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胡椒碱缓解LPS/Nigericin诱导巨噬细胞炎症的机制
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（3.中国热带农业科学院香料饮料研究所，海南海口 571151）（4.广东省中医院海南医院，海南海口 570311）

摘要：胡椒碱（Piperine）具有抗炎等多种生物活性，但其抗炎作用机制尚未完全阐明。该研究基于小鼠永生化骨髓源巨

噬细胞（iBMDM）炎症模型和转录组测序分析，从转录组水平上对胡椒碱抗炎的作用机制进行了阐释。研究结果表明，胡椒

碱在供试浓度范围内对 iBMDM 无毒性作用，10 μmol/L 的胡椒碱能显著抑制细胞炎症因子 IL-1β 的释放（P< 0.05）。转录组测

序结果显示，胡椒碱处理分别显著上调了 35 个和下调了 11 个基因的表达水平。GO 富集分析显示，响应胡椒碱处理的差异

表达基因主要富集于生物调节和代谢等生物过程以及细胞结合、催化、转录调节等分子功能。KEGG 富集分析表明，差异表

达基因显著富集于 NOD 样受体信号通路和钙信号通路等炎症相关通路。Reactome 富集分析表明，差异表达基因显著富集于

P2X7 介导的跨膜通道、NLRP3 炎症小体、P2X7 介导的胞内钾离子（K+
）流失等炎症相关通路。该研究结果从转录组水平上

阐述了胡椒碱通过多靶点、多通路发挥抗炎作用的机制，为进一步更全面地理解胡椒碱抗炎作用的分子机制提供了依据。
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Abstract: Piperine exhibits various biological activities, including anti-inflammatory properties, but its anti-inflammatory 

mechanisms has not yet been completely elucidated. In this study, the anti-inflammatory mechanisms of piperine were elucidated 

at the transcriptome level based on the inflammation model of immortalized bone marrow-derived macrophages (iBMDM) of mice 

and transcriptome sequencing analysis. The research results revealed that piperine had no toxic effect on iBMDM within the tested 

concentrations, and piperine (10 μmol/L) significantly inhibited the release of inflammatory factor IL-1β (P<0.05). Transcriptome 

sequencing results indicate that piperine significantly up-regulated the expression levels of 35 genes and down-regulated the 

expression levels of 11 genes. Gene Ontology (GO) function enrichment analysis indicated that the differentially expressed genes 
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胡椒（Piper nigrum）为胡椒科（Piperaceae）胡

椒属（Piper）多年生木质藤本植物，是我国卫生部门

第一批公布的具有药食同源作用的植物 [1] 。目前，我

国胡椒的种植区主要集中在海南省，产量可达全国的

90% 以上 [2] 。胡椒碱（Piperine）是从胡椒中提取出来

的一种对人体健康有益的生物碱，其在不同品种胡椒

中的品质 [3] 和风味也不尽相同 [4] 。在白胡椒中，胡椒碱

的含量约为 3.2% [5] 。研究表明，胡椒碱具有抗炎 [6] 、抗

氧化 [7] 、抗肿瘤 [8] 、抗血管生成 [9] 、抗糖尿病 [10] 、抗肥

胖 [11] 和免疫调节 [12] 以及神经保护 [13] 等广泛的生理活性。

胡椒碱具有良好的抗炎效果，Chen 等 [14] 研究表

明，胡椒碱可以降低小胶质细胞 BV2 中肿瘤坏死因

子（Tumor Necrosis Factor-α, TNF-α）、白细胞介素 1β
（Interleukin-1β, IL-1β）、白细胞介素 6（Interleukin-6, 
IL-6）等炎症因子的表达水平。另一项研究显示胡椒

碱降低了 LPS 和三磷酸腺苷（Adenosine Triphosphate, 
ATP）诱导 iBMDM 的焦亡和 IL-1β 的释放 [15] 。Ying
等 [16] 研究表明胡椒碱可以通过 NF-κB 通路缓解 LPS 刺

激的 RAW264.7 炎症细胞。胡椒碱可通过调节 PI3K/
AKT 和 STAT3 信号通路，促进 AMPK 蛋白激酶的激

活并抑制 NLPR3 炎症小体的激活，改善运动性骨骼肌

损伤 [17] ，抑制胃癌细胞增殖 [18] ，改善狼疮性肾炎 [19] 。

最近研究表明，胡椒碱还可通过调节 TLR4/IRAK1/
NF-κB 信号通路，保护肝脏免受缺血性损伤 [20] 。这些

研究均显示了胡椒碱具有显著的抗炎作用，但未能较

全面地揭示胡椒碱抗炎的作用机制。

转录组测序是基于新一代高通量测序技术全面解

析样本中各基因的转录水平的研究策略。基于转录组

测序数据，通过比较组间基因的转录水平筛选响应实

验处理的差异表达基因，再借助一定的生物信息学分

析，可全面深入地解析相关因子的作用靶点及代谢通

路等作用机制，在保健食品功能评价和药理学研究中

被广泛应用 [21] 。目前，关于胡椒碱抗炎转录组学分析

的研究鲜有报道。本文采用 LPS 和尼日利亚菌素联合

诱导 iBMDM 建立炎症模型，借助 RNA-seq 分析，从

转录组水平上深入研究炎症细胞响应胡椒碱处理的差

异表达基因，进而阐明胡椒碱抗炎作用的靶点及信号

通路，更加全面和深入地阐述胡椒碱抗炎的药理机制。

本文研究结果有助于全面理解胡椒碱的抗炎活性，为

胡椒相关产品的应用开发提供理论支撑。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

胡椒碱，纯度≥  98%（HPLC），购自上海源叶

生物科技有限公司 ；RPMI1640 培养基、青 - 链霉素

（AB）、胎牛血清（FBS）等购自 Invitrogen Gibco ；二

甲基亚砜（DMSO）、台盼蓝、Trizol Reagent 等购自

Sigma-Aldrich ；噻唑蓝（3-（4,5-Dimethyl-2-Thiazolyl）-
2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromide, MTT） 购 于 德 国

BioFRoxx 公司 ；IL-1β 酶联免疫吸附测定试剂盒购于

Elabscience ；其他常规试剂均为普通分析纯试剂。

1.2 主要仪器与设备

细胞 CO2 培养箱（HERACELL I50i），Thermo Fisher 
Scientific ；倒置生物显微镜（IX71），Olympus ；低温高速离

心机（5414R），Eppendorf ；RT-qPCR 仪（CPX connect），
Bio-Rad ；Nanadrop（NanoDrop One），Thermo Fisher 
Scientific ；凝胶成像系统（5200 multi），上海天能科技

有限公司。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞传代培养

从液氮取出冻存的 iBMDM，快速融化，酒精消

毒后转移至预先加有含 10 wt.% FBS 和 1 wt.% AB
的 DMEM 培养基的细胞培养瓶内，置于细胞培养箱

中，在 37 ℃、φ=5% CO2 的条件下静置培养，细胞

贴壁后换液。当细胞贴壁生长至培养瓶面积的 80%
左右时，弃去培养基，再用新鲜培养基将细胞吹打

重悬后按 1:3~1:5 的比例进行传代培养，约 2~3 d 传

代一次。连续传代三次，待细胞状态稳定后方可进

行后续实验。

(DEGs) in response to the piperine treatment were predominantly enriched in biological processes such as bioregulation and 

metabolism, along with molecular functions including cell binding, catalysis, transcriptional regulation. The Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes (KEGG) signaling pathway enrichment analysis showed that DEGs were significantly enriched in inflammation-

related pathways, such as the NOD-like receptor signaling pathways and calcium signaling pathways. Reactome enrichment analysis 

showed the significant enrichment of DEGs in inflammatory response-related pathways, including P2X7-mediated transmembrane 

channels, NLRP3 inflammasomes, and P2X7-mediated intracellular potassium efflux. The results of this study elaborate the 

mechanisms underlying piperine's multi-target multi-pathway anti-inflammatory effect at the transcriptome level, providing a basis 

for further more comprehensive understanding of the molecular mechanisms underlying piperine's anti-inflammatory effect.

Key words: piperine; anti-inflammatory; iBMDM; RNA-seq
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表 1  本文所用RT-qPCR引物

Table 1 primers used for the RT-qPCR analysis in this study

基因 ID 正向引物 反向引物

GAPDH CCATCTTCCAGGAGCGAGAC GGTCATGAGCCCTTCCACAA

Gfi1b AGCGGGAGATGTTGCTGAAC TGGAGAACACCTTGTTGCACT

Cxcr2 ATGCCACTCAGAGAACCTGG CAGGGTTGAGCCAAAAGTCC

Tnxb AATCCTCGCACTCTGCAACA CGGCACCCATTTGACTTTGG

Panx1 GTATTGCCGTGGGTCTACCT GCAGGTACAGGAGTATGGCA

1.3.2 细胞存活率测定

将 iBMDM 以每孔 8×104 个细胞的密度接种于 96
孔细胞培养板中，过夜培养。采用系列浓度胡椒碱

（0、25、50、100、200、400 μmol/L）处理细胞 24 h。
MTT法检测细胞的存活率：弃去培养基，每孔加入 0.5 g/L
的 MTT 溶液 100 μL，置于 CO2 培养箱中孵育 4 h，每

孔加入 100 μL 的终止液后置于培养箱中继续温育约

16 h。酶标仪于 550 nm 处检测各孔的吸光值。每个处

理设置 3 个复孔，各减去空白孔吸光值后，取平均值，

以对照组为基准计算各组细胞相对存活率。

1.3.3 细胞炎症因子IL-1β释放量测定

细胞以每孔 3.5×105 个接种于 24 孔板，过夜培养。

终质量浓度为 1 μg/mL LPS 诱导预处理 3 h，再分别加

入 5 µmol/L 和 10 µmol/L 的胡椒碱预处理细胞 30 min
后，再用 10 µmol/L 尼日利亚菌素处理 30 min，诱导

NLRP3 炎症小体组装活化。实验设置未经胡椒碱预处

理的模型组以及既不用胡椒碱预处理也未加诱导剂的

普通对照组，每组设三个重复。细胞处理结束后取上

清培养液，采用 ELISA 试剂盒，按照说明书步骤检测

细胞炎症因子 IL-1β 的释放量。

1.3.4 细胞转录组测序

取对数生长期的细胞，新鲜培养基重悬后，按每

孔 2.5×106 个细胞的接种量将细胞接种入皿中，过夜

培养。实验设置模型组（M）和胡椒碱处理组（H），

每组 3 个重复。所有实验组细胞经 1 μg/mL LPS 诱导

处理 6 h 后，胡椒碱处理组细胞用新鲜培养基配制的

10 µmol/L 胡椒碱处理 30 min，模型组则加入相应体

积的新鲜培养基。再用 10 µmol/L 尼日利亚菌素诱导

NLRP3 炎症小体组装活化，处理 30 min 后弃去培养液，

用预冷的 PBS 漂洗 2 次。采用 TRizol 法，按说明书

步骤提取各细胞样品总 RNA。RNA 样品经琼脂糖凝

胶电泳和 Nanodrop 检测合格后，反转录合成 cDNA。

按 Illumina 测序平台要求构建 cDNA 测序文库，并使

用 Qubit 和 Agilent 2100 分别检测文库浓度与文库

片段长度，控制 cDNA 测序文库的质量浓度范围在

0.1~50 ng/μL，片段长度大小范围在 25~1 000 bp 之间。

即为库检合格后，利用 Illumina HiSeq2500 平台，以

2×150 bp 双端测序模式进行高通量测序。该文转录组

测序分析由广州基迪奥生物科技有限公司完成。

1.3.5 生物信息学分析

采用 Fastp 法对原始测序数据进行过滤，去除原

始数据（Raw Reads）中带接头的 reads，以及全部

都是 A 的、碱基的含 N 比例大于 10% 的和质量值

Q ≤ 20 的碱基数占整条 read 50% 以上的低质量 reads，
获得高质量的 Clean Data，以保证后续信息分析的质

量。使用 HISAT2 软件将质控后的 Clean Data 与参考

基因组 [22] 进行比对，再利用 Stringtie 对已知基因和

转录本进行注释和定量。比较模型组和胡椒碱处理组

两个基因之间的转录水平，分析两组间的差异表达基

因（Differential Expressed Genes, DEGs），DEGs 的 筛

选条件为 |log2（fold change）|  ＞  1.5，P  ＜  0.01。分别

对筛选出的 DEGs 进行 GO（Gene Ontology）、KEGG
（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）信号通路

和 Reactome 生物分子通路富集分析。

1.3.6 mRNA表达量分析（RT-qPCR）
将处于对数生长期的细胞接种于 6 孔板中，过

夜培养。用 10 μmol/L 的胡椒碱预处理 30 min，加入

LPS 处理 6 h。细胞处理结束后采用 Trizol 法提取细胞

总 RNA。按试剂盒说明书步骤将 RNA 反转录成 cDNA
后，以 GAPDH 为内参基因，对目标基因 mRNA 的相

对表达量进行实时荧光定量分析。RT-qPCR 所用引物

（表 1）由生工生物工程（上海）有限公司合成。

1.4 数据处理与统计分析

部分图片采用 GraphPad Prism 9.5 软件进行绘

制与统计分析，结果以平均值 ± 标准差表示。采用

ANOVA 方差分析，P  ＜  0.05 为有统计学意义。
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2  结果与讨论

2.1 胡椒碱对iBMDM活力的影响

本研究采用 MTT 法评价了胡椒碱对 iBMDM 活

力的影响。结果如图 1 所示，在本实验所有测试浓度

下，细胞存活率均在 100% 以上，其中，胡椒碱浓度

在 200 µmol/L 时的细胞相对存活率为 114.10%，表明

胡椒碱浓度在 400 µmol/L 以内对细胞活力均无抑制作

用，且在一定程度上提高了细胞的活力水平。该结果

表明，胡椒碱浓度在 400 µmol/L 以内时对 iBMDM 没

有毒性，可以在该浓度范围内开展后续实验。

图 1 胡椒碱对 iBMDM 存活率的影响

Fig.1 Effects of piperine on cells viability of iBMDM

注：b 代表与对照组有显著性差异（P  ＜  0.05），ab 代表与

对照组无显著性差异。

2.2 胡椒碱对iBMDM炎症因子IL-1β释放量的
影响

图 2 胡椒碱对细胞炎症因子 IL-1β 释放量的影响

Fig.2 Effects of piperine on the release of cell inflammmation

 cytokine IL-1β

注：# 代表与对照组有显著性差异（P  ＜  0.05），* 代表与模

型组有显著性差异（P  ＜  0.05）。

iBMDM 经 LPS 和尼日利亚菌素联合诱导后会激

活 NLRP3 炎症小体，释放 IL-1β 等炎症因子，进而产

生显著的炎症反应。IL-1β 的释放量能够反映细胞的炎

症水平，因此，为了验证胡椒碱的抗炎活性，本研究

采用ELISA法检测了细胞 IL-1β的释放量。如图2所示，

对照组 IL-1β 的释放量约为 3.57 pg/mL，相较于对照

组，模型组细胞经 LPS 和尼日利亚菌素诱导后，IL-1β
的释放量急剧增加，达到 47.09 pg/mL，表明细胞炎

症模型构建成功。相较于模型组，细胞经 5 µmol/L
和 10 µmol/L 胡椒碱处理后的 IL-1β 的释放量分别为

41.84 pg/mL 和 26.50 pg/mL，呈剂量依赖性下降，且

差异显著。该结果表明胡椒碱处理能够显著逆转 LPS
和尼日利亚菌素联合诱导的细胞炎症水平。

2.3 iBMDM转录组测序分析

2.3.1 细胞总RNA提取及建库测序

以 LPS 诱导的 iBMDM 炎症模型经 10 µmol/L 胡

椒碱预处理后，用 TRizol 试剂提取了各组细胞的总

RNA。如图 3 所示，琼脂糖凝胶电泳检测显示各组细

胞总 RNA 样品条带清晰，表明各样本 RNA 提取完

整。进一步对各 RNA 样品质量浓度和纯度的检测显

示 RNA 完整性 RIN ≥  6.5，RNA 质量浓度≥ 100 ng/μL，
OD260/OD280 均介于 1.8~2.2 之间，符合建库测序的质

量要求，遂进行后序的反转录和建库测序。

 

图 3 细胞总 RNA 样品琼脂糖凝胶电泳检测图谱

Fig.3 Agarose gel electrophoresis assay of total RNA samples 

from cells

2.3.2 测序数据处理及统计

原始测序数据经过滤后，进一步分析了碱基的组

成及质量分布。6 个样本质控序列（Clean data）中 Q30
碱基百分比≥  94.13%，GC 碱基所占比例≥ 48.82%。将

Clean data 与参考基因组进行序列比对，单个映射在

90.79%~91.26%，总映射在 95.91%~96.23%。具体数

据见表 2。
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表 2  测序数据质量分析

Table 2 Sequence data quality analysis

组别 序列总数 没有映射 /% 单个映射 /% 多个映射 /% 总映射 /%

M1 40 803 672 1 538 791
(3.77%)

37 232 050
(91.25%)

2 032 831
(4.98%)

39 264 881
(96.23%)

M2 41 662 666 1 679 785
(4.03%)

37 883 100
(90.93%)

2 099 781
(5.04%)

39 982 881
(95.97%)

M3 47 438 686 1 939 504
(4.09%)

43 071 513
(90.79%)

2 427 669
(5.12%)

45 499 182
(95.91%)

H-10-1 41 004 190 1 661 919
(4.05%)

37 274 279
(90.90%)

2 067 992
(5.04%)

39 342 271
(95.95%)

H-10-2 46 824 878 1 785 203
(3.81%)

42 732 326
(91.26%)

2 307 349
(4.93%)

45 039 675
(96.19%)

H-10-3 49 225 670 1 992 820
(4.05%)

44 704 457
(90.82%)

2 528 393
(5.14%)

47 232 850
(95.95%)

2.3.3 差异基因筛选及数量统计

图 4 响应胡椒碱处理的差异表达基因统计分析

Fig.4 Statistical analysis of differentially expressed genes 

response to piperine treatment

注：图 a ：差异表达基因数量统计图；图 b ：差异表达基因

统计火山图。

基于上述转录组测序结果，对比胡椒碱处理组

和模型组间各基因的表达量，使用 Deseq2 软件，

以 P  ＜  0.05，log2FC（Fold change）  ＞  log2(1.5) 为条件

筛选差异表达基因。结果如图 4 所示，共计筛选出 46
个响应胡椒碱处理的差异表达基因。与模型组相比，

胡椒碱处理组有 35 个基因表达水平上调，11 个基因

表达水平下调。

2.3.4 差异表达基因聚类分析

对 46 个差异表达基因进行聚类分析显示（图 5），
响应胡椒碱处理的差异表达基因在模型组和胡椒碱处

理组各重复样本间基本聚类成簇，表明胡椒碱对 LPS
诱导的 iBMDM 中相关基因表达水平的影响具有较好

的重复性，差异表达基因可以用于后续进一步的生物

信息学分析。

图 5 差异表达基因聚类分析热图

Fig.5 Heat map of cluster analysis of differentially expressed genes

2.3.5 差异表达基因GO富集分析

GO 是一个国际标准化的基因功能分类体系，

提供了一套动态更新的标准词汇表（Controlled 
Vocabulary）来全面描述生物体中基因和基因产物的

属性。GO 包含生物过程（Biological Process, BP）、
细胞组分（Cellular Component, CC）和分子功能

（Molecular Function, MF）三个亚群。本研究对响应
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胡椒碱处理的差异表达基因进行的 GO 功能富集结果

显示（图 6），胡椒碱调控的基因主要富集在细胞过程、

生物调节、生物调控、生物结合、生物信号、生物过

程积极调节、代谢过程等生物过程。而在分子功能方面，

差异基因主要富集于结合以及催化、转录调节、分子

转导、结构分子和分子功能调节等活性条目。在细胞

组分上，差异表达基因仅富集于细胞解剖实体物和蛋

白质复合物两个条目。GO 富集结果表明胡椒碱能够

通过靶向调控差异基因表达水平，调控上述富集的一

系列分子功能和生物过程参与细胞的炎症反应调节，

进而发挥其抗炎作用。

图 6 差异表达基因 GO 富集分析柱形图

Fig.6 GO enrichment analysis of differentlly expressed genes

2.3.6 差异表达基因KEGG通路富集分析

为了进一步深入分析胡椒碱抗炎过程中所调节

的信号通路，本文对响应胡椒碱处理的差异表达基

因进行了 KEGG 通路富集分析。KEGG 富集数目统

计图（图 7a）显示差异表达基因主要富集于代谢、环

境信息过程、有机体系统和人类疾病等四个层面的相

关信号通路，其中显著富集的前 20 条通路及其所包含

的差异表达基因比例列于图（7b）。如图 7b 所示，响

应胡椒碱处理的差异表达基因显著富集于 NOD 样受

体信号通路、钙信号通路、系统性红斑狼疮、苯丙氨

酸代谢、甘露糖型 O 型聚糖生物合成、人类巨细胞病

毒感染等信号通路。 
NLRP3（NLR 家族，Pyrin 域蛋白 3）炎性小体

是一个多蛋白复合物 [23] 。NLRP3 炎症小体是人体免疫

系统的一个重要组分，在维持人体免疫功能方面起着

不可忽视的作用，在细胞损伤时，介导 Caspase-1 激

活和促炎细胞因子 IL-1β/IL-18 的成熟和分泌 [24] 。研究

表明，NLRP3 炎症小体的过度活化与多种炎症性疾病

相关，如关节炎 [25] 、结肠炎 [26] 、阿尔兹海默症 [27] 、直

肠癌 [28] 和神经退行性疾病 [29] 等。iBMDM 是目前常用

的炎症细胞之一，可由 LPS 或 ATP 刺激产生炎症反

应 [30] 。LPS 会与 Toll 样受体结合激活下游 NF-κB 信号

通路，加剧炎症反应，激活 NLRP3 炎症小体，引起多

种促炎性细胞因子（IL-Iβ、IL-6、TNF-α 等）的释放。

响应胡椒碱处理的差异表达基因显著富集于 NOD-like
受体信号通路表明胡椒碱能够通过抑制 NLRP3 炎症

小体的过度激活，抑制细胞的炎症反应发挥抗炎作用。

已有研究也表明胡椒碱可以抑制LPS引起的炎症反应，

降低促炎性细胞因子 IL-1β、IL-18、IL-6 和 TNF-α 的

表达水平 [31] 。

图 7 差异表达基因 KEGG 通路富集分析

Fig.7 KEGG pathway enrichment analysis of differentially 

expressed genes

注：图 a ：KEGG 通路富集数目统计图；图 b ：KEGG 显著

富集 Top20 通路条形图。
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从 KEGG 的 Top 信号通路（图 7b）可见差异表

达基因还显著富集于钙信号通路。Ca2+ 是一种重要的

矿质元素，其作为第二信使参与细胞的生长、分化和

代谢等诸多重要的生物功能，对肌体健康起着至关重

要的作用 [32] 。细胞外 Ca2+ 浓度增加会通过 G 蛋白偶联

受体激活 NLRP3 炎症小体，从而诱导产生更多的促炎

性细胞因子 IL-1β [33] 。Ca2+ 内流也可参与 NLPR3 炎症

小体的组装和活化，激活促炎性细胞因子，进而促进

炎症的发生和发展。研究表明 [34] ，Ca2+ 是 NLRP3 炎症

小体的关键调节因子，对 NLRP3 炎症小体的组装起到

关键作用。细胞质 Ca2+ 增加和线粒体 Ca2+ 摄取过量也

是导致细胞 NLRP3 炎症小体过度激活的主要原因 [33] 。

显然，钙信号通路与 NLRP3 有关的炎症反应密切相关，

也参与了胡椒碱抗炎作用的细胞信号通路调节 [35] 。

2.3.7 差异表达基因Reactome通路富集分析

在 KEGG 信号通路富集的基础上，该文对响应胡

椒碱处理的差异表达基因进行了进一步的 Reactome 通

路富集分析。从显著富集的 Top20 通路图上看（图 8），
在 Reactome 通路富集分析中，响应胡椒碱处理的差异

表达基因显著富集于 P2X7 调节包括泛连接蛋白 1 在

内的膜孔、NLRP3 炎症小体、细胞质 Ca2+ 水平升高、

炎症因子、细胞衰老、P2X7 介导细胞内损失钾离子

（K+）、核苷酸结合域、富含亮氨酸的重复序列包含受

体信号通路。其中 NLRP3 炎症小体以及炎症小体通路

和 Ca2+ 相关通路的显著富集与 KEGG 信号通路的富集

分析结果一致，再次表明这些通路与胡椒碱抗炎作用

密切相关。

图 8 差异表达基因 Reactome 富集分析条形图

Fig.8 Reactome enrichment analysis bar chart of differentially 

expressed genes

P2X7 调节包括泛连接蛋白在内的膜孔通路在

Reactome 富集分析中被显著富集，表明 P2X7 及其调

节跨膜通道这一通路可能参与胡椒碱抗炎做用。嘌呤

能 P2X7 受体（P2X7R）泛连接蛋白 -1（Pannexin-1）
是跨膜通道蛋白，对 ATP 具有较好的通透性，是细胞

外的 ATP 传感器，ATP 从坏死细胞中释放，可诱导

促炎细胞因子的产生和巨噬细胞死亡 [36] 。最近的研究

表明，P2X7R 在共培养中参与 IL-1β 的分泌，尤其是

在纳米颗粒暴露的情况下，炎症因子 IL-1β、IL-6 和

IL-8 的分泌比单培养的要高 [37] 。上述研究显示 P2X7
与 Ca2+ 浓度调控以及炎症因子的释放密切相关。此外，

P2X7 调节胞内 K+ 外流通路也被显著富集，表明胡椒

碱对炎症细胞中 P2X7 调节的跨膜通道对 K+ 外流也有

显著影响。细胞内 K+ 的流失能够激活 NLRP3 炎症小

体，进而诱发一系列的炎症反应 [38] 。该信号通路的显

著富集表明其在胡椒碱抗炎作用中也发挥了重要的调

控作用。

2.3.8 差异基因RT-qPCR验证

图 9 代表性差异表达基因 mRNA 表达水平定量分析

 Fig.9 Quantitative analysis of representative DEGs mRNA 

expression levels by RT-qPCR

注：* 代表与模型组有显著性差异（P ＜ 0.05）。

为了验证转录组测序结果的准确性，在差异表达

基因中选取了 4 个具有代表性的基因进行 RT-qPCR 检

测分析，分别编码独立生长因子 1B（Growth Factor-
independent 1B, Gfi1b）、泛连接蛋白 1（Pannexin 1, 
Panx1）、肌腱糖蛋白 XB（Tenascin XB, Tnxb）和趋

化因子受体 2（CXC Chemokine Receptor 2, Cxcr2）。
Gfi1b 为核转录抑制因子，在红细胞生成和分化过程

中发挥重要作用，与多种血液系统疾病密切相关 [39] 。

Panx1 属泛连接蛋白家族成员，是一种非选择性的跨

膜通道蛋白，激活后可在细胞膜上形成通道，可释放

ATP、UTP、K+、Ca2+ 等胞内物质至胞外，在细胞间

的信号传导中发挥重要作用。其释放的胞内物质还可

作为炎症介质，诱导炎症反应的发生 [40] 。Tnxb 是一
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种细胞外基质糖蛋白，仅在成纤维细胞中表达，在胶

原存在的情况下可以介导纤维化，起到调节免疫系统

的功能，还可以通过上调转化生长因子 -β1（Tgf-β1）
和下调过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（PPARγ）改

善心肌纤维化 [41] 。Cxcr2 为 CXC 趋化因子受体 2，可

与 CXC 趋化因子 1（CXCL1）结合，激活 NLRP3 炎

性小体，促进巨噬细胞中的 IL-1β 产生，进而促进炎

症的发生和发展 [42] 。本研究以 GAPDH 为内参，对以

上 4 个基因的 mRNA 转录水平进行了 RT-qPCR 荧光

定量分析，结果如图 9 所示，与模型组相比，胡椒

碱处理组中 Gfi1b 的 mRNA 相对表达水平显著增加

（P ＜ 0.05），而 Panx1、Tnxb 和 Cxcr2 的 mRNA 相对

表达量则显著降低（P ＜ 0.05）。这些基因 mRNA 表达

水平的变化趋势与转录组测序结果基本一致，表明本

研究中的转录组测序结果及相关的研究结论准确可靠。

3  结论 

本文基于 LPS 和尼日利亚菌素联合诱导的

iBMDM 炎症模型，研究了胡椒碱的抗炎作用及机制。

结果表明，胡椒碱在测试浓度范围内对细胞无毒性作

用，并能够显著抑制炎症因子 IL-1β 炎症因子释放，

表现出了显著的抗炎活性。转录组测序分析结果表明

胡椒碱调控了炎症细胞中包括 35 个上调基因和 11 个

下调基因在内的 46 个基因的表达水平。对差异表达基

因进行进一步的生物信息学分析表明，胡椒碱能够通

过靶向这些差异表达基因调控 NOD 样受体信号通路、

钙信号通路、NLRP3 炎症小体以及 P2X7 介导的细胞

膜孔和 Ca2+、K+ 浓度调控等相关信号通路发挥其抗炎

作用，展现了胡椒碱调控“多靶点、多通路”的抗炎

作用机制。本文从转录组水平上揭示了胡椒碱的抗炎

作用机制，为全面认识胡椒碱的抗炎活性提供了一定

的理论和数据支撑。本研究的不足之处在于生物信息

学分析相关结果尚缺乏实验支撑，有待于进一步深入

的实验研究。
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