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金雀异黄酮通过金雀异黄酮通过PI3K/AKT/COX-2信号通路调控小胶质细胞极信号通路调控小胶质细胞极
化减轻大鼠脑缺血化减轻大鼠脑缺血/再灌注诱导的炎性损伤再灌注诱导的炎性损伤
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摘要：目的  探讨金雀异黄酮（GEN）通过PI3K/AKT/COX-2信号通路减轻脑缺血/再灌注诱导的小胶质细胞神经炎症反应，并阐

明其对共培养神经元的保护作用。方法  在体实验采用 SD大鼠构建 I/R模型，分为对照组（CON组）、缺血/再灌注组（I/R组）、

不同剂量GEN预处理组（I/R+GEN25/50/100 mg/kg），10只/组，检测小胶质细胞极化标志物（CD86、CD206）、炎症因子及PI3K、

AKT、COX-2表达。离体实验选用BV2细胞建立OGD/R模型，筛选GEN无毒性浓度，实验分为正常培养组（CON组）、氧糖剥

夺/复氧模型组（OGD/R组）、GEN干预组（OGD/R+GEN组）、PI3K敲低模型组（si-PI3K+OGD/R组）、PI3K敲低联合GEN干预

组（si-PI3K+OGD/R+GEN组）、PI3K激动剂模型组（740Y-P+OGD/R组）以及PI3K激动剂联合GEN干预组（740Y-P+OGD/R+

GEN组），检测小胶质细胞极化表型变化、炎症因子与PI3K、AKT、COX-2表达。神经元-小胶质细胞共培养体系检测神经元凋

亡率、细胞活性以及相关凋亡蛋白的表达变化。结果  与CON组比，I/R组小胶质细胞呈M1型极化（CD86、IL-6、IL-8、IL-1β、

TNF-α、PI3K、AKT、COX-2上调，IL-4、TGF-β下调，P<0.0001）。GEN干预可逆转此现象，抑制M1极化、促炎因子及PI3K/AKT/

COX-2通路，促进M2极化（CD206、IL-5、IL-10、IL-4、TGF-β上调，P<0.01）。COX-2抑制剂（Celecoxib）效果与GEN类似，均能

下调M1标志物及TNF-α、PI3K、AKT、COX-2，上调M2标志物与TGF-β（P<0.0001）。OGD/R诱导的小胶质细胞M1极化与促

炎反应同样被GEN抑制，表现为CD86、IL-1β、IL-6下调，CD206、IL-4、IL-10上调（P<0.01）。敲低PI3K模拟了GEN的保护效应

（M1/促炎因子下调，M2/抗炎因子上调，P<0.05），而激活PI3K（740Y-P）则抵消了GEN的部分效果。在神经元-小胶质细胞共培

养体系中，GEN处理降低OGD/R诱导的神经元凋亡率，恢复细胞活力，并伴随Cleaved Caspase-3、Bax下调及Bcl-2、BDNF上调

（P<0.05）。结论  GEN下调PI3K/AKT/COX-2通路调控小胶质细胞向M2型极化，减轻脑缺血/再灌注诱导的神经炎症损伤。
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Genistein alleviates cerebral ischemia/reperfusion-induced inflammatory injury in rats 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of genistein for alleviating cerebral ischemia/reperfusion (I/R) -induced 
neuroinflammation in microglia and its protective effects on co-cultured neurons. Methods Male SD rats were divided into 
control group, I/R group, and 3 genistein groups treated with 25, 50 or 100 mg/kg genistein before I/R modeling (n=10), and the 
expressions of microglial polarization markers CD86 and CD206, inflammatory cytokines, PI3K, AKT, and COX-2 were 
examined. In cultured BV-2 cells with oxygen-glucose deprivation/reperfusion (OGD/R), the effects of genistein, si‑PI3K, 
genistein combined with si‑PI3K, 740Y‑P (a PI3K agonist), or 740Y‑P with genistein on microglial polarization, inflammatory 
factors, and PI3K, AKT and COX-2 expressions were assessed. In a neuron‑microglia co‑culture system, the changes in 
neuronal apoptosis rate, cell viability, and apoptosis‑related proteins in response to genistein treatment were detected. Results 
The rat models of I/R exhibited obvious M1 polarization of the microglia, as shown by upregulated CD86, IL‑6, IL‑8, IL‑1β, 
TNF‑α, PI3K, AKT, and COX‑2 expressions and downregulated IL‑4 and TGF‑β expressions. Genistein treatment effectively 
reversed M1 polarization of the microglia, downregulated pro‑inflammatory factors and the PI3K/AKT/COX‑2 pathway, and 
promoted M2 polarization of the microglia in the mouse models. The COX‑2 inhibitor celecoxib produced similar effects to 
genistein by decreasing the expressions of M1 markers, TNF‑α, PI3K, AKT, and COX‑2 and increasing M2 markers and TGF‑β 
expression. In cultured BV-2 cells, genistein significantly inhibited OGD/R‑induced M1 polarization and pro‑inflammatory 
responses, and such protective effects were mimicked by PI3K knockdown, whereas PI3K activation by 740Y‑P partially 
counteracted the effects of genistein. In the neuron‑microglia co‑culture system, genistein obviously reduced OGD/R‑induced 
neuronal apoptosis, enhanced cell viability, decreased cleaved caspase‑3 and Bax expressions, and increased Bcl‑2 and BDNF 
expressions. Conclusion Genistein alleviates cerebral I/R-induced neuroinflammatory injury in rats by promoting M2 
polarization of the microglia via downregulating the PI3K/AKT/COX‑2 pathway.
Keywords: genistein; cerebral ischemia-reperfusion; oxygen-glucose deprivation/reperfusion; microglia polarization; 
neuroinflammation; PI3K/AKT/COX-2 pathway

缺血性脑卒中（IS）作为临床最常见的脑血管疾

病［1］，其核心病理特征是脑组织血流灌注不足导致的神

经细胞缺血缺氧性损伤。尽管溶栓和血管再通技术已

成为临床主要治疗手段，但治疗时间窗的限制和血流再
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灌注过程引发的脑缺血/再灌注损伤（CIRI）严重影响了

治疗效果。CIRI涉及氧化应激、钙超载、自噬失衡、程序

性死亡和炎症级联反应等多维度病理生理过程，这

些相互交织的机制最终导致不可逆的神经元损伤和细

胞死亡［2， 3］。

在CIRI复杂机制中，神经炎症反应扮演着关键角

色［4］。小胶质细胞作为中枢神经系统的主要免疫效应

细胞，其功能极化状态直接决定了神经炎症损伤与修复

的平衡［5， 6］。在缺血/再灌注过程中，小胶质细由静息态

转向促炎表型（M1）和抗炎表型（M2），这种极化失衡是

导致神经炎症持续发展的重要因素［7， 8］。CIRI早期，前

列腺素E2（PGE2）受体持续激活，触发小胶质细胞发生

M1极化，进而增强缺血半影区的神经炎症破坏作用。

PGE2合成限速酶环氧化酶-2（COX-2）调控PGE2合成

进而影响其受体持续激活在脑缺血/再灌注诱导的神经

炎症损伤效应［9， 10］。

金雀异黄酮（GEN）具有天然异黄酮的雌激素样作

用，广泛存在于豆科植物中，表现出抗氧化、抗炎、抗Aβ
沉积和促自噬等作用。GEN可通过调控PI3K/AKT通

路介导抗肿瘤、神经保护及代谢调节等多种生物学效

应［11-13］。在脑缺血/再灌注损伤中，PI3K/AKT信号通路

是炎症反应的关键调控枢纽［14］，该通路还可通过磷酸化

级联反应正向调控COX-2/PGE2信号［15］。GEN是否通

过调控PI3K/AKT/COX-2减轻脑缺血/再灌注诱导的神

经炎性损伤尚未见报道。

本研究通过大鼠MCAO及BV2细胞OGD/R模型

施以 GEN 预处理，探讨 GEN 是否通过 PI3K/AKT/

COX-2通路调控小胶质细胞极化减轻脑缺血/再灌注诱

导的神经元炎性损伤。深入理解这一调控，对于开发新

型神经保护药物、改善缺血性脑卒中临床预后具有重要

意义。

1  材料和方法

1.1  实验材料

1.1.1  实验细胞   BV2（CL-0493，武汉普诺赛实验细胞

有限公司）保留了BV2的多种特征，常用于神经炎症和

免疫相关的研究；小鼠皮层神经元细胞（武汉普诺赛实

验细胞有限公司）与小鼠海马体神经元细胞（HT22，上

海NEWZERUM有限公司）常用于研究神经元的功能

与损伤。

1.1.2  实验动物   SPF级成年雄性SD大鼠（250~280 g），

购自合肥青源生物科技有限公司，均在适当的密度下饲

养，环境、温度、湿度适宜，光照/黑暗周期为12 h/12 h，自

由饮水和进食。所有动物实验均经蚌埠医科大学动物

研究伦理委员会批准（伦理批号：［2022］第213号）。

1.1.3  主要试剂和仪器   GEN（麦克林）；栓线（西浓科

技）；2，3，5-三苯基氯化四氮唑（TTC，索莱宝）；HE染料、

羊抗兔 IgG-HRP、FITC标记的山羊抗兔二抗（白鲨科

技）；PhosStop磷酸酶抑制剂（Roche）；蛋白酶抑制剂、

RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（碧云天）；

CD86、CD206 抗体（华安生物技术）；PI3K、AKT、p-

AKT（CST）；COX-2抗体、Cy3标记的山羊抗兔二抗（三

鹰生物技术）；p-PI3K（Affinity）；Cleaved Caspase-3（正

能生物技术）； Bax、Bcl-2（合肥善本技术有限公司）；

β-actin（爱博泰克生物科技）； HiScript RT Kit 逆转录试

剂盒（诺唯赞生物科技）；ELISA试剂盒和流式细胞凋亡

检测试剂盒（Elabscience）；曝光仪、电泳仪、转膜仪

（Bio-Rad）；高端倒置荧光显微镜Obsever Z1（蔡司）；流

式细胞仪（贝克曼）。

1.2  方法

1.2.1  动物实验分组及给药   雄性SPF级雄性SD大鼠

（250 g~280 g）适应性喂养1周，采用随机数法将50只大

鼠随机分为 5组：对照组（CON组）、脑缺血/再灌注模

型组（I/R组）、金雀异黄酮低、中、高剂量预处理组 I/R+

GEN（25 mg/kg、50 mg/kg、100 mg/kg）、10只/组。I/R+

GEN低、中、高剂量组大鼠分别给予25、50、100 mg/kg

的金雀异黄酮进行灌胃处理，1次/d，灌胃21 d后构建脑

缺血/再灌注模型。CON组和 I/R组给予等体积生理盐

水灌胃21 d后，I/R组进行脑缺血/再灌注模型。

1.2.2  细胞实验分组   

1.2.2.1　GEN对BV2极化的调控作用   实验分组为：正

常培养（CON组）、氧糖剥夺/复氧模型组（OGD/R组）、

GEN干预组（OGD/R+GEN组），通过OGD/R模型模拟

脑缺血/再灌注损伤，Western blotting分析BV2极化标

志物（CD86/CD206）；逆转录实时荧光定量 PCR（RT-

qPCR）检测促炎因子 IL-1β/IL-6、抗炎因子 IL-4/IL-10；

免疫荧光染色直观BV2极化标志物（CD86/CD206）表

达水平、ELISA法检测细胞培养上清中促炎因子 IL-1β、
抗炎因子IL-4的水平。

1.2.2.2　GEN对PI3K/AKT/COX-2通路及BV2极化状

态的影响   实验分组：正常培养（CON组）、氧糖剥夺/复

氧模型组（OGD/R组）、GEN干预组（OGD/R+GEN组）、

PI3K敲低模型组（si-PI3K+OGD/R组）、PI3K敲低联合

GEN干预组（si-PI3K+OGD/R+GEN组）、PI3K激动剂

模型组（740Y-P+OGD/R 组）以及 PI3K 激动剂联合

GEN干预组（740Y-P+OGD/R+GEN组）。通过Western 

blotting 技术检测通路关键蛋白（p-PI3K、p-AKT、

COX-2）及 BV2 极化标志物（CD86/CD206）的表达水

平；RT-qPCR 分析促炎因子 IL-1β、抗炎因子 IL-4 的

mRNA 表达变化。

1.2.2.3　GEN调控BV2表型转换对OGD/R神经元的影

响   采用Transwell共培养体系，建立小室上层BV2与

小室下层小鼠皮质神经元/HT22的间接共培养模型。
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实验分组为：正常培养（CON组）、氧糖剥夺/复氧模型组

（OGD/R组）、GEN干预组（OGD/R+GEN组），通过流式

细胞术检测神经元凋亡率，CCK-8法测定HT22活力，

Western blotting 分析 HT22 凋亡相关蛋白（Cleaved 

Caspase、Bax、Bcl-2）表达水平，以及RT-qPCR检测相关

凋亡因子及神经营养因子（细胞凋亡因子Caspase/Bax/

Bcl-2、神经营养因子BDNF）mRNA水平变化。

1.2.3  脑缺血/再灌注在体模型—I/R模型   实验前，所有

大鼠禁食12 h，自由饮水。通过腹腔注射1%戊巴比妥

钠（40 mL/kg）进行麻醉。麻醉后，大鼠被置于仰卧位并

固定于手术台，随后进行皮肤准备和消毒。

按改良的Longa方法建立大脑中动脉缺血/再灌注

模型。在颈部正中切口，分离筋膜、肌肉和腺体组织，识

别并分离右侧颈总动脉（CCA）和迷走神经。接着，分离

颈外动脉（ECA）和颈内动脉（ICA）。结扎ECA和CCA

的近心端，并在CCA远心端使用动脉夹夹闭。在分叉

点5 mm处剪切，沿ICA插入栓塞线至大脑前动脉，形成

大脑中动脉缺血。栓塞线在颈内动脉上固定2 h后拔

出，以恢复脑血流，模拟急性脑缺血/再灌注过程。

1.2.4  脑缺血/再灌注离体模型——OGD/R模型   采用

两阶段处理：首先在低氧培养箱（1% O2、94% N2、5% 

CO2）中使用无糖培养基进行4 h氧糖剥夺（OGD阶段），

模拟缺血性损伤；随后恢复常氧条件（21% O2）和含糖培

养基（DMEM）进行24 h复氧处理［16， 17］，再现再灌注损伤

过程。

1.2.5  脑组织HE染色   在再灌注24 h后，对大鼠实施麻

醉。用0.9%生理盐水进行心脏灌注，随后以4%多聚甲

醛进行固定，直至肺部变白。固定后的大脑组织在4℃
下保存。次日，进行梯度酒精组织脱水、浸蜡、包埋，最

后制备石蜡切片并进行HE染色。

1.2.6  脑梗死体积及行为学评分与 TTC染色   在脑缺

血/再灌注模型建立后24 h，系统实施神经功能评估与组

织样本采集流程。采用Longa五分制评估体系进行神

经功能量化分析：0分表征无神经损伤体征；1分提示对

侧前肢伸展受限；2分定义为自主运动时出现同侧旋转

行为；3分表现为运动失衡性倾倒；4分对应意识丧失伴

运动功能完全缺失。严格筛选神经功能评分1~3分的

实验个体（剔除极端值样本）以确保模型稳定性，并通过

分层随机抽样策略从各组选取5例符合标准的大鼠进

行后续分析，该样本量经功效分析验证具有统计学效

力。使用戊巴比妥钠（40 mg/kg）腹腔注射深度麻醉后，

分别执行两种组织处理方案：快速剥离全脑组织经预冷

PBS（4 ℃，pH=7.4）3次漂洗清除表面杂质后，立即置于

液氮速冻5 min，转存-80 ℃超低温冰箱保存用于分子

生物学检测；实施经心灌注预处理，依次灌注0.9%生理

盐水（200 mL，4 ℃）清除循环血液，继而灌注4%多聚甲

醛（PFA，pH7.4，300 mL）进行组织原位固定，待肺叶呈

现均匀苍白色后完整取脑，后固定于新鲜 PFA 溶液

（4 ℃，24 h）以备形态学研究。所有组织处理阶段均设

置空白对照切片，并由双盲评估人员使用图像分析系统

（Image-Pro Plus 6.0）定量分析神经元损伤程度，确保数

据获取的客观性。

1.2.7  GEN 药物筛选-BV2 毒性检测   CCK-8 法检测

GEN对BV2毒性作用，本实验采用CCK-8法系统检测

不同浓度GEN对BV2的毒性作用。将处于对数生长期

的BV2细胞以 6×10³/孔的密度接种于 96孔板，37 ℃、

5% CO2孵育24 h使其完全贴附。随后更换含不同浓度

GEN（0、5、10、15、20、25、30 μmol/L）的新鲜培养基，每

组设5个重复孔，继续培养24 h。药物干预后，每孔添加

10 μL CCK-8 溶液，37 ℃孵育2 h，用酶标仪测定吸光度

A450 nm。通过公式计算细胞存活率：［（A实验组-A空白组）/

（A对照组-A空白组）］×100%，并利用GraphPad Prism进行非线

性回归分析。实验控制DMSO终浓度≤0.1%，并通过预

实验确定最佳CCK-8孵育时间。该实验可准确评估

GEN对BV2的毒性效应，为后续实验给药浓度提供剂

量选择依据。

1.2.8  CCK-8 法评估细胞活力   细胞接种阶段，采用

96孔板设置 20 000~0 /孔的多梯度细胞密度（20 000、

10 000、5000、2500、1250、625、0/孔），使用含 10%胎牛

血清和1%双抗的DMEM培养基，在37 ℃、5% CO2培

养箱中培养24 h使细胞充分贴壁。CCK-8试剂孵育时

间1~3 h。严格遵循试剂盒说明书操作规范，在避光条

件下每孔加入10 μL CCK-8溶液，继续培养2 h后，使用

酶标仪在450 nm主波长和630 nm参考波长下同步检

测吸光度值，采用线性拟合法数据分析，以R²值作为主

要判断依据。运用GraphPad Prism 9软件统计分析数

据，计算细胞活力或抑制率等参数。

1.2.9  Western blotting检测相关蛋白表达水平   在体实

验于再灌注24 h后取缺血半影区脑组织80 mg裂解，离

心取上清提取总蛋白，SDS-PAGE凝胶进行电泳分离组

织中的蛋白质，湿转法转移蛋白至PVDF膜，快速封闭

液封闭。然后将膜与CD86（1∶4000）、CD206（1∶1000）、

PI3K（1∶500）、AKT（1∶500）、COX-2（1∶1000）和β-actin

（1∶50 000）的一抗在4℃条件下孵育过夜，TBST洗涤3

次，10 min/次，室温孵育山羊抗兔二抗 IgG-HRP （稀释

比例为1∶10 000）1.5 h，TBST洗涤3次，10 min/次，ECL

发光法来检测膜上的蛋白；离体实验复氧24 h后取细胞

并裂解，取蛋白上清 BCA 测定蛋白浓度、变性、上样

（30 μg）、电泳、转膜、5%脱脂牛奶或5%BSA封闭2 h，

CD86（1∶1000）、CD206（1∶3000）、p-PI3K（1∶1000）、

PI3K（1∶1000）、AKT（1∶1000）、p-AKT（1∶1000）、COX-2

（1∶2000）和Cleaved Caspase-3（1∶1000）；Bax（1∶2000）、

··2132



J South Med Univ, 2026, 46(9): 2130-2148http://www.j-smu.com

Bcl-2（1∶2000）抗体，4 ℃摇床孵育过夜；TBST 洗膜 3

次，二抗室温孵育2 h；TBST洗膜3次，滴加化学发光液

显影。

1.2.10  逆转录实时荧光定量PCR（RT-qPCR）检测炎症

因子水平   RNA反转录采用 20 μL反应体系：1 μg总

RNA 经gDNA Wipe Mix（4 μL）预处理（42 ℃ 2 min）去

除基因组DNA污染，随后加入 HiScript III Mix（4 μL）

进行反转录（37 ℃，15 min），85 ℃灭活酶后，cDNA 产物

分装保存于-80 ℃（冻融≤3次）。在冰上避光条件下配

制 20 μL qPCR 体系，包含 10 μL 2×SYBR Mix、上下

游引物各 0.4 μL（200 nmol/L）、2 μL cDNA 模板（10~

100 ng），余量用 RNase-free 水补足至7.2 μL。扩增程

序为95℃预变性3 min，接着40次循环（95 ℃ 10 s，60 ℃ 

30 s），最后通过熔解曲线（60~95 ℃）验证扩增特异性。

数据分析采用ΔΔCT法，以β-actin为内参，计算基因的

相对表达量（2-ΔΔCT）。所有引物信息由上海生工生物有

限公司合成设计（表1）。

1.2.11  ELISA检测细胞上清中炎症因子水平   将细胞

上清通过0.22 μm滤膜过滤，同时将标准品按5~7个浓

度梯度稀释；随后进行加样与孵育，每孔加入100 μL样

本或标准品（设3个复孔），37 ℃孵育90 min使抗原-抗

体充分结合，再用PBST洗涤5次去除未结合物质；接着

通过信号放大步骤，将生物素化检测抗体和HRP标记

链霉亲和素依次加入，进行37 ℃避光孵育90 min，随后

加入TMB底物溶液显色15 min和终止液终止反应，最

终使用酶标仪测定吸光度A450 nm。通过拟合标准曲线

（R²≥0.99）计算待测物浓度。

1.2.12  免疫荧光检测蛋白标记物   在体取脑组织制备

冰冻切片，经DHE和Fluo-4探针染色及DAPI核染后封

片，荧光显微镜观察并用 ImageJ分析。离体细胞经固

定、透化、封闭，与一抗 4 ℃孵育过夜，荧光二抗染色，

DAPI复染，封片后倒置荧光显微镜观察，ZEN软件处理

图像。

1.2.13  Annexin V-FITC/P 双染法流式检测细胞凋亡   

将贴壁细胞用胰酶完全消化，300×g离心5 min，PBS洗

涤2次去除残留酶；其次进行染色，取1×10⁵细胞重悬于

100 μL结合缓冲液，加入5 μL Annexin V-FITC和5 μL 

表1　引物合成序列信息
Tab.1　　Primer sequences for RT-qPCR

Name

IL-4

IL-6

IL-10

IL-1β

COX-2

PI3K

AKT

β-actin

Caspase-3

Bcl-2

Bax

BDNF

β-actin

TNF-α

IL-1β

IL-6

IL-5

IL-10

IL-8

IL-4

TGF-β

PGE2

Primer sequence 5'-3'

F: GGTCTCAACCCCCAGCTAGT          R: GCCGATGATCTCTCTCAAGTGAT

F: CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGAC     R: TCTGTTGGGAGTGGTATCCTCTGTG

F: TCCCTGGGTGAGAAGCTGAAGAC     R: CACCTGCTCCACTGCCTTGC

F: CACTACAGGCTCCGAGATGAACAAC   R: TGTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGTAC

F: TTCAACACACTCTATCACTGGC        R: AGAAGCGTTTGCGGTACTCAT

F: CGAGAAGACGTGGAATGTCG         R: GACTTCGCCGTCTACCACTA

F: GCCTCTGCTTTGTCATGGAG          R: AGCATGAGGTTCTCCAGCTT

F: GGCTGTATTCCCCTCCATCG          R: CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

F: GTCATCTCGCTCTGGTACGG          R: CACACACACAAAGCTGCTCC

F: CTTCTCTCGTCGCTACCGTC          R: CAATCCTCCCCCAGTTCACC

F: CACCTGAGCTGACCTTGGAG         R: CAAACATGTCAGCTGCCACC

F: TACCTGGATGCCGCAAACAT         R: CCAGACATGTCCACTGCAGT

F: TATAAAACCCGGCGGCGCA          R: TCATCCATGGCGAACTGGTG

F: CGTCAGCCGATTTGCCATTT          R: TCCCTCAGGGGTGTCCTTAG

F: ACAACTGCACTACAGGCTCC         R: GCTTGGGATCCACACTCTCC

F: GCAAGAGACTTCCAGCCAGT         R: AGTCTCCTCTCCGGACTTGT

F: GGATGCTTCTGTGCTTGAACG        R: TCAACAGAGCTCGGTGAGTG

F: CCCTGTAGCCACCCAACAAA         R: GCAAGAGATCTGACTCCGGG

F: CTCTGCTCACAAACAGCGTC         R: TCTCTGAGTGGCATGGGACA

F: GTACCGGGAACGGTATCCAC         R: GTGAGTTCAGACCGCTGACA

F: AGGGCTACCATGCCAACTTC         R: CCACGTAGTAGACGATGGGC

F: GCTCCTTGCCTTTCACAATCT         R: AGGACCGGTGGCCTAAGTAT

F: Forword primer, R: Revise transcription.

··2133



J South Med Univ, 2026, 46(9): 2130-2148 http://www.j-smu.com

PI（50 μg/mL），避光孵育20 min；最后上机检测，用400 μL

结合缓冲液稀释样本，300 目滤网过滤后，通过流式

细胞仪（488 nm激发光，FITC检测通道 530/30 nm，PI

通道>575 nm）采集至少 10000 个细胞数据，最后用 

FlowJo 10.0 软件分析。

1.3  统计学分析

采用 GraphPad Prism 9进行数据深度分析，通过单

因素方差分析揭示多组间的显著差异，并以均数±标准

差描述结果分布，P<0.05时认为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  各组大鼠脑组织HE染色

HE染色结果显示，对照组的大鼠脑组织结构均匀

完整，细胞排列清晰整齐且未见坏死细胞。相比于对照

组，I/R组的大鼠脑组织的细胞排列紊乱，细胞点状坏死

增加及炎性细胞浸润和气球样变，渗出明显。与 I/R组

相比，I/R+GEN（25 mg/kg）、I/R+GEN（50 mg/kg）、I/R+

GEN（100 mg/kg）组对大鼠脑缺血/再灌注损伤所致炎

症坏死等病变均有所改善（图1）。

2.2  GEN对 I/R模型BV2蛋白标记物CD86、CD206表

达的影响

Western blotting分析结果显示：与对照组相比，I/R

组的小胶质细胞CD86的蛋白表达显著上调（P<0.0001），

CD206的蛋白表达下调（P<0.0001）；与 I/R组的CD86

表达相比，I/R+GEN（25 mg/kg）组（P<0.0001），I/R+

GEN（50 mg/kg）组（P<0.0001），I/R+GEN（100 mg/kg）组

（P<0.0001）均有所下降，与 I/R组的CD206表达相比，I/

R+GEN（25 mg/kg）组（P<0.0001），I/R+GEN（50 mg/kg）

组（P<0.0001），I/R+GEN（100 mg/kg）组（P<0.01）均

升高（图 2A）。免疫荧光染色结果显示：与 I/R组相

比，GEN预处理组的CD86表达 I/R+GEN（25 mg/kg）组

（P<0.0001），I/R+GEN（50 mg/kg）组（P<0.0001），I/R+

GEN（100 mg/kg）组（P<0.0001）均有所下降；同时与

I/R 组的 CD206 表达相比，I/R+GEN（25 mg/kg）组

（P<0.0001），I/R+GEN（50 mg/kg）组（P<0.0001），I/R+

GEN（100 mg/kg）组（P<0.0001）均有增多（图3）。

2.3  GEN对 I/R模型大鼠脑组织炎症因子分泌水平的

影响

RT-qPCR检测结果显示：与对照组相比，I/R组的促

炎因子 IL-6（P<0.0001）、IL-8（P<0.0001）mRNA表达均

明显升高。而与 I/R组对照，I/R+GEN（25 mg/kg）组的

IL-6（P<0.0001）、IL-8（P<0.0001），I/R+GEN（50 mg/kg）

组 的 IL-6（P<0.0001）、IL-8（P<0.0001），I/R+GEN

（100 mg/kg）组的 IL-6（P<0.0001）、IL-8（P<0.0001）均

有所下降。在抑炎因子方面，与对照组相比，I/R组的IL-5

（P<0.0001）、IL-10（P<0.05）mRNA表达均降低。而与 I/

R组相比，I/R+GEN（25 mg/kg）组的 IL-5（P<0.0001）、

IL-10（P<0.0001），I/R+GEN（50 mg/kg）组的 IL-5（P<

0.0001）、IL-10（P<0.0001），I/R+GEN（100 mg/kg）组

的 IL-5（P<0.0001）、IL-10（P<0.0001）均有所升高。

50 mg/kg GEN剂量组在抑制促炎因子表达和促进抗炎

因子生成方面均表现出最优效果，该剂量被确定为后续

实验的最佳给药浓度（图2B）。

2.4  GEN对脑缺血/再灌注大鼠脑梗死体积的影响

对GEN各组和 I/R组进行行为学检测，相比于对照

组，I/R组大鼠神经功能受损严重（P<0.001，图4B）；同

I/R组相比，I/R+GEN（50 mg/kg）组的神经缺损有所好

转（P<0.05，图4B）。TTC染色技术定量评估大鼠脑梗

死区域体积，实验结果表明，对照组脑组织无显著梗死

区域，而 I/R组脑组织有明显的梗死区，两组间差异具有

统计学意义（P<0.001，图4C）。相比于 I/R组，I/R+GEN

（50 mg/kg）组的脑梗死体积降低（P<0.01，图4C）。

2.5  GEN对PI3K/AKT/COX-2信号通路及炎症因子分

泌水平的影响

Western blotting 检测各组样本中 PI3K、AKT 和

COX-2蛋白的表达水平。结果显示，同 对照组相比，I/R

组中 PI3K（P<0.0001）、AKT（P<0.0001）和 COX-2（P<

0.0001）蛋白的表达水平均有所升高，表明缺血/再灌注

损伤可能通过激活PI3K/AKT信号通路及上调 COX-2

表达。与 I/R组相比，I/R+GEN组（50 mg/kg）的 PI3K

（P<0.001）、AKT（P<0.001）和COX-2（P<0.001）蛋白表

达水平降低。与对照组相比，CON+GEN（50 mg/kg）组的

蛋白表达无统计学差异。经GEN干预后，再灌注损伤

模型中的PI3K/AKT/COX-2通路关键蛋白表达水平均

CON                                         I/R                           I/R+GEN (25 mg/kg)              I/R+GEN (50 mg/kg)            I/R+GEN (100 mg/kg)

图1　各组大鼠脑组织染色结果
Fig.1　HE staining of brain tissues of rats with sham operation (CON), cerebral ischemia/reperfusion (I/R) injury and genistein (GEN) 
pretreatment before modeling (Scale bar=20 μm).
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显著下调，而该干预对正常脑组织中的同通路蛋白未产

生显著影响（图5A）。

RT-qPCR结果显示，与对照组相比，I/R组TNF-α
（P<0.0001）和 IL-1β（P<0.0001）的mRNA表达水平增

高。与 I/R组相比，经金雀异黄酮干预的 I/R+GEN组

（剂量为 50 mg/kg）提高了 TGF-β（P<0.0001）和 IL-4

（P<0.0001）的mRNA表达水平。与对照组相比，CON+

GEN（50 mg/kg）组的蛋白表达差异无统计学意义

（图 5B）。

2.6  GEN对PI3K/AKT/COX-2信号通路及小胶质细胞

极化的影响

Western blotting分析结果显示：与对照组相比，I/R

组中 CD86（P<0.0001）和 COX-2（P<0.0001）的表达水

平升高，而CD206（P<0.0001）的表达水平则有所降低。

与I/R组相比，经金雀异黄酮（GEN，剂量为50 mg/kg）和

塞来昔布（Celecoxib，剂量为25 mg/kg）干预的I/R+GEN

组和 I/R+Celecoxib组均降低了CD86（均P<0.0001）和

COX-2（P<0.0001）的表达水平，同时提高了CD206（均

P<0.0001）的表达水平。与 I/R+GEN（50 mg/kg）组相

比，I/R+Celecoxib（25 mg/kg）组在 CD86、CD206 及

COX-2的表达水平上均表现出相同趋势，但两组间的

表达水平差异未达到统计学意义（图6A）。RT-qPCR结

果显示，同对照组相比，I/R组处理提高了促炎症因子

TNF-α的表达（P<0.0001），降低了抑炎因子TGF-β的

表达（P<0.0001）；同 I/R组相比，I/R+GEN（50 mg/kg）组

TNF-α（P<0.0001）表达下降。相反在抑制炎症因子的

实验中，同 I/R组相比，I/R+GEN（50 mg/kg）组的抗炎症

因子TGF-β的mRNA表达水平提高（P<0.0001）。I/R+ 

GEN（50 mg/kg）和 I/R+Celecoxib（25 mg/kg）组的抗炎

因子和抑炎因子表达差异均无统计学意义（图6B）。

2.7  GEN对小胶质细胞前列腺素E2释放的影响

免疫荧光结果显示，同对照组相比，I/R组的前列腺

素荧光强度明显增强（P<0.0001），CON+GEN组荧光

强度无明显增强。同 I/R组相比，I/R+GEN组的荧光强
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图2　GEN处理调控I/R诱导的BV2细胞极化状态
Fig. 2　GEN regulates polarization of BV2 cells induced by I/R. A: 
Expression levels of CD86 and CD206 proteins in brain tissues of 
rats in different groups analyzed by Western blotting (n=6). B: 
Detection of mRNA levels of IL-6, IL-8, IL-5, and IL-10 levels by RT-
qPCR (n=6). *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001.
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度降低（P<0.0001，图 7A、B）。RT-qPCR 结果也显示

GEN处理后的PGE2的mRNA表达相比于 I/R组降低

（P<0.0001，图7C）。

2.8  CCK-8法评估GEN对BV2的细胞毒性及最佳药物

浓度选择

实验浓度范围（最高至30 μmol/L）内，溶剂DMSO
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图3　各组大鼠脑组织中 CD86 和 CD206 的水平
Fig. 3　Expression levels of CD86 and CD206 in brain tissues of rats in different groups detected by immunofluorescence 
staining (n=6). A: CD86 staining (Original magnification: ×200). B: CD206 staining (×200). C: Average fluorescence intensity of 
CD86. D: Average fluorescence intensity of CD206. ****P<0.0001.
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（0.1%）处理组与空白对照组相比，经过5 μmol/L药物

GEN处理24 h后，细胞活力无显著性差异（P>0.05），表

明该浓度药物对于实验细胞无显著性毒性，不影响后续

实验解读。经10、15、20、25、30 μmol/L药物GEN处理

24 h后，BV2的细胞活力下降（P<0.01），故选用药物浓

度为5 μmol/L作为后续实验给药浓度（图8）。

2.9  GEN 对 OGD/R 模 型 BV2 蛋 白 标 记 物 CD86、

CD206表达的影响

Western blotting 分析结果显示：与对照组相比，

OGD/R 组的 BV2 细胞 CD86 的蛋白表达上调（P<

0.001），CD206的蛋白表达下调（P<0.05）；与OGD/R组

比较，OGD/R+GEN 组的 CD86 表达下调（P<0.01），
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Fig.4　Cerebral infarction volume and neurological deficit score of rats in different groups. A: TTC staining of brain tissue in 
each group. B: Neurological deficit score (n=6). C: Cerebral infarction volume (n=6). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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图5　GEN抑制PI3K/AKT/COX-2信号通路减轻神经炎症
Fig.5　Inhibition of the PI3K/AKT/COX-2 signaling pathway by GEN alleviates neuroinflammation in rats with cerebral I/R 
injury. A: Analysis of expression levels of PI3K, AKT, and COX-2 proteins in each groups by Western blotting (n=6). B: 
Detection of mRNA levels of IL-1β, TNF-α, IL-4, and TGF-β by RT-qPCR (n=6). ***P<0.001, ****P<0.0001.
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CD206表达上调（P<0.01，图9A）。免疫荧光染色结果

显示：与OGD/R组相比，OGD/R+GEN组的CD86表达

下降（P<0.05），CD206表达上升（P<0.01，图10A、B）。

2.10  GEN对OGD/R模型的BV2炎症因子分泌水平的

影响

RT-qPCR检测结果显示：与对照组相比，OGD/R组

IL-1β（P<0.001）、IL-6（P<0.01）mRNA 表达均明显升

高，IL-4、IL-10 mRNA表达均降低（P<0.05）；与OGD/R

组相比，OGD/R+GEN组的 IL-1β、IL-6 mRNA表达均

下降（P<0.05），IL-4、IL-10 均增加（P<0.001，图 9B）。

ELISA 检测显示：与对照组相比，OGD/R 组的 IL-1β 

mRNA表达水平上升（P<0.001），IL-4 mRNA表达水平

下降（P<0.01）；与 OGD/R 组比，OGD/R+GEN 组的

IL-1β mRNA表达水平下降（P<0.01），IL-4 mRNA表达

水平上升（P<0.0001，图9C）。

2.11  GEN对 PI3K/AKT/COX-2通路及 BV2极化状态

的影响——基于PI3K敲低模型

Western blotting分析显示，与阴性对照组（si-NC）

相比，si-PI3K1、si-PI3K2及 si-PI3K3 均能降低PI3K蛋

白表达水平（分别 P<0.0001、P<0.05、P<0.001）。RT-

qPCR 结果进一步证实，3种 siRNA 均显著抑制 PI3K 

mRNA 表达（P<0.0001，图 11A）。综合蛋白与 mRNA

水平的检测结果，确定 si-PI3K1的敲低效率最优，故后

续实验选用 si-PI3K1进行PI3K功能缺失研究。通过
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图6　GEN通过PI3K/AKT/COX-2信号通路调控小胶质细胞的极化
Fig.6　GEN regulates polarization of microglia through the PI3K/AKT/COX-2 signaling 
pathway. A: Expression levels of CD86, CD206 and COX-2 proteins in the brain tissues 
of rats in each group detected by Western blotting (n=6). B: RT-qPCR for detecting 
mRNA expression levels of TNF-α and TGF-β (n=6). ****P<0.0001.
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Western blotting技术检测对照组、OGD/R组、OGD/R+

GEN组、si-PI3K+OGD/R组、si-PI3K+OGD/R+GEN组

BV2极化标志物及PI3K/AKT/COX-2通路关键蛋白的

表达变化。极化标志物的表达变化：与对照组相比，

OGD/R组CD86表达上调（P<0.001），CD206表达下调

（P<0.01）；与 OGD/R 组比较，OGD/R+GEN 组、si-

PI3K+OGD/R 组及 si-PI3K+OGD/R+GEN 组 CD86 表

达均下调（P<0.05），CD206 表达均上调（P<0.01，图

11B）。通路蛋白表达变化对照组比较，OGD/R 组 p-

PI3K（P<0.001）、p-AKT（P<0.01）、COX-2（P<0.001）表

达上调；与 OGD/R 组比较，OGD/R+GEN组、si-PI3K+

OGD/R组及si-PI3K+OGD/R+GEN组p-PI3K（P<0.05，

图 11C）、p-AKT（P<0.05，图 11D）、COX-2（P<0.05，

图 11E）表达均下调。

RT-qPCR检测各组mRNA水平，结果显示，与对照

组比较，OGD/R组 IL-1β、PI3K、AKT、COX-2均显著上

调（P<0.001），IL-4下调（P<0.05，图11F）；与OGD/R组

比较，OGD/R+GEN组、si-PI3K+OGD/R组及 si-PI3K+

OGD/R+GEN组 IL-1β（P<0.01）、PI3K（P<0.05）、AKT、

COX-2下调（P<0.01），IL-4上调（P<0.001，图11F）。

2.12  GEN对PI3K/AKT/COX-2通路及BV2极化状态

的影响——基于激动剂740Y-P增强 PI3K活性

极化标志物的表达变化：与对照组相比，OGD/R组

CD86表达上调（P<0.001），CD206表达下调（P<0.01）。

与OGD/R组比较，OGD/R+GEN组、740Y-P+OGD/R+

GEN 组 CD86 表达下调（P<0.01、P<0.05），740Y-P+

A

C

I/R
+GEN (5

0 m
g/

kg
)

CON+GEN (5
0 m

g/
kg

)I/R
CON

**** ****

P
G

E
2 

m
R

N
A

 r
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on 12

10

8

6

4

2

0

B

I/R
+GEN (5

0 m
g/

kg
)

CON+GEN (5
0 m

g/
kg

)I/R
CON

**** ****8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

0

P
G

E
2 

fl
uo

re
sc

en
ce

CON                                                I/R                                             CON+GEN                                   I/R+GEN  
M

er
ge

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  D

A
P

I 
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  P

G
E

2

图7　各组大鼠脑组织中前列腺素的表达水平
Fig.7　Levels of PGE2 in brain tissues of rats in each group detected by immunofluorescence staining. A: Immunofluorescence 
staining for PGE2 in each group (×200). B: Quantitative analysis of PGE2 expression level in the brain tissues of the rats. C: 
Expression levels of PGE2 mRNA (n=6). ****P<0.0001.
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OGD/R 组 CD86 表达差异无统计学意义（P>0.05）；

OGD/R+GEN 组、740Y-P+OGD/R+GEN 组 CD206 表

达上调（P<0.001、P<0.05），740Y-P+OGD/R 组 CD206

表达差异无统计学意义（P>0.05，图12A）。信号通路蛋

白的表达：与对照组相比，OGD/R组 p-PI3K、p-AKT、

COX-2表达上调（P<0.001）；与OGD/R组比较，OGD/

R+GEN 组、740Y-P+OGD/R+GEN 组 p-PI3K、p-AKT、

COX-2均表达下调（P<0.01、P<0.05），740Y-P+OGD/R

组p-PI3K、p-AKT、COX-2表达差异无统计学意义（P>

0.05，图 12B~D）。RT-qPCR 检测各组 mRNA 表达水

平，结果显示，对照组相比，OGD/R 组 IL-1β、PI3K、

AKT、COX-2均表达上调（P<0.001，图12E），IL-4表达

下调（P<0.05，图 12E）。与 OGD/R 组比较，OGD/R+

GEN 组、740Y-P+OGD/R+GEN 组较 OGD/R 组表达

IL-1β（P<0.01）、PI3K（P<0.05）、AKT（P<0.01）、COX-2

（P<0.05）均下调（图12E），IL-4表达显著上调（分别P<

0.001、P<0.05），740Y-P+OGD/R组 IL-1β、PI3K、AKT、

COX-2、IL-4 表达差异性无统计学意义（P>0.05，           

图12E）。

2.13  GEN对BV2与小鼠皮质神经元的共培养体系神

经元凋亡的影响

与对照组相比，OGD/R 组细胞凋亡率上调（P<

0.001），与OGD/R组比较，OGD/R+GEN组神经元凋亡

率下调（P<0.01，图13）。

2.14  GEN 对 BV2-HT22 共培养体系相关凋亡蛋白的

影响

Western blotting结果显示，相较于对照组，OGD/R

组 Cleaved Caspase-3（P<0.001）、Bax（P<0.01）蛋白及 

Bax/Bcl-2 比值（P<0.001）升高，Bcl-2 表达则降低（P<

0.001）；而 OGD/R+GEN 组相较 OGD/R 组，Cleaved 

Caspase-3（P<0.01）、Bax（P<0.01）及Bax/Bcl-2比值（P<

0.001）均降低。Bcl-2表达上调（P<0.05，图14A、B）。RT-

qPCR结果显示，相较于对照组，OGD/R组Caspase-3、

Bax mRNA 表达升高（P<0.001），Bcl-2 表达降低（P<

0.001，图 14C）；而 OGD/R+GEN 组相较 OGD/R 组，

Caspase-3（P<0.01）、Bax（P<0.001）表达下调，Bcl-2上

调（P<0.05），同时BDNF表达在OGD/R组中较对照组

降低（P<0.001），经干预后回升（P<0.05，图 14C）。

CCK8检测HT22活力，与对照组相比，OGD/R组细胞

活力下降（P<0.001），OGD/R+GEN组较OGD/R组活力

上调（P<0.01，图14D）。

3  讨论

脑缺血/再灌注损伤是一种复杂的病理过程，其发

生发展涉及钙离子超载、过量氧自由基产生以及炎症反

应的过度激活［18］。其中，神经炎症反应被认为是推动组

织损伤持续扩大的关键驱动力，小胶质细胞在中枢神经

系统发育、稳态维持及脑损伤后的炎症反应中扮演核心

调控角色［19］。小胶质细胞具有两种极化表型：促炎的

M1型和抗炎修复的M2型，这两种表型在功能上、分子

标记和病理作用上会存在显著的差异［8］，M1型小胶质

细胞表面受体主要为CD86、CD16/32、MHC-2等，M2

型小胶质细胞表面受体主要为 CD206、Arg1、CD163

等，经典激活的M1型小胶质细胞可分泌TNF-α、IL-1β、
IL-6等促炎介质及活性氧簇（ROS），显著加剧神经元损

伤；而替代激活的M2型小胶质细胞则通过释放 IL-10、

TGF-β等抗炎介质，发挥神经保护和组织修复功能［20-22］。

小胶质细胞在脑缺血过程中可迅速激活，通过动态调控

炎症应答，对缺血性脑损伤与神经修复具有双重影响［19］。

GEN通过清除自由基并抑制炎症因子产生发挥抗

氧化、抗炎的功效［23］。本课题组前期研究表明，大豆异

黄酮（主要成份为GEN）通过抑制炎症级联反应减轻大

鼠脑缺血/再灌注损伤［24］。本研究也系统性的论证了

GEN是否能调控（再灌注后小胶质细胞的极化表型纠

正缺血/再灌注诱导的极化状态失衡进而减轻脑缺血/再

灌注诱导的神经炎症损伤。本研究采用多维度评估

GEN预处理对脑缺血/再灌注后小胶质细胞极化状态的

影响。小胶质细胞极化失衡是脑缺血继发炎症损伤的

重要驱动因素，多种天然活性分子可通过调节炎症信号

改善细胞表型［25， 26］。本研究结果与上述研究在“抑制促

炎、促进抗炎”的总体方向上具有一致性，但进一步在缺

血/复氧双模型体系中验证了GEN对极化标志物与炎症

因子表达的协同调控，强调了其在急性炎症微环境中的

潜在作用特点。与部分仅基于单一模型或单指标观察

的研究相比，本研究通过多指标联合评估，为理解GEN

介导的小胶质细胞状态调节提供了更为系统的实验支

持。实验结果证明GEN能有效促进小胶质细胞由促炎
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图8　检测不同浓度的GEN对BV2的毒性作用
Fig.8　Detection of cytotoxic effects of different concentrations 
of genistein on microglia. **P<0.01, ***P<0.001.
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M1型向抗炎M2型转化，显著抑制促炎因子并增强抗

炎因子产生，从而减轻脑缺血/再灌注诱导的神经炎症

反应。值得注意的是，本研究在体实验采用大鼠脑缺血

模型，而离体实验使用小鼠来源BV2细胞系。这种跨

种属实验设计在神经炎症研究中较为常见，其核心目的

在于分别利用动物模型的整体病理再现能力与细胞模

型的机制解析优势。BV2细胞在炎症反应和极化标志

表达方面具有高度保守性，因此种属差异并不影响信号

通路的基本调控规律［27， 28］。本研究在体与离体实验结

果呈一致趋势，增强了结论的可靠性。

PI3K/AKT 活化可通过 NF-κB 等转录因子上调

COX-2表达并促进PGE2释放，从而推动促炎反应与小

胶质细胞M1型极化，加重神经损伤［29-31］。本研究观察

到GEN干预可同步抑制该信号轴并诱导小胶质细胞向

抗炎表型转化，这一趋势与现有天然活性分子调控炎症

信号的研究结果总体一致。但与多数仅在单一模型或

单信号节点验证的研究相比，本研究通过体内外双模型

及上下游分层干预设计，进一步强化了 PI3K/AKT/

COX-2轴在小胶质细胞极化与神经炎症中的因果关

联，为该通路在缺血/再灌注背景下的调控机制提供了

更系统的实验支持。

PI3K/AKT/COX-2通路在细胞增殖、凋亡及炎症

调控中发挥核心作用［32， 33］。PI3K作为信号枢纽，通过激

活AKT，将外界信号传导至胞内；COX-2作为关键下游

效应分子，催化前列腺素合成，连接生存信号与炎症、肿

瘤微环境。该通路异常激活常见于胃癌、结直肠癌及肺
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图9　GEN处理调控OGD/R诱导的BV2细胞极化状态
Fig.9　GEN regulates polarization of BV2 cells induced by OGD/R. A: Western blotting of CD86 and CD206 proteins in 
the microglia in different groups (n=3). B: RT-qPCR for detecting IL-1β, IL-6, IL-4, and IL-10 mRNA levels (n=3). C: 
Secreted levels of IL-1β and IL-4 in BV2 cell supernatants quantified by ELISA (n=6). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 
****P<0.0001.
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腺癌等肿瘤［34-36］，表现为PTEN失活、PIK3CA突变［37］及

COX-2过表达，驱动癌细胞增殖、侵袭及治疗抵抗，形成

PI3K/AKT与COX-2的正反馈循环，加剧恶性进程［38］。

在神经炎症中，该通路呈现双重作用：一方面，PI3K/

AKT激活促进COX-2表达及PGE2释放，放大炎症反

应；另一方面，其活化抑制小胶质细胞向抗炎M2型转

化，加剧神经损伤［39， 40］。机制上，PI3K/AKT通过NF-κB

等转录因子上调COX-2，而COX-2产物反馈激活通路，

形成促炎级联［41］。因此，PI3K/AKT/COX-2/PGE2信号

轴被认为是调控免疫微环境平衡的核心机制，靶向该通

路（如抑制COX-2或阻断PI3K/AKT）有望重塑免疫微

环境，重塑小胶质细胞的功能状态，促使其向神经保护

与修复的M2表型偏移，从而缓解脑缺血/再灌注的病理

损伤，为脑缺血等神经炎症疾病提供治疗策略［41， 42］。

为明确GEN是否对脑缺血/再灌注后小胶质细胞

PI3K/AKT/COX-2信号通路的影响，本研究实验结果

表明 GEN 能抑制炎症调控信号轴 PI3K/AKT/COX-2

信号通路活性，抑制缺血/再灌注后神经炎症级联放大
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图10　各组BV2细胞CD86和CD206的水平。
Fig. 10　Levels of CD86 and CD206 in BV2 cells in each group. A: Immunofluorescence staining and quantitative analysis of 
CD86 in each group (×200; n=3). B: Immunofluorescence imaging and quantitative analysis of CD206 in each group (×200; n=3). 
*P<0.05, **P<0.01.
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图11　GEN经PI3K/AKT/COX-2信号轴调控小胶质细胞极化的机制验证
Fig.11　Verification of the role of the PI3K/AKT/COX-2 signaling pathway in mediating the regulatory effect of GEN on microglial 
polarization. A: Western blotting and RT-qPCR for verifying silencing efficiency of si-PI3K1/2/3 (n=3). B: Western blotting for 
detecting CD86 and CD206 protein expression in the microglia in different treatment groups (n=3). C: Western blotting for 
detecting phosphorylation levels of p-PI3K in the microglia in different groups (n=3). D: Western blotting of p-AKT protein in the 
microglia in different treatment groups (n=3). E: Western blotting analysis of COX-2 protein in the microglia in different treatment 
groups (n=3). F: Results of RT-qPCR for detecting mRNA expressions of inflammatory cytokines and PI3K/AKT/COX-2 pathway 
in the microglia (n=3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.
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反应。为进一步明确GEN是否通过PI3K/AKT/COX-2

信号通路调控小胶质细胞极化，本研究通过在体实验证

实GEN通过抑制 PI3K/AKT/COX-2信号通路抑制神

经炎症，且Celecoxib组和Gen组均能上调CD206的表

达水平，下调CD86的表达水平，降低促炎因子TNF-α
在基因水平的表达，增加抑炎因子TGF-β在基因水平的

表达。随后通过离体实验，采用 siRNA敲低PI3K表达

和增强PI3K活性两种方式检测小胶质细胞极化状态的
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图12　GEN依赖PI3K/AKT/COX-2信号轴促进BV2向M2极化:PI3K激动剂的协同效应
Fig. 12　GEN-dependent PI3K/AKT/COX-2 signaling axis enhances M2 polarization in microglia: the synergistic effects of PI3K 
agonists. A: Western blotting of CD86 and CD206 proteins in the microglia in different groups (n=3). B: Western blotting of p-PI3K/
PI3K proteins in the microglia in different groups (n=3). C: Western blotting of p-AKT/AKT protein in the microglia in different 
groups (n=3). D: Western blotting of COX-2 protein in the microglia in different groups (n=3). E: RT-qPCR for detecting mRNA 
expressions of inflammatory cytokines and PI3K/AKT/COX-2 pathway in the microglia in different groups (n=3). *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001.
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变化。实验结果证明，GEN 可通过抑制 PI3K/AKT/

COX-2通路调控小胶质细胞极化状态，抑制脑缺血/再

灌注诱导的神经炎症反应。本实验中在体实验选用

COX-2抑制策略，而离体实验重点干预PI3K，是基于信

号级联结构的分层验证设计。COX-2作为 PI3K/AKT

下游炎症效应分子，更适合在整体动物水平观察炎症终

端效应；而PI3K位于信号起始节点，更适用于细胞层面

的因果机制干预。这种“上游—下游”双层验证有助于

从不同层级确认信号轴在炎症调控中的关键地位［43］。

在蛋白检测策略方面，细胞实验重点检测磷酸化形式蛋

白，以反映信号通路的瞬时活化状态；动物实验则以总

蛋白表达为主，更侧重长期病理变化的累积结果。考虑

到在体组织中磷酸化蛋白稳定性较差、取样时间差异

可能影响检测一致性，我们认为采用总蛋白指标可提

高数据重复性。

小胶质细胞在OGD/R后通过释放炎症因子和神经

营养因子，显著调控神经元凋亡过程［44-46］。为验证GEN

是否通过调控BV2极化减轻神经元损伤，本研究构建

BV2与神经元共培养体系证实，在OGD/R模型中，GEN

显著降低神经元凋亡率，逆转促凋亡蛋白（Cleaved 

Caspase-3、Bax）上调和抗凋亡蛋白（Bcl-2）下调，增强

BDNF表达并改善细胞活力。这一效果与已有研究中

天然活性分子改善神经元生存、增强神经营养支持的报

道相一致，进一步表明通过调节小胶质细胞状态改善神

经元结局是天然化合物抗炎神经保护作用的重要机

制［47］。相比之下，部分以单一神经元模型评估化合物保

护效应的研究虽然也观察到神经元存活的改善，但未从

免疫细胞—神经元互作角度揭示氛围调控机制。本研

究通过共培养体系强调了小胶质细胞炎症极化状态与

神经元命运之间的功能联系，补充了现有机制解析的深

度，为理解GEN在神经炎症微环境中的保护作用提供

了更全面的实验支持。

本研究虽然证实了 GEN 通过 PI3K/AKT/COX-2

通路调控BV2极化并发挥神经保护作用，但仍存在一

定局限性。首先，体内外模型采用不同来源的细胞体

系，尽管在炎症反应趋势及小胶质细胞极化方向上呈现

一致结果，但跨种属实验设计及永生化细胞模型固有的

生物学差异仍可能对结果的外推性产生影响。BV2细

胞在炎症敏感性、代谢状态及信号响应方面与原代小胶

质细胞存在一定差异，因此当前结论更多反映机制相关

性，而非完全等同于体内真实病理状态。未来研究可结

合原代小胶质细胞或同源动物模型进行验证，以增强研

究结果的生理相关性与转化可靠性。其次，本研究重点

关注GEN干预在特定时间窗口内的抗炎与极化调节作

用，而剂量—时间依赖关系尚未进行系统建立。炎症信

号具有明显的动态变化特征，不同剂量或干预时程可能

影响信号调控强度及细胞响应模式，因此现有结果仍不

足以全面界定GEN的药效窗口与持续作用特性。后续

研究可通过多剂量梯度与时间序列分析，进一步明确其

作用阈值及调控节律，从而提升药理学解释的完整性。

此外，本研究对下游炎症效应分子的分析主要集中于表

达水平变化，尚缺乏更直接的功能性验证。炎症调控往

往涉及多通路交互及反馈调节，仅依赖表达指标难以完

全揭示其功能贡献。未来可通过功能阻断实验、信号追

踪或多节点干预策略，进一步确认关键效应分子在GEN

调控过程中的实际作用，以深化对相关机制的理解。

综上所述，本研究系统论证了 GEN 通过 PI3K/

AKT/COX-2通路调控小胶质细胞向M2型极化，抑制

炎症与凋亡，调节Caspase-3、Bax/Bcl-2及BDNF表达，

减轻神经元损伤。本研究在缺血/复氧双模型体系中验

证了GEN对极化标志物与炎症因子表达的协同调控；

通过体内外分层干预设计，强化了PI3K/AKT/COX-2

轴与小胶质细胞极化之间的因果关联；借助共培养体系

揭示了GEN通过调控小胶质细胞状态间接发挥神经保

护作用的机制路径。本研究为理解GEN在缺血性脑损

伤中的抗炎机制提供了更为系统的实验支持，也为靶向

小胶质细胞极化治疗脑缺血/再灌注损伤提供了新的干

预策略与理论依据。
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图13　Annexin V-FITC/PI双染法评估共培养体系细胞凋亡状态
Fig.13　Cell apoptosis of the co-cultured cells assessed by Annexin V-FITC/PI double staining. A: Annexin V-FITC/PI dual staining 
flow cytometry for detecting cell apoptosis in each group. B: Statistical analysis of cell apoptosis rates in each group (n=3).            
**P<0.01, ***P<0.001.
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图14　BV2-HT22共培养体系中GEN调控小胶质细胞极化对神经元凋亡的保护
作用
Fig. 14　Protective effect of GEN-mediated regulation of microglial polarization on 
neuronal apoptosis in the BV2-HT22 co-culture system. A: Quantitative analysis of 
Bax and cleaved caspase-3 by Western blotting (n=3). B: Evaluation of Bcl-2 protein 
and Bax/Bcl-2 ratio using Western blotting (n=3). C: RT-qPCR analysis of mRNA 
expressions of HT22 cell apoptosis-related genes (caspase-3, Bax, and Bcl-2) and 
BDNF (n=3). D: CCK-8 assay for assessing proliferation and viability of HT22 cells in 
different treatment groups (n=6). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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