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Sirt3/NLRP3 通路在百草枯致
人单核巨噬细胞炎症反应中的作用机制
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摘要：目的 探讨巨噬细胞中 Sirt3/NLRP3 通路在百草枯（PQ）致人单核巨噬细胞炎症反应中的作用及机制，以期为
PQ 中毒引起肺损伤的治疗提供新思路。方法 用 100 ng/mL 佛波酯处理人单核细胞白血病细胞（THP-1）36 h，将其
诱导分化为 THP-1 巨噬细胞，待细胞贴壁后，用不同浓度（0、200、400、600、800、1 000、1 200 μmol/L）的 PQ 对 THP-1
巨噬细胞染毒 24 h；通过 CCK-8 试剂盒检测染毒后细胞活力变化，为后续实验选择合适的 PQ 染毒剂量。 灵芝酸 D
（GAD）是 Sirt3 激动剂，将 THP-1 巨噬细胞分为对照组、PQ 组、GAD 组、PQ + GAD 组，分别染毒处理 24 h 后收集各
组细胞，使用逆转录聚合酶链式反应（RT-PCR）测定 Sirt3 的 mRNA 表达水平；免疫印迹（Western blot）检测细胞内
NOD 样受体热蛋白结构域蛋白 3（NLRP3）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1（Caspase-1）、白细胞介素-1β（IL-1β）蛋白
表达水平；免疫荧光检测 NLRP3 表达情况；用腺苷三磷酸（ATP）、活性氧（ROS）检测试剂盒检测细胞内 ATP、ROS 水
平。 结果 PQ 降低了 THP-1 巨噬细胞内 Sirt3 蛋白的表达（P < 0.001），引起细胞内 ATP 水平降低，ROS 水平升高，
同时升高了 NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β 的蛋白表达水平。加入 GAD 后，相对于 PQ 组，细胞内 Sirt3 的 mRNA 水平升
高，ROS 水平下降，而 NLRP3、Caspase-1、IL-1β 蛋白表达水平降低，细胞活性的降低也得以改善。 以上差异均有统
计学意义（P < 0.05）。 结论 PQ 可以抑制 THP-1 巨噬细胞内 Sirt3 蛋白的表达，引起 ROS 水平升高，激活 NLRP3 炎
症小体从而引起 THP-1 巨噬细胞中的炎症反应。
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Mechanism of Sirt3/NLRP3 pathway in paraquat -induced inflammatory response of
THP-1 macrophages FANG Sijun1, LIU Yongsheng1,2, XU Shangcheng1,2, DUAN Weixia1,2 (1. Nanjing Medical
University, Nanjing, Jiangsu 211100, China; 2. Chongqing Occupational Disease Prevention and Control Hospital,
Chongqing 400060, China)
Abstract：Objective To explore the role and mechanism of the Sirt3/NLRP3 pathway in macrophages during the
inflammatory response of human monocyte-derived macrophages induced by paraquat(PQ), with the aim of providing new
perspectives for treating lung injury caused by PQ poisoning. Methods Human monocyte leukemia cells (THP -1) were
treated with 100 ng/mL phorbol 12-myristate 13-acetate(PMA) for 36 hours to induce differentiation into THP-1
macrophages. After cell adhesion, THP-1 macrophages were exposed to varying concentrations of PQ(0, 200, 400, 600,
800, 1 000, 1 200 μmol/L) for 24 hours. Cell viability was assessed using a CCK-8 assay to determine an appropriate
dose of PQ for subsequent experiments. Ganoderic acid D (GAD), a Sirt3 agonist, was used to divide THP-1 macrophages
into control, PQ, GAD, and PQ + GAD groups. After 24 hours of respective treatments, cells were collected. Reverse
Transcription -PCR (RT -PCR) was performed to measure Sirt3 mRNA expression levels; Western blot was employed to
detect the expression levels of NOD-like receptor thermal protein domain containing protein 3 (NLRP3), cysteinyl aspartate
specific proteinase-1 (Caspase-1), and interleukin-1β (IL-1β) proteins. Immunofluorescence was used to examine NLRP3
expression, while intracellular adenosine triphosphate (ATP) and reactive oxygen species (ROS) levels were assessed using
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百草枯（paraquat，PQ）是一种对人体危害巨大
的除草剂，毒性高，经皮肤、呼吸道、消化道吸收。PQ
可在肺部蓄积，导致急性肺损伤，急性中毒时可引
起肺纤维化［1］。 PQ 引起肺毒性的机制非常复杂，涉
及氧化应激、炎症反应中多种信号通路等［2］。巨噬细
胞是肺部含量最多的免疫细胞，在机体免疫防御中
起着重要作用［3］。损伤初期，巨噬细胞可调控免疫应
答，启动炎症反应。 随着病程的发展，巨噬细胞也可
通过清除凋亡细胞碎片或分泌抗炎因子发挥细胞
抗炎作用［4］。 线粒体功能障碍被认为是 PQ 毒性的
关键机制之一［5］。 沉默信息调节因子 3（Sirtuin3，
Sirt3） 作为主要定位于线粒体的烟酰胺腺嘌呤二核
苷酸依赖性去乙酰化酶，参与调控细胞的氧化应激
和能量代谢［6］。 在脂多糖引起的急性肺损伤等多种
疾病模型中，Sirt3 蛋白表达水平下降［7］。 研究［8］发
现，Sirt3 可通过抑制 NOD 样受体热蛋白结构域蛋
白 3 （NOD -like receptor thermal protein domain
containing protein 3，NLRP3）炎症小体的激活负向调
节炎症反应。 NLRP3 作为模式识别受体，其过度激
活会触发半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -1（cysteinyl
aspartate specific proteinase-1，Caspase-1） 介导的白
细胞介素-1β（Interleukin-1β，IL-1β）释放，发挥炎
症因子的作用［9］，这一通路与急性肺损伤密切相关。
炎症因子释放到细胞外， 对其他肺部细胞产生影
响，加剧肺部的炎症反应，导致肺泡毛细血管膜进
一步损伤，血管通透性增加，促进炎症细胞的募集
和活化，形成了炎症级联放大效应，最终导致急性
肺损伤的发生、发展［10］。 然而，Sirt3 对于 NLRP3 炎
症小体激活的调节作用尚不明确。 有研究［11］表明，
Sirt3 表达水平降低会导致细胞内线粒体功能紊乱，
进而促进活性氧（reactive oxygen species，ROS）的
生成。 ROS 是细胞内重要的信号分子，但当其水平
过高时，将诱导细胞发生氧化应激，损伤细胞的脂
质、蛋白质和 DNA 等生物大分子［12］。 ROS 水平升高
又能够激活 NLRP3 炎症小体［13］。 因此，推测 Sirt3 可
通过调控线粒体氧化应激， 调节细胞内 ROS 水平，

从而参与 NLRP3 通路的激活。 为了验证这一推论，
本研究拟通过建立 PQ 致巨噬细胞损伤体外模型，
探究 Sirt3/NLRP3 通路在 PQ 致炎症反应的作用机
制，以期为 PQ 致机体急性肺损伤探索新的治疗靶点。

1 材料与方法
1.1 实验试剂

PQ（德国 SIGMA 公司）；细胞增殖毒性检测试
剂盒（重庆巴尔思生物科技有限公司）；RPMI-1640
完全培养基（武汉普诺塞生命科技有限公司）；佛波
酯（phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA）、一抗稀释
液、二抗稀释液、二喹啉甲酸（BCA）蛋白定量试剂
盒、DCFH-DA 检测试剂盒、腺苷三磷酸（ATP）检测
试剂盒（均购自上海碧云天）；Sirt3 抗体、β-Tubulin
抗体、TNF-α 抗体（均购自美国 CST 公司）；NLRP3
抗体（英国 abcam 公司）；IL-1β（武汉爱博泰克生物
科技有限公司）；灵芝酸 D（ganoderic acid D，GAD）、
cleaved Caspase-1 抗体、HRP 山羊抗兔二抗 （美国
MedChemExpress 公司）；cDNA 第一链合成试剂盒、
SYBR Green PCR 试剂盒（北京天根生化科技公司）。
1.2 细胞培养、传代及分化

将人单核细胞白血病细胞 （THP-1） 接种于
RPMI-1640 完全培养基中，培养于 37 ℃，5% CO2 条
件下；根据细胞生长状态，每 2 ~ 3 d 进行离心换液
操作， 每次更换一半培养基；PMA 可诱导单核细胞
THP-1 向巨噬细胞分化，并促进其贴壁生长［14］。 用
100 ng/mL PMA 处理 THP-1 细胞 36 h，将其诱导分
化为巨噬细胞，以备后续实验。 后续实验中提到的
THP-1 巨噬细胞均为铺板后经 PMA 诱导 36 h 得到
的贴壁巨噬细胞。
1.3 细胞活力检测

使用 CCK-8 试剂盒检测细胞活力， 将分化的
THP-1 巨噬细胞以 5×104/孔的密度接种于 96 孔板
中，待细胞重新贴壁后，使用 Sirt3 激动剂 GAD 进行
预处理，GAD 可上调 Sirt3 基因与蛋白的表达。 在使
用0、10、20、30、40、50 μmol/L 的 GAD 预处理细胞

respective detection kits. Results PQ significantly reduced Sirt3 protein expression in THP-1 macrophages (P < 0.001),
leading to decreased intracellular ATP levels, increased ROS levels, and elevated protein expression levels of NLRP3,
Caspase -1, and IL -1β. Following the addition of GAD, relative to the PQ group, Sirt3 mRNA levels in THP -1
macrophages were significantly upregulated, ROS levels decreased, while NLRP3, Caspase -1, and IL -1β protein levels
were markedly reduced. Cell viability was also improved. All the above differences were statistically significant (P < 0.05).
Conclusions PQ treatments inhibited Sirt3 protein expression in THP-1 macrophages, increased ROS levels, and activated
the NLRP3 inflammasome, thereby inducing an inflammatory response in THP-1 macrophages.
Keywords：paraquat; Sirt3; macrophages; NLRP3; ROS
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2 h 后，用 500 μmol/L 的 PQ 进行染毒处理，对照组
同步更换培养基。 24 h 后弃去培养基，加入 CCK-8
工作液，于 37 ℃条件下孵育 30 min，使用酶标仪在
波长 450 nm 处检测吸光度值（optical density，OD），
细胞活力=［（处理组 OD-空白 OD）/（对照组 OD-空
白 OD）］×100%。
1.4 NLRP3 蛋白表达水平检测

采用免疫荧光法检测对照组与 PQ 染毒组中
NLRP3 蛋白表达情况，其中 4，6-二氨基-2-苯基吲
哚（DAPI）显示为蓝色，NLRP3 蛋白显示为红色，计
算 NLRP3 荧光强度与对应 DAPI 的比值，根据对照
组均值进行标化并对 NLRP3 蛋白表达水平进行半
定量分析。
1.5 ROS 水平检测

以 2，7-二氯荧光黄双乙酸盐（2，7-dichlorodihy
drofluorescein diacetate，DCFH-DA）作为 ROS 荧光探
针，其进入细胞后被酯酶水解生成 2，7-二氯荧光素
（DCFH），DCFH 被 ROS 氧化生成高荧光产物。 因
此，荧光强度与 ROS 水平呈正相关，可用于定量分
析细胞内 ROS 水平。 基于此，使用 DCFH-DA 检测
试剂盒定量检测细胞内 ROS 水平； 按照 ATP 检测
试剂盒说明书进行操作，检测 PQ 染毒前后细胞内
ATP 水平， 以 BCA 检测蛋白浓度对其进行标化后
作图。
1.6 Sirt3、NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β 蛋白表达水
平检测

应用 Western blot 检测 Sirt3、NLRP3、Caspase-1
和 IL-1β 蛋白表达水平。 使用含有蛋白酶抑制剂的
放射免疫沉淀分析（RIPA）裂解液裂解细胞提取蛋
白，BCA 试剂盒进行蛋白定量，95 ℃加热 10 min 使
蛋白变性； 蛋白样品在 150 V 条件下电泳 50 min，
400 mA 条件下转膜 40 min；转膜后，使用快速封闭
液对样品条带封闭 15 min；使用一抗对样品条带进
行 4 ℃孵育过夜，TBST 缓冲液洗脱 3 次， 再使用二
抗对样品条带进行室温孵育 2 h，TBST 缓冲液洗脱
3 次； 增强型化学发光法对条带进行显影，Image J
软件分析其灰度值，以 Tubulin 为内参蛋白，计算目
的蛋白与对应内参蛋白的灰度值比值，以对照组的
均值进行归一化处理。
1.7 逆转录聚合酶链式反应（reverse transcription
chain reaction，RT-PCR）

TRIzol 可以通过试剂中的化学成分（苯酚、异硫
氰酸胍、β-巯基乙醇）快速裂解细胞、抑制 RNA 酶
活性，并分离 RNA 与其他生物大分子（如 DNA 和蛋
白质）。使用 TRIzol 法提取细胞中的 RNA，将蛋白样

品加入 TRIzol 试剂中充分裂解， 然后加入氯仿，振
荡后离心，取上清液，加入异丙醇沉淀 RNA，最后用
体积分数 75%的乙醇洗涤 RNA 沉淀， 晾干后用无
酶水溶解沉淀，移液枪反复吹打，混匀后检测浓度。
用 cDNA 合成试剂盒进行逆转录合成 cDNA， 按照
SYBRGreen PCR 试剂盒配制 RT-PCR 反应体系，涡
旋后， 按照 95 ℃变性 5 min；95 ℃变性 1 min，55 ℃
复性 90 s，72 ℃延伸 90 s， 运行 40 个循环；72 ℃延
伸 20 s。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内参，
用 2-ΔΔCT 法计算 Sirt3 mRNA 的相对表达水平。
1.8 统计学分析

所有数据用 SPSS 22.0 软件进行分析处理，定
量数据表达为均数 ± 标准差（x ± s）， 每个实验均
进行 3 次生物学重复， 组间差异采用 t 检验或单因
素方差分析，检验水准 α = 0.05。

2 结果
2.1 PQ 对 THP-1 巨噬细胞活力的影响

与对照组相比， 随着 PQ 染毒剂量的升高，细
胞活力逐渐下降，见图 1。 经计算，PQ 对 THP-1 巨
噬细胞的半抑制浓度（IC50）值为 470.6 μmol/L，然
而在后续重复实验时发现细胞传代后对药物的敏
感性会降低，PQ 浓度在 500 μmol/L 时，模型表现更
为稳定。 综合文献［15-16］及多次实验结果，选择 500
μmol/L 作为后续实验中 PQ 的染毒剂量。

细
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图 1 不同浓度 PQ 染毒对 THP-1 巨噬细胞活力的影响

2.2 PQ 诱导 Sirt3 蛋白表达下调
Westernblot结果显示，与对照组相比，在 500 μmol/L

的 PQ 染毒 24 h 时，THP-1 巨噬细胞中 Sirt3 蛋白表
达水平降低（P < 0.001），见图 2。

注： 图 A 为 Western blot 检测 Sirt3 蛋白表达特征性条
带；图 B 为 Sirt3 蛋白表达水平的半定量分析，***P < 0.001。

图 2 PQ 对 Sirt3 蛋白表达水平的影响
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2.3 PQ 染毒促进 NLRP3 炎症小体的表达
Western blot 结果显示，与对照组相比，PQ 染毒

组 THP-1 巨噬细胞中 NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β
蛋白表达水平均上升（P < 0.01），见图 3A、B；免疫
荧光结果同样显示，PQ 染毒组 NLRP3 蛋白表达水
平增加（P < 0.001），见图 3C、D。

注：图 A 为 Western blot 检测 NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β 蛋白
表达特征性条带；图 B 为图 A 的半定量分析，**P < 0.01；图 C 为
免疫荧光检测 NLRP3 蛋白表达情况，DAPI（蓝色），NLRP3（红色）；
图 D 为对图 C 中 NLRP3 蛋白的半定量分析，***P < 0.001。

图 3 PQ 对 NLRP3、Caspase-1、IL-1β 蛋白表达水平的影响

2.4 PQ 染毒引起 THP-1 巨噬细胞线粒体内 ROS
升高

与对照组相比，ROS 荧光强度结果显示，PQ 染
毒组 THP-1 巨噬细胞中 ROS 水平升高（P <0.01），
见图 4A；蛋白浓度标化后的 ATP 浓度结果显示，PQ
染毒组中 ATP 水平降低（P < 0.001），见图 4B。

注：图 A 为酶标仪检测 ROS 荧光强度的半定量分析（激发波长
485 nm，发射波长 535 nm），**P < 0.01；***P < 0.001。

图 4 PQ 对细胞内 ROS 及 ATP 水平的影响

2.5 上调 Sirt3 基因表达能够降低 ROS 水平，抑制
NLRP3 炎症小体的激活

CCK-8 检测结果显示，GAD 为 10、20 μmol/L
时，其对细胞活力的改善有统计学意义（P < 0.05），
见图 5A；后续实验中，选择有效果的较小剂量给药
（10 μmol/L）。 RT-PCR 结果显示，10 μmol/L 的GAD
能够上调 Sirt3 的 mRNA 表达水平（P < 0.001），见
图 5B； 与对照组相比，PQ 染毒组 ROS 水平升高，
GAD 能够抑制 ROS 的升高， 见图 5C；Western blot

结果显示， 与 PQ 组相比，PQ + GAD 组中 NLRP3、
Caspase -1 和 IL -1β 蛋白表达水平均降低 （P <
0.05）， 提示 GAD 可以抑制 PQ 染毒引起的 NLRP3
炎症小体的激活，见图 5D、E。

Si
rt3

注：图 A 为不同浓度 GAD 预处理后，PQ 染毒 24 h 后的细胞活
力；图 B 为 RT-PCR 检测 Sirt3 的 mRNA 水平；图 C 为细胞内 ROS
水平；图 D 为 NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β 蛋白表达特征性条带；图
E 为图 D 的半定量分析；*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图 5 各组细胞内 ROS 水平及 Sirt3 mRNA、
NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β 表达水平

3 讨论
PQ 是一种广泛使用的除草剂， 根据世界卫生

组织（WHO）的农药分类，PQ 属于中等毒性，但具有
致命风险。 在我国的农药毒性分级中，PQ 被列为剧
毒性［1］。 自 2016 年 PQ 水剂在我国被禁用以来，中
毒案例显著减少，但由于其高效的除草性能，仍在
某些地区被偷用，中毒及混合暴露中毒的病例屡见
不鲜。 PQ 中毒致死率高，预后差，大剂量中毒患者
多死于多器官衰竭。肺作为 PQ 的主要靶器官［17］，可
主动吸收和蓄积 PQ， 因此，PQ 中毒早期多表现为
急性肺损伤， 后逐渐发展成肺泡内和肺间质纤维化。
肺泡巨噬细胞在肺部免疫防御中起着重要作用［18］，
PQ 进入体内后， 导致肺泡巨噬细胞的功能发生改
变［15］。肺泡巨噬细胞在 PQ 毒性中具有双重作用：中
毒早期，肺泡巨噬细胞通过吞噬功能清除毒物并启
动修复信号；但在 PQ 持续暴露后，肺泡巨噬细胞
转化为促炎作用， 释放大量 IL-1β、TNF-α 等炎症
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细胞因子，加剧肺上皮细胞损伤并驱动成纤维细胞
异常活化［4］。 基于此，本研究建立了巨噬细胞 PQ 染
毒模型，探究 PQ 导致 THP-1 巨噬细胞炎症反应的
作用机制。

PQ 引起肺毒性的关键机制是细胞内线粒体的
氧化应激，Sirt3 参与调节氧化应激反应， 并且可通
过去乙酰化作用调控多种线粒体蛋白，从而影响线
粒体的生物合成、代谢和功能。 例如，Sirt3 可以去乙
酰化线粒体呼吸链复合物的亚基， 提高其活性，促
进电子传递和 ATP 的生成［19］。 此外，Sirt3 还参与调
节线粒体自噬，通过去乙酰化 PINK1 和 Parkin 等蛋
白［20］，促进受损线粒体的清除。为了验证在 PQ 致巨
噬细胞炎症及损伤的过程中是否有 Sirt3 参与，本研
究检测了 Sirt3 蛋白表达水平。 结果表明，PQ 引起
THP-1 巨噬细胞中 Sirt3 蛋白表达下调。 与此同时，
Western blot 的结果也显示，在 PQ 致 THP-1 巨噬细
胞损伤过程中， 炎症小体 NLRP3 表达水平升高，并
促进了炎症因子 IL-1β 的释放，进一步参与了炎症
反应。

当 Sirt3 功能缺失或表达下调时，线粒体功能受
损， 抗氧化酶活性降低， 导致线粒体氧化应激和
ROS 水平升高［21］。 研究［22］显示，Sirt3 基因敲除小鼠
的线粒体中 ROS 生成增加， 抗氧化酶活性显著降
低。 细胞内 ROS 积累会进一步损伤线粒体 DNA 和
蛋白质，导致线粒体功能障碍，引起线粒体 DNA 的
逃逸释放，形成恶性循环。 抑制 Sirt3 导致线粒体功
能障碍，进而引发线粒体氧化应激。 本研究结果表
明，PQ 诱导 THP-1 巨噬细胞炎症过程中，ROS 过量
积累，ATP 合成减少，并通过 Sirt3 激动剂 GAD 上调
了 Sirt3 的 mRNA 和蛋白的表达，可以观察到 PQ 导
致的线粒体氧化应激被抑制，NLRP3 炎症小体的激
活也同样被抑制，下游炎症因子 IL-1β 的释放也减
少。 同样地，THP-1 巨噬细胞的细胞活力得以逆转，
提示了 Sirt3 可以通过调节氧化应激维持线粒体功
能， 抑制炎症小体的激活， 从而减轻 PQ 导致的
THP-1 巨噬细胞炎症反应。

综上所述，PQ 通过抑制 Sirt3 的表达， 引起
THP-1 巨噬细胞氧化应激，ROS 水平升高， 激活
NLRP3 炎症小体，促进了巨噬细胞炎症反应。 本研
究初步探讨了在 PQ 染毒对 Sirt3/NLRP3 通路及炎
症反应的影响， 为理解 PQ 中毒的病理生理过程提
供了新视角，并为急性肺损伤的治疗策略探索了潜
在的靶点。 但本研究仅建立了体外模型，尚存在不
足，后续可在体内模型中进一步探讨。
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