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黄芪甲苷对马兜铃酸诱导的巨噬细胞M1型极化的作用及机制研究 *
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摘要 目的：探讨黄芪甲苷对马兜铃酸诱导的 RAW264.7细胞向M1型极化的影响，并初步探索其可能的作用机制。方法：分别采

用马兜铃酸和脂多糖（LPS）刺激 RAW264.7细胞 24 h，伴或不伴黄芪甲苷进行药物干预处理。采用细胞计数检测试剂盒 -8（CCK

8）检测细胞活性变化，流式细胞仪检测巨噬细胞分型，酶联免疫吸附试验(ELISA)检测细胞上清液中白细胞介素 -6(IL-6)、肿瘤坏

死因子 -琢(TNF-琢)的分泌量。反转录实时定量 PCR（RT-qPCR）技术检测 RAW264.7细胞 IL-6、TNF-琢 mRNA表达。蛋白免疫印迹

法(Western blot)检测 RAW264.7细胞 p-p38和 p38 MAPK蛋白表达水平。结果：CCK8结果提示黄芪甲苷在 5~50 滋g/mL浓度范
围对 RAW264.7巨噬细胞无明显毒性，本研究选取 10 滋g/mL作为实验干预浓度。黄芪甲苷能够显著改善马兜铃酸诱导的巨噬细
胞活性（P<0.05），同时减少 IL-6和 TNF-琢的分泌水平和 mRNA表达水平（均 P<0.05），抑制马兜铃酸和 LPS诱导的M1/M2巨噬

细胞比例（P<0.05）。黄芪甲苷可部分抑制马兜铃酸诱导的巨噬细胞 p38 MAPK磷酸化水平（P<0.05）。结论：黄芪甲苷可减少巨噬
细胞M1型极化，降低炎症因子 IL-6和 TNF-琢水平，减少巨噬细胞的活性，从而起到减缓马兜铃酸肾损害的作用，其作用机制可
能与部分抑制 p38 MAPK信号活性有关。
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Effect of Astragaloside IV on Aristolochic Acid-induced M1-type

Polarization of Macrophages and Its Mechanism Study*

To investigate the effect of astragaloside IV on the polarization of RAW264.7 cells induced by aristolochia

acid to M1-type, and to explore its possible mechanism. Aristolocholic acid and Lipopolysaccharide (LPS) were used to stimu-

late RAW264.7 cells for 24 h successively, with or without astragaloside IV for drug intervention. Cell counting kit-8 (CCK-8) was used

to detect the change of cell activity, flow cytometry was used to detect the type of macrophages, and enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) was used to detect the secretion of interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor - 琢 (TNF-琢) in cell supernatant. The expression
of IL-6 and TNF-琢 mRNA in RAW264.7 cells were detected by real-time quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR). The protein

expression levels of p-p38 and p38 MAPK in RAW264.7 cells were detected by Western blot. The results of CCK8 indicated

that astragaloside IV had no obvious toxicity to RAW264.7 macrophages in the concentration range of 5-50 滋g/ mL, and 10 滋g/ mL was

selected as the experimental intervention concentration in this study. Astragaloside IV could significantly improve the increase of

macrophage activity induced by aristolochic acid (P<0.05), and decreased the secretion and expression levels of IL-6, TNF-琢 and mRNA

expression (all P<0.05), inhibit the increase of M1/M2 macrophage ratio induced by aristolochic acid and LPS (P<0.05). Astragaloside IV
could partially inhibited the increased phosphorylation of p38 MAPK in macrophages induced by aristolochic acid (P<0.05).

Astragaloside IV can reduce the M1-type polarization of macrophages, reduce the levels of inflammatory cytokines IL-6 and

TNF-琢, and reduce the activity of macrophages, thus playing a role in slowing the renal damage of aristolochian acid. The mechanism of

action may be related to the partial inhibition of p38 MAPK signaling activity.
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前言

马兜铃酸肾病泛发于世界各地，尤其在亚洲人群中更为多

见，常见于服用含有马兜铃酸的中草药后引起的肾脏损伤，可

导致包括急性肾小管坏死、进行性的慢性肾功能衰竭、泌尿系

恶性肿瘤等不良预后，近年来受到全球学者的广泛关注[1-3]。研

究发现，在马兜铃酸诱导的大鼠肾损害模型中可见大量巨噬细

胞浸润在坏死的肾小管周围[4]。在人类马兜铃酸肾损害的肾活

检病理中也观察到相似的表现，甚至在终末期肾损害阶段[5,6]，

这提示巨噬细胞在马兜铃酸肾损害的发生、发展过程中起到关

键作用。黄芪甲苷是肾脏病常用中药黄芪的主要活性成分之

一，具有抗炎、抗氧化、抗纤维化等作用[7-9]。Xu[10]等人研究发现

黄芪甲苷可减少马兜铃酸诱导的炎症反应，改善远期肾脏纤维

化。目前黄芪甲苷是否通过调节巨噬细胞进而改善马兜铃酸诱

导的炎症反应尚不明确。因此，本研究通过体外实验探讨黄芪

甲苷对马兜铃酸诱导的巨噬细胞极化的调节作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 细胞

小鼠巨噬细胞系 RAW264.7细胞购自中国科学院。

1.2 主要试剂及仪器

黄芪甲苷（纯度 >98.0%，批号 18065）购自美国 MCE 公

司，马兜铃酸（纯度≥ 97%，批号 A5512）购自美国 Sigma公司，

CD11c抗体（批号 117309）、CD206抗体（批号 141705）均购自

美国 BIOLEGEND 公司，p38 MAPK 抗体（批号 8690T）和

p-p38 MAPK抗体（批号 4511T）均购自 CST公司，GAPDH抗

体购自杭州华安生物技术有限公司（批号 HL1019），细胞计数

试剂盒（CCK 8）购自上海碧云天生物技术有限公司，实时荧光

定量 PCR 试剂盒购自日本 Toyobo 公司，Quant Studio DX

qPCR仪购自美国 Applied Biosystems公司，Odyssey CLx荧光

成像系统购自 LI-COR公司，流式细胞仪购自 BD公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 RAW264.7巨噬细胞采用含 10%灭活胎牛

血清的 RPMI1640培养基，置于 37℃、5% CO2培养箱中培养，

隔天传代，取 4~5代生长状态良好的细胞进行分组干预。

1.3.2 实验分组 取对数生长期的 RAW264.7 细胞，采用

0.25%的胰酶消化，离心收集细胞，调整细胞浓度至 5×

104/mL，接种细胞至 96孔板中，100 滋L/孔。随机分组：① 马兜
铃酸刺激巨噬细胞实验：空白对照组（CTL组）、马兜铃酸造模

组（AAI组）（给予马兜铃酸 1 滋g/mL）、黄芪甲苷药物干预组
（AS-IV组）（给予等剂量马兜铃酸 +黄芪甲苷 10 滋g/mL），刺
激 24 h后收集细胞及其上清液。② LPS刺激巨噬细胞实验：空

白对照组（CTL 组）、脂多糖（LPS 组）刺激组（LPS 组）（给予

LPS 1 滋g/mL）、黄芪甲苷药物干预组（AS-IV组）（给予等剂量
LPS+黄芪甲苷 10 滋g/mL），刺激 24 h后收集细胞上清液及细

胞供蛋白和 RNA的提取和检测。

1.3.3 细胞计数检测试剂盒 -8（CCK 8）检测黄芪甲苷细胞毒性

和细胞活性 按照 CCK-8检测试剂盒说明书操作。简述如

下：RAW264.7 巨噬细胞以 5× 104个细胞 /孔密度接种在 96

孔板，分别加入不同浓度药物（0、5、10、50、100 滋g/mL）刺激，每
个浓度设置 6个复孔，作用 24小时后，每孔加入 10 滋L CCK-8

检测试剂，37℃孵育 2小时，于 450 nm波长处读取吸光度，计

算每组细胞活性。

1.3.4 酶联免疫吸附试验 (ELISA) 检测 收集细胞培养上清

液，参照 ELISA检测试剂盒说明书分别检测细胞上清液中白

细胞介素 -6(IL-6)、肿瘤坏死因子 -琢(TNF-琢)的分泌量。
1.3.5 反转录实时定量 PCR（RT-qPCR）实验 按试剂盒说明

书，将处理过的细胞采用 4℃PBS漂洗 3次后，用细胞刮刀将

细胞刮去并收集到 Ependoff管中，根据 RNA提取试剂盒的步

骤进行提取 RNA，并对其纯度及完整性进行检测。以 GAPDH为

内参，采用 RT-qPCR检测 IL-6、TNF-琢、GAPDH的 mRNA表

达水平。引物序列见表 1。采用 2-△ △ Ct法计算mRNA相对表达量。

表 1 PCR各基因引物序列

Table 1 Primer sequences of each gene for PCR

Gene name Primer sequence（5'~3'） Product length/bp

TNF-琢
F: CCTGTAGCCCACGTCGTAG

148
R: GGGAGTAGACAAGGTACAACCC

IL-6
F: CCGGAGAGGAGACTTCACAG

102
R: TCCACGATTTCCCAGAGAAC

GAPDH
F: TGTGTCCGTCGTGGATCTGA

163
R: TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAGGAC

1.3.6 流式细胞仪检测巨噬细胞分型 制作单细胞悬液，经

PBS 洗涤后，调整细胞浓度为 107 个 /mL 加入 100 滋L于
Ependoff管，分别加入 FITC anti-mouse F4/80、APC anti-mouse

CD11c和 PE anti-mouse CD206，分别作为巨噬细胞共同表面

标志、M 1型巨噬细胞特异性标志和M2型巨噬细胞特异性标

志。在冰上完成上述步骤后上机检测，并用 Flowjo软件分析检

测结果。

1.3.7 Western blot印迹检测 p38 MAPK蛋白磷酸化及表达水

平 收集细胞后，加入含有磷酸酶抑制剂和蛋白酶抑制剂 RI-

PA裂解液冰上裂解 30 min，4℃、12000× g离心 15 min，收取

上清液。BCA法蛋白定量后进行蛋白变性、电泳、转膜。使用含

5%BSA封闭 1 h后与兔抗小鼠和人 GAPDH、p38、p-p38抗体

（稀释度分别 1:2000、1:1000、1:1000）4℃孵育过夜，洗膜后再

结合辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔二抗（1:5000 TBST
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稀释）室温孵育 1 h，ECL发光显影试剂反应，采用 Western印

迹自动成像仪扫描并获得显影图像。

1.4 统计学处理

使用 SPSS 20.0统计软件进行数据的统计学分析。正态分

布的计量资料以 x± s表示。非正态分布计量资料两组间比较
采用非参数秩和检验；正态分布的计量资料两组间比较采用 t

检验；P<0.05定义为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 黄芪甲苷对 RAW264.7巨噬细胞活性的影响

与 0 滋g/mL 比较，黄芪甲苷在 100 滋g/mL 浓度时对
RAW264.7巨噬细胞活性具有抑制作用，而在 5~50 滋g/mL浓
度范围对 RAW264.7巨噬细胞无明显毒性（图 1）。因此，为了

进一步研究黄芪甲苷对巨噬细胞 M1极化作用的影响，本研究

选取 10 滋g/mL作为实验干预浓度。

2.2 黄芪甲苷对马兜铃酸诱导的 RAW264.7细胞活性的影响

采用马兜铃酸伴或不伴黄芪甲苷刺激 RAW264.7 细胞，

CCK-8检测 24 h后细胞活性。结果显示，与 CTL组比较，AAI

组细胞活性明显增加（P<0.05），AS-IV组细胞活性较 AAI组下

降（P<0.05）。见图 2。

2.3 黄芪甲苷对马兜铃酸诱导的炎症因子分泌和 mRNA水平

的影响

采用 ELISA技术检测细胞上清液中炎症因子 IL-6、TNF-琢
的分泌情况。结果提示，与 CTL组比较，AAI组 RAW264.7细

胞 IL-6、TNF-琢分泌水平显著增加（均 P<0.05）。与 AAI组比

较，AS-IV组细胞上清液中 IL-6、TNF-琢分泌水平均显著下降
（均 P<0.05）。见图 3A 和 3B。采用 RT-qPCR 检测各组

RAW264.7细胞促炎因子 IL-6、TNF-琢 mRNA表达情况。结果

提示，与 CTL组比较，马兜铃酸诱导 RAW264.7细胞 IL-6、

TNF-琢 mRNA 表达显著增加（均 P<0.05）。与 AAI 组比较，

AS-IV组细胞 IL-6、TNF-琢 mRNA表达显著下降（均 P<0.05）。
见图 3C和 3D。

2.4 黄芪甲苷对马兜铃酸刺激 RAW264.7细胞极化的影响

采用流式细胞检测各组的巨噬细胞极化情况。与 CTL组

比较，经马兜铃酸刺激后 AAI组 RAW264.7细胞 M1/M2比例

增高（P<0.05）。与 AAI 组比较，AS-IV 组 RAW264.7 细胞

M1/M2比例降低（P<0.05）。见图 4。

图 1 不同浓度黄芪甲苷对 RAW264.7巨噬细胞活性的影响

Fig.1 Effect of astragaloside IV on RAW264.7 macrophage activity

Note: compared with 0 滋g/mL, *P<0.05.

图 2 黄芪甲苷对马兜铃酸诱导的 RAW264.7细胞活性的影响

Fig.2 The effect of astragaloside IV on the activity of RAW264.7 cells

induced by aristolochic acid

Note: compared with CTL group, **P<0.05; compared with AAI group,
#P<0.05.

图 3 各组马兜铃酸诱导的 IL-6、TNF-琢分泌水平和 mRNA相对表达量

Fig.3 The secretion level and mRNA relative expression of IL-6 and TNF- 琢 induced by aristolochic acid in each group

Note: A. the secretion of IL-6 was detected by ELISA; B. the secretion of TNF-琢 was detected by ELISA; C. the relative expression of IL-6 mRNA was

detected by PCR; D. the relative expression of IL-6 mRNA was detected by PCR. Compared with CTL group, **P<0.05; compared with AAI group,
##P<0.05.

2.5 黄芪甲苷对 LPS诱导的 RAW264.7细胞M1极化的影响 有研究已证实，LPS可激活巨噬细胞并使其向 M1 型极
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化，是 M1型巨噬细胞实验的经典诱导方法[11]。为了进一步明

确黄芪甲苷对 RAW264.7细胞M1极化的影响，本研究进一步

选用经典的 LPS诱导 RAW264.7细胞M1极化，并观察黄芪甲

苷对巨噬细胞M1极化的作用。流式细胞检测结果显示，经 1

滋g/mL LPS刺激后（LPS 组）RAW264.7 细胞 M1/M2 比例较

CTL组升高（P<0.05），而黄芪甲苷干预后（AS-IV组）RAW264.

7细胞M1/M2比例较 LPS组下降（P<0.05）。见图 5。

2.6 黄芪甲苷对马兜铃酸诱导后的 RAW264.7 细胞 p38蛋白

磷酸化水平的影响

与 CTL组比较，马兜铃酸刺激 24 h的 AAI组 p-p38/p38

蛋白相对表达量显著上调（P<0.05）；与 AAI组比较，AS-IV组

p-p38/p38蛋白相对表达量有所下降（P<0.05）。见图 6A和 6B。

图 4 黄芪甲苷对马兜铃酸刺激 RAW264.7细胞极化的影响

Fig.4 Effect of astragaloside IV on polarization of RAW264.7 cells stimulated by aristolochic acid

图 5 黄芪甲苷对 LPS诱导的 RAW264.7细胞M1极化的影响

Fig. 5 Effect of astragaloside IV on LPS induced M1 polarization in RAW264.7 cells

3 讨论
巨噬细胞在肾组织浸润及活化，不同亚型的转化与肾脏损

图 6 黄芪甲苷对马兜铃酸诱导后的 RAW264.7细胞 p38蛋白磷酸化的影响

Fig.6 Effect of astragaloside IV on p38 protein phosphorylation induced by aristolochic acid in RAW264.7 cells

Note: A: results of Western blot; B: relative expression of p-p38/p38 protein in each group

Compared with CTL group, **P<0.05; compared with AAI group, #P<0.05.
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伤、修复或纤维化关系密切，其中在马兜铃酸肾损害的急性损

伤期和慢性进展阶段均起到重要作用[12]。巨噬细胞是一种异质

性细胞，不同的活化表型发挥不同的生物学效应，既有致病作

用，也有保护作用[13]。根据其表面标志及功能的不同，巨噬细胞

可以分为两种主要的亚型：M1（经典活化型）、M2（替代活化

型）[14]。目前普遍认为，M1型巨噬细胞分泌促炎因子如 IL-6、

TNF-琢、IL-1茁等，主要发挥促炎、促纤维化的作用；而M2型巨

噬细胞则参与损伤早期的修复、后期纤维化的发生发展，主要

分泌 IL-10、TGF-茁1等[13]。Pozdzik等人[4]通过建立马兜铃酸肾

病的大鼠模型观察到坏死的肾小管周围可见大量单核细胞 /

巨噬细胞浸润、炎症因子分泌。而人类马兜铃酸肾损害的肾活

检病理中也有同样的发现，且在肾损害的终末期仍有大量炎性

细胞在肾小管间质浸润[4]，提示巨噬细胞在马兜铃酸介导的急

慢性肾损害的发生、发展全过程起到重要作用。本研究采用

CD11c、CD206分别作为 M1型和M2型巨噬细胞表面的特异

性标志物，IL-6、TNF-琢作为M1型巨噬细胞的分泌型特异性标

志物。结果显示，马兜铃酸刺激后巨噬细胞M1/M2比例明显增

高，同时分泌 IL-6、TNF-琢炎症因子增多，提示马兜铃酸可诱导
巨噬细胞向 M1型极化增加，M1型巨噬细胞可能在马兜铃酸

肾病的致病中起关键作用。

黄芪甲苷提取自肾内科常用中药黄芪，是黄芪药理作用的

主要活性成分之一，具有抗炎、减轻细胞凋亡、改善肾纤维化等

作用[15,16]。Wang等[17]发现，黄芪甲苷能抑制小鼠腹腔巨噬细胞

活性，减少 IL-1和 TNF-琢的分泌。Zhou等[18]在单侧输尿管梗

阻（UUO）动物模型中发现，黄芪甲苷可通过下调 IL-1茁、TNF-琢
等炎症因子的水平，进而减少肾小管上皮细胞转分化。体内研

究提示，黄芪甲苷可改善 UUO诱导的 IL-6和 TNF-琢等炎症因
子释放，从而改善肾纤维化[19]。Xu等人[10]研究通过建立小鼠

UUO模型发现，黄芪甲苷能显著减少肾间质巨噬细胞的浸润

程度，减少 TGF-茁1分泌，从而改善肾小管间质纤维化。本研究
通过马兜铃酸刺激巨噬细胞，采用流式细胞技术检测 M1/M2

巨噬细胞比例，结果显示，马兜铃酸可诱导巨噬细胞向 M1型

极化增加，而黄芪甲苷干预后 M1/M2比例明显减少。同时，

ELISA和 RT-qPCR检测细胞炎症因子的分泌和表达，结果提

示黄芪甲苷可抑制马兜铃酸诱导的 M1型巨噬细胞分泌和表

达 IL-6和 TNF-琢水平。为了进一步明确黄芪甲苷对M1型巨

噬细胞的作用，本研究进一步采用经典的 LPS刺激巨噬细胞

M1极化，结果显示黄芪甲苷同样可减少 LPS诱导的巨噬细胞

M1/M2比例，这提示黄芪甲苷对马兜铃酸诱导的巨噬细胞 M1

极化有抑制作用，并减少 M1型巨噬细胞分泌 IL-6和 TNF-琢
水平。

大量研究报道证实，丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通

路参与巨噬细胞的调节，在急慢性肾损伤的发生过程中起到重

要作用[20,21]。p38 MAPK是主要亚族通路之一，调节下游炎性细

胞因子的表达，在组织细胞的凋亡、炎性免疫调控中具有重要

作用[22]。体外研究发现，通过抑制 p38 MAPK活性，改善顺铂诱

导的巨噬细胞聚集，减少 TNF-琢的分泌，从而减轻肾损伤[23]。研

究发现，MAPKs信号通路参与了 LPS对巨噬细胞极化的调节，

影响包括 IL-6等炎症因子的分泌[20]。Stambe等人[24]通过建立抗

肾小球基膜(GBM)肾小球肾炎模型发现，p38 MAPK信号通路

活化参与巨噬细胞的浸润过程，抑制 p38 MAPK磷酸化可减轻

巨噬细胞介导的肾脏损伤。随着学者们对黄芪甲苷研究的逐步

深入，发现其对肾脏MAPK信号通路具有调节作用。Gui等[25]

发现黄芪甲苷可通过部分抑制 p38 MAPK信号通路减轻顺铂

诱导的肾损害，并减少肾组织细胞凋亡。Xu等人[10]研究报道了

在 UUO模型中发现黄芪甲苷可部分抑制 p38和 JNK MAPK

信号通路活化，从而起到肾保护作用。本研究采用马兜铃酸刺

激巨噬细胞后可见 p38 MAPK信号通路激活，而黄芪甲苷干预

后可见巨噬细胞 p38磷酸化相对水平明显降低。

综上所述，黄芪甲苷可能通过部分抑制 p38 MAPK信号通

路活性，减少 M1 型巨噬细胞极化，降低炎症因子 IL-6 和

TNF-琢水平，减少巨噬细胞的浸润，从而起到减缓马兜铃酸肾
损害的作用。这为黄芪甲苷在马兜铃酸肾损害的临床应用方面

提供潜在的理论依据。
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