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717解毒合剂调控巨噬细胞表型转化改善蝮蛇毒致局部组织损
伤的作用及机制 Δ
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摘 要 目的 探讨717解毒合剂调控巨噬细胞表型转化改善蝮蛇毒诱导局部组织损伤的作用及可能机制。方法 通过灌胃大鼠

生理盐水、尾静脉注射抗蝮蛇毒血清（0.6 mL/只）以及灌胃0.495、0.99、1.98 g/kg（以生药量计）717解毒合剂，制备大鼠空白/含药血

清。将经佛波醇12-十四酸酯13-乙酸酯诱导分化的人白血病单核细胞源M0型巨噬细胞分为正常对照组、模型组、阳性对照组和

717解毒合剂低、中、高浓度含药血清组。除正常对照组外，其余各组均加入10 μg/mL蝮蛇毒工作液和10%的空白/含药血清。培

养结束后，观察各组细胞超微结构变化，检测细胞中M1、M2型巨噬细胞比例，检测巨噬细胞表型转化相关标志物和缺氧诱导因子

1α（HIF-1α）的mRNA及蛋白表达。结果 与正常对照组比较，模型组细胞出现线粒体肿胀、嵴断裂及细胞质空泡化等超微结构损

伤；细胞中M1型巨噬细胞比例及相关表型转化标志物[诱导型一氧化氮合酶、肿瘤坏死因子α、白细胞介素6（IL-6）、IL-1β]和HIF-

1α的mRNA及蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05），M2型巨噬细胞比例及相关表型转化标志物（精氨酸酶1、IL-10、甘露糖受体

C1及几丁质酶-3样蛋白1）的mRNA及蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，717解毒合剂高浓度含药血清组细胞

超微结构损伤明显改善，上述指标均显著逆转（P＜0.05）。结论 717解毒合剂可通过调控M1、M2型巨噬细胞表型转化平衡、修复

细胞超微结构损伤发挥抗炎及组织修复作用，其机制可能与抑制HIF-1α通路的过度激活相关。
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Effect and mechanism of 717 Jiedu decoction on Gloydius brevicaudus venom-induced local tissue injury by 

regulating macrophage phenotype transformation
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the effect and potential mechanism of 717 Jiedu decoction in ameliorating local tissue 

injury induced by Gloydius brevicaudus venom via regulating macrophage phenotype transformation. METHODS Rat blank-serum 

and drug-containing serum were prepared by intragastric administration of normal saline， tail-vein injection of anti-G. brevicaudus 

venom serum （0.6 mL per rat）， and intragastric administration of 717 Jiedu decoction at doses of 0.495， 0.99 and 1.98 g/kg 

（calculated as crude drug）. M0-type macrophages derived from human leukemia monocytic THP-1 cells induced and differentiated 

by PMA were divided into normal control group， model group， positive control group， and low-， medium- and high-concentration 

717 Jiedu decoction drug-containing serum groups. Except for the normal control group， all other groups were treated with 10 μg/

mL G. brevicaudus venom working solution and 10% blank or drug-containing serum. After the cultivation period， the cellular 

ultrastructural changes in each group were observed； the proportions of M1- and M2-type macrophages， as well as the mRNA and 

protein expression of macrophage phenotype transformation and hypoxia-inducible factor-1α （HIF-1α） were detected. RESULTS 
Compared with the normal control group， cells in the model 

group presented ultrastructural injuries including mitochondrial 

swelling， cristae rupture and cytoplasmic vacuolization. The 

proportion of M1-type macrophages and the mRNA and 

protein expression levels of related phenotype transformation 

markers [inducible nitric oxide synthase， tumor necrosis factor-

α， interleukin-6 （IL-6）， IL-1β] and HIF-1α were significantly 
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increased （P＜0.05），whereas the proportion of M2-type macrophages and the mRNA and protein expression levels of related 

phenotype transformation markers （arginase-1， IL-10， mannose receptor C type 1 and chitinase-3-like protein 1） were significantly 

decreased （P＜0.05）. Compared with the model group， cellular ultrastructural injuries were obviously alleviated， and the above-

mentioned indexes were significantly reversed in the high-concentration 717 Jiedu decoction drug-containing serum group （P＜

0.05）. CONCLUSIONS 717 Jiedu decoction can exert anti-inflammatory and tissue-repairing effects by regulating the balance of 

M1-， M2-type macrophages phenotype transformation and repairing cellular ultrastructural damage. Its mechanism may be related to 

inhibiting the excessive activation of the HIF-1α pathway.

KEYWORDS 717 Jiedu decoction； Gloydius brevicaudus venom； macrophage； local tissue injury； inflammation； HIF-1α 

pathway

毒蛇咬伤中毒被WHO列入A类被忽视的热带疾病

名录[1]。据统计，全球每年约有550万起蛇咬伤事件，约

10万人因毒蛇咬伤中毒死亡，超 40万人因蛇毒局部损

伤导致残疾、毁容[2]。蝮蛇 Gloydius brevicaudus 又名土

蛇、大公蛇，因色泽似土而得名，为我国剧毒蛇中分布最

广的一种。蝮蛇毒为混合毒素，中毒后表现为进行性水

肿、出血、肌坏死及创面迁延不愈，易导致患者后期瘢痕

挛缩、肢体功能障碍。虽然抗蝮蛇毒血清能有效降低中

毒患者死亡率，但对蛇毒所致的局部组织损伤作用有

限[3]。因此，探索针对蝮蛇咬伤中毒所致局部组织损伤

的有效治疗策略，是当前毒蛇咬伤中毒救治领域亟待解

决的问题。

近年来，学界围绕蛇毒诱导的组织损伤与修复已开

展诸多研究，涉及毒素筛选与鉴定、局部组织对毒素的

应激反应等，但蛇毒诱导局部组织损伤的确切机制尚未

完全明确[4]。研究表明，蝮蛇毒所致局部组织损伤的病

理机制不仅涉及毒素组分对血管内皮细胞、肌细胞的直

接毒性，还与固有免疫系统激活介导的继发性炎症级联

反应密切相关[5]。巨噬细胞是机体固有免疫系统的重要

组成部分，在炎症反应、组织修复及免疫稳态调节中发

挥关键作用[6]。巨噬细胞表型转化可能参与蝮蛇毒介导

的炎症因子持续释放及组织损伤[7]。因此，调控M1、M2

型巨噬细胞表型转化平衡，恢复其炎症调控与组织修复

功能，是干预蝮蛇毒诱导局部组织损伤的重要靶点。另

有研究指出，蛇毒可诱导局部组织缺氧和高碳酸血症等

继发性病理改变[8]。而缺氧诱导因子 1α（hypoxia-

inducible factor-1α，HIF-1α）作为细胞应答缺氧应激的核

心转录因子，广泛参与炎症反应、组织修复等病理生理

过程，也是巨噬细胞表型转化的关键调控因子[9―10]。这

提示HIF-1α通路可能在蝮蛇毒诱导的巨噬细胞表型转

化失衡与组织损伤中发挥重要调控作用，是连接缺氧微

环境、巨噬细胞表型转化与组织损伤的关键枢纽。

717解毒合剂由重楼、半边莲、金银花等 13味中药

组成，具有清热解毒、凉血散瘀、祛风通络的功效，为江

西中医药大学附属医院院内制剂。在临床上，该制剂

已广泛用于蝮蛇咬伤中毒及其引发的局部组织损伤的

治疗，能有效缓解肿胀、疼痛，促进组织修复[11]。然而，

其是否通过调控巨噬细胞表型转化发挥抗炎作用，进而

改善局部组织损伤，以及该作用是否与调控HIF-1α通路

相关，尚不明确。鉴于此，本研究拟建立蝮蛇咬伤中毒

细胞模型，探讨 717解毒合剂含药血清对该模型下巨噬

细胞表型转化及 HIF-1α通路的影响，为阐明该复方改

善蝮蛇毒所致局部组织损伤的作用及可能机制提供

参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有：MF53型倒置荧光显微

镜（广州市明美光电技术有限公司），RaiseCyte2L6C型

流式细胞分析仪（青岛瑞斯凯尔生物科技股份有限公

司），NP80型紫外分光光度计（德国 Implen GmbH 公

司），WD-2102B型全自动酶标仪、UPS600型电泳仪（上

海雅酶生物医药科技有限公司），TC-EA型普通聚合酶

链式反应（PCR）扩增仪（杭州博日科技股份有限公司），

CFX ConnectTM型实时荧光 PCR 仪[伯乐生命医学产品

（上海）有限公司]，SuPerMax 3100型多功能酶标仪（上

海闪谱生物科技有限公司），JEM-1400型透射电子显微

镜（日本 JEOL公司）。

1.2　主要药品与试剂

717解毒合剂（批号040843，规格20 g/袋）购自广东

一方制药有限公司；抗蝮蛇毒血清[批号20210404，规格

6 000 U（10 mL）/瓶]购自上海赛伦生物技术有限公司；

蝮蛇毒冻干粉（批号20150927，纯度＞98%）购自龙海市

榜山春林养蛇厂；注射用盐酸替来他明盐酸唑拉西泮

（货号 BN 9KM3，规格为替来他明 125 mg+唑拉西泮

125 mg）购自法国Virbac公司；RPMI-1640培养基（货号

G4535-500ML）购自武汉塞维尔生物科技有限公司；藻

红蛋白标记的抗人CD86抗体、异硫氰酸荧光素标记的

抗人CD206抗体、多甲藻叶绿素蛋白复合物标记的抗人

CD11b抗体（货号分别为E-AB-F1012D、E-AB-F1161C、

E-AB-F1081J）均购自武汉伊莱瑞特生物科技有限公司；
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佛波醇 12-十四酸酯 13-乙酸酯（PMA，货号 HY-18739）

购自美国 MCE 公司；兔源甘露糖受体 C1（mannose re‐

ceptor C type 1，MRC1）、几丁质酶-3样蛋白 1（chitinase-

3-like protein 1，CHI3L1）、白细胞介素10（interleukin-10，

IL-10）抗体（货号分别为DF4149、DF7223、DF6894）均购

自江苏亲科生物研究中心有限公司；鼠源甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（GAPDH）一抗、辣根过氧化物酶（HRP）标记的

山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）二抗、HRP标记的山羊抗

小鼠 IgG二抗以及兔源诱导型一氧化氮合酶（inducible 

nitric oxide synthase，iNOS）、IL-1β、IL-6、肿瘤坏死因子

α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、精氨酸酶1（arginase-

1，Arg-1）、HIF-1α 一 抗（货 号 分 别 为 60004-1-Ig、

SA00002-1、SA00002-21、8985、26048-1、30953、29652、

DF6657、66730-1-Ig）均购自武汉三鹰生物技术有限

公司。

1.3　动物

30只SPF级雄性SD大鼠（体重180～220 g）购自江

西中医药大学实验动物科技中心，生产许可证号为

SCXK（赣）2023-0001。饲养条件如下：温度 20～26 ℃，

相对湿度40%～70%，明12 h/暗12 h循环。实验期间动

物自由进食和饮水。本研究中动物实验方案获江西中

医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ，批 准 号 为

JZLLSC20240551。

1.4　细胞

人白血病单核细胞株THP-1（货号 iCell-h213）购自

赛百慷（上海）生物技术股份有限公司。

2　方法

2.1　717解毒合剂含药血清制备

将SD大鼠按体重随机分为空白对照组、抗蝮蛇毒

血清组（阳性对照）和717解毒合剂低、中、高剂量组，每

组6只。空白对照组灌胃等体积生理盐水；抗蝮蛇毒血

清组按0.6 mL/只尾静脉注射抗蝮蛇毒血清（将抗蝮蛇毒

血清以生理盐水稀释 8倍）[12]；717解毒合剂低、中、高剂

量组分别按0.495、0.99、1.98 g/kg灌胃相应药液[临用前

用纯水配制成1 g/mL（按生药量计）的混悬液，分别相当

于临床等效剂量的 3、6、12倍]。每日给药/生理盐水 1

次，连续7 d。

末次给药/生理盐水后 1 h，大鼠腹腔注射 50 mg/kg

注射用盐酸替来他明盐酸唑拉西泮麻醉后进行腹主动

脉采血，以3 000 r/min离心10 min，分离血清，即得含药

血清和空白血清。血清以 56 ℃水浴灭活 30 min，经

0.22 μm滤膜过滤除菌后，收集滤液并置于－80 ℃冰箱

中保存，备用。

2.2　THP-1细胞培养与诱导分化

将THP-1细胞接种于RPMI-1640培养基中，并置于

37 ℃、5%CO2恒温培养箱中悬浮培养，待细胞培养至良

好状态（呈悬浮、透亮状态）时，采用倒置荧光显微镜观

察细胞形态；同时，取细胞悬液进行铺板，然后加入

PMA，使PMA终浓度为 150 nmol/L，以诱导THP-1细胞

分化成M0型巨噬细胞[13]。培养24 h后，弃去含PMA的

培养基，更换新鲜培养基静息培养 24 h，待细胞完全贴

壁后用倒置荧光显微镜观察，细胞形态呈不规则形即为

分化完成。

2.3　细胞分组、造模与给药

取“2.1”项下空白/含药血清，常规解冻后过滤除菌，

将各血清的浓度均调整为 10%。将“2.2”项下 M0型巨

噬细胞接种于 6孔板中，每孔 2×105～10×105个细胞。

将细胞分为正常对照组（Control 组）、模型组（Model

组）、阳性对照组（positive control组，后文简称“PC组”；

10%抗蝮蛇毒血清）和 717解毒合剂低、中、高浓度含药

血清组（分别记为717JD-L、717JD-M、717JD-H组），每组

设 3个复孔。除 Control 组外，其余各组细胞均加入 10 

μg/mL蝮蛇毒工作液（以无菌无酶水为溶剂制备，浓度

根据前期预实验结果确定）作用 48 h，以诱导蝮蛇咬伤

中毒细胞模型；然后加入 10%的空白/含药血清，48 h后

收集细胞用于后续相关实验。

2.4　细胞中M1、M2型巨噬细胞比例检测

取“2.3”项下各组细胞，以 300×g 离心 5 min（下

同），收集细胞沉淀；用磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗并重悬，

取含1×105～5×105个细胞的悬液，离心弃上清，收集细

胞沉淀；用PBS洗涤并重悬细胞后再次离心，收集细胞

沉淀。用100 μL PBS重悬细胞，每组分别加入荧光素标

记的 CD86、CD206、CD11b 抗体各 5 μL，轻柔涡旋混匀

后，室温避光孵育 15～20 min。孵育完毕后，离心弃上

清，收集细胞沉淀；用 PBS 洗涤细胞 1次，加入 500 μL 

PBS重悬细胞，然后立即上机检测。

2.5　细胞超微结构观察

取“2.3”项下各组细胞，离心收集细胞沉淀，使用

2.5%戊二醛进行前固定；PBS漂洗后，使用1%锇酸进行

后固定。细胞经梯度乙醇脱水、包埋后制备超薄切片，

采用醋酸铀和柠檬酸铅双染色，然后使用透射电子显微

镜观察细胞超微结构变化。

2.6　细胞中巨噬细胞表型转化相关标志物及 HIF-1α 

mRNA表达检测

采用实时荧光定量PCR法检测。取“2.3”项下各组

细胞，采用 Trizol法提取细胞中总 RNA，检测其浓度和

纯度后，将 RNA 反转录为 cDNA，并以 cDNA 为模板进
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行 PCR扩增。扩增体系（20 μL）为：2×ChamQ Univer‐

sal SYBR qPCR Master Mix 10 μL，cDNA模板1 μL，正、

反向引物各 0.4 μL，无菌无酶水 8.2 μL。扩增条件为：

95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 30 s，共 40个循环。以GAPDH为内参，采用

2－ΔΔCt法计算各目的基因mRNA的相对表达量。引物序

列由生工生物工程（上海）股份有限公司设计并合成，引

物序列及扩增产物大小见表1。

2.7　细胞中巨噬细胞表型转化相关标志物和HIF-1α蛋

白表达检测

采用Western blot法检测。取“2.3”项下各组细胞，

使用RIPA裂解液提取细胞中总蛋白，测定总蛋白浓度。

蛋白经变性、电泳（浓缩胶电压为 60 V、电泳时间为 0.5 

h，分离胶电压为 80 V、电泳时间为 2 h）、转膜（电流 300 

mA、转膜时间 1 h）、封闭等操作后，加入相应一抗

（iNOS、IL-1β、HIF-1α的稀释比例均为 1∶2 000，IL-6的

稀释比例为1∶800，TNF-α、Arg-1、IL-10、MRC1、CHI3L1

的稀释比例均为1∶1 000，GAPDH的稀释比例为1∶5 000），

4 ℃下孵育过夜；洗膜后，加入相应二抗（稀释比例均为

1∶10 000），室温下孵育 1.5 h。采用ECL化学发光法对

蛋白条带进行显影，通过 ImageJ软件分析条带灰度值，

以目的蛋白与内参蛋白（GAPDH）条带灰度值的比值表

示目的蛋白的表达水平。

2.8　统计学方法

采用SPSS 25.0软件进行数据分析。计量资料符合

正态分布，以 x±s表示；多组间比较采用单因素方差分

析，方差齐时组间两两比较采用LSD-t检验，方差不齐时组

间两两比较采用Dunnett’s T3检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　PMA诱导THP-1细胞分化的考察结果

THP-1细胞正常状态下呈悬浮生长，细胞形态呈圆

形，细胞折光性良好。经PMA诱导24 h后，细胞由悬浮

状态逐渐转变为贴壁生长状态，细胞体积明显增大，形

态由圆形转为不规则形，可见伪足伸展，呈典型的M0型

巨噬细胞样形态。结果见图1。

3.2　细胞中M1、M2型巨噬细胞比例检测结果

与Control组相比，Model组细胞中CD11b+CD86+M

1型巨噬细胞比例显著升高（P＜0.05），CD11b+CD206+M

2型巨噬细胞比例显著降低（P＜0.05）；与 Model 组相

比，各药物组细胞中 CD11b+CD86+M1型巨噬细胞比例

均显著降低（P＜0.05），CD11b+CD206+M2型巨噬细胞比

例均显著升高（P＜0.05）。结果见图2、图3、表2。

表1　引物序列及扩增产物大小

基因名称
iNOS

TNF-α

IL-6

IL-1β

Arg-1

IL-10

MRC1

CHI3L1

HIF-1α

GAPDH

                引物序列（5′→3′）

正向：GCTCTACACCTCCAATGTGACC

反向：CTGCCGAGATTTGAGCCTCATG

正向：CACGCTCTTCTGCCTGCT

反向：GCTTGTCACTCGGGGTTC

正向：AGACAGCCACTCACCTCTTCAG

反向：TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG

正向：TCTTTTCCCCTTTCCTTTAAC

反向：GAGAGACTCCCTTAGCACCTA

正向：ATCATCTGGGTGGATGCTCACAC

反向：GAGAATCCTGGCACATCGGGAA

正向：TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA

反向：TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA

正向：AGCCAACACCAGCTCCTCAAGAR

反向：CAAAACGCTCGCGCATTGTCCA

正向：CCACAGTCCATAGAATCCTCGG

反向：TGCCTGTCCTTCAGGTACTGCA

正向：GACATCGCGGGGACCGATTC

反向：CGCCGAGATCTGGCTGCAT

正向：AAGGTCATCCCTGAGCTGAA

反向：TGACAAAGTGGTCGTTGAGG

产物大小/bp

136

128

132

234

131

126

121

118

112

271

A. THP-1细胞 B. M0型巨噬细胞

图1　THP-1细胞经 PMA 诱导前后的形态学变化观察

结果（标尺：100 μm）
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图2　各组细胞中 M1 型巨噬细胞比例检测的流式细

胞图
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3.3　细胞超微结构观察结果

Control组细胞形态规则，细胞膜完整、光滑，线粒体

结构清晰，细胞核规整。Model组细胞膜破裂，线粒体广

泛肿胀，嵴断裂，细胞质内可见明显的空泡样变性，且部

分细胞呈现坏死样改变。与Model组相比，PC组细胞膜

基本完整，线粒体损伤明显减轻，细胞核形态有所改善，

但仍可见轻度嵴紊乱；717JD-L组细胞形态有轻度改善，

线粒体损伤未见明显减轻，空泡样变性及自噬泡仍较

多；717JD-M组细胞形态明显恢复，线粒体肿胀显著改

善，嵴较清晰，细胞核形态规整；717JD-H组细胞的细胞

器结构基本接近正常，线粒体形态较规整，空泡样变性

少见，细胞核形态正常。结果见图4。

3.4　细胞中巨噬细胞表型转化相关标志物的 mRNA 及

蛋白表达检测结果

与Control组相比，Model组细胞中M1型巨噬细胞
标志物（iNOS、IL-1β、IL-6、TNF-α）的 mRNA 及蛋白表
达均显著上调（P＜0.05），M2型巨噬细胞标志物（Arg-1、

IL-10、MRC1、CHI3L1）的 mRNA 及蛋白表达均显著下
调（P＜0.05）。与 Model 组相比，各药物组细胞中上述
M1型巨噬细胞标志物的mRNA及蛋白表达均显著下调
（P＜0.05），多数M2型巨噬细胞标志物的mRNA及蛋白
表达显著上调（P＜0.05）。结果见表3、表4、图5。

3.5　细胞中HIF-1α的mRNA及蛋白表达检测结果

与 Control 组 相 比 ，Model 组 细 胞 中 HIF-1α 的

mRNA及蛋白表达均显著上调（P＜0.05）。与Model组

相比，各药物组细胞中HIF-1α的 mRNA 及蛋白表达均

显著下调（P＜0.05）。结果见表5、图6。
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图3　各组细胞中 M2 型巨噬细胞比例检测的流式细

胞图

表2　各组细胞中 M1、M2型巨噬细胞比例比较（x±s，

n＝3，%%）

组别
Control组
Model组
PC组
717JD-L组
717JD-M组
717JD-H组
F

P

CD11b+CD86+M1型巨噬细胞比例
14.42±1.08

30.87±1.82a

7.83±0.17b

14.33±0.80b

13.00±0.46b

8.05±0.24b

237.666

＜0.001

CD11b+CD206+M2型巨噬细胞比例
26.00±0.14

7.31±0.29a

25.49±0.92b

10.40±0.20b

13.91±0.37b

25.66±1.10b

570.244

＜0.001

a：与Control组相比，P＜0.05；b：与Model组相比，P＜0.05。

A. Control组 B. Model组 C. PC组

D. 717JD-L组 E. 717JD-M组 F. 717JD-H组

图4　各组细胞的超微结构观察结果（标尺：2 μm）

表3　各组细胞中 M1 型巨噬细胞表型转化标志物的

mRNA及蛋白表达水平比较（x±s，n＝3）

组别

Control组
Model组
PC组
717JD-L组
717JD-M组
717JD-H组
F

P

iNOS

mRNA

1.01±0.15

4.85±0.77a

1.33±0.26b

3.58±0.50b

2.86±0.55b

2.38±0.35b

  80.707

＜0.001

蛋白
0.19±0.05

1.76±0.06a

0.53±0.05b

1.42±0.11b

1.09±0.09b

0.79±0.08b

163.837

＜0.001

IL-1β
mRNA

1.00±0.09

5.77±0.50a

1.52±0.13b

3.45±0.38b

3.19±0.40b

1.90±0.12b

270.157

＜0.001

蛋白
0.15±0.05

1.83±0.10a

0.46±0.03b

1.47±0.13b

1.08±0.12b

0.74±0.06b

144.703

＜0.001

IL-6

mRNA

1.01±0.13

5.67±0.85a

1.82±0.35b

3.26±0.21b

2.08±0.30b

1.91±0.23b

140.611

＜0.001

蛋白
0.17±0.04

1.85±0.05a

0.51±0.06b

1.51±0.06b

1.18±0.08b

0.90±0.05b

333.089

＜0.001

TNF-α
mRNA

1.01±0.13

3.21±0.28a

1.22±0.12b

2.33±0.39b

1.71±0.32b

1.41±0.23b

  87.167

＜0.001

蛋白
0.18±0.02

1.86±0.05a

0.55±0.03b

1.50±0.07b

1.20±0.07b

0.86±0.05b

438.211

＜0.001

a：与Control组相比，P＜0.05；b：与Model组相比，P＜0.05。

表4　各组细胞中 M2 型巨噬细胞表型转化标志物的

mRNA及蛋白表达水平比较（x±s，n＝3）

组别

Control组
Model组
PC组
717JD-L组
717JD-M组
717JD-H组
F

P

Arg-1

mRNA

1.01±0.09

0.16±0.04a

0.72±0.14b

0.35±0.04b

0.48±0.12b

0.62±0.11b

  78.435

＜0.001

蛋白
1.24±0.04

0.45±0.09a

1.26±0.14b

0.48±0.03

0.69±0.09b

0.93±0.05b

  54.915

＜0.001

IL-10

mRNA

1.02±0.14

0.18±0.04a

0.67±0.12b

0.24±0.04

0.36±0.13b

0.53±0.04b

  94.155

＜0.001

蛋白
1.20±0.03

0.58±0.09a

1.18±0.08b

0.63±0.05

0.76±0.05b

0.95±0.07b

  50.608

＜0.001

MRC1

mRNA

1.01±0.10

0.22±0.04a

0.80±0.19b

0.29±0.05

0.45±0.05b

0.54±0.05b

  91.291

＜0.001

蛋白
1.73±0.12

0.46±0.04a

1.74±0.04b

0.47±0.04

0.63±0.12

0.84±0.03b

197.226

＜0.001

CHI3L1

mRNA

1.01±0.10

0.30±0.05a

0.86±0.09b

0.39±0.06

0.53±0.06b

0.69±0.06b

135.793

＜0.001

蛋白
0.99±0.09

0.50±0.11a

0.92±0.06b

0.45±0.03

0.69±0.03

0.79±0.10b

  23.419

＜0.001

a：与Control组相比，P＜0.05；b：与Model组相比，P＜0.05。
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4　讨论

蝮蛇毒是一种复杂的生物活性混合物，主要包括磷

脂酶A2、蛇毒金属蛋白酶、C型凝集素及少量神经毒素

等[14]。蝮蛇毒所致的局部组织损伤，不仅源于毒素对肌

细胞和血管内皮细胞的直接毒性作用，还与巨噬细胞介

导的继发性炎症放大效应密切相关[15―16]。本研究采用

PMA诱导THP-1细胞分化为M0型巨噬细胞，显微镜观

察结果显示，诱导后细胞由悬浮生长转为贴壁生长，体

积增大、形态不规则，符合M0型巨噬细胞的典型形态学

特征。随后，本研究以蝮蛇毒刺激建立蝮蛇咬伤中毒细

胞模型。结果显示，蝮蛇毒刺激后可诱导M0型巨噬细

胞向促炎M1型极化，同时造成线粒体肿胀、嵴断裂、细

胞质空泡化等典型超微结构损伤；该病理效应可较好地

模拟蝮蛇咬伤局部巨噬细胞的炎症激活与细胞损伤状

态。717解毒合剂干预后，巨噬细胞的形态得到改善，线

粒体嵴较清晰，细胞核形态规整，表明717解毒合剂可改

善蝮蛇毒导致的巨噬细胞超微结构损伤，并减轻线粒体

结构破坏。

M1型巨噬细胞表型转化标志物 iNOS能催化一氧

化氮生成、介导氧化应激损伤[17]；TNF-α、IL-6、IL-1β是

核心促炎因子[18]。M2型巨噬细胞表型转化标志物Arg-

1能竞争 iNOS底物，进而拮抗促炎效应[19]；IL-10为经典

抗炎因子，MRC1具备内吞清除功能并参与抗炎反馈调

控，CHI3L1则参与组织重塑与修复过程[20―21]。本研究结

果显示，Model组细胞中M1型巨噬细胞比例及相关表

型转化标志物 iNOS、TNF-α、IL-6、IL-1β的mRNA及蛋

白表达均显著升高/上调，M2型巨噬细胞比例及相关表

型转化标志物Arg-1、IL-10、MRC1、CHI3L1的mRNA及

蛋白表达均显著降低/下调。这提示蝮蛇毒诱导后巨噬

细胞表型调控失衡，局部炎症产生。717解毒合剂干预

后，上述指标明显改善，表明717解毒合剂能够有效逆转

巨噬细胞表型转化失衡，促进巨噬细胞从促炎M1型向

抗炎修复M2型转化，从而发挥抗炎作用。

HIF-1α是调控巨噬细胞表型转化的重要因子，但其

过度激活可上调己糖激酶2、丙酮酸激酶M2型等糖酵解

关键酶，驱动代谢从氧化磷酸化转向糖酵解重编程，促

进巨噬细胞向M1型转化；同时，其还可以靶向下调烷基

化修复同源蛋白7的表达来触发线粒体损伤[22]。本研究

结果显示，与Control组比较，Model组细胞中HIF-1α的

mRNA及蛋白表达均显著上调；717解毒合剂干预后，细

胞中HIF-1α的mRNA及蛋白表达均显著下调，提示717

解毒合剂可能通过抑制 HIF-1α的过度激活，从而抑制

M1型巨噬细胞表型转化并修复线粒体损伤。

综上所述，717解毒合剂可通过调控巨噬细胞表型

转化、修复线粒体超微结构损伤发挥抗炎及组织修复作

用，其机制可能与抑制HIF-1α通路过度激活相关。本研

究存在一定局限性，如THP-1来源的巨噬细胞与原代单

核细胞来源的巨噬细胞存在差异、HIF-1α通路的上下游

调控关系尚未明确等，后续需通过单核细胞来源的巨噬

细胞模型、动物实验及临床研究进一步验证，并结合药

代动力学研究及基因敲除、通路阻断实验等深入阐明

717解毒合剂的作用机制。

利益冲突　本文所有作者声明不存在利益冲突
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Ⅰ：Control组；Ⅱ：Model组；Ⅲ：PC组；Ⅳ：717JD-L组；Ⅴ：717JD-

M组；Ⅵ：717JD-H组。

图5　各组细胞中巨噬细胞表型转化相关标志物蛋白表

达的电泳图

表5　各组细胞中 HIF-1α的 mRNA 及蛋白表达水平比

较（x±s，n＝3）

组别
Control组
Model组
PC组
717JD-L组
717JD-M组
717JD-H组
F

P

HIF-1α mRNA

0.32±0.06

1.20±0.13a

1.02±0.03b

0.83±0.01b

0.56±0.01b

0.58±0.07b

  70.934

＜0.001

HIF-1α蛋白
0.24±0.03

0.97±0.04a

0.76±0.04b

0.63±0.03b

0.48±0.02b

0.52±0.05b

164.388

＜0.001

a：与Control组相比，P＜0.05；b：与Model组相比，P＜0.05。

HIF-1α

GAPDH

120 kDa

36 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ
Ⅰ：Control组；Ⅱ：Model组；Ⅲ：PC组；Ⅳ：717JD-L组；Ⅴ：717JD-

M组；Ⅵ：717JD-H组。

图6　各组细胞中HIF-1α蛋白表达的电泳图
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