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汉黄芩素抑制 NLRP3 炎症小体活化改善脂多糖诱导小鼠急性肺损伤作用  
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摘  要：目的  基于核酸结合寡聚结构域（NOD）样受体热蛋白结构域 3（NLRP3）炎症小体的激活，探究汉黄芩素对脂多

糖（LPS）诱导的小鼠急性肺损伤的治疗作用。方法  C57BL/6J小鼠随机分为对照组、模型组和汉黄芩素低、高剂量（40、

80 mg·kg−1）组，汉黄芩素 ip给药 3 d，对照组和模型组 ip等量 0.9%氯化钠溶液。第 3次给药 1 h后给予模型组和汉黄芩素

低、高剂量组小鼠 ip 25 mg‧kg−1的 LPS，对照组 ip等量 0.9%氯化钠溶液。统计小鼠死亡情况，绘制生存曲线；LPS刺激

12 h后监测小鼠呼吸频率；苏木精-伊红（HE）染色检测肺组织病理变化；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测肺组织炎症

相关白细胞介素-1β（Il1b）、肿瘤坏死因子 α（Tnfα）mRNA水平；Western blotting检测小鼠肺组织 NLRP3、凋亡相关的斑

点样蛋白（ASC）、天冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋白水解酶-1（cleaved Caspase-1）、Gasdermin D-NT（GSDMD-NT）的蛋白

表达。采用 200 ng·mL−1 LPS分别联合 4 mmol·L−1三磷酸腺苷（ATP）、500 mg·mL−1明矾（Alum）或 1 μmol·L−1短杆菌肽

（Gra）刺激 PMs细胞构建经典的 NLRP3炎症小体活化模型，Western blotting检测汉黄芩素（5、10、20 μmol·L−1）对 NLRP3

炎症小体相关蛋白 NLRP3、cleaved Caspase-1、IL-1β和细胞焦亡相关蛋白 GSDMD-NT表达的影响。结果  在小鼠急性肺损

伤模型中，与模型组比较，汉黄芩素 80 mg·kg−1组小鼠的死亡率显著降低（P＜0.05）；汉黄芩素显著改善小鼠呼吸频率降低

（P＜0.05），显著改善小鼠肺组织损伤（P＜0.001），显著降低肺组织 Il1b和 Tnfα mRNA表达水平（P＜0.001），显著降低肺

组织 NLRP3、GSDMD-NT蛋白的表达量（P＜0.01、0.001）。在细胞模型中，与模型组比较，汉黄芩素显著降低 IL-1β、cleaved 

Caspase-1、GSDMD-NT蛋白的表达水平（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  汉黄芩素通过抑制 NLRP3炎症小体活化改善 LPS

诱导的小鼠急性肺损伤。 
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Abstract: Objective  To explore the therapeutic effects of wogonin on lipopolysaccharide (LPS) - induced acute lung injury in mice 

based on the activation of the nucleotide oligomerization domain (NOD) like receptor family pyrin domain-containing 3 (NLRP3) 

inflammasome. Methods  C57BL/6J mice were randomly divided into the control group, model group, and low-dose (40 mg·kg−1) 

and high-dose (80 mg·kg−1) wogonin groups. Wogonin was ip administered for 3 d, while the control and model groups were ip injected 

with the same volume of 0.9% sodium chloride solution. One hour after the third administration, the model group and the low-dose 

and high-dose wogonin groups were ip injected with 25 mg·kg−1 LPS, and the control group was ip injected with the same volume of 
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0.9% sodium chloride solution. The mortality of mice was recorded, and the survival curve was plotted. The respiratory rate of mice 

was monitored 12 hours after LPS stimulation. Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to detect the pathological changes of lung 

tissue. Real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the mRNA levels of inflammation-related 

interleukin-1β (Il1b) and tumor necrosis factor α (Tnfα) in lung tissue. Western blotting was used to detect the protein expression 

of NLRP3, apoptosis-associated speck-like protein (ASC), cleaved caspase-1, and gasdermin D-NT (GSDMD-NT) in mouse lung 

tissue. PMs cells were stimulated with 200 ng·mL−1 LPS in combination with 4 mmol·L−1 ATP, 500 mg·mL−1 Alum, or 1 μmol·L−1 

nigericin to establish a classic NLRP3 inflammasome activation model. Western blotting was used to detect the effects of wogonin (5, 

10, and 20 μmol·L−1) on the expression of NLRP3 inflammasome-related proteins NLRP3, cleaved caspase-1, IL-1β, and pyroptosis-

related protein GSDMD-NT. Results  In the acute lung injury model of mice, compared with the model group, the mortality rate of 

the 80 mg·kg−1 wogonin group was significantly reduced (P < 0.05); wogonin significantly improved the decreased respiratory rate of 

mice (P < 0.05), significantly improved lung tissue injury (P < 0.001), significantly reduced the mRNA expression levels of Il1b and 

Tnfα in lung tissue (P < 0.001), and significantly reduced the protein expression levels of NLRP3 and GSDMD-NT in lung tissue (P < 

0.01, 0.001). In the cell model, compared with the model group, wogonin significantly reduced the expression levels of IL-1β, cleaved 

caspase-1, and GSDMD-NT proteins (P < 0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  Wogonin ameliorates LPS induced acute lung injury in 

mice through the inhibition of NLRP3 inflammasome activation. 

Key words: wogonin; NLRP3 inflammasome; acute lung injury; inflammation; cell pyroptosis 

 

急性肺损伤是脓毒症患者常见的并发症之一，

其特征是肺部炎症细胞大量浸润、伴随肺泡上皮细

胞和内皮细胞损伤，是一种高病死率的临床肺部疾

病[1-2]。核酸结合寡聚结构域（（NOD）样受体热蛋白

结构域 3（NLRP3）炎症小体的激活在急性肺损伤

的发生与进展中发挥重要的作用[3]。首先，肺组织

在肺部感染、肺挫伤等直接肺损伤因素或严重感

染、非胸部创伤等间接肺损伤因素的作用下，诱导

肺泡巨噬细胞 NLRP3 炎症小体活化，产生白细胞

介素-1β（（IL-1β）和白细胞介素-18（（IL-18），并伴随

产生细胞焦亡，同时募集中性粒细胞、T 细胞到感

染部位，导致促炎因子的大量成熟及过度分泌[4]，

不可控的炎症反应破坏肺泡-毛细血管膜屏障，导

致急性肺损伤的发生。中医认为，在脓毒症引发急

性肺损伤过程中，多伴有邪热内蕴、火毒炽盛的特

点[5]。（ 太平圣惠方》中记载在治疗脓毒症以及由此

引发的急性肺损伤时，使用频次最多的 5味中药为

大黄、黄芩、甘草、栀子、麦冬[6]。在黄连解毒汤治

疗脓毒症及其并发症过程中，黄芩作为臣药发挥清

泻上焦心肺之火的效用[7]。 

汉黄芩素是黄芩中的主要黄酮类化合物之

一，具有抗氧化、抗菌、抗炎、抗病毒等多种保

护作用[8-9]。研究表明，汉黄芩素可通过抑制 NLRP3

炎症小体活化改善多种炎症相关疾病。如汉黄芩素

通过腺苷酸活化蛋白激酶（（AMPK）/沉寂信息调节

因子（（SIRT1）信号通路抑制 NLRP3炎症小体，从

而改善缺血性脑损伤引起的炎症[10]；通过抑制磷脂

酰肌醇-3-激酶（（PI3K）/蛋白激酶 B（（AKT）信号通

路调控NLRP3炎症小体的活化抑制心肌细胞凋亡、

心肌纤维化和炎症反应改善冠心病老年大鼠心肌

损伤[11]。然而，基于 NLRP3 炎症小体活化探究汉

黄芩素对急性肺损伤小鼠的治疗作用还未有研究。 

本研究构建急性肺损伤小鼠模型和经典的小

鼠腹腔巨噬（PMs）细胞 NLRP3 炎症小体活化模

型，揭示汉黄芩素通过抑制 NLRP3 炎症小体的过

度激活改善小鼠急性肺损伤的作用与机制，为脓毒

症引发的急性肺损伤的药物研发与精准用药提供

参考。 

1  材料 

1.1  药品与主要试剂 

汉黄芩素（质量分数≥98%，货号 PS0692-

0010）购于成都普思生物股份科技有限公司；二甲

基亚砜（DMSO，货号 D4540）购于 Sigma公司；

转染试剂聚乙烯亚胺（PEI，货号 BMS1003-A）、

Trizol Reagent（货号 15596018）购于 Invitrogen公

司；Evo M-MLV RT Kit（货号 AG11711）、SYBR® 

Green Premix Pro Taq HS qPCR Kit（货号 AG11701）

购于湖南艾科瑞生物工程有限公司；DMEM高糖培

养基（（货号 C11995500CP）、青霉素-链霉素（（10 000 

U·mL−1，货号 15140-122）、胎牛血清（（FBS，货号

2358184P）购于 Gibco公司；CCK-8细胞增殖-毒性

检测试剂盒（货号 CK04）购于东仁化学科技（上

海）有限公司；抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶（（GAPDH）

抗体（（货号 10494-1-AP）购于武汉三鹰生物技术有
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限公司；羊抗兔 IgG-HRP（货号 M21002）购于艾

比玛特医药科技（（上海）有限公司；羊抗鼠 IgG-HRP

（货号 GB23301）购于武汉赛维尔生物科技有限公

司；异氟烷（（货号 R50-22-10）购于深圳市瑞沃德生

命科技股份有限公司；Anti-NLRP3（（货号 AG-20B-

0014-C100）、Anti-IL-1β（（货号 12242S）、Anti-凋亡

相关的斑点样蛋白（（ASC，货号 AG-25B-006-C100）

抗体购于北京拜尔迪生物技术有限公司；Anti-

Gasdermin D（（GSDMD，货号 ab209845）抗体购于

Abcam公司；Anti-天冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋白

水解酶-1（（Caspase-1，p10，货号 ab179515-100 μL）

抗体购于 Abcam 公司；羊抗兔 IgG-HRP（货号

M21002）购于艾比玛特医药科技（（上海）有限公司；

超敏 ELC 发光液（货号 WBKLS0500）购于美国

Millipore公司；脂多糖（（LPS，货号 L2880）购于美

国 Sigma-Aldrich公司。 

1.2  实验动物 

SPF级 C57BL/6J小鼠，6～8周龄，体质量 20～

22 g，购自斯贝福（（北京）生物技术有限公司，实验

动物生产许可证号 SCXK（（京）2019-0010，小鼠饲

养于温度 18～22 ℃、相对湿度 50%～60%，自由

进食饮水，动物于 12 h昼夜交替环境下适应性喂养

1 周。本实验经北京中医药大学伦理委员会审查通

过，伦理号为 BUCM-2024092403-3231。 

1.3  主要仪器 

CFX96 荧光定量 PCR 仪、T100 型 PCR 仪购

于美国 BIO-RAD公司；NanoDrop ONEC型分光光

度计、SorvallTM LegendTM Micro 21R微量离心机购

于美国 Thermo 公司；Spectra Max i3x多功能酶标

仪购于美谷分子仪器（（上海）有限公司；Mill-Q超

纯水仪购于美国 Millipore公司；ZHCH-C1115B超

净工作台购于上海智城分析仪器制造有限公司；

DK-8D 型电热恒温水槽购于上海一恒科技有限公

司；SK-L 180-Pro数控线性摇床购于大龙兴创实验

仪器（北京）股份公司；EPS-300 数显式稳压稳流

电泳仪购于天能公司；SCl-VS型可调式混匀仪购于

美国 SCILOGEX公司；Power Pac型基础电泳仪购

于美国 Bio-rad公司；1300 Series A2型生物安全柜、

Heracell 15i型 CO2培养箱购于美国 Thermo公司；

CKX53型倒置显微镜购于日本 Olympus公司。 

2  方法 

2.1  LPS 诱导小鼠模型制备及给药 

将小鼠随机分为对照组、模型组和汉黄芩素

低、高剂量（（40、80 mg·kg−1）组，每组 5只。汉黄

芩素 ip给药 3 d（（每只 100 μL），对照组和模型组 ip

等量 0.9%氯化钠溶液。第 3次给药 1 h后予以模型

组和汉黄芩素低、高剂量组小鼠 ip 25 mg‧kg−1的

LPS[12]，对照组 ip 0.9%氯化钠溶液。造模前及造

模后定时观察记录小鼠的饮食、毛色、精神状态、

呼吸、体质量变化及死亡情况。在符合伦理道德

情况下，当小鼠体质量较感染前下降超过 20%即

视为死亡[13]，统计小鼠死亡情况，绘制生存曲线。 

2.2  小鼠呼吸频率监测 

另取 15 只小鼠随机分为对照组、模型组和汉

黄芩素 80 mg·kg−1组，每组 5只。造模及给药方法

同“2.1”项，每组取 3只小鼠，在 LPS刺激 0、12 h

时，当小鼠处于相对安静的状态，每只小鼠同时由

3 位观察人员通过肉眼观察并记录其 1 min 内的呼

吸次数，每只小鼠的呼吸频率取 3位观察人员计数

的平均值[14]。 

2.3  肺组织病理学观察及评分 

呼吸频率监测实验结束后，每组取 5只小鼠处

死，取左肺组织于 4%多聚甲醛中固定，脱水、透

明、石蜡包埋，制备组织切片，切片厚度 3～5 μm，

进行苏木精-伊红（（HE）染色、封片后，于显微镜下

观察肺组织病理学变化。采用 Smith评分方法[15]对

肺水肿、肺泡以及间质炎症、肺泡及间质出血、肺

不张和透明膜形成分别进行 0～4 分半定量分析：

无损伤，0分；病变范围＜25%，1分；25%≤病变

范围＜50%，2分；50%≤病变范围＜75%，3分；

75%≤病变范围≤100%，4分。总肺损伤评分为上

述各项之和，每只动物观察 10个高倍镜视野，取其

平均值。 

2.4  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测汉黄

芩素对小鼠肺组织中炎症因子 Il1b、肿瘤坏死因子

α（Tnfα）mRNA 表达的影响 

取适量的肺组织于试管中，加入 Trizol Reagent

用组织匀浆仪打碎组织，提取 RNA并合成 cDNA，

进行 qRT-PCR分析，检测相关基因的表达。相关引

物序列见表 1。 

2.5  Western blotting 法检测小鼠肺组织中

NLRP3、GSDMD-NT 蛋白的表达水平 

取适量的肺组织于试管中，匀浆，加 IP裂解液

冰上充分裂解 30 min，4 ℃离心取上清，BCA法测

定蛋白浓度，加入 5×Loading Buffer 100 ℃金属浴

10 min使蛋白变性。制备十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

基因 序列（5′→3′） 

Actb F-GTGACGTTGACATCCGTAAAGA R-GCCGGACTCATCGTACTCC 

Tnfα F- CCTGTAGCCCACGTCGTAG R- GGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

Il1b F-CTGTGACTCATGGGATGATGATG R-CGGAGCCTGTAGTGCAGTTG 

胺凝胶（（SDS-PAGE），上样后进行 SDS-PAGE电泳，

湿法转膜后 5% BSA封闭 1 h，于 4 ℃过夜孵育一

抗 Anti-NLRP3（（1∶1 000）、Anti-ASC（（1∶1 000）、

Anti-GSDMD（1∶1 000），然后室温孵育羊抗兔二

抗（（1∶5 000）1 h，加入 ECL化学发光试剂，于凝

胶成像仪中曝光显影。 

2.6  PMs 细胞制备 

按照胎牛血清 0.1 g、0.5 mol·L−1 EDTA 0.1 mL、

磷酸盐缓冲液（（PBS）100 mL体系提前配制腹腔灌

洗液备用。小鼠 ip 2 mL 3%硫乙醇酸盐培养基，ip

后 24 h对小鼠进行禁食不禁水处理，ip后 48 h将

小鼠处死，四肢固定于超净工作台解剖板上，腹部

涂抹酒精消毒。随后在小鼠生殖器上方剪开小口，

充分打开腹腔并固定于两侧，注意避免戳破腹腔

膜。在腹腔膜上开一小口，用镊子提起膜缘，右手

持移液枪吸取 800 μL 洗液（注意避免脂肪堵塞枪

头），将枪头插入开口中，注入灌洗液并轻轻吹打后

吸出灌洗液（枪头尖尽量贴腹膜壁以减少脂肪吸

入）。反复操作，直至注入 10 mL 腹腔灌洗液，将

吸出的灌洗液置于冰上保存。随后将吸出的灌洗液

在 4 ℃、300×g离心 10 min，倒掉上清后用 2 mL 

PBS重悬，再加入 5 mL PBS，以 500×g在 4 ℃离

心 5 min。最后倒掉上清，用 2 mL DMEM完全培

养基重悬，进行细胞计数并铺板。整个过程严格遵

循无菌操作，确保实验结果的可靠性。 

2.7  汉黄芩素对腹腔巨噬细胞活力测定 

汉黄芩素 10 mg加入 351.8 μL DMSO 溶解为

100 mmol·L−1母液，分装后储存于−20 ℃备用；使

用时用 DMEM完全培养基稀释至使用浓度。 

PMs 细胞以每孔 1.5×105个的密度接种于 96

孔板，培养过夜使细胞完全贴壁；配制 0（对照）、

5、10、20、40、80、160、250 μmol·L−1浓度的汉黄

芩素加入细胞中，于 5% CO2、37 ℃细胞培养箱中

培养；24 h后，向每孔细胞加入 10 μL CCK-8试剂

孵育 30 min，无细胞孔为空白孔，使用酶标仪测定

450 nm处吸光度（A）值，计算细胞相对存活率。 

细胞相对存活率＝（A 给药－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

2.8  Western blotting 法检测 PMs 细胞中 NLRP3

炎症小体相关蛋白的表达水平 

以每孔 1.5×106个的密度接种 PMs细胞于 12

孔板中，37 ℃培养 2 h后，去除不贴壁细胞，设置

对照组、模型组、汉黄芩素组，汉黄芩素组加 5、

10、20 μmol·L−1汉黄芩素预处理，4 h后全换液，

除对照组外，加 LPS（（200 ng·mL−1）刺激细胞，汉

黄芩素组加药共同孵育，4 h 后全换液，除对照组

外，分别加三磷酸腺苷（ATP，4 mmol·L−1）、明矾

（Alum，500 mg·mL−1）、短杆菌肽（（Gra，1 μmol·L−1）

处理细胞 1 h[11]。收集细胞，加 IP裂解液冰上充分

裂解细胞 30 min，4 ℃离心取上清，BCA法测定

蛋白浓度，加入 5×Loading Buffer 100 ℃金属浴

10 min使蛋白变性。制备聚丙烯酰胺凝胶，上样后

进行 SDS-PAGE 电泳，湿法转膜后 5% BSA 封闭

1 h，于 4 ℃过夜孵育一抗 Anti-NLRP3（（1∶1 000）、

Anti-IL-1β（（1∶1 000）、Anti-Caspase-1（（p10）（（1∶

2 000）、Anti-GSDMD（1∶1 000），然后室温孵育

羊抗兔二抗（（1∶5 000）1 h，加入 ECL化学发光试

剂，于凝胶成像仪中曝光显影。 

2.9  数据处理 

数据均以 x s 表示，使用 GraphPad Prism 9.0

软件进行统计学分析，两组样本间通过双尾非配对

t 检验进行比较，多组样本使用单因素方差分析进

行组间比较。 

3  结果 

3.1  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠存活率的影响 

为了探究汉黄芩素在小鼠体内是否改善小鼠的

急性肺损伤，构建了 LPS诱导的小鼠急性肺损伤模

型。如图 1所示，模型组小鼠在感染后 41 h开始出

现死亡，到 48 h全部死亡。汉黄芩素 40、80 mg·kg−1

组小鼠在感染后 41 h开始死亡，与模型组相比，汉

黄芩素 80 mg·kg−1组小鼠的死亡率显著减少，两组

之间存在显著差异（P＜0.05），表明汉黄芩素能改

善 LPS诱导急性肺损伤小鼠的存活率。 
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3.2  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠呼吸频率的影响 

根据汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠存活率的影

响，后续体内实验选取 80 mg·kg−1剂量。小鼠的呼

吸频率变化如图 2所示，与对照组相比，模型组小

鼠呼吸频率显著降低（P＜0.01）；与模型组相比，

汉黄芩素组小鼠呼吸频率显著升高（P＜0.05）。汉

黄芩素治疗能显著改善小鼠的呼吸频率，改善小鼠

肺功能。 

 

与模型组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs model group. 

图 1  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠存活率的影响 ( x±

s，n＝5) 

Fig. 1  Effect of wogonin on survival rate of LPS induced 

mice ( x±s，n＝5) 

3.3  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠肺组织损伤的影响 

在 LPS刺激 12 h后，取出小鼠的肺组织，HE

染色结果如图 3所示，对照组小鼠肺组织肺泡壁结

构清晰，未见明显的炎症改变；模型组小鼠肺泡间 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05 vs model group. 

图 2  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠呼吸频率的影响 ( x±

s，n＝3) 

Fig. 2  Effect of wogonin on LPS induced respiratory rate 

in mice ( x±s，n＝3) 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs model group. 

图 3  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠肺组织损伤的影响 ( x±s，n＝5) 

Fig. 3  Effect of wogonin on LPS induced lung tissue injury in mice ( x±s，n＝5) 

隔增厚，肺泡腔变小，肺泡水肿充血，炎症细胞浸

润严重；与模型组比较，汉黄芩素组肺组织结构损

伤减轻，包括肺水肿、肺泡壁增厚减轻，炎症细胞

浸润减少。与对照组比较，模型组肺组织损伤评

分显著升高（P＜0.001）；与模型组比较，汉黄芩

素组肺组织损伤评分均显著降低（P＜0.001）。汉

黄芩素治疗后可显著减轻 LPS刺激引起的肺部炎

症损伤。 

3.4  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠肺组织中 Il1b、Tnfα 

mRNA 表达的影响 

LPS 刺激引起的急性肺损伤与肺组织中炎症

因子表达的升高有关[16]。如图 4所示，与对照组比

较，模型组小鼠肺组织中 Il1b和 Tnfα mRNA表达明

显升高（（P＜0.001）；与模型组比较，汉黄芩素组 Il1b

和 Tnfα mRNA表达明显降低（P＜0.001）。结果表明

汉黄芩素能显著减轻急性肺损伤小鼠的炎症反应。 
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs model group. 

图 4  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠肺组织中 Il1b、Tnfα 

mRNA 表达的影响 ( x±s，n＝5) 

Fig. 4  Effect of wogonin on expression of Il1b and Tnfα 

mRNA in LPS induced mouse lung tissue ( x±s，n＝5) 

3.5  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠肺组织 NLRP3 炎

症小体及细胞焦亡相关蛋白表达的影响 

为进一步阐明汉黄芩素对小鼠急性肺损伤的

作用，通过Western blotting检测急性肺损伤小鼠肺

中NLRP3炎症小体相关蛋白及NLRP3炎症小体激

活后引起的 GSDMD的剪切片段 GSDMD-NT蛋白

的表达水平。如图 5所示，与对照组比较，模型组

小鼠肺组织 NLRP3、GSDMD-NT蛋白的表达量显

著升高（P＜0.001）；与模型组比较，汉黄芩素组

NLRP3、GSDMD-NT蛋白的表达量显著降低（（P＜

0.01、0.001）。结果表明汉黄芩素能显著改善急性肺

损伤小鼠肺组织中因 NLRP3 炎症小体过度活化引

起的焦亡。 

 
与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 5  汉黄芩素对 LPS 诱导小鼠肺组织 NLRP3 炎症小体及细胞焦亡相关蛋白表达的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 5  Effects of baicalein on expression of NLRP3 inflammatorites and pyroptosis -related proteins in LPS-induced lung 

tissue of mice ( x±s，n＝3) 

3.6  汉黄芩素对 PMs 细胞活力的影响 

如图 6所示，汉黄芩素 250 μmol·L−1以下不影

响 PMs细胞的存活率。后续选取无细胞毒性的低、

中、高浓度（5、10、20 μmol·L−1）进行实验。 

 

图 6  汉黄芩素对 PMs 细胞存活率的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 6  Effect of wogonin on survival rate of PMs cells 

( x±s，n＝3) 

3.7  汉黄芩素对 PMs 细胞中 NLRP3 通路相关蛋

白表达的影响 

如图 7-A所示，与对照组比较，LPS联合 ATP

诱导的 PMs细胞中 cleaved Caspase-1与 IL-1β蛋

白表达水平显著升高（P＜0.01、0.001）；与模型

组比较， 10、 20 μmol·L−1 汉黄芩素显著降低

cleaved Caspase-1蛋白表达（P＜0.05、0.01），5、

10、20 μmol·L−1汉黄芩素显著降低 IL-1β蛋白表达

水平（P＜0.001），且呈浓度相关性。但是给药后，

NLRP3 蛋白未见明显降低，分析原因可能为，

NLRP3在静息状态下通过 LRR 结构域自我抑制，

激活时通过解除自抑制形成多聚体，表现为活化形

式，Western blotting检测总NLRP3蛋白难以区分活

性与非活性形式；并且NLRP3炎症小体激活的关键

标志包括 Caspase-1的剪切（p20/p10片段）、成熟 IL-

1β的释放等。检测 NLRP3炎症小体活化更需关注下
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游效应分子而非NLRP3的蛋白表达量，因此本研究

没有对NLRP3蛋白的表达水平进行量化分析。 

如图 7-B 所示，与对照组比较，用 LPS 联合

Gra或 Alum诱导的 PMs细胞中 cleaved Caspase-1

与 IL-1β蛋白表达水平明显升高（（P＜0.001）；与模

型组比较，20 μmol·L−1汉黄芩素处理均显著降低了

cleaved Caspase-1 与 IL-1β 蛋白的表达水平（P＜

0.001）。结果表明汉黄芩素抑制 LPS联合第二信号

刺激后 PMs细胞中 NLRP3炎症小体的活化，并抑

制后续炎症因子的分泌。 

 

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

##P < 0.01   ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 7  汉黄芩素对 LPS 联合 ATP (A)、Gra、Alum (B)诱导的 PMs 细胞中 NLRP3 通路相关蛋白表达的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 7  Effect of wogonin on expression of NLRP3 pathway-related proteins in PMs cells induced by LPS combined with ATP 

(A), Gra, and Alum (B) ( x±s，n＝3) 

3.8  汉黄芩素对 PMs 细胞焦亡相关蛋白表达的

影响 

如图 8-A所示，与对照组比较，LPS联合 ATP

刺激的 PMs 细胞中介导焦亡标志性蛋白 GSDMD-

NT表达水平显著升高（（P＜0.001）；与模型组比较，

20 μmol·L−1汉黄芩素显著降低 GSDMD-NT蛋白表

达水平（P＜0.001）。与对照组比较，用 LPS 联合

Gra或 Alum诱导的 PMs细胞中，模型组 GSDMD-

NT蛋白表达水平显著升高（P＜0.001）；与模型组

比较，汉黄芩素 20 μmol·L−1组 GSDMD-NT蛋白表

达水平显著降低（（P＜0.001）。结果表明，汉黄芩素

显著抑制 NLRP3炎症小体活化导致的细胞焦亡。 

4  讨论 

急性肺损伤是严重的临床肺部疾病，表现为肺

部对各种损伤因素的炎症反应，导致肺泡毛细血管

膜损伤和肺水肿[17]。其主要诱因包括（但不限于）

严重感染、创伤后肺部或全身的不可控炎症[18]。首

先，局部炎症反应诱导炎症细胞迁移到感染或损伤

部位，释放大量促炎细胞因子和细胞毒介质，增加

血管通透性和诱导上皮细胞损伤，导致间质、肺泡

水肿以及透明膜发育[19-20]。此外，血管黏附因子的

表达增加诱发了炎症的级联放大效应[21]。研究表

明，适度的炎症反应有助于感染的清除和损伤的修

复，然而过度的炎症反应则是诱导急性肺损伤发生

的重要原因[22]。大量证据表明，NLRP3炎症小体激

活与过度的炎症反应及急性肺损伤发病机制密切

相关[23-24]。 

NLRP3 炎症小体作为固有免疫的重要组分在

机体免疫反应和疾病发生过程中具有重要作用[25]。

被多种类型的病原体或危险信号激活后，Caspase-1 
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001。 

###P＜0.001 vs control group; ***P＜0.001 vs model group. 

图 8  汉黄芩素对对 LPS 联合 ATP (A)、Gra、Alum (B)诱导的 PMs 细胞焦亡相关蛋白表达的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 8  Effect of wogonin on expression of pyroptosis-related proteins in PMs cells induced by LPS combined with ATP (A), 

Gra, and Alum (B) ( x±s，n＝3) 

剪切前体形式的 IL-1β 和 IL-18，使 IL-1β 和

IL-18等促炎细胞因子成熟、释放，同时，Caspase-

1 剪切 GSDMD，诱发细胞焦亡[26-27]，这对于宿主

防御病原体和维持内环境稳定至关重要。然而，

NLRP3 炎症小体的过度激活也会导致多种炎症性

疾病，包括腹膜炎、动脉粥样硬化、2 型糖尿病和

神经退行性疾病等[28]。因此，作为炎症反应的核心，

NLRP3 炎症小体可能为各种炎症性疾病的治疗提

供新的靶点。黄芩，味苦性寒，入肺、胃、胆、大

肠经。其中，黄酮是其重要的药效成分。如黄芩苷

和黄芩素具有显著的抑制炎症作用[29-30]。汉黄芩

素，作为黄芩的另一种主要黄酮成分，其抗炎活性

明确。然而，其抗炎的详细分子机制及其对 NLRP3

炎症小体的调控功能不清。本研究构建急性肺损伤

小鼠模型和经典的原代 PMs细胞 NLRP3炎症小体

活化模型，在体内外探究汉黄芩素对急性肺损伤的

治疗作用及其对NLRP3炎症小体活化的调控功能。

结果显示，与模型组相比，汉黄芩素组小鼠肺组织

中性粒细胞聚集、肺泡坍塌变形及肺组织中巨噬细

胞坏死等肺组织损伤情况被显著改善；汉黄芩素抑

制急性肺损伤小鼠体内大量促炎细胞因子的释放，

发挥显著的抗炎作用。在原代 PMs细胞 NLRP3炎

症小体活化模型中，汉黄芩素能够显著抑制 cleaved 

Caspase-1、IL-1β和 GSDMD-NT蛋白的表达水平，

抑制 NLRP3 炎症小体的活化和由此引发的细胞焦

亡。因此，推测汉黄芩素可以通过抑制 NLRP3炎症

小体过度活化，改善脓毒症引起的急性肺损伤。 

本研究初步阐明了汉黄芩素抑制 NLRP3 炎症

小体活化的抗炎分子机制，在体内证明其治疗脓毒

症引起的急性肺损伤的新药理活性，为汉黄芩素的

潜在临床应用提供实验数据支持，为相关药物在治

疗急性肺损伤的药物研发提供参考。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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