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摘要 ：

[背景] 百草枯（PQ）是广泛使用的除草剂，具有神经毒性。PQ 介导的神经炎症对神经干细胞
的影响研究仍然有限。

[目的] 探讨 PQ 通过小胶质细胞介导的神经炎症对神经干细胞增殖和神经元生成的影响。

[方法] 选用小胶质细胞系（BV2 细胞）和原代神经干细胞作为研究对象。将 BV2 细胞置于 PQ
终浓度分别为 0、1、3.3、10、33、100 μmol·L−1 的完全培养基中培养 6 h，检测其细胞存活率，

选择对细胞活力没有影响的最高 PQ 浓度作为最终染毒浓度（33 μmol·L−1）。为了排除 PQ 对
神经干细胞的直接影响，将 BV2 细胞置于 PQ 终浓度为 33 μmol·L−1 的完全培养基中培养 6 h，
再将培养基换成不含 PQ 的神经干细胞完全培养基继续培养 24 h，用酶联免疫吸附法检测上
清液中白细胞介素-1β（IL-1β）的浓度。此外，为了检测 IL-1β 对神经干细胞增殖和神经元生成
的影响，从成年小鼠海马区分离提取的神经干细胞用上述 BV2 细胞上清液培养，分为 4 组：
对照组上清+对照抗体组，对照组上清+IL-1β 中和抗体组（10 ng·mL−1），PQ 组上清+对照抗体组，

PQ 组上清+IL-1β 中和抗体组（10 ng·mL−1），培养 24 h 后用流式细胞和免疫荧光法检测 Ki67
阳性的神经干细胞的比例，培养 3~7 d 后用流式细胞和免疫荧光法检测新生神经元的比例。

[结果] 与对照组相比，BV2 细胞经过 33 μmol·L−1 PQ 处理后上清液中 IL-1β 含量上升（t=3.020，
P < 0.05）。用 PQ 处理过的 BV2 细胞上清液培养小鼠神经干细胞，与对照组相比，Ki67 阳性的
神经干细胞的比例下降（t=9.129，P < 0.01），新生神经元的比例与对照组相比下降（t=4.638，
P < 0.01）。中和 IL-1β 后，共培养的神经干细胞中 Ki67 阳性的神经干细胞百分比高于未中和
组（t=22.05，P < 0.01），新生神经元的比例也高于未中和组（t=11.09，P < 0.01）。免疫荧光技术
检测同样显示，中和 33 μmol·L−1 PQ 处理的 BV2 细胞上清液中的 IL-1β 后，Ki67 阳性的神经干
细胞数量高于未中和组，神经元的数量也高于未中和组。

[结论] PQ 促进小胶质细胞分泌 IL-1β，导致神经干细胞增殖下降，神经元生成减少。研究结果
提示小胶质细胞介导的神经炎症参与 PQ 导致的神经干细胞损伤。
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Abstract:

[Background] Paraquat (PQ) is a widely used herbicide that exerts neurotoxicity. The effects of
PQ on neural stem cells (NSCs) through microglia mediated neuroinflammation remain limitedly
studied.

[Objective] To  investigate  the  effects  of  PQ  on  the  proliferation  and  neurogenesis  of  NSCs
through neuroinflammation mediated by microglia.

[Methods] Microglial cell lines (BV2 cells) and primary NSCs were used. BV2 cells were exposed
to 0, 1, 3.3, 10, 33, and 100 μmol·L−1 of PQ for 6 h followed by viability assessment. The highest
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PQ concentration that had no effect on cell viability was selected as the final exposure concentration (33 μmol·L−1). To exclude the direct
effect of PQ on NSCs, after the BV2 cells were cultured in complete medium containing 33 μmol·L−1 PQ for 6 h, the BV2 culture medium
was replaced by NSCs complete medium without PQ for 24 h. The concentration of interleukin-1β (IL-1β) in supernatant was detected by
enzyme-linked immune sorbent assay. Besides, in order to detect the effects of IL-1β on NSCs proliferation and neurogenesis, NSCs isolated
from hippocampus of adult mice were cultured in the supernatant obtained above and divided into four groups: control supernatant +
control antibody, control supernatant + IL-1β neutralizing antibody (10 ng·mL−1),� PQ supernatant + control antibody, PQ supernatant + IL-
1β neutralizing antibody (10 ng·mL−1). Proportion of Ki67-positive NSCs was detected by flow cytometry (FCS) and immunofluorescence
after 24 h culture, and neurogenesis was detected by FCS and immunofluorescence after 3-7 d of culture.

[Results] The IL-1β concentration in the supernatant of BV2 cells was significantly increased after the 33 μmol·L−1 PQ exposure compared
with the control group (t=3.020, P < 0.05). After the NSCs were cultured with the supernatant of PQ-treated BV2 cells, the proportion of
Ki67-positive NSCs (t=9.129, P < 0.01) and the proportion of newborn neurons (t=4.638, P < 0.01) were significantly decreased compared
to  the  control  group.  After  neutralizing  IL-1β,  the  proportion  of  Ki67-positive  NSCs  (t=22.05, P < 0.01)  and  the  proportion  of  newborn
neurons (t=11.09, P < 0.01) were significantly higher than those in the un-neutralized group. The results of immunofluorescence detection
also showed that after neutralizing IL-1β secreted by 33 μmol·L−1 PQ-treated BV2 cells, the number of Ki67-positive NSCs and the number
of newborn neurons were significantly higher than those in the un-neutralized group.

[Conclusion] The secretion of IL-1β by microglia is increased after PQ treatment, resulting in a decrease in the proliferation and neurogenesis
of NSCs. These results suggest that neuroinflammation is involved in NSCs damage caused by PQ.

Keywords: paraquat; microglia; interleukin-1β; neural stem cell; neurogenesis

  

百草枯（paraquat, PQ），化学名为 1,1-二甲基-4,4-
联吡啶二氯化物，是广泛使用的有机杂环类接触性脱
叶剂，是一种非选择性的高效除草剂[1]。近年来流行病
学研究显示，长期暴露于 PQ 可引起神经系统的损害[2]。
PQ 可破坏黑质致密部的多巴胺神经元，引起神经元凋
亡，进而可能导致帕金森病[3]。PQ 除了可引起成熟神
经元的凋亡和损伤以外，还可引起神经干细胞的损伤[4]。

成年小鼠神经干细胞主要分布在脑室下区和颗
粒下区，具有自我更新和分化成各种成熟神经细胞（包
括神经元和星形胶质细胞等）的功能[5]。神经干细胞增
殖和神经元生成异常与多种神经退行性疾病有关，包
括帕金森病[6–7]、阿尔茨海默病[8]、亨廷顿病[9]、精神分
裂症等[10–11]。神经干细胞的增殖和神经元的生成过程
受很多因素的影响，神经炎症在其中起重要作用[12–13]。
小胶质细胞是中枢神经系统中固有免疫细胞，与神经
干细胞相互作用，影响神经干细胞增殖和分化过程[14]。
小胶质细胞分泌的促炎因子白细胞介素-1β（inter-
leukin-1β, IL-1β）是研究最广泛并可导致多种神经退行
性疾病的关键细胞因子[15–16]。在阿尔茨海默病小鼠中，

小胶质细胞产生 IL-1β，从而促进具有神经毒性的 β-淀
粉样蛋白肽的产生和沉积[17]。将 IL-1β 注射到大脑中
会损害小鼠的学习能力和记忆能力，并影响海马区神
经元的生成[18]。体外实验显示，IL-1β 导致神经干细胞
生成的神经元减少[19]。

目前 PQ 通过小胶质细胞介导的神经炎症对神经
干细胞增殖和神经元生成的影响研究尚不完善。因此
本研究利用体外实验，将小鼠小胶质细胞（BV2 细胞）

和成年小鼠海马区分离出的神经干细胞作为离体细

胞模型，研究 BV2 细胞分泌的促炎因子 IL-1β 对神经
干细胞增殖和神经元生成的影响，为 PQ 的神经毒性
的研究提供新的思路。

 1    材料与方法
 1.1    细胞与实验动物

小鼠小胶质细胞系（BV2 细胞）购自中国盖宁生物
公司，采用 DMEM 完全培养基（含 10%胎牛血清和
100 U·L−1 青霉素-链霉素），在 5% CO2、37 ℃ 恒温细胞
培养箱中培养。用于分离原代神经干细胞的无特定病
原体雌性 C57BL/6 小鼠（6~8 周龄，20~25 g）购于中国
上海斯莱克实验动物有限责任公司（许可证号：
2015000559939）。本研究通过上海市食品药品检验所
实验动物福利伦理审查（批准号：F-MT-162-II-00）。
 1.2    仪器与试剂
 1.2.1   主要仪器　倒置相差显微镜、单细胞工作站（日
本 Olympus），细胞培养箱、超净工作台（美国 Thermo），
倒置荧光显微镜（日本 Nikon），LSR-Fortessa 流式细胞
仪（美国 BD），荧光酶标仪（美国 Biotech）。
 1.2.2   主要试剂　PQ（分析纯）、100 U·L−1 青霉素-链霉
素、4',6-二脒基-2-苯基吲哚（4',6-diamidino-2-phenylin-
dole,  DAPI；美国 Sigma），胎牛血清、DMEM 培养基、
DMEM/F12 培养基、0.25%胰酶-EDTA 溶液、Accutase
消化酶、B27 补充剂、N2 补充剂、细胞穿孔试剂盒（美
国 Gibco），小鼠 IL-1β 酶联免疫吸附法（enzyme-linked
immune sorbent assay, ELISA）试剂盒（中国达科为生物
技术有限公司），细胞计数试剂盒 8（Cell Counting Kit-8,
CCK8）、对照抗体和 IL-1β 中和抗体（美国 bioXcell），免
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疫荧光封闭液（中国碧云天生物科技有限公司），流式
穿核试剂（美国 BD），人重组碱性成纤维细胞生长因子、
人重组表皮生长因子、层粘连蛋白、多聚赖氨酸（美
国 PeproTech），兔抗小鼠双肾上腺皮质激素 （dou-
blecortin, DCX）、兔抗小鼠 DCX-异硫氰酸荧光素（fluo-
rescein isothiocyanate, FITC）、山羊抗小鼠性别决定区
Y 框 2（sex determining region Y box 2, SOX2）、山羊抗
小鼠 Ki67-FITC（美国 Cell  Signaling  Technology），山羊
抗兔 IgG(H+L)-AF-488、驴抗山羊 IgG(H+L) 菁类荧光染
料 3（sulfo-cyanine3, Cy3）（中国碧云天生物科技公司）。
 1.3    实验设计与方法
 1.3.1   实验设计　BV2 细胞中加入等体积的含有 0、1、
3.3、10、33、100 μmol·L−1 PQ 的完全培养基，培养 6 h
后检测细胞活力，筛选出对 BV2 细胞活力无影响的最
高 PQ 浓度组用于后续实验。为了排除 PQ 对神经干
细胞的直接影响，BV2 细胞中加入含有 33 μmol·L−1 PQ
的 DMEM 完全培养基，培养 6 h 后，将培养基换成不
含有 PQ 的神经干细胞培养基再继续培养 24 h，检测
上清液中 IL-1β 的质量浓度（后简称为浓度）。

从成年小鼠海马区分离提取神经干细胞，将其分
为 4 组：对照组上清+对照抗体组、对照组上清+IL-1β
中和抗体组（10 ng·mL−1）、PQ 组上清+对照抗体组、
PQ 组上清+IL-1β 中和抗体组（10 ng·mL−1），完全培养
基培养 24 h 后，用流式细胞术和免疫荧光法检测神经
干细胞的增殖，用分化培养基培养 3~7 d 后用流式细
胞术和免疫荧光法检测神经元的生成。
 1.3.2   CCK8 法检测 BV2 细胞活力　对数生长期的
BV2 细胞，以每孔 100 μL、105 孔−1 接种于 96 孔细胞培
养板中，按上述方法（见 1.3.1 实验设计）进行细胞染
毒后每孔加入 110 μL CCK8 检测液（10 μL CCK8 储备溶
液+100 μL 完全培养基），放于 37 ℃、5% CO2 培养箱孵
育 2~4 h，用酶标仪在 450 nm 波长下测定光密度值，

记录并计算细胞存活率。细胞存活率（%）=处理组光密
度均值/对照组光密度均值×100%。
 1.3.3   ELISA 法检测 BV2 上清液 IL-1β 浓度　33 μmol·L−1

PQ 处理 BV2 细胞 24 h 后，将细胞培养液收集到 15 mL
离心管中，于 4 ℃、1 200×g 离心 10 min，待测。根据
ELISA 试剂盒提供的步骤检测 IL-1β 的浓度。
 1.3.4   神经干细胞的分离、培养与鉴定　根据课题组前
期报道，对神经干细胞进行分离、培养处理与鉴定[20–22]。
 1.3.5   流式细胞术检测神经干细胞的增殖和神经元的
生成　第三代神经干细胞以 106 孔−1 接种到 48 孔板
上，培养 24  h 后 ，磷酸盐缓冲盐溶液 （phosphate

buffered saline, PBS）清洗 2 次细胞，用 Accutase 酶消
化细胞 5 min，加入终止液并将细胞转入离心管中，

500×g 离心 5 min，弃上清并重悬细胞。取细胞重悬液，

置于 96 孔板中，500×g 离心 5 min，弃上清，室温避光
穿孔 1 h。每孔加入 100 μL 稀释好的抗小鼠 Ki67-FITC
（1:100），室温避光孵育 1 h，500×g 离心 5 min，弃上清。
每孔加入 DAPI 工作液，采用流式细胞术检测神经干细
胞增殖，经 Flowjo 软件（v7.6.5）进行数据分析。

第三代神经干细胞以 106 孔−1 接种到 48 孔板上，

用完全培养基培养 24h 后，换成分化培养基，培养 3~
7 d 后检测神经元的生成。用消化酶消化细胞 5 min，
加入终止液并将细胞转入 15 mL 离心管中，500×g 离
心 5 min，弃上清并重悬细胞。取细胞重悬液，置于 96
孔板中（每孔 100 μL），500×g 离心 5 min，弃上清，室温避
光穿孔 1 h。穿孔后每孔加入 100 μL 稀释好的抗小鼠
DCX-FITC（1:100），室温避光孵育 1 h，500×g 离心 5 min
后每孔加入 100 μL DAPI 使用液，采用流式细胞术检测
神经元的生成，经 Flowjo 软件（v7.6.5）进行数据分析。
 1.3.6   免疫荧光法检测神经干细胞的增殖和神经元的
生成　第三代神经干细胞以 106 孔−1 接种到 24 孔细
胞爬片上，用完全培养基培养 24 h 后吸去细胞培养基，

PBS 轻柔吹打细胞 2 次，将 4%多聚甲醛滴加在细胞爬
片上，室温固定细胞 5~10 min；滴加适量 0.5%Triton X-
100 溶液于细胞爬片上静置 15~30 min，去除透化液；
滴加适量封闭液室温静置 30 min，去除封闭液；滴加
适量一抗工作液（抗小鼠 Ki67）置于保湿盒中，4 ℃ 过
夜。PBS 清洗 3 遍后，滴加适量二抗工作液（山羊抗兔
IgG(H+L)-AF-488）于样品片上，置于保湿盒避光，常温
静置 2 h 后洗涤，用 DAPI 工作液染色 15 min 后洗涤，

滴加 50 μL 封片剂于载玻片上，取出细胞爬片，单细胞
工作站进行拍照检测神经干细胞的增殖。

第三代神经干细胞以 106 孔−1 接种到 24 孔细胞
爬片上，用完全培养基培养 24h 后换成分化培养基，

培养 3~7 d。吸去细胞培养基，将 4%多聚甲醛滴加在
细胞爬片上，室温固定细胞 5~10 min；滴加适量 0.5%
Triton X-100 溶液于细胞爬片上静置 15~30 min，去除
透化液，滴加适量封闭液于样品片上，室温静置 30 min，
去除封闭液，滴加适量一抗工作液（抗小鼠 DCX）于样
品片上，置于保湿盒中，4 ℃ 过夜。加适量二抗工作液
（山羊抗兔 IgG(H+L)-AF-488）于样品片上，置于保湿盒
避光，常温静置 2h 后洗涤，用 DAPI 工作液染色，常温
静置 15 min 后洗涤，滴加 50 μL 封片剂于载玻片上，取
出细胞爬片，单细胞工作站拍照检测神经元的生成。
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 1.3.7   统计学分析　实验数据以均数±标准差表示，并
采用 SPSS 19.0 统计软件进行数据分析。多组数据的
组间比较用单因素方差分析，事后两两比较采用 �LSD-t
检验。P < 0.05 时，认为差异具有统计学意义。

 2    结果
 2.1    PQ 处理对 BV2 细胞活力的影响

图 1 显示，与对照组相比，PQ 浓度在 100 μmol·L−1

时，BV2 细胞活力降低（t=3.832，P < 0.05）。选择不引起
细胞活力下降的最高浓度（33 μmol·L−1）进行后续实验。

 2.2    PQ 处理对 BV2 细胞分泌 IL-1β 的影响
BV2 细胞经过 33  μmol·L−1 PQ 处理后上清液中

IL-1β 浓度为（10.25± 2.40）pg·mL−1
，较对照组的（6.45±

0.73）pg·mL−1 升高（t=3.020，P < 0.05）。
 2.3    免疫荧光法鉴定原代神经干细胞

鉴定结果如图 2 所示，细胞生长良好（神经干细
胞纯度大于 90%），可以用于后续实验。

 2.4    BV2 细胞上清液中的 IL-1β 对神经干细胞增殖的
影响

流式细胞术检测结果显示，用 PQ 处理过的 BV2
细胞上清液培养神经干细胞，Ki67 阳性的神经干细胞
比例与对照相比下降（t=9.129，P < 0.01）。中和 IL-1β 之
后，Ki67 阳性的神经干细胞百分比高于未中和组（t=
22.05，P < 0.01）（图 3A）。免疫荧光技术检测同样显示，

中和 33 μmol·L−1 PQ 处理的 BV2 细胞分泌的 IL-1β 之后，

Ki67 阳性的神经干细胞比例也高于未中和组（图 3B）。

 2.5    BV2 细胞上清液中的 IL-1β 对神经元生成的影响
流式细胞技术检测显示，用 PQ 处理过的 BV2 细

胞上清液培养神经干细胞，新生神经元的比例与对照
相比下降（t=4.638，P < 0.01）。中和 IL-1β 之后，新生神
经元的比例高于未中和组（t=11.09，P < 0.01）（图 4A）。
免疫荧光技术检测显示，中和 IL-1β 之后，神经元的数
量也高于未中和组（图 4B）。
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图 1   PQ 处理对 BV2 细胞活力的影响
Figure 1   Effect of PQ on the viability of BV2 cells
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Figure 3   Comparison of proliferation of NSCs in each
treatment group
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图 4   各处理组神经元生成比较
Figure 4   Comparison of neurogenesis in each treatment group
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 3    讨论
PQ 暴露可导致神经行为缺陷和帕金森病等神经

退行性疾病，其中神经炎症是导致神经变性和神经毒
性损伤的重要过程，多种神经退行性疾病中均可发现
神经炎症因子增多的现象[23]。在本研究中，PQ 处理导
致小胶质分泌的 IL-1β 增加，从而抑制神经干细胞增
殖，并导致神经元生成下降。

小胶质细胞作为脑中的固有的免疫细胞，在受到
外界刺激后会发生一系列的改变。已经有研究证实，

小胶质细胞在 PQ 的刺激下分泌促炎因子[24]
，进而对

神经系统产生损伤作用，其中 IL-1β 是介导神经系统
损伤的关键细胞因子。在神经退行性疾病的发生发展
过程中，脑内始终存在以胶质细胞激活为主要特征的
神经炎症反应[25]。本实验研究发现，BV2 在受到 PQ 刺
激后，上清液中的 IL-1β 含量升高。有研究显示，PQ 处
理可导致神经干细胞损伤[22]

，本研究为了探究 IL-1β
对神经干细胞的影响，在 BV2 细胞处理 6 h 后将培养
液换成不含有 PQ 的神经干细胞增殖培养基，后续用
该培养基进一步培养神经干细胞。

研究表明，PQ 可导致多巴胺能神经元细胞的丢
失，也可直接引起神经干细胞的增殖下降[26]。神经干
细胞是 IL-1β 的重要靶标，IL-1β 可以降低体外培养神
经前体的活性和增殖能力，并且具有抗神经元的发生
作用[27]。本研究发现，PQ 引起 BV2 细胞分泌的 IL-1β
升高。为了研究 PQ 处理后小胶质细胞分泌的 IL-1β 的
作用，将 BV2 的上清液和神经干细胞共培养，并且用
IL-1β 的中和抗体进行干预实验。结果发现，IL-1β 导致
海马区的神经干细胞增殖下降，神经元生成减少，这
提示，小胶质细胞介导的神经炎症在 PQ 导致的神经
干细胞损伤过程中具有重要作用。

中和 IL-1β 可逆转 PQ 引起的神经干细胞增殖下
降和神经元生成减少这一现象，说明 IL-1β 在 PQ 引起
的神经干细胞损伤中起到主要作用。值得注意的是，

除了 IL-1β，PQ 还可诱导肿瘤坏死因子 α（tumor necro-
sis factor α, TNFα）[28]。有体外研究发现，TNFα 能抑制
神经元的生�成[29]。因此，其他促炎细胞因子也可能参
与了 PQ 导致的神经干细胞和小鼠记忆功能的损伤，

具体作用有待进一步探讨。另外，最近的研究表明，IL-
1β 对神经干细胞的作用需要通过激活 SAPK/JNK 通路
发挥作用[30]。因此，IL-1β 对神经干细胞和记忆功能影
响的分子机制有待进一步研究。

综上，PQ 导致小胶质细胞分泌的 IL-1β 增多，从而
抑制神经干细胞的增殖和神经元的生成。本研究重点

探讨神经炎症在 PQ 导致神经干细胞损伤的作用，聚
焦 IL-1β 这一炎症因子对神经干细胞的影响，完善了
PQ 导致神经损伤的机制，为治疗因 PQ 暴露引起的神
经退行性疾病提供了依据，为深入研究 PQ 的神经毒
性机制提出了新的思路。
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