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摘要： 目的　 探究沙棘熊果酸调控 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 轴在抗结核药物致人肝细胞损伤中的作用。 方法　 正常肝细胞株

ＨＬ⁃７７０２ 分正常组、 模型组及沙棘熊果酸低、 中、 高浓度组。 除正常组外， 其余各组 １２０ μｇ ／ ｍＬ 异烟肼和 ２４０ μｇ ／ ｍＬ
利福平联合处理构建抗结核药物致人肝细胞损伤模型， 沙棘熊果酸低、 中、 高浓度组同时添加 ０􀆰 ０１８、 ０􀆰 １８、
１􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ沙棘熊果酸共培养。 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖能力； ＥＬＩＳＡ 检测上清液中 ＴＮＦ⁃α、 白 ＩＬ⁃１β 水平； ＳＯＤ 活性

检测试剂盒、 ＭＤＡ 检测试剂盒检测上清液中 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平； 流式细胞术检测细胞凋亡能力； 蛋白免疫印迹检测细

胞中 ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平。 结果 　 与正常组比较， 模型组 （１２、 ２４、 ３６ ｈ） 细胞存活

率、 上清液中 ＳＯＤ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＭＤＡ 水平， 细胞凋亡率， 细胞中 ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 沙棘熊果酸低、 中浓度组 （２４、 ３６ ｈ）、 沙棘

熊果酸高浓度组 （１２、 ２４、 ３６ ｈ） 细胞存活率， 沙棘熊果酸低、 中、 高浓度组上清液中 ＳＯＤ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 沙

棘熊果酸低、 中、 高浓度组上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 凋亡率、 细胞中 ＮＬＲＰ３ 蛋白水平， 沙棘熊果酸中、 高浓度组上

清液中 ＭＤＡ， 细胞中 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 随着沙棘熊果酸浓度的升高， （１２、
２４、 ３６ ｈ） 细胞存活率、 上清液中 ＳＯＤ 水平逐渐升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＭＤＡ、 凋亡率， 细胞中

ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平逐渐降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 呈浓度依赖效应。 结论　 沙棘熊果酸在抗结

核药物致人肝细胞中抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通路从而抑制炎症和氧化应激， 抑制细胞病变发生， 从而促进细胞增殖、
抑制细胞凋亡， 实现对肝细胞的保护。
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　 　 结核病是一种慢性传染病， 目前世界卫生组织推荐使

用异烟肼和利福平联合治疗， 但造成的人肝细胞损伤是并

发症之一［１］ 。 肝细胞损伤会降低肝细胞活力、 导致细胞凋

亡， 从而引发疾病［２］ 。 减缓肝损伤可有助于结核病的治

疗， 沙棘具有抗炎、 抗肥胖作用， 可明显修复损伤的肝细

胞［３］ ， 沙棘中熊果酸具有抗炎、 抗菌、 抗凋亡等作用从而

保护细胞［４⁃５］ 。 但沙棘熊果酸在抗结核药物导致人肝细胞损

伤中的作用却未发现相关研究。 核苷酸结合寡聚化结构域

样受体蛋白 ３ （Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ＮＬＲＰ３） ／半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃１
（ ｃｙｓｔｅｉｎｅ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｓｐａｒｔａｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ⁃３ ｐｒｏｔｅａｓｅｓ⁃１， ｃａｓｐａｓｅ⁃
１） 炎症信号通路在肝损伤模型中表达上调， 可能参与肝

细胞损伤过程， 是引发炎症反应的重要因素［６］ 。 本研究建

立抗结核药物致人肝细胞损伤模型， 探究沙棘熊果酸对肝

细胞损伤的保护作用， 并初步探讨其机制。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞 　 正常人肝细胞株 ＨＬ⁃７７０２ （中国科学院细胞

库， 目录号 ＧＮＨｕ６）。
１􀆰 ２　 药物、 试剂及仪器　 沙棘果采摘于新疆维吾尔自治区

昌吉回族自治州， 经青海省第四人民医院分离并提纯， 鉴

定沙棘熊果酸使用红外光谱、 高效液相色谱、 核磁共振联

合鉴定， 纯度 ９４􀆰 ２％ 。 异烟肼购自上海信谊药厂有限公司，
国药准字 Ｈ３１０２０４９４； 利福平购自山西云鹏制药有限公司，
国药准字 Ｈ３４０２２４０１； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、 超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ） 活性检测试剂盒、 丙二醛

（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 检测试剂盒、 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞

凋亡检测试剂盒均购自碧云天生物科技有限公司， 货号分

别为 Ｃ００３７、 Ｓ０１０３、 Ｓ０１３１、 Ｃ１０６２Ｓ； 人肿瘤坏死因子⁃α
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（ Ｔｕｍｏｒ Ｎｅｃｒｏｓｉｓ Ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α ）、 白 介 素⁃１β
（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β） 酶联免疫吸附试验 （ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ） 试剂盒、 一抗 ＮＬＲＰ３ （兔

抗）、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （兔抗）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ ｐ１０） （兔抗）、
ＧＡＤＰＨ （兔抗）、 二抗羊抗兔均购自美国 ａｂｃａｍ 公司， 货

号 分 别 为 ａｂ１８１４２１、 ａｂ４６０５２、 ａｂ２３２４０１、 ａｂ１７９５１５、
ａｂ１７９５１５、 ａｂ１８１６０２、 ａｂ６７２１。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＣＯ２ 培养箱购自德国 ＷＩＧＧＥＮＳ， 型号 ＷＣＩ⁃
１８０； 酶标仪购自美国 Ａｗａｒｅｎｅｓｓ 公司， 型号 ４７００； 流式细

胞仪购自美国贝克曼库尔特公司， 型号 ＣｙｔｏＦＬＥＸ； 蛋白凝

胶成像仪购自上海天能科技有限公司， 型号 ５２００。
１􀆰 ４　 建立抗结核药物致人肝细胞损伤模型 　 实验前 ９０％
ＲＰＭＩ１６４０ 培养基添加 １０％ 胎牛血清制成 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培

养基， 混匀后置 ４ ℃冰箱备用。 正常人肝细胞株 ＨＬ⁃７７０２
添加 ＲＰＭＩ１６４０ 完全培养基于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱培养，
分为正常组、 模型组、 沙棘熊果酸低浓度组、 沙棘熊果酸

中浓度组、 沙棘熊果酸高浓度组， 每组设置 ６ 个重复。 细

胞传 ２～３ 代且处于对数生长期时抗结核药物诱导。
异烟肼和利福平分别用 ＲＰＭＩ１６４０ 完全培养基溶解，

制成 １􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 储存液备用。 沙棘熊果酸用 ＲＰＭＩ１６４０ 完

全培养基制成 １􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 储存液备用。 对数生长期细胞以

２×１０５ ／孔接种于 ９６ 孔板和 ２×１０６ ／孔接种于 ６ 孔板中， 除正

常组外， 其余各组 １２０ μｇ ／ ｍＬ 异烟肼和 ２４０ μｇ ／ ｍＬ 利福

平［１］处理， 沙棘熊果酸低、 中、 高浓度组同时添加 ０􀆰 ０１８、
０􀆰 １８、 １􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 沙棘熊果酸［７］ 共培养， 正常组和模型组

ＲＰＭＩ１６４０ 完全培养基培养。
１􀆰 ５　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖能力　 细胞接种于 ９６ 孔板细

胞， 分别于共培养 １２、 ２４、 ３６ ｈ 添加 ＣＣＫ⁃８ 试剂， 培养箱

中继续培养 ２ ｈ， 酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处各孔吸光度 （ＯＤ）。
细胞存活率＝ＯＤ４５０实验组 ／ ＯＤ４５０空白组×１００％ 。
１􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 检测上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平 　 细胞接种

于 ６ 孔板中细胞共培养 ２４ ｈ 时分别收集细胞培养液， ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 收集上清， 分装置于 ４ ℃冰箱待用。 取出

部分上清液， 按照人 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检

测上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平。
１􀆰 ７　 试剂盒检测上清液中 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平 　 收集 “１􀆰 ６”
项下细胞处理上清液， 严格按照 ＳＯＤ 活性检测试剂盒、
ＭＤＡ 检测试剂盒步骤进行。 酶标仪检测 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平。
１􀆰 ８　 流式细胞术检测细胞凋亡能力　 细胞接种于 ６ 孔板中

细胞共培养 ２４ ｈ， 每孔取 １× １０６ 个细胞， 按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃
ＦＩＴＣ 试剂盒说明书， 添加 １９５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 结合液、
５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 轻轻混匀， 然后加入 １０ μＬ 碘化丙啶

染色液轻轻混匀。 室温避光孵育 ２０ ｍｉｎ， 流式细胞仪 １ ｈ
内检测细胞凋亡率， 并用 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 软件分析， 细胞

早期凋亡和晚期凋亡总和为细胞凋亡率。
１􀆰 ９　 蛋白 免 疫 印 迹 检 测 细 胞 中 ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平 　 细胞接种于 ６ 孔板共培养细

胞， 待培养密度达 ８０％ 左右时， 每个培养皿中添加 ２００ μＬ

Ｔｒｉｚｏｌ， 冰上裂解 １０ ｍｉｎ， 收集细胞混合液， １０ ０００ ｇ 离心

１０ ｍｉｎ 收集上清即为细胞总蛋白， 凝胶电泳分离蛋白质后

转膜； ５％ 脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ； 对应加入一抗 ＮＬＲＰ３
（１ ∶ ５ ０００）、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ １ ∶ １ ０００）、 ｃａｓｐａｓｅ１ （ ｐ１０）
（１ ∶ １ ０００）、 ＧＡＤＰＨ （１ ∶ １０ ０００）， ４ ℃孵育过夜； 加入

对应二抗， 室温孵育 １ ｈ。 ＤＡＢ 显色试剂盒避光显色， 蛋

白凝胶成像仪拍照， 并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 定量分析。
１􀆰 １０　 统计分析 　 统计学软件 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 进行数据分析，
计量数据以平均数±标准差 （ｘ±ｓ） 描述， 多组比较用单因

素方差分析， 组间两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 法。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 沙棘熊果酸对细胞增殖的影响　 与正常组比较， 模型

组 （１２、 ２４、 ３６ ｈ） 细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型

组比较， 沙棘熊果酸低、 中浓度组 （２４、 ３６ ｈ）、 沙棘熊果

酸高浓度组 （１２、 ２４、 ３６ ｈ） 细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与沙棘熊果酸低浓度组比较， 沙棘熊果酸中浓度组 （２４、
３６ ｈ）、 沙棘熊果酸高浓度组 （１２、 ２４、 ３６ ｈ） 细胞存活率

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与沙棘熊果酸中浓度组比较， 沙棘熊果

酸高浓度组 （１２、 ２４ ｈ） 细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见

表 １。
表 １　 沙棘熊果酸对细胞存活率的影响 （％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 １２ ｈ ２４ ｈ ３６ ｈ
正常组 １００􀆰 ００±０􀆰 ００ ９８􀆰 ８９±１􀆰 ６９ １００􀆰 ０３±１􀆰 ０２
模型组 ７６􀆰 １８±６􀆰 ８９ａ ５２􀆰 ９３±４􀆰 ８９ａ ４６􀆰 ５８±６􀆰 ２３ａ

沙棘熊果酸低浓度组 ７９􀆰 １６±４􀆰 １８ ６８􀆰 １３±５􀆰 １９ｂ ７１􀆰 ５２±６􀆰 １０ｂ

沙棘熊果酸中浓度组 ８２􀆰 ５１±４􀆰 ９５ ７９􀆰 ３２±６􀆰 ５６ｂｃ ８６􀆰 ６６±４􀆰 ８２ｂｃ

沙棘熊果酸高浓度组 ９２􀆰 ５６±３􀆰 ９６ｂｃｄ ９４􀆰 ６０±４􀆰 ７３ｂｃｄ ９１􀆰 ６２±５􀆰 ８６ｂｃ

　 　 注：与正常组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与沙棘熊

果酸低 浓 度 组 比 较，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５； 与 沙 棘 熊 果 酸 中 浓 度 组 比 较，
ｄＰ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ２　 沙棘熊果酸对上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 的影响　 与正

常组比较， 模型组上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 沙棘熊果酸低、 中、 高浓度组上清

液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与沙棘熊果酸低

浓度组比较， 沙棘熊果酸高浓度组上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１β， 沙棘熊果酸中浓度组上清液中 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 见表 ２。
表 ２　 沙棘熊果酸对上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β的影响 （ｘ±ｓ，

ｎ＝６）
组别 ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃１β ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

正常组 ６３􀆰 ５９±６􀆰 １９ １２６􀆰 ９６±４２􀆰 ５３
模型组 ９６􀆰 ３１±８􀆰 ５１ａ ４６９􀆰 ８１±８５􀆰 ６３ａ

沙棘熊果酸低浓度组 ８６􀆰 ２５±４􀆰 ６９ｂ ３１６􀆰 ２８±６２􀆰 ６２ｂ

沙棘熊果酸中浓度组 ７０􀆰 ６０±６􀆰 ５２ｂｃ ２５３􀆰 ６１±５９􀆰 ８２ｂ

沙棘熊果酸高浓度组 ６４􀆰 ９９±６􀆰 １８ｂｃ １９４􀆰 １９±２７􀆰 ８１ｂｃ

　 　 注：与正常组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与沙棘熊

果酸低浓度组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ３　 沙棘熊果酸对上清液中 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平的影响 　 与

正常组比较， 模型组上清液中 ＳＯＤ 水平降低、 ＭＤＡ 水平升
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高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 沙棘熊果酸低、 中、 高浓

度组上清液中 ＳＯＤ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 沙棘熊果酸中、
高浓度组上清液中 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与沙棘熊果

酸低浓度组比较， 沙棘熊果酸中、 高浓度组上清液中 ＳＯＤ
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 沙棘熊果酸高浓度组上清液中 ＭＤＡ
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与沙棘熊果酸中浓度组比较， 沙棘

熊果酸高浓度组上清液中 ＳＯＤ 水平升高、 ＭＤＡ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ３。
２􀆰 ４　 沙棘熊果酸对细胞凋亡的影响 　 沙棘熊果酸处理

２４ ｈ， 与正常组比较， 模型组细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与模型组比较， 沙棘熊果酸低、 中、 高浓度组凋亡率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与沙棘熊果酸低浓度组比较， 沙棘熊果酸中、
　 　 　 　

表 ３　 沙棘熊果酸对上清液中 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍＬ－１）

正常组 ８６􀆰 １３±６􀆰 ５１ ０􀆰 ９５±０􀆰 １６
模型组 ２１􀆰 ６８±４􀆰 ６９ａ １􀆰 ８９±０􀆰 ３１ａ

沙棘熊果酸低浓度组 ３４􀆰 ９１±６􀆰 １３ｂ １􀆰 ７３±０􀆰 ２５
沙棘熊果酸中浓度组 ４６􀆰 １８±５􀆰 ３９ｂｃ １􀆰 ４１±０􀆰 ３３ｂ

沙棘熊果酸高浓度组 ５９􀆰 ９９±６􀆰 ２１ｂｃｄ ０􀆰 ９８±０􀆰 ２１ｂｃｄ

　 　 注：与正常组相比，ａＰ＜０􀆰 ０５；与模型组相比，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与沙棘熊

果酸低浓度组相比，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与沙棘熊果酸中浓度组相比，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

高浓度组凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与沙棘熊果酸中浓度组

比较， 沙棘熊果酸高浓度组凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图

１、 表 ４。

图 １　 沙棘熊果酸对细胞凋亡的影响

表 ４　 沙棘熊果酸对细胞凋亡率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 凋亡率 ／ ％

正常组 ９􀆰 ３２±２􀆰 １６
模型组 ６２􀆰 ４１±５􀆰 ３６ａ

沙棘熊果酸低浓度组 ４６􀆰 １９±３􀆰 ９２ｂ

沙棘熊果酸中浓度组 ３０􀆰 ２９±５􀆰 １６ｂｃ

沙棘熊果酸高浓度组 １６􀆰 ９４±２􀆰 １８ｂｃｄ

　 　 注：与正常组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与沙棘熊

果酸低 浓 度 组 比 较，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５； 与 沙 棘 熊 果 酸 中 浓 度 组 比 较，
ｄＰ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ５　 沙棘熊果酸对细胞中 ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃

１ （ｐ１０） 蛋白水平的影响　 与正常组比较， 模型组细胞中

ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ ｐ１０ ） 蛋 白 水 平 升 高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 沙棘熊果酸低浓度组细胞中

ＮＬＲＰ３ 蛋 白 水 平， 沙 棘 熊 果 酸 中、 高 浓 度 组 细 胞 中

ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ ｐ１０ ） 蛋 白 水 平 降 低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与沙棘熊果酸低浓度组比较， 沙棘熊果酸中、
高浓度组细胞中 ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ ｐ１０）
蛋白水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 与沙棘熊果酸中浓度组比较，
沙 棘 熊 果 酸 高 浓 度 组 细 胞 中 ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ２、 表 ５。

注： Ａ 为正常组、 Ｂ 为模型组、 Ｃ 为沙棘熊果酸低浓度组、 Ｄ 为沙棘熊果酸中浓度组、 Ｅ 为沙棘熊果酸高浓度组。

图 ２　 沙棘熊果酸对细胞中 ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平的影响

表 ５ 　 沙 棘 熊 果 酸 对 细 胞 中 ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＮＬＲＰ３ ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｃａｓｐａｓｅ⁃１（ｐ１０）

正常组 ０􀆰 １６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ６３±０􀆰 １３ ０􀆰 ０６±０􀆰 ０１
模型组 ０􀆰 ５３±０􀆰 １１ａ ０􀆰 ９８±０􀆰 ２１ａ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０６ａ

沙棘熊果酸低浓度组 ０􀆰 ３３±０􀆰 ０６ｂ ０􀆰 ９９±０􀆰 １３ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０３
沙棘熊果酸中浓度组 ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２ｂｃ ０􀆰 ７９±０􀆰 １１ｂｃ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０１ｂｃ

沙棘熊果酸高浓度组 ０􀆰 １３±０􀆰 ０２ｂｃｄ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０６ｂｃｄ ０􀆰 １１±０􀆰 ０２ｂｃｄ

　 　 注：与正常组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与沙棘熊果

酸低浓度组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与沙棘熊果酸中浓度组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

３　 讨论

结核病导致肝损伤可能与抗结核药物及其代谢产物的

直接作用、 炎症、 氧化应激、 基因多态性、 蛋白酶失活等

多方面相关［８］ 。 目前抗肺结核药物导致的肝损伤危害严重，

是中国药物肝损伤常见原因之一， 可造成患者肝衰竭甚至

威胁生命， 部分患者不得不停止抗结核治疗， 从而影响结

核病疗效［９］ 。 抗结核药物损害肝功能目前尚缺乏特异性治

疗手段， 治疗原则以减少并发症为主。 因此寻找特异性药
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物针对性治疗抗结核病药物肝损伤对结核病治疗较为关键。
沙棘熊果酸属乌苏烷型五环三萜类化合物， 具有抗炎、 抗

菌、 免疫调节、 抗变态反应的功能， 对心脏、 肾等具有保

护作用［１０］ ， 可能在抗结核药物致肝损伤中发挥作用。
ＩＬ⁃１β 可促进炎症反应， 在炎症疾病中高表达会诱发炎

症机制； ＴＮＦ⁃α 是炎症反应中出现最早、 最重要的炎症介

质； ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 可反映肝细胞损伤炎症程度［１１］ 。 炎症

反应伴随氧化应激反应， ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 是机体最常见的两类

氧化应激指标， ＳＯＤ 反映机体清除氧自由基水平； ＭＤＡ 可

反映机体过氧化物程度， 与细胞损伤程度呈正比［１２］ 。 沙棘

熊果酸在胶原性关节炎大鼠中可调节促炎因子和抗炎因子

的平衡从而实现对大鼠的保护［１３］ ； 在糖尿病肾脏中可降低

血清和肾脏中 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＤＡ 水平， 升高 ＳＯＤ 水平

实现对肾脏的保护［１４］ 。 沙棘熊果酸的直接作用靶标基因中

有 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β， 沙棘熊果酸可抑制 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 发挥肝

细胞抗炎作用［１５］ ； 实现抗氧化作用可减轻对细胞干脂肪病

变［１６］ ； 抑制肠组织细胞凋亡可改善肠组织病变从而实现大

鼠肠系膜缺血性再灌注损伤的保护［１７］ 。 本研究发现与正常

组比较， 模型组 （１２、 ２４、 ３６ ｈ） 细胞存活率、 上清液中

ＳＯＤ 水平降低； 上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＭＤＡ 水平， 细胞

凋亡率升高， 提示抗结核药物处理肝细胞后细胞分泌炎症

因子水平升高， 细胞氧化应激加剧， 造成肝细胞损伤， 抑

制肝细胞存活、 促进肝细胞凋亡。 与模型组比较， 沙棘熊

果酸低、 中、 高浓度组 （１２、 ２４、 ３６ ｈ） 细胞存活率、 上

清液中 ＳＯＤ 升高， 凋亡率、 上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 降低；
沙棘熊果酸中、 高浓度组上清液中 ＭＤＡ 水平降低， 提示沙

棘熊果酸处理抗结核病药物造成的肝细胞损伤可使促炎因

子水平降低、 氧化应激作用减弱， 促进细胞增殖、 抑制凋

亡， 使细胞病变情况减弱； 且随着沙棘熊果酸浓度的增加，
上述水平变化越明显。

ＮＬＲＰ３ 炎症小体可由 ＴＮＦ⁃α、 脂多糖、 病毒、 真菌活

化， 活化的 ＮＬＲＰ３ 可激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 并促进 ＩＬ⁃１β 表达及氧

化应激； 负调控 ＮＬＰＲ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 可缓解疾病进程［１８］ 。 在

大鼠肝纤维化模型中， 沙棘熊果酸可改善肝纤维化， 减少

ＮＬＲＰ３、 ＩＬ⁃１β 活化， 减少肝内胶原沉淀从而实现对肝细胞

的保护［１９］ 。 本研究发现与正常组比较， 模型组细胞中 ＮＬ⁃
ＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平升高， 提示

在抗结核药物致肝细胞损伤中 ＮＬＲＰ３ 炎症小体被激活， 激

活后的 ＮＬＲＰ３ 促进 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 表达从而加重炎症反应和疾病

进程。 与模型组比较， 沙棘熊果酸低浓度组细胞中 ＮＬＲＰ３
蛋白水平， 沙棘熊果酸中、 高浓度组细胞中 ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 蛋白水平降低； 随着浓度的增

加， ＮＬＲＰ３、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐ１０） 逐渐降低， 呈

依赖效应， 提示沙棘熊果酸可抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ１ 轴表

达， 从而降低 ｃａｓｐａｓｅ１ 和 ＩＬ⁃１β 水平， 抑制炎症因子、 降低

氧化应激从而抑制细胞增殖减缓抗结核药物致肝损伤， 实

现对肝细胞的保护作用。
综上所述， 沙棘熊果酸可抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ１ 轴从而

抑制炎症因子、 抑制氧化应激水平， 促进肝细胞增殖、 抑

制肝细胞凋亡， 从而实现对抗结核病肝细胞损伤的保护作

用。 但沙棘熊果酸药理机制复杂， 本实验只研究一个通路

的变化情况， 其可能影响多个通路， 发现新的通路是接下

来研究重点。
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苦参及其不同炮制品水煎液对抗葡聚糖硫酸钠诱导的小鼠溃疡性结肠

炎作用比较

刘　 悦１，２， 　 单丽倩１，２， 　 高　 慧１，２∗

（１． 辽宁中医药大学药学院， 辽宁 大连 １１６６００； ２． 辽宁省中药炮制工程技术研究中心， 辽宁 大连
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基金项目： 省级中药炮制技术传承基地项目 （２０２０）
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摘要： 目的　 比较苦参及其不同炮制品水煎液对溃疡性结肠炎小鼠的治疗作用。 方法　 将 ７０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分

为空白组、 模型组、 生苦参组、 苦参炭组、 醋苦参组、 麸炒苦参组、 米泔制苦参组， 每组 １０ 只。 实验前 ５ ｄ， 除空白

组自由饮用无菌水外， 其余各组均自由饮用含 ２􀆰 ５％ 葡聚糖硫酸钠 （ＤＳＳ） 的无菌水造模， 第 ６ 天饮用水全部换成蒸

馏水。 空白组、 模型组每日灌胃生理盐水 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ， 各给药组每日灌胃相应药液 （５ ｇ ／ ｋｇ）， 自实验第 １ 天起连续

给药 １２ ｄ， 每天观察小鼠体质量、 粪便性状、 隐血便血情况， 评分并计算疾病活动指数 （ＤＡＩ）； 第 １３ 天， 摘取结肠，
测量长度， 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色后显微镜下观察结肠病理变化； ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠血清中的 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、
ＭＰＯ 的水平； 测定小鼠结肠中 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＮＬＲＰ３、 ＩＬ⁃１β、 ＮＦ⁃κＢｐ６５ 表达。 结果　 与模型组比较， 各给药组 ＤＡＩ 评分

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５、 Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清中 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＰＯ 及结肠中 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＮＬＲＰ３、 ＩＬ⁃１β、 ＮＦ⁃κＢｐ６５ 的水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５、 Ｐ＜０􀆰 ０１）； 麸炒苦参及米泔水苦参较生苦参组指标降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５、 Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 苦参及其不同炮

制品均能有效减轻小鼠实验性溃疡性结肠炎， 缓解炎症反应， 麸炒苦参和米泔水苦参作用更好， 其机制可能与抑制

ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 减少炎症因子释放相关。
关键词： 苦参； 炮制； 麸炒苦参； 米泔制苦参； 苦参炭； 结肠炎

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２１）０５⁃１３２３⁃０６
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２１􀆰 ０５􀆰 ０４２

　 　 苦参为豆科植物苦参 Ｓｏｐｈｏｒａ ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ Ａｉｔ． 的干燥根，
主要功效为清热燥湿、 杀虫、 利尿。 用于热痢、 便血、 黄

疸尿闭、 赤白带下、 阴肿阴痒等［１］ 。 炮制专书 《雷公炮制

论》 中记载 “苦参， 凡使， 不计多少， 先须用糯米浓泔汁

浸一宿， 上有腥秽气， 并在水面上浮， 并需重重淘过， 即

蒸， 从巳至申， 出， 晒干， 细挫用之”； 《得配本草》 中记

载 “醋炒， 治少腹热痛”； 《全国中药炮制规范》 中收载苦

参及苦参炭， 其中苦参炭止血治痢， 用于热痢， 便血； 《全
国中药炮制经验和规范集成》 中记载贵州和江西地区用苦

参须经麸炒。 可见古代文献记载苦参在用药前是需经过炮

制加工的， 但现代苦参应用以生品为主， 经调研广东、 江

苏、 辽宁等地中医院， 基本未见苦参炮制品的临床应用，
现代对于苦参的炮制品研究亦较少， 仅有苦参及其炮制品

的化学成分鉴别及含量的研究， 如苦参炭的薄层色谱鉴

别［２］ ， 炮制对苦参中苦参碱和氧化苦参碱含量的影响［３］ ，
苦参及其炮制品的药效学研究较少， 因此本实验从古代书

籍、 历版 《中国药典》、 全国及各省中药炮制规范、 《中药

炮制学》 教材中查找苦参的历代炮制品， 对苦参炮制作用

进行研究， 为苦参不同炮制品的临床合理使用提供实验

依据。
溃疡性结肠炎 （ＵＣ） 是一种病因尚不十分清楚的慢性

非特异性肠道炎症疾病， 中医学中属于 “泄泻” “痢疾”
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