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异氟烷通过 ＣａＭＫⅡ / ＥＲＫ / ＮＦ￣κＢ 通路
减轻小胶质细胞炎症反应的机制

李振东ꎬ赵兴凯ꎬ郭以哲ꎬ周振雷∗

(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本文旨在探究异氟烷减轻小胶质细胞过度激活引起炎症的具体机制ꎮ [方法]体外使用脂多糖(ＬＰＳ)处理小

胶质细胞诱导炎症反应ꎬ将制备的乳化异氟烷作用于细胞ꎮ 通过荧光定量 ＰＣＲ 和蛋白免疫印迹等方法检测异氟烷与通路

蛋白阻断剂对促炎介质(促炎因子、促炎酶)及通路蛋白表达的影响ꎬ确定不同阻断剂对蛋白表达的影响及异氟烷作用的信

号通路ꎬ同时观察不同处理对小胶质细胞核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)转位的影响ꎮ [结果]与对照组相比ꎬＬＰＳ 显著增加白介素 １β
( ＩＬ￣１β)、ＩＬ￣６ 等促炎因子及促炎酶一氧化氮合成酶( ｉＮＯＳ)、环加氧酶 ２(ＣＯＸⅡ)的表达ꎬ并上调目标通路蛋白的表达和

ＮＦ￣κＢ 由胞质向胞核的转位ꎮ 异氟烷通过ＣａＭＫⅡ/ ＥＲＫ / ＮＦ￣κＢ 信号通路降低促炎介质表达ꎬ抑制 ＮＦ￣κＢ 核转位ꎮ [结论]
异氟烷通过 Ｃａ２＋信号通路ꎬ减少促炎因子的释放ꎬ减轻小胶质细胞炎症反应ꎮ
关键词:异氟烷ꎻ小胶质细胞ꎻ神经炎症ꎻ炎性因子ꎻ核转位
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ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ａｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ (ＮＦ￣κＢ) ｉｎ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＬＰＳ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ( ＩＬ) ￣１βꎬ ＩＬ￣６ꎬｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ( ｉＮＯＳ)ꎬｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣２(ＣＯＸⅡ) ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｐｒｏ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ａｎｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｆｒｏｍ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｔｏ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＮＦ￣κＢ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ
ＣａＭＫⅡ/ ＥＲＫ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｃａ２＋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅꎻｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｃｅｌｌꎻｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎻｐｒｏ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎻｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ

作为大脑中枢的免疫细胞ꎬ小胶质细胞功能对于维持神经系统的稳态至关重要[１－２]ꎮ 研究表明ꎬ多种

疾病的发生和发展与神经炎症有关ꎬ如多发性硬化症、创伤性损伤、缺血、中风ꎬ以及神经退行性疾病(阿
尔茨海默病、帕金森病等)等[３－５]ꎮ 通常情况下ꎬ小胶质细胞处于静息状态ꎬ在与炎症反应相关的损伤和有

害刺激作用下激活ꎬ合成促炎细胞因子ꎬ包括肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)、一氧化氮

(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)、白细胞介素 ６(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎꎬＩＬ￣６)和白细胞介素 １β(ＩＬ￣１β)等ꎬ可加剧神经炎症和损伤[５－６]ꎮ
Ｎ－甲基－Ｄ－天冬氨酸受体(Ｎ￣ｍｅｔｈｙｌ￣Ｄ￣ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＮＭＤＡＲ)的激活在神经系统疾病发生中
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有重要调节作用[７－８]ꎮ 过度激活 ＮＭＤＡＲ 可导致神经元钙超载并触发一系列下游促死亡信号通路ꎬ促进

细胞坏死或凋亡[９]ꎮ 此外ꎬＮＭＤＡＲ 的激活触发后续 Ｃａ２＋ /钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ(Ｃａ２＋ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅⅡꎬＣａＭＫⅡ) 信号通路ꎬ并诱导丝裂原活化蛋白激酶 (ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)信号级联反应ꎬ如细胞外信号调节激酶( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅꎬＥＲＫ) 的活

化[１０]ꎮ 核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢꎬＮＦ￣κＢ)作为细胞炎症反应的重要介导因子ꎬ其激活可导致神经元细

胞死亡[１１－１２]ꎮ 因此ꎬ抑制 ＮＦ￣κＢ 和 ＭＡＰＫ 信号通路可能是抑制小胶质细胞过度激活引发炎症的有效途

径之一ꎮ
异氟烷是一种临床常用的吸入麻醉剂[１３]ꎬ具有神经保护作用[１４]ꎮ 尤其是在脑缺血－再灌注损伤时ꎬ

异氟烷能有效减小脑缺血损伤后的梗死面积ꎮ 异氟烷可以有效减少大脑中的促炎物质生成[１５]ꎬ减轻神经

炎症ꎮ 本课题组先前的体内外研究表明ꎬ异氟烷下调大鼠神经元 ＮＭＤＡＲ 的表达[１６－１７]ꎬ但异氟烷是否通

过该通路影响炎症反应还未见深入研究ꎮ 本研究以 ３０％脂肪乳剂为溶剂制备乳化异氟烷( ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｄ
ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅꎬＥＩ)ꎬ使异氟烷可以直接作用于细胞ꎬ旨在探究异氟烷对脂多糖(ＬＰＳ)诱导的小胶质细胞过度激

活的影响并探讨其抗炎作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂与仪器

ＬＰＳ(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ０５５:Ｂ５)购自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈꎮ ＮＭＤＡＲ 抑制剂 ＭＫ８０１、ＥＲＫ１ / ２ 抑制剂 Ｕ０１２６、
ＣａＭＫⅡ抑制剂 ＫＮ９３ 和 ＮＭＤＡＲ 激动剂 Ｄ－丝氨酸均购自 ＭＣＥ(上海)ꎮ 磷酸化的 ＩκＢα 和 ＩκＢα 抗体ꎬ钙
离子试剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅꎮ ＧＡＰＤＨ 抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ (武汉)ꎮ ｉＮＯＳ、ＣＯＸⅡ、 ｐ￣ＣａＭＫⅡ、ＣａＭＫⅡ、
ｐ￣ＥＲＫ１ / ２、ＥＲＫ１ / ２、ｐ￣ＮＦ￣κＢ、ＮＦ￣κＢ 抗体均购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司(南京)ꎮ Ｈｉｓｃｒｉｐｔ Ⅲ Ａｌｌ￣ｉｎ￣ｏｎｅ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
Ｐｅｒｆｅｃｔ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 与 Ｔａｑ Ｐｒｏ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自诺唯赞(南京)ꎮ ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自 ＡｎｇｌｅＧｅｎｅ(南京)ꎮ 小鼠小胶质细胞(ＢＶ２)细胞购自 Ｇａｉｎ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ(上海)ꎮ 所用仪器:
ＣＦＸ９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪、凝胶 Ｄｏｃ ２０００ 仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)、激光共聚焦扫描显微镜(ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ)ꎮ
１.２　 乳化异氟烷(ＥＩ)的制备

将异氟烷溶液与 ３０％脂肪乳剂按 １.２ ∶２１.３(体积比)在 ２０ ℃混匀ꎬ制备 ８％乳化异氟烷溶液ꎮ 步骤:
以 ５ ｍｉｎ 为间隔涡旋 １ ｍｉｎꎬ持续 ４ ｈꎻ制成的不同浓度乳化异氟烷于 ４ ℃保存ꎬ使用前水浴加热至３７ ℃ꎮ
根据临床实践ꎬ本研究使用低浓度(ＬＤ)乳化异氟烷(０.２１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)与高浓度(ＨＤ)乳化异氟烷(０.４２
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)对应临床使用异氟烷最低肺泡有效浓度(ｍｉｎｉｍｕｍ ａｌｖｅｏｌａｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬＭＡＣ)值(ＬＤ:１ＭＡＣꎻ
ＨＤ:２ＭＡＣ) [１８]ꎬ并选择相应体积比的脂肪乳剂( ｆａｔ ｅｍｕｌｓｉｏｎꎬＦＥ)处理作为对照ꎮ
１.３　 细胞培养与处理

在 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 条件下ꎬ在 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改良的 Ｅａｇｌｅ’ｓ 培养基(ＤＭＥＭ)中培养 ＢＶ２ 细胞ꎬ培养基中添

加 １０％胎牛血清和 １％青霉素 /链霉素ꎮ 使用高、低浓度(０.４２、０.２１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)的 ＥＩ 处理 ＢＶ２ 细胞ꎬ确定

异氟烷处理的适宜浓度与时间ꎮ 后续试验分为 ２ 部分:１)空白对照组:ＢＶ２ 细胞连续培养 ２４ ｈꎬ不进行任

何处理ꎻＬＰＳ 处理组:使用 ＬＰＳ(１ μｇ􀅰ｍＬ－１)处理 ＢＶ２ 细胞 ２４ ｈꎻＥＩ 处理组与脂肪乳处理组:分别使用 ＥＩ
(０.４２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、脂肪乳(０.３９ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)与 ＬＰＳ(１ μｇ􀅰ｍＬ－１)共处理 ＢＶ２ 细胞 ６ ｈꎬ更换为只含 ＬＰＳ 的培

养液并处理至 ２４ ｈꎬ共 ３ 组ꎮ ２)空白对照组:ＢＶ２ 细胞连续培养 ２４ ｈꎬ不进行任何处理ꎻＬＰＳ 处理组:使用

ＬＰＳ(１ μｇ􀅰ｍＬ－１)处理 ＢＶ２ 细胞 ２４ ｈꎻＥＩ 处理组:使用 ＥＩ(０.４２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)与 ＬＰＳ(１ μｇ􀅰ｍＬ－１)共处理 ＢＶ２
细胞 ６ ｈꎬ更换为只含 ＬＰＳ 培养基并处理至 ２４ ｈꎻ信号通路阻断剂处理组:分别使用阻断剂 ＭＫ８０１
(２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、Ｕ０１２６(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、ＫＮ９３(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)与 ＬＰＳ(１ μｇ􀅰ｍＬ－１)共处理 ＢＶ２ 细胞２ ｈꎬ更换

为只含 ＬＰＳ 的培养液并处理至 ２４ ｈꎬ共 ４ 组ꎮ
１.４　 细胞活力测定

ＣＣＫ￣８ 法测定各处理对细胞活力的影响ꎮ 以每孔 ５ ０００ 个细胞的密度在 ９６ 孔板中接种 ＢＶ２ 细胞ꎮ
到达处理时间后ꎬ每孔加入 ＣＣＫ￣８ 试剂 １０ μＬ 并在细胞培养箱中孵育约 １ ｈꎮ 使用微板阅读器测量细胞

培养板各孔 ４５０ ｎｍ 处的吸光值(Ａ４５０)ꎬ根据试剂说明书计算相应的细胞活力ꎮ
１.５　 ＲＮＡ 提取和实时定量 ＰＣＲ 检测炎性因子基因表达

使用 ＴＲＩｚｏｌ 提取 ＢＶ２ 细胞总 ＲＮＡꎮ 使用 Ｈｉｓｃｒｉｐｔ Ⅲ Ａｌｌ￣ｉｎ￣ｏｎｅ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｅｒｆｅｃｔ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 对
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ｍＲＮＡ 进行逆转录ꎮ 本研究采用 ＣＦＸ９６ 实时 ＰＣＲ 系统和 Ｔａｑ Ｐｒｏ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎻ按照

９５ ℃ ３０ ｓꎬ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ执行 ４０ 个循环的反应条件ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ
作为内参基因ꎬ进行实时荧光定量 ＰＣＲꎬ检测促炎相关基因表达情况ꎮ 引物由生工生物工程有限公司(上
海)合成ꎮ 引物序列如表 １ 所示ꎮ

表 １　 本试验所用引物对序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

目的基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

产物大小 / ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

ＩＬ￣１β 　 　 ＴＡＣＡＧＧＣＴＣＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＡＡＣ 　 　 ＧＣＣＡＣＡＧＧＴＡＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ １５５
ＩＬ￣６ 　 　 ＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＣＴＴＣＣＡＡＴＧＣＴＣ 　 　 ＴＴＧＧＡＴＧＧＴＣＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣ ７９
ＩＬ￣１０ 　 　 ＣＴＣＣＣＣＴＧＴＧＡＡＡＡＴＡＡＧＡＧＣ 　 　 ＡＴＧＧＣＣＴＴＧＴＡＧＡＣＡＣＣＴＴ ８６
ｉＮＯＳ 　 　 ＡＣＣＴＴＧＴＴＣＡＧＣＴＡＣＧＣＣＴＴ 　 　 ＣＡＴＴＣＣＣＡＡＡＴＧＴＧＣＴＴＧＴＣ １１２
ＣＯＸ￣２ 　 　 ＧＡＡＡＴＧＧＣＴＧＣＡＧＡＡＴＴＧＡＡ 　 　 ＡＡＧＧＡＧＡＡＴＧＧＴＧＣＴＣＣＡＡＧ １３７
ＴＮＦ￣α 　 　 ＡＧＣＡＣＡＧＡＡＡＧＣＡＴＧＡＴＣＣＧ 　 　 ＡＴＣＡＣＣＣＣＧＡＡＧＴＴＣＡＧＴＡＧＡＣＡ １６４
ＣａＭＫⅡ 　 　 ＴＧＣＡＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＣＴＧＡＡＣＣ 　 　 ＧＡＴＣＴＧＣＣＡＴＴＴＧＣＣＧＴＣＣＣＴ １６４
ＥＲＫ 　 　 ＴＧＡＣＡＴＣＡＴＣＣＧＧＧＣＡＣＣＡ 　 　 ＡＧＣＴＴＧＴＡＡＡＧＧＴＣＣＧＴＣＴＣＣ ８４
β￣ａｃｔｉｎ 　 　 ＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＡＣＣＣＣＡＴ 　 　 ＣＡＴＣＴＴＴＴＣＡＣＧＧＴＴＧＧＣＣＴＴ １６５

　 　 注:ＩＬ￣１β:白介素 １β 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β ｇｅｎｅꎻＩＬ￣６:白介素 ６ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ ｇｅｎｅꎻＩＬ￣１０:白介素 １０ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ ｇｅｎｅꎻｉＮＯＳ:一
氧化氮合成酶基因 Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅꎻＣＯＸ￣２:环加氧酶 ２ 基因 Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣２ ｇｅｎｅꎻＴＮＦ￣α:肿瘤坏死因子 α 基因 Ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α ｇｅｎｅꎻＣａＭＫⅡ:钙 / 钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ基因 Ｃａ２＋ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ⅱ ｇｅｎｅꎻＥＲＫ:细胞外信号
调节激酶基因 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻβ￣ａｃｔｉｎ:β－内参基因 β￣ａｃｔｉｎ ｇｅｎｅ.

１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

ＢＶ２ 细胞经药物处理后ꎬ用冰冷的 ＰＢＳ 冲洗细胞 ２ 次ꎮ 加入裂解液( ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ
ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒꎬＲＩＰＡ)ꎬ添加 １％蛋白酶抑制剂(ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＭＳＦ)和 １％磷酸化蛋白酶抑制

剂ꎮ 根据产品说明书ꎬ制备核和细胞质提取物ꎮ 使用 ＢＣＡ(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ)蛋白检测试剂盒测定蛋白浓

度ꎮ 进行十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)后将蛋白转移到硝化纤维膜上ꎬ用脱脂牛奶

封闭ꎬ在一抗中 ４ ℃孵育过夜ꎬ然后与辣根过氧化物酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)偶联二抗反应ꎮ 通过

与胞质蛋白内参甘油醛－３－磷酸脱氢酶(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)或胞核蛋白内

参增殖细胞核抗原(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬＰＣＮＡ)比较来定量蛋白质ꎮ 使用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ Ｇｅｌ Ｄｏｃ
２０００ 系统定量条带的灰度ꎮ
１.７　 细胞因子和钙离子浓度测定

根据说明书使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定各分组中 ＢＶ２ 细胞培养上清液中的 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１０ 浓度ꎮ 使

用钙检测试剂盒测定各分组别中 ＢＶ２ 细胞的 Ｃａ２＋浓度ꎮ
１.８　 免疫细胞化学染色

将 ＢＶ２ 细胞以每孔 ５×１０４ 个细胞的密度接种爬片ꎬ待细胞长满 ６０％~７０％ꎬ使用 ＬＰＳ、ＬＰＳ＋ＨＤ 及 ＰＢＳ
分别处理ꎬ去除培养基ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ于 ４％多聚甲醛浸泡 ３０ ｍｉｎꎬ１％Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ 通透 ２０ ｍｉｎꎮ 用 ＰＢＳ 清洗

３ 次ꎬ使用 ３０ ｇ􀅰Ｌ－１ＢＳＡ 封片ꎬ加入 ＮＦ￣κＢ 抗体ꎬ４ ℃ 过夜ꎮ 加荧光偶联二抗并孵育ꎬ室温下碘化丙啶

(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ)暗染 ５０ ｍｉｎꎮ 将爬片放置在激光共聚焦扫描显微镜下观察荧光信号ꎮ
１.９　 数据处理与统计分析

所有数据均以平均数±标准差(􀭰ｘ±ＳＤ)表示ꎮ 试验数据使用 ＳＰＳＳ ２５.０ 软件进行处理ꎬ单因素方差分

析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)进行比较ꎬ差异显著采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 多重比较法进行判定ꎮ Ｐ<０.０５ 表示差异显著ꎬ
Ｐ<０.０１表示差异极显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 异氟烷对 ＢＶ２ 细胞活力的影响

为探究 ＥＩ 处理 ＢＶ２ 细胞最合适的条件ꎬ首先在不同时间点检测高 /低(ＨＤ / ＬＤ)浓度 ＥＩ 对细胞活力

的影响ꎮ 结果如图 １ 所示:在 ６ ｈ 时ꎬＬＤ 与 ＨＤ ＥＩ 均未显示出明显的细胞毒性(Ｐ>０.０５)ꎮ 随处理时间延

长ꎬＬＤ 与 ＨＤ ＥＩ 均具有显著的细胞毒性(Ｐ<０.０５)ꎮ 基于此结果并结合异氟烷临床使用方法ꎬ本试验选择

６ ｈ 和无细胞毒性 ＨＤ 进行后续研究ꎮ
２.２　 异氟烷对促炎介质 ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

促炎因子与促炎酶反映炎症程度ꎮ 异氟烷处理后 ＢＶ２ 细胞促炎因子的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达结果如
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图 １　 不同浓度乳化异氟烷处理时间对 ＢＶ２ 细胞活力影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｄ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ｏｎ ＢＶ２ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

　 　 Ｃｏｎ:对照 ＣｏｎｔｒｏｌꎻＬＤ:低浓度(０.２１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)乳化异氟烷 Ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ

ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｄ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅꎻＨＤ:高浓度(０.４２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)乳化异氟烷 Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ

ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｄ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ.∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２ 和 ３ 所示:与对照组相比ꎬＬＰＳ 处理显著增

加促炎因子 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 和促炎酶一氧化

氮合成酶(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｉＮＯＳ)、环加氧酶

２( ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣２ꎬＣＯＸⅡ) ｍＲＮＡ 的表达及促

炎酶蛋白的表达水平(Ｐ<０.０５)ꎮ ＨＤ 组促炎介

质表达水平显著低于 ＬＰＳ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ脂肪乳

与 ＬＰＳ 处理组间 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 表达水平差异显著

(Ｐ<０.０５)ꎬ其他促炎介质差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ
ＢＶ２ 细胞中促炎因子检测结果显示ꎬＬＰＳ 与 ＨＤ
处理组间 ＩＬ￣１β、 ＩＬ￣６、 ＩＬ￣１０ 的表达水平差异显

著(Ｐ<０.０５)ꎬＬＰＳ 与脂肪乳(ＦＥ)处理组间差异不

显著(Ｐ>０.０５)ꎮ 此外ꎬＨＤ 处理还增加抗炎因子

ＩＬ￣１０ 表达水平(Ｐ<０.０５)ꎬ发挥抗炎作用ꎮ

图 ３　 异氟烷处理 ＢＶ２ 细胞中促炎因子水平变化

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ｔｒｅａｔｅｄ ＢＶ２ ｃｅｌｌｓ

图 ２　 异氟烷处理 ＢＶ２ 细胞中促炎因子与促炎酶 ｍＲＮＡ 及蛋白表达变化

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ｔｒｅａｔｅｄ ＢＶ２ ｃｅｌｌｓ

　 　 Ａ. 促炎因子 ｍＲＮＡ 表达的 ｑＰＣＲ 检测 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｑＰＣＲꎻＢ.促炎酶蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｎｚｙｍｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻＣ. 蛋白表达检测 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. ＦＥ:脂肪乳

(０.３９ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ) 处理 Ｆａｔ ｅｍｕｌｓｉｏｎ ( ０. ３９ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ ｉＮＯＳ:一氧化氮合成酶 Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ ＣＯＸⅡ:环加氧酶 ２
Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣２. ＋ / －表示添加 / 未添加处理ꎮ ＋ / － ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａｄｄｅｄ / ｎｏｔ ａｄｄｅｄ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
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２.３　 异氟烷及通路蛋白阻断剂对信号通路蛋白表达的影响

如图 ４ 所示:ＣａＭＫⅡ阻断剂 ＫＮ９３ 抑制ＣａＭＫⅡ和 ＥＲＫ１ / ２ 的磷酸化ꎮ ＥＲＫ１ / ２ 阻断剂 Ｕ０１２６ 仅抑制

ＥＲＫ１ / ２ 的磷酸化ꎬ对ＣａＭＫⅡ无显著影响ꎮ ＬＰＳ 处理显著增加细胞 Ｃａ２＋ 水平ꎬＨＤ 和 ＮＭＤＡＲ 阻断剂

ＭＫ８０１ 处理显著降低 Ｃａ２＋水平ꎬ且 ＭＫ８０１ 显著抑制ＣａＭＫⅡ和 ＥＲＫ１ / ２ 磷酸化(Ｐ<０.０５)ꎮ ＣａＭＫⅡ阻断剂

ＫＮ９３ 和 ＥＲＫ１ / ２ 阻断剂 Ｕ０１２６ 对 ＬＰＳ 诱导的 Ｃａ２＋ 升高无显著影响(Ｐ>０.０５)ꎮ 同时ꎬＮＭＤＡＲ 激动剂

Ｄ－丝氨酸逆转了 ＨＤ 处理降低 Ｃａ２＋、ＣａＭＫⅡ和 ＥＲＫ１ / ２ 的作用ꎮ

图 ４　 异氟烷与通路蛋白阻断剂处理后通路酶蛋白表达情况及钙离子水平比较

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｚｙｍｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ
ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　 　 Ａ. ＣａＭＫⅡ和 ＥＲＫ 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣａＭＫⅡ ａｎｄ ＥＲＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻＢ. 细胞内钙离子含量

Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔꎻＣ. ＣａＭＫⅡ蛋白表达的量化 Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣａＭＫⅡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻＤ. ＥＲＫ 蛋白表达的量化结果

Ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＲＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. ＭＫ８０１:ＮＭＤＡＲ 阻断剂 ＮＭＤＡＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎻＵ０１２６:ＥＲＫ 阻断剂 ＥＲＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎻＫＮ９３:ＣａＭＫⅡ
阻断剂 ＣａＭＫⅡ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎻＤ￣ｓｅｒｉｎｅ:Ｄ－丝氨酸(ＮＭＤＡＲ 激动剂 ＮＭＤＡＲ ａｇｏｎｉｓｔ) . 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

从图 ５ 可知ꎬＬＰＳ 处理显著提高 κＢ 抑制蛋白 α( ＩκＢ￣α)与 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的磷酸化水平(Ｐ<０.０５)ꎮ ＨＤ
组 ＩκＢ￣α 及 ＮＦ￣κＢ 磷酸化水平显著低于 ＬＰＳ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 阻断剂 ＫＮ９３、ＭＫ８０１ 和 Ｕ０１２６ 显著降低 ＮＦ￣
κＢ ｐ６５ 和 ＩκＢ￣α 磷酸化水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫组织化学染色显示ꎬＬＰＳ 组 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 在细胞核内绿色荧光

信号增强ꎬＨＤ 联合处理后ꎬ细胞核内绿色荧光信号减弱ꎮ Ｄ－丝氨酸处理可以逆转 ＨＤ 降低 ＩκＢ￣α 及 ＮＦ￣
κＢ 磷酸化水平及核转位的作用ꎮ 以上结果表明异氟烷通过抑制酶蛋白的磷酸化表达进而阻断 ＮＦ￣κＢ 信

号通路的激活并影响 ＮＦ￣κＢ 的核转位ꎮ

３　 讨论

小胶质细胞过度激活是神经炎症与多种神经退行性疾病的病理基础[１９]ꎮ 过度激活的小胶质细胞产

生 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 等促炎细胞因子ꎬ介导神经炎症并引起神经元损伤ꎬ促进炎症疾病的发生ꎬ破坏神经

组织的生理稳态[２０－２１]ꎮ 脑缺血后神经免疫反应的主要特征之一即为促炎介质的释放ꎬ诱导小胶质细胞炎

症反应ꎬ这被认为是导致缺血性脑损伤的主要原因[２２]ꎮ 因此ꎬ靶向抑制小胶质细胞促炎介质的分泌可减
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图 ５　 异氟烷与通路蛋白阻断剂处理后 ＮＦ￣κＢ 和 ＩκＢ￣α的磷酸化和核转位变化

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ａｎｄ ＩκＢ￣α
ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｌｏｃｋｅｒｓ

　 　 ＡꎬＢ. ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 在细胞质与胞核表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测和量化 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｐ６５
ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓꎻＣ. ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 由胞质向胞核转位的代表性图像 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ
ｐ６５ ｆｒｏｍ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｔｏ ｎｕｃｌｅｕｓ(绿色 Ｇｒｅｅｎ:核因子 κＢ ｐ６５ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ꎻ红色 Ｒｅｄ:碘化丙啶 Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ)ꎻＤ. ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 与 ＩκＢ￣α 磷酸

化蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ａｎｄ ＩκＢ￣α ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻＥꎬＦ. 磷酸化 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 和 ＩκＢ￣α 蛋

白表达的量化 Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ａｎｄ ＩκＢ￣α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

缓相关疾病的发展ꎮ 本研究发现 ＬＰＳ 处理小胶质细胞后促炎因子的表达水平明显升高ꎬ这与以往报道一

致[２３－２４]ꎮ 另外ꎬ异氟烷抑制促炎因子的产生及促炎酶的表达ꎬ可以减轻 ＢＶ 细胞炎症反应ꎮ 本研究还发现

ＮＭＤＡＲ / ＣａＭＫⅡ/ ＥＲＫ 阻断剂对于促炎因子尤其是促炎酶表达的抑制作用不明显ꎬ提示胞内促炎酶表达

调控涉及其他信号通路ꎮ 异氟烷上调抗炎因子 ＩＬ￣１０ 的表达ꎬ可能有助于降低 ＢＶ 细胞炎症反应ꎬ发挥神

经保护作用ꎮ
作为广泛存在于中枢神经系统的兴奋性神经递质谷氨酸门控的离子通道ꎬＮＭＤＡＲ 是突触传递和可
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塑性的重要介质[２５]ꎮ 激活 ＮＭＤＡＲ 可导致细胞内钙超载并引发下游通路激活[７]ꎮ 本研究结果表明ꎬＬＰＳ
显著增强ＣａＭＫⅡ磷酸化及胞内钙离子浓度ꎬ而异氟烷阻断ＣａＭＫⅡ磷酸化并降低胞内钙离子浓度ꎻ对比

ＣａＭＫⅡ阻断剂与 ＥＲＫ 阻断剂对ＣａＭＫⅡ磷酸化及胞内钙离子浓度的影响ꎬ证实ＣａＭＫⅡ处于 ＥＲＫ 上游并

接受钙离子调控ꎻＮＭＤＡＲ 阻断剂抑制目标通路所有蛋白的磷酸化并降低胞内钙离子浓度ꎬ且 ＮＭＤＡＲ 激

动剂与异氟烷同时作用后ꎬ异氟烷的阻断作用被逆转ꎬ说明异氟烷通过细胞表面受体 ＮＭＤＡＲ 作用下游

通路ꎮ
ＭＡＰＫ 是炎症中必不可少的信号传导通路ꎬ主要参与免疫反应、凋亡、氧化应激等过程[２６－２７]ꎮ 本研究

结果显示 ＥＲＫ 阻断剂可抑制 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的磷酸化及核转位ꎬ证明 ＥＲＫ 发挥对 ＮＦ￣κＢ 的调控作用ꎮ
ＮＦ￣κＢ 是多种细胞信号通路的重要调控因子[２８]ꎬ在小胶质细胞诱导炎症过程中启动并调节炎症过程[１２]ꎮ
通常情况下小胶质细胞受到刺激后ꎬＩκＢ￣α 发生磷酸化并迅速降解ꎬ触发 ＮＦ￣κＢ 从 ＮＦ￣κＢ￣ＩκＢ￣α 复合物中

分离ꎬ转运至细胞核ꎬ与促炎基因结合并促进其转录[１９]ꎮ 本研究结果显示ꎬＬＰＳ 显著增强 ＩκＢ￣α、ＮＦ￣κＢ 的

磷酸化及核因子由胞质转位至胞核ꎮ 异氟烷显著抑制 ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞 ＩκＢ￣α、ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的磷酸化

和 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的核转位增强ꎮ 说明 ＬＰＳ 刺激小胶质细胞后ꎬ过量的钙离子通过 ＮＭＤＡＲ 进入胞内ꎬ激活

ＣａＭＫⅡꎬ进而引起 ＥＲＫ 与 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的磷酸化ꎬ最终导致促炎因子的产生与释放ꎬ促进炎症的发展ꎮ
异氟烷可通过缓解脑缺血－再灌注损伤ꎬ发挥神经保护作用[２９－３０]ꎮ 本研究采用 ＬＰＳ 刺激小胶质细胞

来模拟大脑神经炎症ꎬ发现异氟烷可以抑制促炎细胞因子和促炎酶的合成ꎬ阻断 Ｃａ２＋通过 ＮＭＤＡＲ 进入细

胞ꎬ抑制ＣａＭＫⅡ/ ＥＲＫ / ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ以缓解 ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞过度激活所致的炎症反应ꎮ 本研

究揭示了异氟烷减轻神经炎症ꎬ发挥神经保护作用的部分机制ꎬ为异氟烷的临床应用提供了更好的试验
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