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没食子酸对脂多糖诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞炎症
反应的抑制作用

刁佳雯，徐　 慧，马新月，全吉淑∗

（延边大学医学院，吉林 延吉　 １３３００２）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨没食子酸（ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ，ＧＡ）对脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞

炎症反应的抑制作用。 方法　 将人 ＴＨＰ１ 单核细胞用佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌ ｍｙｒｉｓｔａｔｅ ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）分化为巨噬细胞，用
ＬＰＳ 诱导建立巨噬细胞炎症模型，给予不同浓度 ＧＡ 进行保护。 ＣＣＫ⁃８ 法筛选 ＬＰＳ 和 ＧＡ 对 ＴＨＰ１ 细胞的安全浓

度；设正常组、模型组（１００ μｇ ／ Ｌ ＬＰＳ）和 ＧＡ 组（１００ μｇ ／ Ｌ ＬＰＳ＋不同浓度 ＧＡ）。 ＥＬＩＳＡ 法检测各组细胞培养液白细

胞介素－６（ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ⁃α）和白细胞介素－１β（ＩＬ⁃１β）水平，微板法检测各组细胞培养液乳酸脱氢

酶（ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）活性和一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）含量，荧光染色检测各组细胞活性氧（ＲＯＳ）水平、
细胞损伤情况和线粒体跨膜电位的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞环氧合酶－２（ＣＯＸ⁃２）、高迁移率族蛋白 Ｂ１
（ＨＭＧＢ１）、ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ＪＮＫ）、细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）、Ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶（Ｐ３８）、核转录因子

－κＢ（ＮＦ⁃κＢ）、ＮＯＤ 样受体 ３（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－１（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、ＩＬ⁃１β
和消皮素 Ｄ（Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ，ＧＳＤＭＤ）蛋白表达的影响。 结果　 与正常组比较，模型组细胞培养液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β
和 ＮＯ 的分泌增多（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＣＯＸ⁃２、ＨＭＧＢ１、ｐ⁃ＥＲＫ、ｐ⁃ＪＮＫ、ｐ⁃Ｐ３８、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达

升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＧＳＤＭＤ 蛋白表达水平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＲＯＳ 生成和细胞损伤明显增多，线粒体跨膜电位较正常组显

著降低，ＬＤＨ 活性显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与模型组比较，ＧＡ 组细胞培养液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＮＯ 的分泌减少（Ｐ＜
０􀆰 ０５），ＣＯＸ⁃２、ＨＭＧＢ１、ｐ⁃ＥＲＫ、ｐ⁃ＪＮＫ、ｐ⁃Ｐ３８、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＧＳＤＭＤ
蛋白表达水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＲＯＳ 生成和细胞损伤减少，线粒体跨膜电位逐渐升高，ＬＤＨ 活性降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
结论　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞炎症反应具有抑制作用，其抗炎机制可能涉及 ＭＡＰＫ 和 ＮＦ⁃κＢ 信号

通路。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＴＨＰ１ ｃｅｌｌｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ； ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 没食子酸（ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ，ＧＡ）是我国传统中草药

植物的主要成分之一，常见于五倍子、掌叶大黄、山
茱萸、没食子等［１］。 据报道，ＧＡ 具有多种药理作

用，包括抗炎、心血管保护、抗菌等，可用于治疗糖

尿病、肝纤维化等常见疾病［２］。 没食子也常用于各

种抗炎的中药配方中，如由黄连、没食子、地锦草组

成的肠炎宁胶囊用于治疗急、慢性胃肠炎；以没食

子为主要成分的西帕依固龈液，对牙龈可起到一定

的消 炎 作 用［３－４］。 据 文 献 报 道， ＧＡ 可 抑 制

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 小鼠巨噬细胞的炎症反应［５］。 ＧＡ 不仅

副作用少，价格可负担，而且显著增强机体的免疫

功能［６］。 这些均提示 ＧＡ 具备发展为抗炎新药的潜

力。 然而，ＧＡ 抗炎作用研究多停留在抗炎、抗氧化

等生物活性水平上，并未见相关的分子机制研

究［５］。 炎症的发生与炎症小体密切相关，炎症小体

活化被称为炎症反应的核心，参与多种自身免疫性

疾病的发生。 近年来，慢性炎症疾病中炎症小体的

活化和调控机制已成为研究热点。 炎症小体是哺

乳动物免疫细胞中的一种多聚蛋白复合物，研究最

多的是由 ＮＯＤ 样受体 ３（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
３，ＮＬＲＰ３）、凋亡相关斑点样蛋白 （ ＡＳＣ） 及前体

（Ｐｒｏ）⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 组成的 ＮＬＲＰ３ 炎症小体。 ＮＬＲＰ３

或 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的失活可阻止炎症的激活［７］。 细胞焦

亡（Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ）又称细胞炎性坏死，由炎性小体引

发，是一种由 Ｃａｓｐａｓｅ 蛋白酶参与、Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 介

导的程序性细胞死亡，使细胞膜丧失完整性并形成

孔 洞， 释 放 出 包 括 乳 酸 脱 氢 酶 （ ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）在内的细胞内容物，引发炎症

反应［８－９］。 炎症小体被认为是体内炎症的“开关”，
一旦被启动，会促使机体分泌大量炎症介质，引发

或加重炎症反应。 过度的细胞焦亡可能会引发持

续性炎症反应，导致炎症性疾病的发生。 因此，抑
制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的组装、活化和减少巨噬细胞的

焦亡，是抑制或减缓炎症反应的关键。 在前人研究

基础上，本实验从炎症小体、细胞焦亡方面深入探

讨 ＧＡ 的 抗 炎 作 用 机 制。 脂 多 糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是一种强效的致炎因子，
通常用来构建细胞炎症模型［１０］。 脓毒症研究中，体
外炎症模型经常选用 ＬＰＳ 诱导完成，该模型具有很

好的模拟性，因此，本实验选用 ＬＰＳ 来诱导细胞炎

症模型［１１］。 机体可通过 ＬＰＳ 刺激，激活包括 ｃ⁃Ｊｕｎ
氨基末端激酶（ ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、Ｐ３８
丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，Ｐ３８）、细胞外调节蛋白激酶 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
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ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）在内的丝裂原活化蛋

白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ） 信

号通路以及核转录因子－κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ，
ＮＦ⁃κＢ）通路，进而释放大量白介素－ ６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
６，ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子－α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ＴＮＦ⁃α）和白介素－１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １β，ＩＬ⁃１β）等炎症

因子，从而引起炎症反应［１２］。 ＴＨＰ１ 细胞，来源于急

性单核细胞性白血病患者，具有球形单细胞悬浮特

征，在一定条件下，可被刺激分化为巨噬细胞［１３］。
巨噬细胞被认为是人类先天免疫的最重要功能细

胞，在维持机体稳态中发挥重要作用，可通过启动

或缓解炎症，以对抗入侵的抗原和抗原呈递。 当机

体受到外界刺激时，巨噬细胞会从小体积、静息状

态被激活，启动多条与炎症相关的信号通路并释放

炎症因子［１４］。 本实验以佛波酯 （ ｐｈｏｒｂｏｌ ｍｙｒｉｓｔａｔｅ
ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）诱导的 ＴＨＰ１ 巨噬细胞为研究对象，
探讨 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞炎症反应

的抑制作用，并阐明其可能的机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 人 ＴＨＰ１ 单核细胞购自美国 ＡＴＣＣ 公司。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＧＡ 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司

（货号 Ｇ１０４２３１）；ＬＰＳ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司（货号

Ｌ２８８０）；ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（货号＃８２４２）、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（货
号＃３０３６）、环氧合酶－ ２（ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃２，ＣＯＸ⁃２）
（货号＃１２２８２）、ＥＲＫ（货号＃４６９５）、ｐ⁃ＥＲＫ（货号＃
４３７０）、ＪＮＫ（货号＃９２５２）、ｐ⁃ＪＮＫ（货号＃４６６８）、Ｐ３８
（货号＃８６９０）、ｐ⁃Ｐ３８（货号＃９２１６）、Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ（货
号＃９３７０９）、ＩＬ⁃１β（货号＃１２７０３）均购自美国 ＣＳＴ 公

司； ＮＬＲＰ３ （ 货 号 ３８４０ＡＡ０１ ）、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ 货 号

３８４０ＡＡ３０）抗体购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；
β⁃ａｃｔｉｎ（货号 ＡＣ０２６）抗体购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ 集团公司；
羊抗兔二抗（货号 ＳＡ００００１－２）、羊抗鼠二抗（货号

ＳＡ００００１－１）购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ 公司；ＩＬ⁃６
（生 产 批 号 ０３１７２３０１４０ ）、 ＴＮＦ⁃α （ 生 产 批 号

０４２８２３０１９３）和 ＩＬ⁃１β（生产批号 ０３１７２３０１３４）酶联

免疫吸附分析（ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒均购自美国 ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ 公司；ＣＣＫ⁃８
试剂盒 （货号 Ｋ１０１８） 购自美国 ＡｐｅｘＢＩＯ 公司；
ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基（货号 Ｃ１１８７５５００ＢＴ）、胎牛血清

（货号 １２４８４０２８）购自美国 ＧＩＢＣＯ 公司；细胞凋亡

荧光 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 双染试剂盒（货号 ＣＡ１１２０）
购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；ＳＢ２０３５８０ （产品编号 Ｓ１８６３ － １
ｍｇ）、ＳＰ６００１２５（产品编号 Ｓ１８７６－５ ｍｇ）、Ｕ０１２６（产
品编号 Ｓ１９０１ － １ ｍｇ）、 ＢＡＹ１１ － ７０８２ （产品编号

ＳＦ００１１－１０ ｍＭ）、活性氧检测试剂盒（货号 Ｓ００３３
Ｓ）、线粒体膜电位检测试剂盒（ＪＣ⁃１，货号 Ｃ２００６）购
自碧云天生物有限公司；ＬＤＨ 乳酸脱氢酶试剂盒

（货号 Ａ０２０－２－２）购自南京建成生物工程研究所。
ＲＴ⁃２１００ 型酶标仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司；ＵＶＰ 全

自动凝胶成像仪购自美国 ＵＶＰ 公司；ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ
电泳仪购自中国北京六一生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养、传代及分化

　 　 在 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 的条件下，将 ＴＨＰ１ 细胞培

养于 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液中。 根据细胞生长情况，每
３～４ ｄ 传代 １ 次。 随即利用 １００ μｇ ／ Ｌ 的 ＰＭＡ 诱

导，将其分化为巨噬细胞，并进行后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＬＰＳ 对人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞活力的影响

　 　 将 ＰＭＡ 诱导后的 ＴＨＰ１ 巨噬细胞以 ５×１０４ ／ ｍＬ
接种于 ９６ 孔板中，在 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 环境下培养。
待 ＴＨＰ１ 重新贴壁后，更换含不同浓度 ＬＰＳ（０、１００、
２００、４００、８００ 和 １０００ μｇ ／ Ｌ）的无血清细胞培养液，
继续培养 ２４ ｈ。 设置 ５ 个复孔。 随后，使用 ＣＣＫ⁃８
试剂盒检测 ＴＨＰ１ 巨噬细胞的存活率。 细胞存活

率 ／ ％ ＝测定孔 ＯＤ 值 ／空白孔 ＯＤ 值×１００％
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＬＰＳ 对人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达

的影响

　 　 按照方法 １􀆰 ３􀆰 ２ 处理细胞，收集各组细胞，并在

冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，在 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ
提取蛋白，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转膜至 ＰＶＤＦ 膜，
用 ５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ，与相应 ＣＯＸ⁃２、β⁃ａｃｔｉｎ
抗体在 ４ ℃下孵育过夜，与相应 ＨＲＰ 标记的二抗在

室温中孵育 １ ｈ，ＥＣＬ 显色，进行条带灰度分析，并
计算蛋白相对表达率。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＧＡ 对人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞活力的影响

　 　 将 ＰＭＡ 诱导后的 ＴＨＰ１ 巨噬细胞以 ５×１０４ ／ ｍＬ
接种于 ９６ 孔板中，在 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 环境下培养。
待 ＴＨＰ１ 重新贴壁后，更换含不同浓度 ＧＡ（０、１０、
２０、４０、８０ 和 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的无血清细胞培养液，继
续培养 ２４ ｈ。 设置 ５ 个复孔。 随后，使用 ＣＣＫ⁃８ 试

剂盒检测 ＴＨＰ１ 巨噬细胞的存活率。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＯ、ＬＤＨ 分泌的影响

　 　 将诱导后的 ＴＨＰ１ 巨噬细胞分成正常组、模型
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组（ＬＰＳ 刺激浓度为 １００ μｇ ／ Ｌ）和 ＧＡ 低、中、高剂量

组（ＧＡ 浓度分别为 ２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ），培养 ２４ ｈ
后，收集细胞培养液，并在 ４ ℃、３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下

离心 ５ ｍｉｎ 后取上清。 根据试剂盒说明书，检测细

胞培养液中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＯ、ＬＤＨ 分泌水平。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞损伤的

影响

　 　 根据方法 １􀆰 ３􀆰 ５ 处理细胞，收集各组细胞于 ６
孔板中，加入配好的 Ｈｏｅｃｈｓｔ ／ ＰＩ 染液，４ ℃避光孵育

３０ ｍｉｎ。 染色后，利用荧光倒置显微镜观察并拍照。

注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞炎症模型的构建

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

１􀆰 ３􀆰 ７　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＲＯＳ
水平的影响

　 　 根据方法 １􀆰 ３􀆰 ５ 进行细胞分组及处理，收集各

组细胞于 ６ 孔板中，加入稀释好的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ，３７ ℃
避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 染色后，利用荧光倒置显微镜进

行 ＲＯＳ 荧光强度检测。
１􀆰 ３􀆰 ８　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞线粒体

膜电位的影响

　 　 根据方法 １􀆰 ３􀆰 ５ 处理细胞，收集各组细胞于 ６
孔板中，加入配好的 ＪＣ⁃１ 工作液，３７ ℃避光孵育 ３０
ｍｉｎ。 染色后，利用荧光倒置显微镜观察并拍照。
１􀆰 ３􀆰 ９　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＣＯＸ⁃
２、ＨＭＧＢ１、ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ、ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、
ＧＳＤＭＤ 蛋白表达的影响

　 　 根据方法 １􀆰 ３􀆰 ５ 处理细胞，收集各组细胞，进行

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳。 分别与 ＣＯＸ⁃２、ＨＭＧＢ１、β⁃ａｃｔｉｎ、
ｐ⁃ＪＮＫ、ｐ⁃Ｐ３８、ｐ⁃ＥＲＫ、ＪＮＫ、Ｐ３８、ＥＲＫ、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、ＮＦ⁃
κＢ、ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＧＳＤＭＤ 抗体在 ４ ℃下

孵育过夜，与相应二抗孵育，ＥＣＬ 显色，进行条带灰

度分析，并计算各蛋白相对表达率。
１􀆰 ３􀆰 １０　 ＧＡ 与 ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ 抑制剂联合作用对

ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ 蛋白

表达的影响

　 　 选 用 ＪＮＫ、 ＥＲＫ、 Ｐ３８、 ＮＦ⁃κΒ 通 路 抑 制 剂

ＳＰ６００１２５、Ｕ０１２６、ＳＢ２０３５８０、ＢＡＹ１１⁃７０８２，分别验证

ＧＡ 对相关通路的抑制作用。 将 ＴＨＰ１ 巨噬细胞分

成正常组、模型组、抑制剂（ＳＰ６００１２５（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ，
ＪＮＫ 抑制剂）、ＳＢ２０３５８０（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｐ３８ 抑制剂）、
Ｕ０１２６（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ，ＥＲＫ 抑制剂）和 ＢＡＹ１１⁃７０８２（３０
μｍｏｌ ／ Ｌ，ＮＦ⁃κＢ 抑制剂））组、ＧＡ 组（８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）和
抑制剂联合 ＧＡ（ＧＡ＋ＳＰ６００１２５、ＧＡ＋ＳＢ２０３５８０、ＧＡ＋
Ｕ０１２６ 和 ＧＡ＋ＢＡＹ１１⁃７０８２）组。 分别与相应抗体在

４ ℃下孵育过夜，与相应二抗孵育，ＥＣＬ 显色，进行

条带灰度分析，并计算各蛋白相对表达率。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据以平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表示，应用

Ｐｒｉｓｍ 软件进行 ｔ 检验以及方差分析，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞炎症模型的构建

　 　 如图 １ 所示，０ ～ １０００ μｇ ／ Ｌ ＬＰＳ 处理后，ＴＨＰ１
巨噬细胞的存活率均在（１００ ± ５）％范围内，表明

ＬＰＳ 对细胞存活率没有明显影响（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 但不

同浓度的 ＬＰＳ 处理后，ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＣＯＸ⁃２ 蛋白

表达水平显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 当 ＬＰＳ 浓度为 １００
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μｇ ／ Ｌ 时，ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达已显著增加，提示炎症反

应显著增强。 根据以上结果，在后续实验中，选择

１００ μｇ ／ Ｌ ＬＰＳ 来刺激 ＴＨＰ１ 巨噬细胞，以构建炎症

模型。
２􀆰 ２　 ＧＡ 对人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞活力的影响

　 　 ＣＣＫ⁃８ 结果显示：在 ＧＡ 浓度为 ０ ～ １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时，ＴＨＰ１ 巨噬细胞的存活率均在（１００±５）％范围

内，表明 ＧＡ 对细胞存活率没有明显影响 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 因此，选择 ２０、４０ 和 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＧＡ 作为后

续实验中各药物组的药物浓度。 见图 ２。
２􀆰 ３　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ΝΟ分泌的影响

　 　 ＴＨＰ１ 巨噬细胞在 ＬＰＳ 刺激下，可升高细胞培

养液中炎症因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ΝΟ 的释放水

平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 而加入 ＧＡ 后，抑制炎症因子 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ΝΟ 的释放量（Ｐ＜０􀆰 ０５），抑制炎症反

应进一步恶化。 见表 １。
２􀆰 ４　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＣＯＸ⁃
２、ＨＭＧＢ１ 蛋白表达的影响

ＴＨＰ１ 巨噬细胞在 ＬＰＳ 刺激下，模型组细胞内

炎症因子 ＣＯＸ⁃２、ＨＭＧＢ１ 蛋白表达水平显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 加入 ＧＡ 后，ＣＯＸ⁃２、ＨＭＧＢ１ 蛋白表达

水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且随着 ＧＡ 浓度升高，
ＣＯＸ⁃２、ＨＭＧＢ１ 蛋白表达量呈降低趋势。 在 ＧＡ 浓

度为 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，蛋白表达量最低。 见图 ３。
２􀆰 ５ 　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞

ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β蛋白表达的影响

　 　 ＴＨＰ１ 巨噬细胞在 ＬＰＳ 刺激下可升高细胞内

ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 蛋白表达水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
加入 ＧＡ 后，降低 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 蛋白表达

水平（Ｐ＜０􀆰 ０５），提示，ＧＡ 可抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体

的组装生成，降低下游 ＩＬ⁃１β、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的活化与释

放。 见图 ４。
２􀆰 ６ 　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞

ＧＳＤＭＤ 蛋白表达的影响

　 　 ＴＨＰ１ 巨 噬 细 胞 在 ＬＰＳ 刺 激 下 显 著 降 低

ＧＳＤＭＤ 蛋白表达水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 加入 ＧＡ 后，可
显著升高 ＧＳＤＭＤ 蛋白表达水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提示

ＧＡ 可抑制 ＧＳＤＭＤ 切割为具有生物活性的 Ｎ 端片

段。 见图 ５。
表 １　 各组细胞培养液中炎症因子水平（ｎ＝ ３，􀭰ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｄｏｓａｇｅｓ ＩＬ⁃６ ／ （ｎｇ ／ Ｌ） ＴＮＦ⁃α ／ （ｎｇ ／ Ｌ） ＩＬ⁃１β ／ （ｎｇ ／ Ｌ） ＮＯ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ／ ４􀆰 ７±２􀆰 ６ ２４０􀆰 ０±８􀆰 ０ １􀆰 ９９±０􀆰 ２９ １６􀆰 ４±５􀆰 ８

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ／ １２１􀆰 ８±４􀆰 ７∗ １０７１􀆰 １±６􀆰 ３∗ ７􀆰 ２６±０􀆰 ０４∗ １４０􀆰 ７±１７􀆰 ６∗

ＧＡ 低剂量组
ＧＡ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２０ ９４􀆰 ６±９􀆰 ９＃ ９８４􀆰 ０±８􀆰 ７＃ ６􀆰 ４７±０􀆰 ３８＃ ９３􀆰 ２±１８􀆰 ２＃

ＧＡ 中剂量组
ＧＡ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４０ ５４􀆰 ９±６􀆰 ０＃ ７５２􀆰 ０±１０􀆰 ６＃ ５􀆰 ０５±１􀆰 ２７＃ ８１􀆰 ０±２０􀆰 ２＃

ＧＡ 高剂量组
ＧＡ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ８０ ４４􀆰 ６±７􀆰 ３＃ ４００􀆰 ９±８􀆰 ０＃ ３􀆰 ３７±２􀆰 ２２＃ ６３􀆰 ０±２０􀆰 ８＃

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

图 ２　 ＧＡ 对 ＴＨＰ１ 巨噬细胞活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

２􀆰 ７　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞损伤的

影响

　 　 如图 ６，Ｈｏｅｃｈｓｔ ／ ＰＩ 染色检测结果显示，正常组

细胞中蓝色荧光强度微弱，可见少量细胞呈红色荧

光，提示细胞膜较为完整。 与正常组比较，模型组

中细胞呈强蓝色荧光，可见大量细胞呈红色荧光，
提示细胞膜损伤较重。 与模型组比较，ＧＡ 各剂量

组细胞亮蓝色荧光强度减弱，红色荧光细胞数量减

少，提示 ＧＡ 可降低细胞损伤程度。
２􀆰 ８　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＬＤＨ
活性的影响

如图 ７，微板检测结果显示，与正常组比较，模
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型组中 ＬＤＨ 活性明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；而与模型组

比较，ＧＡ 组中 ＬＤＨ 活性明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），提示

ＧＡ 能够通过降低 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ１ 巨噬细胞损伤

程度，从而减少 ＬＤＨ 的释放。

２􀆰 ９　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞线粒体

膜电位的影响

　 　 ＪＣ⁃１ 聚合物荧光染色结果显示，正常组细胞呈

强红色荧光，与正常组比较，模型组红色荧光强度

注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＣＯＸ⁃２、ＨＭＧＢ１ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ｏｎ ＣＯＸ⁃２ ａｎｄ ＨＭＧＢ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ｏｎ ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＧＳＤＭＤ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ｏｎ ＧＳＤＭＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
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图 ６　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ／ ＰＩ 双染试剂盒染色观察各组 ＴＨＰ１ 巨噬细胞损伤情况

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ ／ ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＬＤＨ 活性的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ｏｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ
ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

减弱。 与模型组比较，ＧＡ 各剂量组红色荧光强度

逐渐增强。 ＪＣ⁃１ 单体荧光染色结果显示，正常组细

胞绿色荧光强度微弱，与正常组比较，模型组绿色

荧光强度增强，与模型组比较，ＧＡ 各剂量组绿色荧

光强度显著降低。 提示模型组线粒体跨膜电位较

正常组显著降低，ＧＡ 各剂量组随着药物浓度的升

高，线粒体跨膜电位逐渐升高。 见图 ８。
２􀆰 １０　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＲＯＳ
水平的影响

　 　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 检测结果显示，正常组细胞中绿色荧

光强度微弱，提示细胞生成的 ＲＯＳ 较少。 与正常组

比较，模型组中 ＲＯＳ 水平升高。 与模型组比较，ＧＡ
各剂量组中 ＲＯＳ 水平呈降低趋势。 见图 ９。

２􀆰 １１　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＪＮＫ、
ＥＲＫ、Ｐ３８ 蛋白表达的影响

　 　 ＴＨＰ１ 巨噬细胞在 ＬＰＳ 刺激下可显著升高

ＪＮＫ、ＥＲＫ、Ｐ３８ 磷酸化水平 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 加入 ＧＡ
后，可抑制 ＴＨＰ１ 巨噬细胞内 ＪＮＫ、ＥＲＫ、Ｐ３８ 磷酸化

水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示 ＧＡ 抗 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１
巨噬细胞的炎症反应可能与 ＭＡＰＫ 信号通路有关。
见图 １０。
２􀆰 １２　 ＧＡ 与 ＪＮＫ 抑制剂联合作用对人 ＴＨＰ１ 巨

噬细胞 ＪＮＫ 蛋白表达的影响

　 　 本实验选用 ＪＮＫ 抑制剂 ＳＰ６００１２５，探讨 ＧＡ 通

过调控 ＪＮＫ 信号通路发挥抗炎作用机制。 验证结

果显示，与 ＧＡ 单独作用相比，ＳＰ６００１２５＋ＧＡ 组中

ＪＮＫ 磷酸化水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示，ＧＡ 抗

ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞的炎症反应与 ＪＮＫ 信

号通路有关。 见图 １１。
２􀆰 １３　 ＧＡ 与 ＥＲＫ 抑制剂联合作用对人 ＴＨＰ１ 巨

噬细胞 ＥＲＫ 蛋白表达的影响

　 　 本实验选用 ＥＲＫ 抑制剂 Ｕ０１２６，探讨 ＧＡ 通过

调控 ＥＲＫ 信号通路发挥抗炎作用机制。 验证结果

显示，与 ＧＡ 单独作用相比，Ｕ０１２６＋ＧＡ 组中 ＥＲＫ 磷

酸化水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示 ＧＡ 抗 ＬＰＳ 诱

导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞的炎症反应与 ＥＲＫ 信号通

路有关。 见图 １２。
２􀆰 １４　 ＧＡ 与 Ｐ３８ 抑制剂联合作用对人 ＴＨＰ１ 巨噬

细胞 Ｐ３８ 蛋白表达的影响

　 　 本实验选用 Ｐ３８ 抑制剂 ＳＢ２０３５８０，探讨 ＧＡ 通

过调控 Ｐ３８ 信号通路发挥抗炎作用机制。 验证结

果显示，与 ＧＡ 单独作用相比，ＳＢ２０３５８０＋ＧＡ 组中

Ｐ３８ 磷酸化水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示 ＧＡ 抗
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图 ８　 ＪＣ⁃１ 荧光染色观察各组 ＴＨＰ１ 巨噬细胞线粒体膜电位

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＪＣ⁃１ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ９　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 法检测各组 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＲＯＳ 水平

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｂｙ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ ｍｅｔｈｏｄ

注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １０　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＪＮＫ、ＥＲＫ 和 Ｐ３８ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ｏｎ ＪＮＫ，ＥＲＫ ａｎｄ Ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞的炎症反应与 Ｐ３８ 信

号通路有关。 见图 １３。
２􀆰 １５　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＮＦ⁃
κＢ 蛋白表达的影响

　 　 如图 １４ 结果显示可知，ＴＨＰ１ 巨噬细胞在 ＬＰＳ
刺激下可显著升高 ＮＦ⁃κＢ 磷酸化水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
加入 ＧＡ 后，可抑制 ＴＨＰ１ 巨噬细胞内 ＮＦ⁃κＢ 磷酸

化水平 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 提示 ＧＡ 抗 ＬＰＳ 诱导的人

ＴＨＰ１ 巨噬细胞的炎症反应可能与 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路有关。
２􀆰 １６　 ＧＡ 与 ＮＦ⁃κＢ 抑制剂联合作用对人 ＴＨＰ１
巨噬细胞 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达的影响

　 　 如图 １５ 所示， 本实验选用 ＮＦ⁃κＢ 抑制剂

ＢＡＹ１１⁃７０８２，探讨 ＧＡ 通过调控 ＮＦ⁃κＢ 信号通路发

挥抗炎作用机制。 验证结果显示，与 ＧＡ 单独作用

相比，ＢＡＹ１１⁃７０８２＋ＧＡ 组中 ＮＦ⁃κＢ 磷酸化水平显
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注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＧＡ 组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 １１　 ＧＡ 与 ＳＰ６００１２５ 联合作用对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＪＮＫ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＧＡ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ａｎｄ ＳＰ６００１２５ ｏｎ ＪＮＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＧＡ 组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 １２　 ＧＡ 与 Ｕ０１２６ 联合作用对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＥＲＫ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＧＡ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ａｎｄ Ｕ０１２６ ｏｎ ＥＲＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＧＡ 组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 １３　 ＧＡ 与 ＳＢ２０３５８０ 联合作用对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 Ｐ３８ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＧＡ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ａｎｄ ＳＢ２０３５８０ ｏｎ Ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
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注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １４　 ＧＡ 对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ｏｎ ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＧＡ 组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 １５　 ＧＡ 与 ＢＡＹ１１⁃７０８２ 联合作用对 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＧＡ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ ａｎｄ ＢＡＹ１１⁃７０８２ ｏｎ ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示 ＧＡ 抗 ＬＰＳ 诱导的人 ＴＨＰ１
巨噬细胞的炎症反应与 ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关。

３　 讨论

　 　 炎症反应是一种常见的机体保护自身安全的

生物学反应。 当病原微生物或其它有毒刺激物入

侵机体时，炎症可以减轻组织损伤，在机体中发挥

着重要的保护作用［１５］。 一般认为，一旦触发炎症的

因素被消除，炎症会随着促炎因子消散和免疫细胞

的死亡或分散而消失［１６］。 因此，可通过降低炎症介

质的表达来改善慢性炎症。 在受到 ＬＰＳ 刺激时，机
体可释放大量 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 等炎症因子，同时

激活与炎症相关的信号通路，如经典的 ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃
κＢ 信号通路，引起炎症反应［１７］。 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃

１β 是促炎细胞因子中的重要代表，他们的分泌水平

能够表达炎症反应的严重程度［１８］。 ＣＯＸ⁃２ 是前列

腺素生物合成的关键酶，通常被认为是炎症的生物

标志物［１９－２１］。 ＮＯ 是机体中极为关键的一种促炎症

介质，被视为检测炎症反应严重程度的敏感指

标［２２］。 ＨＭＧＢ１ 在正常情况下，多位于细胞核中，而
在炎症状态下可被转移至细胞质或细胞外，是介导

感染、组织损伤和炎症的重要因子［２３］。 本实验结果

显示，在 ＬＰＳ 的刺激下，ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ΝΟ
的分泌增多，ＣＯＸ⁃２ 及 ＨＭＧＢ１ 蛋白表达水平升高，
而 ＧＡ 可降低 ＬＰＳ 诱导的炎症因子的表达量，对
ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ１ 巨噬细胞炎症反应具有抑制

作用。
机体在 ＬＰＳ 与 ＡＴＰ 的共同作用下，产生大量

０５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ４ 月第 ３４ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｐｒｉｌ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ４



ＮＬＲＰ３ 炎症小体，将 Ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 切割为具有生物

活性的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１，而活化后的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 将 Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃
１β 裂解为成熟的、具有生物活性的 ＩＬ⁃１β，将无活性

的 ＧＳＤＭＤ 切割成活性 Ｎ 端片段，使其转移至细胞

膜，引起细胞肿胀、破裂，引起细胞外培养液中的

ＬＤＨ 活性升高［２４－２５］。 本研究结果显示，ＧＡ 可抑制

ＮＬＲＰ３ 炎症小体的组装生成，降低下游 ＩＬ⁃１β、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的活化与释放，并抑制 ＧＳＤＭＤ 被剪切活

化为 Ｎ 端片段，降低细胞外 ＬＤＨ 活性，防止 ＴＨＰ１
巨噬细胞炎症反应的进一步加重。

ＲＯＳ 是细胞内氧化还原反应的正常代谢产物，
主要是由线粒体氧化产生，但过量的 ＲＯＳ 可能会引

发细胞凋亡、炎症等一系列有害反应［２６－２７］。 ＲＯＳ 通

过激活 ＮＦ⁃κＢ 通路，引发炎症，促进炎症因子 ＩＬ⁃１β
等的分泌［２８－２９］。 通过荧光染色发现，正常组细胞

ＲＯＳ 生成较少，可见少量细胞损伤，线粒体膜电位

正常，而模型组细胞 ＲＯＳ 生成和细胞损伤明显增

多，线粒体跨膜电位较正常组显著降低，ＧＡ 各剂量

组 ＲＯＳ 生成及细胞损伤呈下降趋势，线粒体跨膜电

位逐渐升高。
ＭＡＰＫ 信号通路由多种蛋白组成，构成一个复

杂的级联反应，ＥＲＫ、ＪＮＫ 和 Ｐ３８ 是ＭＡＰＫ 的 ３ 个主

要亚家族， 均可调控细胞分化、 增殖等生理过

程［３０－３２］。 在 ＬＰＳ 刺激下，ＥＲＫ、ＪＮＫ、Ｐ３８ 磷酸化后，
诱导炎症反应，并释放大量炎性因子［２４］。 ＮＦ⁃κＢ 信

号通路是多数免疫细胞共有的核心信号通路，被人

们广泛认为是经典的促炎信号通路［３３］。 ＮＦ⁃κＢ 以

ｐ５０ 和 ｐ６５ 组成的异二聚体存在于细胞中，与其抑

制蛋白 ＩκＢ 结合在一起，阻止入核，因此在体内是处

于非活性的状态，当受到 ＬＰＳ 等外界刺激时，ＮＦ⁃κＢ
可被激活进入到细胞核内，引起机体炎症反应，导
致下游多种炎症因子表达［３４－３６］。 磷酸化的 ＭＡＰＫ
与 ＮＦ⁃κＢ 一同作用，刺激机体释放 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 等

炎症因子，从而进一步促进炎症相关疾病的恶

化［３７］。 本研究结果显示，模型组中 ｐ⁃ＥＲＫ、ｐ⁃ＪＮＫ、
ｐ⁃Ｐ３８ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达水平均升高，而 ＧＡ 可降

低其磷酸化水平，提示 ＧＡ 可通过调节 ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃
κＢ 信号通路而发挥抗炎作用。

综上所述，ＧＡ 能够抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ１ 巨噬

细胞炎症反应，其作用与抑制 ＮＦ⁃κＢ、ＭＡＰＫ 通路，
抑制炎症小体活化及细胞焦亡相关。 ＧＡ 有较强的

抗炎功能，其资源丰富、毒性小、制取容易。 此外，
ＧＡ 可抑制炎症小体活化以及细胞焦亡，而活化 ＩＬ⁃

１β 以及焦亡引起的细胞内容物释放是炎症反应加

重的重要原因，因此，ＧＡ 对肝损伤、脓毒症等炎症

相关疾病的防治有着重要的意义，具有很高的药用

价值和广泛的应用前景。
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