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沙棘黄酮基于NF-κB通路对哮喘的抑制作用机制的研究进展*
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  [摘 要] 哮喘是气道内慢性炎症性疾病,被肥大细胞、嗜酸粒细胞、T淋巴细胞、B淋巴细胞、巨噬细胞等

多种炎症细胞及细胞组分转录调节,产生慢性气道炎、气道高反应及气道重塑。核因子-κB(NF-κB)对炎症级联

反应的上游具有调控作用,其过度激活会引起哮喘。黄酮类化合物能有效抑制NF-κB通路的表达,进而减轻炎

症反应。沙棘黄酮可通过NF-κB通路对哮喘产生抑制作用。中国沙棘分布面积大、分布种类多,其合理开发对

哮喘的治疗具有重要价值。
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[Abstract] Asthma

 

is
 

a
 

chronic
 

inflammatory
 

disease
 

in
 

the
 

airway,which
 

is
 

regulated
 

by
 

a
 

variety
 

of
 

in-
flamm

 

atory
 

cells
 

and
 

cell
 

components,like
 

mast
 

cells,eosinophils,T
 

lymphocytes,B
 

lymphocytes,macropha-
ges,and

 

so
 

on,resulting
 

in
 

chronic
 

airway
 

inflammation,airway
 

hyperresponsiveness
 

and
 

airway
 

remodeling.
Nuclear

 

factor-κB(NF-κB)
 

plays
 

a
 

regulatory
 

role
 

in
 

the
 

upstream
 

of
 

inflammatory
 

cascade
 

reaction,and
 

its
 

o-
ver-activation

 

can
 

cause
 

asthma.Flavonoids
 

can
 

effectively
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

pathway,further
 

reducing
 

the
 

inflammation.Seabuckthorn
 

flavonoids
 

can
 

inhibit
 

asthma
 

through
 

NF-κB
 

pathway.Seabuckthorn
 

has
 

a
 

large
 

distribution
 

area
 

and
 

many
 

species
 

in
 

China,and
 

its
 

rational
 

development
 

is
 

of
 

great
 

value
 

for
 

asth-
ma

 

treatment.
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  哮喘受多种炎症细胞和细胞组分转录调节,是以

慢性气道炎、气道高反应和气道重塑为特征的气道内

慢性疾病。核因子-κB(NF-κB)是炎症反应的主要调

节器,能调节参与建立免疫和炎症反应基因的转录,
抑制咳嗽变异性哮喘气道炎症和气道重塑。已有很

多中成药、复方中药、中药单体及其提取物、中医疗

法,通过调节各级NF-κB信号用于治疗咳嗽变异性哮

喘,尚有众多不良反应小、治疗作用大的中药制剂未

被发掘,揭示药物的作用机制是当前的研究热点。中

国是沙棘分布面积最大、种类最多的国家,沙棘含有

50余种黄酮类物质,包括槲皮素、山奈酚、异鼠李素、
芦丁、杨梅素、儿茶素、芹菜素、鼠李糖、槐糖、芸香糖

等。可通过沙棘叶、沙棘果实、沙棘果渣、沙棘种子、

沙棘籽残留物等多种来源提取。黄酮类化合物能有

效抑制 NF-κB通路的表达,进而减少炎症介质的

产生[1]。

1 沙棘黄酮改善哮喘的抗炎、抗氧化和免疫途径

  哮喘发作程度的重要评估指标为细胞因子。沙

棘黄酮对小鼠炎性细胞因子白细胞介素-6(IL-6)、肿
瘤坏死因子-α(TNF-α)、环氧化酶-2(COX-2)的分泌

具有显著的抑制作用,50~250
 

μg/mL的沙棘黄酮对

Raw264.7细胞吞噬能力呈剂量依赖性提高效应;沙
棘黄酮对小鼠单核巨噬细胞白血病细胞内一氧化氮

(NO)和炎性细胞因子———IL-6、TNF-α、COX-2的分

泌均具有显著的抑制作用[1]。
 

有研究表明,沙棘黄酮可能透过激活参与免疫应
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答诱导的NF-κB靶基因活化炎性细胞因子的生成,并
可强化TNF-α、IL-6

 

2种炎性细胞因子的生成[2]。氧

自由基使哮喘的炎症反应变得更加剧烈。黄酮类化

合物具有一定数目的酚羟基,而一定数目的酚羟基可

表现出还原性,因此,具有清除氧自由基的能力,表现

出抗氧化活性。小果沙棘叶总黄酮抗氧化能力与添

加浓度呈剂量-效应关系,可清除氧自由基、二苯代苦

味酰基自由基、2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺
酸)二铵盐自由基等。通过沙棘黄酮和维生素C在不

同浓度下羟自由基、二苯代苦味酰基自由基与2,2-联
氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐自由基比较,
沙棘黄酮比维生素C在一定浓度下清除自由基的能

力稍差,但总自由基的氧化能力更强[1]。沙棘黄酮能

提高大鼠脾脏指数、胸腺指数、血清溶血素和腹腔巨

噬细胞的吞噬率,增加血清超氧化物歧化酶、过氧化

氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶活力,降低血清 NO和丙

二醛水平[3]。
此外,沙棘总黄酮对哮喘炎症具有一定的治疗作

用。利用槲皮素对肺纤维化大鼠进行干预可降低其

气道高反应,使血清中代表辅助性 T 淋巴细胞2
(Th2)水平的细胞因子———IL-4表达减少,代表辅助

性T淋巴细胞1(Th1)的细胞因子———γ-干扰素表达

增加,矫 正 了 Th1/Th2
 

比 例 失 衡,T 淋 巴 细 胞 亚

群———CD8+兴奋抑制,Th亚群———CD4+含量减少,
改善了T淋巴细胞效应,从而达到治愈肺纤维化大鼠

气道炎症的目的[4]。朱翔等[5]实验证明,槲皮素可有

效改善支气管哮喘小鼠的气道炎症,使小鼠体内IL-
4、IL-5含量,以及miR-155表达水平降低。异鼠李糖

有效抑制了哮喘小鼠的炎症反应,干预了炎症因

子———IL-4、IL-5、IL-13等,使其表达增加,纠正了

Th1/Th2比例。杨梅素可调节多条信号通路,如抑制

NF-κB信号传导通路,能有效清除细胞内自由基,使
抗氧化酶恢复活力,对细胞起到保护作用,从而抑制

促炎性细胞因子的生成[6]。

2 黄酮类对哮喘NF-κB异常信号通路的抑制作用

  信号通路是炎症发生的调节器,其可诱导炎症介

质参与哮喘的发生,也可通过抑制剂降低炎症介质的

表达,从而降低气道的高反应性,减缓气道重塑速度,
因此,信号通路可通过抑制剂使炎症介质的表达速度

降低。NF-κB通路对哮喘的抑制主要是通过对机体

免疫应答和炎症反应的基因调控,NF-κB能有效地调

控炎症级联反应的上游,但其过度激活会造成组织损

伤和器官功能紊乱[7],从而引起哮喘,其活化过程与

NF-κB抑制蛋白(IκB)α、IκB激酶(IKK)等密切相关。

IκB为NF-κB抑制物,IκB磷酸化与NF-κB的激活紧

密相关。当细胞受到刺激时如氧化剂、紫外线、病毒

等能引起炎症反应的一些因子,IκB便会失活并与

NF-κB解离[8],此时活化后的NF-κB会从细胞质进入

细胞核,并结合目的基因,将大量炎性细胞因子转录

下来,使炎症加剧。而一些黄酮类化合物可抑制哮喘

NF-κB的异常表达。
有研究表明,黄酮类物质柚皮素能有效促进NF-

κBp65、NF-κBp50、IκBα的表达,其细胞质中 NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p50二聚体由IκBα所调控的抑制作用被

解除,IκBα磷酸化降解,NF-κB
 

p65/NF-κBp50二聚

体从细胞质解离进入细胞核,促炎性细胞因子的合成

和释放增加,从而缓解哮喘症状[9]。
衢枳壳总黄酮可显著提高促凋亡细胞胱天蛋白

酶-3及细胞质IκBα、NF-κBp65蛋白表达,对感染哮喘

小鼠具有抗炎、抗氧化应激等作用[10]。此外,通过上

调咳嗽变异性哮喘患者的IL-13蛋白及其 mRNA表

达,下调NF-κBp65蛋白及其m
 

RNA表达,缓解咳嗽

变异性哮喘;降 低IL-6、TNF-α水 平,改 善 肺 功 能

指标[11]。
枳实总黄酮可能通过作用于 TNF、磷酸肌醇-3

激酶/蛋白激酶B、丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)通
路中靶点实现抗过敏活性,有研究表明,哮喘与p38

 

MAPK级联途径信号通路存在关系,P38MAPK受刺

激时会发生磷酸化,最终激活NF-κB[12]。NO在炎症

级联反应中影响环磷酸鸟苷水平,抑制转录因子NF-
κB的活化。

黄酮类中的芹菜素、木犀草素、山酚、白杨素、栎
皮素等均具有抑制诱导型 NO合酶(iNOS)的作用,
也具有抑制NO生成的作用。细胞因子,如TNF-α、

IL、黏附因子等的表达均可被NF-κB诱导调节,参与

炎症反应,并将与细胞分化相关的基因转录出来。在

脂多糖(LPS)诱导的巨噬细胞炎症模型中通过抑制

NF-κB的活化,如山柰酚、槲皮素、黄豆苷元、异鼠李

素和金雀异黄素等黄酮类物质均可抑制iNOS
 

mR-
NA和蛋白的表达[13]。李扬等[14]使用NF-κB通路抑

制剂———吡咯烷二硫代氨基甲酸盐干扰后明确表明

异鼠李素介导的细胞因子和蛋白的抑制是通过 NF-
κB信号通路产生的,其明显抑制了LPS刺激引起的

p65、IκB的磷酸化作用;还能抑制LPS诱导的IL-1β、

IL-6
 

在小鼠巨噬细胞RAW264.7中的表达水平,并
且呈浓度依赖性抑制作用。杨宇等[15]通过异鼠李素

对小鼠热板痛模型和小鼠醋酸扭体痛模型的体外细

胞实验发现,异鼠李素具有镇痛作用,其作用机制可

能与抑制NF-κB通路相关,NO、TNF-α、IL-1、IL-6的

合成与释放均随NF-κB通路的抑制减少,进而产生镇

痛作用。有研究发现,山奈酚可抑制炎症因子的表达

及NF-κB的活化。山奈酚还可上调血红素加氧酶-1
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信号通路并降低IKKβ的活性,阻止NF-κB进入细胞

核转录出更多的炎症因子,从而降低肺炎对人机体的

损伤,表明山奈酚可明显改善气道炎症并增强淋巴细

胞的活力[16]。

3 黄酮类通过NF-κB通路改善炎症的调控机制

3.1 NF-κB的活化 NF-κB家族主要包括 NF-κB1
(即p50及其前体p105)和NF-κB2(即p52及其前体

p100)、RelA(p65)、RelB和c-Rel[17]。IκB的家族成

员主要 包 括IκBα、IκBβ、IκBγ等。而 NF-κB1中 的

p105和NF-κB2中的p100也属于IκB的家族成员,
其主要功能是与NF-κB复合物结合从而调节NF-κB
通路的表达。绝大多数细胞的细胞质中均存在 NF-
κB与抑制因子———IκBs的非活化复合物。在多种刺

激因子激发下NF-κB很快由抑制状态转变为活化状

态。在活化状态下该复合物是由 NF-κB/Rel家族构

成的二聚体蛋白。IκB的-COOH末端的一定的结构

域可被IκBα、IκBβ特异性地进行磷酸化,泛素分子(多
个)就会搜寻并黏附到E3泛素连接酶复合物上,从而

使空间构象发生变化的IκB被蛋白酶体捕捉、降解。
所以,可利用蛋白激酶抑制剂和蛋白酶体抑制剂阻碍

IκB的降解[18]。NF-κB的活化先由IKK将IκBα分子

中丝氨酸32、36位点磷酸化后IκBα继续被泛素连接

酶复合物识别使IκBα分子中的赖氨酸21、22位点泛

素化。然后经26S蛋白酶复合体瓦解,锁定NF-κB的

核定位序列,起始转录时进入细胞核[17]。反应中的关

键因子是IKK,其是一种复合体,包含了多种蛋白成

分,被许多研究认为其包含了IKKα、IKKβ、IKKγ
 

3种成分;但也有学者认为,还包含了IκB、Rel家族蛋

白;IKK复合物活化的具体机制尚未可知,但其活化

主要因其分子的磷酸化[17]。

3.2 NF-κB介导炎症各阶段 NF-κB介导炎症各阶

段:(1)潜伏阶段。所有与之相关的基因表达量在

NF-κB受诱导前均处于基础水平,主要包括细胞增殖

与细胞凋亡的相关基因、免疫功能与炎症刺激的相关

细胞因子及生长因子的基因、编码基因及一些病毒基

因等。此 时 所 有 的 NF-κB/Rel家 族 基 因 均 有 表

达[19]。(2)诱导阶段。多种诱导物,主要包括促炎性

细胞因子、抗原、谷氨酸盐、TNF-α、血管紧张素Ⅱ等

或某些信号通路的活化也可活化 NF-κB。虽然目前

尚不清楚其活化机制,但活化过程中均存在生成信号

蛋白质复合体和泛素复合物,可将IKK复合物活化,
从而使IκB上的赖氨酸48泛素化,并进一步被蛋白

酶体降解,使NF-κB发挥作用。此外,NF-κB诱导活

化具有暂时性,即使在诱导物持续存在的情况下细胞

核中的物质在核中存在时间也不超过1
 

h。同时,NF-
κB与其他通路也具有相关作用[19]。(3)消退阶段。

随着促炎性细胞因子水平降低,NF-κB的表达逐步减

少至停止,被降解酶消除了NF-κB亚族次级修饰[19]。

3.3 通过NF-κB抑制哮喘的经典途径 哮喘是由肥

大细胞、嗜酸粒细胞、T淋巴细胞、B淋巴细胞、巨噬细

胞等多种炎症细胞及细胞组分转录调节的气道内慢

性炎症性疾病。对抗引起哮喘的相关的炎症细胞涉

及的炎症反应十分复杂,若能有效控制炎症级联反应

的上游,有望达到更佳的疗效,这一要求的理想通路

可能为NF-κB通路,故很多研究通过调节此通路治疗

哮喘[20]。NF-κB调控包括细胞因子(如IL-6、IL-1β、

IL-2和TNF-α)、巨噬细胞、趋化因子(如IL-8)、T淋

巴细胞、巨噬细胞趋化蛋白-1、黏附分子(如细胞间黏

附分子1)、受体(如IL-2R)等多种炎症因子的表达,
故主要以抑制 NF-κB的过度活化达到治疗哮喘的

目的[21]。

3.4 黄酮类抑制NF-κB通路改善哮喘 概括有4种

抑制NF-κB通路的方法:(1)清除哮喘的刺激物产生

的活化氧,抑制NF-κB调节感染因子的转录,减少呼

吸道感染及呼吸道高反应性。黄酮可参与核因子E2
相关因子2-抗氧化元件信号通路联动,发挥抗炎/抗

氧化活性,改善哮喘症状[22]。(2)作为蛋白酶抑制剂。
蛋白酶的降解作用使IκB泛素化,加入蛋白酶抑制剂

后蛋白酶含量减小,IκB微量泛素化,NF-κB的活化减

弱,如姜黄素具有抑制蛋白酶的作用,可减小IκB磷

酸化抑制NF-κB通路的表达,从而减轻哮喘小鼠的气

道高反应性[23]。(3)作为IKKβ抑制剂。去除IKKβ
无法激活 NF-κB转录。李慧[22]研究表明,黄酮在人

单核细胞白血病炎性细胞中通过抑制NF-κB炎性信

号通路上游调节器———IKKβ,使 NF-κB转录失败。
(4)抑制多种细胞因子表达及IκB复合体降解,从而

抑制NF-κB的活性。如芒果苷可显著抑制NF-κBp65
 

mRNA与蛋白表达,促进IκBα
 

mRNA与蛋白表达,
降低血清超敏C-反应蛋白、TNF-α水平,从而降低大

鼠外周支气管损害[24]。

4 黄酮类基于NF-κB通路的炎症抑制特性

4.1 黄酮类抑制巨噬细胞在NF-κB通路上的抗炎活

性 当局部细胞检测到致病性相关分子后大量细胞

因子被快速释放,引发炎症级联反应。此时NF-κB在

炎症反应中发挥着重要作用:(1)细胞因子促使巨噬

细胞进入组织,诱导血管中黏附分子表达。(2)局域

细胞因子激活NF-κB信号通路,使巨噬细胞产生抗菌

分子,释放活化分子和细胞因子,对感染部位进行定

位和活化,并通过正反馈调节增强其活化和聚集。新

聚集的巨噬细胞与抗菌分子配合杀死病原体,消除感

染并清除死细胞。有学者通过对相对定量iNOS
 

mR-
NA的表达间接分析了山奈酚和槲皮素抗炎活性,结
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果显示,柚皮苷可抑制RAW264.7小鼠巨噬细胞NO
的作用,从而具有一定的抗炎作用[25]。

4.2 黄酮类抑制NF-κB炎症反应通路 RAW264.7
细胞即小鼠单核巨噬细胞白血病细胞广泛用于炎症

反应的研究,岗松总黄酮具有抗炎特性。岗松总黄酮

抑制 NF-κB信号通路可能是其抗炎活性作用机制。
邱宏聪等[26]报道,岗松总黄酮可促进RAW264.7细

胞的增殖并抑制NF-κB信号通路的表达。IκBα磷酸

化或IκBα总的变化水平是衡量对NF-κB通路的抑制

活性最为常见的方法。黄酮类的甘草素、槲皮素等可

抑制IκBα表达活性[22]。柚皮苷可促进 RAW264.7
细胞增殖,降低IL-1β、IL-8、转化生长因子β水平,差
异均有统计学意义(P<0.05);同时,柚皮苷还可上调

IκBα蛋白的相对表达,抑制NF-κB
 

p65
 

mRNA基因

表达。有研究表明,上游靶点———IKK对 NF-κB通

路具有调控作用,IKKγ是IKK的调控亚基,芹菜素

不仅可通过抑制IκBα磷酸化,还可间接抑制IKKγ而

降低P65在丝氨酸536的磷酸化发挥NF-κB抑制活

性。没食子、儿茶素没食子酸酯、四羟基查耳酮紫柳

花素、桑色素、漆黄素、棉花皮苷均可通过抑制IKKβ
的作用使IκB的激活作用减小,从而在一定程度上影

响整个NF-κB通路途径[22]。另外黄酮类化合物槲皮

素、漆黄素、山奈酚等化合物可通过抑制RAW264.7
小鼠体内单核白细胞中 NF-κB与DNA的亲和度抑

制NF-κB通路,从而抑制iNOS/COX-2的表达[25]。

4.3 黄酮类化合物抑制NF-κB的抗炎结构特征 黄

酮类化合物抗炎效果具有很大的一致性,但不同分子

结构对抗炎活性有影响。PAOLETTI等以芹菜素为

先导化合物,得到4个8-位引入异戊烯基的黄酮类生

物,其中化合物
 

8-异戊烯基柚皮素和8-异戊二烯苷元

均可通过抑制NF-κB
 

活化和活性氧自由基的累积而

达到对LPS诱导基因的表达的抑制[27]。有学者对

12种金银花黄酮类化合物对小鼠耳廓肿胀症状的炎

症作用进行研究发现,黄酮类化合物的抗炎活性由羟

基在C-C糖苷上增强的,增强活性比C-O糖苷键高;
沙棘黄酮中分离出的山奈酚、芦丁等黄酮醇类化合物

均具有羟基结构,具有强的抗炎活性[28]。
综上所述,中药在治疗哮喘方面相对于西药更具

有优势,从沙棘中提取出的沙棘黄酮具有抗炎、抗氧

化、免疫调节等作用,通过沙棘黄酮调控NF-κB,有效

抑制IKK 及其下游化合物,如IKKα、IKKβ、IKKγ
等,从而抑制NF-κB通路的活性,抑制NF-κB的过度

活化达到治疗哮喘的目的,减少炎症介质的产生,减
少哮喘相关炎症因子的表达,以降低哮喘发病症状造

成的危害。
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