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摘要：目的　探究田蓟苷脂质体调控活性氧（ＲＯＳ）／Ｎｏｄ样受体热蛋白结构域相
关蛋白３（ＮＬＲＰ３）改善巨噬细胞焦亡的作用机制。方法　用脂多糖（ＬＰＳ）联合
腺苷三磷酸（ＡＴＰ）建立巨噬细胞焦亡模型。将小鼠 ＲＡＷ２６４７巨噬细胞分为
对照组、模型组和实验组。模型组和实验组在造模后，实验组在含５μｇ·ｍＬ－１

田蓟苷脂质体的完全培养基中培养１２ｈ，对照组和模型组均在不含药的完全培
养基中正常培养１２ｈ。用微板法检测乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）的释放情况，用酶联免
疫吸附试验法检测白细胞介素（ＩＬ）－１β和 ＩＬ－１８含量，用流式细胞术检测细
胞中ＲＯＳ含量，用蛋白质印迹法检测ＮＬＲＰ３的表达水平。结果　实验组、对照
组和模型组的 ＬＤＨ释放量分别为（５６８５４±６８０４）、（５５６０５±８３３１）和
（９８４４１±１３８８２）Ｕ·Ｌ－１，ＩＬ－１β含量分别为（８９９±２１７）、（５５１±０４９）和
（３８７８±３３３）ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＬ－１８含量分别为（３５９５±５２４）、（２０９５±２３６）和
（６４１４±９７３）ｐｇ·ｍＬ－１，ＲＯＳ释放量分别为 ４００±０４８、０６８±０５０和
９５８±０４２，ＮＬＲＰ３蛋白相对表达水平分别为 ２４４±０４６、１００±０１０和
４７６±０６１。实验组和对照组的上述指标与模型组比较，在统计学上差异均有
统计学意义（均Ｐ＜００１）。结论　田蓟苷脂质体可以降低内源性ＲＯＳ的产生，
改善 ＬＰＳ／ＡＴＰ诱导的 ＲＡＷ ２６４７巨噬细胞焦亡，其机制可能与调控 ＲＯＳ／
ＮＬＲＰ３炎症小体信号通路有关。
关键词：田蓟苷脂质体；Ｎｏｄ样受体热蛋白结构域相关蛋白３；细胞焦亡；活性氧
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ｉｍｐｒｏｖｅＬＰＳ／ＡＴＰｉｎｄｕｃｅｄＲＡＷ２６４７ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＯＳ／ＮＬＲＰ３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
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ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ

　　田蓟苷（Ｔｉｌｉａｎｉｎ，Ｔｉｌ）是香青兰总黄酮中的主要
活性成分，具有降血脂、抗炎、抗氧化应激的功效，其

可以抑制脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的巨噬
细胞炎症反应［１－２］。本课题组研究发现，叶酸修饰田

蓟苷脂质体可以靶向巨噬细胞。细胞焦亡作为一种

促炎性程序性细胞死亡方式，在动脉粥样硬化（ａｔｈｅ
ｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）的发生发展过程中发挥着极为重要的
功能，ＡＳ相关细胞如巨噬细胞、血管内皮细胞和血管
平滑肌细胞等均可发生细胞焦亡［３－４］。本研究旨在

探索田蓟苷脂质体（Ｔｉｌｉａｎｉｎｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＴＮＰ－Ｔｉｌ）对
ＬＰＳ／腺苷三磷酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）诱导的
巨噬细胞焦亡的作用。

材料和方法

１　材料
细胞　小鼠 ＲＡＷ２６４７巨噬细胞株，购自武汉

普诺赛生命科技有限公司。

药品与试剂　田蓟苷，规格：每瓶 １ｇ，纯度：
≥９８％，批号：ＹＲＴ０４５－２２０２０１，购自成都仪睿有限公
司；ＬＰＳ，规格：每瓶２５ｍｇ，批号：００００１８９８４３、ＡＴＰ，规
格：每瓶３０ｍｇ，纯度：≥９９％，批号：ＳＬＣＮ６５５２、聚乙
烯醇（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌａｌｃｏｈｏｌ，ＰＶＡ），规格：每瓶５００ｇ，纯度：
＞８０％，批号：ＳＬＣＢ４３７１、维生素Ｅ聚乙二醇琥珀酸酯
（ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｓｕｃｃｉｎａｔｅ，ＴＰＧＳ），规格：
每瓶２５ｇ，批号：ＤＨＲ３ＲＲＥ９，均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；
大豆卵磷脂，规格：每瓶 ５０ｍｇ：批号：ＳＹ－Ｓ０－
２１１００３，购自上海艾伟拓医药科技有限公司；胆固醇，
规格：每瓶２５ｇ，纯度：９９％，批号：ＥＡ１５０１２１，购自成
都市科隆化学品有限公司。乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）测定试剂盒，购自南京建成生物工程
研究所；活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）试剂盒，

购自北京索莱宝公司；Ｎｏｄ样受体热蛋白结构域相关蛋
白３（Ｎｏｄ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）、胱天蛋白酶 －１（ｃａｓｐａｓｅ－１），均购
自武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司；ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ
（ＧＳＤＭＤ），购自美国 Ａｂｃａｍ公司；白细胞介素 －１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、ＩＬ－１８试剂盒，均购自武
汉攸克生物技术公司。

仪器　ＳｙｎｅｒｇｙＨ１酶标仪、ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋凝胶成
像系统、ＣＦＸ９６／ＣＦＸ３８４荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪，均为美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公
司产品；ＺＥＩＳＳＬＳＭ８８０激光共聚焦显微镜，德国
Ｃａｒｌ－Ｚｅｉｓｓ公司产品；ＤＹＣＺ－２５Ｄ电泳、ＤＹＣＺ－４０Ｇ
电转仪，均为北京六一生物科技有限公司产品。

２　实验方法
２１　ＴＮＰ－Ｔｉｌ制备

称量 Ｔｉｌ２１ｍｇ溶于二甲基甲酰胺（ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｆｏｒｍａｍｉｄｅ，ＤＭＦ）５０μＬ后，快速注入 ０３０％ＰＶＡ
（ｗ／ｖ）及００８％ＴＰＧＳ（ｗ／ｖ）的稳定溶液后进行冰浴
超声处理。将大豆卵磷脂、胆固醇、ｍＰＥＧ２０００－Ｃｈｏｌ
和ＦＡ－ＰＥＧ２０００－Ｃｈｏｌ以４００∶１００∶０２５∶０２５的
质量比溶解在无水乙醇中，进行真空旋蒸处理，在圆

底烧瓶底部得到均匀致密的脂质薄膜，向烧瓶中加入

冰浴超声后的含药溶液，通过旋蒸、水化、冰浴超声后

得到ＴＮＰ－Ｔｉｌ。
２２　模型构建［５－６］

用“两步法”活化ＮＬＲＰ３炎症小体，构建ＲＡＷ２６４７
巨噬细胞焦亡模型。第１步给予５００ｎｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ
刺激细胞１２ｈ作为 ＮＬＲＰ３炎症小体活化的启动信
号，第２步给予５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰ刺激细胞３０ｍｉｎ作
为ＮＬＲＰ３炎症小体活化的激活信号。
２３　细胞分组与给药方法［６］

选取生长状态良好的小鼠 ＲＡＷ ２６４７巨噬细
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胞，分为对照组、模型组和实验组。模型组和实验组

均按“２２”的方法进行造模。待造模后，实验组在含
５μｇ·ｍＬ－１ＴＮＰ－Ｔｉｌ的完全培养基中培养１２ｈ，对照
组和模型组均在不含药的完全培养基中正常培养１２ｈ。
２４　细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８）法测定细胞活力［５］

将密度为 １０×１０３ ｃｅｌｌ·ｍＬ－１的小鼠 ＲＡＷ
２６４７巨噬细胞接种于 ９６孔板中，每孔 １００μＬ，按
“２３”的方法进行分组和处置，其中，实验组在造模完
成后分别给予５、１０、２０μｇ·ｍＬ－１的 ＴＮＰ－Ｔｉｌ，每组
设９个复孔，培养１２ｈ后，加入 ＣＣＫ－８溶液１０μＬ
并孵育１ｈ。用酶标仪在４５０ｎｍ处测定光密度值。
２５　激光共聚焦显微镜观察细胞形态［７］

将密度为 １０×１０５ ｃｅｌｌ·ｍＬ－１的小鼠 ＲＡＷ
２６４７巨噬细胞接种到共聚焦培养皿中，孵育过夜，按
“２２”的方法进行造模，模型组设 ９个复皿，加入
ＡｎｎｅｘｉｎＶ染色３０ｍｉｎ，用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）清洗３遍，在共聚焦显微镜下观
察细胞的形态。

２６　微板法检测ＬＤＨ释放量［６］

将密度为 １０×１０５ ｃｅｌｌ·ｍＬ－１的小鼠 ＲＡＷ
２６４７巨噬细胞接种于２４孔板，按“２３”的方法进行
分组和处置，每组设９个复孔，培养１２ｈ后，收集细胞
上清液，按照说明书的步骤进行操作，用微板法检测

细胞上清液中ＬＤＨ的水平。
２７　细胞内ＲＯＳ测量［５］

将小鼠ＲＡＷ２６４７巨噬细胞按每孔１０×１０５个
接种于２４孔板，按“２３”的方法进行分组和处置，每
组设９个复孔，培养１２ｈ后，弃上清液，用ＰＢＳ清洗细
胞３次，ＤＣＦＨ－ＤＡ用无血清 ＤＭＥＭ培养基稀释，每
孔加入ＤＣＦＨ－ＤＡ稀释液５００μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，
用ＰＢＳ洗涤３次，将细胞收集于流式管，用流式仪在
４８８ｎｍ处检测荧光强度。
２８　酶联免疫吸附试验法检测ＩＬ－１β和 ＩＬ－１８的
含量［６］

收集“２３”方法下的细胞上清液，以 １０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ。按照酶联免疫吸附试验测定试
剂盒说明书的步骤进行操作，用酶标仪在４５０ｎｍ处
检测光密度值，并根据标准曲线计算细胞上清液中

ＩＬ－１β和ＩＬ－１８的含量。
２９　ＰＣＲ法检测ｍＲＮＡ的表达情况［６］

用ＮＣＢＩＧｅｎｂａｎｋ数据库检索目的及内参基因，
设计引物，并委托上海生物工程股份有限公司合成。

按照说明书的步骤提取细胞总 ＲＮＡ，并反转录为

ｃＤＮＡ。用 ＳＹＢＧｒｅｅｎＭａｔｅｒＭｉｘ试剂测量各基因
ｍＲＮＡ水平，分别用目的和内参基因引物进行扩增，按
２－ΔΔＣｔ法计算ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＧＳＤＭＤｍＲＮＡ的
相对表达水平。

２１０　蛋白质印迹法检测蛋白的表达情况［６］

用ＲＩＰＡ＋ＰＭＳＦ提取细胞蛋白，并对提取的全蛋
白的浓度进行定量。样品上样后，恒压８０Ｖ电泳，待
跑到浓缩分离胶分界时换为１２０Ｖ，待酚蓝染料电泳
至分离胶底端时结束。将目的蛋白转膜，在冰浴条件

下１８０ｍＡ恒流１ｈ，用５％脱脂奶粉封闭，用对应一抗
在４℃下孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次后，二抗孵育１ｈ，
再次洗膜后，显影、曝光。以 β－ａｃｔｉｎ为内参，用
ＩｍａｇｅＪ软件分析目的蛋白的灰度值。
３　统计学处理

用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０软件进行统计分析。结果
数据用 珋ｘ±ｓ表示，多组数据用单因素方差分析
（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）检验。

结　　果

１　ＴＮＰ－Ｔｉｌ的简单表征
通过薄膜水化－超声法制得的 ＴＮＰ－Ｔｉｌ粒径大

小分布均匀，粒径为（９４５３±１６５）ｎｍ，且脂质体带负
电，其电位为（－８３５±１３９）ｍＶ，表明磷脂双分子层
成功包裹药物。制剂外观清亮泛蓝色乳光，且在激光

笔的照射下，对比水溶液，ＴＮＰ－Ｔｉｌ溶液有一条光亮
的通路，可见制剂具有丁达尔效应，为均匀的胶体溶

液。这表明所制备的脂质体粒径和电位的体系是稳

定的，符合实验样品的要求。

２　ＴＮＰ－Ｔｉｌ对小鼠ＲＡＷ ２６４７巨噬细胞的影响
实验组给予含５μｇ·ｍＬ－１ＴＮＰ－Ｔｉｌ的完全培养

基培养，对照组和模型组均在不含药的完全培养基中

培养。

对照 组 和 模 型 组 的 细 胞 存 活 率 分 别 为

（１０１９４±１９０）％和（３５２２±０９７）％，模型组与对
照组相比，细胞活力显著下降，可以导致大约７０％细
胞死亡，说明 ＬＰＳ联合 ＡＴＰ可以导致细胞死亡率增
加，提示造模成功。

实验组给予 ５、１０、２０μｇ·ｍＬ－１ＴＮＰ－Ｔｉｌ处理
１２ｈ后的细胞存活率分别为 （４０６９±１１０）％、
（４２８４±２１６）％和（４４７７±２０８）％，与模型组比
较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。
实验组与模型组相比，ＴＮＰ－Ｔｉｌ以剂量依赖的方式上
调细胞活力，故选择５μｇ·ｍＬ－１用于后续研究。
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３　ＬＰＳ＋ＡＴＰ诱导小鼠ＲＡＷ２６４７巨噬细胞焦亡的形态
小鼠ＲＡＷ２６４７巨噬细胞表现出典型的焦亡形

态学特征，包括细胞肿胀和膜快速突起形成的巨大空

泡（如箭头所指），且在共聚焦显微镜下可以更直观地

看到这一结果。结果见图１。
４　ＴＮＰ－Ｔｉｌ对小鼠ＲＡＷ ２６４７巨噬细胞发生焦亡
ＬＤＨ、炎症因子及细胞内ＲＯＳ产生的影响

模型组与对照组相比，ＬＤＨ、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８和
ＲＯＳ水平均显著升高，在统计学上差异均有统计学意
义（均 Ｐ＜００１）。实验组与模型组比较，ＬＤＨ、
ＩＬ－１β、ＩＬ－１８和 ＲＯＳ水平均显著降低，在统计学上
差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１）。结果见表１。

图 １　脂多糖（ＬＰＳ）和腺苷三磷酸（ＡＴＰ）诱导 ＲＡＷ２６４７巨
噬细胞发生焦亡的细胞形态（×４０）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ａｎｄａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ
（ＡＴＰ）ｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＲＡＷ ２６４７ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ（×４０）

表１　３组巨噬细胞培养上清液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、白细胞介素（ＩＬ）－１β、ＩＬ－１８和活性氧（ＲＯＳ）水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＬＤＨ），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β），ＩＬ－１８ａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｉｎｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬＤＨ（Ｕ·Ｌ－１） ＩＬ－１β（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１８（ｐｇ·ｍＬ－１） ＲＯＳ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９ ５５６０５±８３３１ ５５１±０４９ ２０９５±２３６ ０６８±０５０
Ｍｏｄｅｌ ９ ９８４４１±１３８８２ ３８７８±３３３ ６４１４±９７３ ９５８±０４２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ９ ５６８５４±６８０４＃＃ ８９９±２１７＃＃ ３５９５±５２４＃＃ ４００±０４８＃＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：５μｇ·ｍＬ－１Ｔｉｌｉａｎｉｎｌｉｐｏｓｏｍｅｓ（ＴＮＰ－Ｔｉｌ）；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１

表２　３组巨噬细胞中Ｎｏｄ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症小体相关基因和蛋白表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｏｄ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎ－ｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３（ＮＬＲＰ３）ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ｍＲＮＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ

ＮＬＲＰ３ Ｃａｓｐａｓｅ－１ ＧＳＤＭＤ ＮＬＲＰ３ Ｃａｓｐａｓｅ－１ ＧＳＤＭＤ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０００ １００±０００ １００±０００ １００±０１０ １００±００５ １００±０１０
Ｍｏｄｅｌ ３５６±０３１ ２９７±０３０ ３０３±０５９ ４７６±０６１ ２２２±０２１ ２８４±０４５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １４３±０２８＃＃ １２３±０２４＃＃ １４９±０４０＃＃ ２４４±０４６＃＃ １５４±０１６＃＃ １６０±０３０＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＧＳＤＭＤ：ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１

５　ＴＮＰ－Ｔｉｌ对小鼠 ＲＡＷ ２６４７巨噬细胞发生焦亡
ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１和ＧＳＤＭＤｍＲＮＡ表达的影响

模型组与对照组相比，ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１和
ＧＳＤＭＤｍＲＮＡ相对表达水平均显著升高，在统计学
上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１）。实验组与模型
组比较，ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＧＳＤＭＤｍＲＮＡ相对表
达水平均显著降低，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００１）。结果见表２。
６　ＴＮＰ－Ｔｉｌ对小鼠 ＲＡＷ ２６４７巨噬细胞发生焦亡
ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１和ＧＳＤＭＤ蛋白表达的影响

如表 ２和图 ２所示：模型组与对照组相比，
ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１和ＧＳＤＭＤ蛋白相对表达水平均
显著升高，在统计学上差异均有统计学意义（均

　　

图 ２　田蓟苷脂质体对巨噬细胞发生焦亡ＮＬＲＰ３炎症小体相
关蛋白表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＮＰ－ＴｉｌｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍ
ｍａｓｏｍｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３０）

Ｐ＜００１）。实验组与模型组比较，ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１
和ＧＳＤＭＤ蛋白相对表达水平均显著降低，在统计学
上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１）。

讨　　论

细胞焦亡是一种促炎症性程序性细胞死亡方式，

由ＮＬＲＰ３激活Ｃａｓｐａｓｅ－１，进一步切割ＧＳＤＭＤ，促进
ＩＬ－１８和ＩＬ－１β的成熟与释放，这是经典的细胞焦
亡途径［８］。当细胞发生焦亡时，细胞肿胀，细胞膜出

现孔洞，继而使促炎因子（如 ＩＬ－１β和 ＩＬ－１８）、
ＬＤＨ、高迁移率族蛋白 Ｂ１等大量释放，最终诱发级
联放大性的炎症反应［９］。炎症是许多自身免疫性

疾病的驱动力，焦亡可以看成细胞因过度炎症而死

亡的过程。

细胞焦亡的发生通过启动和激活两步信号活化

ＮＬＲＰ３炎症小体。本研究首先在共聚焦显微镜下观
察到，模型组在发生焦亡时，细胞肿大及膜胀大，形成

大空泡的典型特征。模型组与对照组相比，ＬＤＨ含量
显著上升，这与ＣＨＥＮ［７］和 ＬＩＵ［１０］等的研究一致。实
验组经ＴＮＰ－Ｔｉｌ处理后，ＬＤＨ水平下降，这可能与给
药后抑制细胞膜的损伤有关。ＲＯＳ可以作为损伤相
关分子模式激活 ＮＬＲＰ３炎性小体［１１－１２］，发生细胞焦

亡。本研究发现，实验组经 ＴＮＰ－Ｔｉｌ处理后，ＲＯＳ水
平显著下调。经Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＮＬＲＰ３炎症小体激活
后，细胞裂解发生焦亡产生 ＩＬ－１β和ＩＬ－１８２种标
志性的促炎细胞因子［１３］，本研究在ＴＮＰ－Ｔｉｌ给药后发
现，ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＧＳＤＭＤ蛋白和ｍＲＮＡ相对表
达水平均明显下调，ＩＬ－１β和ＩＬ－１８含量也均明显下
降，其作用机制可能与ＴＮＰ－Ｔｉｌ能够通过抑制细胞内
ＲＯＳ生成、ＮＬＲＰ３炎性小体的激活、促炎细胞因子释
放等因素来调节细胞焦亡有关。

本研究提示：ＴＮＰ－Ｔｉｌ可以通过下调 ＲＯＳ／
ＮＬＲＰ３途径来改善ＬＰＳ／ＡＴＰ诱导的巨噬细胞焦亡，阐
明其对细胞焦亡的影响，为下一步研究奠定理论

基础。
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