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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨右美托咪定通过 ｃ⁃Ｆｏｓ ／ ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 级联抑制脂多糖（ＬＰＳ）诱发的小

胶质细胞炎症反应。 方法　 选取新生的 ＳＤ 大鼠，取其小胶质细胞进行原代培养及分离纯化。 采用

ＬＰＳ 诱导建立小胶质细胞炎症模型。 采用 ＭＴＴ 法选取右美托咪定抑制 ＬＰＳ 诱导小胶质细胞炎症反

应的最适宜浓度。 将细胞分为三组：对照组、ＬＰＳ 组和右美托咪定治疗组（Ｄ 组）。 采用实时定量

ＰＣＲ 法测定细胞中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达量；采用 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液中 ＩＬ⁃１β 和

ＴＮＦ⁃α的含量；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测原癌基因 ｃ⁃Ｆｏｓ、ＮＬＲＰ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的蛋白含量。 结果与对

照组比较，ＬＰＳ 组小胶质细胞中炎性因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达量均明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｄ
组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达量明显低于 ＬＰＳ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与对照组比较，ＬＰＳ 组中小胶质细

胞中炎性因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的含量均明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；而 Ｄ 组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的含量明显低

于 ＬＰＳ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与对照组比较，ＬＰＳ 组小胶质细胞中 ｃ⁃Ｆｏｓ、ＮＬＲＰ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的蛋白含量均

明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）；而 Ｄ 组 ｃ⁃Ｆｏｓ、ＮＬＲＰ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的蛋白含量明显低于 ＬＰＳ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论

右美托咪定可抑制 ＬＰＳ 诱发的小胶质细胞中炎性因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达量及蛋白含量，
推测其作用机制可能与抑制 ｃ⁃Ｆｏｓ ／ ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 级联反应有关。
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　 　 右美托咪定是一种 α２ 肾上腺素能受体（α２⁃ａｄ⁃
ｒｅｎｅｒｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，α２⁃ＡＲ）激动药，在重症监护病房中

用作镇痛和镇静药，具有抗炎作用［１］。 右美托咪定

激活 α２ 受体并抑制神经元放电，右美托咪定通过

α２⁃ＡＲ 产生其神经保护作用［２］。 核苷酸结合寡聚化

结构域样受体蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）在小胶质细胞中炎性

体介导的炎症起始中起关键作用。 小胶质细胞产

生过量的促炎细胞因子，如 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 能够抑

制神经发生和诱导神经细胞凋亡的活性氧［３］。 小

胶质细胞衍生的 ＴＮＦ⁃α 可通过半胱天冬酶和 Ｂｃｌ２
家族介导的细胞凋亡调节神经元细胞死亡，并且在

神经炎症中活化的小胶质细胞增加［４⁃５］。 抑制由

ＬＰＳ 促进的 ｃ⁃Ｆｏｓ 核蛋白水平的右美托咪定阻断

ＮＬＲＰ３ 的上调［６⁃７］。 本研究探讨右美托咪定通过

ｃ⁃Ｆｏｓ ／ ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 级联抑制 ＬＰＳ 诱发的小胶

质细胞炎症反应，为临床诊治提供新的治疗靶点。

材料与方法

实验动物与分组 　 选取新生的 ＳＤ 大鼠，取其

小胶质细胞进行原代培养及分离纯化。 所有实验

程序均在动物保护和使用委员会批准的方案下进

行，并根据实验动物护理和使用指南进行实验。 选

取 ＬＰＳ ５ μｇ ／ ｍｌ 诱导小胶质细胞，建立小胶质细胞

炎症模型。 采用 ＭＴＴ 法选取右美托咪定抑制 ＬＰＳ
诱导小胶质细胞炎症反应的最适宜浓度。 实验随

机分为 ３ 组：对照组，正常培养原代小胶质细胞，不
做任何处理；ＬＰＳ 组，ＬＰＳ １００ ｎｇ ／ ｍｌ，在原代细胞培

养 ２４ ｈ 建立诱导模型细胞；右美托咪定治疗组（Ｄ
组），右美托咪定 ５００ ｎｇ ／ ｍｌ 对 ＬＰＳ 诱导的小胶质细

胞的抑制效果最显著，选取 ５００ ｎｇ ／ ｍｌ 的右美托咪

定作用于 ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞。
原代小胶质细胞培养 　 为了培养原代小胶质

细胞，将混合的胶质细胞培养物从 Ｐ１ 生长到 Ｐ２
Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ 大鼠皮质（Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉｖｅｒ）。 大鼠被

麻醉并通过快速斩首处死。 提取大脑并将皮质解

剖到冰上的 Ｈａｎｋｓ 平衡盐溶液（ＨＢＳＳ）中并切成小

块。 将细胞用 １％ＤＮａｓｅＩ 和 ２􀆰 ５％胰蛋白酶在 ＨＢＳＳ
中解离，同时在 ３７℃水浴中振荡。 将细胞悬浮液通

过 ７０ μｍ 尼龙细胞过滤器过滤，计数并在补充有

１０％ＦＢＳ 的 Ｍｉｎｉｍａｌ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ Ｍｅｄｉｕｍ Ｅａｇｌｅ（ＭＥＭ）

中以每瓶约 ９×１０６个细胞铺板，３％葡萄糖，１ ｍｍｏｌ ／
Ｌ 丙酮酸钠，１％Ｇｌｕｔａｍａｘ 和 １％Ｐｅｎ ／ Ｓｔｒｅｐ。 在解剖

后约 ５ ｄ 和每 ３ 天后在烧瓶中更换培养基。 通过在

体外 １１～１４ ｄ 振荡从混合的胶质细胞培养物中分

离原代小胶质细胞。 然后将它们以所需密度接种

在星形胶质细胞条件培养基上的盖玻片或培养

皿中。
不同浓度右美托咪定细胞培养 　 人小胶质细

胞克隆 ３ 细胞系（ＨＭＣ３）购自美国模式培养物集存

库。 ＨＭＣ３ 细胞在 Ｅａｇｌｅ􀆳ｓ Ｍｉｎｉｍｕｍ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ Ｍｅｄｉａ
中培养，补充有 １０％胎牛血清和 １００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素 ／
链霉素，并在 ３７ ℃下在潮湿环境（５％ＣＯ２）中孵育。
在用药理学物质处理之前，将细胞以每孔 ２×１０５个

细胞接种在 ２４ 孔板中至少 ２４ ｈ。 通过在培养基中

用脂多糖培养 ２４ ｈ 并用三磷酸腺苷培养 ＨＭＣ３ 细

胞 ３０ ｍｉｎ。 为了确定右美托咪定在 ＨＭＣ３ 细胞中的

抗炎作用，当暴露于 ＬＰＳ ／ ＡＴＰ 时，用不同浓度的右

美托咪定处理这些细胞。
炎性因子 ｍＲＮＡ 表达量测定　 使用 ＣｅｌＬｙｔｉｃ 和

ＮｕＣＬＥＡＲ 提取试剂盒提取 ＨＭＣ３ 细胞中的核蛋白，
并在 ４ ℃下孵育 ｃ⁃Ｆｏｓ 一抗（１ ∶５００ 稀释）６０ ｍｉｎ，轻
轻搅拌。 随后，加入 ２０ μｌ 蛋白 Ａ ／ Ｇ Ｐｌｕｓ⁃琼脂糖

珠，然后在 ４ ℃ 温育过夜。 将混合物在 ４ ℃ 下以

５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ。 弃去上清液，用 ＰＢＳ 洗涤 Ｃｏ⁃ＩＰ
产物 ３ 次。 最后 １ 次洗涤后，将沉淀物重新悬浮在

４０ μｌ 样品缓冲液中并通过 ＰＣＲ 检测以定量基因表

达。 使用 ｉＱ５ Ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ 实时定量 ＰＣＲ 检测系统和

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ进行 ＰＣＲ。 用于 ＰＣＲ 反应

的引物见表 １。
细胞活力测定　 通过 ＭＴＴ 测定法分析细胞活

力。 将 ＨＭＣ３ 细胞接种到 ９６ 孔微板的每个孔中。
处理后，将 ＭＴＴ 溶液加入到细胞中， 终浓度为

１ ｍｇ ／ ｍｌ，并将混合物在 ３７ ℃下孵育约 ４ ｈ。 除去上

清液，然后将沉淀物溶于二甲基亚砜中。 使用 Ｅｌｘ⁃
８００ｕｖ 读数器通过分光光度法在 ５７０ ｎｍ 下测量吸

光度。 通过 ＴＵＮＥＬ 法对培养细胞进行阳性细胞

检测。
ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白含量测定　 收集培养物上

清液并储存在－２０ ℃直至分析。 使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

根据说明书测量细胞培养上清液中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
细胞因子的浓度。 收集样本上清液。 然后将样品
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表 １　 实时定量 ＰＣＲ 引物序列

基因 上游引物 下游引物

１Ｌ⁃１β ５′⁃ＴＣＡＴＣＣＣＡＡＡＣＡＧＡＴＣＴＣＧ⁃３′ ５′⁃ＡＧＴＧＣＡＣＣＴＣＣＡＴＧＴＣＡ⁃３′

ＴＮＦ⁃α ５′⁃ＴＧＣＣＡＣＣＧＡＴＡＡＴＴＴＴＣＣ⁃３′ ５′⁃ＧＣＧＴＧＡＣＡＣＴＡＡＴＧＴＣＴＧ⁃３′

ＮＬＲＰ３ ５′⁃ＧＣＴＧＧＴＣＴＴＧＡＡＴＴＣＣＴＣＡ⁃３′ ５′⁃ＧＧＣＡＣＡＣＧＧＡＴＧＡＧＴＣＴＴＴ⁃３′

ｃ⁃Ｆｏｓ ５′⁃ＧＡＣＴＴＴＴＧＣＡＡＴＧＧＴＧＧＣＡ⁃３′ ５′⁃ＡＴＧＧＡＴＧＣＡＧＴＣＴＧＧＧＡＴＴ⁃３′

ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ５′⁃ＡＣＣＣＴＧＡＴＧＴＴＣＣＣＡＴＣ⁃３′ ５′⁃ＴＧＧＴＡＣＧＴＧＧＧＴＧＣＴＴＡＧＴＴＣ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ ５′⁃ＧＴＡＧＴＧＴＡＡＧＴＴＧＡＣＧＴＡＧＴ⁃３′ ５′⁃ＴＡＡＧＴＣＧＡＴＣＣＣＴＡＧＴＧＡＣＡＡ⁃３′

加于酶标板底部，尽量不触及孔壁，轻轻晃动混匀，
加入样品时间控制在 １５ ｍｉｎ 内。 然后进行室温温

育、洗涤。 加入底物后定时观察反应孔的颜色变

化，避免反应过强从而影响酶标仪光密度读数。 利

用试剂盒检测三组培养细胞中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的含

量，通过标准曲线的回归分析计算浓度。

图 １　 三组小胶质原代培养细胞凋亡电镜图

ｃ⁃Ｆｏｓ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＮＬＲＢ ３ 蛋白相对含量测定

　 用 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解原代小胶质细胞培养物并补

充蛋白酶抑制剂混合物，磷酸酶抑制剂混合物，１０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘油磷酸盐，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＦ，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
二硫苏糖醇（ＤＴＴ）和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 苯基甲基磺酰氟

（ＰＭＳＦ）。 将裂解的细胞在冰上孵育 １０ ｍｉｎ，并在 ４
℃下以１３ ０００ ｇ离心 １０ ｍｉｎ。 将 ３０ μｇ 澄清的裂解

物在 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶上电泳并转移至 ＰＶＤＦ
膜。 用四种 Ｐａｒ１ ／ ＭＡＲＫ 家族成员中的三种探测一

次抗体的印迹： Ｐａｒ１ａ ／ ＭＡＲＫ３， Ｐａｒ１ｂ ／ ＭＡＲＫ２ 和

Ｐａｒ１ｃ ／ ＭＡＲＫ１。 辣根过氧化物酶缀合的山羊抗兔

和山羊抗小鼠抗体以 １ ∶５ ０００ 使用。 使用 Ｓｙｎｇｅｎｅ
Ｇ：Ｂｏｘ ／ ｉＣｈｅｍｉ⁃ＸＲ 和 ＧｅｎｅＳｎａｐ 软件通过增强的化

学发光进行印迹成像。
统计分析　 采用 Ｐｒｉｓｍ ４􀆰 ０ 版进行统计学分析。

正态分布计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，组间

比较采用单因素方差分析，使用 Ｔｕｋｅｙ 多重比较作

为事后检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

细胞活力 　 与对照组（１􀆰 ０１±０􀆰 ０２）比较，ＬＰＳ
组细胞活力（０􀆰 ３２±０􀆰 １５）明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与

ＬＰＳ 组比较，Ｄ 组细胞活力（０􀆰 ９８±０􀆰 １１）明显升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １）。
ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达量 　 与对照组比

较，ＬＰＳ 组中的 １Ｌ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达量明显

升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＬＰＳ 组比较，Ｄ 组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃
α 表达量 ｍＲＮＡ 明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２）。

ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白含量　 与对照组比较，ＬＰＳ
组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 上清液含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与 ＬＰＳ 组比较，Ｄ 组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白含量明显

降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３）。
　 　 ｃ⁃Ｆｏｓ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＮＬＲＰ３ 蛋白相对含量 　 与

对照组比较，ＬＰＳ 组中的 ｃ⁃Ｆｏｓ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＮＬＲＰ３ 蛋

白相对表达明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＬＰＳ 组比较，Ｄ
组ｃ⁃Ｆｏｓ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＮＬＲＰ３ 蛋白相对表达明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ４）。
ｃ⁃Ｆｏｓ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＮＬＲＰ３ 的 ｍＲＮＡ 表达量 　

与 对 照 组 比 较， ＬＰＳ 组 ｃ⁃Ｆｏｓ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和

ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达量明显升高（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＬＰＳ
组比较，Ｄ 组 ｃ⁃Ｆｏｓ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ 表达量

明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５）。
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　 　 注：与对照组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＬＰＳ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 三组小胶质细胞 ＩＬ⁃１β和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对

表达量的比较

　 　 注：与对照组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＬＰＳ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 三组小胶质细胞上清液中 ＩＬ⁃１β和 ＴＮＦ⁃α含量的比较

　 　 注：与对照组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＬＰＳ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 三组相关因子 ｍＲＮＡ 表达量的比较

讨　 　 论

ＮＬＲＰ３ 在小胶质细胞中炎性体介导的神经炎

症的起始中起重要作用［８］。 ＮＬＲ 促进称为炎性体的

大型多蛋白复合物的组装，并引发前 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 裂解

　 　 注：与对照组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＬＰＳ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ５　 三组相关因子蛋白相对含量的比较

成其活性和成熟形式的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１［９］。 ＩＬ⁃１β 可被胱

天蛋白酶－１ 切割成其成熟和活性形式［１０］。 我们发

现右美托咪定有效促进 ＬＰＳ 诱导的神经炎症和疾

病行为的恢复。 右美托咪定处理抑制 ＬＰＳ 诱导的

小胶质细胞激活。 通过右美托咪定处理减少 ＬＰＳ 诱

导的炎性细胞因子 ＴＮＦ⁃α 和 １Ｌ⁃１β 表达。 右美托咪

定还影响 ＬＰＳ 炎症中的凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃１。 右

美托咪定通过减少细胞因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＭＣＰ⁃１ 的产

生来保护脓毒症急性肾损伤［１１］。 在本研究中，右美

托咪定减少细胞因子的产生并改善 ＬＰＳ 处理小胶

质细胞原代培养细胞的炎症反应。 来自小胶质细

胞的炎症介质如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 参与神

经变性和神经细胞死亡。 来自活化的小胶质细胞

的衍生的 ＴＮＦ⁃α 通过 Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白 Ｂａｘ 诱导神经

前体细胞凋亡。 慢性小胶质细胞增生在神经退行

性疾病（如帕金森病）中发现的神经炎炎症过程中

起着重要作用［１２］。 活化的小胶质细胞通过释放促

炎细胞因子，ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 介导神经细胞炎症并

促进神经毒性。 右美托咪定是一种中枢选择性 α２

肾上腺素能受体激动剂，作为抗焦虑药，镇静剂和

镇痛药表现良好［１３］。 右美托咪定通过小胶质细胞

和星形胶质细胞直接或间接作用于神经元，发挥其

神经保护作用［１４］。 它具有抗氧化，抗炎和抗凋亡作

用，并已被证明可以减轻衰老大鼠中异氟醚引起的

认知功能障碍。 ＬＰＳ 是一种从革兰氏阴性细菌中分

离出来的内毒素，可以诱导炎症反应，淀粉样蛋白

形成和神经元损伤，从而加速神经退行性疾病的进

展。 ＬＰＳ 已被广泛用于进行小胶质细胞激活的实验
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模型。 施用于脑中的 ＬＰＳ 诱导小胶质细胞活化，并
导致 Ａβ 在大脑皮层和海马中的积累［１５］。 ＬＰＳ 增加

淀粉样蛋白前体蛋白表达，增强 β⁃分泌酶和 γ⁃分泌

酶活性，促进淀粉样蛋白生成。
ＬＰＳ 和刺激已显示激活 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 级联

反应，从而增加巨噬细胞中 ＩＬ⁃１β 和的产生。 暴露

于 ＬＰＳ 还增加人小胶质细胞 ＮＬＲＰ３ 和胱天蛋白酶⁃
１ 表达。 然而用 ＤＥＸ 治疗消除了 ＮＬＲＰ３ 和胱天蛋

白酶⁃１ 表达的增加。 以前的报道表明，ＤＥＸ 对 ＬＰＳ
诱导的炎症反应的影响与 ＮＦ⁃κＢ 的抑制有关［１］。
已经认识到 ＬＰＳ 与 Ｔｏｌｌ 样受体相互作用并随后激

活 ＮＦ⁃κＢ。 ＮＦ⁃κＢ 调节大多数炎性因子的表达，例
如 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８。 但是，最初产生的 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
被灭活并依赖于 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 级联的进一步加

工来进行成熟。
综上所述，小胶质细胞原代培养系中右美托咪

定可以抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 级联反应，降低 ＬＰＳ
诱导的炎症反应。
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