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预知子提取物的不同分离部位对脂多糖诱导BV2细胞介导神经
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摘 要：目的 探讨预知子提取物不同分离部位对脂多糖（LPS）诱导的神经炎症反应的影响及其潜在机制。方法 通过乙醇回流

法提取预知子提取物（JE），并利用系统溶剂萃取法分离出正己烷层（JE1）、二氯甲烷层（JE2）、乙酸乙酯层（JE3）和正丁醇层

（JE4）；利用LPS诱导BV2细胞构建炎症模型；采用四甲基偶氮唑蓝（MTT）法评估细胞活力；通过Griess反应测定细胞内NO
浓度；使用ELISA法检测细胞内PGE2、IL-6、TNF-α水平；运用Western Blot法检测COX-2、iNOS蛋白和MAPK、NF-κB信

号通路相关蛋白表达水平。结果 JE1和 JE2显著降低了 LPS诱导的 BV2细胞中 NO、PGE2、IL-6、TNF-α水平及 COX-2和

iNOS蛋白表达，并且JE1和JE2显著抑制了P38、ERK、JNK和NF-κB蛋白表达。结论 预知子提取物的JE1和JE2部位能够

改善LPS诱导的BV2细胞神经炎症反应，其作用机制或许与抑制NF-κB和MAPK信号通路相关。
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在神经退行性疾病研究领域，免疫机制的探讨

主要集中在巨噬细胞与小胶质细胞在中枢神经系统

内的驻留现象。小胶质细胞在大脑发育、神经发生

以及神经元活动的生理稳态维持中扮演着至关重要

的角色。然而，在被激活的情况下，小胶质细胞会通

过多种机制清除病原体和神经元细胞残骸，同时促

进促炎因子的释放，引发神经炎症［1-2］。神经炎症是

指中枢神经系统内发生的炎症反应，其诱因多样，包

括脑损伤、感染、衰老及神经退行性病变等。在这些

病理条件下，中枢神经系统内的小胶质细胞会迅速

激活并迁移到受损区域，释放多种炎性免疫介质［3］。
脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）作为革兰阴性细菌

细胞壁的主要成分，能够诱导小胶质细胞的表型转

化，并促使其分泌一系列炎症介质，如一氧化氮

（NO）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、前列腺素 E2
（PGE2）、白细胞介素（ILs）、肿瘤坏死因子（TNF-α）、

环氧合酶-2（COX-2）等，从而导致炎症反应和组织

损伤［4］。
核因子-κB（NF-κB）作为 iNOS、COX-2、TNF-α、

IL-6等基因的重要转录因子［5］，参与细胞因子的产

生过程，并对炎症刺激做出响应［6］。NF-κB的激活

可促使促炎细胞因子，如TNF-α、IL-6等的表达水平

提高［7］。在生理状态下，NF-κB与 IκB-α结合形成复

合体，滞留于细胞质中。然而，炎症刺激可使 LPS诱
导 IκB-α降解，随着 IκB-α的降解，细胞质中的NF-
κB得以自由进入细胞核。丝裂原活化蛋白激酶

（MAPK）信号通路作为细胞表面至细胞核内信号传

导的关键介质，是细胞增殖、应激反应、炎症及细胞

凋亡等信号转导途径的共同汇聚点。其主要亚族成

员包括细胞外信号调节激酶（ERK）、P38激酶和 c-
Jun N-末端激酶（JNK）［8］。在受到刺激的情况下，

MAPK途径中的蛋白质发生磷酸化，NF-κB信号途

径被激活。

预知子亦称八月炸、野香蕉等，为木通科植物木

通（Akebia quinata）、三叶木通（Akebia trifoliata）或白

木通（Akebia trifoliata var.australis）的干燥近成熟果

实［9］。预知子具备疏肝理气、活血止痛、利尿散结等

药理功效，可应用于脘胁胀痛、痰核痞块、痛经经闭、

小便不利等病症的治疗［10］。药理学研究显示，预知

子及其提取物具有抗抑郁、抗氧化、抗肿瘤等多种生

物学功能［11-13］。作为夜交藤预知子汤方剂中的主要

组成部分，预知子的提取物已被证实具有抗抑郁作
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用，且对脑卒中后认知功能障碍具有一定的缓解效

应［14-15］。
目前，关于预知子神经炎症的研究尚显不足。

已有文献指出，预知子中含有多种化学成分，其中种

子富含油脂类成分，其他类型包括三萜及其皂苷类、

酚苷类、苯丙素类及绿原酸类衍生物等［16］，这些化合

物因种类不同而表现出不同的极性特征。为了明确

预知子提取物中哪一类成分具有抗神经炎活性，本

研究对预知子提取物的不同极性分离部位进行了系

统的研究，旨在为阐明其有效部位的抗神经炎活性，

并为预知子资源的综合开发利用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

预知子为三叶木通未成熟果实，于 2024年 8月
采集自九江学院三叶木通种植基地，并经九江学院

李同建教授鉴定样品符合实验要求。实验中使用的

小鼠大脑小神经胶质细胞BV2细胞系由韩国圆光大

学药学院提供。

PGE2、TNF-α、IL-6细胞因子ELISA试剂盒（美

国 R&D systems公司）；兔抗鼠 iNOS、COX-2、MAPK
通路相关蛋白（p-ERK、p-P38、p-JNK、ERK、P-38、
JNK）、NF-κB通路相关蛋白（p-P65、p-IκB-α、P65）
以及 β-actin抗体（美国 Cell signaling Tecnology公
司）；山羊抗兔辣根过氧化物酶标记的 IgG二抗（德国

Santa Cruz Biotechnology 公司）；MTT（美国 Sigma-
Aldrich公司）；RPMI培养基含胎牛血清（美国Gibco
BRL Co.公司）；ECL显影液（北京普利莱基因技术有

限公司）；其他试剂为分析纯（国药集团化学试剂有

限公司）。

1.2 预知子提取物及分离部位的制备

精确称取 2.00 kg预知子粗粉，采用 70%乙醇进

行回流提取，持续 3 h，分 3次完成提取过程。合并提

取液后，进行浓缩和干燥处理，获得预知子总提取物

（JE）。将预知子提取物溶解于适量蒸馏水中，置于

分液漏斗中，依次使用正己烷、二氯甲烷、乙酸乙酯、

正丁醇进行萃取。对各萃取液进行浓缩和冷冻干燥

处理，得到正己烷萃取物（JE1）、二氯甲烷萃取物

（JE2）、乙酸乙酯萃取物（JE3）和正丁醇萃取物

（JE4）。

1.3 细胞培养

选用添加 10%胎牛血清、100 U/mL链霉素和青

霉素的 RPMI培养基培养 BV2细胞，放置于 5% CO2
37 ℃的环境中，待细胞生长至密度达到 80%~90%时

即可进行传代培养。

1.4 实验分组与处理

选取处于对数生长期且状态优良的BV2细胞混

悬液，接种于 6孔板，接种密度为 4×10⁶个/孔。待

BV2细胞生长至融合度达 80%时，添加不同浓度

（6.25~200 mg/L）的 JE、JE1、JE2、JE3、JE4进行 30 min
预处理，随后加入 200 µg/L的 LPS刺激 BV2细胞

24 h。将BV2细胞分为对照组、模型组以及预知子提

取物 JE、JE1、JE2、JE3、JE4干预组。不同处理完成

后，收集各组细胞上清液及细胞，作为后续实验的检

测样本。

1.5 细胞相对活力检测

采用MTT法检测细胞相对活力。将处于对数生

长期的BV2细胞接种于 96孔板，每组设置 6个复孔。

细胞贴壁后，于各孔中分别加入终浓度为 6.25、12.5、
25、50、100、200 mg/L的样品进行细胞生存率实验筛

选。对照组则加入等体积的 RMPI培养基。孵育

24 h后，移除孔内上清液，并向每个孔中加入 30 µL
的MTT溶液。继续孵育 3 h，随后在 37 ℃条件下向每

个孔中加入 150 µL的 DMSO。将孔板置于摇床中

10 min，使用酶标仪在波长 540 nm处测定各孔的吸

光度，计算细胞活力。

1.6 NO浓度测定

将处于对数生长期的 BV2细胞接种至 24孔板

中，密度为 1×106 个/mL。细胞贴壁后，在每个孔内加

入各提取部位最大无毒性浓度的实验样品，对照组

则加入体积相同的RMPI培养基，每组设置3个复孔。

培养 4 h后，除对照组外其余组均加入LPS，至最终质

量浓度为 1 mg/L，继续培养 24 h，再收集各孔上清液。

NO浓度的测定采用Griess法，根据试剂盒提供的操

作指南，利用 50 µL NaNO2对照品进行梯度对半稀

释，制作标准曲线。于 96孔板的各孔内，添加 50 µL
细胞培养液上清液，随后加入等量的 Griess反应试

剂。利用酶标仪在 540 nm波长条件下检测各孔的吸

光度。通过与标准曲线进行比对，最终确定NO的浓

度。

1.7 细胞因子PGE2、IL-6、TNF-α水平检测

在细胞快速增殖阶段，于 24孔板中每毫升接种

1×10⁶个BV2细胞。待细胞贴壁后，分别添加已知浓

度的各组样品，对照组则加入等体积的 RMPI培养
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基。每组设置 3个复孔，培养 4 h后，除对照组外的所

有实验组均添加 LPS，使其终浓度达到 1 mg/L，继续

培养 24 h，随后收集各孔表面的液体。采用ELISA法

测定样品上清液中PGE2、IL-6和TNF-α的含量。实

验严格按照试剂盒说明书的步骤进行，样品需稀释 5
倍后再进行分析。测定过程中使用样品稀释液对样

品/对照品进行稀释，加入亲和素及显色液、生物素化

抗体、HRP标记，最终通过标准曲线计算出各炎症因

子的浓度。

1.8 蛋白相对表达水平检测

Western blot法检测蛋白表达。在对数生长期的

BV2细胞中进行铺板操作，将细胞浓度调整至 1×106
个/mL后接种于 6孔板中。待细胞贴壁后，向各孔中

分别添加不同浓度的实验样品。对照组则加入等体

积的RMPI培养基。培养 4 h后，除对照组外其余各

组均添加最终质量浓度为 1 mg/L的 LPS。继续培养

18 h以表达COX-2和 iNOS蛋白，随后用裂解液裂解

细胞，取上清液进行蛋白提取。再培养 30 min后进

一步表达MAPK和NF-κB蛋白，使用裂解液与磷酸

酶抑制剂（比例为 100∶3）的混合液裂解细胞，取上清

液进行蛋白定量分析。采用 12%的 SDS-PAGE检测

蛋白相对表达水平测定。对各待测蛋白样品进行定

量上样，每孔 30 µL，并在 120 V电压下执行垂直电

泳，持续时间 90 min。随后，移除浓缩胶，保留分离

胶部分，并在 45 V恒定电流条件下进行转膜，持续时

间 90 min。转膜后，使用 5%脱脂奶粉溶液在室温条

件下封闭 1 h，继而在 4 ℃条件下与一抗溶液进行过

夜孵育。抗体稀释按照如下比例进行 iNOS（1∶500）、

COX-2（1∶500）、p-ERK（1∶1000）、p-P38（1∶1000）、

p-JNK（1∶1000）、p-P65（1∶1000）、p-IκB-α（1∶2000）
和 β -Actin（1∶2000）。孵育完成后，采用 0.05%
Tween-20 TBS溶液进行洗涤，随后在室温条件下进

行二抗溶液孵育 1 h。洗涤后，利用ECL显色剂进行

显色反应，反应时间控制在 3~5 min，随后进行曝光、

显影和定影操作。

1.9 统计学处理

运用Graphpad Prism软件开展数据分析并生成

图表。数据以均值±标准差（x̄±s）表示。在进行不同

组间比较时，若符合方差齐性条件，则采用独立样本

t检验进行分析。在对多个数据集进行比较时，采用

单因子方差分析（ANOVA）方法。统计学意义的阈值

设定为P<0.05。
2 结 果

2.1 预知子提取物及其分离部位对BV2细胞存活率

的影响

正常对照组与 JE（6.25~25 mg/L）、JE1（6.25~
100 mg/L）、JE2（6.25~50 mg/L）、JE3（6.25~12.5 mg/
L）、JE4（6.25~25 mg/L）药物组之间细胞存活率无显

著差异（P>0.05）。确定各部位实验样品最大无毒性

浓度，JE为 25 mg/L，JE1为 100 mg/L，JE2为 50 mg/L，
JE3为 12.5 mg/L，JE4为 25 mg/L作为后续实验给药

浓度。结果见图1。

*：与正常对照组比较，P<0.001。
图1 预知子提取物及其分离部位对BV2细胞活力的影响（x̄±s，n=6）
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2.2 预知子提取物及其分离部位对LPS诱导BV2细
胞NO含量的影响

与正常对照组相比，LPS模型组细胞中的NO含

量显著上升（P<0.001）；相较于模型组，JE1、JE2、JE3
预处理组的NO含量显著降低（P<0.001）。本研究表

明预知子 JE1、JE2和 JE3的分离部位对 LPS诱导的

NO释放具有一定的抑制效应。结果见图2。

#：LPS模型组与正常对照组比较，P<0.001；
***：给药组与模型组比较，P<0.001。

图 2 预知子提取物及其分离部位对 LPS诱导BV2细胞NO
含量的影响（x̄±s，n=3）

2.3 预知子提取物及其分离部位对LPS诱导BV2细
胞PGE2、IL-6及TNF-α水平的影响

与正常对照组相比，LPS模型组细胞中 PGE2含
量显著升高（P<0.001）；与LPS模型组相比，JE1、JE2、
JE4预处理后细胞上清液中 PGE2水平显著降低（P<
0.001）。此结果表明预知子 JE1、JE2、JE4分离部位

能有效抑制 LPS诱导的 BV2细胞 PGE2释放。结果

见图3。

#：与正常对照组比较，P<0.001；***：与模型组比较，P<0.001。
图 3 预知子提取物及其分离部位对 LPS诱导 BV2细胞

PGE2水平的影响（x̄±s，n=3）

与正常对照组相比，LPS模型组细胞中 IL-6的
水平显著升高（P<0.001）；与 LPS模型组相比，JE1和
JE2预处理显著降低了细胞上清液中 IL-6的水平

（P<0.001），这表明预知子 JE1和 JE2的分离部位能

够有效抑制由LPS诱导的BV2细胞 IL-6的释放。结

果见图4。

#：与正常对照组比较，P<0.001；***：与模型组比较，P<0.001。
图 4 预知子提取物及其分离部位对 LPS诱导BV2细胞 IL-6

水平的影响（x̄±s，n=3）

与正常对照组相比，LPS模型组细胞中 TNF-α
水平显著升高（P<0.001）。与 LPS模型组相比，经

JE1、JE2处理后，细胞上清液中TNF-α水平均显著降

低（P<0.001），JE3、JE4处理后 TNF-α水平降低（P<
0.01），这表明预知子 JE1、JE2、JE3、JE4的分离部位

能够抑制LPS诱导的BV2细胞TNF-α释放。结果见

图5。

与正常对照组比较，#：P<0.001；
与模型组比较，**：P<0.01，***：P<0.001。

图 5 预知子提取物及其分离部位对 LPS诱导 BV2细胞

TNF-α水平的影响（x̄±s，n=3）
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2.4 预知子提取物及其分离部位对LPS诱导BV2细
胞 iNOS 及COX-2蛋白表达的影响

相较于正常对照组，经LPS处理的实验组中，iNOS
与COX-2蛋白的表达量显著上升。通过 JE1、JE2、JE3
预处理，观察到 iNOS蛋白表达量显著下降；JE1和 JE2
预处理同样导致COX-2蛋白表达量显著减少。这些结

果表明，预知子 JE1和 JE2分离部位能够显著抑制LPS
诱导的BV2细胞中COX-2和 iNOS蛋白表达量的增加，

而预知子JE3的分离部位亦能显著抑制 iNOS蛋白表达

量的增加。结果见图6。

图6 预知子提取物及其分离部位对LPS诱导BV2细胞 iNOS
和COX-2蛋白表达的影响

2.5 预知子 JE1和 JE2分离部位对LPS诱导BV2细
胞NF-κB信号通路相关蛋白表达的影响

相较于正常对照组，经 LPS处理的实验组细胞

中，细胞质及细胞核内总P65磷酸化蛋白和 IκB-α磷

酸化蛋白的表达显著增加，而 IκB-α蛋白的表达量

则显著降低。在引入已知的 JE1和 JE2分离部位后，

观察到 JE1和 JE2分离部位对 IκB-α磷酸化具有抑

制效应，此效应导致 IκB-α总蛋白表达量的增加，并

同时抑制了P65磷酸化蛋白的表达。结果见图7。
2.6 预知子 JE1和 JE2分离部位对LPS诱导BV2细

胞MAPK信号通路相关蛋白表达的影响

相较于正常对照组，经 LPS处理的实验组中

P38、ERK和 JNK磷酸化蛋白的表达量显著上升。然

而，在引入了预知子 JE1和 JE2的分离部位后，P38、
ERK和 JNK的表达水平出现了显著的下降趋势，结

果见图8。

图7 预知子JE1和JE2分离部位对LPS诱导BV2细胞NF-κB蛋白表达的影响

图8 预知子JE1和JE2分离部位对LPS诱导BV2细胞MAPK蛋白表达的影响

3 讨 论

先前的研究成果揭示了预知子提取物具有显著

的抗抑郁和抗炎活性。具体而言，预知子提取物的

抗抑郁效应与调节单胺类神经递质水平存在紧密关

联，对抑郁性损伤显示出保护效应［11，14-15］。此外，多

项研究指出，预知子及其果皮提取物在 LPS诱导的

RAW264.7细胞中展现了显著的抗炎活性［17-18］。然

而，关于预知子提取物不同分离部位对神经炎症反

应及其作用机制的影响，目前尚缺乏相关研究报告。
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小胶质细胞作为中枢神经系统内的关键免疫细

胞，在神经炎症反应的启动与维持过程中发挥着重

要作用。激活后的小胶质细胞虽具有清除神经系统

病原体的功能，但其释放的炎性因子也可对神经系

统造成继发性损伤［19-20］。LPS作为革兰阴性菌外膜

的重要组成成分，能够激活神经系统内的 BV2小胶

质细胞，使其大量分泌 iNOS、COX-2、NO、TNF-α、
PGE2和 IL-6等炎症因子。这些炎症因子可作用于

其他胶质细胞，进而引发后续的炎症反应。本研究

发现，在 LPS刺激下，BV2细胞上清液中NO、PGE2、
IL-6和 TNF-α等炎症介质的表达增加，细胞内

iNOS、COX-2蛋白的表达也显著上升。然而，预知子

JE1和 JE2的分离部位预处理能够显著降低 NO、
PGE2、IL-6和 TNF-α的释放，以及 iNOS、COX-2蛋
白的表达，这表明预知子 JE1和 JE2的分离部位对细

胞炎症反应具有显著的抑制效果。JE3在降低 LPS
诱导的 NO、TNF-α和 iNOS蛋白表达方面有显著效

果，但对 PGE2和COX-2蛋白表达无明显影响，提示

JE3可能有抗炎作用，但需要更多证据支持。JE4在
降低 LPS诱导的NO、PGE2、TNF-α表达方面表现出

显著作用，但对 iNOS及 COX-2蛋白表达无显著影

响，表明 JE4可能具有较弱的抗炎作用，然而PGE2与
COX-2的实验结果相悖，其降低PGE2的作用可能与

其他信号通路相关。

LPS可激活NF-κB和MAPK信号通路。本研究

中，LPS刺激后BV2细胞中总P65磷酸化蛋白的表达

在细胞质和细胞核中都有所增加，同时 IκB-α磷酸

化蛋白在细胞质中的表达和 IkB-α的降解都有所增

加。然而，预知子 JE1和 JE2的分离部位可以抑制这

两者的磷酸化表达，减少 IκB-α的降解，上述结果表

明预知子 JE1和 JE2的分离部位可能通过NF-κB信

号通路抑制炎症反应的发生。

综上，LPS处理组的 ERK、JNK和 P38磷酸化蛋

白表达显著上升，而预知子 JE1和 JE2分离部位能够

显著降低 ERK、JNK和 P38的磷酸化蛋白表达水平。

这表明，预知子 JE1和 JE2的分离部位通过抑制

ERK、JNK和P38信号通路起到抑制炎症反应发生的

作用。

预知子 JE1和 JE2分离部位主要为亲脂性成分，

包括脂肪酸类、三萜类化合物等。这些成分具有显

著的脂水分配系数，能够透过脂溶性膜，进而进入中

枢神经系统，发挥抗神经炎症和神经保护作用。未

来，针对预知子 JE1和 JE2分离部位的单体化合物进

行分离纯化以及体内抗神经炎症作用的研究，将为

预知子作为潜在药物，用于防治神经退行性疾病提

供实验基础。
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Mechanism of Action of Different Isolated Parts of Akebiae Fructus Extract on
LPS-Induced Neuro-Inflammation in BV2 Cells
CHEN Huan1，ZHA Hongqun2，YIN Zengsheng3，LI Jing3，LIU Wenbo1，LIN Yun1，JIN Hongguang1，4*（1. School of Phar‐
macy and Life Sciences，Jiujiang University，Jiujiang，Jiangxi Province 332005；2. Jiujiang First People´s Hospital，Jiujiang，Jiangxi Prov‐
ince 332000；3. Jiujiang University Affiliated Hospital，Jiujiang，Jiangxi Province 332000；4. Jiujiang Xunnungchuang Biotechnology Co.，
Ltd，Jiujiang Jiangxi Province 332005，Chian）
Abstract：Objective To investigate the anti-neuroinflammatory effects of different fractions of the Akebiae Fructus extract on lipopoly‐
saccharide（LPS）-induced BV2 cells and to explore the underlying mechanisms. Methods The Akebiae Fructus extract（JE）was ob‐
tained by ethanol reflux extraction，and the systematic solvent extraction method was used to separate the n-hexane fraction（JE1），di‐
chloromethane fraction（JE2），ethyl acetate fraction（JE3），and n-butanol fraction（JE4）. An inflammatory model was established using
LPS-induced BV2 cells；MTT assay was used to observe the cell viability. The content of NO in cell supernatant was measured by Griess
reagent. The levels of PGE2，IL-6 and TNF-α were detected by ELISA kits. Detection of COX-2、iNOS protein and MAPK、NF-κB sig‐
naling pathway related protein expression levels using Western Blot method. Results Both JE1 and JE2 significantly reduced the levels
of NO，PGE2，IL-6，TNF-α and the protein expressions of COX-2 and iNOS in LPS-induced BV2 cells，and also significantly decreased
the protein expressions of P38，ERK，JNK，and NF-κB. Conclusion The JE1 and JE2 fractions of the Akebiae Fructus extract can effec‐
tively prevent LPS-induced neuroinflammatory responses occur in BV2 cells，and the underlying mechanism is associated with the inhibi‐
tion of the inflammatory NF-κB and MAPK signaling pathways.
Keywords：Akebiae Fructus extract；lipopolysaccharide；BV2 cells；neuro-inflammation
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