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·论著·

高良姜素通过调控 NLRP3 炎性小体
抑制巨噬细胞焦亡
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【摘要】 目的  探讨高良姜素对骨髓来源的巨噬细胞（BMDMs）焦亡的影响。方法  将体外培养的BMDMs
分为空白对照组、模型组、不同浓度高良姜素组；采用脂多糖（LPS）+ 三磷酸腺苷（ATP）构建细胞焦亡模型。
用细胞增殖与毒性检测试剂盒 8（CCK-8）测定不同浓度高良姜素对 BMDMs 增殖的影响；采用蛋白质免疫印迹
试验（Western blotting）检测 BMDMs 培养上清液中天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1 p10 亚基（caspase-1 p10）、 
白细胞介素 -1β（IL-1β）及细胞中 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）的蛋白表达水平；采用酶联免疫吸附试验

（ELISA）测定 BMDMs 上清液中 IL-1β 含量；采用碘化丙啶（PI）染色观察细胞死亡情况；采用高通量测序比较
模型组和高良姜素 20 μmol/L 组的差异基因表达。结果  5、10、20、40、60、80 μmol/L 高良姜素组 BMDMs 的增
殖水平比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05），说明上述浓度高良姜素对 BMDMs 增殖无明显影响，故本研究
选择 5、10、20 μmol/L 高良姜素和处理 1、2、4 h 观察不同浓度及时间对 BMDMs 焦亡的影响。与空白对照组比
较，模型组 caspase-1 p10、成熟 IL-1β 蛋白表达和 IL-1β 含量均明显升高（均 P＜0.05）；与模型组比较，高良
姜素 5、10、20 μmol/L 各组上清液中 caspase-1 p10、成熟 IL-1β 蛋白表达和 IL-1β 含量均明显降低〔IL-1β 蛋
白表达（灰度值）：0.155±0.006、0.113±0.006、0.111±0.007 比 1.000±0.000，caspase-1 p10 蛋白表达（灰度值）： 
0.207±0.044、0.160±0.008、0.082±0.008 比 1.000±0.000，IL-1β（μg/L）：99.80±10.36、85.21±8.78、
26.53±4.56 比 494.10±35.47，均 P＜0.05〕，不同浓度高良姜素组间比较差异无统计学意义（均 P＞0.05），但随
着高良姜素处理时间的延长，抑制作用增强，以高良姜素 20 μmol/L 组作用 4 h 的抑制作用最明显〔IL-1β 蛋白
表达（灰度值）：0.186±0.004 比 1.000±0.000，caspase-1 p10 蛋白表达（灰度值）：0.247±0.009 比 1.000±0.000，
IL-1β（μg/L）：173.80±10.56 比 653.80±76.02，均 P＜0.05〕；20 μmol/L 高良姜素作用 4 h 可减少焦亡细胞数
量（个 / 视野：23.00±3.61 比 67.67±15.63，P＜0.05），抑制 NLRP3 的蛋白表达水平（灰度值：0.178±0.025 比
0.406±0.066，P＜0.05）。高通量测序显示，与模型组比较，高良姜素下调了 Nlrp3、Nod2、IL-1β 等基因，上调了
Skp2（又称 Fbxl1）、Fbxl20、Fbxl4、Fbxo32 和 Fbxw7 等基因水平。结论  高良姜素通过调控巨噬细胞中 NLRP3
炎性小体来抑制细胞焦亡。
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【Abstract】 Objective  To investigate the effect of Galangin on pyroptosis of bone marrow derived macrophages 
(BMDMs).  Methods  BMDMs were cultured in vitro and divided into blank control group, model group and Galangin 
group with different concentrations. Lipopolysaccharide (LPS) and adenosine triphosphate (ATP) were used to construct 
the  pyroptosis model.  The  effect  of  different  concentrations  of  Galangin  on  the  proliferation  of  BMDMs was  detected 
by  cell  counting  Kit-8  (CCK-8).  The  level  of  cysteinyl  aspartate  specific  proteinase-1  p10  subunit  (caspase-1  p10), 
interleukin-1β(IL-1β) in supernatant and intracellular nucleotide NOD-like receptor protein 3 (NLRP3) were detected 
by Western blotting. IL-1β in supernatant was detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The cell death 
was observed by propidium iodide (PI) staining. High-throughput sequencing was used to compare the gene expression in 
the model group and Galangin groups at 20 μmol/L.  Results  There was no statistically significant difference between 
the 5, 10, 20, 40, 60, 80 μmol/L Galangin groups on the proliferation level of BMDMs (all P > 0.05), indicating that no 
significant effect of Galangin at 5, 10, 20, 40, 60, 80 μmol/L was observed on the proliferation of BMDMs. So we selected 
Galangin at 5, 10, 20 μmol/L and treatment  for 1, 2 and 4 hours as  the effects of different concentrations and time on 
the  pyroptosis  of  BMDMs.  Compared  with  blank  control  group,  the  expression  of  caspase-1  p10  and mature  IL-1β  
protein and IL-1β in supernatant in model group were significantly increased (all P < 0.05). Compared with model group, 
the expression of caspase-1 p10 and mature IL-1β protein and IL-1β in supernatant of Galangin at 5, 10 and 20 μmol/L  
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N- 末端片段寡聚化并在宿主细胞膜上成孔，导致

细胞肿胀、裂解、释放细胞质内容物，最终导致细胞

凋亡。脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）通常作为

PAMP 传递的第一信号，而细胞外 ATP 或尼日利亚

素等损伤相关分子模式（damage associated molecular 

pattern，DAMP）可作为第二信号触发 NLRP3 炎性

小体的激活［7-9］。

  高良姜素是一种存在于黄良姜中的黄酮醇类化

合物，在炎症性疾病中有抗炎和抗氧化活性［10-12］。

高良素素通过抑制 LPS 刺激的类风湿性关节炎成

纤维细胞样滑膜细胞（rheumatoid arthritis fibroblast-

like synoviocytes，RAFSC）中的 NF-κB/NLRP3 通路

用于治疗类风湿关节炎［13］。此外，一项研究表明，

从灯盏花中提取的黄酮类化合物黄岑素，可抑制

LPS+ATP 或 LPS+ 尼日利亚素诱导的巨噬细胞中

NLRP3 炎性小体的激活和焦亡［14］。然而，高良姜

素对巨噬细胞焦亡的影响及其机制尚未见报告。因

此，本研究通过体外实验探讨高良姜素对 LPS+ATP

诱导巨噬细胞焦亡的影响及其可能机制，以期为临

床研究提供参考。

1 材料与方法 

1.1  主要试剂：高良姜素、LPS（Escherichia coli 

O55：B5）和 ATP 均购自美国 Sigma 公司。DMEM

培养基、Opti-MEM 培养基和胎牛血清，购自美国

Gibco 公司。链霉素和青霉素购自吉诺生物医药技

术有限公司。巨噬细胞集落刺激因子（macrophage  

colony-stimulating factor，M-CSF）购自美国 PeproTech 

公司。细胞增殖与毒性检测试剂盒 8（cell counting 

Kit-8，CCK-8）购自上海七海复泰生物科技有限 

公司。IL-1β 酶联免疫吸附试验（enzyme-linked 

  焦亡是一种依赖天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

酶（caspases，caspase-1、11、4、5）的程序性炎症细 

胞死亡方式，其特点是释放炎症细胞因子白细胞介

素（interleukins，IL-1β、IL-18），从而在感染性疾病

中发挥作用［1-3］。多项研究表明，炎性小体的形成在

焦亡的发病机制中非常重要［4-5］。炎性小体是一种

多聚体蛋白质复合物，由炎性小体启动传感器 NOD

样受体蛋白（NOD-like receptor proteins，NLRP 1、3、

4 等）、炎性 caspase 及起衔接作用的凋亡相关斑点 

样蛋白（apoptosis-associated speck-like protein containing  

a caspase recruitment domain，ASC）组成。

  根据 caspase 的不同，可将炎性小体分为 2 类，

一类是经典的 caspase-1 依赖型炎性小体，另一种是

非 caspase-1 依赖型炎性小体［5-6］。经典的依赖型

caspase-1 炎性小体激活需要 2 个信号。如 NLRP3

炎性小体的激活首先需要第 1 个信号通过核转录

因子 -κB（nuclear factor-κB，NF-κB）信号通路诱导

NLRP3、ASC、IL-1β 前体等炎性小体相关成分的

表达。该信号是由模式识别受体（pattern recognition 

receptor，PRR）通过病原体相关分子模式（pathogen 

associated molecular pattern，PAMP）介导的。一旦

这些蛋白得到充分表达，第 2 个信号如三磷酸腺苷

（adenosine triphosphate，ATP）就会触发 NLRP3 炎性

小体的组装。NLRP3 通过 PYR 结构域与衔接蛋白

ASC 相互作用，触发 ASC 寡聚化，将 caspase-1 前体

招募到ASC中，启动caspase-1前体的自我切割和活

化，使其成为活性 caspase-1 p10 和 caspase-1 p20，激

活的 caspase-1 切割促炎细胞因子 IL-1β 和 IL-18

前体使其成为成熟炎性细胞因子 IL-1β、IL-18，

并裂解细胞凋亡蛋白 Gasdermin D（GSDMD）使其 

were  significantly  decreased  [IL-1β  protein  expression  (gray  value):  0.155±0.006,  0.113±0.006,  0.111±0.007 
vs.  1.000±0.000,  caspase-1  p10  protein  expression  (gray  value):  0.207±0.044,  0.160±0.008,  0.082±0.008  vs. 
1.000±0.000,  IL-1β  (μg/L):  99.80±10.36,  85.21±8.78,  26.53±4.56  vs.  494.10±35.47,  all P  <  0.05].  There was 
no significant difference between  the different concentration groups  (all P > 0.05), but with  the extension of  treatment 
time of Galangin, the inhibitory effect was enhanced. The inhibitory effect of Galangin at 20 μmol/L for 4 hours was the 
most obvious [IL-1β protein expression (gray value): 0.186±0.004 vs. 1.000±0.000, caspase-1 p10 protein expression 
(gray value): 0.247±0.009 vs. 1.000±0.000, IL-1β (μg/L): 173.80±10.56 vs. 653.80±76.02, all P < 0.05]. Treatment 
with 20 μmol/L Galangin for 4 hours could reduce the number of pyroptotic cell deaths (number of view: 23.00±3.61 vs. 
67.67±15.63, P < 0.05) and  inhibited  the expression of NLRP3 protein  (gray value: 0.178±0.025 vs. 0.406±0.066, 
P  <  0.05).  High-throughput  sequencing  showed  that,  compared  with  the  model  group,  Galangin  down-regulated  the 
genes  of  Nlrp3,  Nod2,  IL-1β  and  up-regulated  genes  of  Skp2  (also  known  as  Fbxl1),  Fbxl20,  Fbxl4,  Fbxo32  and 
Fbxw7.  Conclusion  Galangin inhibited pyroptosis mediated by NLRP3 inflammasome in macrophages.
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immunosorbent assay，ELISA）检测试剂盒购自美国

Thermo 公司。碘化丙啶（propidium iodide，PI）购

自美国 BD 公司。细胞裂解缓冲液、苯甲磺酰氟

（phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF）、辣根过氧化物

酶（horseradish peroxidase，HRP）耦联的山羊抗小鼠

免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG）抗体和 HRP

耦联的山羊抗兔 IgG 抗体购自碧云天生物科技有

限公司。caspase-1 p10 抗体和 NLRP3 抗体购自美

国 AdipoGen 公司。IL-1β 抗体和 GAPDH 抗体购

自美国 Cell Signaling Technology 公司。电化学发光

法（electrochemiluminescence，ECL）显影液购自美国

Milipore 公司。

1.2  细胞提取和模型复制：选择 6～8 周龄雄性

C57BL/6 小鼠，体质量（18±2）g，购自浙江省医学

院实验动物中心，动物合格证号：SCXK（浙）2019-

0002，动物实验已获浙江省医学科学院伦理委员会

批准（审批号：ZJCLA-IACUC-20070011）。处死小

鼠后用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）

冲洗胫骨和股骨收集细胞，在含 10% 胎牛血清、 

1%青霉素 /链霉素和40 μg/L M-CSF的DMEM中培

养6 d，得到骨髓来源的巨噬细胞（bone marrow derived  

macrophages，BMDMs）。将 BMDMs 以 8×105 个 / 孔

接种在 12 孔板上培养过夜，次日早上将介质改为

opti-MEM。然后用 500 μg/L LPS 刺激细胞 4 h，洗去 

LPS，重新加入 opti-MEM，再用 3 mmol/L ATP 刺激 

45 min 构建细胞焦亡模型。

1.3  研究分组及处理：为分析高良姜素最佳作用浓

度及作用时间，将细胞分为空白对照组、模型组、不

同浓度高良姜素组，先用 500 μg/L LPS 刺激 BMDMs 

4 h，去上清液重新加入 Opti-MDM 培养基，接着用

不同浓度高良姜素（5、10、20 μmol/L）处理 1、2、4 h，

去上清液重新加入 Opti-MDM 培养基，再加入 ATP  

3 mmol/L 刺激 45 min。最终实验选取 20 μmol/L 高

良姜素处理 4 h 作为最佳作用浓度及时间。为进一

步探讨高良姜素通过何种机制抑制焦亡，且因经典

焦亡途径启动需要 2 个信号，因此实验增加了 LPS

组，将细胞分为空白对照组、LPS 组、模型组、高良

姜素组，首先用 500 μg/L LPS 刺激 BMDMs 4 h，去上

清液重新加 Opti-MDM 培养基，再用 20 μmol/L 高良

姜素处理 4 h，去上清液加入 Opti-MDM 培养基，再

加入 3 mmol/L ATP 刺激 45 min。

1.4  检测指标及方法

1.4.1  细胞增殖试验：将培养 6 d 的 BMDMs 均匀

接种于 96 孔板，每孔加入 100 μL 细胞悬液（含细胞

5×104 个 / 孔），待细胞贴壁后，换新的 DMEM 完全

培养基，加入不同浓度（5、10、20、40、60、80 μmol/L）

高良姜素培养 24 h，然后更换新的 DMEM 培养基以

排除药物本身颜色对吸光度（absorbance，A）值的影

响，加 10 μL CCK-8 培养 2 h，在 450 nm 波长下读取

A 值为不同浓度高良姜素对 BMDMs 增殖的影响。

1.4.2  上清蛋白的超滤浓缩：根据目的蛋白相对分

子质量大小，选择适合孔径的超滤管，直接加入待纯

化的上清蛋白，反复离心，直至大部分蛋白都停留在

过滤管中。然后反复吹打滤膜，将超滤浓缩后的目

的蛋白吹打下来保存备用。

1.4.3  采用 ELISA 测定上清液中 IL-1β 含量：将

细胞培养上清液在 4℃下离心 5 min，-80 ℃保存。

然后按照说明书要求用 ELISA 试剂盒检测上清液

中 IL-1β 含量。

1.4.4  采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting） 

测定上清液中caspase-1 p10、IL-1β及细胞中NLRP3 

的蛋白表达水平：提取的蛋白质采用十二烷基硫酸

钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electropheresis，SDS-PAGE）分离，

转膜至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF） 

膜上，将 PVDF 膜置于稀释好的一抗中，4 ℃下孵

育过夜，然后用 HPR 标记的二抗孵育，最后通过增

强 ECL 曝光显影，用 Image J 软件测定条带灰度值，

结果用相对灰度值表示。上清液中 caspase-1 p10、 

IL-1β 蛋白表达水平以实验各组中目的蛋白灰度

值与模型组目的蛋白灰度值的比值表示，模型组

目的蛋白的灰度值为 1。细胞中 NLRP3 蛋白表

达水平以 NLRP3 灰度值与 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

灰度值的比值表示目的蛋白的蛋白表达水平。

1.4.5  细胞死亡数测定：每孔加入 PI 10 μL 在室温下 

染色 10 min 后，荧光显微镜观察细胞死亡情况。

1.4.6  总 RNA 提取及测序：采用 TRIzol 法分别提

取模型组和高良姜素组 BMDMs 总 RNA 并逆转录

为 cDNA。参考小鼠基因组信息或完整的转录组信

息，对基因或转录本进行注释和定量。比对至基因

组后，利用 String Tie（2016）软件对表达进行注释和

定量。最后应用网络流算法和可选的 Denovo 软件

组装，将数据集组装成转录本，进一步计算基因和

转录本的每百万外显子片段碱基映射获得的基因

表达（fragments per kilobase of exon model per million 
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mapped fragments，FPKM）值。

1.4.7  差异基因分析：为研究模型组和高良姜素

组样本的差异，以差异基因为研究对象，用 DESeq2

软件对两组样本进行分析，获得差异基因的显著性 

P 值和基因间的差异倍数；差异基因的筛选条件为

校正的 P 值＜0.05 及差异倍数＞2 倍和＜0.5 倍。

1.5  统计学分析：使用 GraphPad 5.0 统计软件分析

数据，符合正态分布的计量资料以均数 ± 标准差

（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析（One-

Way ANOVA）及 Bonferroni 检验行两两比较，两组

间比较采用 t 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  不同浓度高良姜素对 BMDMs 细胞增殖的影

响（表 1）：与空白对照组比较，不同浓度高良姜素

组 BMDMs 增殖情况比较差异均无统计学意义（F＝
2.44，均 P＞0.05），说明上述浓度高良姜素对BMDMs 

细胞增殖无影响。

2.2  不同浓度高良姜素对 caspase-1 p10 和 IL-1β

水平的影响（图 1；表 2）：Western blotting 结果显

示，与空白对照组比较，模型组 BMDMs 培养上清液

中成熟 IL-1β、caspase-1p 10 水平明显升高（均 P＜
0.05）；与模型组比较，不同浓度高良姜素组（5、10、

20 μmol/L）BMDMs 培养上清液中 IL-1β、caspase-1 

p10 蛋白表达水平均明显降低（均 P＜0.05），且不

同浓度高良姜素组比较差异无统计学意义（均 P＞
0.05）。ELISA 检测结果显示，与模型组比较，不同浓

度高良姜素组 IL-1β 水平明显降低（均 P＜0.05），

这与 Western blotting 检测结果一致，且不同浓度高

良姜素组两两比较差异无统计学意义（均 P＞0.05），

说明高良姜素可以抑制 LPS+ATP 诱导的巨噬细胞

焦亡模型中 caspase-1 p10 和 IL-1β 的水平，且无浓

度依赖性。

表 2 各组 BMDMs 培养上清液中 IL-1β、caspase-1p 10
蛋白表达水平及 IL-1β 含量的比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

IL-1β 蛋白表

达（灰度值）

caspase-1 p10 蛋

白表达（灰度值）

IL-1β

（μg/L）
空白对照组 3 0.133±0.011 0.077±0.003     2.53±  0.814
模型组 3 1.000±0.000 a 1.000±0.000 a 494.10±35.47 a

低浓度高良姜素组 3 0.155±0.006 b 0.207±0.044 b   99.80±10.36 b

中浓度高良姜素组 3 0.113±0.006 b 0.160±0.008 b   85.21±  8.78 b

高浓度高良姜素组 3 0.111±0.007 b 0.082±0.008 b   26.53±  4.56 b

F 值 8 660.00 1 131.00 416.20
P 值    ＜0.01    ＜0.01 ＜0.01

注：与空白对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01

表 1 不同浓度高良姜素对 BMDMs
细胞增殖的影响（x±s）

组别
样本数

（孔）

BMDMs 细胞增殖 

（A 值）

空白对照组 6 0.611±0.107
高良姜素   5 μmol/L 组 6 0.607±0.042
高良姜素 10 μmol/L 组 6 0.670±0.071
高良姜素 20 μmol/L 组 6 0.649±0.111
高良姜素 40 μmol/L 组 6 0.756±0.088
高良姜素 60 μmol/L 组 6 0.675±0.076
高良姜素 80 μmol/L 组 6 0.565±0.020

F 值     2.44
P 值 ＞0.05

2.3  高良姜素作用不同时间对 caspase-1 p10 和

IL-1β 水平的影响（图 2；表 3）：Western blotting 检

测结果显示，与空白对照组比较，模型组 BMDMs 培

养上清液中 IL-1β、caspase-1 p10 的蛋白表达水平

均明显升高（均 P＜0.05）；而与模型组比较，高良姜

素作用 1、2、4 h BMDMs 培养上清液中成熟 IL-1β、 

caspase-1 p10 的蛋白表达水平均明显降低（均 P＜
0.05），且随着高良姜素作用时间的延长抑制作用明

显增强，于作用 4 h 时的抑制作用最明显。ELISA 检

测成熟IL-1β水平变化趋势与Western blotting分析

结果一致，即与模型组比较，高良姜素作用 1、2、4 h 

时 BMDMs 培养上清液中成熟 IL-1β 含量均明显降

低（均 P＜0.05），且随着高良姜素作用时间的延长

抑制作用加强，于 4 h 时抑制作用最明显，表明高良

姜素可抑制 LPS+ATP 诱导的巨噬细胞焦亡模型中

caspase-1 p10 和 IL-1β 水平，且有时间依赖性。

2.4  高良姜素对 LPS+ATP 刺激巨噬细胞焦亡模型

中细胞死亡数的影响（图 3；表 4）：与对空白对照

组比较，模型组细胞死亡数明显增多（P＜0.05）；而

与模型组比较，高良姜素 20 μmol/L 组细胞死亡数明

显减少（P＜0.05）。

2.5  高良姜素对巨噬细胞焦亡模型中 NLRP3 蛋白

表达水平的影响（图 4；表 5）：Western blotting 检测

结果显示，模型组 NLRP3 蛋白表达水平较空白对照 

组明显升高（P＜0.05）；高良姜素20 μmol/L组NLRP3 

蛋白表达水平而较模型组明显降低（P＜0.05）。

图 1  Western blotting 检测各组 BMDMs 上清液中 
IL-1β、caspase-1 p10 的蛋白表达水平
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表 3 各组 BMDMs 培养上清液中 IL-1β、caspase-1p 10
蛋白表达水平和 IL-1β 含量的比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

IL-1β 蛋白表

达（灰度值）

caspase-1 p10 蛋

白表达（灰度值）

IL-1β

（μg/L）
空白对照组 3 0.136±0.006 0.197±0.010   27.02±1.245
模型组 3 1.000±0.000 a 1.000±0.000 a 653.80±76.02 a

高良姜素 20 μmol/L 组
  作用 1 h 3 0.463±0.053 b 0.610±0.020 b 417.50±20.93 b

  作用 2 h 3 0.352±0.010 b 0.369±0.012 b 256.40±1.025 b

  作用 4 h 3 0.186±0.004 b 0.247±0.009 b 173.80±10.56 b

F 值 596.90 2 226.00   91.26
P 值 ＜0.01    ＜0.01 ＜0.01

注：与空白对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.05

表 4 3 组 BMDMs 中死亡细胞数量的比较（x±s）

组别 样本数（孔） 死亡细胞数（个 / 视野）

空白对照组 3   3.33±  1.53
模型组 3 67.67±15.63 a

高良姜素 20 μmol/L 组 3 23.00±  3.61 b

F 值   37.67
P 值 ＜0.01

注：与空白对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01

表 5 4 组 BMDMs 中 NLRP3 蛋白表达水平的比较（x±s）

组别 样本数（孔） NLRP3 蛋白表达（灰度值）

空白对照组 3 0.140±0.019
LPS 组 3 0.403±0.004
模型组 3   0.406±0.066 a

高良姜素 20 μmol/L 组 3   0.178±0.025 b

F 值   45.75
P 值 ＜0.01

注：与空白对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01

表差异基因表达值低。mRNA 测序鉴定出差异表达

基因中上调基因 1 277 个，下调基因 633 个。其中 

下调基因包括Nlrp3、Nfkbiz、Nod2、Nfkbie、Il1β、Tnf、 

Nfkb1、Tlr2、Nfkbid 和 Tlr8 等，上调基因包括 Skp2

（又称 Fbxl1）、Fbxl20、Fbxl4、Fbxo32 和 Fbxw7 等。

3 讨 论 

  高良姜素已被证明对 LPS 刺激巨噬细胞具有

有效的抗炎活性［12，15-17］。但高良姜素对巨噬细胞

焦亡的影响目前尚未明确。焦亡是一

种炎症性程序性细胞死亡方式，炎性

小体在其中扮演重要角色［18-19］。炎

性小体的激活为 caspase-1 的激活提

供了一个平台，活化的 caspase-1 驱

动 GSDMD 裂解生成 N- 端片段，并

裂解促炎细胞因子前体 IL-1β 和

IL-18 生成成熟细胞因子 IL-1β 和

IL-18［20-22］。本研究显示，高良姜素

抑制了 LPS+ATP 诱导的巨噬细胞中

caspase-1 的激活和成熟 IL-1β 的分

泌；PI 染色观察到死亡细胞，高良姜

素可明显减少焦亡细胞数量。

        NLRP3 炎性小体的活化通常需

要 2 个信号。第 1 个信号是 NLRP3

注：A 为空白对照组，B 为模型组，C 为高良姜素 20 μmol/L 组

图 3  各组细胞死亡情况比较　PI 染色　中倍放大

2.6  RNA 测序分析（图 5）：模型组和高良姜素 

20 μmol/L 组基因差异较大，且相对应的转录本表达

差异亦较大。红色代表差异基因表达值高，绿色代

注：右图中红色为上调，绿色为下调

图 5  RNA 聚类分析鉴定高良姜素 20 μmol/L 组和模型组的差异表达
基因测序火山图（左）和 RNA 聚类分析图（右）

 

  

 

  
   

  

  

   

 

 

  

 
 

 

 

 
  

   
 

 

           

  
 

   
  

   
 

  
 

 
 

    

 
  
  

          

  

 
   

 
  

 
           

 
      

 
 

                            

               
         

     
               

            

 

图 2  Western blotting 检测高良姜素作用不同时间 BMDMs
培养上清液中 IL-1β、caspase-1 p10 的蛋白表达水平 

图 4  Western blotting 检测 BMDMs 细胞中 NLRP3 蛋白表达水平
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的启动。这一启动过程需要 Toll 样受体（Toll-like 

receptor，TLR）、NOD样受体的参与，通过启动NF-κB
信号通路，从而增加焦亡相关蛋白的表达［23］。本研 

究结果表明，高良姜素可降低 NLRP3 蛋白水平，

RNA 测序聚类分析结果也验证了高良姜素可下调

Nlrp3、IL-1β、Tlr2、Nod2 等基因。第 2 个信号是

导致 NLRP3 炎性小体的激活。常见的活化剂包括

ATP 和尼日利亚素。研究表明，NLRP3 炎性小体的

去泛素化是其组装和激活所必需的，而泛素化可有

效抑制 NLRP3 炎性小体的激活［24］。泛素化是诱导

底物降解的过程。F-box 蛋白参与泛素化过程，其

可被分为 3 个亚家族：富含亮氨酸氨基酸重复序列

的F-box （FBXL）、含WD 40氨基酸重复序列的F-box

（FBXW）和仅含不典型结构域的 F-box（FBXO），它

们通过 Wnt、磷脂酰肌醇 3 激酶 / 丝氨酸 - 苏氨酸蛋 

白 激 酶（phosphatidylinositol 3 kinase/serine-threonine 

protein kinase，AKT/PI3K）、p53、核因子E2相关因子2 

（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，NRF2）、磷

酸腺苷依赖性蛋白激酶 / 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（adenylate-activated protein kinase/mammalian target of  

rapamycin，AMPK/mTOR）、NF-κB、Hippo 和叉头框蛋 

白 O（forkhead box transcription factor O，FOXO）等多 

种信号通路表现出泛素化能力［25］。有研究显示，

FBXL2 是一种内源性介质，可降解 NLRP3，它通过

识别 NLRP3 并靶向 NLRP3 中的 lys-689 进行泛素

化和降解，从而减少 IL-1β 和 IL-18 的释放［26］。本

研究显示，高良姜素在 LPS+ATP 诱导的焦亡中上调

了 F-box 蛋白如 Skp2（又称 Fbxl1）、Fbxl20、Fbxl4、

Fbxo32 和 Fbxw7 等基因。
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