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湖北金粟兰中倍半萜二聚体化合物（+）-chlorahupetenes B对脂多糖诱导的

RAW264.7细胞的抗炎作用
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摘 要：目的  评价湖北金粟兰中倍半萜二聚体化合物（+）-chlorahupetenes B［（+）-CHB］对脂多糖（LPS）诱导的小鼠巨噬

细胞（RAW264.7）炎症反应的影响及作用机制。方法  RAW264.7细胞分为对照组（给予等体积DMSO）、模型组（给予等体积

DMSO）、地塞米松磷酸钠注射液（Dex，阳性对照，1 µmol·L−1）组和（+）-CHB低、中、高浓度（5、10、20 µmol·L−1）组。各组分别加入相应

药物孵育细胞 1 h，除对照组外，其余组加入LPS（1 µg·mL−1）诱导 24 h造成炎症应答模型。细胞增殖检测法用于评估细胞活

力；Griess反应检测一氧化氮（NO）浓度；酶联免疫分析检测炎症细胞因子肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-1β、

IL-6的生成；实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测 IL-1β、NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3（NLRP3）、环氧合酶-2（COX-2）、

诱导型一氧化氮合酶（ iNOS）、IL-6 和 TNF-α mRNA 表达；Western blotting 检测 Toll 样受体 4（TLR4）、髓样分化因子

88（MyD88）、核因子 κB（NF-κB） p65、p-NF-κB p65、NLRP3、嘌呤能受体（P2X7）蛋白表达水平。结果  与模型组比

较，（+）-CHB 减少了梭形细胞数量，使大部分细胞恢复正常形态；显著抑制NO、TNF-α、IL-6、IL-1β生成（P＜0.01），显

著降低 COX-2、iNOS、IL-6、TNF-α、NLRP3、IL-1β mRNA 水平（P＜0.05、0.01）；显著降低 TLR4、MyD88、NF-κB p65、p-NF-κB 

p65、NLRP3、P2X7蛋白表达水平（P＜0.05、0.01）。结论  （+）-CHB通过抑制TLR4/MyD88/NF-κB信号通路和P2X7/NLRP3/IL-1β

炎症小体轴激活缓解LPS诱导的巨噬细胞炎症反应。
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Abstract: Objective To evaluate the anti-inflammatory activity and mechanism of (+)-chlorahupetenes B, a natural eudesmane-type 

sesquiterpenoid dimer compound obtained from Chloranthus henryi var. hupehensis, in lipopolysaccharides (LPS) -induced 

RAW264.7 cell. Methods RAW264.7 cells were divided into control group (given equal volume of DMSO), model group (given 

equal volume of DMSO), dexamethasone sodium phosphate injection (Dex, positive control, 1 µmol·L−1) group, and (+) - CHB low, 

medium, and high concentrations (5, 10, 20 µmol·L−1) groups. Each group was incubated with corresponding drugs for 1 h. Except 
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for the control group, the other groups were induced with LPS (1 µg·mL−1) for 24 hours to create an inflammatory response model. 

Cell proliferation detection method was used to evaluate cell viability. Griess reaction was employed for determining nitric oxide 

(NO) concentration. Enzyme-linked immunosorbent assay was utilized for detecting inflammatory cytokines including tumor 

necrosis factor α (TNF- α), interleukin (IL) -1β, and IL-6. Real time fluorescence quantitative PCR (qRT PCR) was performed to 

analyze IL-1β, NOD like receptor heat protein domain associated protein 3 (NLRP3), cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible nitric 

oxide synthase (iNOS), IL-6, and TNF-α mRNA expression. Western blotting detection was used to detect the expression levels of 

Toll like receptor 4 (TLR4), myeloid differentiation factor 88 (MyD88), nuclear factor κB (NF-κB) p65, p-NF-κB p65, NLRP3, and 

purinergic receptor (P2X7) proteins. Results Compared with the model group, (+ ) -CHB reduced the number of spindle cells and 

restored most of the cells to their normal morphology, significantly inhibited NO and TNF-α, IL-6, IL-1β generation (P < 0.01), 

significantly reduced COX-2, iNOS, IL-6, TNF- α, NLRP3, and IL-1β mRNA levels (P < 0.05, 0.01), significantly reduced the 

expression levels of TLR4, MyD88, NF- κB p65, p-NF- κB p65, NLRP3, and P2X7 proteins (P < 0.05, 0.01). Conclusion These 

findings suggested that （ + ）-CHB was an anti-inflammatory compound which could relieve LPS-stimulated macrophage 

inflammatory response partly by targeting TLR4/MyD88/NF-κB signal pathway and P2X7/NLRP3/IL-1β inflammasome axis.

Key words: Chloranthus henryi var. hupehensis (Pamp.) K. F. Wu; sesquiterpene dimer compound; (+ ) -chlorahupetenes B; anti-

inflammatory; macrophages; Toll like receptor 4 (TLR4); nuclear factor κB (NF- κB); purinergic receptors (P2X7); NOD like 

receptor heat protein domain associated protein 3 (NLRP3)

炎症是引起细胞和组织损伤的关键因素，其通

过诱导和加剧免疫功能障碍、代谢异常、内分泌紊

乱、疼痛和肿瘤生长，参与几乎所有疾病的进展。

炎症性疾病的发病率和死亡率占全球主导地位，已

被公认为当今世界最重要的死亡原因，50%以上的

死亡可归根于炎症相关疾病［1］。因此，消除不必要

的非感染性炎症是维持健康和疾病治疗的重要策

略［2］。炎症是一个复杂的过程，其特征是大量炎症

细胞迁移和募集到炎症组织部位，而巨噬细胞在引

发和维持炎症方面发挥着重要作用［3］。巨噬细胞作

为组织内单核吞噬细胞的主要群体，可以吞噬细菌

并释放促炎和抗菌介质，在固有免疫和适应性免疫

中发挥关键作用［4］。巨噬细胞存在于几乎所有的身

体组织中，是外来物质的直接作用和主要应答

细胞［5］。在感染或损伤等因素的刺激作用下，巨噬

细胞通过释放促炎介质来对抗刺激，如肿瘤坏死因

子 α（TNF- α）、白细胞介素（IL）-1β、IL-6、一氧化

氮（NO）、诱导型一氧化氮合酶（ iNOS）和环氧

合酶-2（COX-2）等，然而这些炎症介质的长期分泌

可引起组织损伤，最终导致局部性或全身性的炎症

反应［6-7］。因此，控制巨噬细胞炎症应答可能是防治

炎症性疾病的可行策略。

Toll样受体 4（TLR4）是经典的天然免疫模式识

别受体，介导急性和慢性炎症的发生发展［8］。脂多

糖（LPS）通常被用作TLR4激动剂来诱导巨噬细胞

并刺激关键的促炎细胞因子的产生。TLR4识别的

信号随后通过髓样分化因子 88（MyD88）等适配器

分子触发下游信号级联，随后激活核因子κB（NF-κB）

p65亚基，导致多种炎症基因的表达［9-10］。嘌呤能受

体（P2X7）是一种离子通道，参与细胞信号转导及细

胞因子分泌，参与不同疾病中的慢性炎症［11］。在巨

噬细胞中，LPS诱导腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）释放

和 P2X7受体激活，调节NOD样受体热蛋白结构域

相关蛋白 3（NLRP3）炎症小体的组装，并分泌促炎

因子 IL-1β，从而加重炎症应答［12］。因此，抑制

TLR4炎症信号通路或调控炎症小体的激活有利于

多种炎症性疾病的治疗。

湖 北 金 粟 兰 Chloranthus henryi var. 

hupehensis （Pamp.） K. F. Wu 是金粟兰科的一种中

草药，具有抗炎、抗菌、抗肿瘤和抗病毒活性［13］。湖

北金粟兰含有萜类、酰胺类、甾体类和木脂素等多

种成分，其中萜类（尤其是倍半萜）是其主要生物活

性成分［14-15］。在前期研究中，已从湖北金粟兰中获

得4对独特的 eudesmane型倍半萜二聚体对映体，具

有抑制LPS诱导的RAW264.7细胞产生NO的作用，

其中（+）-chlorahupetene B［（+）-CHB］（图 1）抑制

NO的半数抑制浓度为 12.31 µmol·L−1，对于炎症性

疾病的治疗具有良好的抗炎潜力和研究开发利用

价值，但其具体抗炎作用及机制尚未完全阐明［16］。

因此，对（+）-CHB 的抗炎作用和靶点进行深入研

究，将有利于阐明湖北金粟兰中倍半萜二聚体的抗

炎机制。

本研究将构建经典的LPS诱导的RAW264.7细

胞模型，评估（+）-CHB 减少炎症介质和细胞因

子（NO、iNOS、COX-2、TNF-α和 IL-6）产生的作用，

分析（+）-CHB 对炎症信号通路蛋白 TLR4/MyD88/
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NF-κB p65表达的调控，并确定（+）-CHB抑制P2X7/

NLRP3/IL-1β 轴 激 活 的 功 能 。 本 研 究 通 过 揭

示（+）-CHB发挥抗炎作用的潜在机制，为湖北金粟

兰中活性化合物的开发和应用提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

3020酶标仪（Thermo Fisher公司）；LightCycler 

480实时聚合酶链反应（PCR）仪（Roche公司）；SW-

CJ-2D超净工作台（苏州净化设备有限公司）；5200

凝胶显微成像系统（上海天能生命科学有限公司）；

Centrifuge5424R低温高速离心机（Eppendorf公司）；

XD-202倒置荧光显微镜（江南永新生物公司）；BG-

verMINI垂直电泳仪、BG-verBLOT垂直转印仪（北

京百晶生物技术有限公司）。

1.2　主要药品与试剂

（+）-CHB 化合物由华北理工大学庄鹏宇教授

制备，质量分数大于 98%［16］。DMEM培养基、胎牛

血清（Gibco 公司）；青霉素和链霉素（Biosharp 公

司）；细胞增殖检测MTS试剂盒（Promega公司）；地

塞米松磷酸钠注射液（Dex）（国药集团容生制药有

限公司）；二甲基亚砜（DMSO）（索莱宝公司）；

LPS（Sigma 公司）；TNF-α、IL-1β、IL-6 酶联免疫分

析（ELISA）试剂盒（Biolegend 公司）；TransZol Up 

Plus RNA 提取试剂盒、反转录试剂盒、Top Green 

qPCR SuperMix试剂盒（Transgene公司）；蛋白酶抑

制剂、蛋白磷酸酶抑制剂、蛋白裂解液（普利莱公

司）；聚偏氟乙 烯 膜（Millipore 公 司 ）；TLR4、

MyD88、NF- κB p65、p-NF- κB p65、NLRP3、甘油

醛 -3- 磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（CST 公司）；

P2X7 抗体（Abcam）；生物素化抗兔 IgG（H＋L）

二 抗 、过 氧 化 物 酶 标 记 的 链 霉 亲 和 素 三

抗（Seracare 公司）；增强化学发光（ECL）发光

液（翊圣公司）。

1.3　细胞株

小鼠巨噬细胞系（RAW264.7细胞）购于中国医

学科学院细胞库。

2　方法

2.1　RAW264.7细胞培养

RAW264.7细胞以DMEM培养基，加 10%胎牛

血清，加 100 U·mL−1青霉素和 100 U·mL−1链霉素培

养于 37 ℃、5% CO2孵箱中。细胞生长至对数生长

期时用于实验。

2.2　细胞存活率检测

使用DMSO作为溶媒，配制浓度为160 mmol·L−1

的（+）-CHB 储备液，使用 DMSO 进行倍比稀释，

得到浓度分别为 80、40、20、10、5、2.5 mmol·L−1

的（+）-CHB储备液。RAW 264.7细胞（每孔 1×105

个）接种于 96 孔板，分为 8 组：对照组和（+）-CHB 

2.5、5.0、10.0、20.0、40.0、80.0、160.0 µmol·L−1组，对

照组加入等体积的 DMSO，孵育 24 h。加入 10%

体积的 MTS 溶液，避光孵育 4 h 后，酶标仪检测

490 nm波长处的吸光度（A）值，计算细胞存活率。

细胞存活率＝A（+）-CHB/A 对照

2.3　RAW264.7细胞分组及处理

为考察（+）-CHB的药效学作用及作用机制，细

胞分为 6 组：对照组（给予等体积 DMSO）、模型

组（给予等体积DMSO）、Dex（阳性对照，1 µmol·L−1）组

和（+）-CHB 低、中、高浓度（5、10、20 µmol·L−1）组。

各组分别加入相应药物孵育细胞 1 h，除对照组外，

其余组加入LPS（1 µg·mL−1）诱导 24 h造成炎症应答

模型。使用光学显微镜观察细胞形态。

2.4　NO浓度测定

RAW264.7细胞以每孔 1×105个接种到 96孔培

养板，细胞分组、给药、造模、培养同“2.3”项。收集

细胞培养上清液，加入等体积的Griess试剂（含 1%

磺胺的 2.5%磷酸溶液和 0.1%萘乙二胺二盐酸盐水

溶液）。避光孵育 10 min后，用酶标仪于 490 nm处

检测A值。

2.5　细胞因子生成水平检测

RAW264.7细胞以每孔 2×105个接种到 48孔培

养板，细胞分组、给药、造模、培养同“2.3”项。收集

细胞培养上清液，使用 ELISA 试剂盒检测 TNF-α、

IL-1β和 IL-6的水平。

2.6　炎症相关基因表达水平检测

RAW264.7细胞以每孔 2×106个接种到 6孔培

养板，细胞分组、给药、造模、培养同“2.3”项。采用

TransZol Up Plus RNA 提取试剂盒提取 RAW264.7

细胞的总 RNA，并将其反转录成 cDNA。使用 Top 

Green qPCR SuperMix 试剂盒，在实时 PCR 仪中进

行实时荧光定量PCR（qRT-PCR）分析。扩增采用二

图1　（+）-CHB结构

Fig. 1　Structure of (+)-CHB
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步法，条件如下：94 °C预变性 30 s，1个循环；94 °C

变性 5 s，60 °C变性 30 s，共 40个循环；在 95 °C下熔

化 5 s，在 60 °C 下熔化 1 min，最后在 50 °C 下冷却

30 s。以GAPDH作为内参，使用 2-ΔΔCt法计算 IL-1β、

NLRP3、COX-2、iNOS、IL-6 和 TNF-α的 mRNA 相对

表达。引物序列见表1。

2.7　炎症通路蛋白表达水平检测

RAW264.7 细胞以每皿 2×107 个接种到培养

皿，细胞分组、给药、造模、培养同“2.3”项。收集

RAW264.7巨噬细胞，加入含蛋白酶抑制剂和蛋白

磷酸酶抑制剂的蛋白裂解液，提取细胞总蛋白。配

制 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

胶与 5% 浓缩胶，加入 1×三羟甲基氨基甲烷-甘氨

酸电泳缓冲液，上样后进行电泳，并转移至聚偏氟

乙烯膜。5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，4 °C过夜孵育

一 抗 TLR4、MyD88、NF- κB p65、p-NF- κB p65、

NLRP3、P2X7、GAPDH；室温孵育二抗 2 h；室温孵

育三抗 1 h。使用ECL发光液和化学发光成像仪显

影成像，应用 Image J软件对目的蛋白和内参蛋白条

带进行灰度分析。

2.8　统计分析

使用 GraphPad Prim 9.0 软件分析，数据表示

为 x̄±s，两组间数据比较采用 Student’s t-test 法

进行分析 ，多组间数据比较采用单因素方差

分析。

3　结果

3.1　（+）-CHB对RAW264.7细胞存活率的影响

如图 2 所示，与对照组相比，（+）-CHB 浓度在

1.25～20 μmol·L−1对 RAW264.7细胞存活率未见显

著影响，当（+）-CHB浓度为 40 μmol·L−1时细胞存活

率有降低趋势，但未见统计学差异，当（+）-CHB浓

度大于 80 μmol·L−1 时细胞存活率显著降低（P＜

0.05、0.01）。故选择无毒剂量 5、10、20 μmol·L−1作

为后续研究的低、中、高剂量组。

3.2　（+）-CHB对 LPS刺激的 RAW264.7细胞形态

的影响

使用光学显微镜记录细胞形态的变化，如图 3

所示，对照组细胞呈饱满圆形，而 LPS 刺激的模型

组部分细胞呈长梭形极化状态，形成伪足，触角分

明；与模型组相比，（+）-CHB 处理减少了梭形细

胞数量 ，大部分细胞恢复正常形态。结果表

明，（+）-CHB可减轻 LPS对巨噬细胞的刺激，改善

极化状态，缓解细胞炎症反应。

3.3　（+）-CHB对 LPS刺激的 RAW264.7细胞炎症

介质生成的影响

对 RAW264.7 细胞炎症介质分泌及 mRNA

表达进行检测，如图 4 所示，与对照组相比，模

型组 NO 生成和 iNOS、COX-2 mRNA 表达均显

著增加（P＜0.01）；与模型组相比，（+）-CHB 各

浓度显著抑制 NO 生成（P＜0.01），显著降低

COX-2 mRNA 水平（P＜0.01），10 和 20 μmol·L−1

处 理 显 著 降 低 iNOS mRNA 表 达 水 平（P＜

0.05）。结果表明，（+）-CHB 可浓度相关性抑制

体外 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞中促炎介

质分泌及 mRNA 表达。

表1　qRT-PCR引物序列

Table 1　qRT-PCR primer sequences

基因

IL-1β

NLRP3

COX-2

iNOS

TNF-α

GAPDH

上游基因（5’→3’）

TCGCAGCAGCACATCAACAAGAG

CCAACCAGAACTTCACACACC

CATCCCCTTCCTGCGAAGTT

ACTACTGCTGGTGGTGACAA

GTCCCCAAAGGGATGAGAAGT

GTGGGAATGGGTCAGAAGGA

下游基因（5’→3’）

AGGTCCACGGGAAAGACACAGG

TGTAGTTTACAGTCCGGGTGC

CATGGGAGTTGGGCAGTCAT

CCTGAAGGTGTGGTTGAGTTC

TTTGCTACGACGTGGGCTAC

CTTCTCCATGTCGTCCCAGT

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group.

图2　RAW264.7细胞存活率（x̄±s， n=3）

Fig. 2　Viability of RAW264.7 cells （x̄±s， n=3）
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3.4　（+）-CHB对 LPS刺激的 RAW264.7细胞炎症

细胞因子水平的影响

如图 5所示，模型组的TNF-α、IL-6的上清分泌

水平和 mRNA 水平显著高于对照组（P＜0.01）；与

模型组比较，各浓度（+）-CHB和Dex处理均显著减

少了 TNF-α 和 IL-6 分泌（P＜0.05、0.01），中、高浓

度（+）-CHB 和 Dex 处理显著减少 TNF-α和 IL-6 

mRNA 水平（P＜0.05、0.01）。结果表明，（+）-CHB

通过抑制LPS诱导的RAW264.7巨噬细胞中炎症细

胞因子的过度表达发挥抗炎作用。

3.5　（+）-CHB 对 LPS 刺激的 RAW264.7 细胞中

TLR4/MyD88/NF-κB炎症通路的影响

对细胞中TLR4及其下游炎症通路信号蛋白表

达进行检测，如图 6所示，与对照组相比，LPS诱导

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图4　RAW264.7细胞炎症介质水平（x̄±s，n=3）

Fig. 4　Level of inflammatory mediators of RAW 264.7 macrophages (x̄±s, n=3)

图3　RAW264.7细胞形态变化

Fig. 3　Morphological variation of RAW 264.7 macrophages

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图5　RAW264.7细胞炎症细胞因子水平（x̄±s，n=3）

Fig. 5　Level of inflammatory cytokines of RAW 264.7 macrophages （x̄±s， n=3）
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的模型组中炎症通路中关键信号分子 TLR4、

MyD88、NF-κB p65和 p-NF-κB p65蛋白的表达均显

著增加（P＜0.01）；与模型组相比，（+）-CHB显著降

低TLR4、MyD88、NF-κB p65和 p-NF-κB p65蛋白的

表达（P＜0.05、0.01）。结果表明，（+）-CHB 可能通

过抑制 TLR4/MyD88/NF-κB 炎症信号通路而发挥

抗炎作用。

3.6　（ + ）-CHB 对 LPS 刺激的 RAW264.7 细胞

P2X7/NLRP3/IL-1β炎症小体轴激活的影响

对细胞炎症小体及其上下游分子表达进行检

测，如图 7的Western blotting结果所示，与对照组相

比，模型组P2X7蛋白的表达显著增加（P＜0.01）；与

模型组比较，（+）-CHB以剂量相关的方式显著抑制

LPS诱导的P2X7蛋白表达（P＜0.05、0.01）。

与对照组相比，模型组NLRP3蛋白和mRNA表

达显著增加（P＜0.01）；与模型组相比，（+）-CHB 

10、20 μmol·L−1 处理显著下调 NLRP3 的蛋白和

mRNA表达（P＜0.05、0.01）。

qRT-PCR 和 ELISA 结果显示，与对照组相比，

模型组 IL-1β mRNA 的表达和分泌显著增加（P＜

0.05、0.01）；与模型组比较，（+）-CHB 处理后 IL-1β 

mRNA 表达和分泌水平显著降低（P＜0.05、0.01）。

结果提示，（+）-CHB 能抑制 P2X7/NLRP3/IL-1β 炎

症小体轴激活。

4　讨论

炎症在心血管疾病、癌症、哮喘、关节炎和糖尿

病等多种疾病的发生和发展中起着至关重要的作

用，开发新型抗炎药物已成为目前特别重要的研究

方向。而来自植物或传统草药的天然产物构成了

新型药物研究开发的宝库，许多具有独特疗效的天

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图6　RAW264.7细胞中关键炎症信号分子蛋白表达水平（x̄±s，n=3）

Fig. 6　Protein expression of key signal molecules of RAW 264.7 macrophages （x̄±s， n=3）

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图7　RAW264.7细胞中P2X7/NLRP3/IL-1β炎症小体轴表达水平（x̄±s，n=3）

Fig. 7　Expression of P2X7/NLRP3/IL-1β in RAW 264.7 macrophages （x̄±s， n=3）

··510



Drug Evaluation Research第47卷 第3期  2024年3月 Vol. 47 No. 3 March 2024

然产物已被批准用于疾病的临床治疗，例如抗疟药

青蒿素、抗肿瘤药长春碱，或免疫调节性药物

fingolimod等［17-19］。充分表征天然产物的结构功能

和生物活性，将有助于发现具有独特价值的新型药

物候选物［20］。本课题组前期研究发现，（+）-CHB作

为湖北金粟兰的活性化合物之一，具有潜在的抗炎

作用，但其确切作用和机制尚不清楚［16］。本研究建

立了 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞炎症模型，以确

定（+）-CHB的抗炎活性并研究其药理机制。

众所周知，LPS能够激活单核细胞/巨噬细胞并

促进关键炎症介质的产生［21-22］，故 LPS 诱导的

RAW264.7细胞炎症模型常用于评价药物的疗效并

研究其作用机制。活化的巨噬细胞在 LPS 诱导下

触发促炎反应，引起NO、iNOS和COX-2的表达，以

及TNF-α和 IL-6的产生，最终导致炎症性疾病的进

展和恶化［23］。iNOS和 COX-2是负责产生 NO和前

列腺素E2的促炎酶，介导炎症损伤过程的启动和进

展［24］。TNF-α主要由巨噬细胞产生，参与抗原提呈

和免疫细胞激活［25］，而 IL-6参与白细胞浸润［26］。因

此，上述炎症介质和细胞因子水平的下调可作为研

究药物抗炎活性的策略。本研究发现（+）-CHB可

以降低 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞中 NO、iNOS 和

COX-2的表达水平，以及减少炎症细胞因子TNF-α

和 IL-6的产生，表明（+）-CHB通过抑制巨噬细胞炎

症介质和细胞因子的产生来发挥抗炎活性。

TLR4 信号通路在感染、慢性和急性炎症性疾

病的固有免疫反应中发挥关键作用，协助巨噬细胞

识别病原体并触发一系列防御机制［8］。TLR4激活

后启动 2种独特的信号通路：MyD88依赖性信号通

路和 MyD88非依赖性信号通路。LPS通常被视为

TLR4激动剂，其触发的促炎反应是MyD88依赖性

的［9］。TLR4/MyD88是LPS诱发炎症的关键信号通

路，激活的 TLR4/MyD88 导致下游核转录因子

NF-κB 的磷酸化，调节各种炎症介质的表达，包

括 TNF-α、IL-6、IL-1β、NLRP3、iNOS 和 COX-2［10， 22］。

因此，抑制 TLR4及其下游途径已被认为是一种有

效的抗炎方法。本研究发现（+）-CHB 抑制了

TLR4、MyD88、NF-κB p65、p-NF-κB p65的表达，表

明（+）-CHB 的抗炎活性与阻断 TLR4 信号通路

有关。

此外，NLRP3炎症小体是一种天然免疫系统的

多蛋白复合物，也被认为是巨噬细胞炎症反应的关

键指标［27］。活化的NLRP3炎症小体在多种疾病中

发挥致病作用，如哮喘、阿尔茨海默病和心血管疾

病［28］。在炎症过程中，LPS激活TLR4/NF-κB，促进

NLRP3和 IL-1β前体转录，这些转录在翻译后以非

活性形式停留在细胞质中；而LPS或ATP通过激活

P2X7受体，诱导无活性 NLRP3炎症小体的组装和

过度激活，进一步促进 IL-1β 成熟并释放到细胞外

环境，最终并引起广泛的免疫反应［29-30］。在本研究

中，（+）-CHB 不仅负调控 TLR4/MyD88/NF-κB 通

路，也降低了P2X7和NLRP3的表达水平，下调 IL-1β 

mRNA表达且抑制其胞外分泌，表明（+）-CHB的抗

炎活性还与抑制P2X7/NLRP3/IL-1β轴激活有关。

湖北金粟兰中活性化合物（+）-CHB 可通过抑

制 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路及 P2X7/NLRP3/

IL-1β 轴来缓解 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞的

炎症反应。本研究将为（+）-CHB在炎症控制领域

的应用奠定实验基础，并为其在免疫紊乱和炎症相

关疾病中的深入研究提供参考。
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