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基于趋化因子网络研究黄芩素延缓 D-半乳糖诱导 BV-2 细胞衰老作用及机制  
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摘  要：目的  探讨黄芩素延缓 D-半乳糖（D-galactose，D-gal）诱导 BV-2 小胶质细胞衰老的分子机制。方法  采用 200 mmol/L 

D-gal 诱导 BV-2 细胞衰老模型，通过测定细胞活力、细胞形态、细胞周期、衰老相关 β-半乳糖苷酶（senescence-associated-β-

galactosidase，SA-β-gal）、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A（cyclin-dependent kinase inhibitor 1A，p21）、磷酸化组蛋白 H2AX

（phospho-histone H2AX，γH2AX）的表达，评价黄芩素延缓小胶质细胞衰老的作用。通过文献检索小胶质细胞衰老相关差异基因，

构建基因网络，运用生信分析预测小胶质细胞衰老相关的关键基因及信号通路，采用 qRT-PCR 技术验证黄芩素对小胶质细胞衰老

关键基因的调节作用，并进一步研究黄芩素对趋化因子（C-X-C 基元）配体 10（C-X-C motif chemokine 10，CXCL10）诱导 BV-2

细胞衰老的作用。结果  给予 50 µmol/L 黄芩素 24 h 可通过提高细胞活力（P＜0.001）、改善细胞形态、显著降低 SA-β-gal 蓝染细

胞数量（P＜0.01、0.001）、下调 p21 和 γH2AX 蛋白表达（P＜0.05）、减少 G0/G1 期细胞周期停滞（P＜0.01）来延缓小胶质细胞

衰老。生信分析结果表明，小胶质细胞衰老前后趋化因子通路显著富集。黄芩素可显著下调趋化因子及其相关基因趋化因子（C-

C 基元）配体 2（C-C motif chemokine 2，CCL2）、CCL4、趋化因子（C-X-C 基元）受体 4（C-X-C chemokine receptor type 4，CXCR4）、

趋化因子（C-C 基元）受体 5（C-C chemokine receptor type 5，CCR5）、CXCL10、Toll 样受体 2（Toll-like receptor 2，TLR2）、TLR4、

肿瘤坏死因子（tumour necrotizing factor，TNF）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）的 mRNA 水平（P＜0.05、0.01、0.001），

显著下调CXCL10 的表达（P＜0.05），显著延缓CXCL10 引起的细胞衰老（P＜0.001）。结论  黄芩素可能通过调节趋化因子及相

关基因的表达，延缓D-gal 诱导的BV-2 细胞衰老。 
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Baicalein retards D-galactose-induced senescence of BV-2 cells through regulation 

of chemokine network 
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Abstract: Objective  To investigate the molecular mechanism of baicalein in delaying senescence induced by D-galactose (D-gal) in BV-2 

microglia. Methods  The senescence of BV-2 cell was induced by 200 mmol/L D-gal, and the effects of baicalein in delaying cell senescence 

were evaluated by measuring cell viability, cell morphology, expression of senescence marker senescence-associated-β-galactosidase (SA-β-

gal), cell cycle protein-dependent kinase inhibitor 1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, p21) and phospho-histone H2AX (γH2AX), and 

cell cycle. Differential genes related to microglia senescence were searched by literature, and the gene network was constructed. Key genes 
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and pathways related to microglia senescence were predicted using bioinformatics analysis, and baicalein regulatory effects on key genes 

related to microglia senescence were verified using qRT-PCR. The effects of baicalein on chemokine C-X-C motif chemokine 10 (CXCL10) 

induced BV-2 cells were investigated. Results  The results showed that 50 µmol/L baicalein for 24h could delay microglia senescence by 

increasing cell viability (P < 0.001), improving cell morphology, significantly decreasing the number of SA-β-gal blue-stained cells (P < 0.01, 

0.001), down-regulating the expression of p21 and γH2AX proteins (P < 0.05), and decreasing cell cycle arrest in the G0/G1 phase (P < 0.01). 

Bioinformatics analysis showed that the chemokine pathway was significantly enriched in microglia senescence. Baicalein significantly down-

regulated the mRNA levels of chemokines and their related genes C-C motif chemokine 2 (CCL2), CCL4, C-X-C chemokine receptor type 4 

(CXCR4), C-C chemokine receptor type 5 (CCR5), C-X-C motif chemokine 10 (CXCL10), toll-like receptor 2 (TLR2), TLR4, tumour 

necrotizing factor (TNF), interleukin-1β (IL-1β) mRNA levels (P < 0.05, 0.01, 0.001), significantly down-regulated the level of CXCL10 (P < 

0.05) and reduced CXCL10-induced cell senescence in BV-2 cells (P < 0.001). Conclusion  Baicalein may delay senescence induced by D-

gal in BV-2 cells by regulating the expression of chemokines and related genes. 

Key words: baicalein; microglia; senescence; chemokine network; CXCL10 

脑衰老是阿尔茨海默症（Alzheimer’s disease，

AD）、帕金森病（parkinson’s disease，PD）和肌萎

缩侧索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis，ALS）

等神经退行性疾病发生和发展的重要危险因素[1]。

衰老的本质是细胞衰老，细胞衰老表现为永久性细

胞周期停滞、细胞功能和细胞间通讯受损，产生神

经炎症，并损害其它相邻的细胞[2]。研究发现，与正

常衰老人群相比，AD 等神经退行性疾病患者脑内

衰老的小胶质细胞数更多[3-4]，提示小胶质细胞衰老

可能在神经退行性疾病中发挥着重要作用。 

小胶质细胞是大脑常驻免疫细胞，参与调节神

经发生、神经元可塑性、血脑屏障通透性、髓鞘形

成、损伤反应、炎症和组织修复等过程，在维持大

脑稳态中发挥着重要作用[5-11]。然而，在衰老状态

下，小胶质细胞的免疫监测能力及吞噬沉积斑块的

能力下降[12]，会分泌更多的促炎性细胞因子[13]，通

过抑制髓鞘形成抑制正常神经元功能，从而导致神

经元变性[14]。因此，延缓小胶质细胞衰老可能是治

疗神经退行性疾病的潜在策略。 

趋化因子是一种能引导细胞进行趋化运动的细

胞因子，是神经免疫系统的重要组成部分[15-16]。趋

化因子及其受体参与血管生成、造血、胚胎发育、

树突状细胞成熟、免疫系统的发育和稳态、肿瘤生

长和转移等过程[17]。趋化因子可激活小胶质细胞使

其迁移到炎症部位，并分泌趋化因子、细胞因子和

活性氧等分子，进而影响突触可塑性。因此，趋化

因子与小胶质细胞相互作用在炎症和神经退行性疾

病的发生发展中扮演着重要角色[18]。 

黄芩素有着广泛的生物活性，具有抗炎、抗病

毒、抗菌、抗氧化[19-21]等作用。研究表明，黄芩素

可提高 D-半乳糖（D-galactose，D-gal）诱导的大鼠

空间学习和记忆能力[23]，减轻丝裂霉素治疗引起的

肺泡上皮细胞衰老[24]。课题组前期研究表明，黄芩

素可改善 D-gal 诱导的大鼠[25]和 SAMP8 小鼠衰老

性认知障碍[26]，延缓 H2O2、低糖诱导的星形胶质细

胞衰老[27-28]。然而，黄芩素能否延缓小胶质细胞衰

老以及其具体的分子机制仍不明确。本研究采用 D-

gal 诱导 BV-2 细胞，构建小胶质细胞衰老模型。采

用生物信息学方法分析小胶质细胞衰老过程中关键

基因及信号通路，以趋化因子网络为切入点，探讨

黄芩素延缓小胶质细胞衰老的作用及其机制，为预

防和延缓神经退行性疾病提供新的研究视角。 

1  材料 

1.1  细胞株 

小鼠小胶质细胞（BV-2 细胞）购自上海生工生

物工程有限公司。 

1.2  药品与试剂 

D-gal（批号 A600215）、DMEM 高糖培养基（批

号 E600008）、特级胎牛血清（批号 E600001）、青

霉素/链霉素溶液（批号 E607011）、胰酶（批号

E607002）、二甲基亚砜（批号 A610163）、BCA 蛋

白检测试剂盒（批号 G1580）均购自上海生工生物

工程有限公司；黄芩素（批号 JZ20150711，质量分

数＞98%）购自南京景竹生物技术有限公司；SA-β-

gal 染色试剂盒（批号 G1580）、细胞周期试剂盒（批

号 CA1510）购自索莱宝公司；甘油醛-3-磷酸脱氢

酶 （ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）抗体（批号 10494-1-AP）、细胞周期蛋白

依赖性激酶抑制剂 1A（ cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1A，p21）抗体（批号 28248-1-AP）购自武

汉三鹰生物技术有限公司；磷酸化组蛋白 H2AX

（ phospho-histone H2AX， γH2AX）抗体（批号
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ab26350）购自美国 Abcam 公司，辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔 IgG 抗体（批号 bs-0295G-HRP）购

自博奥森生物技术有限公司；趋化因子（C-X-C 基

元）配体 10（C-X-C motif chemokine 10，CXCL10）

试剂盒（批号 AD2829Mo）购自北京安迪基因公司；

CXCL10 重组蛋白（批号 1213153）购自美国

PeproTech 公司；PrimeScript™RT Master Mix（批号

RR036A）、TB Green® Premix Ex Taq™ Ⅱ（批号

RR820A）购自日本 TaKaRa 公司。 

1.3  仪器  

TE-2000型荧光倒置显微镜（日本Nikon公司），

Infinite 200 PRO 型酶标仪（瑞士 Tecan 公司），

CytoFlex 流式细胞分析仪（中国贝克曼库尔特公

司），Mini-PROTEAN Tetra 电泳仪（美国 BIO-RAD

公司），ChemiDocTM XRS＋化学发光成像系统（美

国 BIO-RAD 公司），CG-05 型 Real time PCR 仪（中

国力康生物医疗科技控股有限公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养、分组及给药 

BV-2 细胞培养于含 10% FBS、1%青霉素/链霉

素的 DMEM 高糖培养基中，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。待细胞长至 75%～85%时用胰酶消

化进行细胞传代以及后续实验。细胞分为对照组、

模型组以及黄芩素不同剂量（6.25、12.50、25.00、

50.00 µmol/L）给药组。对照组更换完全培养液，模

型组给予 200 mmol/L D-gal 诱导 24 h，给药组给予

不同剂量黄芩素预处理 2 h 后，加入 200 mmol/L D-

gal 诱导 24 h。 

2.2  细胞活力测定 

BV-2 细胞以每孔 5×103 个/mL 的密度接种于

96 孔板中培养至贴壁，弃掉上清液，根据“2.1”项

下方法进行给药。每孔加入 10 µL MTT（5 mg/mL），

孵育 4 h 后于酶标仪 570 nm 处检测吸光度（A）值。 

细胞活力＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.3  SA-β-gal 染色 

将 BV-2 细胞以每孔 5×103个/mL 的密度接种于

6 孔板中，根据“2.1”项下方法进行给药，使用 PBS

清洗 1 次，每孔加入 1 mL 固定液室温固定 15 min，

PBS 清洗 3 次，按照 SA-β-gal 试剂盒说明书配制染

色工作液，每孔加入 1 mL 染色液，在无 CO2 环境

下避光孵育过夜。在荧光显微镜下随机选取不同视

野图片进行拍照，使用 Image-J 软件统计阳性细胞

数，并计算 SA-β-gal 染色阳性率。 

SA-β-gal 染色阳性率＝蓝染细胞数 (衰老细胞)/总细胞数 

2.4  细胞形态观察 

BV-2 细胞以“2.3”项下方法接种于 6 孔板中，

根据“2.1”项下方法进行给药，在荧光显微镜下观

察细胞形态并拍照。 

2.5  细胞周期 

BV-2 细胞以“2.3”项下方法接种于 6 孔板中，

根据“2.1”项下方法进行给药。收集细胞，加入

500 μL 预冷的 70%乙醇固定过夜，PBS 洗去固定

液，加入 100 μL RNase A 溶液，37 ℃温育 30 min，

再加入 400 μL PI 溶液避光孵育 30 min，使用流式

细胞仪检测细胞不同时期 DNA 含量。 

2.6  Western blotting 检测 

取对数生长期的 BV-2 细胞，根据“2.1”项下

方法进行给药，在冰上收集细胞，按比例加入细胞

裂解液进行超声破碎，使用 BCA 试剂盒测定蛋白

浓度。蛋白样品经 10%或 12%十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，脱脂奶粉封闭

2 h，分别加入一抗 p21（1∶1 000）、γH2AX（1∶

800）和 GAPDH（1∶2 000），于 4 ℃冰箱孵育过

夜，TBST 溶液清洗后，加入二抗孵育 2 h 后显影，

检测 p21、γH2AX 蛋白表达水平。 

2.7  小胶质细胞衰老相关差异基因 PPI 网络的构建 

在 PubMed 中以“microglia”“senescence”

“transcriptomics”作为关键词进行检索，查找并整理

小胶质细胞衰老相关差异表达基因。导入 STRING

（https://string-db.org/）数据库，设置基因相互作用得

分阈值为 0.9，导出基因-基因相互作用关系，导入

Cytoscape（http://cytoscape.org/）软件构建基因-基因

相互作用网络。 

2.8  生物信息学分析 

使用 Metascape 数据库（https://metascape.org/）进

行 GO 通路分析，使用 Cytoscape 软件中 ClusterONE、

MCODE 工具进行聚类分析，其中 ClusterONE 选取

P＜0.01 的结果，MCODE 中最小评分阈值设置为 2。

Cytohubba 软件进行拓扑结构分析，利用 Venn 网站

（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/）绘

制不同分析工具所得基因的韦恩图，寻找关键基因。 

2.9  qRT-PCR 实验 

采用 qRT-PCR 技术检测趋化因子（C-C 基元）

受体 5（C-C chemokine receptor type 5，CCR5）、

趋化因子（C-X-C 基元）受体 4（C-X-C chemokine 

receptor type 4，CXCR4）、趋化因子及其相关基因
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趋化因子（C-C 基元）配体 2（C-C motif chemokine 

2，CCL2）、CCL4、CXCL10、Toll 样受体 2（Toll-

like receptor 2，TLR2）、TLR4、肿瘤坏死因子（tumour 

necrotizing factor ， TNF ）、 白 细 胞 介 素 -1β

（interleukin-1β，IL-1β）和内参基因甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH）的 mRNA 表达水平，使用 NCBI 网站

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）进行引物设计，引物

序列见表 1。提取 BV-2 细胞总 RNA，使用

PrimeScript™RT Master Mix 将其反转录为 cDNA，

使用 TB Green® Premix Ex Taq™ Ⅱ进行 qRT-PCR，

使用 2−ΔΔCt 计算 mRNA 的表达。

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

基因 上游引物 (5’-3’) 下游引物 (5’-3’) 

CCR5 ACCACACCGGGACTGTGAAA TCTCATGGCTTCTGAGGGGC 

CXCR4 AGGCAGTCTATGTGGGCGTC GCTATCGGGGTAAAGGCGGT 

CCL4 CTCCCGGCAGCTTCACAGAA GAACGTGAGGAGCAAGGACG 

CXCL10 GAGACATCCCGAGCCAACCT TTCTCACTGGCCCGTCATCG 

TLR4 CGGCAACTTGGACCTGAGGA GGTCCATAGCAGAGCCCCAG 

TNF CGCCACATCTCCCTCCAGAA AGGCTGAGACATAGGCACCG 

CCL2 AGGTGTCCCAAAGAAGCTGT GACCTTAGGGCAGATGCAGTT 

IL-1B ACCTCACAAGCAGAGCACAA GTCTTGGCCGAGGACTAAGG 

TLR2 GCAGGAGATGTGTCCGCAAT CTGACCGGTGATGCAATTCG 

GAPDH CCTCGTCCCGTAGACAAAATG TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT 

2.10  CXCL10 检测 

取对数生长期的 BV-2 细胞，根据“2.1”项下

方法给药，按照 ELISA 试剂盒说明书检测各组细胞

培养液中的 CXCL10 水平。 

2.11  对CXCL10诱导BV-2细胞SA-β-gal染色的影响 

取对数生长期的BV-2细胞，以每孔5×103个/mL

的密度接种于 6 孔板中。黄芩素预处理 2 h 后，加入

CXCL10 重组蛋白 125 ng/mL 培养 24 h，使用 Image-

J 软件统计阳性细胞数，并计算 SA-β-gal 染色阳性率。 

2.12  统计学分析 

使用 Graph Pad Prism 8.0 软件进行统计分析，

实验结果采用 x s 表示，采用单因素方差分析进

行各组间比较。 

3  结果 

3.1  D-gal 诱导 BV-2 细胞衰老 

采用 D-gal 诱导 BV-2 细胞衰老，与对照组比

较，150、200、250、300 mmol/L D-gal 可显著降低

细胞活力并呈剂量相关（图 1-A）。SA-β-gal 常作为

细胞衰老标志物[29]，与对照组比较，200、250 mmol/L 

D-gal 均可显著增加蓝染细胞数目（图 1-B、C）。结

果表明，200 mmol/L D-gal 可诱导 BV-2 细胞衰老，

因此选取该浓度进行后续实验。 

3.2  对 D-gal 诱导 BV-2 细胞的保护作用 

通过细胞毒性、细胞活力、细胞形态观察研究黄

芩素对 D-gal 诱导 BV-2 细胞的保护作用。结果显示，

50 μmol/L 黄芩素对细胞活力没有影响（图 2-A）。与

 
A-BV-2 细胞活力；B-SA-β-gal 染色 (×40)；C-SA-β-gal 染色阳性率；与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-cell viability; B-SA-β-gal staining (× 40); C-SA-β-gal positive rate; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 1  D-gal 对 BV-2 细胞活力和 SA-β-gal 染色的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 1  Effects of D-gal on BV-2 cell viability and SA-β-gal staining ( x s , n = 4)
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A-黄芩素对 BV-2 细胞活力的影响；B-黄芩素对 D-gal 诱导 BV-2 细胞活力的影响；C-细胞形态图片 (×100)；与对照组比较：###P＜0.001；与

模型组比较：***P＜0.001。 

A-effects of baicalein on cell viability; B-effects of baicalein on cell viability of D-gal-induced BV-2 cells; C-images of cellular morphology (× 100); ###P < 0.001 vs 

control group,***P < 0.001 vs model group. 

图 2  黄芩素对 D-gal 诱导 BV-2 的保护作用 ( x s , n = 4) 

Fig. 2  Protective effects of baicalein on D-gal-induced BV-2 cells ( x s , n = 4)

对照组比较，在 D-gal 诱导下，细胞活力明显下降

（P＜0.001），细胞形态发生改变、细胞核增大且边

缘粗糙；与模型组比较，给予 50 μmol/L 黄芩素可

显著提高细胞活力（P＜0.001）、改善细胞形态（图

2-B、C），结果表明，50 μmol/L 黄芩素对 D-gal 诱

导 BV-2 细胞衰老具有保护作用。 

3.3  延缓 D-gal 诱导的 BV-2 细胞衰老作用 

通过检测 SA-β-gal 阳性细胞数、衰老相关 p21

和 γH2AX 蛋白表达、细胞周期，评价黄芩素延缓

BV-2 细胞衰老的作用。如图 3 所示，与对照组比

较，衰老的 BV-2 细胞表现为 SA-β-gal 阳性细胞数

显著增多、p21 和 γH2AX 蛋白表达显著增加、G0/G1

期细胞周期停滞（P＜0.01、0.001）。与模型组相比，

给予 50 μmol/L 黄芩素可显著降低 SA-β-gal 阳性

细胞数（P＜0.001），降低 p21 和 γH2AX 蛋白表达

（P＜0.05），缓解 G0/G1 期的细胞周期停滞（P＜

0.001）。结果表明，黄芩素可延缓 D-gal 诱导的 BV-

2 细胞衰老。 

3.4  小胶质细胞衰老相关基因生信分析 

通过文献查阅[30-35]，共收集到小胶质细胞衰老

相关差异表达基因共 273 个，将以上基因导入

STRING 数据库获取基因内部相互作用。删除游离

的节点，将置信度大于 0.9 的基因-基因相互作用导

入 Cytoscape 软件，共得到 77 个节点（表 2）。根据

节点的介数中心性（Betweenness centrality）对基因

进行排序，得到关键基因 FN1、TLR4、VEGFA、TNF、 

CSFLR、TREM2、STAT1、CXCL10 等，以红色节点

表示（图 4-A）。 

为了深入探究小胶质细胞衰老的机制，将上述

77 个基因导入 Metascape 数据库进行 GO 分析（图

4-B）。CytoHubba 是一种基于拓扑网络算法的基因

排序工具，利用 CytoHubba 得到排序前 10 的基因

（图 4-C）。利用 MCODE、ClusterONE 对图 4-A 中

的基因进行聚类分析，得到不同的聚类（图 4-D、

E）。运用 Venn 图对聚类分析和拓扑结构分析预测

得到的关键基因进行整合，结果显示，ClusterONE

与 CytoHubba 2 个工具所得的交集基因有 CCL2、

CCR5；MCODE 与 CytoHubba 交集基因有 IL-1B、

TNF、 TLR2、 TLR4 ；ClusterONE、MCODE 和

CytoHubba 三者交集基因有 CXCL10、CXCR4、

CCL4。结果表明，显示趋化因子网络可能在小胶质

细胞衰老过程中发挥重要作用。 
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A-黄芩素给药 SA-β-gal 染色代表性图片（×40）；B-黄芩素对 SA-β-gal 染色阳性率的影响；C～E-黄芩素给药对 p21 和 γH2AX 蛋白表达的影

响；F-黄芩素对 D-gal 诱导 BV-2 细胞周期的影响，与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-representative pictures of SA-β-gal staining after baicalin administration (× 40); B-effect of baicalein on positive rate of SA-β-gal staining; C—E-effects 

of baicalein administration on expression of p21 and γH2AX proteins; F-effect of baicalin on D-gal induced BV-2 cell cycle; ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs 

control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group.

图 3  黄芩素延缓 D-gal 诱导的 BV-2 细胞衰老的作用 ( x s , n = 4) 

Fig. 3  Baicalein retards D-gal-induced senescence of BV-2 cells ( x s , n = 4)
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表 2  小胶质细胞衰老相关差异基因 

Table 2  Differential expressed genes related with microglia senescence 

序号 基因 基因全称 介数中心性 上调/下调 

1 FN1 Fibronectin-1 1 969.68 ↓ 
2 TLR4 Toll-like receptor 4 1 075.54 ↑ 
3 VEGFA Vascular endothelial growth factor a 1 049.59 ↑ 
4 TNF Tumor necrosis factor 1 019.97 ↑ 
5 CSF1R Colony stimulating factor 1 receptor 886.34 ↑ 
6 TREM2 Triggering receptor expressed on myeloid cells 2 736.83 ↑ 
7 STAT1 Signal transducerand activator of transcription 1 726.00 ↑ 
8 CXCL10 C-X-C motif chemokine 10 654.60 ↑ 
9 TLR2 Toll-like receptor 2 592.53 ↑ 

10 CXCR4 C-X-C motif chemokine receptor 4 587.96 ↑ 
11 PIK3CD Phosphoinositide-3-kinase catalytic delta 571.40 ↑ 
12 FCER1G Fibroblast growth factor receptor 1 547.90 ↑ 
13 IL1B Interleukin 1 beta 515.35 ↑ 
14 CD44 Cd44 475.80 ↑ 
15 TGFB1 Transforming growth factor beta 1 461.17 ↓ 
16 CD74 Cd74 molecule 437.79 ↑ 
17 IGF1 Insulin-like growth factor 1 428.05 ↑ 
18 C1QA Complement c1q a chain 420.74 ↑ 
19 CXCL12 C-X-C motif chemokine 12 334.86 ↓ 
20 APOE Apolipoprotein e 298.00 ↑ 
21 CTSS Cathepsin s 246.98 ↑ 
22 CCL2 C-C motif chemokine 2 230.60 ↑ 
23 TYROBP Tyrobp 230.17 ↑ 
24 C1QB C1qb 197.73 ↑ 
25 RAC2 Rac2 189.75 ↑ 
26 CYBB Cytochrome b-245 beta 183.02 ↑ 
27 CCR1 C-C motif chemokine receptor 1 174.03 ↑ 
28 NLRP3 Nod-like receptor thermal protein domain associated protein 3 161.81 ↑ 
29 CCL7 C-C motif chemokine 7 150.67 ↑ 
30 CLU Clu 150.00 ↑ 
31 HIF1A Hypoxia-inducible factor 1 alpha 150.00 ↑ 
32 PDGFB Platelet derived growth factor subunit b 150.00 ↓ 
33 TGFBR1 Transforming growth factor beta receptor 1  150.00 ↓ 
34 PTK2B Protein tyrosine kinase 2 beta 146.73 ↑ 
35 CCL4 C-C motif chemokine 4 142.42 ↑ 
36 C1QC C1qc 98.68 ↑ 
37 IRF4 Interferon regulatory factor 4 94.954 ↓ 
38 SPI1 Spleen focus forming virus proviral integration oncogene  93.64 ↑ 
39 CCR5 C-C chemokine receptor type 5 82.37 ↑ 
40 CCL3 C-C motif chemokine ligand 3 75.59 ↑ 
41 LGALS3 Galectin-3 51.36 ↑ 
42 CTSL Cathepsin l 34.00 ↑ 
43 CXCL9 C-X-C motif chemokine 9 33.63 ↑ 
44 CTSD Cathepsin d 26.73 ↑ 
45 NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in b-cells 1 25.93 ↑ 
46 IGF2R Insulin like growth factor 2 receptor 20.78 ↑ 
47 CX3CR1 C-X3-C motif chemokine receptor1 18.10 ↓ 
48 TLR7 Toll-like receptor 7 16.29 ↑ 
49 CX3CL1 Fractalkine 13.61 ↓ 
50 CD14 Cluster of differentiation 14 13.53 ↑ 
51 CLEC7A C-type lectin domain containing 7a 7.44 ↑ 
52 BIRC3 Birc3 4.76 ↑ 
53 CXCL5 C-X-C motif chemokine 5 4.61 ↑ 
54 C4B Complement component 4b 0.00 ↑ 
55 CASP1 Caspase 1 0.00 ↑ 
56 CCL26 C-C motif chemokine 26 0.00 ↓ 
57 CCL9 C-C motif chemokine 9 0.00 ↑ 
58 CLEC4D Clec4d antigen 0.00 ↓ 
59 CSF1 Macrophage colony stimulating factor 1 0.00 ↓ 
60 CXCL14 C-X-C motif chemokine 14 0.00 ↓ 
61 DAB2 Disabled homolog 2 0.00 ↓ 
62 DOCK1 Dedicator of cytokinesis 1 0.00 ↑ 
63 GPNMB Glycoprotein nmb 0.00 ↓ 
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表 2（续） 

序号 基因 基因全称 介数中心性 上调/下调 

64 IFNGR1 Interferon gamma receptor 1 0.00 ↓ 
65 IL6RA Interleukin 6 receptor 0.00 ↓ 
66 IRF7 Interferon regulatory factor 7 0.00 ↑ 
67 LPL Lipoprotein lipase 0.00 ↑ 
68 LTF Lactotransferrin 0.00 ↑ 
69 OASL2 Oasl2 0.00 ↑ 
70 PDGFC Platelet derived growth factor c 0.00 ↓ 
71 PF4 Platelet factor-4 0.00 ↑ 
72 RUNX3 Runt-related transcription factor 3 0.00 ↑ 
73 SIGLECH Siglech 0.00 ↓ 
74 SOCS3 Suppressors of cytokine signaling 3 0.00 ↓ 
75 SORL1 Sortilin-related receptor1 0.00 ↓ 
76 SPP1 Secreted phosphoprotein 1 0.00 ↑ 
77 TLR1 Toll-like receptor 1 0.00 ↑ 

“↑”表示上调，“↓”表示下调。 

“↑” indicates up-regulation, “↓” indicates down-regulation.

 
A-PPI 网络图；B-GO 通路富集分析；C-Cytohubba 获得的子网络；D-MCODE 获得的子网络；E-ClusterONE 获得的子网络；F-关键差异表达基

因韦恩图。 

A-PPI network diagram; B-pathway enrichment analysis of DEGs affected by microglia senescence; C- sub-network obtained by Cytohubba; D-sub-

network obtained by MCODE; E-sub-network obtained by ClusterONE; F-venn diagram for key differential expressed genes.

图 4  小胶质细胞衰老相关差异表达基因的生物信息学分析 

Fig. 4  Bioinformatic analysis of differential expressed genes associated with microglia senescence 
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3.5  对 D-gal 诱导 BV-2 细胞 mRNA 水平的影响 

采用 qRT-PCR 技术检测关键基因（CCL2、

CCL4、CXCR4、CCR5、CXCL10、TLR2、TLR4、TNF、

IL-1β）的 mRNA 表达。如图 5 所示，与对照组比

较，模型组上述 9 个基因 mRNA 表达均升高（P＜

0.05、0.01、0.001）。与模型组比较，给予 50 μmol/L

黄芩素可显著降低这 9 种基因的表达。以上结果表

明，黄芩素可显著降低基因 CCL2、CCL4、CXCR4、

CCR5、CXCL10、TLR2、TLR4、TNF 和 IL-1β 的

mRNA 水平（P＜0.05、0.01、0.001）。 

3.6  对 BV-2 细胞中 CXCL10 水平的影响 

由于 CXCL10 是 3 种工具预测出的共有差异基

因，且 qRT-PCR 证实有显著变化，因此进一步验证

CXCL10 在黄芩素延缓小胶质细胞衰老中的作用。

ELISA 结果表明，D-gal 可诱导 BV-2 细胞培养上清

液中 CXCL10 水平升高，给予 50 μmol/L 黄芩素可

降低 CXCL10 的水平（图 6-A）。本研究采用外源加

入重组蛋白的方法，进一步验证 CXCL10 在细胞衰

老中的潜在作用。结果表明，125 ng/mL CXCL10 可

诱导 BV-2 细胞衰老，而给予 50 μmol/L 黄芩素可显

著降低 CXCL10 引起的细胞衰老（图 6-B、C）。以

上结果表明，黄芩素可通过抑制 CXCL10 的表达来

延缓 BV-2 细胞衰老。 

4  讨论 

D-gal 是一种还原糖，在正常情况下会代谢为葡

萄糖。然而，D-gal 与胺反应生成的产物具有不稳定

性，这种产物可以通过非酶促反应与蛋白质中游离

的氨基酸结合，形成高级糖基化终产物（advanced 

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group.

图 5  黄芩素对趋化因子及相关因子 mRNA 水平的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of baicalein on mRNA levels of chemokines and related genes ( x s , n = 3)
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A-黄芩素对 D-gal 诱导 BV-2 细胞 CXCL10 分泌的影响；B-CXCL10 诱导 BV-2 细胞 SA-β-gal 染色阳性率；C-CXCL10 诱导 BV-2 细胞 SA-β-gal

染色代表性图片（×40）；与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001。 

A-Baicalein reduces D-gal-induced CXCL10 level; B-positive rate of SA-β-gal staining in CXCL10-induced BV-2 cells; C-representative images of SA-

β-gal staining (× 40); ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  ***P < 0.001 vs model group.

图 6  黄芩素对 CXCL10 水平和 CXCL10 诱导 BV-2 细胞衰老的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effects of baicalein on CXCL10 level and CXCL10-induced cell senescence ( x s , n = 3) 

glycosylation end products，AGEs）[36]。当 AGEs 与

这些产物的受体结合时，会导致氧自由基和活性氧

（reactive oxygen species，ROS）的形成[37]。通过氧

化应激损伤、端粒缩短、免疫性炎症反应、线粒体

功能障碍、代谢失调等机制诱导细胞、组织和器官

发生应激性衰老和病理性改变[38]。因此，D-gal 被广

泛用作衰老诱导剂。BV-2 细胞具有一些原代小胶质

细胞的形态、表征和功能特征，是一种已经公认的

典型神经细胞系，常被作为研究神经退行性疾病的

体外模型。因此，选择 D-gal 来诱导 BV-2 细胞，建

立小胶质细胞衰老模型。 

作为中枢神经系统的第一道防线，小胶质细胞

在正常情况下呈分枝状并形成密集的网络，维持大

脑环境的稳定[39]。在 AD 患者和 AD 小鼠模型的大

脑中，小胶质细胞表现出衰老表型[40]。本研究发现，

D-gal 可诱导小胶质细胞衰老，表现出细胞活力下

降、SA-β-gal 阳性细胞数增加、细胞周期停滞以及

衰老相关蛋白 p21 和 γH2AX 表达升高，给予黄芩

素后可逆转上述现象，表明黄芩素可延缓 D-gal 诱

导的小胶质细胞衰老。 

采用生物信息学方法预测小胶质细胞衰老相关

基因，发现小胶质细胞衰老与趋化因子网络密切相

关。趋化因子参与神经退行性疾病的发生发展。脑

内趋化因子的过度表达将导致神经胶质细胞的招募

与激活，发生炎症级联反应[41]，导致神经退行性疾

病的发生。在 AD 中，趋化因子可诱导并激活小胶

质细胞转向促炎或抗炎状态。小胶质细胞可被趋化

到机体损伤部位吞噬 Aβ 沉积和 Tau 蛋白，并通过

分泌细胞因子、趋化因子产生抗炎或促炎的作用，

还可通过旁分泌的形式影响周围细胞功能，改变细

胞微环境，引发衰老相关疾病[42]。 

衰老的小胶质细胞可以激活 Toll 样受体

（TLR2、TLR4）[43]，并产生大量的促炎因子如促

炎型趋化因子[44]，进一步激活小胶质细胞和星形

胶质细胞，引发慢性炎症。本研究发现，D-gal 可

诱导小胶质细胞中 CCL2、CCL4、CXCR4、CCR5、

CXCL10、TLR2、TLR4、TNF、IL-1B 9 个基因

mRNA 的显著上调，而黄芩素能显著降低上述基

因的表达。 

趋化因子 CCL2 是小胶质细胞激活的关键免疫
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调节因子[45]，与胶质细胞衰老密切相关[46]。研究发

现，AD 患者脑内 CCL2 上调，且脑脊液中 CCL2 的

浓度可作为诊断 AD 的生物标志物[47-48]。在 AD 小

鼠模型脑内，趋化因子 CCL4 表达升高[49]，CCL4 与

其受体 CCR5 结合，可促进 mTORC1 激活并破坏自

噬和 Tau 蛋白的清除，还可通过产生 ROS 和炎症反

应促进细胞衰老[50]。CXCR4 的表达与年龄相关[51]，

CXCR4 能够调节神经传导、突触可塑性和细胞间通

讯。在神经退行性疾病模型中，CXCR4 在神经元、

星形胶质细胞、小胶质细胞和巨噬细胞中的表达均

上调[52]。TLR4 介导的促炎因子（如 TNF 和 IL-6）

在驱动炎症衰老中起着关键作用[53]，TLR4/NF-κB

信号通路的激活与 AD 记忆力减退相关[54]。TLR2

通过调节 p53、p21 和 p16 来促进细胞周期停滞，并

通过诱导急性期血清淀粉样蛋白 A1 和 A2 来调节

衰老相关分泌表型（SASP）[55]。IL-1B 是炎症反应

的关键介质，参与细胞增殖、分化和凋亡[56]。TNF

作为一种促炎介质，在老年人体内表达升高，且

TNF 可介导机体代谢变化[57]。 

CXCL10 通过与受体 CXCR3 结合可以促进小

脑衰老、诱导细胞凋亡、调节细胞生长、增殖以及

突触功能[58-59]。研究发现，在 AD 患者和相应动物

模型的脑脊液和脑组织中都检测到高水平的

CXCL10[60]。在 APP/PS1 小鼠中发现，CXCR3 缺陷

可减少 Aβ 斑块和斑块周围小胶质细胞的聚集[61]。

本研究发现，CXCL10 可能是小胶质细胞衰老过程

中的关键基因，通过外源加入 CXCL10 重组蛋白的

方法发现黄芩素可抑制 CXCL10 诱导的 BV-2 细胞

衰老。作为 CXCL10 的上游信号，TNF-α 和 IL-1B

可通过 p38 MAPK、JAK/STAT 及 PI3K/AKT 信号

通路上调 CXCL10 的表达。此外，TLR4-NF-κB 也

是介导 CXCL10 产生的重要上游信号，可以直接或

间接诱导 CXCL10 等趋化因子的产生[62-63]。因此，

黄芩素可能通过上述通路抑制 CXCL10 的产生，但

还需进一步验证。 

综上，本研究表明，黄芩素可以延缓 D-gal 诱

导的 BV-2 小胶质细胞衰老，其作用机制可能与调

节 CXCL10 介导的趋化因子网络相关。 
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