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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨七氟醚对缺氧诱导的小胶质细胞炎症反应的影响,及对转录因子 NF-E2 相关因子 2
(NRF2)及血红素加氧酶 1(HO-1) /高迁移率族蛋白 B1(HMGB1)通路的调控作用。 方法　 缺氧不同时间(0、2、4、
6、8、12 h)诱导 BV-2 小胶质细胞活化建立炎症模型,倒置显微镜观察细胞活化形态并计算活化细胞比例;Western
blot 法检测小胶质细胞 NRF2、HO-1、HMGB1 及白介素 1β(IL-1β)蛋白表达水平,筛选最佳缺氧时间 8 h。 观察缺氧

8 h 条件下七氟醚不同浓度(0%、2%、4%、6%)处理 30 min 对 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白表达的影响。 将 BV
-2 细胞分为正常对照组、缺氧诱导组、6%七氟醚组、SnPP 组(NRF2 / HO-1 通路抑制剂-锡原卟啉)、6%七氟醚+
SnPP 组,计算活化细胞比例并检测细胞 NRF2 / HO-1 / HMGB1 通路蛋白及核转录因子-κB p65(NF-κB p65)、磷酸化

NF-κB p65(p-NF-κB p65)、IL-1β 蛋白表达水平。 结果　 随着缺氧时间延长,活化细胞比例及 HMGB1、IL-1β 表达

逐渐升高,NRF2、HO-1 蛋白在 8~12 h 时下降至最低水平(P<0. 05),实验选用 8 h 为缺氧诱导条件。 随着七氟醚

浓度升高,活化细胞比例、HMGB1、IL-1β 表达逐渐减少,NRF2、HO-1 逐渐升高(P<0. 05),且呈剂量依赖性,选取

6%七氟醚为处理浓度。 与正常对照组比较,缺氧诱导组 NRF2、HO-1 表达降低,活化细胞比例、HMGB1、IL-1β、p-
NF-κB p65 / NF-κB p65 表达升高(P<0. 05)。 6%七氟醚组上述指标变化与缺氧诱导组相反(P<0. 05);SnPP 组上述

指标变化与缺氧诱导组一致且比缺氧诱导组严重(P<0. 05)。 6%七氟醚+SnPP 组上述指标变化与 6%七氟醚组相

反(P<0. 05)。 结论　 七氟醚可通过促进 NRF2 / HO-1 活化,抑制 HMGB1 表达,来减轻缺氧诱导的 MG 活化及炎症

反应进程。
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effects of sevoflurane on hypoxia-induced inflammatory responses of
microglia and regulation of the nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) / heme oxygenase 1 (HO-1) / high mobility
group protein B1 (HMGB1) pathway. Methods　 BV-2 mouse microglia were activated by inducing hypoxia for 0, 2, 4,
6, 8 and 12 h to establish an inflammation model. The activated cells were observed by inverted microscope, and the



proportion of activated cells was calculated. Western blot were used to detect the expression levels of NRF2, HO-1,
HMGB1 and interleukin (IL)-1β proteins in microglia. The optimal hypoxia time was 8 h. BV-2 microglia were activated
under hypoxic conditions for 8 h; treated with different concentrations of sevoflurane (0%, 2%, 4% and 6%) for 30 min;
and NRF2, HO-1, HMGB1, IL-1β protein expression was observed. BV-2 cells were divided into a control group, hypoxia-
induction group, 6% sevoflurane group, SnPP group ( NRF2 / HO-1 pathway inhibitor stannous porphyrin), and 6%
sevoflurane + SnPP group. The ratio of activated cells was calculated, and the protein expression levels of NRF2, HO-1,
HMGB1, nuclear factor-κB p65 (NF-κB p65), phosphorylated NF-κB p65 (p-NF-κB p65) and IL-1β were determined.
Results　 With prolonged hypoxia time, the proportion of activated cells and expression of HMGB1 and IL-1β gradually
increased, and NRF2 and HO-1 proteins decreased to the lowest level at 8 ~ 12 h (P<0. 05). Therefore, the hypoxia-
induction time of 8 h was chosen. With the increase in sevoflurane concentration, the proportion of activated cells and
expression of HMGB1 and IL-1β gradually decreased, and NRF2 and HO-1 expression gradually increased (P<0. 05).
These effects were dose-dependent, and 6% sevoflurane was selected as the treatment concentration. Compared with that in
the control group, the expression of NRF2 and HO-1 in the hypoxia-induced group decreased, and the proportion of
activated cells and expression of HMGB1, IL-1β and p-NF-κB p65 / NF-κB p65 expression increased (P< 0. 05). The
changes in the above indices in the 6% sevoflurane group were opposite to those in the hypoxia-induced group (P<0. 05).
The changes in the SnPP group were consistent with those in hypoxia-induced group and were more serious than those in
hypoxia-induced group (P<0. 05). The changes in the above parameters in the 6% sevoflurane + SnPP group were opposite
to those in 6% sevoflurane group (P< 0. 05). Conclusions 　 Sevoflurane treatment reduced hypoxia-induced microglial
activation and inflammatory processes by promoting NRF2 / HO-1 activation and inhibiting HMGB1 expression.

【Keywords】　 sevoflurane; hypoxia; microglia; NRF2 / HO-1 / HMGB1 pathway; inflammatory response

　 　 小胶质(microglia cells,MG)细胞可调节大脑发

育及神经系统的损伤和修复,被称为大脑巨噬细

胞[1]。 MG 也是神经炎症反应关键介质,缺血、缺氧

或炎症刺激状态下激活 MG,可清除坏死组织并发

挥神经保护作用,但 MG 过度活化及死亡会释放大

量炎性介质,并导致神经系统产生不可逆损伤[2-3]。
探究 MG 活化及其活化后炎症反应机制,对神经系

统疾病治疗具有一定临床意义。 近来研究发现转

录因子 NF-E2 相关因子 2( transcription factor NF-E2
related factor 2, NRF2 ) /血 红 素 加 氧 酶 1 ( heme
oxygenase 1,HO-1)通路可参与机体抗氧化应激反

应,并能通过抑制下游炎症通路高迁移率族蛋白 B1
(high mobility group protein B1,HMGB1) /核转录因

子-κB(nuclear transcription factor-κB,NF-κB)通路表

达来发挥抗炎反应,进而参与多种疾病生理过

程[4-5]。 但 NRF2 / HO-1 / HMGB1 通路参与 MG 炎症

反应过程的研究较少。 目前临床常用麻醉剂-七氟

醚能够促进 MG 活化,并抑制炎症反应来缓解创伤

性脑损伤大鼠脑损伤进程[6],但有研究显示七氟醚

能够诱导 MG 活化并促进其炎症反应[7]。 因此对七

氟醚的作用仍存在争议。 本研究体外培养 MG,并
给予缺氧及七氟醚处理,以期验证七氟醚对 MG 活

化及 炎 症 反 应 的 调 控 作 用, 并 从 NRF2 / HO-1 /
HMGB1 通路阐明其调控炎症反应的分子生物学机

制,为神经系统炎症性疾病的治疗提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 BV-2 小鼠 MG 细胞(货号:YCL-0493,武汉益普

生物科技有限公司)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 七氟醚(批号:H20040772,美国 Abbott 公司);
NRF2、HO-1、HMGB1、NF-κB p65、磷酸化 NF-κB p65
(p-NF-κB p65)、白细胞介素 1β( interleukin-1β,IL-
1β) 等抗体 (货号: ab156883、 ab189491、 ab32536、
ab79523、ab239882、 ab234437,美国 abcam)。 麻醉

气体监测仪 (型号: Capnomac Datex AS / 3, 芬兰

Datex.Ohmeda 公司);光学显微镜(型号:SMZ745,
日本尼康公司);化学发光仪(型号:GIS-500,杭州

米欧仪器公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞复苏与培养

　 　 取 BV-2 小鼠 MG 细胞进行常规复苏后,置于

5% CO2、37℃、饱和湿度的恒温培养箱中,用 DMEM
培养基进行培养。 每 2 d 更换 1 次培养基,5 d 后传

代进行后续试验。
1. 3. 2　 细胞分组与处理

　 　 取细胞制备成每升 5×108 个的细胞悬液接种至

96 孔板上,每孔 100 μL,用无血清培养基孵育 6 ~
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12 h,贴壁同步化后换用含血清培养基进行培养,并
进行如下分组处理: ( 1) 置于缺氧培养箱 ( 37℃、
95% N2、5% CO2 混合气体)中进行培养,并设置缺

氧不同时间(0、2、4、6、8、12 h)组,各组均在缺氧条

件下处理后,置于倒置显微镜下观察细胞活化形

态,并检测细胞活化比例及 NRF2、HO-1、HMGB1、
IL-1β 蛋白表达水平,选出最佳缺氧时间 8 h;(2)设
置七氟醚不同浓度(0、2%、4%、6%)组,并置于两侧

各有一小孔的密闭容器中,一侧小孔接麻醉机,输
入氧气(2 mL / min)和七氟醚,另一侧小孔端接麻醉

气体监测仪测定七氟醚浓度达 0、2%、4%、6%后,维
持 30 min 后,置于缺氧培养箱中缺氧 8 h,检测细胞

活化比例及 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白表达

水平;(3)设置正常对照组、缺氧诱导组、6%七氟醚

组、SnPP 组 [NRF2 / HO-1 通路抑制剂 -锡原卟啉

(Sn-protoporphyrin,SnPP)]、6%七氟醚+SnPP 组;除
正常对照组外,其余各组均置于缺氧条件下培养 8
h;6%七氟醚组在缺氧前给予 6%七氟醚处理 30
min;SnPP 组在缺氧处理前参照文献[8] 向培养基中

加入终浓度为 5 μmol / L 的 SnPP;6%七氟醚+SnPP
组加入 SnPP 并进行 6%七氟醚处理 30 min 后进行

缺氧诱导。 检测细胞活化比例及相关蛋白表达

水平。
1. 3. 3　 活化细胞比例检测

　 　 收集 1. 3. 2 项下各组细胞,置倒置显微镜下观

察细胞形态。 每组取 3 个不同视野计数,重复 3 次。
MG 活化细胞比例=(多极型细胞数量+纺锤样双极

细胞数量) /总细胞数量×100%。
1. 3. 4　 Western blot 法检测细胞蛋白表达

　 　 收集 1. 3. 2 项下的各组细胞,加入细胞裂解液

抽提总蛋白后,采用二喹啉甲酸法检测总蛋白浓

度;将变性后的蛋白样品行电泳及转膜反应后;脱
脂奶粉封闭聚偏氟乙烯膜 2 h 后,加入一抗(NRF2、
HO-1、HMGB1、 IL-1β、NF-κB p65、 p-NF-κB p65 抗

体,稀释倍数为 1 ∶ 1000,内参抗体为 GAPDH,稀释

倍数为 1 ∶ 2000),在 4℃下孵育过夜;次日,加入稀

释 5000 倍的二抗于室温下孵育 1 h。 显影曝光后,
化学发光成像分析系统拍照并分析灰度值。 每组

试验重复 3 次。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS 24. 0 进行统计学分析。 计量资料以

平均数±标准差(􀭰x±s)表示,两组比较行 t 检验;多组

间比较行单因素方差分析,进一步两两比较采用

SNK-q 检验;P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1 　 缺氧不同时间对细胞形态、活化比例及

NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β表达的影响

　 　 缺氧 0 h 时 MG 呈圆形或者椭圆形,随缺氧时

间延长,MG 体积增大,出现多极或两极延长,分支

样或纺锤样改变的细胞逐渐增多。 与缺氧 0 h 相

比,缺氧 2、4、6、8、12 h 活化细胞比例、HMGB1、IL-
1β 蛋白表达增多(P<0. 05);NRF2、HO-1 蛋白表达

在缺氧 2 h 时迅速升高,4 h 时迅速下降,并在 8~12
h 时下降至最低水平(P<0. 05)。 缺氧 8 h 后活化细

胞比例最多,8 h 与 12 h 相比,上述指标变化差异无

统计学意义(P>0. 05),见图 1~3。

图 1　 不同缺氧时间下 MG 形态变化图

Figure 1　 Morphological changes of MG under different
hypoxia time

注:A:缺氧 0 h 组;B:缺氧 2 h 组;C:缺氧 4 h 组;D:缺氧
6 h 组;E:缺氧 8 h 组;F:缺氧 12 h 组。

图 2　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、
IL-1β 蛋白表达免疫印迹图

Note. A, Hypoxia 0 h group. B, Hypoxia 2 h group. C,
Hypoxia 4 h group. D, Hypoxia 6 h group. E, Hypoxia 8 h
group. F, Hypoxia 12 h group.

Figure 2　 Western blot of NRF2, HO-1,
HMGB1 and IL-1β expression in each group
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2. 2　 七氟醚不同浓度处理对 MG 活化比例及

NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β蛋白表达的影响

　 　 七氟醚浓度为 0 时,MG 体积增大,细胞分支样

或纺锤样改变的细胞较多。 与 0 七氟醚处理组相

比,2%、 4%、 6% 七氟醚处理组活化细胞比例、
HMGB1、IL-1β 蛋白表达减少(P<0. 05),NRF2、HO-
1 蛋白表达升高(P < 0. 05),且呈剂量依赖性,见
图4~7。

图 3　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 表达及活化细胞比例比较

Figure 3　 Comparison of expression levels of NRF2, HO-1, HMGB1, IL-1β and activated cell proportion in each group

图 4　 各组 MG 形态变化图

Figure 4　 Morphological changes of MG in each group

注:与 0 七氟醚处理组比较,aP<0. 05;与 2%七氟醚处理组相

比,bP<0. 05;与 4%七氟醚处理组比较,cP<0. 05。

图 5　 各组 MG 活化细胞比例比较(􀭰x±s,n= 6)
Note. Compared with 0 sevoflurane treatment group,aP < 0. 05.

Compared with 2% sevoflurane treatment group,bP < 0. 05.

Compared with 4% sevoflurane treatment group,cP<0. 05.

Figure 5　 Comparison of MG activated cell
proportion in each group

注:A:0 七氟醚处理组;B:2%七氟醚处理组;C:4%七氟

醚处理组;D:6%七氟醚处理组。

图 6　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白

表达免疫印迹图

Note. A, 0 sevoflurane treatment group. B, 2% sevoflurane
treatment group. C, 4% sevoflurane treatment group. D, 6%
sevoflurane treatment group.

Figure 6　 Western blot of NRF2, HO-1,
HMGB1 and IL-1β expression in each group
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2. 3　 6%七氟醚与 SnPP 联合应用后对 MG 活化、
NRF2、HO-1、HMGB1 及相关蛋白表达的影响

　 　 与正常对照组比较,缺氧诱导组活化细胞比

例、HMGB1、IL-1β、p-NF-κB p65 / NF-κB p65 蛋白表

达升高,NRF2、HO-1 蛋白表达降低(P<0. 05)。 6%

七氟醚组上述指标变化与缺氧诱导组相反 (P <
0. 05);SnPP 组上述指标变化与缺氧诱导组一致且

比缺氧诱导组变化更明显(P<0. 05)。 6%七氟醚+
SnPP 组上述指标变化与 6% 七氟醚组相反 ( P <
0. 05),见图 8~11。

注:与 0 七氟醚处理组比较,aP<0. 05;与 2%七氟醚处理组相比,bP<0. 05;与 4%七氟醚处

理组比较,cP<0. 05。

图 7　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白表达比较(􀭰x±s,n= 6)
Note. Compared with 0 sevoflurane treatment group,aP<0. 05. Compared with 2% sevoflurane

treatment group,bP<0. 05. Compared with 4% sevoflurane treatment group,cP<0. 05.

Figure 7　 Comparison of protein expression of NRF2, HO-1, HMGB1 and IL-1β in each group

图 8　 各组 MG 形态变化图

Figure 8　 Morphological changes of MG
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注:与正常对照组比较,aP < 0. 05;与缺氧诱导组比较,bP <

0. 05;与 6%七氟醚组比较,cP<0. 05。

图 9　 各组 MG 活化细胞比例比较(􀭰x±s,n= 6)
Note. Compared with control group,aP < 0. 05. Compared with

hypoxia induction group,bP<0. 05. Compared with 6% sevoflurane

group,cP<0. 05.

Figure 9　 Comparison of the proportion of
MG activated cells in each group

注:A:正常对照组;B:缺氧诱导组;C:6%七氟醚组;D:SnPP 组;E:
6%七氟醚+SnPP 组。

图 10　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、
IL-1β 蛋白表达免疫印迹图

Note. A, Control group. B, Hypoxia induction group. C, 6% sevoflurane
group. D, SnPP group. E, 6% sevoflurane+SnPP group.

Figure 10　 Western blot of NRF2, HO-1,
HMGB1 and IL-1β expression in each group

注:与正常对照组比较,aP<0. 05;与缺氧诱导组比较,bP<0. 05;与 6%七氟醚组比较,cP<0. 05。

图 11　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白表达比较(􀭰x±s,n= 6)
Note. Compared with control group,aP<0. 05. Compared with hypoxia induction group,bP<0. 05. Compared

with 6% sevoflurane group,cP<0. 05.

Figure 11　 Comparison of relative protein expression levels of NRF2, HO-1, HMGB1 and IL-1β in each group

3　 讨论

　 　 MG 过度活化介导的炎症反应,是神经系统疾

病发生发展的重要原因之一[9]。 缺血缺氧、炎症、

感染等病理刺激均可激活 MG,使 MG 由静息状态

转变为活化状态而表现出促炎功能[10]。 本研究于

37℃、5% CO2 条件下模拟 MG 缺氧条件,发现缺氧

(0、2、4、6、8、12 h)条件下,MG 出现分枝样或纺锤

样改变,且 MG 活化细胞比例及促炎因子 IL-1β 释

放在缺氧(2、4、6、8 h)内随着缺氧时间的延长而升

高,并在 8~ 12 h 内稍有下降,与参考文献[11]MG 活

化状态下的形态改变及参考文献[12]缺氧条件 IL-1β

的水平变化一致,表明缺氧 8 h 可稳定建立 MG 过

度活化及炎症反应模型。 近来研究发现,NRF2 /

HO-1 / HMGB1 通路是参与机体氧化及炎症反应的

经典通路之一,Yu 等[13] 发现敲除 NRF2 基因后,
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NRF2 下游靶基因 HO-1 介导的抗氧化反应减弱,
NRF2 调控的炎症复合体 - NOD 样受体蛋白 3
(NLRP3)激活,促进 HMGB1 / NF-κB 调控的炎症通

路活化,从而加重脓毒症小鼠肺组织炎症损伤进

程。 Tan 等[5]研究发现巨噬细胞中核因子 NRF2 的

核易位可诱导 HO-1 表达,而用 HO-1 抑制剂 SnPP
能逆转 NRF2 / HO-1 途径的激活,使脂多糖诱导的

巨噬细胞中 NF-κB p65 核转移增多,促进巨噬细胞

释放大量的促炎介质 HMGB1、IL-1β 等而加重炎症

反应,提示 NRF2 / HO-1 / HMGB1 途径可能是炎症反

应的重要途径之一。 但 MG 过度活化介导的炎症反

应过程中是否有 NRF2 / HO-1 / HMGB1 途径的参与,
还不甚明确。 本研究结果显示,随着缺氧时间的延

长,NRF2、HO-1 蛋白表达持续降低,而促炎介质

HMGB1 的释放也逐渐升高, 且 NRF2、 HO-1 及

HMGB1 水平均于缺氧 8 h 时处于稳定状态,表明

NRF2 / HO-1 / HMGB1 途径参与缺氧诱导的 MG 活化

及炎症反应过程。
近年来 MG 介导的慢性神经炎症反应越来越受

到临床及患者的重视[14]。 寻找特异性抑制 MG 过

度活化及炎症反应的药物,来缓解和治疗神经系统

炎症性疾病,也是广大学者研究的重要任务[15]。 七

氟醚为临床常用麻醉药,能够通过抑制炎症反应及

氧化应激损伤缓解脑、肾、肺等多个脏器的缺血灌

注损伤[16],且张国栋等[6] 及赵丹等[17] 研究发现七

氟醚能通过抑制脑缺血再灌注诱发的 MG 活化,来
抑制大鼠脑组织炎症及氧化应激损伤而保护脑神

经,提示七氟醚可能是抑制 MG 活化的有效药物之

一。 但陈颖等[7] 及赵敏等[18] 离体培养 MG 后研究

结果显示七氟醚能诱导 MG 活化并促进炎症反应及

Dang 等[19] 在体研究显示七氟醚能促进 MG 活化,
与张国栋等[6] 及赵丹等[17] 七氟醚研究机制相反。
七氟醚是促进还是抑制 MG 活化及炎症反应的机制

仍存在争议。
本研究用缺氧处理 8 h 模拟 MG 活化及炎症反

应状态后,用七氟醚不同浓度(2%、4%、6%)进行干

预发现,随七氟醚浓度升高,MG 分枝样或纺锤样等

活化状态改变明显减轻,MG 活化细胞比例及 IL-1β
释放也呈剂量依赖性降低且均显著低于 0 七氟醚处

理组,提示七氟醚能够抑制缺氧条件下 MG 活化及

炎症反应,这与 Yu 等[20] 七氟醚抑制脂多糖诱导的

MG 活化发挥抗炎反应机制一致,推测可能七氟醚

处理浓度及干预时间不同,对 MG 的影响也不同所

致。 本研究还发现,随七氟醚浓度升高,细胞中

NRF2、HO-1 蛋白表达逐渐升高,HMGB1 表达逐渐

降低,预示七氟醚抑制缺氧诱导的 MG 活化及炎症

反应作用,可能是通过促进 NRF2 / HO-1 活化,抑制

HMGB1 表达来实现的。 为证明这一结论,本研究用

SnPP 抑制 NRF2 / HO-1 通路后,发现 SnPP 组随着

NRF2 及 HO-1 蛋白表达的降低,HMGB1 促炎介质

表达显著升高及 NF-κB 炎症途径活化的同时,MG
活化细胞比例及 IL-1β 释放也进一步高于缺氧诱导

组,提示抑制 NRF2 / HO-1 活化,可促进 HMGB1 / NF-
κB 介导的炎症因子释放,进而促进 MG 活化及炎症

反应。 进一步分析发现,七氟醚对 MG 活化及炎症

反应进程的抑制作用可被 SnPP 逆转,表明七氟醚

的上述作用与促进 NRF2 / HO-1 途径活化,抑制

HMGB1 / NF-κB 炎症途径活化有关。
综上所述,七氟醚可通过促进 NRF2 / HO-1 途

径活化,抑制 HMGB1 / NF-κB 炎症途径活化,减轻缺

氧诱导的 MG 活化及炎症反应进程,为阐明 MG 活

化及炎症反应的可能机制提供一定理论依据。 但

本研究还存在一定的不足,MG 活化及炎症反应的

分子机制复杂,NRF2 / HO-1 / HMGB1 可能只是其中

的一条调控机制,对于其他可能的分子机制还有待

进一步验证。
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