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乙酰胆碱通过作用于α7烟碱型乙酰胆碱受体抑制大鼠小胶质

细胞炎性反应

蒋永莹，李 霖，沈卫星，邱一华，彭聿平
*

南通大学医学院生理学系，南通 226001

摘  要：小胶质细胞是中枢神经系统中主要的免疫细胞。本研究旨在探讨乙酰胆碱(acetylcholine, ACh)抑制小胶质细胞炎症反

应的具体机制。原代培养Sprague-Dawley (SD)大鼠小胶质细胞，脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)诱导建立炎症反应模型，

ACh处理24 h后，用Western blot检测多种炎性因子、胰岛素样生长因子1 (insulin-like growth factor 1, IGF-1)和α7烟碱型乙酰

胆碱受体(α7 nicotinic acetylcholine receptor, α7nAChR)的蛋白表达，用ELISA检测多种炎性因子和IGF-1的释放情况，用慢病

毒转染沉默α7nAChR后观察ACh作用的变化。结果显示，LPS可促进小胶质细胞的激活，上调诱生型一氧化氮合酶(inducible 
nitric oxide synthase, iNOS)蛋白表达，增加白介素1β (interleukin-1β, IL-1β)和肿瘤坏死因子α (tumor necrosis factor α, TNF-α)的
表达和释放，减少神经营养因子IGF-1的表达和释放，ACh能逆转LPS的这些作用；LPS可下调小胶质细胞的α7nAChR蛋白表

达，ACh逆转该作用；α7nAChR-shRNA慢病毒转染小胶质细胞后，ACh对抗LPS的作用消失。以上结果提示，ACh对抗LPS
诱导的小胶质细胞炎症反应的保护作用是通过α7nAChR实现的，这为今后神经炎症疾病的治疗提供了新的治疗靶点。
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Acetylcholine suppresses microglial inflammatory response in rats via 
acting on microglial α7nAChR
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Abstract: Microglia are the main immune cells in the central nervous system. In the present study, the mechanism for acetylcholine 
(ACh) inhibiting microglial inflammatory response was investigated. Primary culture of microglia was isolated from cerebral cortex 
of Sprague-Dawley (SD) rats. Lipopolysaccharide (LPS) was used to activate the microglia to induce inflammatory response, and then 
the microglia were treated with ACh for 24 h. Protein expressions of several inflammatory factors, insulin-like growth factor 1 (IGF-1) 
and α7 nicotinic acetylcholine receptor (α7nAChR) were detected by Western blot. Release of inflammatory factors and IGF-1 into 
media was detected by ELISA. After α7nAChR gene silence was achieved by lentivirus-transfection of α7nAChR-shRNA, the change 
of ACh effect was observed. The results showed that LPS induced microglial activation, up-regulated inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) protein expression, increased the expressions and release of IL-1β and TNF-α, and decreased the expression and release of 
the neurotrophic factor, IGF-1. ACh could reverse these effects of LPS. Meanwhile, LPS reduced the protein expression of α7nAChR 
on the microglial cells, whereas ACh could reverse the effect. Silencing of α7nAChR gene in microglia abolished the ability of ACh 
to inhibit LPS-induced inflammatory responses. These results suggest that ACh exerts its protection against LPS-induced microglial 
inflammation via acting on α7nAChR on microglia, which may provide a novel target for the treatment of neuro-inflammatory diseases.
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一直以来，小胶质细胞被看作是中枢神经系统

中主要的免疫细胞 [1]。在正常生理情况下，小胶质

细胞表现为静息状态，而在局部缺血、肿瘤和中风

等病理条件下，小胶质细胞迅速被激活并分泌各种

细胞因子，包括肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor 
α, TNF-α) 和白介素 1β (interleukin-1β, IL-1β) 等 [2–4]。

不少研究指出，脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 可
以诱导小胶质细胞激活从而产生炎症反应 [5–7]。过

去十年内已经证实，迷走神经刺激可以显著地调节

免疫系统 [8]，而 “ 胆碱能抗炎通路 ” 这一概念越来

越多地受到关注 [9–11]。此外，各种各样的神经递质

受体，如烟碱型乙酰胆碱受体 (nicotinic acetylcho-
line receptors, nAChRs) 被发现存在于神经元和胶质

细胞中 [12]，nAChRs 的活化可以保护神经胶质细胞，

例如对抗氧化应激、细胞凋亡及神经炎症反应从而

保护星型胶质细胞 [13–16]。因此，本研究利用 LPS 诱

导小胶质细胞建立炎症反应模型，进一步探讨乙酰

胆碱 (acetylcholine, ACh) 调控小胶质细胞炎性反应

的机制。

在 nAChR 的各个亚型当中，α7 烟碱型乙酰胆

碱受体 (α7 nicotinic acetylcholine receptors, α7nAChRs)
在脑内神经元和非神经元细胞 ( 包括小胶质细胞、

星型胶质细胞、少突前体细胞和内皮细胞 ) 均有表

达 [17–19]。有研究表明，尼古丁或 ACh 可以通过

α7nAChRs 通路呈剂量依赖性抑制 LPS 诱导的

TNF-α 生成和小胶质细胞活化 [19]。Noda 等的研究

也显示，LPS 的神经毒性作用可以使小胶质细胞活

化并产生炎性因子，而用尼古丁处理小胶质细胞可

以对抗这种作用 [3]。在此基础上，为了明确 ACh 是

否通过作用于小胶质细胞的 α7nAChR 来抑制炎性

反应，本研究检测 ACh 对 LPS 诱导的小胶质细胞

活化的影响，观察 ACh 对小胶质细胞上 LPS 所致

α7nAChR 表达变化的作用，并探讨慢病毒转染沉

默 α7nAChR 后 ACh 的作用变化，以期为神经炎症

疾病的治疗提供潜在的靶点。

1  材料和方法

1.1  主要试剂　　兔抗 α7nAChR 单克隆抗体、兔

抗 TNF-α 多克隆抗体、兔抗诱生型一氧化氮合酶

(inducible nitric oxide synthase, iNOS) 多克隆抗体、

山羊抗胰岛素样生长因子 1 (insulin-like growth factor 
1, IGF-1) 多克隆抗体和兔抗 OX-42 多克隆抗体购自

Abcam 公司；小鼠抗 OX-42 单克隆抗体购自 AbD 

Serotec 公司；小鼠抗 β-actin 单克隆抗体购自 Sigma
公司；山羊抗 IL-1β多克隆抗体购自Santa Cruz公司；

FITC 标记的山羊抗小鼠 IgG、FITC 标记的山羊抗

大鼠 IgG、DyLight 594 标记的山羊抗兔 IgG 购自

Jackson 公司；Alexa Fluor 594 标记的山羊抗小鼠

IgG 购自 Cell Signaling Technology 公司；DyLight 800
标记的驴抗山羊 IgG 购自 Rockland 公司；DMEM/
F12 高糖培养基、胎牛血清和山羊血清购自 Gibco
公司；shRNA-lentivirus 干扰慢病毒载体由上海吉

凯生物公司构建 ；大鼠 IL-1β ELISA 检测试剂盒、

大鼠 TNF-α ELISA 检测试剂盒购自 eBioscience 公

司；大鼠 IGF-1 ELISA 检测试剂盒购自 R&D 公司。

1.2  小胶质细胞培养　　本研究所用动物实验方案

均获得南通大学伦理委员会批准 ( 批准号：20160316-
002)。取出生 1 天的 Sprague-Dawley (SD) 大鼠大脑

皮层，经 0.25% 胰酶在 37 °C 培养箱中消化 15 
min，每隔 3 min 振荡一次，胎牛血清终止消化后，

将细胞重悬于含 10% 胎牛血清的 DMEM/F12 完全

培养基中并按 5 × 105 /cm2 接种于培养瓶中，37 °C、
5% CO2 培养箱中培养。9~10 d 后在 37 °C 恒温摇

床上分别以 240 r/min 摇 4 h 后，将上清悬浮细胞接

种于 6 孔培养板中，即为原代培养的小胶质细胞，

24 h 后更换新鲜的 DMEM/F12 完全培养基，继续

培养 2 d，加入 LPS (100 ng/mL) 作用 2 h 后，加入

1 × 10−9 或 1 × 10−7 mol/L ACh 作用 24 h。细胞随机

分组如下：未作任何处理的小胶质细胞组 (control
组 )、LPS 处理的小胶质细胞组 (LPS 组 )，LPS 联

合不同浓度的 ACh 处理的小胶质细胞组 (LPS+ 1 × 
10−9 mol/L ACh 组 和 LPS+ 1 × 10−7 mol/L ACh 组 )
和单独 ACh 处理的小胶质细胞组 (1 × 10−9 mol/L 
ACh 和 1 × 10−7 mol/L ACh 组 )。
1.3  α7nAChR-shRNA 转染小胶质细胞　　按上述

方法获得原代培养的小胶质细胞后，在 DMEM/F12
完全培养基中加入携带 α7nAChR-shRNA 或者无义

序列 (Scr-shRNA) 慢病毒，按照感染复数 MOI = 10 
TU/ 细胞进行转染，6 h 后将培养上清更换为新鲜

的完全培养基，置于 37 °C 培养箱中继续培养。72 h
后将细胞置于倒置荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白

GFP 的表达情况以验证转染效率，转染效率达 90%
以上即可进行下一步实验。对转染病毒后的小胶质

细胞抽提蛋白，检测 α7nAChR 的表达以验证沉默

效率。同时加入 LPS (100 ng/mL) 作用 2 h 后，加入

1 × 10−7 mol/L ACh 作用 24 h。细胞随机分为 5 组：
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未作任何处理的小胶质细胞组 (control 组 )、LPS 处

理的小胶质细胞组 (LPS 组 )、LPS 联合 1 × 10−7 
mol/L ACh 处理的小胶质细胞组 (LPS+ACh 组 ) 和
LPS 联合 ACh 处理的慢病毒转染的小胶质细胞组

(Scr-shRNA+LPS+ACh 组和 α7nAChR-shRNA+LPS+ 
ACh 组 )。
1.4  Western blot 分析　　将 6 孔培养板中的小胶

质细胞上清弃去，PBS 洗细胞 2 遍，1 × SDS 细胞

蛋白裂解液按 60 μL/ 孔加入培养板裂解细胞，将细

胞裂解物收集入一离心管中，超声 5 s 3 次，12 000 
r/min、4 °C 离心 15 min，吸取上清于一新的离心管

中，进行蛋白总量测定，−70 °C 保存备用。蛋白样

品与 4× 上样缓冲液混合，100 °C 水浴 5 min，置冰

上冷却，采用 12% SDS-PAGE 垂直电泳进行分离，

每组上样量为 45 μg，电压 80~120 V，电泳至溴酚

蓝移动到电泳板底部停止。Bio-Rad 湿转系统 200 
mA、40 min 转膜 1 h，用 5% 脱脂奶粉封闭 1~2 h，
再分别用兔抗 TNF-α 多克隆抗体 (1:300)、山羊抗

IL-1β 多克隆抗体 (1:100)、山羊抗 IGF-1 多克隆抗

体 (1:100)、兔抗 OX-42 多克隆抗体 (1:2 000)、兔

抗 α7nAChR 单克隆抗体 (1:2 000)、兔抗 iNOS 多克

隆抗体及小鼠抗 β-actin 单克隆抗体 (1: 2 000) 室温

孵育 2 h，4 °C 过夜。TBST 洗涤后分别加入荧光标

记山羊抗兔 IgG (1:5 000)、荧光标记驴抗山羊 IgG (1: 
5 000) 或荧光标记羊抗小鼠 IgG (1: 5 000) 室温孵育

1 h。TBST 洗涤 5 min × 4，Odyssey 双红外激光

扫描系统扫描并分析条带平均灰度值，各目的蛋

白与内参 β-actin 的比值表示各目的蛋白的相对表

达量。

1.5  细胞免疫荧光　　弃去培养上清后，将细胞用

4% 多聚甲醛固定 30 min，0.01 mol/L PBS 漂洗 3 × 
5 min，室温下封闭 (0.01 mol/L PBS 9.7 mL，山羊

血清 0.3 mL，Trition X-100 30 μL) 30 min，弃去封

闭液，滴加抗 OX-42 抗体 (1:200)、抗 α7nAChR 抗

体 (1:200)，4 °C 孵育过夜，将孵育一抗的玻片拿出，

0.01 mol/L PBS 漂洗 5 min × 3，室温下二抗孵育 4 h，
0.01 mol/L PBS 漂洗 5 min × 3，置于德国 Leica 公

司的 DML 型荧光显微镜下观察拍片。

1.6  酶联免疫吸附测定 (enzyme linked immunosor-
bent assay, ELISA)　　细胞培养上清按照 ELISA 试

剂盒说明书分别检测致炎因子 TNF-α、IL-1β 和神

经营养因子 IGF-1 的浓度。

1.7  统计学分析　　结果用 mean ± SD 来表示。应

用 SPSS 19.0 统计软件进行统计检验，多组间差异

用单因素方差分析 (ANOVA) 进行检验，两两比较

采用 SNK 检验。P < 0.05 时认为差异具有统计学

意义。

2  结果

2.1  LPS促进小胶质细胞的激活、增加炎性因子的

表达和释放、但减少神经营养因子IGF-1的表达和

释放，ACh能逆转LPS的作用

为了证实 LPS 能促进小胶质细胞的激活，我

们检测了大鼠小胶质细胞中标志性的表面分子

OX-42 和相关细胞因子 iNOS、IL-1β、TNF-α 和

IGF-1 的蛋白表达含量，并检测了小胶质细胞培养

上清中 IL-1β、TNF-α 和 IGF-1 的含量。结果显示，

单独应用 LPS 能使小胶质细胞中 OX-42 蛋白表达

显著增加，炎性因子 iNOS 的表达和 IL-1β、TNF-α
的表达及释放增加，而神经营养因子 IGF-1 的表

达和释放减少，加入 ACh 后可以逆转 LPS 的上述

作用，且高浓度 ACh (1 × 10−7 mol/L) 的作用更显

著 ( 图 1)。
2.2  LPS下调小胶质细胞α7nAChR表达，而ACh可
逆转该作用

为证明 ACh 对小胶质细胞的作用机制，我们用

免疫荧光双标法检测小胶质细胞上 α7nAChR 的表

达。图 2A即为小胶质细胞表达 α7nAChR 的免疫荧

光图，图中可清晰看到绿色标记的 OX-42 ( 代表小

胶质细胞 ) 和红色标记的 α7nAChR 大部分重合，

说明小胶质细胞可显著表达 α7nAChR。Western 
blot 结果显示，LPS 可以使小胶质细胞中 α7nAChR
的蛋白表达减少，加入 ACh 后能逆转 LPS 的作用，

同样高浓度 ACh (1 × 10−7 mol/L) 的作用更显著 ( 图
2B)。
2.3  α7nAChR-shRNA慢病毒转染小胶质细胞后，

ACh对抗LPS的作用消失

为了进一步证明 ACh 对抗 LPS 的作用是通过

α7nAChR 实现的，用 α7nAChR-shRNA 慢病毒对小

胶质细胞进行转染，之后再分别加入 LPS 和 1 × 
10−7 mol/L ACh，检测相关细胞因子的表达和分泌。

结果显示，α7nAChR 沉默后，LPS 同样使小胶质细

胞中 OX-42 显著增加，炎性因子 iNOS 的表达和

IL-1β、TNF-α 的表达及释放增加；神经营养因子

IGF-1 的表达和分泌减少。而 ACh 对抗 LPS 的作用

消失 ( 图 3)。
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3  讨论

LPS 已被证实可以活化包括小胶质细胞在内的

免疫细胞，从而导致炎性因子的产生 [20]。小胶质细

胞被证实是脑内 LPS 的主要反应细胞 [21]，本研究

显示，100 ng/mL LPS 可以使单独培养的小胶质细

胞活化，炎性因子 TNF-α、IL-1β 和 iNOS 的表达和

释放增加，并使神经营养因子 IGF-1 的表达和释放

图   2. 乙酰胆碱(ACh)逆转脂多糖(LPS)下调小胶质细胞表达

α7nAChR的作用

Fig. 2. Acetylcholine (ACh) reversed lipopolysaccharide 
(LPS)-induced expression reduction of α7nAChR on microglia. 
A: Typical immunofluorescence figure of a microglia. After 9–10 d 
of primary culture, α7nAChR expression was detected by immu-
nofluorescence staining. The green represented the microglia 
labeled with OX-42, the red represented α7nAChR, and the 
yellow indicated the co-localization of OX-42 and α7nAChR. 
Scale bar, 20 μm. B: Protein expression of α7nAChR detected by 
Western blot. Mean ± SD, n = 4. **P < 0.01 vs control; +P < 0.05,   
++P < 0.01 vs LPS; #P < 0.05 vs LPS+10−9 mol/L ACh.

图   1. 乙酰胆碱(ACh)逆转脂多糖(LPS)所致小胶质细胞的激

活

Fig. 1. Acetylcholine (ACh) reversed lipopolysaccharide 
(LPS)-induced microglia activation. A: Protein expressions of 
OX-42, inducible nitric oxide synthase (iNOS), interleukin-1β 
(IL-1β), tumor necrosis factor α (TNF-α) and insulin-like growth 
factor 1 (IGF-1) detected by Western blot. B: Contents of IL-1β, 
TNF-α and IGF-1 in culture medium dectected by ELISA. Mean ± 
SD, n = 3 (A) or 6 (B). **P < 0.01 vs control; +P < 0.05,  ++P < 0.01 
vs LPS; #P < 0.05 vs LPS+10−9 mol/L ACh.
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减少。在本研究中，我们选用大鼠小胶质细胞标志

性表面分子 OX-42 来标记小胶质细胞，结果显示

LPS 能够使小胶质细胞中 OX-42 的蛋白表达增加，

这也表明 LPS 可以使小胶质细胞激活。

ACh 是一种重要的神经递质，其受体被发现广

泛存在于神经元和胶质细胞中 [12]，这些受体对中枢

神经系统内不同类型的细胞具有多方面的调节和刺

激 [22, 23]。而位于神经胶质细胞上的受体对其功能有

一定的生理学作用 [18, 19, 24]。有证据表明，α7nAChRs
在小胶质细胞中大量表达 [25]，且在抑制星型胶质细

胞激活中起到一定的作用 [26]。本研究通过检测

α7nAChR 在小胶质细胞中的表达也证实了这一观

点，并进一步显示 LPS 可以使小胶质细胞中 α7nAChR
的蛋白表达减少，而 ACh 能逆转 LPS 的作用。

为了探讨 ACh 的抗炎作用，我们应用 ACh 作

用于 LPS 诱导的小胶质细胞炎症模型中，发现 ACh
能显著抑制 LPS 导致的小胶质细胞激活和炎症因子

的表达和释放增加。这一结果也在类似研究中得到

证实：尼古丁可抑制 LPS 诱导的大鼠小胶质细胞中

α7nAChR 的降低和 TNF 的释放 [12] ； ACh 和尼古丁

均可抑制 LPS 诱导的小胶质细胞中 TNF-α 释放，

并且这一作用是通过 α7nAChR 介导的 [19]。为了进

一步探讨 α7nAChRs 在 ACh 抗炎机制中的作用，

我们采用基因干扰技术将小胶质细胞上的 α7nAChR
沉默后发现 ACh 对抗 LPS 的作用消失，这一结果

从基因的角度验证了 ACh 是通过 α7nAChR 发挥抗

炎作用的，相比用信号转导通路研究方法更为准确

和直观。

综上所述，本研究结果表明 ACh 能够有效地抑

制 LPS 诱导的小胶质细胞活化以及炎性因子的增加

和神经营养因子的降低，而这一作用是通过

α7nAChR 实现的，这为今后的神经炎症疾病的治

疗以及药物合成提供了研究靶点。然而如何通过作

用于 α7nAChR 来有效地进行抗炎治疗还是有待解

图   3. α7nAChR-shRNA慢病毒转染小胶质细胞后，乙酰胆碱(ACh)对抗脂多糖(LPS)的作用消失

Fig. 3. Silencing of α7nAChR gene in microglia abolished the effect of acetylcholine (ACh) to inhibit lipopolysaccharide (LPS)- 
induced inflammatory responses. The isolated microglia from cerebral cortex of one-day-old neonatal mice were cultured for 48 h, and 
α7nAChR lentiviral vector was transfected into the microglia, which were incubated for 72 h. A: Western blot result. B: ELISA result. 
Mean ± SD, n = 3 (A) or 6 (B). **P < 0.01 vs control; ++P < 0.01 vs LPS; #P < 0.05 vs LPS+ACh.
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决的问题。
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