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抵挡汤对高糖环境下泡沫细胞焦亡炎症级联反应的作用机制
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［摘要］ 目的：基于泡沫细胞焦亡探讨抵挡汤对其高糖环境下炎症级联反应的影响。方法：采用氧化型低密度脂蛋白

（ox-LDL，100 mg·L-1）诱导泡沫细胞焦亡模型，设置正常组（5.5 mmol·L-1 葡萄糖）、泡沫细胞组（100 mg·L-1 ox-LDL）、高糖组

（33.3 mmol·L-1 葡 萄 糖）、抵 挡 汤 组（10% 含 药 血 清）、核 苷 酸 寡 聚 化 结 构 域 样 受 体 蛋 白 3（NLRP3）抑 制 剂（MCC950，

10 nmol·L-1）组。分别采用乳酸脱氢酶（LDH）释放实验观察细胞膜损伤情况，免疫荧光法检测胱天蛋白酶-1（Caspase-1）的表

达，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测焦亡通路关键蛋白 NLRP3、Caspase-1、消化道皮肤素 D（GSDMD）、白细胞介素 -1β

（IL-1β）、白细胞介素-18（IL-18）的表达，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测细胞上清液中炎症因子 IL-1β、IL-18、单核细胞趋化

蛋白 -1（MCP-1）、白细胞介素 -1α（IL-1α）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）释放情况。结果：与正常组比较，泡沫细胞组 NLRP3、

Caspase-1、GSDMD、IL-1β、IL-18 表 达 显 著 上 调（P<0.01），炎 症 因 子 IL-1β、IL-18、MCP-1、IL-1α、TNF- α 释 放 显 著 增 加

（P<0.01）；与泡沫细胞组相比，高糖组 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 表达显著上调（P<0.01），IL-1β、IL-18、MCP-1、IL-1α、TNF-α

释放显著增加（P<0.01），抵挡汤及 NLRP3 抑制剂 MCC950 均可抑制高糖导致的 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 表达的增加，显著

降低 IL-1β、IL-18 、MCP-1、IL-1α、TNF-α的释放（P<0.01）。结论：抵挡汤可通过抑制高糖环境下 NLRP3/Caspase-1 通路诱导的

泡沫细胞焦亡，减轻炎症级联反应。
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the mechanism of Didangtang（DDT）against the inflammatory

cascade triggered by foam cell pyroptosis in high-glucose environment. Method：： Oxidized low density

lipoprotein（ox-LDL， 100 mg·L-1） was used to induce pyroptosis of foam cells. The control group
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（5.5 mmol·L-1 glucose），foam cell group（100 mg·L-1 ox-LDL），high-glucose group（33.3 mmol·L-1 glucose），
DDT group（10% DDT-containing serum），and NOD-like receptor family pyrin domain-containing 3（NLRP3）
inhibitor group（MCC950，10 nmmol·L-1）were designed. The cell membrane damage was observed by lactate

dehydrogenase（LDH）release assay. The expression of cysteinyl aspartate-specific proteinase-1（Caspase-1）
was detected by immunofluorescence method，and expression of key proteins NLRP3，Caspase-1，gastermin D

（GSDMD），interleukin-1β（IL-1β），and interleukin-18（IL-18）in the pyroptosis pathway was determined by

Western blot. The release of IL-18 and IL-1β，monocyte chemoattractant protein-1（MCP-1），and tumor

necrosis factor α（TNF-α）in cell supernatant was measured by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）.

Result：： The expression of NLRP3，Caspase-1，and GSDMD was up-regulated（P<0.01）and the release of

IL-1β，IL-18，MCP-1，IL-1α，and TNF-α was increased（P<0.01）in foam cell group compared with those in

the control group. The expression of NLRP3，Caspase-1，and GSDMD was higher（P<0.01）and the release of

inflammatory factors was more（P<0.01）in the high-glucose group than in the foam cell group. DDT and

MCC950 can inhibit expression of NLRP3，Caspase-1，GSDMD and reduce the release of IL-1β，IL-18，MCP-1，

IL-1α，and TNF-α. Conclusion：：DDT can suppress the pyroptosis of foam cells induced by NLRP3/Caspase-1

pathway in high-glucose environment and thereby alleviate the inflammatory cascade.

［［Keywords］］ Didangtang；high glucose；pyroptosis；inflammation

糖尿病是影响人类生命健康的重大疑难疾病。

糖尿病患者中，大血管病变的患病风险是非糖尿病

患者的 2~4 倍［1］。糖尿病大血管病变主要以动脉粥

样硬化（AS）为病理基础，而炎症反应贯穿于整个发

生发展过程［2］。与非糖尿病人群相比，2 型糖尿病

（T2DM）患者合并的大血管病变程度更严重［3-4］。

前期研究证实，炎症反应对于 T2DM 大血管病变的

发生发展至关重要［5-6］。近年来研究发现细胞焦亡

发生伴随瀑布式炎症级联反应。细胞焦亡是一种

依赖于胱天蛋白酶 -1/4/5/11（Caspase-1/4/5/11）的新

型细胞死亡形式，其特征在于细胞肿胀破裂、炎性

因子外释并引起炎症级联反应，因此也被称为细胞

炎性坏死［7-8］。由核苷酸寡聚化结构域样受体蛋白 3

（NLRP3）炎症小体介导的 Caspase-1 的活化，进而释

放成熟的白细胞介素 -1β（IL-1β）、IL-18 是细胞焦亡

发生的经典途径。一项针对 22 096 例欧洲人的流

行病学调查显示，NLRP3 炎症小体与 AS 等心血管

疾病的发生风险及严重程度呈正相关［9］。T2DM 大

血管病变患者 NLRP3 炎症小体成分表达明显上

调［10］。敲除炎症小体成分可降低动脉粥样硬化模

型小鼠主动脉斑块面积［11］。

T2DM 大血管病变属于中医“消渴”变证，其病

机为糖尿病日久，气阴两虚，阴损及阳，渐致痰浊瘀

毒等病理产物积聚，络瘀脉损。抵挡汤方出于《伤

寒论》，原方由大黄、水蛭、桃仁、虻虫组成，为破血

化瘀之峻剂。前期体内实验证实，抵挡汤可通过抑

制糖尿病大血管病变大鼠主动脉 NLRP3 炎症小体

的激活，延缓病变进展［12］。而泡沫细胞是细胞焦亡

的靶细胞［13］，在 AS 病变的早期产生，是其特征性的

病理改变，那么抵挡汤是否会通过抑制高糖环境下

泡沫细胞焦亡减轻炎症级联反应，进而改善病变程

度。因此，本实验以氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）诱
导高糖环境下泡沫细胞焦亡模型，探讨抵挡汤延缓

病变的可能机制，为破血逐瘀法治疗糖尿病大血管

病变提供更多理论依据。

1 材料

1.1 细胞 人单核白血病细胞株（THP-1）由天津

医科大学内分泌研究所、天津中医药大学馈赠（批

号 TCHu57）。
1.2 动物 SPF 级 SD 大鼠 20 只［合格证号 SCXK

（京）2016-0006］，雌雄各半，6~7 周龄，体质量（258±

27）g，饲 养 环 境 温 度 20~26 ℃，相 对 湿 度 50%~

60%，自由饮水。本研究已通过天津医科大学实验

动物伦理委员会批准。

1.3 试剂与药物 特级胎牛血清（FBS，美国 Gibco

公 司 ，批 号 10099）；RPMI1640 培 养 基 、佛 波 酯

（PMA）、总胆固醇（TC）含量试剂盒、游离胆固醇

（FC）含量测定试剂盒（北京索莱宝生物科技有限公

司，批号分别为 10491、P6741、BC1985、BC1895）；
ox-LDL（广州弈源生物科技有限公司，批号 YB-

002-1）；乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒（上海碧云

天生物技术有限公司，批号 C0017）；兔 Caspase-1 单

克隆抗体、兔 β-肌动蛋白（β-actin）抗体、羊抗兔免疫

球蛋白（Ig）G-H+L（中国 Proteintech 公司，批号分别
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为 22915-1-AP、23660-1-AP、SA00001-2）；兔 NLRP3

单克隆抗体、兔 IL-1β单克隆抗体、兔 IL-18 单克隆

抗体、兔消化道皮肤素 D（GSDMD）单克隆抗体（美

国 CST 公司，批号分别为 13158、12703S、54943S、

36425S）；人 IL-1β、IL-18、单 核 细 胞 趋 化 蛋 白 -1

（MCP-1）、IL-1α、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）酶联免

疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（南京建成生物工程

研 究 所 ，批 号 分 别 为 H002、H015、H115、H001、

H052-1）；NLRP3 抑制剂 MCC950（美国 MCE 公司，

批号 HY-12815）；抵挡汤颗粒剂：虻虫 1.5 g、桃仁

5 g、大黄 10 g、水蛭 3 g（广州一方制药有限公司，批

号分别为 9230426、0032063、9126163、9110823）。
1.4 仪器 3111 型恒温 CO2 培养箱（美国 Thermo

公司）；AE2000 型倒置相差显微镜（中国麦克奥迪

公司）；CKX53 型倒置荧光显微镜（日本奥林巴斯公

司）；DKB-600b 型电热恒温水浴槽（上海森信实验

仪器有限公司）；Powerpac Universal 型垂直电泳系

统、170-8280 型 ChemiDoc MP 化学发光成像系统

（美国 Bio-Rad 公司）；SC-3612 型低速水平离心机

（中国中科中佳科学仪器有限公司）；51119000 型

Multiskan FC 酶标仪（美国 BioTek 公司）。
2 方法

2.1 泡沫细胞焦亡模型建立与分组 THP-1 细胞

培 养 在 含 10% FBS 10 mL、1% 青/链 霉 素 、

0.05 mmol·L-1 β-巯基乙醇的 RPMI 1640 培养基中，

放置于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养。取对数生长期

THP-1 细胞，调整细胞密度，100 μg·L-1 佛波酯刺激

24 h，更换新鲜完全培养基，倒置显微镜下观察细胞

贴壁、变形、出现伪足，表示转化为巨噬细胞，更换

新鲜无血清培养基过夜，泡沫细胞组次日更换为含

100 mg·L-1 ox-LDL［13］的 RPMI 1640 培养基，高糖组

次日更换为含 100 mg·L-1 ox-LDL、33.3 mmol·L-1葡

萄 糖 的 RPMI 1640 培 养 基 ，高 渗 组 次 日 更 换 为

100 mg·L-1 ox-LDL、5.5 mmol·L-1 葡 萄 糖 、

27.8 mmol·L-1 甘露醇的 RPMI 1640 培养基，抵挡汤

组、MCC950 组次日更换为含 100 mg·L-1 ox-LDL、

33.3 mmol·L-1 葡萄糖的 RPMI 1640 培养基的同时，

分别加入 10% 抵挡汤含药血清和 10 nmol·L-1 的

MCC950，正常组不做任何处理。继续置于 37 ℃、

5% CO2 培 养 箱 培 养 24 h。 油 红 O 染 色 、酶 法 、

Caspase-1 免疫荧光染色和乳酸脱氢酶（LDH）释放

实验评价细胞焦亡模型。

2.2 抵挡汤含药血清制备 20 只大鼠，雌雄各半，

适应性喂养 1 周后，随机分为 2 组，正常组、抵挡汤

组。抵挡汤颗粒剂人鼠等效剂量 1.5 g·kg-1灌胃［12］，

每日 2 次，连续 7 d，正常组给以 1.5 g·kg-1 的生理盐

水灌胃。末次灌胃前禁食 12 h。末次灌胃后 1 h，腹

主动脉采血，静置 2 h，3 000 r·min-1 离心 15 min（离

心半径 10 cm），分离血清，经 56 ℃、30 min 灭活处理

后，用 0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，置 -20 ℃保存

备用。

2.3 Caspase-1 免疫荧光染色 细胞爬片 4% 多聚

甲醛固定，磷酸盐缓冲液（PBS）洗 3 次，0.3% Triton

通透 5~10 min。滴加封闭血清，在湿盒中 37 ℃，

60 min。用滤纸擦去封闭液，滴加一抗（Caspase-1

1∶100）湿盒中 4 ℃孵育过夜，PBS 洗去一抗，滴加荧

光二抗（1∶250），置湿盒中 37 ℃避光孵育 1 h，PBS

洗去二抗。滴加 DAPI 避光孵育 10 min 显核，PBS

洗 3 次。甘油封片，荧光显微镜下立即观察。

2.4 细胞内 TC、FC 酶法测定 将对数生长期 THP-1

细胞接种于 6 孔细胞培养板中，诱导泡沫细胞焦亡

模型，PBS 洗 2~3 次，加入细胞裂解液，静置 10 min，

1 万 r·min-1，4 ℃，离心 5 min（离心半径 5 cm）。取

上清液置于冰上待测，BCA 法进行蛋白含量测定，

空白孔中加入无水乙醇 20 μL，标准孔中加入标准

品，样品孔中分别加入待测样品 20 μL，各孔再加入

工作液 180 μL，37 ℃静置 15 min，酶标仪于 550 nm

波长下测定各组吸光度 A，绘制标准曲线，计算样品

的 TC、FC 含量。胆固醇酯（CE）=TC-FC。

2.5 LDH 释放检测 在 96 孔细胞培养板中接种

THP-1 细胞悬液，诱导泡沫细胞焦亡模型。弃去培

养液，更换为无血清培养液，将各培养孔分为无细

胞的培养液孔、未经药物处理的对照细胞孔，未经

药物处理的用于后续裂解的细胞孔，药物干预组采

用正常组血清、抵挡汤含药血清处理，每组设置 5 个

复孔，继续放入培养箱。到预定的检测时间前 1 h，

取出细胞培养板，在未经药物处理的用于后续裂解

的细胞孔中加入试剂盒提供的 LDH 释放试剂，加入

量为原有培养液体积的 10%，加入 LDH 释放试剂

后，反复轻轻吹打数次混匀，然后继续在细胞培养

箱中孵育。到预定的检测时间前 1 h，加入 LDH 释

放试剂后，反复轻轻吹打数次混匀，然后继续在细

胞培养箱中孵育。多孔板离心机 400×g 离心 5 min

（ 离 心 半 径 16.5 cm）。 分 别 取 各 孔 的 上 清 液

120 μL，加入到新的 96 孔细胞培养板相应孔中，随

机 进 行 样 品 测 定 。 各 孔 加 入 LDH 检 测 工 作 液

60 μL，混匀，室温避光孵育 30 min，然后再 490 nm

处测定 A。使用 600 nm 或≥600 nm 的任一波长作为
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参考波进行双波长测定。LDH 释放率（%）=（处理

样品浓度 A-样品孔 A）/（细胞最大酶活性的 A-样品

孔 A）×100。

2.6 ELISA 检 测 细 胞 上 清 液 中 IL-1β、IL-18、

MCP-1、IL-1α、TNF-α含量 按照 ELISA 试剂盒说

明书步骤检测细胞上清液中 IL-1β、IL-18、MCP-1、

IL-1α、TNF-α含量。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）测定 NLRP3、

Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白表达 弃培养皿中培养

液，加入 RIPA 裂解液以及蛋白酶抑制剂，冰上裂解

30 min。4 ℃，12 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径

5 cm），收集上清。BCA 蛋白定量法测定蛋白浓度，

根据蛋白浓度结果，加入相应蛋白体积和 PBS，混匀

后，金属浴 100 ℃，变性 10 min，-80 ℃保存，避免反

复冻融。配置 10% 的分离胶和 5% 浓缩胶，微量进

样器缓慢加入样品，电泳仪设置成稳压状态，接通

电源，使样品通过浓缩胶与分离胶，凝胶电泳结束

后，将凝胶上分离到的蛋白条带通过转移电泳方式

转 印 至 PVDF 膜 。 室 温 封 闭 2 h，一 抗（NLRP3

1∶1 000，Caspase-1 1∶1 000，IL-1β 1∶1 000，IL-18 1∶

1 000，β-actin 1∶3 000）孵育 4 ℃反应过夜，TBST 洗

涤后二抗（1∶2 500）室温孵育 1 h，TBST 洗膜，化学

发光成像系统成像。

2.8 统计学分析 采用 SPSS 22.0 软件对数据进行

统计分析，计量资料采用 x̄± s 表示，多组间均数比较

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 泡沫细胞焦亡模型评价 油红 O 染色镜下观

察，细胞内存在大量红色脂质颗粒，符合泡沫细胞

形态特征，见图 1。泡沫细胞组 TC、FC、CE 含量均

显著增加（P<0.01），且 CE 含量超过 50%，表明细胞

内有大量胆固醇聚集，见表 1。另外，泡沫细胞组

Caspase-1 免疫荧光染色阳性率明显增加，见图 2，

LDH 释放明显增多，见表 2，提示泡沫细胞焦亡模型

制备成功。

3.2 抵挡汤对细胞上清液 IL-1β表达的影响 与泡

沫 细 胞 组 、高 渗 组（5.5 mmol·L-1 葡 萄 糖 +

27.8 mmol·L-1 甘露醇）比较，高糖组 IL-1β释放显著

增高。根据细胞增殖与活性检测（CCK-8）细胞活力

实验，选择 10% 抵挡汤含药血清作为干预浓度。再

次采用 ELISA 法检测细胞上清液 IL-1β浓度水平，

结果显示，与正常组比较，泡沫细胞组 IL-1β含量显

著升高（P<0.01）；与泡沫细胞组比较，抵挡汤可显著

注：A. THP-1 细胞（×100）；B. 泡沫细胞（油红 O 染色，×100）
图 1 细胞形态变化

Fig. 1 Cellular morphologic change

表 2 ox-LDL诱导的泡沫细胞 LDH释放率（x̄± s，n=5）

Table 2 LDH release rate in foam cells induced by ox-LDL（x̄± s，

n=5）

组别

正常组

泡沫细胞组

LDH/%

16.33±1.21

63.35±3.241）

注：A. 正常组；B. 泡沫细胞组

图 2 Caspase-1阳性表达（免疫荧光，×100）
Fig. 2 Caspase-1 positive expression（IF，×100）

表 1 ox-LDL诱导的泡沫细胞内胆固醇含量（x̄± s，n=3）

Table 1 Cholesterol content in foam cells induced by ox-LDL

（x̄± s，n=3） g·L-1

组别

正常组

泡沫细胞组

TC

356.67±1.52

474.33±2.081）

FC

233.67±1.12

205.00±2.311）

CE

123.00±2.64

269.33±1.541）

注：与正常组比较 1）P<0.01（表 2 同）
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降低高糖环境下 IL-1β的含量（P<0.01），NLRP3 抑

制剂 MCC950 也可显著减少 IL-1β含量（P<0.01）。
见表 3。

3.3 抵挡汤对高糖环境下泡沫细胞 LDH 释放的影

响 与正常组比较，泡沫细胞组 LDH 释放率显著增

多（P<0.01）；与泡沫细胞组比较，高糖组 LDH 释放

率显著升高（P<0.01）；与高糖组比较，抵挡汤及

MCC950 对高糖环境下 LDH 释放均有显著抑制作

用，差异有显著统计学意义（P<0.01）。见表 4。

3.4 抵挡汤对高糖环境下泡沫细胞焦亡 IL-1β、

IL-18 表达的影响 与泡沫细胞组比较，高糖组细胞

上清液 IL-1β、IL-18 蛋白表达显著升高（P<0.01），
MCC950 组 IL-1β、IL-18 蛋 白 表 达 显 著 降 低（P<

0.01）。与高糖组比较，抵挡汤和 MCC950 可显著抑

制高糖环境下 IL-1β、IL-18 释放（P<0.01）。见表 5。

3.5 抵挡汤对高糖环境下泡沫细胞焦亡 MCP-1、

IL-1α、TNF-α含量的影响 与正常组比较，泡沫细

胞组 MCP-1、IL-1α、TNF-α含量显著升高（P<0.01）；
与泡沫细胞组比较，高糖组 MCP-1、IL-1α、TNF-α蛋

白表达较泡沫细胞组均显著增加（P<0.01）；与高糖

组比较，抵挡汤、MCC950 可显著抑制高糖环境下

MCP-1、IL-1α、TNF-α的表达，差异有显著统计学意

义（P<0.01）。见表 6。

3.6 抵挡汤对高糖环境下泡沫细胞焦亡的影响

与泡沫细胞组比较，高糖组 Caspase-1 阳性率增

加，NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18、GSDMD 表达

显著上调；与高糖组比较，抵挡汤及 MCC950 组可

减少高糖环境下 Caspase-1 阳性率并显著下调上述

蛋白的表达（P<0.01）。见图 3、表 7 和图 4。

4 讨论

细胞焦亡是近几年发现的一种新的细胞程序

性死亡方式，在形态学上具有独特特征即细胞膜表

面形成蜂窝状的直径 10~14 nm 的环形亲水性孔道，

离子及水分子等小分子进入细胞内导致细胞肿胀

破裂［14-16］，进而炎性因子和溶酶体等内容物释放，引

发炎症级联反应［17］。本研究结果显示，高糖环境下

泡沫细胞焦亡引发的炎症级联反应程度更重，抵挡

汤可通过抑制高糖环境下 NLRP3 炎症小体介导的

泡沫细胞焦亡，减轻炎症级联反应。

表 4 抵挡汤对高糖环境下泡沫细胞 LDH释放的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of DDT on release of LDH in foam cells of high

sugar environment（x̄± s，n=3）

组别

正常组

泡沫细胞组

高糖组

抵挡汤组

MCC950 组

剂量

100 mg·L-1

33.3 mmol·L-1

10% 含药血清

10 nmol·L-1

LDH/%

15.45±3.22

65.61±2.881）

76.27±2.251，2）

68.61±1.991，3）

68.11±3.031，3）

表 3 抵挡汤对细胞上清液 IL-1β表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Didangtang（DDT）on IL-1β in cell supernatant

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

泡沫细胞组

高糖组

高渗组

抵挡汤组

MCC950 组

剂量

100 mg·L-1

33.3 mmol·L-1

10% 含药血清

10 nmol·L-1

IL-1β/ng·L-1

0.37±0.05

0.57±0.021）

0.69±0.011，2）

0.55±0.011，3）

0.51±0.011，2，3）

0.38±0.011，2，3）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与泡沫细胞组比较 2）P<0.01；与高

糖组比较 3）P<0.01（表 4-表 7 同）

表 5 抵挡汤对高糖环境下泡沫细胞焦亡 IL-1β、IL-18表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of DDT on IL-1β and IL-18 of foam cell pyroptosis

with high glucose（x̄± s，n=3） ng·L-1

组别

正常组

泡沫细胞组

高糖组

抵挡汤组

MCC950 组

剂量

100 mg·L-1

33.3 mmol·L-1

10% 含药血清

10 nmol·L-1

IL-1β

0.36±0.03

0.58±0.011）

0.68±0.021，2）

0.57±0.021，3）

0.32±0.011，2，3）

IL-18

0.38±0.01

0.57±0.031）

0.72±0.021，2）

0.50±0.011，2，3）

0.31±0.021，2，3）

表 6 抵挡汤对高糖环境下泡沫细胞焦亡 MCP-1、IL-1α、TNF-α表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of DDT on MCP-1，IL-1α and TNF-α of foam cell pyroptosis with high glucose（x̄± s，n=3） ng·L-1

组别

正常组

泡沫细胞组

高糖组

抵挡汤组

MCC950 组

剂量

100 mg·L-1

33.3 mmol·L-1

10% 含药血清

10 nmol·L-1

MCP-1

0.33±0.05

0.47±0.011）

0.52±0.021，2）

0.41±0.031，2，3）

0.27±0.041，2，3）

IL-1α

0.35±0.01

0.43±0.041）

0.50±0.031，2）

0.38±0.021，2，3）

0.32±0.031，2，3）

TNF-α

0.28±0.02

0.48±0.051）

0.58±0.011，2）

0.37±0.021，2，3）

0.24±0.031，2，3）
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炎症小体复合物的组装是细胞焦亡起始的关

键环节［18］。正常生理情况下，Caspase-1 以无活性的

酶原形式 Caspase-1 前体（pro-Caspase-1）存在，由核

苷酸结合寡聚化结构域样受体（NLRs）蛋白自我寡

聚 与 接 头 蛋 白（ASC）相 互 作 用 ，招 募 胞 内 的

pro-Caspase-1，组 装 成 炎 症 小 体 复 合 物 ，剪 切

pro-Caspase-1，释放成熟活化的 Caspase-1。其后，

成熟活化的 Caspase-1将剪切 pro-IL-1β、pro-IL-18为具

有促炎功能的成熟的 IL-1β和 IL-18，并释放至胞外，

引起炎症级联反应。细胞焦亡在 AS［19］、糖尿病［20-21］

等的发生发展过程中发挥重要作用。高浓度葡萄

糖可激活 NLRP3 炎症小体，促进 IL-1β的释放，进一

步诱发胰岛素抵抗和 T2DM 进展［22］，而 Caspase-1 和

NLRP3 缺失后的小鼠可显著改善由高脂饮食诱导

的胰岛素抵抗和葡萄糖不耐受［23-24］，提示 Caspase-1

和 NLRP3 炎症小体均参与 T2DM 的病变进程。

在大血管病变过程中，泡沫细胞是早期的特征

性病理改变。早期的泡沫细胞主要来源于血液中

的单核细胞，进入血管受损部位后分化为巨噬细

胞 ，后 者 通 过 其 表 面 受 体 无 限 制 的 摄 取 大 量

ox-LDL，形成泡沫细胞。本研究显示，ox-LDL 可增

加 LDH 的释放，Caspase-1 表达，活化 Caspase-1，激

活 NLRP3 炎症小体，促进 IL-1β、IL-18 的释放，诱导

泡沫细胞焦亡，与既往研究结果一致［13］。另外，采

用 ox-LDL 诱导泡沫细胞焦亡模型也符合大血管病

变的病理过程。与正常糖环境比较，高糖环境下

LDH 释放，NLRP3、IL-1β、IL-18 表达，Caspase-1 活

化均显著增加，提示高糖环境下泡沫细胞焦亡更

表 7 抵挡汤对高糖环境下泡沫细胞焦亡关键蛋白 NLRP3、Caspase-1 p20、IL-1β、IL-18、GSDMD表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of DDT on NLRP3，Caspase-1 p20，IL-1β，IL-18 and GSDMD expression of foam cell pyroptosis with high glucose（x̄± s，

n=3）

组别

正常组

泡沫细胞组

高糖组

抵挡汤组

MCC950 组

剂量

100 mg·L-1

33.3 mmol·L-1

10% 含药血清

10 nmol·L-1

NLRP3/β-actin

0.11±0.01

0.23±0.021）

0.27±0.021，2）

0.17±0.011，2，3）

0.08±0.011，2，3）

Caspase-1 p20/β-actin

0.45±0.01

0.73±0.021）

0.93±0.021，2）

0.57±0.021，2，3）

0.56±0.021，2，3）

IL-1β/β-actin

0.29±0.02

0.43±0.071）

0.55±0.011，2）

0.44±0.021，3）

0.31±0.012，3）

IL-18/β-actin

0.44±0.03

0.62±0.011）

0.73±0.021，2）

0.55±0.011，2，3）

0.25±0.031，2，3）

GSDMD/β-actin

0.16±0.01

0.44±0.011）

0.64±0.031，2）

0.36±0.011，2，3）

0.13±0.021，2，3）

注：A. 正常组；B. 泡沫细胞组；C. 高糖组；D. 抵挡汤组；E. MCC950 组（图 4 同）
图 3 抵挡汤对泡沫细胞焦亡 Caspase-1表达的影响（免疫荧光，×100）
Fig. 3 Effect of DDT on expression of Caspase-1 by fluorescence microscope（IF，×100）
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重。GSDMD 蛋白是细胞焦亡的发生和 IL-1β释放

的必要步骤［25］，本研究显示 GSDMD 蛋白在高糖环

境下同样显著上调。

伴随着细胞焦亡，IL-1β、IL-18 释放到细胞外，

IL-1β是强大的前炎症因子，能够有效诱导 MCP-1、

血管细胞黏附因子 -1（VCAM-1）的表达，二者在血

管病变早期单核细胞向受损血管部位的趋化、黏附

起关键作用。Caspase-1 的活化能够促进 IL-1α的表

达，后者可直接对炎症部位的持续性细胞浸润和组

织破坏产生作用。MIGGIN 等［26］利用脂多糖刺激

Caspase-1 缺陷的巨噬细胞后，TNF-α表达显著降

低。TNF-α作为一种重要的炎症介质，广泛表达于

血管内皮，可调节细胞黏附因子，平滑肌细胞迁移、

增殖。这些炎症因子与 T2DM 大血管病变整个病

理过程密切相关。本研究显示，与正常糖环境相

比，高糖环境下细胞上清液中 IL-1β、IL-18、MCP-1、

IL-1α、TNF-α表达也明显增加，表明在高糖环境下，

泡沫细胞的焦亡引发的炎症级联反应也更重。

中医学认为脉络瘀阻是 T2DM 大血管病变的

主要病机，并以破血化瘀法论治。中医学的瘀血与

炎症有着密切的联系，炎症反应必然导致瘀血内

停。而炎症过程中，血管中和血管外多种有形成分

的聚集、免疫功能调节失常均是中医瘀血的具体表

现。本研究结果显示，抵挡汤可通过降低 LDH 释

放，下调 NLRP3、IL-1β、IL-18 的表达及 Caspase-1 活

化，抑制高糖环境下泡沫细胞焦亡，下调细胞上清

液中 IL-1β、IL-18、MCP-1、IL-1α、TNF-α的表达，减

轻炎症级联反应。MCC950 是一种有效的、选择性

的 NLRP3 抑 制 剂 ，是 很 有 潜 力 的 药 物 候 选 分

子［27-28］。本研究结果显示，MCC950 同样可通过抑

制 NLRP3 炎症小体的活化，抑制高糖环境下泡沫细

胞焦亡，进而减轻炎症级联反应，提示抵挡汤抑制

高 糖 环 境 下 泡 沫 细 胞 焦 亡 的 作 用 靶 点 可 能 为

NLRP3，为破血化瘀法治疗糖尿病大血管病变提供

更多的理论依据。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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