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基于生物信息分析研究黄芩素通过NOX2/STAT1/NF-κB通路抑制

LPS诱导的BV-2细胞神经炎症的作用机制
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摘要: 本研究旨在确定黄芩素对脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 诱导的BV-2细胞神经炎症的分子机制。采用

生物信息分析、分子对接方法预测黄芩素的潜在靶点和作用机制, 并使用免疫荧光染色和Western blot技术对关键靶点

一氧化氮合酶 (inducible nitric oxide synthase, iNOS) 和环氧合酶-2 (cyclooxygenase-2, COX-2）、信号转导子和转录

激活子 1/核因子 κB (signal transducer and activator of transcription 1/nuclear factor kappa-B, STAT1/NF-κB) 信号通路

相关蛋白及其上游调控因子NADPH氧化酶 2 (NADPH oxidase-2, NOX2) 进行验证, 研究黄芩素改善神经炎症的作

用机制。结果表明, 生物信息分析和分子对接技术预测出 iNOS和COX-2为关键靶点, NF-κB信号通路为关键通

路。实验验证表明, 在LPS诱导的 BV-2细胞中, 黄芩素能显著降低 iNOS和 COX-2的表达水平, 有效抑制 NF-κB

和 STAT1的磷酸化及NOX2的生成。综上, 黄芩素可通过NOX2 (gp91phox/p47phox) /STAT1/NF-κB途径显著抑制LPS

诱导的BV-2细胞炎症。
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Abstract: This study identified the exact molecular mechanisms of baicalein on neuroinflammation in

lipopolysaccharide (LPS)-induced BV-2 cells. Bioinformatics methods and molecular docking were integrated for

predicting the potential targets and mechanisms of baicalein. Immunofluorescence staining and Western blot were

used to analyze the predicted key targets [inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2)], the

expression level of protein related to signal transducer and activator of transcription 1/nuclear factor kappa-B

(STAT1/NF-κB) signaling pathway and its upstream regulator NADPH oxidase-2 (NOX2), and then the

mechanism of baicalein in alleviating neuroinflammation was explored. The results showed that iNOS and COX-2

were predicted as the key targets and NF- κB signaling pathway was one of the important pathways by
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bioinformatics methods and molecular docking. Experimental verification showed that baicalein could significantly

reduce the expression of iNOS and COX-2, inhibit the phosphorylation of NF-κB and STAT1 and the production of

NOX2 in LPS-induced BV-2 cells. To sum up, baicalein could effectively inhibit the inflammatory reaction in

LPS-induced BV-2 cells through regulating NOX2 (gp91phox/p47phox)/STAT1/NF-κB pathway.
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脑衰老是一个高度复杂的生物过程, 可导致认知

功能下降和神经退行性疾病的发生。神经炎症是神经

退行性疾病的主要特征, 与中枢神经系统中小胶质细

胞的激活和炎性因子的过度分泌有关[1,2]。

小胶质细胞是脑内关键的免疫细胞, 小胶质细胞

的激活可增加促炎因子和活性氧的生成, 进而引发神

经元凋亡或坏死[3,4]。因此 , 抑制小胶质细胞的异常

激活可以延缓多种衰老相关疾病的病程。脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS) 是一种来源于革兰阴性菌的

内毒素, 通过诱导促炎因子的分泌, 从而引发神经炎

症。因此, LPS诱导的BV-2小胶质细胞和原代小胶质

细胞模型常用于神经炎症的研究[5]。

黄芩素是从黄芩根中分离得到的一种黄酮类化合

物, 具有抗氧化和抗炎作用[6]。课题组前期研究发现,

黄芩素不仅可减轻 D-半乳糖诱导的衰老大鼠认知障

碍[7], 还可改善快速老化小鼠 SAMP8的学习和记忆功

能[8]。同时, 课题组证明黄芩素通过抑制 LPS 诱导的

BV-2 细胞促炎因子的释放而表现出抗炎作用[9]。但

是, 黄芩素改善神经炎症的具体分子机制尚不明晰。

基因差异表达是指在一定刺激下, 基因的mRNA

表达水平发生显著性改变的现象。大量文献报

道[10-12], LPS可诱导BV-2细胞的许多基因发生差异表达,

一氧化氮合酶 (inducible nitric oxide synthase, iNOS) 和

环氧合酶-2 (cyclooxygenase-2, COX-2) 是差异表达最

显著的基因之一。 iNOS 和 COX-2 是重要的炎症介

质, 均受信号转导子和转录激活子 1/核因子 κB (signal

transducer and activator of transcription 1/nuclear factor

kappa-B, STAT1/NF-κB) 信号通路的调控[13]。NADPH

氧化酶 2 (NADPH oxidase-2, NOX2) 是一个关键的酶

系统, 当LPS激活小胶质细胞后会迅速导致活性氧的

产生增加[14], 进一步激活 STAT1/NF-κB信号通路[15,16]。

此外 , iNOS 和 COX-2 的过度激活会使前列腺素 E2

(prostaglandin E2, PEG2) 和一氧化氮 (nitric oxide, NO) 的

合成增加, 这也是导致神经元损伤和神经炎症发生的

主要原因[17,18]。

基于文献报道的 LPS激活 BV-2细胞相关的差异

表达基因, 本研究进行了生物信息学分析和网络分析,

寻找在该过程中发挥核心作用的靶点; 同时采用分子

对接方法, 根据蛋白质与小分子的形状匹配和能量匹

配原理, 计算结合亲和力, 预测小分子化合物的作用靶

点[19]。通过上述方法, 预测黄芩素在LPS诱导的BV-2

细胞中调节的潜在靶点和通路, 进行实验验证, 以阐释

黄芩素抗神经炎症的分子机制。

材料与方法

药品与试剂 小鼠小胶质细胞株 (BV-2 细胞)、

MEM 培养基、特级胎牛血清、青霉素-链霉素溶液

(100×) 和 BCA试剂盒购自上海生工生物工程有限公

司; 黄芩素 (批号 JZ20150711, 质量分数 > 98%) 购自

南京景竹生物科技有限公司 ; LPS 购自 Sigma 公司 ;

Hoechst 33342、细胞膜/细胞浆蛋白提取试剂盒购自碧

云天生物技术 (上海) 公司; iNOS、COX-2、NF-κB/p65、

phospho-NF-κB (p-NF-κB)、STAT1、phospho-STAT1

(p-STAT1)、gp91phox抗体购自武汉三鹰生物技术有限公

司; p47phox抗体购自上海英骏生物技术有限公司; 荧光

标记 IgG二抗购自美国英杰生命技术有限公司。

仪器 Infinite M200 Pro多功能酶标仪 (瑞士Tecan

公司); ECLIPSE Ti荧光显微镜 (日本Nikon公司); 电泳

仪、光成像系统Chemi Doc TM XRS + (Bio-Rad公司);

CytationTM 5细胞成像多功能检测仪 (美国伯腾仪器有

限公司)。

靶点收集 在 PubMed[20] (https://www. ncbi. nlm.

nih.gov/pubmed) 数据库以关键词“LPS、BV-2 cell、

differentially expressed genes”收集LPS激活BV-2细胞

相关差异表达基因。将所得差异基因汇总, 并删除重

复基因。使用 SwissTargetPrediction 数据库[21] (http://

www. swisstargetprediction. ch/) 和 SEA 数据库[22] (http://

sea.bkslab.org/) 预测黄芩素的靶点, 并与LPS激活BV-2

细胞的差异基因取交集, 从而得到黄芩素抗神经炎症

的潜在靶点。

蛋 白-蛋 白 互 作 (protein-protein interaction,

PPI) 网络构建 使用 STRING11.0 数据库[23] (https://

string-db.org/) 获得靶点与靶点之间的作用关系, 并用

Cytoscape 3.7.2软件构建蛋白与蛋白互作网络[24]。应

用 Network Analyzer[25]插件计算网络中的拓扑参数 ,

并使用MCODE插件获得关键子网络[26]。
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分子对接 使用ZINC数据库[27] (http://zinc.docking.

org/) 获得黄芩素的结构, RCSB PDB数据库[28] (https://

www.rcsb.org/) 获得 COX-2 (PDB ID: 5KIR) 和 iNOS

(PDB ID: 3E7G) 蛋白的 3D结构。采用AutoDock Vina

(version 1.1.2) 软件[29]预测黄芩素与COX-2、iNOS的结

合能值和结合模式, 并用 PyMOL (version 0.99)[30]可视

化对接结果。

GO富集分析 采用DAVID数据库[31] (https://david.

ncifcrf.gov/) 预测黄芩素发挥抗神经炎症作用涉及的

重要生物过程。

细胞培养和药物处理 将 BV-2 细胞以每毫升

1.2×106 个细胞的密度接种于含 10% 胎牛血清 (fetal

bovine serum, FBS) 的MEM培养基中, 并在含 5% CO2

的 37 ℃培养箱中培养。根据前期研究结果[9], 给予

4 μmol·L-1黄芩素预处理2 h后, 再加入0.1 μg·mL-1 LPS

共孵育24 h进行后续实验。

Western blot 实验 收集细胞样品 , 按照制造商

的说明书提取细胞膜蛋白与胞浆蛋白 , 具体步骤如

下 : 向细胞中加入 1 mL 含 1% 苯甲基磺酰氟 (phenyl

methanesulfonyl fluoride, PMSF) 的裂解缓冲液A, 反复

冻融 5次破坏细胞后, 置冰上裂解 15 min, 700 ×g离心

10 min, 收集上清液, 再以 12 000 ×g离心 10 min, 收集

胞浆蛋白。之后将 200 μL 裂解缓冲液 B 加入细胞膜

沉淀物中 , 置冰上裂解 10 min, 12 000 ×g 离心 5 min,

收集膜蛋白。通过 BCA 蛋白质测定法确定蛋白质

浓度。

收集细胞样品 , 加入 RIPA 裂解液在冰上裂解

30 min, 每 10 min涡旋一次, 用BCA法测定蛋白浓度。

通过 10% 或 12% SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白 (每

孔上样量为 50 μg), 并转移到 PVDF 膜上。用 5% 脱

脂牛奶封闭 2 h 后 , 分别加入 iNOS、COX-2、NF-κB/

p65、p-NF-κB、STAT1、p-STAT1、p47phox、gp91phox 抗体 ,

并在 4 ℃孵育过夜。TBST 洗去一抗后 , 加入二抗在

37 ℃孵育条带 1 h, 再次用 TBST 洗涤 3次后, 在凝胶

成像仪上显影成像, 并运用 Image J对条带进行分析。

免疫荧光染色 将BV-2细胞以每毫升 1.2×106个

细胞的密度接种于 96孔板中, 4 μmol·L-1黄芩素预处

理 2 h后用 0.1 μg·mL-1 LPS刺激 24 h。弃去上清液后,

用4%多聚甲醛固定细胞20 min, 并用PBS洗涤。使用

0.1% TritonX-100 透化细胞 , 并封闭 1 h, 加入一抗

p47phox在 4 ℃孵育过夜。清洗掉一抗后, 加入荧光二

抗置于摇床上在 37 ℃孵育 2 h。最后加入 10 μmol·L-1

Hoechst 33342与细胞共孵育15 min。使用CytationTM 5

细胞成像多功能检测仪检测荧光强度和拍摄荧光

图像。

统计学方法 实验结果采用 x̄ ± SEM 表示, 使用

GraphPad Prism 5.0 软件进行统计分析。采用单因素

方差分析和 Tukey's检验比较组间差异, P < 0.05表明

有统计学意义。

结果

1 黄芩素抗神经炎症靶点PPI网络构建

从 PubMed 数据库共收集到 2 463 个差异表达基

因, 利用SwissTargetPrediction和SEA数据库预测得到

黄芩素的作用靶点 139个。通过取交集, 得到 38个共

同靶点, 见表 1[10-12]所示。基于 STRING数据库构建蛋

白-蛋白互作网络, 删除网络中未连接的节点, 得到黄

芩素抗神经炎症的靶点网络 (图 1A) 。网络聚类分析

显示 , 核心子网络 [top 1, molecular complex detection

(MCODE) 得分 = 6.75] 由 9 个节点组成 (图 1B), 其

中 COX-2 和 iNOS 在核心子网络中具有较高的度值

(degree), 且已报道这两个基因在 LPS 诱导的 BV-2 细

胞中发生明显的差异表达。

2 分子对接结果

为了进一步探索黄芩素与COX-2 (PDB ID: 5KIR)、

iNOS (PDB ID: 3E7G) 的结合模式, 采用AutoDock Vina

对结合能进行预测, 并与相应的阳性小分子 (罗非昔

布和 AR-C102222) 进行比较。所有对接结果的均方

根偏差 (RMSD) 均小于 2, 表明对接结果是可靠的[32]。

Morris 等 [33]研究发现 , 当结合能小于-5.0 kcal·mol-1

时, 代表对接良好。结果显示, 黄芩素和阳性小分子罗

非昔布与COX-2的结合能分别为-9.9和-8.4 kcal·mol-1,

黄芩素和阳性小分子 AR-C102222 与 iNOS 的结合能

分别为-7.2和-7.1 kcal·mol-1, 表明黄芩素与COX-2和

iNOS对接良好。黄芩素与 iNOS、COX-2的最佳结合

模式如图2所示。

Figure 1 Protein-protein interaction network constructed by

Cytoscape software. A: Graphical illustration of 38 targets; B: A

core sub-network visualization of 9 targets. The higher the MCODE

node score (the larger distribution a node has), the bigger the node

size and the darker the node color are in the network
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3 GO富集分析结果

运用 DAVID 数据库对 38个靶点进行 GO 富集分

析, 根据P < 0.05, 得到11个显著富集的生物过程。结果

显示, 黄芩素可调节氧化还原过程 (oxidation-reduction

process)、炎症反应 (inflammatory response)、NF-κB入核

的正向调节 (positive regulation of NF-κB import into

nucleus)、iNOS生物合成过程的正向调节 (positive regu‐

lation of nitric-oxide synthase biosynthetic process), 这些

生物过程与氧化应激和神经炎症的发生密切相关 (图3)。

4 黄芩素抑制 LPS 诱导的 BV-2 细胞 iNOS、COX-2

蛋白表达

为了验证黄芩素对炎症介质 iNOS、COX-2 的抑

制作用, 采用Western blot技术进行检测。结果显示,

0.1 μg·mL-1 LPS处理细胞后, iNOS和COX-2表达水平

分别显著升高132.94%和105.52%。然而, 用4 μmol·L-1

Table 1 The fold changes of the 38 differentially expressed genes in lipopolysaccharide (LPS) -stimulated BV-2 cells

Uniprot ID

P35354
P35228
P15907
P11309
P35968
P08581
O60603
P11388
P43405
P21447
P06493
P12931
Q96P20
P33527
P29274
P09874
P15692
Q9HC98
P21964
Q96GD4
P53350
Q15399
P28907
Q04760
P05067
P47989
P27695
P35869
P08069
P53355
P84022
Q00535
O60285
P15559
Q11203
P37059
P43250
P63316

Gene symbol

PTGS2
NOS2
ST6GAL1
PIM1
KDR
MET
TLR2
TOP2A
SYK
ABCB1A
CDK1
SRC
NLRP3
ABCC1
ADORA2A
PARP1
VEGFA
NEK6
COMT
AURKB
PLK1
TLR1
CD38
GLO1
APP
XDH
APEX1
AHR
IGF1R
DAPK1
SMAD3
CDK5
NUAK1
NQO1
ST3GAL3
HSD17B2
GRK6
TNNC1

Description

Cyclooxygenase-2
Nitric oxide synthase 2
ST6beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1
Pim-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase
Vascular endothelial growth factor receptor 2
MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase
Toll-like receptor 2
DNA topoisomerase II alpha
Spleen associated tyrosine kinase
Multidrug resistance protein 1A
Cyclin dependent kinase 1
Tyrosine-protein kinase SRC
NLR family pyrin domain containing 3
Multidrug resistance-associated protein 1
Adenosine A2a receptor (by homology)
Poly [ADP-ribose] polymerase-1
Vascular endothelial growth factor A
Serine/threonine-protein kinase Nek6
Catechol O-methyltransferase
Serine/threonine-protein kinase Aurora-B
Serine/threonine-protein kinase PLK1
Toll-like receptor 1
Lymphocyte differentiation antigen CD38
Glyoxalase I
Beta amyloid A4 protein
Xanthine dehydrogenase/oxidase
DNA- (apurinic or apyrimidinic site) lyase
Aryl hydrocarbon receptor
Insulin-like growth factor I receptor
Death-associated protein kinase 1
SMAD family member 3
Cyclin-dependent kinase 5/CDK5 activator 1
NUAK family SNF1-like kinase 1
NAD (P) H dehydrogenase [quinone] 1
CMP-N-acetylneuraminate-beta-1,4-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase
Hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 2
G protein-coupled receptor kinase 6
Troponin C1, slow skeletal and cardiac type

log2 (fold change)

6.871 714 439
8.999 226 306
−3.561 204 319

3.250 595 502
−3.080 768 925

3.684 930 633
2.562 772 588
−2.990 587 245

2.242 920 478
3.486 623 933
−2.814 110 144

2.994 603 505
2.533 343 142
1.955 765 744
5.282 305 846
−1.622 727 771

1.871 761 312
−1.753 553 062
−1.664 059 854
−3.245 112 385

3.727 635 228
1.749 717 415
1.973 611 355
−1.835 092 126

1.038 858 739
1.084 657 012
−1.336 906 145

2.032 453 99
−1.322 918 565

1.029 470 957
−2.082 222 317
−1.068 474 723
−1.721 963 927

1.980 887 899
2.491 426 161
2.466 877 781
−1.052 302 552

2.159 192 603

P-value

2.57E-142
3.15E-119
2.61E-31
5.59E-30
1.58E-25
9.39E-25
1.59E-24
4.52E-24
4.31E-23
1.07E-20
5.52E-20
2.27E-18
3.23E-17
3.77E-17
2.34E-12
5.77E-12
1.04E-11
1.89E-11
2.38E-11
2.52E-11
4.87E-09
9.78E-09
4.61E-08
1.00E-06
3.13E-06
1.79E-05
2.94E-05
5.08E-05
1.28E-04
2.76E-04
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Figure 2 Molecular docking modes between baicalein and

cyclooxygenase-2 (COX-2, A), baicalein and inducible nitric oxide

synthase (iNOS, B)
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黄芩素预处理后可使 iNOS表达水平显著降低 40.09%

(图 4A), COX-2表达水平显著降低 42.80% (图 4B), 这

表明黄芩素可以显著抑制 iNOS和COX-2的表达。

5 黄芩素抑制 LPS 诱导的 BV-2 细胞 NF-κB/p65 和

p-NF-κB蛋白表达

iNOS和COX-2是NF-κB信号通路中两种重要的

分子 , iNOS 和 COX-2 蛋白的过表达可激活 NF-κB 信

号通路 , 诱导神经炎症反应。本课题组前期采用免

疫荧光技术发现 4 μmol·L-1 黄芩素可使 LPS 诱导的

NF-κB/p65表达显著降低且有效抑制NF-κB/p65的核

易位[9]。本研究采用Western blot对NF-κB信号通路的

关键蛋白进行检测。结果显示 , LPS 诱导 BV-2 细胞

后 , NF-κB/p65 和 p-NF-κB 表达水平分别上调 74.03%

和 92.63%。然而, 黄芩素给药后可使NF-κB/p65和 p-

NF-κB 的表达水平显著下调 31.12% 和 38.22% (图 5),

这表明黄芩素能有效抑制NF-κB/p65的表达和NF-κB

的磷酸化。

6 黄芩素抑制 LPS 诱导的 BV-2 细胞 p-STAT1 蛋白

表达

LPS可诱导NF-κB蛋白过表达, 并快速激活其上游

蛋白STAT1的表达, 从而加剧神经炎症。采用Western

blot技术对 STAT1信号通路的关键蛋白 p-STAT1进行

检测。结果显示, LPS诱导BV-2细胞后能使 p-STAT1

的表达显著上调 1 222.45%。然而, 黄芩素处理后可使

p-STAT1的表达水平显著降低48.97% (图6), 这表明黄

芩素能明显下调 LPS诱导的BV-2细胞 STAT1蛋白的

磷酸化。

7 黄芩素对LPS诱导的BV-2细胞 p47phox、gp91phox蛋

白表达的影响

STAT1 介导的炎症反应需要 NOX2 (gp91phox/

p47phox) 依赖性生成ROS, 而过量的ROS对于激活NF-κB

信号通路, 促进 STAT1磷酸化和核易位至关重要。采

用免疫荧光和Western blot技术对 p47phox、gp91phox蛋白

表达进行检测。免疫荧光结果表明 , LPS 处理后

p47phox 的表达显著增加 42.89%。然而 , 黄芩素使

p47phox的表达显著降低 24.57% (图 7A)。Western blot

结果表明 , LPS 刺激后使胞膜 p47phox 的表达增加了

128.55%, 然而, 黄芩素处理后使胞膜 p47phox水平显著

下调了 48.12% (图 7B)。此外, LPS刺激使总蛋白水平

和胞膜 gp91phox 水平分别显著增加 57.80% 和 57.21%

Figure 3 Eleven enriched biological processes predicted by

DAVID database and visualized by RStudio. The color scales

represented the different false discovery rate (FDR) and the sizes

of the dots indicated the target counts of each term

Figure 4 Effects of baicalein on protein levels of iNOS (A) and

COX-2 (B) in LPS-induced BV-2 cells. n = 3, x̄ ± SEM. ##P < 0.01,
###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs LPS group

Figure 5 Effects of baicalein on protein levels of nuclear factor

kappa-B (NF- κB) /p65 and p-NF-κB in LPS-induced BV-2 cells.

n = 3, x̄ ± SEM. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05,
**P < 0.01 vs LPS group

Figure 6 Effects of baicalein on the level of p-signal transducer

and activator of transcription 1 (STAT1) protein in LPS-stimulated

BV-2 cells. n = 3, x̄ ± SEM. ###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01

vs LPS group
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(图 7C)。然而, 黄芩素处理使 gp91phox总蛋白和膜蛋白

表达显著降低了35.76%和35.48%。以上结果表明, LPS

可加快 p47phox从细胞质到细胞膜的转移, 并上调膜蛋

白 gp91phox的表达, 但给予黄芩素后能抑制 p47phox从胞

质到胞膜的转移 , 并抑制总 gp91phox蛋白和膜 gp91phox

蛋白的表达。

讨论

差异表达基因是在疾病发生发展过程中发挥重要

作用的基因, 这些基因对于阐述疾病病理机制具有重

要意义。大量文献报道, LPS可诱导BV-2细胞内大量

基因发生差异表达, 这些基因为神经炎症相关靶点的

发现提供了依据。对这些基因进行生物信息挖掘, 通

过网络构建和网络聚类分析寻找核心靶点, 是药物靶

点发现的新途径[34]。分子对接可用于模拟药物小分子

和受体蛋白的结合模式, 将分子对接和生物信息分析

相结合, 为黄芩素抗神经炎症潜在靶点和通路的预测提

供了新的思路。预测结果显示, 黄芩素可能通过与关键

靶点COX-2和 iNOS结合发挥抗神经炎症的作用。

LPS可诱导小胶质细胞的过度活化, 从而引起神

经变性, 导致神经元功能受损[35]。此外, 小胶质细胞的

激活将引起多种炎性介质水平的升高, 包括COX-2和

iNOS[36-38]。iNOS的过度累积加速NO的生成, 同时增

强 COX-2 的活性 , 进一步加重炎症的级联反应和神

经系统的退行性病变[39-41]。本研究发现 , LPS 显著上

调 iNOS和 COX-2的表达。然而, 给予黄芩素后可显

著下调 iNOS和 COX-2的蛋白表达, 表明黄芩素抑制

LPS诱导的BV-2细胞炎症。

NF-κB信号通路与慢性炎症和神经退行性疾病的

发展高度相关。NF-κB信号通路的激活可导致炎症介

质 iNOS和COX-2的生成增加[42-44]。同时, NF-κB转录

因子表达受胞质内STAT1的调控[45], STAT1可与NF-κB

结合并激活下游基因的表达, 最终导致神经炎症和神

经退行性疾病[46]。因此, 通过抑制NF-κB信号通路来

调节炎症因子的生成可减轻神经毒性和减少神经元死

亡, 进而延缓衰老相关疾病的发生[47,48]。本研究发现,

LPS 显著增加 NF-κB/p65 的表达和 NF-κB 的磷酸化 ,

但给予黄芩素后显著降低NF-κB/p65的表达和NF-κB

的磷酸化 , 表明黄芩素可通过 NF-κB 信号通路抑制

LPS诱导的BV-2细胞炎症。

STAT1受 Toll样受体刺激后迅速磷酸化, 而磷酸

化的 STAT1 参与调节促炎因子的释放和介导免疫反

应[49]。通过抑制 STAT1 的磷酸化可显著减少 COX-2

和 iNOS的生成[50]。本研究发现, LPS刺激后STAT1的

磷酸化显著增加。给予黄芩素后显著抑制 STAT1 的

磷酸化, 表明黄芩素可通过 STAT1信号通路抑制LPS

诱导的BV-2细胞炎症。本研究结果与前期发现黄芩

素抑制 STAT1 信号通路减少快速老化小鼠炎症因子

分泌相一致[51]。

NF-κB 和 STAT1 信号通路的激活受 ROS 信号调

控[52]。NOX是加快细胞中ROS产生的重要物质。当

胞质组分 p47phox转移到细胞膜, 并在细胞膜与 gp91phox

结合后, NOX的表达会迅速增加, 进而诱导细胞内产

生高水平的 ROS[53,54]。因此 , 抑制依赖于 NOX 产生

ROS 的通路可调控 NF-κB 和 STAT1 信号通路激活介

导的炎症反应。本研究结果表明, LPS处理后胞质组

分 p47phox 在细胞膜上的表达显著增加 , 且促使胞膜

gp91phox蛋白表达增加, 有利于NOX2的形成, 进而加速

ROS的产生。然而, 给予黄芩素后抑制gp91phox和p47phox

的表达, 从而减轻LPS诱导的BV-2细胞炎症反应。

Figure 7 Effects of baicalein on the levels of p47phox, gp91phox in

LPS-induced BV-2 cells. A: Intracellular p47phox level obtained by

immunofluorescence assay; B: The levels of membrane and cytosol

p47phox; C: The levels of total and membrane gp91phox. n = 3, x̄ ±

SEM. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05 vs LPS group
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综上 , 通过结合生物信息分析和分子对接技术 ,

本研究结果揭示黄芩素可能通过抑制NOX2 (gp91phox/

p47phox) /STAT1/NF-κB 级联反应来改善 LPS诱导的氧

化应激和神经炎症 (图8)。
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