
第 29 卷第  10 期
2023 年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 10

May，2023

黄芩素抑制小胶质细胞活化及保护 SH-SY5Y 神经细胞的机制
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［摘要］ 目的：探讨黄芩素（BAI）对脂多糖（LPS）激活的 BV-2 细胞条件培养基下 SH-SY5Y 细胞损伤的干预作用及机制。

方法：用 LPS 1 mg∙L-1激活 BV-2 细胞建立 LPS 组条件培养基，同时设置空白组、BAI 低、中、高浓度组（4、8、16 μmol∙L-1），使用

各组条件培养基培养 SH-SY5Y 细胞。通过细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒测定干预后各组 BV-2 细胞的细胞活力，酶联

免疫吸附测定法（ELISA）检测各组 BV-2 细胞上清液中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）
含量；采用免疫组化（IHC）观察 SH-SY5Y 细胞中 α-突触核蛋白（α-syn）、酪氨酸羟化酶（TH）蛋白表达情况，免疫荧光（IF）法观

察 SH-SY5Y 细胞中核转录因子 -κB p65 蛋白（NF-κB p65，以下简称 p65）核转移情况，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测

SH-SY5Y 细胞 Toll样受体 4（TLR4）、p65、磷酸化（p）-p65、髓样分化因子 88（MyD88）蛋白表达情况。结果：与空白组比较，LPS

组中 BV-2 细胞活力显著降低（P<0.01），细胞上清液中 TNF-α、IL-6、IL-1β含量均显著升高（P<0.01）；与 LPS 组比较，BAI 低、

中、高浓度组细胞活力显著升高（P<0.01），细胞上清液中 TNF-α均显著降低（P<0.01），BAI高浓度（16 μmol∙L-1）组细胞上清液

中 IL-6 含量明显降低（P<0.05），BAI 中、高浓度组细胞上清液中 IL-1β含量显著降低（P<0.01）。条件培养基处理 SH-SY5Y 细

胞的结果显示，与空白组比较，LPS 组 SH-SY5Y 细胞中 p65 蛋白表达向核内聚集，TH 蛋白表达显著下降（P<0.01），α -syn、

TLR4、MyD88、p-p65 蛋白表达均明显升高（P<0.05，P<0.01）；与 LPS 组比较，BAI低、中、高浓度组 SH-SY5Y 细胞中 p65 蛋白表

达逐渐分散至细胞质中，TH 蛋白表达均显著升高（P<0.01），α -syn 蛋白表达均显著降低（P<0.01），BAI 高浓度组 TLR4、

MyD88、p-p65 蛋白表达明显降低（P<0.05，P<0.01），BAI 中浓度组 p-p65 和 MyD88 蛋白表达均明显降低（P<0.05），BAI 低浓度

组 MyD88 蛋白表达明显降低（P<0.05）。各组 p65 蛋白表达差异无统计学意义。结论：BAI能够抑制 BV-2 细胞激活，从而抑制

LPS 造成的炎症反应，进而进一步抑制炎症对 SH-SY5Y 细胞的损伤，其作用机制可能在于调节 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通

路，减轻炎症反应，发挥神经保护作用。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the effect of baicalein （BAI） on SH-SY5Y cell injury in 

lipopolysaccharide （LPS）-activated BV-2 cells conditioned medium and its mechanism. Method：： The BV-2 

cells were activated with 1 mg∙L-1 of LPS to establish the conditioned medium of the LPS group， and a blank 

group and groups of BAI with low， medium， and high concentrations （4， 8， 16 μmol∙L-1） were established. 

SH-SY5Y cells were cultured with the conditioned medium of each group. The cell viability of BV-2 cells in each 

group after the intervention was determined by cell counting kit-8 （CCK-8）. The content of tumor necrosis factor-α 

（TNF-α）， interleukin-6 （IL-6）， and interleukin-1β （IL-1β） in the supernatant of BV-2 cells in each group was 

determined by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. The protein expression of α -synuclein （α -syn） 

and tyrosine hydroxylase （TH） in SH-SY5Y cells was observed by immunohistochemical （IHC） staining， and 

the nuclear transfer of nuclear factor kappa-B p65 protein （NF-κB p65， p65） in SH-SY5Y cells was observed by 

immunofluorescence （IF）. The protein expression of Toll-like receptor 4（TLR4）， p65， phosphorylated p65 

（p-p65）， and Myeloid differentiation factor 88 （MyD88） in SH-SY5Y cells was observed by Western blot. 

Result：： As compared with the blank group， the viability of BV-2 cells in the LPS group was significantly 

decreased （P<0.01）， and the content of TNF- α， IL-6， and IL-1β in the cell supernatant was significantly 

increased （P<0.01）. As compared with the LPS group， the cell viability was significantly increased in groups of 

BAI with low， medium， and high concentrations （P<0.01）， and TNF-α in the cell supernatant was significantly 

decreased （P<0.01）. The content of IL-6 in the cell supernatant was decreased in the BAI group with high 

concentration （P<0.05）， and the content of IL-1β in the cell supernatant was significantly decreased in the BAI 

groups with medium and high concentrations （P<0.01）. The results of conditioned medium cultured SH-SY5Y 

cells showed that as compared with the blank group， the protein expression of p65 in the LPS group entered into 

the nucleus and accumulated， and the protein expression of TH was significantly decreased （P<0.01）， while that 

of α -syn， TLR4， MyD88， and p-p65 was increased （P<0.05， P<0.01）. Compared with the LPS group， the 

protein expression of p65 in SH-SY5Y cells in BAI groups with low， medium， and high concentrations 

gradually dispersed into the cytoplasm and had the enhanced protein expression of TH （P<0.01） but the lowered 

protein expression of α-syn （P<0.01）. The protein expression of TLR4， MyD88， and p-p65 was decreased in the 

BAI group with high concentration （P<0.05， P<0.01）， the protein expression of p-p65 and MyD88 was 

decreased in the BAI group with medium concentration， and the protein expression of MyD88 was decreased in 

the BAI group with low concentration （P<0.05）. There was no significant difference in the protein expression of 

p65 among groups. Conclusion：： BAI can inhibit the activation of BV-2 cells， thereby inhibiting the 

inflammatory response caused by LPS and further inhibiting the damage of inflammation to SH-SY5Y cells. The 

mechanism may be related to the regulation of the TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway and reduction of the 

inflammatory response， thus playing a neuroprotective role.

［［Keywords］］ Parkinson's disease； lipopolysaccharide （LPS）； baicalein （BAI）； Toll-like receptor 4 

（TLR4）

帕金森病（PD）是一种常见的进行性神经系统

变性疾病，主要的病理特征为黑质致密部多巴胺能

神经元的丧失和路易小体的形成［1-2］。目前，PD 尚

无有效的治疗手段，现代医学多以对症治疗为主，

通过补充多巴胺能制剂为基础治疗运动症状，辅以

非多巴胺能制剂和运动康复治疗非运动症状［3］。然

而长期服用多巴胺能制剂，会产生运动障碍、精神

类障碍及自主神经症状等不良反应［4］。神经炎症是

PD 的一个重要致病因素，炎症因子持续存在和免疫

细胞应答可加剧神经炎症，并造成神经元损伤［5］。

本课题组前期研究发现，柴胡加龙骨牡蛎汤能够通

过调节腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路，激活自噬途径，促

进异常 α-突触核蛋白（α-syn）清除，保护 PD 模型大

鼠中脑多巴胺能神经元，缓解模型大鼠 PD 伴抑郁

症状［6］。黄芩是柴胡加龙骨牡蛎汤的重要组分之

一，黄芩素（BAI）是其中含量最多的黄酮类化学物。

研究发现 BAI 能够有效缓解 1-甲基 -4-苯基 -1，2，3，
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6-四氢吡啶（MPTP）对大鼠造成的神经炎症［7］。小

胶质细胞是中枢神经系统的重要免疫细胞，激活状

态的小胶质细胞表现为 M1 促炎型，能够释放多种

促炎因子，如肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介

素-1β（IL-1β）等，且研究发现脂多糖（LPS）激活的小

胶质细胞条件培养基能够诱导大鼠多巴胺能神经

元凋亡［8-11］。本课题前期调查发现 BAI 可以抑制活

性氧（ROS）生成，降低环氧化酶 -2（COX-2）及核转

录因子 -κB p65（NF-κB p65，以下简称 p65）表达，改

善 LPS 所造成的小胶质细胞炎症反应［12］。本研究

观察了不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞条

件培养基处理的 SH-SY5Y 细胞的保护作用及机制。

1 材料

1.1　细胞     小鼠小胶质细胞 BV-2 细胞购于武汉普

诺赛生命科技有限公司，目录号 CL-0493，已传至第

5 代。人神经母瘤细胞 SH-SY5Y 细胞购于中国科

学院上海生命科学研究院中国科学院细胞库，目录

号 SCSP-5014，已传至第 10 代。

1.2　药品和试剂     BAI（新西兰 Bepure 公司，批号

RMT12400）；LPS（美国 Sigma公司，批号 028M4094V）；
MEM 培养基（武汉普诺赛生命科技有限公司，批号

PM150410）；胎牛血清（FBS，美国 Gibco 公司，批号

1315148）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒（北

仁化工科技有限公司，批号 CK18）；BCA 蛋白浓度

测定试剂盒、5×十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶

（SDS-PAGE）蛋白上样缓冲液、β-肌动蛋白（β-actin）
兔单克隆抗体、Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔免疫

球蛋白（Ig）G（H+L）（上海碧云天生物技术有限公

司，批号分别为 P0010、P0015L、AF5003、A0423）；兔
单克隆 p65 抗体、磷酸化 p65（p-p65）兔单克隆抗体、

髓样分化因子 88（MyD88）山羊多克隆抗体（英国

Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab32536、ab76302、

ab28763）；α -syn 小鼠单克隆抗体、酪氨酸羟化酶

（TH）兔多克隆抗体、Toll 样受体 4（TLR4）小鼠单克

隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗小鼠

IgG（H+L）、HRP 标记山羊抗兔 IgG（H+L）、HRP 标

记兔抗山羊 IgG（H+L）、超敏 ECL 化学发光检测试

剂盒（武汉三鹰生物技术有限公司，批号分别为

66412-1-lg、25859-1-AP、66350-1-lg、SA00001-1、

SA00001-2、SA00001-4、PK10003）；DAB 显色试剂

盒、小鼠二步法检测试剂盒、兔二步法检测试剂盒

（北京中杉金桥生物有限公司，批号分别为 ZLI-

9019、PV-9002、PV-9001）；小鼠白细胞介素 -6（IL-

6）、TNF-α、IL-1β酶联免疫吸附测定法（ELISA）试

剂盒（武汉爱博泰克生物科技有限公司，批号分别

为 9680029110522、9681026100122、9680034120522）。
1.3　仪器     VS120-S6-W 型数字切片扫描系统（日

本 Olympus 公司）；Synergy H1 型全自动酶标仪（美

国 BioTek 公司）；AE2000 型倒置显微镜（厦门麦克

奥迪光学仪器有限公司）；SC-3612 型低速水平离心

机（安徽中科中佳科学仪器有限公司）；SW-CJ-2FD

型超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司）；
Chemidoc 多功能呈像系统、MP Tetra 型蛋白电泳仪

（美国 Bio-Rad 公司）；BIOCEN22R 型冷冻型微量离

心机（德国维根思公司）。
2 方法

2.1　细胞培养     BV-2 细胞、SH-SY5Y 细胞分别培

养于含 10% FBS、1% 抗生素（青霉素 100 U·mL-1，链

霉素 100 g·L-1）、1% L-谷氨酰胺的 MEM 培养基中。

培养条件为 37 ℃、5% CO2，每 2~3 d 传代 1 次。

2.2　药物制备     取 BAI 25 mg，使用二甲基亚砜

（DMSO）9.26 mL 溶解，配置成 10 mmol∙L-1的原液，

分装后置于−20 ℃避光保存。使用时用完全培养基

稀释至所需浓度。

2.3　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞形态

的影响     对数生长期 BV-2 细胞以 6×104个/mL 的密

度接种于 96 孔板中，培养 24 h，取出 96 孔板，镜下观

察细胞，细胞贴壁。将细胞分为空白组、LPS 组、

BAI低、中、高浓度组。空白组及 LPS 组给予完全培

养基，BAI 低、中、高浓度组分别给予终浓度为 4、8、

16 μmol∙L-1的 BAI，每组设置 3 个复孔，继续置于恒

温恒湿培养箱中预处理。4 h 后，取出 96 孔板，除空

白组外，其余组均给予 LPS，使其终浓度 1 mg∙L-1，

共同培养继续培养 24 h。24 h 后，取出 96 孔板，观

察细胞形态。

2.4　CCK-8 试剂盒检测不同浓度的 BAI 对 LPS 激

活的 BV-2 细胞活力的影响     取对数期 BV-2 细胞按

2.3 项中接种、培养及干预方式培养。48 h 后，取出

96 孔板，PBS 漂洗细胞 3 次。每孔加入基础培养基

100 μL+CCK-8 溶液 10 μL，37 ℃避光孵育 1.5 h 后，

酶标仪 450 nm 下测定吸光度 A。细胞活力计算公

式：（A 实验孔−A 空白孔）/（A 对照孔−A 空白孔）×100%，其中对照

孔为空白组。

2.5　ELISA 检测 BV-2 细胞上清液中 TNF-α、IL-6、

IL-1β含量     对数期 BV-2 细胞按 2.3 项中方式进行

相同培养，48 h 后收集细胞上清，根据 ELISA 说明

书步骤检测各组细胞上清液中 TNF-α、IL-6、IL-1β
含量。
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2.6　不同浓度 BAI 处理的 LPS 激活的 BV-2 细胞条

件培养基对 SH-SY5Y 细胞形态的影响     将对数期

BV-2 细胞按 2.3 项中接种密度接种于 24 孔板中，并

进行培养及干预，48 h 后收集细胞上清。同时取对

数期 SH-SY5Y 细胞以 5×104个/mL 的密度接种于 24

孔板，培养 24 h 后，取出 24 孔板，镜下观察细胞形态

正常，贴壁生长。将细胞分为空白组、LPS 组、BAI

低、中、高浓度（4、8、16 μmol∙L-1）组，弃去原培养

基，分别更换 BV-2 细胞各组细胞上清，并按 1∶1 比

例补充新鲜完全培养基，继续培养。12 h 后，取出细

胞，观察 SH-SY5Y 细胞形态。

2.7　 免 疫 组 化（IHC）法 检 测 SH-SY5Y 细 胞 TH、

α-syn 蛋白表达的影响     将对数期 BV-2 细胞和 SH-

SY5Y 细胞按 2.6 项中接种浓度分别接种于 24 孔板

中，并进行培养及干预。培养完成后，取出细胞，弃

去上清，加入 PBS 漂洗 3 次，每孔加入细胞组织固定

液 1 mL，固 定 。 20 min 后 进 行 IHC 染 色 ，α -syn

（1∶1 000）、TH（1∶800）一抗，DAB 显色，中性树脂封

片。最后于数字切片扫描系统观察各组细胞着色

情况并拍照。

2.8　免疫荧光（IF）法检测 SH-SY5Y 细胞 p65 蛋白

核转移的影响     将对数期 BV-2 细胞和 SH-SY5Y 细

胞按 2.6 项中接种浓度分别接种于 24 孔板中，并进

行培养及干预。培养完成后，取出细胞，弃上清，加

入 PBS 漂洗 3 次，每孔加入细胞组织固定液 1 mL。

固定 20 min 后进行 IF 染色，p65（1∶800） 4 ℃过夜。

之后使用 Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔 IgG 荧光二

抗（1∶250）室温避光孵育 1 h，TBS 洗涤，DAPI 复染

细胞核，封片，荧光显微镜下观察并拍照。

2.9　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 SH-SY5Y

细胞 TLR4、p65、p-p65、MyD88 蛋白表达     将对数

期 BV-2 细胞和 SH-SY5Y 细胞按 2.6 项中接种密度

分别接种于 24 孔板中，进行培养及干预。培养完成

后，PBS 漂洗 3 次。每孔加入 RIPA 裂解液 100 μL，

4 ℃、10 000 ×g 离心 10 min（离心半径 9.49 cm），提
取 细 胞 总 蛋 白 ，BCA 法 蛋 白 定 量 。 加 入 SDS-

PAGE 蛋白上样缓冲液，沸水加热变性。取各组制

备好的蛋白样本 15 μg 上样进行 SDS-PAGE 凝胶

电泳，转膜至 PVDF 膜，快速封闭液室温封闭 1 h；
4 ℃孵育一抗（β -actin、p65、p-p65、TLR4、MyD88，

稀 释 比 例 分 别 为 1∶2 500、1∶1 000、1∶1 000、

1∶5 000、1∶1 000）摇床过夜孵育；TBST 洗膜 3 次，

5 min/次；室温 1 h 摇床孵育二抗（1∶5 000）；TBST

洗膜 3 次，5 min/次；ECL 显影；Image J 软件分析目

的蛋白条带灰度值。

2.10　统计学分析     所有数据采用 GraphPad Prism 

8.0.2 统计软件进行分析，计量资料数据均以 x̄ ± s表

示。两组样品比较采用独立样本 t 检验，组间显著

性差异采用单因素方差分析（One-way ANOVA）。
P<0.05 表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞形态

的影响     正常培养条件下 BV-2 细胞半悬浮、半贴壁

生长，多成圆形或者梭形，细胞突起少且短。与空

白组比较，LPS 组细胞胞体变大，圆形细胞减少，部

分细胞分枝增多、变长且细胞数减少；与 LPS 组比

较，BAI各浓度组中圆形细胞逐渐变多，细胞分枝逐

渐减少、变短。见图 1。

3.2　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞活力

的影响     CCK-8 结果显示，与空白组比较，LPS 组

BV-2 细胞活力显著降低（P<0.01）；与 LPS 组比较，

BAI低、中、高浓度组 BV-2 细胞活力均显著增高（P<

0.01）。见表 1。

3.3　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞的上

清液中 TNF-α、IL-6、IL-1β含量的影响     ELISA 法

结果显示，与空白组比较，LPS 组 BV-2 细胞上清液

中 TNF-α、IL-6、IL-1β含量均显著升高（P<0.01）；与
LPS 组比较，BAI 低、中、高浓度组细胞上清液中

注：A.空白组；B.LPS 组；C.BAI低浓度组；D.BAI中浓度组；E.BAI高浓度组（图 2-图 6 同）
图 1　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞形态的影响  （倒置显微镜，×200）
Fig.  1　Effect of different concentrations of BAI on morphology of LPS-activated BV-2 cells （inverted microscope，×200）
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TNF-α、IL-1β均显著降低，除 BAI 低浓度组 IL-1β

外，差异均具有统计学意义（P<0.01），且呈浓度依赖

性降低；与 LPS 组比较，BAI高浓度组细胞上清液中

IL-6 含量降低（P<0.05），BAI 低、中浓度组中 IL-6 含

量虽降低，但差异无统计学意义。见表 2

3.4　不同浓度 BAI 处理的 LPS 激活的 BV-2 细胞条

件培养基对 SH-SY5Y 细胞形态的影响     正常组

SH-SY5Y 细胞贴壁生长，多成梭形，边界清楚；LPS

组 SH-SY5Y 细胞多成团生长且皱缩、破裂，细胞损

伤严重；BAI各浓度组随着 BAI浓度升高，细胞形态

逐渐恢复梭形，损伤减小，边界清晰。见图 2。

3.5　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞条件

培养基处理的 SH-SY5Y 细胞中 TH、α-syn 蛋白表达

的影响     与空白组比较，LPS 组 SH-SY5Y 细胞胞质

中 TH 蛋白表达显著下降（P<0.01），α-syn 蛋白表达

显著升高（P<0.01）；与 LPS 组比较，BAI 低、中、高浓

度组 SH-SY5Y 细胞胞质中 TH 蛋白表达均显著升高

（P<0.01），但无浓度依赖性；与 LPS 组比较，BAI 低、

中、高浓度组 SH-SY5Y 细胞胞质中 α-syn 蛋白表达

显著降低（P<0.01），且呈浓度依赖性。见图 3、图 4

和表 3。

3.6　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞条件

培养基处理的 SH-SY5Y 细胞中 p65 蛋白核转移的

影响     与空白组比较，LPS 组 SH-SY5Y 细胞 p65 蛋

白表达向核内聚集；与 LPS 组比较，BAI低、中、高浓

度组 SH-SY5Y 细胞 p65 蛋白表达逐渐分散至细胞

质中，其中以 BAI高浓度组最为明显。见图 5。

3.7　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞条件

培养基处理的 SH-SY5Y 细胞中 TLR4、p65、p-p65、

MyD88 蛋白表达的影响     与空白组比较，LPS 组

SH-SY5Y 细 胞 中 TLR4 蛋 白 表 达 明 显 升 高（P<

0.05），且 MyD88 蛋白、p-p65 蛋白表达均显著升高

（P<0.01）；与 LPS 组比较，BAI高浓度组 TLR4 蛋白、

p-p65 蛋白表达明显降低（P<0.05），MyD88 蛋白表

达显著降低（P<0.01），BAI 中浓度组 p-p65 蛋白和

MyD88 蛋白表达明显降低（P<0.05），BAI 低浓度组

MyD88 蛋白表达明显降低（P<0.05）。与空白组比

表 1　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞活力的影响  （x̄± s，

n=3）

Table 1　 Effect of different concentrations of BAI on viability of 

LPS activated BV-2 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

LPS 组

BAI低浓度组

BAI中浓度组

BAI高浓度组

浓度

1 mg∙L-1

1 mg∙L-1+4 μmol∙L-1

1 mg∙L-1+8 μmol∙L-1

1 mg∙L-1+16 μmol∙L-1

细胞活性/%

100.00±0.00

78.98±0.961）

98.11±3.872）

92.83±1.612）

95.29±2.162）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与 LPS 组比较 2）P<0.01（表 3 同）

表 2　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞的上清液中 TNF-α、IL-6、IL-1β含量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of different concentrations of BAI on contents of TNF-α， IL-6 and IL-1β in supernatant of LPS activated BV-2 cells （x̄± s，

n=3） ng∙L-1

组别

空白组

LPS 组

BAI低浓度组

BAI中浓度组

BAI高浓度组

浓度

1 mg∙L-1

1 mg∙L-1+4 μmol∙L-1

1 mg∙L-1+8 μmol∙L-1

1 mg∙L-1+16 μmol∙L-1

TNF-α

117.6±0.8

5 039.0±291.51）

3 948.0±139.73）

3 275.0±434.23）

1 842.0±489.03）

IL-6

85.83±10.6

6 421.0±1 486.01）

4 341.0±998.2

4 178.0±1 025.0

3 717.0±449.02）

IL-1β

27.1±1.7

39.2±0.81）

34.9±2.5

29.2±3.13）

28.0±2.23）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与 LPS 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

图 2　不同浓度的 BAI 处理的 LPS 激活 BV-2 细胞条件培养基对 SH-SY5Y 细胞形态的影响  （倒置显微镜，×200）
Fig.  2　Effect of different concentrations of BAI on morphology of SH-SY5Y cells activated by LPS activated BV-2 cell conditioned medium

（inverted microscope，×200）
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较，LPS 组中 SH-SY5Y 细胞 p65 蛋白表达升高，但

差异无统计学意义；与模型组比较，BAI 中、高浓度

组 SH-SY5Y 细胞中 p65 蛋白表达降低，但差异无统

计学意义。见图 6、表 4。

4 讨论

PD 是一种与年龄相关的，复杂的神经退行性疾

病，60 至 90 岁 PD 发病率可增长 5~10 倍［13］。PD 的

病因及发病机制尚不明确，主要发病机制包括 α-syn

的错误折叠和聚集、线粒体功能障碍、泛素 -蛋白酶

体 和 自 噬 - 溶 酶 体 系 统 缺 陷 、神 经 炎 症 和 氧 化

应激［14］。

神经炎症是 PD 的一个重要发病机制，多参与

散发性 PD 的发病和疾病进展，炎症小体介导促炎

因 子 的 分 泌 及 炎 症 的 进 展 与 PD 的 发 生 密 切 相

关［15-17］。研究认为伴随脑内小胶质细胞激活，细胞

炎症因子的分泌，ROS 及一氧化氮（NO）的产生将

直接造成了多巴胺神经元的损伤［18］。Toll 样受体

（TLRs）是神经炎症反应中的关键受体，该信号通路

包 括 MyD88 依 赖 途 径 和 MyD88 非 依 赖 途 径 。

MyD88 与 TLRs 上的 TIR 结构域相关，在受刺激时，

MyD88 通过将 IL-1 受体相关激酶（IRAK）招募到

TLRs 上，使得 IRAK 发生磷酸化而激活，最终刺激

NF-κB 向核内转移，从而产生炎症因子［19-21］。因此

TLR4/MyD88/NF-κB 是炎症反应中至关重要的信

号通路［22-23］。

体内外实验发现 BAI 能有效改善神经炎症。

BAI 能够有效抑制 NOD 样受体热蛋白结构域相关

蛋白 3（NLRP3）炎症小体通路，减轻 MPTP 造成的

大鼠神经炎症，缓解大鼠 PD 症状，同时 BAI 也可以

增加脑源性神经营养因子（BDNF）分泌，激活酪氨

酸激酶受体 B（TrkB）和环磷腺苷效应元件结合蛋白

（CREB），缓解鱼藤酮造成的 PD 模型大鼠抑郁症

状［7，24］。并且 BAI 可以逆转由 MPTP 造成的 SH-

SY5Y 细胞氧化应激，减少丙二醛（MDA）和超氧化

物歧化酶（SOD）的表达，同时改善 MTPT 诱导的小

鼠运动损伤，抑制铁和脂质过氧化物的积累，保护

神经元［25］。

本研究使用质量浓度为 1 mg∙L-1 的 LPS 刺激

BV-2 细胞形成条件培养基作用于 SH-SY5Y 细胞建

表 3　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞条件培养基处理的

SH-SY5Y 细胞 TH、α-syn 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of different concentrations of BAI on TH and 

α -syn protein expression in SH-SY5Y cells treated with conditioned 

medium of LPS activated BV-2 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

LPS 组

BAI低浓度组

BAI中浓度组

BAI高浓度组

浓度

1 mg∙L-1

1 mg∙L-1+4 μmol∙L-1

1 mg∙L-1+8 μmol∙L-1

1 mg∙L-1+16 μmol∙L-1

TH

0.367±0.018

0.187±0.0191）

0.249±0.0162）

0.301±0.0302）

0.280±0.0102）

α-syn

0.135±0.007

0.289±0.0331）

0.218±0.0062）

0.206±0.0132）

0.146±0.0152）

图 3　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞条件培养基处理的 SH-SY5Y 细胞 TH 蛋白表达  （免疫组化，×200）
Fig.  3　 Effect of different concentrations of BAI on TH protein expression in SH-SY5Y cells treated with conditioned medium of LPS 

activated BV-2 cells（IHC，×200）

图 4　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞条件培养基处理的 SH-SY5Y 细胞 α-syn 蛋白表达  （免疫组化，×200）
Fig.  4　 Effect of different concentrations of BAI on expression of α -syn protein in SH-SY5Y cells treated with conditioned medium of LPS 

activated BV-2 cells （IHC，×200）
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立 PD 炎症相关体外模型，研究 BAI 对 PD 炎症相关

体外模型的保护作用。结果显示，模型组中 BV-2 细

胞胞体变大，圆形细胞减少、分枝增多且变长，细胞

活力明显降低，BAI低，中、高浓度组细胞分枝减少、

变短且细胞活力升高；对 LPS 处理的 BV-2 细胞条件

培养基进行检测，LPS 组中 TNF-α、IL-6、IL-1β均明

显升高，而 BAI 低、中、高浓度组中各炎症因子含量

均降低，说明 BAI 能够有效抑制 BV-2 细胞激活，减

轻炎症反应，减少炎症因子的释放。将处理过的

BV-2 细胞条件培养基作用于 SH-SY5Y 细胞，结果

显示，LPS 组细胞中 α-syn 蛋白表达量升高，TH 蛋白

表达量降低，同时 p65 蛋白核转移明显；而 BAI 低、

中、高浓度组 α-syn 蛋白表达量降低，TH 蛋白表达

量升高，同时 p65 蛋白分布于细胞质中，趋向于空白

组。此外，本研究还发现，LPS 激活的条件培养基中

SH-SY5Y 细胞的 TLR4、MyD88 和 p-p65 蛋白表达

量较空白组均升高；而 BAI 低、中、高浓度组蛋白表

图 6　LPS 激活的 BV-2 细胞条件培养处理的 SH-SY5Y 细胞 TLR4、

NF-κB p65、p-NF-κB p65、MyD88 蛋白表达电泳

Fig.  6　 Electrophoresis of TLR4， NF-κB p65， p-NF-κB p65 and 

MyD88 proteins in SH-SY5Y cells cultured with different 

concentrations in LPS-activated BV-2 cells

图 5　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞条件培养基处理的 SH-SY5Y 细胞 p65 蛋白核转移的影响  （免疫荧光，×200）
Fig.  5　 Effect of different concentrations of BAI on nuclear transfer of p65 protein in SH-SY5Y cells treated with conditioned medium of 

LPS activated BV-2 cells （IF，×200）

表 4　不同浓度的 BAI 对 LPS 激活的 BV-2 细胞条件培养基处理的 SH-SY5Y 细胞 TLR4、p65、p-p65、MyD88 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of different concentrations of BAI on protein expression of TLR4， p65， p-p65 and MyD88 in SH-SY5Y cells treated with 

conditioned medium of LPS activated BV-2 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

LPS 组

BAI低浓度组

BAI中浓度组

BAI高浓度组

浓度

1 mg∙L-1

1 mg∙L-1+4 μmol∙L-1

1 mg∙L-1+8 μmol∙L-1

1 mg∙L-1+16 μmol∙L-1

TLR4/β-actin

0.08±0.03

0.41±0.131）

0.32±0.11

0.25±0.12

0.15±0.063）

p-p65/β-actin

0.26±0.07

0.76±0.102）

0.51±0.09

0.39±0.173）

0.39±0.183）

p65/β-actin

1.30±0.17

1.59±0.03

1.68±0.33

1.56±0.32

1.47±0.13

MyD88/β-actin

0.19±0.02

0.49±0.072）

0.27±0.133）

0.27±0.043）

0.22±0.074）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.05；与 LPS 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01
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达均明显下调。研究认为激活小胶质细胞所释放

的多种炎症因子的持续存在可促进神经元 α-syn 表

达，增强 α-syn 的神经毒性，加速神经元的变性；同
时 α-syn 的聚集进一步激活神经炎症，两者相互促

进 ，形 成 恶 性 循 环 ，最 终 造 成 多 巴 胺 神 经 元 损

伤［26-29］。本研究中 BV-2 激活后炎症因子升高，其条

件培养基处理 SH-SY5Y 细胞后，促进 SH-SY5Y 细

胞中 TLR4 蛋白表达，活化 MyD88，促进 p65 磷酸

化，从而引起 SH-SY5Y 细胞发生炎症反应，产生“炎

症风暴”，同时炎症的产生也导致 SH-SY5Y 细胞中

α-syn 表达增强及聚集，在炎症反应和 α-syn 蛋白的

双重损伤下，最终造成 SH-SY5Y 细胞损伤、死亡；而
BAI 干预后抑制小胶质细胞的激活，炎症因子分泌

减少，从而抑制 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路活

化，减轻 SH-SY5Y 细胞的炎症反应，同时促进 α-syn

蛋白的降解，最终对 SH-SY5Y 细胞产生明显保护

作用。

综上所述，BAI 能够抑制 BV-2 细胞激活，从而

抑制 LPS 造成的炎症反应，进而进一步抑制炎症细

胞因子关联下 SH-SY5Y 细胞的炎症反应，减轻体系

下“炎症风暴”，进而促进 α-syn 降解及 TH 的表达，

抑制由炎症造成的神经细胞自噬及凋亡，保护神经

元 。 其 作 用 机 制 可 能 在 于 BAI 能 够 调 节 TLR4/

MyD88/NF-κB 信号通路，减少炎症相关蛋白表达，

减轻炎症反应，发挥神经保护作用。
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