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竹节参总提物对 LPS 诱导 BV2 小胶质细胞 

炎症反应的保护作用 
 

郑杰，赵晴晴，望金欣，王瑞，张续蓝，王婷，周志勇 

（三峡大学医学院，湖北宜昌 443002） 
摘要：本文研究了竹节参总提物对脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）刺激所致的 BV2 小胶质细胞炎症反应的保护作用及其机制。

MTT 筛选不同浓度竹节参总提取对小胶质细胞增殖影响；一氧化氮试剂盒检测 NO 表达水平；PCR 检测 IL-1β、TNF-α 和 iNOS 的

mRNA 表达；免疫荧光检测 NF-κB 表达及定位。竹节参总提物在 3.125~50 mg/L 对正常状态及 LPS 1 μg/mL 诱导的炎症状态下小胶

质细胞生长均无明显影响；与正常组比较，模型组 NO 释放量是其 11.82 倍，TNF-α、IL-1β和 iNOS 的 mRNA 表达量分别是正常组

的 1.35、1.78 和 2.50 倍，并且 NF-κB 核移位明显；与模型组比较，竹节参总提物在 3.125~50 mg/L 均能不同程度抑制 NO 释放量，

并减少 IL-1β、TNF-α和 iNOS 的 mRNA 表达水平；25、50 mg/L 竹节参总提物有效抑制了小胶质细胞中 NF-κB 的核移位。竹节参总

提物可减轻 LPS 诱导的 BV2 小胶质细胞炎症反应，其主要机制为抑制 NF-κB 的核移位，进而降低了炎症因子的分泌。 
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The Effects of Total Extract of Panacis japonici Rhizoma on LPS Induced 

BV2 Microglia Inflammation 
ZHENG Jie, ZHAO Qing-qing, WANG Jin-xin, WANG Rui, ZHANG Xu-lan, WANG Ting, ZHOU Zhi-yong 

(Medical College of China Three Gorges University, Yichang 443002, China) 
Abstract: To investigate the protective effects of total extract of Panacis japonici Rhizoma on lipopolysaccharide-induced inflammation 

in BV2 cells and its underlying mechanisms. The viability of BV2 cells was detected by MTT. Nitric oxide (NO) levels were measured by 

Griess. The mRNA expression of TNF-α, IL-1β and iNOS were evaluated by PCR. Immunofluorescence was performed to detect the expression 

and location of NF-κB. MTT results showed that different concentrations of total extract of Panacis japonici Rhizoma (3.125~50 mg/L) have no 

effect on the growth of microglia, regardless of normal state or LPS(1 μg/L)-induced inflammatory condition. Compared with the normal group, 

the release of NO in the model group was 11.82 times, and the mRNA expressions of TNF-α, IL-1β and iNOS in the model group were 1.35 

times, 1.78 times and 2.50 times, respectively. There was an obvious nuclear shift of NF-κB after LPS induction. After administration of total 

extract of Panacis japonici Rhizoma (3.125~50 mg/L), over-expression of IL-1β, TNF-α, iNOS and NO induced by LPS were effectively 

reversed. Moreover, total extract of Panacis japonici Rhizoma (25, 50 mg/L) can effectively inhibit nuclear translocation of NF-κB. Total extract 

of Panacis japonici Rhizoma can effectively improve LPS-induced inflammatory response in BV2 microglia. The underlying mechanism is 

mainly to inhibit nuclear translocation of NF-κB and thereby reducing the secretion of inflammatory factors. 
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神经炎症被认为是引起神经退行性疾病的关键因

素之一[1]。大量研究证实，小胶质细胞作为中枢神经

系统中主要的免疫监视巨噬细胞，在响应外部刺激以 
收稿日期：2019-07-16 

基金项目：国家自然科学基金项目（81673778） 

作者简介：郑杰（1994-），男，在读硕士研究生，研究方向：中药基础药

理研究 

通讯作者：周志勇（1982-），男，博士，副教授，研究方向：与衰老相关

中枢神经退行性病变的机制研究 

及维持细胞稳态，免疫和修复方面发挥着重要作用[2]。

如在阿尔茨海默病（AD）患者大脑中，小胶质细胞表

现出促炎性形态学变化（细胞体膨大、突起缩短），并

释放大量的促炎物质（CD36、IL-1、IL-6 和 TNF）[3]。

另外，在帕金森病动物模型的黒质致密带和纹状体中

发现大量促炎因子和激活状态的小胶质细胞[4]。 
LPS 为革兰氏阴性菌细胞壁的多糖成分，可与

Toll 样受体 4 结合，激活 NF-κB 信号途径。相关研究

报道，1 μg/ml LPS 刺激 BV2 小胶质细胞 24 h 后，会
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使 BV2 产生大量的 NO、TNF-α和 IL-6[5]。另外，雄

性小鼠持续1周腹腔注射0.25 mg/kg的LPS后，Amjad 
K 等发现小鼠皮层和海马中突触数量减少，学习记忆

能力明显降低，小胶质细胞大量激活，细胞促炎因子

TNF-α、COX-2 和 NOS-2 表达量明显上升[6]。以上研

究表明，LPS 能够激活胶质细胞，引起神经炎症，导

致神经退行性病变。 
现代生物医学研究发现植物中含有的部分化学成

分具有潜在的神经保护作用。竹节参（Panacis japonici 
Rhizoma）为我国传统中药，在我国西南地区土家族

苗族聚集地被誉为“草药之王”。研究发现竹节参提取

物（醇提物与水蒸气蒸馏液的混合物）、细胞培养竹节

参粉末混悬液、竹节参总皂苷混悬液灌胃给药均可显

著改善二甲苯所致小鼠耳廓肿胀，作用呈剂量依赖性
[7,8]。竹节参水、醇提物可通过下调 IL-1β和 IL-6 等炎

症介质的表达，继而改善慢性酒精性肝损伤[9]。近期，

我们发现竹节参总皂苷通过抑制丝裂原活化蛋白激酶

和 NF-κB 信号通路，减轻衰老大鼠皮层和海马中小胶

质细胞激活引起的神经炎症[10]。但竹节参总提物是否

能够抑制 LPS 诱导的小胶质细胞炎症反应尚不明确。

本研究旨在探讨竹节参总提物能否改善 LPS 诱导

BV2 小胶质细胞的炎症反应，以期为竹节参的临床应

用提供一定的实验依据及理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞株 
小鼠 BV2 小胶质细胞，购自北京协和细胞资源中

心。 
1.1.2  药物与试剂 

竹节参药材采购自湖北恩施州椿木营，经三峡大

学生药学专家何毓敏博士鉴定为竹节参五加科人参属

植物竹节参。DMEM 高糖培养基（Gibco，1815951）；
胎牛血清（Sciencell，23248）；0.25%胰蛋白酶（杭州

吉诺生物医药技术有限公司，GNM27250）；脂多糖

（Sigma，#044M4004V）；MTT（武汉博士德生物公

司，AR1156）；NO 试剂盒（碧云天生物公司，S0021）；
Trizol 试剂（美国 invitrogen 公司）；PrimeScript RT 
reagent Kit逆转录试剂盒（Takara，AHG1551A）；IL-1β、
TNF-α、iNOS、β-actin 引物（上海生工生物工程有限

公司）；NF-κB antibody（CST，#6956）；Alexa Fluor594 
Donkey Anti-Mouse lgG(H+L) （ Jackson Immuno 
Research，127802）。 
1.1.3  主要仪器 

SW-4T-2F 洁净工作台，上海博讯实业公司医疗设

备厂；NU-4750E 型二氧化碳培养箱，美国 NuAire；
CKX41 型光学倒置显微镜，日本 Olympus；TYPE 
1500-458 全波长酶标仪，美国 Thermo Electron；
TDZ5-WS 多管架自动平衡离心机，湖南湘仪离心机

仪器有限公司；Centrifuge 5424 R 型高速冷冻离心机，

德国 Eppendorf；HAV-85 型高压灭菌锅，日本

Hirayama；NANODROP 2000 微量核酸蛋白检测仪，

美国 Thermo Scientific；Applied Biosystems AB 9902 
PCR 扩增仪，美国 Life Technologies；DYY-6C 型电泳

仪，北京市六一仪器厂；GEL 212 PRO 凝胶成像系统，

广州云星科学仪器有限公司；Nikon A1R+共聚焦显微

镜，日本 Nikon；JA 2003 电子分析天平，上海天平仪

器厂。 

1.2  方法 

1.2.1  竹节参总提物的制备 

取竹节参饮片 1 kg 粉碎，加入 20 倍量的双蒸水，

回流提取 3 次，每次 2 h，温度 100 ℃，合并 3 次提取

液，浓缩干燥得竹节参总提物。实验时用 DMSO 溶解

稀释。 
1.2.2  细胞培养 

BV2 小胶质细胞用含有 10%胎牛血清和 1%双抗

（青霉素与链霉素）的 DMEM 高糖培养基培养于

37 ℃、5% CO2培养箱中。 
1.2.3  MTT 法检测 BV2 细胞增殖活性 

将处于对数生长期的 BV2 细胞悬浮液以

5×104/mL 的细胞量接种于 96 孔板，每孔加入 100 μL，
设立正常对照组、模型组（1 μg/mL LPS）、溶剂对照

组（0.1% DMSO）、单独用药组（3.125、6.25、12.5、
25 和 50 mg/L）和药物预保护处理组（药物预处理 12 
h 后，1 μg/mL LPS 刺激 12 h），每组 4 个复孔，培养

24 h 后每孔避光加入 10 μL MTT（5 mg/mL），置于培

养箱中继续孵育 4 h，弃上清，立即加入 150 μL DMSO
溶解结晶，摇床上低速震荡 10 min。在酶标仪 490 nm
光径测量各孔吸光度，以正常对照组吸光度为 100%，

计算出细胞活力，筛选出无细胞毒性的浓度范围。 
细胞存活率/%=Ai/A0×100% 
其中：Ai表示加入药物后 490 nm 处的吸光度值；A0正常

对照组在 490 nm 处的吸光度值。 

1.2.4  测定 BV2 细胞上清 NO 的含量 
BV2 细胞悬浮液以 5×104/mL 的细胞量接种于 96

孔板，待细胞贴壁后，弃上清，加入竹节参总提物预

保护 12 h，LPS刺激 12 h，每组设立 3个复孔。按Griess
法测定上清液中 NO 含量，540 nm 光径测定吸光度。 
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NO 含量=77.33X-5.1255（当 OD 值 X<0.11 时）；

NO 含量=76.413X-8.6376（当 OD 值 X>0.11 时）。 
1.2.5  免疫荧光检测 NF-κB 的表达及定位 

提前将圆形盖玻片泡在 75%乙醇中消毒 30 min，
取出放入超净台中打开紫外灯照射灭菌 30 min。将玻

片放入 24 孔板中，并将细胞按照 5×104个/mL，每孔

500 μL 接种到 24 孔板圆形无菌玻片上，设立正常对

照组、模型组（1 μg/mL LPS）和药物预保护处理组（药

物预处理 12 h 后，1 μg/mL LPS 刺激 12 h）。培养 24 h
后弃掉上清，每孔加入 500 μL PBS 洗涤细胞，吸净

PBS，每孔加入 200 μL 4%多聚甲醛固定细胞 30 min，

再用 PBS 洗涤细胞 3 次，每次 3~5 min，用 0.1% Triton 
X-100 室温打孔 15 min，然后 PBS 洗涤细胞 3 次。最

后用 1% BSA 于室温下封闭 1 h，弃掉封闭液后，每

孔加入 200 μL NF-κB 抗体（1:200），4 ℃孵育过夜。

次日，25 ℃复温 30 min，PBS 洗涤 3 次，每次 3~5 min，
每孔加入 200 μL 荧光二抗（1:400）在 37 ℃下避光孵

育 1 h，用 PBS 洗涤细胞，加 200 μL DAPI（0.5 μg/mL）
避光孵育 5 min，PBS 洗涤细胞 3 次，抗荧光淬灭剂

封片，激光共聚焦荧光显微镜下观察取图。 
1.2.6  RT-PCR 检测 IL-1β、TNF-α、 iNOS 
mRNA 的表达 

表1 引物序列 

Table 1 Primer information 
基因 上游 下游 

β-actin 5-GAGACCTTCAACACCCCAGCC-3' 5'-GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC-3' 

iNOS 5'-GCCCTGCTTTGTGCGAAG-3' 5'-GCCCTTTGTGCTGGGAGTC-3' 

IL-1β 5'-TGTCCTGTGTAATGAAAGACGGC-3' 5'-GCTTGTGCTGCTTGTGAGG-3' 

TNF-α 5'-AGAGAGGTGGTCCCAACCCA-3' 5'-ACTCCTTCCAGCGTGTCGG-3' 

取处于对数生长期的 BV2 细胞悬液（105/mL）接

种于 6 孔板，待细胞贴壁，药物预保护 12 h 后，LPS
刺激 12 h。吸去上清，每孔加入 1 ml PBS 洗涤细胞后，

每组加入 1 mL Trizol 裂解液，提取总 RNA，检测其

完整性，核酸仪测定其浓度，按逆转录试剂盒说明书

进行逆转录得 cDNA，以 β-actin 为内参，通过 RT-PCR
反应扩增目的基因，引物序列见表一。RT-PCR 的反

应体系为 25 μL 体系，分别为灭菌双蒸水 10.5 μL，
2×PCR Master mix 12.5 μL，IL-1β、TNF-α、iNOS 引

物 1 μL（引物为原液稀释 10 倍），cDNA 1 μL。扩增

条件为 94 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，
30 个循环，72 ℃ 5 min，琼脂糖凝胶电泳检测各指标

的 mRNA 表达情况。 
1.2.7  统计分析 

RT-PCR 结果采用 ImageJ 1.42 q 软件分析，Graph 
Pad Prism 5.0 软件对数据统计处理，数据以⎯x±s 表示，

单因素方差分析检验各组间差异的显著性，p<0.05 表

示差异具有统计学意义，⎯x 代表各组整体数值计算倍

率关系。 

2  结果与讨论 

2.1  竹节参总提物对 BV2 小胶质细胞活力的

影响 

不同浓度（3.125~50 mg/L）的竹节参总提物对

BV2 细胞活性无明显影响，细胞活率均在 100%左右。

因此选择≤50 mg/L的5个竹节参总提物梯度浓度进一

步研究其对 LPS 诱导 BV2 细胞炎症反应的预保护作

用。1 μg/mL LPS 处理 12 h 所造成的细胞炎症模型中，

不同浓度竹节参总提物对 BV2 细胞的预保护作用无

明显差异。因此选择≤50 mg/L 的 5 个竹节参总提物梯

度浓度进行后续实验。结果如图 1 所示。 

 
图1 总提物对BV2小胶质细胞活力的影响 

Fig.1 Effect of total extract of Panacis japonici Rhizoma on 

viability of BV2 cells 

2.2  竹节参总提物对 TNF-α、IL-1β 和 iNOS 

mRNA表达及NO释放量的影响 

神经炎症在许多神经疾病的发病机制中起着至关

重要的作用[11]。正常情况下，小胶质细胞参与维持中

枢神经系统的稳态，清除受损的神经元和病原体[12]。

然而异常激活的小胶质细胞分泌大量的神经毒性物质

(如：NO、PGE2)和炎症细胞因子(包括：IL-1β、TNF-α、
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iNOS)会引起神经细胞的损伤，最终导致神经退行性

病变[13]。Xin 等[14]在 AD 动物模型 APP/PS1 小鼠体内

发现 Aβ 沉积周围存在活化的小胶质细胞，海马部位

含有大量的促炎细胞因子 IL-1β 和 IL-18 并且神经细

胞凋亡明显增加，伴随小鼠学习记忆能力明显降低。

如图 2，与正常组比较，模型组 TNF-α、IL-1β和 iNOS
的 mRNA 表达量分别是正常组的 1.35、1.78 和 2.50
倍，竹节参总提物预处理 12 h，LPS 再刺激 12 h 后，

TNF-α、IL-1β和 iNOS 的 mRNA 的表达水平降低，25 
mg/L 作用最明显，分别降低了 55.60%、69.10%和

50.80%。 
NO 是机体产生的一种重要活性物质，参与中枢

神经系统中的信息传递，并能够介导细胞免疫和炎症

毒性[15]。巨噬细胞受到外界刺激处于应激状态时，细

胞内的 iNOS 基因被诱导表达，催化精氨酸产生大量

NO[16]。在高浓度条件下，NO 激活 NF-κB，诱导促炎

细胞因子 TNF-α、IL-1β 等的产生，TNF-α 的产生又

可激活 iNOS，促进机体产生更多的 NO，从而形成正

反馈循环，使炎症细胞因子的分泌及 NO 自身的表达

得以持续，致使炎症反应更持久、剧烈，进而对细胞

产生毒性作用[17]。体外实验研究表明，LPS 能够诱导

RAW 264.7 细胞中 iNOS mRNA的大量表达，并且NO
释放量明显增加[18]。另外，LPS 不仅能够诱导 BV2
细胞中 iNOS mRNA 的大量表达，而且对应的 iNOS
蛋白含量也明显增加，此外细胞上清液中检测到大量

的 NO[19]。本次实验，与正常组比较，模型组 NO 的

含量是其 11.82 倍；与模型组比较，竹节参总提物预

处理 12 h 能明显降低 NO 的释放量，且呈明显的剂量

依赖性，分别降低了 13.2%、24.03%、36.07%、51.50%
和 75.88%。结果见图 3。 

 

 

 

 
图2 总提物对LPS诱导小胶质细胞产生IL-1β、TNF-α和iNOS

的 mRNA表达水平的影响 

Fig.2 Total extract of Panacis japonici Rhizoma suppresses the 

LPS-induced mRNA levels of IL-1β, TNF-α and iNOS in BV2 

cells (n=3, x±s) 

注：#p<0.05，##p<0.01 vs control；*p<0.05，**p<0.01，
***p<0.001 vs LPS group。 

 
图3 总提物干预后对LPS刺激的小胶质细胞NO释放量的影响 

Fig.3 Total extract of Panacis japonici Rhizoma suppresses the 

LPS-induced over-expression of NO in BV2 cells (n=3, X±S) 

注：###p<0.001 vs control； **p<0.01，***p<0.001 vs LPS 

group。 

2.3  竹节参总提物对NF-κB活性的影响 

NF-κB 的激活在炎症相关基因的转录中起着重要

作用，正常情况下 NF-κB 与 IκB 以复合物形式存在细

胞质中，LPS 刺激下，IκB 解离，NF-κB 移位入细胞

核，激活的 NF-κB 诱使炎症细胞因子和相关炎症合酶
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基因的转录和翻译，从而导致神经炎症的发生和发展
[20]。研究发现，LPS 刺激 BV2 细胞 24 h 后，其 p-IκBα
和 NF-κB p65 表达量明显增加，并且促炎细胞因子，

iNOS 和COX-2 表达量也有明显增加[21]。在本实验中，

免疫荧光结果显示模型组 NF-κB 主要集中在胞核表

达，提示 NF-κB 信号通路已被激活，结合 3.1，可以

表明 LPS 通过 NF-κB 信号途径诱导 BV2 细胞产生炎

症反应。而经过竹节参总提物预保护 12 h 后，可以看

出胞核中荧光强度明显减弱，提示胞质中存在大量未

入核的 NF-κB，竹节参总提物可以抑制 LPS 激活 BV2
细胞中 NF-κB 信号途径继而引起的炎症反应。 

 
图4 总提物对LPS刺激小胶质细胞中NF-κB定位的影响 

Fig.4 Total extract of Panacis japonici Rhizoma suppresses the 

LPS-induced nuclear translocation of NF-κB in BV2 cells 

竹节参作为我国传统中药，具有广泛的民间应用

基础。前期，我们对竹节参总皂苷不同提取工艺的比

较研究中发现，水提醇沉法和泡沫分离法都可以得到

竹节参总皂苷，其中泡沫分离法的率高，为 99.31%[22]。

为了进一步比较不同工艺提取的竹节参皂苷粗提物的

毒性及抗炎效果，我们采用不同工艺分别制备竹节参

皂苷粗提物，然后用不同工艺、不同浓度的样品处理

RAW 264.7 细胞，发现泡沫分离法提取的竹节参皂苷

粗提物毒性最小，抗炎效果最好[23]。由此，以竹节参

皂苷为主要成分的竹节参总提物理应有竹节参皂苷的

抗炎活性，另外，张海滨等[24]用产自湖北省恩施州椿

木营的竹节参药材提取竹节参总皂苷，发现竹节参皂

苷Ⅳa 为总皂苷中的主要成分，但竹节参皂苷Ⅳa 是否

能够抑制小胶质细胞的炎症反应仍需进一步的研究。 

3  结论 

综上所述，竹节参总提物能够抑制小胶质细胞的

炎症反应，其主要机制为抑制了NF-κB的核移位，继

而减少促炎细胞因子TNF-α、IL-1β和iNOS的表达量和

炎症效应分子NO的产生。 
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