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阿魏酸对脂多糖诱导的小鼠小胶质细胞炎性反应的抑制作用 

黄  丰1,*, 邓华明1, 朱苗苗1, 肖  飞2, 杨  丽3, 张在军4, 肖  瑛4, 聂  红1

(1. 暨南大学 药学院中药药理教研室, 广东 广州  510632; 2. 暨南大学 医学院药理教研室, 广东 广州  510632;  

3. 暨南大学 药学院中药学教研室, 广东 广州  510632; 4. 暨南大学 药学院新药研究所, 广东 广州  510632) 

摘要：阿魏酸是川芎、当归等中药的有效成分之一, 具有较强的抗氧化活性和抗炎作用。小胶质细胞是脑内
常驻的免疫效应细胞, 极易被激活而导致脑内发生慢性神经性炎症反应, 与阿尔茨海默病等神经退行性疾病的发
生发展密切相关。该研究采用脂多糖(LPS)刺激小胶质细胞(BV-2)活化, 研究阿魏酸对炎症反应的抑制作用。结果
表明, 2.5～22.5 µg/mL的阿魏酸浓度依赖性的抑制一氧化氮(NO)、前列腺素 E2(PGE2)、白介素-1β(IL-1β)等炎症
因子的产生, 以及一氧化氮合酶(iNOS)、环氧合酶-2(COX-2)蛋白的表达, 其作用机制可能与其抑制 Toll 样受体 4 
(TLR4)表达有关。 
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Inhibitory effect of ferulic acid on inflammatory response in  
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Abstract: Ferulic acid (FA) is a natural compound that expresses antioxidant and anti-inflammatory activities. 
Microglial cells are innate immune cells that reside within the central nervous system (CNS). Activated microglia 
mediated neuronal immunity contributes to the neurodegeneration associated with Alzheimer's disease. In this study, we 
investigated the inhibitory effect of FA on neuroinflammation in BV-2 microglial cells induced by lipopolysaccharides 
(LPS). Our study showed that FA significantly suppressed the production of nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), 
interleukin-1β (IL-1β), and decreased induced type II nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) 
protein in LPS-stimulated BV-2 microglia cells in a dose dependent manner. We hypothesized that this was achieved by 
suppressing the protein level of Toll-like receptor 4 (TLR4). 
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小胶质细胞(Microglia, MG)在中枢神经系统
(central nervous system, CNS)中, 约占神经胶质细
胞总数的 19%, 发挥内源性免疫防御作用。在病理
条件下, 其介导的慢性炎症反应是阿尔茨海默病
(Alzheimer s disease, AD)等神经退行性病变的重要
病理特征之一。因此, 抑制小胶质细胞活化对治疗
AD 等神经退行性疾病具有重要意义。阿魏酸

(ferulic acid,  FA)是当归、川芎、升麻等中药的有
效成分之一, 具有抑制小胶质细胞活化和多种炎症
因子表达的作用(Kim et al, 2004; Jin et al, 2008), 但
阿魏酸抑制小胶质细胞活化的机制, 尚待进一步 
研究。 

AD 的炎症模型主要建立在细胞模型上, 通过
致炎因子或缺氧缺血条件诱导神经元或神经胶质
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细胞产生炎症反应。利用 LPS激活小胶质细胞建立
AD 等神经退行性疾病的炎症模型是国际上公认的
造模手段。本研究采用 LPS刺激具原代的小胶质细
胞形态学、表型以及各项功能特点的 BV-2 细胞   
株, 建立炎症模型, 研究阿魏酸对炎症反应的抑制
作用。 

1  材料和方法 

1.1  主要实验材料和仪器 
BV-2 细胞株购自北京协和医科大学细胞中心; 

阿魏酸、吲哚美辛(indometacin, INDO)购自广州市
药检所; 脂多糖、地塞米松(dexamethasone, DEX)、
氨基胍(aminoguanidine, AG)、二甲基亚砜(dimethyl 
sulfoxide, DMSO)购自美国Sigma公司; TLR4 抑制
剂MST510 购自美国eBioscience公司; BCA蛋白浓
度 测 定 试 剂 盒 、 RIPA 裂 解 液 、 环 氧 合 酶
-2(cyclooxygenase-2, COX-2)选择性抑制剂NS-398
购自江苏海门市碧云天生物技术研究所 ; 
RPMI-1640 培养基购自美国Gibco公司; 胎牛血清
购自杭州四季青生物工程有限公司 ; 噻唑蓝
(methylthiazoletetrazolium, MTT)购自美国Axygen
公司; 一氧化氮(nitric oxide, NO)试剂盒购自南京
建成生物工程研究所; 白细胞介素-1β(interleukin1β, 
IL-1β)、前列腺素E2(prostaglandin E2, PGE2)ELISA
试剂盒购自美国R&D公司 ; 兔抗鼠的COX-2、
β-actin多克隆抗体购自美国Cell Signaling Technology; 
兔抗鼠的诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide 
synthase, iNOS)多克隆抗体购自美国BD公司; 兔抗
鼠的TLR4 多克隆抗体、过氧化物酶偶联的羊抗兔
多克隆抗体购自美国Santa cruz公司; 各种生化试
剂(Tris-Base、SDS、甘氨酸、过硫酸胺、甲叉双丙
烯酰胺、Tween20 等)均为美国Amersco公司进口分
装 ; 预染marker购自加拿大MBI Fermentas公司 ; 
PVDF膜购自美国Millipore公司; 脱脂奶粉购自美
国Difco公司; 20X LumiGLO(R) Reagent and 20X 
Peroxide 化学发光液购自美国 Cell Signaling 
Technology; CO2培养箱(美国Shellab公司); 超净工
作台(苏州净化设备厂); 全波长多功能酶标仪(奥地
利TZCAN公司); 倒置显微镜(日本Nikon公司); 垂
直电泳槽、蛋白转印槽、电泳仪和电源(美国Bio-rad
公司)。 
1.2  细胞培养 
实验用小鼠小胶质细胞株 BV-2 为贴壁细胞,  

置于RPMI-1640培养液(含 10%胎牛血清, 100 U/mL
青霉素, 100 U/mL链霉素)中, 于 37 , ℃ 5% CO2培养

箱中培养, 根据细胞代谢情况, 1～2 d换液, 至指数
生长期备用。 
1.3  MTT法测阿魏酸对 BV-2细胞活性的影响 
将指数生长期的BV-2 细胞配制成细胞悬液接

种于 96孔板, 密度为 5×104 个/mL, 待细胞贴壁后, 
分别加入不同浓度的阿魏酸(0.83、2.5、7.5、22.5、
67.5 µg/mL)孵育 24 h后, 弃掉上清液, 加培养基作
用 24 h后弃上清液, 加入 10 µL的MTT, 90 µL培养
基孵育 4 h后, 弃上清, 加入 150 µL的DMSO, 充分
震荡使结晶溶解后, 于 570 nm下测各孔的OD值。
实验中分别设立对照孔(不加药物的细胞空白孔)和
调零孔(不接种细胞空白孔), 每组设6个复孔, 细胞
的存活率(%)=1−〔(对照孔−调零孔)−(实验孔−调零
孔)〕/(对照孔−调零孔)×100 %。 
1.4  硝酸还原酶法检测阿魏酸对 NO的抑制作用 
取指数生长期的细胞配制成细胞悬液, 分别接

种于 24孔板中, 5×105 个/mL, 每孔 1 000 µL, 设正
常组, DMSO组, LPS组, 阿魏酸药物组(2.5、7.5、
22.5 µg/mL), 吲哚美辛药物组(4 µg/mL), 氨基胍药
物组(11 µg/mL)。待细胞贴壁后, 加入各浓度药物预
孵育1 h后, 加入100 ng/mL LPS刺激12 h后检测NO
的生成量, 按照南京建成NO检测试剂盒说明书操
作。 
1.5  酶联免疫法测阿魏酸对 IL-1β、PGE2 的抑制

作用 
取指数生长期的细胞配制成细胞悬液, 分别接

种于 24孔板中, 5×105个/mL, 每孔 1 000 µL, 设正
常组, DMSO组, LPS组, 阿魏酸药物组(2.5、7.5、
22.5 µg/mL), 吲哚美辛药物组(4 µg/mL), NS-398(3 
µg/mL)药物组, 地塞米松药物组(4 µg/mL)。待细胞
贴壁后, 加入各浓度药物预孵育 1 h后, 加入 100 
ng/mL LPS刺激 24 h后检测IL-1β、PGE2的表达量, 
按照ELISA试剂盒说明书操作。 
1.6  免疫印记法检测阿魏酸对 iNOS、COX-2、

TLR4蛋白表达的影响 
取指数生长期的BV-2 细胞接种于 6 孔板中, 

5×105个/mL, 每孔 1 000 µL。待细胞贴壁后, 加入
各浓度药物预孵育 1 h后, 加入 100 ng/mL LPS刺激
12 h后, 弃上清, 用预冷的PBS洗涤 3次, 加 100 µL
的RIPA裂解液, 冰上作用 30 min后, 用细胞刮把细
胞刮下, 12 000×g, 4 ℃离心 15 min, 将上清液移到
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1.5 mL的EP管中进行蛋白定量和免疫印记。蛋白定
量根据BCA蛋白浓度测定试剂盒说明书进行。各实
验组取等量蛋白 20 µg进行电泳分析。电泳结束后
将蛋白转移至PVDF膜上 , 用含 5%脱脂奶粉的
TBST(10 mmol /L Tris-HC1, pH 7.5, 150 mmol/L 
NaC1, 1% Tween-20)于室温下脱色摇床上摇动封闭
1 h。然后分别与抗iNOS、COX-2、TLR4抗体(1∶
1 000)4 ℃孵育过夜, 洗脱一抗后与二抗(1∶2 000)
孵育 1 h, 洗脱二抗后采用发光液作用 1 min后, 通
过X-胶片显影、定影。 
1.7  统计学分析 

各项实验重复三次, 使用 SPSS13.0 中的 One- 
way ANOVA 中的 Bonferroni Test 进行多个样本间
的两两比较, P <0.05 为结果具有显著性差异。 

2  结  果 

2.1  阿魏酸对 BV-2细胞活性的影响 
由图 1 的结果可知, 浓度为 0.83～67.5 µg/mL

的阿魏酸组的细胞活力分别为 98.5%、96.9%、
99.4%、100.5%、97.1%。与正常组相比, 细胞活力
无统计学差异。这说明在该浓度范围内阿魏酸对细

胞活性无明显影响。以下实验将采用 2.5～22.5 
µg/mL的浓度范围。 

 

图 1  阿魏酸对 BV-2细胞的活性的影响 
Fig. 1  Cytotoxicity effects of FA on BV-2 cells 

 
2.2  阿魏酸抑制 NO的生成 

NO 由神经胶质细胞活化所产生的炎症因子之
一, 是神经性炎症的一个重要检测指标。实验采用
硝酸还原酶法检测阿魏酸对 LPS诱导 BV-2细胞生
成的 NO的影响。图 2A结果显示, LPS组的 NO生
成量显著性高于正常组, 增量为 156.34%。DMSO
组与正常组相比，无显著性差别。与 LPS 组相比, 
2.5～22.5 µg/mL的阿魏酸呈浓度依赖性降低NO的

产生, 其抑制率分别为 9.66%、22.43%、41.27%。
非甾体类抗炎药物吲哚美辛(INDO)和 iNOS选择性
抑制氨基胍(AG)均显著性抑制 NO 的生成, 抑制率
分别为 47.77%和 56.17%。 

 

图 2  阿魏酸对 LPS诱导 BV-2生成 NO(A)、 
PGE2(B)和 IL-1β(C)的影响 

Fig. 2  Effect of FA on LPS-induced NO (A),  
PGE2 (B), IL-1β (C) production in BV-2 cells 

Control：对照组; DMSO：0.009%DMSO组; LPS：100 ng/mL; FA2.5：
LPS (100 ng/mL)+FA (2.5 µg/mL); FA7.5：LPS (100 ng/mL)+FA (7.5 
µg/mL); FA22.5：LPS (100 ng/mL)+FA (22.5 µg/mL); AG：LPS (100 
ng/mL)+AG (11 µg/mL); NS-398：LPS (100 ng/mL)+NS-398 (3 µg/mL) ; 
INDO：LPS (100 ng/mL)+INDO (4 µg/mL). 
# P < 0.01：与 Control组相比有显著性差异; **P < 0.01：与 LPS组相比
有显著性差异。 
# P < 0.01 significantly different from the control; **P < 0.01 significantly 
different from LPS. 
 

2.3  阿魏酸抑制 PGE2的表达 
PGE2 作为主要的炎症介质, 在 AD 等神经退
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行性疾病的炎症反应过程中发挥着重要的作用。本

实验应用 PGE2 ELISA试剂盒检测不同浓度阿魏酸
对 PGE2 表达的影响。图 2B 结果显示, LPS 组的
PGE2 表达显著性高于正常组的表达量 , 增加
678%。DMSO 组与正常组相比无显著性差别。与
LPS组相比, 2.5～22.5 µg/mL阿魏酸对 PGE2的抑
制率分别为：10.5%、20.9%、39.2%, PGE2表达显
示呈浓度依赖降低。非甾体类抗炎药物吲哚美辛

(INDO)和COX-2选择性抑制NS-398均显著性抑制
PGE2的生成, 抑制率分别为 51.9%和 72.3%。 
2.4  阿魏酸抑制 IL-1β的表达 

IL-1β 是神经性炎症反应中的重要的炎症因子
之一, 能启动细胞因子恶性循环, 最终导致炎症反
应的级联放大。因此, 抑制 IL-1β 的表达对保护神
经细胞具有重要意义。 
本实验应用 IL-1β ELISA试剂盒检测不同浓度

阿魏酸对 IL-1β 表达的抑制作用。图 2C 结果显示, 
LPS 组的 IL-1β 表达显著性高于正常组的表达量, 
增加 252.5%。DMSO 组与正常组相比，无显著性
差别。与 LPS组相比, 2.5～22.5 µg/mL阿魏酸浓度
依赖降低 IL-1β的表达, 其抑制率分别为：10.2%、
30.4%、49.1%。抗炎类药物地塞米松(DEX)和吲哚
美辛(INDO)均显著性抑制 IL-1β 的生成, 抑制率分
别为 59.9%和 56.9%。 
2.5  阿魏酸抑制 iNOS、COX-2蛋白的表达 

iNOS和 COX-2分别是 NO和 PGE2生成的限
速酶, 正常时无表达或表达量低, 在 LPS 等多种神
经毒性物质刺激下, 表达量增加, 并促使 NO 和
PGE2的生成。 
本实验采用 Western blotting 检测了 iNOS、

COX-2蛋白的表达。AG为 iNOS的抑制剂, NS-398
为 COX-2 抑制剂。图 3A、3B 结果显示, 正常组
iNOS 和 COX-2 蛋白表达量极少, 经 LPS 刺激后, 
iNOS、COX-2蛋白表达量明显上调, 阿魏酸可以抑
制 iNOS、COX-2蛋白表达, 并呈浓度依赖性。 
2.6  阿魏酸抑制 TLR4蛋白的表达 
为了进一步探讨阿魏酸抑制 LPS 诱导小胶质

细胞炎症反应的分子机制 , 本实验采用 Western 
blotting检测了 TLR4蛋白的表达。MST510为 TLR4
抑制剂, 图 3C结果显示, 正常组TLR4表达量极少, 
LPS 组的 TLR4 蛋白表达量较正常组明显增加, 阿
魏酸可以抑制 TLR4蛋白表达, 并呈浓度依赖性。 

 

图 3  阿魏酸对 iNOS(A)、COX-2(B)、TLR4(C) 
蛋白表达的影响 

Fig. 3  Effect of FA on LPS-induced expression of iNOS(A)、 
COX-2(B)、TLR4(C)protein 

1：Control (对照); 2：DMSO; 3：LPS (100 ng/mL); 4：LPS (100 ng/mL)+FA 
(2.5 µg/mL); 5：LPS (100 ng/mL)+FA (7.5 µg/mL); 6：LPS (100 ng/mL)+FA 
(22.5 µg/mL) ; A7：LPS (100 ng/mL)+AG (11 µg/mL); B7：LPS (100 
ng/mL)+NS-398 (3 µg/mL); C7：LPS (100 ng/mL)+ MST510 (1 µg/mL) ;  
8：LPS (100 ng/mL)+INDO (4 µg/mL). 

3  讨  论 

在 AD等神经退行性病变的发生和发展过程中, 
小胶质细胞发挥着“双刃剑”的作用。在炎症的初

期, 小胶质细胞通过吞噬作用清除病原微生物和死
亡的细胞以维持脑内的平衡。随着 AD等神经退行
性病变的发展, 活化的小胶质细胞释放炎症因子, 
部分炎症因子会与小胶质细胞表面的受体结合, 如
Toll/IL-1受体(Toll/IL-1 receptor , TIR), 进一步激活
小胶质细胞, 形成恶性正反馈环路, 使得脑内的慢
性炎症反应级联放大(Rothwell & Luheshi, 2000; 
Eitan et al, 2009)。所以, 寻找能减少脑内炎症反应
的药物, 具有十分重要的意义。由于阿魏酸具有较
强的抗炎活性, 因此, 我们通过体外培养小胶质细
胞建立神经性炎症模型, 研究阿魏酸对 LPS诱导小
胶质细胞活化所产生的炎症反应的抑制作用, 并重
点探讨阿魏酸抑制小胶质细胞活化的分子机制。 
作为脑内主要的免疫效应细胞, 小胶质细胞发

挥着类似巨噬细胞的功能, 在受到刺激时易被激活, 
分泌大量的炎症因子。NO 虽然是多种生理功能的
重要调节分子, 但在 AD 等神经退行性疾病的发病
过程中, 大量的 NO 是造成神经细胞损伤死亡的重
要炎症因子之一, NO 可导致宿主细胞和邻近细胞
的损伤。iNOS 是 NO 生成过程中最主要的限速因
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子, 是炎症中的一种反应性酶类, 其表达不但是反
应性胶质细胞增生的标志之一, 还与神经元损伤有
关, 正常时无表达或表达量低, 在 LPS 等多种神经
毒性物质刺激下, 表达量增加, 从而导致 NO 的产
量增加, 因此, 直接抑制 iNOS和 NO的产生, 是炎
症治疗的有效手段之一。我们的研究发现, 阿魏酸
能明显抑制 LPS诱导的 BV-2细胞的 NO的生成和
iNOS 蛋白的表达, 这可能是阿魏酸以通过抑制小
胶质细胞活化, 从而抑制神经性炎症的功能之一。 
针对 AD 等神经退行性疾病的慢性炎症理论, 

非甾体抗炎药(non-steroidalant－inflammatory drugs, 
NSAIDs)被应用于临床测试, 其主要是通过 COX-1
和 COX-2 途径起作用的。COX-2 是一些炎症因子
的诱导酶, 炎症因子、LPS、促细胞分裂剂等分子
以及损伤、低氧、局部缺血等试验条件和多种神经

变性疾病, 均可诱导产生 COX-2(Smith et al, 2000; 
Ho et al, 1999)。PGE2是 COX-2途径和免疫调节过
程的代谢产物, 是急慢性炎症疾病的一个重要的检
测指标。COX-2在 AD患者海马神经元内表达增加, 
尤其在AD早期COX-2的水平可作为病变的标志并
最终影响 AD的进展(Ho et al, 1999)。这些结果为早
期用 COX-2抑制剂治疗 AD提供了理论基础。虽然
长期服用 NSAIDs 可降低 AD 的患病风险, 但是长
期应用会导致严重的胃黏膜损伤和肾功能障碍等。

因此, 安全性高、作用效应好的新型药物是有效治
疗 AD 的方向之一。IL-1β 在神经退行性疾病中具
有重要作用, 一方面表现为 IL-1β 能抑制神经元钙
通道电流, 从而减少钙过载发生而具有保护神经细
胞的功能(Zhou, 2010); 另一方面 IL-1β不但可以激
活星形胶质细胞释放炎症因子, 还可以启动“细胞
因子循环”, 与其受体结合, 诱导相关的信号转录
因子表达增加, 使得脑内使得脑中长期慢性炎症存
在, 引发大量的神经细胞的死亡(Sheng et al, 2001)。
研究发现, 阿魏酸是能够显著地抑制 COX-2 蛋白
以及致炎因子 PGE2和 IL-1β的表达。 

TLRs 是机体内可识别并结合病原相关分子模
式的重要受体之一, 通过启动不同的信号途径参与

机体相关免疫调节, 与 AD 等神经退行性疾病发病
过程密切相关。在 AD病人脑内, TLR呈现出的高
表达状态, 例如, TLR2和 TLR4(Walter et al, 2007)。
TLR4 属于 TLR 家族, 其配体主要为细菌产物, 易
被 LPS等病原体相关分子模式激活, 引发免疫炎症
反应。文献报道, LPS 作用人源小胶质细胞, 激活
TLR4, 从而导致肿瘤坏死因子 -α(tumor necrosis 
factor α, TNF-α)和白细胞介素-6(interleukin 6, IL-6)
等炎症因子的高表达(Chan et al, 2003; Becher et al, 
1996)。LPS 与小胶质细胞表面的 TLR4 受体结合, 
导致受体发生二聚化, 激活p38促分裂原活化蛋白激
酶(p38 mitogen-activated protein kinase, P38MAPK)、
c-Jun氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinases, JNK)、
核因子κB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 
of activated B cells, NF-κB) 等多条信号转导途径, 
最终诱导 NO、COX-2、IL-1β 等炎症因子产生
(Byrd-Leifer et al, 2000; Andrew & Ismar, 2005)。国
内外现有的关于阿魏酸抗炎作用的分子机制的研

究主要集中在中下游 NF–κB/MAPK/JNK 激酶方
面。我们着重研究阿魏酸对炎症因子的影响以及与

上游 TLR4 介导相关的免疫炎症反应的关系, 以期
对阿魏酸抑制神经性炎症的作用机理有新的认识。

在验证阿魏酸能显著抑制由 LPS 诱导小鼠小胶质
细胞活化所产生的炎症因子之后, 我们进一步探讨
阿魏酸的作用机制。实验结果显示, 经 LPS 刺激
BV-2小胶质细胞后, 各药物组的 TLR4蛋白表达较
正常组有明显增加, 而各浓度的阿魏酸药物组的
TLR4 蛋白表达量较 LPS 组下降, 表明阿魏酸神经
保护作用的机制可能是抑制 MAPK、NF-κB 等信
号通路的上游分子靶点 TLR4 的表达, 从而减少下
游产物 NO、COX-2、IL-1β等炎症因子表达。 

本部分实验证实, 阿魏酸具有抑制小胶质细胞
活化, 抑制神经性炎症的作用, 其机制可能是阿魏
酸通过抑制 TLR4相关的免疫信号通路达到抑制神
经性炎症的效果。神经退行性疾病是一个复杂多机

制的参与过程, 阿魏酸的保护作用是否涉及到其他
机制,  还有待继续研究。 
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