±100.53）

427.8±131.3

337.8±102.7

基部

616.2±171.0

395.4±85.61）

563.0±136.33）

497.9±97.22）

373.9±140.74）

279.3±98.8

注：与 Sham 组比较，TNF-α海马连续注射模型组 1）P<0.01；与 TNF-α海马连续注射模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与 DHA-M 组比

较 4）P<0.01

注：A.空白组；B.甘氨酸组；C.谷氨酸组；D.甘氨酸+谷氨酸组；E.谷氨酸+DHA 组；F.甘氨酸+谷氨酸+DHA 组

图 3　DHA 对原代小胶质细胞胞体的影响  （免疫荧光，×100）
Fig. 3　Effect of DHA on primary microglia （IF，×100）
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3.4　对海马原代神经元 -小胶质细胞共培养体系中

原代小胶质细胞的影响     与空白组比较，谷氨酸组

细胞呈阿米巴样，胞体面积显著升高（P<0.01）；与谷

氨酸组比较，谷氨酸+DHA-L、谷氨酸+DHA-M、谷

氨酸+DHA-H 组细胞均未见阿米巴样，且胞体面积

显著降低（P<0.01）；与谷氨酸+DHA-L 组比较，谷氨

酸+DHA-M 组细胞胞体面积明显降低（P<0.05）；与
谷氨酸+DHA-M 组比较，谷氨酸+DHA-H 组细胞胞

体面积明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。
见图 4、表 4。

3.5　对海马原代神经元 -小胶质细胞共培养体系中

海马原代神经元的影响     与空白组比较，静息原代

小胶质细胞+甘氨酸组的海马原代神经元初、次级

树突棘内、外 PSD95 表达量显著升高，差异具有统

计学意义（P<0.01）；与静息原代小胶质细胞+甘氨

酸组比较，活化原代小胶质细胞+甘氨酸组中海马

原代神经元的初、次级树突棘内、外 PSD95 表达量

均显著降低，差异具有统计学意义（P<0.01）；与活化

原代小胶质细胞+甘氨酸组比较，活化原代小胶质

细胞+甘氨酸+DHA 组中海马原代神经元的初、次级

树突棘内、外 PSD95 表达量均显著升高，差异具有

统 计 学 意 义（P<0.01）；与 活 化 原 代 小 胶 质 细 胞

+DHA 组比较，活化原代小胶质细胞+甘氨酸+DHA

组中观察到神经元初、次级树突棘内、外 PSD95 表

达量显著升高，差异具有统计学意义（P<0.01）。见

图 5、表 5。

表 3　DHA 对原代小胶质细胞胞体的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　Effect of DHA on primary microglia （x̄± s，n=3）

组别

空白组

甘氨酸组

谷氨酸组

甘氨酸+谷氨酸组

谷氨酸+DHA 组

甘氨酸+谷氨酸+DHA 组

浓度/μmol·L-1

2

2

细胞胞体面积/μm2

72.43±40.15

182.64±98.581）

280.79±105.171）

387.19±181.742，3）

76.05±41.573）

149.76±49.644，5）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与甘氨酸组比较 2）P<0.01；与谷氨

酸 组 比 较 3）P<0.01；与 甘 氨 酸 + 谷 氨 酸 组 比 较 4）P<0.01；与 谷 氨

酸+DHA 组比较 5）P<0.05

注：A.空白组；B.谷氨酸组；C.谷氨酸+DHA-L 组；D.谷氨酸+DHA-M 组；E.谷氨酸+DHA-H 组；红色 .Iba-1

图 4　DHA 对海马原代神经元-小胶质细胞共培养体系中原代小胶质细胞的影响  （免疫荧光，×100）
Fig.  4　Effect of DHA on microglia in hippocampal primary neuron-microglia co-culture systems （IF，×100）

表 4　DHA 对海马原代神经元 -小胶质细胞共培养体系中原代小胶

质细胞的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of DHA on microglia in hippocampal primary 

neuron-microglia co-culture systems （x̄± s，n=3）

组别

空白组

谷氨酸组

谷氨酸+DHA-L 组

谷氨酸+DHA-M 组

谷氨酸+DHA-H 组

浓度/μmol·L-1

0.5

1

2

细胞胞体面积/μm2

105.44±42.49

207.75±28.571）

142.90±43.632）

111.85±24.812，3）

89.42±26.462，4）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与谷氨酸组比较 2）P<0.01；与谷氨

酸+DHA-L 组比较 3）P<0.05；与谷氨酸+DHA-M 组比较 4）P<0.05

注：A. 空白组；B. 静息原代小胶质细胞+甘氨酸组；C. 活化原代小胶质细胞组；D. 活化原代小胶质细胞+甘氨酸组；E. 活化原代小胶质细

胞+DHA 组；F.活化原代小胶质细胞+甘氨酸+DHA 组；红色 .PSD95；绿色 .TUBB3

图 5　DHA 对海马原代神经元-小胶质细胞共培养体系中海马原代神经元的影响  （免疫荧光，×100）
Fig.  5　Effect of DHA on hippocampal primary neurons in hippocampal primary neuron-microglial co-culture system （IF，×100）
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4 讨论

大量研究表明，抑制小胶质细胞过度激活，修

复神经损伤是缓解 NP，改善三大核心症状的关

键［5］。TNF-α在小胶质细胞激活中起到重要调控作

用，且其在海马神经元中过表达导致大脑神经元损

伤［3-4］。本课题组前期研究显示，DHA 可抑制小胶

质细胞激活及 TNF-α表达，且能修复神经损伤［12］，

但 DHA 如何调控海马及小胶质细胞的调控机制尚

不明确。基于此，本实验将从 DHA 对海马神经元及

小胶质细胞的调控的角度以期探索 DHA 缓解海马

神经元损伤治疗 NP 的保护作用。

本研究中，DHA 的神经保护作用和协同调控作

用与有效抑制海马体中异常激活的小胶质细胞密

切相关，且其通过对神经元和小胶质细胞的双重调

控达到良好的修复效果，为解释 DHA 可能参与治疗

NP 及改善三大核心症状提供了证据。且 NP 均与脑

区中的不同核团存在着密切的联系。相关研究表

明，在海马中随着机械痛和痛觉过敏的增强，TNF-α

显著升高［18］。亦有研究表明 BLA 在情绪调节特别

是恐惧调节方面发挥着重要作用。从形态学和功

能学的角度，内侧前额叶皮层（mPFC）亦被证明与

大鼠的神经病理性疼痛有关［19］。相关文献表明海

马 -内侧前额叶皮层的功能紊乱被认为是导致疼痛

障碍的原因［20］。而 ACC 作为内侧痛觉系统的组成

部分，在处理疼痛的情绪/动机特征（而非感觉特征）
及在对有害刺激做出反应时产生行为的习得性变

化方面起着重要作用［21］。人类影像学及相关临床

研究均表明，疼痛会使 ACC 神经元过度激活而使神

经功能受损［22］，本研究通过观察谷氨酸能神经元对

于神经环路的投射情况发现，DHA 均可显著改善

NP 对于上述核团的影响；基于此为 DHA 可能通过

调节脑神经环路来治疗 NP 提供了论证。为了追踪

海马谷氨酸能神经元的投射，将带有红色荧光标记

的 可 追 踪 谷 氨 酸 能 神 经 元 的 CAMKⅡ  dTomato 

AAV 腺相关病毒注射到海马 CA3 区，在第 17 天后

通过切片染色，根据荧光量统计，检测 CAMKⅡ  

dTomato AAV 腺相关病毒在各个核团的荧光量，以

此统计谷氨酸能神经元的投射情况。根据免疫荧

光结果显示，比较于 SNL 模型，给予 DHA 后在 Frc/

ACC/CA1 中 dTomato 阳性神经元数目显著增多，而

在 BLA/Nac 中 dTomato 阳性神经元数目明显减少；
提示 DHA 增强了 SNL 小鼠对 Frc 和 ACC 的海马谷

氨酸投射，同时消融了对 BLA 和 Nac 的投射。以上

表明 DHA 明显缓解了 SNL 模型的海马神经环路对

应的病理性改变。本实验通过追踪海马神经元在

病理及药效干预下投射模式的改变，不仅从神经环

路的角度评价双氢青蒿素的药效，更为解释其共治

特点提供了神经解剖学和功能学上的证据。

为进一步探索 DHA 对于小胶质细胞的调控是

否为其治疗 NP 的关键药理途径，该实验构建了海

马连续注射 TNF-α导致的 NP 模型，并以高尔基染

色来检测 DHA 的药效，以高尔基染色统计海马 CA1

和 CA3 区锥体神经元顶部和基部树突的总长度及

其分支数。数据显示模型组小鼠海马 CA1 和 CA3

锥体神经元树突总长度和分支数显著减少，提示海

马神经元的可塑性受到了损伤；而给药组小鼠海马

CA1 和 CA3 锥体神经元树突总长度和分支数明显

增多，且 DHA 呈现剂量依赖性改善了这一病理性变

化，这提示 TNF-α海马连续注射模型小鼠的病理改

变和临床基础以及过往研究是相一致的［23-25］。这也

为使用 TNF-α连续注射模型小鼠来评价 DHA 对于

海马功能的改善这一论证提供了科学论证。

上述研究提示对中枢神经进行修复是 NP 研究

的重要难题，研究显示在没有重新建立处理疼痛认

知和感知的脑功能网络的情况下，通过一线药物如

PGB 单独抑制痛觉信号输入，或通过传统抗抑郁药

表 5　DHA 对海马原代神经元-小胶质细胞共培养体系中海马原代神经元的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of DHA on hippocampal primary neurons in hippocampal primary neuron-microglial co-culture system （x̄± s，n=3）

组别

空白组

静息原代小胶质细胞+甘氨酸组

活化原代小胶质细胞组

活化原代小胶质细胞+甘氨酸组

活化原代小胶质细胞+DHA 组

活化原代小胶质细胞+甘氨酸+DHA 组

浓度/μmol·L-1

2

2

初级树突棘内

2.76±1.49

12.89±4.491）

2.71±1.42

2.16±1.472）

1.81±0.72

9.81±5.743，4）

初级树突棘外

15.30±8.72

62.49±33.381）

13.11±8.09

14.36±11.032）

10.73±7.13

60.14±54.103，4）

次级树突棘内

1.62±0.88

6.45±3.501）

2.15±1.42

2.61±1.712）

1.59±0.89

6.41±4.243，4）

次级树突棘外

4.19±2.63

18.16±13.091）

2.79±1.51

4.28±3.432）

2.81±1.85

17.73±10.723，4）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与静息原代小胶质细胞+甘氨酸组比较 2）P<0.01；与活化原代小胶质细胞+甘氨酸组比较 3）P<0.01；与活化原代

小胶质细胞+DHA 组比较 4）P<0.01
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物调节神经递质并不能达到很好的治疗效果［26-28］。

双氢青蒿素呈现量效依赖性地改善 NP，而这与整体

上镇痛抗抑郁抗焦虑，改善三大核心症状的药效相

一致，并且在此前提下，对于海马神经元呈现量效

依赖的改善。并且，对于海马神经元的改善的量效

与整体药效一致，这提示了 DHA 对于海马神经元有

修复作用且有较好的量效关系。其次，对于海马神

经元的修复的量效与其整体药效是相关的，这是

DHA 的特点以及优势。

为了明确 DHA 对过度激活的原代小胶质细胞

的调控作用，本研究以甘氨酸诱导原代小胶质细胞

的持续激活，用甘氨酸和谷氨酸诱导原代小胶质细

胞的过度激活以检测 DHA 对此的干预效果。小胶

质细胞激活时呈现阿米巴样的形变，同时胞体面积

增加，因此通过统计胞体面积来评价其激活状态。

结果表明与空白组比较，分别用甘氨酸诱导的原代

小胶质细胞激活和用谷氨酸诱导的原代小胶质细

胞呈阿米巴样；但二者同时诱导的原代小胶质细胞

胞体面积比较于二者单独激活的原代小胶质细胞

胞体面积显著升高，这提示甘氨酸和谷氨酸同时诱

导能导致原代小胶质细胞过度激活；且在加入 DHA

后，由谷氨酸诱导的原代小胶质细胞胞体面积显著

减少，提示 DHA 能显著性地缓解谷氨酸诱导的原代

小胶质细胞的过度激活；而在二者同时诱导的原代

小胶质细胞中加入 DHA 后，原代小胶质细胞的胞体

面积亦显著减少，这提示 DHA 亦能显著性地缓解甘

氨酸及谷氨酸诱导的原代小胶质细胞的过度激活。

为了评价 DHA 对于海马神经元和小胶质细胞

的双向调控作用，本实验构建了海马原代神经元-小

胶质细胞共培养体系，分别以小胶质细胞的胞体面

积和海马神经元的形态来量化 DHA 对其调控的作

用。为了探索 DHA 对于共培养体系中原代小胶质

细胞持续过度激活的影响，在共培养体系中通过使

海马神经元异常兴奋的方式持续过度激活原代小

胶质细胞后，用 Iba-1 抗体对原代小胶质细胞进行免

疫荧光染色，分析 EGFP-Iba-1 阳性小胶质细胞的形

态。实验结果显示谷氨酸组中小胶质细胞相较于

空白组呈阿米巴样，胞体面积变大，提示异常兴奋

的海马原代神经元可诱导小胶质细胞激活；且比较

于谷氨酸组，在分别加入低、中、高剂量的 DHA 后，

谷氨酸+DHA-L、谷氨酸+DHA-M、谷氨酸+DHA-H

组小胶质细胞胞体面积变小，且均未呈现阿米巴

样，提示 DHA 呈剂量依赖性地缓解由海马原代谷氨

酸能神经元过度激活所诱发的小胶质细胞的过度

激活。进一步地，为了评价 DHA 对于共培养体系中

损伤海马神经元兴奋性及可塑性的影响，在共培养

体系中通过使原代小胶质细胞过度激活的方式使

海马神经元造成兴奋性及可塑性的损伤，对小胶质

细胞进行免疫荧光染色，分析 PSD95-TUBB3 阳性

海马神经元的形态，统计海马神经元树突棘的数量

来进一步量化 DHA 对其调控的作用。实验结果显

示，与空白组比较，在静息的原代小胶质细胞中加

入甘氨酸发现海马神经元初、次级树突棘内、外

PSD95 表达量上升，提示甘氨酸可诱导海马神经元

的激活；而与静息原代小胶质细胞+甘氨酸组比较，

活化原代小胶质细胞+甘氨酸组中海马神经元的

初、次级树突棘内、外 PSD95 表达量降低，这提示异

常激活的原代小胶质细胞对海马原代神经元造成

了兴奋性及可塑性的损伤；在加入 DHA 后，活化原

代小胶质细胞+甘氨酸组中神经元的初、次级树突

棘内、外 PSD95 表达量升高，提示 DHA 对于由不良

激活的原代小胶质细胞损伤的海马原代神经元有

明显保护作用。基于上述实验结果发现 DHA 对海

马原代神经元的保护可体现在两个方面：一方面

DHA 可抑制原代小胶质细胞的神经伤害性的表型

从而保护神经元，另一方面 DHA 对于海马原代神经

元也有保护的效果，而 DHA 对于保护海马原代神经

元与抑制原代小胶质细胞之间二者存在一定关联，

并从细胞层面更加明确地阐述了 DHA 双向抑制原

代小胶质细胞以及保护海马原代神经元的关系。

上述研究也为海马原代神经元和原代小胶质细胞

二者之间的相互调控提供了有利的证据，该研究也

与之前的文献报道和研究一致［23］。

因此，本研究推测 DHA 对 NP 的治疗可能是通

过抑制原代小胶质细胞的激活，减少海马原代神经

元的损伤或死亡，从而起到修复神经损伤与改善三

大核心症状的作用，达到治疗 NP 的效果。本研究

从体内脑区和体外细胞的角度，探讨了 DHA 通过双

向调控海马原代神经元 -小胶质细胞共培养体系达

到神经元保护和修复的作用，为后续探索 DHA 基于

神经免疫分子机制深入研究奠定基础。
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