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黄芩抑制脂多糖/三磷酸腺苷诱导的内皮细胞NIMA相关蛋白激酶7
（NEK7）表达和Nod样受体蛋白3（NLRP3）炎症小体激活
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摘要：【目的】观察黄芩和黄芩苷对脂多糖（LPS）/三磷酸腺苷（ATP）诱导的人脐静脉内皮细胞（HUVECs）NIMA相关蛋白激酶7
（NEK7）和 Nod样受体蛋白3（NLRP3）小体表达的影响。【方法】将HUVECs随机分为空白对照组、模型组、阿托伐他汀组、黄

芩苷组和黄芩血清组，按分组相应药物预处理细胞24 h，然后用1 μg/mL LPS 刺激细胞24 h，再用5.5 mmol/L ATP刺激细胞

4 h后检测各指标。四甲基偶氮唑盐（MTT）法检测细胞活力，均相竞争法测定细胞上清液中内皮素1（ET-1）的含量，硝酸还

原酶法测定细胞上清液中总硝酸盐（NOx）水平，蛋白免疫印迹法检测细胞内NEK7、NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白（ASC）、

裂解型胱天蛋白酶1（cleaved-Caspase-1）、白细胞介素1β（IL-1β）蛋白的表达。【结果】与模型组比较，黄芩血清组、黄芩苷

组、阿托伐他汀组LPS/ATP诱导的细胞活力升高，ET-1水平降低、NOx水平升高，NEK7、NLRP3、ASC、cleaved-Caspase-1、
IL-1β的蛋白表达水平降低（P < 0.05或P < 0.01），且黄芩血清组、黄芩苷组的作用效果优于阿托伐他汀组。【结论】黄芩和黄

芩苷可以抑制LPS/ATP诱导HUVECs的NLRP3炎症小体激活引起的细胞焦亡而保护内皮，其机制可能与调控NEK7表达有关。
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Radix Scutellariae Inhibits LPS/ATP-Induced NEK7 Expression and
NLRP3 Inflammasome Activation in Endothelial Cells
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Abstract：Objective To observe the effects of Radix Scutellariae and baicalin on lipopolysaccharide（LPS）/adenosine
triphosphate（ATP）- induced expression of NIMA- related kinase 7（NEK7）and Nod- like receptor protein 3
（NLRP3）in human umbilical vein endothelial cells（HUVECs）. Methods HUVECs were randomly divided into
blank control group，model group，atorvastatin group，baicalin group and Radix Scutellariae-containing serum
group. After pretreatment with corresponding drugs for 24 h， the cells were stimulated with LPS of 1 μg/mL for
24 h，followed by 5.5 mmol/mL of ATP for 4 h. Cell viability was detected by methyl-thiazolyl-tetrazolium（MTT）
assay， content of endothelin 1（ET-1）in cell supernatant was determined by homogeneous competition assay，
levels of nitrite/nitrate（NOx）in cell supernatant was determined by nitrate reductase assay， and expression of
NEK7，NLRP3， apoptosis- associated speck- like protein containing a CARD（ASC）， cleaved- Caspase- 1，
interleukin 1β（IL-1β）proteins was detected by Western blotting assay. Results Compared with the model group，
LPS/ATP-induced cell viability was increased in Radix Scutellariae-containing serum group，baicalin group and
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atorvastatin group，and ET-1 content was decreased，NOx level was increased，and expression levels of NEK7，
NLRP3，ASC，cleaved-Caspase-1， IL-1β proteins were lowered（P < 0.05 or P < 0.01）. Conclusion Radix
Scutellariae and baicalin have effects on inhibiting pyroptosis resulted by LPS/ATP-induced activation of NLRP3
inflammasome in HUVECs and thus to protect endothelium，and the mechanism may be related with regulating and
controlling NEK7 expression.
Keywords：Radix Scutellariae；baicalin；inflammasome；pyroptosis；endothelial cells

血管内皮损伤和功能紊乱是高血压、动脉粥

样硬化（AS）等血管疾病的关键病理基础[1]。炎症是

内皮功能紊乱的重要原因和结果，抑制血管炎症

对保持内皮功能、维持正常血压具有积极的意

义[2]。Nod样受体蛋白3（NLRP3）炎症小体是由胞内

固有免疫受体NLRP3、接头蛋白凋亡相关斑点样

蛋白（ASC）和胱天蛋白酶1（Caspase-1）作为核心组

成的多蛋白复合物，该复合物组装能够诱导促炎

因子白细胞介素（IL）-1β和 IL-18等的成熟和分

泌，从而促进炎症反应发生，进而引起细胞焦

亡，导致细胞损伤[3]。NLRP3炎症小体能够被高血

糖、饱和脂肪酸、胆固醇结晶等各种异常代谢产

物激活，在 AS等疾病的发生中发挥重要作用 [4]。

NEK7是新近鉴定出的NIMA相关蛋白激酶 [5]，是

NLRP3的上游调控因子，NEK7能够通过结合到

LRR 结构域上来调节 NLRP3 的信号 [6]。因此，

NEK7/NLRP3炎症小体是上述疾病重要的候选干预

靶点。

黄芩“味苦，性平，主诸热”（《神农本草

经》），功可泄热燥湿、泻火解毒，在高血压、糖

尿病、肥胖及炎症性疾病的中药治疗中有广泛的

应用[7]。黄芩苷是黄芩中一种亲脂类黄酮苷（logP =
1.27），具有抗炎、抗氧化、降脂等生物活性 [8- 9]，

但黄芩和黄芩苷对内皮炎症的调控机制尚不明

确。本研究观察了黄芩和黄芩苷对脂多糖（LPS）/三
磷 酸 腺 苷（ATP）诱 导 的 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞

（HUVECs）NEK7表达和NLRP3炎症小体激活的影

响，现将研究结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 动物与细胞株 SPF级雄性 Sprague-Dawley
大鼠由南京中医药大学实验动物中心提供，动物

质量合格证号：SYXK（苏）2016-0018。HUVECs购
自美国模式培养物保藏所（American Type Culture

Collection，ATCC）。
1. 2 药物、试剂与仪器 黄芩购于南京中医药大

学附属中西医结合医院中药房；黄芩苷、LPS和

ATP（美国 Sigma公司）；阿托伐他汀（美国 Selleck
公司）。四甲基偶氮唑盐（MTT）（美国 Sigma 公

司）；二甲基亚砜（DMSO）（凯基公司）；内皮细胞

培养基（ECM）（美国Gibco公司）；胎牛血清（以色

列BI公司）；胰蛋白酶（美国Gibco公司）；二喹啉

甲酸（BCA）蛋白浓度检测试剂盒、放射免疫沉淀分

析（RIPA）裂解液、电化学发光（ECL）试剂（碧云天

公司）；内皮素 1（ET-1）和总硝酸盐（NOX）试剂盒

（江苏凯基公司）；NEK7、NLRP3、ASC、cleaved-
Caspase- 1、 IL- 1β 等抗体（美国 Abcam 公司）。

ELX800 型全自动酶标仪（美国 Bio-Tek 公司）；

Mini Protean- 3 电泳装置（美国 Bio-Rad 公司）；

HF160W 型 CO2培养箱（上海力申科学化器有限公

司）；倒置显微镜（日本Olympus公司）；ChemiDoc
XRS+型化学发光成像系统（美国Bio-Rad公司）。

1. 3 黄芩含药血清的制备 取黄芩1 kg加入10 倍

量水共同煎煮 2次，每次 1 h，合并滤液，过滤，

蒸馏制备成黄芩浸膏。取 100 g 黄芩浸膏加入到

0.5% 羧甲基纤维素钠（CMC-Na）溶液中制备成

200 mL混悬液。取SD雄性大鼠10只，按照2.5 g/kg
剂量灌胃给药，连续 7 d。第 7天给药后 1 h，以

30 g/L戊巴比妥钠麻醉，腹主动脉取血，静置1 h。
以 3 000 r/min离心 15 min，分离血清，于 56 ℃水

浴灭活 30 min，用 0.22 μm微孔滤膜过滤除菌，分

装后于-80 ℃冰箱保存备用。

1. 4 细胞培养、分组与干预方法 以含体积分数

1%内皮细胞生长补充剂、5%胎牛血清、1%青-链
霉素的ECM培养基，于体积分数5% CO2、37 ℃的

培养箱中培养HUVECs细胞，当细胞融合至80%以

上时进行实验。实验分组：空白对照组（添加体积

分数为 15%的空白血清），模型组（1 μg/mL LPS +
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5.5 mmol/L ATP + 15%空白血清），阿托伐他汀组

（100 μmol/L 阿托伐他汀 + 1 μg/mL LPS + 5.5 mmol/L
ATP），黄芩苷组（200 μmol/L 黄芩苷 + 1 μg/mL
LPS + 5.5 mmol/L ATP），黄芩血清组（30%黄芩含

药血清 + 1 μg/mL LPS + 5.5 mmol/L ATP）。按分组

相应药物预处理细胞24 h，然后用1 μg/mL LPS 刺

激细胞 24 h，再用 5.5 mmol/L ATP 刺激细胞 4 h
后，进行下一步实验。

1. 5 观察指标与方法

1. 5. 1 MTT法测定细胞活力 各组细胞每孔加入

5 mg/mL MTT溶液20 μL，37 ℃孵育4 h，吸弃上清

液。加入DMSO溶液150 μL，避光振摇10 min，应

用酶标仪于 570 nm波长处测定各孔吸光度（OD）
值。按以下公式计算细胞增殖率：细胞增殖率

（%）=（OD实验组 - OD调零孔）÷（OD空白组 - OD调零孔）×100%。

1. 5. 2 测定ET-1、NOX水平 收集细胞上清液。

采用均相竞争法测定上清液中ET-1的含量。采用

硝酸还原酶法，测定上清液中NOX的含量，以NOX

含量表示NO浓度。均按照试剂盒说明书操作。

1. 5. 3 蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测细胞

NLRP3、ASC、cleaved-Caspase-1、IL-1β和NEK7
蛋白表达 细胞经药物刺激处理结束后，用磷酸

盐缓冲液（PBS）洗涤细胞3次，加入RIPA裂解液充

分裂解细胞，细胞刮收集细胞碎片并离心，用

BCA蛋白定量试剂盒检测蛋白质浓度。稀释后的

样品加入上样缓冲液，100 ℃煮沸蛋白变性。100 V
恒压十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-
PAGE）分离蛋白质，4 ℃条件下电转移至硝酸纤维

素膜。加入 70 g/L的脱脂奶粉置于摇床上室温孵

育，封闭1 h。TBST摇床洗涤5 min × 3次。分别加

入 NLRP3、ASC、 cleaved- Caspase- 1、 IL- 1β 和

NEK7等一抗（稀释比例为 1∶5 000），置摇床上室

温孵育 1 h，4 ℃孵育过夜。加入二抗，室温孵育

2 h，TBST摇床洗涤5 min × 3次。加入ECL试剂显

色，用扫描仪暗室内扫描。以GAPDH为内参，用

ImageJ软件对电泳条带进行灰度分析。

1. 6 统计方法 应用SPSS 21.0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），

进一步两两比较采用LSD-t检验。以P＜0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2. 1 黄芩和黄芩苷对 LPS/ATP 诱导的 HUVECs
活力的影响 表 1结果显示：与空白对照组比较，

模型组的细胞增殖率明显下降（P < 0.01）；与模型

组比较，黄芩苷组、黄芩血清组、阿托伐他汀组

细胞增殖率明显升高，差异均有统计学意义（P <
0.01）；黄芩苷组和黄芩血清组细胞增殖率高于阿

托伐他汀组，但差异无统计学意义（P > 0.05）。表

明3种药物干预均可抑制LPS/ATP诱导的细胞活力

降低，且黄芩苷和黄芩的作用有优于阿托伐他汀

的趋势。

表1 黄芩和黄芩苷对LPS/ATP诱导的人脐静脉内皮细胞

（HUVECs）活力的影响

Table 1 Effects of Radix Scutellariae and baicalin on
LPS/ATP-induced HUVECs viability （x ± s）

组别

空白对照组

模型组

阿托伐他汀组

黄芩苷组

黄芩血清组

OD（570 nm）
0.669 ± 0.009
0.207 ± 0.045①

0.286 ± 0.028②

0.309 ± 0.021②

0.317 ± 0.002②

细胞增殖率（%）

100.00 ± 0.80
32.21 ± 1.52①

45.91 ± 2.07②

48.97 ± 2.71②

49.20 ± 1.08②

①P < 0.01，与空白对照组比较；②P < 0.01，与模型

组比较

2. 2 黄芩和黄芩苷抑制LPS/ATP诱导HUVECs的
NLRP3炎症小体活化 图1结果显示：与空白对照

组 比 较 ， 模 型 组 的 NLRP3、 ASC、 cleaved-
Caspase-1、IL-1β表达水平明显增加（P < 0.01）。

与 模 型 组 比 较 ， 黄 芩 苷 组 和 黄 芩 血 清 组 的

NLRP3、ASC、cleaved-Caspase-1、IL-1β表达水

平均降低（P < 0.05或P < 0.01），阿托伐他汀组的

NLRP3和ASC表达水平降低（P < 0.01）。黄芩血清

组NLRP3、ASC、cleaved-Caspase-1表达水平低于

阿托伐他汀组和黄芩苷组（P < 0.01）。表明黄芩可

抑制 LPS/ATP诱导的HUVECs的NLRP3炎症小体

活化，且作用明显优于阿托伐他汀和黄芩苷。

2. 3 黄芩和黄芩苷抑制LPS/ATP诱导HUVECs的
NEK7表达 图 2结果显示：与空白对照组比较，

模型组的NEK7表达水平明显增加（P < 0.01）；与

模型组比较，黄芩血清组和黄芩苷组的NEK7表达

水平明显降低（P < 0.01）。
2. 4 黄芩和黄芩苷对HUVECs分泌功能的影响 表2
结果显示：与空白对照组比较，模型组的ET-1水
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平明显升高、NOX水平明显降低（P < 0.01）；与模

型组比较，黄芩苷组、黄芩血清组、阿托伐他汀

组的ET-1水平明显降低、NOX水平明显升高，差

异有统计学意义（P < 0.05或P < 0.01），且黄芩苷

组、黄芩血清组对ET-1的降低作用、对NOX的升

高作用优于阿托伐他汀组。结果表明3种药物干预

可改善HUVECs的分泌功能紊乱，且黄芩苷和黄

芩对HUVECs分泌功能的改善作用优于阿托伐他汀。

表2 黄芩和黄芩苷对人脐静脉内皮细胞（HUVECs）分泌

ET-1和NOX的影响

Table 2 Effects of Radix Scutellariae and baicalin on
secretion of ET-1 and NOX from HUVECs （x ± s）

组别

空白对照组

模型组

阿托伐他汀组

黄芩苷组

黄芩血清组

ET-1（pg·L-1）

257.87 ± 11.71
347.53 ± 22.46①

320.18 ± 41.08②

294.52 ± 20.09③④

289.71 ± 10.03③④

NOx（μmol·L-1）

630.52 ± 19.81
584.73 ± 11.61①

610.52 ± 19.81②

621.02 ± 12.46②④

613.44 ± 22.40②

①P < 0.01，与空白对照组比较；②P < 0.05，③P <
0.01，与模型组比较；④P < 0.05，与阿托伐他汀组比较

A：NLRP3、ASC、cleaved-Caspase-1、IL-1β蛋白Western Blot电泳条带；B ~ E：NLRP3、ASC、cleaved-Caspase-1、
IL-1β蛋白相对表达量（x ± s）

①P < 0.01，与空白对照组比较；②P < 0.05，③P < 0.01，与模型组比较；④P < 0.01，与黄芩血清组比较

图1 各组人脐静脉内皮细胞（HUVECs）中NLRP3、ASC、cleaved-Caspase-1、IL-1β蛋白表达水平比较

Figure 1 Comparison of the expression levels of NLRP3，ASC，cleaved-Caspase-1，IL-1β
in HUVECs of various groups

A：NEK7蛋白的Western Blot电泳条带；B：NEK7相

对表达量（x ± s）

①P < 0.05，与空白对照组比较；②P < 0.01，与模型

组比较

图2 各组人脐静脉内皮细胞（HUVECs）中NEK7
蛋白表达水平比较

Figure 2 Comparison of the expression level of NEK7 in
HUVECs of various groups
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3 讨论

血管内皮细胞不仅是血管的屏障，同时具有

传递血管信息和分泌血管活性物质的内分泌属

性 [10]。内皮功能失调在动脉粥样硬化（AS）病理进

程中发挥着关键的作用。AS是血管炎性疾病，细

胞焦亡作为促炎性的程序性细胞死亡，与AS关系

紧密[11]。对于炎症，中医学多从火、热来认识，黄

芩是清热泻火的代表中药，在高血压、糖尿病、

肥胖和 AS的治疗中有广泛的应用。现代研究表

明，黄芩根中含有 38种黄酮类成分，其中黄芩

苷、黄芩素、汉黄芩苷、汉黄芩素、黄芩新素最

为主要。抗炎是黄芩最重要的药理作用[12]。本研究

聚焦NEK7/NLRP3炎症小体，探讨了黄芩和主要

黄酮成分黄芩苷的抗炎效应是否与作用于其靶点

有关。

血管内皮细胞可分泌多种细胞因子和炎症介

质，ET-1和NO分别是由内皮细胞分泌的缩血管

因子和舒血管因子，是内皮细胞内分泌功能的主

要体现。本研究结果可见，LPS/ATP可刺激缩血管

因子 ET-1的分泌而抑制舒血管因子NO的分泌，

从而诱导内皮分泌功能的紊乱，黄芩和黄芩苷可

拮抗 LPS/ATP对 ET-1和NO的负向诱导作用，抑

制LPS诱导的内皮分泌功能紊乱，且这种对内皮的

保护性效应优于阿托伐他汀。

NLRP3炎症小体的激活与AS的炎性进程密切

相关。本研究结果可见，LPS/ATP可诱导NLRP3、
ASC、cleaved-Caspase-1、IL-1β的表达水平明显

增加，黄芩和黄芩苷可明显抑制 LPS/ATP诱导的

NLRP3、 ASC、 cleaved- Caspase- 1、 IL- 1β 的 表

达，优于传统的抗AS炎症药物阿托伐他汀组，并

且黄芩对 LPS/ATP诱导的抑制效应优于黄芩苷，

提示黄芩多组分的抗炎效应不仅仅局限于其中的

黄芩苷。研究发现：NO能抑制NLRP3炎症小体的

激活，腹腔巨噬细胞在外加NO的情况下，各种刺

激 剂 如 LPS 和 ATP、 Nigericin 以 及 MSU 刺 激

Caspase-1的活化和 IL-1β的释放受到明显抑制；

NO通过稳定线粒体，抑制活性氧簇（ROS）的产生

从而抑制NLRP3的激活 [13]。提示黄芩和黄芩苷抑

制NLRP3的激活可能与升高NO水平有关。

NEK7参与了炎症小体蛋白复合体的聚集过

程，NEK7的缺失能够特异性阻断NLRP3炎症小体

的激活以及 IL-1β的释放 [14]。已经证明，NEK7参

与人类或动物模型中的许多 NLRP3相关疾病 [15]。

专注于NEK7的抑制剂可以调节NLRP3以消除炎症

反应，并且NEK7可能是NLRP3相关疾病的潜在治

疗靶标。本研究结果显示，黄芩和黄芩苷均能明

显地抑制LPS/ATP诱导的NEK7表达，提示黄芩和

黄芩苷抑制NLRP3炎症体的激活可能是通过抑制

NEK7的途径，显示黄芩和黄芩苷是一种NEK7抑

制剂。

综上所述，黄芩和黄芩苷可以通过抑制NEK7
表达和NLRP3 炎性小体活化的途径减少细胞焦亡

发生，同时可抑制缩血管因子ET-1、增加舒血管

因子NO的分泌，从而发挥保护血管内皮、调节内

皮功能的效应。表明黄芩和黄芩苷作为NEK7和

NLRP3炎性小体阻断剂，在AS和高血压的治疗中

具有光明前景，可为深入研究黄芩的药效物质基

础提供新的思路。
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基于“动则生阳”理论探讨有氧运动对阳虚证慢性
心力衰竭模型大鼠的作用和机制

许禄华 1，2， 周旭 1，2， 蒋峰 1， 宋银枝 1， 曾志聪 1， 张小朵 1， 魏山寅 1， 林丰夏 1

[1. 广州中医药大学附属宝安中医院，深圳市宝安中医院（集团），广东深圳 518133；
2. 广州中医药大学研究生院，广东广州 510405]

摘要：【目的】 基于“动则生阳”中医理论，探究有氧运动（AE）对阳虚证慢性心力衰竭（CHF）模型大鼠的作用和机制。

【方法】采用腹主动脉缩窄术（AAC）建立CHF大鼠模型，AAC结合冷刺激（CS）法建立阳虚证CHF大鼠模型。将健康SD大鼠

50只分为假手术组、安静组（Calm组）和运动组（AE组），其中Calm组包括心力衰竭安静组（AAC+Calm组）和阳虚心力衰竭安

静组（AAC+CS+Calm组），AE组包括心力衰竭运动组（AAC+AE组）和阳虚心力衰竭运动组（AAC+CS+AE组），分别对应处

理。运动/安静干预8周后，使用中医阳虚证候积分表评估阳虚程度，应用超声、称质量和苏木素-伊红（HE）染色等方法评估

心室重构和心功能水平，蛋白免疫印迹法检测心肌组织自噬相关蛋白微管相关蛋白1轻链3B（LC3B）、p62、Beclin-1表达。

【结果】与假手术组比较，Calm组大鼠阳虚证候积分，左心室舒张末期厚度（LVEDd）、左心室收缩末期厚度（LVESd）、心脏

质量/体质量比值（HW/BW）、左心室质量/体质量比值（LVW/BW），Beclin-1表达水平和LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ比值升高，左心室

射血分数（EF）值和p62表达水平降低（均P＜0.01），HE染色结果显示心室重构，可见心肌细胞呈不同程度的排列紊乱，心肌

肥大，细胞核肿胀；而与 AAC+Calm组比较，AAC+CS+Calm组大鼠的上述变化程度更明显（均P＜0.01）。与Calm组比较，

AE组能明显拮抗上述变化（均P＜0.01）。【结论】CHF大鼠的阳虚程度与其心室重构程度、心功能恶化程度密切相关，有氧运

动能有效纠正CHF大鼠的阳虚状态，并拮抗CHF导致的心室重构和心功能恶化，其机制可能与调节心肌细胞自噬相关。

关键词：有氧运动；心力衰竭；阳虚证；心室重构；自噬；大鼠
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