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论著·实验研究

促血小板生成素在小胶质细胞炎症
模型中的表达与信号通路研究
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　　［摘　要］　目的　初步探讨促血小板生成素（ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＴＰＯ）在脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导小
胶质细胞炎症模型中的信号转导通路。方法　以０．５和１．０μｇ／ｍＬ浓度的 ＬＰＳ刺激体外培养小鼠小胶质细胞
（ＢＶ２细胞）建立炎症模型，采用实时荧光定量 ＰＣＲ法检测细胞内 ＴＰＯ及 ＥＲＫｍＲＮＡ水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
ＴＰＯ及ＥＲＫ蛋白水平；使用ＥＬＩＳＡ方法测定细胞培养液中 ＩＬ６和 ＴＰＯ的含量。结果　ＬＰＳ干预后能显著增加
ＢＶ２细胞内ＴＰＯ及ＥＲＫｍＲＮＡ和蛋白水平的表达，尤其以浓度为１．０μｇ／ｍＬ的ＬＰＳ干预１２ｈ时，二者的表达水
平达到最高峰；且二者的表达呈显著正相关。结论　 ＥＲＫ１／２信号转导通路参与了 ＢＶ２细胞炎症损伤中的 ＴＰＯ
的活化作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（４）：３４０－３４３］
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ｉｎｊｕｒｙｏｆＢＶ２ｃｅｌｌｓ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（４）：３４０－３４３］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎ；Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＥＲＫｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ；Ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ

　　促血小板生成素（ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＴＰＯ）及其相
应受体ｃｍｐｌ分布广泛，在中枢神经系统、肝脏、心
脏、平滑肌等器官和组织都有存在［１］。ＴＰＯ具有神
经营养因子的活性。最近研究表明 ＴＰＯ在中枢神
经系统中具有神经元保护作用［２３］，但其具体机制不

清。细胞外信号调节激酶 １／２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅｓ１／２，ＥＲＫ１／２）是促分裂原活化蛋
白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）家
族的成员之一，能被多种炎性刺激所激活，并对炎症

的发生、发展起重要调控作用［４］。因此，研究中枢

神经系统内ＥＲＫ１／２信号通路对 ＴＰＯ的调控作用，

有助于进一步明确 ＴＰＯ在中枢神经系统中的作用
机制，探讨ＥＲＫ特异性抑制剂的药理学作用及分子
基础，对中枢神经系统感染性疾病的防治具有积极

的指导意义。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
ＢＶ２细胞（小鼠小胶质细胞）购自中国医学科

学院基础医学研究所细胞中心，ＤＭＥＭ高糖培养
基、胎牛血清、０．２５％胰酶消化液均购自北京尚柏生
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物医学有限公司；ＲＴＰＣＲ相关试剂：ＲＮＡ抽提试剂
盒、ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＭＭＬＶ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ及ＢｉｏＥａｓｙＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＫｉｔ
Ｍａｎｕａｌ试剂盒均购自日本Ｔａｋａｒａ公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
相关试剂：山羊抗 ＴＰＯ、ｐＥＲＫ、βａｃｔｉｎ一抗与兔抗
山羊二抗均购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＳｕｐｅｒＥＣＬ
Ｐｌｕｓ超敏发光液购自江苏碧云天生物科技公司。台
式冷冻离心机（湘仪离心机厂，型号：ＴＧＬ１６）、Ｌｉｎｅ
ｇｅｎｅ荧光定量ＰＣＲ检测系统（杭州博日科技有限公
司）、紫外分光光度计 ＵＶ２０００（尤尼柯仪器有限公
司）、电泳仪及转膜仪（ＪＭＡＸ公司，型号：ＭＶ３、
ＳＴ２）。
１．２　方法
１．２．１　ＢＶ２细胞培养及传代　　将储存在液氮中
的ＢＶ２细胞取出置于３７℃水浴中解冻，离心后收集
细胞，用含 １０％胎牛血清和 １００Ｕ青、链霉素的
ＤＭＥＭ高糖培养基重悬细胞，并稀释到合适的浓度
接种至培养瓶，于３７℃，５％ ＣＯ２孵箱中进行培养。
待细胞生长到８０％～９０％之后，弃除培养液，ＰＢＳ洗
涤２～３次，０．２５％胰酶消化３～５ｍｉｎ，ＤＭＥＭ培养液
重悬细胞，并按１∶３的比例进行传代，接种至Ｔ２５的
培养瓶中，移入３７℃，５％ ＣＯ２孵箱中进行培养。
１．２．２　实验分组　　取对数生长期的 ＢＶ２细胞进
行实验，实验共分以下６组：①空白１２ｈ组；②ＬＰＳ
０．５μｇ／ｍＬ１２ｈ组；③ＬＰＳ１μｇ／ｍＬ１２ｈ组；④空白
２４ｈ组；⑤ＬＰＳ０．５μｇ／ｍＬ２４ｈ组；⑥ＬＰＳ１μｇ／ｍＬ
２４ｈ组；ＬＰＳ溶液预先用 ＰＢＳ稀释到合适的浓度。
ＬＰＳ刺激ＢＶ２细胞建立胶质细胞炎症模型［５］。

１．２．３　各组细胞培养液内ＩＬ６、ＴＰＯ蛋白的表达及
细胞内ＴＰＯ、ＥＲＫｍＲＮＡ表达水平的检测　　双抗
夹ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液内ＩＬ６、ＴＰＯ表达水平：
细胞以１×１０６／ｍＬ的浓度接种至６孔板，每孔加入
２００μＬ生理盐水，反复冻融使细胞裂解，各取
１００μＬ培养液用于 ＩＬ６、ＴＰＯ水平的检测。具体步
骤按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行。待反应结束，在
酶标仪４５０ｎｍ处读取各孔ＯＤ值。以ＯＤ值为纵坐
标，以标准品浓度为横坐标，绘制标准曲线。根据样

品的 ＯＤ值可在标准曲线上查出其浓度。重复
３次。

采用实时荧光定量ＰＣＲ法（ＲＴＰＣＲ）进行检测
ＴＰＯ、ＥＲＫｍＲＮＡ表达。细胞以１×１０６／ｍＬ的浓度
接种至 ６孔板，用 ＰＢＳ清洗 ２～３次。每孔加入
１ｍＬ的 ＲＮＡ抽提液，充分裂解，提取细胞总 ＲＮＡ，
紫外分光光度计测量Ａ２６０／Ａ２８０，鉴定ＲＮＡ纯度及

浓度。根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＴＰＯ、ＥＲＫ及 ＧＡＰＤＨ的基
因序列设计引物用于荧光定量 ＰＣＲ检测（表 １）。
反应条件为：（１）９５℃预变性２ｍｉｎ，进行１个循环。
（２）９５℃变性２０ｓ；５８℃退火２５ｓ；７２℃延伸３０ｓ，共
进行４５个循环。（３）６５～９５℃终延伸２０ｓ（步进
０．５℃／ｓ），进行１个循环。反应结束后，电脑自动分
析荧光信号并将其转换为Ｃｔ值，Ｃｔ值是指每个反应
管内的荧光信号达到设定的域值是所经历的循环

数。采用相对定量方式表示各标本 ＴＰＯ、ＥＲＫ与
ＧＡＰＤＨ的△Ｃｔ，△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因Ｃｔ内参基因。
再在所检测的标本中任意选择一△Ｃｔ值为参照因子，
依据△△Ｃｔ＝△Ｃｔ目的基因△Ｃｔ参照因子，计算
２△△Ｃｔ。Ｚ２△△Ｃｔ表示所检测样品相对于作为
参照因子样品的目的基因的表达倍数。重复３次。

表１　小鼠ＴＰＯ、ＥＲＫ及ＧＡＰＤＨ的基因引物序列

基因 引物序列 扩增长度

ＴＰＯ 上游引物：５′ＴＴＣＣＴＴＧＡＴＧＣＴＴＣＣＡＣＴＧＴＧＴＡＣ３′ １１２ｂｐ
下游引物：５′ＧＧＣＧＣＴＣＣＡＧＴＧＣＴＴＧＴＴＡＡ３′

ＥＲＫ 上游引物：５′ＧＣＴＣＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＡＣＧＡＧＴＴＣ３′ １１０ｂｐ
下游引物：５′ＣＴＧＡＡＡＧＧＣＴＣＡＡＡＧＧＡＧＴＣＡＡＧＡ３′

ＧＡＰＤＨ 上游引物：５′ＣＡＴＧＧＣＣＴＣＣＡＡＧＧＡＧＴＡＡＧＡＡ３′ １５０ｂｐ
下游引物：５′ＣＴＡＧＧＣＣＣＣＴＣＣＴＧＴＴＧＴＴＡＴＧ３′

１．２．４　细胞内ＴＰＯ和ｐＥＲＫ蛋白表达水平的检测
　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法进行检测。ＢＶ２细胞以
５×１０６／ｍＬ的浓度接种至６孔板，预冷的 ＰＢＳ洗涤
２～３次，每孔加入 １５０μＬ的蛋白裂解液裂解
１５ｍｉｎ，提取细胞总蛋白，以 ＢＣＡ法进行蛋白定量。
经５％ 积层胶和１２％ 分离胶进行不连续的聚丙烯
酰胺凝胶电泳分离蛋白质。电泳结束后，采用半干

转法将蛋白质转移到 ＰＶＤＦ膜上，脱脂奶粉室温封
闭１ｈ后，一抗（抗ＴＰＯ、ｐＥＲＫ）均以１∶２００的浓度
稀释，４℃孵育过夜，二抗以１∶３０００的浓度室温孵育
２～３ｈ，ＥＣＬ化学发光法显色成像，ＫＯＤＡＫＩｍａｇｅ
Ｓｔａｔｉｏｎ２０００ＭＭ成像系统采集图像，获得图像用图
像处理软件ＬａｂＷｏｒｋｓ测定并分析条带灰度值以检
测ＴＰＯ、ｐＥＲＫ的表达水平。实验设立βａｃｔｉｎ为内
参，重复３次。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学处理。数据以
均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，对于符合正态分布的两
变量采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析法，若不符合正态分布
则改用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。多组间比较采用 Ｏｎｅ
ＷａｙＡＮＯＶＡ分析法，组间两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
法。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果

本研究分别采用 ＬＰＳ０．５和 １μｇ／ｍＬ刺激
１２ｈ、２４ｈ，ＥＬＩＳＡ检测发现 ＢＶ２细胞培养液内 ＩＬ６
明显升高（Ｆ＝１３４．５１８，Ｐ＜０．０１），证明小胶质细胞
炎症模型的成功建立，见图１。
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　　图１　ＢＶ２细胞培养液内 ＩＬ６的表达情况　ａ：与空白
１２ｈ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与空白２４ｈ组比较，Ｐ＜０．０５

２．１　ＥＬＩＳＡ检测ＢＶ２细胞培养液内ＴＰＯ的表达
采用浓度为０．５和１．０μｇ／ｍＬ的ＬＰＳ处理细胞

１２～２４ｈ，能明显增加细胞培养液内 ＴＰＯ的表达水平，
ＴＰＯ的表达水平在１２ｈ时最高，随后逐渐下降，但
０．５μｇ／ｍＬ组２４ｈ时表达水平仍高于空白对照组
（Ｆ＝２２６８．１６５，Ｐ＜０．０１）。见图２。
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　　图２　ＢＶ２细胞培养液内ＴＰＯ的表达情况　ａ：与空白１２ｈ
组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与空白２４ｈ组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ＲＴＰＣＲ检测 ＢＶ２细胞内 ＴＰＯ和 ＥＲＫ
ｍＲＮＡ表达

经ＬＰＳ干预１２ｈ后，ＢＶ２细胞内 ＴＰＯ及 ＥＲＫ

ｍＲＮＡ的表达显著增加。但随着ＬＰＳ干预时间的延
长，ＴＰＯ及 ＥＲＫｍＲＮＡ的表达有所下降，ＬＰＳ干预
２４ｈ时表达较１２ｈ的水平有所下降，但仍高于空白
对照组（Ｆ值分别为２１３１．６８３和６６０．９７４，Ｐ＜０．０１）。
其中，浓度为１．０μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ干预细胞１２ｈ时，
ＴＰＯ及ＥＲＫｍＲＮＡ的表达水平最高（图３）。且ＴＰＯ
与ＥＲＫｍＲＮＡ水平呈正相关（ｒ＝０．９１５，Ｐ＜０．０１）。
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　　图３　ＢＶ２细胞内ＴＰＯ和ＥＲＫｍＲＮＡ表达　ａ：与空白
１２ｈ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与空白２４ｈ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＰＯ及ｐＥＲＫ蛋白
本研究发现，浓度为 １．０μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ干预

１２ｈ后，ＴＰＯ及ｐＥＲＫ的蛋白表达均明显高于空白
对照组。其余各组与空白对照组相比，蛋白水平虽

有增加的趋势，但差异无统计学意义（图 ４、５）。
Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，ＴＰＯ与 ｐＥＲＫ蛋白表达水
平亦呈显著正相关（ｒ＝０．７９５，Ｐ＜０．０１）。
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　　 图４　检测 ＢＶ２细胞内 ＴＰＯ和 ｐＥＲＫ蛋白表达　
ａ：与空白１２ｈ组比较，Ｐ＜０．０５
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＰＯ及ｐＥＲＫ蛋白表达

３　讨论

完整的 ＴＰＯ分子是一个具有３５３个氨基酸的
多肽，其Ｃ末端的３９个氨基酸片段与神经营养因子
具有同源性［６］。近期研究发现，ＴＰＯ对胚胎神经细
胞的前凋亡、神经干细胞定向分化和成熟神经细胞

具有明显的保护作用［２，７］。对于受损神经细胞，ＴＰＯ
与神经细胞表面 ｃｍｐｌ结合后，可能起到类似神经
营养因子的作用［８９］。本研究发现，ＬＰＳ干预后ＢＶ２
细胞内ＴＰＯｍＲＮＡ及蛋白的表达均显著增加，尤其
以浓度为１．０μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ干预细胞１２ｈ时的表
达水平达到最高峰；随着干预时间延长至２４ｈ，ＴＰＯ
ｍＲＮＡ及蛋白的表达逐渐下降。说明ＬＰＳ能显著增
加胶质细胞内ＴＰＯ的表达，而ＴＰＯ的代偿增加对于
维持细胞的正常结构及功能均有一定的作用。

ＥＲＫ１／２是 ＭＡＰＫ信号转导通路家族中的一
员，ＭＡＰＫ信号通路广泛参与了多层次的细胞调节，
直接控制着细胞的分化、增殖及凋亡等。同时在炎

症的发生和发展中也起着重要的作用。ＭＡＰＫ信号
转导通路将信号由细胞外传导入细胞内，调节基因

表达，导致大量炎症因子产生释放；这些释放的炎症

产物能继续作用于周围的神经细胞，进而产生和放

大炎症反应，形成毒性正反馈循环。研究发现

ＥＲＫ１／２信号通路介导了应激刺激、细菌产物、炎症
递质等引起的细胞反应，表明 ＥＲＫ１／２的激活与炎
症反应也有着密切关系［１０］。同时，大量的研究表

明，ＥＲＫ通路能促进神经胶质细胞产生神经营养因
子以保护神经元，并促进神经干细胞的增殖［１０］。本

研究结果也证实，ＬＰＳ干预ＢＶ２细胞后能明显激活

ＥＲＫ１／２信号通路，表现在 ＥＲＫｍＲＮＡ及蛋白表达
均显著增加。说明ＥＲＫ１／２信号通路确实参与了中
枢神经系统感染过程的信号转导。通过进一步的相

关分析发现，无论是在 ｍＲＮＡ水平还是在蛋白水
平，ＴＰＯ与ＥＲＫ的表达水平呈现明显的正相关，推
测ＥＲＫ信号通路的激活可能参与了 ＬＰＳ干预后
ＢＶ２细胞内ＴＰＯ的活化，这也可能是ＴＰＯ在中枢神
经系统内发挥作用的其中一条途径。至于其具体作

用机制的明确尚待进一步的研究探讨。
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