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基于目标成分敲出/敲入的丹参抑制 NLRP3 炎症小体活化的关键活性成分
研究  
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摘  要：目的  探讨隐丹参酮在丹参抑制 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）炎症小体活化中的作用。方法  采用骨髓源性巨噬细胞（bone marrow derived macrophage，

BMDMs）建立 NLRP3炎症小体活化模型，评价丹参提取物对 NLRP3炎症小体活化的影响。利用目标成分敲出/敲入评价隐

丹参酮在丹参抑制 NLRP3炎症小体活化中的作用，采用薄层色谱法 敲出”隐丹参酮得到目标成分样品（隐丹参酮样品）

及阴性样品（丹参提取物中敲出隐丹参酮的样品），并利用 NLRP3炎症小体活化模型，比较其对 NLRP3炎症小体活化的抑

制作用，通过 ELISA和Western blotting检测相关炎症因子的释放和蛋白的表达；利用 敲入”方法，在阴性样品中加入目

标成分样品，并将之与丹参提取物进行比较，评价二者对 NLRP3炎症小体活化的调控作用；同时利用质谱对目标成分样品、

阴性样品进行检测。结果  丹参提取物对 NLRP3炎症小体的活化有抑制作用； 敲出”隐丹参酮后丹参提取物对 NLRP3炎

症小体活化的抑制作用减弱， 敲入”后抑制作用回升。结论  隐丹参酮是丹参抑制 NLRP3炎症小体活化的关键成分。 
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Abstract: Objective  To explore the effect of cryptotanshinone in inhibiting the activation of NOD-like receptor thermal protein 

domain associated protein 3 (NLRP3) inflammasome in Danshen (Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma). Methods  Bone marrow 

derived macrophages (BMDMs) was used to establish an NLRP3 inflammasome activation model and the effect of Salviae 

Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract on NLRP3 inflammasome activation was evaluated. Target component knock-out/knock-in was 

used to evaluate the effect of cryptotanshinone in inhibiting NLRP3 inflammasome activation in Salviae Miltiorrhizae Radix et 

Rhizoma. Thin layer chromatography was used to knock-out cryptotanshinone to obtain target component samples (cryptotanshinone 

samples) and negative samples (samples of Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract with cryptotanshinone knock-out), and the 

NLRP3 inflammasome activation model was used to compare its inhibitory effect on NLRP3 inflammasome activation. ELISA and 
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Western blotting were used to detect the release of relevant inflammatory factors and protein expressions; The knock-in method which 

added the target component sample to the negative sample was used and was compared with Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract 

to evaluate their regulatory effects on NLRP3 inflammasome activation; Mass spectrometry was simultaneously used to detect target 

component samples and negative samples. Results  Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract had an inhibitory effect on the 

activation of NLRP3 inflammasome; The inhibitory effect of Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract on NLRP3 inflammasome 

activation was weakened after knocking-out cryptotanshinone, but the inhibitory effect was restored after knocking-in. Conclusion  

Cryptotanshinone is the key component in Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma’s inhibition of NLRP3 inflammasome activation. 

Key words: Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma; cryptotanshinone; NLRP3 inflammasome; component knock-out/knock-in; 

inflammatory factors 

丹参 Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma为

唇形科植物丹参 Salvia miltiorrhiza Bge. 的干燥根

及根茎，具有活血祛瘀、凉血清心、养血安神的功

效[1]。现代药理学研究表明，丹参具有显著的抗炎

作用[2]，丹参及相关制剂可以通过抑制机体炎症因

子的释放，从而减轻炎症反应[3]。丹参中丹参酮类

成分可通过下调小鼠巨噬细胞 RAW264.7 和

J774A.1 中的 NIMA 相关激酶 7（NIMA-related 

kinases 7，Nek7）、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）、剪切的半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶-1（cleaved cysteinyl aspartate specific 

protease-1，cleaved Caspase-1）及成熟的白细胞介

素-1β（（interleukin-1β，IL-1β）蛋白表达，并通过与

Nek7直接结合调控 NLRP3 炎症小体的活化[4]；在

脂多糖（（lipopolysaccharides，LPS）诱导的 J774A巨

噬细胞中，丹参总酮通过调控磷脂酶 Cγ2

（（phospholipase Cγ2，PLCγ2）-磷脂酰肌醇-4,5-二磷

酸（（phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate，PIP2）通

路，抑制 NLRP3炎症小体的活化[5]。 

NLRP3炎症小体是最新发现的炎症通路之一，

NLRP3炎症小体的组装由 2个不同的步骤启动，即

启动和激活。启动步骤主要是 LPS等信号激活 Toll

样受体（（Toll-like receptors，TLRs），导致核因子-κB

（（nuclear factor-κB，NF-κB）通路活化，增加 NLRP3、

pro-IL-1β等表达；激活步骤为细胞受到第二信号如

尼日利亚霉素（（nigericin）、三磷酸腺苷（（adenosine 

triphosphate，ATP）等刺激，NLRP3与凋亡相关颗

粒样蛋白（apoptosis associated speck，ASC）、pro-

Caspase-1 组装成炎症小体，介导 pro-Caspase-1 自

剪切形成成熟的 Caspase-1[6-7]，活化的 Caspase-1剪

切 pro-IL-1β、pro-IL-18形成成熟形式的 IL-1β、IL-

18[8-10]，释放到胞外，从而促进多种炎性疾病的发生

发展[11-12]。 

课题组前期提出了基于成分敲出/敲入的中药

药效物质辨识模式，通过成分敲出的策略分析和辨

识中药关键药效组分，为药效物质识别与质量标准

控制提供有效研究方法[13]。目前，已形成的较为成

熟的敲出方法有薄层色谱法、凝胶色谱法、液相色

谱法及超临界萃取法等[14-18]。丹参中成分多样，其

活性成分对NLRP3炎症小体的抑制作用多有报道，

本课题组前期也发现隐丹参酮可以特异性地抑制

NLRP3 炎症小体的活化，其他团队[19-20]也对隐丹

参酮抑制 NLRP3炎症小体活化进行探索，但其是

否是丹参抑制 NLRP3炎症小体活化中的关键活性

成分尚不明确，因此本研究基于成分敲出/敲入评

价隐丹参酮在丹参抑制炎症小体活化中的作用。本

研究构建 NLRP3炎症小体活化模型证实丹参提取

物对 NLRP3炎症小体的活化有显著抑制作用， 敲

出”隐丹参酮后丹参总体物对 NLRP3炎症小体活

化的抑制作用减弱， 敲入”后抑制作用回升，提

示隐丹参酮是丹参抑制 NLRP3炎症小体活化的关

键成分。 

1  材料 

1.1  动物 

8周龄 C57BL/6雄性小鼠，购自斯贝福生物技

术有限公司，动物合格证号 SCXK（（京）2024-0001。

动物饲养于中国人民解放军总医院第五医学中心

实验动物中心，12 h明暗循环，自由进食饮水。动

物实验经中国人民解放军总医院第五医学中心伦

理委员会批准（批准号 IACUC-2023-0013）。 

1.2  药材 

丹参饮片（（货号 C2572110001）购自河北荷花

池药业有限公司，经中国人民解放军总医院第五医

学中心湛小燕副研究员鉴定为唇形科植物丹参 S. 

miltiorrhiza Bge.的干燥根及根茎。 

1.3  药品与试剂 

青霉素-链霉素（货号 CC004）、Opti-MEM 培
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养基（（货号 CT007）购自北京中科迈晨科技有限公

司；LPS（（货号 tlrl-pb5lps）、二氧化硅（（SiO2，货号

tltl-sio）、Poly（I：C）（货号 tlrl-picw）购自法国

InvivoGen 公司；DMEM 高糖培养基（货号

PYG0073）购自武汉博士德生物工程有限公司；ATP

（（货号 A2383）、胆固醇结晶（cholesterol crystals，

CC，货号 C8667）购自美国 Sigma公司；尼日利亚

霉素、巨噬细胞集落刺激因子（（macrophage colony-

stimulating factor，M-CSF，货号 HY-P7085）、隐丹

参酮对照品（（货号 HY-N0174，质量分数为 98.80%）

购自美国 MedChemExpress 公司；Caspase-1 抗体

（（货号 AG-20B-0042-C100）、NLRP3抗体（（货号 AG-

20B-0014-C100）购自北京安诺伦生物科技有限公

司；IL-1β抗体（（货号 AF-401-NA）购自美国 R&D

公司；ASC抗体（货号 67834T）购自美国 CST公

司；Lamin B 抗体（货号 66095-1-Ig）购自美国

Proteintech公司；Caspase-1活性检测试剂盒（（货号

G9951）、CellTiter-Glo®发光法细胞活力检测试剂盒

（（货号 G7572）购自美国 Promega公司；IL-1β ELISA

检测试剂盒（货号 1210122）购自达科为生物技术

股份有限公司；石油醚（（货号 20230608）购自东方

世博（北京）科技有限公司；醋酸乙酯（货号

E116123）、正己烷（（货号 H109654）购自阿拉丁试

剂（（上海）有限公司；丙酮（（货号 20181006）购自

天津市大茂化学试剂厂；甲醇（（货号 20231015）购

自天津市富宇精细化工有限公司；HRP标记的二抗

（（货号 705-035-003、115-035-003）购自美国 Jackson

公司。 

1.4  仪器 

TGL-18M 型低温高速离心机、HERACELL 

150i 型 CO2培养箱（美国 Thermo Fisher Scientific

公司）；BCD-452WEGR5S型超低温冰箱（（安徽康佳

同创电器有限公司）；BBS-SDC型医用洁净工作台

（（ 济 南鑫贝西生物技术有限公司 ）； SQP-

QUINTIX125D-1CN 型十万分之一分析天平（北京

赛多利斯科学仪器有限公司）；TC10TM 型细胞计

数仪（美国 Bio-Rad公司）；INFINITE M PLEX型

全自动生化分析仪（（瑞士 Tecan公司）；GF254型薄

层板（（上海吉至生化科技有限公司）；Xevo-TQD型

三重四极杆液质联用仪（美国Waters公司）。 

2  方法 

2.1  丹参提取物的制备 

称取丹参药材粉末 1 g于圆底烧瓶中，加入 100 

mL 75%乙醇，浸润粉末 0.5 h，待粉末完全浸湿后，

打开带热套，开始加热，回流提取 1 h后，用纱布

滤过；药渣加入 100 mL 75%乙醇，再次提取 1 h，

合并 2次滤液，浓缩得到浸膏。 

2.2  细胞培养 

从 C57BL/6 雄性小鼠股骨中制备骨髓源性巨

噬 细 胞 （ bone marrow derived macrophage ，

BMDMs），用 10%胎牛血清、1%青霉素-链霉素和

50 ng/mL M-CSF的 DMEM培养基，在细胞培养箱

中培养 5 d。 

2.3  细胞活力检测 

BMDMs以 1.2×105个/孔接种至 96 孔板中，

培养过夜待细胞贴壁。分别加入含不同质量浓度

（（0.25、0.50、1.00、2.00、4.00、8.00、16.00 mg/mL）

丹参提取物的培养基，对照组加入不含药物的培养

基，处理 12 h后，采用试剂盒检测细胞活力。 

2.4  炎症小体活化 BMDMs 

BMDMs以 1.2×106个/mL接种至 12孔板中，

培养过夜待细胞贴壁。第 2 天更换培养基，用 50 

ng/mL LPS预处理 4 h后，分别加入含不同质量浓

度（（0.5、1.0、2.0 mg/ mL）丹参提取物或不同浓度

（（10、20、40 μmol/L）隐丹参酮的 Opti-MEM培养

基处理 1 h后，再加入指定的激动剂处理一段时间

[尼日利亚霉素 0.5 h，ATP 1 h，SiO2 6 h，Poly（I：

C）6 h，CC 6 h]，收集细胞及上清液。 

2.5  成分的敲出/敲入 

用毛细管少量多次将丹参提取物点在薄层板

上，将薄层板放于展开缸中饱和 15 min 后开始展

开，流动相为石油醚-丙酮（8∶2）。展开后，用镊

子将隐丹参酮位置抠出，记为 A+，剩余部分记为

A−，并将完整展开且不扣除部分记为 A。将三者放

于锥形瓶中，超声 30 min将成分与硅胶分离，滤过

后浓缩得到药液。 

采用液相-质谱联用对敲出/敲入成分进行鉴定

和含量分析。色谱条件：Waters Acquity UPLC® HSS 

T3 C18色谱柱（（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）；流动相

为 0.1%甲酸水溶液（A）-乙腈（B）；柱温 30 ℃；

体积流量 0.3 mL/min。质谱条件：隐丹参酮相对分

子质量 297.1；母离子 m/z 297.05；锥孔电压为 24 

V；碰撞能分别为 42、36、34 eV；子离子 m/z 251.03、

282.06、268.00；正离子电喷雾模式。 

2.6  敲出/敲入成分抑制 NLRP3 炎症小体活化 

BMDMs以 1.2×106个/mL接种至 12孔板中，
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培养过夜待细胞贴壁。第 2 天更换培养基，用 50 

ng/mL LPS预处理 4 h后，分别加入含 A、A+、A−、

A+/A−的 Opti-MEM培养基处理 1 h，用指定激动剂

处理一段时间（尼日利亚霉素 0.5 h，ATP 1 h，CC 

6 h），收集细胞及上清液。 

2.7  Western blotting 检测细胞上清液中 Caspase-

1、IL-1β 和裂解液中 pro-Caspase-1、pro-IL-1β、

NLRP3、ASC 蛋白表达 

细胞加入 200 μL 裂解液，提取细胞总蛋白，

105 ℃下煮沸 15 min使蛋白变性。按照文献方法提

取细胞上清液中的蛋白[18]。蛋白样品经 12%或 10%

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF

膜，加入 5%脱脂牛奶，于室温封闭 1 h，加入相应

一抗，4 ℃孵育过夜；洗膜 3次后，加入二抗（（1∶

5 000），室温孵育 1 h，使用增强型化学发光试剂检

测目的蛋白条带。 

2.8  上清液中 IL-1β 水平的测定 

收集细胞上清液，按照试剂盒说明书测定 IL-

1β水平。 

2.9  上清液中 Caspase-1 活性的测定 

收集细胞上清液，按照试剂盒说明书测定

Caspase-1活性。 

2.10  统计学分析 

数据用 GraphPad Prism 9 软件处理，结果以

x s 表示。多组间比较采用 One-way ANOVA 分

析，使用 unpaired student’s t 检验来确定 2 组之间

是否存在显著差异。 

3  结果 

3.1  丹参提取物抑制 NLRP3 炎症小体活化 

采用 0.25～16.00 mg/mL 丹参提取物干预

BMDMs 12 h后，检测细胞活力。如图 1所示，0.25～

16.00 mg/mL丹参提取物对 BMDMs细胞活力无明

显影响。 

如图 2-A、B、D～F所示，用尼日利亚霉素

活化 LPS 诱导的 BMDMs 后，细胞上清液中

Caspase-1、IL-1β 的蛋白表达水平和分泌量均明

显升高（P＜0.001）；给予 1.0、2.0 mg/mL丹参提

取物干预后，细胞上清液中 Caspase-1和 IL-1β的蛋

白表达水平明显降低（（P＜0.01、0.001），细胞上清

液中 IL-1β的分泌量明显降低（（P＜0.001）；给予 0.5、

1.0、2.0 mg/mL丹参提取物干预后，细胞上清液中

Caspase-1活性均明显降低（（P＜0.001）。如图 2-A、

C所示，各组细胞裂解液中 pro-Caspase-1、pro-IL- 

 

图 1  不同质量浓度的丹参提取物对 BMDMs 活力的影响 

( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of different concentrations of Salviae 

Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract on viability of 

BMDMs ( x s , n = 3) 

1β、NLRP3、ASC蛋白表达无明显变化。表明丹参

提取物对尼日利亚霉素刺激活化的 NLRP3 炎症小

体有抑制作用。 

如图 3-A～C、E、F所示，用 ATP活化 LPS诱

导的 BMDMs后，细胞上清液中 Caspase-1和 IL-1β

的蛋白表达水平和分泌量明显升高（P＜0.01、
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Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达无明

显变化。表明丹参提取物对 ATP诱导的 NLRP3炎

症小体活化也有抑制作用。 

如图 4-A～C、H、I所示，除了 ATP和尼日利
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ATP组和 Poly（（I：C）组细胞上清液中 Caspase-1蛋

白表达水平和 Caspase-1、IL-1β的分泌量均显著降

低（P＜0.05、0.01、0.001），CC 组细胞上清液中

Caspase-1活性显著降低（（P＜0.01）。如图 4-A、D～

G所示，各组细胞裂解液中 pro-Caspase-1、pro-IL- 
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A～D-Western blotting检测细胞上清液中 Caspase-1、IL-1β和细胞裂解液中 pro-Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达；E-细胞上清液

中 IL-1β水平；F-细胞上清液中 Caspase-1活性；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，

图 3，7～9同。 

A—D-expressions of Caspase-1, IL-1β in cell supernatant and pro-Caspase-1, pro-IL-1β, NLRP3, ASC proteins in cell lysate detected by Western blotting; 

E-IL-1β level in cell supernatant; F-Caspase-1 activity in cell supernatant; ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 

vs model group, same as below Figs 3, 7—9.  

图 2  丹参提取物抑制尼日利亚霉素诱导的 NLRP3 炎症小体活化 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract inhibits activation of NLRP3 inflammasome induced by nigericin 

( x s , n = 3) 

1β、NLRP3、ASC蛋白表达无明显变化。表明丹参

提取物对NLRP3炎症小体活化有广泛的抑制作用。 

3.2  采用薄层色谱法 敲出”隐丹参酮制备目标成
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行展开分离（（图 5），制备目标成分（（A+）以及阴性

样品（A−），并通过质谱对目标成分及阴性样品进
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A～D-Western blotting检测细胞上清液中 Caspase-1、IL-1β和细胞裂解液中 pro-Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达；E-细胞上清液

中 Caspase-1活性；F-细胞上清液中 IL-1β水平。 

A—D-expressions of Caspase-1, IL-1β in cell supernatant and pro-Caspase-1, pro-IL-1β, NLRP3, ASC proteins in cell lysate detected by Western blotting; 

E-Caspase-1 activity in cell supernatant; F-IL-1β level in cell supernatant.  

图 3  丹参提取物抑制 ATP 诱导的 NLRP3 炎症小体活化 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract inhibits activation of NLRP3 inflammasome induced by ATP 

( x s , n = 3) 

3.3  隐丹参酮是丹参抑制 NLRP3 炎症小体活化的

关键成分 

如图 7-A～C 所示，用尼日利亚霉素活化 LPS

诱导的 BMDMs后，细胞上清液中 Caspase-1和 IL-

1β的蛋白表达水平明显升高（（P＜0.001）；给予 20、

40 μmol/L隐丹参酮干预后，细胞上清液中 Caspase-

1和 IL-1β的蛋白表达水平明显降低（（P＜0.05、0.01、

0.001）。如图 7-A、D所示，各组细胞裂解液中 pro-

Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达无明

显变化。表明隐丹参酮对尼日利亚霉素诱导的

NLRP3炎症小体活化有抑制作用。 

进一步评价隐丹参酮在丹参抑制 NLRP3 炎症
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细胞上清液及细胞裂解液，采用Western blotting和

ELISA 检测 NLRP3 炎症小体相关蛋白表达和分泌 
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A～G-Western blotting检测细胞上清液中 Caspase-1、IL-1β和细胞裂解液中 pro-Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达；H-细胞上清液

中 Caspase-1活性；I-细胞上清液中 IL-1β水平；*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

A—G-expressions of Caspase-1, IL-1β in cell supernatant and pro-Caspase-1, pro-IL-1β, NLRP3, ASC proteins in cell lysate detected by Western blotting; 

H-Caspase-1 activity in cell supernatant; I-IL-1β level in cell supernatant; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001. 

图 4  丹参提取物抑制尼日利亚霉素、ATP、SiO2、Poly（I：C）、CC 诱导的 NLRP3 炎症小体活化 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract inhibits activation of NLRP3 inflammasome induced by nigericin, ATP, 

SiO2, Poly (I: C) and CC ( x s , n = 3) 
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a-点样及展开图；b- 敲出”隐丹参酮（A+）、（A−）、（A）样本

制备示意图。 

a-spotting and development diagram; b-schematic diagram of sample 

preparation for “knocking-out” cryptodifenolide (A+), (A−), (A). 

图 5  丹参提取物样品、 敲出”隐丹参酮示意图 

Fig. 5  Schematic diagram of sample of Salviae 

Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract and “knock-out” 

cryptotanshinone 

 

a-隐丹参酮对照品；b-丹参提取物 敲出”隐丹参酮样品，A为丹

参提取物，A+为目标成分，A−为阴性样品。 

a-standard of cryptotanshinone; b-sample of Salviae Miltiorrhizae 

Radix et Rhizoma extract “knocked-out” cryptotanshinone, A is 

Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma extract, A+ is target 

component, A− is negative sample. 

图 6  质谱检测丹参提取物、目标成分及阴性样品 

Fig. 6  Mass spectrometry analysis of Salviae Miltiorrhizae 

Radix et Rhizoma extract, target components and negative 

samples 

 

A～D-Western blotting检测细胞上清液中 IL-1β、Caspase-1和细胞裂解液中 pro-Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达。 

A—D-expressions of IL-1β, Caspase-1 in cell supernatant and pro-Caspase-1, pro-IL-1β, NLRP3, ASC proteins in cell lysate detected by Western blotting. 

图 7  隐丹参酮抑制尼日利亚霉素诱导的 NLRP3 炎症小体活化 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Cryptotanshinone inhibits activation of NLRP3 inflammasome induced by nigericin ( x s , n = 3) 
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量。如图 8-A～C、E、F所示，在尼日利亚霉素的

刺激下，与模型组比较，A组细胞上清液中 Caspase-

1、IL-1β 蛋白表达水平呈降低趋势，上清液中

Caspase-1 活性及 IL-1β 水平显著降低（P＜0.01、

0.001）；A+组细胞上清液中 Caspase-1、IL-1β蛋白

表达和 Caspase-1、IL-1β 分泌量均显著降低（P＜

0.05、0.01、0.001）；A−组细胞上清液中 Caspase-1

蛋白表达水平显著升高（（P＜0.05），IL-1β蛋白表达

水平呈升高趋势，Caspase-1 活性显著降低（P＜

0.001），IL-1β分泌量呈降低趋势，表明A−对NLRP3

炎症小体的活化抑制作用减弱；A+/A−组细胞上清

液中 Caspase-1、IL-1β蛋白表达水平呈降低趋势，

Caspase-1 活性及 IL-1β 分泌量显著降低（P＜

0.001）。如图 8-A、D所示，各组细胞裂解液中 pro-

Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达无明

显变化。 

  

A～D-Western blotting检测细胞上清液中 Caspase-1、IL-1β和细胞裂解液中 pro-Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达；E-细胞上清液

中 Caspase-1活性；F-细胞上清液中 IL-1β水平。 

A—D-expressions of Caspase-1, IL-1β in cell supernatant and pro-Caspase-1, pro-IL-1β, NLRP3, ASC proteins in cell lysate detected by Western blotting; 

E-Caspase-1 activity in cell supernatant; F-IL-1β level in cell supernatant.  

图 8  丹参敲出/敲入各组对尼日利亚霉素刺激的 NLRP3 炎症小体活化抑制情况 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Inhibition of NLRP3 inflammasome activation stimulated by nigerimycin in Salviae Miltiorrhizae Radix et 

Rhizoma knock-out/knock-in groups ( x s , n = 3)
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CC导致 NLRP3炎症小体活化，进而释放炎症

因子，是动脉粥样硬化的主要病因[21]。如图 9-A～

C、E、F所示，在 CC的刺激下，与模型组比较，

A 组细胞上清液中 Caspase-1 蛋白表达水平显著降

低（（P＜0.05），IL-1β蛋白表达水平呈降低趋势，上

清液中 Caspase-1活性及 IL-1β水平显著降低（（P＜

0.001）；A+组细胞上清液中 Caspase-1、IL-1β蛋白

表达和 Caspase-1、IL-1β 分泌量均显著降低（P＜

0.05、0.01、0.001）；A−组细胞上清液中 Caspase-1、

IL-1β 蛋白表达及 IL-1β 分泌量呈降低趋势，

Caspase-1活性显著降低（（P＜0.001）；A+/A−组细胞

上清液中 Caspase-1、IL-1β蛋白表达水平呈降低趋

势，Caspase-1 活性及 IL-1β 分泌量显著降低（P＜

0.001）。如图 9-A、D所示，各组细胞裂解液中 pro-

Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达无明

显变化。以上结果表明，A+抑制炎症小体活化的能 

 

A～D-Western blotting检测细胞上清液中 Caspase-1、IL-1β和细胞裂解液中 pro-Caspase-1、pro-IL-1β、NLRP3、ASC蛋白表达；E-细胞上清液

中 Caspase-1活性；F-细胞上清液中 IL-1β水平。 

A—D-expressions of Caspase-1, IL-1β in cell supernatant and pro-Caspase-1, pro-IL-1β, NLRP3, ASC proteins in cell lysate detected by Western blotting; 

E-Caspase-1 activity in cell supernatant; F-IL-1β level in cell supernatant.  

图 9  丹参敲出/敲入各组对 CC 刺激的 NLRP3 炎症小体活化抑制情况 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Inhibition of NLRP3 inflammasome activation stimulated by CC in Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma knock-

out/knock-in groups ( x s , n = 3) 
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力最强，（ 敲出”隐丹参酮后，丹参对炎症小体活化

的抑制作用下降，（ 敲入”隐丹参酮后，能够恢复丹

参对炎症小体活化的抑制作用。 

4  讨论 

本研究发现丹参提取物对 NLRP3 炎症小体的

活化有抑制作用，且呈剂量相关性。同时利用中药

成分敲出/敲入手段，将丹参中成分隐丹参酮 敲

出”，发现丹参提取物对 NLRP3炎症小体活化抑制

作用下降，将隐丹参酮 敲入”，丹参提取物抑制

NLRP3炎症小体活化作用回升。由此可见，隐丹参

酮是丹参抑制 NLRP3炎症小体的主要活性物质。 

有研究表明，丹参酮能够通过抑制 NF-κB相关

炎症通路活化，减少炎症因子的释放，从而缓解炎

症诱发的疾病[20]。Guo等[21]通过降低人肾小球内皮

细胞（（HRGECs）中活性氧的表达，抑制 NLRP3炎

症小体的活化，检测发现 cleaved IL-1β、cleaved 

Caspase-1、NLRP3表达均降低。同时，有研究发现

在 LPS诱导的大鼠抑郁症模型中，与模型组比较，

丹参酸 B组 NLRP3、ASC、Caspase-1、IL-1β蛋白

表达量明显下降，表明丹参酸 B对 NLRP3炎症小

体的活化有抑制作用。本研究仅对丹参中的隐丹参

酮抑制 NLRP3 炎症小体活化进行验证，但对于其

他丹参成分是否抑制 NLRP3 炎症小体活化还需要

进一步研究，丹参中其他活性成分是否协同或拮抗

隐丹参酮抑制 NLRP3炎症小体活化还尚未可知。 

现有研究及临床试验均表明丹参对动脉粥样

硬化具有治疗作用。CC 存在于动脉粥样硬化的所

有阶段[22-23]。Duewell等[24]发现 CC诱导 NLRP3炎

症小体活化，释放 IL-1β，并形成斑块。动脉粥样硬

化病变的特征是脂质的积累、CC 和免疫细胞的浸

润。本研究结果显示，丹参提取物对 CC诱导活化

的 NLRP3炎症小体活化有抑制作用，并减少 IL-1β

的释放。敲出隐丹参酮后，丹参对 CC刺激活化的

NLRP3炎症小体抑制作用减弱，提示隐丹参酮可能

是丹参抑制 NLRP3 炎症小体防治动脉粥样硬化的

重要成分。隐丹参酮作为丹参中主要活性成分之

一，有望成为临床中治疗动脉粥样硬化的新药物。 

丹参在抑制疾病炎症方面表现出很好的作用，

NRP3 炎症小体是关键炎症通路，本研究发现隐丹

参酮是丹参抑制NLRP3炎症小体的关键活性成分，

为进一步理解丹参的药理作用提供依据，同时为基

于丹参的新药开发和质量控制提供了参考和依据。 
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