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四逆散方中甘草在巨噬细胞中诱导 I型干扰素应答的作用与机制研究
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摘 要： 目的 在巨噬细胞中确定四逆散中具有 I型干扰素（IFN-I）调控作用的中药，并探究其具体作用靶点及主要作用

成分。方法 通过实时荧光定量PCR（qRT-PCR）技术检测四逆散组方药材柴胡、枳实、白芍、甘草水提物对 IFN-I通路相

关基因表达的影响；通过CCK-8法检测甘草水提物对巨噬细胞RAW264.7细胞活力的影响；qRT-PCR法检测甘草水提物对

IFNα2 诱导的干扰素诱导基因（ISGs）mRNA 表达水平的影响；蛋白免疫印迹（Western blotting）法检测甘草水提物对

IFNα2诱导的 JAK1、TYK2、STAT1、STAT2蛋白磷酸化水平的影响；qRT-PCR法检测甘草水提物中单体成分甘草酸、甘草

苷、异甘草素、甘草素、18β甘草次酸对 IFNα2诱导的 ISGs的mRNA表达水平的影响。结果 四逆散组方药材柴胡、枳实、

白芍各水提物对 IFNα2诱导的 Isg15和 Ifit1表达水平无显著影响，而甘草水提物显著增加了 IFNα2诱导的 Isg15和 Ifit1的基

因表达水平（P＜0.01、0.001）；甘草水提物显著增加了 IFNα2 诱导的 JAK1、TYK2、STAT1、STAT2 蛋白磷酸化（P＜

0.05、0.01、0.001）；甘草水提物中 18β-甘草次酸能够显著增强 IFNα2诱导的 Isg15和 Ifit1的mRNA表达（P＜0.001）。结论

甘草水提物能够显著激活 JAK-STAT信号通路并诱导 IFN-I下游 ISGs的表达，具有较强的固有免疫激活作用。18β-甘草次酸

可能是甘草水提物发挥激活 IFN-I通路的主要有效成分之一。
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Abstract: Objective To identify the Chinese medicine with type I interferon (IFN-I) activities in Si-Ni-San in macrophages and

elucidate its specific targets and active components. Methods qRT-PCR analysis was used to detect expression of IFN-I pathway

related genes in RAW264.7 cells treated with water extract of Bupleuri Radix, Aurantii Fructus Immaturus, Paeoniae Radix Alba,

Glycyrrhizae Radix et Rhizoma in Si-Ni-San. CCK-8 assay was performed to detect cell viability of RAW264.7 cells treated with

water extract of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma. qRT-PCR analysis was used to detect effect of water extract of Glycyrrhizae Radix

et Rhizoma on IFNα2 induced mRNA expression of interferon inducible genes (ISGs). Western blotting was used to detect

phosphorylation of JAK1, TYK2, STAT1, and STAT2 in IFNα2-induced RAW264.7 cells treated with water extract of Glycyrrhizae

Radix et Rhizoma. qRT-PCR was used to detect effects of glycyrrhizic acid, liquiritin, isoglycyrrhizin, glycyrrhizin, and 18β -

glycyrrhetinic acid on IFNα2-induced mRNA expression level of ISGs. Results The water extracts of Bupleuri Radix, Aurantii

Fructus Immaturus, and Paeoniae Radix Alba had no significant effects on IFNα2-induced expression levels of Isg15 and Ifit1, while

water extract of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma significantly increased IFNα2-induced gene expression levels of Isg15 and Ifit1 (P <

0.01, 0.001). Water extract of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma significantly increased IFNα2-induced phosphorylation of JAK1,

TYK2, STAT1 and STAT2 (P < 0.05, 0.01, and 0.001).18β -glycyrrhetinic acid in water extract of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma

could significantly enhance IFNα2-induced mRNA expression of Isg15 and Ifit1 (P < 0.001). Conclusion Water extract of
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Glycyrrhizae Radix et Rhizoma can significantly activate JAK-STAT signaling pathway and induce the expression of ISGs

downstream of IFN-I, which has a strong intrinsic immune activation effect. 18β - Glycyrrhetinic acid may be one of the main

effective components of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma water extract to activate IFN-I pathway.

Key words: Si-Ni-San; Glycyrrhizae Radix et Rhizoma; type I interferon; macrophage; immunoregulation; JAK-STAT signaling

pathway; glycyrrhizic acid; liquiritin; isoglycyrrhizin; glycyrrhizin; 18β-glycyrrhetinic acid

I型干扰素（IFN-I）是连接固有免疫和适应性免

疫的桥梁，也是第 1个被描述的细胞因子家族，包括

IFN-α、IFN-β、IFN-ε、IFN-κ、IFN-τ、IFN-ω、IFN-ξ等

亚型［1］。IFN-I的表达受到上游多个模式识别受体

的调控。视黄酸（维甲酸）诱导基因蛋白 I（RIG-I）、

干扰素刺激基因（STING）和 Toll 样受体（TLRs）等

模式识别受体感知病原体或组织损伤，从而激活编

码 IFN-I的基因表达。IFN-I产生后，以自分泌和旁

分泌的方式结合到细胞表面受体链 IFNAR1 和

IFNAR2上，并通过活化 Janus激酶 1（JAK1）和酪氨

酸激酶 2（TYK2），激活信号转导与转录激活

子（STAT）。磷酸化的 STAT1和 STAT2二聚化并转

移到细胞核中，与干扰素调节因子 9（IRF9）组装形

成 1 种称为干扰素刺激基因因子 3（ISGF3）的异源

三聚体复合体［2］。活化的 ISGF3易位到细胞核，并

与基因启动子中 IFN刺激的反应元件结合，导致干

扰素诱导基因（ISGs）的转录。目前已发现有 300多

种 ISGs分子，如 ISG15、IFIT1-3、OAS1-3 等。IFN-I

由以巨噬细胞和树突状细胞为代表的固有免疫细

胞产生，作用于适应性免疫细胞，在多种感染性疾

病、癌症和自身免疫性疾病的免疫应答中发挥着重

要作用［3-4］。目前已有很多中药及其活性成分被应

用于这些疾病的治疗中，然而，很少有研究关注它

们对这些疾病中异常的 IFNs信号的影响。

前期研究发现四逆散能够调控 IFN-I及其诱导

基因［5］。四逆散始载于《伤寒杂病论》，由柴胡、枳

实、白芍、甘草组成，具有透邪散郁、疏肝理脾的功

效［6］。目前研究表明这 4味中药及其活性成分具有

免疫调节作用。柴胡中的柴胡皂苷 A 可以通过抑

制白细胞介素-1β（IL-1β）诱导的核转录因子-κB（NF-κB）

及其下游炎性介质的激活，发挥抗骨关节炎作

用［ 7］。枳实中的柚皮苷通过降低大鼠肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）、IL-1β、IL-6的表达，可预防环磷酰

胺诱导的炎症、细胞凋亡和氧化DNA损伤［8］。白芍

中的白芍总苷具有广泛的抗炎作用，已在国内用于

类风湿性关节炎和红斑狼疮等自身免疫性疾病的

治疗［9］。甘草水提物通过调节炎症因子TNF-α和IL-1β

的表达，改善雷公藤甲素所致的大鼠急性肝损

伤［10］。甘草中的主要成分，包括甘草酸、异甘草素、

甘草苷等单体，均能够调节脂多糖（LPS）诱导的炎

症反应［11-13］。如上所述，四逆散中的 4 味中药及其

主要活性成分的研究主要集中于经典炎症通路，然

而，其对 IFN-I的调控却少有报道。

因此，本研究以巨噬细胞为研究对象，以 IFNα2

为诱导剂，进一步确定四逆散中具有 IFN-I调控作

用的中药，并探究其具体作用靶点。另外，本研究

还初步探究四逆散中可能具有 IFN-I调控作用的中

药单体，为天然小分子药物在 IFN-I相关疾病的治

疗的应用提供一定的理论依据和实验支撑。

1 材料

1.1 药物与试剂

四逆散由柴胡 Bupleurum chinense DC.、枳实

Citrus aurantium L.、白芍 Paeonia lactiflora Pall.、

甘草Glycyrrhiza uralensis Fisch. 4味中药以 1∶1∶1∶1

的配比组成。4 味药材均购自北京同仁堂有限公

司，经北京中医药大学药学院中药化学专业讲师

徐冰鉴定合格。各药材水提物自制（制备方法：

取药材研碎，加 8 倍量蒸馏水冷凝回流法煎煮 2

次。水煎液合并后，旋蒸浓缩至终质量浓度约

0.6 g·mL−1，滤过。所有质量浓度均以生药量为基

础进行计算，且各药材水提物质量浓度比与四逆

散配比一致），各中药水提物分装放置−20 ℃保

存，以避免冻融循环。

甘草酸（批号1405-86-3）、甘草苷（批号551-15-5）、

异甘草素（批号961-29-5）、甘草素（批号1405-86-3）、

18β-甘草次酸（批号 471-53-4）均购自成都普思生物

科技股份有限公司，质量分数均≥98%；鼠源重组蛋

白 IFNα2（苏州近岸蛋白质科技股份有限公司）；

DMEM培养基、RPMI 1640培养基、胎牛血清（美国

Corning 公司）；青霉素-链霉素（美国 Invitrogen 公

司）；CCK-8检测试剂盒（新赛美公司）；BCA 蛋白浓

度测定试剂盒（美国 Thermo Scientific 公司）；RNA

提取试剂盒（Vazyme，RNA Isolation Kit）；Western

blotting Kit高灵敏度化学发光检测试剂盒（北京兰

博利德生物技术有限公司）。

1.2 细胞

巨噬细胞RAW264.7购自美国典型培养物保藏

中心（ATCC）公司。
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1.3 仪器

HERA cellvios 160i CO2 培养箱（美国 Thermo

Scientific 公司）；CKX53 倒置光学显微镜（日本

Olympus 公 司）；Spectramax i3x 酶 标 仪（美 国

Molecular Devices 公司）；5424R 冷冻离心机（德国

Eppendorf 公 司）；Real-Time PCR System（Quant

StudioTM 6 Flex）；ChemiDocTM MP Imaging

System（美国Bio-Rad公司）。

2 方法

2.1 细胞培养及获取

RAW264.7细胞用含 10%胎牛血清、1%青霉素-

链霉素的 DMEM 培养基培养，培养条件为 37 ℃、

5%CO2。根据细胞生长状态，2～3 d进行换液，当细

胞密度达到80%～85%时，按1∶3进行传代培养。

本实验选用 8～10 周龄雄性 C57BL/6 小鼠（北

京斯贝福实验动物科技有限公司），体质量20～25 g，实

验动物生产许可证号 SCXK（京）2019-0010。动物

饲养于符合 SPF标准的 12 h光暗交替环境中，能够

自由获取食水。所有动物实验和研究经北京中医

药大学实验动物伦理委员会批准（批准项目号：

BUCM-4-2020083001-3011），并严格按照章程执行。

小鼠脱颈处死后，剔除小鼠股骨和胫骨的剩余

软组织，剪去腿骨两端，使用高速离心机离心腿骨、

收集骨髓细胞。将收集的细胞于含 10%胎牛血清、

10% L929 细 胞 上 清 、1% 青 霉 素 - 链 霉 素 的

RPMI 1640 培养基培养，第 3、5天换液。原代细胞

培养 7 d后，用细胞刮收集成熟的骨髓来源巨噬细

胞（BMDM）。

2.2 四逆散组方药材水提物活性筛选

RAW264.7细胞以每孔 1.0×105接种于 6孔板，

设置对照组、IFNα2组、给药组（IFNα2分别加柴胡、

枳实、白芍、甘草水提物）进行活性筛选。四逆散中

4味中药的配比为 1∶1∶1∶1，为保证各药材水提物质

量浓度比与四逆散配比一致，在整理和挖掘相关文献

后［14-15］，设置各水提物的给药终质量浓度为3 mg·mL−1，并

使用相对增殖法评价水提物在该质量浓度下的潜

在毒性作用。培养箱中孵育过夜，次日，更换新鲜

培养基孵育 1 h后给予各水提物，继续培养 1 h，相应

的孔中加入 50 ng·mL−1的 IFNα2。8 h后，显微镜下

观察细胞形态并计数，计算相对增殖率（RGR）＝给药

组细胞数/对照组细胞数，RGR≥100%评为0级，75%≤
RGR≤99% 评为 1 级，50%≤RGR≤74% 评为 2 级，

25%≤RGR≤49% 评为 3 级，1%≤RGR≤24% 评为

4级，0或1级为无毒性。

2.3 CCK-8法检测细胞增殖

取对数生长期 RAW264.7细胞，将细胞密度调

整为 1.0×104个·mL−1，取 100 μL 接种于 96 孔细胞

培养板中，培养箱孵育过夜。细胞密度达到 90%左

右时，加入不同质量浓度的含药培养基 100 μL（由

培养基稀释），使得甘草水提物的最终质量浓度为

0.094、0.190、0.375、0.750、1.500、3.000、6.000、

12.000 mg·mL−1，每个质量浓度均设置 3个复孔，设

置正常培养的细胞对照组（加入培养基），培养箱中

孵育 24 h。倒出培养基，每孔加入含有 10% CCK-8

溶液的培养基 100 μL，37 ℃避光孵育 1 h，于酶标仪

450 nm波长下测定吸光度（A）值，计算细胞存活率。

细胞存活率=A 药物/A 对照

2.4 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）反应检测 IFN-I

相关基因的表达

RAW264.7细胞或BMDM细胞以每孔 1.0×105

细胞接种于 6孔板，设置对照组、IFNα2组、给药组，

给药组具体包括：IFNα2分别加柴胡、枳实、白芍、甘

草水提物组；IFNα2分别加甘草水提物低、中、高质

量浓度组；IFNα2加甘草酸低、高浓度组，甘草苷低、

高浓度组，异甘草素低、高浓度组，甘草素低、高浓

度组，18β-甘草次酸低、高浓度组。细胞培养箱中孵

育过夜。次日，更换新鲜培养基孵育 1 h，给药：活性

筛选实验中，柴胡、枳实、白芍、甘草水提物终质量

浓度均为 3 mg·mL−1，与四逆散中 4 味中药配比一

致；在后续实验中，甘草水提物低、中、高质量浓度组的终

质量浓度分别为1.5、3.0、6.0 mg·mL−1；依据参考文献整理

与挖掘［16-17］，设置甘草酸终浓度为 125、250 μmol·L−1，

甘草苷终浓度为 20、40 μmol·L−1，异甘草素终浓度

为 20、40 μmol·L−1，甘草素终浓度为 2、4 μmol·L−1，

18β-甘草次酸终浓度为 20、40 μmol·L−1，继续培养 1

h，相应的孔中加入 50 ng·mL−1的 IFNα2。8 h后，使

用 RNA 提取试剂盒分离细胞的总 RNA，依据

Vazyme逆转录和扩增试剂盒说明书，将 RNA逆转

录为 cDNA。以HPRT1为内参进行 qRT-PCR检测，

引物序列如表 1所示。目标基因mRNA表达量的相

对倍数变化以2−△△Ct法进行计算。

2.5 蛋白免疫印迹（Western blotting）检测相关蛋

白表达

RAW264.7 细胞以每孔 1.0×105 细胞接种于 6

孔板，设置对照组、IFNα2组及 IFNα2加甘草水提物

低、中、高质量浓度组，细胞培养箱中孵育过夜。次

日，更换新鲜培养基孵育 1 h，给予不同质量浓度的

甘草水提物，使得其最终质量浓度为 1.5、3.0、
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6.0 mg·mL−1，继续培养1 h，相应的孔中加入50 ng·mL−1的

IFNα2。1 h后，使用RIPA裂解缓冲液裂解细胞，提

取总蛋白。蛋白与 loading buffer预混并加热变性加

至 10% SDS-PAGE凝胶中，转移至PVDF膜上，脱脂

牛奶室温封闭，条带在相应的一抗中孵育过夜。

TBST 漂洗后在相应的二抗中孵育 1 h。使用

ChemiDocTM MP Imaging System记录图像，并使用

Quantity One软件进行图像分析。

2.6 统计学分析

数据采用 GraphPad Prism 9.0（GraphPad，San

Diego，CA，美国）软件进行分析，以 x̄ ± s表示。多组间

比较采用one-way-ANOVA分析，P＜0.05表示差异具

有统计学意义。

3 结果

3.1 四逆散中 4 味中药水提物对 RAW 264.7 细胞

无毒质量浓度的确定

为了寻找四逆散中具有 IFN-I 调控作用的中

药，在RAW264.7细胞中，分别加入 3 mg·mL−1柴胡、

枳实、白芍、甘草水提物，再使用50 ng·mL−1的IFNα2激活

IFN-I 通路。8 h 后，显微镜下观察并评定 RGR，结

果显示，对照组、IFNα2 组、IFNα2 分别加柴胡、枳

实、白芍、甘草水提物组细胞形态均正常、贴壁生长

良好，RGR值均在 75%～99%，细胞毒性等级评为 1

级，即上述各水提物对 RAW264.7细胞均无明显毒

性。CCK-8检测结果显示，甘草水提物质量浓度在

0.094～12.000 mg·mL−1 时，细胞的存活率均大于

60%，见图 1。因此，选择细胞存活率均＞90%对应

的质量浓度 1.5、3.0、6.0 mg·mL−1分别作为甘草水提

物的低、中、高质量浓度进行后续实验。

3.2 四逆散中 4味中药水提物对 IFN-I相关基因表

达的影响

qRT-PCR结果（图2）显示，与对照组比较，IFNα2组

显著诱导了 Isg15 和 Ifit1 的表达（P＜0.05，变化

图1 甘草水提物对RAW264.7细胞存活率的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 1 Effect of water extract of Glycyrrhizae Radix et Rhi‐

zoma on survival rate of RAW264.7 cells ( x
—

±s, n=3)

表 1 引物序列

Table 1 Primers sequence

基因

Hprt1

Isg15

Ifit1

种属

鼠

鼠

鼠

引物序列（5’→3’）

F-CAGACTTTGTTGGATTTGAAA

R-GCTCATCTTAGGCTTTGTAT

F-GGTGTCCGTGACTAACTCCAT

R-TGGAAAGGGTAAGACCGTCCT

F-CTGAGATGTCACTTCACATGGAA

R-GTGCATCCCCAATGGGTTCT
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图 2 四逆散中4味中药水提物对RAW264.7细胞 IFN-I相关基因表达的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 2 Effects of water extract of four traditional Chinese medicines in Si-Ni-San on IFN-I related genes in RAW264.7 cells

(x
—

±s, n=3)
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倍数＝13.6；P＜0.05，变化倍数＝12.3），说明 IFNα2

已经成功激活 IFN-I通路。与 IFNα2组比较，柴胡、

枳实、白芍各水提物组对 IFNα2诱导的 Isg15和 Ifit1

表达水平无显著影响，而甘草水提物显著增加了

IFNα2 诱导的 Isg15 和 Ifit1 的基因表达水平（P＜

0.001，变化倍数＝4.2；P＜0.01，变化倍数＝4.7）。

3.3 甘草水提物对巨噬细胞 IFN-I相关基因表达的

影响

RAW264.7细胞是体外研究常用的小鼠单核巨

噬细胞系，因此，首先在RAW264.7细胞中给予低、

中、高质量浓度的甘草水提物并使用 IFNα2 诱导。

qRT-PCR结果见图 3-A，与 IFNα2组比较，甘草水提

物以质量浓度相关的方式增强了 Isg15的表达（P＜

0.05，变化倍数＝2.9，P＜0.05，变化倍数＝3.8；P＜

0.01，变化倍数＝4.2），且低、中质量浓度的甘草水

提物显著增强了 Ifit1的表达（P＜0.001，变化倍数＝

7.6；P＜0.05，变化倍数＝3.7）。巨噬细胞是骨髓来

源的细胞，因此本实验还分离了小鼠腿骨中的骨髓

细胞并诱导其分化为BMDM，按照相同方法处理细

胞后使用 qRT-PCR 检测基因表达情况。与对照组

相比，IFNα2组 Isg15和 Ifit1的mRNA表达水平显著

升高（P＜0.05，变化倍数＝115.0；P＜0.05，变化倍数＝

76.3），结果见图 3-B。与RAW细胞中得出的结果一

致，甘草水提物的低、中、高质量浓度均显著增强了

IFNα2 诱导的 BMDM 细胞中 IFN-I 下游基因的表

达（Isg15：P＜0.05，变化倍数＝2.8；P＜0.01，变化倍

数＝4.1；P＜0.01，变化倍数＝4.3。Ifit1：P＜0.01，变

化倍数＝6.2；P＜0.01，变化倍数＝6.2；P＜0.01，变

化倍数＝6.3）。由于RAW264.7细胞中甘草水提物

的质量浓度相关性较好 ，且在 IFNα2 诱导下 ，

RAW264.7细胞中 IFN-I通路的激活状态较为稳定。

因此，后续实验选择RAW264.7作为细胞模型。

3.4 甘草水提物对JAK1、TYK2磷酸化的影响

Western blotting实验结果（图 4）显示，IFNα2增

加了磷酸化 JAK1（p-JAK1）的表达，而降低了总

JAK1（ t-JAK1）的水平。与 IFNα2 组比较，不同

质量浓度的甘草水提物均增加了 p-JAK1 水平；

只有低质量浓度的甘草水提物增加了 t-JAK1 的

表达；以 p-JAK1/t-JAK1 的值表示蛋白磷酸化水

平，甘草水提物以质量浓度相关的方式增加了

JAK1 的磷酸化水平（P＞0.05，变化倍数＝1.2；

P＜0.001，变化倍数＝1.4；P＜0.001，变化倍数=
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图 3 甘草水提物对巨噬细胞（A-RAW264.7细胞，B-BMDM细胞）IFN-I相关基因表达的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 3 Effect of water extract of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma on expression of IFN-I related genes in macrophages

（A-RAW264.7 cells，B-BMDM cells）( x
—

±s, n=3)
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1.9）。另外，IFNα2显著增加了磷酸化TYK2（p-TYK2）

的表达 ，而对总 TYK2（ t-TYK2）无显著影响。

与 IFNα2 组比较，不同质量浓度的甘草水提物

均增加了 IFNα2诱导的 p-TYK2水平；而对 t-TYK2

表现出抑制作用 ；以 p-TYK2/t-TYK2 的值表示

蛋白磷酸化水平，甘草水提物以质量浓度相关

的方式显著增加了 TYK2的磷酸化水平（P＜0.01，

变化倍数＝1.2；P＜0.001，变化倍数＝1.3；P＜

0.001，变化倍数＝1.5）。

3.5 甘草水提物对STATs磷酸化的影响

Western blotting实验结果（图 5）显示，IFNα2增

加了总STAT1（t-STAT1）和磷酸化STAT1（p-STAT1）

的表达。与 IFNα2组比较，低、高质量浓度的甘草水

提物均降低了 t-STAT1的水平，而中质量浓度的甘

草水提物增加了 t-STAT1的水平；中、高质量浓度的

甘草水提物均增加了 p-STAT1的水平；以 p-STAT1/

t-STAT1的值表示蛋白磷酸化水平，中、高质量浓度的甘

草水提物显著增加了STAT1的磷酸化水平（P＜0.001，

变化倍数＝1.3；P＜0.05，变化倍数＝1.1）。 IFNα2

增加了磷酸化 STAT2（p-STAT2）的表达，而降低了

总 STAT2（ t-STAT2）的水平。与 IFNα2 组比较，

不同质量浓度的甘草水提物均增加了 t-STAT2

和 p-STAT2 的表达 ；以 p-STAT2/t-STAT2 的值表

示蛋白磷酸化水平，甘草水提物以质量浓度依

赖的方式显著增加了 STAT2 的磷酸化水平（P＜

0.05，变 化 倍 数 ＝1.2；P＜0.001，变 化 倍 数 ＝

1.4；P＜0.001，变化倍数＝1.7）。

3.6 甘草水提物中各单体成分对 IFN-I相关基因表

达的影响

为了进一步探究甘草水提物中发挥 IFN-I激活

作用的单体成分，在 RAW264.7细胞中分别给予了

甘草酸（125、250 μmol·L−1）、甘草苷（20、40 μmol·L−1）、异

甘草素（20、40 μmol·L−1）、甘草素（2、4 μmol·L−1）、18β-甘草

次酸（20、40 μmol·L−1）处理。 qRT-PCR 结果（图

6）显示，高质量浓度 18β -甘草次酸显著增强了

IFNα2 诱导的 Isg15 和 Ifit1 的表达（P＜0.001，变

 

 

           

 
对照 IFNα2 1.5  3.0   6.0 

   IFNα2＋甘草水提物/(mg·mL−1) 

对照 IFNα2 1.5   3.0   6.0 

   IFNα2＋甘草水提物/(mg·mL−1) 
对照 IFNα2 1.5   3.0   6.0 

   IFNα2＋甘草水提物/(mg·mL−1) 

 

p-JAK1 

t-JAK1 

p-TYK2 

t-TYK2 

β-actin 

  
  

  
  

 p
-J

A
K

1
/t

-J
A

K
1
 

  

3 

2 

1 

0 

 

                                

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0 

1 

0 

  
  

  
  

 p
-T

Y
K

2
/t

-T
Y

K
2
 

  

*** 

                                *** 

                                

*** 

                                

*** 

                                

** 

                                # 

                                
# 

                                

                                

与对照组比较：#P＜0.05；与 IFNα2组比较：**P＜0.01 ***P＜0.001
#P < 0.05 vs control group；**P < 0.01 ***P < 0.001 vs IFNα2 group

图 4 甘草水提物对RAW 264.7细胞JAK1、TYK2蛋白磷酸化的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 4 Effects of water extract of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma on phosphorylation of JAK1 and TYK2 protein in

RAW264.7 cells( x
—

±s, n=3)

 

 

            

 

 

对照 IFNα2 1.5   3.0   6.0 

   IFNα2＋甘草水提物/(mg·mL−1) 

对照 IFNα2 1.5   3.0   6.0 

   IFNα2＋甘草水提物/(mg·mL−1) 

对照 IFNα2 1.5   3.0   6.0 

   IFNα2＋甘草水提物/(mg·mL−1) 

3 

2 

1 

0 

 

                                

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0 

1 

*** 

                                *** 

                                

*** 

                                * 

                                * 

                                

### 

                                ## 

                                

p
-S

T
A

T2
/t

-S
T

A
T2

 

  p
-S

T
A

T1
/t

-J
S

T
A

T1
 

  

p-STAT1 

t-STAT1 

p-STAT2 

t-STAT2 

β-actin 

与对照组比较：##P＜0.01 ###P＜0.001；与 IFNα2组比较：*P＜0.05 ***P＜0.001
##P < 0.01 ###P < 0.001 vs control group；*P < 0.05 ***P < 0.001 vs IFNα2 group

图 5 甘草水提物对RAW264.7细胞STATs蛋白磷酸化的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 5 Effects of water extract of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma on phosphorylation of STATs protein in RAW264.7 cells

( x
—

±s, n=3)

··1721



Drug Evaluation Research第45卷 第9期 2022年9月 Vol. 45 No. 9 September 2022

化倍数＝3.6；P＜0.001，变化倍数＝9.0），而其

他单体化合物对 IFNα2 诱导的 Isg15 和 Ifit1 的

表达无显著影响。

4 讨论

前期研究发现四逆散对 IFN-I通路下游多个靶

点具有负调控作用［5］，因而本课题组对其组成的 4

味中药水提物的 IFN-I活性进行了研究，结果显示

白芍水提物具有一定的 IFN-I抑制作用，而甘草是

四逆散中发挥 IFN-I激活作用的中药。四逆散中白

芍和甘草的配伍符合中医方剂相反相成理论，可能

是四逆散在体内调畅气机进而发挥免疫双向调节

作用的现代科学内涵。在本研究中，主要关注甘草

水提物的 IFN-I激活作用。甘草始载于《神农本草

经》，古有“十方九草”之说，现代药理学研究也表

明，甘草具有抗病毒、抗肿瘤、抗炎杀菌、保肝等多

种药理作用［18-20］。本研究中，甘草水提物在巨噬细

胞系 RAW264.7 细胞和小鼠原代 BMDM 中均显著

增强了 IFNα2诱导的 Isg15和 Ifit1表达。当机体受

到病毒侵袭时，能够迅速产生大量 IFN-I及 ISGs来

抑制病毒在感染细胞中的复制。已有研究表明，甘

草水提物对呼吸道合胞病毒、I型单纯疱疹病毒、肠

道病毒 71型等病毒均有一定的抑制作用［21］。在目

前防治新型冠状病毒肺炎的中药专利复方中，甘草

的使用频次最高［22］。本研究结果提示，甘草水提物

对 ISGs的诱导作用可能是其发挥抗病毒作用的机

制之一。

除了抗病毒作用，IFN-I还能够直接或间接地抑

制肿瘤细胞的增殖。IFN-α是第 1个被美国 FDA批

准用于临床治疗的细胞因子，目前已有 40多个国家

将其用于 14种以上癌症的治疗，包括慢性髓细胞白

血病、淋巴癌、黑色素瘤等［23］。然而，治疗所需剂量

大、毒副作用明显、药物不耐受等副作用，严重限制

了 IFN-I在临床的广泛应用［24］。通过将木犀草素、

芹菜素等具有 JAK-STAT 激活作用的天然产物与

IFN-α联用，能够在不影响抑瘤活性的前提下减少

IFN-α的使用剂量，从而降低其副作用［25-26］。本研究

结果显示，甘草水提物能够增强 IFNα2诱导的 IFN-I

下游 JAK1、TYK2、STAT1、STAT2的激活，且在有效

质量浓度（1.5～6.0 mg·mL−1）下具有 90% 以上的细

胞存活率。这提示甘草水提物可通过对 JAK-STAT

的激活增强 IFN-I的抗肿瘤作用，同时降低其系统

性毒副作用，以扩大其临床应用。

综上所述，本研究表明甘草水提物对 IFN-I 通

路的多个靶点具有激活作用（图 7），为甘草水提物

在抗病毒和抗肿瘤的药理作用评价和机制探究提

供了新的方向。此外，通过对甘草水提物中各单体

的 IFN-I活性的初步探究，发现 18β-甘草次酸可能

是甘草水提物中发挥 IFN-I激活作用的单体成分。

后续将对 18β-甘草次酸的药理作用及其潜在机制

与对照组比较：#P＜0.05；与 IFNα2组比较：*P＜0.05 ***P＜0.001
#P < 0.05 vs control group；*P < 0.05 ***P < 0.001 vs IFNα2 group

图 6 甘草水提物中单体成分对 IFN-I相关基因表达的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 6 Effects of components of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma water extract on expression of IFN-I related genes in

RAW264.7 cells ( x
—

±s, n=3)

图 7 甘草水提物对 IFN-I信号通路的影响

Fig. 7 Effects of water extract of Glycyrrhizae Radix et

Rhizoma on IFN-I signaling pathway
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进行更深入的研究，为天然小分子药物在与 IFN-I

相关疾病的治疗提供实验依据。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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