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α- 突触核蛋白对小鼠星形胶质细胞的激活作用 *
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摘要 ：目的 研究外源性 α- 突触核蛋白（α-syn）及其 A53T 突变型对星形胶质细胞的激活作

用。方法  分离培养小鼠原代星形胶质细胞，经 α-syn 和 A53T 刺激后，用实时荧光定量聚合酶链反应和

Western blot 检测 Toll 样受体（TLRs）和核转录因子 -κB（NF-κB）的表达变化。结果  与对照组比较，2

种 α-syn 提高 TLRs1 ～ 4 和 NF-κB 的表达水平（P <0.05），其中 A53T 作用更强 ；Western blot 检测结果

表明，A53T 提高 TLR2 和 NF-κB 的蛋白水平。结论 α-syn 激活星形胶质细胞介导的固有免疫反应，为

神经退行性疾病机制提供免疫学证据。
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Alpha synuclein activates astrocytes in mice*
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Abstract: Objective  To  investigate  the activation effect of α-synuclein (α-syn) on astrocytes and  innate 
immunity. Methods  Primary astrocytes of mice were isolated and treated with α-syn (wild type, Wt) and its A53T 
mutant. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and Western blot analysis were used to examine altered expressions 
of  toll-like receptors (TLRs) 1-4 and NF-κB.  Results  In comparison with  the control groups, Wt α-syn and  its 
A53T mutant increased mRNA expressions of TLRs 1-4 and NF-κB, displaying a statistical significance (P  < 0.05), 
with the A53T mutant having more potent  immune induction effect  than Wt α-syn. Western blot analysis showed 
the A53T mutant upregulated protein expressions of TLR2 and NF-κB.  Conclusions Alpha synuclein is a powerful 
immunogenic substance to activate the astrocyte-mediated innate immune response, which provides a strong 
immunological evidence for the pathogenesis of neurodegenerative diseases.
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α- 突触核蛋白（α-synuclein, α-syn）正常存

在于突触前神经终端，产生生理功能 [1]。其异常代谢

或产物被释放到细胞外基质，激活胶质细胞和固有

免疫反应，引起神经元损伤 [2-4]，成为某些神经退行
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性疾病的发病机制之一 [5-6]。有证据表明，α-syn 突变

和聚合可以激活小胶质细胞产生炎症反应 [4，7]，但其对

星形胶质细胞的激活作用，目前仍有争议。本研究利

用 α-syn 及 其 A53T 突 变 型 检 测 α-syn 对 Toll 样 受

体（toll-like receptors, TLRs） 1 ～ 4 和核转录因子 -κB

（nuclear transcription factor-κB, NF-κB）表达的影响，

以证实其是否参与星形胶质细胞介导的免疫调节作用。

1    材料与方法

1.1    主要试剂

DMEM/F12 细胞培养剂和胎牛血清（fetal bovine 

serum, FBS） 购 自 美 国 Gibco 公 司， 野 生 型 和 A53T 

α-syn 购自美国 rPeptide 公司，β-Actin 初级抗体、

Alexa Fluor®514 羊抗兔二级抗体、实时荧光定量聚

合 酶 链 反 应（quantitative real-time polymerase chain 

reaction, qRT-PCR）试剂盒、DAPI 核染色剂购自美

国 Thermo Fisher 公司，辣根过氧化物酶（horseradish 

peroxidase, HRP）标记二级抗体（美国 Cell Signaling

公司），TLR-2、胶质纤维原酸性蛋白（glial fibrillary 

acidic protein, GFAP）、NF-κB 初 级 抗 体 购 自 美 国

Abcam 公司。

1.2    细胞分离和培养

混合胶质细胞分离于新生（3 ～ 4 d）C57BL/6 小

鼠的大脑皮层，根据细胞黏附程度，将星形胶质细胞

与其他细胞，如小胶质和少突胶质细胞分离 [8]。取出

大脑皮层，经胰蛋白酶消化制成细胞悬浮液，在聚赖

氨酸包被的培养瓶及 37℃、5% 二氧化碳 CO2、95%

湿度培养箱中用 DMEM/F12（含 10% FBS、100u/ml

青霉素、100μg/ml 链霉素）培育 16 h，通过剧烈摇

动和清洗，继续培养 3 ～ 5 d，然后根据需要分离于多

个培养瓶，培养至 90% 覆盖时即可使用。

1.3    荧光显微镜观察

在盖玻片上培养星形胶质细胞，用冰冷的甲醇

和丙酮（1 ∶ 1）溶液固定 5 min，予以生理盐水

PBS（pH 7.4）冲洗 10 ～ 15 min，2.25% 甘氨酸室

温下作用 20 min，PBS 反复冲洗后包被缓冲液（1%

牛血清白蛋白、0.3% Triton X-100、10% 山羊血清）

室温下作用 1 h，PBS 反复冲洗后用 GFAP 初级抗

体（兔抗鼠 1 ∶ 1 000）4℃过夜，PBS 反复冲洗后

用 Alexa Fluor®514 二级抗体（羊抗兔，1 ∶ 1 000）

室温下作用 1 h，PBS 反复冲洗后用 1μg/ml DAPI

进行细胞核荧光染色 10min。封片后在荧光显微镜

（日本尼康公司，型号 ECLIPSE Ni-U）下检查。

1.4    细胞药物处理

将传代的星形胶质细胞在 6 孔板上分成多个处

理组，替换新鲜培养液，分别加入适当浓度的药物 [7] ： 

2 和 20μg/ml 野生型 α-syn、A53T 突变型，留取 0%

药物作为对照，继续常规培养 24 h。然后按分组进

行细胞裂解液（0.5 ml/ 孔 Trizol 液）的 RNA 提取和

蛋白裂解液（0.2 ml/ 孔）的蛋白质提取，分别用于

qRT-PCR 和 Western blot 检测。

1.5    qRT-PCR

qRT-PCR 测定 TLRs 1 ～ 4 和 NF-κB mRNA 的

表达水平，并以甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase, GAPDH） 的 表 达 作 为 内

部参照。在分光光度计（型号 NanoDrop ™ 2000）上

严格按照美国 Applied Biosystems 公司提供的 TaqMan

基因表达分析程序进行测定。目标转录物用美国

TaqMan 公 司 探 针 测 定 ：TLR1（Mm01208874_m1），

TLR2（Mm00442346_m1），TLR3（Mm00628112_m1），

TLR4（Mm00445273_m1），NF-κB（Mm00476361_

m1），其相对丰度用 GAPDH（Mm03302249_g1）进行

标准化处理。基因表达改变 =ΔCt 值 -GAPDH 参照值，

然后计算 ΔΔCt 和倍数差异数，用于统计学处理。

1.6    Western blot 检测

用 Western blot 检 测 TLR2 和 NF-κB 蛋 白 的 表

达，以 β-actin 作为内部对照。用 Bradford 试剂（美

国 Bio-Rad 公司）测定蛋白浓度，取 30μg 蛋白质加

热至 95℃变性，经 Bio-Rad 电泳仪电泳和聚偏二氟乙

烯膜半干转移仪转膜，进行初级抗体（4℃过夜）和

HRP 结合二级抗体（室温 1 h）孵育。然后分别用增

强化学荧光试剂盒（美国 Bio-Rad 公司）在暗室显影。

1.7    统计学方法

数据分析采用 SAS 9.1.3 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用方差分析，两两

比较用 LSD-t 检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    星形胶质细胞荧光显微镜观察

本研究提取的星形胶质细胞清除了绝大多数其

他细胞类型。免疫荧光分析显示，不同形态的 GFAP

阳性细胞代表星形胶质细胞数，DAPI 阳性细胞代表

王进堂，等 ：α- 突触核蛋白对小鼠星形胶质细胞的激活作用
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细胞总数。在镜下随机选取 5 个视野进行细胞计数，

GFAP 阳性细胞占（93.96±4.03）%。见图 1。

Western blot 检测结果显示，当 A53T 突变型浓度增

加到 20μg/ml，TLR2 蛋白的表达水平升高（见图 3）。

结果提示，α-syn 诱导和激活星形胶质细胞介导的

固有免疫反应。另外，野生型 α-syn 对 TLRs 也产

生较弱的免疫诱导效应。

2.3    α-Syn 诱导 NF-κB 的表达

NF-κB 作为非常重要的转录因子，是多种炎症

因子基因表达的上游调节分子，在固有免疫炎症通路

中发挥中枢和核心的调控作用。分别经野生型 α-syn、

A53T 突 变 型 处 理 后，2 和 20μg/ml A53T 突 变 型 组

与对照组的 NF-κB mRNA 表达水平比较，经单因

素方差分析，差异有统计学意义（F =4.640 和 9.810，

P =0.047 和 0.008）。进一步两两比较经 LSD-t 检验， 

2 和 20μg/ml A53T 突 变 型 组 NF-κB mRNA 表 达

水平高于对照组。其中，经野生型 α-syn 处理后，

20μg/ml A53T 突 变 型 组 较 2μg/ml A53T 突 变 型 组

NF-κB mRNA 表达水平升高幅度较大（P <0.05）（见

图 4）。Western blot 检测结果显示，当 A53T 突变型浓

度增加到 20μg/ml，NF-κB 蛋白的表达水平升高（见

图 5）。结果提示 α-syn 能提高 NF-κB 表达的水平，

增加固有免疫反应程度，并且 A53T 突变型具有较强

的刺激活性。

1：对照组；2：2μg/ml A53T 突变型组；3：20μg/ml A53T 突变型组。† 与对照组比较，P <0.05

图 2    A53T 突变型对 TLRs 1 ～ 4 表达的激活作用    （x±s）
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A：GFAP 阳性细胞（绿色胞浆染色），DAPI 阳性细胞（蓝

色细胞核染色）；B：GFAP 阴性细胞，DAPI 阳性细胞

图 1    星形胶质细胞免疫荧光分析
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2.2    α-Syn 诱导 TLRs 的表达

TLRs 是固有免疫反应中用于识别各种内源性

或 外 源 性 抗 原 的 一 组 受 体。 经 A53T 突 变 型 刺 激

24 h 后，2 和 20μg/ml A53T 突 变 型 组 与 对 照 组 的

TLRs 1 ～ 4 mRNA 表达水平比较，经单因素方差分

析，差异有统计学意义（F =4.490、7.617、7.328 和

4.031，P =0.027、0.005、0.009 和 0.048）。 进 一 步

两两比较经 LSD-t 检验，2 和 20μg/ml A53T 突变型

组 TLRs 1 ～ 4 mRNA 表达水平高于对照组，其中以

TLR1 mRNA 和 TLR2 mRNA 增长幅度较大（见图 2）。
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3    讨论

大量研究证明，在神经退行性疾病的发病机制

中，星形胶质细胞扮演重要角色，其激活固有免疫和

炎症反应，促进神经元毒性微环境的形成 [2-3，5]。近年

来，在 α-syn 介导的神经元变性的炎症病理中，研究

的重点都放在 α-syn 对小胶质细胞的致炎效应上 [7，9]，

包括 TLRs 表达和促炎症细胞因子分泌等，然而其对

星形胶质细胞的免疫诱导作用却很少得到关注。本实

验证实，α-syn 及其 A53T 突变型上调 TLRs 1 ～ 4 和

NF-κB 的表达水平，且 A53T 突变型具有较强的诱导

效应，揭示 α-syn 能刺激星形胶质细胞，激活脑的固

有免疫反应。

关于 α-syn 对星形胶质细胞的激活效应，仅有

几篇文献报道，例如将神经元分泌的 α-syn 直接作用

于星形胶质细胞，诱导炎症反应，刺激 IL-6、IL-1β、

ICAM-1 的释放和 CXCL10 的表达 [8，10-11]。TLRs 作为

免疫原识别受体也参与神经变性的炎症病理变化，并

且与 α-syn 诱导的免疫反应密切相关，例如在小胶质

细胞，α-syn 上调 TLR2、TLR3 和 TLR7 的表达，并

且激活炎症反应 [7，12]，而对 NF-κB 和 TNF-α 没有作

用 [12]。然而在星形胶质细胞中，α-syn 诱导的 TLRs

激活罕有报道，目前仍不清楚。本研究结果弥补这一

事实，证实 TLRs 1 ～ 4 都得到激活。NF-κB 作为神

经炎症通路的关键转录因子，直接参与神经炎症和神

经变性病理变化，这已在小胶质细胞得到证实 [13]，同

时 α-syn 也上调小胶质细胞 NF-κB 的表达 [14]。本

研究证实，α-syn 提高星形胶质细胞 NF-κB 表达，

与其对 TLRs 的诱导效应是一致的，进一步提示 α-syn

通过刺激星形胶质细胞，激活脑的固有免疫反应，为

神经退行性疾病的致病机制的研究提供了有力的免疫

学证据。

综上所述，α-syn 作为神经细胞的异常代谢产

物，是一种较强的免疫原物质，增加星形胶质细胞的

TLRs 活性，提高 NF-κB 的表达，直接参与对脑固有

免疫的激活，并且 A53T 突变型具有较强的免疫诱导

效应，为 α-syn 参与星形胶质细胞介导的神经退行性

疾病的病理机制研究提供了有力的免疫学证据。

致谢    感谢美国约翰霍普金斯大学医学院 Sean 
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