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Notch1蛋白调控的小胶质细胞极化对小鼠癫痫发作的保护作用

朱洋洋1，刘梦1，杨道迪1，胡依依2，方敬献1

（1. 南阳市第一人民医院神经内科，河南  南阳  473000； 2. 郑州大学医学院基础医学院病理生理学教研室，郑州  450001）  

摘要  目的  探讨Notch1蛋白调控的小胶质细胞极化对小鼠癫痫发作的保护作用。方法  采用Notch1正常表达 （Notch1normal）和

Notch1高表达 （Notch1over）小鼠构建戊四唑 （PTZ）点燃癫痫模型，以Racine 等级达到Ⅳ级为标准，评价Notch1表达对癫痫发作

的影响。通过免疫荧光染色检测小鼠颞叶组织中小胶质细胞活化和极化，采用酶联免疫吸附试验检测小鼠颞叶组织中炎性细

胞因子水平。结果  Notch1高表达对癫痫发作有较强的抵抗作用。与Notch1normal+Sal组相比，Notch1normal+PTZ组小鼠颞叶组织中

Iba1、CD16和Arg1蛋白相对荧光强度明显增加 （P < 0.05），TNF-α、IL-6、IL-10含量明显增加 （P < 0.05）； 与Notch1normal+PTZ组相比，

Notch1over+PTZ组小鼠颞叶组织Iba1和CD16蛋白相对荧光强度明显降低 （P < 0.05），Arg1蛋白相对荧光强度明显增加 （P < 0.05），

TNF-α、IL-6含量明显减少 （P < 0.05），IL-10含量进一步增加 （P < 0.05）。结论  Notch1蛋白高表达能够明显提高M2型小胶质细胞

极化，抑制M1型小胶质细胞极化，增强小鼠对癫痫发作的抵抗性。
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Protective effect of Notch1-regulated microglial polarization against epileptic seizure in mice
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Abstract  Objective  To  investigate  the protective effect of Notch1-regulated microglial polarization against epileptic seizure  in 

mice. Methods  The pentylenetetrazole （PTZ） kindling models of epilepsy were established in mice with normal （Notch1normal） and high 

（Notch1over） expression of the Notch1 protein，with Racine grade Ⅳ set as the standard，to evaluate the effect of Notch1 expression on sei-
zure susceptibility. Microglial activation and polarization in the temporal lobe tissues of mice were detected using immunofluorescence 

staining，and the levels of inflammatory cytokines in the temporal lobe tissues was detected using an enzyme-linked immunosorbent assay. 

Results  High Notch1 expression showed high resistance to seizures. Compared with the Notch1normal+Sal group，the relative fluorescence 

intensity of Iba1，CD16，and Arg1 proteins in the temporal lobes of mice in the Notch1normal+PTZ group，as well as the TNF-α，IL-6，and 
IL-10 levels significantly increased （P < 0.05）. Compared with the Notch1normal+PTZ group，the relative fluorescence intensity of Iba1 and 

CD16 proteins in the temporal  lobes of mice in the Notch1over+PTZ group significantly decreased （P < 0.05），the relative fluorescence 

intensity of Arg1 protein significantly increased （P < 0.05），the TNF-α and IL-6  levels  significantly decreased （P < 0.05），and  the 

IL-10 level further increased （P < 0.05）. Conclusion  High Notch1 protein expression significantly enhanced M2-type microglial polari-
zation，inhibited M1-type microglial polarization，and increased resistance to seizure susceptibility in mice.
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颞叶癫痫是一种神经系统疾病，全球患病率约

为1%［1］。然而，癫痫的发作机制不明，约30%的颞叶

癫痫患者存在抗癫痫药物抵抗［2］。因此，癫痫的发

作机制以及更多的治疗靶点有待进一步研究。小胶

质细胞是中枢神经系统中动态调控的免疫细胞，在

癫痫治疗中受到越来越多的关注。研究［3］显示，颞叶

癫痫模型构建后3 d内，前额皮层中M1型和M2型小

胶质细胞标志物表达不断增加，之后M1型和M2型

小胶质细胞比例不断变化，M1型小胶质细胞逐渐增

加，而M2型小胶质细胞逐渐减少。然而，M1型和M2

型小胶质细胞极化相关的分子机制尚未完全阐明。

Notch1及其配体Jagged1在小胶质细胞中高度

表达，与下游基因一同调控小胶质细胞激活、极化
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和炎症诱导［4］。在大脑钝性挫伤模型中，Notch1蛋白

表达和小胶质细胞活化程度协同升高［5］。此外，研

究［5-6］发现，Notch1能够通过调控M1型和M2型小胶

质细胞极化，减轻缺血性卒中神经功能损伤。然而，

Notch1调控的小胶质细胞激活和表型极化对癫痫

的影响尚不清楚。本研究通过多种癫痫点燃模型，

探究Notch1蛋白高表达对戊四唑 （pentylenetetrazole，

PTZ）点燃癫痫发作进程的影响，为Notch1靶点药物

的开发提供依据。

1 材料与方法

1.1  材料

PTZ，购自美国Sigma-Altrich公司；兔抗鼠离子钙

结合适配器分子1 （ionized calcium-binding adapter 

molecule 1，Iba1） 蛋白抗体、大鼠抗小鼠CD16蛋白抗

体、大鼠抗小鼠精氨酸酶1 （arginase-1，Arg1） 蛋白抗

体，购自英国abcam公司；生物胞素Alexa Fluor 488标

记羊抗兔二抗和菁类荧光染料Cy3标记羊抗大鼠二

抗，购自上海碧云天生物技术股份有限公司；肿瘤

坏死因子α （tumor necrosis factor α，TNF-α）、白细胞

介素 （interleukin，IL） -6和IL-10酶联免疫吸附试验 

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA） 试剂盒，

购自美国BioLegend公司。

1.2  实验动物和分组

采用48只、雌雄各半的C57BL/6小鼠构建Notch1

正常表达 （Notch1normal） 和Notch1高表达 （Notch1over） 

小鼠，各24只，由百奥赛图 （北京） 医药科技股份有

限公司提供，生产许可证号：SCXK （京） 2020-0007。

小鼠饲养于SPF级实验动物房中。维持饲养环境安

静，保证充足的饲料和水，控制室内温度 （24±2） ℃，

湿度 （40±10） %，维持12 h昼夜循环。本研究通过

南阳市第一人民医院伦理委员会审核批准，审批

号：［2022］伦审19号。

取24只Notch1normal小鼠，分为Notch1normal+生理盐

水组 （Notch1normal+Sal组） 和Notch1normal+PTZ组，雌雄

各半，每组12只。取24只Notch1over小鼠，分为Notch1over+

生理盐水组 （Notch1over+Sal组） 和Notch1over+PTZ组，

雌雄各半，每组12只。

Notch1normal+PTZ组和Notch1over+PTZ组小鼠，每日

腹腔注射0.5 mL PTZ溶液 （30 mg/kg），连续28 d，构建

癫痫慢性点燃模型［7］。给药后30 min内，观察小鼠癫

痫发作行为，根据Racine评分标准评估癫痫发作等

级，当连续3 d达到Ⅳ级时，认为模型建立成功，记录

此时时间。Notch1normal+Sal组和Notch1over+Sal组小鼠，

每日腹腔注射0.5 mL生理盐水，连续28 d。

1.3  Racine评分［7］标准

0级，无抽搐发作；Ⅰ级，面部和嘴抽动；Ⅱ级，

频繁点头运动；Ⅲ级，单侧前肢阵挛；Ⅳ级，双侧前

肢抽搐，时常身体立起；Ⅴ级，全面性强直阵挛发

作，即身体背曲强直和跌倒。

1.4  免疫荧光染色检测小胶质细胞活化和极化

将小鼠处死后心脏灌流，取出完整脑组织，放

入4%多聚甲醛中固定24 h。取出脑组织，梯度乙醇脱

水，冷冻液包埋，切成约10 μm 厚冠状切片，表面滴加

山羊血清封闭。切片清洗后，分别滴加兔抗鼠Iba1抗

体稀释液和大鼠抗小鼠 CD16或Arg1抗体 （1 ∶ 100） 

稀释液，4 ℃冰箱中孵育过夜。清洗切片表面，滴加

二抗稀释液，室温避光孵育 1 h。清洗切片表面，滴加

DAPI染料孵育5 min进行细胞核染色，荧光显微镜下

观察荧光发光并拍照。

1.5  炎性细胞因子检测

小鼠处死后取颞叶组织匀浆，制成待测样品，

采用双缩脲酸蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓度。

取提前包被完成的TNF-α、IL-6、IL-10 ELISA检测板，

稀释试剂盒中标准品。将检测样品和标准品加入

ELISA检测板各个样品孔中，37 ℃孵育2 h。弃去板

中样品，洗板后加入对应一抗稀释液，37 ℃孵育1 h。

弃去一抗稀释液，洗板后加入HRP标记二抗稀释液，

37 ℃孵育1 h。弃去二抗稀释液，洗板后加入显色液，

15 min后加入终止液，450 nm处检测各个样品光密

度值。通过标准曲线计算出各个样品中TNF-α、IL-6、

IL-10含量。

1.6  统计学分析

采用SPSS 23.0软件进行统计分析。计量资料用

x-±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比

较采用LSD检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  在癫痫慢性点燃模型中评估Notch1蛋白高表

达对小鼠癫痫发作的影响

Notch1normal+PTZ组和Notch1over+PTZ组连续3次

到达Racine Ⅳ级症状的平均时间分别为 （16.10±
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2.00） d和 （23.15±2.58） d，与Notch1normal+PTZ组相比，

Notch1over+PTZ组小鼠连续3次到达Racine Ⅳ级症状

的平均时间明显延长 （P < 0.05）。

2.2  Notch1蛋白高表达对小胶质细胞极化的影响

与Notch1normal+Sal组相比，Notch1normal+PTZ组小

鼠颞叶组织中Iba1、CD16和Arg1蛋白相对荧光强度

均明显增加 （P < 0.05）；与Notch1normal+PTZ组相比，

Notch1over+PTZ组小鼠颞叶组织中Iba1和CD16蛋白

相对荧光强度明显降低 （P < 0.05），Arg1蛋白相对荧

光强度明显增加 （P < 0.05）。见图1、图2、表1。

图1  小鼠颞叶组织中Iba1和CD16蛋白免疫荧光染色  ×20

Fig.1  Immunofluorescence staining of Iba1 and CD16 proteins in the temporal lobes of mice ×20

图2  小鼠颞叶组织中Iba1和Arg1蛋白免疫荧光染色  ×20

Fig.2  Immunofluorescence staining of Iba1 and Arg1 proteins in the temporal lobes of mice  ×20 
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2.3  Notch1蛋白高表达对炎症反应的影响

与Notch1normal+Sal组相比，Notch1normal+PTZ组小鼠

颞叶组织中TNF-α、IL-6、IL-10含量明显增加 （P < 0.05）；

与Notch1normal+PTZ组相比，Notch1over+PTZ组小鼠颞叶

组织中TNF-α、IL-6含量明显减少 （P < 0.05），IL-10含

量进一步增加 （P < 0.05）。见表2。

表1  小鼠颞叶组织中Iba1、CD16和Arg1蛋白相对荧光强度的比较

Tab.1  Comparison of relative fluorescence intensities of Iba1，CD16，and Arg1 proteins in the temporal lobes of mice

Group Iba1 CD16 Arg1

Notch1normal+Sal 1.00±0.26 1.00±0.24 1.00±0.26

Notch1normal+PTZ 4.33±1.041） 4.55±0.801） 1.37±0.291） 

Notch1over+Sal 1.23±0.18 1.17±0.22 1.98±0.371） 

Notch1over+PTZ 1.20±0.242） 1.33±0.182） 2.48±0.372） 

F 49.09 44.21 12.23

P   <0.001   <0.001   <0.001

1） P < 0.05 vs. Notch1normal+Sal group；2） P < 0.05 vs. Notch1normal+PTZ group.

表2  小鼠颞叶组织中TNF-α、IL-6和IL-10含量的比较

Tab.2  Comparison of the TNF-α，IL-6，and IL-10 levels in the temporal lobes of mice

Group TNF-α IL-6 IL-10

Notch1normal+Sal   83.71±14.08 136.53±30.51 129.72±17.12 

Notch1normal+PTZ 293.58±60.921） 770.25±99.381） 203.91±32.201） 

Notch1over+Sal   76.10±12.66 117.77±31.57 337.68±39.561） 

Notch1over+PTZ 126.44±34.062） 163.14±32.852） 467.99±54.312） 

F 47.31 186.12 106.80

P   <0.001     <0.001     <0.001

1） P < 0.05 vs. Notch1normal+Sal group；2） P < 0.05 vs. Notch1normal+PTZ group.

3 讨论

慢性点燃模型能够较好地模拟癫痫的进展

和长期反复性发作，已用于多种癫痫的病理、生理

研究以及抗癫痫药物筛选［7-8］。本研究首先比较了

Notch1over和Notch1normal小鼠在癫痫点燃中的差异，结

果显示，Notch1normal小鼠在癫痫慢性点燃模型中连续

3次到达Racine Ⅳ级症状的时间增加。提示Notch1高

表达能够明显减轻小鼠癫痫症状，延缓癫痫的发生

时间，降低癫痫易感性。

中枢神经系统中，PTZ侵入会诱导小胶质细胞

活化和极化，诱发炎症反应，促进癫痫病理进展。然

而，不同点燃模型、发作时间和检测时间点间，小

胶质细胞极化存在差异［9］。急性癫痫模型中，小胶

质细胞首先会出现不同程度的活化，M1型 （CD16/

CD86） 和M2型 （CD206/Arg1） 小胶质细胞极化标志

物的mRNA表达明显增加［9］。然而，在慢性点燃模

型中，在前期M1型和M2型小胶质细胞极化标志物

表达水平均明显升高，随着癫痫的发展，M2型小胶

质细胞极化标志物表达水平在癫痫不断发作中逐

渐降低［10］。本研究结果显示，与Notch1normal+Sal组相

比，Notch1normal+PTZ组小鼠脑组织中炎性细胞因子

TNF-α和IL-6含量、小胶质细胞活化标志物Iba1和M1

型极化标志物CD16表达增加，提示慢性点燃模型

会诱发小胶质细胞向促炎性表型极化。与此同时，

IL-10含量和M2型极化标志物Arg1表达增加，提示

M2型小胶质细胞极化增加，但其趋势远不及M1型

小胶质细胞极化。

Notch1蛋白早期被发现具有调控神经干细胞再

生功能，激活或抑制Notch1蛋白将不同程度影响神

经干细胞命运［11］。随着研究的进展，Notch1蛋白被

发现与炎症反应相关，但关于其机制的研究结果仍

存在一些矛盾。有研究［12］认为，Notch1蛋白促进热
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休克因子激活，进而抑制NLRP3功能和肝细胞凋亡，

从而缓解缺血再灌注诱导的肝损伤。但有研究［13］认

为，Notch1会介导炎症，加速内皮细胞衰老，最终导

致内皮细胞功能障碍。此外，脂多糖激活的小胶质

细胞通过提高Notch1蛋白表达水平，调控促炎性细

胞因子的释放［14］。以上研究结果提示，Notch1蛋白

对炎症反应的调控作用机制仍有待进一步研究，且

Nocth1蛋白表达在炎症反应的不同时期可能存在

差异。本研究结果显示，Notch1蛋白表达能够明显

调控小胶质细胞极化。小胶质细胞极化调节是一类

新的神经保护途径。研究［15］发现，腹腔注射IL-4/γ干

扰素可调节小胶质细胞表型的比例，抑制极化的M1

型小胶质细胞中IL-1β的合成，明显改善小鼠慢性癫

痫活动。本研究结果显示，Notch1蛋白高表达与M1

型小胶质细胞极化减少、M2型小胶质细胞极化增

加相关。与Notch1normal+Sal组比较，Notch1over+Sal组小

鼠CD16蛋白表达虽然未见明显变化，但Arg1蛋白表

达明显增加，且抗炎细胞因子IL-10含量增加，提示

Notch1over小鼠对中枢炎症反应具有一定的抵抗性。

此外，与Notch1normal+PTZ组相比，Notch1over+PTZ组小

鼠颞叶组织中炎性细胞因子TNF-α、IL-6含量明显减

少，小胶质细胞活化和M1型极化标志物Iba1、CD16

蛋白表达明显降低，但M2型极化标志物Arg1蛋白表

达明显增加。这在一定程度上解释了Notch1蛋白表

达调控小胶质细胞表型转化的机制。

本研究存在一定的局限性。首先，本研究仅

对Notch1蛋白高表达小鼠进行了研究，而未探讨

Notch1蛋白敲低或抑制小鼠对癫痫的易感性，未能

全面说明Notch1蛋白对炎症反应和小胶质细胞活化

的影响。其次，本研究未对Notch1蛋白下游信号通路

的变化进行进一步研究，其对小胶质细胞调控的影

响有待进一步探索。

综上所述，本研究结果提示，小鼠脑组织中

Notch1蛋白高表达能够明显提高M2型小胶质细胞

极化，增加小鼠对癫痫发作的抵抗性。
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