
· 21 ·神经疾病与精神卫生 2021 年 1 月 20 日第 21 卷第 1 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， January 20，2021，Vol.21，No.1

·学术交流·

脂多糖干预建立体外星形胶质细胞活化模型的

实验研究

孟宪栋 亢君君 张海锋

730050 兰州，解放军联勤保障部队第九四○医院综合内科（孟宪栋）；710032 西安，空军
军医大学神经科学研究所（亢君君、张海锋）
通信作者：孟宪栋，Email：MengxdLZ@163.com
DOI：10.3969/j.issn.1009-6574.2021.01.004

【摘要】 目的 探讨脂多糖（LPS）对星形胶质细胞凋亡和活力的影响，建立活化星形胶质细胞模

型。方法 取刚出生 1 d 大鼠（P1）大脑进行细胞培养、传代，获得高纯度星形胶质细胞，接种于培养板，

进行 LPS（1 μg/ml）干预，设立对照，继续培养 24～72 h。按实验要求，细胞凋亡检测分组：LPS-24 h 组、

对照 -24 h 组、LPS-72 h 组、对照 -72 h 组，使用 TUNNEL 法检测各组星形胶质细胞凋亡，并计算凋亡

率；细胞活力检测分组：LPS-0 h 组、LPS-24 h 组、LPS-72 h 组，使用 MTT 法测定各组星形胶质细胞活力；

LPS 干预分组：LPS 干预组和对照组，星形胶质细胞行 GFAP 免疫组化染色。结果 LPS-24 h 组星形胶

质细胞凋亡率为（7.00±2.23）%，对照 -24 h 组为（3.26±1.22）%，两组比较差异无统计学意义（P ＞ 0.05）；

LPS-72 h 组星形胶质细胞凋亡率为（36.40±5.32）%、对照 -72 h 组为（4.00±1.59）%，两组比较差异有统

计学意义（P ＜ 0.05）；LPS-0 h 组星形胶质细胞活力为（100.23±5.34）%，LPS-24 h 组星形胶质细胞活力为

（91.42±9.88）%，LPS-72 h 组星形胶质细胞活力为（51.21±4.58）%，LPS-72 h 组与其余两组比较差异有

统计学意义（P ＜ 0.05）。LPS 干预 24 h，星形胶质细胞增生、肥大，突起增多。结论 LPS（1 μg/ml）干预

24 h，星形胶质细胞没有出现明显细胞凋亡和下降的细胞活力，但是形态上出现活化特征，建立了一种

星形胶质细胞活化模型。
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【Abstract】 Objective To explore the effect of lipopolysaccharide （LPS） on apoptosis and viability 
of astrocytes， and to establish an activated astrocyte model. Methods High purity astrocytes were obtained from 
the brain of 1-day-old rats （P1）. The astrocytes were inoculated on the culture plates and treated with LPS （1 μg/ml）  
for 24 to 72 hours. According to the experimental requirements， apoptosis was detected using TUNNEL 
separately in LPS-24 h， control-24 h， LPS-72 h， control-72 h， and then apoptosis rates were calculated； 
while viability was detected using MTT separately in LPS-0 h， LPS-24 h， and LPS-72 h. Astrocytes were 
treated with GFAP immunohistochemistry in LPS treatment group and control group. Results The apoptosis 
rate was （7.00±2.23）% in LPS-24 h group and （3.26±1.22）% in control-24 h group， and there was no 
significant difference between the two groups （P＞0.05）； the apoptosis rate was （36.40±5.32）% in LPS-72 h group 
and （4.00±1.59）% in control-72 h group， and the difference was statistically significant （P ＜ 0.05）； the 
viability of astrocyte was （100.23±5.34）%， （91.42±9.88）%， （51.21±4.58）% separately in LPS-0 h group， 
LPS-24 h group， and LPS-72 h group. There was significant difference between LPS-72 h group and other two 
groups （P ＜ 0.05）. After 24 hours of LPS intervention， astrocytes proliferated， enlarged， and their processes 
increased. Conclusions Treated with LPS （1 μg/ml） for 24 hours， astrocytes did not show obvious apoptosis 
and decreased viability， but showed activation in morphology. A model of activated astrocytes might be established.
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传统认为癫痫本质上是脑神经元过度兴奋和超
同步化放电，但是研究发现异常星形胶质细胞增生
是颞叶癫痫患者和癫痫持续状态动物模型的主要特
征，并且发现在癫痫中存在炎性反应，认为炎症过
程参与癫痫发生［1-2］。星形胶质细胞是炎性相关因
子的重要来源，同时也是炎性分子作用的靶点，通
过激活星形胶质细胞上特定受体，可以加剧胶质增
生，增强促癫痫发生信号［3］。脂多糖作为经典的促
炎剂可以促进炎症发生，那么用脂多糖干预星形胶
质细胞是否可以建立一种癫痫研究的离体细胞模
型？本研究用脂多糖干预培养中的星形胶质细胞，
探讨星形胶质细胞凋亡和细胞活力改变，为建立体
外癫痫研究模型奠定基础。

一、材料与方法
1. 实验动物：刚出生 1 d SD 大鼠（空军军医大学

动物实验中心），不限雌雄。实验获空军军医大学动
物伦理委员会批准。

2. 主 要 试 剂：细 胞 培 养 等 常 规 试 剂（GIBCO）；
DMEM 培 养 基（Invitrogen）；脂 多 糖（LPS）（Sigma）；
GFAP 抗 体（Sigma）；凋 亡 检 测 试 剂 盒（Takara Bio）；
MTT 检测试剂盒（Beyotime）。

3. 主要仪器：细胞培养箱（Thermo）；激光共聚焦
显微镜（Olympus）。

4.方法：（1）星形胶质细胞原代培养：将出生1 d
大鼠浸泡于 75% 酒精消毒 30 s，取出大鼠无菌剪刀
断头，从枕骨大孔处剪开颅骨，将鼠脑取出放在预
冷 D-Hanks 液中，利用眼科剪在显微镜下分离脑
膜和血管，剥离大脑半球后，将其移入无菌培养皿
中，剪碎脑组织，加胰蛋白酶（0.25%），将组织置于
孵育箱中，37 ℃下消化 10 min。消化完毕后，将组
织移入离心管中，加 10% 胎牛血清（FBS）的 DMEM
使消化终止，使用抛光吸管反复吹打组织，待组织
混合均匀后，离心管放在预冷离心机（1 000 r/min，
10 min），弃掉上清后加入10% FBS的DMEM培养基，
使细胞重悬。过滤后收集滤液，离心（1 000 r/min，
10 min），收集沉淀。重悬细胞后行细胞计数，将细
胞种植于培养瓶（多聚赖氨酸铺底）。置入细胞培养
箱（37 ℃，5% CO2）。细胞长满瓶底时，将培养瓶固
定于水平摇床（37 ℃，260 r/min），持续 18 h。（2）星
形胶质细胞传代培养：首先将 10% FBS 的 DMEM 培
养基从 4 ℃冰箱取出，室温下放置 30 min。将培养
瓶中原先培养基倒掉，用 D-Hanks 液洗细胞 2 次去
掉残留 FBS，以至于不影响消化。冲洗后加入 0.25%
胰酶，镜下观察，有 2/3 细胞脱离瓶壁时，加 10% 
FBS 的 DMEM 培养基中止消化，用抛光吸管吹打瓶

底，以便使剩余星形胶质细胞从瓶壁脱离，显微镜
下计数板计数后，将细胞接种至多聚赖氨酸铺底的
75 ml 培养瓶中，置于细胞培养箱（37 ℃，5% CO2）中
培养。（3）星形胶质细胞纯度鉴定：6 孔板内预先放
置多聚赖氨酸包被的细胞爬片，星形胶质细胞传代
培养后，以 1.0×105/ml 密度种植在培养板培养，放
入培养箱孵育（37 ℃，5% CO2，24 h）。4% 多聚甲醛
固定细胞爬片 30 min，0.01% PBS 洗 30 min，然后将
爬片移入封口膜铺底的 6 孔板，行 GFAP 免疫荧光
检测，在含有小鼠抗 GFAP 抗体（1∶2 000）中过夜，
然后用 Alexa Fluor 594- 抗小鼠 IgG（1∶400）避光孵
育 4 h。核用 HOECHST 标记。抗淬灭剂封片，激光
共聚焦显微镜下，随机取 5 个不重叠视野，拍照，计
算星形胶质细胞纯度。（4）脂多糖干预和分组：取
传至第 3 代星形胶质细胞，分别接种于 6 孔和 96 孔
培养板，在培养箱中培养 2～3 d，按加入药物分组： 
①对照组：加入不含脂多糖培养基；②脂多糖干预
组：加入含脂多糖（1 μg/ml）培养基。加药后在细胞
培养箱中，继续培养24 h和72 h。细胞凋亡检测分组：
脂多糖 -24 h 组、对照 -24 h 组、脂多糖 -72 h 组、对
照 -72 h 组；细胞活力检测分组：脂多糖 -0 h 组、脂
多糖 -24 h 组、脂多糖 -72 h 组。脂多糖 -0 h 组为加
入脂多糖之前进行细胞活力测定。脂多糖干预分组：
脂多糖干预组和对照组。（5）TUNNEL 法检测星形胶
质细胞凋亡：脂多糖干预24 h和72 h，分别取出干预
组和对照组 6 孔板，去掉培养基后，加 4%多聚甲醛
固定30 min。PBS液洗片后，将细胞爬片移入封口膜
铺底的6孔板内，然后加3% H2O2，室温反应20 min， 
封闭内源性过氧化物酶。PBS 液洗后，加 0.1% 蛋白
酶 K（4 ℃，2 min）反应，随后加入反应混合液（37 ℃，
避光 60 min）。加过氧化物酶 50 μl（37 ℃，60 min）
反应。在光学显微镜下，加入 DAB 显色剂 50 μl，
控制反应时间。凋亡显示清晰时，PBS 液冲洗终止
反应，用甲基绿轻度衬染、晾干，用中性树胶封片，
光学显微镜下阅片。细胞中有棕褐色颗粒者为凋
亡细胞。随机选取 5 个视野，计算各组星形胶质细
胞凋亡率。星形胶质细胞凋亡率（%）= 凋亡细胞数 /
细胞总数 ×100%。（6）MTT 法测定星形胶质细胞活
力：在 96 孔板中测定细胞活力。脂多糖干预 24 h、
72 h，每个点分别设对照，另外设定 5 个孔为设备校
正。干预组每孔（n=5）加入 200 μl 含脂多糖的培养
基，对照组加入不含脂多糖的培养基，将培养板置
于细胞孵育箱中（37 ℃），分别孵育 24 h 和 72 h，在
各时间点用无血清 DMEM 充分漂洗，最后加入 10% 
FBS 的 DMEM 培养基 200 μl，然后，每孔加入 20 μl 
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MTT（5 mg/ml）工作液，培养 4 h，吸去上清，加二甲
基亚砜 150 μl，固定后震荡 10 min，甲臜溶解，测定
A490 值。校正孔加 DMSO 无 MTT。细胞活力（%）=
干预组细胞 A490 值 / 对照组细胞 A490 值 ×100%。 

（7）星形胶质细胞-GFAP免疫组化：脂多糖干预24 h，
分别取出干预组和对照组6孔板，去掉培养基后，4%
多聚甲醛固定细胞爬片30 min，0.01% PBS洗30 min，
然后将爬片移入封口膜铺底的 6 孔板，行 GFAP 免
疫荧光检测，加小鼠抗 GFAP 抗体（1∶2 000） 4 ℃过
夜，加Alexa Fluor 594-抗小鼠IgG（1∶400） 4 h，封片，
激光共聚焦显微镜观察、拍照。

5. 统计学方法：使用 SPSS 16.0 进行统计分析。
数据以均数 ± 标准差（x±s）的方式进行表示，方差
分析比较两组数据之间的差异，多组两两比较使用
SNK 法。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果
1. 脂多糖干预星形胶质细胞对细胞凋亡和活力

的影响：见图 1（见本期封三），表 1、2。LPS 干预星
形胶质细胞 24 h，可见部分棕色细胞核（图 1B），对照
组偶见棕色细胞核（图 1A）；LPS 干预 72 h，棕色细胞
核数量明显增加（图 1D），并且棕色加深，对照组偶
见棕色细胞核（图 1C）。干预 24 h，脂多糖-24 h组星
形胶质细胞凋亡率为与对照组比较差异无统计学意
义（P＞0.05）；干预72 h，脂多糖-72 h组星形胶质细
胞凋亡率明显高于对照组，差异有统计学意义（P ＜ 
0.05）。脂多糖干预 72 h，细胞活力明显下降，与干
预前及 24 h 时比较，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。

2. 脂多糖干预对星形胶质细胞形态的影响：见
图 2（见本期封三）。因脂多糖干预 72 h，星形胶质细
胞出现大量凋亡，细胞活力下降，因此，没有对其进
行 GFAP 免疫荧光检测。脂多糖干预 24 h，GFAP 免
疫荧光检测显示，干预组星形胶质细胞较对照组出
现染色加深、增生肥大以及突起明显增多，在形态
学上出现活化特征。

讨论 研究认为脑神经元损伤、功能失调及异
常连接是癫痫的主要发病因素［4］。因此，既往多数
关于抗癫痫药物研究均靶向脑神经元。然而，越来
越多的证据表明，星形胶质细胞与脑神经元之间的
异常信号，在驱动网络过度兴奋中起重要作用［5］。
增生的星形胶质细胞是颞叶癫痫患者海马硬化的主
要病理特征，并且星形胶质细胞功能失调也可能与
癫痫发生有关，星形胶质细胞在癫痫发生的病理生
理过程中发挥重要作用。

炎症和癫痫是相互联系的，炎症促进脑神经元
过度兴奋和癫痫发作，而神经胶质细胞免疫炎性功

能失调是诱发或导致癫痫发作的常见因素。另一方
面，急性癫痫发作会上调小胶质细胞和星形胶质细
胞促炎细胞因子产生，从而触发下游炎性介质级联
反应。因此，癫痫发作和炎性介质形成反馈回路，
相互促进［6］。脑损伤后会出现炎症，以及反应性星
形胶质细胞增生，作为对应激或损伤的反应，星形
胶质细胞由静息状态转向活化状态，这是机体为限
制损伤和维持内环境稳定的基本反应。星形胶质细
胞可被多种因素激活，包括多种病原体、脂多糖和
氧化应激，星形胶质细胞激活产生炎性细胞因子和
环氧合酶 -2［7］。小胶质细胞和星形胶质细胞可以
促进或抑制脂多糖诱导的神经炎症［8］。研究显示全
身给予中等剂量的脂多糖，可以引起星形胶质细胞
活化［9］。并且神经胶质纤维酸性蛋白 mRNA 的表达
也受脂多糖的调节［10］。脂多糖触发小胶质细胞和
星形胶质细胞释放活性氧和促炎细胞因子［11］。炎
症信号不仅可以通过小胶质细胞激活来放大，也可
以通过星形胶质细胞来放大［12］。被病原或非感染
因素激活后，星形胶质细胞释放各种炎性因子，抗
炎分子和炎性因子会同时出现，但是当正常的反馈
机制无法消除炎症时，胶质细胞释放的炎性因子反
过来也促进自身活化，这种循环在癫痫发生中发挥
重要作用。在包括中枢神经系统损伤在内的许多情
况下，炎症和内在修复过程之间存在平衡，从而影
响功能恢复［13］。大鼠脑皮质暴露于脂多糖，迅速诱
导了脑神经元兴奋性增加，导致癫痫发作［14］。

Toll 样受体（Toll-like receptors，TLR）存在于中

表1 脂多糖对星形胶质细胞凋亡影响（%，x±s）

组别 凋亡率

脂多糖 -24 h 7.00±2.23

对照 -24 h 3.26±1.22

脂多糖 -72 h 36.40±5.32a

对照 -72 h 4.00±1.59

F 值 219.409

P 值 ＜ 0.001

  注：与对照 -72 h 组比较，aP ＜ 0.05

表2 脂多糖对星形胶质细胞活力的影响（%，x±s）

组别 星形胶质细胞活力

脂多糖 -0 h 100.23±5.34

脂多糖 -24 h 91.42±9.88

脂多糖 -72 h 51.21±4.58ab

F 值 69.653

P 值 ＜ 0.001

  注：与脂多糖-0 h组比较，aP＜0.05；与脂多糖-24 h组比较，bP＜ 

0.05



· 24 · 神经疾病与精神卫生 2021 年 1 月 20 日第 21 卷第 1 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， January 20，2021，Vol.21，No.1

枢神经系统，在小胶质细胞、神经元和星形胶质细
胞上均有表达，主要在促炎性细胞因子的产生中发
挥作用［15］。TLRs 表达于体外培养的人星形胶质细
胞，包括 TLR2、TLR3 及 TLR4［16］。星形胶质细胞
TLR3 持续性表达，然而 TLR2、TLR4 表达在不同研
究结果不一致［16-17］，可能是细胞来源和培养条件不
同所致。星形胶质细胞可表达大量的 TLR3 受体，
脂多糖与其结合，激活 NF-κB 通路［18］，导致星形胶
质细胞大量增殖，并释放 TNF-α、IL-1 等炎性因子。
有研究显示脂多糖是 TLR4 的主要配体［19］，因此本
研究采用经典的致炎剂脂多糖干预星形胶质细胞，
模拟在体星形胶质细胞病理变化过程。

星形胶质细胞在致炎剂脂多糖作用下变得活
化，表现为细胞肥大，神经胶质纤维酸性蛋白表达
增加［20-21］。在本研究中，脂多糖干预星形胶质细胞
24 h，星形胶质细胞出现以上细胞活化的特征性改
变。为了能使脂多糖干预星形胶质细胞活化的同时，
而不引起明显细胞死亡，我们对脂多糖干预浓度和
时间进行了探索。在预实验中发现，10～100 μg/ml
脂多糖干预星形胶质细胞 24 h 可导致大量细胞死
亡、脱片，因此采用 1 μg/ml 脂多糖干预星形胶质细
胞。本研究发现在体外培养星形胶质细胞时，脂多
糖干预24 h，没有引起明显的细胞凋亡和活力下降，
而脂多糖干预72 h，星形胶质细胞存在明显凋亡，同
时细胞存活率也明显下降。因此，脂多糖（1 μg/ml）
干预星形胶质细胞 24 h，可以作为研究星形胶质细
胞的体外活化的细胞模型，为研究活化星形胶质细
胞的受体表达、功能变化奠定基础。
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