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中枢神经系统炎症中药实验模型研究进展

宋宜祥$曾克武$王学美

$$中枢神经系统炎症反应在阿尔茨海默病$

I2J/:=

#

<:-

%

K L=K:,K:

!

IF

%'帕金森病$

M,-N=?K1?

%

K L=K

#

:,K:

!

MF

%等慢性神经退行性疾病中扮演着重要的角

色!随着对中药治疗神经炎性病变研究的不断深入!人

们迫切需要较为贴近实际病理过程且易于复制的神经

炎症病理模型!这不仅为深入探讨神经炎症在退行性

神经病变中的发病机制提供实验基础!同时也为针对

神经炎症反应的神经保护中药的开发提供了有益的借

鉴( 本文主要综述了近年来关于中枢神经炎症中药实

验模型的应用和进展情况(

#

$中枢神经系统炎症及其在神经退行性病变中

的作用

炎症反应是机体抵御感染和损伤的复杂的级联过

程( 长期以来人们一直认为中枢神经系统由于血脑屏

障的保护而享有免疫特权!然而!现在大家已经认识

到!中枢神经系统也具有免疫活性!并且与外周免疫系

统相互联系( 脑内的免疫细胞是小胶质细胞$

<=.-1

#

@2=,

!

+O

%和星形胶质细胞$

,KP-1.QP:

!

I&

%!正常情

况下!它们处于静息状态!维持中枢神经系统正常组织

稳态&在脑感染或损伤时!激活的小胶质细胞'反应性

星形胶质细胞'入侵的
)

细胞以及过度产生的炎症介

质共同组成神经炎症反应!危害或促进神经元的存

活)

#

*

( 神经退行性疾病是一组以特定类群的神经细

胞选择性脱失为特征的慢性进行性神经系统疾病!主

要包括
IF

'

MF

'亨廷顿病'多发性硬化症'人类免疫

缺陷病毒$

/B<,? =<<B?1L:R=.=:?.Q S=-BK

!

T(0

%

痴呆等!其中以
IF

和
MF

的发病率最高)

!

*

( 在神经

退行性病变过程中!炎症反应可以诱发和加剧疾病的

发展( 例如!激活的小胶质细胞可以释放各种免疫因

子和细胞毒因子!包括花生四烯酸代谢产物'细胞因

子'炎症趋化因子'一氧化氮'活性氧自由基等!这些物

质过量将会导致神经元损伤'变性甚至死亡)

%

!

$

*

!加重

神经退行性疾病的进展!使神经炎症与神经元病变之

间构成恶性循环)

5

*

( 但是!炎症反应可以去除组织细

胞碎片'有害蛋白质和受损神经元释放的毒性物质!也

可以杀灭入侵的病原体!减少脑内组织感染的扩

散)

7

*

!还可以通过分泌胶质源性神经生长因子$

@2=,

#

L:-=S:L ?:B-1P-1U/=. R,.P1-

!

OF4V

%等促进神经元

的修复)

8

*

(

!

$建立中枢神经系统炎症中药模型的必要性

目前传统西药疗法在神经退行性疾病的治疗中仍

处于核心地位!然而长期服用带来的各种不良反应日

益引起人们的关注!中药不良反应小'多途径'多靶点

综合治疗的治病模式在神经退行性疾病治疗中显示出

独特的功效( 控制神经退行性疾病的发展需要新的治

疗策略!即限制神经炎症反应的产生和发展( 而研究

神经炎症的预防和治疗措施!必需要建立一个尽量接

近人体疾病状况的模型!才能得出客观有效的实验数

据( 所以!中枢神经系统炎症中药模型的建立!对于研

究抗中枢神经系统炎症反应的中药或者其他治疗手段

都是不可或缺的程序!对于评价中药在神经生化方面

的作用和疗效'探讨疾病损伤机制'研究神经细胞的生

长分化等也有至关重要的作用(

%

$离体实验模型

体外实验模型对评价中药的神经保护作用有独特

的优点!它的实验条件易于控制'恒定!实验周期短!可

以解决在动物体内难以解决的问题&离体实验模型的

开放性使我们更容易应用光学仪器进行细胞功能的观

察&离体药物评价可以避开动物实验中复杂的药代动

力学'血脑屏障的通透性'靶细胞膜的渗透性'药物的

转运途径和组织的分布等问题!使药物直接作用于神

经细胞!直接评价药物的作用( 但其不足之处在于分

离出的神经缺乏三维立体结构连接!与在动物体内对

应部位的神经细胞表现型不同( 所以!离题实验模型

在筛选神经保护中药中起重要作用!但是疗效的最后

验证尚需在动物实验模型上完成( 下面主要介绍几种

常用的神经炎症离体实验模型(

%

!

#

$

IF

离体炎症模型的制备$

IF

是一种以
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进行性认知障碍和记忆力损害为主的中枢神经系统退

行性病变!以老年斑$

K:?=2: U2,WB:K

!

XM

%'神经元纤

维缠结$

?:B-1

#

R=C-=22,-Q P,?@2:K

!

4V)K

%和突触丢失

为主要病理改变&构成
XM

的主要成分是
!

#淀粉样蛋

白$

,<Q21=L !

#

U-1P:=?

!

I!

%!

4V)

则主要由超常磷

酸化的微管相关
P,B

蛋白组成( 研究表明!在
IF

患

者脑内存在大量炎症因子及趋化因子!损伤部位活化

的小胶质细胞和星形胶质细胞积聚)

6

*

!活化的小胶质

细胞还可以促进磷酸化微管相关蛋白
P,B

的聚集)

9

*

&

I!

刺激小胶质细胞后分泌的促炎因子肿瘤坏死因子

$

PB<1- ?:.-1K=K R,.P1-

!

)4V

%#

"

'白细胞介素$

=?

#

P:-2:BN=?

!

(Y

%#

#!

'

(Y

#

7

'补体$

&%

%等!可诱导神经元

细胞中诱导型一氧化氮合酶$

=4GX

%的过量表达!产生

过量过氧化亚硝酸盐!致使神经元损伤)

#"

*

( 因此可以

在体外用
I!

诱导胶质细胞!建立
IF

损伤的炎症模

型!目前常用的方法是先分离'纯化和培养小胶质细

胞!免疫组化鉴定小胶质细胞纯度达
95Z

以上为合

格&然后将重组人
I!

#

"

$"

置于
%8

&恒温箱内孵育!进

行老化处理后!分别稀释成不同浓度刺激培养的小胶

质细胞!然后检测小胶质细胞形态学变化和炎症因子

的水平( 王会玲等)

##

*成功应用
I!

#

"

$!

诱导激活小胶

质细胞的上清液致海马神经元损伤的细胞模型!研究

从雷公藤中提取的小分子活性单体成分雷公藤内酯醇

对小胶质细胞炎症反应的抑制作用( 他们发现终浓度

为
#" #<12HY

的
I!

#

"

$!

与小胶质细胞孵育
!$ /

后!光

镜下小胶质细胞发生形态学改变#聚集成团'有的胞体

肥大'胞核大而圆!有的胞体为梭形'伸出数个枝状突

起&

;Y(XI

定性检测发现
I!

#

"

$"

刺激小胶质细胞
! /

后
)4V

#

"

即升高!至
!$ /

达到高峰( 取经
I!

#

"

$!

最

佳激活条件激活的小胶质细胞上清液加到培养的海马

神经元!孵育
!$

'

8! /

!

*:KP:-? C21P

检测发现!神经

元内
=4GX

和一氧化氮$

4G

%表达明显增加!胱冬蛋白

酶"

%

$

.,KU,K:

#

%

%活性明显增高!海马神经元形态

也发生了凋亡'变形等较为明显的形态学改变)

##

!

#!

*

(

因此!该方法可以成功诱导制备出
IF

的离体炎症模

型!进而加入中药有效单体成分或者组方!研究其对神

经细胞的保护作用(

%

!

!

$

MF

离体炎症模型的制备$

MF

是与年龄相

关的神经系统退行性病变!主要病理改变是黑质纹状

体内多巴胺$

FI

%能神经元变性和缺失!残存神经元

内出现
Y:>Q

小体( 神经炎症在
MF

患者发病机制中

有很重要的作用!大量研究证实!

MF

患者存在神经炎

症的级联反应!小胶质细胞异常激活!主要分布于死亡

的
FI

能神经元周围!小胶质细胞的潜在毒性反应在

其中发挥很重要的作用)

#%

*

( 目前体外炎症模型的制

备多通过培养乳鼠大脑皮质原代小胶质细胞!用细菌

细胞壁脂多糖$

2=U1U12QK,../,-=L:

!

YMX

%激活小胶

质细胞!建立炎症细胞模型!观察细胞形态和功能的变

化!探讨激活的小胶质细胞对
FI

能神经元产生损伤

的机理( 周慧芳等)

#$

*通过分离乳鼠全脑'纯化和培养

小胶质细胞!然后给予不同浓度的
YMX

作用!发现

"

!

!5 #@H<Y

的
YMX

作用
!$ /

!可使小胶质细胞发生

体积增大'特异性标志物标记小胶质细胞$

G[

#

$!

%表

达上调的激活表现&

O-=:KK

反应检测到
4G

形成和释

放明显增加!用
;Y(XI

检测到细胞因子
)4V

#

"

的释

放量在
#! /

内随
YMX

作用时间延长明显增加!高铁

细胞色素
&

还原法检测超氧阴离子的释放明显增加!

成功模拟了
MF

的炎症反应( 另外实验中也广泛应用

四氢吡啶$

#

#

<:P/Q2

#

$

#

U/:?Q2

#

#

!

!

!

%

!

7

#

P:P-,/QL-1

#

UQ-=L=?:

!

+M)M

% 和
7

"羟多巴胺 $

7

#

/QL-1AQL1

#

U,<=?:

!

7

#

GTFI

%等毒素来诱导大鼠肾上腺嗜铬瘤

细胞
M&

#

#!

或人神经母瘤细胞株
XT

#

X\5\

凋亡作为

MF

体外模型!例如!有人利用
7

#

GTFI

诱导的
MF

模

型来验证中药七叶分离的一种单体成分黄颜木素对炎

症反应的抑制作用!以及利用该模型研究茶叶提取物

茶多酚对神经细胞凋亡的挽救作用)

#5

!

#7

*

( 由于中药

起效慢!一般研究先用中药预孵育细胞一段时间后再

加入造模剂!从而观察中药对该炎症模型的挽救作用(

%

!

%

$基于缺血缺氧的体外炎症模型制备$缺氧

可以使
(Y

#

#

受体相关激酶
$

$

(]I^

#

$

%表达增加!促使

小胶质细胞激活后释放炎症因子如
)4V

#

"

等!引起炎

症级联反应'使炎性产物水平持续升高)

#8

*

( 星形胶质

细胞在缺血缺氧损伤中的改变也非常早而且显著!它

通过激活核转录因子#

$_

$

4V

#

$_

%!从而产生
4G

'细

胞因子和其他趋化因子!参与炎症反应!损害神经元(

目前该模型组的制备多用无糖的
;,-2:

%

K

液将培养物

放入含氧气低于
%Z

的缺氧罐内!培养若干小时后测

量其中的炎症产物含量( 李昕华)

#6

*采用上述酶消化

法结合机械分离法培养大鼠皮层小胶质细胞$第
6

天

用
G[

#

$!

免疫细胞化学染色鉴定
98Z

以上为成熟小

胶质细胞%!用缺氧
F

#

T,?N

%

K

液)缺氧罐内氧含量为

$

#

(

"

!

#

%

Z

!二氧化碳浓度为$

5

(

"

!

#

%

Z

*洗涤并孵

育培养至第
6

天!在缺氧罐中
%8

&培养
7" <=?

时!

细胞上清液中
YFT

漏出率明显增加'

4G

分泌量明显

增加!小胶质细胞也发生体积变大'突起变短消失'部

分呈现阿米巴状!成功模拟了中枢神经系统小胶质细

胞缺血缺氧性损伤( 也有人总结出用
"

!

5 <<12HY

连

二亚硫酸钠合并低糖培养基损伤神经细胞
%" <=?

!可
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以得到典型的形态变化!并且有人用此方法建立缺血

缺氧炎症模型来研究中药玉竹中提取的有效成分对

M&#!

细胞的保护作用取得了较好的效果)

#9

!

!"

*

(

%

!

$

$基于感染的体外炎症模型制备$感染'应

激等可以使小胶质细胞活化!分泌大量的炎症细胞因

子和趋化因子!增强吞噬作用以及提高活性氧$

]GX

%

的产量!还可以诱导胶质细胞中
=4GX

表达!进而使胶

质细胞产生高水平
4G

!持续高水平
4G

可导致星形

胶质细胞和神经元释放具有毒性作用的介质)

!#

*

!产生

炎症反应( 体外实验表明!小胶质细胞感染单纯疱疹

病毒$

/:-U:K K=<U2:A S=-BK

!

TX0

%后能产生大量的

)4V

#

"

'

(Y

#

#!

以及
(Y

#

7

等因子!引起中枢神经系统损

伤( 孙欣等)

!!

*用
TX0

#

#

感染体外培养的小胶质细胞

_0!

后观察小胶质细胞的形态及分泌炎性因子的特

征!结果发现
_0!

细胞变圆!细胞突起减少或消失!折

光性增强&用
])

#

M&]

法检查炎性因子$

)4V

#

"

'

(Y

#

!

'

=4GX

等%

<]4I

浓度增加!表明成功建立了
TX0

感

染的炎症模型(

$

$中枢神经在体炎症模型

$

!

#

$基于
IF

的中枢神经炎症在体模型$相关

研究表明!

IF

患者脑中纤维状
I!

与细胞受体相互作

用!引发小胶质细胞间信号转导级联反应活化!促进细

胞黏附分子'淀粉样肽前体蛋白$

IMM

%'

I!

的表达&

I!

是一种潜在的补体激活剂!促进炎症反应的产生!

与
(Y

#

#!

'

(Y

#

7

及补体等相互作用在脑内形成了恶性

循环!导致
IF

发病)

!%

*

( 因此!向大鼠的海马或者脑

室等部位注射不同片段的
I!

!可以诱导大鼠胶质细胞

的炎性反应!产生血管的淀粉样变性与纤维蛋白的沉

积!模拟老年斑的病理现象!迅速建立认知障碍性动物

模型( 所以目前常用
I!

#

"

$!

和
I!

!5

"

%5

片段注射入大

鼠脑内!建立
IF

的炎症模型( 由于
IF

的脑部病变

多呈弥漫性!单纯注射
I!

无法完全模拟弥漫性脑部

病变!目前已有使用相关微泵注射使其弥散分布的报

道!但是上述缺点仍然无法完全克服)

!$

*

( 总体来说!

I!

脑内注射动物模型制作简单'脑内炎症反应明显

且动物死亡率低!应用最为广泛( 李文德等)

!5

*通过给

恒河猴颅内注射
I!

#

"

$"

!免疫组化方法检测到实验组

恒河猴海马'基底核及皮质等部位出现星形胶质细胞

增生!出现多细胞层现象!并出现胞体相对较大'胞浆

丰富'核偏居一侧'向不同方向伸出放射状突起的形态

学改变&同时伴有
(Y

#

"

'

)4V

#

"

'

X#""!

等多种细胞因

子的高水平表达( 该法成功在猴子大脑内诱发了广泛

的炎症反应!模拟了
IF

患者脑内存在的炎症反应(

Y=B 'V

等)

!7

*通过给
XF

大鼠颅内注射
I!

#

"

$"

诱导的

IF

模型来检验人参皂苷
]L

对
IF

炎症反应的抑制

作用(

$

!

!

$基于
MF

的中枢神经在体模型

$

!

!

!

#

$

+M)M

模型$曾经有报道在数名误服

+M)M

的吸毒者中脑组织发现有大量激活的小胶质细

胞的存在)

!8

*

!这提示我们应用
+M)M

可能会建立
MF

的炎症模型( 现代研究发现
+M)M

具有高度脂溶性

且容易通过血"脑脊液屏障!进入脑内后在胶质细胞

单胺氧化酶
_

的作用下转化为甲基 "苯基吡啶离子

$

+MM

`

%!

+MM

`被摄取到黑质多巴胺$

FI

%能神经元

线粒体内抑制线粒体复合物
%

活性导致
FI

能神经元

变性'死亡&同时!小胶质细胞会被激活!启动炎症反

应!释放多种神经毒性因子和神经保护因子)

!6

*

( 一般

常用
#"

'

#!

周'体重
!5

'

%" @

的成年
&58H_Y7

雄

性小鼠制作实验模型!包括#急性模型 $按体重

#!

!

5

'

!" <@HN@

腹腔注射
+M)M

!

$

次
H

天!每次间隔

! /

!

#

天%和慢性模型$按体重
%" <@HN@

腹腔注射

+M)M

!

#

次
H

天!共
5

天 %

)

!9

*

( 众多研究表明!将

+M)M

注入
&58H_Y7

小鼠的腹腔内后制造的
MF

在

体炎症模型!星形胶质细胞大量增生'

)4V

#

"

等炎性

因子数量明显增加!

+M)M

注射
7 /

后小胶质细胞即

有反应!

#

天时反应最为明显!其颜色深染'突起变长'

数量增多!后胞体增大似阿米巴状&

)4V

#

"

蛋白在给

药后
#! /

有显著性表达!

#

天达到高峰)

%"

!

%#

*

( 例如!

有学者就应用上述方法诱导小鼠的
MF

模型研究中药

处方三黄泻心汤对神经元细胞抗氧化抗凋亡的

作用)

%!

*

(

$

!

!

!

!

$

7

"羟多巴胺和脂多糖模型$

7

#

GTFI

是制作偏侧
MF

动物模型常用的嗜神经毒素!目前多

将其立体注入单侧黑质'前脑内侧束或纹状体内(

7

#

GTFI

可以通过介导部分小胶质细胞活化导致黑质

细胞死亡!引起黑质 "纹状体通路功能减退并产生类

MF

症状&经
7

#

GTFI

单侧损毁制备的模型!其病理表

现与人类
MF

有很多相似之处( 张思源等)

%%

*采用立

体定向术将
7

#

GTFI

注入大鼠前脑内侧束!应用免疫

组织化学法检测
7

#

GTFI

注射后第
#$

天后黑质纹状

体多巴胺能系统被摧毁!酪氨酸羟化酶$

)T

%阳性神经

元发生退变死亡!同时伴有小胶质细胞与星形胶质细

胞显著增生'胞体增大'突起变短增粗'深染'阳性产物

表达增加( 李淑娟等)

%$

*采用立体定向术将
7

#

GTFI

注入大鼠右侧纹状体!造模
!

个月后!光镜下观察发现

模型组右侧黑质致密部多巴胺能神经元几乎消失!小

胶质细胞数目明显增多!免疫组化显示模型组右侧黑

质致密部可见明显的小胶质细胞核周围有
(Y

#

#!

的表
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%

达'呈棕褐色!而模型组左侧'假手术组和正常对照组

右侧黑质均未见有明显的
(Y

#

#!

的表达( 另外!脂多

糖$

YMX

%也是一种强力炎症反应诱导剂!可激活小胶

质细胞!使其释放大量促炎细胞因子和氧自由基!诱导

多巴胺能神经元损伤'凋亡)

%5

*

( 吴娜等)

%7

*就是用立

体定向注射至大鼠前脑内侧束的方法成功建立帕金森

病模型研究天芪平颤颗粒的功效(

$

!

%

$基于脑缺血的中枢神经炎症在体模型$循

环性缺氧模型常通过对实验动物进行动脉结扎的物理

方法!使弥散到组织细胞的血液氧含量降低!引起组织

的缺氧!制造慢性缺血缺氧的炎症模型&或者采用化学

药物!如胰蛋白酶血栓法等急性缺血缺氧模型( 雷志

年等)

%8

*在研究
M,-P/:?12=L:

抑制脑缺血后神经炎症

的研究中通过结扎大鼠左侧大脑中动脉制备的线栓缺

血模型$

+&IG

%!发现脑缺血显著增加了缺血侧纹状

体内
)4V

#

"

的表达水平!小胶质细胞数量也显著增

加!并且有突起变短消失'体积增大等改变!有效模拟

了动物缺血导致的神经炎症( 孟冰等)

%6

*通过化学缺

氧法制造小鼠的急性缺氧模型!来研究莪术'三棱'马

鞭草'泽兰'桃仁
5

种中药对损伤神经元的保护作用(

$

!

$

$基于细菌性感染的中枢神经炎症在体模型

目前制备感染动物模型多用人巨细胞病毒$

/B<,? .Q

#

P1<:@,21S=-BK

!

T&+0

%借种建立!可以通过腹腔'静

脉'脑内或皮下注射( 王明丽等)

%9

*首次采用
_,2CH.

小

鼠建立了模拟人类
T&+0

先天性中枢神经系统感染的

动物模型!母鼠及其新生乳鼠的脑微血管均扩张充血!

血管外周及邻近组织中有中性粒细胞和单个核细胞浸

润!小鼠脑组织动态切片可见小鼠脑室下区和海马区内

有灶性坏死'小血管扩张和炎性细胞浸润(

总之!目前国内对于神经炎症模型的建立!文献比

较少!缺乏统一的标准和认识&在动物模型制备方面!

稳定性和可重复性往往很低!造成了实验结果再现性

低&有些方法可行性低!制备周期时间长!价格昂贵(

中药不良反应小'多途径'多靶点综合治疗的治病模式

在神经退行性疾病治疗中显示出独特的功效!随着目

前对中药研究的不断深入!我们更迫切需要了解每种

实验模型的具体建立方式'优缺点和使用范围!所以在

进行研究前一定要根据具体研究目的和条件选择合适

的实验模型!才能真切地反映出中药组方的有效作用(
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