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摘要： 目的　 探讨甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导的人永生化角质形成细胞 （ＨａＣａＴ） 炎症因子分泌的影响

及其抗炎机制。 方法　 ＣＣＫ８ 法筛选甘草查尔酮 Ａ 作用质量浓度。 将细胞分为正常组、 模型组 （１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 和 １０
ｎｇ ／ ｍＬ ＩＦＮ⁃γ） 和甘草查尔酮 Ａ 组 （５、 １０ μｇ ／ ｍＬ）。 ＣＣＫ８ 法检测细胞活性， ＥＬＩＳＡ 法和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测炎症因子及

相关趋化因子的分泌和 ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、
ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ１ 蛋白表达， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针法、 流式细胞术分别检测细胞活性氧 （ＲＯＳ） 水平和细胞凋亡情况。
结果　 甘草查尔酮 Ａ 质量浓度在 １０ μｇ ／ ｍＬ 及以下时对 ＨａＣａＴ 细胞活性无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 且在 ５、 １０ μｇ ／ ｍＬ 时

对 ＨａＣａＴ 细胞炎性损伤具有保护作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 甘草查尔酮 Ａ 可降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平，
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＲＡＮＴＥＳ、 ＴＡＲＣ、 ＭＤＣ ｍＲＮＡ 表达， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 和 ｐ⁃ＪＡＫ１ 蛋白表达，
ＲＯＳ 水平和凋亡率 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 甘草查尔酮 Ａ 能够减轻 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 诱导的 ＨａＣａＴ 细胞炎症反应， 其机制

可能与抑制 ＮＦ⁃κＢ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路活化， 进而抑制相关炎症因子表达和 ＲＯＳ 水平有关。
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　 　 特应性皮炎是一种慢性、 反复发作且持续不愈的皮肤

病， 临床上表现为瘙痒、 皮肤增厚、 红斑、 鳞状皮肤病变

等［１］ 。 研究表明特应性皮炎患者生活质量严重下降， 睡眠

障碍、 焦虑或抑郁的可能性增加［２］ 。 目前特应性皮炎治疗

药物如局部类固醇和局部钙调磷酸酶抑制剂虽然有效， 但

有严重的副作用， 如毛囊炎、 皮肤萎缩、 条纹、 红斑和感

染等［３⁃４］ 。 因此， 对安全有效的特应性皮炎治疗药物存在大

量需求， 特别是来自植物中的天然活性成分［５］ 。
甘草为豆科甘草属植物乌拉尔甘草、 光果甘草和胀果

甘草的干燥根和根茎， 具有清热解毒、 缓急止痛、 调和诸

药等作用。 现代药理学研究表明， 甘草具有抗肿瘤、 抗炎、
抗氧化等作用［６］ 。 甘草的活性成分主要是三萜类化合物和

黄酮类化合物， 甘草查尔酮 Ａ 是甘草的一种酚类查耳酮化

合物， 是甘草的特征性查耳酮， 具有抗炎、 抗菌、 抗氧化

等多种生物活性［７］ 。 本研究通过探索甘草查尔酮 Ａ 对

ＨａＣａＴ 特应性皮炎细胞增殖和凋亡以及相关炎性因子 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 的影响， 进一步揭示 ＮＦ⁃κＢ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通

路磷酸化与 ＨａＣａＴ 细胞增殖、 凋亡以及炎性因子的关系，
阐明甘草查尔酮 Ａ 的活性及作用机制， 为其下一步应用提

供理论支撑， 对于推动临床特应性皮炎治疗药物的发展具

有重要的意义。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人永生化角质形成细胞 ＨａＣａＴ 细胞， 购自上

海富衡生物科技有限公司。 ＨａＣａＴ 细胞置于含 １０％ 胎牛血

清、 １％ 青⁃链霉素高糖 ＤＭＥＭ 培养基中， 于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 恒温培养箱进行贴壁培养。 按 １ ∶ ２ 比例传代培养， 待

细胞生长状态良好且处于对数生长期时可进行下一步实验。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 甘草查尔酮 Ａ （宝鸡市辰光生物科技有

限公司， 批号 ５８７４９⁃２２⁃７， 纯度 ９８％ ）； ＤＭＥＭ 高糖基础培

养基、 ＰＢＳ 缓冲液、 胎牛血清、 青霉素⁃链霉素溶液 （武汉

普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司， 批 号 ＷＨ００２２Ｕ０６１、
ＷＨ００２２Ｇ２５９、 １６４２１０⁃５０、 ＷＨ０６２２Ｃ２９１）； ０􀆰 ２５％ 胰蛋白

酶 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 ２５２００⁃０７２）； ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ
（美 国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公 司， 批 号 ３００⁃０１Ａ⁃５０ＵＧ、 ３００⁃０２⁃
１００ＵＧ）； ＣＣＫ８ 试剂、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、 人 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （武汉伊莱瑞特生物科技股

份有 限 公 司， 批 号 Ｅ⁃ＣＫ⁃Ａ３６２、 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ３１８⁃Ｍ、 ２０２３０３、
２０２３０３、 ２０２３０３）； ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司， 批号
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３６８７０２）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （日本 ＴａＫａＲａ 公司，
批号 ＲＲ０３６Ａ）； ２×Ｔ５ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ） （北
京擎科生物科技股份有限公司， 批号 ＴＳＥ２０２）； ＲＩＰＡ 裂解

液 （强）、 蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物 （上海碧云天生物

技术有限公司， 批号 Ｐ００１３Ｂ、 Ｐ１０４５）； ＳｕｒｅＰＡＧＥＴＭ Ｂｉｓ⁃
Ｔｒｉｓ （金斯瑞生物科技股份有限公司， 批号 Ｍ００６６６）； 一

抗 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＳＴＡＴ⁃３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ⁃３、 ｐ⁃ＪＡＫ１
抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ａｂ３２５３６、 ３０３３Ｔ、 ａｂ６８１５３、
ａｂ３２１４３、 ａｂ１３８００５）； ＪＡＫ１ 抗体 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，
批号 ６６４６６⁃１⁃１ｇ）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （北京博奥森生物技术有限

公司， 批号 ｂｓ⁃００６１Ｒ）； ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 抗体 （沈阳万类生物

科技有限公司， 批号 Ｒ０５３１１５８１、 Ｒ０６２０２８４１）； 辣根酶标

记山羊抗兔 ｌｇＧ 蛋白二抗、 辣根酶标记山羊抗鼠 ｌｇＧ 蛋白

二抗 （北京中杉金桥生物技术有限公司， 批号 ＺＢ⁃２３０１、
ＺＢ⁃２３０５）； 彩虹 １８０ 广谱蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、 ＥＣＬ 超敏发光液、
活性氧检测试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司， 批号

ＰＲ１９１０、 ＰＥ００１０、 Ｓ００３３Ｓ）； ＰＶＤＦ 膜 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司， 批号 ００００２０１４２４）。
１􀆰 ３　 仪器　 超净工作台 （苏净集团安泰公司， 型号 ＢＣＭ⁃
１３００）； ＣＯ２ 恒温培养箱 （日本 ＳＡＮＹＯ 公司， 型号 ＭＣＯ⁃
１５ＡＣ）； 立式压力蒸汽灭菌器 （江阴滨江医疗设备有限公

司， 型号 Ｌｓ⁃Ｂ３５Ｌ⁃Ⅰ）； 超纯水一体机 （扬州森科科技有

限公司， 型号 ＬａｂｏｎｏｖａＤｉｒｅｃｔ）； 倒置荧光显微镜 ［蔡司科

技 （苏州） 有限公司， 型号 Ｐｒｉｍｏｖｅｒｔ］； 医用低速离心机

（北京白洋离心机有限公司， 型号 １６０Ｃ）； 制冰机 （山东欧

莱博仪器有限公司， 型号 ＩＭＳ４０）； 电热恒温水槽、 电热恒

温培养箱 （上海博讯实业有限公司医疗设备厂， 型号 ＳＳＷ⁃
６００⁃２Ｓ、 ＨＰＸ⁃９０５２ ＭＢＥ）； 超 微 量 分 光 光 度 计 （ 瑞 士

Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司， 型号 ＵＶ５Ｎａｎｏ）； ＰＣＲ 仪、 ＣＦＸ９６ 荧

光定量 ＰＣＲ 仪、 全能型成像仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 型号

Ｔ１００、 ＣＦＸ９６、 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ）； 高速冷冻离

心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司， 型号 Ｍｉｃｒｏ２１Ｒ）； 多功能

酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司， 型号 Ｓｙｍｅｒｇｙ Ｈ１）； 电泳仪

（北京六一仪器厂有限公司， 型号 ＤＹＹ⁃７Ｃ）； 水平摇床

（深圳沃德生命科技有限公司， 型号 ＷＤ⁃９４０５Ｂ）； 倒置荧

光显微镜 （德国徕卡公司， 型号 ＤＭＩ３０００）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＣＣＫ８ 法筛选甘草查尔酮 Ａ 作用质量浓度　 取对数生

长期的 ＨａＣａＴ 细胞， 以每孔 １×１０４ 个的密度接种于 ９６ 孔

板， ３７ ℃孵育 ２４ ｈ， 分别加入 ０、 １􀆰 ２５、 ２􀆰 ５、 ５、 １０、 ２０、
４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 甘草查尔酮 Ａ， 继续培养 ２４ ｈ 后， 每孔加入

１０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液， ３７ ℃继续培养 ２ ｈ。 取出培养板， 检测

４５０ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ） 值， 并计算细胞存活率。
２􀆰 ２　 细胞处理与分组　 ＣＣＫ８ 筛选得到甘草查尔酮 Ａ 给药

质量浓度为 ５、 １０ μｇ ／ ｍＬ。 将 ＨａＣａＴ 细胞随机分为正常组、
模型组 （１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 和 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＦＮ⁃γ 联合处理） 和

甘草查尔酮 Ａ ５、 １０ μｇ ／ ｍＬ 组， 甘草查尔酮 Ａ 组先加入甘

草查尔酮 Ａ 预处理 １ ｈ， 再用 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合处理

２４ ｈ。 处理结束后收集细胞， 按 “ ２􀆰 １” 项下方法检测

ＨａＣａＴ 细胞活性。
２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养上清液 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水

平　 按 “２􀆰 ２” 项下方法收集细胞培养上清液， 按照 ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书检测各组细胞上清液中炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
６、 ＩＬ⁃１β 水平。
２􀆰 ４ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＭＤＣ、
ＲＡＮＴＥＳ、 ＴＡＲＣ ｍＲＮＡ 表 达 　 按 “ ２􀆰 ２” 项下方法收集

ＨａＣａＴ 细胞， 在细胞内添加 １×ＰＢＳ 溶液洗涤 ２ 次， 然后吸

取 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 试剂添加到细胞内， 提取细胞总 ＲＮＡ。 由北

京擎科生物科技股份有限公司依据荧光定量 ＰＣＲ 引物设计

原则设计并合成引物， 引物序列见表 １。 参照逆转录试剂

说明书进行逆转录获得 ｃＤＮＡ 产物， 置于－２０ ℃冰箱中保

存。 按照试剂说明书进行扩增反应， 采用 ２－ΔΔＣＴ 法对 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 结果进行分析。

表 １　 引物序列
基因 引物序列

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＣＡＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＧＧＴＣＴＴＴＧＣＧＧＡＴＧＴＣＣＡＣＧＴ⁃３′

ＴＮＦ⁃α 正向 ５′⁃ＣＴＣＴＴＣＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＡＣＴＴＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣ⁃３′

ＩＬ⁃６ 正向 ５′⁃ＡＧＡＣＡＧＣＣＡＣＴＣＡＣＣＴＣＴＴＣＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＴＣＴＧＣＣＡＧＴＧＣＣＴＣＴＴＴＧＣＴＧ⁃３′

ＩＬ⁃１β 正向 ５′⁃ＣＣＡＣＡＧＡＣＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＡＡＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＧＣＡＧＴＴＣＡＧＴＧＡＴＣＧＴＡＣＡＧＧ⁃３′

ＲＡＮＴＥＳ 正向 ５′⁃ＣＣＴＧＣＴＧＣＴＴＴＧＣＣＴＡＣＡＴＴＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＣＡＣＡＣＴＴＧＧＣＧＧＴＴＣＴＴＴＣＧＧ⁃３′

ＴＡＲＣ 正向 ５′⁃ＴＴＣＴＣＴＧＣＡＧＣＡＣＡＴＣＣＡＣＧＣＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＧＧＡＧＣＡＧＴＣＣＴＣＡＧＡＴＧＴＣＴ⁃３′

ＭＤＣ 正向 ５′⁃ＴＣＣＴＧＧＧＴＴＣＡＡＧＣＧＡＴＴＣＴＣＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＣＡＧＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＣＣＡＧＣＣＴ⁃３′

２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＦ⁃κＢ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路相关蛋白

及 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 蛋白表达　 按 “２􀆰 ２” 项下方法收集 ＨａＣａＴ
细胞， 将细胞取出后吸去培养液， 用预冷的 １×ＰＢＳ 洗涤 ２
次， 吸去 ＰＢＳ， 采用 ＲＩＰＡ 裂解液提取蛋白， 通过 ＢＣＡ 试

剂盒进行蛋白定量， 将各组样品用 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，
电转至 ＰＶＤＦ 膜。 ５％ 脱脂奶粉溶液室温封闭 ２ ｈ， 洗膜 ３
次， 分别加入兔抗 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３、 ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗 （１ ∶
１ ０００）， 在 ４ ℃下孵育过夜， 洗膜 ３ 次， 加入辣根过氧化

物酶标记二抗 （１ ∶ １０ ０００） 室温孵育 １ ｈ。 洗膜 ３ 次后，
将膜放置在暗室中， 加入 ＥＣＬ 发光液， 曝光， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参蛋白， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各蛋白条带灰度值。
２􀆰 ６　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针法检测细胞 ＲＯＳ 水平 　 细胞按

“２􀆰 ２” 项下方法处理后， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 每孔加入含 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 的无血清培养基， ３７ ℃避光孵育 ２０ ｍｉｎ，
用无血清细胞培养基洗涤细胞 ３ 次， 使用荧光倒置显微镜

观察细胞并拍照记录。
２􀆰 ７　 流式细胞仪检测 ＨａＣａＴ 细胞凋亡情况　 细胞按 “２􀆰 ２”
项下方法处理后， 胰酶消化收集， ３００×ｇ 离心５ ｍｉｎ， 弃上
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清， 用 １ ｍＬ １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 洗涤 １ 次， ３００×ｇ 离

心 ５ ｍｉｎ， 弃上清。 再用 １００ μＬ １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ
重悬细胞， 每管加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 避光孵育 １０ ｍｉｎ，
然后每管再加入 ５ μＬ ＰＩ 和 ４００ μＬ １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ
继续避光孵育 ５ ｍｉｎ， １ ｈ 内上机检测。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ００ 软件进行处

理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 两组间比较采用 ｔ 检验， 多组间

比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞活性的影响 　 如图 １ 所

示， 不同质量浓度甘草查尔酮 Ａ 分别作用于 ＨａＣａＴ 细胞

２４ ｈ后， 与正常组 （ ０ μｇ ／ ｍＬ） 比较， 质量浓度为 ２０
μｇ ／ ｍＬ时即出现细胞毒性作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 因此选择质量

浓度为 ５、 １０ μｇ ／ ｍＬ 的甘草查尔酮 Ａ 进行后续实验。

注： 与正常组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 甘草查尔酮 Ａ对ＨａＣａＴ细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导 ＨａＣａＴ 细

胞活性的影响　 如图 ２ 所示， 与正常组比较， 模型组细胞

存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 甘草查尔酮 Ａ 各

质量浓度组细胞存活率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明甘草查尔

酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导后的 ＨａＣａＴ 细胞炎性损伤

具有一定的保护作用。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２ 　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导的

ＨａＣａＴ 细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导的 ＨａＣａＴ
细胞炎症介质产生的影响 　 如图 ３ 所示， 与正常组比较，
ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导的 ＨａＣａＴ 细胞培养上清液中 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 甘

草查尔酮 Ａ 各质量浓度组细胞培养上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６
和 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α和 ＩＦＮ⁃γ联合诱导的 ＨａＣａＴ 细胞炎症介质产生的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导的 ＨａＣａＴ 细

胞炎症因子和趋化因子 ｍＲＮＡ 表达影响 　 如图 ４ 所示， 与

正常组比较， 模型组细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＲＡＮＴＥＳ、
ＴＡＲＣ、 ＭＤＣ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
甘草查尔酮 Ａ 各质量浓度组细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、
ＲＡＮＴＥＳ、 ＴＡＲＣ、 ＭＤＣ ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导的 ＨａＣａＴ 细

胞 ＮＦ⁃κＢ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的影响　 如图 ５ 所示， 与正常组

比较， 模型组细胞 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＳＴＡＴ３ 和 ＪＡＫ１ 蛋白磷酸化

水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 甘草查尔酮 Ａ ５

μｇ ／ ｍＬ组细胞 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＪＡＫ１ 蛋白磷酸化水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 甘草查尔酮 Ａ １０ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＳＴＡＴ３
和 ＪＡＫ１ 蛋白磷酸化水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示 ＴＮＦ⁃α 联

合 ＩＦＮ⁃γ 刺激增强了 ＮＦ⁃κＢ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的活化， 甘草

查尔酮 Ａ 处理抑制了 ＴＮＦ⁃α 联合 ＩＦＮ⁃γ 刺激的 ＨａＣａＴ 细胞

中的 ＮＦ⁃κＢ ／ ＳＴＡＴ３ 通路活化。
３􀆰 ６　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导的 ＨａＣａＴ 细

胞 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 蛋白表达的影响　 如图 ６ 所示， 与正常组

比较， 模型组细胞 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 甘草查尔酮 Ａ 各质量浓度组细胞 ＴＮＦ⁃α 和
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α和 ＩＦＮ⁃γ联合诱导的 ＨａＣａＴ 细胞相关炎症因子和趋化因子 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α和 ＩＦＮ⁃γ联合诱导的 ＨａＣａＴ 细胞 ＮＦ⁃κＢ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＩＬ⁃６ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ７　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导的 ＨａＣａＴ 细

胞中 ＲＯＳ 水平的影响　 如图 ７ 所示， 与正常组比较， 模型

组绿色荧光逐渐增强， 细胞内 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 甘草查尔酮 Ａ 各质量浓度组细胞 ＲＯＳ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ８　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 联合诱导的 ＨａＣａＴ 细

胞凋亡的影 响 　 如图 ８ 所示， 与正常组比较， 模型组

ＨａＣａＴ 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 甘草

查尔酮 Ａ 各质量浓度组 ＨａＣａＴ 细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

特应性皮炎是一种慢性、 复发性的炎症性皮肤病， 近

年来， 发病率出现持续升高的趋势［８］ ， 可导致失眠、 睡眠

障碍和心理疾病， 降低患者的生活质量［９］ 。 甘草查尔酮 Ａ
是甘草中的重要活性成分， 具有抗炎、 抗氧化、 抑菌等药

理作用［１０］ ， 可用于治疗特应性皮炎， 但目前作用机制尚不

明确。 本研究通过 ＣＣＫ８ 法检测了甘草查尔酮 Ａ 对 ＨａＣａＴ
细胞增殖的影响， 发现 ５、 １０ μｇ ／ ｍＬ 甘草查尔酮 Ａ 对

５３０２

２０２４ 年 ６ 月

第 ４６ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ６



注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α和 ＩＦＮ⁃γ联合诱导的 ＨａＣａＴ 细胞 ＴＮＦ⁃α和 ＩＬ⁃６蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α和 ＩＦＮ⁃γ联合诱导的 ＨａＣａＴ 细胞中 ＲＯＳ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 甘草查尔酮 Ａ 对 ＴＮＦ⁃α和 ＩＦＮ⁃γ联合诱导的 ＨａＣａＴ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＨａＣａＴ 细胞炎性损伤具有一定的保护作用。
ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 通过刺激表皮细胞激活多条信号转导

通路， 进而引发炎症［１１］ 。 当表皮屏障受损时， 角质形成细

胞会受到刺激， 导致炎症因子 （ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６） 和趋化因子

（ＴＡＲＣ 和 ＭＤＣ） 过量表达［１２］ 。 本研究结果发现， ＴＮＦ⁃α
和 ＩＦＮ⁃γ 可诱导 ＨａＣａＴ 细胞分泌过量的 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃
１β， 并诱导细胞内相关炎症因子和趋化因子 ｍＲＮＡ 表达升

高， 上调 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 和 ｐ⁃ＪＡＫ１ 蛋白

表达， 表明经 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 刺激后， 成功诱导了 ＨａＣａＴ
细胞的炎症模型。

Ｊａｎｕｓ 激酶 （ＪＡＫ） 信号转导和转录激活因子 （ＳＴＡＴ）
通路在调节特应性皮炎免疫发病机制涉及的多个免疫轴中

起着重要作用［１３⁃１４］ 。 ＪＡＫ 还可以激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 进

一步导致炎性细胞因子的释放， 加重炎症［１５］ 。 ＮＦ⁃κＢ 是一

种重要的转录调节因子， 可调节参与多种靶标转录的免疫

和炎症应答， 包括参与免疫和炎症应答启动的炎症因子、
趋化因子和生长因子［１６⁃１７］ 。 已有研究表明， ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＮＦ⁃α
可以激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 促进炎症因子和趋化因子的表

达［１８］ 。 且 ＮＦ⁃κＢ 在诱导 ＴＡＲＣ ／ ＣＣＬ１７ 和 ＭＤＣ ／ ＣＣＬ２２ 的产

生中起关键作用［１９］ 。 本研究发现甘草查尔酮 Ａ 能够降低

ＪＡＫ１、 ＳＴＡＴ３ 和 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的磷酸化水平， 表明其可能通

过抑制 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路改善炎症， 从而减轻

细胞炎性损伤， 降低相关炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 和

趋化因子 ＲＡＮＴＥＳ、 ＴＡＲＣ 和 ＭＤＣ ｍＲＮＡ 表达， 减少炎症因
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子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的分泌。
正常水平的活性氧 （ ＲＯＳ） 作为重要的第二信使介

导细胞反应， 激活免疫细胞； 但过多的 ＲＯＳ 会诱发高氧

化应激， 导致细胞凋亡， 加重特应性皮炎的病情 ［２０］ 。 在

特应性皮炎模型中， ＲＯＳ 的产生会增加并激活多条信号

通路， 如 ＮＦ⁃κＢ、 ＪＡＫ 和 ＳＴＡＴ 等， 促进炎症相关基因的

转录和表达 ［２１］ 。 本研究结果显示， 甘草查尔酮 Ａ 能够

降低 ＲＯＳ 水平， 抑制细胞凋亡及下游通路的激活并减轻

炎症反应。
综上所述， 甘草查尔酮 Ａ 可通过抑制 ＮＦ⁃κＢ ／ ＳＴＡＴ３ 信

号通路激活， 降低相关炎症因子及 ＲＯＳ 水平， 从而改善

ＨａＣａＴ 细胞的炎症反应， 为甘草查尔酮 Ａ 在治疗特应性皮

炎方面的深入开发和临床应用提供参考。
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