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小檗碱通过抑制经典的 NLRP3炎症小体活化通路来下调 LPS诱导的

HUVEC炎症反应 *
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摘要 目的：探讨小檗碱（Berberine, Ber）对脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS）诱导的人脐静脉血管内皮细胞(Human Umbilical Vein

Endothelial Cells, HUVEC) 炎症反应的抑制作用及相关机制。方法：MTT法检测不同浓度的 Ber对 HUVEC存活率的影响。以

0.05 滋g/mL LPS刺激 HUVEC建立炎症反应模型，并分别给予 1.25、2.5、5 滋M Ber干预，Elisa检测 Ber对炎症因子 TNF-琢、IL-1茁

分泌的影响，免疫印迹法检测 Ber对 NLRP3炎症小体信号通路中 NLRP3、MyD88、IL-1茁、TLR4、ASC和 Caspase-1蛋白表达的影

响。结果：不同浓度的 Ber对 HUVEC增殖均具有抑制作用，且基本呈现浓度梯度，IC50值接近 5 滋M；与 LPS组相比，不同浓度

Ber（1.25、2.5、5 滋M）均可以显著下调 HUVEC 中 TNF-琢、IL-1茁 炎症因子的分泌（P<0.005 及 P<0.01），并可以显著抑制细胞中

NLRP3、MyD88、IL-1茁、TLR4、ASC和 Caspase-1蛋白的表达（P<0.05），其抑制作用基本呈剂量关系，以 5 滋M Ber的抑制效果最

佳。结论：Ber可以通过抑制经典的 NLRP3炎症小体活化通路来下调 LPS诱导的 HUVEC炎症反应。
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Berberine Reduces Inflammation induced by Lipopolysaccharide through

Suppressing Classical NLRP3 Inflammasome Activiation Pathway

in HUVEC *

To investigate the inhibition and related molecular mechanisms of berberine on inflammation induced by

LPS in HUVEC. The viability of different concentrations of berberine on HUVEC cells were determined by MTT.An

inflammatory model of HUVEC was induced by 0.05 滋g/mL LPS, then 1.25, 2.5, 5 滋M berberine were used for intervention. The

expressions of TNF-琢, IL-1茁 in cell supernatants were evaluated by ELISA. The expressions of NLRP3, MyD88, IL-1茁, TLR4, ASC and

Caspase-1 proteins associating with Classical NLRP3 signaling pathway were evaluated by Western blot. The proliferation of

HUVEC were restrained by different concentrations of berberine, and there existed a concentration gradient . The IC50 value of berberine

on HUVEC was close to 5 滋M. Compared with LPS group, different concentrations of berberine could significantly reduce the

secretions of TNF-琢, IL-1茁 and the expressions of NLRP3, MyD88, IL-1茁, TLR4, ASC and Caspase-1 proteins in HUVEC. The

inhibition had a dose dependent manner, and 5 滋M berberine showed the greatest effect. Berberine could reduce

inflammation induced by LPS in HUVEC through suppressing Classical NLRP3 inflammasome activiation pathway.
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前言

血管内膜完整性对于机体维持循环系统和局部内环境稳

定有着至关重要的作用[1，2]。脂多糖是革兰氏阴性菌细胞壁的一

种特有成分，可引起血管内皮的炎症反应，进一步导致内皮细

胞的损伤，是引起糖尿病、心脑血管疾病等发生发展的主要病

理因素[3]。

小檗碱又称黄连素，是一种重要的季胺型异喹啉类生物碱，广

泛存在于如小檗科、粟科、毛莨科和芸香科的多种植物中，是一

种传统的中医消炎药及抗菌药，在临床上主要用于胃肠道疾病

的治疗[4，5]。目前已有研究报道 Ber可以通过抑制 HUVEC炎症

反应来减轻血管内皮损伤，如万强等于 2015年发现 Ber可以

通过抑制 p38丝裂原活化蛋白激酶通路来降低内脏脂肪素诱

导的 HUVEC炎症反应[6]，但至今尚无研究报道 Ber对 LPS引
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图 1小檗碱对 HUVEC细胞增殖的影响

Fig.1 Effects of berberine on the proliferation of HUVEC cells

图 2小檗碱对 LPS诱导 HUVEC细胞分泌 TNF-琢、IL-1茁的影响

Fig.2 Effects of berberine on the expressions of TNF-琢、IL-1茁 induced by LPS in HUVEC cells

注：*、**、***、****分别代表 P<0.05、P<0.01、P<0.005、P<0.001。

Note: *, **, ***, **** represent P<0.05, P<0.01, P<0.005, P<0.001.

起的 HUVEC 炎症反应的影响。本研究通过体外 LPS 刺激

HUVEC细胞构建炎症反应模型，主要在经典的 NLRP3炎症小

体信号通路下探讨 Ber能否抑制 LPS诱导的炎症反应。

1 材料与方法

1.1 材料

Ber（纯度 98%）购自天津海光药厂；HUVEC细胞株为实验

室自存；LPS为 sigma 产品；RPMI-1640 培养基及胎牛血清均

为 Hyclone产品；MTT及 ELISA检测试剂盒均购自碧云天生

物技术有限公司；Western blot所用抗体均购自 Novus Biologi-

cals科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 小檗碱对 HUVEC细胞增殖的影响 将 Ber用二甲亚

砜配制成 50 mM的母液，分装后放置于 -20℃中保存备用。采

用含 10%胎牛血清的 RPMI-1640培养基在 37℃、5% CO2的条

件下进行 HUVEC细胞的培养，倒置显微镜下观察其生长状

态，取对数生长期且状态良好的细胞用于MTT实验。以 0.25%

胰酶消化 HUVEC细胞，用培养基调整细胞浓度为 1.0× 104个

/mL，将调整后的细胞接种于 96孔板中，每孔 200 滋L。将接种

后的细胞置于培养箱中培养 12 h后，实验组中分别加入不同

浓 度 的 Ber (250、125、62.5、31.25、15.625、7.8125、3.90625、

1.953125、0.9765 滋M)，空白组中加入相应体积的磷酸缓冲液，

每组均设 3个复孔 ，继续培养 48 h后，弃上清，每孔加入 20

滋L MTT溶液(5 mg/mL)，继续培养 4 h后，弃上清，每孔加入

DMSO 150 滋L，充分溶解后于酶标仪 570 nm处测定其 OD值。

1.2.2 小檗碱作用于 LPS诱导的 HUVEC细胞 将 LPS用蒸

馏水配制成 10 mg/mL的母液，并置于 -20℃冰箱中保存备用。

取对数生长期且状态良好的细胞，经胰酶消化后调整其浓度为

1× 104个 /mL。将调整后的细胞接种于 24孔板中，每孔加入细

胞混悬液 800 滋L，培养 12 h后处理。将细胞分为空白组（细胞

+磷酸缓冲液）、LPS组（细胞 +0.05 滋g/mL LPS）、LPS+Ber组

（细胞 +0.05 滋g/mL LPS+Ber），其中根据前期实验结果，Ber选

取 1.25、2.5、5 滋M三个浓度梯度，每组均设三个复孔，处理后

继续培养 48 h，离心，分别收集上清液和细胞于 -20℃保存备用。

1.2.3 ELISA检测炎症因子的分泌 取收集的细胞上清，按

ELISA检测试剂盒操作说明分别检测上清中 TNF-琢、IL-1茁的

含量。

1.2.4 免疫印迹法检测 NLRP3炎症小体活化通路相关蛋白的

表达 取收集的细胞，以含蛋白酶抑制剂的裂解液将其充分

裂解，然后离心收集上清并以 BCA法测定其总蛋白含量。取等

量蛋白质样品，加入 SDS上样缓冲液，混合后置沸水中煮 5min，

上样，以 SDS-PAGE电泳分离蛋白质，转膜，以 5% BSA封闭

2 h，一抗 4℃孵育过夜，TBST洗膜，二抗室温孵育 2 h，洗膜后

曝光显影。扫描存档，蛋白条带用 Image J软件进行灰度分析。

1.3 统计学分析

本研究采用软件 GraphPad Prism 5进行数据统计分析。实

验数据采用均数± 标准差（x依s）表示，经 t检验，以 P<0.05判断

数据具有统计学差异。

2 结果

2.1 小檗碱对 HUVEC细胞增殖的影响

不同浓度的小檗碱对 HUVEC细胞增殖均具有抑制作用，

且基本呈现浓度梯度，其 IC50值接近 5 滋M，后续实验选用 5

滋M及以下浓度进行。见图 1。

2.2 小檗碱对 LPS诱导HUVEC细胞分泌 TNF-琢、IL-1茁的影响

与空白组比较，LPS（0.05 滋g/mL）组 TNF-琢、IL-1茁 的分泌

量均显著增加(P约0.005)，说明已成功构建 HUVEC细胞的炎症

反应模型；而 Ber（5 滋M）干预 48 h后，与 LPS 炎症模型组相

比，TNF-琢、IL-1茁的分泌量均显著降低（P<0.005及 P<0.01），表

明 Ber成功抑制了 LPS诱导的炎症因子表达。见图 2。
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图 3 小檗碱对 LPS诱导 HUVEC细胞表达 NLRP3、MyD88、IL-1茁、TLR4、ASC和 Caspase-1的影响

Fig.3 Effects of berberine on the expressions of NLRP3、MyD88、IL-1茁、TLR4、ASC and Caspase-1 proteins induced by LPS in HUVEC cells

注：ns、*、**、***、****分别代表无显著差异、P<0.05、P<0.01、P<0.005、P<0.001。

Note: ns, *, **, ***, **** represent not significant, P<0.05, P<0.01, P<0.005, P<0.001.

2.3 小檗碱对 LPS 诱导 HUVEC 细胞表达 NLRP3、MyD88、

IL-1茁、TLR4、ASC和 Caspase-1蛋白的影响

Western blot 结果显示，0.05 滋g/mL 的 LPS 作用于 HU-

VEC细胞后，与空白组相比，显著地提高了经典的 NLRP3炎

症小体信号通路中关键蛋白 NLRP3、MyD88、IL-1茁、TLR4、

ASC和 Caspase-1的表达(P约0.05)，说明 LPS可以通过激活经

典的 NLRP3炎症小体信号通路来引起细胞炎症反应；而 Ber

（1.25、2.5、5 滋M）干预 48 h后，与 LPS炎症模型组相比较，不

同浓度的 Ber 均能显著地降低 NLRP3、MyD88、IL-1茁、TLR4、

ASC和 Caspase-1蛋白的表达量(P约0.05)，其抑制作用基本呈

剂量关系，以 5 滋M Ber的抑制效果最佳。此结果说明 Ber能有

效地抑制 LPS诱导的与经典的 NLRP3炎症小体活化通路相关

的蛋白表达。见图 3。

3 讨论

LPS是由多糖和脂质构成的复合物，它是革兰氏阴性

菌细胞壁的主要成分，由类脂 A,o－ 特异侧链、内核心

和外核心构成。在细菌感染性疾病中，LPS起着重要的作用，

可诱导多种炎症因子的激活和释放，引发全身炎症反应。研

究发现，LPS主要通过诱导白介素、氧自由基、单核细胞趋化蛋

白等炎症因子大量表达，从而导致促炎系统和抗炎系统产生失

衡，最终引起炎症的发生[7]。当机体受到革兰阴性细菌感染时，

LPS主要作用于细胞膜受体，然后通过细胞内信号级联传递来

调控下游基因的表达[8]。

炎症是机体针对内外环境的致病因素及其损害作用所产

生的一种复杂的生理和病理反应，其既是机体的一种保护性防

御反应，也是引起机体众多疾病的共同因素[9]。固有免疫是机体

抵御病原微生物入侵的第一道屏障，免疫细胞通过自身特有的

模式识别受体（Pattern recognition receptor, PRR）来识别病原微

生物的高度保守结构 --病原体相关分子模式 (Pathogen associ-

ated molecular pattern, PAMP)，从而激活下游信号通路，引起快

速的免疫反应。NOD样受体（NOD like receptor, NLR）是一类

非常重要的细胞内 PRR，可以识别细胞内感染性和非感染性信

号，某些 NLR被激活后可形成巨大的炎症小体[10,11]。炎症小体

是一种大分子多蛋白复合物，位于细胞胞浆中，是机体固有免

疫的重要组成部分[12]。目前已发现的炎症小体主要有 NLRP1、

NLRP3、NLRP6、IPAF、RIG-I和 AIM2，其中 NLRP3炎症小体

在心脑血管疾病、Ⅱ型糖尿病等多种疾病发生发展中发挥了重

要的作用，它是机体炎症反应的核心[13，14]。NLRP3炎症小体能

够通过自身的 PRR 来识别病原微生物的 PAMP，常见的

PAMP包括 LPS、鞭毛蛋白、肽聚糖等[15，16]。典型的 NLRP3炎症

小体由三种蛋白组成，分别为 NLRP3，ASC 及 pro-caspase-1

[17，18]。一般认为，NLRP3炎症小体可以被经典和非经典两条不

同的信号通路激活。经典的 NLRP3炎症小体激活需要双重信

号刺激：第一信号又称为预刺激信号，通过激活 NF－k茁信号
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通路来引起 NLRP3、IL-1茁 前体及 IL-18 前体表达的上调，由

TLR4或其他受体介导，其中 TLR4信号通路又可以通过包括

抗原介导的 MyD88依赖型和 TRIF依赖型两条通路进行传导

[19，20]。第二信号又称为活化信号，其诱导 NLRP3寡聚化，进而募

集 ASC，活化 caspase-1。活化后的 caspase-1 将诱发 IL-18、

IL-1茁等炎症因子前体的剪切及炎症细胞的焦亡，最终具有生

物活性的炎症因子 IL-18、IL-1茁将从焦亡的细胞中释放出来并

发挥多种生物学功能[21，22]。此外，LPS还可以通过非经典的信号

通路来激活 NLRP3炎症小体。当革兰氏阴性菌感染细胞时，

LPS能够直接被细胞受体 TLR4识别，进一步引起 INF和 Cas-

pase11表达的上调。此外，LPS还可以通过 GBPs蛋白的介导

直接进入细胞质，结合并激活 Caspase11。激活后的 Caspase11

一方面将特异性地对 gasderminD进行切割，切割后产生 N端

30kDa左右的蛋白是引发细胞焦亡的活性元件；另一方面将直

接激活 NLPR3炎症小体，并最终诱发 IL-18、IL-1茁等炎症因子

前体的剪切及释放[23，24]。

Ber是一种传统的中医消炎药及抗菌药，近年相关研究表

明，Ber在抗炎、抗癌、抗高血压高血脂、抗抑郁、抗糖尿病等方

面都具有潜在药用价值，但具体的作用机制尚未阐明。目前，已

有研究报道 Ber能够降低 LPS诱导的巨噬细胞、脂肪细胞、

THP-1等细胞的炎症反应，但尚无研究报道其对 LPS损伤血

管内皮后引起的炎症反应的影响 [25-27]。本研究通过体外 LPS

刺激 HUVEC细胞建立炎症反应模型，主要在经典的 NLRP3

炎症小体信号通路下探讨 Ber能否抑制 LPS诱导的血管内皮

炎症反应。

本研究 ELISA结果显示，LPS可以显著增加 HUVEC细胞

中 TNF-琢、IL-1茁的分泌量，说明 HUVEC细胞的炎症反应模型

成功建立；此外，ELISA结果还表明 Ber可以抑制 HUVEC细

胞中 LPS诱导的 TNF-琢、IL-1茁炎症因子的分泌，说明 Ber能

够抑制 LPS损伤血管内皮细胞后引起的炎症反应，提高血管细

胞对 LPS的耐受能力。此外为进一步探索相关的分子机制，我

们检测了细胞中经典的 NLRP3炎症小体活化通路中相关蛋白

的表达，WB结果显示：1、Ber可以显著下调 LPS诱导的 HU-

VEC细胞中 TLR4和MyD88、NLRP3蛋白的表达，表明 Ber可

以通过抑制细胞中 TLR4/MyD88依赖型信号通路，从而影响

下游 NF－k茁信号的激活，最终导致 NLRP3表达量下调，此为

Ber对经典的 NLRP3炎症小体活化的第一信号通路的抑制作

用；2、Ber可以显著下调 LPS诱导的 HUVEC细胞中 NLRP3、

ASC、Caspase-1、IL-1茁的表达量，表明 Ber可以通过抑制 NLRP3

募集 ASC，进一步阻止 pro-caspase-1活化为 caspase-1，最终导

致 IL-1茁前体不能成功剪切成具有生物活性的 IL-1茁，此为 Ber

对经典的 NLRP3炎症小体活化的第二信号通路的抑制。

综上所述，Ber可以通过抑制经典的 NLRP3 炎症小体活

化通路来降低 LPS诱导的 HUVEC细胞炎症反应，从而对 LPS

引起的血管内皮细胞损伤起到一定的保护作用，但其是否可以

通过抑制非经典的 NLRP3炎症小体活化通路来下调 HUVEC

细胞炎症反应仍待进一步研究。
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