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苦柯胺B调控NLRP3/Caspase-1/GSDMD焦亡
通路减轻脂多糖诱导的巨噬细胞炎症

宁 璞，柯 蕊，和 平，杨拴盈

（西安交通大学第二附属医院呼吸与危重症医学科，西安 710004）

摘要 目的：探讨苦柯胺B（KB）对脂多糖（LPS）诱导的人单核细胞白血病THP-1细胞核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3

（NLRP3）/半胱氨酸蛋白酶-1（Caspase-1）/消皮素D（GSDMD）焦亡通路的调控作用。方法：THP-1细胞经 100 ng/mL佛波酯

（PMA）诱导24 h成为巨噬细胞，采用CCK-8法检测KB对细胞活力的影响，确定合适的浓度用于后续实验；由LPS联合三磷酸

腺苷（ATP）诱导建立巨噬细胞炎症损伤模型（LPS组），采用不同浓度KB及NLRP3炎症小体抑制剂MCC950处理细胞，通过

实时荧光定量PCR（RT-qPCR）法检测各组NLRP3、Caspase-1、凋亡相关斑点样蛋白（ASC）、白细胞介素（IL）-1β 、GSDMD及高

迁移率族蛋白B1（HMGB-1）mRNA表达，采用western blotting法检测炎症小体组分及焦亡相关蛋白的表达，酶联免疫吸附试

验（ELISA）测定细胞上清液 IL-1β的含量，检测细胞上清液乳酸脱氢酶（LDH）释放量，Annexin-V-PE/7-AAD染色检测细胞凋

亡。结果：KB浓度为12.5～400 μmol/L范围内对THP-1细胞活力无明显影响。与对照组（未处理细胞）比较，LPS组NLRP3、

Caspase-1、IL-1β、GSDMD、HMGB-1 mRNA表达上调，经MCC950或KB处理后，上述mRNA表达水平较LPS组下降（均P＜

0.05）。与对照组比较，LPS组NLRP3、Caspase-1、Cleaved Caspase-1、GSDMD、GSDMD-NT、HMGB1蛋白表达量均较对照组升

高，经MCC950或KB处理后上述蛋白表达下调，细胞培养上清液中 IL-1β分泌量和LDH释放量降低（均P＜0.05），细胞凋亡减

少。结论：KB可通过抑制NLRP3/Caspase-1/GSDMD通路介导的焦亡来改善LPS诱导的THP-1细胞炎症。
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Kukoamine B regulates pyroptosis mediated by NLRP3/Caspase-1/GSDMD pathway to alle⁃
viate lipopolysaccharide-induced macrophage inflammation
NING Pu, KE Rui, HE Ping, YANG Shuanying. (Department of Respiratory and Critical Care Medicine, the Sec-

ond Affiliated Hospital of Xi’an Jiaotong University, Xi’an 710004, China)

Abstract Objective: To investigate the regulatory effect of kukoamine B (KB) on the nucleotide-binding oligo-

merization domain-like receptor protein 3 (NLRP3)/Caspase-1/gasdermin D (GSDMD) pyroptosis pathway in hu-

man monocytic leukemia THP-1 cells induced by lipopolysaccharide (LPS). Methods: THP-1 cells were induced

into macrophage by 100 ng/mL phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) for 24 h. The cell counting kit-8 (CCK-8)

assay was used to assess the effect of KB on cell viability, and the appropriate concentrations were determined for

subsequent experiments. The inflammation injury model of macrophage (LPS group) was established by LPS

combined with adenosine triphosphate (ATP). The cells were treated with different concentrations of KB and NL-

RP3 inflammasome inhibitor MCC950. Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)

was employed to detect the mRNA expression of NLRP3, Caspase-1, apoptosis-related spot-like protein (ASC),

interleukin (IL)-1β, GSDMD and high mobility group protein B-1 (HMGB-1) in each group. Western blotting

was used to detect the expression of the inflammasome components and pyroptosis-associated proteins. The IL-

1β level in supernatant was determined via enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), the release of lactate

dehydrogenase (LDH) in the cell supernatant was assessed, and the Annexin-V-PE/7-aminoactinomycin (7-AAD)
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staining was utilized to detect apoptosis. Results: The concentrations of KB ranging from 12.5 μmol/L to 400

μmol/L had no significant effect on the viability of THP-1 cells. In comparison to the control group (untreated

cells), the expression of NLRP3, Caspase-1, IL-1β, GSDMD and HMGB-1 mRNA was up-regulated in the LPS

group. After MCC950 or KB treatment, the above changes were significantly reversed (P＜0.05). The protein ex-

pression of NLRP3, Caspase-1, Cleaved caspase-1, GSDMD, GSDMD-NT, and HMGB1 in the LPS group were

higher than those in the control group, and the above protein expression was down-regulated after MCC950 or

KB treatment. The secretion of IL-1β and LDH release in cell culture supernatant were decreased (both P＜0.05),

and the apoptosis was reduced. Conclusion: KB can alleviate LPS-induced inflammation in THP-1 cells by inhib-

iting pyroptosis mediated by the NLRP3/Caspase-1/GSDMD pathway.

Keywords kukoamine B; inflammasome; NLRP3/Caspase-1/GSDMD pathway; pyroptosis; macrophage

脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）是革兰阴性菌

细胞壁外膜的重要成分，其作为重要的外源性抗原

因子，对机体炎症反应的发生起触发作用，严重时

可导致脓毒症。炎症小体为一种多聚体复合物，是

机体天然免疫系统中的重要传感器，与多种感染性

疾病、自身免疫性疾病、肿瘤及代谢性疾病等密切

相关[1-2]，在脓毒症中也扮演十分重要的角色[3]。核

苷酸结合寡聚化结构域受体-3（nucleotide-binding

oligomerization domain- like receptor protein 3, NL-

RP3）为炎症小体，由NOD样受体家族 3（NOD-like

receptors, NLRP3）、适应分子凋亡相关斑点样蛋白

（apoptosis-associated speck-like protein containing a

CARD, ASC）和半胱氨酸蛋白酶-1（Caspase-1）前体

（pro-Caspase-1）组成，可感受多种感染和损伤性刺

激如三磷酸腺苷（adenosine triphosphate, ATP）、尼日

利亚菌素、低钾等，触发由Capsase-1介导的经典焦

亡途径 [4]。促炎症蛋白酶Caspase-1活化后可切割

白细胞介素（interleukin, IL）-1β和 IL-18前体，产生

成熟的细胞因子 IL-1β和 IL-18[5]，同时可将完整的

消皮素D（gasdermin D, GSDMD）剪切为GSDMD-N

端（GSDMD- NT）和 C 端（GSDMD- CT）[6]。GSD-

MD-NT可结合细胞膜脂质，形成孔样结构，破坏细

胞膜引起焦亡。细胞焦亡是一种特殊的凋亡方式，

对炎症反应的调节、免疫平衡的维持及组织损伤的

程度发挥着关键作用[7-8]。适度的细胞焦亡可对抗

和抵御病原微生物感染，减轻脓毒症组织损伤，但

过度的焦亡则可能扩大炎症反应，加重脓毒症或造

成继发感染[9]。因此，基于NLRP3炎症小体及细胞

焦亡的抗炎药物开发及作用机制研究对于脓毒症

等重症感染性疾病的防治具有重要意义。

苦柯胺B（又名地骨皮乙素, kukoamine B, KB）

是从传统中药地骨皮中提取出的一种天然生物碱

成分，其化学结构见图1。研究显示，地骨皮具有抗

菌、解热、免疫调节、降血压、降血糖和降血脂等多

种药理作用[10]。KB与LPS和CpG DNA具有较高亲

和力[11]，可抑制促炎介质产生及炎症细胞浸润，从而

改善脓毒症小鼠肺脏损伤[12]及小肠炎症反应[13]。但

KB能否通过影响NLRP3炎症小体及细胞焦亡通路

发挥抗炎作用尚未有研究报道。本研究通过LPS

联合ATP刺激人单核细胞白血病THP-1细胞建立

急性炎症损伤模型，旨在探讨KB对NLRP3炎症小

体及细胞焦亡的影响，进一步探究其潜在的药理学

机制。

图1 KB的化学结构（分子式C28H42N4O6，分子量530.66）

1 材料与方法

1.1 细胞系

人单核细胞白血病细胞系THP-1购于北京协

和 细 胞 资 源 中 心（Cell Resource center，IBMS，

CAMS/PUMC）。

1.2 主要试剂与仪器

RPMI 1640培养基、胎牛血清、青霉素—链霉素

混合液购于美国Gibco公司；LPS购于美国Sigma公

司 ；KB、佛波酯（phorbol 12- myristate 13- acetate,

PMA）、NLRP3炎症小体抑制剂MCC950、NLRP3抗

体、HMGB-1 抗体均购于美国 MedChemExpress 公
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司；细胞计数（CCK-8）试剂盒购于日本DojinDO公

司；BCA蛋白浓度测定试剂盒购于美国Thermofish-

er 公司；Caspase- 1、ASC、GSDMD 抗体购于武汉

Proteintech 公司；Cleaved Caspase-1 抗体购于美国

Cell Signaling Technology公司；GSDMD-NT抗体购

于英国Abcam公司；GAPDH抗体购于北京SinoBio-

logical公司；二抗、人 IL-1β酶联免疫吸附试验（ELI-

SA）检测试剂盒、Annexin-V-PE/7-AAD细胞凋亡检

测试剂盒均购于北京索莱宝科技有限公司；乳酸脱

氢酶（lactate dehydrogenase, LDH）检测试剂盒购于

上海碧云天生物技术股份有限公司。细胞培养板

购于美国Coring公司；细胞培养箱、NanoDrop OneC

超微量紫外分光光度计、ABI step one plus荧光定量

PCR仪、Multiskan FC酶标仪购于美国Thermofisher

公司；蛋白电泳转移系统购于美国Bio-Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 THP-1 细胞采用含 10%胎牛血

清、1%青霉素—链霉素、0.05 mmol/L β-巯基乙醇的

RPMI 1640培养基，于 37 ℃、5% CO2培养箱中静置

培养，每 3 d传代 1次，取对数生长期细胞进行后续

实验。

1.2.2 CCK-8测定细胞活力 THP-1细胞以5×104/

孔密度接种于 96 孔板，加入终浓度为 100 ng/mL

PMA 诱导贴壁 24 h，随后分别加入 12.5 μmol/L、

25 μmol/L、50 μmol/L、100 μmol/L、200 μmol/L、

400 μmol/L的KB处理 24 h，每个浓度设 3个复孔，

同时设置无细胞及药物的空白对照孔。各孔更换

为含10 μL CCK-8的新鲜培养基继续培养3 h，采用

酶标仪测定 450 nm和 600 nm处的吸光度（OD）值，

计算细胞存活率。细胞存活率 =（OD 实 验 组 －

OD 空白组）/（OD 对照组－OD 空白组）×100%。

1.2.3 细胞分组及处理 THP-1细胞接种于细胞培

养板中，加入 100 ng/mL PMA 诱导 24 h 成为巨噬

细胞，分为对照组、LPS组、LPS+MCC950（1 μmol/

L）组、LPS+KB低剂量（12.5 μmol/L）组、LPS+KB中

剂量（50 μmol/L）组、LPS+KB高剂量（200 μmol/L）

组。对照组未处理，其余各组加入 1 μg/mL LPS处

理1 h，随后分别加入MCC950或KB干预12 h，再加入

5 mmol/L ATP继续刺激 1 h后收集细胞沉淀或上清

液。

1.2.4 实时荧光定量PCR（RT-qPCR）法检测相关基

因表达 收集细胞，提取总RNA，逆转录为 cDNA，

以 cDNA为模板配制 PCR反应体系。PCR反应条

件为：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火、延

伸 10 s，共 40个循环；熔解曲线程序为：95 ℃ 15 s，

60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。采用 2-ΔΔCT法计算目的基因

相对表达量。引物由北京擎科生物科技股份有限

公司提供，引物序列见表1。

表1 PCR引物序列

基因名称

NLRP3

Caspase-1

ASC

IL-1β

GSDMD

HMGB-1

GAPDH

序列（5’～3’）

上游：GATCTTCGCTGCGATCAACAG

下游：CGTGCATTATCTGAACCCCAC

上游：TCCTCAGGCTCAGAAGGGAATGTC

下游：ACGTGTGCGGCTTGACTTGTC

上游：TGGGCCTGCAGGAGATG

下游：ATTTGGTGGGATTGCCAG

上游：AGGCTGCTCTGGGATTC

下游：GCCACAACAACTGACGC

上游：AGCCCTACTGCCTGGTGGTTAG

下游：CCTGCGATCTTTGCCTGTCCTG

上游：ATATGGCAAAAGCGGACAAG

下游：AGGCCAGGATGTTCTCCTTT

上游：ACCACAGTCCATGCCATCAC

下游：TCCACCCCCTGTTGCTGTA

1.2.5 蛋白免疫印迹（western blotting）检测蛋白表

达 收集细胞，加入RIPA和蛋白酶抑制剂裂解细

胞，提取总蛋白，采用BCA法测定蛋白浓度。蛋白

样品煮沸变性后，取30 μg样本以7.5%～12.5%凝胶

浓度进行电泳，电泳条件为：浓缩胶 80 V 20～30

min，分离胶100 V 40～60 min；将蛋白转移至PVDF

膜，转膜条件为 245 mA 2 h，5%脱脂牛奶室温封闭

1 h，分别加入一抗NLRP3（1∶1 000）、Caspase-1（1∶
2 000）、Cleaved Caspase-1（1∶1 000）、GSDMD（1∶
1 000）、GSDMD-NT（1∶1 000）、HMGB-1（1∶1 000）、

ASC（1∶1 000）、GAPDH（1∶2 000）稀释液 4 ℃下摇

床孵育过夜；TBST 洗膜，加入二抗室温孵育 2 h，

ECL显色， Image J软件分析蛋白条带灰度值。

1.2.6 ELISA法检测细胞上清中 IL-1β水平 收集

细胞培养上清液，按照ELISA试剂盒说明书步骤进

行测定，每个样品设置 3个复孔，采用酶标仪测定

450 nm处各孔的OD值。制作标准曲线，计算各组

样本所对应的浓度。

1.2.7 LDH释放量检测 收集细胞培养上清液，按

宁 璞，等 .苦柯胺B调控NLRP3/Caspase-1/GSDMD焦亡通路减轻脂多糖诱导的巨噬
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照LDH检测试剂盒说明书步骤操作，采用酶标仪测

定490 nm处各孔的OD值，计算LDH释放率。LDH

释放率 =（OD 实 验 孔－OD 空 白 对 照 孔）/（OD 最 大 释 放 孔－

OD 空白对照孔）×100%。

1.2.8 Annexin V-PE/7AAD检测细胞凋亡 收集细

胞（接种密度 8×105个/mL，2 mL/孔），按照Annexin

V-PE/7-AAD凋亡检测试剂盒说明书操作，采用流

式细胞仪检测细胞。

1.3 统计学方法

各实验均独立重复3次，采用GraphPad Prism 9

软件对数据进行统计分析，计量资料以均数±标准

差（x̄ ± s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，组

间比较采用Dunnett's t检验。以 P＜0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 THP-1巨噬细胞诱导及炎症模型建立

如图2所示，原始状态的THP-1细胞呈圆形，形

态饱满、大小均一、折光性好，为悬浮生长的单个细

胞（图2A）；PMA刺激24 h后细胞变为贴壁生长，变

为不规则形，体积较前增大，胞浆疏松，胞膜周围可

见少量突起（图 2B）；加入LPS刺激 12 h后，细胞开

始聚团，胞膜突起更加明显，呈现梭形，部分细胞质

内出现空泡状改变（图 2C，箭头所指）；加入ATP刺

激 1 h后，细胞贴壁性变差，细胞核固缩，部分细胞

漂浮（图2D）。

图2 THP-1细胞及LPS/ATP刺激后的细胞形态变化（×400）

2.2 KB对THP-1巨噬细胞活力的影响

如图 3所示，KB浓度为 12.5～400 μmol/L时对

细胞存活率无明显影响（P＞0.05），后续选择 12.5

μmol/L、50 μmol/L、200 μmol/L分别作为KB低、中、

高剂量实验浓度。

图3 KB对THP-1细胞存活率的影响

2.3 KB对LPS联合ATP刺激THP-1细胞炎症小体

及焦亡相关mRNA表达的影响

与对照组比较，LPS组细胞NLRP3、Caspase-1、

IL- 1β、GSDMD、HMGB- 1 mRNA 表达上调（P＜

0.05）；与 LPS 组比较，LPS+MCC950 组和 LPS+KB

低、中、高剂量组 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、GSD-

MD、HMGB- 1 mRNA 表达下调（P＜0.05），各组

ASC mRNA 表达差异无统计学意义（P＞0.05），见

表2。

2.4 KB对LPS联合ATP刺激THP-1细胞炎症小体

及焦亡相关蛋白表达的影响

如图 4、表 3 所示，与对照组比较，LPS 组细胞

NLRP3、Caspase-1、Cleaved Caspase-1、GSDMD、GS-

DMD-NT、HMGB1表达上调（P＜0.05）；与LPS组比

较，LPS+MCC950 组和 LPS+KB 低、中、高剂量组

NLRP3、Caspase- 1、Cleaved Caspase- 1、GSDMD、

GSDMD-NT、HMGB1 表达下调（P＜0.05）；LPS 组

与对照组ASC蛋白表达差异无统计学意义（P＞0.05）。
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2.5 KB对LPS联合ATP刺激THP-1细胞培养上清

液中 IL-1β含量的影响

如图5所示，与对照组比较，LPS+MCC950组细

胞培养上清液中 IL-1β分泌量增加（P＜0.000 1）；与

LPS组比较，LPS+MCC950组、LPS+KB中、高剂量

组 IL-1β分泌量降低（P＜0.000 1）。

2.6 KB对LPS联合ATP刺激THP-1细胞LDH

释放及细胞凋亡的影响

如图6所示，与对照组比较，LPS组细胞中LDH

释放显著增加（P＜0.000 1）；与 LPS 组比较，LPS+

MCC950组、LPS+KB中、高剂量组 LDH释放减少

（P＜0.05）。如图 7所示，对照组细胞状态良好，极

少凋亡现象；而 LPS 组 Annexin V+/7-AAD-及 An-

nexin V+/7-AAD+细胞百分比升高（P＜0.05），提示

细胞凋亡增加，MCC950及不同剂量KB处理后均

不同程度地抑制了细胞凋亡（P＜0.05）。

图4 Western blotting检测各组细胞炎症小体组分及焦亡相关蛋白的表达

组别

对照组

LPS组

LPS+MCC950组

LPS+KB低剂量组

LPS+KB中剂量组

LPS+KB高剂量组

F

P

NLRP3

1.00±0.02

1.37±0.04a

1.13±0.15b

0.73±0.06b

0.17±0.01b

0.14±0.01b

164.731

＜0.001

Caspase-1

1.00±0.06

2.17±0.06a

1.72±0.15b

1.56±0.08b

1.27±0.03b

1.03±0.06b

90.976

＜0.001

Cleaved Caspase-1

1.00±0.08

4.73±0.52a

1.89±0.07b

1.51±0.05b

0.58±0.03b

0.49±0.04b

158.747

＜0.001

ASC

1.00±0.04

1.06±0.02

1.11±0.07

0.96±0.04

0.65±0.24b

0.80±0.03b

7.963

0.002

GSDMD

1.00±0.07

1.60±0.12a

0.93±0.08b

1.01±0.16b

1.02±0.05b

0.98±0.03b

20.664

＜0.001

GSDMD-NT

1.00±0.03

36.86±0.89a

35.01±0.82b

27.59±0.21b

15.16±1.89b

12.38±1.77b

557.314

＜0.001

HMGB-1

1.00±0.05

1.50±0.07a

1.26±0.07b

1.26±0.04b

1.19±0.07b

0.87±0.07b

37.043

＜0.001

表3 各组细胞NLRP3炎症小体组分及焦亡相关蛋白相对表达量比较

x̄ ± s，n=3

与对照组比较，aP＜0.05；与LPS组比较，bP＜0.05。

表2 各组细胞NLRP3炎症小体组分及焦亡相关mRNA相对表达量比较

x̄ ± s，n=3

组别

对照组

LPS组

LPS+MCC950组

LPS+KB低剂量组

LPS+KB中剂量组

LPS+KB高剂量组

F

P

NLRP3

1.00±±0.03

4.15±0.30a

3.05±0.21b

2.08±0.17b

1.91±0.11b

1.84±0.11b

117.647

＜0.001

Caspase-1

1.01±0.13

1.78±0.05a

0.70±0.14b

0.61±0.10b

0.52±0.09b

0.48±0.03b

75.724

＜0.001

ASC

1.01±0.12

1.01±0.17

1.01±0.06

0.91±0.05

0.81±0.05

0.79±0.03

3.615

0.052

IL-1β

1.00±0.03

9.78±0.40a

4.70±0.59b

8.53±0.94b

6.56±0.15b

6.05±2.93b

119.474

＜0.001

GSDMD

1.00±0.02

2.27±0.03a

1.38±0.15b

0.96±0.01b

0.75±0.03b

0.53±0.04b

260.990

＜0.001

HMGB-1

1.00±0.02

5.90±0.20a

3.05±0.27b

1.42±0.08b

0.30±0.05b

0.03±0.01b

718.906

＜0.001

与对照组比较，aP＜0.05；与LPS组比较，bP＜0.05。
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与对照组比较，####P＜0.000 1；与 LPS 组比较，****P＜

0.000 1。

图5 KB对LPS联合ATP刺激THP-1细胞上清液中

IL-1β含量的影响

与对照组比较，####P＜0.000 1；与 LPS 组比较，*P＜0.05，
**P＜0.01，****P＜0.000 1。

图6 KB对LPS联合ATP刺激THP-1细胞LDH释放率的影响

图7 KB对LPS联合ATP刺激THP-1细胞凋亡的影响

3 讨 论

炎症小体是由细胞质内模式识别受体（pattern

recognition receptors, PRRs）参与组装的蛋白复合

体，主要存在于攻击病原体的先天免疫细胞中，它可

感知外源性病原体或内源性危险信号，并通过两种

不同的信号通路—依赖Caspase-1的经典途径及依

赖 Caspase-4/5/11 的非经典途径诱导细胞焦亡 [14]。

发现能够抑制炎症小体和调控细胞焦亡的药物对于

感染性疾病尤其脓毒症等重症感染的防治具有重要

意义。

KB是基于亲和生物传感器的筛选和定向分离

技术从中药地骨皮中获得的一种生物碱，可调控过

度激活的炎症反应，对重度和极重度脓毒症模型动

物具有保护作用[15]。本研究CCK-8细胞活性检测结

果显示，不同浓度KB对细胞活力未产生明显影响，

提示KB无明确细胞毒性。目前已有两项多中心、

随机、双盲、安慰剂对照的前期临床试验探讨了KB
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在脓毒症患者中的安全性、耐受性及药代动力学特

点，结果显示KB安全性及耐受性均良好，显示了其

潜在的应用前景[16-17]。

本研究探讨了KB是否可通过影响NLRP3炎症

小体及焦亡来缓解LPS诱导的巨噬细胞炎症，结果

显示LPS联合ATP刺激后，巨噬细胞中炎症小体重

要组分 NLRP3、Caspase-1 及 IL-1β表达显著增加，

在蛋白水平，酶原形式的 Caspase-1 及切割后的

Cleaved Caspase-1表达也增加，细胞上清液中活性

形式的 IL-1β分泌量增多，这与以往研究 [18]结果一

致。KB处理后上述炎症小体组分表达下降，说明

KB可能抑制NLRP3炎症小体的激活。但各组细胞

间ASC在mRNA及蛋白表达水平均无显著差异，可

能是由于炎症小体的激活主要取决于ASC斑点是

否形成及其寡聚化程度，而并非ASC本身表达量的

变化，这一推测有待通过免疫荧光来分析NLRP3炎

症小体的组装情况来阐明[19]。以往有关KB药理学

机制的研究很少，有研究发现，对脓毒症小鼠腹腔

注射KB后，肺泡壁充血、水肿、增厚及肺组织炎性

细胞浸润、渗出等病理损伤程度有所减轻，髓过氧

化物酶（myeloperoxidase, MPO）活性下降，血浆、肺

泡灌洗液及肺组织匀浆中的肿瘤坏死因子-α（tu-

mor necrosis factor-α, TNF-α）、IL-1β浓度均显著降

低，且核转录因子 κB（nuclear factor kappa-B, NF-

κB）活性及诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric ox-

ide synthase, iNOS）蛋白表达明显下调，肺内血管内

皮细胞表面细胞间黏附分子-1（intercellular cell ad-

hesion molecule-1, ICAM-1）表达减少[12]。另外，KB

可通过结合LPS来改善脓毒症小鼠肝组织损伤，降

低肝组织中NF-κB的活性及TNF-α、IL-1β水平[20]。

以上研究结果说明KB对于感染性疾病具有一定的

抗炎作用，且可能通过影响NF-κB通路及其下游的

NLPR3炎症小体表达，从而产生抗炎作用。

Caspase-1激活的另一重要作用是引起细胞焦

亡，GSDMD被证实是焦亡最终的效应蛋白[21]，其全

长蛋白在被剪切前是无活性的，被Caspase-1剪切后

可产生大小约 31 ku有活性的N端片段，后者可与

细胞膜上的磷脂酰肌醇、磷脂酰丝氨酸等结合，使

细胞膜形成大小为10~14 nm的孔，导致细胞内容物

流出，诱导产生焦亡[14, 22]。本研究结果显示，LPS联

合 ATP 刺激后细胞焦亡相关蛋白 GSDMD、GSD-

MD-NT、HMGB-1表达上调，而KB能够显著抑制上

述焦亡相关蛋白的表达，同时LDH等胞质内容物释

放减少，Annexin V-PE及 7AAD染色双阳性的细胞

减少。既往有研究显示，KB干预后脓毒症小鼠肺

组织中 HMGB- 1 蛋白表达水平显著降低 [23]，而

HMGB1可介导LPS通过晚期糖基化终产物特异性

受体（advanced glycosylation end product specific re-

ceptor, AGER）递送到胞质激活 Caspase-11 依赖性

炎症小体，导致 IL-1β和 IL-18的成熟、细胞焦亡和

损伤相关分子模式的释放。因此，KB有可能通过

影响细胞焦亡而发挥抗炎作用。

MCC950是目前已知针对NLRP3炎症小体的

特异性抑制剂，主要通过与NLRP3 NACHT结构域

中的Walker B基序结合，阻断ATP水解而抑制炎症

小体的形成 [24]。MCC950 还可抑制 NLRP3/ASC/

Caspase-1/GSDMD-N轴激活减少焦亡，从而抑制小

鼠主动脉粥样硬化的形成[25]。本研究以MCC950为

参照，发现KB有类似作用，可抑制NLRP3炎症小体

的激活及焦亡蛋白的过表达，阻碍细胞焦亡的发

生。

综上所述，KB能够通过影响NLRP3/Caspase-1

炎症小体及后续的GSDMD细胞焦亡而抑制LPS诱

导的巨噬细胞炎症，但需进一步通过动物实验来证

实相关机制，为脓毒症等重症感染性疾病的药理学

研究及临床应用提供更多参考依据。
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