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摘要 ： 目的　探讨氢溴酸山莨菪碱（Ani-HBr）对敌草快（DQ）诱导的小鼠腹腔巨噬细胞（PMs）损伤

的保护作用及其机制。方法　选取PMs进行培养，用DQ刺激PMs 12 h后，用不同浓度的Ani-HBr（10、20 μg/mL）

干预24 h。采用CCK-8法检测细胞存活率；试剂盒检测ATP、ROS水平；流式细胞术分析巨噬细胞极化M1

（F4/80CD86）和M2（F4/80CD206）比例；Western blotting 检测线粒体生物合成核心因子核呼吸因子1（NRF1）、

线粒体转录因子A（TFAM）、M1型［白细胞介素-6（IL-6）、IL-1β］和M2型［转化生长因子-β（TGF-β）、IL-10］巨

噬细胞分泌细胞因子的表达，以及NF-κB通路关键蛋白P65及其磷酸化形式p-P65的表达。结果　DQ组细胞存

活率低于Control组（P <0.05），DQ+Ani-HBr-10组、DQ+Ani-HBr-20组细胞存活率高于DQ组（P <0.05），

且DQ+Ani-HBr-20组细胞存活率高于DQ+Ani-HBr-10组 （P <0.05）。DQ组ATP水平低于Control组 （P <

0.05），ROS水平高于Control组（P <0.05），DQ+Ani-HBr-10组、DQ+Ani-HBr-20组ATP水平均高于DQ组

（P <0.05），ROS水平低于DQ组（P <0.05）。DQ组NRF1、TFAM蛋白相对表达量均低于Control组（P <0.05），

DQ+Ani-HBr-10 组、DQ+Ani-HBr-20 组 NRF1、TFAM 蛋白相对表达量均高于 DQ 组（P <0.05）。DQ组P65、

p-P65蛋白相对表达量均高于Control组（P <0.05），DQ+Ani-HBr-10组、DQ+Ani-HBr-20组P65、p-P65蛋

白相对表达量均低于DQ组（P <0.05）。DQ组M1型巨噬细胞比例高于Control组（P <0.05），M2型巨噬细胞比

例低于 Control 组 （P <0.05），DQ+Ani-HBr-10 组、DQ+Ani-HBr-20 组 M1 型巨噬细胞比例均低于 DQ 组

（P <0.05），M2型巨噬细胞比例均高于DQ组（P <0.05）。DQ组IL-6、IL-1β蛋白相对表达量均高于Control组

（P <0.05），TGF-β和 IL-10 蛋白相对表达量均低于 Control 组 （P <0.05）。DQ+Ani-HBr-10 组、DQ+Ani-

HBr-20组IL-6、IL-1β蛋白相对表达量均低于DQ组（P <0.05），TGF-β和IL-10蛋白相对表达量均高于DQ组

（P <0.05）。结论　Ani-HBr对DQ诱导的PMs损伤具有保护作用，其机制可能与上调NRF1/TFAM蛋白表达、

改善线粒体功能、抑制NF-κB通路激活，以及调节巨噬细胞极化平衡有关。
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Methods PMs were cultured and stimulated with DQ for 12 h, followed by intervention with different 

concentrations of Ani-HBr (10 μg/mL and 20 μg/mL) for 24 h. Cell viability was measured by the CCK-8 assay. ATP 

and ROS levels were detected using commercial kits. Macrophage polarization was analyzed by flow cytometry 

using M1 (F4/80CD86) and M2 (F4/80CD206) markers. Western blotting was performed to determine the 

expressions of mitochondrial biogenesis factors nuclear respiratory factor 1 (NRF1) and mitochondrial transcription 

factor A (TFAM), M1-type cytokines [interleukin-6 (IL-6) and interleukin-1β (IL-1β) ], M2-type cytokines 

[transforming growth factor beta (TGF- β) and interleukin-10 (IL-10) ], and proteins associated with the NF- κB 

pathway including P65 and phosphorylated P65 (p-P65).  Results Cell viability was significantly lower in the DQ 

group than in the control group (P < 0.05). Compared with the DQ group, cell viability was significantly increased in 

both the DQ+Ani-HBr-10 and DQ+Ani-HBr-20 groups (P < 0.05). In addition, cell viability was higher in the DQ+

Ani-HBr-20 group than in the DQ+Ani-HBr-10 group (P < 0.05). ATP levels were significantly lower, and ROS 

levels were significantly higher in the DQ group than in the control group (both P < 0.05). Compared with the DQ 

group, ATP levels were significantly increased, and ROS levels were significantly decreased in the DQ+Ani-HBr-10 

and DQ+Ani-HBr-20 groups (all P < 0.05). The expression levels of NRF1 and TFAM were significantly lower in 

the DQ group than in the control group (P < 0.05), whereas both were significantly increased in the DQ+Ani-HBr-10 

and DQ+Ani-HBr-20 groups compared with the DQ group (P < 0.05). The expression levels of P65 and p-P65 were 

significantly higher in the DQ group than in the control group (P < 0.05), while both were significantly lower in the 

DQ+Ani-HBr-10 and DQ+Ani-HBr-20 groups than in the DQ group (P < 0.05). The proportion of M1 macrophages 

was significantly increased and the proportion of M2 macrophages was significantly decreased in the DQ group 

compared with the control group (P < 0.05). Compared with the DQ group, the proportions of M1 macrophages were 

significantly decreased and the proportions of M2 macrophages were significantly increased in the DQ+Ani-HBr-10 

and DQ+Ani-HBr-20 groups (P < 0.05). The relative protein expression levels of IL-6 and IL-1β were significantly 

higher, whereas those of TGF-β and IL-10 were significantly lower, in the DQ group than in the control group (P < 

0.05). Compared with the DQ group, the relative protein expression levels of IL-6 and IL-1β were significantly 

decreased, while those of TGF-β and IL-10 were significantly increased, in the DQ+Ani-HBr-10 and DQ+Ani-HBr-

20 groups (P < 0.05).  Conclusion Ani-HBr exerts significant protective effects against DQ-induced injury in PMs, 

which may be associated with upregulation of NRF1/TFAM expression, improvement of mitochondrial function, 

inhibition of NF-κB pathway activation, and modulation of macrophage polarization balance.

Keywords:  anisodamine hydrobromide; diquat; macrophages; mechanism of action

敌草快 （Diquat, DQ） 是一种广泛使用的联吡

啶类除草剂，其在体内代谢后通过氧化还原循环

反 应 持 续 产 生 活 性 氧 （reactive oxygen species, 

ROS），引发严重的氧化应激反应[1]。DQ 通过细胞

色素 P450 还原酶介导的单电子还原形成自由基阳

离子，迅速与分子氧反应产生超氧阴离子，进而

生成过氧化氢和羟自由基[2]。目前，DQ 中毒已成

为急性肝损伤的主要原因之一，其毒性机制涉及

氧化应激、线粒体功能障碍和炎症反应等病理过

程[1]。研究表明，DQ 通过破坏细胞内抗氧化系统

并抑制线粒体呼吸链复合物活性，导致线粒体功

能 障 碍 [ 腺 苷 三 磷 酸 （adenosine triphosphate, ATP）

下降、ROS 升高]和细胞凋亡[3]。在肝脏免疫微环境

中，库普弗细胞作为驻留巨噬细胞，是重要的免

疫调节者，DQ 诱导的氧化应激可导致巨噬细胞功

能紊乱，加重肝脏炎症反应[4]。

巨 噬 细 胞 的 极 化 状 态 （促 炎 型 M1 和 抗 炎 型

M2） 决定其在炎症进程中的角色[5]。M1 巨噬细胞

通过分泌白细胞介素-6 （Interleukin-6, IL-6）、转

化生长因子-β（transforming growth factor-β, TGF-β）、

IL-1β等促炎因子，加剧炎症反应；而 M2 巨噬细

胞通过分泌 IL-10、TGF-β促进组织修复[6]。近年

来研究表明，巨噬细胞极化不仅受细胞因子驱动，

其能量代谢状态 （ATP 水平、线粒体活性） 同样是

决定功能的重要因素[7]。M1 型巨噬细胞依赖糖酵解

供能，而 M2 型巨噬细胞维持完整的三羧酸循环，

主要依赖氧化磷酸化供能[8]。然而，目前尚未有研

究阐明 DQ 诱导的氧化应激是否通过影响巨噬细胞

线粒体功能导致极化失衡。

线粒体功能的维持依赖于线粒体生物合成的

动 态 平 衡 ， 该 过 程 主 要 由 核 呼 吸 因 子 1 （nuclear 

respiratory factor 1, NRF1） 和 线 粒 体 转 录 因 子 A
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（mitochondrial transcription factor A, TFAM） 共 同 调

控[9]。NRF1 作为线粒体生物合成的关键调控因子，

其缺失可导致 NF-κB 通路激活，提示 NRF1 在正常

状态下对 NF-κB 通路具有抑制作用[10]。NF-κB 通

路是调控炎症反应的核心信号轴，其激活可驱动

巨噬细胞向 M1 型极化并促进促炎因子表达[11]。考

虑到 DQ 中毒的关键是氧化应激，通过调控 NRF1/

TFAM 轴来促进线粒体生物合成或许能成为一种有

效的细胞保护方法。

氢 溴 酸 山 莨 菪 碱 （anisodamine hydrobromide, 

Ani-HBr） 是一种临床常用的微循环改善剂，已被

证实具有抗氧化和抗炎作用[12]。研究表明，Ani-HBr

能够减少 ROS 诱导的氧化应激，并通过抑制炎症

信号通路减轻组织损伤[13]。然而，目前关于 Ani-HBr

在巨噬细胞水平上是否具有直接保护作用及其具

体机制尚不明确。

基于上述背景，本研究假设：Ani-HBr 通过激

活 NRF1/TFAM 轴，改善线粒体功能，抑制 NF-κB

通路激活，调节巨噬细胞极化平衡 （M1/M2），从

而保护腹腔巨噬细胞 （peritoneal macrophages, PMs）

免受 DQ 诱导的损伤。本研究旨在探讨 Ani-HBr 对

DQ 诱导的 PMs 损伤的保护作用及其机制。

1  材料与方法 

1.1　实验动物　

20 只 6～8 周龄雄性 ICR 小鼠[实验动物生产许

可证号：SCXK （苏） 2020-0009，实验动物使用许可

证号：SYXK （苏） 2017-0046]，体重 （18～22） g，

购自江苏华创信诺医药科技有限公司，在 SPF 级动

物实验室内饲养。小鼠自由采食饮水，温度 21～

23 ℃，湿度 60%～65%，12 h/12 h 光暗循环。适应

性饲养 1 周后进行实验。本研究涉及的动物实验程

序 经 重 庆 大 学 附 属 涪 陵 医 院 伦 理 委 员 会 批 准

（2025CDFSFLYYEC-68）。

1.2　主要试剂与仪器　

DQ、 氢 溴 酸 山 莨 菪 碱 （美 国 MCE 公 司 ， 货

号：HY-136372、HY-N0584A），兔抗 IL-1β多克隆抗

体、兔抗 IL-6 多克隆抗体、兔抗 TGF-β多克隆抗

体、兔抗 NRF1 多克隆抗体、兔抗 TFAM 多克隆抗

体（武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 ，货 号 ：26048-1-

AP、26404-1-AP、81746-2-RR、12936-1-AP、22586-

1-AP），兔抗 IL-10 多克隆抗体 （武汉爱博泰克生物

科技有限公司，货号：A2171），小鼠抗β-actin 单克隆

抗 体 （英 国 Abcam 公 司 ， 货 号 ： ab8226）， 兔 抗

NF-κB P65 多 克 隆 抗 体 、 兔 抗 p-P65 多 克 隆 抗 体

（上海碧云天生物技术公司，货号：AN365、AN371），

辣根过氧化物酶 （horseradish peroxidase, HRP） 标记

山 羊 抗 兔 免 疫 球 蛋 白 G （immunoglobulin G, IgG）、

HRP 标 记 山 羊 抗 小 鼠 IgG、 HRP 标 记 山 羊 抗 大 鼠

IgG （ 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 货 号 ：

SA00001-2-HRP、 SA00001-1、 SA00001-15-HRP），

FITC 标 记 F4/80 抗 体 -APC 标 记 CD86 抗 体 （北 京

BIOLEGEND 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 货 号 ： 123107、

105011），APC 标记 CD206 抗体 （武汉伊莱瑞特生

物科技股份有限公司，货号：E-AB-F1135E），ATP 检

测试剂盒、ROS 检测试剂盒 （上海碧云天生物技术

公司，货号：S0026、S0033S）。流式细胞仪（美国贝克

曼库尔特公司，型号：CytoFLEX），酶标检测仪 （无

锡 Diatek 公司，型号：DR-3518GL），电泳仪 （上

海天能公司，型号：EPS-200），电转仪 （上海天

能公司，型号：EPS-300），一体式化学发光成像

系统 （上海天能公司，型号：5200），细胞培养箱

（美国 Thermo Scientific 公司，型号：8000），低温高

速 离 心 机 （美 国 Thermo 公 司 ， 型 号 ： Scientific 

Micro 21R），常温低速台式离心机 （北京白洋离心

机厂，型号：BY-160A），普通荧光显微镜 （日本

Nikon 公司，型号：Ti2）。

1.3　实验方法　

1.3.1 　 小鼠 PMs 提取 　参 照 文 献 [14] 的 方 法 提 取

PMs。每组实验使用来源于 5 只独立小鼠的 PMs 进

行生物学重复实验。将小鼠脱颈椎处死，并浸入

75% 乙醇中 3 min，取出小鼠沥干后用注射器吸取

10 mL 的 生 理 盐 水 注 入 小 鼠 腹 腔 中 ， 轻 揉 小 鼠 腹

部 3 min 后，用注射器将腹腔液吸入离心管中，在

4 ℃ 、 2 000 r/min 离 心 10 min，弃上清液，重悬，

细胞计数。每只小鼠提取的 PMs 分别用于全部实验

分组，确保每只小鼠的细胞在各组间平行处理。提

取的 PMs 常规培养，实验所用细胞处于对数生长期。

1.3.2 　 药物制备 　DQ 处理液：将 DQ 粉末溶解于

无菌 PBS 中，配制成 10 μmol/L 的工作液；Ani-HBr

处理液：将 Ani-HBr 溶解于无菌水中，分别配制成

10、20 μg/mL 工作液。
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1.3.3 　 DQ 处理构建细胞中毒模型 　将提取的 PMs

按 80% 细胞密度铺板，培养过夜使其贴壁后加入

DQ 10 μmol/L，刺激 12 h 后再进行后续实验。

1.3.4 　 Ani-HBr 处理巨噬细胞及实验分组 　DQ 刺

激 12 h 后，吸去孔内液体，用 100 μL PBS 冲洗 2 次，

以彻底去除残留的 DQ，根据分组加入不同浓度的

Ani-HBr。将来源于每只小鼠的 PMs 分为以下 4 组

进行处理，每组 5 只：Control 组[加入等体积的无菌

PBS （DQ 的溶剂） 和无菌水 （Ani-HBr 的溶剂） ]、

DQ 组 （PMs 用 10 μmol/L DQ 处理 12 h）、DQ+Ani-

HBr-10 组 （PMs 用 10 μmol/L DQ 处理 12 h 后，再加

入 10 μg/mL Ani-HBr 处理 24 h）、DQ+Ani-HBr-20 组

（PMs 用 10 μmol/L DQ 处理 12 h 后，再加入 20 μg/mL 

Ani-HBr 处理 24 h）。

1.3.5 　 CCK-8 法检测细胞存活率 　取对数生长期

PMs，在 96 孔板中以 5×104 个/mL 的细胞密度接种

细胞，100 μL/孔，每组设 3 个平行复孔，在常规培

养条件 （37 ℃、5% 二氧化碳） 下进行干预。之后

向每孔加入 10 μL 的 CCK-8 试剂，充分混匀后，继

续 在 培 养 箱 中 避 光 孵 育 3 h， 随 后 用 酶 标 仪 测 定

450 nm 处吸光度值。设置标准曲线，计算细胞存

活率。

1.3.6 　 ATP 水平检测 　用 0.25% 胰酶消化收集各

组 PMs，用预冷 PBS 洗涤 3 次，以 1×106 个/mL 的细胞

密度重悬于 PBS 中。将 ATP 裂解缓冲液加入细胞中

混匀，冰上孵育 30 min。细胞在 4 ℃、12 000 r/min 离

心 5 min，然后按照 ATP 测定试剂盒具体步骤测量上

清液中的 ATP 水平。结果使用 ATP 标准溶液对 ATP

测量值进行标准化计算，并使用 BCA 蛋白测定试剂

盒检测。

1.3.7 　 ROS 水平检测 　用 0.25% 胰酶消化收集各

组 PMs，以 1×105 个/mL 的细胞密度重悬于 PBS 中。

加入 200 μL 的 DCFH-DA 探针 （50 μg/mL），混匀，

37 ℃避光孵育 30 min。随后用 PBS 洗涤 1 次，再用

荧光显微镜检测 ROS 水平。

1.3.8 　 PMs极化状态检测 　用 0.25% 胰酶消化收集

各组 PMs，用 PBS 洗涤 3 次，离心后加入 2 mL 4% 多

聚甲醛固定 5 min。固定好后用 PBS 洗涤 3 次，离心

后加入 2 mL 0.1% Triton，通透 5 min，PBS 洗涤 3 次。

离 心 后 加 入 CD206（0.125 μg/100 μL）或 CD86（0.25 

μg/100 μL）抗体重悬，避光在冰上孵育 30 min，PBS

洗涤 2 次。离心后加入 300 μL PBS 重悬，流式细胞

术检测细胞极化状态。

1.3.9 　 Western blotting 检测蛋白表达 　收 集 各 组

PMs 并用冰预冷 PBS 洗涤 3 次，之后在冰上操作，

加入 RIPA 裂解液裂解细胞后提取总蛋白，用 BCA

试剂盒测定蛋白浓度。以 30 μg 为上样量，进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳，0.45 μmol/L PVDF 转膜 （恒压

100 V， 100 min）， 用 5% （0.05 μg/mL） 脱 脂 牛 奶

室温摇床封闭 90 min。TBST 洗膜后孵育一抗，4 ℃

过 夜 ，其 中 NRF1、TFAM、IL-6、IL-1β、IL-10、

TGF-β、P65、p-P65、β-actin 的抗体稀释浓度分别是

1∶1 000、1∶1 000、1∶1 000、1∶1 000、1∶1 000、1∶

1 000、1∶500、1∶1 000、1∶10 000。TBST 洗膜后加对

应的二抗 （1∶8 000） 室温摇床孵育 1 h，洗膜后

化学发光显色。使用 Image J 软件分析灰度值。

1.4　统计学方法　

数 据 分 析 采 用 GraphPad Prism 10.0 统 计 软 件 。

计量资料以均数±标准差 （x±s） 表示，两组间比

较用独立样本 t 检验，多组间比较用单因素方差分

析。P <0.05 为差异有统计学意义。

2  结果 

2.1　Ani-HBr对DQ诱导的PMs细胞存活率的影响

Control 组、DQ 组、DQ+Ani-HBr-10 组、DQ+Ani-

HBr-20 组 细 胞 存 活 率 分 别 为（100.00±5.78）% 、

（74.92±4.58）% 、（82.42±4.06）% 、（92.93±5.19）% ，

经单因素方差分析，差异有统计学意义（F =45.343，

P =0.001）。 DQ 组 细 胞 存 活 率 低 于 Control 组（P <

0.05），表 明 DQ 对 PMs 具 有 显 著 的 细 胞 毒 性 作 用 ；

DQ+Ani-HBr-10 组 、DQ+Ani-HBr-20 组 细 胞 存 活 率

高 于 DQ 组（P <0.05），且 DQ+Ani-HBr-20 组 细 胞 存

活 率 高 于 DQ+Ani-HBr-10 组（P <0.05）。 表 明 Ani-

HBr 能有效逆转 DQ 对细胞的毒性作用，并且剂量越

高，保护效果越好。

2.2　 Ani-HBr 对 DQ 诱 导 的 PMs 线 粒 体 ATP、

ROS水平的影响　

各 组 ATP、 ROS 水 平 比 较 ， 经 单 因 素 方 差 分

析，差异均有统计学意义 （P <0.05）。DQ 组 ATP 水

平低于 Control 组 （P <0.05），ROS 水平高于 Control

组 （P <0.05），提示 DQ 对线粒体功能具有显著损

伤 作 用 ； DQ+Ani-HBr-10 组 、 DQ+Ani-HBr-20 组
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ATP 水 平 均 高 于 DQ 组 （P <0.05）， ROS 水 平 低 于

DQ 组 （P <0.05），且呈浓度依赖性。表明 Ani-HBr

能显著改善 DQ 对 PMs 线粒体功能的损伤，且剂量

越高表示保护效果越好。见表 1。

2.3　Ani-HBr 对 DQ 诱导的 PMs 线粒体功能相关

蛋白NRF1、TFAM表达的影响　

各组 NRF-1、TFAM 蛋白相对表达量比较，经

单 因 素 方 差 分 析 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （P <

0.05）。DQ 组 NRF1、TFAM 蛋白相对表达量均低于

Control 组 （P <0.05），表明 DQ 抑制了线粒体生物

合 成 相 关 基 因 的 表 达 ； DQ+Ani-HBr-10 组 、 DQ+

Ani-HBr-20 组 NRF1、 TFAM 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高

于 DQ 组 （P <0.05），且呈浓度依赖性。进一步证

实了 Ani-HBr 能激活线粒体生物合成核心因子，从

而改善线粒体功能。见表 2 和图 1。

2.4　Ani-HBr对DQ诱导的NF-κB通路激活的影响

各组 P65、p-P65 蛋白相对表达量比较，经单

因素方差分析，差异均有统计学意义 （P <0.05）。

DQ 组 P65、p-P65 蛋白相对表达量均高于 Control 组

（P <0.05），表明 DQ 强烈激活了 NF-κB 炎症通路；

DQ+Ani-HBr-10 组、DQ+Ani-HBr-20 组 P65、p-P65

蛋白相对表达量均低于 DQ 组 （P <0.05），且呈浓

度依赖性。表明高剂量的 Ani-HBr 能显著抑制 NF-

κB 通路的过度激活。见表 3 和图 2。

2.5　流式细胞术检测 Ani-HBr 对 DQ 诱导的 PMs

极化状态的影响　

各组 M1 型、M2 型巨噬细胞比例比较，经单因

素方差分析，差异均有统计学意义 （P <0.05）。DQ

组 M1 型 巨 噬 细 胞 比 例 高 于 Control 组 （P <0.05），

M2 型巨噬细胞比例低于 Control 组 （P <0.05），提示

DQ 诱 导 了 明 显 的 促 炎 极 化 ； DQ+Ani-HBr-10 组 、

DQ+Ani-HBr-20 组 M1 型巨噬细胞比例均低于 DQ 组

（P <0.05），M2 型巨噬细胞比例均高于 DQ 组 （P <

0.05），且呈浓度依赖性。表明高剂量 Ani-HBr 能更

有 效 地 促 进 巨 噬 细 胞 向 抗 炎 M2 型 极 化 。 见 图 3

和表 4。

2.6　Western blotting 实验检测 Ani-HBr 对 DQ 诱

导的PMs极化状态的影响　

各组 M1 型、M2 型分泌细胞因子蛋白相对表达

表 1　各组ATP、ROS水平比较 （n =5， x±s）

组别

Control 组

DQ 组

DQ+Ani-HBr-10 组

DQ+Ani-HBr-20 组

F 值

P 值

ATP/（nmol/mg）

137.90±9.45

79.86±5.83

109.90±10.72

128.30±9.07

24.439

0.000

ROS

123.70±6.06

199.30±4.99

182.60±6.99

146.30±1.66

124.521

0.000

表 2　各组NRF-1、TFAM蛋白相对表达量比较 （n =5， x±s）

组别

Control 组

DQ 组

DQ+Ani-HBr-10 组

DQ+Ani-HBr-20 组

F 值

P 值

NRF1 蛋白

1.00±0.08

0.40±0.02

0.64±0.05

0.87±0.05

78.885

0.000

TFAM 蛋白

1.00±0.08

0.55±0.02

0.71±0.03

0.92±0.06

46.493

0.000

67 kD

25 kD

42 kD

NRF-1

TFAM

β-actin

      1                 2               3               4      

1： Control 组； 2： DQ 组； 3： DQ+Ani-HBr-10 组； 4： DQ+Ani-HBr-

20 组。

图1　NRF-1、TFAM蛋白条带图

表 3　各组P65、p-P65蛋白相对表达量比较 （n =5， x±s）

组别

Control 组

DQ 组

DQ+Ani-HBr-10 组

DQ+Ani-HBr-20 组

F 值

P 值

P65 蛋白

1.00±0.04

1.18±0.06

1.01±0.09

0.99±0.05

6.592

0.013

p-P65 蛋白

1.00±0.08

2.90±0.19

2.47±0.20

1.85±0.14

77.579

0.000

65 kD

65 kD

42 kD

P65

p-P65

β-actin

       1                2              3               4      

1： Control 组； 2： DQ 组； 3： DQ+Ani-HBr-10 组； 4： DQ+Ani-HBr-

20 组。

图2　P65、p-P65蛋白条带图
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量比较，经单因素方差分析，差异均有统计学意

义 （P <0.05）。DQ 组 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量

均高于 Control 组 （P <0.05），TGF-β、IL-10 蛋白相

对表达量均低于 Control 组 （P <0.05），表明 DQ 诱

导了促炎因子分泌；DQ+Ani-HBr-10 组、DQ+Ani-

HBr-20 组 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量均低于 DQ

组 （P <0.05），TGF-β、IL-10 蛋白相对表达量均高

于 DQ 组 （P <0.05），且呈浓度依赖性。进一步证

实了 Ani-HBr 能显著抑制促炎因子分泌并促进抗炎

因 子 分 泌 ， 恢 复 巨 噬 细 胞 的 极 化 平 衡 。 见 表 5

和图 4。

表 4　各组M1型、M2型巨噬细胞比例比较 （n =5， %， x±s）

组别

Control 组

DQ 组

DQ+Ani-HBr-10 组

DQ+Ani-HBr-20 组

F 值

P 值

M1 型（CD86）

5.49±0.36

11.47±0.57

8.27±0.72

6.69±0.29

76.506

0.000

M2 型（CD206）

4.77±0.79

1.30±0.35

2.14±0.14

3.20±0.49

26.571

0.000

C
D

86
-A

PC

F4/80-FITC
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106

105

104

103

102

107

106

105

104

103

102

107

106

105

104

103

102

107

106

105

104

103

102

102     103     104     105     106     107 102     103     104     105     106     107 102     103     104     105     106     107 102     103     104     105     106     107

Control组 DQ组 DQ+Ani-HBr-10组 DQ+Ani-HBr-20组

M1 型巨噬细胞

C
D

20
6-

A
PC

F4/80-FITC

107

106

105

104

103

102

102     103     104     105     106     107

Control组 DQ组 DQ+Ani-HBr-10组 DQ+Ani-HBr-20组
107

106

105

104

103

102

102     103     104     105     106     107

107

106

105

104

103

102

102     103     104     105     106     107

107

106

105

104

103

102

102     103     104     105     106     107

M2 型巨噬细胞

图3　流式细胞术检测PMs中M1型、M2型巨噬细胞比例

表5　各组M1型、M2型分泌细胞因子蛋白相对表达量比较 

（n =5， x±s）

组别

Control 组

DQ 组

DQ+Ani-HBr-10 组

DQ+Ani-HBr-20 组

F 值

P 值

M1型分泌细胞因子蛋白

IL-6

1.00±0.10

2.70±0.17

2.17±0.18

1.53±0.10

81.870

0.000

IL-1β
1.00±0.08

4.25±0.24

3.52±0.31

2.04±0.19

129.222

0.000

M2型分泌细胞因子蛋白

TGF-β
1.00±0.06

0.53±0.04

0.68±0.03

0.85±0.07

48.352

0.000

IL-10

1.00±0.03

0.53±0.03

0.67±0.03

0.82±0.06

82.461

0.000

24 kD

17 kD

25 kD

17 kD

42 kD

IL-6

IL-1β
TGF-β

IL-10

β-actin

        1                2               3              4      

1： Control 组； 2：DQ 组； 3：DQ+Ani-HBr-10 组； 

4： DQ+Ani-HBr-20 组。

图4　M1型、M2型分泌细胞因子蛋白条带图
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3  讨论 

线粒体生物合成障碍及 NF-κB 通路过度激活

是 DQ 诱 导 巨 噬 细 胞 损 伤 的 关 键 环 节 ， 而 调 控

NRF1/TFAM 信号轴可能是有效的干预策略。本研

究发现，DQ 暴露显著降低了 PMs 的细胞存活率。

这与既往研究一致，即 DQ 通过破坏细胞内抗氧化

防御系统并抑制线粒体呼吸链复合物活性，最终

导致细胞凋亡[13]。深入机制研究表明，DQ 干预后

PMs 出现明显的线粒体功能障碍，表现为 ATP 水平

降低，而 ROS 水平升高，同时 NRF1 与 TFAM 蛋白

表达受到显著抑制。

线粒体作为细胞能量代谢的核心细胞器，其

功能的维持依赖于线粒体生物合成的动态平衡[15]。

PGC-1α-NRF1-TFAM 信号轴是调控线粒体生物合

成 的 关 键 通 路 ， 其 中 NRF1 作 为 核 编 码 的 转 录 因

子，可直接激活 TFAM 的转录，而 TFAM 进入线粒

体后负责调控线粒体 DNA 的复制与转录，进而影

响 ATP 生成[16]。研究表明，NRF1 诱导的线粒体生

物发生能够显著改善线粒体功能障碍，减少线粒

体 ROS 产生，并维持线粒体膜电位稳定[17]。本研究

中 DQ 抑制 NRF1、TFAM 表达，导致线粒体生物合

成受损，ATP 生成减少而 ROS 累积，形成恶性循

环，进一步加剧细胞损伤。

此 外 ， 本 研 究 发 现 DQ 激 活 了 NF-κB 炎 症 通

路，表现为 p-P65 表达水平显著上调。NF-κB 通路

是调控炎症反应的核心信号轴，NF-κB 与抑制蛋

白 IκB 结合滞留于细胞质中；当受到 ROS 等刺激

时，IκB 激酶复合物磷酸化 IκB，导致其降解并释

放 NF-κB 二聚体，使其转位入核启动促炎基因的

转录[18]。DQ 诱导的大量 ROS 生成通过磷酸化和降

解 IκB-α，促进 NF-κB 的核转位，进而驱动下游

促炎细胞因子高表达[15]。本研究中，DQ 激活 NF-

κB 通 路 后 ， 诱 导 PMs 向 促 炎 性 M1 型 极 化 ， 导 致

M1 型细胞因子 IL-6、IL-1β分泌增加。

巨 噬 细 胞 的 极 化 状 态 （促 炎 型 M1 与 抗 炎 型

M2） 是 决 定 其 在 炎 症 进 程 中 角 色 的 关 键 因 素[19]。

M1 型巨噬细胞主要分泌 IL-6、IL-1β等促炎细胞

因子，放大炎症反应并可能导致组织损伤；而 M2

型巨噬细胞则通过分泌 IL-10、TGF-β等抗炎因子

促进组织修复和炎症消退[20]。近年来研究揭示，巨

噬细胞的极化不仅受细胞因子驱动，其内部的能

量代谢状态同样是决定其功能表型的重要因素[21]。

M1 巨噬细胞主要依赖糖酵解快速产生 ATP，伴随

ROS 生成增加和氧化磷酸化受抑；而 M2 巨噬细胞

则维持完整的三羧酸循环，主要依赖氧化磷酸化

和脂肪酸氧化供能[22]。本研究中 DQ 诱导的线粒体

功能障碍 （ATP 下降、ROS 升高） 可能通过代谢重

编程驱动巨噬细胞向 M1 表型极化，而 M1 极化后进

一步释放促炎因子，形成炎症放大环路。

本 研 究 的 重 要 发 现 是 Ani-HBr 对 DQ 诱 导 的

PMs 损伤具有显著的保护作用。干预实验显示，与

DQ 组相比，Ani-HBr 能够剂量依赖性地逆转上述

损伤。高剂量 Ani-HBr （20 μg/mL） 尤为有效，显

著提高了 PMs 的细胞存活率。既往研究表明，山莨

菪碱具有抗氧化和抗炎作用，在博来霉素诱导的

急性肺损伤模型中，山莨菪碱通过增强超氧化物

歧化酶和谷胱甘肽活性，提升内源性抗氧化防御

能力，减少 ROS 诱导的氧化应激[23]。此外，山莨菪

碱在脂多糖诱导的胰腺腺泡细胞损伤中，通过抑

制 NLRP3 炎症小体激活和 NF-κB 信号通路，减轻

细胞凋亡和炎症反应[24]。

本研究进一步揭示了 Ani-HBr 发挥保护作用的

深层机制。首先，Ani-HBr 显著恢复 PMs 的 ATP 水

平并降低 ROS 水平，表明其能够改善 DQ 诱导的线

粒体功能障碍。更为重要的是，Ani-HBr 显著上调

了 NRF1、TFAM 蛋白表达，提示 Ani-HBr 可能通过

激活 PGC-1α-NRF1-TFAM 信号轴促进线粒体生物

合成。研究表明，NRF1 过表达可增加线粒体质量，

增强氧化磷酸化和 ATP 产生，同时减少线粒体 ROS

生成和线粒体膜电位去极化[9]。NRF1 诱导的线粒

体生物发生通过恢复细胞能量代谢稳态，可有效

对抗氧化应激诱导的细胞损伤[16]。本研究中 Ani-

HBr 上调 NRF1/TFAM 表达，可能通过增强线粒体生

物合成能力，恢复线粒体功能，从而保护 PMs 免受

DQ 损伤。

其次，Ani-HBr 抑制了 NF-κB 通路的磷酸化激

活，表现为 p-P65 表达水平下降。这一发现与山莨

菪碱在脂多糖诱导的胰腺腺泡细胞损伤中的抗炎

机 制 一 致[24]。 值 得 注 意 的 是 ， NRF1/TFAM 轴 的 激

活与 NF-κB 通路抑制之间存在密切联系。研究表

明，NRF1 诱导的线粒体生物合成能够通过改善线

粒体功能、降低 ROS 水平，进而减少 NF-κB 的激
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活；同时，优化的线粒体功能可减少促炎因子的

产 生 ， 形 成 负 向 调 控 环 路[25]。 此 外 ， NF- κB 与

NRF1 之间存在双向调控关系：适度的 NF-κB 激活

可在早期通过结合 NRF1 启动子区域促进其转录，

从而启动线粒体生物合成以应对炎症损伤；然而，

持 续 的 NF-κB 过 度 激 活 则 会 抑 制 NRF1/TFAM 轴 ，

导致线粒体功能障碍[25]。本研究中 Ani-HBr 通过上

调 NRF1/TFAM 表达并抑制 NF-κB 过度激活，可能

打破了这一恶性循环，实现了对线粒体功能和炎

症状态的双重改善。

最后，Ani-HBr 调节了巨噬细胞的极化平衡。

本研究发现，Ani-HBr 诱导 PMs 向抗炎性 M2 型极

化，提升了 M2 型细胞因子 TGF-β和 IL-10 的分泌。

这种 M2 极化表型的转变有助于促进炎症消退和组

织修复[26]。研究表明，M2 型巨噬细胞极化依赖于

氧化磷酸化和脂肪酸氧化供能[22]。而 Ani-HBr 通过

改善线粒体功能、恢复 ATP 水平，可能为极化提供

了有利的代谢基础。此外，Ani-HBr 抑制 NF-κB 通

路激活，可减少促炎信号对 M1 极化的驱动，同时

降低的 ROS 水平也有助于减轻氧化应激诱导的 M1

型巨噬细胞极化。

综上所述，本研究系统阐明了 Ani-HBr 对 DQ

诱导的 PMs 损伤的保护作用及其机制。Ani-HBr 通

过上调 NRF1/TFAM 蛋白表达促进线粒体生物合成，

改善线粒体功能 （恢复 ATP、降低 ROS），进而抑

制 NF-κB 通路的过度激活，最终调节巨噬细胞极

化平衡 （抑制 M1 型、促进 M2 型），实现对 PMs 的

全面保护。这一发现不仅丰富了 Ani-HBr 的药理作

用机制，也为 DQ 中毒的治疗提供了新的潜在靶点

和理论依据。未来的研究可通过构建小鼠 DQ 中毒

模型进一步验证 Ani-HBr 的体内保护作用，并通过

基因编辑技术进一步确认 NRF1/TFAM 轴在其中的

核心地位，从而有望进一步确立其因果关联。
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