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Abstract. T��� ����� ������������ ��� ������� �� ��������� ������-T��� ����� ������������ ��� ������� �� ��������� ������-
�������� �� �x���� �xp����� �� ��� m��p��l��� ��� �������� �� 
N9 m�����l�� ��� ���l�z�� ��� m�������m�. N9 m�����l�� w��� 
��l����� ����� ��� ��������� �� ���� (95% O2 ��� 5% CO2), 
���m�l (95% ��� ��� 5% CO2) ��� l�w �x���� (95% CO2 ��� 
5% O2) ��������������. T�� ��ll m��p��l����� w��� �b������ 
����� �������� p���� �������� m�������p� ����� 24 �. Fl�w 
����m���� w�� �ppl��� �� ������ ��ll �������l ��� �p�p����� 
����. T�� mRNA ��� p������ �xp������� l���l� �� �����l��k��-1β 
(IL-1β) ��� ��m�� �������� ������-α (TNF-α) w��� �������� 
b� ������� ��������p����-p�l�m����� ����� �������� (RT-PCR) 
��� w������ bl�� ���l����, ���p������l�. T�� ����l�� ���w�� ����, 
N9 m�����l��l �p�p����� ����� �� ��p���x�� ��� ��p�x�� �����-
tions were significantly higher than those in the normal group 
(P<0.05) ��� ��� �p�p����� ���� �� ��� ��p�x�� ����p w�� ������ 
���� ���� �� ��� ��p���x�� ����p (P<0.05). T�� mRNA ��� 
p������ �xp������� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� ��� ��p���x�� 
and hypoxia groups were significantly higher than those in the 
���m�l ����p (P<0.05) ��� ��� mRNA ��� p������ �xp������� 
l���l� �� ��p�x�� ����p w��� ������ ���� ����� �� ��� ��p��-
�x�� ����p (P<0.05). T��������, N9 m�����l�� ��l����� ����� 
��p���x�� ��� ��p�x�� ���������� ��� b� ���������, ��������� 
pro-inflammatory response and inducing cell apoptosis. The 
m�������m m�� b� ���� ��� ��������� �� �������x�� ������� 
IL-1β ��� TNF-α �� ����l��� �� ����� ���p�����.

Introduction

M��� �� ��� ��ll� �� ��� ������l ������� �����m ��� �l��l ��ll�. 
T���� ��ll� ��� w���l� ������b���� (1). M�����l�� ��� ������ 

�mm��� ��ll� �� ��� ������l ������� �����m ��� ������� ��� 
�pp��x�m���l� 20% �� ��� �l��l ��ll� (2).

M�����l�� ���������� ��� m��� �mm��� ������� l��� �� ��� 
m����� ������l ������� �����m ��� ��� �l���l� ��l���� �� ��� 
p����l�����l ��� p�����l�����l �������� p�������� �� m��� 
������l ������� �����m �������� (3,4). U���� ��� ���������� 
�� ������� ���m�l�����, ��� ��������� m�����l�� �x��� �mm��� 
p��������� ������� ��� �l�m����� �������� ��ll� ��� ���������� 
��b������� �� ��� ������l ������� �����m (5). N�������l���, 
�x������� ���������� �� m�����l�� p������� �������x����� 
������� ���� �� �����l��k��-1β (IL-1β) ��� ��m�� �������� 
������-α (TNF-α), w���� m������ �x������� �mm��� ���p����, 
������� ���������l ��m��� �� ��� ������l ������� �����m (4,6). 

T�� m��p��l�����l ��� ���������l ������� �� m�����l�� 
��������� ����� ��������� ���m�l������ ��� ��� ��mpl���l� �l���. 
T���, ��� ��m �� ���� ����� w�� �� ����������� ��� m��p��-
l�����l ��� ���������l ������� �� N9 m�����l�� ����� ��� 
��l���� ���������� �� ��������� �x���� �������������� ��� �� 
�xpl��� ��� �����l���� m�������m�.

Materials and methods

Materials
Cell lines. M���� N9 m�����l�� ��ll l���� w��� p�������� ���m 
��� C�ll C�l���� C����� �� P�k��� U���� M�����l C�ll��� 
(B��j���, C����).

Main reagents. Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 
��� ����l b����� ����m (FBS) w��� p�������� ���m H�Cl��� 
(L�� A���l��, CA, USA). T�� ���� ����m w�� �b������ ���m 
S��m�-Al����� (S�. L����, MO, USA). P�����ll�� ��� ����p��-
m���� w��� �b������ ���m N��j��� K��G�� B������ (N��j���, 
C����). T��p���, A���x�� V C�ll Ap�p����� D�������� k��, 
p������ l���� b�����, ��� ����-m����/��� IL-1β, ����-��bb��/
��� TNF-α ��� ����-����p/��� β-����� ����b�����, ��� TRIz�l 
reagent, the reverse transcription and cDNA amplification kits 
w��� �ll p�������� ���m Ab��m (C�mb�����, UK).

Main instruments. T�� �������� p���� �������� m�������p� 
w�� p�������� ���m Ol�mp�� (T�k��, J�p��), ��� ��ll ��l���� 
����b���� w�� �b������ ���m T���m� F����� S��������� 
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(W�l���m, MA, USA), ��� ��p�� �l��� b���� w�� �b������ 
���m E���l����������� (S�������, C����), ��� �l�w ����m-
���� w�� p�������� ���m BD B���������� (F���kl�� L�k��, 
NJ, USA), the PCR Amplifier was purchased from Bio-Rad 
(B��k�l��, CA, USA) ��� ��� m����p�p���� w�� �b������ ���m 
Epp������ (H�mb���, G��m��).

Methods
Culturing and grouping of N9 microglia. N9 m�����l�� �� 
� ���z�� p�p� w�� �b������ ���m l�q��� ��������. T�� ��b� 
was waved in a water bath of 37˚C for 1-2 min. After being 
���w��, ��� ��ll� w��� ����������� �� � ���������� ��b� ��� 
��� DMEM w�� ����� �� ��� ��b�. T�� p����p������ ��ll� 
w��� ��ll����� ����� �������������� ��� 5 m�� �� 9,010 x � �� 
��m��� ��� ��ll p����p�����. C�mpl��� DMEM w�� ����� �� 
bl�w ��� �����p��� ��� ��ll�. T�� ��ll� w��� ����������� �� � 
75 ml culture flask. The DMEM containing FBS was added. 
The cells were incubated at 37˚C with 5% CO2 ��� 2 �� 3 ����. 
Cells adhering to the bottom of the flask were digested using 
���p��� ��� ��� ��ll p������ w�� p�����m�� �� 1:4, ��ll�w�� 
b� ������� ��b��l���� �� �� ����b����. T�� ��m� ���������� 
�� ��l����� ��ll� w�� ���� ��ll����� ��� ��� �xp���m���. T�� 
cells were identified to determine whether they met the char-
����������� �� N9 m�����l��. T�� ��ll� w��� �����p����� w��� 
DMEM ��� ��� ������� w�� ��j����� p���� �� pl����� ��� ��ll� 
�� 6-w�ll pl����. T�� ��ll� w��� ������� ���� ��� ���� �x���� 
������������� (H ����p), ���m�l (N ����p) ��� l�w �x���� 
������������� (L ����p) ����p�. T�� ��l���� p���m����� �� ��� 
H group were: 37˚C, 95% O2 ��� 5% CO2. T�� ��l���� p���m-
eters of the N group were: 37˚C, 95% air and 5% CO2. C�l���� 
parameters of the L group were: 37˚C, 95% CO2 ��� 5% O2. 
H��� �l����� DMEM ���������� 10% FBS w�� ����� �� �ll �� 
��� ����p� ��� ��l����� ����� ��� p�������m���� ����������. 
T�� m��p��l��� �� N9 m�����l�� w�� �b������ ����� �������� 
p���� �������� m�������p� (Ol�mp��, T�k��, J�p��) ����� ��� 
��ll� w��� ����b���� ��� 24 �.

Detection of N9 microglia apoptosis. Fl�w ����m���� w�� 
����  �� ���l�z� �������� ��ll� ���� w��� ��ll����� ����� 
��������� w��� ���p���. A���� b���� w����� �w��� w��� 
p���p����-b������� ��l��� (PBS), ��� ��ll� w��� ����������� �� 
9,010 x � ��� 5 m��. S�p��������� w��� �b������� ��� ��� ��ll� 
w��� �����p����� �� PBS. T�� �p�p����� ������� �� A���x�� V 
w�� ����� ��� ��� ��ll� w��� ����b���� ��� 15 m�� �� ��� ���k 
�� ���m ��mp�������. T��� ��� �p�p����� ����� w��� �������� 
by using a flow cytometer.

mRNA expression levels of IL-1β and TNF-α. mRNA �xp���-
���� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� N9 m�����l�� ��l����� 
����� ��������� �x���� �������������� w��� �������� b� 
������� ��������p����-p�l�m����� ����� �������� (RT-PCR). 
C�ll� w��� ��ll����� ����� ���p����z����� ��� ��ll l���� 
w�� ��������� �� l�w ��mp�������. T�� ����l RNA w�� 
�x�������, �DNA w�� ��������z�� b� ������� ��������p����, 
��ll�w�� b� � PCR �mpl��������� �xp���m���. β-����� w�� 
��� �� �� ����� ���������. T�� p��m�� ��q������ ���� w���: 
IL-1β ���w���, 5'-ATCTCGCAGCAGCACATC-3' ��� 
�������, 5'-CCAGCAGGTTATCATCATCATC-3'. TNF-α 
���w���, 5'-CGCTACGACCGCCAGATTG-3' ��� �������, 
5'-ACACCGTTCACCAGCAAGTC-3'. β-����� ���w���, 

5'-CATGGGGTGTGAACCATGAGA-3' ��� ������� 5'-GTC 
TTCTGGGTGGCAGTGAT-3'. The amplification conditions 
were as follows: Predegeneration at 94˚C for 2 min, 94˚C for 
30 sec, 6˚C for 30 sec and 72˚C for 60 sec, a total of 28 cycles; 
and extension at 72˚C for 5 min. The amplified products were 
��p������ �� � 20 �/l ������� ��l �l�����p�������. A ��l �m����� 
���l���� �����m (B��-R��) w�� �ppl��� �� ������ ��� ���� ���l� 
��l��� �� b���. T�� ���� ��l�� ����� �� ��� ������ ���� (IL-1β 
��� TNF-α) �� ��� ��������� ���� β-����� w�� �������� �� � 
��l����� �xp������� �� ��� ������ ����.

Protein expression levels of IL-1β and TNF-α. T�� p������ 
�xp������� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� N9 m�����l�� ����� 
��������� �x���� �������������� w��� �������� b� w������ 
blot analysis. The cells were scraped from the flask. The lysis 
b����� w�� ����� �� �x����� ����l p������. T�� p������ ������-
tration was measured using the BCA Protein Quantitative kit. 
SDS p�l�����l�m��� ��l (10%) w�� p��p���� ��� ��bj����� �� 
�l�����p������� ����� 20 µ� p������� w��� l�����. T�� p������� 
w��� ����������� ���� � m�mb���� ��� ���� bl��k�� b� 
5% �k�m m�lk �� ���m ��mp������� ��� 2 �. T�� ����-m����/��� 
IL-1β (dilution, 1:2,000; cat. no. ab33738) ��� TNF-α (dilution, 
1:5,000; cat. no. 11564) (both from Abcam) primary monoclonal 
����b����� w��� ����� ��� ��� p������ w�� ����b��� ��������� �� 
4˚C. The membranes were washed in TBST buffer and then incu-
bated with anti-sheep/rat β-actin monoclonal (dilution, 1:5,000; 
cat. no. ab50591; Abcam). A���� b���� ����l�p��, b��� �m���� 
w��� ��ll����� ��� ���l�z��.

Statistical analysis. D��� w��� ��ll����� ��� ���l�z�� ����� 
SPSS 17.0 ����w��� (SPSS, I��., C������, IL, USA). M�������� 
���� w��� �xp������ �� m��� ± �������� ��������� (SD). T�� 
���� w��� ��mp���� b� ���-w�� ANOVA. �� LSD �-���� w�� 
���� ��� p���w��� ��mp������� b��w��� ����p m����. P<0.05 
was considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Effects of different oxygen concentrations on morphology 
of N9 microglia. U���� ���m�l ����������, ��� ��ll� �� ��� 
N ����p w��� ������� ��� ��� ��ll� w��� �p���l�-���p��. C�ll 
p�������� w��� ���� ��� l���. U���� ��� ���������� �� ���� 
��� l�w �x���� �������������, ��� N9 m�����l�� w�� ���������, 
��ll� �� ��� H ��� L ����p� w��� ����� ��� ��� ��ll p�������� 
����pp����� (F��. 1).

Effects of different oxygen concentrations on N9 microglia 
apoptosis. A���� ��ll� w��� ��l����� �� ��������� �x���� 
�������������� ��� 24 �, ��� �p�p����� ����� �� N9 m�����l�� 
in the L and H group were significantly higher than those in 
N ����p (P<0.05) ��� ��� �p�p����� ���� �� L ����p w�� ������ 
���� ���� �� ��� H ����p (P<0.05). T�� ����l�� ���w�� ������-
����l ����������� (F��. 2).

Effects of different oxygen concentrations on the mRNA 
expression levels of IL-1β and TNF-α. A���� ��ll� w��� 
��l����� �� ��������� �x���� �������������� ��� 24 �, ��� 
mRNA �xp������� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� N9 m�����l�� 
in the L and H groups were significantly higher than those 
�� ��� N ����p (P<0.05) ��� ��� mRNA �xp������� l���l� �� 
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IL-1β ��� TNF-α �� N9 m�����l�� �� L ����p w��� ������ 
���� ����� �� H ����p (P<0.05). T�� ����l�� ���w�� ����������l 
����������� (F��. 3).

Effects of different oxygen concentrations on the protein 
expression levels of IL-1β and TNF-α. A���� ��ll� w��� ��l����� 
�� ��������� �x���� �������������� ��� 24 �, ��� p������ �xp���-
���� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� N9 m�����l�� �� ��� L ��� 
H groups were significantly higher than those in the N group 
(P<0.05) ��� ��� p������ �xp������� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α 
�� N9 m�����l�� �� L ����p w��� ������ ���� ����� �� H ����p 
(P<0.05). T�� ����l�� ���w�� ����������l ����������� (F��. 4).

F����� 1. E������ �� ��������� �x���� �������������� �� m��p��l��� �� N9 m�����l��. (A) N��m�l ����p: T�� ��ll� ��� �p���l�-���p��, w��� ���� ��� l��� ��ll 
p��������. (B) H��� ��� (C) l�w �x���� ������������� ����p: T�� ��ll� ��� ����� ��� ��� ��ll p�������� ����pp�����.

F����� 2. C�ll �p�p����� ����� �� N9 m�����l�� ��l����� ����� ��������� 
oxygen concentrations. The results of flow cytometry show that compared 
w��� ��� N ����p, ��� �p�p����� ����� �� N9 m�����l�� �� ��� L ��� H ����p� 
are significantly increased. The apoptotic rate of the L group is higher than 
���� �� ��� H ����p (P<0.05). C�mp���� w��� N ����p, *P<0.05; compared 
w��� H ����p, #P<0.05.

F����� 3. (A ��� B) E������ �� ��������� �x���� �������������� �� ��� mRNA 
�xp������� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α. C�ll� w��� ����b���� �� ��������� 
�x���� �������������� ��� 24 �, ��� RT-PCR ����l�� ���w ���� ��� mRNA 
�xp������� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� N9 m�����l�� �� ��� L ��� H ����p� 
are significantly higher than those in the N group (P<0.05) and the mRNA 
�xp������� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� N9 m�����l�� �� ��� L ����p ��� 
������ ���� ����� �� ��� H ����p (P<0.05). T�� ����l�� ���w ����������l ������-
�����. C�mp���� w��� N ����p, *P<0.05; compared with H group, #P<0.05. 
IL-1β , �����l��k��-1β; TNF-α, ��m�� �������� ������-α.

F����� 4. (A-C) E������ �� ��������� �x���� �������������� �� ��� p������ 
�xp������� �� IL-1β ��� TNF-α. T�� RT-PCR ����l�� ���w ���� ��� p������ 
�xp������� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� N9 m�����l�� �� L ��� H ����p� ��� 
significantly higher than those in N group (P<0.05) and the protein expression 
l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� N9 m�����l�� �� L ����p ��� ������ ���� ����� 
�� H ����p (P<0.05). T�� ����l�� ���w ����������l �����������. C�mp���� w��� 
N ����p, *P<0.05; compared with H group, #P<0.05. IL-1β , �����l��k��-1β; 
TNF-α, ��m�� �������� ������-α.
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Discussion

M�����l�� ��� m���l� ���m b��� m����w p�������� ��� ��� 
������ �mm��� ��ll� �� ��� ������l ������� �����m (7). U���� 
���m�l ����������, ��� m�����l�� ��� �� ������� �����, ������ll��� 
��� m���������� ��� ���m�l p�����l�����l �������m��� �� ��� 
������l ������� �����m (8,9). W��� p����l�����l ������� ���� 
�� ����k�, ����m�, ���������, ��m�� ��� ������l ������� �����m 
������������ �������� �pp��� �� ��� ������l ������� �����m, 
��� m�����l�� ��� ��������� ��� � l���� ��mb�� �� �������x�� 
������� ���� �� IL-1β ��� TNF-α ��� ��l�����, w���� �������� � 
series of inflammatory reactions and leads to the activation and 
m�������� �� m�����l�� ������ ��� ���� �� ��� l����� (10-13). A 
������� �mm��� ���p���� �� ��� b��� ������ w��� ��� m�����l�� 
���������� p������ �� ��� �� ������l, w���� ���������� ������l 
������� �����m ��j��� (14,15). A� p������, ����� ��� ��l�����l� 
��w ������� ��������� ��� m�����l��. T�� m��p��l�����l ��� 
���������l ������� ��� m�������m� �� ��������� m�����l�� 
����� ��������� p����l�����l ���������� ��� ��� ��mpl���l� 
�l���. T��������, ��� N9 m�����l�� w��� ��l����� ����� ��� 
�������m��� �� ��������� �x���� �������������� ��� ��� 
������� �� ��������� �x���� �������������� �� ��� m��p��l��� 
��� �������� �� m�����l�� w��� �b������. T�� ����l�� ���w�� 
���� ��p���x�� (95% O2 ��� 5% CO2) ��� ��p�x�� (95% CO2 
��� 5% O2) had significant cytotoxicity to N9 microglia, which 
l���� �� m��p��l�����l ������� ��� ����pp������� �� ��ll 
p������, ��ll ���������� ��� ��������� ��ll �p�p�����.

IL-1β is an inflammatory factor produced by activated 
m�����l��. IL-1β ��� ������� ��� ���������� �� �mm��� ��ll� 
leading to the release of the inflammatory medium, which 
������ ��l�-������ ��m��� w��l� ��������� b��� �mm����� 
��� ��� ������ �� ��j��� �� p�������l� �����l���� w��� ��� 
������������� �� IL-1β (16-18). TNF-α �� � ������ll� p��-
inflammatory cytokine and has a wide range of biological 
�������, w���� �� ����l��� �� ��� p������ �� ��ll�l�� �mm��� 
���p���� (19-21). TNF-α �� m���l� p������� b� m�����l�� 
�� ��� ������l ������� �����m. TNF-α ������� ������p��l 
���m���x�� ��� ������� ��� b��� �� ��������z� ��� IL-6, 
IL-8 ��� ����� ���l�mm����� �������, w���� p��m���� 
inflammatory response, induces cell apoptosis and increases 
������ ��m��� (22). I� ��� p������ �����, w� ����� ���� ��� 
mRNA ��� p������ �xp������� l���l� �� IL-1β ��� TNF-α �� 
N9 m�����l�� w��� ��������� ����� ��� ��ll� w��� ��l����� �� 
��p���x�� ��� ��p�x�� �������m���� ��� 24 �, w���� ��������� 
���� p���x������� ��� ��p�x�� ���m�l����� ��� ������ ��� 
secretion of pro-inflammatory cytokines such as IL-1β ��� 
TNF-α in microglia and induce the inflammatory response 
��� m�� b� ����l��� �� ��� p������ �� ��ll �p�p�����. W��� 
p����l�����l ������� ����� �� ��� ������l ������� �����m, ��� 
������� m�����l�� w�� ���������, ��� �������� m�l��pl� �����-
��x����� ������� ���� �� TNF-α, IL-1β ��� NO ��� � l���-���m, 
which exerted significant toxic effects to peripheral nerve 
��ll� (13,23). T��������, ��� ���������� �� m�����l�� m�� ���� 
�� �mp������ ������ �� ��� ���������� ��� �����m� �� ��� 
������l ������� �����m.

I� ����l�����, ��� �������m����l ���m�l�� �� ��p���x�� 
��� ��p�x�� ��� �������� N9 m�����l�� in vitro, ����l���� �� ��� 
��������� �xp������� �� IL-1β ��� TNF-α ��� ���� �������� 
��ll �p�p�����. T��������, ��� ����l����� �� IL-1β ��� TNF-α 
�xp������� m�� b� � k�� ������ �� ������ ��� ��m��� �� ��� 

������l ������� �����m ������ b� p���x������� ��� ��p�x��. 
T�� �p������ m�l���l�� ��� �����l p���w��� ��m��� �� b� 
������� �xpl����.
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