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麻黄碱对脂多糖诱导的小胶质细胞功能损伤的修复作用及机制 Δ
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摘 要 目的 研究麻黄碱对脂多糖（LPS）诱导的小胶质细胞功能损伤的修复作用及机制。方法 以人小胶质细胞 HMC3为研究

对象，考察不同质量浓度麻黄碱（75、150、300、600 μg/mL）对 HMC3细胞活力和凋亡的影响。然后将 HMC3细胞分为对照组（不

受药物干预）、LPS 组（1 μg/mL）、麻黄碱组（1 μg/mL LPS+300 μg/mL 麻黄碱）、BAY11-7082组[1 μg/mL LPS+5 μmol/L 核因子 κB

（NF-κB）信号通路抑制剂 BAY11-7082]、抑制剂组（1 μg/mL LPS+300 μg/mL 麻黄碱+5 μmol/L BAY11-7082）和激活剂组（1 μg/mL 

LPS+300 μg/mL麻黄碱+1 μmol/L NF-κB信号通路激活剂Prostratin），加入相应药物作用24 h后，检测细胞迁移能力和细胞中可溶

性白细胞介素6（sIL-6）、白细胞介素10（IL-10）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）水平以及NF-κB信号通路相关蛋白表达水

平。结果 300 μg/mL 的麻黄碱可使 HMC3细胞活力显著升高、凋亡率显著降低（P＜0.05）。与对照组相比，LPS 组迁移细胞数显

著增多，细胞中 sIL-6、MDA水平和NF-κB蛋白磷酸化水平均显著升高，IL-10、SOD水平均显著降低（P＜0.05）。与LPS组相比，麻

黄碱组和 BAY11-7082组上述指标水平均显著逆转（P＜0.05）。与麻黄碱组相比，抑制剂组迁移细胞数显著减少，细胞中 sIL-6、

MDA 水平和 NF-κB 蛋白磷酸化水平均显著降低，IL-10、SOD 水平均显著升高（P＜0.05）；而激活剂组上述指标水平均显著逆转

（P＜0.05）。结论 麻黄碱可通过抑制LPS诱导的HMC3细胞凋亡、迁移、炎症和氧化应激，修复细胞功能损伤，其作用机制可能与

抑制NF-κB信号通路活性有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the repair effect of ephedrine on lipopolysaccharide （LPS）-induced microglia function injury 

and its mechanism. METHODS Human microglia cells （HMC3） were used as research objects to investigate the effects of different 

concentrations of ephedrine （75， 150， 300， 600 μg/mL） on the viability and apoptosis of HMC3 cells. HMC3 cells were divided 

into control group （without drug intervention）， LPS group （1 μg/mL）， ephedrine group （1 μg/mL LPS+300 μg/mL ephedrine）， 

BAY11-7082 group [1 μg/mL LPS+5 μmol/L nuclear factor- κB （NF- κB） pathway inhibitor BAY11-7082]， inhibitor group （1       

μg/mL LPS+300 μg/mL ephedrine+5 μmol/L BAY11-7082） and activator group （1 μg/mL LPS+300 μg/mL ephedrine+1 μmol/L 

NF-κB pathway activator Prostratin）. After 24 hours of drug treatment， cell migration， the levels of soluble interleukin-6（sIL-6）， 

interleukin-10（IL-10）， superoxide dismutase（SOD）and malondialdehyde（MDA）， and the expressions of NF-κB pathway-related 

proteins were all detected. RESULTS The viability of HMC3 cells could be increased significantly by 300 μg/mL ephedrine， while 

the apoptotic rate was decreased significantly （P＜0.05）. Compared with the control group， the number of migrating cells was 

increased significantly in the LPS group； the levels of sIL-6 and MDA， the phosphorylation of NF- κB protein were increased 

significantly， while the levels of IL-10 and SOD were decreased significantly （P＜0.05）. Compared with the LPS group， the above 

indexes were reversed significantly in the ephedrine group and BAY11-7082 group （P＜0.05）. Compared with the ephedrine group， 

the number of migrating cells was decreased significantly in 

the inhibitor group； the levels of sIL-6 and MDA， the 

phosphorylation of NF-κB protein were decreased significantly， 

while the levels of IL-10 and SOD were increased significantly 

（P＜0.05）. The above indexes were reversed significantly in 

the activator group （P＜0.05）. CONCLUSIONS Ephedrine 
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can repair cell injury by inhibiting LPS induced apoptosis， migration， inflammation and oxidant stress of HMC3 cells， the 

mechanism of which may be associated with inhibiting the activity of the NF-κB signaling pathway.

KEYWORDS microglia cells； ephedrine； lipopolysaccharide； nuclear factor-κB signaling pathway； cell function injury

小胶质细胞作为脑内固有的免疫细胞，可参与脑出

血后的脑损伤过程：一方面可吞噬脑损伤部位周围的坏

死组织和细胞碎片，起到神经保护作用；一方面可分泌

炎症因子，引起继发性脑损伤[1―2]。由此可知，小胶质细

胞同时具有促炎和促修复的双重作用，因此通过调节小

胶质细胞表型及功能状态可抑制炎症反应、促进修复作

用，为脑出血治疗提供研究方向。

麻黄碱是一种芳烃仲胺类生物碱，为中草药麻黄的

主要成分，具有抗肿瘤、抗炎、抗代谢紊乱、神经保护、心

脏保护及内脏保护等药理活性，广泛应用于各种心脑血

管 疾 病 以 及 神 经 退 行 性 疾 病 的 治 疗[3]。 核 因 子 κB

（nuclear factor-κB，NF-κB）是细胞内关键的核转录因

子，同时也被认为是重要的炎症小体触发因子，在抗氧

化、抗炎方面具有重要作用[4―5]。相关研究发现，蛤蚧定

喘丸醇提物可通过下调 NF-κB 信号通路发挥抗炎活性，

该作用可能是蛤蚧定喘丸中的麻黄碱成分发挥的[6]。但

是麻黄碱是否可通过 NF-κB 信号通路改善神经炎症尚

不清楚。基于此，本研究基于 NF-κB 信号通路，探讨麻

黄碱对脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的小胶质细

胞功能损伤的修复作用及机制，以期为脑损伤治疗药物

的开发提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

Multiskan FC 型酶标仪购自美国 Thermo Fisher Sci‐

entific 公司；DXS-3型荧光显微镜购自上海缔伦光学仪

器有限公司；DMI1型光学显微镜购自德国 Leica 公司；

OI1000 型凝胶成像系统购自广州光仪生物科技有限

公司。

1.2　主要药品与试剂

麻黄碱（批号171241-201809，纯度≥97%）购自上海

阿拉丁生物科技有限公司；LPS、NF-κB 信号通路抑制剂

BAY11-7082（批号分别为 S11060、S44144）均购自上海

源叶生物科技有限公司；NF-κB 信号通路激动剂 Prostra‐

tin（批号 P0077）购自圣克鲁斯生物技术（上海）有限公

司；Hoechst 33258染色液（批号 E607301）购自生工生物

工程（上海）股份有限公司；可溶性白细胞介素6（soluble 

interleukin-6，sIL-6）、白细胞介素 10（interleukin-10，IL-

10）的酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（批号分别为

ml038115、ml064299）均购自上海酶联生物科技有限公

司；超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性检

测试剂盒、丙二醛（malondialdehyde，MDA）检测试剂盒、

RIPA 裂解液（批号分别为 S0101S、S0131S、P0013B）均

购自上海碧云天生物技术有限公司；Transwell 小室购自

德 国 Merck 公 司；鼠 源 NF- κB、磷 酸 化 NF- κB（p-NF-

κB）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，AP）标记的羊抗

鼠免疫球蛋白 G（IgG）二抗（批号分别为 66535-1-Ig、

3036S、SA00002-1）均购自武汉三鹰生物技术有限公司；

高糖培养基（H-DMEM）和胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS）购自美国 Hyclone 公司。

1.3　细胞

人小胶质细胞 HMC3购自青旗（上海）生物技术发

展有限公司。

2　方法

2.1　HMC3细胞培养

将 HMC3细胞培养在由 90%H-DMEM、10%FBS 和

青霉素-链霉素溶液组成的完全培养基中，并在 37 ℃、

5%CO2培养箱中培养，待细胞贴壁80% 时进行传代。

2.2　HMC3细胞活力的检测

采用 CCK-8法检测。将 HMC3细胞以 5×103个/孔

的密度接种于96孔板，培养24 h 后，分为对照组（不接受

药物处理）、LPS 组（1 μg/mL LPS 处理）、LPS+75 μg/mL

麻黄碱组（同时接受1 μg/mL LPS 和75 μg/mL 麻黄碱处

理）、LPS+150 μg/mL 麻黄碱组（同时接受 1 μg/mL LPS

和 150 μg/mL 麻黄碱处理）、LPS+300 μg/mL 麻黄碱组

（同时接受 1 μg/mL LPS 和 300 μg/mL 麻黄碱处理）、

LPS+600 μg/mL 麻黄碱组（同时接受 1 μg/mL LPS 和

600 μg/mL 麻黄碱处理）。各组加入相应药物处理后，继

续培养 24 h，然后加入 10%CCK-8溶液培养 1 h；采用酶

标仪检测各孔细胞在 450 nm 波长处的光密度（optical 

density，OD）值，并计算细胞活力：细胞活力（%）＝（OD

值 LPS 组或给药组/OD 值对照组）×100%。实验重复3次。

2.3　HMC3细胞凋亡的检测

采用 Hoechst 33258荧光染色法检测。将 HMC3细

胞接种于24孔板，当细胞密度达80% 时，按“2.2”项下方

法分组、给药，培养24 h 后，加入10%Hoechst 33258染色

液避光培养 10 min；采用荧光显微镜观察并拍照，其中

强蓝色信号为凋亡细胞，弱蓝色信号为正常细胞，计算

细胞凋亡率：细胞凋亡率（%）＝强蓝色信号细胞数/总蓝

色信号细胞数×100%。实验重复3次。
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2.4　HMC3细胞迁移能力的检测

采用 Transwell 小室法检测。将 HMC3细胞接种于

24孔板，分为对照组（不接受药物处理）、LPS 组（接受 1 

μg/mL LPS 处理[7]）、麻黄碱组（同时接受1 μg/mL LPS 和

300 μg/mL 麻黄碱处理）、BAY11-7082 组（同时接受 1 

μg/mL LPS 和 5 μmol/L BAY11-7082[8]处理）、抑制剂组

（同时接受 1 μg/mL LPS、300 μg/mL 麻黄碱和 5 μmol/L 

BAY11-7082处理）和激活剂组（同时接受1 μg/mL LPS、

300 μg/mL 麻黄碱和 1 μmol/L Prostratin[9]处理）。各组

加入相应药物培养 24 h 后，收集细胞，分别制备成细胞

悬液，备用。将 Transwell 小室放入24孔板，在 Transwell

小室的上室中，每孔加入200 μL 上述各组细胞悬液（1×

106个/mL），下室加入600 μL 含有10%FBS 的培养基，培

养24 h；取出 Transwell 小室，弃上清液，用棉签擦去小室

薄膜上层细胞，以 PBS 清洗后，用 4% 甲醇固定 30 min。

晾干后，用0.1% 结晶紫染色10 min，以 PBS 清洗3次；采

用显微镜观察并拍照，每孔随机选 5个不同视野，采用

ImageJ 1.8.1软件计算迁移细胞数。实验重复3次。

2.5　 HMC3 细 胞 中 sIL-6、IL-10、SOD、MDA 水 平 的

检测

采用 ELISA 法检测。将 HMC3细胞接种于 6孔板，

按“2.4”项下方法分组、给药、培养24 h 后，收集细胞，然

后根据试剂盒说明书方法操作，检测细胞中 sIL-6、IL-

10、SOD、MDA 水平。实验重复3次。

2.6　HMC3细胞中 NF-κB 信号通路相关蛋白表达水平

的检测

采用 Western blot 法进行检测。将 HMC3细胞接种

于 6孔板，按“2.4”项下方法分组、给药、培养 24 h 后，以

RIPA 裂解液裂解细胞，在 4 ℃条件下以 12 000 r/min 离

心10 min 后收集上清液，即总蛋白样品。将总蛋白样品

进行变性处理，然后采用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离蛋白，再进行转膜。将载有蛋白的 PVDF

膜在5% 脱脂牛奶中室温封闭1 h 后，于4 ℃条件下加入

一抗（NF-κB、p-NF-κB和β-actin的稀释度分别为1∶2 000、

1∶3 000、1∶10 000）孵育过夜，再加入相应二抗室温孵育

2 h；经显影处理后，采用凝胶成像系统拍照记录，并用

ImageJ 1.8.1软件进行分析，以 β-actin 为内参，以 NF-κB

与 p-NF-κB 的灰度值比值表示 NF-κB 蛋白的磷酸化

水平。

2.7　统计学方法

采用 SPSS 26.0软件对数据进行统计分析，符合正

态分布的计量资料以 x±s 表示，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用 Dunnett’s t 检验。检验

水准α＝0.05。

3　结果

3.1　麻黄碱对HMC3细胞活力和凋亡的影响

与对照组相比，LPS 组细胞活力显著降低，细胞凋

亡率显著升高（P＜0.05）；与LPS组相比，LPS+300 μg/mL

麻黄碱组细胞活力显著升高，细胞凋亡率显著降低（P＜

0.05）。结果见图1、图2。基于此，本研究选择300 μg/mL

麻黄碱进行后续细胞功能实验。

3.2　麻黄碱对HMC3细胞迁移能力的影响

与对照组相比，LPS 组迁移细胞数显著增多（P＜

0.05）。与 LPS 组相比，麻黄碱组和 BAY11-7082组迁移

细胞数显著减少（P＜0.05）。与麻黄碱组相比，抑制剂

组迁移细胞数显著减少（P＜0.05），而激活剂组迁移细

胞数显著增多（P＜0.05）。结果见图3。
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图1　麻黄碱对HMC3细胞活力的影响结果（x±s，n＝3）
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图2　麻黄碱对HMC3细胞凋亡的影响结果
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3.3　麻黄碱对HMC3细胞中 sIL-6、IL-10、SOD和MDA

水平的影响

与对照组相比，LPS 组细胞中 sIL-6、MDA 水平均显

著升高，IL-10、SOD 水平均显著降低（P＜0.05）。与 LPS

组相比，麻黄碱组和 BAY11-7082组细胞中上述指标水

平均显著逆转（P＜0.05）。与麻黄碱组相比，抑制剂组

细胞中 sIL-6、MDA 水平均显著降低，IL-10、SOD 水平均

显著升高（P＜0.05），而激活剂组细胞中上述指标水平

均显著逆转（P＜0.05）。结果见表1。

3.4　麻黄碱对 HMC3细胞中 NF-κB 信号通路相关蛋白

表达的影响

与对照组相比，LPS 组细胞中 NF-κB 蛋白磷酸化水

平显著升高（P＜0.05）。与 LPS 组相比，麻黄碱组和

BAY11-7082组细胞中 NF-κB 蛋白磷酸化水平均显著降

低（P＜0.05）。与麻黄碱组相比，抑制剂组细胞中 NF-

κB 蛋白磷酸化水平显著降低（P＜0.05），而激活剂组细

胞中 NF-κB 蛋白磷酸化水平显著升高（P＜0.05）。结果

见图4。

4　讨论

小胶质细胞具有保护和修复神经系统的作用，正常

情况下，其在脑组织内保持静息状态，一旦受刺激后即

刻被激活，而过度活化的小胶质细胞可释放多种神经毒

素，介导神经炎症等损伤[10―11]。本研究结果表明，人小

胶质细胞 HMC3在 LPS 诱导下细胞活力降低，而细胞凋

亡、迁移能力增强，细胞促炎因子 sIL-6水平升高，抗炎

因子 IL-10水平降低，氧化应激反应加剧，提示 LPS 可诱

导 HMC3 细胞功能损伤。麻黄碱与 LPS 共同作用于

HMC3细胞后，显示出较弱的细胞损伤，提示麻黄碱可

保护 HMC3细胞免受 LPS 诱导的损伤。NF-κB 信号通

路抑制剂 BAY11-7082与麻黄碱可发挥协同累加效应，

而该通路激活剂 Prostratin 削弱了麻黄碱的抑制作用。

在炎症方面，本研究同时检测了促炎因子 sIL-6和抑炎

因子 IL-10的水平，结果发现，麻黄碱可降低 HMC3细胞

中 sIL-6水平，升高 IL-10水平，与相关研究结果一致[12]。

氧化应激和神经炎症一样被证实与神经元损失和

退行性病变等有关。麻黄碱抑制氧化应激这一作用在

LPS 诱导的人肝星状细胞凋亡损伤小鼠模型中已有发

现[13]。且有研究发现，LPS 可刺激小胶质细胞诱导大量

活性氧产生[14]。本研究结果显示，HMC3 细胞中 MDA

水平在 LPS 环境下升高，而 SOD 水平降低，与上述文

献[13―14]结果类似，均表明 LPS 可诱导小胶质细胞发生氧

化应激反应。此外，本研究发现，麻黄碱可降低 LPS 诱

导下 HMC3 细胞中 MDA 水平，与此同时升高 SOD 水
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图3　麻黄碱对HMC3细胞迁移能力的影响结果

表1　各组细胞中 sIL-6、IL-10、SOD 和 MDA 水平的检

测结果（x±s，n＝3）

组别
对照组
LPS 组
麻黄碱组
BAY11-7082 组
抑制剂组
激活剂组

sIL-6/（pg/mL）

4.00±0.50

7.50±0.50a

5.00±0.50b

3.50±0.50b

3.00±0.50c

7.00±0.50c

IL-10/（pg/mL）

376.67±25.17

146.67±25.17a

276.67±25.17b

203.33±25.17b

296.67±25.17c

155.67±19.14c

MDA/（nmol/mL）

2.27±0.25

6.17±0.35a

4.50±0.30b

5.67±0.31b

3.30±0.20c

5.67±0.15c

SOD/（ng/mL）

32.00±1.00

5.00±1.00a

15.00±1.00b

9.33±2.08b

20.00±1.00c

11.00±1.00c

a：与对照组相比，P＜0.05；b：与LPS组相比，P＜0.05；c：与麻黄碱

组相比，P＜0.05。
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图4　麻黄碱对 HMC3细胞中 NF-κB 信号通路相关蛋

白表达的影响结果
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平，表明麻黄碱对 LPS 诱导的人小胶质细胞的氧化应激

有抑制作用。

NF-κB 是细胞基因转录过程中的关键调节因子，与

炎症细胞的增殖、凋亡关系密切，在调节免疫反应和炎

症反应中发挥着重要作用，与小胶质细胞的炎症反应密

切相关[15]。本研究结果发现，LPS 诱导了 NF-κB 蛋白高

度磷酸化，而这种高磷酸化水平可被麻黄碱降低，由此

推测，麻黄碱可能是通过抑制 NF-κB 信号通路活性来干

预 LPS 诱导的 HMC3细胞功能损伤。进一步研究发现，

该通路抑制剂 BAY11-7082增强了麻黄碱的作用，而该

通路激活剂 Prostratin 削弱了麻黄碱的作用，验证了上述

推测。

综上所述，麻黄碱可通过抑制 LPS 诱导的 HMC3细

胞凋亡、迁移、炎症和氧化应激，修复细胞功能损伤，其

作用机制可能与抑制 NF-κB 信号通路活性有关。
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