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　收稿日期：２０２６０１２６　　　接受日期：２０２６０５２８
　基金项目：新疆维吾尔自治区自然科学基金重点项目（２０２１Ｄ０１Ｄ１４）；新疆维吾尔自治区公益性科研院所基本科研业务费项目（ＫＹ２０２５０８３）
通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｏｊｕｎ２１ｃｎ＠１６３．ｃｏｍ

睡莲总多酚对脂多糖诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞炎症的保护机制
李晨阳１，２，姚雨含２，艾迪达尔·托力肯２，陈　燕２，赵　军１，２

１新疆医科大学公共卫生学院，乌鲁木齐 ８３００１１；２新疆维吾尔自治区药物研究院维吾尔药重点实验室，乌鲁木齐 ８３０００４

摘　要：采用脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞炎症模型探究睡莲总多酚（ｔｏｔａｌｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｆｒｏｍ
Ｎｙｍｐｈａｅａｃａｎｄｉｄａ，ＮＣＴＰ）的抗炎机制。通过ＬＰＳ诱导构建ＲＡＷ２６４．７细胞炎症模型，采用ＣＣＫ８法检测细胞活力；
利用Ｇｒｉｅｓｓ试剂法检测细胞上清液中一氧化氮（ＮＯ）含量；ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液中环氧合酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，
ＣＯＸ２）、前列腺素Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）、白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）、ＩＬ６、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）含量；采用免疫荧光和流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，
ＭＭＰ）和活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平；流式细胞术检测细胞Ｍ１极化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定细胞中Ｔｏｌｌ样受
体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）、髓样分化因子 ８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）、转化生长因子激酶 １
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＴＡＫ１）、κＢ抑制因子激酶（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆκＢｋｉｎａｓｅ，ＩＫＫ）、核转录因子κＢ
抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＮＦκＢ，ＩκＢ）、核转录因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）、细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇ
ｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）、ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、Ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（Ｐ３８ｍｉｔｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，Ｐ３８ＭＡＰＫ）、ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）、凋亡相关颗粒样蛋
白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，ＡＳＣ）、半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶１（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒ
ｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，Ｃａｓｐａｓｅ１）、血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）、Ｋｅｌｃｈ样 ＥＣＨ相关蛋白１（Ｋｅｌｃｈｌｉｋｅ
ＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＫＥＡＰ１）和核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）的蛋白表
达。结果显示，ＮＣＴＰ抑制了 ＰＧＥ２、ＣＯＸ２、ＮＯ、ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的水平（Ｐ＜０．０１），并防止 ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ
２６４．７巨噬细胞 Ｍ１极化（Ｐ＜０．０１）；ＮＣＴＰ可抑制 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＴＡＫ１、ＩＫＫ、ｐＩκＢ／ＩκＢ、ｐＮＦκＢ／ＮＦκＢ、ｐＪＮＫ／
ＪＮＫ、ｐＰ３８ＭＡＰＫ／Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＫＥＡＰ１水平，上调 ＮＲＦ２和 ＨＯ１蛋白的表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
００１）；同时保护ＭＭＰ、减少ＲＯＳ的产生（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。以上结果表明，ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７巨噬
细胞炎症损伤具有较好的防治作用，其机制与抗氧化，改善线粒体功能，调节 ＴＬＲ４／ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３、ＫＥＡＰ１
ＮＲＦ２／ＨＯ１途径密切相关。
关键词：睡莲花；睡莲总多酚；炎症；ＴＬＲ４／ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ；ＮＬＲＰ３；ＲＡＷ２６４．７细胞
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ｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２（ＣＯＸ２），ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２（ＰＧＥ２），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β（ＩＬ１β），
ＩＬ６，ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα）ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏ
ｍｅａｓｕｒｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（ＭＭＰ）ａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｌｅｖｅｌｓ；ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏ
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ｔｅｓｔＭ１ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ；ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｔｉｌｉｚｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４（ＴＬＲ４），ｍｙｅ
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ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＮＣＴＰｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＮＯ，ＰＧＥ２，ＣＯＸ２，ＩＬ１β，ＩＬ６ａｎｄＴＮＦα（Ｐ＜０．０１）；ａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｅｄ
ＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＲＡＷ２６４．７ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓＭ１ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．ＮＣＴＰａｌｓｏｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４，
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＮｙｍｐｈａｅａｃａｎｄｉｄａＰｒｅｓｌ；ｔｏｔａｌｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｆｒｏｍＮｙｍｐｈａｅａｃａｎｄｉｄａ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ＴＬＲ４／ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ；ＮＬ
ＲＰ３；ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

　　睡莲花为睡莲属植物雪白睡莲 Ｎｙｍｐｈａｅａｃａｎ
ｄｉｄａＰｒｅｓｌ的干燥花蕾，主产于我国新疆博斯腾湖、
伊犁及阿勒泰地区，具有润肺止咳、清热强心、湿脑

安神之功效，临床用于热性感冒、肺燥干咳等疾病的

治疗，是祖卡木颗粒、理血奇朗糖浆等清热解毒类单

方或复方制剂的主要药味［１，２］。该药材具有抗炎、

抗氧化、降血压、降血糖、保肝及神经保护等多种生

物活性，多酚类成分是其所含的主要特征性成

分［３５］。在构建睡莲花总多酚（ｔｏｔａｌｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｆｒｏｍ
Ｎｙｍｐｈａｅａｃａｎｄｉｄａ，ＮＣＴＰ；多酚含量可达９０．０％）制
备工艺［６］的基础上，进一步研究发现 ＮＣＴＰ具有较
好的消炎、镇痛、解热和止咳的活性，对脂多糖（ｌｉ
ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的小鼠急性肺损伤也有
较为显著的防治作用［７，８］。

线粒体既是细胞能量代谢中心，也是介导氧化

应激与炎症信号传导的关键节点，其功能状态直接

决定炎症反应走向［９］。在 ＬＰＳ诱导的炎症反应中，
ＬＰＳ可通过与巨噬细胞表面 Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）受体结合，激活 ＴＬＲ４／丝裂原活化
蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）／
核转录因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）信号通
路，释放白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）等炎
症因子。这些炎症因子可损伤线粒体，导致线粒体

膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）降
低，引发活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）大量
产生；ＲＯＳ又可通过磷酸化激活促进 ＮＦκＢ介导的
促炎因子转录，或激活ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）炎症小体，进一步加剧炎

症级联反应［１０］。核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃ
ｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）通路可感知
ＲＯＳ浓度的变化，上调血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅ
ｎａｓｅ１，ＨＯ１）的表达清除过量 ＲＯＳ、减轻线粒体损
伤，反向抑制炎症通路的激活［１１］。因此，本文通过

线粒体膜功能的改善、ＴＬＲ４／ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ和 ＲＯＳ／
Ｋｅｌｃｈ样ＥＣＨ相关蛋白１（ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＫＥＡＰ１）／ＮＲＦ２通路的调控探讨 ＮＣＴＰ对
ＬＰＳ诱导小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７炎症反应的抑
制机制，以期为睡莲花抗炎功效机制的阐明及其有

效部位ＮＣＴＰ的深入开发提供依据。
１　材料与方法
１．１　材料与试剂

ＮＣＴＰ按前期报道方法［７］制备，总多酚含量

９０１５％±０．１７％，睡莲酚、鞣花酸和烟花苷的含量
分别为 ２８．０５％ ±０．０２％、２．１５％ ±０．０３％和
３５０％±０．０１％。

ＲＡＷ２６４．７细胞（批号：Ｌ８８０３２００４０２０５，武汉
博世德生命科技有限公司提供）；ＬＰＳ（批号：Ｌ２８８０
１００ｍｇ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＣＣＫ８试剂盒（批号：
ＡＫ２０８６１，武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）；
特超敏ＥＣＬ化学发光底物（批号：ＢＬ５２０Ａ，北京兰
杰柯科技有限公司）；ＰＢＳ缓冲液（批号：２２４６３０６，美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＩＬ１β、ＩＬ６、肿瘤
坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、前列腺
素 Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）、环氧合酶２（ｃｙ
ｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）ＥＬＩＳＡ试剂盒（批号分别是：
ＪＬ１８４４２、ＪＬ２０２６８、ＪＬ１０４８４、ＪＬ１２８１５、ＪＬ２７１２６，上海

０３６１ 天然产物研究与开发　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　Ｖｏｌ３８
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江莱生物有限公司）；一氧化氮（ＮＯ）试剂盒（批号：
Ｚ９３８２４１０２８，上海碧云天生物技术有限公司）；地塞
米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，ＤＥＸ）（美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司）；
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（批号：ＰＣ００２０，北京索莱宝科
技有限公司）；ＮＬＲＰ３抗体（批号：１０１１２１１２６）、凋
亡相关颗粒样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，ＡＳＣ）抗 体 （批 号：
１０５４８３５２９）、半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶１（ｃｙｓ
ｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，Ｃａｓｐａｓｅ１）抗体
（批号：１０３１４１１９）、髓样分化因子８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）抗体（批号：ＧＲ３２１５８４４
９）、转化生长因子激酶１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
βａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＴＡＫ１）抗体（批号：１０８４０６９
１１）、κＢ抑制因子激酶（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆκＢｋｉｎａｓｅ，ＩＫＫ）
抗体（批号：１０００５６２１３）、核转录因子 κＢ抑制蛋白
（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＮＦκＢ，ＩκＢ）抗体（批号：１０５０４４０３９）、
ｐＩκＢ抗体（批号：１０５０４４０５）、ＮＦκＢｐ６５抗体（批
号：１０７８１２６１８）、ｐＮＦκＢｐ６５抗体（批号：１０７８１２６
４１）、ＫＥＡＰ１抗体（批号：１０５３０６８６）、ＨＯ１抗体（批
号：１０１１５６７１９）、ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒ
ｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）抗体（批号：１００２２２５２９）、细胞外
调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＥＲＫ）抗体（批号：１０２４２７４１７）、Ｐ３８ＭＡＰＫ抗体（批
号：１０００２２０４０）、ｐＰ３８ＭＡＰＫ抗体（批号：１１２１７０８
３）、ｐＪＮＫ抗体（批号：１０５６２００１１）、ｐＥＲＫ抗体（批
号：１００１３７５５）和 山 羊 抗 兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ（批 号：
ＧＲ３２１５６７５８）（美国 Ａｂｃａｍ公司）；ＴＬＲ４抗体（批
号：１４３５８Ｓ）、ＮＲＦ２抗体（批号：１２７２１Ｔ）（美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。
１．２　仪器与设备

ＳＷＣＪ２ＦＤ超净工作台（苏州净化设备公司）；
ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ全波长酶标仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＥｖｏｓＸＬ倒置生物显微镜（深圳
Ｅｖｏｓ公司）；ＨＦ２４０ＣＯ２恒温细胞培养箱（日本东京
理化器械株式会社）；ＡＬ２０４电子天平（精度０．００１
ｇ，梅特勒托利多上海有限公司）；ＭＩＫＲＯ２００Ｒ高速
冷冻离心机（德国Ｈｅｔｔｉｃｈ公司）；ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ全自
动全能型显影仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．３　实验方法
１．３．１　细胞培养及活力测定

ＲＡＷ２６４．７细胞在含１０％ ＦＢＳ和１％青霉素
链霉素的ＤＭＥＭ培养基中，于３７℃、５％ ＣＯ２培养
箱中培养。称取 ＮＣＴＰ适量，以 ＤＭＳＯ溶解后稀释

配制成浓度为５００μｇ／ｍＬ母液，０．２２μｍ微孔滤膜
过滤，８０℃保存备用。选择生长状态良好的 ＲＡＷ
２６４．７巨噬细胞，当细胞密度长到７０％ ～８０％左右
时，将细胞接种在９６孔板中，每孔１００μＬ（共６００００
个细胞／孔），孵育 ２４ｈ。ＮＣＴＰ组给予不同浓度
（２００、１００、５０、２５、１２．５、６．２５μｇ／ｍＬ）的 ＮＣＴＰ孵育
２４ｈ；ＬＰＳ＋ＮＣＴＰ组经上述同浓度 ＮＣＴＰ预处理
２４ｈ后，加入５００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ共孵育１６ｈ，同时设空
白组（含０．０２％ＤＭＳＯ的培养基）。干预结束后，每
孔加入 １０μＬＣＣＫ８试剂，再补加 ９０μＬ无血清
ＤＭＥＭ培养基，继续孵育 １ｈ。采用酶标仪在 ４５０
ｎｍ波长下测定各孔吸光度值，计算细胞活力［１２，１３］。

１．３．２　实验分组及处理
参考“１．３．１”的实验结果，选取 ＮＣＴＰ浓度为

６．２５、１２．５和２５μｇ／ｍＬ。将 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞
分为空白组、模型组、ＤＥＸ阳性对照组、ＮＣＴＰ低、
中、高剂量组。当 ＲＡＷ ２６４．７巨噬细胞密度达
９０％时，轻轻吹打细胞，离心，并收集细胞沉淀，接种
于６孔板（５×１０５个／ｍＬ），培养２４ｈ后，进行细胞
处理：ＮＣＴＰ低、中、高剂量组分别加入６．２５、１２．５、
２５μｇ／ｍＬ的 ＮＣＴＰ，阳性对照组加入 １０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＥＸ，空白组和模型组加入等体积培养基。干预２４
ｈ后，除空白组外，其余各组均加入５００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ
继续干预１６ｈ，完成实验处理。
１．３．３　Ｇｒｉｅｓｓ法测定ＮＯ浓度

细胞接种和给药方法参照细胞活力测定部分。

细胞干预完成后，分别取各组细胞培养上清液 ５０
μＬ于９６孔板中，分别加入 ＧｒｉｅｓｓＡ和 ＧｒｉｅｓｓＢ试
剂各５０μＬ，室温避光孵育１０ｍｉｎ。在５４０ｎｍ波长
下测定吸光度值，根据亚硝酸钠标准曲线计算上清

中的ＮＯ浓度。
１．３．４　ＥＬＩＳＡ法测定炎症介质 ＰＧＥ２、ＣＯＸ２和促
炎细胞因子ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的含量
　　按照“１．３．２”进行分组处理，干预结束收集细
胞上清液并离心，通过 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定上清液中
ＰＧＥ２、ＣＯＸ２和ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα分泌情况。使用
酶标仪在４５０ｎｍ下测定吸光度值。
１．３．５　流式细胞术检测 Ｍ１型巨噬细胞表面标志
性因子、细胞内ＲＯＳ
　　按照“１．３．２”进行分组处理，收集各组细胞，用
４℃含０．１％ ＢＳＡ的ＰＢＳ洗涤３次，加１ｍＬＰＢＳ重
悬制备单细胞悬液；台盼蓝染色计数后，调整细胞浓

度至５×１０５个／ｍＬ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上

１３６１Ｖｏｌ３８ 　　　　　　李晨阳等：睡莲总多酚对脂多糖诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞炎症的保护机制 　
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清。向细胞沉淀中加１００μＬＰＢＳ重悬，每管分别加
入５μＬＣＤ８６抗体和５μＬＣＤ４５抗体，４℃避光孵
育３０ｍｉｎ；孵育后加５００μＬＰＢＳ洗涤细胞２次，重
复洗涤１次，最后加３００μＬＰＢＳ重悬细胞，上机检
测，结果采用ＦｌｏｗＪｏ１０．８．１软件分析。

按照“１．３．２”进行分组处理，收集各组细胞，待
融合度达到８０％时，加入含１０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ的
无血清培养基，３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎ。随后，用
ＰＢＳ洗涤细胞２次，采用流式细胞仪（激发波长４８８
ｎｍ，发射波长５２５ｎｍ）检测荧光强度。
１．３．６　免疫荧光实验

细胞按“１．３．２”分组处理后，分别进行 ＲＯＳ、
ＭＭＰ检测。ＲＯＳ检测：弃去培养液，加入１ｍＬＣＭ
Ｈ２ＤＣＦＤＡ，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，以 ＰＢＳ洗涤细胞
３次，充分去除未进入细胞的探针后，采用荧光显微
镜观察。ＭＭＰ检测：弃去培养液，ＰＢＳ洗涤１次，依
次加入１ｍＬ细胞培养液与１ｍＬ新鲜配制的ＪＣ１染
色缓冲液，３７℃避光孵育，弃上清后以 ＪＣ１染色缓
冲液洗涤细胞２次，加入２ｍＬ细胞培养液，采用荧
光显微镜观察。

１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白的表达
按照“１．３．２”进行分组处理，细胞经 ＲＩＰＡ裂解

液提取后，ＢＣＡ法定量并调整浓度。各组蛋白加入
相应体积的５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ及不同体积的ＰＢＳ后，
涡旋混匀，１００℃变性１０ｍｉｎ，２０℃保存。按照１０
μｇ上样，本实验选择 １０％的分离胶，进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳（浓缩胶：８０Ｖ，３０ｍｉｎ；分离胶：１２０Ｖ，６０
ｍｉｎ），电转（３００ｍＡ，９０ｍｉｎ），将蛋白转移至 ＰＶＤＦ
膜上。将 ＰＶＤＦ膜用 １×ＴＢＳＴ漂洗 ３次，每次 ５
ｍｉｎ；漂洗后放入快速封闭液中封闭１５ｍｉｎ，裁至适
宜，置于稀释好的一抗，ＴＬＲ４（１∶１０００），ＭｙＤ８８（１∶
１０００），ＴＡＫ１（１∶１０００），ＩＫＫ（１∶５０００），ＩκＢ（１∶
５０００），ｐＩκＢ（１∶１００００），ＮＦκＢｐ６５（１∶５０００），ｐ
ＮＦκＢｐ６５（１∶１０００），ＮＬＲＰ３（１∶１０００），ＡＳＣ（１∶
１０００），Ｃａｓｐａｓｅ１（１∶１０００），ＪＮＫ（１∶１０００），ｐＪＮＫ
（１∶５０００），ＥＲＫ（１∶１００００），ｐＥＲＫ（１∶１０００），Ｐ３８
ＭＡＰＫ（１∶１０００），ｐＰ３８ＭＡＰＫ（１∶１０００），ＮＲＦ２（１∶
１０００），ＫＥＡＰ１（１∶１０００），ＨＯ１（１∶１０００），ＧＡＰＤＨ
（１∶１００００），冰箱４℃过夜。４℃孵育１６ｈ后，将
ＰＶＤＦ膜从抗体中拿出，用１×ＴＢＳＴ漂洗３～５次，
每次１５ｍｉｎ，洗膜后孵育山羊抗兔 ＩｇＧ二抗（１∶
１００００，室温１ｈ），ＥＣＬ显影后用 ＩｍａｇｅＪ分析条带
密度。

１．４　统计学分析
实验结果以平均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ２５软件进行统计学分析，多组间显著性比较
采用单因素方差分析，两组之间显著性比较采用 ｔ
检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。结果采用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．４软件作图。
２　结果
２．１　ＮＣＴＰ对ＲＡＷ２６４．７细胞活力的影响

检测不同浓度的 ＮＣＴＰ（２００、１００、５０、２５、１２．５、
６．２５μｇ／ｍＬ）及不同浓度的 ＮＣＴＰ与５００ｎｇ／ｍＬ的
ＬＰＳ共同孵育ＲＡＷ２６４．７细胞时的细胞活力，结果
如图１所示，其中在５０μｇ／ｍＬ以下的浓度与空白
组相比差异无统计学意义。因此，ＮＣＴＰ在后续实
验的剂量选择为６．２５、１２．５、２５μｇ／ｍＬ。

图１　ＮＣＴＰ对ＲＡＷ２６４．７细胞活力的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＰｏｎＲＡＷ２６４．７

ｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
注：与０μｇ／ｍＬ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

０μｇ／ｍＬｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜０．０１．

２．２　ＮＣＴＰ对 ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＰＧＥ２、
ＣＯＸ２、ＮＯ、ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６表达水平的影响
　　如图２所示，与空白组相比，模型组炎症介质
ＰＧＥ２、ＣＯＸ２、ＮＯ和炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６水
平明显升高（Ｐ＜０．０１），提示细胞炎症激活，造模成
功；与模型组相比，ＮＣＴＰ在６．２５、１２．５和２５μｇ／ｍＬ
浓度时以剂量依赖的方式有效抑制 ＬＰＳ诱导的
ＰＧＥ２、ＣＯＸ２、ＮＯ、ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的过量产生
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。
２．３　ＮＣＴＰ对 ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞 Ｍ１极
化标志物ＣＤ４５和ＣＤ８６表达的影响
　　为了进一步确定 ＮＣＴＰ对巨噬细胞 Ｍ１型极化
的影响，采用流式细胞术检测表面的相关因子ＣＤ４５
和ＣＤ８６的表达，通过荧光强度的强弱反映原型巨
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图２　ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４．７细胞上清液中ＰＧＥ２、ＣＯＸ２、ＮＯ、ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６含量的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮＣＴＰｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＰＧＥ２，ＣＯＸ２，ＮＯ，ＴＮＦα，ＩＬ１βａｎｄＩＬ６ｉｎｔｈｅ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
注：Ｃｏｎ．空白组，Ｍｏｄ．模型组。与Ｃｏｎ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与Ｍｏｄ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，下同。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｎ．ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，

Ｍｏｄ．ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭｏｄｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

噬细胞向 Ｍ１型极化的程度。结果如图 ３所示，
ＮＣＴＰ在６．２５、１２．５和２５μｇ／ｍＬ浓度时可以显著

降低ＣＤ４５和 ＣＤ８６的荧光强度（Ｐ＜０．０１），抑制
ＲＡＷ２６４．７向Ｍ１型极化。

图３　ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４．７细胞表面的ＣＤ８６的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮＣＴＰｏｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＣＤ８６ｃｅｌｌｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．４　ＮＣＴＰ对 ＬＰＳ刺激的 ＲＡＷ２６４．７细胞中线粒
体膜电位的影响

　　在炎症的发展过程中，线粒体膜电位去极化起

着关键作用。如图４所示，与模型组相比，ＮＣＴＰ预
处理完全逆转了ＪＣ１的绿色荧光，产生了红色荧光，这
表明ＮＣＴＰ对线粒体膜电位损失具有保护作用。
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图４　 ＮＣＴＰ对ＬＰＳ刺激的ＲＡＷ２６４．７细胞中线粒体膜电位的影响（×１００；ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＰｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎＬＰＳｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（×１００；ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图５　 ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞中ＴＬＲ４／ＮＦκＢ蛋白表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮＣＴＰｏｎＴＬＲ４／ＮＦκＢｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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２．５　ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＴＬＲ４／
ＮＦκＢ通路的影响
　　本研究在体外实验中，针对 ＮＣＴＰ的抗炎作用
机制展开了深入探究。ＬＰＳ可通过其受体 ＴＬＲ４激
活ＮＦκＢ信号通路诱发炎症反应。ＬＰＳ与 ＴＬＲ４结
合后，可招募ＭｙＤ８８并激活ＴＡＫ１与ＩＫＫ，进而促使
ＩκＢα磷酸化降解［１４，１５］，使 ＮＦκＢ释放并入核，上调
ＴＮＦα、ＩＬ６等促炎因子的表达。如图５所示，与空
白组相比，ＬＰＳ刺激后显著诱导胞质中 ＮＦκＢｐ６５
向细胞核内转位，而 ＮＣＴＰ处理则能有效抑制该转
位过程。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，模型组 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、ＴＡＫ１、ＩＫＫ蛋白表达及ＩκＢα、ＮＦκＢ磷酸化
水平均显著升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比，ＮＣＴＰ
可剂量依赖性地下调 ＴＬＲ４（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）、
ＭｙＤ８８（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）、ＴＡＫ１（Ｐ＜０．０１）、ＩＫＫ

（Ｐ＜０．０１）蛋白表达及ＩκＢα、ＮＦκＢ磷酸化水平（Ｐ
＜０．０１）。
２．６　ＮＣＴＰ对 ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ ２６４．７细胞 Ｐ３８
ＭＡＰＫ／ＪＮＫ通路的影响
　　为了探究ＮＣＴＰ是否可抑制ＬＰＳ诱导的 ＭＡＰＫ
信号通路，本研究检测了Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＪＮＫ和ＥＲＫ及
其磷酸化蛋白的表达。如图６所示，ＬＰＳ处理 ＲＡＷ
２６４．７细胞后，模型组 Ｐ３８ＭＡＰＫ（Ｐ＜０．０１）、ＪＮＫ
（Ｐ＜０．０５）、ＥＲＫ（Ｐ＜０．０１）的磷酸化水平明显升
高，而Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＪＮＫ的磷酸化明显被 ＮＣＴＰ抑制
（Ｐ＜０．０５），而ＮＣＴＰ对 ＥＲＫ的磷酸化水平无明显
影响。ＮＣＴＰ通过抑制 Ｐ３８ＭＡＰＫ／ＪＮＫ通路的激
活，进一步抑制 ＮＦκＢ信号通路，从而抑制 ＬＰＳ诱
导的ＲＡＷ２６４．７细胞炎症反应。

图６　ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞中ＭＡＰＫ信号通路蛋白表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮＣＴＰｏｎＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．７　ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＮＬＲＰ３
通路相关蛋白的影响

　　在炎症反应的发生发展过程中，ＮＬＲＰ３炎症小
体的活化也十分重要。如图７所示，与空白组相比，
模型组的 ＮＬＲＰ３（Ｐ＜０．０１）、ＡＳＣ（Ｐ＜０．０５）和
Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｐ＜０．０１）水平显著升高，ＮＣＴＰ（２５μｇ／
ｍＬ）显著抑制了 ＮＬＲＰ３，ＡＳＣ和 Ｃａｓｐａｓｅ１的水平
（Ｐ＜０．０５）。

２．８　ＮＣＴＰ通过激活 ＮＲＦ２通路抑制 ＬＰＳ诱导的
ＲＡＷ２６４．７细胞的氧化应激
　　ＬＰＳ可诱导巨噬细胞产生过量的 ＲＯＳ，ＲＯＳ在
炎症发生发展中起关键作用，并可进一步促进巨噬

细胞促炎因子的表达［１１］。通过免疫荧光和 ＤＣＦＨ
ＤＡ法检测ＲＯＳ的产生，以探讨 ＮＣＴＰ对 ＬＰＳ诱导
的ＲＯＳ产生的抑制作用。结果如图８Ａ、８Ｂ所示，在
ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞中，ＮＣＴＰ处理后，细胞
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图７　ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞中ＮＬＲＰ３蛋白表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮＣＴＰｏｎＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

!

"

图８　ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４．７细胞氧化应激的抑制作用（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ８　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＰｏｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：Ａ：免疫荧光法观察细胞内ＲＯＳ生成情况；Ｂ：流式细胞术检测细胞内ＲＯＳ水平。Ｎｏｔｅ：Ａ：ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙ

ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；Ｂ：ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｌｅｖｅｌｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．

ＲＯＳ水平明显降低。ＮＲＦ２在 ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ
２６４．７细胞中可以保护细胞免受过量 ＲＯＳ的损伤
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。此外，在氧化应激下，ＮＲＦ２

与ＫＥＡＰ１解离（Ｐ＜０．０１），转位到细胞核，并调节
ＨＯ１的表达（Ｐ＜０．０１）。如图９所示，ＮＣＴＰ降低了
ＫＥＡＰ１的表达并激活了ＮＲＦ２／ＨＯ１通路（Ｐ＜０．０１）。

６３６１ 天然产物研究与开发　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　Ｖｏｌ３８
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图９　ＮＣＴＰ对ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞中ＫＥＡＰ１、ＮＲＦ２和ＨＯ１蛋白表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ９　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮＣＴＰｏｎＫＥＡＰ１，ＮＲＦ２ａｎｄＨＯ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３　讨论与结论
炎症是机体应对感染或损伤的核心防御反应，

但其过度激活会导致多种疾病。ＴＬＲ４及其下游的
ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ信号通路是调控炎症反应的关键
枢纽。ＴＬＲ４是ＬＰＳ的关键受体，ＬＰＳ与 ＴＬＲ４结合
后可诱导 ＴＬＲ４活化，活化的 ＴＬＲ４进一步招募
ＭｙＤ８８，继而激活 ＴＡＫ１激酶；活化的 ＴＡＫ１能够激
活ＩＫＫ激酶复合物［１６，１７］。ＩＫＫ随后催化ＩκＢα蛋白
的磷酸化，导致其被泛素化标记并通过蛋白酶体降

解。ＩκＢα的降解使得原本被抑制的 ＮＦκＢ得以释
放，并进入细胞核内，进而促进多种炎症相关基因的

表达，包括 ＴＮＦα、ＩＬ６等细胞因子［１８］。这一通路

的激活对机体抵抗感染至关重要，但如果调控失常，

可能导致过度炎症反应，与败血症、自身免疫疾病等

病理过程相关。在之前的动物实验中，我们通过腹

腔注射 ＬＰＳ构建的急性肺损伤小鼠，ＮＣＴＰ干预后
显著减弱 ＴＬＲ４、ＩＫＫ、ＭｙＤ８８、ｐＩκＢ、ｐＮＦκＢｐ６５、
ｐＪＮＫ、ｐＰ３８、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ和 Ｃａｓｐａｓｅ１的表达。结
果表明，ＮＣＴＰ抑制了 ＬＰＳ诱导的急性肺损伤中肺
组织的ＴＬＲ４／ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ和ＮＬＲＰ３通路的激活，
从而缓解ＬＰＳ诱导的急性肺损伤［８］。

本实验中，采用ＬＰＳ处理ＲＡＷ２６４．７细胞建立
炎症模型研究 ＮＣＴＰ的抗炎作用机制。结果表明
ＮＣＴＰ能显著下调 ＴＬＲ４和 ＭｙＤ８８的蛋白水平，说

明ＮＣＴＰ在信号通路的最上游进行了干预，可能通
过直接或间接的方式阻碍了ＬＰＳ与ＴＬＲ４复合物的
结合，从而从源头上遏制了炎症信号的启动。在

ＭｙＤ８８下游，信号通路分化为ＮＦκＢ和ＭＡＰＫ两条
核心路径［１９，２０］。ＮＣＴＰ不仅能抑制 ＴＡＫ１的活性，
还能显著降低其下游的 ＩＫＫ以及 ｐＩκＢ水平。ｐ
ＩκＢ水平的下降，直接导致 ｐＮＦκＢｐ６５的减少，从
而阻断了ＴＮＦα、ＩＬ６等核心促炎细胞因子基因的
转录。ＭｙＤ８８和ＴＡＫ１还同时启动下游ＭＡＰＫ信号
级联，ＭＡＰＫ信号通路可分为 ３个主要家族，分别
为：ＥＲＫ、ＪＮＫ和Ｐ３８ＭＡＰＫ，其中 ＥＲＫ主要对生长
因子和有丝分裂产生反应，ＪＮＫ调节蛋白在细胞凋
亡、炎症、细胞因子产生起重要作用，Ｐ３８ＭＡＰＫ激
活会促进炎症、凋亡、细胞分化等；ｐＪＮＫ和 ｐＰ３８
ＭＡＰＫ是调控炎症细胞活化及凋亡的关键信号。本
实验中ＮＣＴＰ直接抑制了ＪＮＫ和Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的
磷酸化，从而产生多层次的抗炎效应，与文献报道一

致［２１］。ＮＣＴＰ能直接阻碍炎性细胞的趋化浸润，并
抑制巨噬细胞向促炎的 Ｍ１表型极化，与 ＮＦκＢ通
路形成强大协同，从而在细胞水平上有效限制炎症

反应的扩大与持续。在炎症反应的发生发展过程

中，ＮＬＲＰ３炎症小体的活化也十分重要，ＮＣＴＰ可能
通过干扰 ＮＬＲＰ３的寡聚化，从而阻止了由 ＡＳＣ介
导的Ｃａｓｐａｓｅ１前体的募集与活化，从而对 ＮＬＲＰ３、

７３６１Ｖｏｌ３８ 　　　　　　李晨阳等：睡莲总多酚对脂多糖诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞炎症的保护机制 　
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ＡＳＣ和 Ｃａｓｐａｓｅ１蛋白水平的直接下调，提示 ＮＣＴＰ
可能直接干预炎症小体的组装过程。既往研究表

明，ＭＡＰＫ家族蛋白参与 ＮＦκＢ激活，且 ＮＦκＢ磷
酸化可能发生在 ＭＡＰＫ的下游［２２，２３］，ＮＦκＢ又可激
活ＮＬＲＰ３炎症小体通路，参与调节许多细胞活动，
包括应激、损伤，尤其是炎症反应，可诱导包括ＴＮＦ
α、ＩＬ６和ＩＬ１β等多种炎症介质，而这些促炎细胞
因子可增强炎症反应和氧化应激。

ＬＰＳ刺激的巨噬细胞还释放了 ＲＯＳ的产生和
细胞的早期凋亡，为了进一步讨论 ＮＣＴＰ的活性，本
实验采用流式细胞仪观察了 ＮＣＴＰ对 ＲＯＳ的产生
和 ＭＭＰ的影响［２４］。在 ＬＰＳ处理 １６ｈ后，ＲＡＷ
２６４．７细胞中 ＲＯＳ的产生显著增加，而 ＮＣＴＰ有效
抑制了ＲＯＳ的水平，从而表明 ＮＣＴＰ可能通过调控
抗氧化酶系统或抑制自由基生成途径，而具有一定

的抗炎和抗氧化特性。与流式细胞仪分析结果相一

致，ＲＡＷ２６４．７细胞中ＲＯＳ显微成像系统的数据表
明ＮＣＴＰ抑制了 ＲＯＳ的产生。在炎症性疾病的发
展过程中，ＭＭＰ去极化起着关键作用，ＭＭＰ的改变
可能反映其对线粒体能量代谢的调节作用，可能涉

及电子传递链活性或线粒体通透性的改变［２５］。在

本实验中，ＮＣＴＰ预处理完全逆转了 ＪＣ１的绿色荧
光，产生了红色荧光，这表明ＮＣＴＰ可改善炎症反应
状态下的 ＭＭＰ损伤。ＲＯＳ是 ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３等通
路的激活剂，ＮＣＴＰ可能通过减少 ＲＯＳ间接抑制这
些通路，降低促炎因子的释放［２６］。炎症反应中，过

度激活的免疫细胞若持续存活会导致炎症迁延，

ＭＭＰ下降是细胞凋亡的早期标志之一，可触发线粒
体释放细胞色素从而启动凋亡通路，清除过度激活

的炎症细胞，避免炎症失控［２７］。从本实验可知，

ＮＣＴＰ通过减少ＲＯＳ降低线粒体损伤风险，同时通
过调节膜电位促进炎症细胞的凋亡，从而发挥抗炎

保护作用。

综上所述，睡莲花中的 ＮＣＴＰ通过激活 ＮＲＦ２／
ＨＯ１通路，不仅直接增强了细胞清除 ＲＯＳ的能力，
其产生的抗炎效应也能与对 ＴＬＲ４／ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ
和ＮＬＲＰ３通路的抑制形成强大的协同作用。ＮＣＴＰ
具有良好的抗炎活性，是一种潜在的治疗炎症相关

疾病的天然药物。

数据可用性声明：本篇论文的关联数据可在

ＳｃｉｅｎｃｅＤＢ数据库 （ｈｔｔｐｓ：ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．５７７６０／ｓｃｉ
ｅｎｃｅｄｂ．ｎｐｒｄ．０００９３）中访问获取。
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