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线粒体氧化应激在染铅小胶质细胞炎性活化中的作用研究

周 芹，李立凡，黄定帮，陈开举，张晓顺，陈丽旋，李和成，孟晓静

（南方医科大学公共卫生学院职业卫生与职业医学系，广州 510515）

摘要 目的：探讨线粒体氧化应激在铅（Pb）导致的小胶质细胞炎症反应中的作用及机制。方法：将BV2小胶质细胞分为

4组，分别用0 μmol/L（对照组）、1 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L乙酸铅处理BV2细胞，实时荧光定量PCR（RT-qPCR）检测小胶

质细胞白细胞介素（IL）-6、IL-8、肿瘤坏死因子（TNF）-α mRNA的表达水平，免疫荧光观察小胶质细胞激活状态以及线粒体活

性氧（mtROS）表达，JC-1染色检测线粒体膜电位；将C57BL/6小鼠分为对照组、Pb染毒组（Pb组）（100 ppm）、MitoTEMPO处理

组（MitoTEMPO组）（5 mg/kg）、MitoTEMPO联合Pb处理组（MitoTEMPO+Pb组），酶联免疫吸附实验（ELISA）法测定小鼠血清

及大脑皮层炎症因子 IL-1β和TNF-α水平，蛋白质免疫印迹（western blotting）法测定小鼠海马NLRP3、Caspase-1、IL-1β蛋白水

平。结果：Pb可使BV2小胶质细胞激活，与对照组相比，Pb组的 IL-6、IL-8和TNF-α mRNA水平出现剂量依赖性升高，mtROS

增高，线粒体膜电位下降；MitoTEMPO可抑制Pb导致的小鼠海马区小胶质细胞活化，血清及大脑皮层炎症因子 IL-1β和TNF-α

水平下降，海马NLRP3、Caspase-1、IL-1β蛋白水平增高（均P＜0.05）。结论：Pb导致线粒体氧化应激，可使小胶质细胞激活，其

机制可能与NLRP3炎症小体活化有关。
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Effect of mitochondrial oxidative stress on lead-exposed inflammatory activation of microglia
ZHOU Qin, LI Lifan, HUANG Dingbang, CHEN Kaiju, ZHANG Xiaoshun, CHEN Lixuan, LI Hecheng, MENG

Xiaojing. (Department of Occupational Health and Occupational Medicine, School of Public Health, Southern

Medical University, Guangzhou 510515, China)

Abstract Objective: To investigate the role and mechanism of mitochondrial oxidative stress in lead (Pb)-in-

duced microglial inflammation. Methods: BV2 microglia cells were divided into 4 groups and treated with 0

μmol/L (control group), 1 μmol/L, 5 μmol/L and 10 μmol/L lead acetate, respectively. The mRNA expression lev-

els of interleukin (IL)-6, IL-8 and tumor necrosis factor (TNF-α) in microglia were detected by reverse transcrip-

tion-quantitative PCR (RT-qPCR). The activation state of microglia and the expression of mitochondrial reactive

oxygen species (mtROS) were observed by immunofluorescence, and the mitochondrial membrane potential was

detected by JC-1. C57BL/6 mice were divided into control group, Pb exposure group (Pb group) (100 ppm), Mito-

TEMPO treatment group (MitoTEMPO group) (5 mg/kg), MitoTEMPO combined with Pb treatment group (Mito-

TEMPO+Pb group), and the levels of serum and cerebral cortex inflammatory factors IL-1β and TNF-α were de-

termined by enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA). The levels of NLRP3, Caspase-1 and IL-1β in the

hippocampus of mice were determined by western blotting. Results: Pb could activate BV2 microglia cells. Com-

pared with the control group, the levels of IL-6, IL-8 and TNF-α mRNA in the Pb group were increased in a dose-

dependent manner, mtROS was increased, and mitochondrial membrane potential was decreased. MitoTEMPO
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could inhibit the activation of microglia in hippocampus of mice, decrease the levels of IL-1β and TNF-α in se-

rum and cerebral cortex, and increase the levels of NLRP3, Caspase-1 and IL-1β proteins in hippocampus (all P＜

0.05). Conclusion: Pb induces mitochondrial oxidative stress, which can activate microglia. The mechanism may

be related to NLRP3 inflammasome activation.

Keywords Pb; microglia; mitochondrial oxidative stress; inflammatory reaction; NLRP3 inflammasome

铅（Pb）是一种天然存在的有毒金属 [1]，可影响

多个器官系统，对健康造成不利影响[2]。铅的中枢

神经系统毒性尤其突出，可导致学习记忆等一系列

神经损害[3-4]。神经炎症在Pb所致的学习记忆下降

和神经行为异常等神经毒性中具有重要作用，小胶

质细胞炎性活化是其中关键的环节。Pb可激活小

胶质细胞并产生促炎因子[5]，也可促进线粒体活性

氧（mitochondrial reactive oxygen species, mtROS）生

成，在小胶质细胞炎性活化中起作用，而线粒体氧

化应激和小胶质细胞活化之间的关系在Pb神经毒

性中的作用和机制尚不清楚。

线粒体是产生线粒体氧化应激的主要细胞器，

对活性氧（ROS）敏感 [6]，在细胞能量代谢和程序性

死亡调控中起着重要作用[7]，作为线粒体靶向抗氧

化剂的 MitoTEMPO 可通过恢复线粒体 DNA（mt-

DNA）损伤，减轻炎症反应[8]。另外，NLRP3炎症小

体信号通路在神经炎症过程中起重要作用[9]，与小

胶质细胞活化和mtROS的产生存在密切相关[10-11]。

在Pb诱导的神经毒性过程中，NLRP3炎症小体可被

激活，介导神经损伤，阻断NLRP3可使Pb的神经毒

性得以减轻[12]。而NLRP3炎症小体激活在Pb致小

胶质细胞活化中的作用以及和线粒体氧化应激的

关系尚不明确，本研究通过探讨线粒体氧化应激在

Pb诱导的小胶质细胞活化中的作用及其机制，为缓

解Pb诱导的神经毒性提供新思路。

1 材料和方法

1.1 材料

乙酸铅（Ⅱ）三水合物（Sigma-Aldrich，USA）；白

细胞介素（IL）-1β 酶联免疫吸附实验（ELISA）试剂

盒、肿瘤坏死因子（TNF）-α ELISA 试剂盒（武汉酶

免生物科技有限公司）；兔抗NLRP3抗体、兔抗Cas-

pase-1抗体（Cell Signaling Technology，USA）；鼠抗

IL-1β抗体（Santa Cruz Biotechnology，USA）；IRDye

800CW Goat anti-Rabbit IgG（H+L）、IRDye 680RD

Goat anti- Mouse IgG（H + L）（LI- COR Biosciences,

USA）；DAPI染色液（江苏凯基生物技术股份有限

公司）；鼠抗mtROS、线粒体膜电位检测（JC-1染色）

抗体（Rockland，USA）。本课题所使用的细胞为小

鼠小胶质瘤细胞系BV2细胞，由山东大学公共卫生

学院赵秀兰教授赠予。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将小胶质细胞接种于DMEM高

糖培养基（含有10%FBS）中进行培养。所有细胞均

放置于含5% CO2、湿度95%、温度37 ℃的细胞培养

箱内进行培养。对细胞进行传代培养，并取处于对

数生长期的细胞进行后续实验。

1.2.2 实时荧光定量PCR（RT-qPCR） 在细胞培养

皿中加入适量Trizol裂解细胞，后转移至 1.5 mL无

酶离心管，再加入三氯甲烷（Trizol与三氯甲烷比例

为 5∶2），涡旋后进行离心，将上清液转移至新的离

心管，再加入适量异丙醇，涡旋后离心，底部少量白

色沉淀物即为RNA。将RNA进行逆转录为 cDNA

后进行RT-qPCR实验。

1.2.3 动物实验 C57BL/6 小鼠购自南方医科大

学实验动物中心，共 36 只雄鼠，生产合格证号：

SCXK（粤）2021-0041。按随机数字表法分为 4组，

每组 9只，分别是对照组、Pb染毒组（Pb组）、Mito-

TEMPO处理组（MitoTEMPO组）、MitoTEMPO联合

Pb处理组（MitoTEMPO+Pb组）。实验初始体重分

别为对照组（16.21±2.17）g、Pb 组（16.48±2.08）g、

MitoTEMPO 组（17.52±1.52）g、MitoTEMPO+pb 组

（15.97±1.19）g。其中Pb组与MitoTEMPO+pb组小

鼠饮用含 Pb（100 ppm，此 Pb暴露剂量与本课题组

之前的研究一致，在此暴露浓度下，小鼠血Pb浓度

约为 100 μg/L，与我国现行血 Pb标准限值相当）高

压去离子水，对照组与MitoTEMPO组的小鼠饮用

不含 Pb 高压去离子水。MitoTEMPO 组与 Mito-

TEMPO+Pb 组腹腔注射 MitoTEMPO，注射浓度为

5 mg/kg，本研究MitoTEMPO剂量参考既往研究[13]，

每周3次，共处理8周。

1.2.4 ELISA法检测各组小鼠血清、脑皮层中TNF-α

和 IL-1β的含量 按照各个ELISA试剂盒的说明书
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操作后置于酶标仪下测得各孔450 nm和630 nm波

长的吸光度，在Microsoft Excel中绘制标准曲线，求

得曲线方程（决定系数R2＞0.99），根据曲线方程算

得样本中相应细胞因子的浓度，实验独立重复3次。

1.2.5 蛋白质免疫印迹（western blotting）法检测各

组小鼠海马组织中NLRP3、Caspase-1、IL-1β蛋白的

表达水平 取新鲜动物组织或-80 ℃冰箱保存的海

马组织，放置于1.5 mL EP 管中，并加入适量配置好

的蛋白质裂解液，用无菌眼科剪稍夹碎，注意冰上

操作。加入匀浆瓷珠，每管约3颗，置于匀浆机上匀

浆，转速为 6 500 r/min，每次 15 s，暂停 20 s，共

4次。匀浆后，置于冰上继续裂解 10 min，加入RI-

PA裂解液，4 ℃下 12 000 r/min离心 30 min，上清液

为总蛋白。向上清液中加入蛋白上样缓冲液后煮

沸 10 min。采用BCA法检测蛋白浓度后进行凝胶

电泳，转膜，5%脱脂牛奶室温封闭 2 h后，一抗NL-

RP3（1∶2 000）、Caspase- 1（1∶5 000）、IL- 1β（1∶
5 000）和β-actin（1∶10 000）4 ℃孵育过夜；1×TBST洗

涤后加入HRP-二抗（1∶10 000）室温孵育1 h，再次

洗涤后加入 HRP 化学发光底物，化学发光成像仪

（iBright 1500，Invitrogen）检测，使用 Image J软件对

条带进行半定量分析，实验独立重复3次。

1.2.6 免疫荧光实验检测mtROS表达 将BV2细

胞接种于 4 个玻底培养皿中，分别加入药物处理

12 h 后，弃上清液。使用预冷的 PBS 洗 1 遍，加入

1 mL 4%多聚甲醛，室温静置 15 min 以固定细胞，

PBS洗3遍。加入-20 ℃预冷的甲醇1 mL，-20 ℃静

置 20 min以通透细胞，PBS洗 3遍。加入PBS配制

的 5% BSA封闭，室温静置 45 min，PBS洗 3遍。加

入 80 μL 一抗 mtROS、JC-1（1∶100）、置于湿盒中，

4 ℃静置过夜，PBS洗 3遍。加入 100 μL Alexa Flu-

or 标记的鼠二抗（1∶500），室温避光静置 2 h，PBS

洗3遍。加入100 μL用甲醇现配的DAPI溶液（1∶20），

室温避光静置5 min，甲醇洗3遍。加入200 μL封闭

液（PBS∶丙三醇=1∶1），于激光共聚焦显微镜（con-

focal）镜下观察。

1.2.7 JC-1染色检测线粒体膜电位 细胞线粒体

膜电位：细胞收样，用PBS清洗一遍，用DMEM完全

培养基配制10 μg/mL的 JC-1 染液，37 ℃、5% CO2细

胞培养箱避光孵育 20 min，每个培养皿加入 200 μL

染液，覆盖住细胞即可。染色结束后弃去染液，PBS

清洗3遍，随后置于激光共聚焦显微镜下拍照，设置

激发波长为 594 nm 和 488 nm，在镜下观察红绿荧

光变化情况，记录图像数据。

1.2.8 免疫组化法检测小鼠大脑小胶质细胞激活

状态 将石蜡包埋的脑组织切成5 μm厚的切片，并

在60 °C下烘烤1 h。脱蜡和水合后，将切片在沸腾

的柠檬酸盐缓冲液中加热30 min以进行抗原修复，

再将切片与H2O2-甲醇（3%）孵育10 min。然后将脑

组织切片与 IBA-1（1∶100）4 °C下避光孵育过夜，再

与HRP偶联的二抗室温避光孵育 1 h。切片用 3,3-

N-二氨基联苯胺三盐酸盐（DAB）染色，苏木精复

染，脱水，透明，用Ramsan胶密封。

1.3 统计学方法

采用 IBM SPSS Statistics 18.0 进行统计分析，

使用作图软件 GraphPad Prism 6。实验结果以均

数±标准差（x̄ ± s）表示。两组间的比较采用独立样

本 t检验；多组间比较使用方差分析，先检验是否具

有方差齐性，方差齐时使用LSD方法，方差不齐时

使用Dunnett' T3方法。以P＜0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 各组小鼠生长情况

小鼠实验的8周中，小鼠生长状态良好，每周记

录一次体重，结果显示：体重随时间延长而逐渐增

加，见图1；分析各组小鼠实验初始和实验结束时的

体重，各组小鼠体重无明显差异（P＞0.05），见表1。

图1 各组小鼠的体重改变情况

表1 各组小鼠实验初始和结束时的体重

x̄ ± s，n=9

组别

对照组

Pb组

MitoTEMPO组

MitoTEMPO+Pb组

实验初始体重/g

16.21±2.17

16.48±2.08

17.52±1.52

15.97±1.19

实验结束体重/g

25.25±1.86

25.16±1.43

26.54±2.29

25.03±1.28
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2.2 Pb染毒对小胶质细胞活化的影响

分别使用浓度为1 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L

的 Pb 处理小胶质细胞，浓度参考既往研究，在

1 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L的条件下，小胶质细

胞的增殖没有影响[14]。对照组小胶质细胞形态多呈

圆形或者梭形，Pb组小胶质细胞的胞体变大，圆形

细胞减少，部分细胞分枝增多、变长。圆形细胞在

对照组和 1 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L Pb处理组

的占比分别为95%、85%、80%和70%，见图2A~图2D。

Pb染毒使小胶质细胞 IL-6、IL-8、TNF-α mRNA表达

水平增高（均P＜0.01），见图2E。

2.3 Pb对线粒体氧化应激的影响

为了探讨Pb对小胶质细胞线粒体氧化应激的

影响，本研究使用免疫荧光检测了mtROS水平。结

果显示：随着Pb浓度的升高，mtROS水平明显上升，

且差异具有统计学意义（P＜0.05）（图3A）。JC-1是

一种广泛用于检测线粒体膜电位的荧光探针，当红

色荧光逐渐变为绿色荧光，说明线粒体膜电位的下

降。结果显示：随着Pb浓度的升高，绿色单体荧光

逐渐增强，说明线粒体膜电位受到损伤（图3B）。

2.4 MitoTEMPO 抑制 Pb 引起的小胶质细胞的炎

性激活

为了验证线粒体氧化应激在Pb所致的小胶质

细胞活化中的作用，我们使用线粒体靶向抗氧化剂

MitoTEMPO干预 Pb暴露小鼠，检测炎性激活相关

指标。结果显示：与对照组相比，Pb组血清中的 IL-

1β和TNF-α水平均明显上升（P＜0.001），而与Pb组

相比，MitoTEMPO+Pb组中的 IL-1β和TNF-α水平

下降（P＜0.05）（图 4A~图 4B）。与对照组相比，Pb

暴露小鼠脑皮层的炎症因子TNF-α水平上升，与Pb

组相比，MitoTEMPO+Pb组的TNF-α水平下降（P＜

0.001）（图 4C~图 4D）。另外，与对照组相比，Pb处

理的小胶质细胞胞体增大，突起增多且变粗，小胶

质细胞为活化状态，MitoTEMPO处理后大部分小

胶质细胞突起减少，胞体小，提示MitoTEMPO能抑

制Pb引起的小胶质细胞激活（图4E）。

2.5 MitoTEMPO抑制 Pb导致的NLRP3炎症小体

及其下游蛋白激活

NLRP3炎性小体在Pb的神经毒性中发挥重要

作用，本研究进一步探讨MitoTEMPO是否通过NL-

RP3及其下游蛋白从而缓解Pb引起的神经炎症损

伤。Pb可引起NLRP3炎症小体（P＜0.05）及下游剪

切蛋白 Caspase-1 和 IL-1β表达增多（P＜0.01，P＜

0.05），而 MitoTEMPO 干预的染 Pb 小鼠 NLRP3 及

Caspase-1、IL-1β的表达水平均得到恢复（P＜0.05，

P＜0.01），见图5。

A~D分别为对照组、1 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L的Pb处理组，比例尺=100 μm；E：Pb染毒对BV2小胶质细胞 IL-6、IL-

8、TNF-α mRNA水平的影响；与对照组比较，**P＜0.01，*** P＜0.001。

图2 不同浓度Pb染毒对小胶质细胞形态和炎性因子mRNA的影响
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A：Pb对小胶质细胞mtROS表达的影响；比例尺=10 μm；B：Pb对小胶质细胞线粒体膜电位的影响，比例尺=20 μm；与对照

组相比，*P＜0.05，***P＜0.001。

图3 Pb对小胶质细胞线粒体氧化应激的影响

A：血清 IL-1β表达水平；B：血清TNF-α表达水平；C：脑皮层 IL-1β表达水平；D：脑皮层TNF-α表达水平；E：Pb及Mito-

TEMPO处理下小胶质细胞的形态变化，箭头表示活化的小胶质细胞，比例尺=100 μm；组间比较，*P＜0.05，***P＜0.001。

图4 使用免疫组化 IBA1标记Pb及MitoTEMPO处理下小胶质细胞的形态变化和小鼠炎症因子水平的改变

A：NLRP3及其下游蛋白的表达；B：蛋白统计分析；与Pb组相比，*P＜0.05，**P＜0.01。

图5 Western bloting检测小鼠海马组织中NLRP3及其相关蛋白的表达
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3 讨 论

Pb是一种普遍存在的金属污染物，具有很强的

毒性。Pb暴露可激活小胶质细胞，使小胶质细胞发

生促炎性M1型活化[14-15]，促发 IL-1β、TNF-α和 IL-6

等细胞因子的释放，从而导致神经毒性[16-18]。TNF-α

主要由活化的小胶质细胞产生，可诱导和增强中枢

神经炎症[19]，参与兴奋性毒性和神经炎症的调节，最

终引发局部神经炎症并导致神经元细胞死亡 [20]。

NLRP3炎症小体激活在神经系统疾病中起重要作

用，通过抑制NLRP3炎症小体激活可以缓解神经炎

症[21-22]。本研究发现，Pb可导致小胶质细胞炎性激

活，使mtROS升高，线粒体膜电位降低，MitoTEM-

PO可抑制Pb导致的小鼠血清及大脑皮层炎症因子

IL-1β和 TNF-α水平和海马 NLRP3、Caspase-1、IL-

1β蛋白水平增高，表明Pb通过线粒体氧化应激使小

胶质细胞激活，其机制可能与NLRP3炎症小体改变

有关。

小胶质细胞是中枢神经系统内固有的免疫细

胞，激活的M1型小胶质细胞在炎症反应中扮演重

要角色，可分泌 IL-1β和 IL-6等炎症因子，促进脑内

炎症。在本研究中，Pb可使小胶质细胞活化，小胶

质细胞胞体增大，突起增多且变粗，小胶质细胞为

活化状态，使 IL-6、IL-8、TNF-α mRNA表达增高，这

与Magdalena等[18]研究结果相似。线粒体的正常代

谢和体内平衡的副产物包括ROS和Ca2+ 等，有证据

表明，短暂的线粒体渗透性转换孔（mPTP）开放发

挥重要的生理作用，引起线粒体内的氧化还原环境

的变化，导致ROS释放，调节氧化还原应激的适应

性，维持健康的线粒体稳态。在较高的 ROS 水平

下，较长时间的mPTP开放可导致ROS爆发，使线粒

体发生破坏，造成细胞损伤 [23]。在本研究中，随着

Pb浓度的升高，mtROS水平明显上升，线粒体膜电

位受到损伤。提示Pb可导致小胶质细胞线粒体氧

化应激，线粒体功能失调。

MitoTEMPO 是一种线粒体靶向抗氧化剂，有

助于防止线粒体氧化、坏死和凋亡。在本研究中，

Pb处理可使小鼠海马区小胶质细胞呈现活化状态，

胞体增大，突起增多且变粗；小鼠血清及脑皮层

TNF-α水平增高，MitoTEMPO处理后大部分小胶质

细胞突起减少，胞体小，且可抑制Pb引起的血清及

脑皮层TNF-α水平增高，提示MitoTEMPO可缓解

Pb 导致的小胶质细胞激活和炎性因子释放，这与

Thangaraj等 [24]的研究结果相似。研究报道可卡因

可导致小胶质细胞活化，线粒体受损，而MitoTEM-

PO可减轻可卡因介导的受损的线粒体自噬以及小

胶质细胞活化[24]。

炎症小体是细胞内蛋白质复合物，是大脑和其

他组织炎症反应的关键调节因子，在大脑的神经

元、小胶质细胞和星形胶质细胞中均有表达，和神

经炎症的发生密切相关[25]。NLRP3炎性小体在 Pb

中毒小鼠神经毒性机制中发挥重要作用[9]。在本研

究中，MitoTEMPO可恢复Pb导致的小鼠NLRP3炎

症小体及下游剪切蛋白Caspase-1和 IL-1β表达增

多，提示MitoTEMPO可通过抑制NLRP3炎性小体

激活，缓解Pb的神经毒性作用。在慢性肾脏病模型

大鼠中，MitoTEMPO能显著抑制NLRP3炎性小体

的活化，改善足细胞损伤[26]。另有研究报道，Mito-

TEMPO预处理可以抑制脂多糖（LPS）诱导的小胶

质细胞mtROS产生和NLRP3炎性小体激活[27]。这

些研究结果均与本研究结果相似。

本研究表明，MitoTEMPO可减轻 Pb导致的小

胶质细胞激活，使NLRP3及其下游因子Caspase- 1、

IL-1β的蛋白表达受到抑制，炎症因子 IL-1β和TNF-α

水平降低，缓解神经毒性，提示Pb导致线粒体氧化

应激可使小胶质细胞激活，其机制可能与 NLRP3炎

症小体有关，可为缓解Pb神经毒性提供新思路。
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