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牛蒡子苷元抑制HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路
对肺炎链球菌脑膜炎大鼠神经元凋亡的影响

冷晓雪1,李柏新2*

(1.中国医科大学附属盛京医院急诊科,辽宁沈阳
 

110100;2.中国医科大学附属盛京医院康复中心)

【摘要】 目的 探讨牛蒡子苷元(ATG)抑制 HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路对肺炎链球菌脑膜炎大鼠神经元凋亡的

影响。 方法 通过脑内注射Ⅲ型肺炎链球菌建立脑膜炎大鼠模型,并随机分为模型组、ATG低(ATG-L)、中(ATG-
M)、高(ATG-H)剂量组以及ATG-H+重组高迁移率组蛋白B1(rHMGB1)组,另取正常大鼠为对照组,10只/组。治疗

结束后,对各组大鼠进行神经系统评分;分离大鼠脑组织,检测其病理变化、含水量、IL-1β、IL-6、TNF-α水平以及神经元

细胞凋亡,同时检测 HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路蛋白表达水平。 结果 与对照组比较,模型组大鼠神经系统评

分显著下降(P<0.05),脑组织含水量、IL-1β、IL-6、TNF-α、HMGB1、TLR4、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65水平及TUNEL荧

光染色阳性细胞数量均显著增加(均P<0.05);ATG-L组、ATG-M组、ATG-H组小鼠神经系统评分均较模型组显著增

加(均P<0.05),脑组织含水量、IL-1β、IL-6、TNF-α水平、TUNEL荧光染色阳性细胞数量、HMGB1、TLR4、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65均较对照组显著下降(均P<0.05);ATG-H+rHMGB1组较 ATG-H 组神经系统评分显著下降(P<
0.05),脑组织含水量、IL-1β、IL-6、TNF-α、HMGB1、TLR4、p-NF-κB

 

p65/NF-κB
 

p65水平及TUNEL荧光染色阳性细胞

数量均显著增加(均P<0.05)。 结论 ATG可抑制肺炎链球菌脑膜炎大鼠神经元凋亡,减轻炎症反应,其机制可能

与抑制 HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路有关。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

influence
 

of
 

arctigenin
 

(ATG)
 

on
 

neuronal
 

apoptosis
 

in
 

rats
 

with
 

Streptococ-

cus
 

pneumoniae
 

meningitis
 

by
 

inhibiting
 

HMGB1/TLR4/NF-κB
 

signaling
 

pathway. Methods Rat
 

models
 

of
 

meningitis
 

were
 

established
 

by
 

intracerebral
 

injection
 

of
 

type
 

Ⅲ
 

S.
 

pneumoniae
 

and
 

were
 

randomly
 

grouped
 

into
 

model
 

group,ATG
 

low
 

(ATG-L),medium
 

(ATG-M),high
 

(ATG-H)
 

dose
 

groups
 

and
 

ATG-H+
 

recombinant
 

high
 

mobility
 

histone
 

B1
 

(rHMGB1)
 

group,and
 

normal
 

rats
 

were
 

taken
 

as
 

control
 

group,with
 

10
 

rats/group.
 

After
 

the
 

treatment,the
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

were
 

scored
 

for
 

the
 

nervous
 

system;the
 

rat
 

brain
 

tissue
 

was
 

isolated,and
 

its
 

pathological
 

changes,water
 

content,

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6,TNF-α
 

and
 

neuronal
 

apoptosis
 

were
 

detected,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

HMGB1/TLR4/NF-κB
 

signaling
 

pathway
 

proteins
 

were
 

also
 

detected. Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

neurological
 

score
 

of
 

the
 

model
 

group
 

(1.21±0.13
 

vs
 

5.00±0.00)
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(all
 

P<0.05),brain
 

tissue
 

water
 

content
 

(88.42±
8.85

 

vs
 

53.24±5.33),IL-1β
 

(3864.57±386.49
 

vs
 

24.37±2.44),IL-6(98.67±9.88
 

vs
 

22.34±2.24),TNF-α
 

(2453.24
±246.34

 

vs
 

12.35±1.26),HMGB1,TLR4,p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65
 

levels
 

and
 

the
 

number
 

of
 

TUNEL
 

positive
 

cells
 

(115.24±11.53
 

vs
 

5.37±0.55)
 

were
 

significantly
 

increased
 

(all
 

P<0.05);Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

neuro-
logical

 

scores
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

ATG-L
 

(2.35±0.24),ATG-M
 

(3.44±0.35),and
 

ATG-H
 

groups
 

(4.25±0.43)
 

were
 

sig-
nificantly

 

increased
 

(all
 

P<0.05),brain
 

water
 

content(73.85±7.39,64.24±6.43,53.85±5.39),IL-1β
 

(2176.34±
218.64,1108.34±111.02,102.37±10.28),IL-6

 

(68.49±6.85,42.81±4.29,26.37±2.64),TNF-α
 

levels
 

(1257.38±
126.78,672.15±67.53,99.24±9.54),the

 

number
 

of
 

TUNEL
 

positive
 

cells
 

(75.34±7.55,42.37±4.24,22.04±
2.21),HMGB1,TLR4,p-NF-κB

 

p65/NF-κB
 

p65
 

were
 

significantly
 

decreased
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(all
 

P<
0.05);Compared

 

with
 

the
 

ATG-H
 

group,the
 

nervous
 

system
 

score
 

of
 

the
 

ATG-H+rHMGB1
 

group
 

(2.28±0.23)
 

was
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obviously
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

brain
 

tissue
 

water
 

content
 

(71.28±7.13),levels
 

of
 

IL-1β
 

(2256.39±225.71),IL-6
 

(59.37±5.95),TNF-α
 

(1684.37±169.27),the
 

number
 

of
 

TUNEL
 

fluorescent
 

(68.57±6.88)
 

staining
 

positive
 

cells,

HMGB1,TLR4,p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65
 

were
 

obviously
 

increased
 

(P<0.05). Conclusion ATG
 

can
 

inhibit
 

neuronal
 

apoptosis
 

and
 

reduce
 

inflammatory
 

response
 

in
 

rats
 

with
 

S.
 

pneumoniae
 

meningitis,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

HMGB1/TLR4/NF-κB
 

signaling
 

pathway.
【Key

 

words】 Arctigenin;Streptococcus
 

pneumoniae
 

meningitis;neuronal
 

apoptosis;HMGB1/TLR4/NF-κB
 

pathway

  细菌性脑膜炎是一种病死率较高的严重感染疾

病,在发展中国家人群患病率高达0.9%
 [1]。肺炎链

球菌是细菌性脑膜炎常见病原体,肺炎链球菌细菌性

脑膜炎病死率在10%-40%,大约50%的患者在治疗

后存在永久性神经损伤及后遗症,如癫痫[2]。研究发

现炎症是身体的一种保护性反应,有助于消灭细菌,但
也会导致神经元退化[3],因此细菌性脑膜炎的最佳治

疗需要关注细菌毒素引起的相关神经元凋亡及炎症,
但目前尚无有效药物治疗细菌性脑膜炎。牛蒡子苷元

(Arctigenin,ATG)是中药牛蒡子的主要活性成分,具
有抗病毒、抗氧化、抗炎和抗肿瘤等药理作用[4],但尚

无用于治疗肺炎链球菌脑膜炎的报道。研究表明,炎
性反应在细菌性脑膜炎的发病机制中具有重要作

用[5]。HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路是一种炎症

信号通路,HMGB1在细胞受到外界损伤时可从细胞

核释放到细胞质,TLR4作为HMGB1的识别受体,两
者相互作用可使NF-κB上调,从而导致产生和释放炎

性细胞因子,参与炎症性疾病的发生[6]。Xu等[7]的研

究表明 ATG可通过抑制 HMGB1/TLR4/NF-κB通

路减弱小胶质细胞的过度活化和神经炎症,可作为治

疗抑郁症的候选药物,但 ATG 能否通过 HMGB1/

TLR4/NF-κB通路参与肺炎链球菌脑膜炎的发生发

展 尚 不 清 楚。本 研 究 旨 在 探 讨 ATG 通 过 抑 制

HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路对肺炎链球菌脑膜

炎大鼠神经元凋亡的影响。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株 Ⅲ型肺炎链球菌由中国药品生物制品检

定所提供。

1.2 实验动物 63只4-5周龄 Wistar大鼠,体质

量65-75
 

g,由安领生物医药(深圳)有限公司提供。
动物许可证号:SYXK(粤)2021-0268。大鼠在标准条

件下(12/12
 

h明暗循环、温度25
 

℃、湿度55%的环

境)饲养。实验前将大鼠适应性喂养1周,可自由获取

食物、水。动物的饲养与建模均按照实验动物护理和

使用指南进行,并经动物伦理委员会批准。

1.3 主要试剂和仪器 ATG由成都德思特生物技术

有限公司提供;重组高迁移率组蛋白B1(rHMGB1)由

江苏凯基生物技术股份有限公司提供;HE染色液由

北京中山生物技术有限公司提供;TUNEL试剂盒由

Roche公司提供;白细胞介素(IL)-6、IL-1β、肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)ELISA试剂盒由上海酶联生物科技有

限公司提供;HMGB1、TLR4、p-NF-κBp65、NF-κBp65
一抗由Abcam公司提供。立体定位仪由美国Stoel-
ing公司提供;CO2 培养箱由美国Thermo公司提供;
光学显微镜由日本Olympus公司提供。

2 方法

2.1 肺炎链球菌培养 将Ⅲ型肺炎链球菌接种于血

琼脂糖培养基,并置于5%CO2 培养箱培养,然后培养

于肉汤中,反复吹打混匀。于对数生长期收集细菌,离
心后调整菌液浓度为107

 

cfu/mL,将菌液保存于4
 

℃
冰箱备用。

2.2 模型大鼠的制备及分组 造模方法参考文献

[8]。随机选取53只大鼠为造模组,大鼠经腹腔注射

戊巴比妥钠(50
 

mg/kg)麻醉。大鼠剪去毛发,固定于

定位仪上,切开大鼠头部皮肤、筋膜,利用微量注射器

从小脑延髓池穿刺,抽取20
 

μL脑脊液,然后注射20
 

μL肺炎链球菌菌液。另取10只健康大鼠作为对照

组,按上述操作但仅注入20
 

μL无菌生理盐水。造模

24
 

h后麻醉大鼠,抽取脑脊液,培养后确认感染菌为

肺炎链球菌,即造模成功[9]。造模过程中大鼠死亡3
只,其余均符合造模标准。将造模后的50只大鼠随机

分组,记为模型组、ATG低(ATG-L)、中(ATG-M)、
高(ATG-H)剂量组以及ATG-H+rHMGB1组,其中

ATG-L组、ATG-M 组、ATG-H 组分别以12.5、25、

50
 

mg/kg
 

ATG灌胃干预[10],ATG-H+rHMGB1组

以50
 

mg/kg
 

ATG灌胃干预,同时以尾静脉注射8
 

μg/kg
 

rHMGB1干预[11]。对照组用等量生理盐水灌

胃。小鼠每天干预一次,连续干预4
 

d。

2.3 神经系统评分 大鼠治疗结束后,使用神经系统

评分系统评估疾病的严重程度[12]:仰卧时无法直立记

为1分;仰卧时30
 

s内可转身记为2分;自主运动减

少记为3分;仰卧时5
 

s内可转身记为4分;正常活动

记为5分。分值越低,表示大鼠受损越严重。

2.4 标本收集 将大鼠麻醉,取出全脑,其中右脑分

成2份,一份用于ELISA及 Western
 

blot检测,另一

份经4%多聚甲醛固定后用于 HE染色及TUNEL检
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测。左脑用于含水量测定。

2.5 含水量测定 左脑组织置于冰浴中,快速取出后

用滤纸吸干表面的水渍和血渍,准确称湿重后置于烘

箱中干燥24
 

h至重量不再变化,称量干重。根据公式

计算脑组织含水量:[(湿重-干重)/湿重]×100%。
脑组织含水量反映脑水肿程度。

2.6 ELISA检测脑组织中IL-1β、IL-6和TNF-α水

平 取部分右脑组织在磷酸盐缓冲液中匀浆,并以

12
 

000
 

r/min离心15
 

min,取上清液,按照ELISA说

明书检测IL-1β、IL-6和TNF-α水平。

2.7 HE染色观察脑组织病理变化 大鼠脑组织经

4%多聚甲醛固定后脱水、石蜡包埋、切片(厚度5
 

μm);二甲苯脱蜡,水洗;用苏木精染色5
 

min,自来水

冲洗;伊红染色2
 

min,经常规脱水、透明后封片,在光

学显微镜下观察脑组织病理变化。

2.8 TUNEL检 测 脑 组 织 中 神 经 元 细 胞 凋 亡 取

4%多聚甲醛固定的大鼠脑组织用石蜡包埋,制备5
 

mm厚切片并置于载玻片上,按试剂盒操作说明书方

法进行TUNEL荧光测定,PBS缓冲液洗涤后,滴加

DAPI复染细胞核,常温孵育2
 

min,封片后于倒置显

微镜下观察并拍照,统计TUNEL荧光染色阳性细胞

数量。

2.9 Western
 

blot检 测 脑 组 织 中 HMGB1/TLR4/

NF-κB通路蛋白表达水平 取大鼠脑组织,经PBS溶

液洗涤后在含蛋白酶抑制剂的缓冲液中裂解以提取总

蛋白并测定蛋白质浓度。将蛋白质样品与加样缓冲液

混合,煮沸5
 

min,经10%
 

SDS-PAGE电泳分离后转

膜并封闭1
 

h;加入HMGB1、TLR4、p-NF-κBp65、NF-
κBp65、β-actin一抗,4

 

℃孵育过夜,洗涤;加入相应二

抗,孵育后洗涤;加入ECL试剂显色后观察蛋白反应

条带,采用ImageJ软件分析各蛋白表达水平。

2.10 统计学分析 采用SPSS
 

26.0软件进行统计学

分析。实验数据以均数±标准差(x±s),多组间比较

采用单因素方差分析,并进一步作SNK-q 检验;两组

间比较采用t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 ATG对大鼠神经系统评分的影响

大鼠神经系统评分见表1。模型组大鼠神经系统

评分较对照组显著降低(P<0.05),ATG-L组、ATG-
M组、ATG-H组神经系统评分较模型组显著升高(均

P<0.05),ATG-H+rHMGB1组神经系统评分较

ATG-H组显著降低(P<0.05)。

2 ATG对大鼠脑组织含水量的影响

大鼠脑组织含水量测定结果见表2。模型组大鼠

脑组织含水量较对照组显著增加(P<0.05);ATG-L

组、ATG-M组、ATG-H组脑组织含水量较模型组显

著降低(均P<0.05);ATG-H+rHMGB1组大鼠脑

组织含水量较ATG-H组显著升高(P<0.05)。

表
 

1 各组大鼠神经系统评分比较(x±s,n=10)
Table

 

1 Comparison
 

of
 

neurological
 

scores
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
(x±s,

 

n=10)

组别
Groups

评分(分)
Grade

 

(points)

对照组 5.00±0.00
模型组 1.21±0.13a

ATG-L组 2.35±0.24b

ATG-M组 3.44±0.35b,c

ATG-H组 4.25±0.43b,c,d

ATG-H+rHMGB1组 2.28±0.23e

F 271.967
P 0.000

  注:与对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与ATG-L
组比较,cP<0.05;与 ATG-M 组比较,dP<0.05;与 ATG-H 组 比

较,eP<0.05。

表
 

2 各组大鼠脑组织含水量比较(x±s,n=10)
Table

 

2 Comparison
 

of
 

water
 

content
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

rats
in

 

each
 

group(x±s,
 

n=10)

组别
Groups

含水量(%)
Water

 

content(%)

对照组 53.24±5.33
模型组 88.42±8.85a

ATG-L组 73.85±7.39b

ATG-M组 64.24±6.43b,c

ATG-H组 53.85±5.39b,c,d

ATG-H+rHMGB1组 71.28±7.13e

F 37.903
P 0.000

  注:a与对照组比较,P<0.05;b与模型组比较,P<0.05;c与
ATG-L组比较,P<0.05;d与 ATG-M 组比较,P<0.05;e与 ATG-H
组比较,P<0.05。

3 ATG对大鼠脑组织病理变化的影响

大鼠脑组织病理变化见图1。对照组大鼠脑组织

无明显异常变化;模型组大鼠脑组织出现大量炎性细

胞浸润,形态发生显著改变,如细胞皱缩,血管出现腔

隙;ATG-L组、ATG-M 组、ATG-H 组大鼠脑组织病

理现象得到改善,血管出现腔隙变窄,炎性细胞浸润减

少,其中ATG-H组趋于正常;ATG-H+rHMGB1组

炎性细胞浸润依然存在,病理现象较为严重。

4 ATG对大鼠脑组织细胞凋亡的影响

大鼠脑组织细胞凋亡情况见图2和表3。模型组

大鼠出现脑组织细胞凋亡现象,TUNEL荧光染色阳

性细胞数量较对照组显著增加(P<0.05);ATG-L
组、ATG-M 组和 ATG-H 组 TUNEL荧光染色阳性

细胞数量较模型组显著降低(均P<0.05);ATG-H+
rHMGB1组 TUNEL 荧 光 染 色 阳 性 细 胞 数 量 较

ATG-H组显著升高(P<0.05)。
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图
 

1 大鼠脑组织病理变化(HE,
 

400×)
A Control

 

group B
  

model
 

group C ATG-L
 

group D 
ATG-M

 

group E ATG-H
 

group F ATG-H+rHMGB1
 

group
Fig.1 Pathological

 

changes
 

of
 

rat
 

brain
 

(HE,
 

400×)

表
 

3 各组大鼠脑组织TUNEL阳性细胞数量比较(x±s,n=10)
Table

 

3 Comparison
 

of
 

the
 

number
 

of
 

TUNEL
 

positive
 

cells
in

 

brain
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

(x±s,
 

n=10)

组别
Groups

TUNEL阳性细胞数(个)
Number

 

of
 

TUNEL
 

positive
 

cells
 

(cells
 

number)

对照组 5.37±0.55
模型组 115.24±11.53a

ATG-L组 75.34±7.55b

ATG-M组 42.37±4.24b,c

ATG-H组 22.04±2.21b,c,d

ATG-H+rHMGB1组 68.57±6.88e

F 365.634
P 0.000

  注:a与对照组比较,P<0.05;b与模型组比较,P<0.05;c与
ATG-L组比较,P<0.05;d与 ATG-M 组比较,P<0.05;e与 ATG-H
组比较,P<0.05。

  A 对照组 B 模型组 C ATG-L组 D ATG-M 组 E 
ATG-H组 F ATG-H+rHMGB1组

图
 

2 大鼠脑组织中神经元细胞凋亡变化

A Control
 

group B model
 

group C ATG-L
 

group D 
ATG-M

 

group E ATG-H
 

group F ATG-H+rHMGB1
 

group
Fig.2 Changes

 

of
 

neuronal
 

cell
 

apoptosis
 

in
 

rat
 

brain

5 ATG对大鼠脑组织中IL-1β、IL-6和TNF-α的影

响

大鼠脑组织IL-1β、IL-6和TNF-α检测结果见表

4。IL-1β、IL-6和TNF-α水平模型组较对照组显著增

加(均P<0.05),ATG-L组、ATG-M 组、ATG-H 组

较模型组显著降低(P<0.05),ATG-H+rHMGB1组

较ATG-H组显著升高(P<0.05)。

表
 

4 各组大鼠脑组织IL-1β、IL-6和TNF-α变化比较

(x±s,pg/100
 

mg)
Table

 

4 Comparison
 

of
 

changes
 

of
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
in

 

brain
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

(x±s,
 

pg/100
 

mg)

组别
Groups

IL-1β IL-6 TNF-α

对照组(n=10) 24.37±2.44 22.34±2.24 12.35±1.26
模型组(n=10) 3864.57±386.49a 98.67±9.88a 2453.24±246.34a

ATG-L组(n=10) 2176.34±218.64b 68.49±6.85b 1257.38±126.78b

ATG-M组(n=10) 1108.34±111.02b,c 42.81±4.29b,c 672.15±67.53b,c

ATG-H组(n=10) 102.37±10.28b,c,d 26.37±2.64b,c,d 99.24±9.54b,c,d

ATG-H+rHMGB1组(n=10)
 

2256.39±225.71e 59.37±5.95e 1684.37±169.27e

F 500.050 235.018 494.503
P 0.000 0.000 0.000

  注:a与对照组比较,P<0.05;b与模型组比较,P <0.05;c与 ATG-L组比较,P<0.05;d与 ATG-M
组比较,P<0.05;e与ATG-H组比较,P<0.05。

6 ATG对大鼠脑组织中 HMGB1/TLR4/NF-κB通路

蛋白表达水平的影响

大鼠脑组织中 HMGB1/TLR4/NF-κB通路蛋白

检测结果见图3和表5。模型组大鼠脑组织HMGB1、

TLR4、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65较对照组显著增加

(均P<0.05);ATG-L组、ATG-M 组、ATG-H 组脑

组织 HMGB1、TLR4、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65较模

型组显著降低(均P<0.05);ATG-H+rHMGB1组

大鼠脑组织HMGB1、TLR4、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65
较ATG-H组显著升高(均P<0.05)。

表
 

5 各组大鼠脑组织中HMGB1、TLR4、p-NF-κB
 

p65、

NF-κB
 

p65表达水平比较(x±s,n=10)
Table

 

5 Comparison
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

HMGB1,
 

TLR4,
P-NF-κB

 

P65
 

and
 

NF-κB
 

P65
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

rats
in

 

each
 

group(x±s,
 

n=10)

组别
Groups

HMGB1/β-actin T
 

LR4/β-actin
p-NF-κB

 

p65/
NF-κB

 

p65
对照组 0.16±0.02 0.28±0.03 0.22±0.03
模型组 0.86±0.09a 1.02±0.11a 1.08±0.11a

ATG-L组 0.64±0.07b 0.75±0.08b 0.76±0.08b

ATG-M组 0.42±0.05b,c 0.51±0.06b,c 0.55±0.06b,c

ATG-H组 0.19±0.02b,c,d 0.31±0.04b,c,d 0.26±0.03b,c,d

ATG-H+rHMGB1组 0.59±0.06e 0.68±0.07e 0.67±0.07e

F 224.402 162.501 217.833
P 0.000 0.000 0.000

  注:a与对照组比较,P<0.05;b与模型组比较,P<0.05;c与ATG-L组比较,P<0.05;d与ATG-M组
比较,P<0.05;e与ATG-H组比较,P<0.05。

讨 论

肺炎链球菌是细菌性脑膜炎的主要病原体,而肺

炎球菌性脑膜炎是一种相对罕见且严重的侵袭性肺炎

球菌疾病,通常会导致患者死亡,即使经过最佳治疗,
病死率也很高,而且伴有频繁的长期后遗症[13]。本研

究通过大鼠脑内注射肺炎链球菌菌液建立肺炎链球菌

性脑膜炎大鼠模型,24
 

h后麻醉大鼠,抽取脑脊液,经
培养确认感染菌为肺炎链球菌,模型制备成功。
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图
 

3 Western
 

blot检测大鼠脑组织中HMGB1、TLR4、
p-NF-κB

 

p65、NF-κB
 

p65表达水平

A Control
 

group B model
 

group C ATG-L
 

group D 
ATG-M

 

group E ATG-H
 

group F ATG-H+rHMGB1
 

group
Fig.3 Expression

 

levels
 

of
 

HMGB1,
 

TLR4,
 

p-NF-κB
 

p65
 

and
 

NF-κB
 

p65
 

in
 

rat
 

brain
 

tissue
 

detected
 

by
 

Western
 

blot

ATG是从草药牛蒡子中分离出来的有效生物活

性成分,包括神经保护作用、抗抑郁、抗炎等作用[14]。
如在IL-1β诱导的人骨关节炎软骨细胞和骨关节炎小

鼠模型研究中,ATG能显著降低促炎介质的水平,可
用作治疗骨关节炎的潜在药物[15]。在二氧化硅诱导

的肺损伤研究中,ATG可通过TLR4/Myd88/NF-κB
通路抑制 NLRP3炎症小体的激活以及 TNF-α、IL-
1β、TGF-α、TGF-β的分泌,从而减少氧化应激、炎症和

纤维化[16]。Yuan等[17]研究发现ATG可预防脂多糖

诱导的神经元突触损伤,减轻认知障碍及神经炎症,是
神经炎症及相关疾病的潜在药物。本研究结果表明肺

炎链球菌性脑膜炎模型大鼠神经系统评分下降,脑组

织含水量、炎症因子(IL-1β、IL-6、TNF-α)水平及神经

元细胞凋亡数(TUNEL荧光染色阳性细胞)显著升

高。经不同剂量的 ATG治疗后,模型大鼠神经系统

评分增加,脑组织含水量、炎症因子水平及神经元细胞

凋亡数显著下降,并呈现剂量依赖性,表明ATG可抑

制促炎细胞因子的水平以及神经元凋亡。
研究表明 HMGB1/TLR4轴是神经炎症的重要

启动子,与创伤性脑损伤、神经炎症、癫痫发生和认知

功能障碍等有关,而NF-κB为TLR4下游的重要信号

分子,可促进炎性细胞因子如IL-1β的产生,加快疾病

病情的发展[18]。Fang等[19]的研究证明,在肺炎链球

菌脑膜炎,HMGB1表达上调促进了星形胶质细胞中

GFAP、TNF-α、IL-1β和IL-6的表达,加重了脑组织的

病理损伤。Zhang等[12]研究发现地奥美汀可通过抑

制NF-κB表达减少神经炎症和神经元凋亡。本研究

结果显示模型组大鼠脑组织中HMGB1、TLR4、p-NF-
κB

 

p65/NF-κB
 

p65显著增加,表明肺炎球菌性脑膜炎

发生可能与 HMGB1/TLR4/NF-κB通路激活有关。经

不同 剂 量 的 ATG 治 疗 后,HMGB1、TLR4、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65水平下降,大鼠脑组织病理现象得到改

善,炎症因子及细胞凋亡被抑制,推测ATG可能通过抑

制HMGB1/TLR4/NF-κB通路发挥上述作用。而在联

合使用rHMGB1后逆转了ATG 对肺炎球菌性脑膜炎

大鼠的保护作用,表明 ATG 可通过抑制 HMGB1/

TLR4/NF-κB通路降低炎症反应和神经元凋亡。
综上所述,ATG能改善肺炎球菌性脑膜炎大鼠脑

组织病理变化,减轻炎症反应,抑制神经元凋亡,其机

制可能与抑制HMGB1/TLR4/NF-κB通路有关。
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