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左归降糖舒心方含药血浆调控 NLRP3/Caspase-1/GSDMD
通路抑制 ox-LDL 诱导 J774A.1 巨噬细胞焦亡的机制

杨金伟，喻嵘，吴勇军，肖凡，刘秀，邓奕辉（湖南中医药大学，湖南 长沙 410208）

摘要：目的 基于 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）/半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-1（Caspase-1）/Gasdermin D
（GSDMD）通路探讨左归降糖舒心方含药血浆对氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）诱导 J774A.1 巨噬细胞焦亡的调控

机制。方法 将分化完全的 J774A.1 巨噬细胞分为空白血浆组、模型组、左归降糖舒心方含药血浆组、

MCC950（NLRP3 特异性抑制剂）组，每组 6 个复孔。除空白血浆组外，其余各组以 100 mg·L-1 ox-LDL 诱导细

胞，构建细胞焦亡模型。空白血浆组、模型组、MCC950（50 μmol·L-1）组以含 10%空白血浆进行培养，左归降

糖舒心方含药血浆组用 10%含药血浆培养细胞 24 h。采用 CCK-8 法测定各组细胞增殖情况，计算细胞增殖抑

制率；采用 LDH 释放实验检测细胞膜完整性及细胞焦亡水平；采用 ELISA 法及免疫荧光法检测细胞白细胞介

素（IL）1β、IL-18 含量及蛋白表达情况；采用 Western Blot 法检测 NLRP3、Caspase-1 及 GSDMD 蛋白表达。

结果 与空白血浆组比较，模型组细胞的 IL-18、IL-1β 含量及 LDH 释放率明显增高（P＜0.01），IL-1β、IL-18
及 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白表达明显上调（P＜0.01）。与模型组比较，左归降糖舒心方含药血浆组细

胞的 IL-18、IL-1β 含量及 LDH 释放率明显下降（P＜0.01），IL-1β、IL-18 及 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋

白表达明显下调（P＜0.01）。结论 左归降糖舒心方含药血浆能够抑制 ox-LDL 诱导的 J774A.1 巨噬细胞焦亡状

态及炎性反应，其作用机制可能与调控 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路，下调细胞炎性因子 IL-18、IL-1β 表达

有关。
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Inhibition Effect of Zuogui Jiangtang Shuxin Medicated Plasma on Pyroptosis of J774A.1 Cells Induced
by ox-LDL through NLRP3/Caspase-1/GSDMD Signaling Pathway
YANG Jinwei， YU Rong， WU Yongjun， XIAO Fan， LIU Xiu， DENG Yihui（Hunan University of Chinese
Medicine，Changsha 410208 Hunan，China）
Abstract：Objective To investigate the effect of Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma on ox-LDL-induced
pyroptosis J774A.1 cells by NOD like receptor thermoprotein domain 3（NLRP3）/ cysteine-proteinase-1（Caspase-1）/
GSDMD pathway. Methods Differentiated J774A.1 cells were pretreatment with ox-LDL（100 mg·L- 1） to establish
experimental model for pyroptosis，which were randomly divided into 4 groups：the blank plasma group，the model
group，the Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma group，and the MCC950（NLRP3 specific inhibitor）group，
6 replicates in each group. Except the blank plasma group，cells in the other groups were treated with 100 mg·L-1

·· 165



Traditional Chinese Drug Research & Clinical Pharmacology，2022 February，Vol. 33 No. 2
ox-LDL. The passages were divided into two parts，the blank plasma and model groups were cultured by 10% blank
plasma， Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma group and MCC950 group were cultured by 10% drug
containing plasma or MCC950（50 μmol·L-1）for 24 h. The proliferation of J774A.1 cells were tested by CCK-8 assay
after 24 h culture and the inhibition rates were calculated. LDH releasing test was used to check the integrity of cell
membrane. ELISA and immunofluorescence were used to detect expression of inflammatory cytokines such as IL-18
and IL-1β. The expression of NLRP3，Caspase-1 and GSDMD were detected by Western Blot. Results Compared
with the blank plasma group，100 mg·L- 1 ox-LDL suppressed the growth of J774A.1 cells. It was also shown by
LDH releasing test and ELISA that the LDH activity，IL-18 and IL-1β levels significantly increased in model group
cells（P＜0.01）；ox-LDL could up-regulated the expression of NLRP3，Caspase-1，GSDMD，IL-18 and IL-1β
（P＜0.01）. Compared with model group， Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma can effectively reduce the
LDH release and the levels of IL-18 and IL-1β（P＜0.01），and can significantly restrain the expression of NLRP3，
Caspase-1，GSDMD，also obviously decreased expression of inflammatory cytokine associated proteins IL- 18 and
IL- 1β（P＜0.01）. Conclusion Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma can suppress the pyroptosis and
inflammatory state of J774A.1 macrophages induced by ox-LDL，and its mechanism may be related to the inhibition
of NLRP3/Caspase-1/GSDMD signaling pathway and IL-18，IL-1β expression.
Keywords： Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma； J774A.1 cells； pyroptosis； inflammation response；
NLRP3/Caspase-1/GSDMD signaling pathway；IL-18；IL-1β

糖尿病是由于胰岛素分泌不足或功能缺陷引起的

以高血糖为特征的代谢性疾病[1]。长期高血糖可引起

机体代谢紊乱，诱发严重并发症。动脉粥样硬化性

疾病是糖尿病的主要血管并发症。巨噬细胞是糖尿

病动脉粥样硬化发生发展过程中的关键靶细胞之

一[2]。巨噬细胞功能状态影响着糖尿病动脉粥样硬化

的整个过程[3]。在病变早期，单核细胞在趋化因子的

作用下聚集在病变部位，与内皮细胞黏附，随后内

迁于内皮下转换为巨噬细胞，由于巨噬细胞清除凋

亡细胞能力正常，不仅能减少斑块细胞数量，而且

能减少细胞外胶原降解，从而抑制动脉粥样硬化的

进展。随着病程进展，巨噬细胞摄入氧化低密度脂

蛋白（ox-LDL），胆固醇逆转运障碍，形成泡沫细

胞，并出现大量细胞死亡，有效吞噬功能丧失，继

发性形成动脉粥样硬化斑块的坏死核心，产生炎症

效应而影响纤维帽，增加斑块不稳定性 [4-5]。随着对

糖尿病动脉粥样硬化病理机制研究的深入，慢性炎

症的持续作用在粥样斑块形成和进展中的重要作用

逐步被证实，而巨噬细胞焦亡及其过程中的炎症释

放特性是参与病程发生发展的关键环节[6]。细胞焦亡

依赖于半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-1（Caspase-1）
完成细胞程序性死亡代谢过程，其可激活炎性细胞

因子白细胞介素（IL）18、IL-1β 的合成和释放，产生

级联放大的炎性反应[7]。

本课题组前期研究 [8-9]表明，以滋阴益气、活血

解毒立法组方的左归降糖舒心方对糖尿病心血管疾

病疗效确切，具有改善糖脂代谢和减少炎性因子对

细胞损伤的作用，能减缓糖尿病并发血管病变的风

险。故本研究拟从巨噬细胞焦亡调控角度出发，探

讨左归降糖舒心方含药血浆对 NOD 样受体蛋白 3
（NLRP3）/Caspase-1/Gasdermin D（GSDMD）通路及炎

性因子 IL-1β、IL-18 表达的影响。

1 材料与方法

1.1 动物及细胞株 8 周龄 SD 雄性大鼠 20 只，体质

量（200±20）g，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，动物生产许可证号：SCXK（湘）2016-0002，动

物质量合格证号：43004700029165；饲养于湖南中

医药大学含浦校区实验动物中心，温度：（22±2）℃，

湿度：50%~65%，自由摄食、饮水，12 h/12 h 光暗

周期（光照时间为 6∶00~18∶00）。小鼠 J774A.1 巨噬

细胞（批号：17369），购自湖南丰晖生物科技有限

公司。

1.2 药物及试剂 左归降糖舒心方由黄芪 18 g、生地

15 g、黄连 6 g、丹参 9 g、山茱萸 12 g、山楂 9 g、
葛根 12 g 组成，所用饮片均购自于湖南中医药大学

·· 166



中药新药与临床药理2022年2月第33卷第2期

第一附属医院门诊部中药房，经湖南中医药大学药

学院李雅副教授鉴定合格。将上述组方饮片以 5 倍

量水浸泡 1 h，煮沸后以小火煎煮 30 min，过滤，药

渣再加 3 倍量水煎煮 20 min，过滤；合并 2 次滤

液，混合浓缩制备成含生药质量浓度为 2 g·mL-1 的

药液，经灭菌后置于 4 ℃冰箱保存，备用。

MCC950（NLRP3 特异性抑制剂），购自美国 Sigma
公司，批号：PZ0280；胎牛血清（批号：42F0266K）、
胰蛋白酶-EDTA 消化液（批号：2120539），均购自美

国 Gibco 公 司 ； 高 糖 DMEM 培 养 基（批 号 ：

AF29422282）、PBS 缓冲液（批号：AD17792273），

均购自美国 Hyclone 公司；CCK-8 检测试剂盒，北

京博奥森生物技术有限公司，批号：AI07246697；
无血清细胞冻存液，苏州新赛美生物科技有限公

司，批号：18061073； IL-1β（批号：ml063132）、

IL-18（批号：ml063131）ELISA 检测试剂盒，均购自

上海酶联生物科技有限公司；LDH 释放检测试剂盒

（批号：ab102526）、兔抗 NLRP3 多克隆抗体（批号：

ab260017）、兔抗 Caspase- 1 多克隆抗体（批号：

ab138483）、 兔 抗 GSDMD 多 克 隆 抗 体（批 号 ：

ab219800）、兔抗 IL-18 多克隆抗体（批号：ab207323）
及兔抗 IL-1β 多克隆抗体（批号：ab234437），均购

自英国 Abcam 公司。

1.3 主要仪器 SW-CJ-2G超净工作台、PikoReal96型

荧光定量 PCR 仪、SPL0960 型荧光 PCR 板，美国

Thermo Scientific 公司；CCL-170T-8 型 CO2 培养箱，

新加坡 ESCO 公司；BA210T 型荧光显微镜，北京普

瑞赛司仪器有限公司；TGL-18R 型台式冷冻离心

机，德国 Eppendorf 公司；ELx800 型酶标仪，美国

BioTek 公司；DYCZ-40A 型转膜仪、DYCZ-24EN 型

电泳槽，北京六一生物科技有限公司；XB-K-25 型

细胞计数板，上海求精生化试剂仪器有限公司。

1.4 含药血浆的制备 将 20 只 SD 大鼠随机分成

2 组：空白血浆组、左归降糖舒心方组，每组 10 只。

左归降糖舒心方组按照 25.8 g·kg-1灌胃（12.9 mL·kg-1）

给予左归降糖舒心方药液（2 g·mL-1）；空白血浆组采

用等容量的灭菌超纯水灌胃，每日 1 次，连续 5 d。
末次灌胃 1 h 后，采用 10%水合氯醛 3 mL·kg-1麻

醉大鼠，腹主动脉取血，用含肝素抗凝管收集血液，

静置 3 h；然后，以 3 000 r·min-1（离心半径 15 cm）
离心 15 min，移液枪取上层血浆，0.22 μm 滤膜过

滤，56 ℃恒温水浴锅灭活 30 min；将灭活的血浆分

装至无菌 EP 管中并标记，置于-80 ℃保存。

1.5 细胞培养及处理 将分化完全的 J774A.1 细胞用

含 10% FBS 的 DMEM 完全培养基进行培养。置于

5% CO2、37 ℃饱和湿度的恒温培养箱，2~3 d 换液

1 次，细胞融合至 80%~90%时按照 1∶2 比例传代，

取对数生长期细胞进行实验。J774A.1 细胞用 10%
FBS DMEM 培养液调整细胞密度为 5×104·mL-1 的悬

液，予以 100 mg·L- 1 ox-LDL 诱导 24 h 后收集细

胞。随机分成空白血浆组（10%空白血浆）、模型组

（100 mg·L-1 ox-LDL +10%空白血浆）、左归降糖舒心

方含药血浆组（100 mg·L-1 ox-LDL+10%左归降糖舒

心方含药血浆）、MCC950 组（100 mg·L-1 ox-LDL+
50 μmol·L-1 MCC950+10%空白含药血浆）。

1.6 CCK-8法检测 J774A.1细胞增殖抑制率 J774A.1
细胞生长融合至 80%~90%时，以 1~1.5 mL EDTA-
胰酶消化后，加入 10% FBS DMEM 完全培养液重悬

细胞；以 5×103·mL-1 细胞密度接种至 96 孔培养板

中，置于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱中；用预冷的培

养液将细胞同步化处理后，分别加入稀释后的胎牛

血清（正常对照组）、空白血浆及含药血浆，每组设

置 5%、10%、15%、20%、25%的浓度梯度；另外加

入浓度为 25、50、100、150、200 mg·L-1的 ox-LDL
诱导 J774A.1 细胞，每组均设 6 个复孔。待分别干预

处理 24 h 后，吸弃上清，每孔加入 10 μL CCK-8 溶

液及 90 μL 完全培养基。1.5 h 后采用酶标仪在

450 nm 波长下检测各组细胞的光密度（OD）值，计

算：细胞增殖抑制率（%）=［（对照孔 OD 值-实验孔

OD 值）/对照孔 OD 值］×100%。

1.7 LDH 释放实验 将生长状态良好的 J774A.1 细

胞以每孔 8×103 个的细胞密度接种到 96 孔培养板

中，待细胞汇合至 80%~90%时，更换为无血清培养

液，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中过夜。按照“1.5”
项下分组进行药物干预或按“1.6”项下分组进行

ox-LDL 诱导，同时设置样品对照组（正常培养）、实

验组（药物处理）、最大酶活性组（未经处理，加入

LDH 释放试剂），另设无细胞仅有培养基的校正孔。

检测时各孔取 120 μL 上清液，移至新的 96 孔板

中，加入 60 μL 配制好的 LDH 检测工作液，摇床室

温下避光孵育 30 min；采用酶标仪于 490 nm 处测定

各孔光密度（OD）值。计算：LDH 释放率（%）=［（实验

孔 OD 值-对照孔 OD 值）/（最大酶活性孔 OD 值-对照

孔 OD 值）］×100%。
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1.8 ELISA 法检测细胞 IL-1β、IL-18 含量 取对数

生长期的 J774A.1 细胞按照每孔 1×105个的细胞密度

接种于 6 孔板。按照“1.5”项下分组干预后，以预冷

PBS 清洗，EDTA-胰蛋白酶消化；以 1 000 r·min-1

（离心半径 15 cm）离心 5 min，收集细胞，计数后

PBS 重悬，进行反复冻融；以 3 000 r·min-1（离心半

径 15 cm）离心 20 min，取上清检测。设置标准品

孔、样本孔及空白孔，样品孔加入稀释液 40 μL，加

待测样品 10 μL，每孔再加入酶标试剂 100 μL；以

封板膜封闭反应孔，37 ℃下温育 60 min；弃液，以洗

涤液洗涤 5 次后，加入显色剂 100 μL，37 ℃下避光显

色 15 min；每孔加入终止液 50 μL，于 450 nm 波长处

测量各孔吸光度值，计算 IL-1β、IL-18含量变化。

1.9 免疫荧光法检测 IL-1β、IL-18 蛋白表达 将

J774A.1 细胞按照每孔 2×105个的细胞密度接种于含

细胞爬片的 6 孔板。按照“1.5”项下分组及加入相

应药物干预，培养 24 h 后，弃培养液，PBS 浸洗

3 次。用 4%预冷的多聚甲醛溶液对细胞进行固定

30 min（4 ℃静置），PBS 溶液洗 3 遍，每次 5 min；
加入 5%封闭血清孵育 20 min 后，于湿盒中加入稀释

的 IL-18、IL-1β 一抗孵育过夜；摇床晃动洗涤 3 次

（每次 5 min）后，滴加稀释的 IgG/FITC 二抗孵育

60 min；洗涤后复染核，然后进行封片，在荧光显微

镜下观察。

1.10 Western Blot 法 检 测 NLRP3、 Caspase- 1、
GSDMD 蛋白表达 将 J774A.1 细胞以 5×105·mL-1的

细胞密度接种于 6 孔板中，细胞培养 24 h 后，按照

“1.5”项下分组及加入相应药物干预；培养 24 h
后，弃培养上清液，用 PBS 洗涤 2 次，加入适量

RIPA 裂解液重悬；低温下匀浆后将样品转移至

1.5 mL 离心管中，以 12 000 r·min-1（离心半径 10 cm）
离心 5 min，取上清液分装。采用 BCA 法测定蛋白

浓度后，进行丙烯酰胺凝胶电泳。取 120 μg 蛋白，

经 SDS-PAGE 电泳后转移至 PVDF 膜上；用含 1%牛

血清白蛋白及 5%脱脂牛奶的封闭液室温下封闭后，

加入兔抗人 NLRP3（1∶100）、Caspase- 1（1∶500）、

GSDMD（1∶500）抗体，4 ℃下孵育过夜；TBST 洗膜

3 次，加入辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG 抗体

（1∶6 000），室温下孵育 1 h；在 ECL 显色液中 1 min
显影，冲洗胶片、扫描。采用 Images-Pro Plus 6.0 软

件读取条带灰度值，以 β-actin 为内参，对目的蛋白

进行半定量分析。

1.11 统计学处理方法 采用 SPSS 22.0 统计软件进行

数据分析；计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较采用 SNK-q 检验；以 P＜0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 左归降糖舒心方含药血浆对 J774A.1 细胞增殖的

影响 结果见图 1。与正常对照组比较，浓度为 10%
的左归降糖舒心方含药血浆组及空白血浆组的 OD 值

无明显变化，差异无统计学意义（P＞0.05）；而左归

降糖舒心方含药血浆浓度为 5%、15%、20%、25%
时，OD 值明显降低，细胞增殖受到抑制，差异有统

计学意义（P＜0.01）。结果表明，10%左归降糖舒心

方含药血浆对 J774A.1 细胞无明显抑制作用，故作为

后续实验含药血浆的干预浓度。

正常对照组

空白血浆组

左归降糖舒心方含药血浆组

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

OD
值
（
450

nm）

5 10 15 20 25
浓度/%

**
****

**
**

****

注：与正常对照组比较，
**
P＜0.01

图 1 左归降糖舒心方含药血浆对 J774A.1 细胞增殖的影响

（x ± s，n=6）
Figure 1 Effects of Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma
on the proliferation of J774A.1 cells（x ± s，n=6）
2.2 ox-LDL 对 J774A.1 细胞增殖抑制率及 LDH
释放率的影响 结果见图 2。与 0 mg·L-1 ox-LDL 组

比较，J774A.1 细胞在 25、50、100、150、200 mg·L-1

ox-LDL 诱导下，细胞增殖抑制率及 LDH 释放率均明

显提高（P＜0.01），且呈浓度依赖性。其中 100 mg·L-1

ox-LDL 干预 24 h 后，J774A.1 细胞的增殖抑制率为

（51.22±0.27）%；LDH 释放率显示，其与 200 mg·L-1

ox-LDL 组比较无明显的细胞毒性作用。因此，考虑

以 100 mg·L-1 ox-LDL 干预 24 h 作为诱导 J774A.1 细

胞焦亡的最佳造模方法。
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2.3 左归降糖舒心方含药血浆对 J774A.1 细胞中

IL-18、IL-1β 水平的影响 结果见图 3。与空白血

浆组比较，模型组 J774A.1 细胞中的 IL-18、IL-1β
含量均显著升高，差异有统计学意义（P＜0.01）。与

模型组比较，左归降糖舒心方含药血浆组及 MCC950
组细胞中的 IL-18、IL-1β 含量显著降低，差异有统

计学意义（P＜0.01）。结果表明，左归降糖舒心方含

药血浆可以降低 ox-LDL 诱导的 J774A.1 细胞炎性因

子 IL-18、IL-1β 的释放，抑制 ox-LDL 诱导焦亡过

程中的炎性反应。

2.4 左归降糖舒心方含药血浆对 J774A.1 细胞 LDH
释放率的影响 结果见图 4。与空白血浆组比较，模

型组 J774A.1 巨噬细胞在 ox- LDL 诱导 24 h 后，

LDH 释放率显著上升，差异有统计学意义（P＜0.01）。

与模型组比较，左归降糖舒心方含药血浆组及

MCC950 组细胞的 LDH 释放率显著降低，差异有统

计学意义（P＜0.01）。结果表明，左归降糖舒心方含

药血浆能够抑制 ox-LDL 诱导的 J774A.1 细胞的 LDH
释放，具有保护细胞膜完整性的作用效应。

2.5 左归降糖舒心方含药血浆对 J774A.1 细胞 IL-1β、

IL-18 蛋白表达的影响 结果见图 5。与空白血浆组

比较，模型组 J774A.1 细胞的 IL-1β、IL-18 蛋白表

达明显上调，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型

组比较，左归降糖舒心方含药血浆组及 MCC950 组

细胞的 IL-1β、IL-18 蛋白表达明显下调，差异有统

注：与 0 mg·L-1 ox-LDL 组比较，
**
P＜0.01

图 2 ox-LDL对 J774A.1细胞增殖抑制率及 LDH释放率的影响（x ± s，n=6）
Figure 2 Effect of ox-LDL on J774A.1 cells proliferation inhibition rate and LDH release rate（x ± s，n=6）

注：与空白血浆组比较，
**
P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

图 3 左归降糖舒心方含药血浆对 J774A.1细胞中 IL-18、IL-1β水平的影响（x ± s，n=6）
Figure 3 Effect of Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma on level of IL-18 and IL-1β in the J774A.1 cells（x ± s，n=6）
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图 4 左归降糖舒心方含药血浆对 J774A.1细胞 LDH释放率

的影响（x ± s，n=6）
Figure 4 Effect of Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma
on LDH release rate of the J774A.1 cells（x ± s，n=6）
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图 6 左归降糖舒心方含药血浆对 J774A.1细胞 NLRP3、Caspase-1、GSDMD蛋白表达的影响（x ± s，n=6）
Figure 6 Effects of Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma on the expression of NLRP3，Caspase-1 and GSDMD in the J774A.1
cells（x ± s，n=6）
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计学意义（P＜0.01）。结果表明，左归降糖舒心方含

药血浆可下调 ox-LDL 诱导的 J774A.1 细胞 IL-1β、
IL-18 蛋白表达，进一步表明其对 ox-LDL 诱导焦亡

过程中的炎性反应具有抑制作用。

2.6 左 归 降 糖 舒 心 方 含 药 血 浆 对 J774A.1 细 胞

NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白表达的影响 结

果见图 6。与空白血浆组比较，模型组 J774A.1 细胞

的 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白表达均显著上
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图 5 左归降糖舒心方含药血浆对 J774A.1细胞 IL-1β、IL-18蛋白表达的影响（免疫荧光，×400；x ± s，n=6）
Figure 5 Effects of Zuogui Jiangtang Shuxin medicated plasma on IL-1β and IL-18 expression（IOD/area） of the J774A.1 cells
（IF，×400；x ± s，n=6）
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调，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，

左归降糖舒心方含药血浆组及 MCC950 组细胞的

NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白表达均显著下调，

差异有统计学意义（P＜0.01）。结果表明，左归降糖

舒心方含药血浆可能通过抑制NLRP3/Caspase-1/ GSDMD
通路的激活，降低 ox-LDL 诱导的 J774A.1 细胞焦亡

水平。

3 讨论

糖尿病动脉粥样硬化是多因素、多阶段、多基因

共同参与作用的结果。学术界对其病理机制的探讨

主要有糖脂紊乱机制、细胞外基质失衡机制、免疫

炎症机制、氧化应激机制、血管新生机制等[10]。而炎

性反应的持续损伤是其病变过程中的核心因素。巨

噬细胞功能状态失衡、泡沫化转变及内膜下浸润是

粥样斑块形成的关键步骤。作为固有免疫系统中的

重要效应细胞，巨噬细胞主要通过分泌促炎介质、

黏附分子触发血管壁炎性反应[11]。氧化低密度脂蛋白

（ox-LDL）是粥样硬化斑块形成的独立危险因子，在

过氧化修饰后形成的特殊结构域可改变激活巨噬细

胞表达多种清道夫受体，对其识别、吞噬。随着巨

噬细胞持续内吞 ox-LDL 至溶酶体，胞内胆固醇外流

减少，促进泡沫细胞形成[12]。同时，ox-LDL 的细胞

毒性作用可介导巨噬细胞凋亡[13]。此外，在 ox-LDL
的诱导作用下，巨噬细胞也会出现非凋亡形态学特

征的病理变化，如细胞肿胀、胞膜破裂、内容物

（LDH 等）和炎性因子（IL-1β、IL-18 等）释放到细胞

外，提示存在非凋亡途径的参与，即细胞焦亡[14]。经

典细胞焦亡途径是由 NLRP3 亮氨酸富集结构域识别

配体结合后，在 Nod 结构域诱导自身寡聚反应形成

二聚体，同时热结构域招募 ASC 分子结合，而在

ASC 中 Caspase 募集结构域可特异性连接 Caspase-1，
最终形成 NLRP3 炎性小体[15]。炎性小体的激活可剪

切修饰细胞焦亡效应蛋白 Gasdermin D 的 N 端结构

域，靶向细胞膜，使孔洞形成，破坏细胞膜的完整

性。随着焦亡过程的进行，pro-Caspase-1 剪切活化

成为 Caspase-1，在水解酶活性作用下水解催化 pro-
IL-1β、pro-IL-18 成熟为致炎因子 IL-1β 和 IL-18
等，炎性因子大量释放形成级联放大的炎性反应，

实现程序性细胞死亡过程[16]。

在巨噬细胞焦亡及粥样斑块形成的过程中，

ox-LDL 发挥了重要作用。本研究以 ox-LDL 作为巨

噬细胞焦亡的诱导剂，通过采用 CCK-8 法检测细胞

增殖抑制率筛选含药血浆浓度，结果在 10%左归降

糖舒心方含药血浆的干预浓度下，对细胞增殖状态

无明显影响，故选作实验含药血浆干预浓度。同

时，结合不同浓度 ox-LDL 诱导下 LDH 释放率的

变化来确定细胞焦亡造模的 ox-LDL 剂量，结果

100 mg·L- 1 ox-LDL 诱导 24 h 后，J774A.1 细胞的

LDH 释放率为（50.34±2.76）%，细胞增殖抑制率为

（51.22±0.27）%，无明显细胞毒性作用，故选择以

100 mg·L-1 ox-LDL 干预 24 h 为诱导细胞焦亡条件。

本研究结果显示，左归降糖舒心方含药血浆可有效

抑制 J774A.1 细胞中 IL-18、IL-1β 的含量及 LDH 释

放率，其降低炎性因子的释放、保护细胞膜完整性

的作用效应与焦亡抑制剂 MCC950 相当。J774A.1 细

胞在识别与吞噬 ox-LDL 后，可激活细胞焦亡相关通

路，参与细胞炎性反应及焦亡过程。本研究中，与

空白血浆组比较，ox-LDL诱导的模型组 J774A.1细胞

NLRP3、Caspase-1、GSDMD 及 IL-18、IL-1β 蛋白表

达明显上调，细胞焦亡及继发的炎性反应明显。而

左归降糖舒心方含药血浆可抑制 NLRP3/Caspase-1/
GSDMD 通路蛋白表达，其中 Caspase-1 的活化可促

进成熟的 IL-1β、IL-18 蛋白表达变化，并促进其分

泌至胞外引起炎性反应。左归降糖舒心方含药血浆

组 IL-1β、IL-18 蛋白表达差异与 NLRP3、Caspase-1、
GSDMD 的结果具有一致性。为了证实左归降糖舒心

方含药血浆的保护机制与调控细胞焦亡过程的相关

性，本研究采用细胞焦亡抑制剂 MCC950 作为横向

对比。结果表明，左归降糖舒心方含药血浆在抑制

细胞焦亡信号通路 NLRP3/ Caspase-1/GSDMD 的激活

与下调炎性因子 IL-18、IL-1β 表达的作用效应上与

MCC950 相当。

综上所述，左归降糖舒心方含药血浆可能通过调

控 NLRP3/ Caspase-1/GSDMD 信号通路，抑制炎性因

子 IL-18、IL-1β 释放与表达，阻断慢性炎性反应的

持续过程，保护细胞膜的完整性，维持巨噬细胞正

常功能状态。左归降糖舒心方通过抑制细胞焦亡途

径调控 ox-LDL 对巨噬细胞的损伤效应，可作为干预

糖尿病动脉粥样硬化进展的新途径。
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