
桑色素调节NLRP3/Caspase-1通路改善大鼠实验性
自身免疫性甲状腺炎的研究*

孙雅军1，张艳芳1，许惠敏2，马永涛3，李    春1，聂春红4，赵    敏5

1. 开封市儿童医院 内分泌科 （开封 475000）； 2. 开封市儿童医院 PICU （开封 475000）； 3. 开封市儿童医院 急诊科 （开封 475000）；

4. 开封市儿童医院 化验室 （开封 475000）； 5. 河南大学附属淮河医院 呼吸与危重症医学科 （开封 475000）

【摘要】  目的　研究桑色素调节Nod样受体（NLR）家族中含有pyrin结构域的蛋白3（NLRP3）/半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶1（Caspase-1）通路对大鼠实验性自身免疫性甲状腺炎的影响。方法　将大鼠随机分为6组：对照组，实验性自身免疫性

甲状腺炎组（EAT），桑色素低、中、高剂量组（建模后每日灌胃桑色素50、100、200 mg/kg，连续6周）和雷公藤多苷组（LGT，
建模后每日灌胃雷公藤多苷6.25 mg/kg，连续6周）。除对照组以外，其余各组均采用皮下注射0.1 mL含猪甲状腺球蛋白的

不完全弗氏佐剂建立实验性自身免疫性甲状腺炎大鼠模型，放射免疫分析法检测血清中甲状腺球蛋白（Tg-Ab）、甲状腺过

氧化物酶抗体（TPO-Ab）、三碘甲腺原氨酸（T3）和四碘甲腺原氨酸（T4）水平；逆转录-聚合酶链反应检测白细胞介素（IL）-
17、IL-4、γ干扰素（INF-γ）的mRNA水平；试剂盒检测血清中蛋白质羰基含量、8-羟基脱氧鸟苷（8-OHdG）水平、丙二醛

（MDA）活力；蛋白免疫印迹检测NLRP3、凋亡z相关斑点样蛋白（ASC）、Caspase-1蛋白表达。结果　与EAT组相比，桑色

素低、中、高剂量组和LGT组血清中TPO-Ab、Tg-Ab、T3和T4水平降低（P<0.01），IL-17、INF-γ的mRNA水平上调

（P<0.01），IL-4的mRNA水平上调（P<0.01），蛋白质羟基含量降低（P<0.01），MDA活性降低（P<0.01），8-OHdG水平降低

（P<0.01），NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白水平降低（P<0.01），桑色素低、中剂量组上述指标与LGT组相比差异有统计学意

义（P<0.05），桑色素高剂量组和LGT组相比上述指标无明显差异，桑色素低、中、高剂量组间相比上述指标差异有统计学

意义（P<0.05）。结论　桑色素通过调节NLRP3/Caspase-1通路能改善大鼠实验性自身免疫性甲状腺炎。
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Morin Improves Experimental Autoimmune Thyroiditis in Rats via NLRP3/Caspase-1 Pathway     SUN Ya-jun1,
ZHANG Yan-fang1, XU Hui-min2, MA Yong-tao3, LI Chun1, NIE Chun-hong4, ZHAO Min5. 1. Department of
Endocrinology, Kaifeng Children’s Hospital, Kaifeng 475000, China; 2. PICU, Kaifeng Children's Hospital, Kaifeng 475000,
China; 3. Department of Emergency, Kaifeng Children’s Hospital, Kaifeng 475000, China; 4. Laboratory of Kaifeng
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【Abstract】   Objective　To investigate the effects of morin-regulated NLRP3/Caspase-1 pathway on experimental
autoimmune thyroiditis  in  rats. Methods　 The  rats  were  randomly  assigned  to  6  groups:  control  group,  experimental
autoimmune thyroiditis group (EAT), low-, medium- and high-dose morin groups (post-modeling gavage of 50, 100 and
200  mg/kg  morin  hydrate  per  day  for  6  weeks)  and  tripterygium  wilfordii  polyglycosides  group  (LGT  group,  post-
modeling gavage of 6.25 mg/kg tripterygium wilfordii  polyglycosidesper day for 6 weeks).  Except for the control group,
the  rat  model  of  experimental  autoimmune thyroiditis  was  established by subcutaneous  injection of  0.1  mL incomplete
Freund’s  adjuvant  containing  porcine  thyroglobulin.  The  levels  of  serum  thyroglobulin  (TgAb),  thyroid  peroxidase
antibody  (TPOAb),  triiodothyronine  (T3)  and  tetraiodothyronine  (T4)  in  serum  were  detected  by  radioimmunoassay.
The  mRNA  levels  of  interleukin-17  (IL-17),  interleukin-4  (IL-4)  and  interferon  γ  (INF-γ)  were  detected  by  reverse
transcription-polymerase  chain  reaction.  The  levels  of  serum  protein  carbonyl  content,  8-hydroxydeoxyguanosine  (8-
OHdG),  and  malondialdehyde  (MDA)  activity  were  checked  with  test  kits.  Expressions  of  NLRP3,  apoptosis-related
speck-like protein (ASC), and Caspase-1 were detected by Western blot. Results　 Compared with the EAT group, serum
levels of TPOAb, TgAb, T3, and T4 in low-, medium- and high-dose Morin groups and LGT group were reduced (P<0.01)
and the mRNA levels of IL-17, INF-γ and IL-4 were increased (P<0.01), the protein hydroxyl content, MDA activity, and
8-OHdG  levels  were  reduced  (P<0.01).  The  levels  of  NLRP3,  ASC  and  Caspase-1  were  reduced  (P<0.01),  the  levels  of
8-OHdG  were  significantly  reduced  (P<0.01),  and  the  levels  of  NLRP3,  ASC  and  Caspase-1  were  significantly  reduced
(P<0.01).  There  were  statistically  significant  differences  between  the  data  from  the  low-dose  and  the  medium-dose
Morin groups and the data of the LGT group (P<0.05), while data from the high-dose Morin group showed no significant
difference  compared  with  the  data  of  the  LGT  group.  Data  from  low-,  medium-  and  high-dose  Morin  groups  showed
no  statistically  significant  differences  (P<0.05). Conclusion　 The  findings  suggest  that  Morin  improved  experimental
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autoimmune thyroiditis in rats through regulating NLRP3/Caspase-1 pathway.

【Key words】　　Morin hydrate　　Experimental autoimmune thyroiditis　　Inflammation　　

NLRP3/Caspase-1　　

自身免疫性甲状腺炎（autoimmune thyroiditis, AIT）

是一种器官特异性自身免疫性疾病，其特点是甲状腺淋

巴细胞浸润程度不一，最终导致甲状腺萎缩和功能丧

失[1]，占所有甲状腺疾病的21%[2]。最近，由于环境和多种

其它因素，该疾病的发病率逐年增加[3],因此，迫切需要探

寻治疗AIT的有效方式。实验性自身免疫性甲状腺炎

（experimental autoimmune thyroiditis, EAT）已被证明是

研究AIT的理想模型，通过将甲状腺球蛋白（MTg）和佐剂

直接注射到大鼠体内，或将先前已被MTg激活的MTg启

动的供体脾细胞转移到同基因受体大鼠中均可诱导该疾

病。桑色素是从黄桑木、桑橙树等桑科植物的树皮和许

多中草药中提取的一种浅黄色素，属于黄酮类化合物，具

有抗氧化、抗炎和抗癌等药理作用[4]，含有pyrin结构域的

蛋白3（NLRP3）/半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶1（Caspase-1）

通路在机体免疫反应和疾病发生过程中发挥了关键作

用[5]。相关研究发现NLRP3炎症小体通路的激活与AIT的

发生有关[6]。目前尚未有研究探讨桑色素对AIT是否有治

疗作用，本实验旨在研究桑色素调节Nod样受体（NLR）家

族中含有pyrin结构域的蛋白3（NLRP3）/半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶1（Caspase-1）通路对大鼠EAT的影响。 

1     对象和方法

1.1    实验动物

60只SD大鼠购自成都达硕实验动物有限公司，雄性，

7周龄，体质量（210±15） g，许可证号：SYXK(川)2014-189，

置于温控（22±1） ℃和光控（200 Lux，12 h光暗循环）动物

设施中常规饲养7 d。 

1.2    试验药物和主要试剂

桑色素（S2325）购自美国Selleck生物科技有限公司，

化学式：C1 5H1 0O7.H2O，相对分子质量：320.25，纯度≥

97.06%；雷公藤多苷（JKBw1779）购自安徽经科生物技术

有限公司；蛋白质羰基含量测定试剂盒（A087-1-2）、丙二

醛（MDA，A003-1-2）测定试剂盒、8-羟基脱氧鸟苷（8-

OHdG，H165）测定试剂盒购自南京建成生物工程研究

所；弗氏不完全佐剂（P2031）、辣根过氧化物酶标记山羊

抗兔IgG（A0208）购自上海碧云天生物技术研究所；猪甲

状腺球蛋白（A0208-5）购自四川天府新区华阳正龙生化

制品研究室；抗兔  N L R P 3（ a b 2 1 4 1 8 5）、C a s p a s e -

1（ab1872）、凋亡相关斑点样 蛋白 ( ASC ，ab180799）、

GAPDH（ab37168）购自美国Abcam。 

1.3    动物模型建立[7]和分组

将大鼠随机分为6组：对照组、EAT组、桑色素低剂

量组（MH50）、桑色素中剂量组（MH100）、桑色素高剂量

组（MH200）和雷公藤多苷组（LGT），每组10只。除对照

组外，其余各组每日皮下注射0.1 mL含猪甲状腺球蛋白

（8 mg/mL）的不完全弗氏佐剂，每周2次，连续注射4周。

最后一次注射不完全弗氏佐剂后开始进行药物干预，桑

色素低、中、高剂量组每日灌胃桑色素50、100、200 mg/kg，

LGT组每日灌胃雷公藤多苷6.25 mg/kg [ 8 ]，对照组和

EAT组每日灌胃等量生理盐水，连续灌胃6周。最后一次

灌胃24 h后处死各组大鼠，收集血清并分离取出甲状腺。 

1.4    血清中自身抗体水平检测

药物干预最后一次灌胃24 h后空腹采集各组大鼠静

脉血5 mL，3 000 r/min离心10 min，分离血清。采用放射

免疫分析法检测血清中甲状腺球蛋白（Tg-Ab）、甲状腺

过氧化物酶抗体（TPO-Ab）、三碘甲腺原氨酸（T3）和四

碘甲腺原氨酸（T4）水平。 

1.5    RT-PCR检测大鼠甲状腺细胞白细胞介素（IL）-

17、IL-4、γ干扰素（INF-γ）mRNA表达

用Trizol法从各组大鼠甲状腺细胞中提取总RNA，用

Nanodrop 分光光度计测定吸光度（A260/A280），按照试剂盒

说明书进行cDNA的合成和PCR的扩增，反应条件为：

94 ℃预变性5 min，94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，扩增

35个循环，72 ℃  10 min。引物序列：IL-17：F为5 ′-CT

GATCAGGACGCGCAAAC-3 ′，R为5 ′-TCGCTGCTG

CCTTCACTGTA-3 ′；IL-4：F为5 ′-CGGCAACAAGG

AACA-3′，R为5′-ACCGCTGACACCTCTAG-3′；INF-γ：

F为5 ′ - A C T C A T T G A A A G C C T A G - 3 ′，R为5 ′ - C C

AGTTCCTCCAGATA-3′；GAPDH：F为5′-CAAGTTC

A A C G G C A C A G - 3 ′，R为5 ′ - C C A G T A G A C T C C A

CGACAT-3′。以GAPDH为内参基因，用2−ΔΔCt法计算各目

的基因相对表达量。 

1.6    大鼠血清氧化应激产物检测

根据试剂盒说明书，用可见分光光度计测定大鼠血

清中蛋白质羰基含量、8-OHdG水平、MDA活力。在370 nm

处测蛋白质羰基吸光度值，在450 nm处测8-OHdG吸光度

值，在532 nm处测MDA吸光度值。 

1.7    Western blot检测大鼠甲状腺细胞NLRP3、ASC、

Caspase-1蛋白表达

收集各组大鼠甲状腺细胞并在冰上溶解25 min，加
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入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液提取总蛋白，用BCA试

剂盒测定NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白质含量。提取等

量的蛋白质样品，在100 ℃下变性5 min。然后使用SDS-

PAGE凝胶电泳法分离并转移至PVDF膜，在4 ℃条件下

加入相应一抗（1∶5 000）并孵育过夜，清洗，然后在4 ℃

下加入辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶5 000），孵育2 h

后加入发光液，曝光处理。ImageJ软件统计灰度值，以目

的条带与GAPDH灰度值的比值为目的蛋白的相对表

达量。 

1.8    统计学方法

x̄± s数据以 表示。采用方差分析法对各组间进行比

较，两两比较采用t检验，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    桑色素下调血清中TPO-Ab、Tg-Ab、T3和T4水平

放射免疫分析法测定血清TPO-Ab、Tg-Ab、T3和

T4水平结果如图1所示。与对照组相比，EAT组TPO-Ab、

Tg-Ab、T3和T4水平均升高（P<0.001），桑色素低剂量组

TPO-Ab、Tg-Ab、T3和T4水平低于EAT组（P<0.05），桑色

素中剂量组TPO-Ab、Tg-Ab、T3和T4水平低于EAT组

（P<0.01），桑色素高剂量组和LGT组TPO-Ab、Tg-Ab、

T3和T4水平低于EAT组（P<0.001），桑色素低、中剂量组

TPO-Ab、Tg-Ab、T3和T4水平与LGT组差异有统计学意

义（P<0.05），桑色素高剂量组与LGT组比较，TPO-Ab、

Tg-Ab、T3和T4水平无明显差异（P>0.05），桑色素低、

中、高剂量组间TPO-Ab、Tg-Ab、T3和T4水平差异有统

计学意义（P<0.05），且桑色素各组TPO-Ab、Tg-Ab、T3和

T4水平呈剂量依赖的方式降低。与对照组相比，桑色素

低、中、高剂量组和LGT组TPOAb、TgAb、T3和T4水平

均升高，差异有统计学意义（P<0.05）。 

2.2    桑色素下调IL-17、INF-γ mRNA水平，上调IL-4

mRNA水平

RT-PCR检测大鼠炎症因子IL-17、IL-4、INF-γ的

mRNA水平结果如图2所示。与对照组相比较，EAT组IL-

17、INF-γ mRNA水平升高（P<0.001），IL-4 mRNA水平降

低（P<0.001）。与EAT组相比较，桑色素低剂量组IL-17、

INF-γ mRNA水平降低（P<0.05），IL-4 mRNA水平升高

（P<0.05）。桑色素中剂量组IL-17、INF-γ mRNA水平低

于EAT组（P<0.01），IL-4 mRNA水平高于EAT组（P<0.01）。

桑色素高剂量组和LGT组IL-17、INF-γ mRNA水平低于

E A T组（P< 0 . 0 0 1 ） ， I L - 4  m R N A水平高于E A T组

（P<0.001）。桑色素低、中剂量组IL-17、IL-4、INF-γ

mRNA水平与LGT组差异有统计学意义（P<0.05），桑色

素高剂量组与LGT组比较IL-17、IL-4、INF-γ mRNA水平

无明显差异（P>0.05）。桑色素低、中、高剂量组间IL-

1 7、 I L - 4、 I N F - γ  m R N A水平差异有统计学意义

（P<0.05）。与对照组相比，桑色素低、中剂量组IL-17、

INF-γ mRNA水平均升高，IL-4 mRNA水平降低，差异有

统计学意义（P<0.05），桑色素高剂量组和LGT组IL-17

mRNA水平升高，IL-4 mRNA水平降低，差异有统计学意

义（P<0.05），INF-γ mRNA水平无明显差异。 

2.3    桑色素降低蛋白质羰基含量、MDA活性、8-OHdG水平

各组大鼠血清中蛋白质羰基含量、8-OHdG水平、

MDA活力结果如图3所示。与对照组相比较，EAT组蛋白

质羰基含量、8-OHdG水平、MDA活力升高（P<0.001）。

与EAT组相比较桑色素低剂量组蛋白质羰基含量、8-

OHdG水平、MDA活力降低（P<0.05）。桑色素中剂量组

蛋白质羰基含量、8-OHdG水平、MDA活力低于EAT组

（P<0.01）。桑色素高剂量组和LGT组蛋白质羰基含量、

8-OHdG水平、MDA活力低于EAT组（P<0.001）。桑色素

低、中剂量组蛋白质羰基含量、8-OHdG水平、MDA活力
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图 1  血清中TPOAb、TgAb、T3和T4水平

Fig 1  Serum levels of TPOAb, TgAb, T3, and T4

***P<0.001, vs. control group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001, vs. EAT group; △P<0.05, vs. MH200 group and LGT group; ▲P<0.05, vs. MH100 group.
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与LGT组差异有统计学意义（P<0.05），桑色素高剂量组

与LGT组比较蛋白质羰基含量、8-OHdG水平、MDA活力

无明显差异（P>0.05）。桑色素低、中、高剂量组间蛋白

质羰基含量、8-OHdG水平、MDA活力差异有统计学意

义（P<0.05）。与对照组相比，桑色素低、中剂量组蛋白质

羰基含量、8-OHdG水平、MDA活力升高，差异有统计学

意义（P<0.05），桑色素高剂量组和LGT组蛋白质羰基含

量、8-OHdG水平、MDA活力无明显差异（P>0.05）。
 

2.4    桑色素下调大鼠NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白水平

见图4。与对照组相比，E A T组N L R P 3、A S C、
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图 2  IL-17、IL-4、INF-γ的mRNA水平

Fig 2  Relative levels of IL-17, IL-4 and INF-γ mRNAs

***P<0.001, vs. control group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001, vs. EAT group; △P<0.05, vs. MH200 group and LGT group; ▲P<0.05, vs. MH100 group.
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图 3  MDA活性、8-OHdG水平和蛋白质羰基含量

Fig 3  MDA activity, 8-OHdG level and protein carbonyl content

***P<0.001, vs. control group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001, vs. EAT group; △P<0.05, vs. MH200 group and LGT group; ▲P<0.05, vs. MH100 group.
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图 4  NLRP3、ASC和Caspase-1蛋白水平

Fig 4  NLRP3, ASC, Caspase-1 protein levels

a: Control group; b: EAT group; c: MH50 group; d: MH100 group; e: MH200 group; f: LGT group. ***P<0.001, vs. control group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001, vs.

EAT group; △P<0.05, vs. MH200 group and LGT group; ▲P<0.05, vs. MH100 group.
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Caspase-1蛋白水平升高（P<0.001），桑色素低剂量组

NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白水平低于EAT组（P<0.05），

桑色素中剂量组NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白水平低于

EAT组（P<0.01），桑色素高剂量组和LGT组NLRP3、

ASC、Caspase-1蛋白水平低于EAT组（P<0.001），桑色素

低、中剂量组NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白水平与LGT组

差异有统计学意义（P<0.05），桑色素高剂量组与LGT组

比较NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白水平无明显差异

（P>0.05），桑色素低、中、高剂量组间NLRP3、ASC、

Caspase-1蛋白水平差异有统计学意义（P<0.05）。与对照

组相比，桑色素低、中剂量组NLRP3、ASC、caspase-1蛋白

水平降低，差异有统计学意（P<0.05），桑色素高剂量组和

LGT组NLRP3、ASC、caspase-1蛋白水平无明显差异

（P>0.05）。 

3     讨论

AIT又称桥本甲状腺炎或慢性淋巴细胞性甲状腺炎，

是一种较为常见的器官特异性免疫疾病，在中国人群的

发病率约为5%~10%[9]。早期AIT患者可能出现短暂的甲

亢，晚期则可能发生甲状腺功能减退，可能与遗传、环

境、年龄和性激素水平有关[10]。临床实践中，AIT的治疗

主要依赖于甲状腺激素替代疗法[11]，然而，毒性、副作用

和复发抑制治疗AIT有效策略的发展。探寻治疗AIT确

切有效的药物非常重要。雷公藤已被普遍应用于治疗自

身免疫性疾病，故本研究以雷公藤多苷作为阳性对照药，

对比桑色素对AIT的影响。

桑色素是一种属于黄酮醇类的黄酮类化合物，存在

于桑葚、苦荞麦、菠萝蜜、绿茶等桑科植物中[12]。桑色素

被认为是一种有前途的天然药物，因为其广泛的生物效

应，包括抗氧化、抗炎、抗癌、抗衰老和心血管保护等[13]。

黄酮类化合物已被证明对AIT具有治疗作用。XIA等[14]研

究发现黄酮类化合物木犀草素对小鼠EAT具有抗炎作

用。王华等[15]研究发现夏枯草黄酮类化合物对桥本甲状

腺炎具有治疗作用。本研究显示，在应用桑色素后，

EAT模型血清TPO-Ab、Tg-Ab、T3和T4水平随桑色素剂

量的增加呈下降趋势，说明桑色素具有调控SIT血清中自

身抗体水平的作用。

由于AIT部分是由甲状腺细胞分泌免疫调节细胞因

子引起的，IL在炎症和自身免疫过程中起重要作用[16]。促

炎细胞因子参加AIT发病机制。LI等[17]研究发现依达拉

奉通过下调IL-17、INF-γ的mRNA水平，上调IL-4中

mRNA水平治疗AIT。MA等[18]研究发现使用间充质干细

胞使EAT模型小鼠IL-4的mRNA增加，IL-17和和INF-γ的

mRNA降低。本研究结果与上述研究结果一致，桑色素

以剂量依赖的方式下调EAT模型大鼠 IL -17、 INF-γ

mRNA水平，上调IL-4 mRNA水平。这些结果表明桑色素

可有效消除EAT模型对IL和促炎细胞因子的影响。

活性氧簇（ROS）的过量产生可能是细胞凋亡和细胞

坏死以及甲状腺功能障碍的原因，过量的ROS可以压倒

细胞的抗氧化防御并损害DNA、脂质和蛋白质的正常结

构和功能，导致细胞抗氧化能力和甲状腺功能障碍的增

加 [ 1 9 ]。蛋白质羟基是衡量蛋白质氧化损伤的指标，8-

OHdG是DNA氧化损伤的生物标志物[20]。何婉霞等[21]研

究发现硒酵母通过下调MDA活力治疗AIT。ZHANG等[22]

研究发现桑色素通过抑制8-OHdG阻止过氧化氢诱导的

细胞损伤。本研究表明，通过MDA、蛋白质羰基和8-

OHdG水平的显著增加所示，EAT模型显著诱导氧化应

激。通过不同剂量桑色素治疗EAT大鼠的氧化应激结果

表明，桑色素作为抗氧化剂的能力可能是减轻甲状腺炎

严重性的重要机制。

NLRP3炎性体通过激活Caspase-1并将IL-1β加工成

活性细胞因子而在先天免疫中起关键作用 [ 2 3 ]。其中

NLRP3、ASC和Caspase-1三种蛋白组成NLRP3炎性小体，

在AIT起重要作用。GUO等[24]研究发现增强的NLRP3在

AIM2介导的甲状腺滤泡细胞的细胞因子分泌和甲状腺

功能亢进与AIT相关。JIANG等[25]研究发现免疫细胞通

过NLRP3/Caspase-1炎性体途径参与先天免疫应答。本

研究证明，EAT模型上调NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白表

达，促进AIT，桑色素具有下调NLRP3、ASC、Caspase-1蛋

白表达的作用，说明桑色素通过调节NLRP3/Caspase-1从

而改善EMT。

综上，本研究结果揭示了桑色素对EAT模型大鼠的

治疗作用：下调血清中TPO-Ab、Tg-Ab、T3和T4水平，下

调炎症因子IL-17、INF-γ mRNA水平，上调炎症因子IL-4

mRNA水平，降低蛋白质羟基含量、MDA活性、8-OHdG

水平。这种治疗作用可能通过激活NLRP3/Caspase-1途

径实现。本研究结果阐明了桑色素治疗AIT的潜力。
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