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甘草查尔酮 A对 NLRP3炎症小体的调控作用及机制初探 
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摘要: 利用小鼠原代骨髓巨噬细胞  (bone marrow-derived macrophages, BMDMs) 构建 NOD (nucleotide 
binding oligomerization domain) 样受体家族 3 (NOD-like receptors, NLRP3) 炎症小体活化模型, 探讨甘草查尔酮 
A (licochalcone A, LCA) 对 NLRP3炎症小体的调控作用及初步机制。脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 预处理
BMDMs细胞后给予 LCA, 分别再给予三磷酸腺苷 (adenosine triphosphate, ATP) 和尼日利亚菌素 (nigericin) 刺
激构建 NLRP3炎症小体活化模型, 采用 Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay和 ELISA检测细胞培养上清液中半
胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶 1 (caspase-1) 的活性、白细胞介素 (interleukin, IL)-1β 和肿瘤坏死因子-α (tumor 
necrosis factor-α, TNF-α) 分泌; 通过免疫印迹法 (Western blot) 检测细胞上清中的成熟 IL-1β、caspase-1的产生
及细胞裂解液中 NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白 (apoptosis-associated speck-like protein, ASC) 和 pro-caspase-1、
pro-IL-1β的表达。Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay和 ELISA结果表明, LCA能显著抑制 ATP和 nigericin诱
导的 NLRP3 炎症小体组成蛋白 pro-caspase-1 和 pro-IL-1β 剪切活化, 同时对细菌鞭毛蛋白 (Lfn-Flic) 诱导的
NOD样受体家族半胱天冬酶激活募集结构域 4 (NOD-like receptor containing a caspase activating and recruitment 
domain 4, NLRC4) 炎症小体活性也具轻微抑制作用, 但是对 poly(dA:dT) 诱导的黑色素瘤缺乏因子 2 (the absent 
in melanoma 2, AIM2) 炎症小体活化无影响。免疫印迹法检测显示 LCA对 NF-κB介导的 NLRP3炎症小体组成
蛋白 NLRP3和 pro-IL-1β表达无影响。综上, 研究表明 LCA可通过抑制 pro-caspase-1剪切, 阻断 caspase p20介
导的 pro-IL-1β 的剪切成熟, 最终抑制 NLRP3 炎症小体介导免疫炎症反应。本研究在中国人民解放军第 302 医
院伦理委员会审批下进行, 为甘草及 LCA防治 NLRP3炎症小体相关疾病提供了依据。 
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Abstract: Lipopolysaccharide (LPS)-induced bone marrow-derived macrophages (BMDMs), treated with 
licochalcone A (LCA) and retreated with inflammasome inducers respectively (ATP and nigericin), were used to 
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construct the inflammasome model of NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3), to          
investigate the inhibitory effect and the molecular mechanism of LCA on the activity of NLRP3 inflammasome.  
The secretion of mature interleukin (IL)-1β, tumor necrosis factor-α (TNF-α) and caspase-1 in the supernatants 
were analyzed by ELISA and the Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay.  Supernatants and cell lysates were 
analyzed for the expression of pro-caspase-1, pro-IL-1β, ASC, NLRP3, IL-1β, caspase-1 by immunoblotting.  
The study shows that LCA inhibited the activity of caspase-1 and the secretion of IL-1 β, and suppressed the       
activity of NLRP3 inflammasome.  There was also slight inhibition of NLRC4 inflammasome induced by 
Lfn-Flic, but no effect on poly(dA:dT)-induced the absent in melanoma 2 (AIM2) inflammasome.  Western blot 
showed that LCA had no effect on the protein expression of NLRP3 and pro-IL-1 β, which was mediated by 
NF-κB pathway.  In summary, LCA can inhibit the cleavage of pro-caspase-1 and suppress the secretion of 
IL-1β to reduce the inflammation response.  The study was carried out under the approval of the Scientific In-
vestigation Board of 302 Hospital of PLA. 
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炎症小体主要是由受体蛋白、凋亡相关斑点样    
蛋白 (apoptosis-associated speck-like protein, ASC) 和
半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶 1前体 (pro-caspase-1) 
组成的多蛋白复合物[1]。其中, 受体蛋白包括多种 NOD
样受体蛋白家族如 NOD 样受体家族 3 (NLRP3)、
NOD 样受体家族半胱天冬酶激活募集结构域 4 
(NLRC4)、黑色素瘤缺乏因子 2 (AIM2) 蛋白和
pyrin[2]。当细胞受到病原相关分子模式 (pathogen-    
associated molecular pattern, PAMP) 或危险相关分子
模式 (danger-associated molecular pattern, DAMP) 刺
激时, 会促进炎症小体的组装活化, pro-caspase-1 自
我剪切产生 caspase-1, caspase-1 剪切 pro-IL-1β 和
pro-IL-18, 分泌成熟 IL-1β和 IL-18等促炎因子[3], 从
而介导多种疾病的发生。其中 NLRP3炎症小体研究
最为广泛, 可被 ATP、nigericin及病原体等多种因素
诱导活化[4]。目前研究发现溃疡性结肠炎[5]、阿尔茨

海默病[6]、2 型糖尿病[7]、动脉粥样硬化[8]和痛风[9]

等都与 NLRP3炎症小体的异常激活密切相关。 
甘草查尔酮 A (licochalcone A, LCA) 是一种从

胀果甘草 (Glycyrrhiza inflata bat.) 中提取的类黄酮
物质, 是胀果甘草种属特异性成分, 也是胀果甘草的
主要黄酮类成分[10], 研究发现 LCA 具有明显的抗炎
作用[11], 在 RAW264.7细胞中, 通过阻断 NF-κB信号
通路抑制 LPS 诱导的炎症反应[12]。已有研究报道, 
LCA可以减弱小鼠因 LPS引起的急性肺损伤[13]和急

性肾损伤[14]。然而, 对于 LCA是否能通过抑制 NLRP3
炎症小体的活性发挥抗炎作用尚未见相关报道。为此, 
本研究利用小鼠原代骨髓巨噬细胞 (bone marrow-    
derived macrophages, BMDMs) 构建体外研究模型, 
探索LCA对NLRP3炎症小体活性的调控作用及初步
机制, 以期为 NLRP3 过度活化诱发的相关疾病治疗

提供潜在的先导化合物。 
 
材料与方法 

材料和试剂  LCA (目录号: HY-N0372) 购自    
美国 Med Chem Express 公司, 纯度 99.44%; ATP 和
nigericin 均购自美国 Sigma 公司 ; poly(dA:dT)、
ultrapure LPS 购自美国 Invivogen 公司; Lfn-Flic 为     
中国人民解放军军事医学科学院李涛博士赠送 ; 
NLRP3、ASC和 caspase-1抗体均购自美国 Adipogen
公司; IL-1β抗体购自美国 R&D公司; 辣根过氧化物
酶标记羊抗小鼠 IgG抗体、辣根过氧化物酶标记羊抗
兔 IgG抗体购自美国 Santa Cruz公司; PVDF膜 (孔
径 0.45 μm) 购自美国Millipore公司; opti-MEM无血
清培养基及其他所有细胞培养试剂均购自美国Gibco
公司; caspase-1荧光底物 (Ac-WEHD-AMC)、蛋白酶
体抑制剂 (Ac-YVAD-CHO) 购自美国 Promega公司。 

主要仪器  SDS-PAGE 电泳系统 (美国 Bio-Rad
公司); 控温高速离心机 (美国 Sigma公司), Promega 
GloMax 20/20 发光检测仪 (美国 Promega公司)。 

BMDMs的分离培养  SPF级雌性 C57小鼠 (10～
12周龄) 20只, 动物合格证号: SCXK (京) 2016-0002, 
由北京斯贝福生物技术有限公司提供。本研究在中    
国人民解放军第 302医院伦理委员会审批下进行。取
C57BL/6 雌鼠, 脱臼处死后在超净台分离小鼠的双侧
股骨并用细针头吸取 DMEM 培养基冲出骨髓细胞, 
反复吹散细胞后转移至 50 mL 离心管, 室温离心后, 
去上清, 用 10%  胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS) 
及 1%  双抗的 DMEM 培养基重悬细胞, 同时加入巨
噬细胞集落刺激因子 (macrophage colony-stimulating 
factor, M-CSF) 终质量浓度为 25 ng·mL−1, 细胞培养
5天后获得 BMDMs。 
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CCK-8法检测细胞毒性  取培养至对数生长期的

小鼠骨髓来源巨噬细胞系 (immortalized bone marrow-  
derived macrophages, iBMDMs) (购自中国科学院上
海细胞所) 和 BMDMs, 接种于 96孔板。细胞分为正
常组、DMSO组、不同浓度的 LCA组 (1.25、2.5、5、
10、20、40、80、120 μmol·L−1), 孵育, 每孔加入 CCK-8
溶液 10 μL, 培养 20 min后, 在酶标仪 450 nm处测定
吸光度值。 
刺激方式[15, 16]  取上述分离培养好的 BMDMs, 胰

酶与 EDTA联合消化后接种于 24孔板中, 用 DMEM
高糖培养基细胞培养 12 h 后, 培养基替换成浓度为
50 ng·mL−1 LPS的 DMEM培养基, 预处理 4 h后, 撤
除 LPS 刺激, 用不同浓度的 LCA 处理 1 h 后, 再在    
实验孔中加入 AIM2 炎症小体激活剂 Poly(dA:dT)、
NLRC4 炎症小体激活剂 Lfn-Flic 刺激 6 h, 或加入
NLRP3炎症小体激活剂 ATP和 nigericin刺激 45 min, 
刺激时间结束后收样。 

样品处理  细胞培养上清液在 3 500 r·min−1 离    
心后, 上清中加入 1/4 体积三氯乙酸 (TCA), 冰箱
−20 ℃过夜后, 13 000 r·min−1、4 ℃离心 15 min, 弃去
上清, 加冰丙酮洗 1次, 105 ℃金属浴挥干丙酮, 待丙
酮挥发后加 1×loading buffer 40 μL振荡混匀, 水浴煮
沸, 冷却后作为上清样品。贴壁细胞用 PBS洗板 2次, 
置于冰上, 每孔加入 1×loading buffer 200 μL, 10 min
后刮下细胞, 吸取细胞裂解液, 水浴煮沸 20 min, 冷
却后作为细胞裂解样品。 

ELISA 试剂盒检测细胞培养上清液中成熟 IL-1β
和 TNF-α含量  细胞上清液采用 ELISA试剂盒测定
IL-1β和 TNF-α含量, 操作步骤按照试剂盒说明书进
行, 最后用酶标仪上机检测, 通过 Excel 数据处理和 
GraphPad Prism 6.0 图表制作。 

Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay检测细胞
培养上清液中 caspase-1活性[17]  细胞培养上清液采

用 caspase-1活性检测试剂盒测定 caspase-1活性, 检
测按照试剂盒说明书操作进行 , 最后用 Promega 
GloMax 20/20发光检测仪检测, 通过 Excel处理数据
和 GraphPad Prism 6.0 制作图表。 

Western blot测定蛋白的表达  取蛋白样品 20 µL
进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 将凝胶中分离的蛋
白转移至 PVDF膜上, 10%  脱脂奶室温封闭 0.5 h后, 
分别加入 pro-IL-1β、caspase-1、IL-1β、ASC、NLRP3、
lamin B 的一抗溶液 4 ℃孵育过夜, 加入辣根过氧化
物酶标记的相应二抗溶液室温孵育 1 h 后 , 用
Carestream公司的化学发光液显色, X光片显影。 

统计学分析  实验数据以 x ± s表示, 采用 SPSS
软件对两组间数据进行独立样本 t检验, 显著性结果
以*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001表示。 
 

结果 
1  LCA对 iBMDMs和 BMDMs的细胞毒性作用 

通过 CCK-8法检测 LCA (图 1A) 对 iBMDMs和
BMDMs细胞毒性, 确定 LCA的给药浓度。如图 1B
和C所示, 与对照组相比, LCA在 20 μmol·L−1以内不

影响 iBMDMs和 BMDMs细胞生存, 而随着 LCA浓
度升高表现出对 iBMDMs 和 BMDMs 细胞生存的抑
制效应。为此, 本研究选择 2.5、5、10 μmol·L−1作为给

药浓度, 开展 LCA调控NLRP3炎症小体活性的研究。 
2  LCA抑制 ATP诱导的 NLRP3炎症小体活性 

首先利用 LPS 预处理 BMDMs 诱导炎症小体     
前体蛋白表达后给予 LCA, 最后利用内源性刺激因
子 ATP诱导 NLRP3炎症小体活化, 收集细胞培养上
清和细胞裂解液。利用免疫印迹法对细胞培养上清中

caspase-1 p20和成熟 IL-1β及细胞裂解液中的 NLRP3
炎症小体相关蛋白进行检测, LCA呈剂量依赖性抑制
上清液中 caspase-1 p20产生和成熟 IL-1β分泌, 且对
细胞裂解液中 NLRP3、ASC 等蛋白表达无明显影响 

 

 
Figure 1  The cytotoxicity of licochalcone A (LCA) was analyzed by CCK-8 assay.  A: LCA structure; B: Effect of LCA on cell       
viability in immortalized bone marrow-derived macrophages (iBMDMs).  The cells were treated with various of concentrations of      
LCA for 12 h.  n = 5, x ± s.  C: Effect of LCA on cell viability in bone marrow-derived macrophages (BMDMs).  The cells were 
treated with various of concentrations of LCA for 24 h.  n = 3, x ± s.  **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group 
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(图 2A); 进一步通过 Caspase-Glo® 1 Inflammasome 
Assay和 ELISA分别检测细胞上清中 caspase-1活性、
成熟 IL-1β及 TNF-α的含量, 结果表明, LCA呈剂量
依赖性抑制 caspase-1活性 (图 2B) 和成熟 IL-1β分
泌 (图 2C), 但对 TNF-α分泌无影响 (图 2D)。因此, 
结果表明, LCA通过抑制 caspase-1介导的 pro-IL-1β
剪切活化, 抑制成熟 IL-1β分泌, 进而抑制 ATP诱导
的 NLRP3炎症小体激活。 
3  LCA抑制 nigericin诱导的 NLRP3炎症小体活性 

为了评价 LCA 对其他刺激因子诱导的 NLRP3
炎症小体激活的影响, 本研究在 LPS 预处理的基础
上, 通过外源性刺激因子 nigericin 构建 NLRP3 炎    
症小体活化模型, 免疫印迹法检测细胞培养上清中
caspase-1 p20和成熟 IL-1β及细胞裂解液中的NLRP3
炎症小体相关蛋白, LCA 呈剂量依赖性抑制上清液
中 caspase-1 p20 产生和成熟 IL-1β 分泌, 且对细胞
裂解液中 NLRP3、ASC等蛋白表达无明显影响 (图
3A); 进一步采用 Caspase-Glo® 1 Inflammasome 
Assay 和 ELISA 检测细胞培养上清中 caspase-1 活
性、成熟 IL-1β 及 TNF-α 的含量, 本次实验结果表
明, LCA 呈剂量依赖性抑制 caspase-1 活性 (图 3B) 

和成熟 IL-1β分泌 (图 3C), 但对 TNF-α分泌无影响 
(图 3D)。结果表明, LCA 能抑制 nigericin 诱导的
NLRP3 炎症小体激活, 抑制成熟 IL-1β 介导的免疫
炎症通路。 
4  LCA对 NLRC4炎症小体和 AIM2炎症小体的活
性影响 

为评价 LCA 是否特异性地抑制 NLRP3 炎症小    
体, 本研究评价了 LCA对 NLRC4炎症小体和 AIM2
炎症小体的作用。首先利用 LPS 联合 Lfn-Flic 构建
NLRC4 炎症小体活化模型评价 LCA 的作用。通过       
免疫印迹法对细胞培养上清及细胞裂解液中的炎症

小体相关蛋白进行检测, 结果表明 LCA对 NLRP3炎
症小体及 NLRC4炎症小体中 caspase-1 p20产生有抑
制作用, 其对细胞裂解液中 NLRP3、ASC 等蛋白表
达无明显影响 (图 4A); 进一步利用 Caspase-Glo® 1 
Inflammasome Assay 和 ELISA检测细胞培养上清液, 
结果表明 LCA对 NLRP3炎症小体及 NLRC4炎症小
体中 caspase-1活性和成熟 IL-1β分泌有抑制作用, 而
在LPS联合 dsDNA类似物 poly(dA:dT) 诱导的AIM2
炎症小体活化模型中, 通过上述检测方法结果表明
LCA 对 caspase-1 活性和成熟 IL-1β分泌无抑制作用 

 

 
Figure 2  LCA inhibits ATP-induced activation of NLRP3 inflammasome.  A: Western blot was used to assess the expression levels of 
indicated proteins in culture supernatants (Sup.) and cell lysates (Lys.).  Lamin B was used as a loading control for cell lysates.  
Coomassie blue staining was provided as the loading control for the supernatants.  B: The activity of caspase-1 was analyzed in the 
supernatant of BMDMs by the Caspase-Glo ® 1 Inflammasome Assay.  RLU, recombinant luciferase, which is proportional to caspase-1 
activity.  C, D: The secretion of IL-1 β and TNF-α was measured in the supernatant of BMDMs by ELISA.  n = 3, x ± s.  *P < 0.05,     
**P < 0.01, ***P < 0.001 vs LPS+ATP group; ###P < 0.001 vs control (DMSO) group.  ns: Nonsignificant 
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Figure 3  LCA inhibits nigericin-induced activation of NLRP3 inflammasome.  A: Western blot was used to assess the expression      
levels of indicated proteins in culture supernatants and cell lysates.  Lamin B was used as a loading control for cell lysates.  Coomassie 
blue staining was provided as the loading control for the supernatants.  B: The activity of caspase-1 was analyzed in the supernatant of 
BMDMs by the Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay.  RLU, recombinant luciferase, which is proportional to caspase-1 activity.   C, D: 
The secretion of IL-1β and TNF-α was measured in the supernatant of BMDMs by ELISA.  n = 3, x ± s.  **P < 0.01, ***P < 0.001 vs 
LPS+Nigericin group; ###P < 0.001 vs control (DMSO) group 
 

 
Figure 4  Effect of LCA (10 μmol·L−1) on the activation of NLRP3, NLRC4, and AIM2 inflammasome.  A: Western blot was used to 
assess the expression levels of indicated proteins in culture supernatants and cell lysates.  Lamin B was used as a loading control for cell 
lysates.  Coomassie blue staining was provided as the loading control for the supernatants.  B: The activity of caspase-1 was analyzed 
in the supernatant of BMDMs by the Caspase-Glo ® 1 Inflammasome Assay.  RLU, recombinant luciferase, which is proportional to 
caspase-1 activity.  C, D: The secretion of IL-1 β and TNF-α was measured in the supernatant of BMDMs by ELISA.  n = 3, x ± s.      
*P < 0.05, ***P < 0.001 vs control (DMSO) group.  NLRC4: NOD-like receptor containing a caspase activating and recruitment domain 4; 
AIM2: The absent in melanoma 2 
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(图 4B、C); 且在上述评价模型中 LCA对 TNF-α的分
泌无影响 (图 4D)。由此可见, LCA对 NLRP3炎症小
体活性具有较强抑制作用, 对 NLRC4 炎症小体活性
有轻微抑制作用, 但对 AIM2炎症小体活性无影响。 
5  LCA不影响 NF-κB介导的 NLRP3炎症小体组成
蛋白 NLRP3和 pro-IL-1β表达 

目前研究表明, 经典的 NLRP3 炎症小体组成蛋
白 NLRP3 和 pro-IL-1β 的表达受 NF-κB 信号通路调
控[18], 为明确 LCA是否通过调控NLRP3炎症小体组
成蛋白的表达来抑制 NLRP3 炎症小体激活, 本研究
采用 LCA预处理 BMDMs 30 min后, 联合 LPS共同
刺激 3 h[19], 实验表明, 在 2.5～10 μmol·L−1浓度内, 
LCA 对 NF-κB 介导的 NLRP3 炎症小体组成蛋白
NLRP3和 pro-IL-1β的表达无明显影响 (图 5)。 
 

 
Figure 5  Effects of LCA on LPS-induced NF-κB signaling 
pathway in BMDMs.  LCA had no effect on LPS-induced 
NLRP3, pro-IL-1β expression when BMDMs were treated with 
LCA for 30 min before 3 h LPS stimulation.  The results 
showed that the inhibitory activity of LCA on NLRP3 inflam-
masome was not dependent on NF- κB pathway 
 

讨论 
当宿主细胞受到外来微生物感染或自身释放的

损伤信号刺激时, NLRP3、NLRC4和 AIM2等多种炎
症小体能被激活 , 如沙门菌细菌鞭毛蛋白可激活
NLRC4 炎症小体[20]; 来自病毒的双链 DNA 可以激     
活 AIM2 炎症小体[21]。其中, 内源性刺激因子 ATP
能通过与细胞膜上的嘌呤能受体 (P2X7R) 结合, 诱
导细胞内 K+外流, 激活 NLRP3炎症小体[22, 23]; 同时, 
外源性刺激因子 nigericin 可能通过线粒体损伤激活
NLRP3 炎症小体[24]。然而, NLRP3 炎症小体过度被
激活, 可能导致机体组织损伤及代谢紊乱; 因此, 抑
制 NLRP3炎症小体的活化有利于防治相关疾病。现
代研究表明, 甘草中的黄酮类物质是一类抗炎、抗肿
瘤及抗菌活性成分, 广泛用于治疗肝炎、肾炎、溃疡
性肠胃炎等[25]。如文献报道甘草素和异甘草素能够

治疗 NLRP3 炎症小体介导的肠胃组织损伤[26], 且甘
草酸对 NLRP3炎症小体调控的 MRL/lpr小鼠狼疮性

肾炎具有明显治疗作用[27]。本研究发现, LCA可以剂
量依赖性抑制 ATP 和 nigericin 诱导的 BMDMs 中
NLRP3 炎症小体的激活, 最终抑制 caspase-1 的活化
以及成熟 IL-1β 等炎症因子的释放, 这表明 LCA 对
NLRP3 炎症小体的过度激活引起的免疫相关炎症具
有潜在的治疗作用。 

经典的 NLRP3炎症小体活化需要两种信号通路
调控[28]。第一信号包括不同的 TLR (toll like receptor) 
配体如 LPS 等危险信号 , 激活 NF-κB 通路上调
pro-IL-1β、NLRP3蛋白表达[29], 形成第一条通路, 在
此基础上, 给予第二信号 (如 ATP、nigericin) 刺激    
时, NLRP3、ASC、pro-caspase-1 组装活化, 促使 pro-    
caspase-1 自我剪切成具有活性的 caspase-1, 剪切
pro-IL-1β 并分泌其成熟形式到胞外[30], 发挥促炎作
用。其中, NF-κB通路在炎症小体的活化过程中发挥
重要作用, 其可通过调控炎症小体组成蛋白的表达, 
为炎症小体组装活化提供基础。本研究发现 LCA 对
LPS 介导的 NLRP3、pro-IL-1β 的蛋白表达无明显影
响, 提示 LCA抑制 NLRP3炎症小体的激活并不依赖
NF-κB 介导的 NLRP3、pro-IL-1β 蛋白的表达, 而是
通过抑制 caspase-1活性, 进而阻断 pro-IL-1β的剪切
活化, 从而降低NLRP3炎性小体下游炎症因子 IL-1β
分泌水平, 减轻免疫炎症反应, 为 LCA 防治 NLRP3
炎性小体相关的疾病提供了参考依据。 
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