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·基础研究·

补阳还五汤通过抑制JAK2/STAT3通路促进BV2小胶质
细胞 M2极化以减轻炎症反应

聂颖1 段嘉豪1 杨少锋1 陈龙1 李兆勇1 郭彦涛1 范瑜洁2△ 杨雷1△

[摘要] 目的:探讨补阳还五汤(BYHWD)调节JAK2/STAT3信号通路对脂多糖(LPS)中BV2小胶

质细胞极化的影响。方法:建立BV2小胶质细胞脂多糖诱导神经炎症损伤模型,将细胞分为空白组、模

型组、BYHWD组、Colivelin组(STAT3激 活 剂)及 BYHWD+Colivelin组。用 细 胞 计 数 试 剂 盒-8
(CCK-8)法检测细胞活力;酶联免疫吸附(ELISA)测定肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-6(IL-6)、
白细胞介素-10(IL-10)、白细胞介素-4(IL-4)的分泌水平;免疫荧光共表达F4/80/iNOS、F4/80/CD206
观察BV2细胞活化情况;免疫印迹法检测iNOS、IL-1β、Arg1、Fizz1和JAK2/STAT3信号通路相关蛋

白的表达情况。结果:与空白组比较,模型组中细胞活力,IL-10、IL-4炎症因子水平,F4/80和CD206
双阳性细胞比例,Fizz1、Arg1蛋白表达水平显著下调(P<0.05);IL-6、TNF-α炎症因子水平,F4/80和

iNOS双阳性细胞比例,iNOS、IL-1β、p-JAK2/JAK2和p-STAT3/STAT3蛋白表达水平显著上调(P<
0.05)。与模型组比较,BYHWD组细胞活力,IL-10、IL-4炎症因子水平,F4/80和CD206双阳性细胞

比例,Fizz1、Arg1蛋白表达水平显著上调(P<0.05);IL-6、TNF-α 炎症因子水平,F4/80和iNOS双阳

性细胞比例,iNOS、IL-1β、p-JAK2/JAK2和p-STAT3/STAT3蛋白表达水平显著下调(P<0.05)。与

BYHWD组比较,Colivelin组细胞活力,IL-10、IL-4炎症因子水平,F4/80和CD206双阳性细胞比例,

Fizz1、Arg1蛋白表达水平显著下调(P<0.05);IL-6、TNF-α 炎症因子水平,F4/80和iNOS双阳性细

胞比例,iNOS、IL-1β、p-JAK2/JAK2和p-STAT3/STAT3蛋白表 达 水 平 显 著 上 调(P<0.05)。与

Colivelin组比较,BYHWD+Colivelin组细胞活力,IL-10、IL-4炎症因子水平,F4/80和CD206双阳性

细胞比例,Fizz1、Arg1蛋白表达水平显著上调(P<0.05);IL-6、TNF-α 炎症因子水平,F4/80和iNOS
双阳性细 胞 比 例,iNOS、IL-1β、p-JAK2/JAK2和p-STAT3/STAT3蛋 白 表 达 水 平 显 著 下 调 (P<
0.05)。结论:补阳还五汤可能通过抑制JAK2/STAT3信号通路激活,减少脂多糖诱导的BV2小胶质

细胞 M1型活化,促进其向 M2型极化,为临床治疗脊髓损伤后神经炎症提供了实验依据。
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Abstract Objective:To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Buyang
 

Huanwu
 

decoction
 

(BYHWD)
 

on
 

the
 

polarization
 

of
 

BV2
 

microglial
 

cells
 

induced
 

by
 

lipopolysaccharide
 

(LPS)
 

by
 

reg-
ulating

 

the
 

JAK2/STAT3
 

signaling
 

pathway.Methods:A
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neuroinflammatory
 

injury
 

model
 

was
 

established
 

in
 

BV2
 

microglial
 

cells
 

using
 

LPS.The
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

blank
 

group,model
 

group,BYHWD
 

group,Colivelin
 

group
 

(STAT3
 

activator),and
 

BYHWD
 

+
 

Colivelin
 

group.Cell
 

viability
 

was
 

assessed
 

using
 

the
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8
 

(CCK-8)
 

assay.Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

was
 

employed
 

to
 

measure
 

the
 

secretion
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin-6
 

(IL-6),interleukin-10
 

(IL-10),and
 

in-
terleukin-4

 

(IL-4).Immunofluorescence
 

co-expression
 

analysis
 

of
 

F4/80/iNOS
 

and
 

F4/80/CD206
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

BV2
 

cell
 

activation.Western
 

Blot
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

iNOS,IL-1β,Arg1,Fizz1,and
 

proteins
 

related
 

to
 

the
 

JAK2/STAT3
 

signaling
 

pathway.Results:Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,the
 

model
 

group
 

exhibited
 

significantly
 

decreased
 

cell
 

viability,levels
 

of
 

the
 

anti-inflammatory
 

cytokines
 

IL-10
 

and
 

IL-4,the
 

proportion
 

of
 

F4/80
 

and
 

CD206
 

doub-
le-positive

 

cells,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Fizz1
 

and
 

Arg1(P<0.05).Conversely,the
 

levels
 

of
 

the
 

pro-inflam-
matory

 

cytokines
 

IL-6
 

and
 

TNF-α,the
 

proportion
 

of
 

F4/80
 

and
 

iNOS
 

double-positive
 

cells,and
 

the
 

protein
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

iNOS,IL-1β,p-JAK2/JAK2,and
 

p-STAT3/STAT3
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

BYHWD
 

group
 

showed
 

significantly
 

increased
 

cell
 

viability,levels
 

of
 

IL-10
 

and
 

IL-4,the
 

proportion
 

of
 

F4/80
 

and
 

CD206
 

double-positive
 

cells,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Fizz1
 

and
 

Arg1
 

(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

TNF-α,the
 

proportion
 

of
 

F4/80
 

and
 

iNOS
 

double-positive
 

cells,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

iNOS,IL-1β,

p-JAK2/JAK2,and
 

p-STAT3/STAT3
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

BYHWD
 

group,the
 

Colivelin
 

group
 

exhibited
 

significantly
 

decreased
 

cell
 

viability,levels
 

of
 

IL-10
 

and
 

IL-4,the
 

proportion
 

of
 

F4/80
 

and
 

CD206
 

double-positive
 

cells,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Fizz1
 

and
 

Arg1
 

(P<0.05),along
 

with
 

significantly
 

increased
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

TNF-α,the
 

proportion
 

of
 

F4/80
 

and
 

iNOS
 

double-positive
 

cells,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

iNOS,IL-1β,p-JAK2/JAK2,and
 

p-STAT3/STAT3
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

Colivelin
 

group,the
 

BYHWD
 

+
 

Colivelin
 

group
 

showed
 

significantly
 

increased
 

cell
 

viability,levels
 

of
 

IL-10
 

and
 

IL-4,the
 

proportion
 

of
 

F4/80
 

and
 

CD206
 

double-

positive
 

cells,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Fizz1
 

and
 

Arg1
 

(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

TNF-α,the
 

proportion
 

of
 

F4/80
 

and
 

iNOS
 

double-positive
 

cells,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

iNOS,IL-1β,p-JAK2/JAK2,and
 

p-STAT3/STAT3
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion:BYHWD
 

may
 

inhibit
 

the
 

activation
 

of
 

the
 

JAK2/STAT3
 

signaling
 

pathway,

thereby
 

reducing
 

LPS-induced
 

M1-type
 

activation
 

of
 

BV2
 

microglia
 

and
 

promoting
 

their
 

polarization
 

toward
 

the
 

M2
 

phenotype.
This

 

provides
 

experimental
 

evidence
 

for
 

the
 

clinical
 

treatment
 

of
 

neuroinflammation
 

following
 

spinal
 

cord
 

injury
 

(SCI).
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  脊髓损伤(Spinal
 

Cord
 

Injury,SCI)具有高致残

率、高耗费和低死亡率等特点,往往造成损伤节段以下

肢体严重的功能障碍,已成为重大公共卫生问题[1]。
脊髓损伤发病机制复杂,涉及多种损伤机制,其中脊髓

损伤后会引发持续炎症反应,导致神经元受损。由于

神经炎症主要由中枢神经系统介导,且小胶质细胞是

中枢神经系统的重要免疫细胞,提示小胶质细胞介导

的炎症反应是脊髓损伤继发性损伤的核心机制之

一[2]。脊髓损伤发生后,小胶质细胞迅速活化并释放

大量促炎因子,直接损伤神经元和血管内皮细胞,血脑

屏障通透性增加,外周免疫细胞浸润,与小胶质细胞相

互作用,导致神经炎症的恶性循环[3],这些病理过程共

同加重神经功能缺损,影响患者预后[4]。因此,靶向调

控小胶质细胞介导的神经炎症反应可能成为治疗脊髓

损伤的新策略。

Janus蛋白酪氨酸激酶2(Janus
 

kinase-2,JAK2)
是细胞因子受体的细胞内信号效应因子,通过参与多

种分子机制调控各种疾病进展[5]。JAK2/STAT3通

路可参与活化小胶质细胞,促进神经元凋亡,进而损伤

血脑屏障,加重神经系统损伤,而抑制STAT3磷酸化

可减少细胞凋亡,改善血脑屏障损伤和神经炎症,进而

保护神经元,减轻脊髓损伤后组织损伤[6]。脊髓损伤

可归属中医“气虚血瘀”证范畴。清代著名医家王清任

以“益 气 活 血”之 法,创 立 补 阳 还 五 汤 (Buyang
 

Huanwu
 

Decoction,BYHWD)。该方疗效显著,逐渐

成为临床治疗中枢神经系统损伤的经典方,广泛应用

于中风后遗症、截瘫等神经系统损伤疾病[7]。有研究

发现,补阳还五汤可以有效促进大鼠颈髓损伤后小胶

质细胞表型从 M1型转换为 M2型,减轻神经炎症反

应,抑制继发性损伤,从而改善颈髓损伤后运动功能障

碍[8],但补阳还五汤能否通过调节JAK2/STAT3信

号通路影响脂多糖诱导小胶质细胞产生的炎症损伤尚

不清楚。因此,本文以BV2小胶质细胞为研究对象,
基于JAK2/STAT3信号通路探讨补阳还五汤治疗脊

髓损伤后神经炎症的作用及具体机制,以期为临床应

用补阳还五汤治疗脊髓损伤提供理论依据。

1 材料

1.1 动物及细胞系

无特定病原体(SPF)级SD大鼠20只,8~12周

龄,雄性,体重为(250±20)g,均购自湖南斯莱克景达
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实验动物有限公司(SYXK(湘)2021-0074),饲养于湖

南中医药大学第一附属医院动物实验中心。本实验研

究符合湖南中医药大学第一附属医院实验动物伦理委

员会规定,伦理审查编号为SLBH-202307180003,实
验过程遵循“3R”原则(替代、减少、优化),大鼠处死采

用戊巴比妥钠过量麻醉法,符合动物伦理要求。大鼠

小胶质细胞BV2株购于武汉普诺赛生物有限公司(货
号为CL-0493),已传至第5代。

1.2 药物与试剂

脂多糖(LPS,货号L6143)与STAT3激活剂Col-
ivelin(货号SML0609)购自美国Sigma-Aldrich公司;

CCK-8试剂盒(货号E-CK-A362)购自Elabscience公

司;NO检测试剂盒(货号S0021S)购自碧云天公司;

TNF-α、IL-6、IL-4及IL-10的ELISA试剂盒(货号依次

为 AF02132-A、AF2163-A、AF02165-A、AF02176A)购
自艾方生物科技有限公司。所用抗体包括:兔抗iNOS
(货 号 bs-0162R,奥 伯 森)、兔 抗 Arg1(货 号

APR24398N,安诺伦)、兔抗Iba-1(货号db2881,戴格生

物),以及F4/80(货号ab6640)、CD206(货号ab64693)、

p-JAK2(货号ab32101)与p-STAT3(货号ab76315)抗体

(均购自Abcam公司,稀释比分别为1∶500,1∶500,1∶
1

 

000和1∶1
 

000)。

1.3 仪器

XE-100型超高速离心机(美国Beckman公司),

Nanosight
 

LM10型系统(美国Nanosight
 

Ltd公司),

H7650型透射电镜(日本日立公司),OlympusFV3000
型共聚焦显微镜(日本奥林巴斯公司),FLX800型多

功能荧光成像仪(美国BioTek公司),1681130B型酶

标仪(美国Bio-Rad公司)。

2 方法

2.1 药物制备

BYHWD组方为生黄芪120
 

g、当归尾6
 

g、赤芍

4.5
 

g、地龙3
 

g、川芎3
 

g、红花3
 

g、桃仁3
 

g,中药饮片

由湖南中医药大学第一附属医院中药房提供。按原方

比例一次性购回并经鉴定,加水回流提取2次,第一次

加10倍水提取2
 

h,第二次加8倍水提取1.5
 

h,药液

过滤浓缩致含生药浓度2
 

g/mL,4
 

℃下保存,用蒸馏

水稀释备用。

2.2 含药血清的制备

20只大鼠随机分为含药血清组(10只)和空白组

(10只),含药血清组大鼠连续7
 

d灌胃补阳还五汤水

煎剂,给药方案依据体表面积等效剂量换算原理[9],参
照临床成人日剂量142.5

 

g/d,计算获得大鼠日给药

剂量为12.825
 

g/kg。按照既往经验[10],使用临床等

效剂量5倍换算出大鼠每日等效剂量为64.13
 

g/kg。
空白组连续7

 

d灌胃等量生理盐水,每天分早、晚2次

给药,间隔10
 

h。于末次给药2
 

h后,大鼠腹腔注射戊

巴比妥钠麻醉,腹主动脉取血,4
 

℃下3
 

000
 

r/min离

心15
 

min,分别得含药血清和空白血清,置于56
 

℃下

水浴灭活30
 

min,过滤,-80
 

℃冰箱保存备用。

2.3 含药血清的浓度筛选

取对数生长期的BV2小胶质细胞,以5
 

000个/
孔密度接种于96孔板内,每孔100

 

μL,各组均设3个

复孔。设置对照组和5%,10%,15%,20%
 

补阳还五

汤含药血清组,对照组加入相应浓度空白血清,分别作

用于BV2小胶质细胞24,48,72
 

h。所有孔中加入

10
 

μL/孔的CCK-8,用完全培养基配制CCK-8溶液,
去除含药培养基,每孔加入100

 

μL含有CCK-8的培

养基,继续孵育4
 

h后于酶标仪上450
 

nm处测定吸光

度(A),计算各组细胞增殖率,细胞增殖率=(A实验-
A空白)/(A对照-A空白)。

2.4 分组及给药

脂多糖可以诱导BV2细胞活化,用脂多糖处理构

建BV2细胞炎症模型[11]。将部分生长至对数期的细

胞重悬并随机分为:1)空白组,常规培养72
 

h;2)模型

组,1
 

mg/L脂多糖刺激24
 

h后,加入10%空白血清培

养72
 

h;3)BYHWD组,脂多糖刺激24
 

h后,加入
 

20%补阳还五汤含药血清培养72
 

h;4)Colivelin组,
脂多糖刺激24

 

h后,加入
 

100
 

nmol/L
 

Colivelin+
10%空白血清培养72

 

h;5)BYHWD+Colivelin组,脂
多糖刺激24

 

h后,加入20%补阳还五汤含药血清+
100

 

nmol/L
 

Colivelin培养72
 

h。

2.5 CCK-8实验检测BV2细胞活力

按照2.4节中细胞分组,干预48
 

h后,按照1×
105 个/孔接种于96孔板上,培养24

 

h后,每孔加入

10
  

μL
 

CCK-8溶液,置于37
  

℃、5%CO2 培养箱内

30
 

min,在酶标仪上测量450
 

nm处的吸光度,对细胞

存活率进行检测,计算实验组/对照组的吸光度比值,
制作细胞生长曲线,实验重复3次。

2.6 ELISA检测炎症因子的表达

收集2.4节中各组细胞上清液,按照ELISA试剂

盒说明书进行操作,检测IL-1β、TNF-α、IL-10和IL-4
等炎症因子表达情况。

2.7 免疫荧光法检测 M1型标志物、M2型标志物双

阳性表达率

按照2.4节细胞分组收集细胞,细胞接种于爬片

后,按分组干预结束,4%多聚甲醛固定
 

30
 

min,0.3%
 

Triton
 

X-100
 

透化
 

15
 

min,5%BSA
 

封闭1
 

h;一抗

(F4/80
 

1∶500、iNOS
 

1∶300、CD206
 

1∶300)4
 

℃下孵育

过夜;荧光二抗(Alexa
 

Fluor
 

488
 

标记山羊抗兔
 

IgG
 

1∶1
 

000,Alexa
 

Fluor
 

594
 

标记山羊抗鼠
 

IgG
 

1∶1
 

000)
室温孵育1

 

h;DAPI
 

染核
 

5
 

min,抗荧光淬灭剂封片,
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在激光共聚焦显微镜下观察并采集图像。图片定量分

析方法:每个爬片随机选取5个视野(×200),ImageJ
 

软件 计 数
 

F4/80+iNOS
 

双 阳 性 细 胞 数、F4/80+
CD206

 

双阳性细胞数,计算占总
 

F4/80
 

阳性细胞的百

分比。

2.8 免疫印迹法检测iNOS、IL-1β、Arg1、Fizz1和

JAK2/STAT3信号通路相关蛋白的表达

按照2.4节细胞分组收集细胞,加入含1%PMSF
和1%磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液,冰上裂解30

 

min
后,4

 

℃下12
 

000
 

r/min离心15
 

min。取上清,用BCA
法测定蛋白浓度并调整至5

 

μg/μL。取10
 

μg蛋白进行

SDS-PAGE电 泳,转 至 PVDF膜,5%BSA 室 温 封 闭

1
 

h。加入一抗IL-1β、Arg-1、iNOS、p-JAK2、JAK2、p-
STAT3、STAT3(均为1∶1

 

000)及GAPDH(1∶14
 

000),

4
 

℃下孵育过夜。洗膜后加相应二抗(山羊抗兔/小鼠,

1∶25
 

000)室温孵育1
 

h,ECL显影。用ImageJ分析条

带灰度,以目的蛋白与GAPDH灰度比值表示结果。

2.9 统计学方法

所有实验独立重复3次,每次设置3个复孔,数据

以x±s形式表示,并用Graph
 

Pad
 

Prism
 

8.0进行统

计 学 分 析,组 间 均 数 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析

(ANOVA),符合正态分布和方差齐后,采用
 

Tukey
 

法进 行 多 重 比 较;若 方 差 不 齐,则 采 用
 

Welch
 

ANOVA+Dunnett􀆳s
 

T3 法;P<0.05差异有统计学

意义。

3 结果

3.1 不同浓度的补阳还五汤含药血清对BV2细胞增

殖的影响

补阳还五汤含药血清各浓度组BV2细胞增殖率

均高于同时段相应浓度的空白血清,提示补阳还五汤

含药血清促进细胞活性;在24,48,72
 

h各时间点中,

20%含药血清组最高;进一步比较细胞增殖率,各血清

干预组在处理72
 

h时细胞增殖率最高,提示20%补

阳还五汤含药血清干预72
 

h时,BV2
 

细胞增殖率达
 

1.13±0.09,显著高于同浓度空白血清组(0.81±
0.05),差异有统计学意义(P<0.001),且无细胞毒性

(增殖率<1.2符合安全范围),故确定20%为最佳血

清浓度,72
 

h为最佳干预时间,可作为后续细胞实验

最佳干预浓度及时间点,见表1。

3.2 补阳还五汤对BV2细胞活性的影响

CCK-8检测各组细胞活力结果显示,与空白组比

较,模型组细胞活力显著下调,差异有统计学意义

(P<0.01);与模型组比较,BYHWD组细胞活力显著

上调,差异有统计学意义(P<0.05);与BYHWD组

比较,Colivelin组细胞活力下调,差异有统计学意义

(P<0.05);与Colivelin组比较,BYHWD+Colivelin

表1 不同浓度含药血清对BV2细胞增殖率的影响(n=3)

组别 浓度/%
增殖率

24
 

h 48
 

h 72
 

h

空白血清组

5 0.55 0.61 0.69
10 0.63 0.69 0.72
15 0.69 0.73 0.75
20 0.72 0.77 0.81

含药血清组

5  0.911)  0.942)  0.982)

10 0.922) 1.012) 1.062)

15 0.972) 1.062) 1.102)

20 1.111) 1.102) 1.131)

注:与空白血清组相比,1)P<0.01,2)P<0.05。

组细胞显著上调,差异有统计学意义(P<0.05),见
图1。

图1 CCK-8检测细胞活性

3.3 补阳还五汤对炎症因子表达的影响

与空白组比较,模型组IL-6和TNF-α 炎症因子

显著上调,差异有统计学意义(P<0.05);IL-10和IL-
4炎症因子显著下调,差异有统计学意义(P<0.05或

P<0.01)。与模型组比较,BYHWD组IL-6和TNF-
α炎症因子显著下调,差异有统计学意义(P<0.05或

P<0.01);IL-10和IL-4炎症因子显著上调,差异有

统计学意义(P<0.05或P<0.01)。与BYHWD组

比较,Colivelin组IL-6和TNF-α炎症因子显著上调,
差异有统计学意义(P<0.05);IL-10和IL-4炎症因子

显著下调,差异有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。
与Colivelin组 比 较,BYHWD+Colivelin组IL-6和

TNF-α炎症因子显著下调,差异有统计学意义(P<
0.05);IL-10和IL-4炎症因子显著上调,差异有统计学

意义(P<0.05)。各组细胞培养上清中IL-6、TNF-α、
IL-10和IL-4表达情况见表2。

3.4 补阳还五汤对BV2小胶质细胞极化的影响

免疫荧光检测小胶质细胞活化情况,F4/80和

iNOS双 阳 性 表 示 BV2 细 胞 M1 极 化,F4/80 和

CD206双阳性表示BV2细胞M2极化,结果显示:与
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表2 各组细胞培养上清中IL-6、TNF-α、IL-10和IL-4表达情况(n=3,x±s,pg/mL)

组别 IL-6 TNF-α IL-10 IL-4
空白组 134.14±19.19 165.22±13.65 298.12±23.46 279.13±19.22
模型组 174.89±9.231) 312.26±19.221) 120.19±9.342) 98.11±7.321)

BYHWD组 138.17±8.723) 180.11±22.234) 259.22±19.144) 230.34±21.113)

Colivelin组 183.28±10.375) 345.99±28.565) 108.27±9.175) 78.12±5.275)

BYHWD+Colivelin组 155.22±11.246) 209.17±20.386) 170.14±14.356) 205.12±14.236)

注:与空白组相比,1)P<0.05,2)P<0.01;3)与模型组相比,P<0.05,4)P<0.01;5)与BYHWD组相比,P<0.05;6)与Colivelin
组相比,6)P<0.05;下同。

空白组比较,模型组细胞F4/80和iNOS双阳性比例

上调,差异有统计学意义(P<0.05),F4/80和CD206
双阳性比例下调,差异有统计学意义(P<0.05);与模

型组比较,BYHWD组细胞F4/80和iNOS双阳性比

例下调,差 异 有 统 计 学 意 义(P<0.05),F4/80和

CD206双阳性比例上调,差异有统计学意义(P<
0.05);与 BYHWD 组 比 较,Colivelin 组 F4/80 和

iNOS双 阳 性 比 例 上 调,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),F4/80和CD206双阳性比例显著下调,差异有统

计学意义(P<0.05);与Colivelin组比较,BYHWD+
Colivelin组F4/80和iNOS双阳性比例下调,差异有

统计学意义(P<0.05),F4/80和CD206双阳性比例

显著上调,差异有统计学意义(P<0.05),见图2。

3.5 补阳还五汤对BV2小胶质细胞 M1和 M2型标

志物表达的影响

M1标志物为
 

iNOS和
 

IL-1β,M2标志物为Fizz1
及Arg1,Western

 

Blot
 

结果显示:与空白组比较,模型

组细胞iNOS和IL-1β蛋白表达显著上调,Fizz1及

Arg1蛋白表达显著下调,差异有统计学意义(P<
0.05);与模型组比较,BYHWD组细胞iNOS和IL-1β

蛋白表达显著下调,Fizz1及 Arg1蛋白表达显著上

调,差异有统计学意义(P<0.05);与BYHWD组比

较,Colivelin组细胞iNOS和IL-1β蛋白表达显著上

调,Fizz1及Arg1蛋白表达显著下调,差异有统计学

意义(P<0.05);与 Colivelin组 比 较,BYHWD+
Colivelin组细胞iNOS和IL-1β蛋白表达显著下调,

Fizz1及Arg1蛋白表达显著上调,见图3。

3.6 补阳还五汤对BV2小胶质细胞JAK2/STAT3
信号通路表达的影响

与空白 组 比 较,模 型 组 细 胞p-JAK2/JAK2和

p-STAT3/STAT3蛋白表达显著上调,差异有统计

学意义(P<0.05);与模型组比较,BYHWD组细

胞JAK2/JAK2和p-STAT3/STAT3蛋白表达显著

下调,差异有统计学意义(P<0.05);与 BYHWD
组 比 较,Colivelin 组 细 胞 p-JAK2/JAK2 和 p-
STAT3/STAT3蛋白表达上调,差异有统计学意义

(P<0.05);与 Colivelin 组 比 较,BYHWD +
Colivelin 组 细 胞 p-JAK2/JAK2 和 p-STAT3/

STAT3蛋 白 显 著 下 调,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),见图4。
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图2 补阳还五汤对BV2小胶质细胞极化的影响(×200)

图3 补阳还五汤对BV2小胶质细胞iNOS、IL-1β、Fizz1及Arg1蛋白表达的影响
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图4 补阳还五汤对BV2小胶质细胞JAK2/STAT3信号通路的影响

4 讨论

脊髓损伤是严重的神经系统损伤疾病,通常引起

患者运动、感觉和自主神经功能障碍。脊髓损伤引发

多种分子调控机制,如神经保护因子、炎症介质和神经

干细胞,影响细胞凋亡、炎症反应和神经元再生[12]。
脊髓损伤后作为中枢神经常驻免疫细胞小胶质细胞,
也是中枢神经系统的先天免疫防御反应的主要效应细

胞,活化并释放大量炎性因子和趋化因子引发免疫细

胞的浸润,导致炎症反应加剧,然后通过引起胶质屏障

形成和胶质瘢痕转化,导致神经元结构与功能的不可

逆损伤,其在脊髓损伤的神经恢复中起阻碍作用[13-14]。
脊髓损伤后小胶质细胞被激活,其特异性标志物Iba-1
表达增多并呈现出阿米巴样改变。活化的小胶质细胞

分为 M1型和 M2型,其中 M1型小胶质细胞高表达

iNOS,释放促炎因子如IL-1β、TNF-α、IL-18、IL-6等,
从而加剧神经炎症反应。而 M2型小胶质细胞高表达

Arg-1,释放抗炎因子如IL-10、转化生长因子-β(TGF-

β)等,能够促进炎症消退和神经的修复。因此,抑制小

胶质细胞的激活并促进其由 M1型向 M2型转化,可
能是改善神经炎症、治疗脑脊髓损伤后功能恢复的重

要策略。
脊髓损伤归属于中医“痿证”范畴,其核心症状“肢

体懈惰不收”与“体惰”描述相符,病机以气虚血瘀、筋
脉失养为关键。《灵枢·寒热病》云“身有所伤,血出

多……若有所堕坠,四支懈惰不收,名曰体惰”;《难
经·二十八难》载“督脉者……起于下极之腧,并于脊

里,上至风府,入属于脑”。有研究认为脊髓与督脉走

行一致。清代医家王清任在《医林改错》中阐释其病机

为:“若元气一亏,经络自然空虚,有空虚之隙,难免其

气向一边归并。”基于此理论,王清任创制了以黄芪为

君药的补阳还五汤,通过黄芪重补元气、行气活血、通
达经络之功,改善气虚血瘀所致的肢体功能障碍。

JAK2/STAT3信号通路是小胶质细胞极化的核心调

控机制,其双向作用深刻影响神经炎症进程[15],在病

理刺激下,该通路过度激活可驱动小胶质细胞向促炎

的 M1型极化,释放TNF-α、IL-1β等促炎因子,通过

正反馈循环放大炎症反应并加剧神经元损伤[16];而适

度激活或靶向干预则能诱导抗炎的 M2型极化,促进

Arg-1、IL-10等抗炎因子表达,增强组织修复能力[17]。
这一通路在脑卒中、神经退行性疾病及肿瘤微环境等

病理场景中均发挥关键作用,其精准调控为开发神经

炎症相关疾病的治疗策略提供了重要靶点。
本研究结果表明,补阳还五汤干预能够降低脂多

糖诱导的小胶质细胞中p-JAK2/JAK2和p-STAT3/

STAT3的蛋白表达水平。这提示补阳还五汤可能通

过抑制JAK2/STAT3信号通路的活化,减轻脂多糖

诱导的小胶质细胞炎症损伤。为进一步验证补阳还五

汤对该通路的靶向调控作用,本研究采用脂多糖诱导

小胶质细胞构建神经炎症模型,Colivelin作为JAK2/

STAT3通路激活剂进行反向验证,构建神经炎症模

型,实验结果显示脂多糖刺激显著激活了BV2小胶质

细胞,促使其向促炎性 M1表型极化,同时伴随炎症因

子释放增加及JAK2/STAT3信号通路关键蛋白(p-
JAK2、p-STAT3)表达上调,表明JAK2/STAT3信号

通路的激活加剧了脊髓损伤后的神经炎症损伤。值得

注意的是,补阳还五汤干预有效抑制了JAK2/STAT3
信号通路的激活,逆转了脂多糖诱导的小胶质细胞活

化,促进其向抗炎性 M2表型转化,并显著提升了抗炎

因子(如IL-10)的表达水平。研究表明补阳还五汤能

显著下调JAK2和STAT3的磷酸化水平(p-JAK2、p-
STAT3)。在脊髓损伤模型中,补阳还五汤治疗组大

鼠损伤脊髓组织中的p-JAK2和p-STAT3蛋白表达水

平显著降低[18]。类似地,在高糖诱导的肾小管上皮细

胞损伤模型中,补阳还五汤含药血清也能够下调p-
JAK2和p-STAT3的蛋白表达[19]。推测补阳还五汤对

JAK2/STAT3通路的抑制,部分是通过调控其上游激
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活因子实现的。相关研究证实补阳还五汤在降低p-
JAK2和p-STAT3的同时,也显著下调了通路关键激活

因子IL-6及其受体gp130的蛋白水平[20]。补阳还五汤

的抗氧化和抗炎作用也被认为是其抑制JAK2/STAT3
通路的重要环节[17]。这些结果证实,补阳还五汤通过

特异性调控JAK2/STAT3信号通路,进而调节BV2小

胶质细胞介导的神经炎症反应。
综上 所 述,补 阳 还 五 汤 能 够 通 过 调 控JAK2/

STAT3信号通路,抑制脂多糖后诱导的BV2小胶质

细胞活化,并促进BV2小胶质细胞向 M2型极化。本

研究明确了补阳还五汤对脊髓损伤后产生的神经炎症

的抑制作用与作用机制,为补阳还五汤治疗脊髓损伤

提供了科学依据。然而,本研究目前仅进行了体外实

验,尚未在体内模型中验证上述结论,后续研究拟通过

体内实验对此进行更深入的探讨,并探索脊髓损伤后

的神经炎症网络调控机制。
本研究的局限性如下:1)体外实验仅采用脂多糖

单一诱导,未能模拟体内复杂的损伤微环境;2)含药血

清的具体有效成分不明;3)未深入探究JAK2/STAT3
通路下游靶点与小胶质细胞极化的关系;4)缺乏体内

实验验证。未来计划如下:1)构建脊髓损伤大鼠模型,
在体内验证药物对神经功能恢复、小胶质细胞极化及

JAK2/STAT3通路的影响;2)采用LC-MS等技术鉴

定含药血清有效成分,并预测其与靶点的结合;3)进一

步探索该通路下游的靶基因,以明确其调控极化的分

子网络。
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