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紫檀芪对棕榈酸诱导巨噬细胞炎症因子分泌的影响
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[摘　要] 目的：研究紫檀芪(pterostilbene，PTE)对棕榈酸(palmitic acid，PA)诱导巨噬细胞炎症因子分泌的

影响及可能机制。方法：采用MTT法检测PTE对巨噬细胞RAW264.7活性的影响；先用不同浓度的

PTE预处理RAW264.7，后用PA处理，ELISA法检测巨噬细胞培养上清液中炎症因子IL -18、IL -1β和

TNF-α水平，采用蛋白质印迹法检测巨噬细胞中NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白(apoptosis-associated 

speck-like protein containing CARD，ASC)、半胱天冬酶1(caspase-1)、核转录因子-κB p65(NF-κB 

p65)、p-NF-κB p65的表达。结果：与对照组比较，0~200 μmol/L浓度的PTE对巨噬细胞的活力无

影响。50 μmol/L和100 μmol/L的PTE可显著抑制PA诱导的巨噬细胞炎症因子IL -18、IL -1β和TNF-α

水平的升高，降低PA诱导巨噬细胞中NLRP3、ASC、caspase-1蛋白表达的升高。PTE可减少PA诱

导胞质中p-IKK和p-NF-κB p65表达的升高，以及IκBα表达的降低。PTE还可降低PA诱导的p-NF-κB 

p65的核转位。结论：PTE可抑制PA诱导巨噬细胞炎症因子表达的升高，其机制可能与其抑制炎症

小体活化的通路有关。
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Abstract Objective: To study the effect of pterostilbene (PTE) on palmitic acid (PA)-induced inflammatory factor 

secretion in macrophages and its possible mechanism. Methods: MTT method was used to detect the effect of 

pterostilbene on the activity of RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were pretreated with different concentrations 

of pterostilbene and then treated by PA. ELISA kit was used to detect the levels of IL-18, IL-1β and TNF-α in 

the supernatant of macrophages, and Western blotting was used to detect the expression of NLRP3, apoptosis-
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肥胖是一种慢性低级别炎症反应，低度炎症

与 机 体 代 谢 紊 乱 以 及 其 他 的 慢 性 疾 病 的 发 生 有

关 [ 1 ]。 肥胖发生时，脂肪组织中巨噬细胞和游离

自由脂肪酸(free fatt y acid，FFA)的含量增加 [2]。

研究 [3]表明：M1型巨噬细胞是脂肪组织中炎症因

子的主要来源细胞；FFA中的饱和脂肪酸如棕榈酸

(palmitic acid，PA)可激活M1型巨噬细胞，增加机

体的炎症反应 [ 4 ]。因此，降低PA诱导巨噬细胞炎

症因子分泌对肥胖等代谢性炎症及其并发症有保

护作用。

紫檀芪( pterost i lbene，P TE)是从葡萄、蓝莓

和花生中提取的二苯乙烯类化合物，是一种天然

抗氧化剂，与白藜芦醇相比，具有较高的生物利

用度 [ 5 ]。研究 [ 6 ]发现： P T E 对细胞炎症、氧化应

激和细胞凋亡有抑制作用。P T E能够调节能量摄

入、改善脂肪细胞功能和脂肪组织炎症，干预肥

胖的发生 [ 7 ]。在T N F- α诱导的3 T 3 -L 1脂肪细胞炎

症模型 [8]中，PTE通过抑制核转录因子-κB(nuclear 
f a c to r  o f  κ B，N F- κ B)和核转录因子 - κ B抑制蛋白

(inhibitor of NF-κB，IκB)的磷酸化，降低炎症因子

如COX-2、iNOS、IL -6、IL -1β、IL -12的表达。但

目前尚未有研究探讨过P TE对PA诱导巨噬细胞炎

症因子产生的作用。因此，本文研究P TE对PA诱

导巨噬细胞炎症因子分泌的影响，探讨PTE在肥胖

等代谢性炎症中的可能药理机制。

1  材料与方法

1.1  材料

R AW264.7巨噬细胞购自中国科学院上海细胞

库；PA(P5585)、DMEM高糖培基(D6429)、牛血

清白蛋白(SRE0098)和胎牛血清(F8687)购自美国

Sigma公司；PTE(P108000)购自上海阿拉丁试剂有

限公司；RIPA裂解液(P0013C)、BCA法蛋白定量

试剂盒 ( P 0 0 1 0 S) 、核蛋白提取试剂盒 ( P 0 0 2 7 ) 以

及 I L - 1 8  E L I S A检测试剂盒(P I 5 5 3 )均购自上海碧

云天生物技术公司；anti-NLRP3(BA3677)、anti-
c a s p a s e - 1 ( B A 2 2 2 0 ) 、 a n t i - L a m i n  B ( P B 9 6 1 1 ) 、

I L - 1 β ( E K 0 3 9 4 ) 和 T N F - α ( E K 0 5 2 7 )  E L I S A 检 测

试 剂 盒 购 自 武 汉 博 士 德 生 物 公 司 ； β - a c t i n 抗 体

( B M 0 6 2 7 ) 、辣根过氧化物酶结合羊抗兔或羊抗

鼠 二 抗 购 自 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ；

a n t i - p - I K K (s c - 2 1 6 6 1 ) 购自美国 S a n t a c r u z 公司；

p -N F- κ B  p 6 5 (ab 7 6 3 0 2 )、ant i -A SC (ab 1 7 5 4 4 9 )、

anti-IκBα(ab32518)抗体购自英国Abcam公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

使 用 含 1 0 % 胎 牛 血 清 、 1 0 0  μ g / m L 链 霉 素 和 
100 U/mL青霉素的DME M培养基，在37 ℃、5% 
CO2培养箱中常规培养RAW264.7细胞。当细胞生长

至融合度为80%时传代，取对数生长期的细胞用于

实验。

1.2.2  MTT 法检测 PTE 对细胞活性的影响

将 R AW 2 6 4 . 7 细胞 ( 密度约为 1 × 1 0 4个 / m L) 接

种至96孔板，200 μL/孔。设溶媒对照组与加药组

(12.5、25、50、100、200 μmol/L)，每个组设6个

复孔。用二甲基亚砜(dimethyl sulfox ide，DMSO)
溶解药物(DMSO含量<0.1%)。用不同浓度(12.5、

2 5、5 0、1 0 0、2 0 0  μ m o l / L)的P T E处理细胞2 4  h
后 ， 弃 上 清 液 ， 每 孔 加 2 0 0  μ L 含 1 0 % 的 M T T 溶

液，继续孵育4 h后，弃上清液，每孔加200 μL的

DMSO，振荡溶解。测定490 nm处吸光度，计算细

胞的相对活力。

1.2.3  PTE 对炎症因子分泌的影响

将 R AW 2 6 4 . 7 细胞 ( 密度约为 1 × 1 0 4个 / m L) 接

associated speck-like protein containing CARD (ASC), caspase-1, Nuclear factor of κB p65 (NF-κB p65), 

p-NF-κB p65 in macrophages. Results: Compared with the control group, MTT test results showed that PTE 

at a concentration of 0–200 μmol/L had no effect on the activity of macrophages. PTE at 50 and 100 μmol/L 

could significantly inhibit the PA-induced the expression of IL-18, IL-1β and TNF-α, and reduce PA-induced 

the expression of NLRP3, ASC, caspase-1 in macrophages. Meanwhile, PTE inhibited the expression of p-IKK 

and p-NF-κB p65, and reduced the decrease of the expression of IκBα in cytoplasm of PA-induced RAW264.7 

cells. PTE can also reduce the nuclear translocation of p-NF-κB p65 induced by PA. Conclusion: Pterostilbene 

can inhibit PA-induced increase of inflammatory factor expression in macrophages, and its mechanism may be 

related to its inhibition of the pathway of inflammasomes.

Keywords pterostilbene; macrophages; inflammasome; nuclear factor of κB
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种 于 6 孔 板 中 ， 常 规 培 养 1 2  h 。 设 立 溶 媒 对 照 组

( 1 0 %  B S A )、PA组和药物组，细胞用药物预孵育

12 h后，PA处理24 h。收集上清液用ELISA法测定

炎症因子IL -1β、IL -18以及TNF-α表达，收集细胞

测定炎症小体相关蛋白NLRP3、ASC、caspase-1、

p-IKK、p-NF-κB p65和IκBα的表达。

1.2.4  PA-BSA 溶液配制

用少量乙醇溶解PA后，加入10%的无FFA-BSA
溶液，65 ℃水浴加热溶解，过滤、备用。

1.2.5  ELISA 法检测炎症因子

严格按照 E L I S A 试剂盒说明书操作，吸取适

量各组上清液，依次加入生物素抗原以及亲和素

抗原，在37 ℃培养箱中孵育60 min，最后依次加

入显色剂、终止液，于450 nm波长下进行测定OD
值。绘制标准曲线并求得的回归方程，计算各组

上清液中IL -1β、IL -18以及TNF-α的含量。

1.2.6  蛋白质印迹法

提取细胞中的总蛋白，离心后取上清液加入

5 ×上样缓冲液，再于沸水中煮沸变性。用1 0 %的

S D S - PA G E 凝胶分离蛋白质，采用湿法转膜的方

法将蛋白转移至P V D F膜上。用5 %脱脂奶粉封闭

1 h后，加入NLR P3(1:500)、caspase-1(1:500)、

p - I K K ( 1 : 5 0 0 ) 、 p - N F - κ B  p 6 5 ( 1 : 5 0 0 ) 、

I κ B α ( 1 : 5 0 0 )、A S C ( 1 : 5 0 0 )、β - a c t i n ( 1 : 1  0 0 0 )或

L amin B(1:500)一抗，于4 ℃孵育过夜，TBST清

洗 ， 分 别 加 入 相 应 的 二 抗 ： H R P 标 记 的 羊 抗 鼠

IgG(1:5 000)和HRP标记的羊抗兔IgG(1:5 000)，室

温孵育1 h，TBST洗净，ECL显影液(A液:B液=1:1)
曝光显影。Image J图像分析系统对光密度进行分

析。目的蛋白表达量＝目的蛋白的灰度值/内参蛋

白的灰度值。

1.2.7  细胞核蛋白提取 
严 格 依 据 试 剂 盒 说 明 书 进 行 提 取 ， 收 集 细

胞，加入适量抽提试剂 A ，涡旋后冰浴 2 0  m i n ，

加入抽提试剂B，冰浴1 min，于4 ℃下以12 000×g
的 速 度 离 心 5  m i n 。 留 取 沉 淀 ， 加 入 适 量 细 胞 核

蛋白抽提试剂，涡旋后冰浴3 0  m i n，于4  ℃下以 
12 000×g离心10 min，测定浓度，变性，备用。

1.2.8  免疫荧光分析

处理RAW 264.7细胞后弃上清，用PBS洗3次后

用4 %多聚甲醛固定15 min。加入PBS-T溶液，室温

孵育10 min，后用PBS-B溶液封闭1 h。加入NF-κB 

p65抗体，于4 ℃下过夜。加入抗兔Cy3二抗孵育 
1 h，后用DAPI染核10 min，在荧光显微镜下观察

拍照。

1.3  统计学处理

使 用 S P S S  2 1 . 0 软 件 进 行 数 据 分 析 ， 数 据 以
x±SE M描述，多个样本均数间的比较采用单因素

方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2 .1   PTE 减少 PA 诱导巨噬细胞炎性因子分泌的

升高

用不同浓度的PA处理细胞24 h，100 μmol/L
和 2 0 0  μ m o l / L  P A 可 显 著 增 加 炎 症 因 子 的 分 泌 
(图1A、1B)。MTT结果显示：与对照组相比，不

同浓度的PTE对细胞活力没有影响(图1C)。用不同

浓度的PTE预处理细胞12 h后，用200 μmol/L PA处

理24 h。与对照组相比，PA可显著增加巨噬细胞炎

症因子的分泌，50 μmol/L和100 μmol/L PTE可显

著降低PA诱导的巨噬细胞炎症因子IL -1β、IL -18以

及TNF-α表达的升高(图1D~1F)。

2.2  PTE 降低 PA 诱导 NLRP3、ASC 和 caspase-1
表达的升高

与对照组相比，PA增加巨噬细胞中炎症小体

相关蛋白NLR P3、A SC和caspase-1的表达；与PA
组比，PTE 50 μmol/L和100 μmol/L均能显著降低

NLRP3、ASC和caspase-1蛋白的表达(图2)。

2.3  PTE 降低 PA 诱导细胞质中 NF-κB p65 的活化

与对照组相比， PA 诱导 R AW 2 6 4 . 7 细胞质中

p-IKK和p-NF-κB p65表达升高，降低IκBα的表达；

而PTE可减少PA诱导胞质中p-IKK和NF-κB p65蛋白

的表达，增加IκBα的表达(图3)。

2.4  PTE 降低 PA 诱导 p-NF-κB p65 的核转位

与对照组相比，PA诱导巨噬细胞胞核中p-NF-
κ B  p 6 5 表 达 升 高 ； 而 P T E 可 抑 制 巨 噬 细 胞 胞 核

p-NF-κB p65的表达。免疫荧光显示：不同浓度的

P T E 可减少PA 诱导N F - κ B  p 6 5在细胞核中的表达 
(图4)。
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图1 PA对巨噬细胞炎性因子分泌的影响

Figure 1 Effect of PA on the secretion of inflammatory factors in macrophages

(A)PA对IL-1β水平的影响；(B)PA对IL-18水平的影响；(C)PTE对细胞活力的影响；(D)PTE对IL-1β水平的影响；(E)PTE对

IL-18水平的影响；(F)PTE对TNF-α水平的影响。与对照组比较，*P<0.5，***P<0.001；与PA组比较，#P<0.05，##P<0.01，
###P<0.001。

(A) Effect of PA on the level of IL-1β; (B) Effect of PA on the level of IL-18; (C) Effect of PTE on cell viability; (D) Effect of PTE on the 

level of IL-1β; (E) Effect of PTE on the level of IL-18; (F) Effect of PA on the level of TNF-α. Compared with the control group, *P<0.5, 

***P<0.001; Compared with PA group, #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001.

图2 PTE对炎症小体组成蛋白表达的影响

Figure 2 Effect of PTE on the expression of inflammasome constituent

(A)蛋白质印迹法检测ASC、NLRP3和Caspase-1蛋白表达；(B)各组ASC蛋白表达水平比较；(C)各组NLRP3蛋白表达水平比

较；(D)各组Caspase-1蛋白表达水平比较。与对照组比较，**P<0.01，***P<0.001；与PA组比较，#P<0.05，##P<0.01。

(A) Western blotting detected the expression of ASC, NLRP3 and Caspase-1 proteins; (B) Comparison of ASC protein expression levels in 

each group; (C) Comparison of NLRP3 protein expression levels in each group; (D) Comparison of Caspase-1 protein expression levels in 

each group. Compared with the control group, **P<0.01, ***P<0.001; Compared with PA group, #P<0.05, ##P<0.01.
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图3 PTE对PA诱导的胞质NF-κB p65活性的影响

Figure 3 Effect of PTE on PA-induced NF-κB in cytoplasm 
(A)蛋白质印迹法检测p-NF-κB p65、p-IKK和IκBα蛋白表达；(B)各组p-NF-κB p65蛋白表达水平比较；(C)各组p-IKK蛋白表达
水平比较；(D)各组IκBα蛋白表达水平比较。与对照组比较，**P<0.01；与PA组比较，#P<0.05，##P<0.01。
(A) Western blotting detected the expression of p-NF-κB p65、p-IKKand IκBα proteins; (B) Comparison of p-NF-κB p65 protein 
expression levels in each group; (C) Comparison of p-IKK protein expression levels in each group; (D) Comparison of IκBα protein 
expression levels in each group. Compared with the control group, **P<0.01; Compared with PA group, #P<0.05, ##P<0.01.

图4 PTE对PA诱导p-NF-κB p65核转位的影响

Figure 4 Effect of PTE on PA-induced p-NF-κB p65 nuclear translocation 
(A)蛋白质印迹法检测胞核p-NF-κB p65蛋白表达；(B)各组p-NF-κB p65蛋白表达水平比较；(C)免疫荧光显示不同浓度PTE对
PA诱导NF-κB p65在胞核中表达的影响。与对照组比较，**P<0.01；与PA组比较，#P<0.05，##P<0.01。
(A) Western blotting detected the expression of p-NF-κB p65 proteins in nucleus; (B) Comparison of p-NF-κB p65 protein expression levels 
in each group; (C) Immunofluorescence showed Effect of different concentrations of PTE on the expression of NF-κB p65 in the nucleus 
induced by PA. Compared with the control group, **P<0.01; Compared with PA group, #P<0.05, ##P<0.01.
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3  讨论

FFA是脂肪细胞中三酰甘油的主要组成部分，

也是机体主要能量来源之一。FFA包括饱和脂肪酸

和不饱和脂肪酸，通常饱和脂肪酸诱导巨噬细胞

产生炎症反应[9]，而不饱和脂肪酸(如油酸)具有抑

制炎症的作用 [10]。低度炎症与机体代谢紊乱以及

其他的慢性疾病的发生有关，肥胖或胰岛素抵抗

时，脂解反应增加，循环系统或脂肪组织中饱和

脂肪酸PA的浓度显著升高 [11]。PA可诱导巨噬细胞

炎症因子分泌增加，导致炎症反应增加 [12]。因此

降低PA诱导的巨噬细胞炎症因子分泌增加对肥胖

相关的代谢性疾病具有益处。本研究结果显示：

与对照组相比，50 μmol/L或100 μmol/L浓度的PTE
可显著降低 PA 诱导的巨噬细胞炎症因子 I L - 1 β 、

IL -18和TNF-α的升高，提示PTE对改善代谢性炎症

有积极作用。

炎性小体在 I L - 1 β、 I L - 1 8等促炎性细胞因子

和 趋 化 因 子 的 释 放 中 起 关 键 作 用 [ 1 3 ]。 N L R P 3 是

NOD样受体(NOD -l i ke  receptor，NLR)家族成员

之一，其与A SC和前胱天蛋白酶-1( pro-caspase-1)
形 成 多 种 蛋 白 复 合 物 的 炎 症 小 体 [ 1 3 ]。 N L R P 3 炎

症小体激活后可活化caspase-1，活化的caspase-1
裂解前 I L - 1 β 和前 I L - 1 8 生成，并释放 I L - 1 β 和 I L -
18，从而诱导炎症反应 [14]。在肥胖小鼠脂肪组织

中，NLR P3的活性明显升高且与胰岛素抵抗的发

生密切相关 [15]。PA可激活内皮细胞NLRP3炎症小 
体 [16]，脂多糖可通过TLR/NF-κB激活NLRP3 [17]。

本 研 究 结 果 显 示 ： P T E 可 降 低 PA 诱 导 巨 噬 细 胞

NLRP3、ASC和caspase-1的表达升高，提示PTE可

抑制PA诱导的NLRP3炎症小体激活。在正常情况

下，NF-κB二聚体与IκB家族构成三聚体而存在于

细胞质中，当细胞受到外界因素，如PA或炎症细胞

因子、脂多糖等刺激后，激活核转录因子-κB抑制

蛋白激酶(IκB kinase，IKK)，使IκB发生磷酸化并迅

速降解，NF-κB被释放，磷酸化后进入细胞核，与

特异性DNA位点结合，进行基因转录调节[18]。已有

研究[19]发现：在脓毒血症时，脂多糖可通过NF-κB
通路活化N L R P 3炎症小体。我们测定了P T E对胞

质以及胞核中NF-κB的影响，结果显示：PTE明显

降低细胞质中PA诱导的p-NF-κB p65的表达，说明

PTE抑制了PA诱导的胞质中NF-κB p65的活化；同

时也降低细胞核中p-NF-κB p65的表达，说明PTE
抑制了PA诱导NF-κB p65的核转位。说明PTE可能

通过NF-κB/NLRP3信号通路抑制NLRP3炎症小体

激活，从而发挥抗炎作用，但其具体机制需要进

一步研究。

综上，本文研究了PTE对巨噬细胞炎症因子分

泌的影响，发现P TE可明显降低PA诱导巨噬细胞

炎症因子的分泌，其机制可能与其抑制炎症小体

活化通路有关。
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