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黄连解毒汤有效组分通过激活 Caspase-11 靶点抗脓毒症的研究 
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摘  要：目的  探讨黄连解毒汤有效组分通过激活 Caspase-11 靶点抗脓毒症的作用机制。方法  实验分为脂多糖（LPS）组、

对照组及黄连解毒汤上清液醇洗（HLJDT-7）40、80、120 mg/mL 组和黄连解毒汤沉淀水洗（HLJDT-5）40、80、120 mg/mL

组。MTT 实验检测各组对细胞活力的影响，Western blotting 检测 Caspase-1 和 Caspase-11 蛋白在黄连解毒汤组分各浓度中的

相对表达量。结果  黄连解毒汤组分对 LPS 处理的 RAW264.7 细胞进行干预后能够明显的降低 LPS 对细胞的抑制。当

Caspase-11 和 Caspase-1 蛋白敲除后，HLJDT-7 120 mg/mL 组和 HLJDT-5 40、80、120 mg/mL 组对 Caspase-11 和 Caspase-1

蛋白表达水平具有明显的抑制作用（P＜0.05、0.01）。结论  黄连解毒汤有效组分可降低细胞内的 LPS，进而抑制 Caspase-11，

降低 Caspase-11 介导的 Caspase-1 依赖的细胞焦亡作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of effective components of Huanglian Jiedu Decoction against sepsis by 

activating Caspase-11 target. Methods  The experiment was divided into LPS group, control group, HLJDT-7 40, 80, and 120 mg/mL 

groups, and water extract of Huanglian Jiedu Decoction 40, 80, and 120 mg/mL groups. The effect of each group on cell viability was 

detected by MTT assay. The relative expression levels of Caspase-1 and Caspase-11 proteins in various concentrations of Huanglian 

Jiedu Decoction were detected by Western blotting. Results  The intervention of Huanglian Jiedu Decoction on LPS-treated 

RAW264.7 cells could significantly reduce the inhibition rate of LPS on cells. When Caspase-1 and Caspase-11 proteins were knocked 

out, expressions of Caspase-11 and Caspase-1 proteins in HLJDT-7 120 mg/mL group and HLJDT-5 40, 80, and 120 mg/mL groups were 

significantly inhibited (P < 0.05, 0.01). Conclusion  The effective component of Huanglian Jiedu Decoction can reduce LPS in cells 

and inhibit Caspase-11, and reduce the pyroptosis mediated by Caspase-11 and dependent on Caspase-1.  
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研究表明 Caspase-11 的激活能够导致一种特殊

的细胞死亡方式，被称为细胞焦亡，细胞焦亡在脓

毒症的过度免疫中扮演十分重要的角色[1]。最新研

究发现革兰阴性细菌的脂多糖（LPS）是激活

Caspase-11 的重要模式分子，进入细胞质的 LPS 激

活 Caspase-11，lipid A 是其激活的“单元”[2]。正

常细胞中 Caspase-11 的表达水平非常低，这说明细

菌感染后，LPS在引起Caspase-11 介导的、Caspase-1 
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依赖的细胞焦亡中起到了关键作用。从现代医学来

看，脓毒症的产生多为革兰阴性菌侵入人体，产生

大量的 LPS，并进一步诱导细胞产生大量炎性因子

及肿瘤坏死因子、白介素等细胞因子，从而引发炎

症反应。结合前期本课题组研究结果黄连解毒汤的

有效成分能够与 lipid A 结合起到中和 LPS 作用，降

低脓毒症小鼠死亡率，对脓毒症的脏器损伤具有明

显的保护作用[3]，这提示黄连解毒汤可能通过抑制

细胞LPS识别受体Caspase-11介导的细胞焦亡信号

通路，进而发挥抗脓毒症的作用。本文以 Caspase-11

为靶点对与 lipid A 高亲和力黄连解毒汤的有效组

分进行体外活性研究，阐明其抗脓毒症的药效物质

和作用机制。 

1  实验材料 

1.1  药物 

黄连、黄芩、黄柏和栀子 4 味药材均经辽宁中

医药大学中药鉴定教研室李峰教授鉴定为正品。 

1.2  细胞 

RAW264.7 细胞购自武汉普诺赛生命科技有限

公司，用含10%胎牛血清的DMEM培养基于37 ℃、

5% CO2的培养箱内培养。 

1.3  试剂 

DMEM 培养基（Gibco 公司，货号 12100-038）；

胎牛血清（Hyclone 公司，货号 SH30084.03）；PBS

（上海双螺旋生物科技有限公司，货号 P10033）；

MTT（万类生物科技有限公司，货号 WLA021a）；

DMSO（上海碧云天生物技术有限公司，货号

ST038）；LPS（索莱宝生物科技有限公司，货号

L2880）；全蛋白提取试剂盒（万类生物科技有限公

司，货号 WLA019）；PVDF 膜（密理博有限公司，

货号 IPVH00010）；Caspase-1/cleaved Caspase-1（万

类生物科技有限公司，货号 WL03325）；Caspase-11/ 

cleaved Caspase-11（Cell Signaling Technology Inc，货号

14340），羊抗大鼠 IgG-HRP（上海碧云天生物技术

有限公司，货号 A0192），羊抗兔 IgG-HRP（万类

生物科技有限公司，货号 WLA023）。 

1.4  仪器 

超纯水系统（香港 Heal Force 生物医疗科技邮

箱公司）；超速冷冻离心机（湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司）；CO2 培养箱（上海力申科学仪器有限

公司）；超净工作台（苏州净化设备有限公司）；酶

标仪（美国 BIOTEK 仪器有限公司）；水平摇床（北

京六一生物科技有限公司）；电泳仪（北京六一生物

科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  有效组分的制备 

药材的提取及各组分群的制备参照文献 [4]进

行。全方药材的提取及上清、沉淀组分群的制备按

处方[5]配比黄连–黄芩–黄柏–栀子（3∶2∶2∶3）

称取药材，10 倍溶剂水提两次，每次 1 h。合并两

次水提液，静置，离心得上清液和沉淀两部分。上

清液减压浓缩，沉淀部分干燥。采用大孔吸附树脂

柱色谱法对上清液组分进行分离，分别以水和 50%

乙醇为流动相洗脱树脂柱，得黄连解毒汤上清液醇洗

（HLJDT-7）2.32 g。取沉淀样品进行聚酰胺干法上

样，分别以水为流动相洗脱聚酰胺柱，得到沉淀水

洗，得黄连解毒汤沉淀水洗（HLJDT-5）0.89 g。

HLJDT-7 和 HLJDT-5 的质控标准见本课题组前期

研究[6]。 

2.2  分组 

实验分为对照组、LPS 组及 HLJDT-7 低、中、

高浓度（40、80、120 mg/mL）组和 HLJDT-5 低、

中、高浓度（40、80、120 mg/mL）组。HLJDT-7 和

HLJDT-5 组的剂量经预试验确定。 

2.3  MTT 实验检测黄连解毒汤有效组分对细胞活

力的影响 

RAW264.7细胞用含10%胎牛血清的DMEM培

养基于 37 ℃、5% CO2的培养箱内培养。按实验分

组将细胞接种于 96 孔板中，每孔细胞量 5×10
3个，

每组设置 5 个复孔，待细胞贴壁后进行细胞加药。

加入不同的化合物预处理 2 h，然后再加入浓度为

100 ng/mL 的 LPS 继续处理 24 h。将达到特定时间

的各组细胞弃去培养基，更换成浓度为 0.5 mg/mL

的 MTT 混合液，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中孵

育 4 h。4 h 后小心吸去上清，加入 150 μL DMSO

以溶解细胞形成的紫色结晶，避光静置 10 min 后在

酶标仪上测定其在 570 nm 处吸光度（A）值，计算

细胞存活率。 

细胞存活率＝A 实验/A 对照 

2.4  Western blotting 法检测黄连解毒汤有效组分

对 Caspase-11 和 Caspase-1 蛋白表达的影响 

RAW264.7细胞用含10%胎牛血清的DMEM培

养基于 37 ℃、5% CO2的培养箱内培养，加入不同

药物预处理 2 h，然后再加入浓度为 100 ng/mL 的

LPS 继续处理 24 h，PBS 冲洗两次，加入裂解液使

细胞裂解，离心提取上清液，用 BCA 法测蛋白浓
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度。在 10% SDS-PAGE 凝胶中进行电泳，在 4 ℃ 

80 V 电压条件下行电转膜 150 min。PBS 清洗 PVDF

膜，PVDF 膜和 5%脱脂奶粉室温下培育 1 h。PVDF

膜和含一抗 Caspase-1/cleaved Caspase-1（1∶500）、

一抗 Caspase-11/cleaved Caspase-11（1∶1 000）的

5%脱脂奶粉在 4 ℃下轻柔震荡过夜，TBST 洗膜

（5 min×4 次）。PVDF 膜和含 HRP 标记的抗兔 IgG 

二抗 Caspase-1/cleaved Caspase-1（1∶5 000）、二抗

Caspase-11/cleaved Caspase-11（1∶2 000）的 5%脱脂

奶粉，37 ℃下轻柔震荡 45 min，TBST 洗膜（5 min×

6 次）。将发光剂均匀滴加在 PVDF 膜上，待条带发

光后用 X 胶片曝光显像，观察拍照。实验重复 3 次。

将胶片进行扫描，用凝胶图象处理系统（Gel-Pro- 

Analyzer 软件）分析目标条带的光密度值。 

3  结果 

3.1  黄连解毒汤有效组分对细胞活力的影响 

LPS 组对 RAW264.7 细胞的抑制率明显高于对

照组（P＜0.01）。HLJDT-7 40、80、120 mg/mL 组和

HLJDT-5 40、80、120 mg/mL 组对 LPS 处理的

RAW264.7 细胞进行干预后能够较明显的降低 LPS

对细胞的抑制率（P＜0.05），表明黄连解毒汤有效

组分能够抑制 LPS 活性，进而提高细胞活力。黄连

解毒汤有效组分对细胞活力的影响见表 1。 

3.2  黄连解毒汤有效组分对Caspase-11和Caspase-1

蛋白表达的影响 

与对照组比较，LPS 组 Caspase-11 和 Caspase-1

蛋白的表达没有变化；与 LPS 组比较，HLJDT-7 40、

80、120 mg/mL 组和黄连解毒汤水提物 40、80、

120 mg/mL 组 Caspase-11 和 Caspase-1 蛋白的表达

几乎没有变化。但是当这两种蛋白敲除后，LPS 组

Caspase-11、Caspase-1 蛋白表达水平明显高于对照

组；HLJDT-7 120 mg/mL 组和 HLJDT-5 40、80、

120 mg/mL 组对 Caspase-11 和 Caspase-1 蛋白表达

水平具有明显的抑制作用（P＜0.05、0.01），结果

表明 HLJDT-7 和 HLJDT-5 可以抑制 LPS 诱导的

RAW264.7巨噬细胞Caspase-11和Caspase-1蛋白磷

酸化。Western blotting 法检测黄连解毒汤有效组分

对 Caspase-11 和 Caspase-1 蛋白表达的影响见表 2

和图 1、2。 

表 1  黄连解毒汤有效组分对细胞活力的影响 

Table 1  Effects of effective components of Huanglian Jiedu 

Decoction on cell activity 

组别 剂量/(mg∙mL−1) 细胞存活率/% 

对照 — 83.6 

LPS  1×10−4 47.7## 

HLJDT-7  40 59.1* 

  80 55.5* 

 120 52.4* 

HLJDT-5  40 65.6* 

  80 60.5* 

 120 56.3* 

与对照组比较：##
P＜0.01；与 LPS 组比较：*

P＜0.05 

##
P < 0.01 vs control group; 

*
P < 0.05 vs LPS group 

表 2  黄连解毒汤有效组分对 Caspase-11 和 Caspase-1 蛋白表达的影响 

Table 2   Effects of effective components of Huanglian Jiedu Decoction on expressions of Caspase-11 and Caspase-1 proteins 

组别 剂量/(mg∙mL−1) 
Caspase-1 Caspase-11 

Caspase-1/β-actin cleaved Caspase-1/β-actin Caspase-11/β-actin cleaved Caspase-11/β-actin 

对照 — 1.03 0.36 0.40 0.28 

LPS   1×10−4 1.06  2.39## 0.37  2.06## 

HLJDT-7  40 1.04 2.11 0.39 1.61* 

  80 1.03 2.15 0.38 1.59* 

 120 1.02  1.18** 0.41  0.82** 

HLJDT-5  40 1.03  0.91** 0.40  0.52** 

  80 1.01  1.16** 0.39  0.53** 

 120 1.00  1.12** 0.40  0.80** 

与对照组比较：##
P＜0.01；与 LPS 组比较：*

P＜0.05  
**

P＜0.01 

##
P < 0.01 vs control group; 

*
P < 0.05  

**
P < 0.01 vs LPS group 
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图 1  黄连解毒汤有效组分对 Caspase-1 蛋白表达的影响 

Fig. 1  Effects of effective components of Huanglian Jiedu  

Decoction on expression of Caspase-1 protein 

 

图 2  黄连解毒汤有效组分对 Caspase-11 蛋白表达的影响 

Fig. 2  Effects of effective components of Huanglian Jiedu  

Decoction on expression of Caspase-11 protein 

4  讨论 

研究表明革兰阴性菌外膜结构的主要成分

LPS 是介导脓毒症的病原体相关分子模式[7]。脓毒

症是病原微生物侵入机体所致的全身炎症反应综

合征，是机体对感染性因素的反应，可引起多器官

功能障碍综合征，是危重急救医学着重解决的难

题。细胞焦亡是新发现的一种程序性细胞死亡方

式，细胞焦亡通过识别激活信号后，活化 Caspase

水解酶从而引起细胞死亡[8]。细胞焦亡是一种依赖

致炎性 Caspases 的程序性细胞死亡方式，在感染

性疾病、自发性炎性疾病、自身免疫性疾病和相关

癌症等疾病中扮演着重要的角色，常伴随炎性小体

和 Caspase-1/ Caspase-11 激活[9]。最新研究发现革

兰阴性菌的 LPS 是激活 Caspase-11 的重要模式分

子，进入细胞质的 LPS 激活 Caspase-11，lipid A 是

其激活的“单元”。正常细胞中 Caspase-11 的表达

水平非常低，这说明细菌感染后，LPS 在引起

Caspase-11 介导的、Caspase-1 依赖的细胞焦亡中

起到了关键作用。 

黄连解毒汤源自于《外台秘要》，由黄连、黄柏、

黄芩、栀子 4 味药材组成，研究结果表明其具有明

显的解毒作用，并且抗内毒素的作用是以破坏、降

解内毒素形态的直接作用方式，而不是对内毒素活

性的暂时性抑制。本课题组研究表明黄连解毒汤的

有效组分通过与 LPS 的活性中心 Lipid A 结合，中

和体内外 LPS，进而抑制 LPS 诱导的炎症因子肿瘤

坏死因子（TNF）-α、白细胞介素（IL）-6 的释放

和表达，起到抗脓毒症的作用。但是其作用的靶点

和通路尚未明确，需要进一步对其抗脓毒症的药效

物质和作用机制进行研究。因此本课题以

Caspase-11 介导的 Caspase-1 依赖的细胞焦亡为研

究对象，对与 lipid A 高亲和力黄连解毒汤的有效组

分进行抗细胞焦亡研究。研究发现在正常

RAW264.7 巨噬细胞中蛋白 Caspase-11 和 Caspase-1

表达较低，一旦 LPS 激活后，LPS 组中两种蛋白表

达大大增强，而黄连解毒汤有效组分不同浓度都表

现出抑制两种蛋白的表达，特别是 HLJDT-7 120 

mg/mL 组和 HLJDT-5 40、80、120 mg/mL 组显著抑

制两种蛋白的表达。结合课题组前期研究结果，黄

连解毒汤醇提物主要含有生物碱类、黄酮类和环烯

醚萜类成分，黄连解毒汤水提物组分主要含有生物

碱类成分，结合本研究可以推断出生物碱类成分在

低浓度条件下就能够较好的抑制两种蛋白的表达。

在总结前期研究的基础之上结合本实验的研究，表

明黄连解毒汤的有效组分特别是生物碱类成分可能

通过与 lipid A 相结合中和 LPS，降低细胞内的 LPS

进而抑制进入细胞质的 LPS 激活 Caspase-11，降低

细菌感染后 LPS 激活 Caspase-11 介导的、Caspase-1

依赖的细胞凋亡作用，本研究为黄连解毒汤抗脓毒

症的药效物质和作用机制研究奠定基础。 
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