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红景天苷通过调节p38和JNK信号通路抑制BV-2细胞分泌炎性

因子

王 杰*，张艳玲，庄 楠 
潍坊护理职业学院，潍坊  262500

摘  要：红景天苷是传统中药红景天的主要成分，已有研究显示红景天苷具有一定的抗炎性作用。本研究旨在探讨红景天苷

对BV-2细胞炎性反应的调节作用及可能机制。实验分为对照组、脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)组、红景天苷组、红景天苷

预处理+LPS组，用100 μg/L LPS和/或10 mg/L红景天苷处理BV-2细胞，收集细胞培养基上清(条件培养基)，采用real-time 
PCR方法检测细胞IL-6和 TNF-α mRNA表达水平，ELSIA方法检测培养基IL-6和TNF-α含量，条件培养基处理PC12细胞24 h
后，Hoechst 33258染色检测细胞核形态学改变，cell counting kit 8 (CCK-8)试剂盒检测细胞活力，免疫印迹方法检测BV-2细
胞p38和JNK的磷酸化水平。结果表明100 μg/L LPS处理可显著提高BV-2细胞内IL-6和TNF-α的表达水平(P < 0.05)。红景天苷

可显著下调LPS诱导的BV-2细胞IL-6和TNF-α表达量(P < 0.05)，下调p38和JNK的磷酸化水平(P < 0.05)。SB202190和
SP600125可降低LPS引起的IL-6和TNF-α表达，与红景天苷共处理后可拮抗LPS的诱导效应。与LPS组相比，红景天苷预处理+ 
LPS组的条件培养基处理后，PC12细胞的细胞活力显著升高(P < 0.05)，同时细胞核固缩和聚集情况减少(P < 0.05)。以上结

果提示，红景天苷可在一定程度上抑制小胶质细胞活动，通过调节p38和JNK信号通路减少炎性因子释放，从而降低PC12细
胞的损伤。 
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Salidroside inhibits inflammatory factor release in BV-2 cells through p38 and 
JNK pathways

WANG Jie*, ZHANG Yan-Ling, ZHUANG Nan
Weifang Nursing Vocational College, Weifang 262500, China

Abstract: Salidroside is the major bioactive component of Rhodiola sachalinensis. Studies have shown that salidroside has anti- 
inflammatory effects. In the present study, we ex amined whether salidroside inhibited inflammatory reaction in BV-2 microglial cells 
and thereby inhibited PC12 apoptosis. BV-2 cells were induced by lipopolysaccharides (LPS, 100 μg/L) and/or salidroside (10 mg/L), 
and then the conditioned medium was collected. Real time-PCR was used to detect IL-6 and TNF-α mRNA expression. The contents 
of IL-6 and TNF-α in medium were detected by ELSIA. Conditioned medium was added to PC12 culture medium and cell counting 
kit-8 and Hoechst 33258 were used to assess cell viability and cell apoptosis, respectively, after 24 h of incubation. The levels of 
phospho-p38 mitogen-activated protein kinase (p-p38) and phospho-c-Jun N-terminal kinase (p-JNK) in BV-2 cells were examined by 
Western blot analysis. The result showed that salidroside pretreatment decreased the expression of IL-6 and TNF-α as well as 
phosphorylation of p38 and JNK induced by LPS in BV-2 cells. The inhibitors of p38 (SB202190) and JNK (SP600125) could reduce 
IL-6 and TNF-α mRNA expression that was induced by LPS. Combined utilization of SB202190, SP600125 and salidroside could 
attenuate the effects of LPS. After conditioned medium treatment, PC12 cell viability and cell apoptosis were ameliorated in salidroside 
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慢性炎性是神经退行性疾病、缺血和机械性脑

损伤等神经系统疾病的共同特征，伴随着小胶质细

胞和星形胶质细胞的激活及炎性因子释放，为了缓

解这些疾病症状，临床上使用一些抗炎药物作为辅

助治疗。红景天苷具有清除自由基、抑制钙超载、

抑制炎性反应和促进神经营养因子释放等作用，对

于改善神经退行性疾病及脑损伤修复、促进神经再

生和维持血脑屏障结构正常发挥重要功能 [1−3]。有

研究表明红景天苷可通过抑制肿瘤坏死因子α (tumor 
necrosis factor-α, TNF-α) 的表达，从而对 1- 甲基 -4
苯基 -1, 2, 3, 6- 四氢吡啶诱发的帕金森病小鼠模型

黑质区多巴胺能神经元具有保护作用。红景天苷可

对抗脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 诱导引起的小

鼠体内 IL-6 的表达水平升高 [4]。另有研究证实红景

天苷可抑制心肌缺血造成的炎性反应，从而抑制细

胞凋亡 [5]。然而，红景天苷对炎性状态下神经细胞

的保护作用及机制还不清楚。BV-2 细胞系是 Blasi
等在 1990 年应用携带癌基因 v-raf/v-myc 的反转录

病毒 J2 感染原代培养的小鼠小胶质细胞而获得的

永生细胞系，具有小胶质细胞的形态学和功能特性 [6]。

本研究用 LPS 诱导 BV-2 细胞，观察 IL-6 和 TNF-α
的表达。通过 LPS 和红景天苷处理 BV-2 细胞，用

该条件培养基处理 PC12 细胞，观察细胞的存活；

检测红景天苷预处理 BV-2 细胞后，LPS 诱导的

p38 和 JNK 磷酸化水平的变化。

1  材料与方法

1.1  细胞、主要试剂　　BV-2 细胞和分化的 PC12
细胞株由潍坊医学院馈赠。红景天苷购自中国药品

生物制品检定所；DMEM 高糖培养基、胎牛血清和胰

蛋白酶购自 Gibco 公司；CCK-8 试剂盒购自 Dojindo ；

Hoechst 33258 染色试剂盒购自碧云天；IL-6 和 TNF-α 
ELISA 试剂盒购自博士德公司；p38、p-p38、JNK2
及 p-JNK2 抗体购自 Cell Signaling Technology 公司；

SB202190 和 SP600125 购自 Sigma 公司。

1.2  PC12 和 BV-2 细胞培养　　 BV-2 细胞培养于

DMEM 高糖基础培养基中，培养液中添加 5% 胎牛

血清、1 × 105 U/L 青霉素和 100 mg/L 的链霉素。PC12

培养于 DMEM 高糖基础培养基中，培养液中添加

10% 胎牛血清、1 × 105 U/L 青霉素和 100 mg/L 的

链霉素。细胞以1 × 105个 /mL种植于75 cm2培养瓶、

6 孔板或 96 孔板中，置于 37 °C，含 5% CO2 的培

养箱中培养，隔天换液，当细胞融合达 80% 以上

时用 0.25% 胰蛋白酶消化传代，当细胞进入对数生

长期即可进行后续加药处理。

1.3  实验分组和条件培养基收取　　实验分为对照

组、LPS 组、红景天苷组和红景天苷预处理 +LPS 组。

100 μg/L LPS 添加于对数生长期的 BV-2 细胞 [7]，24 h
后收取培养基，1 000 r/min 离心 5 min，留上清作

为条件培养基，−80 °C 保存。红景天苷预处理 +LPS
组，则于 LPS 处理前 30 min 加入 10 mg/L[8] 红景天

苷，同法收集上清。

1.4  Real-time PCR 检测 BV-2 细胞 IL-6 和 TNF-α 
mRNA 表达水平　　按照 TAKARA 公司 RNA 提
取试剂盒说明书的要求操作，提取 RNA。六孔板

每孔加入 TRIzol 试剂 500 μL，充分混匀，室温静

置 10 min，加入 100 μL 氯仿，振荡离心管，室温

放置 15 min，4 °C 12 000 r/min 离心 15 min，取上

层液相转移至另一管，加入等体积异丙醇，轻轻颠

倒充分混匀液体，室温放置 10 min，4 °C 12 000 r/
min 离心 15 min，弃上清，加入 1 mL 75% 乙醇洗涤，

4 °C 10 000 r/min 离心 10 min，弃上清，在超净工

作台中干燥 5 min，加入适量无 RNA 酶水。反应体

系与反应程序根据试剂盒说明书的要求进行操作，

反应体系 (25 μL) ：RNA 模版 5 μL、Taq 酶 0.5 μL、
反转录酶 0.5 μL，PCR 反应液 14 μL。反应程序设定：

95 °C 预变性 5min 后，95 °C 变性 15 s，58 °C 退火

15 s，72 °C 延伸 40 s，总计 40 个循环。通过实时

荧光 PCR 仪特定软件程序记录并分析检测数据结

果。IL-6 引物序列为：上游 5’-GAGGATACCACTC-
CCAACAGACC-3’，下游5’-AAGTGCATCATCGTTGTTCAT-
ACA-3’[9] ；TNF-α 引物序列：上游 5’-CAG ACCCTC 
ACACTCAGATCATCTT-3’，下游 5’-CAGAGCAAT-
GACTCCAAAGTAGACCT-3’[10] ；GAPDH 引 物：上

游 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’，下游 5’-TC-
CACCACCCTGTTGCTGTA-3’。

pretreatment + LPS group compared with LPS group. These results suggest that salidroside inhibits PC12 cell apoptosis by decreasing 
inflammatory factor release as well as p38 and JNK activation in activated microglia.

Key words: salidroside; inflammation; apoptosis; PC12
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1.5  ELSIA 方法检测 BV-2 细胞培养上清中 IL-6 和

TNF-α 含量　　根据博士德公司 ELISA 试剂盒说

明书的要求操作。细胞培养上清离心去除沉淀；稀

释好的 ABC 和 TMB 显色液预先在 37 °C 中平衡 30 
min ；加入 100 μL 样品，37 °C 反应 1.5 h ；吸去酶

标板内的液体；每孔加入生物素抗小鼠 IL-6/TNF-α
抗体 100 μL ；37 °C 反应 60 min ；1 × 洗涤缓冲液

洗涤 3 次，每次 1 min ；ABC 工作液按每孔 100 μL
依次加入 (TMB 空白显色孔除外 )，37 °C 30 min ；

1 × 洗涤缓冲液洗涤 5 次，每次 1~2 min 左右；按

每孔 90 μL 依次加入已在 37 °C 平衡 30 min 的

TMB 显色液，37 °C 光反应 15~20 min ；每孔 100 
μL 依次加入 TMB 终止液，用酶标仪在 450 nm 测

定各孔 OD 值。 
1.6  CCK-8 试剂盒检测 PC12 细胞活力　　PC12 
细胞接种于 96 孔板，加入不同组的条件培养基处

理 24 h，终体积为 100 µL ；每孔加入 10 μL 的

CCK-8 试剂，培养箱内孵育 3~4 h，用酶标仪在

450 nm 波长下测定各孔 OD 值。

1.7  PC12 细胞核形态学检测　　PC12 细胞种植于

经多聚赖氨酸包被的玻片上，培养1 d后去除培养基，

用 0.01 mol/L PBS 清洗 3 次，加入收集的不同组别条

件培养基处理，培养继续 24 h 取出，用 4 °C 预冷的

0.01 mol/L PBS 清洗 3 次，经 4 °C 预冷的 4% 多聚甲

醛固定，Hoechst 33258 染色检测细胞核形态学改变。

1.8  免疫印迹检测 BV-2 细胞 p38 和 JNK 的磷酸化

水平　　BV-2 细胞用 4 °C 预冷的 PBS 洗 1 次，加

入蛋白裂解缓冲液 100 µL。匀浆离心后，取上清，

用 BCA 法测定蛋白含量。取 30 g 样本经十二烷基

磺酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)，从凝

胶分离蛋白，转印蛋白至 PVDF 膜，5% 脱脂奶粉

室温封闭 1 h，分别加兔抗 p38 单克隆抗体 (1:2 000)，
兔抗 p-p38 单克隆抗体 (1:2 000) 、兔抗 JNK2 单克

隆抗体 (1:2 000)、兔抗 p-JNK2 单克隆抗体 (1: 
1 000)，TBST 缓冲液洗 15 min × 3 次。辣根过氧化

物标记山羊抗兔二抗 (1:10 000，博士德 ) 室温下孵

育 l h。经 TBST 缓冲液洗 15 min × 3 次后，ECL 
(Millipore) 化学发光法显影。

1.9  统计学方法　　应用 SPSS15 和 GraphPad Prism 
软件进行统计学处理，结果以 mean ± SD 表示，两

组组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方

差分析 (one-way ANOVA)，继以 Student-Newman- 
Keuls 进行组间两两比较，以 P < 0.05 为差异有统

计学意义。

2  结果

2.1  LPS诱导后BV-2细胞IL-6和TNF-α的表达

处于对数生长期的 BV-2 细胞，100 μg/L LPS
诱导 30 min 后检测胞内 IL-6 和 TNF-α 的 mRNA 水

平，LPS 诱导 24 h 后检测培养基中 IL-6 和 TNF-α
蛋白的含量。Real-time PCR 结果显示，与对照组

相 比，LPS 处 理 后 BV-2 细 胞 内 IL-6 ( 图 1A) 和
TNF-α ( 图 1C) mRNA 表达量显著上调 (P < 0.001)。
ELISA 结果显示，LPS 处理后培养基中 IL-6 ( 图
1B) 和 TNF-α ( 图 1D) 的含量分别为 (10.60 ± 1.51) 
ng/mL 和 (17.71 ± 1.48) ng/mL，显著高于对照组

(P < 0.001)，以上结果说明 LPS 可以诱导 BV-2 细

胞的炎性反应，促进 IL-6 和 TNF-α 炎性因子释放。

2.2  条件培养基对PC12细胞存活的影响

PC12 细胞经对照组、LPS 组、红景天苷组和

红景天苷预处理 +LPS 组的条件培养基分别处理后，

通过 Hoechst 染色和 CCK-8 检测凋亡情况和细胞活

力。Hoechst 染色结果显示 ( 图 2A 和图 2B)，与 LPS
组 [(75.05 ± 5.58)%] 相比，红景天苷预处理 +LPS
组的条件培养基可使 PC12 细胞核固缩和碎裂数量

减少 [(10.8 ± 1.74)%, P < 0.001]，但不能使细胞恢

复至对照组水平 [(4.76 ± 0.42)%, P < 0.05] ；而与对

照组相比，红景天苷组的条件培养基可使细胞凋亡

数量减少 [(2.33 ± 0.35)%, P < 0.05]。CCK-8 的结果

显示 ( 图 2C)，与对照组细胞 OD 值 (0.74 ± 0.04) 相
比，LPS 组 PC12 细胞的活力 (0.24 ± 0.02) 降低，差

异有统计学意义；而与 LPS 组相比，10 mg/L 红景

天苷预处理 30 min 可提高 PC12 细胞活力 (0.59 ± 
0.04, P < 0.001)，差异有统计学意义。以上结果说

明 BV-2 细胞经红景天苷预处理后，LPS 诱导的条

件培养基 对 PC12 细胞活力和凋亡的影响下调。

2.3  红景天苷预处理对LPS诱导的BV-2细胞中IL-6
和TNF-α mRNA表达的影响

处于对数生长期的 BV-2 细胞经 10 mg/L 红景

天苷和 100 μg/L 的 LPS 处理，RT-PCR 结果显示：

与 LPS 组相比，红景天苷预处理 +LPS 组 BV-2 细

胞内 IL-6 ( 图 3A) 和 TNF-α ( 图 3B) mRNA 表达量

显著下调 (P < 0.001)。
2.4 红景天苷预处理对LPS诱导的BV-2细胞p38和
JNK磷酸化的影响

处于对数生长期的 BV-2 细胞经 100 μg/L LPS
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诱导 30 min 后，Western blot 检测胞内 p38 和 JNK2
的磷酸化水平含量。结果显示，与对照组相比，

LPS 可显著促进 BV-2 细胞 p38 ( 图 4A) 和 JNK2 ( 图
4B) 蛋白的磷酸化水平 (P < 0.001 或 0.01)，而红景

天苷可降低 p38 和 JNK2 蛋白的磷酸化水平 (P < 
0.05) ；与 LPS 组相比，红景天苷预处理后可显著

降低 LPS 诱导的 p38 和 JNK2 的磷酸化水平 (P < 
0.001)。

接下来我们使用 p38 特异性拮抗剂 SB202190 
(10 μmol/L) 和 JNK2 特异性拮抗剂 SP600125 预处

理 30 min。结果显示，与 LPS 组相比，SB202190 (10 
μmol/L) 可显著降低 LPS 诱导的 p38 的磷酸化水平；

与 SB202190 组和红景天苷组相比，SB202190 与红

景天苷共处理显著下调 p38 的磷酸化水平 ( 图 4C，

P < 0.001)。与 LPS 组相比，SP600125 可显著降低

LPS 诱导的 JNK2 的磷酸化水平 ；与 SP600125 组

和红景天苷组相比，SP600125 与红景天苷共处理显

著下调 JNK2 的磷酸化水平 ( 图 4D，P < 0.001)。为

证实 p38 和 JNK 参与红景天苷对 BV-2 细胞炎性反

应的调控，我们又检测了 SB202190 和 SP600125
处理后 IL-6 ( 图 4E) 和 TNF-α ( 图 4F) 的表达情况。

RT-PCR 结果显示：与 LPS 组相比，红景天苷、SB- 
202190 和 SP600125 处理可分别显著抑制 LPS 诱导

的 IL-6 和 TNF-α 表达上调，而 SB202190、SP600125
和红景天苷共处理组 IL-6 和 TNF-α 表达量低于对

照组 (P < 0.05)。以上结果说明红景天苷通过影响

p38 和 JNK2 的蛋白磷酸化调控 BV-2 细胞 IL-6 和

TNF-α 的表达。

图   1. LPS诱导的BV-2细胞IL-6和TNF-α表达量的变化

Fig. 1. Expression changes of IL-6 and TNF-α in BV-2 cells. A: IL-6 mRNA level increased 30 min after 100 μg/L LPS treatment. B: 
IL-6 protein in medium increased 24 h after 100 μg/L LPS treatment. C: TNF-α mRNA level increased 30 min after 100 μg/L LPS 
treatment. D: TNF-α protein in medium increased 24 h after 100 μg/L LPS treatment. Data are presented as the means ± SD in each 
group (n = 5). *P < 0.001 compared with control.
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图   2. 条件培养基处理后PC12细胞凋亡和活力的变化

Fig. 2. Effects of conditioned medium on the apoptosis and cell viability of PC12 cells. A: PC12 cells were stained by Hoechst 33258 
after conditioned medium treatment. B: Comparison of the percentage of karorrhexis and karyolysis. C: Cell viability was tested by 
CCK-8. Data are presented as the means ± SD in each group (n = 5). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with control; ##P < 0.01, 
###P < 0.001 compared with salidroside; ^^^P < 0.001 compared with LPS. Scale bar, 20 µm.

图   3. 红景天苷预处理后BV-2细胞IL-6和TNF-α mRNA的表达

Fig. 3. Change of IL-6 and TNF-α mRNA levels in BV-2 cells after salidroside pretreatment. A: IL-6 mRNA levels. B: TNF-α mRNA 
levels. Data are presented as the means ± SD in each group (n = 3). *P < 0.05, ***P < 0.001 compared with control; ###P < 0.001 com-
pared with salidroside; ^^^P < 0.001 compared with LPS. 
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图   4. p38和JNK2蛋白的磷酸化水平对BV-2细胞IL-6和TNF-α表达的影响

Fig. 4. The effect of phosphorylation levels of p38 and JNK2 on IL-6 and TNF-α mRNA expression in BV-2 cells. A, B: Western blot 
analysis of p-p38 (A) and p-JNK2 (B) protein expression. Salidroside decreased p-p38 level in normal culture and LPS treatment con-
ditions. **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with control; ###P < 0.001 compared with LPS; ^^^P < 0.001 compared with salidroside. C, 
D: Western blot analysis of p-p38 (C) and p-JNK2 (D) protein expression with antagonist treatments. SB202190 and SP600125 could 
reduce p-p38 and p-JNK2 protein expression induced by LPS, respectively. Salidroside combined with SP600125 or SB202190 could 
strongly inhibit p-p38 and p-JNK2 protein expression. ***P < 0.001 compared with LPS; ###P < 0.001 compared with LPS+ Salidro-
side; ^^^P < 0.001 compared with LPS+ SB202190; ^P < 0.05 compared with LPS+ SP600125. E, F: Changes of IL-6 (E) and TNF-α 
(F) mRNA levels. Salidroside, SP600125 and SB202190 could reduce the IL-6 and TNF-α mRNA expression that induced by LPS, 
respectively. Moreover, the combination of salidroside, SP600125 and SB202190 could further reduce IL-6 and TNF-α mRNA levels 
than used alone. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with control; ▲▲▲P < 0.001 compared with LPS; ###P < 0.001; ^^^P < 0.001; 
△△△P < 0.001. Data are presented as the means ± SD in each group (n = 3). 
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3  讨论

本研究采用体外细胞培养方法，应用 LPS、红

景天苷、红景天苷预处理 +LPS 分别处理 BV-2 细胞，

并收集其条件培养基，观察条件培养基对 PC12 细

胞存活的影响。结果显示，与 LPS 组相比，经红景

天苷预处理 +LPS 组的条件培养基处理后，PC12 细

胞的细胞活力显著升高，细胞核固缩和碎片化情况

减弱，说明红景天苷可下调 LPS 的作用。红景天苷

可显著下调 LPS 诱导的 BV-2 细胞 IL-6 和 TNF-α
表达量，下调 BV-2 细胞 p38 和 JNK 的磷酸化水平，

说明红景天苷可调节 BV-2 细胞的活动进而参与调

节炎性反应。

小胶质细胞是存在于中枢神经系统的巨噬细

胞，发挥着重要的免疫应答功能。在缺氧缺血性脑

损伤和神经退行性疾病等病理性的脑组织中，小胶

质细胞活化程度增强，并释放大量的炎性因子，造

成神经细胞进一步损伤
[11−13]。前期已有研究证实红

景天苷可抑制心肌缺血引起的炎性反应，并能抑制

炎性反应引起的细胞凋亡 [5]。另有研究显示红景天

苷处理可减轻 LPS 诱导的小鼠抑郁症样行为表现，

并降低 LPS 诱导后小鼠血清 IL-1、IL-6 和 TNF-α 的

含量 [4, 14]。红景天苷这种对炎性反应的调节可能涉

及到 JAK2-STAT3 和 MAPK 等信号通路 [8, 14]。

本研究通过两个方面考察红景天苷对 BV-2 细

胞炎性反应的影响。一方面检测红景天苷处理后炎

性因子的释放，结果显示红景天苷可显著降低 LPS
诱导的 IL-6 和 TNF-α 表达水平，说明红景天苷可

抑制小胶质细胞炎性因子的释放。另一方面检测红

景天苷处理后 BV-2 细胞胞内信号通路 p38 和 JNK
的活化。p38 是巨噬细胞炎性反应重要的胞内信号

转导蛋白。LPS 可上调 p38 的磷酸化水平，增加巨

噬细胞如 RAW264.7、BV-2 等胞内 IL-6 和 TNF-α
的表达 [8, 15, 16]，而 p38 抑制剂 SB203580 可阻断

LPS诱导这种效应 [15]。本研究结果显示LPS处理后，

BV-2 细胞 p-p38 水平显著上调，而红景天苷预处理

可拮抗 LPS 的诱导作用，说明 p38 可能参与红景天

苷调节小胶质细胞的激活过程。有研究证实在应对

炎性、氧化应激等不良外界刺激时，JNK 磷酸化水

平升高 [17, 18]。LPS 不仅可诱导炎性反应，同时也促

进过氧化物如一氧化氮的产生 [19] 。本研究结果显

示，LPS 处理 BV-2 细胞后，其胞内 p-JNK 水平显

著上调，而红景天苷预处理可抑制 LPS 诱导的 JNK
磷酸化水平上调。说明 JNK 也可能参与红景天苷

调节炎性反应的过程。而 p38 抑制剂 SB202190 或

JNK 抑制剂 SP600125 处理可使 LPS 诱导的 IL-6 和

TNF-α 表达水平降低。SB202190、SP600125 和红

景天苷共处理可完全阻断 LPS 的诱导效应。红景天

苷预处理 +LPS 组的条件培养基不仅可提高 PC12
细胞的存活率，还可抑制炎性因子引起的细胞凋亡，

这提示红景天苷对神经元的保护作用可能是通过抑

制小胶质细胞的活动来实现的。
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