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• 药理与临床 • 

基于多途径联合效应的甘草防治脓毒血症活性成分筛选及作用机制研究  
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摘  要：目的  研究甘草中有效组分对脓毒血症的防治作用及机制。方法  采用小鼠骨髓来源巨噬细胞（bone marrow-derived 

macrophages，BMDM）构建体外 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor thermal protein domain associated 

protein 3，NLRP3）炎症小体激活模型及 H2O2 诱导的氧化应激模型筛选出甘草抗炎、抗氧化应激的有效组分，采用 ip 脂多

糖（lipopolysaccharide，LPS，20 mg/kg）诱导 C57BL/6 小鼠脓毒血症致死模型以及脓毒血症模型，评价致死模型中小鼠的

生存率及脓毒血症模型小鼠腹腔灌洗液中巨噬细胞和中性粒细胞在渗出细胞中的占比以及外周血和腹腔灌洗液中白细胞介

素-1β（interleukin-1β，IL-1β）及肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平。结果  基于 BMDM 细胞 NLRP3

炎症小体激活模型筛选出甘草中有效组分刺甘草查耳酮，可显著抑制半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1（cystein-asparate protease-1，

Caspase-1）p20 的蛋白表达及 IL-1β 的释放（P＜0.05、0.001）。基于 H2O2诱导的 BMDM 细胞氧化应激模型筛选出有效组分甘

草酸，其可改善 H2O2诱导的细胞氧化损伤，显著升高细胞活力和超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性（P＜0.01、

0.001），降低活性氧（reactive oxygen species，ROS）产生（P＜0.001）。基于 LPS 诱导的脓毒血症致死模型发现，甘草酸高

剂量组及刺甘草查耳酮低、高剂量组和联合组均可显著升高小鼠生存率（P＜0.05、0.001），并且联合用药组的效果优于甘草

酸组和刺甘草查耳酮低剂量组。在脓毒血症小鼠模型中，刺甘草查耳酮和甘草酸均可降低巨噬细胞和中性粒细胞在渗出细胞

中的占比（P＜0.001），降低外周血及腹腔灌洗液中 IL-1β 和 TNF-α 的水平（P＜0.01、0.001），同时联合组与单药组相比体

现出更佳的作用效果（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  甘草活性成分刺甘草查耳酮与甘草酸联用可抑制 BMDM 细胞 NLRP3

炎症小体激活和氧化应激，从而多途径地发挥较强的防治脓毒血症的作用，为中药组分中药的研发及中药临床精准用药提供

了新的研究思路。 
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Abstract: Objective  To explore the effect and mechanism of effective components in Gancao (Glycyrrhizae Radix et Rhizoma) on 

the prevention and treatment of sepsis. Methods  The effective components of anti-inflammation and anti-oxidant stress in 

Glycyrrhizae Radix et Rhizoma were screened by NOD-like receptor thermal protein domain associated protein 3 (NLRP3) 

inflammasome activation model and in vitro oxidative stress model induced by H2O2 in bone marrow-derived macrophages (BMDM). 

The mortality model of C57BL/6 mice induced by lipopolysaccharide (LPS, 20 mg/kg) and sepsis model were used to evaluate the 

survival rate of mice in mortality model, the proportions of macrophages and neutrophils in exudative cells in peritoneal lavage fluid, 

interleukin-1β (IL-1β), tumor necrosis factor-α (TNF-α) levels in peripheral blood and peritoneal lavage fluid of sepsis model mice. 

Results  Based on NLRP3 inflammasome activation model in BMDM cells, the effective component (echinatin) of Glycyrrhizae 

Radix et Rhizoma was screened out, which significantly inhibited the protein expression of cysteine-aspartate protease-1 (Caspase-1) 

p20 and the release of IL-1β (P < 0.05, 0.001). Based on H2O2-induced oxidative stress model of BMDM cells, glycyrrhizic acid was 

screened out, which improved H2O2-induced oxidative damage of cells, significantly increased cell viability and superoxide dismutase 

(SOD) activity (P < 0.01, 0.001), and reduced the production of reactive oxygen species (ROS) (P < 0.001). Based on the death model 

of sepsis induced by LPS, it was found that glycyrrhizic acid high-dose group, echinatin low-, high-dose groups and the combined 

group significantly improved the survival rate of mice (P < 0.05, 0.001), and the effect of the combined drug group was better than that 

of glycyrrhizic acid group and echinatin low-dose group. In the mouse model of sepsis, both echinatin and glycyrrhizic acid reduced 

the proportions of macrophages and neutrophils in exudative cells (P < 0.001), reduced the levels of IL-1β and TNF-α in peripheral 

blood and peritoneal lavage fluid (P < 0.01, 0.001). At the same time, the combined group had a better effect than the single drug group 

(P < 0.05, 0.01). Conclusion  The combination of echinatin and glycyrrhizic acid, active components of Glycyrrhizae Radix et 

Rhizoma, can inhibit the activation of NLRP3 inflammasome and oxidative stress in BMDM cells, thus playing a strong role in the 

prevention and treatment of sepsis in multiple ways, which provides a new research idea for the research and development of traditional 

Chinese medicine components and the clinical precise use of traditional Chinese medicine. 

Key words: Glycyrrhizae Radix et Rhizoma; component-based Chinese medicine; combined synergism; echinatin; glycyrrhizic acid; sepsis 

甘草始载于《神农本草经》，为豆科植物甘草

Glycyrrhiza uralensis Fisch.、胀果甘草 G. inflata Bat.

或光果甘草G. glabra L.的干燥根和根茎，味甘性平，

具有清热解毒、补气益脾、祛痰、止咳、缓急止痛、

调和诸药等功效，常用于临床，且素有“十方九草”

之称[1]。此外，甘草作为我国传统的药食两用类中

药，广泛应用于食品、保健品等多个领域。现代药

理学研究表明，甘草具有保肝、抗炎[2]、抗病毒[3]、

抗氧化[4]、抗纤维化[5]、抗肿瘤[6]等多种药理活性，

目前已被开发为复方甘草片、甘草酸二铵胶囊等

多种中成药制剂。 

脓毒血症是一种感染性的炎症反应综合征，可

导致多种器官功能性障碍，具有发病率高、病死率

高等特点[7]，其发病机制较为复杂，涉及炎症反应、

氧化应激等系列机体反应，现阶段虽然常规用药如

广谱抗菌类药物、糖皮质激素等，均可起到良好的

治疗效果，但临床应用中往往存在一定的局限性，

如抗生素在明确感染细菌种类的早期脓毒血症的防

治中可发挥较好的治疗效果，但长期使用易产生耐

药性[8]；大剂量、短疗程的糖皮质激素治疗方案可

能引起继发性感染[9]。脓毒血症发病迅速，病情凶

险，临床亟需针对脓毒血症发病传变特点的药物以

实现临床药物的精准用药。 

甘草及其成分具有调节促炎及抗炎细胞因子水

平、提高免疫细胞活性等免疫调节作用[10-17]。课题

组基于前期工作基础，针对甘草展开了系列免疫活

性研究[18-21]。本研究发现刺甘草查耳酮、甘草酸是

甘草中较强的抗炎、抗氧化的活性成分，多种成分

在体内通过调节多个靶点产生多个效应从而起到治

疗疾病的作用，并对比研究了二者联合用药在脂多

糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的脓毒血症模型

中的作用效果，以期初步阐明甘草活性成分协同抗

脓毒血症的药效特征，为甘草相关制剂的新药研发

提供实验基础。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级 C57BL/6 WT 雌性小鼠，6～8 周龄，体

质量 18～22 g，购自斯贝福生物技术有限公司，动

物合格证号 SCXK（京）2019-0010，饲养于解放军

总医院第五医学中心动物实验室，温度 21～24 ℃，
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12 h 光暗循环。动物实验经中国人民解放军总医院

第五医学中心批准，符合《实验动物管理条例》要

求，动物实验伦理批准号为 IACUC-2021-0012。 

1.2  药品与试剂 

甘草苷、甘草素、甘草次酸、芹糖异甘草苷、芒

柄花苷、光甘草定、刺甘草查耳酮、甘草酸、H2DCFDA

探针、巨噬细胞集落刺激因子（macrophage colony 

stimulating factor，M-CSF）、NOD 样受体热蛋白结构

域相关蛋白 3（NOD-like receptor thermal protein 

domain associated protein 3，NLRP3）炎症小体抑制剂

MCC950（批号分别为 HY-N0376、HY-N0377、HY-

N0180、HY-N2497、HY-N0270、HY-N0393、HY-N0269、

HY-N0184、HY-D0940、HY-P7085、HY-12815A）均

购自美国 MedChemExpress 公司，化合物质量分数

均＞98%；异甘草苷、甘草酸单铵（批号分别为

T5S0331、T6384，质量分数＞99%）购自 TargetMol 公

司；甘草提取物（批号 DST20220215）购自成都乐美

天医药科技有限公司；DMEM 培养基、胎牛血清、

Opti-MEM 培养基（批号分别为 11965092、C0232、

2427634）均购自美国 Gibco 公司；二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）、PBS（批号分别为

QN0746、SNM249）购自北京百奥莱博科技有限公司；

Lamin B 抗体（批号 17416）购自美国 CST 公司；半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1（cystein-asparate protease-1，

Caspase-1）抗体（批号 AG-20B-004）购自安诺伦（北

京）生物科技有限公司；Ly-6G/Ly-6C 抗体、F4/80 抗

体、CD11b 抗体（批号分别为 108407、123108、101212）

均购自Biolegend公司；总超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）活性检测（NBT 法）试剂盒（批号

S0109）购自上海碧云天生物技术有限公司；细胞增殖

与活性检测（CCK-8 法）试剂盒（批号 ck04-500T）

购自上海同仁药业股份有限公司；IL-1β、肿瘤坏死因

子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）ELISA 检测试

剂盒（批号分别为 1210602、1217202）购自达科为生

物技术有限公司；LPS、尼日利亚菌素、H2O2（批号

分别为 L2880、N7143、323381）购自美国 Sigma-

Aldrich 公司；抗小鼠 IgG 二抗（批号 115-035-003）

购自美国 Jackson Immuno Research 公司。 

1.3  仪器 

HERAcell VIOS 160i 型 CO2 培养箱、TGL-18M

型低温高速离心机（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；SpectraMax iD5 型酶标仪（美国 Promega 公

司）；PowerPac HC 型电泳仪、Trans-Blot 型转印槽

（美国 Bio-Rad 公司）；FACSCantoTM II 型流式细胞

仪（美国 BD 公司）。 

2  方法 

2.1  小鼠骨髓来源巨噬细胞（bone marrow-derived 

macrophages，BMDM）的制备及培养 

小鼠经乙醚麻醉后脱颈处死，使用 75%乙醇浸

泡消毒 30 min，无菌操作台中分离小鼠胫骨，用

37 ℃预热的 DMEM 培养基（含 10%胎牛血清、1%

青霉素-链霉素）冲洗骨髓腔，使胫骨内容物均被冲

出，收集混合液，加入 50 ng/mL M-CSF，吹打混匀，

放入培养基，置于 5% CO2、37 ℃的培养箱中培养

5～7 d 后，得到 BMDM 细胞。 

2.2  NLRP3炎症小体激活模型筛选甘草中 10种活

性成分 

2.2.1  Western blotting 检测细胞上清液中 Caspase-1 

p20 及细胞裂解液中 Caspase-1 p45 蛋白表达  

BMDM以 1×106个/mL接种于12孔板中，培养24 h，

待细胞贴壁完全后，更换为含 50 μg/L LPS 的培养

液，恒温培养 4 h。弃上清，分别加入含 40 μmol/L

甘草苷、甘草素、异甘草苷、甘草次酸、芹糖异甘

草苷、甘草酸单铵、芒柄花苷、光甘草定、刺甘草

查耳酮、甘草酸的培养液，恒温培养1 h，加入NLRP3

炎症小体激活剂尼日利亚菌素（7.5 μmol/L）刺激 30 

min，另设置不含药物的对照组，收集细胞及上清

液。细胞上清液加入 1/4 体积的三氯乙酸，于−20 ℃

储存 2 h 以上，待蛋白沉淀后，4 ℃、12 000 r/min

离心 15 min，弃上清，加入冰丙酮以清洗蛋白。弃

去丙酮，加入 1×Loading Buffer，混匀后制成上清

蛋白样品。细胞加入裂解液提取蛋白，加入 1×

Loading Buffer，金属浴煮沸 15 min 使蛋白变性，得

到细胞裂解蛋白样品。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，封闭后加入一

抗孵育，洗涤后加入二抗孵育，显影[22]。 

2.2.2  细胞上清液中 IL-1β 水平检测  按照 ELISA

试剂盒说明书检测细胞上清液中 IL-1β 水平。 

2.3  体外氧化应激模型筛选甘草中 10 种活性成分 

2.3.1  CCK-8 法检测 H2O2 对细胞活性的影响  

BMDM 以 1×106个/mL 接种于 96 孔板中，培养 24 h，

待细胞贴壁完全后，分别加入 0、50、100、200、

400、600、800、1000 μmol/L 的 H2O2，每组设 3 个

复孔，于培养箱中培养 12 h。弃去上清液，避光加

入 CCK-8 试剂，孵育 30 min，采用酶标仪测定吸光

度（A）值。 
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2.3.2  ROS水平的检测  BMDM以 1.2×106个/mL

接种于 6 孔板中，培养 24 h，待细胞贴壁完全后，分

别加入含 40 μmol/L 甘草苷、甘草素、异甘草苷、甘

草次酸、芹糖异甘草苷、甘草酸单铵、芒柄花苷、光

甘草定、刺甘草查耳酮、甘草酸的培养液，恒温培养

1 h 后，加入 200 μmol/L H2O2培养 16 h，另设置不含

药物的对照组，清洗细胞，后加入 H2DCFDA 探针，

避光孵育 30 min，使用流式细胞仪检测 ROS 水平。 

2.4  CCK-8 检测刺甘草查耳酮和甘草酸对细胞活

性的影响 

2.4.1  刺甘草查耳酮和甘草酸对 BMDM 活性的影

响  BMDM 以 1×106个/mL 接种于 96 孔板中，培

养 24 h，待细胞贴壁完全后，分别加入 0、31.25、

62.5、125、250、500、1000 μmol/L 甘草酸或 0、5、

10、20、40、60、80 μmol/L 刺甘草查耳酮，每组设

3 个复孔，于培养箱中培养 12、24 h，检测 A 值。 

2.4.2  刺甘草查耳酮和甘草酸对 H2O2 刺激的

BMDM 活性的影响  BMDM 以 1×106个/mL 接种

于 96 孔板中，培养 24 h，待细胞贴壁完全后，分别

加入 200 μmol/L 甘草酸或 40 μmol/L 刺甘草查耳

酮，恒温培养 1 h 后，加入 400 μmol/L H2O2培养 12 h，

检测 A 值。 

2.5  刺甘草查耳酮和甘草酸对细胞 SOD 活性的影响 

BMDM 以 1.2×106个/mL 接种于 6 孔板中，培

养 24 h，待细胞贴壁完全后，分别加入 200 μmol/L

甘草酸或 40 μmol/L 刺甘草查耳酮，再加入 400、

600 μmol/L H2O2诱导氧化损伤，刺激 12 h，按试剂

盒说明书检测 SOD 活性。 

2.6  Western blotting 检测刺甘草查耳酮和甘草酸

对细胞上清液中 Caspase-1 p20 及细胞裂解液中

Caspase-1 p45 蛋白表达的影响 

BMDM 以 1×106个/mL 接种于 12 孔板中，培

养 24 h，待细胞贴壁完全后，更换为含 50 μg/L LPS

的培养液，恒温培养 4 h。弃上清，分别加入含 25、

50、100、200 μmol/L 甘草酸或 5、10、20、40 μmol/L

刺甘草查耳酮的培养液，恒温培养 1 h，加入 7.5 

μmol/L 尼日利亚菌素刺激 30 min，另设置不含药物

的对照组，收集细胞及上清液。采用 Western blotting

检测细胞上清液中 Caspase-1 p20 及细胞裂解液中

Caspase-1 p45 蛋白表达。 

2.7  ELISA 检测刺甘草查耳酮和甘草酸对细胞上

清液中 IL-1β 水平的影响 

 取“2.6”项下细胞上清液，按照 ELISA 试剂盒

说明书检测细胞上清液中 IL-1β 水平。 

2.8  刺甘草查耳酮和甘草酸对 LPS 诱导的脓毒血

症致死模型小鼠生存率的影响 

基于课题组前期研究[18]及预实验结果，将甘草

酸与刺甘草查耳酮的基础给药剂量均设置为 20 

mg/kg。MCC950 作为 NLRP3 炎症小体的抑制剂，

可以延长 LPS 诱导的脓毒血症小鼠的存活率[23-24]，

本实验将其作为阳性对照药，并根据课题组前期对

炎症小体抑制的实验结果[18-19]，MCC950 剂量为 40 

mg/kg。小鼠适应性喂养 3 d 后，随机分为模型组，

甘草酸低、高剂量（20、40 mg/kg）组，刺甘草查

耳酮低、高剂量（20、40 mg/kg）组，甘草酸（20 

mg/kg）-刺甘草查耳酮（20 mg/kg）组和 MCC950

（40 mg/kg）组，每组 12 只。造模前小鼠禁食 8 h，

各给药组 ip 相应药物，模型组 ip 等体积的含 5% 

DMSO 和 5%聚山梨酯-80 的生理盐水溶液，预给药

1 h 后，小鼠 ip LPS（20 mg/kg）诱导脓毒性休克，

持续观察小鼠死亡情况，每 2 小时记录小鼠死亡只

数，绘制生存率曲线。 

2.9  刺甘草查耳酮和甘草酸对 LPS 诱导的脓毒血

症小鼠模型炎症因子水平的影响 

小鼠适应性喂养 3 d 后，随机分为对照组、模

型组、MCC950（40 mg/kg）组、甘草提取物（1.3 

g/kg）[25]组、刺甘草查耳酮（20 mg/kg）组、甘草酸

（20 mg/kg）组和甘草酸（20 mg/kg）-刺甘草查耳酮

（20 mg/kg）组，每组 8 只。造模前小鼠禁食 8 h，

各给药组 ig 甘草提取物或 ip MCC950、刺甘草查耳

酮、甘草酸，对照组和模型组 ig 生理盐水或 ip 含

5% DMSO 和 5%聚山梨酯-80 的生理盐水溶液，预

给药 1 h 后，造模小鼠 ip LPS（20 mg/kg），对照组

小鼠 ip 等体积的生理盐水，3 h 后取材，收集腹腔

灌洗液以及眼眶血。采用颈椎脱臼法处死小鼠，将

在冰浴中预冷的 PBS 注入小鼠腹腔内，轻揉小鼠腹

部 2 min，随后取出腹腔内的 PBS，得到腹腔灌洗

液。将腹腔灌洗液分出部分用于 ELISA 试剂盒检测

IL-1β 和 TNF-α，其余用于提取渗出细胞。渗出细胞

使用 F4/80 抗体对巨噬细胞进行染色，用 CD11b 抗

体及 Ly6C/Ly6G 抗体对中性粒细胞进行染色，使用

流式细胞仪进行细胞计数。按试剂盒说明书测定外

周血和腹腔灌洗液中 IL-1β 和 TNF-α 水平。 

2.10  统计学分析 

采用 SPSS v23.0 和 GraphPad Prism 9.0.0 软件对

实验数据进行统计学分析，结果以 x s 表示，组间差
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异比较用单因素方差分析处理；生存曲线由 GraphPad 

Prism 9.0.0 绘制，组间差异采用 log-rank test。 

3  结果 

3.1  NLRP3 炎症小体激活模型筛选甘草活性成分 

本研究建立了体外 NLRP3 炎症小体激活模型，

对甘草中 10 种活性成分（甘草苷、甘草素、异甘草

苷、甘草次酸、芹糖异甘草苷、甘草酸单铵、芒柄

花苷、光甘草定、刺甘草查耳酮、甘草酸）抑制

NLRP3 炎症小体激活的效应进行了筛选，结果表

明，刺甘草查耳酮可显著抑制尼日利亚菌素诱导的

细胞上清液中Caspase-1 p20的蛋白表达（P＜0.001，

图 1-A、B），对 Caspase-1 p45 蛋白表达没有显著影

响（图 1-C），同时显著抑制 IL-1β 分泌（P＜0.05，

图 1-D），与课题组前期研究结果一致[17]，故认为刺

甘草查耳酮作为甘草中抑制 NLRP3 炎症小体经典

通路的标志性成分，拟将其选为后续联合使用的小

分子之一。 

3.2  体外氧化应激模型筛选甘草活性成分 

采用 H2O2 建立体外氧化应激模型，首先对

H2O2 的细胞毒性进行了检测，结果显示 H2O2 的半

数抑制浓度（half inhibitory concentration，IC50）值

为 491.6 μmol/L（图 2-A），因此选用可诱导氧化应

激产生且相对安全的浓度 200 μmol/L 作为刺激浓

度。如图 2-B 所示，甘草中 10 个活性成分均可显著

抑制 H2O2 诱导的 ROS 产生（P＜0.05、0.01、0.001），

其中甘草酸抑制效果最佳。因此，本实验将刺甘草

查耳酮、甘草酸作为组分联合的研究对象进行下一

步的研究。 

3.3  刺甘草查耳酮、甘草酸的细胞毒性及抗氧化应

激作用 

根据上述实验结果，本研究筛选出了甘草 10 个

成分中抑制炎症小体激活及抗氧化应激作用最强的

2 个活性成分——刺甘草查耳酮、甘草酸，接下来对

二者的细胞毒性进行考察，发现 24 h 内二者均未出

现明显的细胞毒性（图 3-A、B），刺甘草查耳酮和

甘草酸可显著抑制 H2O2 刺激的细胞活性降低（P＜

0.05、0.01，图 3-C）。研究表明，H2O2诱导细胞产

生 ROS 并进入氧化应激状态，SOD 活性降低[26-28]。 
 

 

A～C-细胞上清液中 Caspase-1 p20 和细胞裂解液中 Caspase-1 p45 蛋白表达  D-细胞上清液中 IL-1β 水平  1-甘草苷  2-甘草素  3-异甘草苷  

4-甘草次酸  5-芹糖异甘草苷  6-甘草酸单铵  7-芒柄花苷  8-光甘草定  9-刺甘草查耳酮  10-甘草酸  与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  

###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同 

A—C-expressions of Caspase-1 p20 in cell supernatant and Caspase-1 p45 in cell lysate  D-IL-1β level in cell supernatant   1-liquiritin  2-liquiritigenin  

3-isoliquiritin  4-glycyrrhetinic acid  5-isoliquiritin apioside  6-monoammonium glycyrrhizinate  7-ononin  8-glabridin  9-echinatin  10-

glycyrrhizin  #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures 

图 1  NLRP3 炎症小体激活模型筛选甘草活性成分 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Screening of active components of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma by NLRP3 inflammasome activation model ( x s , 

n = 3)
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A-不同浓度 H2O2对细胞活力的影响  B-各组细胞 ROS 水平 

A-effects of different concentrations of H2O2 on cell viability  B-ROS level of cells in each group 

图 2  体外氧化应激模型筛选甘草活性成分 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Screening of active components of Glycyrrhizae Radix et Rhizoma by in vitro oxidative stress model ( x s , n = 3) 

 

A、B-不同浓度刺甘草查耳酮和甘草酸对细胞活力的影响  C-刺甘草查耳酮和甘草酸对 H2O2诱导的细胞活力的影响  D-各组细胞 SOD 活性 

A, B-effects of different concentrations of echinatin and glycyrrhizic acid on cell viability  C-effects of echinatin and glycyrrhizic acid on H2O2 induced 

cell viability  D-SOD activity of cells in each group 

图 3  刺甘草查耳酮、甘草酸的细胞毒性和抗氧化应激作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Cytotoxicity and anti-oxidative stress effect of echinatin and glycyrrhizic acid ( x s , n = 3)

如图 3-D 所示，甘草酸显著上调 H2O2 诱导的细胞

中 SOD 活性（P＜0.01、0.001），表明甘草酸具有恢

复 SOD 活性的效应。 

3.4  刺甘草查耳酮、甘草酸对 NLRP3 炎症小体的

影响 

 进而对不同浓度的刺甘草查耳酮、甘草酸抑制

NLRP3 炎症小体的效应进行研究，如图 4 所示，刺

甘草查耳酮可剂量相关性地抑制尼日利亚菌素诱导

的细胞上清液中 Caspase-1 p20 蛋白表达以及炎症因

子 IL-1β 的释放（P＜0.01、0.001），但各剂量的甘草

酸对细胞上清液中 Caspase-1 p20 的蛋白表达以及

IL-1β 的释放均无明显作用，且二者对细胞裂解液中

Caspase-1 p45 的蛋白表达均无明显影响。进一步地

确定了刺甘草查耳酮、甘草酸抗炎、抗氧化应激的效

果，下一步的实验中将对比研究刺甘草查耳酮-甘草

酸组分联合在脓毒血症疾病模型的作用效果。
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A～C-细胞上清液中 Caspase-1 p20 和细胞裂解液中 Caspase-1 p45 蛋白表达  D-细胞上清液中 IL-1β 水平 

A—C-expressions of Caspase-1 p20 in cell supernatant and Caspase-1 p45 in cell lysate  D-IL-1β level in cell supernatant 

图 4  刺甘草查耳酮、甘草酸对 NLRP3 炎症小体的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effects of echinatin and glycyrrhizic acid on NLRP3 inflammasome ( x s , n = 3) 

3.5  刺甘草查耳酮-甘草酸提高 LPS 诱导的脓毒血

症致死模型小鼠的生存率 

研究表明，ip LPS 可诱导小鼠脓毒血症，机体

产生激烈的免疫反应以对抗外来致病原，产生过激

的炎症反应从而导致小鼠死亡[29]。如图 5 所示，与

模型组比较，刺甘草查耳酮、甘草酸均可延长小鼠

的存活时间（P＜0.05、0.001），降低 72 h 内的死亡

率；且刺甘草查耳酮-甘草酸联合更有优势，其治疗

脓毒性休克的效果强于单独给予低、高剂量的甘草

酸及低剂量的刺甘草查耳酮和阳性对照药物

MCC950。 

3.6  刺甘草查耳酮-甘草酸协同作用于 LPS 诱导的

脓毒血症模型 

刺甘草查耳酮和甘草酸能够明显延长LPS诱导

的脓毒血症模型小鼠的生存时间。进一步评价 LPS

诱导小鼠进入免疫风暴状态的情况下，体内免疫细

胞和细胞因子的水平以及药物干预的有效性。根据

腹腔内渗出的巨噬细胞（F4/80+）和中性粒细胞

（CD11b+、Ly6G+）在总细胞的占比越高，则小鼠免

疫越亢进[18]。为了评价多种活性成分协同治疗脓毒

血症的效果，使用甘草酸、刺甘草查耳酮、甘草酸-刺

甘草查耳酮联用以及甘草提取物对脓毒血症模型小

               

图 5  刺甘草查耳酮、甘草酸对 LPS 诱导的脓毒血症致死模型小鼠生存曲线的影响 

Fig. 5  Effects of echinatin and glycyrrhizic acid on survival curve of mice in LPS-induced sepsis death model 

Caspase-1 p20 

 

Coomassie 

 

Caspase-1 p45 

 

Lamin B 

2.0×104 

 

 

 

4.5×104 

6.8×104 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

 

800 

500 

200 

150 

75 

0 

 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

 

上清液 

 

 

裂解液 

C
as

p
as

e-
1

 p
2
0

/C
o
o
m

as
si

e 

 

IL
-1

β
/(

p
g
·m

L
−

1
) 

C
as

p
as

e-
1

 p
4
5

/L
am

in
 B

 

 

*** 

A                                                                       B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C                                                                       D # 

### 

刺甘草查耳酮/ 
(μmol·L−1) 

甘草酸/ 
(μmol·L−1) 

尼日利亚菌素 
 

刺甘草查耳酮/ 
(μmol·L−1) 

甘草酸/ 
(μmol·L−1) 

尼日利亚菌素 
 

—  — 10  20  40     —  —  — — — 

—  — —  —  —     —  —  50 100 200 

—  ＋ ＋ ＋  ＋    —  ＋ ＋ ＋ ＋ 

—  —  10  20   40  —  —  —  —  — 

—  —  —  —  —  —  —  50  100 200 

—  ＋  ＋ ＋  ＋  —  ＋   ＋   ＋   ＋ 

** 

** 

### 

*** 

*** 

## 

** 

100 

 

75 

 

50 

 

25 

 

0 

 

LPS 

LPS＋MCC950 

LPS＋刺甘草查耳酮 20 mg·kg−1 

LPS＋刺甘草查耳酮 40 mg·kg−1 

LPS＋甘草酸 20 mg·kg−1 

LPS＋甘草酸 40 mg·kg−1 

LPS＋刺甘草查耳酮 20 mg·kg−1＋甘草酸 20 mg·kg−1 

0    12    24    36    48    60    72 

t/h 

* 

*** 

*** 

*** 

** 

存
活
率

/%
 

 

—  —  10  20   40  —  —   —   — — 

—  — —  —   —  —  —  50  100 200 

—  ＋ ＋ ＋   ＋  —  ＋   ＋   ＋ ＋ 

刺甘草查耳酮/ 
(μmol·L−1) 

甘草酸/ 
(μmol·L−1) 

尼日利亚菌素 
 

—  —  10  20   40  —  —  —   —   — 

—  —  —  —  —    —   —  50  100  200 

—  ＋  ＋ ＋  ＋    —   ＋ ＋    ＋   ＋ 

刺甘草查耳酮/ 
(μmol·L−1) 

甘草酸/ 
(μmol·L−1) 

尼日利亚菌素 
 

LPS 诱导的 BMDMs 



 中草药 2023 年 6 月 第 54 卷 第 11 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2023 June Vol. 54 No. 11 ·3531· 

   

鼠进行干预。如图 6-A 所示，ip LPS 可增加巨噬细

胞和中性粒细胞的产生和渗出，而药物干预后巨噬

细胞和中性粒细胞的渗出较模型组显著减少（P＜

0.01、0.001），并且联合组与单药组有显著差异（P＜

0.001）。如图 6-B、C 所示，刺甘草查耳酮和甘草酸可

以显著降低外周血和腹腔灌洗液中炎症因子 IL-1β 和

TNF-α 水平（P＜0.01、0.001），联合组的效果强于单

独给药组（P＜0.05、0.001）。综合以上结果，刺甘草

查耳酮和甘草酸均可有效防治脓毒血症，并且刺甘草

查耳酮-甘草酸的联合使用效果更佳。

 

A-小鼠腹腔灌洗液中巨噬细胞和中性粒细胞在渗出细胞中的占比  B-小鼠外周血中 IL-1β 和 TNF-α 水平  C-小鼠腹腔灌洗液中 IL-1β 和 TNF-α 水

平  与联合组比较：▲P＜0.05  ▲▲▲P＜0.001 

A-proportions of macrophages and neutrophils in exudative cells in peritoneal lavage fluid of mice  B-levels of IL-1β and TNF-α in peripheral blood of 

mice  C-levels of IL-1β and TNF-α in peritoneal lavage fluid of mice  
▲

P < 0.05  
▲▲▲

P < 0.001 vs combined group 

图 6  刺甘草查耳酮和甘草酸对 LPS 诱导的脓毒症小鼠模型的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 6  Effects of echinatin and glycyrrhizic acid on LPS-induced sepsis mice model ( x s , n = 8) 

4  讨论 

脓毒血症的发生发展过程中常伴随着机体多重

异常损伤，其中以过度的炎症反应以及较强的氧化

应激反应为其主要的表现特征[30-32]。炎症反应和氧

化应激在机体损伤中常发挥着协同的作用，炎症反

应的发生常伴随着氧化应激，氧化应激可导致中性

粒细胞炎症浸润扩大机体炎症反应的进程，随着炎

症反应的不断扩大会进一步地加重机体氧化应激水

平[33]。同样地，氧化应激在炎症小体的激活中发挥

着重要的作用，是上游调控多种炎症小体激活的重

要因素，如氧化应激诱导的 ROS 的产生是 NLRP3

炎症小体的主要因素[34]；氧化应激诱导的线粒体损

伤也是激活黑素瘤缺乏因子 2（absent in melanoma 2，

AIM2）炎症小体的主要因素[35]。NLRP3 炎症小体

是研究最多的炎症小体，其激活后通过形成多蛋白

复合物，成熟并释放细胞因子，诱导细胞焦亡[36]。

NLRP3 炎症小体过度激活可诱发和放大炎症反应，

引起和加重一系列的细胞损伤、免疫失调进而损

害机体各个系统[37-41]，这对于脓毒血症的病程发

展是十分重要的[42]。筛选发现靶向抗炎、抗氧化应

激的药物活性成分，对于精准防治脓毒血症具有

重要意义。 

传统中药作为天然药物的宝库，多种中药及其

单体已被证明可通过调控炎症小体及氧化应激等在

许多疾病的治疗中起到良好的疗效，在相关疾病的

新药开发中极具潜力。甘草组分构成繁杂，目前已
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从中鉴定出了 400 多种成分，其中三萜类及黄酮类

化合物（如甘草酸、甘草素、光甘草定、刺甘草查

耳酮等）是含量最高的 2 大类成分[43]，多种成分已

被证明具有治疗脓毒血症的作用[18-19,44-45]。本实验

建立了 LPS 诱导的 NLRP3 炎症小体激活模型以及

H2O2 诱导的氧化应激模型，研究了甘草中 10 种主

要活性成分抗炎、抗氧化的作用效果，结果表明刺

甘草查耳酮可显著抑制 NLRP3 炎症小体激活，减

少尼日利亚菌素诱导的细胞上清液中 Caspase-1 p20

蛋白表达，同时显著降低炎症因子 IL-1β 和 TNF-α

的产生；此外，甘草中的多种成分均可抑制 H2O2诱

导的 ROS 产生，其中甘草酸的抑制效果强于其他成

分，表明刺甘草查耳酮、甘草酸可能是甘草中主要

的抗炎、抗氧化的成分。进一步将刺甘草查耳酮-甘

草酸联合应用于脓毒血症致死实验以及脓毒血症模

型中，结果表明，刺甘草查耳酮-甘草酸可显著减低

LPS 的致死率，显著降低脓毒血症模型小鼠体内巨

噬细胞 F4/80+和中性粒细胞 CD11b+、Ly6G+比例，

降低外周血和腹腔灌洗液中炎症因子 IL-1β、TNF-α

水平，且组分联合组效应均强于单独用药组，证明

刺甘草查耳酮-甘草酸在防治脓毒血症的过程中发

挥了多途径协同增效作用，其机制主要可能与抑制

炎症小体激活及抗氧化相关。 

多成分、多靶点、多效应是中药理论精髓，中

药组分中的协同作用或是临床作用效果的主要原

因[46]。本研究基于中药“组分-靶点-效应”，从免疫

炎症反应及氧化应激的途径联合评价了甘草中多种

活性成分的作用效应，并将其中抑制炎症小体效果

有效成分（刺甘草查耳酮）与抗氧化效应强效成分

（甘草酸）联合应用于脓毒血症模型中，证明了甘草

活性成分协同治疗脓毒血症的联合增效作用，为脓

毒血症联合治疗药物的研发提供了实验依据，为组

分中药的开发及中药临床精准联合用药提供了新的

研究思路。 
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