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【摘要】 目的  探讨沉默信息调节因子 1（SIRT1）在癫痫中对小胶质细胞及炎症因子的影响及作

用机制。方法  建立氯化锂 - 匹罗卡品致痫大鼠模型，免疫组化观察各组（对照组和癫痫组）大鼠脑组

织内小胶质细胞活化；采用脂多糖（LPS）建立小胶质细胞活化模型，构建 pcDNA-SIRT1 和 si-SIRT1 载

体，转染至大鼠小胶质细胞中。定量即时聚合酶链反应（qRT-PCR）测定大鼠海马组织及小胶质细胞中

SIRT1 表达，Western blot 检测小胶质细胞的活化标志物 Iba1 和核因子 -κB（NF-κB）通路相关蛋白（p65

和 IκBα）的蛋白表达水平，酶联免疫吸附测定（ELISA）检测促炎因子［白细胞介素 1β（IL-1β）、白细

胞介素 6（IL-6）和肿瘤坏死因子（TNF-α）］的表达水平。结果  与 Control 组比较，癫痫大鼠海马组织中

SIRT1 mRNA 表达量显著降低（P ＜ 0.05），Iba1 蛋白表达量显著增加（P ＜ 0.05），且对照组 CA1、CA2 区

Iba1 阳性细胞数分别为（180±21）、（190±18）/mm2，癫痫组 CA1、CA2 区 Iba1 阳性细胞数分别为（412±35）、

（470±37）/mm2，两组比较差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。同样，与 Mock 组比较，LPS 活化小胶质细

胞中 SIRT1 表达水平显著降低， Iba1 蛋白表达水平显著增加，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。转染

pcDNA-SIRT1及si-SIRT1至LPS活化的小胶质细胞中， LPS+pcDNA-SIRT1组IL-1β［（50.0±3.3）ng/L］、IL-6

［（55.0±3.2）ng/L］和TNF-α［（56.1±3.0）ng/L］表达水平显著低于LPS组和LPS+pcDNA-NC组（均P ＜ 0.05）；

LPS+si-SIRT1 组中 IL-1β［（98.2±4.3）ng/L］、IL-6［（108.1±4.5）ng/L］ 和 TNF-α［（124.5±4.1）ng/L］表达

水平显著高于 LPS 组和 LPS+si-NC 组（均 P ＜ 0.05）；同时 LPS+pcDNA-SIRT1 组 NF-κB p65 的表达水平

显著低于 LPS 组和 LPS+pcDNA-NC 组（均 P ＜ 0.05），IκBα 的表达水平显著高于 LPS 组和 LPS+pcDNA-

NC 组（均 P ＜ 0.05）；而 LPS+si-SIRT1 组 NF-κB p65 的蛋白表达水平显著高于 LPS 组和 LPS+si-NC 组（均

P ＜ 0.05），IκBα 的表达水平显著低于 LPS 组和 LPS+si-NC 组（均 P ＜ 0.05）。加入 NF-κB 通路激活剂

Aconine 后，与 LPS+pcDNA-SIRT1 组比较，LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine 组大鼠中Iba1表达水平显著升高

（P＜0.05）；LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine组大鼠中IL-1β［（72.2±4.3）ng/L］、IL-6［（80.1±4.0）ng/L］和TNF-α

［（87.2±4.5）ng/L］表 达 水 平 显 著 高 于 LPS+pcDNA-SIRT1 组 的［（50.1±2.3）］ng/L、［（55.0±3.4）］ng/L 和

［（56.3±4.9）ng/L］（均 P ＜ 0.05）。结论  SIRT1 可能通过抑制 NF-κB 通路活性来抑制癫痫大鼠小胶质

细胞的作用。
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【Abstract】 Objective  To investigate the effect of silent information regulator 1 （SIRT1） on 
microglia in Status epilepticus （SE） and its mechanism. Methods  The rat SE model was induced by lithium-
pilocarpine injection. The activation of microglia in brain tissues of control and SE rats was observed by 
immunohistochemistry. Microglial activation model was established by lipopolysaccharide （LPS）. PcDNA-SIRT1 
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癫痫是一种仅次于脑血管疾病的常见神经系统

疾病，严重危害人类健康［1］。临床试验和动物实验

结果显示，癫痫发作后存在明显的炎症反应，炎症

反应增加了神经元的兴奋性，加速了癫痫发作后神

经元的凋亡，进一步促进了癫痫的再次发作，增加

了癫痫发作的易感性［2］。长时间癫痫发作，若不及

时治疗，可因高热、循环衰竭或神经元兴奋毒性损伤

导致不可逆的脑损伤，致残率和病死率很高［3］。癫

痫的发病机制复杂且多样，所以寻找新的治疗靶点

迫在眉睫［3-4］。小胶质细胞起源于血循环中的单核

细胞，是存在于中枢神经系统的一种具有免疫活性

的巨噬样细胞。在癫痫模型中，癫痫传播区域的神

经元未见明显损伤时，该区域内小胶质细胞已经被

激活［5］。活化小胶质细胞可释放大量炎症介质如白

细胞介素 -1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）

等，进一步提高突触兴奋性，降低癫痫发作阈值，促

进癫痫发生［6］。

沉默信息调节因子 1（silent information regulator 

1， SIRT1）是一种依赖烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的组

蛋白去乙酰化酶，与细胞衰老、寿命延长、抗氧化应激

和能量代谢调节等细胞多种功能活动有关［7］。研究

表明，SIRT1 可使核因子 κB（nuclear factor kappa-B，

NF-κB）RelA/p65 亚 单 位 去 乙 酰 化，进 而 抑 制

NF-κB 活性，从而起到抗炎作用［8-9］。因此研究认

为，SIRT1 可作为癫痫治疗的潜在靶点［10］。本研究

中，通过构建匹罗卡品诱导大鼠癫痫模型，观察癫

痫大鼠小胶质细胞中 SIRT1 的表达，并通过 SIRT1

的 真 核 表 达 质 粒 载 体 pcDNA 和 RNA 干 扰（RNA 

interference，RNAi）的干扰技术研究其对小胶质细

胞及炎症因子的影响，从而探讨 SIRT1 抑制 NF-κB

通路调控癫痫小胶质细胞活化作用，为进一步研究

其在癫痫中的作用奠定基础。

材料与方法

一、实验动物

SD 雄 性 大 鼠（6～8 周 龄，体 质 量 200～250 g），

由本院实验动物中心提供。动物饲养环境温度控制

在（23±2）℃下，12/12 h 明暗交替循环，给予其自由

饮食和饮水。所有动物实验操作内容及流程符合国

立卫生研究院（National Institutes of Health，NIH）实

and si-SIRT1 vectors were constructed and transfected into rat microglia cells. The expression of SIRT1 in the 
rat hippocampus and microglia was determined by qRT-PCR. The expression levels of the activation markers 
of microglia （Iba1） and NF-κB p65 and IκBα were detected by Western blot， and levels of the inflammatory 
factors （IL-1β， IL-6 and TNF-α） were detected by ELISA. Results  Comparing with the control group， 
the mRNA expression of SIRT1 in the hippocampus of SE rats was significantly decreased， while the protein 
expression of Iba1 was significantly increased. The number of Iba1 positive cells in CA1 and CA2 regions in the 
control group was （180±21） /mm2 and （190±18） /mm2， as （412±35） /mm2 and （470±37） /mm2 in the SE group. 
The difference in Iba1 positive cells in CA1 and CA2 regions between the two groups was statistically significant 

（P ＜ 0.05）. Similarly， the expression level of SIRT1 in LPS activated microglia was significantly decreased， 
while the expression level of Iba1 protein was significantly increased， with statistical significance （P ＜ 0.05）. 
pcDNA-SIRT1 and si-SIRT1 were transfected into the post-microglia cells activated by LPS. The levels of IL-1β 

（50.0±3.3） ng/L， IL-6 （55.0±3.2） ng/L and TNF-α （56.1±3.0）ng/L in LPS+pcDNA-SIRT1 were significantly 
lower than those in LPS group and LPS+pcDNA-NC group （P ＜ 0.05）. The levels of IL-1β （98.2±4.3） ng/L， 
IL-6 （108.1±4.5） ng/L and TNF-α （124.5±4.1） ng/L in LPS+si-SIRT1 group were significantly higher than 
those in LPS group and LPS+si-NC group （P ＜ 0.05）. Besides， the NF-κB p65 expression in LPS+pcDNA-
SIRT1 group was significantly lower than that in LPS group and LPS+pcDNA-NC group， while the IκBα 
expression was higher than those two groups （P ＜ 0.05）. However， the NF-κB p65 expression in LPS+si-
SIRT1 group was significantly higher than that in LPS group and LPS+si-NC group， while the IκBα expression 
was lower than those two groups （P ＜ 0.05）. After giving the NF-κB pathway activator （Aconine）， compared 
with the LPS+pcDNA-SIRT1 group， the expression of Iba1 in the LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine group was 
significantly increased （P ＜ 0.05）. The expression levels of IL-1β were significantly higher in the LPS+pcDNA-
SIRT1+Aconine group ［（72.2±4.3） ng/L， IL-6 （80.1±4.0） ng/L， and TNF-α （87.2±4.5） ng/L］ than that in the 
LPS + pcDNA-SIRT1 group ［IL-1β （50.1±2.3） ng/L， IL-6 （55.0±3.4） ng/L， and TNF-α （56.3±4.9） ng/L］ 

（P ＜ 0.05）. Conclusions  SIRT1 could inhibit the activation of microglia in SE rats by inhibiting the NF-κB 
pathway.

【Key words】  Status Epilepticus；  SIRT1；  Microglia；  Inflammation factors
Fund programs： Natural Science Foundation Project of Science and Technology Department of Jiangsu 

Province （BK20161290）； "Six Talent Peaks" High-Level Talent Project of Jiangsu Province （2019-ww-199）； 
Nantong Science and Technology Plan Project （JC2018088）
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验动物使用规范，遵守国家规定的《实验动物管理

条例》并获得医院实验动物伦理委员会审核批准。

二、方法

1. 癫痫大鼠模型的建立：大鼠随机分为对照组

（20 只）及癫痫组（60 只）。参考前人研究构建大鼠

癫痫模型［11］，给予癫痫组大鼠腹腔注射氯化锂（批

号：L4408 MSDS，Sigma，USA）溶液（127 mg/kg）预处

理 20 h 后，腹腔注射匹罗卡品（批号：1000970434， 

Sigma，USA）（15 mg/kg），依其行为学改变确定癫痫

大鼠模型；给予对照组的大鼠腹腔注射适量的生理

盐水。模型建立成功的标准为大鼠发作等级 Racine

分级标准≥Ⅳ级。

2. 原代小胶质细胞分离：取 SD 大鼠新生鼠大

脑，于冰面上改良伊格尔培养基（Dulbecco's Modified 

Eagle Medium， DMEM；货号：A4192101，Thermo 

Fisher scientific， USA）中快速剥离脑膜，分离大脑

皮质后剪碎，加入 0.25% 胰蛋白酶（货号：15050057，

Thermo Fisher scientific， USA）消化，冲洗，去上清，重

悬细胞，种于提前用多聚赖氨酸包被的培养瓶中，

调整细胞浓度为 5×106/ml，培养 10～14 d 后，于恒

温摇床上分离纯化小胶质细胞（200 r/min），小胶质

细胞 / 巨噬细胞特异性蛋白（Iba1）抗体（ab178846， 

Abcam， UK）鉴定小胶质细胞。

3. 细胞转染：将获取的小胶质细胞，应用脂多

糖（lipopolysac-charide，LPS；批号：L2630 MSDS， 

Sigma，USA）诱导使其活化，分为 2 组：空白对照

组（Mock 组）、LPS 模 型 组（LPS 组）。 同 时 将 pcDNA-
SIRT1 过表达质粒、阴性对照（pcDNA-NC）及 SIRT1 

siRNA（si-SIRT1）和 阴 性 对 照（si-NC）［均 购 自 上

海吉玛制药技术有限公司（上海，中国）］转染其

LPS 处理的小胶质细胞中，将其随机分为 LPS 组、

LPS+pcDNA-SIRT1 组、LPS+pcDNA-NC 组、LPS+si-
SIRT1组、LPS+si-NC组。LPS+pcDNA-SIRT1组加入0.25 

μmol/l的 NF-κB 通 路 激 活 剂 Aconine（HY-N0277，

MCE，MedChemExpress，USA）后 构 成 LPS+pcDNA-
SIRT1+Aconine 组。

4. 定 量 即 时 聚 合 酶 链 反 应（quantitative real 

time polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测：取待

测 组 织 及 细 胞，使 用 Trizol 试 剂（批 号：15596018，

Invitrogen，美国）提取各样品中的总 RNA。再按照

逆转录试剂盒PrimeScript RT reagent kit gDNA Eraser

（Takara，大连，中国）合成 cDNA。应用 ABI7500

定 量 PCR 仪（Invitrogen， Carlsbad， CA， USA）进 行

qRT-PCR 实验，得到各反应管的循环阈值（threshold 

cycle，Ct 值），数 据 采 用 2-ΔΔCt 法［12］进 行 分 析，甘

油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）为SIRT1内参，实验重复3 次。

各基因及其引物的扩增引物序列由上海生工生物工

程股份有限公司合成，见表 1。

表1 各基因及其引物的扩增引物序列

基因引物名称 引物序列

SIRT1 上游引物 5′-CAGGTACAGGAATTGCTCCACCA-3′

SIRT1 下游引物 5′-CTGATCTCCTTGTTCAAGTTCACAG-3′

NF-κB 上游引物 5′-GAAGAAGCGAGACCTGGAG-3′

NF-κB 下游引物 5′-TCCGGAACACAATGGCCAC-3′

GAPDH 上游引物 5′-ACACCTTCTACAATGAGCTG-3′

GAPDH 下游引物 5′-CTGCTTGCTGATCCACATCT-3′

    注：SIRT1 沉默信息调节因子 1；NF-κB 核因子 κB；GAPDH 

甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶

5. Western blot 检测：取各组细胞，加入 RIPA 裂

解液（批号：89900，Thermo Fisher scientific， USA）提

取蛋白。取适量提取的蛋白样品加入 5×Loading 

buffer，水中煮沸 10 min，进行 SDS- 聚丙烯酰胺凝

胶电泳（SDS-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE），将 蛋 白 质 转 移 到 PVDF（聚 偏 二 氟 乙 烯，

Polyvinylidene fluoride，货 号：88520，Thermo Fisher 

scientific， USA）膜上，5% 脱脂牛奶 -TBST（PierceTM 

Protein-Free T20 （TBS） Blocking Buffer，货号：88520，

Thermo Fisher scientific， USA）封 闭，洗 膜 液 漂 洗

PVDF 膜，加入兔抗鼠 GAPDH、Iba1、核因子活化 B

细胞 κ 轻链增强子 p65（NF-κB p65）、核因子 κB 抑

制因子 α（IκBα）、SIRT1，4℃过夜，加入辣根过氧

化物酶标记的山羊抗兔 IgG，室温振荡孵育 1 h，进

行化学发光显色，曝光、显影、定影，数据分析。内

参为 GAPDH。

6. 免疫组化：将海马区切片放入二甲苯后取出，

脱水，切片，0.3% H2O2 孵育，5%牛奶封闭，加入一抗

（Iba1，1∶500）孵育过夜，生物素化二抗室温孵育1 h，

干燥后二氨基联苯胺（货号：TA-060-QHDX，Thermo 

Fisher scientific， USA）染色，冲洗，风干，苏木素染

细胞核，酒精脱水，封片，观察，拍照。

7. 炎症因子检测：IL-1β、IL-6 以及 TNF-α 水

平测定参照酶联免疫吸附剂测定（ELSIA）试剂盒（ADI，

Texas，USA）说明书进行，应用酶标仪（spectraMAX 340， 

Molecular Devices， Sunnyvale，美 国）在 450/550 nm

波长处测定各孔的吸光度，根据标准曲线定量。
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8. 免疫荧光：胶质细胞爬片，玻片提前以多聚

赖氨酸包被，培养 24 h，磷酸缓冲盐溶液（Phosphate 

buffer saline，PBS）冲 洗，4% 多 聚 甲 醛 固 定，PBS

冲 洗，加 入 适 量 0.2% Triton-X100（货 号：85111，

Thermo Fisher scientific， USA） 穿 透 10～15 min， 

PBS 冲洗，2% 牛血清白蛋白（bovine albumin，BSA；

货 号：30036727，Thermo Fisher scientific， USA）封

闭， PBS 冲洗，加入一抗（Iba1，1∶500；ab153696， 

Abcam， UK）孵育过夜，荧光二抗［Goat Anti-Mouse 

IgG H&L （Alexa Fluor® 488） preadsorbed， 1∶1 000；

ab150117， Abcam， UK］室温孵育，PBS 冲洗，4'，6-

二脒基 -2- 苯基吲哚（4'，6-diamidino-2-phenylindole， 

DAPI；货号：P36931，Thermo Fisher scientific， USA）

染核，漂洗后避光封片，荧光显微镜下观察。

9. 统 计 学 方 法：应 用 SPSS 22.0 和 GraphPad.

Prism.v 7.01 统计软件分析数据，正态分布的计量资

料以均数 ± 标准差（x±s）来表示。所有实验重复

3 次，两组间的比较采用 t 检验，多组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用 Tukey 多重比较。

P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1. SIRT1 参与癫痫大鼠小胶质细胞活化：癫

痫组大鼠 Racine 分级高于Ⅳ级，癫痫发作频率为

（13.5±1.1）次 /d，发 作 潜 伏 期 为（16.7±1.5） min。

qRT-PCR 检测各组大鼠海马组织中 SIRT1 mRNA

的表达，结果表明，与对照组比较，癫痫组大鼠的

SIRT1 mRNA 表达水平显著降低（P ＜ 0.05，图 1A）。

Western blot及免疫组化检测各组大鼠海马区Iba1的

蛋白表达水平结果显示，与对照组比较，癫痫组区域

Iba1表达量明显增加，差异有统计学意义（P ＜ 0.05，

图 1B、1C）；对照组 CA1、CA2 区阳性细胞数分别为

（180±21）、（190±18）/mm2；癫 痫 组 CA1、CA2 区 阳

性细胞数分别为（412±35）、（470±37）/mm2，癫痫组

CA1、CA2 区阳性细胞数均明显多于对照组，差异均

有统计学意义（t 值分别为 13.7、16.7，均 P ＜ 0.05），

见图 1D（见本期封二）。

2. SIRT1 参与 LPS 诱导大鼠小胶质细胞活化：

qRT-PCR 及 Western blot 检 测 小 胶 质 细 胞 中 SIRT1

表达的结果显示（图 2A～2C），LPS 组 SIRT1 表达水

平显著低于 Mock 组（均 P ＜ 0.05），与大鼠大脑海马

组织中结果一致。Western blot 及免疫荧光检测小

胶质细胞活化标志物 Iba1 表达的结果显示，LPS 组

Iba1 蛋白表达水平显著高于 Mock 组（P ＜ 0.05），LPS

组 Iba1 的免疫荧光强度［（58.7±3.0）×105］显著高

于 Mock 组［（15.7±0.9）×105］［图 2D、2E、2F（见本

期封二）］，提示 LPS 可以有效诱导小胶质细胞活化。

3. SIRT1 抑制小胶质细胞炎症因子的分泌：见

表2。结果显示，与LPS组和LPS+pcDNA-NC组比较，

LPS+pcDNA-SIRT1 组大鼠中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α
表达水平显著降低（均 P ＜ 0.05）；与 LPS 组和 LPS+si-
NC 组比较，LPS+si-SIRT1 组大鼠中 IL-1β、IL-6 和

TNF-α 表达水平显著升高（均 P ＜ 0.05）。

4. SIRT1 抑 制 小 胶 质 NF-κB 通 路 活 性：qRT-
PCR 检 测 NF-κB 在 小 胶 质 细 胞 内 的 表 达，结 果

显 示（图 3A），与 LPS 组 和 LPS+pcDNA-NC 组 比 较，

LPS+pcDNA-SIRT1 组大鼠小胶质细胞内 NF-κB 活

化入核减少（P ＜ 0.05）；与 LPS 组和 LPS+si-NC 组比

较，LPS+si-SIRT1 组大鼠小胶质细胞内 NF-κB 活化

入核显著增加（P ＜ 0.05）。进一步采用 Western blot

检测 NF-κB 通路关键蛋白（NF-κB p65 和 IκBα）

的 表 达 水 平，结 果 显 示（图 3B、3C），与 LPS 组 和

LPS+pcDNA-NC 组 比 较，LPS+pcDNA-SIRT1 组 NF-
κB p65 的 蛋 白 表 达 水 平 显 著 降 低（P ＜ 0.05），而

    注：1A qRT-PCR 检测各组大鼠海马区 SIRT1mRNA 表达水平，示癫痫组明显低于对照组；1B Western blot 检测 Iba1 蛋白电泳图，示癫痫组 Iba1 蛋白表达明显

高于对照组；1C Western blot 检测各组癫痫大鼠海马区 Iba1 蛋白表达水平，示癫痫组明显高于对照组；SIRT1 沉默信息调节因子 1； Iba1 小胶质细胞 / 巨噬细胞特

异性蛋白；GAPDH 甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶； qRT-PCR 实时荧光定量多聚酶链反应；与 Control 组比较，aP ＜ 0.05

图1  SIRT1 在癫痫大鼠海马区的小胶质细胞活化过程中低表达
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IκBα 的表达水平显著升高（P ＜ 0.05）；与 LPS 组和

LPS+si-NC 组 相 比，LPS+si-SIRT1 组 NF-κB p65 的

蛋白表达水平显著升高（P ＜ 0.05），而 IκBα 的表达

水平显著降低（P ＜ 0.05）。说明 pcDNA-SIRT1 可以

抑制大鼠小胶质 NF-κB 通路活性。加入 NF-κB 通

路激活剂 Aconine 后，与 LPS+pcDNA-SIRT1 组比较，

LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine组NF-κB p65的蛋白表

达水平显著升高（P ＜ 0.05），而 IκBα 的表达水平显

著降低（P ＜ 0.05）。

5. SIRT1通过抑制NF-κB通路活性抑制小胶质

细胞活化及炎性反应：结果显示，与LPS+pcDNA-SIRT1

组比较，LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine组大鼠中Iba1 表

达水平显著升高（P＜0.05，图4A，4B）；LPS+pcDNA-
SIRT1+Aconine组大鼠中IL-1β［（72.2±4.3）ng/L］、IL-6

［（80.1±4.0）ng/L］和TNF-α［（87.2±4.5）ng/L］表达水平

显著高于LPS+pcDNA-SIRT1组的IL-1β［（50.1±2.3）ng/L］、 

IL-6［（55.0±3.4）ng/L］ 和 TNF-α［（56.3±4.9）ng/L］

表达水平（均 P ＜ 0.05，图 4C～4E）。

讨  论

癫痫是一种常见的神经系统疾病。癫痫的发病

机制复杂，研究表明，免疫因素与癫痫的发生发展

关系密切，在手术切除的难治性癫痫病人海马组织

中，可检测到大量的小胶质细胞增生和多种炎性因

子［13-14］。小胶质细胞属于巨噬细胞。小胶质细胞

按照其分泌细胞因子主要分为致炎型经典激活M1型

和抑炎型替代激活的M2型。而M1型小胶质细胞主

要的功能为引发炎症反应，分泌大量促炎性因子［15］。

在癫痫状态下，病灶周围的小胶质细胞迅速被激活，

随后释放一系列的细胞因子，并可吞噬病原体或细

胞碎片、调节突触功能。癫痫发生与小胶质细胞有

很强的相关性，过度活化的小胶质细胞及其分泌的

炎症因子在癫痫发生过程中起着重要作用［16］。因

此，控制小胶质细胞活化有望成为抗癫痫治疗的切

入点。在本研究中，采用匹罗卡品诱导大鼠SE模型，

从中培养小胶质细胞作为炎症模型，从体内和体外

两个层面探讨了SIRT1对小胶质细胞介导的炎症反

应的影响，从而阐明SIRT1通过抑制小胶质细胞活化

及其介导的免疫炎症反应，从而发挥抗癫痫的作用。

    注：2A 小胶质细胞 SIRT1 mRNA 水平表达，示 LPS 组明显低于 Mock 组；2B Western blot 检测小胶质细胞 SIRT1 蛋白电泳图，示 LPS 组 SIRT1 蛋白表达明显低

于 Mock 组；2C Western blot 检测小胶质细胞 SIRT1 蛋白水平表达，示 LPS 组明显低于 Mock 组；2D Western blot 检测小胶质细胞 Iba1 蛋白电泳图，示 LPS 组明显高于

Mock 组；2E Western blot 检测小胶质细胞 Iba1 蛋白表达水平，示 LPS 组明显高于 Mock 组；LPS 脂多糖；SIRT1 沉默信息调节因子 1； GAPDH 甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶；

Iba1 小胶质细胞 / 巨噬细胞特异性蛋白；Mock 组 空白对照组，LPS 组 LPS 模型组；与 Mock 组比较，aP ＜ 0.05

图2  SIRT1 在 LPS 诱导大鼠小胶质细胞活化中低表达

表2 各组小胶质细胞炎症因子表达水平

比较（ng/L，x±s，n=3）

组别 IL-1β IL-6 TNF-α

LPS 组 74.8±3.8 85.3±4.1 95.2±4.0

LPS+pcDNA-NC 组 80.0±4.5 88.3±4.4 92.3±4.5

LPS+pcDNA-SIRT1 组 50.0±3.3a 55.0±3.2a 56.1±3.0a

LPS+si-NC 组 78.1±3.5 90.1±3.5 98.1±3.5

LPS+si-SIRT1 组 98.2±4.3b 108.1±4.5b 124.5±4.1b

    注：LPS 为脂多糖；SIRT1 为沉默信息调节因子 1；NC 为阴性

对照； 与 LPS 组或 LPS+pcDNA-NC 组比较，aP ＜ 0.05；与 LPS 组或

LPS+si-NC 组比较，bP ＜ 0.05
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癫痫动物模型诱导主要分为电刺激点燃法和药

物点燃法，以匹罗卡品、海人酸、马桑内酯和青霉素

等药品诱导更常用，而匹罗卡品癫痫模型是目前国

际上比较公认的一种造模方法，与人类慢性癫痫发

作较为相似［17］。本研究中，构建匹罗卡品诱导大鼠

癫痫模型，检测发现癫痫组大鼠 Racine 分级高于Ⅳ

级，癫痫发作频率为（13.5±1.12）次 /d，发作潜伏期

为（16.7±1.5）min；小胶质细胞的活化标志物（Iba1）

蛋白高表达；Iba1 表达量及阳性细胞数显著增加，

免疫组化观察到大鼠海马区小胶质细胞阳性细胞数

目增加，说明氯化锂 - 匹罗卡品致癫痫并且使大鼠

小胶质细胞活化。

    注：A 组 LPS 组；B 组 LPS+pcDNA-NC 组；C 组 LPS+pcDNA-SIRT1 组；D 组 LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine 组；E 组 LPS+si-NC 组；F 组 LPS+si-SIRT1 组；3A qRT-
PCR 检测各组大鼠小胶质细胞内 NF-κB mRNA 表达水平，示 LPS+pcDNA-SIRT1 组明显低于 LPS 组、LPS+pcDNA-NC 组和 LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine 组，LPS+si-
SIRT1 组明显高于 LPS 组和 LPS+si-NC 组；3B Western blot 检测 NF-κB 通路相关蛋白（NF-κB p65 和 IκBα）电泳图，示 LPS+pcDNA-SIRT1 组 NF-κB 蛋白明显低于

LPS 组、LPS+pcDNA-NC 组和 LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine 组，LPS+si-SIRT1 组 NF-κB 蛋白明显高于 LPS 组和 LPS+si-NC 组；LPS+pcDNA-SIRT1 组 IκBα 蛋白明显

高于 LPS 组、LPS+pcDNA-NC 组和 LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine 组，LPS+si-SIRT1 组 IκBα 蛋白明显低于 LPS 组和 LPS+si-NC 组；3C Western blot 检测 NF-κB 通路

相关蛋白（NF-κB p65和IκBα）相关蛋白表达水平比较，示LPS+pcDNA-SIRT1组NF-κB蛋白明显低于LPS组、LPS+pcDNA-NC组和LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine组，

LPS+si-SIRT1 组 NF-κB 蛋白明显高于 LPS 组和 LPS+si-NC 组；LPS+pcDNA-SIRT1 组 IκBα 蛋白明显高于 LPS 组、LPS+pcDNA-NC 组和 LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine

组，LPS+si-SIRT1 组 IκBα 蛋白明显低于 LPS 组和 LPS+si-NC 组；SIRT1 沉默信息调节因子 1；NF-κB 肿瘤坏死因子 κB；IκBα 核因子 κB 抑制因子 α；GAPDH 

甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶； qRT-PCR 实时荧光定量多聚酶链反应；LPS 脂多糖；Aconine NF-κB 通路激活剂；NC 阴性对照；与 LPS 组或 LPS+pcDNA-NC 组比较， 
aP ＜ 0.05；与 LPS+pcDNA-SIRT1 组比较，bP ＜ 0.05；与 LPS 组或 LPS+si-NC 组比较，cP ＜ 0.05

图3  SIRT1 抑制大鼠小胶质细胞 NF-κB 通路活性

    注：A 组 LPS 组；B 组 LPS+pcDNA-NC 组；C 组 LPS+pcDNA-SIRT1 组；D 组 LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine 组；4A Western blot 检测各组大鼠小胶质细胞中 Iba1 蛋

白电泳图，示 LPS+pcDNA-SIRT1 组明显低于 LPS 组和 pcDNA-NC 组，LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine 组明显高于 LPS+pcDNA-SIRT1 组；4B Western blot 检测各组大鼠

小胶质细胞中 Iba1 蛋白表达水平比较，示 LPS+pcDNA-SIRT1 组明显低于 LPS 组和 pcDNA-NC 组，LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine 组明显高于 LPS+pcDNA-SIRT1 组；

4C， 4D ，4E ELISA 检测促炎性因子（IL-1β、IL-6 和 TNF-α）的表达水平，示 LPS+pcDNA-SIRT1 组明显低于 LPS 组和 pcDNA-NC 组，LPS+pcDNA-SIRT1+Aconine 组

明显高于 LPS+pcDNA-SIRT1 组；Iba1 小胶质细胞 / 巨噬细胞特异性蛋白；GAPDH 甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶； SIRT1 沉默信息调节因子 1；LPS 脂多糖；ELISA 酶联免

疫吸附剂测定；IL-1β 白细胞介素1β；IL-6 白细胞介素6；TNF-α 肿瘤坏死因子α；Aconine NF-κB通路激活剂；NC 阴性对照；与LPS组或LPS+pcDNA-NC组比较，
aP ＜ 0.05；与 LPS+pcDNA-SIRT1 组比较，bP ＜ 0.05

图4  SIRT1 通过抑制 NF-κB 通路活性抑制小胶质细胞活化及炎性反应



· 14 · 神经疾病与精神卫生 2020 年 1 月 20 日第 20 卷第 1 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， January 20，2020，Vol.20，No.1

研究表明，癫痫发作后脑区出现明显的炎症反

应，TNF-α、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-6 等多种细胞因

子迅速上调；IL-1β、IL-6 和 TNF-α 在癫痫小胶质

细胞和星形胶质细胞中增加［18］。本研究中，通过

qRT-PCR 检测，证实了 SIRT1 在 SE 大鼠海马取组织

中的表达下调。进一步采用脑室注射 pcDNA-SIRT1

和 si-SIRT1 后发现，si-SIRT1 注射后使得小胶质细

胞特异性标志物 Iba1 的蛋白表达增加，炎症因子 IL-
1β、IL-6 和 TNF-α 的表达升高；SIRT1 过表达使得

小胶质细胞特异性标志物Iba1的蛋白表达水平和炎

症因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的水平降低。IL-1β、

IL-6 和 TNF-α 是促炎因子，以上两者的研究说明，

si-SIRT1 注射后小胶质细胞活化，即 SIRT1 有助于

抑制小胶质细胞活化。

NF-κB 是调控多个炎症相关基因的重要核转

录因子，在调节炎症反应的过程中发挥了核心作

用。有研究表明，NF-κB 通路存在于神经元、星形

胶质细胞、小胶质细胞等多种类型的细胞中［19］。在

慢性颞叶癫痫患者的脑组织标本中，观察到小胶质

细胞及活化 NF-κB 的过度表达［20］。而后在癫痫实

验动物模型中又发现小胶质细胞 NF-κB 信号通路

的激活，并伴有炎症因子 IL-1β、TNF-α 及其受体

的高表达［21］，这些研究证实癫痫发病过程中存在

NF-κB 通路的激活。

SIRT1 是去乙酰化酶家族中的一员，与酵母染

色质沉默因子 Sir2 是同源体，在哺乳动物组织中广

泛表达。有研究显示，SIRT1 激活能使 NF-κB 的

RelA/p65 亚单位去乙酰化，抑制 NF-κB 的转录活

性，在炎症损伤中起保护作用［8，22］。SIRT1 在心脏、

肾脏和阿尔茨海默病模型中的保护作用的研究已经

非常广泛［23-24］。而 Wang 等［25］研究发现，miR-199a-
5p 的沉默对大鼠具有抑制癫痫发作的作用，SIRT1

是 miR-199a-5p 在大鼠海马中的直接靶点，并通过

上调 SIRT1 来保护神经元免受损伤。然而，在癫痫

中 SIRT1 和小胶质细胞活化及 NF-κB 信号通路之

间的连接尚未得到探索。

本 研 究 中 对 于 SIRT1 对 NF-κB 信 号 通 路 的

影响，研究表明，si-SIRT1 有助于促进小胶质细胞

NF-κB 的 入 核，促 进 NF-κB p65 的 蛋 白 表 达，抑

制 IκBα 的蛋白表达；SIRT1 过表达可以抑制小胶

质细胞 NF-κB 的入核，抑制 NF-κB p65 的蛋白表

达，促 进 IκBα 的 蛋 白 表 达。 结 果 证 实 了 SIRT1

抑制 NF-κB 的转录活性。此外，Aconine 具有抑制

NF-κB 通路活性的作用［26］，本研究中通过 Aconine

与 pcDNA-SIRT1 的 共 同 作 用，发 现 SIRT1 通 过

NF-κB 通路活性来调控癫痫大鼠小胶质细胞活化

及炎症因子的作用。总之，本研究结果证实 SIRT1

在癫痫中发挥作用，SIRT1 可以通过抑制 NF-κB 通

路活性来调控癫痫小胶质细胞的活化及炎症因子的

分泌。SIRT1 可作为预防和治疗癫痫发作和癫痫损

伤的潜在靶点，而具体的调节机制有待于继续深入

研究。
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