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摘　 要　 为探讨 S100A9 诱导星形胶质细胞活化及促炎机制,本研究采用不同浓度 S100A9 蛋白作用于小鼠
星形胶质细胞 24

 

h,CCK-8 检测星形胶质细胞增殖;划痕实验检测细胞迁移能力;RT-qPCR 检测胶质纤维酸
性蛋白(glial

 

fibrillary
 

acidic
 

protein,
 

GFAP)和补体 C3
 

mRNA 表达水平;ELISA 检测细胞上清液中白细胞介
素-6(interleukin-6,

 

IL-6)和肿瘤坏死因子 α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)蛋白水平;细胞转录组测序筛选
出 TLR4 / NF-κB 信号通路;Western

 

blot 检测细胞中 TLR4、MYD88、P65 和 PP65 蛋白含量;TLR4 / NF-κB 信号
通路的活化情况验证。 结果表明,与对照组相比,5

 

μg / mL
 

S100A9 对星形胶质细胞有明显的促进增殖和迁
移的作用;S100A9 可以显著上调活化标志物 GFAP、C3 以及炎症因子 IL-6、TNF-α,并上调细胞表达 TLR4、
MYD88、P65 和 PP65 蛋白水平;应用 TLR4 受体抑制剂 TAK-242 和 NF-κB 通路抑制剂 BAY11-7082 可以显
著逆转星形胶质细胞活化及炎症因子的分泌。 综上所述,S100A9 促进星形胶质细胞的增殖和迁移,通过
TLR4 / NF-κB 信号通路促进星形胶质细胞 A1 型活化及分泌炎症因子促进炎症反应。
关键词　 S100A9;星形胶质细胞;炎症;NF-κB;TLR4
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Abstract　 To
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

S100A9
 

inducing
 

astrocyte
 

activation
 

and
 

promoting
 

inflammation 
 

mouse
 

astrocytes
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

S100A9
 

protein
 

for
 

24
 

h.
 

CCK-8
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

the
 

astrocyte
 

proliferation
 

rate 
 

scratch
 

test
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

migration
 

ability 
 

the
 

mRNA
 

levels
 

of
 

glial
 

fibrillary
 

acidic
 

protein
 

 GFAP  
 

and
  

complement
 

C3
 

were
 

tested
 

by
 

RT-qPCR 
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA
 

in
 

the
 

culture
 

supernatant 
 

the
 

signaling
 

pathway
 

was
 

screened
 

by
 

tran-
scriptional

 

sequencing 
 

the
 

protein
 

level
 

of
 

TLR4 
 

MyD88 
 

P65
 

and
 

PP65
  

were
 

evaluated
 

by
 

Western
 

blot 
 

the
 

activation
 

of
 

TLR4 / NF-κB
 

signaling
 

pathway
 

was
 

verified.
  

The
 

results
 

showed
 

that
  

5
 

μg / mL
  

S100A9
 

pro-
moted

 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

astrocytes
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

group 
 

S100A9
 

significantly
 

up-re-
gulated

 

the
 

protein
 

level
 

of
 

IL-6 
 

TNF-α 
 

GFAP 
 

C3 
 

TLR4 
 

MYD88 
 

P65
 

and
 

PP65 
 

addition
 

of
  

TAK-242
 

and
 

BAY11-7082 
 

the
 

inhibitors
 

of
 

TLR4
 

and
 

NF-κB
 

pathway
 

respectively 
   

can
 

significantly
 

reverse
 

the
 

acti-
vation

 

of
 

astrocytes
 

and
 

the
 

production
 

of
 

inflammatory
 

factors.
 

In
 

summary 
 

S100A9
 

promotes
 

A1
 

astrocyte
 

ac-
tivation

 

through
 

activating
 

TLR4 / NF-κB
 

signaling
 

pathway
 

to
 

enhance
 

inflammatory
 

response.
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　 　 神经炎症是急性创伤性脑损伤、感染、脑梗死和

多种慢性神经退行性疾病等的重要病理特征(Lidde-
low

 

and
 

Barres,
 

2017)。 研究显示,适度的神经炎症有

利于神经系统的发育和损伤后修复,过度强烈或持续

的神经炎症会对神经组织造成损伤,并参与阿尔茨海

默病( Alzheimer
 

disease,
 

AD)、多发性硬化( multiple
 

sclerosis,
 

MS)、帕金森病(Parkinson
 

disease,
 

PD)等疾

病的发生发展(Kwon
 

and
 

Koh,
 

2020)。
星形胶质细胞是参与中枢神经系统炎症反应的

细胞之一,约占胶质细胞总数的 80% (Linnerbauer
 

et
 

al.,
 

2020)。 星形胶质细胞除了对神经元起支持、营
养、保护和修复等作用外,还具有维持离子和水的稳

态、参与神经递质循环、传导免疫信号等更加广泛的

功能(Sofroniew
 

et
 

al.,
 

2020)。 创伤、感染和自身免

疫性炎症反应都会诱发星形胶质细胞激活及增生。
激活的星形胶质细胞通常分为 A1 损伤型和 A2 保护

型。 研究显示脂多糖( lipopolysaccharide,
 

LPS)可以

诱导 A1 型星形胶质细胞,使其失去正常星形胶质细

胞的功能,释放炎症因子及细胞毒性因子,导致神经

元和少突胶质细胞损伤(Ryu
  

et
 

al.,
 

2019)。
促炎因子 S100A9 属于 S100 家族中的一员,不

仅在肠炎、红斑狼疮和类风湿性关节炎等炎症性疾

病中升高,而且与中枢神经系统多种神经退行性疾

病有关(Toleikis
 

et
 

al.,
 

2021)。 Horvath 等(2016)通

过分析 84 名处于不同阶段痴呆症患者的脑脊液,发
现 S100A9 蛋白在 AD 患者血清中显著增加,并且可

以作为 AD 神经炎症反应的早期标志物。 研究发现,
S100A9 与 AD 鼠的学习和记忆障碍有关, 敲除

S100A9 基因可以显著减轻 AD 鼠记忆损害和神经病

理改变( Kim
 

et
 

al.,
 

2014)。 这些数据表明 S100A9
参与了 AD 的发病,但潜在的机制有待深入研究。 课

题组前期结果(廖键梅等,
 

2018)显示 S100A9 可以

促进星形胶质细胞释放炎症因子,但具体机制不清

楚。 因此,本研究围绕 S100A9 可能促进星形胶质细

胞 A1 型活化、增殖和迁移及促进炎症因子的分泌进

行实验研究,为更好地理解 S100A9 的致病机理提供

理论和实验依据。

1　 结果

1. 1　 星形胶质细胞的培养与鉴定

　 　 按本实验室常规方法分离 C57BL / 6 新生乳鼠大

脑皮质细胞,并贴壁生长 24
 

h,更换培养基并继续培

养 6 ~ 7
 

d。 显微镜下可见细胞分层铺满瓶底,晃动去

除上层细胞,将下层细胞消化传代。 3 ~ 4
 

d 后形成

均一的扁平、多角形细胞,对星形胶质细胞特异性抗

原胶质纤维酸性蛋白( glial
 

fibrillary
 

acidic
 

protein,
 

GFAP)进行免疫荧光染色,对细胞核进行 DAPI 复

染,细胞质呈绿色荧光为星形胶质细胞,经计算星形

胶质细胞数量占总细胞数量的比率可达到 95% 左右

(图 1)。

图 1　 星形胶质细胞的免疫荧光鉴定

注:A:绿色荧光标记 GFAP;B:蓝色荧光标记细胞核;C:A、B
组合( ×200)
Figure

 

1　 Immunofluorescence
 

identification
 

of
 

astrocytes
Note:

 

A:
 

GFAP
 

was
 

labeled
 

with
 

green
 

fluorescence;
 

B:
 

Blue
 

fluorescence
 

labeled
 

nucleus;
 

C:
 

A,B
 

combination
 

( ×200)

1. 2　 S100A9 促进星形胶质细胞增殖及迁移

　 　 取不同浓度的 S100A9 刺激星形胶质细胞 24
 

h,
Cell

 

Counting
 

Kit-8( CCK-8) 检测细胞增殖效应。 与

对照组相比,浓度为 1
 

μg / mL 和 5
 

μg / mL
 

S100A9 组

促进细胞增殖 ( 图 2C ), 10
 

μg / mL 和 20
 

μg / mL
 

S100A9 对细胞没有显著促增殖效应,故本实验选用

5
 

μg / mL 进行后续实验。 S100A9 促进细胞迁移进入

划痕区域(图 2A),与对照组相比,划痕区域的面积

由 80% 缩小到 40% ( 图 2B ), 具有统计学意义

(P<0. 01)。 以上结果提示 S100A9 可以诱导星形胶

质细胞增殖和迁移,可能参与形成胶质瘢痕。

1. 3　 S100A9 促进细胞表达 A1 反应性星形胶质细

胞标志物及分泌炎症因子

　 　 S100A9 刺激星形胶质细胞 24
 

h 后进行转录组

测序,按照 log2FC<-1 或 log2FC>1 及 FDR<0. 05 标

准筛 选 出 上 调 基 因 639 个, 下 调 基 因 258 个

(图 3A),A1 反应性星形胶质细胞标志基因 Steap4、
H2-T23、

 

H2-D1、
 

Psmb8、
 

Lcn2、
 

Timp1、
 

Cxcl10、
 

Gbp2
和 C3 均上调(图 3B),炎症反应相关基因上调(表 1)。
细胞表达 GFAP、C3

 

mRNA 较对照组明显升高,白细
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图 2　 S100A9 促进星形胶质细胞增殖及迁移

注:A:S100A9 处理组与对照组星形胶质细胞在划痕后 0、6、
24

 

h 拍摄的具有代表性的相位图像;B:直方图示 24
 

h 划痕间

隙面积的百分比(0 小时间隔被认为是 100% );C:不同浓度

的 S100A9(0. 5、1、5、10、20
 

μg / mL)处理细胞 24
 

h,CCK-8 检

测星形胶质细胞的存活率;
 

∗ P < 0. 05, ∗∗ P < 0. 01, ∗∗∗
P<0. 001　 　

 

Figure
 

2　 S100A9
 

promotes
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

as-
trocytes
Note:A:

 

Phase
 

contrast
 

images
 

which
 

were
 

taken
 

at
 

0,
 

6
 

and
 

24
 

h
 

after
 

scratching
 

in
 

astrocyte
 

in
 

the
 

presence
 

of
 

S100A9;
 

B:
The

 

histogram
 

represents
 

the
 

percentage
 

gap
 

size
  

in
 

24
 

h
 

(0
 

h
 

gap
 

was
 

considered
 

100% );
 

C:
 

The
 

survival
 

rate
 

of
 

astrocytes
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

after
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

S100A9(0. 5,1,5,10,20
 

μg / mL)
 

for
 

24
 

h;
 

∗P<0. 05,
  

∗∗P<
0. 01,∗∗∗P<0. 001

胞介素 6 ( interleukin-6,
 

IL-6) 和肿瘤坏死因子 α
(tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α) 的释放较对照组明

显升高
 

(P<0. 01) (图 3C ~ F)。 转录组测序结果及

RT-qPCR 和 ELISA 结果均提示 S100A9 诱导形成 A1
反应性星形胶质细胞并促进其分泌炎症因子。

1. 4　 S100A9 上调星形胶质细胞 TLR4 / NF-κB 信

号通路

　 　 对转录组测序结果进行 KEGG 通路富集分析,
发现核因子 κB(nuclear

 

factor
 

kappa-B,
 

NF-κB)信号

通路和 TOLL 样受体( Toll-like
 

receptors,
 

TLR)富集

率较高(图 4A)。 Western
 

blot 检测 S100A9 刺激星形

胶质细胞表达 TLR4、 MYD88、 P65、 PP65 蛋白水平

(图 4B)。 与对照组相比,实验组蛋白水平均增加,其
中 5

 

μg / mL
 

S100A9 浓度组增加显著,与阳性对照 LPS
组趋势一致(图 4C~ F),具有统计学意义(P<0. 01)。

图 3　 S100A9 诱导形成 A1 反应性星形胶质细胞

注:A:火山图示上调及下调的基因;B:表达量聚类热图示 A1
反应性星形胶质细胞标志基因;C,D:RT-qPCR 检测细胞表达

GFAP、C3
 

mRNA 水平;E,F:ELISA 检测细胞表达 IL-6、TNF-α
蛋白水平;

 

∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001
Figure

 

3 　 S100A9
 

induces
 

the
 

formation
 

of
 

A1
 

reactive
 

astro-
cyte.
Note:

 

A: Volcanogram
 

showed
 

up-regulated
 

and
 

down-regulated
 

gene;
 

B:The
 

expression
 

of
 

A1
 

reactive
 

astrocyte
 

marker
 

gene;
  

C,
D:

 

The
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

GFAP, C3
 

was
 

measured
 

by
 

RT-qPCR;
 

E,F:
 

The
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

IL-6,TNF-α
 

was
 

measured
 

by
 

ELISA;
 

∗∗P<0. 01,
 

∗∗∗P<0. 001

1. 5　 抑制 TLR4 / NF-κB 信号通路下调 A1 反应性

星形胶质细胞标志物及炎症因子

　 　 分别使用 TLR4 受体抑制剂 TAK-242、晚期糖基

化终产物受体 ( the
 

Receptor
 

of
 

Advanced
 

Glycation
 

Endproducts,
 

RAGE)抑制剂 FPS-ZM1 以及 NF-κB
 

抑

制剂 BAY11-7082 作用细胞 2
 

h,再加入 5
 

μg / mL
 

S100A9 作用 24
 

h,检测 GFAP、C3
 

mRNA 相对表达水

平( 图 5A、 B)。 与对照组相比, BAY11-7082 组和

TAK-242 组细胞表达 GFAP 和 C3
 

mRNA 显著降低,
但 FPS-ZM1 组细胞表达 C3

 

mRNA 无降低趋势。
BAY11-7082 组 和 TAK-242 组 细 胞 表 达 IL-6 和

TNF-α 蛋 白 均 下 调 ( 图 5C、 D ), 但 FPS-ZM1 对

S100A9 刺激细胞分泌 TNF-α 无改善作用。 以上实



1106　 　 基因组学与应用生物学

　 　表 1　 与炎症相关基因

Table
 

1　 Genes
 

related
 

to
 

inflammation

基因名

Gene
 

symbol
功能描述

Function
 

descripion
对照组

 

FPKM
Control

 

FPKM
　
S100A9

 

FPKM
　
log2

 FC
转录模式

Transcription
 

mode

IL-1α 编码白细胞介素 1α,参与炎症反应

Encoding
 

interleukin
 

1α,involved
 

in
 

inflammatory
 

response
0. 14 34. 92 7. 96 上调

Up-regulated
IL-6 编码白细胞介素 6,参与炎症反应

Encoding
 

interleukin
 

6,involved
 

in
 

inflammatory
 

response
0. 22 7. 38 5. 07

TNF 编码肿瘤坏死因子

Encoding
 

tumor
 

necrosis
 

factor
0. 19 17. 57 6. 53

TNFαIP2 编码肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 2,作为炎症介质发挥作用

Encoding
 

tumor
 

necrosis
 

factor-alpha
 

inducible
 

protein
 

2, as
 

an
 

inflammatory
 

mediator

9. 48 266. 43 4. 81

TNFαIP3 编码肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 3,作为炎症介质发挥作用

Encoding
 

tumor
 

necrosis
 

factor-alpha
 

inducible
 

protein
 

3, as
 

an
 

inflammatory
 

mediator

2. 61 26. 25 3. 33

Cxcl1 编码趋化因子配体 1,参与炎症反应

Encoding
 

chemokine
 

ligand
 

1,involved
 

in
 

the
 

inflammatory
 

re-
sponse

0. 11 219. 55 10. 96

Cxcl10 编码趋化因子配体 10,参与炎症反应

Encoding
 

chemokine
 

ligand
 

10, involved
 

in
 

the
 

inflammatory
 

response

13. 93 3
 

665. 24 8. 04

Ccl2 编码趋化因子配体 2,参与炎症反应

Encoding
 

chemokine
 

ligand
 

2,involved
 

in
 

the
 

inflammatory
 

re-
sponse

6. 28 1
 

299. 9 7. 69

Ccl3 编码趋化因子配体 3,参与炎症反应

Encoding
 

chemokine
 

ligand
 

3,involved
 

in
 

the
 

inflammatory
 

re-
sponse

0. 32 121. 27 8. 57

Ccl4 编码趋化因子配体 4,参与炎症反应

Encoding
 

chemokine
 

ligand
 

4,involved
 

in
 

the
 

inflammatory
 

re-
sponse

0. 47 17. 91 5. 25

Ccl5 编码趋化因子配体 5,参与炎症反应

Encoding
 

chemokine
 

ligand
 

5,involved
 

in
 

the
 

inflammatory
 

re-
sponse

1. 69 563. 99 8. 38

注:FPKM:每千个碱基的转录每百万映射读取的读数,代表基因的表达水平

Note:
 

FPKM:
 

Fragments
 

per
 

kilobase
 

of
 

exon
 

model
 

per
 

million
 

mapped
 

fragments,
 

represents
 

the
 

level
 

of
 

gene
 

expression

验结果表明 S100A9 通过 TLR4 / NF-κB 信号通路活

化 A1 反应性星胶细胞,并促进炎症因子的释放,加
重疾病的发生。

2　 讨论

　 　 越来越多的证据表明 S100A9 蛋白与多种神经

退行性疾病相关,但其在神经退行性疾病进展中的

作用及潜在机制不清楚。 星形胶质细胞受外界刺激

可诱导其 A1 或 A2 型活化,其中 A1 反应性星形胶

质细胞一方面分泌多种抑制神经生长的因子和炎症

因子,另一方面星形胶质细胞的增生迁移形成胶质

瘢痕会抑制神经元轴突再生长及轴突重塑,对进一

步恶化脑内的神经炎症起重要作用( Pereira
 

et
 

al.,
 

2019)。 神经退行性疾病中 A1 反应性星形胶质细胞

的大量存在表明神经炎症可能参与神经退行性变
 

(Urso
 

et
 

al.,
 

2021)。 有研究显示(Wang
 

et
 

al.,
 

2018),
急性创伤性脑损伤患者脑组织中存在活化的星形胶

质细胞和大量的 S100A9 蛋白,并认为 S100A9 是创

伤性脑损伤诱发老年痴呆的启动因素。 这与我们前

期实验中尚未出现行为学改变的 8 月龄 APP / PS1
转基因小鼠高表达 S100A9 和星形胶质细胞活化有

相似之处,提示促炎因子 S100A9 可能与 A1 反应性

星形胶质细胞活化、增殖和迁移有关。 本研究结果

显示 5
 

μg / mL
 

S100A9 对星形胶质细胞有明显的促
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图 4　 S100A9 上调星形胶质细胞 TLR4 / NF-κB 信号通路

注:A:KEGG 通路富集气泡图;B:星形胶质细胞表达 PP65、P65、MYD88 和 TLR4 蛋白的条带图;C~ F:定量分析 TLR4、MYD88、
P65 和 PP65 蛋白含量;∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001
Figure

 

4　 S100A9
 

up-regulates
 

astrocyte
 

TLR4 / NF-κB
 

signaling
 

pathway
Note:

 

A:
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

bubble
 

diagram;
 

B:
 

Western
 

blot
 

bands
 

of
 

astrocytes
 

expressing
 

PP65,P65,
 

MYD88
 

and
  

TLR4
 

proteins;
 

C~ F:
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

TLR4,
 

MYD88,P65
 

and
 

PP65;
 

∗P<0. 05,
 

∗∗P<0. 01,
 

∗∗∗P<
0. 001

进增殖和迁移作用,但是随着浓度升高,增殖效应降

低甚至可能抑制增殖。 S100A9 促增殖作用与 Wu 等

(2018)的报道类似,抑制增殖作用可能与大量使用

S100A9 导致 Zn2+ 和 Ca2+ 剥夺有关 ( 廖键梅等,

2018),也可能与 S100A9 刺激后产生大量 TNF-α 因

子有关。
本研究进行转录组测序发现,与对照组相比实

验组细胞表达 A1 型星形胶质细胞的特异性基因
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图 5　 抑制 TLR4 / NF-κB 信号通路下调 A1 反应性星形胶质

细胞标志物及炎症因子

注:A,B:RT-qPCR 检测对照组、S100A9 组、BAY11-7082 组、
TAK-242 组、FPS-ZM1 组中 GFAP、C3

 

mRNA 相对表达水平;
C,D:ELISA 检测 IL-6、TNF-α 蛋白水平;

 

∗P < 0. 05,∗∗P <
0. 01,∗∗∗P<0. 001
Figure

 

5 　 Inhibition
 

of
 

TLR4 / NF-κB
 

signaling
 

pathway
 

down-
regulates

 

A1
 

reactive
 

astrocyte
 

markers
 

and
 

inflammatory
 

factors
Note:

 

A,B:
 

RT-qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

GFAP
 

and
 

C3
 

mRNA
 

in
 

control,
 

S100A9,
 

BAY11-
7082,

 

TAK-242
 

and
 

FPS-ZM1
 

groups;
 

C,D:
 

ELISA
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

protein
 

levels;
  

∗P<0. 05,
 

∗∗P<0. 01,
 

∗∗∗P<0. 001

Steap4、H2-T23、 H2-D1、 Psmb8、 Lcn2、 Timp1、 Cxcl10、
 

Gbp2 和 C3 显著上调。 GFAP 是星形胶质细胞中间

丝的主要成分,研究发现,在多种神经系统疾病中,
当没有明显的神经元死亡时就可以检测到 GFAP 增

加,它是星形胶质细胞活化的早期指标( Escartin
 

et
 

al.,
 

2021)。 本研究结果显示 S100A9 促进星形胶质

细胞表达 GFAP,提示星形胶质细胞处于活化状态
 

。
补体系统参与宿主早期抗感染免疫反应,C3 是补体

系统中含量最高的因子,活化 C3 是放大补体级联反

应的关键步骤。 并且,本研究结果显示,S100A9 刺

激星形胶质细胞显著上调 C3 基因水平,结果与 Lid-
delow 等(2017)研究发现的一致,即在中枢神经系统

中 A1 型星形胶质细胞特异性表达 C3,而在缺血 A2
型星胶细胞中未表达。 此外,在转录组差异基因中

筛选出的 11 个与促炎反应相关的基因均上调,包括

IL-1α、IL-6、TNF、TNFαIP2 和 TNFαIP3;细胞趋化因

子 CXCL1、 CXCL10、 CCL2、 CCL3、 CCL4 和
 

CCL5。
ELISA 验证 IL-1 和 IL-6 的蛋白上调与转录组数据库

结果一致。 以上证据显示 S100A9 与 A1 型星形胶质

细胞激活和增殖以及释放炎症因子相关。
本研究对差异基因进行 KEGG 通路富集分析,

发现 NF-κB 通路和 TOLL 样受体通路富集率较高,
于是筛选出该通路后续验证。 NF-κB 信号通路控制

细胞因子的产生和细胞存活,并与神经炎症以及星

形胶质细胞和小胶质细胞的神经炎性反应密切相关

(Liu
 

et
 

al.,
 

2019)。 P65 蛋白属于核转录因子 NF-κB
家族的一员,磷酸化的 P65 是 NF-κB 被激活的直接

证据。 TLR4 是 TOLL 样受体家族的一员,属于病原

体微生物相关模式识别受体,表达于细胞膜( Li
 

et
 

al.,
 

2021)。 MYD88 作为 TOLL 样受体信号通路中

的一个关键接头分子,在传递上游信息中具有重要

的作用。 本研究结果显示实验组细胞表达 TLR4、
MYD88、P65 和 PP65 蛋白,与 LPS 阳性对照组上调

趋势一致,且在 5
 

μg / mL
 

S100A9 组蛋白增加最显

著。 使用 TLR4 和 NF-κB 的抑制剂后细胞表达活化

标志物及炎症因子均显著降低,证实抑制 TLR4 和

NF-κB 可以逆转星形胶质细胞活化及炎症因子的产

生。 通常认为 S100A9 作用于细胞膜上 TLR4 和

RAGE
 

受体, 从而引起下游效应, 但本研究抑制

RAGE 受体对于抑制 A1 型激活和炎症因子的释放

并未起明显作用,因此我们认为 S100A9 主要通过激

活星形胶质细胞 TLR4 受体而不是 RAGE
 

受体

起作用。
综上所述,S100A9 与 TLR4 受体相互作用激活

下游 MYD88 信号分子,进一步激活 NF-κB 信号通

路,促进星形胶质细胞 A1 型活化, 释放 IL-6 和

TNF-α 为代表的炎症因子,促进炎症反应。 S100A9
作为神经退行性疾病的生物标志物( Carter

 

et
 

al.,
 

2019),了解 S100A9 的致病机制有利于促进新的治

疗方法的发展以降低中枢神经系统的损伤,干扰

S100A9 的作用机制可能是一种潜在的治疗方法。

3　 材料与方法

3. 1　 实验动物和试剂

　 　 C57BL / 6 小鼠由重庆医科大学实验动物中心提

供,动物饲养、实验和处理经重庆医科大学伦理委员

会审查批准(批准号 2021077),动物许可证号 SYXK
(渝)2018-0003。 PDL 多聚赖氨酸、胰蛋白酶和双抗

购于碧云天试剂公司;CCK-8 试剂盒购于博士德试

剂公司;抗体购于 Abcam 试剂公司;实时荧光定量

PCR 相关试剂购于 Takara 试剂公司;FPS-ZM1、TAK-
242 和 BAY11-7082 抑制剂购于 MCE 试剂公司。
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3. 2　 星形胶质细胞分离培养及鉴定

　 　 出生 24
 

h 内的 C57BL / 6 新生小鼠以 75% 酒精

浸泡消毒 5
 

min,取头依次剥离头皮及颅骨暴露脑组

织,取出脑置于预冷无菌 PBS 中。 剔除脑膜及血管,
胰酶消化 15

 

min 后用含血清的培养液终止消化。 吹

打至无明显组织块,离心后加入含 10% 胎牛血清和

1% 双抗的 DMEM / F12 完全培养液重悬。 使用差速

贴壁法去除成纤维细胞,接种于提前包被多聚赖氨

酸的培养皿中。 放入 95% 湿度、5% CO2、37
 

℃ 孵箱

中培养 6 ~ 7
 

d,进行传代培养,取 P2 代细胞鉴定

后备用。

3. 3　 细胞免疫荧光

　 　 制备细胞爬片,使用 4% 多聚甲醛固定 15
 

min,
加入 0. 1%

 

Triton-100 溶液通透 15
 

min, PBS 洗涤

3 次。 加入 0. 1%
 

牛血清白蛋白(bovine
 

serum
 

albu-
min,

 

BSA)封闭 2
 

h,一抗 4
 

℃ 孵育过夜,PBS 洗涤

5
 

min,重复 3 次。 二抗 37
 

℃避光孵育 1
 

h,PBS 洗涤

后滴加含 DAPI 的抗荧光猝灭剂,封片,使用荧光显

微镜观察拍照。

3. 4　 重组 S100A9 蛋白表达纯化

　 　 将 PET28a-S100A9 重组质粒转化导入 BL21
(DE3)感受态大肠杆菌,挑取单克隆菌落进行培养

测序,并与 NCBI
 

Gene 数据库中人的 S100A9 基因序

列比对。 将转化成功的菌液进行扩增培养,IPTG 诱

导蛋白表达。 使用镍柱亲和色谱纯化蛋白,进行考

马斯亮蓝染色及 Western
 

blot 验证。 最后进行梯度

透析浓缩,用 BCA 法测定蛋白浓度,保存于-80
 

℃ 。

表 2　 RT-qPCR 引物序列

Table
 

2　 The
 

primers
 

designed
 

for
 

RT-qPCR

基因

Gene
正向引物(5′-3′)
Forward

 

primer
 

(5′-3′)
反向引物(5′-3′)
Reverse

 

primer
 

(5′-3′)
S100A9 ACCATCATCGACACCTTCCATCAATAC TTACTTCCCACAGCCTTTGCCATG
GFAP CTATGAGGAGGAAGTTCG CTTAGACCGATACCACTC
C3 TACTCCCAATGTCCTACGGC TCCTTACTGGCTGGAATCTTGA
β-actin TGCTGTCCCTGTATGCCTCTGG ACCGCTCGTTGCCAATAGTGATG

3. 5　 CCK-8法检测细胞活性
 

　 　 于 96 孔板中每孔接种 10
 

000 个细胞,空白孔不

含细胞。 过夜贴壁后,实验组加入浓度分别为 0. 5、
1、5、10、20

 

μg / mL
 

S100A9 的 DMEM / F12 培养液作

用细胞 24
 

h,对照组加入等量的 DMEM / F12
 

,每组设

置 3 个重复孔。 加入 CCK-8 溶液 37
 

℃ 避光孵育

2
 

h,使用酶标仪在 450
 

nm 处检测吸光度,细胞存活

率= [(实验孔 OD-空白孔 OD) / (对照孔 OD-空白

孔 OD)] ×100% 。

3. 6　 划痕实验

　 　 将 P2 代星形胶质细胞以 5×105 个 / mL 的密度

种植于含 10%
 

FBS
 

DMEM / F12 培养基的
 

6 孔板中。
细胞贴壁后使用 200

 

μL 枪头在单层细胞上纵向划

痕,用无菌 PBS 洗去脱落细胞。 实验组加入含 2%
 

FBS 和 5
 

μg / mL
 

S100A9
 

DMEM / F12 培养基,对照组

加入仅含 2%
 

FBS
 

DMEM / F12 培养基,分别于划痕

后的 0、6、24
 

h 在倒置显微镜下观察并拍照,使用

Image
 

J 对划痕愈合率进行分析, 划痕面积百分

比(% )= 不同时间段划痕面积 / 0
 

h 划痕面积 ×
100% 。

3. 7　 ELISA 检测 IL-6和 TNF-α蛋白含量

　 　 制备小鼠星形胶质细胞悬液,于 96 孔板中每孔

接种 10
 

000 个 细 胞。 设 置 对 照 组、 S100A9 组、
BAY11-7082 组、TAK-242 组和 FPS-ZM1 组,每组设

置 3 个重复孔。 细胞贴壁后分别加入 BAY11-7082、
TAK-242 和 FPS-ZM1 提前处理 1

 

h,再加入 S100A9,
置于 5%

 

CO2、37
 

℃培养箱中培养 24
 

h。 将不同分组

细胞上清液加入包被了特异性抗体的孔板中,再加

入抗体工作液反应 1
 

h,洗涤后加入 ABC 工作液反应

30
 

min,加入显色液 37
 

℃避光孵育 20
 

min,最后加入

终止液终止反应。 使用酶标仪在 450
 

nm 处检测吸

光度, 通过绘制标准曲线求出上清液中 IL-6 和

TNF-α 的含量。

3. 8　 细胞转录组测序

　 　 将 2×106 个星形胶质细胞接种于 6
 

cm 细胞培

养皿中。 细胞贴壁后加入 5
 

μg / mL
 

S100A9 作为实

验组,对照组不含 S100A9,继续培养 24
 

h。 弃培养

液,加入 1. 5
 

mL 无菌 PBS 洗涤细胞。 加入 500
 

μL
 

TRIZOL,吹散细胞团块使细胞充分裂解,转移到无酶

无菌的细胞冻存管中, 放入液氮速冻, 保存 于

-80
 

℃ 。 重复 3 次。 将样品寄送到华大基因生物公
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司测序。

3. 9　 Western
 

blot
 

检测蛋白含量

　 　 收取细胞加入裂解液,充分裂解后离心收集蛋

白,BCA 法测定蛋白浓度。 配制 SDS-PAGE 凝胶,电
泳电压 100

 

V,约 90
 

min 可见蓝色线条移动到玻璃板

底端。 电转电流 200
 

mA,100
 

min。 室温封闭 2
 

h,一
抗孵育 4

 

℃过夜,HRP 标记 IgG 二抗室温孵育 1
 

h。
最后加入发光液使用 BIO-RAD 成像分析仪曝光,使
用 Image

 

J 软件量化分析。

3. 10　 实时荧光定量 PCR 检测 mRNA 表达水平

　 　 用 TRIZOL 法提取总 RNA 并测定浓度。 去除基

因组 DNA,以反转录合成的 cDNA 为模板,S100A9、
GFAP 和 C3 基因的引物见表 2,以 β-actin 为内参进

行实时荧光定量 PCR 反应,实验重复 3 次,用 2-ΔΔCt

计算各基因的相对表达量。

3. 11　 统计分析

　 　 所有数据通过 prism-GraphPad
 

7. 0 统计学软件

分析处理,数据用均数±标准差表示,P<0. 05 表示差

异具有统计学意义。
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