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基于 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路研究三叶香茶菜含药血清对枯否
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摘要：目的   研究三叶香茶菜含药血清 (isodon ternifolius-containing serum， ITS)通过 Toll 样受体 4(TLR4)/核因子

κB(NF-κB)/NOD 样受体蛋白 3(NLRP3)信号通路对脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)诱导的大鼠原代肝枯否细胞(Kupffer 
cell，KC)活化的影响。方法  分离培养大鼠原代 KC，将 LPS 诱导的大鼠原代 KC 分为空白对照组、模型对照组、空白

血清组、阳性对照组(秋水仙碱含药血清组)、ITS 组、TLR4 阻断剂组、TLR4 阻断剂+ITS 组。MTT 法检测不同浓度 ITS
对 KC 增殖活性的影响；ELISA 法检测 KC 细胞上清液白介素-1β(IL-1β)、白细胞介素-18(IL-18)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、
白细胞介素-6(IL-6)含量；荧光定量聚合应(PCR)、Western blotting 和免疫荧光检测 KC 中 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路

中 TLR4、核因子 κB 抑制蛋白 α(IκBα)、半胱肽氨酸蛋白酶-1(Caspase-1)、NLRP3 mRNA 和 TLR4、IκBα、磷酸化

IκBα(p-IκBα)、Caspase-1、NLRP3、NF-κBp65 蛋白表达情况。结果  与模型对照组相比，各药物组 KC 上清液中 IL-1β、

IL-18、TNF-α 和 IL-6 含量，以及细胞中 TLR4、IκBα、Caspase-1、NLRP3 mRNA 和 TLR4、IκBα、p-IκBα、Caspase-1、

NLRP3、NF-κBp65 蛋白的表达均下调或降低(P<0.05 或 P<0.01)；与 TLR4 阻断剂组比较，TLR4 阻断剂+ITS 组上述多数

指标的改善更加明显。结论  三叶香茶菜可能通过下调 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路抑制 KC 活化，减少炎性因子的表达和

释放，从而减轻肝脏炎症损伤。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of isodon ternifolia-containing serum(ITS) on the activation of rat 
primary hepatic Kupffer cell(KC) induced by lipopolysaccharide(LPS) through TLR4/NF-κB/NLRP3 signal pathway. 
METHODS  The primary KC of rats were isolated and cultured, and the primary KC induced by LPS were divided into blank 
control group, model control group, blank serum group, positive control group(colchicine containing serum group), ITS group, 
TLR4 blocker group and TLR4 blocker+ITS group. MTT assay was used to detect the effect of different concentrations of ITS on 
the proliferation activity of KC. The content of interleukin-1β(IL-1β), interleukin-18(IL-18), tumor necrosis factor-α(TNF-α) and 
interleukin-6(IL-6) in KC supernatant were detected by ELISA. Fluorescence quantitative polymerase chain reaction(PCR), 
Western blotting and immunofluorescence were used to detect the expression of TLR4, nuclear factor κB inhibitor protein 
α(IκBα), cysteine protease-1(Caspase-1), NLRP3 mRNA and TLR4, IκBα, phosphorylated IκBα(p-IκBα), Caspase-1, NLRP3 and 
NF-κBp65 in KC. RESULTS  Compared with the model control group, the contents of IL-1β, IL-18, TNF-α and IL-6 in the 
supernatant of KC and the expression of TLR4, IκB α, Caspase-1, NLRP3 mRNA and TLR4, IκBα, p-IκBα, Caspase-1, NLRP3, 
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NF-κBp65 protein in the supernatant of KC in all drug groups were down-regulated or decreased(P<0.05 or P<0.01). Compared 
with TLR4 blocker group, the improvement of most of the above indexes in TLR4 blocker+ITS group was more obvious. 
CONCLUSION  Isodon ternifolia may inhibit the activation of KC and reduce the expression and release of inflammatory 
factors by down-regulating TLR4/NF-κB/NLRP3 signal pathway, thus alleviating the inflammatory injury of liver. 
KEYWORDS: TLR4/NF-κB/NLRP3 signaling pathway; Kupffer cell; isodon ternifolia; drug-containing serum 

 
枯否细胞(Kupffer cell，KC)又名肝巨噬细胞，

是一种驻留于肝窦内组织的非实质细胞。KC 在调

节机体免疫反应和宿主防御中发挥关键作用，一

方面能清除细菌及毒素发挥抗感染作用，另一方

面通过释放各种炎性介质导致肝损伤[1-2]。肝纤维

化是多种慢性肝脏疾病的共同病理基础，涉及多

种因素的持续性肝损伤和随后的炎症反应[3]。肝星

状细胞(hepatic stellate cells，HSC)是细胞外基质的

主要细胞来源，其活化是肝纤维化形成过程的中

心事件。损伤相关的分子模式(damage-associated 
molecular pattern，DAMPs)可诱导 KC 活化并产生

促炎和促纤维细胞因子，进而促进 HSC 活化和肝

纤维化[4]。位于细胞膜上 Toll 样受体 4(toll-like 
receptor 4，TLR4)是一种模式识别受体，能结合细

菌内毒素(脂多糖，lipopolysaccharide，LPS)上调

其表达促进 KC 活化，诱导和放大对肝脏的炎症损

伤[5]。研究表明，LPS 和 DAMPs 介导的 TLR 信号

可激活 KC 中的 NLRP3 炎症小体，并通过分泌炎

性细胞因子促进 HSC 活化[6]。 
三叶香茶菜[Isodon ternifolia (D.Don) Kudo]

是广西瑶族药材，味甘、微苦、性凉，具有清热

解毒，利湿疏肝作用，用于急慢性肝炎和早期肝

硬化等疾病的治疗[7]。前期研究证实三叶香茶菜含

药血清(isodon ternifolius-containing serum，ITS)减
轻 CCl4 所致大鼠慢性肝损伤及纤维化与下调

TLR4 信号通路活化有关[8-9]。进一步研究发现，ITS
可通过抑制 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路活化，

减少炎症因子的表达与释放，减轻肝脏炎症损伤，

从而发挥抗肝纤维化作用 [10]。然而，其调控

TLR4/NF-κB/NLRP3 途径的确切机制尚不明确，有

待进一步研究。KC 作为促使肝脏炎症微环境的重

要炎性细胞，笔者猜测其通过 TLR4/NF-κB/ NLRP3
信号通路参与了肝脏炎症和纤维化过程。因此，本实

验采用 LPS 激活的大鼠原代 KC 为模型，体外观察

ITS 对 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路的影响，进一步

揭示三叶香茶菜抗肝炎及纤维化作用机制。 
1  材料 
1.1  药物和动物 

三叶香茶菜药材根茎于 2019 年 10 月份购自

广西仙茱中药科技有限公司(批号：20190501，产

地：广西)，由广西中医药大学药用植物教研室梁

子宁教授鉴定为三叶香茶菜[I.ternifolia (D.Don) 
Kudo]。秋水仙碱(广东彼迪药业有限公司，批号：

20180804；规格：每片 0.5 mg)。 
SPF 级 SD 雄性大鼠 45 只，体质量 200~250 g，

购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司[质量合格

证号：430727221101474321；实验动物生产许可

证号：SCXK(湘)2019-0004]，实验动物使用许可

证号：SYXK(桂)2019-0001，动物实验经广西中医

药大学动物实验福利伦理委员会批准，伦理批准

号：DW20190329-05。动物饲养于广西中医药大

学实验动物中心动物房，大鼠自由进食和饮水，

室内保持通风、干燥、洁净，适应 7 d 后开始实验。 
1.2  试剂 

LPS、MTT 试剂盒、高效 RIPA 组织/细胞裂

解液、Trizol regent、4×Buffer、细胞固定液(4%多

聚甲醛)、PBST 缓冲液(北京索莱宝科技有限公司，

批号分别为 L8880，M1020，R0010，R1100，P1016，
P1110，P1031)；TLR4 阻断剂 (TAK-242)(美国

Selleck 生物科技有限公司，批号：S7455)；Fetal 
Bovine Serum(澳大利亚赛默飞世尔科技公司，批

号：10099141C)；Antibiotic-Antimycotic(100×)、
RPMI-1640 培养基(美国 Gibco 公司，批号分别为

15240062，11965092)；白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤

坏死因子-α(TNF-α)检测试剂盒(武汉基因美生物

科 技 有 限 公 司 ， 批 号 分 别 为 JYM0646Ra ，

JYM0635Ra)；白细胞介素 -18(IL-18)、白介素 - 
1β(IL-1β)检测试剂盒(武汉云克隆科技股份有限公

司 ， 批 号 分 别 为 SEA064Ra ， SEA563Ra) ；

PrimeScript™ RT Master Mix (Perfect Real Time)、
TB Green™ Premix Ex Taq™ II(Tli RNaseH 
Plus)[Takara 宝生物工程(大连)有限公司，批号分别

为 RR036A，RR820A]；Anti-TLR4 抗体、Anti-IκBα
抗 体 、 Anti-phospho-IKB IκBα(Ser32) 抗 体 、

Anti-Caspase-1 p20 抗体、Anti- NALP3/CIAS1 抗体、

Anti-beta-Actin(Loading Control)抗体(北京博奥森

生物技术有限公司，批号分别为 bs-20595R，

bs-1287R，bsm-52169R，bs-10743R，bs-10021R，
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bs-0061R)；goat anti-rabbi(艾博抗贸易有限公司，

批号：ab-6721，1∶4 000)。 
1.3  仪器   

FilterMax F3 多功能酶标仪[美谷分子仪器(上
海)有限公司]；FC-1100 超微量核酸检测仪(杭州遂

真生物技术公司)；AriaMx 实时荧光定量 PCR 仪

(Agilent 科技有限公司)；PowerPac Basic 电泳仪、

Mini Trans-Blot Cell 蛋白转印模块(美国 Bio-Rad
仪器有限公司)；Tanon 5200 凝胶成像系统(上海天

能科技有限公司)；HWS-28 金属恒温水浴锅(上海

齐欣科学仪器有限公司)；5418R 低温离心机(德国

Eppendorf 公司)；ZWYR-2102C 台式恒温培养振

荡器摇床(上海智诚分析仪器制造有限公司)；TD4
普通离心机 (上海卢湘仪实验仪器有限公司 )；
Eclipse Ts2 倒置相差荧光显微镜(日本尼康仪器有

限公司)。  
2  方法 
2.1  三叶香茶菜浸膏和含药血清的制备 

采用水提醇沉法制备三叶香茶菜浸膏，称取

6 kg 三叶香茶菜，加 10 倍量水浸泡 30 min，煮沸

后保持微沸 60 min，过 350 目尼龙筛收集滤液，

再重复 2 次。将 3 次煎煮得到的药液浓缩至原药

重比例 1∶1 即可(即 1 000 g 原药材要浓缩到

1 000 mL)，加入 95%乙醇使其终末浓度为 70%，

冷藏静置 24 h。药液抽滤后水浴回收乙醇，浓缩

得到浸膏 297.5 g(得膏率为 5.0%，即 1 g 浸膏相当

于 20 g 生药)，冷藏保存。取 200~250 g SD 雄性大

鼠 35 只，随机分成 3 组：空白血清组 10 只，阳

性对照组[秋水仙碱含药血清(colchicine-containing 
serum group，CCS)组]10 只，ITS 组 15 只。空白

血清组灌胃给予生理盐水，阳性对照组灌胃给予

秋水仙碱 0.2 mg·kg−1，ITS 组按 80 g·kg−1 剂量(以
生药量计)给予三叶香茶菜提取物，每天早晚灌胃

2 次，连续 7 d，最后 1 次给药后 1 h 腹主动脉真

空管取血 5 mL，静置 2 h 后低温 1 000 ×g 离心

15 min 后分离血清，同组血清混合均匀，于 56 ℃
恒温水浴灭活 30 min，0.22 μm 微孔滤膜除菌，即

为体外试验用含药血清，–20 ℃保存备用。 
2.2  原代 KC 的分离、纯化和培养 

参照李亮等[11]的研究方法：大鼠经腹腔注射

3.5%水合氯醛(40 mg·kg−1)麻醉后取出肝脏，PBS
冲洗后转移至超净工作台，切除结缔组织后，使

用无菌手术刀片将组织切碎，70 μm 细胞筛过滤细

胞液，再使用 IV 型胶原酶(采用 HBSS 配制，含

0.1%链霉蛋白酶 E 和 0.005% DNaseⅠ)，37 ℃摇床

消化 30 min，1 000 ×g 离心 5 min，弃上清，使用

PBS 重置细胞，重复洗涤细胞 3 次。取 15 mL 离

心管，依次加入 50% Percoll，25% Percoll，细胞

悬液，1 800 ×g 离心 20 min，缓升缓降。取中间层

细胞，加入 PBS 重置后，离心弃上清，使用 1640
培养基重置，接种于培养皿中，置于 37 ℃，5% CO2

培养，培养 3 h 后，进行换液操作，吸弃未贴壁细

胞，保留下层贴壁细胞，即得到纯化 KC，将纯化

得到的 KC 进行培养。 
2.3  KC 的分组及处理 

KC 铺满瓶底 90%左右，用 0.25%胰酶- EDTA
消化，传代培养后待其处于对数生长期且形成单

层后分组处理，每个浓度设 3 个平行孔。空白对

照组：加无血清 RPMI-1640 培养基；模型对照组：

加含 50 ng·mL−1 LPS 100 μL 的 RPMI-1640 培养

基；空白血清组：空白血清预处理 24 h 后，弃药

液，加含 LPS 的 RPMI-1640 完全培养基；CCS 组：

CCS 预处理 24 h 后，弃药液，加含 LPS 的

RPMI-1640 完全培养基；ITS 组：ITS 预处理 24 h
后，弃药液，加含 LPS 的 RPMI-1640 完全培养基；

TLR4 阻断剂组：TLR4 阻断剂预处理 24 h 后，弃

阻 断 剂 TAK-242(10 μmol·L−1) ， 加 含 LPS 的

RPMI-1640 完全培养基；TLR4 阻断剂+ITS 组：

TLR4 阻断剂 TAK-242 预处理 24 h 后，弃阻断剂，

加 ITS 处理 24 h 后，弃药液，再加入含 LPS 的

RPMI-1640 完全培养基继续培养。各组分别于处

理完毕后，收集细胞及细胞上清液，检测相应的

指标。 
2.4  MTT 法检测 ITS 对 KC 活性的影响 

取胰酶消化对数期细胞，终止后离心收集，

制成细胞悬液。细胞铺于 96 孔板中，轻轻混匀，

每孔加入 100 μL。放入培养箱中培养，至细胞单

层铺满孔底，贴壁 24 h 后加入浓度梯度的药物， 
每孔 100 μL，设 3 个复孔。5%CO2，37 ℃孵育 16~ 
48 h，倒置显微镜下观察药物的作用效果。每孔加

入 10 μL MTT 溶液(5 mg·mL−1，即 0.5%MTT)，继

续培养 4 h。加入 MTT 培养 4 h 后，结晶可充分形

成。随后将上清去掉，加入 10 μL Formazan 溶解液

充分溶解。使用酶标仪在波长 490 nm 处测量各孔

的吸光值(A 值)，计算不同浓度含药血清对 KC 的

抑制率。以药品的浓度为横坐标，抑制率为纵坐标
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作图，然后得到达 50%抑制率时的药品浓度，即半

抑制浓度 IC50。设置空白对照组及 1%，5%，15%，

45%，75% ITS 组，检测不同浓度 ITS 对 LPS 诱导

KC 活化的影响，并确定 15% ITS 为最佳给药浓度。 
2.5  实时荧光定量 PCR 检测 TLR4、 IκBα、
Caspase-1、NLRP3 mRNA 的表达   

将细胞置于 Trizol 裂解液中，提取总 RNA 沉

淀，按照逆转录试剂盒说明书进行去除基因组

DNA 及逆转录操作，得到 cDNA 置于–20 ℃保存

待用。并用 2–ΔΔCT 法计算 TLR4、IκBα、Caspase-1、
NLRP3 的相对表达水平。程序设置，预处理 95 ℃：

30 s；PCR 循环(40 循环)为 95 ℃：5 s，60 ℃：20 s，
72 ℃：15 s；引物序列见表 1。 

 
表 1  PCR 引物信息 
Tab. 1  PCR primer information 

基因 引物序列 
产物长

度/bp
TLR4 正向 5’-ATGCCTCTCTTGCATCTGGC-3’ 272 

反向 5’-ATTGTCTCAATTTCACACCTGGA-3’

IκBα 正向 5’-CTCAAGAAGGAGCGGTTGGT-3’ 184 

反向 5’-CCAAGTGCAGGAACGAGTCT-3’ 

Caspase-1 正向 5’-GGAGCTTCAGTCAGGTCCAT-3’ 139 

反向 5’-CTTGAGGGAACCACTCGGTC-3’ 

NLRP3 正向 5’-CTGCAGAGCCTACAGTTGGG-3’ 228 

反向 5’-ACCCTACACTAAAAGCGCCC-3’ 

 
2.6  Western blotting 检测 TLR4、IκBα、p-IκBα、
Caspase-1、NLRP3 蛋白的表达 

收集各组细胞，预冷的 PBS 冲洗 2 次，将样

本放入 2 mL 离心管置于冰盒上，用适量的 RAPI
细胞裂解液裂解约 30 min，21 000×g 离心 5 min，
取上清采用 BCA 法测定蛋白含量后调整蛋白浓

度，然后进行电泳，半干转膜，将膜放入封闭液

中封闭 3 h。将膜放入稀释后的一抗中 4 ℃ 孵育

12 h，洗膜 3 次，将膜放入按 1∶4 000 比例稀释

的二抗中 37 ℃孵育，2 h 后用 ECL 显色剂对膜进

行显色，于凝胶成像仪中进行曝光成像。 
2.7  免疫荧光法检测 IκBα、p-IκBα、Caspase-1、
NLRP3、NF-κBp65 蛋白的表达 

细胞培养完成后，吸弃细胞上清液，使用 PBS
洗涤细胞 3 次。室温下在 4%多聚甲醛中孵育细胞

10 min。用冰 PBS 洗涤 3 次，用含有 1% BSA、

22.52 mg·mL−1 甘氨酸的 PBST(PBST+0.1% Tween 
20)孵育 30 min，非特异性结合进而封闭抗体。室

温下，用稀释抗体在湿盒中孵育细胞，4 ℃过夜孵

育。倒出溶液，用 PBS 洗涤细胞 3 次，每次 5 min。
室温下，用二抗避光孵育 1 h，PBS 避光洗涤细胞

3 次后，用 Hoechst 孵育 1 min，随后使用荧光显

微镜拍照。 
2.8  ELISA 检测 IL-1β、IL-18、TNF-α 和 IL-6 的含量 

KC 上清液 IL-1β、IL-18、TNF-α 和 IL-6 均采

用 ELISA 测定。实验开始前将细胞上清液离心：

2 000×g 离心 20 min，4 ℃，上清液转移至新离心

管中待用。按照各细胞因子 ELISA 试剂盒说明书

要求进行检测。 
2.9  统计学处理 

数据处理采用 SPSS 24.0 进行统计数据整理

分析，计量资料均用 x s± 表示。组间比较采用单

因素方差分析，P<0.05表示差异有统计学意义。 
3  结果 
3.1  原代 KC 分离培养及鉴定结果 

分离提取的大鼠原代 KC，换液后呈椭圆形，

部分形状出现不规则改变，伸出伪足。培养 48 h
后，细胞明显向周围伸展开来，形态大小还是呈

不规则改变，伸出的伪足增多。原代 KC 吞噬墨汁

6 h 后，显微镜下可观察到细胞胞质内有大量被吞

噬的墨汁。结果表明分离培养的大鼠原代 KC 具有

正常的巨噬细胞吞噬功能。结果见图 1~2。 
 

 
 

图 1  大鼠原代 KC 显微镜下表现 
A−换液后 KC(100×)；B−分离培养 48 h 的 KC(100×)。 
Fig. 1  Performance of primary KC in rats under microscope 
A−KC(100×) after changing liquid; B−KC(100×) isolated and cultured 
for 48 h. 
 

 
 

图 2  大鼠原代 KC 吞噬墨汁 6 h 后表现(100×) 
Fig. 2  Performance of primary KC in rats after 
phagocytosis of ink for 6 h(100×) 
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3.2  ITS 对大鼠原代 KC 的活力影响 
为评估 ITS 对 KC 活力的影响，采用一系列不

同浓度(1%，5%，15%，45%，75%)的 ITS 干预

KC。MTT 结果显示，ITS 对 KC 抑制率 IC50 为

18.88%，在不影响细胞活性的情况下，选择 15%
含药血清为最佳给药浓度。结果见表 2。 
 
表 2  不同浓度 ITS 对大鼠原代 KC 增殖活力的影响 
Tab. 2  Effects of different concentrations of ITS on the 
proliferation vitality of primary KC in rats 

ITS 浓度/% KC 增殖率/% IC50/% 

1 87.8 

18.88 

5 73.5 

15 60.9 

45 37.5 

75 11.9 

 
3.3  ITS 对 KC 中 TLR4、IκBα、Caspase-1、NLRP3 
mRNA 表达的影响 

与空白对照组相比，模型对照组 TLR4、IκBα、
Caspase-1、NLRP3 mRNA 表达明显升高(P<0.01)；
与模型对照组相比，空白血清组 TLR4、IκBα、
Caspase-1、NLRP3 mRNA 表达差异无统计学意义；

与模型对照组相比，ITS 组、TLR4 阻断剂组、TLR4
阻断剂+ITS 组和 CCS 组 TLR4、IκBα、Caspase-1、
NLRP3 mRNA 的表达明显降低(P<0.01)；与 TLR4
阻断剂组比较，ITS 组 TLR4、IκBα、Caspase-1、
NLRP3 mRNA 表达差异无统计学意义，TLR4 阻断

剂+ITS 组 TLR4、Caspase-1 mRNA 表达显著降低

(P<0.05)，IκBα mRNA 表达降低(P<0.01)。结果见表 3。 
3.4  ITS 对 KC 中 TLR4、IκBα、p-IκBα、Caspase-1、
NLRP3 蛋白表达的影响 

与空白对照组相比，模型对照组 TLR4、IκBα、
p-IκBα、Caspase-1、NLRP3 蛋白表达明显升高 

表 3  ITS 对 KC 中 TLR4、IκBα、Caspase-1、NLRP3 mRNA
表达的影响( x s± ，n=3) 
Tab. 3  Effect of ITS on the expression of TLR4, IκBα, 
Caspase-1, NLRP3 mRNA in KC ( x s± , n=3) 

组别 TLR4 IκBα Caspase-1 NLRP3 

空白对照组 1.01±0.161) 1.01±0.171) 1.01±0.131) 1.00±0.081)

模型对照组 4.64±1.26 3.26±0.84 4.67±1.10 5.05±1.36

空白血清组 4.37±1.11 3.02±0.35 4.58±1.14 4.61±1.27

CCS 组 1.73±0.241) 1.46±0.321) 1.80±0.391) 1.88±0.621)

ITS 组 2.58±0.851) 2.10±0.391) 2.48±0.681) 2.64±1.001)

TLR4 阻断剂组 2.35±0.431) 2.08±0.511) 2.44±0.541) 2.59±0.901)

TLR4 阻断剂+ITS 组 1.48±0.371)2) 1.48±0.301)3) 1.60±0.481)2) 1.77±0.341)

注：与模型对照组比较，1)P<0.01；与 TLR4 阻断剂组比较，2)P<0.05，
3)P<0.01。 
Note: Compared with the model control group, 1)P<0.01; compared with 
TLR4 blockers group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
 
(P<0.01)；与模型对照组相比，空白血清组 TLR4、
IκBα、p-IκBα、Caspase-1、NLRP3 蛋白表达差异

无统计学意义；ITS 组 TLR4、p-IκBα 蛋白表达降

低(P<0.05 或 P<0.01)；TLR4 阻断剂组 TLR4、IκBα、
p-IκBα 蛋白表达降低(P<0.05)；TLR4 阻断剂组

TLR4、IκBα、p-IκBα 蛋白表达降低(P<0.05)，CCS
组 IκBα、p-IκBα、Caspase-1 蛋白表达明显降低

(P<0.01)，TLR4、NLRP3 蛋白表达降低(P<0.05)，
TLR4 阻断剂+ITS 组 TLR4、 IκBα、p-IκBα、

Caspase-1、NLRP3 蛋白表达明显降低(P<0.01)。
与 TLR4 阻断剂组相比，ITS 组 TLR4、IκBα、
p-IκBα、Caspase-1、NLRP3 蛋白表达差异无统计

学意义，TLR4 阻断剂+ITS 组 p-IκBα、NLRP3 蛋

白表达显著降低(P<0.01)。结果见表 4 和图 3。 
3.5  免疫荧光分析 KC 中 IκBα、p-IκBα、NF- 
κBp65、NLRP3、Caspase-1 蛋白的表达情况 

与空白对照组相比，模型对照组 IκBα、

p-IκBα、NF-κBp65、NLRP3、Caspase-1 蛋白表达 
 

表 4  ITS 对 KC 的 TLR4、IκBα、p-IκBα、Caspase-1、NLRP3 蛋白表达水平作用( x s± ，n=3) 
Tab. 4  Effect of ITS on the protein expression levels of TLR4, IκBα, p-IκBα, Caspase-1, NLRP3 of KC( x s± , n=3) 

组别 TLR4 IκBα p-IκBα Caspase-1 NLRP3 

空白对照组 0.32±0.202) 0.16±0.032) 0.30±0.082) 0.20±0.092) 0.33±0.072) 

模型对照组 0.82±0.20 1.13±0.16 0.88±0.13 0.98±0.06 1.17±0.11 

空白血清组 0.86±0.18 1.47±0.38 0.72±0.16 1.15±0.19 1.34±0.07 

CCS 组 0.43±0.071) 0.53±0.102) 0.49±0.182) 0.60±0.122) 0.61±0.111) 

ITS 组 0.46±0.141) 0.77±0.14 0.65±0.122) 0.78±0.24 0.77±0.09 

TLR4 阻断剂组 0.43±0.071) 0.67±0.091) 0.63±0.101) 0.79±0.12 0.89±0.23 

TLR4 阻断剂+ITS 组 0.25±0.072) 0.56±0.132) 0.37±0.102)3) 0.27±0.092) 0.46±0.072)3) 

注：与模型对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 TLR4 阻断剂组比较，3)P<0.01。 
Note: Compared with the model control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with TLR4 blockers group, 3)P<0.01. 
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图 3  ITS 对 KC 的 TLR4、IκBα、p-IκBα、Caspase-1、NLRP3
蛋白表达影响 
Fig. 3  Effect of ITS on the expression of TLR4, IκBα, 
p-IκBα, Caspase-1, NLRP3 protein in KC 
 

显著上升(P<0.01)；与模型对照组相比，空白血清

组 IκBα 蛋白表达降低(P<0.05)，p-IκBα、Caspase-1、
NLRP3、NF-κBp65 蛋白表达有所降低，ITS 组

IκBα、p-IκBα、Caspase-1、NLRP3、NF-κBp65 蛋

白表达降低(P<0.05 或 P<0.01)，TLR4 阻断剂组、

CCS 组和 TLR4 阻断剂+ITS 组 IκBα、p-IκBα、
Caspase-1、NLRP3、NF-κBp65 蛋白表达均显著降

低(P<0.01)。与TLR4阻断剂组相比，ITS组和TLR4

阻断剂+ITS 组中 IκBα、p-IκBα、Caspase-1、NLRP3、
NF-κBp65 蛋白表达差异无统计学意义。结果见表

5 和图 4~8。 
3.6  ITS 对 KC 中 IL-1β、IL-18、TNF-α 和 IL-6
含量的影响 

与空白对照组相比，模型对照组 IL-1β、IL-18、
TNF-α 和 IL-6 含量升高(P<0.01)。与模型对照组相

比，空白血清组 IL-1β、IL-18、TNF-α 和 IL-6 含

量差异无统计学意义，CCS 组和 TLR4 阻断剂+ITS
组 IL-18、TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量均显著降低

(P<0.01)，ITS 组和 TLR4 阻断剂组 IL-18、TNF-α
和 IL-6 含量显著降低(P<0.01)，IL-1β 的含量降低

(P<0.05)。与 TLR4 阻断剂组相比，ITS 组 IL-1β、
IL-18、TNF-α 和 IL-6 含量差异无统计学意义，

TLR4 阻断剂+ITS 组 IL-1β、 IL-18 含量降低

(P<0.05)，TNF-α 和 IL-6 含量差异无统计学意义。

结果见表 6。 
4  讨论 

炎症是导致肝纤维化和肝硬化等大多数慢性

肝脏疾病的共同因素，其特征是先天免疫细胞被

激活产生促炎细胞因子[12]。KC 作为一种肝脏中的 
 

表 5  ITS 对 KC 中 IκBα、p-IκBα、NF-κBp65、NLRP3、Caspase-1 蛋白表达水平的影响( x s± ，n=3) 
Tab. 5  Effect of ITS on the expression of IκBα, p-IκBα, NF-κBp65, NLRP3, Caspase-1 protein in KC( x s± , n=3) 

组别 IκBα p-IκBα Caspase-1 NLRP3 NF-κBp65 

空白对照组 1.00±0.272) 1.00±0.372) 1.00±0.262) 1.00±0.372) 1.00±0.292) 

模型对照组 4.39±0.27 3.86±0.44 4.00±0.52 4.19±0.55 4.77±0.11 

空白血清组 3.38±0.601) 3.48±0.52 3.88±0.75 3.96±0.64  4.17±0.64 

CCS 组 1.04±0.262) 0.98±0.162) 1.14±0.262) 1.12±0.192) 1.35±0.292) 

ITS 组 1.09±0.172) 1.31±0.172) 1.15±0.291) 1.21±0.211) 1.50±0.261) 

TLR4 阻断剂组 2.55±0.112) 2.51±0.632) 2.64±1.102) 2.80±1.062) 3.66±0.972) 

TLR4 阻断剂+ITS 组 2.71±0.302) 2.53±0.232) 2.85±0.432) 2.73±0.322) 3.06±0.442) 

注：与模型对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Note: Compared with the model control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 
表 6  ITS 对 KC 中 IL-1β、IL-18、TNF-α 和 IL-6 含量的影响( x s± ，n=3) 
Tab. 6  Effect of ITS on the contents of IL-1β, IL-18, TNF-α and IL-6 in KC( x s± , n=3)                       pg·L−1 

组别 IL-1β IL-18 TNF-α IL-6 

空白对照组 1 106.63±229.672) 347.90±203.222) 279.28±186.922) 82.86±16.682) 

模型对照组 2 995.19±320.72 1 857.38±235.23 1 602.65±170.84 353.78±46.51 

空白血清组 2 964.24±476.63 1 670.31±246.05 1 543.99±225.93 279.11±38.73 

CCS 组 1 169.45±116.182) 412.92±213.102) 302.95±161.472) 166.51±25.452) 

ITS 组 2 059.71±417.991) 660.83±235.482) 546.03±160.412) 200.45±45.582) 

TLR4 阻断剂组 2 138.32±711.521) 834.16±144.612) 609.99±315.322) 139.67±63.402) 

TLR4 阻断剂+ITS 组 1 278.00±460.372)3) 259.15±200.902)3) 278.46±124.662) 87.06±50.992) 

注：与模型对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 TLR4 阻断剂组比较，3)P<0.05。 
Note: Compared with the model control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with TLR4 blockers group, 3)P<0.05. 
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图 4  IκBα 蛋白在 KC 中的表达情况 
DAPI 染色蓝色代表细胞核，绿色代表目标蛋白。 
Fig. 4  Expression of IκBα protein in KC 
DAPI staining blue represented the nucleus, green represented the target 
protein. 
 

 
 

图 5  p-IκBα 蛋白在 KC 中的表达情况 
DAPI 染色蓝色代表细胞核，绿色代表目标蛋白。 
Fig. 5  Expression of p-IκBα protein in KC 
DAPI staining blue represented the nucleus, green represented the target 
protein.   
 

 
 

图 6  Caspase-1 蛋白在 KC 中的表达情况 
DAPI 染色蓝色代表细胞核，绿色代表目标蛋白。 
Fig. 6  Expression of Caspase-1 protein in KC 
DAPI staining blue represented the nucleus, green represented the target 
protein.   
 
先天免疫细胞，在调节机体免疫应答、拮抗病原

体感染、介导炎症方面具有重要作用。越来越多

证据表明，KC 在慢性肝损伤发病机制中起到核心

作用，KC 活化产生的炎性因子促进肝脏炎症和纤

维化，被认为是抗肝纤维化的潜在靶点[13-14]。LPS
可通过活化 KC 参与肝损伤病理过程，降低 TLR4  

 
 

图 7  NLRP3 蛋白在 KC 中的表达情况 
DAPI 染色蓝色代表细胞核，绿色代表目标蛋白。 
Fig. 7  Expression of NLRP3 protein in KC   
DAPI staining blue represented the nucleus, green represented the target 
protein.   
   

 
 

图 8  NF-κBp65 蛋白在 KC 中的表达情况 
DAPI 染色蓝色代表细胞核，绿色代表目标蛋白。 
Fig. 8  Expression of NF-κBp65 protein in KC  
DAPI staining blue represented the nucleus, green represented the target 
protein. 
 

的表达能缓解肝损伤动物肝脏炎症和坏死，这可

能与抑制 KC 活化减少促炎细胞因子表达有关[15]。 
笔者所在课题组前期研究证实三叶香茶菜减

轻 CCl4 诱导的大鼠慢性肝损伤与 TLR4/NF-κB 信

号通路密切相关。最近研究[16]发现，三叶香茶菜

可通过下调 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 信号通路

活化减轻肝脏慢性损伤，从而抑制 CCl4 所致的大

鼠肝纤维化。笔者猜测 KC 作为炎性细胞在促进肝

脏炎症过程中发挥了关键作用，为进一步探究三

叶香茶菜在进入体内对 KC 活化的影响，采取血清

药理学方法，选择 ITS 作为实验样品干预 KC，阐

明三叶香茶菜通过 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路

抑制 KC 活化，从而减轻肝脏炎症及纤维化。 
炎症是肝纤维化发展的核心因素，KC 的活化

在肝脏炎症反应的启动、纤维化的发展和消退方

面发挥着重要作用[17]。Toll 样受体 TLR4 是病原体

相关分子模式(PAMP)的识别受体，可检测到病原

体并启动保护性先天免疫应答[18]。TLR4 受体受到
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胞外炎性信号刺激后激活 IκB 激酶(IKK)，促进

IκBα(NF-κB 抑制蛋白)磷酸化后降解[19]，进而激

活 NF-κB 促进各种炎性细胞因子基因(如 TNF-α和
IL-6)的表达[20]。降低核内 p-NF-κBp65 的表达可抑

制炎症基因转录，从而减少 LPS 诱导的活化 KC 过

量分泌 TNF-α、IL-6 等炎症因子[21]。NLRP3 炎症

小体[由核苷酸寡聚化结构域样受体 3(NLRP3)、凋

亡相关斑点样蛋白 (ASC)、Caspase-1 前体 pro- 
caspase-1 组成]是一种多蛋白复合物，是机体先天

免疫系统的重要组成部分[22]。KC 中 NLRP3 炎症

小体激活会促进 Caspase-1 的表达，并释放炎性因

子 IL-1β 和 IL-18，导致肝脏炎性疾病[23]。NF-κB
在 NLRP3 炎症小体的启动过程中起着关键作用，

NF-κBp65(NF-κB 亚单位)能结合 NLRP3 启动子中

的 NF-JB 序列结增强 NLRP3 的表达[24-25]。抑制

NLRP3 炎症小体激活能降低 NLRP3、Caspase-1、
IL-1β 和 IL-8 的表达增加，从而抑制 LPS 诱导的

KC 活化[26-27]。本研究发现 ITS 可降低大鼠原代

KC 中 TLR4、IκBα、NF-κBp65、NLRP3、Caspase-1
的表达，抑制 IκBα 蛋白磷酸化及 NF-κBp65 蛋白

核转位，减少 IL-1β、IL-18、IL-6 和 TNF-α 的表

达和释放，表明 ITS 减轻肝脏炎症在于通过下调

TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路抑制 KC 活化。此

外，相比于 TLR4 阻断剂组，ITS 组 TLR4/NF-κB/ 
NLRP3 信号通路中相关分子表达无显著性差异，

TLR4 阻断剂+ITS 组中 TLR4、IκBα、p-IκBα、NF- 
κBp65、NLRP3、Caspase-1 表达降低，炎症因子

释放减少，提示三叶香茶菜与 TLR4 阻断剂具有协

同作用，三叶香茶菜可能除了阻断 TLR4 受体外，

还可能作用与其他信号途径或靶点分子抑制 KC
活化。  

综上所述，本实验结果显示，ITS 能够抑制

LPS 诱导的大鼠原代肝 KC 活化，显著下调 TLR4、
IκBα、NF-κB、NLRP3、Caspase-1 基因表达，抑

制 NF- κBp65 蛋白核转位，降低 IL-1β、IL-6、IL-18
和 TNF-α 的表达。因此，本研究表明 ITS 可抑制

KC 活化，减轻肝脏炎症，其作用机制可能与下调

TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路活化，减少炎症因

子的大量表达从而改善肝脏炎症微环境有关。本

研究从细胞水平证实了 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号

通路参与了三叶香茶菜抑制 KC 活化过程，但三叶

香茶菜如何通过影响 KC 中 NLRP3 炎症小体抑制

HSC 活化，仍需进一步研究，为了阐明三叶香茶

菜肝纤维化详细作用机制，下一步将探讨体外 ITS
对 KC 和 HSC 交互作用的影响。 
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