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肝X受体α在小胶质细胞激活致神经元损伤中的作用研究

崔卫刚a,马玉琪a,路德荣b

(新乡医学院a.基础医学院;b.第三附属医院,河南 新乡453003)

摘 要:[目的]研究肝X受体alpha(LXRα)在小胶质细胞激活致神经元损伤中的作用.[方法]小鼠小胶质细

胞株(BV2细胞)置于6孔培养板培养,分为对照组、Aβ组、干扰组、干扰+Aβ组、假干扰+Aβ组.应用倒置显微镜观

察各组BV2细胞的形态学变化,Westernblot方法检测LXRα蛋白表达变化,ELISA检测各组上清液中COX-2、

iNOS的表达水平.收取BV2细胞上清液作为条件培养基用来培养人神经母细胞瘤细胞(SH-SY5Y细胞),并通过

CCK-8和免疫荧光法检测SH-SY5Y细胞的存活率和凋亡蛋白Bax表达情况.[结果]与对照组相比,Aβ组及干扰组

的BV2细胞表现为胞体变圆变大,细胞突起减少,呈阿米巴样活化状态,LXRα蛋白水平明显下调(P<0.05),细胞

上清液COX-2,iNOS的表达含量明显升高(P<0.05),Aβ处理组和干扰组的细胞上清液明显引起SH-SY5Y细胞存

活率降低、凋亡蛋白Bax表达增加(P<0.05).与假干扰+Aβ组相比,干扰+Aβ组的细胞胞体变大,突起减少,LXRα
蛋白表达减少,COX-2,iNOS的表达增加,干扰+Aβ组的细胞上清液导致SH-SY5Y细胞存活率降低,Bax表达增加

(P<0.05).[结论]LXRα参与调控Aβ诱导的小胶质细胞激活及炎症因子的释放,在AD的炎症机制中发挥重要作用.
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阿尔茨海默病(AD)的病理特征表现为老年斑沉积、神经元纤维缠结和神经炎症反应.有研究显示,老年

斑沉积后可激活小胶质细胞,小胶质细胞活化后释放大量的炎症因子,加重神经元损伤.因此,小胶质细胞介

导的炎症反应在AD的病理过程中发挥着重要作用[1].
肝X受体(liverxreceptors,LXRs)在细胞和机体调节胆固醇稳态和抗炎方面发挥着重要的作用,因首

先在肝cDNA库筛出而被命名.LXRs包括LXRalpha(LXRα)和LXRbeta(LXRβ)两种亚型,二者有77%的

同源性[2].LXRs分布广泛,LXRs在肝脏、脂肪组织、神经组织等表达较高[3].LXRs的不同亚型在体内起的

作用不同,LXRβ缺失小鼠表现出中枢性尿崩症,与肾脏水通道-1相关[4].LXRα缺失加重缺血再灌注引起的

左室扩大,死亡率也明显增加[5].在结直肠癌,LXRα通过EGFR调控癌细胞的增殖[6].在LXRβ(-/-)小鼠,视
网膜内有Aβ沉积但在神经节细胞没有发生自噬和凋亡[7].研究显示,LXRs能调控炎症反应,如LXRα激动

剂T0901317通过诱导巨噬细胞从 M1型向 M2型转化而发挥抗动脉粥样硬化作用[8].但在 AD疾病中,

LXRs的哪种亚型能调控小胶质细胞的活化,尚未见报道.本实验以小胶质细胞系BV2细胞为研究对象,探
究Aβ诱导BV2细胞活化后,LXRs的LXRα亚型是否发生变化,并通过功能缺失的方法探讨LXRα干扰后

对BV2细胞分泌炎性因子COX-2及iNOS表达的影响,并探究Aβ刺激下LXRα对神经元细胞凋亡的影

响,从而评价LXRα对AD脑内炎症反应的调控作用及对神经元的保护作用.

1 材料与方法

1.1 实验材料

BV2细胞和SH-SY5Y细胞购自上海细胞库.DMEM培养基和胎牛血清(美国Gibco公司),RIPA裂解

  收稿日期:2020-02-18;修回日期:2020-05-02.

  基金项目:国家自然科学基金(U1804185);河南省科技厅项目(192102310346).

  作者简介(通信作者):崔卫刚(1978-),男,河南新乡人,新乡医学院副教授,博士,研究方向为神经退行性疾病,E-mail:

weigangcui1978@126.com.



液(中国碧云天公司),COX-2和iNOS的ELISA检测试剂盒(中国武汉晶美生物),兔抗Bax一抗(中国碧

云天公司).
1.2 细胞培养和分组

BV2细胞按2×105 接种于6孔板,用DMEM+10%FBS培养基,置37℃、5%CO2 培养箱内培养,2d
传代1次.siRNA-LXRα购于SantaCruz公司,转染实验步骤参照说明书进行.当BV2细胞贴壁达80%时,
取1μLsiRNA双链溶于100μLsiRNA转染培养基成溶液A,取6μLsiRNA转染试剂用100μLsiRNA
转染培养基稀释成溶液B,溶液B和溶液A混匀,室温孵育30min.AB混合液中加入0.8ml转染培养基,混
匀后加到BV2细胞中孵育,4h后换成DMEM+10%FBS培养基继续孵育24h进行后续实验.实验分组如

下:对照组、AB组(加入25μmol/lAβ25-35孵育4h)、干扰组(siRNALXRα)、干扰+Aβ组(siRNALXRα
+Aβ25-35孵育4h)、假干扰+Aβ组(controlsiRNA+Aβ组,假干扰后用Aβ25-35进行处理4h)共5组.
1.3 酶联免疫吸附法(ELISA)

各组BV2小胶质细胞经处理后,取细胞上清液,ELISA试剂盒检测COX-2和iNOS的蛋白水平,按照

说明书步骤进行.
1.4 蛋白印迹法检测LXRα的表达

收集不同组的细胞,用RIPA裂解液在冰上裂解30min,裂解好的细胞悬液置于4℃离心机中12000
r/min离心15min,取上清即为细胞总蛋白.用BCA法测定蛋白浓度.取20μg细胞蛋白和上样缓冲液混均

匀并煮沸5min,进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳.电泳后转膜至PVDF膜,然后用5%脱脂牛奶封

闭2h.之后加入LXRα(1∶1000)和GAPDH(1∶2000)一抗4℃孵育过夜,然后加入相应二抗室温孵育

1h.用ECL发光试剂观察表达情况并用IMAGEJ软件进行量化.
1.5 CCK-8方法测定各组SH-SY5Y细胞的存活率

在96孔板内以每孔104 个细胞的密度接种,置于37℃、5%CO2 培养箱内培养24h后,根据分组情况

分别进行处理.收集各组BV2细胞上清液,用BV2细胞上清液培养SH-SY5Y细胞24h后,然后每孔取

100μL培养基与10μLCCK-8试剂避光孵育,2h后通过酶标仪测定450nm处OD值.
1.6 免疫荧光化学染色

取各组处理后的SH-SY5Y细胞玻片,用0.01mol/LPBS清洗5min×3次并用-20℃甲醇固定

10min.清洗后加入兔抗Bax一抗(1∶200),置4℃冰箱中孵育24h.PBS清洗10min×3次后加入荧光Al-
exaFluor594标记IgG二抗室温孵育2h,PBS清洗后用甘油封片剂封片并在荧光显微镜下观察、拍照.
1.7 统计学方法

采用SPSS19.0软件进行统计分析,数据以均数±标准差(x±s)表示.多组间比较采用单因素方差分析

(ANOVA),P<0.05为差异有统计学意义.

2 结 果

2.1 Aβ处理及RNA干扰后BV2细胞的形态变化

倒置显微镜观察发现,对照组的BV2细胞形态规则,胞体呈细长形或椭圆形,从胞体发出多条细长而有

分支的突起,细胞间相互交织成簇,处于静止状态.Aβ组、干扰组及干扰+Aβ组的BV2细胞,表现为细胞胞

体变圆变大,明显呈阿米巴样改变,细胞突起减少,细胞间连接消失(见图1).
2.2 Westernblot检测各组BV2细胞的LXRα蛋白表达

用 Westernblot方法分别检测各组细胞的LXRα蛋白表达水平变化.结果显示,与对照组相比,Aβ组和

干扰组的LXRα表达水平明显下降,差异有统计学意义.与假干扰+Aβ组相比,干扰+Aβ组的LXRα表达

水平显著降低,差异有统计学意义(P<0.05)(见图2).
2.3 LXRα对BV2细胞相关炎症因子的影响

提取各组细胞培养液,用ELISA方法检测炎症因子COX-2和iNOS的表达变化.结果显示,与对照组相
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比,Aβ组和干扰组的炎症因子COX-2和iNOS的表达明显升高,差异有统计学意义.与假干扰+Aβ组相比,
干扰+Aβ组的COX-2和iNOS的表达明显升高,差异有统计学意义(见表1).

2.4 各组BV2细胞上清液对SH-SY5Y神经元的影响

收集BV2细胞上清液与SH-SY5Y细胞共培养,用CCK-8检测细胞存活率.并用 Westernblot检测细

胞凋亡蛋白Bax表达.结果显示,与对照组相比,Aβ组和干扰组的条件培养基使SH-SY5Y细胞的存活率显

著下降,凋亡蛋白Bax表达增加,差异有统计学意义.与假干扰+Aβ组相比,干扰+Aβ组所获得的条件培养

基使SH-SY5Y细胞的存活率显著下降,凋亡蛋白Bax表达显著增加,差异有统计学意义,说明干扰+Aβ组

具有更强的神经毒性(见图3,表2).
     表1 各组BV2细胞上清液

COX-2和iNOS比较

Tab.1 ComparisonofCOX-2andiNOSamong
variousgroups (x±s,n=5)

组别 COX-2OD值 iNOSOD值

对照组 1.00±0.08 1.00±0.13

Aβ组 1.28±0.13* 1.27±0.08*

干扰组 1.25±0.13* 1.29±0.11*

干扰+Aβ组 1.70±0.16# 1.65±0.14#

假干扰+Aβ组 1.31±0.11 1.23±0.06

  注:*与对照组比较,*P<0.05;#与假干扰+Aβ组比较,

#P<0.05.

表2 各组BV2细胞条件培养基对SH-SY5Y细胞存活率的比较

Tab.2 Comparisonofpercentageofcellsurvivalratein
SH-SY5Ycellsafterconditionedmediumtreatment

(x±s,n=5)

组别 细胞存活率/%

对照组 100.00±11.04

Aβ组 76.00±6.32*

干扰组 70.20±10.47*

干扰+Aβ组 52.80±7.95#

假干扰+Aβ组 74.80±9.96

  注:*与对照组比较,*P<0.05;#与假干扰+Aβ组

比较,#P<0.05.
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3 讨 论

AD是一种常见的中枢神经系统退行性疾病,目前关于AD发病机制的研究有很多,老年斑沉积、神经

炎症反应和神经元丢失等均参与AD的发生发展.小胶质细胞是介导神经炎症反应的主要细胞,分泌炎症因

子从而导致神经元损伤[9];前期研究显示,小胶质细胞在老年斑周围聚集并活化[10].活化的小胶质细胞释放

大量的炎症因子,如COX-2,iNOS和TNF-α等加重神经炎症反应[11].通过调节小胶质细胞炎症因子的释放

可对神经元起到保护作用[12].我们前期也发现,用LXRs的激动剂T0901317作用于APP/PS1转基因AD
小鼠,AD小鼠脑内的炎症因子显著减少[10].为了探讨LXRα是否参与AD炎症反应过程的调控,本研究采

用Aβ25-35诱导BV2小胶质细胞作为炎症模型.结果发现,Aβ25-35处理能够引起BV2小小胶质细胞胞体

变圆变大,明显呈阿米巴样改变.Aβ25-35在诱导BV2小胶质细胞产生炎症因子的同时,能够抑制LXRα的

表达,因此我们推测LXRα可能参与了AD脑内炎症反应的调控.MaA等发现吐曼酸可以通过活化LXRα
从而抑制BV2小胶质细胞的活化[13],该结果也间接证明了我们的研究,即LXRα可能参与了AD脑内的炎

症反应.为了更进一步明确Aβ诱导的小胶质细胞产生的炎症因子与LXRα之间的关系,本实验采用siRNA
干扰技术沉默BV2小胶质细胞中LXRα的表达,LXRα沉默后再用Aβ处理,结果发现与单纯Aβ处理组相

比,LXRα沉默+Aβ组的BV2小胶质细胞产生的炎症因子COX-2和iNOS明显增加.因此,我们认为Aβ刺

激小胶质细胞后,小胶质细胞内的LXRα受到抑制,从而介导炎症因子释放增多.
本实验还发现,已敲低了LXRα的BV2细胞的上清液具有更大的神经元毒性,表现在该组细胞上清液

能显著减少SH-SY5Y细胞的存活率,并增加凋亡蛋白Bax的表达,说明干扰LXRα表达的BV2细胞的上

清液对SH-SY5Y细胞具有更强的神经毒性.当小胶质细胞中的LXRα表达受抑制后,炎症因子释放增加,
加剧Aβ所致的神经元毒性,说明LXRα具有潜在的神经保护作用,提示在炎症环境下,小胶质细胞中LXRα
具有保护神经元的功能.但是,我们的条件细胞上清液含有很多未检测的分子物质和更多的与凋亡相关的分

子,所以LXRα是否会调节更多的分子继而保护神经元有待进一步研究.
综上所述,本文首次在BV2细胞水平上证明了LXRα参与Aβ诱导的炎症反应过程,表明LXRα具有抑

制BV2细胞炎症分子表达的功能,我们的实验结果为LXRα参与调控AD炎症反应提供了证据.
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RoleofliverXreceptorαinneuronaldamageinducedbymicrogliaactivation

CuiWeiganga,MaYuqia,LuDerongb

(a.SchoolofBasicMedicine;b.TheThirdAffiliatedHospital,XinxiangMedicalUniversity,Xinxiang453003,China)

Abstract:[Objective]TostudytheroleofLXRαinneuronaldamageinducedbymicrogliaactivation.[Methods]BV2
mousemicroglialcelllinewasculturedinsixholecultureplate.LXRαwasknockeddownbytransfectionofLXRα-siRNAand
stimulatedbyAβ25-35for4hours.BV2cellsweredividedintothefollowinggroups,controlgroup:Aβgroup,siRNAgroup,

siRNA+AβgroupandshamsiRNA+Aβgroup.ThemorphologicalchangesofBV2cellsineachgroupwereobservedbyinvert-
edmicroscope,theexpressionofLXRαproteininBV2cellsineachgroupwasdetectedbyWesternblot,andtheexpressionof
COX-2andiNOSinsupernatantofeachgroupwasdetectedbyELISA.ThesupernatantofBV2cellswasusedasconditioned
mediumtocultureSH-SY5Ycells,andthesurvivalrateandexpressionofBaxweredetectedbyCCK-8andimmunofluores-
cence.[Results]Comparedwiththecontrolgroup,BV2cellsintheAβgroupandthesiRNAgroupshowedroundandlargecell
bodies,reducedcellprocessesandamebicactivation,LXRαproteinleveldecreasedsignificantly(P<0.05),theexpressionof
COX-2andiNOSinsupernatantincreasedsignificantly(P<0.05),andthesupernatantofAβtreatedgroupandsiRNAgroup
significantlyreducedthesurvivalrateofSH-SY5YcellsandincreasedtheexpressionofapoptosisproteinBax.Comparedwith
shamsiRNA+Aβgroup,thecellbodyofsiRNA+Aβgroupbecamelarger,protuberancedecreased,LXRαproteinexpression
decreased,COX-2,iNOSexpressionincreased,andthesupernatantofsiRNA+AβgroupresultedinthedecreaseofSH-SY5Y
cellsurvivalrateandtheincreaseofBaxexpression.[Conclusion]LXRαisinvolvedintheregulationofAβ25-35-inducedrelease
ofmicroglialinflammatoryfactorsandplaysanimportantroleintheinflammatorymechanismofAD.
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