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清开灵对小胶质细胞 BV2缺氧再复氧损伤 gp91phox表达的影响 *
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摘要 目的：建立小胶质细胞缺氧再复氧损伤模型，观察产生 ROS的 NADPH氧化酶的重要功能亚基 gp91phox的表达变化及清开灵

的干预作用，丰富清开灵基于解毒通络法以祛除内毒恢复脉络的作用内涵。方法：体外培养小鼠胶质细胞 BV2，细胞分为正常组、

模型组和清开灵高、中、低剂量组，在 1% O2三气培养箱中缺氧 12小时再复氧 12小时模拟缺血再灌注损伤，正常对照组在培养

箱中培养 24小时，实时荧光定量 PCR法检测 gp91phoxmRNA的转录水平，Western blot法检测 gp91phox蛋白表达。结果：缺氧再复氧损

伤后，模型组 gp91phox基因转录水平和蛋白表达提高（P<0.05）；与模型组比较，清开灵低、中、高剂量组都有明显改善作用，其中低剂

量（0.0625%）对基因转录降低更明显，高剂量组（0.25%）对 gp91phox蛋白表达的抑制更显著，具有统计学意义(P<0.05)。结论：清开灵
可通过降低缺氧再复氧后小胶质细胞 gp91phox的表达，减少活性氧的产生而抑制脑缺血损伤氧化应激反应。
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Effects of QingKaiLing on Expression of gp91phox in the
Hypoxia-reoxygenation Model of BV2 Microglial Cells*

To establish the ischemic/reperfusion model of microglia in vitro, and to observe the effects of QingKaiLing

on the expression of NADPH oxidase subunit gp91phox of BV2 microglial cells. BV2 microglial cells were cultured in vitro and

divided into control group, model group, QingKaiLing low, medium and high concentration groups. The hypoxia duration was 12 hours

with 1 % O2 in a tri-gas incubatorwhile reoxygenation lasted 12 hours, the normal group was cultured in CO2 incubator for 24 hours.

Real-Time PCR was used to evaluate the gene expression of gp91phox, and Western blot assay was used to detect the gp91phox protein
expression. The gp91phox expression increased in BV2 microglial cells exposed to hypoxia and reoxygenation conditions (P<0.05).

Compared with the model group, the gene expression of gp91phox in the low dose of Qingkailing injection decreased significantly and gp91phox

protein declined obviously in the high dose group. QingKaiLing can inhibit the oxidative stress reaction in brain ischemia

disease partly by decreasing the expression of gp91phox in microglial cells to reduce the production of ROS.
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前言

脑缺血再灌注的发病机制十分复杂，其中炎症反应和氧化

应激反应是造成脑缺血损伤级联反应的重要环节。小胶质细胞

作为脑组织内的常驻免疫反应细胞，与中枢神经系统（central
nervous system，CNS）内多种疾病的病理过程有关，在脑缺血损

伤后小胶质细胞，可迅速活化、增殖，此时具有较强的吞噬能

力，并释放神经营养因子和神经毒性因子[1]。活化的小胶质细胞

产生的活性氧(reactive oxygen species，ROS)和前炎症因子可激
活多种转录因子引发一系列反应 [2]。ROS作为细胞内信号转导
的第二信使，介导细胞内多条信号通路，参与调控炎症、凋亡等

许多病理生理活动。还原型尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化酶
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（NADPH oxidase，NOX）是小胶质细胞内产生 ROS的主要酶
体，激活的 NADPH氧化酶使小胶质细胞介导的炎性反应成瀑
布式放大[3]。如何抑制 NADPH氧化酶活性从而改善体内氧化
应激反应是阻抑脑缺血再灌注损伤的重要环节[4]。

清开灵注射液是解毒通络法治疗中风病的传统中药复方，

对脑缺血损伤级联反应具有多环节、多靶点的作用优势，其配

伍作用机制以炎症反应病理过程为核心[5]。因此本实验在前期

研究基础上，进一步探讨产生 ROS的 NOX的重要功能亚基
gp91phox在小胶质细胞缺氧再复氧损伤后的表达变化及清开灵

的干预作用，丰富清开灵基于解毒通络法以祛除内毒恢复脉络

的作用内涵，为在“毒损脑络”学说的理论指导下治疗中风病提

供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞
小鼠小胶质细胞 BV2购自于中国医学科学院基础医学研

究所基础医学细胞中心。

1.2 主要药物与试剂
清开灵注射液（亚宝北中大（北京）制药有限公司，国药准

字 Z11020269，10 mL/支）；DMEM高糖培养基（Gibco公司）；
优质胎牛血清（PAA公司）；TRIZOL Reagent（美国 Invitrogen
公司）；Rverse Transcription System (A3500 试剂盒 )（美国
Promega公司）；Power SYBR Green PCR Master Mix试剂盒（美
国 ABI公司）；引物（北京诺赛基因组研究中心有限公司）。RI-
PA裂解液，SuperECL Plus超敏发光液，预染色蛋白质分子量
标准 Marker （10-170 KD），蛋白磷酸酶抑制剂混合物
（All-in-One，100×），ImBlotter-NC硝酸纤维素膜（20× 20 cm）
（北京普利莱基因技术有限公司）；gp91phox抗体（Santa公司，货
号 sc-130543）；Mouse Anti-茁-Actin（武汉博士德生物工程有限
公司，货号 BM0627）；过氧化物酶标记羊抗兔 IgG（武汉博士德
生物工程有限公司，货号 BA1054）。
1.3 主要仪器

倒置相差显微镜及成像系统(德国 Leica公司,4000B)，CO2
细胞培养箱(SANYO公司)，超净工作台(新加坡 ESCO 公司)，
实时荧光定量 PCR仪（Stratagene公司，型号 ZA29-Mx3000P）；
三气培养箱（RS biotech 公司，型号 MiniGalaxy A）；垂直电泳
槽、电泳仪和转膜仪（北京六一仪器厂）。

1.4 细胞培养
将 BV2细胞常规培养在已配好的 DMEM完全培养基（10

%血清灭活）中，在 37 ℃、5 %CO2饱和湿度的培养箱中培养。

当细胞汇合达到 90 %以上时加入消化液（0.05 %胰酶 +0.02 %
EDTA）消化传代。
1.5 细胞体外缺氧 /复氧模型与分组

将单细胞悬液以 5× 104 /mL浓度接种在培养板中，培养
48 h，待细胞生长至 80 %汇合状态后分组，更换相应的培养液。
共分为 5组，正常对照组(DMEM培养基)、模型组(DMEM培养
基)和清开灵低、中、高剂量组(DMEM培养基稀释清开灵注射
液为 0.0625 %，0.125 %，0.25 %)。正常对照组在 37 ℃、5 %CO2

培养箱中培养 24 h，模型组和清开灵组分别置于 1.0 % O2、37
℃缺氧培养箱中缺氧 12 h，复氧时再置于 37 ℃、5 % CO2培养

箱中培养 12 h。
1.6 实时荧光定量 PCR法检测 BV2细胞 gp91phoxmRNA的转录

水平

再复氧结束后，六孔板中每孔加入 Trizol 1ml 提取总
RNA，在紫外分光光度计中测 OD260、OD280值，计算 RNA浓
度和含量，OD260/280在 1.8~2.0。采用逆转录系统试剂盒将总
RNA逆转录为 cDNA; 特异性引物分别扩增茁- actin，gp91phox引

物序列：187 bp，sense:5’-CCCCAAGGTATCCAAGTT-3’anti-
sense:5’-AAAGGGTCCATCAACTGC-3’茁-actin引物序列：185
bp，sense:5’-AGGCCAACCGTGAAAAGATG-3’antisense:5’-T-
GGCGTGAGGGAGAGCATAG-3’95 ℃ 10 min预变性；然后 95
℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，40次循环。反应结
束后计算机自动计算 CT值，目的基因的相对转录量采用 2-△

△CT法计算。

1.7 Western blot检测 gp91phox蛋白表达

6孔板中每孔加 0.2 mL裂解缓冲液，冰浴下超声破碎，4
℃，12 000 r/min离心 10 min，取上清进行蛋白定量,等体积加入
2× 蛋白上样缓冲液，100 ℃煮沸 20 min。将样本蛋白行
SDS-PAGE(10 %)电泳，电转移于硝酸纤维素(NC)膜上，5 %脱
脂奶粉室温封闭 1 h，f加入一抗 gp91phox单克隆抗体（1：1000，
santa cruz公司）和小鼠抗 -茁actin（1:1000，武汉博士德公司），4
℃孵育过夜，加入辣根过氧化酶标的羊抗小鼠 IgG 抗体(1：
6000，santa cruz公司)。室温孵育 1 h，以 TBS液冲洗 3次，ECL
化学发光法显影。使用 NIH ImageJ计算灰度值，用目的蛋白与
内参蛋白的比值作为目的蛋白表达的相对量。

1.8 统计学分析
全部实验数据采用 SPSS17.0统计分析软件进行统计学分

析，符合正态分布的计量资料采用均数± 标准差（x± s）描述，
多组独立样本比较采用单因素方差分析（One-Way ANOVA），
P<0.05认为有统计学意义。

2 结果

2.1 清开灵对小胶质细胞缺氧再复氧 gp91phoxmRNA的影响
正常组有 gp91phox mRNA的少量转录，模型组的表达比正常

组明显增加（P<0.05），0.0625 %的清开灵注射液显著降低了
gp91phox基因的表达（P<0.05），0.125 %、0.25 %的清开灵注射液
有降低的趋势，但是无统计学差异（P>0.05）。结果见图 1。
2.2 清开灵对小胶质细胞缺氧再复氧 gp91phox蛋白表达的影响

结果如图 2所示，模型组 gp91phox蛋白较正常组表达增加

（P<0.05），与模型组比较，清开灵各组有降低趋势，高剂量的作
用最显著，具有统计学差异（P<0.05）。

图 1 BV2细胞体外缺血再灌注损伤 gp91phox基因转录的影响
Fig. 1 Hypoxia/reoxygenation induced changes in the mRNA expression

levels of gp91phox of BV2 microglia cells
注：##与正常组比较，P<0.01；*与模型组比较，P<0.05。

Note: ##P<0.01, compared to the control group; *P<0.05 compared to the
model group.
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3 讨论

基于小胶质细胞在中枢神经系统疾病的生理及病理过程

中发挥的重要作用，近年来许多临床治疗药物的研究都聚焦于

小胶质细胞，深入研究小胶质细胞在脑缺血损伤过程中的作用

机制，将为脑缺血再灌注损伤的临床治疗提供新的思路。

激活的小胶质细胞可以通过释放促炎细胞因子、炎症相关

酶、趋化因子，产生活性氧（reactive oxygen species，ROS）等物
质损伤神经元[6-8]。在脑缺血损害激活小胶质细胞的过程中，参

与其中并起关键作用的 ROS大多是 NADPH氧化酶源性。用
脂多糖诱导 MG产生胞内氧化应激时，胞内 50 %的 ROS是由
NADPH氧化酶产生[9]。大量产生的 ROS导致细胞膜被氧化，骨
架降解，细胞受到损伤甚至死亡。ROS作为细胞信号转导的第
二信使，也可活化 p38MAPK,蛋白激酶 C等信号通路，产生大
量的前炎症因子[10,11]，反过来这些前炎症因子又可以特异性的

激活 NADPH氧化酶，继续促进 ROS和其他炎症因子的产生，
这样就形成了一个导致神经毒性物质不断增加的恶性循环，最

终神经元坏死[12]。

NADPH 氧化酶是多亚单位复合体酶，是由 gp91phox，

p22phox，p47phox，p67phox，p40phox 和 Rac 六种亚基组成的
复合体，其中 gp91phox是其主要的功能亚基[13]。研究显示 gp91phox

基因敲除小鼠抑制了脑缺血后血脑屏障损伤和紧密连接蛋白

表达的减少[14]，阻断 gp91phox基因转录和 NADPH氧化酶抑制剂
都能减少 ROS的产生[15,16]。我们之前的研究中也发现，小胶质

细胞缺氧损伤后 ROS 活性明显提高，细胞上清中 TNF-琢，
IL-1茁分泌增加，细胞 COX-2，iNOS的蛋白表达明显增高，清
开灵注射液能够明显抑制小胶质细胞活化后这些细胞因子和

蛋白的表达[17,18]。故本实验在前期实验基础上，进一步研究产生

ROS的重要功能单位 gp91phox的变化。实验结果表明，清开灵各

浓度都有改善趋势，其中小剂量对 gp91phoxmRNA的转录抑制作
用明显，在蛋白表达方面高剂量的作用更显著。结合以往研究，

我们推测清开灵通过减少 NOX主要功能亚基 gp91phox减少小胶

质细胞活化后 ROS的大量产生，从而抑制炎症和氧化应激反
应。

“毒损脑络”是清开灵治疗缺血性脑中风的理论基础，中风

发病是由于毒邪损伤脑络，络脉破损或络脉拘挛瘀闭，气血渗

灌失常所致 [19]。在治疗中风病的过程中重视病因病理学的发

展，以“毒邪”和“络病”作为深入研究的切入点[20]。内毒损伤脑

络包含了脑组织内细胞损伤，细胞因子及信号通路调控异常，

细胞、基因、蛋白多个环节层次构成的网络状的异常变化[ 21,22]。

小胶质细胞在脑缺血再灌注损伤过程中产生的大量活性氧、炎

性细胞因子等物质都属于中医学所说“毒”邪，清开灵抑制小胶

质细胞活化反应 NADPH 氧化酶源性的 ROS 大量产生的过
程，体现了解毒通络法祛除内毒恢复脉络的作用内涵。
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