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二十二碳六烯酸对七氟醚诱导的小胶质细胞
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信号通路激活及炎症介质释放的影响
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【摘要】 目的 观察二十二碳六烯酸（docosahexenoic acid, DHA）对七氟醚诱导的小胶质细胞 Toll样受体 4（Toll蛳like

receptor 4, TLR4）/髓样分化因子 88 （myeloid differentiation factor 88, MyD88）/ NF蛳资B信号通路激活及炎症介质释放的影响。

方法 N9小鼠小胶质细胞分为对照组（CON组）、七氟醚组（Sevo组）、七氟醚和 DHA处理组（DHA+Sevo组），药物处理各组细

胞 24 h后，采用噻唑蓝（methylthiazolyldiphenyl蛳tetrazolium bromide, MTT）法检测小胶质细胞存活率，采用 Western blot法检测小

胶质细胞 TLR4、MyD88和 NF蛳资B抑制蛋白蛳琢（inhibitor of NF蛳资B蛳琢, I资B蛳琢）的表达量，采用 ELISA法检测各组培养基中炎症介

质 TNF蛳琢、IL蛳1茁、IL蛳6和 IL蛳10的含量。 结果 与 CON 组比较，Sevo 组细胞存活率降低，TLR4 和 MyD88 表达水平升高，

I资B蛳琢表达水平降低，TNF蛳琢、IL蛳1茁和 IL蛳6释放量升高（P<0.05），DHA+Sevo组细胞 IL蛳1茁、IL蛳10释放量升高（P<0.05）；与 Sevo

组比较，DHA+Sevo组小胶质细胞存活率升高，TLR4和 MyD88表达水平明显降低，I资B蛳琢表达水平升高，TNF蛳琢、IL蛳1茁和 IL蛳6

释放量降低，而 IL蛳10释放量升高（P<0.05）。 结论 DHA抑制七氟醚所致细胞损伤以及 TLR4/MyD88/NF蛳资B信号通路激活，

并且减少炎症介质 TNF蛳琢、IL蛳1茁和 IL蛳6的释放，增加 IL蛳10释放量。
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【粤遭泽贼则葬糟贼】 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 To observe the effects of docosahexenoic acid (DHA) on sevoflurane蛳induced Toll蛳like receptor 4

(TLR4)/myeloid differentiation factor 88 (MyD88)/nuclear factor蛳资B (NF蛳资B) pathway activation and the release of inflammatory

mediators. Metheds N9 cells were assigned to a CON group, a Sevo group and a DHA+Sevo group. After 24 h treatment, cell

survival was assessed by methylthiazolyldiphenyl蛳tetrazolium bromide (MTT) assay. Western blot was used to detect the levels of

microglial TLR4, MyD88 and inhibitor of NF蛳资B蛳琢 (I资B蛳琢), while the contents of inflammatory mediator tumor necrosis factor蛳琢

(TNF蛳琢), interleukin (IL)蛳1茁, IL蛳6 and IL蛳10 in each group were detected by enzyme蛳linked immunosorbent assay (ELISA).

Results Compared with the CON group, the survival rate of N9 cells in the Sevo group decreased significantly, while the level of

TLR4 and MyD88 protein was increased significantly, the level of I资B蛳琢 was significantly decreased, the release of TNF蛳琢 and IL蛳1茁

and IL蛳6 was increased significantly (P<0.05). The amounts of IL蛳1茁 and IL蛳10 were increased significantly in the DHA+Sevo group

(P<0.05). Compared with the Sevo group, the survival rate in the DHA+Sevo group increased significantly, the level of TLR4 and

MyD88 protein decreased significantly, the level of I资B蛳琢 was increased significantly, TNF蛳琢, IL蛳1茁 and IL蛳6 release was increased

significantly, while IL蛳10 release was increased significantly (P<0.05). Conclusions DHA inhibits sevoflurane蛳induced cell damage

and activation of TLR4/MyD88/NF蛳资B signaling pathway, and reduces the release of pro蛳inflammatory mediators TNF蛳琢, IL蛳1茁 and

IL蛳6, and increases anti蛳inflammatory mediator IL蛳10 release.

【Key words】 Docosahexenoic acid; Sevoflurane; Microglia; Toll蛳like receptor 4/myeloid differentiation factor 88/nuclear

factor蛳资B pathway; Inflammatory mediator
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七氟醚在临床麻醉中应用广泛，因其诱导和苏

醒均较快，气味较芳香，对呼吸道无刺激性，且很少

导致喉痉挛，被认为是一种理想的小儿麻醉药物。

但有研究表明，七氟醚与术后认知功能障碍发生有

关
［1］
。七氟醚可诱导幼年大鼠海马神经元凋亡和脑

内炎性介质表达增加
［2］
，也有学者认为七氟醚诱导

的青年大鼠脑损伤与自噬增多有关
［3］
。七氟醚还可

诱导老年患者的认知和记忆功能损害，甚至可能会

增加患者罹患阿尔茨海默病的风险
［4］
。寻找一种预

防或减轻七氟醚潜在神经毒性的药物对于七氟醚

在临床麻醉中的安全应用有重要意义。小胶质细胞

是脑内的固有免疫细胞，在静息状态下发挥免疫监

视作用，当机体受到损伤或有病原体侵入时，小胶

质细胞可迅速活化，介导中枢神经系统炎症反应
［5］
。

Toll样受体 4（Toll蛳like receptor 4, TLR4）/髓样分化

因子 88 （myeloid differentiation factor 88, MyD88）/

NF蛳资B信号通路是与炎症反应相关的一条经典通

路，可将炎症信号转导入核，启动炎症介质的转录

和翻译
［6］
。二十二碳六烯酸（docosahexenoic acid,

DHA）是大脑发育过程中必不可少的一类不饱和脂

肪酸，既往研究表明 DHA可减轻脑缺血/再灌注的

氧化应激损伤，抑制小胶质细胞的过度活化和炎症

因子的大量释放
［7］
。但 DHA是否能抑制七氟醚导

致的 TLR4/MyD88/NF蛳资B信号通路激活，抑制炎症

信号的转导尚不得而知，因此我们设计体外实验观

察 DHA对七氟醚诱导的小胶质细胞 TLR4/MyD88/

NF蛳资B信号通路激活和炎症因子释放的影响。

1 材料与方法

1.1 材 料

N9小胶质细胞系由空军军医大学口腔医院麻醉

科惠赠。七氟醚（生产批号：H20070172，上海恒瑞医

药有限公司），伊思柯夫改良培养液（Iscove忆s Modified

Dulbecco忆s Media, IMDM）（生产批号：IR2018010500，

Hyclone公司，美国），0.25%胰蛋白酶和青链霉素混

合溶液（生产批号：EP2018021101，Hyclone公司，美

国），DHA（生产批号：20170506，绿叶生物试剂公司），

兔抗小鼠 TLR4、MyD88 和核因子蛳资B 抑制蛋白蛳琢

（inhibitor of NF蛳资B蛳琢, I资B蛳琢）多克隆抗体（生产批

号：ab241659、ab45921、ab336542，Abcam 公司，英

国），兔抗 茁蛳actin 多克隆抗体 （生产批号：

1009283765S1，武汉博士德试剂公司），TNF蛳琢、IL蛳1茁、

IL 蛳6 和 IL 蛳10 ELISA 试 剂 盒 （生 产 批 号 ：

EBO2017085617 蛳1、EBO2017082382 蛳1、

EBO2017085622蛳1、EBO2017085810蛳2，武汉伊莱瑞特

生物科技公司）。

1.2 方 法

1.2.1 细胞培养与分组

使用含 5%胎牛血清的 IMDM 培养基培养 N9

小胶质细胞系，每 2 d更换 1次培养基。细胞分为 3

组：对照组（CON组），正常培养 24 h；七氟醚组

（Sevo组），将加入正常 IMDM培养基中的细胞放置

于 2%七氟醚的处理装置中处理 24 h（细胞培养板

底部有持续流动的热水浴保证细胞处于 37 益）；七

氟醚和 DHA 处理组（DHA+Sevo 组），加入含 DHA

25 滋mol/L的 IMDM培养基后，将细胞培养板置于

2%七氟醚的处理装置中处理 24 h。

1.2.2 噻唑蓝 （methylthiazolyldiphenyl蛳tetrazolium

bromide, MTT）法检测细胞活力

将细胞接种于 96孔细胞培养板中，待细胞生长

至覆盖 60%培养孔后按试验计划进行处理，检测时每

孔加入 MTT溶液（5 g/L）20 滋l，37 益继续孵育 24 h，

用二甲基亚砜溶解紫色结晶物，采用 490 nm波长，

在酶联免疫检测仪（型号：DG蛳5031，上海珂准仪器设

备公司）上测定各孔光密度值进行统计学分析。

1.2.3 Western blot检测

将小胶质细胞接种于培养皿中，待细胞完全

贴壁后按实验计划进行药物处理，处理完成后提

取总蛋白，并采用 BCA法测定蛋白含量。采用凝胶

电泳法分离不同分子大小的蛋白，通过电场作用

将蛋白质转到 PVDF膜上，封闭后分别加入兔抗小

鼠 TLR4、MyD88和I资B蛳琢多克隆抗体（1∶1 000）、

兔抗 茁蛳actin多克隆抗体（1∶1 000），4 益孵育过夜。

再分别加入羊抗兔二抗，37 益孵育 1 h，漂洗后进行

化学发光并采集图像，分析条带信息，记录灰度值，

计算目的基因与内参的比值进行统计学分析。

1.2.4 ELISA法检测 TNF蛳琢、IL蛳1茁、IL蛳6、IL蛳10浓度

将细胞接种于 24孔细胞培养板中，待细胞生

长至覆盖 60%培养孔后按实验计划进行处理，取培
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养基上清离心后，ELISA 法检测培养基中 TNF蛳琢、

IL蛳1茁、IL蛳6和 IL蛳10的浓度。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 15.0统计学软件进行数据分析。正

态分布的计量资料以均数依标准差（x依s）表示，组间

比较采用单因素方差分析（One蛳way ANOVA），两两

比较采用 Turkey HSD法。P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 DHA及七氟醚对小胶质细胞生存率的影响

与 CON组比较，Sevo组和 DHA+Sevo组细胞存

活率降低（P<0.05）；与 Sevo组比较，DHA+Sevo组细

胞存活率升高（P<0.05，图 1）。

2.2 DHA及七氟醚对小胶质细胞 TLR4、MyD88和

I资B蛳琢蛋白表达的影响

与 CON 组比较，Sevo 组和 DHA+Sevo 组细胞

TLR4和 MyD88表达水平升高（P<0.05），而 I资B蛳琢

表达水平降低（P<0.05）；与 Sevo组比较，DHA+Sevo

组细胞 TLR4和 MyD88表达水平降低，而 I资B蛳琢表

达水平升高（P<0.05，图 2）。

2.3 DHA 及七氟醚对小胶质细胞 TNF蛳琢、IL蛳1茁、

IL蛳6和 IL蛳10释放量的影响

与 CON组比较，Sevo组细胞 TNF蛳琢、IL蛳1茁、IL蛳

6 及 DHA+Sevo 组细胞 IL蛳1茁、IL蛳10 释放量升高

（P<0.05）；与 Sevo组比较，DHA+Sevo组细胞 TNF蛳琢、

IL蛳1茁、IL蛳6释放量降低，IL蛳10释放量升高（P<0.05，

图 3）。

注：与 CON组比较，aP<0.05；与 Sevo组比较，bP<0.05；CON组：对

照组；Sevo组：七氟醚处理组；DHA+Sevo组：七氟醚和 DHA处理组；

DHA：二十二碳六烯酸

图 1 DHA及七氟醚对小胶质细胞存活率的影响
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注：与 CON组比较，aP<0.05；与 Sevo组比较，bP<0.05；CON组：对照组；Sevo组：七氟醚处理组；DHA+Sevo组：七氟醚和 DHA处理组；DHA：

二十二碳六烯酸；GAPDH：甘油醛蛳3蛳磷酸脱氢酶；TLR4：Toll样受体 4；MyD88：髓样分化因子 88；I资B蛳琢：核因子蛳资B抑制蛋白蛳琢

图 2 DHA及七氟醚对小胶质细胞 TLR4、MyD88和 I资B蛳琢表达的影响 A：Western blot 结果；B：TLR4、MyD88和 I资B蛳琢蛋白的相对表达量
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3 讨 论

七氟醚血气分配系数为 0.63，麻醉维持浓度为

2%~3%，结合文献［8］，本研究采用在含 2%七氟醚

的气体环境中培养 N9小胶质细胞 24 h 建立损伤

模型。本研究结果表明，与 CON组比较，Sevo组小胶

质细胞存活率下降，促炎因子 TNF蛳琢、IL蛳1茁和 IL蛳6

释放增多，提示七氟醚损伤模型建立成功。参照文献

［9］并结合预实验结果，选择 25 滋mol/L为 DHA处理

浓度，研究结果表明，与 Sevo组比较，DHA+Sevo组

小胶质细胞存活率升高，促炎因子 TNF蛳琢、IL蛳1茁和

IL蛳6释放减少，提示 25 滋mol/L DHA可减轻七氟醚

对小胶质细胞的损伤和减少促炎因子释放。

小胶质细胞过度活化及大量炎症介质释放是

脑缺血/再灌注损伤发生的主要机制之一
［10］
；而持续

的中枢炎症反应是造成阿尔茨海默病和帕金森病

等神经退行性疾病持续进展以及神经元和突触结

构缺损的重要原因
［11］
。吸入七氟醚可介导氧化应激

和炎症反应，造成神经元损伤，破坏突触结构，甚至

增加认知功能障碍发生的风险
［12］
。本研究以减轻炎

症反应为防治七氟醚神经损伤作用的靶点，结果提

示，DHA可通过抑制七氟醚处理导致的小胶质细

胞活化，抑制炎症反应，促进抗炎因子生成。

TLR4 是小胶质细胞表面的一类模式识别受

体，在与配体发生结合后，可通过 Mal募集 MyD88，

促使 NF蛳资B入核，促进炎性介质的转录和翻译
［13］
。

本研究结果表明，DHA 可通过抑制七氟醚诱导的

TLR4/MyD88/NF蛳资B信号通路激活，减少促炎介质

TNF蛳琢、IL蛳1茁和 IL蛳6释放，促进抗炎介质 IL蛳10的

生成。小胶质细胞 TLR4/MyD88/NF蛳资B信号通路被

认为是抑制中枢炎性反应的重要靶点之一。有学者

报道
［14］
，TLR4抑制剂可减轻脑缺血/再灌注后小胶

质细胞的过度活化和炎症因子的释放。注射用丹酚

酸作用于 TLR4信号通路，抑制活化小胶质细胞中

的炎症反应以减轻局灶性脑缺血中的脑损伤
［15］
，而

右美托咪定通过抑制 TLR4信号通路激活和炎症小

体形成，限制炎症反应，减轻蛛网膜下腔出血大鼠

早期脑损伤
［16］
。

DHA多来源于深海鱼类，具有抗氧化应激、抗炎

症反应、促进神经生长和突触形成等多种作用
［17］
。营

养剂量的 DHA可减轻脂多糖诱导的炎症反应
［18］
，氧

化应激和炎症的脂质组学生物标志物表达均明显

降低
［19］
。DHA可减轻阿尔茨海默病模型动物脑内

注：与 CON组比较，aP<0.05；与 Sevo组比较，bP<0.05；CON组：对照组；Sevo组：七氟醚处理组；DHA+ Sevo组：七氟醚和 DHA处理组；DHA：

二十二碳六烯酸

图 3 DHA及七氟醚对细胞 TNF蛳琢、IL蛳1茁、IL蛳6和 IL蛳10释放量的影响 A：各组 TNF蛳琢释放量比较；B：各组 IL蛳1茁释放量比较；C：各组 IL蛳6释

放量比较；D：各组 IL蛳10释放量比较
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小胶质细胞活化标志物的表达，减轻神经炎症反

应
［20］
。本研究结果表明，25 滋mol/L DHA通过抑制

小胶质细胞 TLR4/MyD88/NF蛳资B 信号通路，减轻七

氟醚诱导炎症反应，但是否 DHA可作为预防或治

疗七氟醚潜在神经毒性的药物用于临床尚需更多

深入的基础及临床研究再行验证。

综上所述，DHA减轻七氟醚所致小胶质细胞损

伤，抑制 TLR4/MyD88/NF蛳资B信号通路激活和小胶

质细胞活化并且减少促炎介质的释放，增加抗炎介

质的释放。
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