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摘要

目的 探讨Ski对激活星形胶质细胞炎症因子分泌的影响。

方法 从 3日龄Sprague-Dawley大鼠大脑皮质分离星形胶质细胞，分为空白对照组、阴性对照组、siRNA组，

siRNA组沉默 Ski基因。48 h后，采用Western blotting和免疫荧光染色检测Ski表达；再以脂多糖激活星

形胶质细胞24 h。ELISA检测各组细胞中肿瘤坏死因子-α (TNF-α)和白细胞介素-1β (IL-1β)的浓度。

结果 siRNA组Ski蛋白表达显著降低(P<0.001)；激活后，TNF-α、IL-1β浓度显著减少(P<0.001)。

结论 Ski可能参与星形胶质细胞炎症反应。
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Abstract

Objective To investigate the effect of Ski on the secretion of inflammatory cytokines from activated astrocytes.

Methods Astrocytes were obtained from cerebral cortex of a three-day old Sprague-Dawley rat and cultured in vitro.

They were divided into blank group, control group and siRNA group. The Ski gene was silenced in siRNA group.

The expression of Ski was tested with Western blotting and immunofluorescence 48 hours later. Then the astro-

cytes were stimulated with lipopolysaccharide for 24 hours. The secretion of tumor necrosis factor α (TNF-α)

and interleukin-1β (IL-1β) in activated astrocytes was detected with ELISA.

Results The expression of Ski protein reduced in the siRNA group (P<0.001), as well as the secretion of TNF-α and

IL-1β (P<0.001).

Conclusion Ski may play a role in inflammatory response of astrocyte.
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中枢神经系统(central nervous system, CNS)损伤与

神经炎症有密切关系[1-2]。神经炎症反应过程以神经胶

质细胞激活和外周免疫细胞侵入为特征[3]。星形胶质

细胞是CNS内数量最多、分布最广的免疫效应细胞，

不仅在正常CNS 发挥许多功能，而且在CNS 损伤及

疾病中发挥重要作用[4-5]。星形胶质细胞通过产生炎症

因子，如肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor α,

TNF-α)、白细胞介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)和白细

胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)等发挥作用[6]。研究星形

胶质细胞在炎症反应中的作用，对CNS损伤后功能恢

复有重要意义。

Ski癌基因在1986年首次被认定为Sloan-Kettering

病毒基因组中的转化蛋白质，诱导鸡胚成纤维细胞转

化[7-8]。Ski是一种进化保守蛋白，参与细胞增殖、分

化、转化和肿瘤的发展过程[9]，在肝脏再生、血管平

滑肌的增殖和骨骼肌的分化、伤口愈合等领域发挥重

要作用[10]。本课题组前期研究发现，脂多糖可诱导星

形胶质细胞中 Ski 蛋白表达上调 [11]，推测 Ski 可能与

CNS炎症反应有关。本实验采用RNA干扰技术沉默

Ski基因，观察Ski对脂多糖诱导大鼠星形胶质细胞中

炎症因子的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物及试剂

SPF 级 3 日龄 Sprague-Dawley 大鼠，由甘肃省中

医药大学动物实验中心提供。

脂多糖(L6259)：美国SIGMA公司。小鼠抗大鼠

Ski 单克隆抗体(G8) sc-33693：美国 SANTA CRUZ 公

司。Ski 干扰 RNA 及阴性对照：THERMOFISHER 公

司合成。Lipofectamine® RNAiMAX Reagent：THER-

MOFISHER公司。FBS：德国 PAN-BIOTECH GMBH

公司。DMEM/F12 培养基、胰蛋白酶：美国 GIBCO

公司。RIPA裂解液、BCA蛋白定量检测试剂盒、Tri-

tionX-100 和 SDS：碧云天公司。胶质纤维酸性蛋白

(glial fibrillary acidic protein, GFAP)多克隆抗体、GAP-

DH多克隆抗体：美国 PROTEINTECH公司。辣根过

氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG、RBITC标记山羊抗兔

或小鼠 IgG、山羊封闭血清、PVDF 膜(0.45 μm)：SO-

LARBIO 公司。ECL 试剂盒：美国 MILLOPORE 公

司。ELISA试剂盒：NEOBIOSCIENCE公司。

1.2 原代大鼠星形胶质细胞的培养和纯化

Sprague-Dawley大鼠置于 75%乙醇中浸泡 3 min。

细胞操作台上迅速取出大脑皮质，置DMEM/F12液中

漂洗，剥离脑膜和血管。将脑皮质置于盛有胰酶的培

养皿中剪碎，吹打至组织块消散，37 ℃温箱胰酶消化

3 min；转至离心管中，加完全培养基 4 ml，1500

r/min离心 8 min。弃上清，加DMEM/F12完全培养基

4 ml，反复吹打，制成均一细胞悬液，种植于细胞培

养瓶中，37 ℃、5% CO2培养箱中培养。每 3天换液，

培养9~10 d，至细胞融合贴满瓶壁。封口后37 ℃恒温

旋转摇床 210 r/min摇床 6 h，除去悬浮细胞和贴壁不

牢的细胞，传代培养。

1.3 细胞分组及处置

纯化后的细胞分为空白对照组、阴性对照组和

siRNA组。siRNA组采用 siRNA沉默Ski基因48 h。参

照文献[12]，以浓度1 μg/ml脂多糖刺激细胞24 h[13]，收

集细胞培养上清液，ELISA检测炎症因子表达。

转染前24 h，用胰酶消化细胞、计数，接种于细

胞培养皿中，至细胞密度达 80%。siRNA组采用 siR-

NA Lipofectamine® RNAiMAX Reagent将Ski-siRNA转

入星形胶质细胞，阴性对照组采用 siRNA Lipo-

fectamine® RNAiMAX Reagent 将 阴 性 对 照 - siRNA

(negative control-siRNA, NC-siRNA)转入星形胶质细

胞 ， 空 白 对 照 组 仅 加 入 siRNA Lipofectamine®

RNAiMAX Reagent。

Ski- siRNA 序列：正义 5'- GCC CUG AUU CGA

GAC AGC UUC UAC U-3'；反义 5'-AGU AGA AGC

UGU CUC GAA UCA GGG C-3'。NC-siRNA序列：正

义 5'- UUG UGG CCU GUU AGC UUC AGA GCG

A-3'；反义 5'-UCG CUC UGA AGC UAA CAG GCC

ACA A-3'。

参照说明书提供的方法进行操作，细胞转染48 h

后，采用 Western bloting 及免疫荧光染色检测 Ski 表

达。

1.4 免疫荧光染色

将原代星形胶质细胞接种于盖玻片后，用GFAP

多克隆抗体行免疫荧光染色，荧光显微镜下计数

GFAP阳性细胞数和总细胞数，以阳性细胞数占总细

胞数的百分数计为星形胶质细胞的纯度。星形胶质细

胞纯度达95%以上符合实验要求。

细胞转染 48 h后，用Ski单克隆抗体行免疫荧光

染色，荧光显微镜下观察Ski沉默效果。

PBS清洗接种于盖玻片的细胞3遍，4%多聚甲醛

固定 30 min；PBS洗 3遍， 0.3% TritionX-100通透 20

min，PBS洗3次；10%山羊血清封闭30 min；吸干封
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闭液，滴加兔抗大鼠 GFAP 多克隆抗体(1∶100)或小

鼠抗大鼠 Ski 单克隆抗体(1∶100)，4 ℃冰箱孵育过

夜。PBS 洗 3 次，避光加 RBITC 标记山羊抗兔 IgG

(1∶300)或山羊抗小鼠 IgG (1∶300)，37 ℃温箱避光

孵育90 min。PBS清洗3次，滴加DAPI，避光室温孵

育 20 min，PBS洗 2次。甘油封片，荧光显微镜下观

察。

1.5 Western blotting

转染48 h后，各组细胞PBS洗2次，加RIPA裂解

液裂解细胞 30 min，提取蛋白；BCA 检测总蛋白量

后，行 10% SDS- PAGE 电泳，湿转至甲醇浸透的

PVDF 膜上，5%脱脂奶粉 37 ℃封闭 2 h。TBST 洗 3

次，每次 10 min。加入 Ski (1∶ 200)、GAPDH (1∶

2500)一抗，4 ℃过夜；TBST洗膜 3次；37 ℃下滴加

山羊抗小鼠二抗(1∶5000)，孵育 2 h；TBST 洗膜 3

次；滴加发光液，通过X胶片获得蛋白信号，Image J

软件分析条带灰度值，计算目的蛋白与内参GAPDH

蛋白条带的相对灰度。每组测3次。

1.6 ELISA

收集各组星形胶质细胞培养上清液，用ELISA试

剂盒按照操作说明书检测TNF-α和 IL-1β的浓度。每

组设3个复孔，每个复孔测3次，取均值。

1.7 统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行统计学处理。数据以

(x̄ ± s) 表示，组间比较采用单因素方差分析。显著性

水平α=0.05。

2 结果

2.1 体外培养细胞形态及纯度鉴定

取纯化后的细胞少许种植于多聚赖氨酸包被的玻

片上，24 h后观察细胞贴壁良好。GFAP免疫荧光染

色，镜下观察 GFAP 阳性细胞数占总细胞数百分比

95%，符合实验要求(图1)。

2.2 Ski沉默效果

2.2.1 免疫荧光染色

siRNA 组 Ski表达量较空白对照组和阴性对照组

降低，空白对照组和阴性对照组Ski表达无明显差异

(图2)。

2.2.2 Western blotting

siRNA 组 Ski蛋白表达水平比空白对照组和阴性

对照组显著降低(P<0.001)；空白对照组和阴性对照组

Ski表达无显著性差异(P>0.05)。见图3、表1。

GFAP DAPI 合成

图1 体外培养细胞纯度鉴定(GFAP免疫荧光染色, 200×)

空白对照组 阴性对照组 siRNA组

图2 细胞Ski沉默效率(Ski免疫荧光染色, 100×)
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表1 各组Ski表达

组别

空白对照组

阴性对照组

siRNA组

F

P

n

3

3

3

Ski

0.904±0.018a

0.834±0.036

0.294±0.023

155.353

<0.001

注：a.与阴性对照组比较，P=0.233

Ski

GAPDH

95 kDa

36 kDa

空白对照组 阴性对照组 siRNA组

图3 各组Ski表达(Western blotting)

2.3 脂多糖刺激后TNF-α和 IL-1β的分泌

siRNA 组 TNF-α和 IL-1β浓度显著低于空白对照

组和阴性对照组(P<0.001)，空白对照组与阴性对照组

之间无显著性差异(P>0.05)。 见表2。
表2 各组TNF-α和 IL-1β浓度比较(pg/ml)

组别

空白对照组

阴性对照组

siRNA组

F

P

n

3

3

3

TNF-α

362.558±35.286a

336.530±23.839

117.302±38.215

49.891

<0.001

IL-1β

774.044±52.161b

677.517±54.790

260.566±41.828

89.695

<0.001

注：与阴性对照组比较，a. P=0.372; b. P=0.121

3 讨论

炎症反应是CNS损伤及退变性疾病发展过程中重

要的病理反应[1-2]；在CNS病理过程中，抑制炎症反应

可能有助于减少细胞损伤，促进神经功能恢复[14]。

过去认为活化的小胶质细胞是炎症因子的主要来

源细胞[15]。但近来研究发现，星形胶质细胞在炎症反

应中也发挥重要作用。在活化的星形胶质细胞中，促

炎因子，如TNF-α、IL-1β和 IL-6显著升高[16]。这些细

胞因子既可以诱导神经元变性，刺激胶质瘢痕形成，

阻碍神经元修复再生[17]，又能进一步活化胶质细胞，

使其产生更多的细胞因子和炎症介质，加重炎症反

应[18]。在众多促炎因子中，TNF-α和 IL-1β是关键的炎

症因子，介导上游和下游多条炎症反应信号通路，引

起炎症级联反应[19]。

脂多糖是革兰氏阴性菌胞壁的主要成分，是有效

的全身炎症诱导因子，可用于体外模拟革兰氏阴性细

菌感染引发的炎症反应[20]。星形胶质细胞存在Toll样

受体 4 (Toll-like receptor 4, TLR4)，脂多糖可与 TLR4

结合发挥致炎作用，并活化星形胶质细胞[21]。

Ski 参与神经系统发育、造血细胞的增殖和分

化、肿瘤发生、肌肉分化及再生等多种病理生理过

程[22]。我们前期研究发现，脂多糖可诱导星形胶质细

胞中Ski表达上调，具有时间和浓度依赖性[11]；Ski还

对星形胶质细胞增殖和迁移发挥重要作用[23]。另有研

究发现 [24]，Ski 与转化生长因子 β信号通路的调控有

关，而此通路广泛参与神经系统炎症反应过程[25]。我

们推测，Ski 可能通过调节星形胶质细胞炎症反应，

进一步影响星形胶质细胞的增殖和迁移。

脂多糖刺激可使星形胶质细胞炎症因子生成显著

升高，TNF-α可进一步促进星形胶质细胞产生趋化因

子，并且促进其他炎症细胞因子(如 IL-1β、IL-6)的产

生，而 IL-1β又能加强TNF-α的作用，导致炎症反应

迅速放大[26-27]。

本研究采用 siRNA技术，将特异针对 Ski序列的

siRNA转染大鼠星形胶质细胞，结果显示，星形胶质

细胞Ski表达显著降低；随着Ski表达下调，星形胶质

TNF-α和 IL-1β分泌明显减少，提示Ski在星形胶质细

胞介导炎症反应方面起重要作用。

综上所述，利用 siRNA靶向干预 Ski基因，可抑

制炎症因子的分泌，阻止炎症效应的级联放大，从而

可能为CNS损伤治疗提供新的干预靶点。

本研究证明，Ski可能是一种调节活化星形胶质

细胞炎症因子释放的新型分子。但Ski调节星形胶质

细胞炎症反应过程的具体机制仍需进一步研究。进一

步研究将探讨Ski调节星形胶质细胞炎症因子释放的

信号通路，为治疗CNS炎症相关疾病寻找新的途径。
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