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甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞促炎因子表达的影响
———依赖于 ＴＬＲ￣４ / ＮＦ￣κＢ 炎症信号通路
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[关键词] 　 甘草查尔酮 Ａꎻ　 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎻ　 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ꎻ　 核因子 κＢ
[摘　 要] 　 目的　 探讨甘草查尔酮 Ａ(Ｌｉｃｏ Ａ)对脂多糖(ＬＰＳ)诱导的人急性单核细胞白血病细胞株(ＴＨＰ￣１)巨噬

细胞相关炎症因子表达的影响ꎮ 方法　 用 １００ μｇ / Ｌ 佛波酯(ＰＭＡ) 诱导 ＴＨＰ￣１ 细胞 ４８ ｈꎬ使其分化为巨噬细胞

后ꎬ分为空白组、ＬＰＳ 组和 ＬＰＳ ＋不同浓度 Ｌｉｃｏ Ａ 组(２０、１０、５ ｍｇ / Ｌ)ꎮ 用酶联免疫吸附法检测细胞培养液中白细胞

介素 １β( ＩＬ￣１β)、白细胞介素 ６( ＩＬ￣６)和肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)的含量ꎬ实时定量 ＰＣＲ 检测 Ｔｏｌｌ 样受体 ４(ＴＬＲ￣４)
和核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ) ｍＮＲＡ 水平ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣κＢ、ＩκＢ 激酶( ＩＫＫα)、磷酸化 ＩＫＢ￣α(ｐ￣ＩＫＢ￣
α)、环氧合酶 ２(ＣＯＸ￣２)和一氧化氮合酶( ｉＮＯＳ)蛋白表达水平ꎮ 结果　 ＬＰＳ 诱导 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞后ꎬＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、
ＴＮＦ￣α 水平升高ꎬＬｉｃｏ Ａ 可降低 ＬＰＳ 诱导引起的 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 表达水平升高ꎮ ＬＰＳ 刺激后 ＴＬＲ￣４ ｍＮＲＡ 及

蛋白表达增加ꎬＮＦ￣κＢ 活化ꎬＬｉｃｏ Ａ 可拮抗以上作用ꎬ阻止 ＮＦ￣κＢ 活化ꎮ 结论　 Ｌｉｃｏ Ａ 可通过 ＴＬＲ￣４ / ＮＦ￣κＢ 通路抑

制 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞炎性反应ꎮ
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ＬＯＮＧ Ｘｉａｏ￣Ｑｉｎ１ꎬ ＤＡＩ Ｙｉｎｇ￣Ｈｅ１ꎬ ＹＵＡＮ Ｊｉｎｇ￣Ｑｕａｎ１ꎬ２ꎬ ＹＩ Ｗｅｉ１
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅ Ａꎻ　 ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓꎻ　 Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣４ꎻ　 Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅ Ａ(Ｌｉｃｏ Ａ)ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ａｃｕｔｅ ｍｏｎｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ (ＴＨＰ￣１) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ (ＬＰＳ) ｉｎ ｖｉｔｒｏ.　 　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 １００ μｇ / Ｌ ｐｈｏｒｂｏｌ ｅｓｔｅｒ (ＰＭＡ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓꎬ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ￣
１ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｂｅｃａｍｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬＰＳ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｉｏｎ (２０ꎬ １０ꎬ ５ ｍｇ / Ｌ) ｏｆ Ｌｉｃｏ Ａ.　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ ｂｅｔａ (ＩＬ￣１β)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ (ＩＬ￣６) ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ (ＴＮＦ￣α) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. 　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣４(ＴＬＲ￣４) ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ
(ＮＦ￣κＢ) ｍＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ.　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ￣４ꎬ ＮＦ￣κＢꎬ Ｉ ｋａｐｐａ Ｂ ｋｉｎａｓｅ ａｌｐｈａ (ＩＫＫα)ꎬ ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＩＫＢ￣ａｌｐｈａ (ｐ￣ＩＫＢ￣α)ꎬ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣２ (ＣＯＸ￣２) ａｎｄ ｉｓｏｆｏｒｍ ｏｆ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ( ｉＮＯＳ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣１ ａｎｄ ＩＬ￣６ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｖ ｍａｃｒｏ￣
ｐｈａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＬＰＳꎬ Ｌｉｃｏ Ａ ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣１ ａｎｄ ＩＬ￣６ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ＬＰＳ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ￣４ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｗａｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ. 　 Ｌｉｃｏ Ａ ｃｏｕｌｄ
ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｌｉｃｏ Ａ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍ￣
ｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｖｉａ ＴＬＲ￣４ / ＮＦ￣κＢ ｐａｔｈｗａｙ.
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　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ) 是一种多因

素参与ꎬ且发病机制极为复杂的血管炎症性疾

病[１]ꎮ 研究表明ꎬ血管壁胆固醇蓄积和炎症反应是

Ａｓ 发生发展的两个关键环节ꎬ也是造成冠状动脉疾

病发病和死亡的主要原因[２]ꎮ 近年来ꎬ研究发现巨

噬细胞释放的白细胞介素 １β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ ｂｅｔａꎬＩＬ￣
１β)、白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)和肿瘤坏死

因子 α(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａꎬＴＮＦ￣α)等炎症因

子协同参与、相互诱导ꎬ促进 Ａｓ 的发生发展ꎬ形成

恶性循环[３]ꎮ 炎症因子与 Ａｓ 的发生和恶化有着密

切的关系ꎬ因此ꎬ抑制炎症因子是改善 Ａｓ 疾病恶化

的重要途径ꎮ
甘草作为中国传统中药ꎬ具有清热解毒ꎬ缓急

止痛ꎬ补脾益气ꎬ祛痰止咳等功效ꎮ 大量研究表明ꎬ
甘草具有抑制平滑肌细胞增殖、保护血管内膜、稳
定斑块、调节脂质、抗炎、抗氧化、调节免疫等作

用[６]ꎬ常用于治疗包括 Ａｓ 在内的各种炎症疾

病[４￣５]ꎮ 甘草查尔酮 Ａ(ｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅ ＡꎬＬｉｃｏ Ａ)是一

种酚类查尔酮化合物ꎬ是甘草主要活性成分之一ꎮ
目前国内外研究表明ꎬＬｉｃｏ Ａ 具有抗炎[ ７ ]、抗氧

化[８]、抗肿瘤[ ９ ]、免疫促进[１０] 等多种生物活性ꎬ对
Ａｓ 的防治有益ꎮ 然而ꎬ关于 Ｌｉｃｏ Ａ 是否能抑制 Ｔｏｌｌ
样受体 ４(Ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣４ꎬ ＴＬＲ￣４)ꎬ从而抑制核

因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ￣κＢ)信号通路减

少炎症因子分泌ꎬ目前尚未明确ꎮ 为了探讨甘草查

尔酮 Ａ 抑制 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞促炎因子表达是否依

赖于 ＴＬＲ￣４ / ＮＦ￣κＢ 炎症信号通路ꎬ本研究用脂多糖

(ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ) 刺激人急性单核细胞白血

病(ＴＨＰ￣１)细胞源性巨噬细胞分泌促炎因子(如 ＩＬ￣
１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α)ꎬ再观察 Ｌｉｃｏ Ａ 对促炎因子释放

的影响ꎬ并探讨其机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞株

人急性单核细胞白血病细胞株 ( ＴＨＰ￣１ 细胞

株)ꎬ购自中国医学科学院基础研究所细胞中心ꎮ
１.２　 主要试剂和仪器

高糖 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、青霉素链霉素混合

液、ＰＣＲ 试剂盒、ＲＮＡ 提取试剂盒、ｃＤＮＡ 反转录试

剂盒(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻ胎牛血清(北京圣马元

亨生物科技公司)ꎻ佛波酯(ｐｈｏｒｂｏｌ １２￣ｍｙｒｉｓｔａｔｅ １３￣
ａｃｅｔａｔｅꎬＰＭＡ)、脂多糖 ( ＬＰＳ)、四甲基偶氮唑蓝

(ＭＴＴ)、二甲基亚砜(Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ引物(上海生工

生物工程有限公司)Ｔｗｅｅｎ ２０(美国 Ｆｌｕｋａ 公司)ꎻＩＬ￣

１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(武汉华美生物

科技有限公司)ꎻ高灵敏度化学发光检测试剂盒、
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒、５ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒、哺乳动物组织蛋白抽提试剂、辣
根过氧化物酶偶联山羊抗兔抗体、辣根过氧化物酶

偶联山羊抗小鼠抗体(北京康为世纪生物科技有限

公司)ꎻ ＰＶＤＦ 膜 (美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻ ＩＫＫα、ｐ￣
ＩκＢ￣α、ＮＦ￣κＢ、 ＴＬＲ￣４ 等抗体 (美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司)ꎮ ５４１０ 型二氧化碳培养箱 (ＮＡＰＣＯꎬ美国)ꎻ
ＭＱＸ２００ 型酶标仪(Ｂｉｏ￣Ｔｅｋꎬ美国)ꎻＢＣＮ￣１３６０ 型生

物洁净工作台(北京东联哈尔仪器制造有限公司)ꎻ
ＣＫＸ４１ 倒置荧光显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ日本)ꎻＬａｂｏｆｕｇｅ
４００Ｒ 离心机(Ｈｅｒａｅｕｓｈꎬ德国)ꎻＥＤＣ￣８１０ ＰＣＲ 扩增

仪(东胜)ꎮ
１.３　 ＴＨＰ￣１ 细胞培养

将 ＴＨＰ￣１ 细胞接种在含有 １０％ＦＢＳ ＲＰＭＩ １６４０
完全培养基中ꎬ置于 ３７℃培养箱内培养ꎮ 根据文献

[１１]报道ꎬ将 ＴＨＰ￣１ 细胞重悬以 １×１０８ 个 / Ｌ 接种

于 ６ 孔板内ꎬ每孔加入 １ ｍＬꎬ 置于 ３７℃孵育箱分别

培养 １２ ｈ 后ꎬ加入终浓度为 １００ μｇ / Ｌ ＰＭＡ(用含

有 １０％ ＦＢＳ ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基稀释)ꎬ作用 ４８
ｈ 诱导分化为巨噬细胞ꎮ
１.４　 受试药物

本实验所用 Ｌｉｃｏ Ａ 由天津中兴新药有限公司

提供ꎬ货号 ５８７４９￣２２￣７ꎬ高效液相色谱含量分析和化

学结构见图 １ꎬ纯度>９８％ꎮ

图 １. Ｌｉｃｏ Ａ 化学结构及高效液相色谱含量分析

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｌｉｃｏ Ａꎬ ｐｕｒｉｔｙ ａｂｏｖｅ ｄｅｔｅｒ￣
ｍｉｎｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ

１.５　 ＭＴＴ 法检测不同浓度 Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＴＨＰ￣１ 分化的

巨噬细胞增殖的影响

取 Ｌｉｃｏ Ａ 原粉 １０ ｍｇ 加 ＤＭＳＯ ４ ｍＬ 充分溶解

(且 ＤＭＳＯ 的 最 终 浓 度 不 超 过 １９％)ꎬ 配 制 成

２５００ ｍｇ / Ｌ母液ꎬ密封后－２０℃冰箱保存备用ꎮ 离心

收集对数生长期 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ１×１０５ 个 / 孔接种于
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９６ 孔板 ( １００ μＬ / 孔)ꎬ重复 ５ 孔ꎬ加入 １００ μｇ / Ｌ
ＰＭＡ 孵育 ＴＨＰ￣１ 细胞 ４８ ｈꎬ使其分化为巨噬细胞ꎻ
去除培养上清ꎬ加入 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基洗涤 ２ 次ꎬ
洗去未贴壁 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ然后加入用 ＲＰＭＩ１６４０ 完

全培养液溶解 Ｌｉｃｏ Ａ(５、１０、２０、４０、８０ ｍｇ / Ｌ)ꎬ每个

浓度设 ５ 个复孔ꎮ 在培养 ２４ ｈ 后ꎬ每孔加入 １０ μＬ
５ ｇ / Ｌ ＭＴＴꎬ继续孵育 ４ ｈꎬ弃上清液ꎬ每孔加入

２００ μＬ ＤＭＳＯꎬ轻振荡混匀ꎬ１０ ｍｉｎ 后ꎬ酶标仪测定

每孔在 ５４０ ｎｍ 处的吸光度(ＯＤ 值)ꎬ观察 Ｌｉｃｏ Ａ 对

ＴＨＰ￣１ 分化的巨噬细胞增殖的影响ꎮ
１.６　 ＥＬＩＳＡ 检测不同浓度、不同时效 Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＬＰＳ
诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞炎症因子分泌的影响

根据 ＭＴＴ 检测结果将细胞分为 ５ 组:空白组、
模型组(ＬＰＳ １ ｍｇ / Ｌ)、低 Ｌｉｃｏ Ａ 组(Ｌｉｃｏ Ａ ５ ｍｇ / Ｌ＋
ＬＰＳ １ ｍｇ / Ｌ)、中 Ｌｉｃｏ Ａ 组(Ｌｉｃｏ Ａ １０ ｍｇ / Ｌ ＋ＬＰＳ
１ ｍｇ / Ｌ)、 高 Ｌｉｃｏ Ａ 组 ( Ｌｉｃｏ Ａ ２０ ｍｇ / Ｌ ＋ ＬＰＳ
１ ｍｇ / Ｌ)ꎮ 离心收集对数生长期 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ１×１０５

个 / 孔接种于 ９６ 孔板(１００ μＬ / 孔)ꎬ重复 ５ 孔ꎬ加入

１６０ μｇ / Ｌ ＰＭＡ 孵育 ＴＨＰ￣１ 细胞 ４８ ｈꎬ使其分化为

巨噬细胞ꎻ去除培养上清ꎬ加入 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基

洗涤 ２ 次ꎬ洗去未贴壁 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ然后加入用在

上述各组药物ꎬ空白对照加等量的 ＲＰＭＩ１６４０ 完全

培养液ꎮ 在培养 １２、２４、４８ ｈ 后ꎬ收集细胞上清液ꎬ－
８０℃冰箱储存备用ꎮ 每次检测前从冰箱前取出样

本ꎬ置于室温环境中充分冻融混匀ꎬ严格参照 ＥＬＩＳＡ
试剂盒操作说明测定 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 含量ꎮ
１.７ 　 实时定量 ＰＣＲ 检测 Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＬＰＳ 诱导的

ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达水平的

影响

将 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞接种于培养瓶中ꎬ同 １.６ 方

法分组处理后ꎬ对细胞总 ＲＮＡ 提取并反转录合成

ｃＤＮＡꎬ扩增ꎮ 严格按照试剂盒步骤进行实验操作ꎮ
ＴＬＲ￣４ 引物序列上游:５′￣ＴＡＡ ＣＧＧ ＡＴＴ ＣＣＧ ＧＡＡ
ＴＣＣ ＣＴＧ Ａ￣３′ꎬ下游:５′￣ＣＧＡ ＴＴＡ ＡＧＧ ＴＡＡ ＡＧＴ
ＣＣＡ ＧＡ￣３′ꎻＮＦ￣κＢ 引物序列上游:５′￣ＴＣＡ ＡＧＣ ＣＴＡ
ＡＧＧ ＣＣＴ ＴＡＡ ＧＧ￣３′ꎬ下游:５′￣ＧＡＡ ＣＣＴ ＧＧＣ ＡＡＴ
ＣＣＴ ＧＡＡ ＧＡ￣３′[１２]ꎮ 依照操作步骤在每孔依次加

入 １ μＬ ｃＤＮＡ、２５ μＬ ２ × Ｍｉｘ、３′ 和 ５′ 端引物(１０
μｍｏｌ / Ｌ) 各 １ μＬ 以及无菌水 １９ μＬꎮ 通过 ＰＣＲ 仪

进行反应ꎬ每组 ５ 个平行样品ꎮ 反应条件: ９５℃预

变性 ５ ｍｉｎꎻ ９７℃ ３０ ｓ、６５℃ ２０ ｓ、７２℃ ３０ ｓꎬ３５ 个循

环ꎻ７２℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 采用实时定量 ＰＣＲ 实验中样

本基因的 Ｃｔ 值ꎮ 通过 β￣ａｃｔｉｎ 的 Ｃｔ 值均一化ꎬ即
ΔＣｔ ＝ Ｃｔ样本－Ｃｔ内参ꎬ而样本基因 ｍＲＮＡ 相对丰度值

以 ΔΔＣｔ 值表示ꎬΔΔＣＴ ＝ ２－ΔＣｔꎮ

１.８　 Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞中 ＴＬＲ￣
４、ＮＦ￣κＢ、ＩＫＫα、ｐ￣ＩＫＢ￣α、ＣＯＸ￣２ 和 ｉＮＯＳ 蛋白表达

水平的影响

参照文献[１３]ꎬ同 １.６ꎬ将 ５ 组细胞诱导分化、
加药处理ꎬ培养 ２４ ｈꎬ收集处理好的细胞ꎬ加细胞裂

解液ꎬ４℃ 低温 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 对裂解的

细胞总蛋白上清液ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测

定蛋白浓度ꎬ将各组蛋白浓度调到同一水平ꎮ 制备

１０％ ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶分离胶ꎬ每孔加蛋白样

品ꎬ经电泳后通过半干式电转仪将分离的蛋白转到

硝酸纤维素滤膜上ꎮ 将膜用 ５％脱脂牛奶含有 ０.１％
吐温 ２０(ＴＢＳＴ)在摇床上封闭 ２ ｈꎬ加入一抗后 ４℃
下孵育过夜ꎬ用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎻ加入

二抗之后ꎬ放在摇床孵育 ２ ｈꎬ用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ每次

１５ ｍｉｎꎬ后加入发光显色剂 ＥＣＬ 显色ꎬ应用凝胶成像

系统扫描分析蛋白条带灰度ꎬ计算各蛋白条带与内

参照 β￣ａｃｔｉｎ 的比值ꎮ
１.９　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１３.０ 软件进行统计分析ꎬ各组数据均

以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较用单因素方差分析ꎬ两组间比

较用 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＰＭＡ 诱导单核细胞分化巨噬细胞的结果

图 ２ 显示ꎬ单核细胞 ＴＨＰ￣１ 未诱导前是悬浮细

胞ꎬ经 ＰＭＡ 诱导 ２４ ｈ 后ꎬ细胞有伪足伸出ꎬ并贴壁生

长ꎬ形状圆形变成椭圆形或梭型ꎬ与文献[１１]一致ꎮ

图 ２. ＰＭＡ 诱导单核细胞分化巨噬细胞的形态观察(×４０)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＰＭＡ ｉｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ(×４０)

２.２　 Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＴＨＰ￣１ 分化的巨噬细胞增殖的影响

由图 ３ 可知ꎬ Ｌｉｃｏ Ａ 浓度在 ５ ~ ２０ ｍｇ / Ｌ 内对

ＴＨＰ￣１ 细胞的增殖均无抑制作用ꎬ浓度≥４０ ｍｇ / Ｌ
时有一定抑制作用(Ｐ<０.０１ꎬＰ<０.０５)ꎮ 故选择 Ｌｉｃｏ
Ａ 浓度 ５~２０ ｍｇ / Ｌ 用于后续试验研究ꎮ

４１２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



图 ３. 不同浓度 Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＴＨＰ￣１ 分化的巨噬细胞增殖的影

响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｌｉｃｏ Ａ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ￣１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

２.３　 不同浓度 Ｌｉｃｏ Ａ 作用不同时间对 ＬＰＳ 诱导的

ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞炎症因子分泌的影响

由图 ４ 可知ꎬ与空白组比较ꎬ模型组 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６

和 ＴＮＦ￣α 水平明显升高(Ｐ<０.０１) ꎬ其含量随着时

间的增加而增加(Ｐ<０.０１)ꎻ 与模型组比较ꎬ不同浓

度 Ｌｉｃｏ Ａ 组 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 水平均有所下降

(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎬ且 Ｌｉｃｏ Ａ 浓度越大ꎬ下降越明

显ꎬ且 Ｌｉｃｏ Ａ 处理时间越长ꎬ下降越明显ꎮ 提示

Ｌｉｃｏ Ａ 不仅可呈浓度依赖性抑制 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞

炎症因子的分泌ꎬ也呈时间依赖性抑制 ＴＨＰ￣１ 巨噬

细胞炎症因子的分泌ꎮ
２.４　 Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＴＬＲ￣４、
ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达水平的影响

从图 ５ 可知ꎬ与空白组比较ꎬ模型组 ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣
κＢ ｍＲＮＡ 表达水平明显升高(Ｐ<０.０１)ꎻ 与模型组

比较ꎬ不同浓度 Ｌｉｃｏ Ａ 组 ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达

水平均有所下降(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎮ 提示 Ｌｉｃｏ Ａ
可以抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣
κＢ ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ

图 ４. Ｌｉｃｏ Ａ 对脂多糖诱导 ＴＨＰ￣１巨噬细胞上清液中 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６和 ＴＮＦ￣α含量的影响(ｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白组比较ꎻｂ
为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＬ￣１βꎬ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ＬＰＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ￣１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｂｙ Ｌｉｃｏ Ａ(ｎ＝ ５)

图 ５. Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＴＬＲ￣４ ｍＲＮＡ、ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 和 ＴＬＲ￣４蛋白表达水平的影响(ｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与空白组比较ꎻ ｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｉｃｏ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ￣４ ｍＲＮＡꎬ ＮＦ￣ｋａｐｐａ Ｂ ｍＲＮＡꎬ ａｎｄ ＴＬＲ￣４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｍａｃｒｏｐｈａ￣
ｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ(ｎ＝ ５)
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２.５　 Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＴＬＲ￣４

蛋白表达水平的影响

图 ５ 表明ꎬ与空白组比较ꎬ模型组 ＴＬＲ￣４ 蛋白表

达明显增加 (Ｐ< ０. ０１)ꎻ与模型组比较ꎬ不同浓度

Ｌｉｃｏ Ａ 组能够降低 ＴＬＲ￣４ 蛋白表达 (Ｐ<０.０５ 或Ｐ<

０.０１)ꎬ提示 Ｌｉｃｏ Ａ 可抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬

细胞中 ＴＬＲ￣４ 蛋白表达水平ꎮ

２.６　 Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＮＦ￣κＢ、
ＩＫＫα、ｐ￣ＩＫＢ￣α、 ＣＯＸ￣２ 和 ｉＮＯＳ 蛋白表达水平的

影响

图 ６ 表明ꎬ与空白组比较ꎬ模型组 ＮＦ￣κＢ、ＩＫＫα、ｐ￣
ＩＫＢ￣α、ＣＯＸ￣２和 ｉＮＯＳ 蛋白表达明显增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与
模型组比较ꎬ不同浓度 Ｌｉｃｏ Ａ 组能够降低 ＮＦ￣κＢ、
ＩＫＫα、ｐ￣ＩＫＢ￣α、ＣＯＸ￣２和 ｉＮＯＳ 蛋白表达 (Ｐ<０.０５ 或 Ｐ
<０.０１)ꎬ高剂量十分明显(Ｐ<０.０１)ꎬ提示 Ｌｉｃｏ Ａ 可抑制

ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞炎性蛋白的表达ꎮ

图 ６. Ｌｉｃｏ Ａ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１巨噬细胞中 ＮＦ￣κＢ、ＩＫＫα、ｐ￣ＩＫＢ￣α、ＣＯＸ￣２和 ｉＮＯＳ 蛋白表达水平的影响(ｎ＝ ３) 　 　 ａ 为

Ｐ<０.０１ꎬ与空白组比较ꎻ ｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌｉｃｏ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣ κＢꎬ ＩＫＫ ａｌｐｈａꎬ ｐ￣ＩＫＢ ａｌｐｈａꎬ ＣＯＸ￣２ ａｎｄ ｉＮＯＳ ｉｎ ＬＰＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｃｒｏ￣
ｐｈａｇｅｓ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

Ａｓ 形成的最常见因素就是炎症细胞ꎬＲｏｓｓ[１４]提
出“Ａｓ 是一种炎症性疾病”ꎮ 单核￣巨噬细胞是机体

主要的免疫细胞ꎬ是构成 Ａｓ 斑块重要部分ꎬ同时也

是易损斑块形成的重要病理生理学基础[１５]ꎮ Ａｓ 斑

块中的单核￣巨噬细胞能够分泌的 ＩＬ￣１β、 ＩＬ￣６ 和

ＴＮＦ￣α 等炎性细胞因子ꎬ能促进单核细胞聚集、巨噬

细胞的增殖以及平滑肌细胞的迁移、增殖ꎬ使 Ａｓ 斑

块不断进展[１６]ꎮ ＩＬ￣１β 能协同刺激抗原递呈细胞ꎬ
间接影响嗜中性白细胞到达炎症部位释放氧自由

基[１７￣１８]ꎮ ＩＬ￣６ 既能促进细胞毒性 Ｔ 细胞成熟ꎬ又能

促进 Ｂ 细胞分化并产生免疫球蛋白[１９]ꎮ ＴＮＦ￣α 能

够诱导其他炎症因子ꎬ比如粒细胞￣巨噬细胞集落刺

激因子以及粘附分子的产生 [２０－２１]ꎬ在调节炎症反

应中起关键作用ꎮ 研究表明ꎬ动脉粥样硬化斑块中

的单核细胞受刺激后可分泌的 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α
炎症因子ꎬ通过与靶细胞表面的受体特异结合后ꎬ
从而可促进炎症反应的发生ꎬ在冠心病的血管损伤

和急性心肌缺血中发挥着关键作用ꎮ
ＬＰＳ 是诱导炎症因子如白介素、单细胞趋化蛋

白、氧自由基等大量表达ꎬ易导致促进炎症和抵抗

炎症系统之间失衡ꎬ从而产生炎症的细菌内毒素ꎮ
ＴＨＰ￣１ 细胞是人类急性单核细胞白血病细胞株ꎬ具

６１２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



有单核细胞特性ꎬ能够被 ＬＰＳ 等诱导致炎ꎬ细胞增

殖状态良好ꎬ且能培养传代ꎬ是研究单核细胞功能

的常用载体[２２]ꎮ Ｔｏｌｌ 样受体(ＴＬＲｓ)是介导先天免

疫和炎性反应的主要受体ꎬ研究证实了 ＴＬＲ￣４ 与人

类动脉粥样硬化的关系最为密切[２３￣２５]ꎮ ＮＦ￣κＢ 是

经典的炎症通路ꎬＮＦ￣κＢ 未被激活时和 ＩＫＢ￣α 形成

一个复合物 ＩｋＢ 激酶(ＩＫＫ)存在于细胞浆中ꎮ 当细

胞受到刺激时ꎬＩＫＫ 被激活ꎬ使 ＩκＢ 被磷酸化ꎬＩκＢ
从 ＮＦ￣κＢ 上脱落并被泛素化ꎬＮＦ￣κＢ 由抑制状态被

激活ꎬ使 ＩＫＢ￣α 磷酸化形成 ｐ￣ＩＫＢ￣αꎬ从而直接参与

机体对炎症及免疫反应的调控[２６]ꎮ ＮＦ￣κＢ 在 Ａｓ 形

成中炎症反应中发挥枢纽作用ꎬ与 Ａｓ 疾病的发生、
发展有密切关系[２７]ꎮ 革兰阴性菌的胞壁成分 ＬＰＳ
主要是通过识别细胞膜上 ＴＬＲ￣４ 受体ꎬ进而通过经

典途径、旁路途径和非典型途径直接激活下游 ＮＦ￣
κＢꎬ引起 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 等多种炎症因子的增

加ꎬ从而引起炎症反应的扩大和慢性炎症的持

续[２８￣２９]ꎮ 以 ＴＬＲ￣４ 为靶位ꎬ抑制或激活 ＴＬＲ￣４ 表达

或调控 ＴＬＲ￣４ / ＮＦ￣κＢ 炎症信号通路ꎬ是 Ａｓ 新的治

疗策略[３０]ꎮ
本实验中ꎬ以 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞为模型ꎬ用 ＬＰＳ

刺激其分泌炎症因子ꎬ再观察 Ｌｉｃｏ Ａ 抑制 ＴＨＰ￣１ 巨

噬细胞促炎因子表达的影响ꎮ 结果发现ꎬＬｉｃｏ Ａ 能

够显著下降 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 的含量ꎬ且随 Ｌｉｃｏ
Ａ 浓度的增加下降越明显ꎮ 在模型组中 ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣
κＢ ｍＲＮＡ 表达水平明显升高ꎬ表明 ＬＰＳ 可能是通过

ＴＬＲ￣４ 受体使 ＮＦ￣κＢ 活化ꎬ并促进炎症因子的分

泌ꎻ实验中发现ꎬＬｉｃｏ Ａ 组中 ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ
表达水平均降低ꎮ 为了进一步研究 Ｌｉｃｏ Ａ 抑制

ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞促炎因子表达的影响是否依赖于

ＴＬＲ￣４ / ＮＦ￣κＢ 炎症信号通路ꎬ采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣κＢ、ＩＫＫα、ｐ￣ＩＫＢ￣α、ＣＯＸ￣２ 和 ｉＮＯＳ 蛋白

表达水平ꎬ结果发现ꎬ与空白组比较ꎬＬＰＳ 模型组的

ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣κＢ、ＩＫＫα、ｐ￣ＩＫＢ￣α、ＣＯＸ￣２ 和 ｉＮＯＳ 蛋白

表达明显增加ꎻ与模型组比较ꎬ不同浓度 Ｌｉｃｏ Ａ 组

能够降低 ＴＬＲ￣４、ＮＦ￣κＢ、ＩＫＫα、ｐ￣ＩＫＢ￣α、ＣＯＸ￣２ 和

ｉＮＯＳ 蛋白表达明ꎬ从而验证了 Ｌｉｃｏ Ａ 抑制 ＴＨＰ￣１
巨噬细胞促炎因子表达的影响依赖于 ＴＬＲ￣４ / ＮＦ￣κＢ
炎症信号通路ꎮ 关于使用上调 ＴＬＲ￣４ / ＮＦ￣κＢ 通路

的激动剂后对于 ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞炎症因子分

泌是否增加ꎬ体内效果如何? 仍需进一步研究ꎮ
综上所述ꎬ本研究不仅验证了 Ｌｉｃｏ Ａ 的能够抑

制 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 炎症因子的分泌ꎬ还从分子

学角度出发ꎬ探讨了 Ｌｉｃｏ Ａ 抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１
巨噬细胞中炎症因子表达的分子机制ꎬ即其可能是

通过下调 ＴＬＲ￣４ 表达ꎬ并抑制 ＴＬＲ￣４ / ＮＦ￣κＢ 炎症信

号通路的活化ꎬ减少促进炎性因子 ＩＬ￣１β、 ＩＬ￣６ 和

ＴＮＦ￣α 的分泌ꎮ 另外ꎬ间接揭示了 Ｌｉｃｏ Ａ 抑制 ＴＬＲ￣
４ / ＮＦ￣κＢ 炎症信号通减少促进炎性因子与 Ａｓ 的关

系ꎬ为 Ｌｉｃｏ Ａ 在治疗 Ａｓ 新药的开发提供一定依据ꎮ
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