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牛蒡子苷元抑制 NLRP3 炎症小体介导的细胞焦亡发挥抗炎作用
马宇慧，孟佳磊，齐璐瑶，刘愿，李笑笑，雷鸣
（上海中医药大学附属第七人民医院，上海 2001 37）

　　摘要：目的 探讨牛蒡子苷元对脂多糖（LPS）联合三磷酸腺苷（ATP）刺激的 RAW264.7 细胞焦亡的保护作用及干预
机制。方法 CCK8 法检测不同浓度的牛蒡子苷元对 RAW264.7 细胞活力的影响；CCK8 法检测牛蒡子苷元（20、40、80
μmol/L）干预对 LPS +ATP诱导的 RAW264.7 细胞活力的影响；乳酸脱氢酶（LDH）释放检测细胞膜损伤；ELISA 法检测
细胞上清液中肿瘤坏死因子-α（Tumor necrosis factor -α，TNF -α）、白细胞介素（Interleukin，IL）-6 和 IL -1β的含量；
蛋白免疫印迹法（Western blotting）检测细胞内寡聚化结构域样受体蛋白 3（NOD -like receptor thermal protein domain as-
sociated protein 3，NLRP3）、半胱天冬酶-1（Caspase -1）p20、Caspase -1 p45、GSDMD -N 和 GSDMD -FL蛋白的表达；正
倒置荧光显微镜观察碘化丙啶（PI）染色阳性细胞数量。结果 牛蒡子苷元浓度小于 1 60 μmol/L 时对细胞活性影响较
小；牛蒡子苷元（20、40、80 μmol/L）干预逆转了 LPS +ATP诱导的细胞活力降低；牛蒡子苷元减少了 LPS +ATP诱导的焦
亡细胞 LDH的释放以及 PI阳性细胞数量；牛蒡子苷元抑制焦亡细胞分泌促炎细胞因子 TNF -α、IL -6 和 IL -1β；牛蒡
子苷元抑制焦亡细胞 NLRP3、Caspase -1 p20、Caspase -1 p45、GSDMD -N 和 GSDMD -FL蛋白的表达，抑制 NLRP3 炎症
小体的激活。结论 牛蒡子苷元抑制 NLRP3 炎症小体激活改善细胞焦亡，缓解炎症反应。
　　关键词：牛蒡子苷元；巨噬细胞；细胞焦亡；NLRP3 炎症小体
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Arctigenin Plays an Anti -inflammatory Role in Inhibiting Pyroptosis
Mediated by NLRP3 Inflammasome

MA Yuhui，MENG Jialei，QI Luyao，LIU Yuan，LI Xiaoxiao，LEI Ming
（Seventh People’s Hospital Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine，Shanghai 2001 37，China）

Abstract：Objective To investigate the protective effect and intervention mechanism of arctigenin on lipopolysaccharide（LPS）
combined with adenosine triphosphate（ATP）-stimulated pyroptosis in RAW264.7 cells.Methods CCK8 assay was used to de-
tect the effects of different concentrations of arctigenin on the viability of RAW264.7 cells；CCK8 assay was used to detect the
effects of intervention of arctigenin（20，40，80 μmol/L）on the viability of RAW264.7 cells induced by LPS +ATP；LDH re-
lease was used to detect the cellular membrane damage；ELISA was used to detect tumour necrosis factor -α（TNF -α），interleu-
kin -6（IL -6）and IL -1βin cell supernatant；Western blotting was used to detect intracellular NLRP3，Caspase -1 p20，
Caspase -1 p45，GSDMD -N and GSDMD -FL protein expression；the number of positive cells stained with propidium iodide
（PI）was observed by forward and inverted fluorescence microscopy.Results Arctigenin concentration less than 1 60 μmol/L had
little effect on cell viability；arctigenin （20，40，80 μmol/L）intervention reversed the LPS +ATP -induced decrease in cell via-
bility；arctigenin reduced LPS +ATP -induced release of LDH from pyroptosis cells as well as the number of PI -positive cells；
arctigenin reduced LPS +ATP -induced LDH release from pyroptosis cells as well as the number of PI -positive cells；arctigenin
inhibited the secretion of pro -inflammatory cytokines TNF -α，IL -6 and IL -1βby pyroptosis cells；arctigenin inhibited the
expression of NLRP3，Caspase -1 p20，Caspase -1 p45，GSDMD -N and GSDMD -FL proteins in pyroptosis cells that inhibited
the activation of NLRP3 inflammasome.Conclusion Arctigenin inhibits NLRP3 inflammasome activation to improve pyroptosis and
alleviate inflammatory responses.
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　　细胞焦亡是一种炎症性程序性细胞死亡方式，与传统的凋
亡和坏死有所不同。细胞焦亡通常由炎性介质如白细胞介素

（Interleukin，IL）-1β、IL -1 8 的释放以及细胞膜肿胀破裂所

特征化，这些炎性介质通过质膜孔释放到细胞外，可进一步引

发炎症级联反应［1 -2］。核苷酸结合和寡聚化结构域样受体蛋

白 3（NOD -like receptor thermal protein domain associated pro-
tein 3，NLRP3）炎症小体是细胞内重要的免疫传感器，其主要
组成包括 NLRP3 蛋白、凋亡相关斑点样蛋白（Apoptosis -asso-
ciatedspeck -like proteincontaininga CARD，ASC）和半胱天冬
酶-1（Caspase -1）［3 -4］。NLRP3 炎症小体的组装通常开始于
一些初级信号的感应，例如细菌感染、环境刺激物、氧化应激

等［5 -6］。初级信号触发 NLRP3 蛋白的构象变化使其激活。激
活的 NLRP3 蛋白与适配蛋白 ASC 结合，形成 NLRP3 -ASC 复
合物。ASC蛋白通过 CARD结构域和 PYD结构域连接 NLRP3
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和 Caspase -1，形成 NLRP3 炎症小体［6 -7］。该过程进一步促

进了 Caspase -1 的聚集和激活。活化的 Caspase -1 促进 IL -
1β和 IL -1 8 的成熟，同时切割消皮素 D（Gasdermin -D，GSD-
MD），使其脱离自抑制状态［8 -9］。活化的 GSDMD -N 寡聚并
插入质膜形成质膜孔，诱发溶解性细胞死亡［1 0］。

牛蒡子苷元（Arctigenin）是从中药牛蒡子中提取得到的一
种化合物，是牛蒡子的主要药理活性成分。现代药理学研究表

明，牛蒡子苷元具有多种生物活性，包括抗炎、抗病毒、抗氧化、

抗肿瘤等作用［1 1 -1 2］。然而其是否通过抑制 NLRP3 炎症小体
激活缓解细胞焦亡这一炎症性细胞死亡方式仍未可知。因此，

本研究构建了体外 NLRP3 炎症小体激活模型，评价牛蒡子苷
元对细胞焦亡的影响。

1 　材料与方法
1 .1 　药物与试剂　牛蒡子苷元（BP01 86）购自成都普瑞法科
技开发有限公司；脂多糖（LPS）（货号：L2630）、三磷酸腺苷
（ATP）（货号：A2383）、地塞米松（DEX）（货号：D1 756）购自美
国 Sigma公司；DMEM培养基（货号：MA021 2）购自大连美伦生
物技术有限公司；胎牛血清（货号：401 30ES76）购自上海翌圣
生物科技有限公司；肿瘤坏死因子 -α（TNF -α）（货号：
1 21 7202）、IL -6（货号：1 21 0602）ELISA 试剂盒购自深圳达科
为生物公司；IL -1β（货号：EK -201 B/3 -96）ELISA 试剂盒购
自杭州联科生物公司；LDH试剂盒（货号：A020 -2 -2）购自南
京建成生物工程研究所；Hoechst -PI 试剂盒（货号：C1 056）、
RIPA裂解液（货号：P001 3）、BCA 蛋白定量试剂盒（货号：
P0009）购自上海碧云天生物科技有限公司；CCK8 检测试剂盒
（货号：MA021 8）购自大连美伦生物技术有限公司；NLRP3 抗
体（货号：1 51 01 ）、Caspase -1 抗体（货号：83383）、Cleaved
Caspase -1 抗体（货号：89332）、GSDMD 抗体（货号：69469）、
Cleaved GSDMD 抗体（货号：1 01 37）、GAPDH 抗体（货号：
9231 0）购自 CST公司。
1 .2　细胞　RAW264.7 小鼠单核巨噬细胞购于武汉普诺赛生
命科技有限公司，传代至第 6 代。
1 .3　仪器　多功能酶标仪（Molecular Devices），Western Blot
电泳仪（美国 Bio -Rad公司），Western Blot转膜仪（美国 Bio -
Rad公司），显影仪（美国 Bio -Rad 公司），正倒置荧光显微镜
（上海徕卡有限公司），超纯水机（德国Merck公司）。
1 .4　细胞培养与焦亡模型制备　使用含 1 0%胎牛血清的
DMEM培养基于含 5% CO2 的 37 ℃恒温培养箱中培养
RAW264.7 细胞。细胞密度达到 90%左右，进行传代或铺板。
将细胞分为 6 组：Control 组、LPS +ATP 组（1 00 ng/mL LPS 刺
激 4 h再加入 4 mmol/L ATP刺激 30 min）、Arctigenin 20 μmol/
L组、Arctigenin 40 μmol/L 组、Arctigenin 80 μmol/L 组、DEX 5
μmol/L组。
1 .5　CCK8 法检测细胞活力　取对数增长的 RAW264.7 细胞
接种于 96 孔板中，2 万个/孔。待细胞贴壁后，加入梯度浓度
的 Arctigenin含药培养基（0、5、1 0、20、40、80、1 60 μmol/L）继
续培养细胞 24 h。随后弃去含药培养基，按照 CCK8 试剂盒
说明书进行操作。酶标仪 450 nm 波长检测 OD 值。Arctige-
nin对于 LPS +ATP诱导的 RAW264.7 细胞活力的影响同样
使用 96 孔板检测，铺板方法同上。使用 LPS +ATP 诱导细胞
的同时加入 Arctigenin（20、40、80 μmol/L）培养 24 h，检测方
法同上。

1 .6　LDH释放检测　取对数增长的 RAW264.7 细胞接种于
96 孔板中，2 万个/孔。分组如下：Control 组、LPS +ATP 组、
Arctigenin 20 μmol/L组、Arctigenin 40 μmol/L组、Arctigenin 80
μmol/L组、DEX 组。各药物治疗组提前预给药 1 h，随后
LPS +ATP组和所有药物治疗组均加入 LPS（1 00 ng/mL）处理
4 h，再加入 4 mmol/L的 ATP刺激 30 min。收集细胞上清液并

离心，使用 LDH 试剂盒检测上清液中 LDH 释放量，操作按照
说明书进行。

1 .7　ELISA法检测细胞上清液 TNF -α、IL -6、IL -1β含量　
取对数增长的 RAW264.7 细胞接种于 6 孔板中，1 00 万个/孔。
分组、加药、造模处理方法同 1 .6 部分。收集上清液并离心，使
用 ELISA试剂盒检测上清液中 TNF -α、IL -6 和 IL -1β的含
量，操作按照说明书进行。

1 .8　Western Blotting检测 NLRP3、Caspase -1、GSDMD等蛋白
表达　取对数增长的 RAW264.7 细胞接种于 6 孔板中，1 00 万
个/孔。分组、加药、造模处理方法同 1 .6 部分。使用 RIPA 裂
解液提取各组细胞总蛋白，BCA 法测定样本蛋白浓度。加入
适量稀释液，将各样本蛋白浓度调平，再取同等体积蛋白样本

加入 5 ×上样缓冲液，95 ℃蛋白变性 1 0 min。蛋白样本经
SDS -PAGE 电泳后再转膜 2 h，随后将膜放入 5%脱脂牛奶中
封闭 1 h，4 ℃条件下一抗（1 ∶1 000 稀释）孵育过夜，再室温孵
育二抗 1 h，最后使用 ECL显影液曝光得到目的条带。Image J
软件分析目的蛋白灰度值。

1 .9　Hochest -PI 染色检测细胞死亡情况　取对数增长的
RAW264.7 细胞接种于 6 孔板中，1 00 万个/孔。分组、加药、造
模处理方法同 1 .6 部分。刺激结束后弃去旧培养基，加入预冷
的 PBS 清洗 2 次，每孔加入等量 Hochest -PI染色工作液，4 ℃
避光孵育 30 min。正倒置荧光显微镜下观察并记录图像。Im-
age J软件统计各组 PI阳性细胞数。
1 .1 0　统计学方法　数值以平均值±标准差（■x±s）表示，使用
GraphPad Prism 8 进行统计分析和作图。组间比较采用单因素
方差分析，P<0.05 被认为差异具有统计学意义。
2　结果
2.1　牛蒡子苷元对 RAW264.7 细胞活力的影响　通过 CCK8
法检测各组 RAW264.7 细胞活力。5 ~1 60 μmol/L 的牛蒡子
苷元处理 RAW264.7 细胞 24 h，均不抑制细胞的增殖（插页
ⅩⅩⅩⅦ图 1）。因此，我们根据此结果选用：Arctigenin 20、40、80
μmol/L进行后续实验。
2.2　牛蒡子苷元对 LPS +ATP 诱导的 RAW264.7 细胞活力的
影响　通过 CCK8 法检测各组 RAW264.7 细胞活力。与对照
组相比，LPS +ATP组细胞活力显著降低。与 LPS +ATP 组相
比，牛蒡子苷元（20、40、80 μmol/L）预处理逆转了 LPS 联合
ATP诱导的 RAW264.7 细胞的死亡，数据差异有统计学意义
（插页ⅩⅩⅩⅦ图 2）。
2.3　牛蒡子苷元对 RAW264.7 焦亡模型 LDH 释放量的影响
　LDH释放实验可以检测牛蒡子苷元对细胞死亡的影响。当
细胞膜完整性被破坏时，LDH 会被释放到细胞外。实验结果
显示，与 Control组相比，LPS 联合 ATP刺激显著上调了细胞上
清液中 LDH 的含量。与模型组相比，牛蒡子苷元（20、40、80
μmol/L）预处理后培养上清中 LDH 的释放量显著降低，数据
差异有统计学意义（插页ⅩⅩⅩⅦ图 3）。
2.4　牛蒡子苷元对 RAW264.7 焦亡模型 TNF -α、IL -6、IL -
1β释放量的影响　ELISA 结果显示，与 Control 组相比，LPS +
ATP组细胞上清液中 TNF -α、IL -6 和 IL -1β的含量显著
升高。与 LPS +ATP组相比，牛蒡子苷元（20、40、80 μmol/L）
预处理能显著减少培养上清液中 TNF -α、IL -6 和IL -1β的
含量，有剂量依赖性。数据差异有统计学意义（插页

ⅩⅩⅩⅧ图 4）。
2.5　牛蒡子苷元对 RAW264.7 焦亡模型 NLRP3、Caspase -1、
GSDMD蛋白表达的影响　Western Blotting 结果显示，与 Con-
trol组相比，LPS +ATP组细胞内 NLRP3、Cleaved Caspase -1 以
及焦亡执行蛋白 Cleaved GSDMD 的水平明显上调。与模型组
相比，牛蒡子苷元（20、40、80 μmol/L）预处理能显著下调焦亡
细胞中 NLRP3、Cleaved Caspase -1、Cleaved GSDMD 蛋白的表
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达，数据差异有统计学意义（插页ⅩⅩⅩⅧ图 5）。上述结果表明，
牛蒡子苷元能抑制 LPS +ATP 诱导的 RAW264.7 细胞中 NL-
RP3 炎症小体的激活，缓解细胞焦亡。
2.6　牛蒡子苷元抑制 LPS +ATP 诱导的 RAW264.7 细胞焦
亡　实验结果显示，与 Control 组相比，LPS +ATP 组细胞中 PI
阳性细胞数量显著增多。与模型组相比，牛蒡子苷元（20、40、
80 μmol/L）预处理能明显减少 PI细胞数量，缓解细胞焦亡，呈
剂量依赖性，数据差异有统计学意义（插页ⅩⅩⅩⅨ图 6）。
3　讨论

牛蒡子苷元是牛蒡子的主要药理活性成分，具有良好的抗

炎作用。先前的研究表明，牛蒡子苷元能够有效阻断高迁移率

族蛋白 B1 （HMGB1 ）与 Toll 样受体 4（TLR4）的结合，通过
HMGB1 /TLR4/NF -κB信号通路减弱小胶质细胞活化和神经
炎症，减少 TNF -α和 IL -1β的释放［1 3］。牛蒡子苷元还被证

明可以抑制 NLRP3 炎症小体的激活改善结肠炎相关癌症，下
调 IL -1β的表达［1 4］。本研究发现牛蒡子苷元能抑制 LPS 联
合 ATP诱导的 RAW264.7 细胞 NLRP3 炎症小体的激活，下调
焦亡执行蛋白 GSDMD -N 的表达，缓解细胞焦亡。此外，牛蒡
子苷元还能阻止巨噬细胞分泌促炎细胞因子 TNF -α、IL -6
和 IL -1β，发挥抗炎作用。这种抗炎作用可能是通过抑制巨
噬细胞中 NLRP3 炎症小体激活实现的。

细胞质内先天免疫信号受体 NLRP3 炎症小体与许多常见
非传染性疾病的发病机制尤其相关［1 5 -1 7］。NLRP 蛋白可以对
多种破坏自抑制状态的刺激做出反应，如细胞外 ATP、病毒
RNA以及钾离子外流等［1 8］。NLRP3 的自身抑制被释放，大量
活化的 NLRP3 可以激起髓细胞对其迅速做出反应［1 9］。NL-
RP3 炎症小体的激活至少需要两步，第一信号如 LPS 可启动
NLRP3 基因的转录。第二信号如细胞外 ATP 可触发 NLRP3
对 ASC和 Caspase -1 的募集，生成炎症小体并触发细胞焦
亡［20 -22］。NLRP3 炎症小体是许多疾病中炎症反应的关键推
手，与多种疾病密切相关［23 -24］。巨噬细胞在先天免疫反应中

发挥着关键作用，可以通过表面上的多种受体，如 Toll 样受体
（TLRs）、NOD样受体（NLRs）等，识别并结合病原体的病原相
关分子模式（PAMPs），从而触发免疫反应，维持机体免疫平
衡［25 -26］。我们的研究发现牛蒡子苷元可以抑制巨噬细胞中

NLRP3、Cleaved Caspase -1 和 GSDMD -N 的表达，抑制 NLRP3
炎症小体的激活，参与多种疾病的炎症反应过程。综上所述，

NLRP3 炎症小体可能是牛蒡子苷元发挥抗炎作用的关键靶
点，本研究为牛蒡子苷元治疗 NLRP3 相关的多种炎症性疾病
提供了科学依据和理论基础。
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牛蒡子苷元抑制 NLRP3 炎症小体介导的细胞焦亡发挥抗炎作用

（正文见 1 16 -118 页）

图 1　不同浓度牛蒡子苷元对 RAW264.7 细胞活力的影响 　　注：****与对照组相比，P<0.000 1；
#与模型组相比，P<0.05；##与模型组相比，
P<0.01；####与模型组相比，P<0.000 1。
图 2　牛蒡子苷元对 LPS 联合 ATP诱导的

RAW264.7 细胞活力的影响

　　注：****与对照组相比，P<0.000 1；#
##与模型组相比，P<0.001；####与模型组相
比，P<0.000 1。
图 3　牛蒡子苷元对 RAW264.7 细胞焦亡

模型 LDH释放量的影响
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注：****与对照组相比，P<0.000 1；####与模型组相比，P<0.000 1。
图 4　牛蒡子苷元对 RAW264.7 细胞焦亡模型 TNF -α、IL -6、IL -1β释放量的影响

注：****与对照组相比，P<0.000 1；#与模型组相比，P<0.05；##与模型组相比，P<0.01；####与模型组相比，P<0.000 1。
图 5　牛蒡子苷元对 RAW264.7 细胞焦亡相关蛋白水平的影响
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注：****与对照组相比，P<0.000 1；###与模型组相比，P<0.001；####与模型组相比，P<0.000 1。
图 6　牛蒡子苷元抑制 LPS +ATP诱导的 RAW264.7 细胞焦亡（×20）


