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摘 要 目的：探讨健脾益气方对二乙基亚硝胺（DEN）诱导的肝癌模型大鼠的治疗作用及机制。方法：将80只雄性SD大鼠分为

正常组、模型组、NOD 样受体家族 3（NLRP3）抑制剂组（MCC950，4.5 mg/kg）、胱天蛋白酶 1（caspase-1）抑制剂组（VX-765，4.5

mg/kg）和健脾益气方低、中、高剂量组（5.25、10.5、21 g/kg），除模型组20只大鼠外（其中10只用于判断是否造模成功），其余每组

10只。除正常组大鼠腹腔注射生理盐水外，其余各组大鼠腹腔注射DEN（70 mg/kg）以复制肝癌模型。造模成功后，正常组和模型

组大鼠灌胃生理盐水，各抑制剂组大鼠腹腔注射相应药物，健脾益气方各剂量组大鼠灌胃相应药物，每日1次，连续4周。末次处

置后，观察大鼠肝组织病理学形态变化，检测大鼠血清中肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素1β（IL-1β）的含量，检测大鼠肝组织

中NLRP3以及细胞程序性坏死相关蛋白[衔接子凋亡相关斑点样蛋白（ASC）、caspase-1前体（pro-caspase-1）、受体相互作用蛋白

激酶1（RIP1）、RIP3、混合系激酶区域样蛋白（MLKL）]的表达水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠的肝细胞可见不同程度的脂

肪变性、细胞核增大和呈团块状，部分可见出血和坏死，并伴有增生灶和结节；其肝组织损伤指数和血清中TNF-α、IL-1β含量以及

肝组织中NLRP3、ASC、pro-caspase-1、RIP1、RIP3、MLKL蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。与模型组比较，健脾

益气方低、中剂量组大鼠的肝组织仍有大量炎性细胞浸润，而其高剂量组和各抑制剂组大鼠的炎性细胞浸润均明显减少；且健脾

益气方各剂量组和各抑制剂组大鼠的肝组织损伤指数和血清以及肝组织中上述指标水平大部分显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。

结论：健脾益气方对肝癌模型大鼠具有治疗作用，其作用机制可能与下调NLRP3炎症小体的表达、抑制细胞程序性坏死有关。
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Study on Therapeutic Effects and Its Mechanism of Jianpi Yiqi Decoction on Liver Cancer Model Rats
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the therapeutic effects and its mechanism of Jianpi yiqi decoction on diethylnitrosamine

（DEN） induced liver cancer model rats. METHODS：Totally 80 male SD rats were divided into normal group，model group，

Nod-like receptor family 3（NLRP3） inhibition group（MCC950，4.5 mg/kg），caspase-1 inhibitory group（VX-765，4.5 mg/kg），

Jianpi yiqi decoction low-dose，medium-dose and high-dose groups（5.25，10.5，21 g/kg），with 10 rats in each group except for

20 rats in model group （10 of them were only used to judge whether modeling was successful）. Rats in each group were

intraperitoneally injected with DEN（70 mg/kg） to induce liver cancer model，except for the rats in normal group which were

replaced by normal saline. After modeling，normal group and model group were given normal saline intragastrically；inhibitor

groups were given relevant medicine intraperitoneally；Jianpi yiqi decoction groups were given relevant medicine intragastrically，

once a day，for consecutive 4 weeks. After last administration，histopathological morphology of liver tissue was observed. The

contents of serum inflammatory factors TNF-α and IL-1β were detected. The expression of NLRP3 and programmed cell necrosis

associated protein（ASC，pro-caspase-1，RIP1，RIP3 and MLKL） in liver tissue were detected. RESULTS：Compared with the

normal group，the hepatocytes of model group showed varying

degrees of steatosis，enlarged nuclei， lumpy，bleeding and

necrosis，accompanied by proliferative foci and nodules. Liver

tissue injury index，serum content of TNF-α and IL-1β as well

as the protein expression of NLRP3，ASC，pro-caspase-1，

RIP1， RIP3 and MLKL in liver tissue were significantly

increased （P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with model

group，there were still a large number of inflammatory cell
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肝癌是最常见的恶性肿瘤之一。2020年全球肝癌

新发病例数超90万例，其中我国占45％，且发病率居第

5位、病死率居第 2位[1]。研究表明，癌细胞转移是导致

大部分癌症患者死亡的主要原因，其中肿瘤炎症微环境

在癌细胞转移中发挥了重要作用[2－3]。

肝癌属于中医学“肝积”“肝壅”等范畴，临床实践证

明中医药治疗肝癌能改善患者的临床症状、延长其生存

期[4]。健脾是目前中医临床防治肝癌的重要治则。健脾

益气方是本课题组根据肝癌临床治疗经验和相关文献

研究归纳总结出的防治肝癌的基本方。该方由黄芪、白

术、云苓、白芍、半夏、薏仁和神曲等7味中药组成，对肝

癌具有良好的治疗作用[5－6]。本课题组前期研究发现，

健脾益气方能明显下调NOD样受体家族 3（NLRP3）炎

症小体核心分子胱天蛋白酶 1（caspase-1）的表达，抑制

肝癌细胞的增殖和侵袭，诱导肝癌细胞凋亡[7－8]，但其治

疗肝癌的具体作用机制尚不明确。

细胞程序性坏死是一种炎症相关的程序性死亡，可

由肿瘤坏死因子α（TNF-α）激发信号，使受体相互作用蛋

白激酶 1（RIP1）进入细胞质，然后招募 RIP3 形成

RIP1-RIP3复合物，使 RIP3磷酸化，从而募集并磷酸化

混合系激酶区域样蛋白（MLKL）；磷酸化后的MLKL转

移至细胞膜，形成膜孔从而引起细胞坏死[9－11]。研究发

现，在肝癌发生发展中发挥重要作用的NLRP3炎症小体

主要由NLRP3、衔接子凋亡相关斑点样蛋白（ASC）及效

应分子caspase-1前体（pro-caspase-1）组成，激活的NLRP3

炎症小体可以促进TNF-α的释放[12]。因此，本课题组推

测健脾益气方可能是通过下调NLRP3炎症小体的活性

来影响TNF-α的释放，进而抑制细胞程序性坏死，发挥

治疗肝癌的作用。

基于此，本研究采用二乙基亚硝胺（DEN）诱导建立

大鼠肝癌模型，以 MCC950（NLRP3抑制剂）和 VX-765

（caspase-1抑制剂）为对照进行干预[13－14]，初探健脾益气

方是否基于NLRP3炎症小体介导的程序性坏死来发挥

治疗肝癌的作用，以期为肝癌的临床治疗提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有：Epoch Biotek型全波长酶

标仪（美国Bio-Tek公司）、DMI3000B型倒置显微镜（德

国Leica公司）、ST 16R型高速离心机（美国Thermo Fisher

Scientific公司）、DYCZ-24DN型双垂直电泳槽（北京六

一生物科技有限公司）、ChemDoc MP 全能型成像分析

系统（美国 Bio-Rad公司）。

1.2 主要药品与试剂

黄芪、白术、云苓、白芍、半夏、薏仁、神曲等药材均

购自广西中医药大学第一附属医院，由广西中医药大

学中药鉴定教研室田慧教授鉴定均为真品。其他主

要 药 品 与 试 剂 有 ：DEN（美 国 Sigma 公 司 ，批 号

N0756-10ML），TNF-α酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂

盒（武汉华美生物工程有限公司，批号L17013096），白细

胞介素 1β（IL- 1β）ELISA试剂盒（武汉依莱瑞特生物科

技股份有限公司，批号 6S5915PQSP），兔源甘油醛-3-磷

酸脱氢酶（GAPDH）多克隆抗体、兔源RIP1多克隆抗体

（武汉三鹰生物技术公司，批号分别为 17519-1-AP、

00060976），兔源 RIP3多克隆抗体、兔源 MLKL 多克隆

抗体（武汉爱博泰克生物科技有限公司，批号分别为

A5431、A13451），兔源NLRP3多克隆抗体（美国Abcam

公司，批号B-3），鼠源ASC单克隆抗体、鼠源pro-caspase-

1 单克隆抗体（美国 Santa Cruz 公司，批号分别为

#J1518、#J1518），辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫

球蛋白G（IgG）多克隆抗体（二抗）、辣根过氧化物酶标

记的山羊抗鼠 IgG多克隆抗体（二抗）、ECL发光试剂盒

（北京中杉金桥生物有限公司，批号分别为 00081002、

00062578、7E34E9）；MCC950、VX-765（美国MCE公司，

批号分别为#39462、#32669）；其余试剂均为实验室常用

规格，水为纯净水。

1.3 动物

本研究所用动物为 SPF 级 SD 大鼠，雄性，体质量

（140±20）g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，

动物生产许可证号为SCXK（湘）2016-0002。大鼠饲养

于广西中医药大学SPF级实验动物中心，均自由摄食饮

水。本研究动物实验均符合广西中医药大学动物伦理

委员会标准。

2 方法
2.1 健脾益气方灌胃溶液的制备

按健脾益气方处方称取黄芪、白术、云苓、白芍、半

夏、薏仁、神曲等药材适量，加10倍量（按L/kg计，下同）

水浸泡1 h后，煎煮1.5 h，过滤；再加8倍量水煎煮1 h，过

滤；合并2次滤液，浓缩制成质量浓度为1 g/mL（以生药

量计）的药液，经过滤除菌后分装备用。

2.2 分组、造模与给药

将80只大鼠适应性喂养3 d后，随机分为正常组、模

型组、NLRP3抑制剂组（MCC950，4.5 mg/kg，剂量参考

infiltration in the liver tissue of rats in Jianpi yiqi decoction low-dose and medium dose groups，while the inflammatory cell

infiltration of rats in high-dose group and inhibitor groups decreased significantly；the liver tissue injury index and above indexes

levels in serum and liver tissue were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Jianpi yiqi decoction shows

therapeutic effect on liver cancer model rats，the mechanism of which may be associated with down-regulating the expression of

NLRP3 inflammasome and inhibiting programmed cell necrosis.

KEYWORDS Jianpi yiqi decoction；Liver cancer；Nod-like receptor family 3 inflammasome；Programmed necrosis
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文献[13]设置）、caspase-1抑制剂组（VX-765，4.5 mg/kg，

剂量参考文献[15]设置）和健脾益气方低、中、高剂量组

（5.25、10.5、21 g/kg，剂量分别为临床等效剂量的3、6、12

倍），除模型组 20只大鼠外，其余每组 10只。除正常组

大鼠腹腔注射生理盐水外，其余各组大鼠腹腔注射DEN

（70 mg/kg）以复制肝癌模型[16]。造模前和造模后分别从

模型组中取5只大鼠处死进行对比分析，当造模后大鼠

肝组织病理学形态等指标显著变化时，则表明肝癌模型

复制成功[17]。造模成功后，正常组和模型组大鼠灌胃生

理盐水，各抑制剂组大鼠腹腔注射相应药物，健脾益气

方各剂量组大鼠灌胃相应药物，每日1次，连续4周。

2.3 样本采集

末次处置后1 h，各组大鼠腹腔注射3％戊巴比妥进

行麻醉，腹主动脉采血；血样静置 4 h后，以 3 000 r/min

离心15 min，取上层血清，备用。取血完成后，处死各组

大鼠，取其肝组织，一部分固定于4％多聚甲醛中，备用；

另一部分保存于－80 ℃条件下，备用。

2.4 大鼠肝组织病理学形态观察

取“2.3”项下各组大鼠固定于 4％多聚甲醛的肝组

织，进行石蜡包埋、切片和常规苏木精-伊红（HE）染色，

然后于光学显微镜下观察大鼠肝组织病理学变化，并参

考文献[18－19]方法，评价肝组织的损伤指数：0分为无

细胞变性、坏死及炎性细胞浸润；1分为轻度充血、水肿

及炎症；2分为充血水肿、部分炎性细胞浸润；3分为高度

充血水肿、部分肝细胞坏死；4分为大量肝细胞坏死、纤

维化。

2.5 大鼠血清中TNF-α、IL-1β含量的检测

采用ELISA法进行检测。取“2.3”项下各组大鼠血

清，按试剂盒说明书相关方法操作，采用酶标仪于 450

nm波长处测定血清中TNF-α、IL-1β的含量。

2.6 大鼠肝组织中NLRP3、ASC、pro-caspase-1、RIP1、

RIP3、MLKL蛋白表达水平的检测

采用 Western blot 法进行检测。取“2.3”项下于

－80 ℃条件下保存的各组大鼠肝组织20 mg，加入RIPA

裂解液于冰上裂解；按BCA法测定蛋白浓度，将各组蛋

白稀释至同一浓度水平，加入5倍上样缓冲液混匀，并于

100 ℃条件下变性5 min。取变性后蛋白，进行十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），转膜，以封

闭液室温封闭 1 h，然后分别加入NLRP3、ASC、pro-cas-

pase-1、RIP1、RIP3、MLKL、GAPDH 一抗（稀释度均为

1 ∶ 600），于4 ℃孵育过夜；以TBST洗膜10 min×3次，加

入相应二抗（稀释度均为 1 ∶ 5 000），于 37 ℃孵育 1 h；以

TBST 洗膜 10 min×3次，以 ECL 化学发光试剂显色后，

置于全能型成像分析系统中成像。采用 Image J 1.49v

软件进行分析，以目标蛋白与内参蛋白GAPDH的灰度

值比值表示目标蛋白的表达水平。

2.7 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件进行统计分析。符合正态分布

和方差齐性的数据均以 x±s表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验；符合非正态

分布的数据以中位数表示，采用 Mann-Whitney U 秩和

检验。检验水准α＝0.05。

3 结果
3.1 健脾益气方对肝癌模型大鼠肝组织病理学形态的

影响

正常组大鼠的肝细胞完整、大小均匀、无核分裂，在

肝小叶中央静脉周围呈放射状排列；与正常组比较，模

型组大鼠的肝细胞可见不同程度的脂肪变性、细胞核增

大和呈团块状，部分可见出血和坏死，并伴有增生灶和

结节，其肝组织损伤指数显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，健脾益气方低、中剂量组大鼠的肝组织仍有大量

炎性细胞浸润，而其高剂量组和NLRP3抑制剂组、cas-

pase-1抑制剂组大鼠肝组织的炎性细胞浸润均明显减

少，且健脾益气方各剂量组和各抑制剂组大鼠的肝组织

损伤指数均显著降低（P＜0.01），详见图1、表1。

图1 各组大鼠肝组织病理学形态的显微图（HE染色，×

400）

Fig 1 Histopathological micrograph of liver tissue of

rats in each group（HE staining，×400）

A.正常组 B.模型组

C.健脾益气方低剂量组 D.健脾益气方中剂量组

E.健脾益气方高剂量组 F. NLRP3抑制剂组

G. caspase-1抑制剂组
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表1 各组大鼠肝组织损伤指数测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 1 Liver tissue injury index of rats in each group

（x±±s，n＝10）

组别
正常组
模型组
健脾益气方低剂量组
健脾益气方中剂量组

损伤指数
0.33±0.50

3.67±0.47＊＊

2.89±0.31##

1.56±0.50##

组别
健脾益气方高剂量组
NLRP3抑制剂组
caspase-1抑制剂组

损伤指数
1.78±0.63##

1.22±0.79##

1.11±0.57##

注：与正常组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜0.01

3.2 健脾益气方对肝癌模型大鼠血清中TNF-α、IL-1β

含量的影响

与正常组比较，模型组大鼠血清中TNF-α、IL-1β含

量均显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，健脾益气方各

剂量组、NLRP3抑制剂组、caspase-1抑制剂组大鼠血清

中TNF-α（健脾益气方低、高剂量组除外）、IL-1β含量均

显著降低（P＜0.05或P＜0.01），详见表2。

表2 各组大鼠血清中TNF-α、IL-1β含量测定结果（x±±

s，n＝10）

Tab 2 Content of TNF-α and IL-1β in serum of rats

in each group（x±±s，n＝10）

组别
正常组
模型组
健脾益气方低剂量组
健脾益气方中剂量组
健脾益气方高剂量组
NLRP3抑制剂组
caspase-1抑制剂组

TNF-α，pg/mL

10.41±0.67

13.55±2.46＊＊

12.32±0.96

10.38±0.27##

12.21±0.81

11.47±0.46#

8.20±0.28##

IL-1β，pg/mL

24.46±9.02

51.31±6.90＊＊

37.45±2.46#

37.31±1.94#

38.35±2.94#

33.81±6.33##

34.13±3.66##

注：与正常组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜0.05，
##P＜0.01

3.3 健脾益气方对肝癌模型大鼠肝组织中 NLRP3、

ASC、pro-caspase-1、RIP1、RIP3、MLKL 蛋白表达的

影响

与正常组比较，模型组大鼠肝组织中NLRP3、ASC、

pro-caspase-1、RIP1、RIP3、MLKL 蛋白表达水平均显著

升高（P＜0.05或 P＜0.01）；与模型组比较，健脾益气方

各剂量组、NLRP3抑制剂组、caspase-1抑制剂组大鼠肝

组织中NLRP3、ASC、pro-caspase-1、RIP1（caspase-1抑制

剂组除外）、RIP3、MLKL（健脾益气方低、中剂量组和

caspase-1抑制剂组除外）蛋白表达水平均显著降低（P＜

0.05或P＜0.01），详见表3、图2。

4 讨论
脾虚是肝癌最重要的病机之一，因而中医在临床上

常以健脾之法防治肝癌[4]。临床实践表明，健脾类方药

能明显改善肝癌患者的临床症状、增强其机体免疫力、

提高其生活质量、延长其生存期[4，20－21]。本课题组前期

研究表明，健脾益气方具有补益正气、健脾祛湿、散结消

痞的功效[5－6]，且对肝癌具有良好的治疗作用。

由 NLRP3、ASC 和效应分子 pro-caspase-1 组成的

NLRP3炎症小体可介导多种疾病的炎症反应[22]。其在

肿瘤的发生、发展和转移中也具有重要作用，如刘钱[23]

研究发现，与正常肝细胞比较，肝癌细胞中NLRP3水平

显著上调。在生理条件下，NLRP3炎症小体处于非活动

状态；当感知到危险信号时，NLRP3招募并裂解pro-cas-

pase-1，从 而 激 活 caspase-1；激 活 的 caspase-1 可 将

pro-IL-1β、pro-IL-18切割成 IL-1β、IL-18，使之分泌至细

胞外，进而发挥各种炎症效应[24]。另外，IL-1β 、IL-18 还

可增强细胞黏附作用，促进黑色素瘤的肝转移[25]。

细胞程序性坏死是一种炎症相关的程序性死亡，由

TNF-α下游的 RIP1/RIP3/MLKL 信号通路介导，使得炎

表 3 各组大鼠肝组织中NLRP3、ASC、pro-caspase-1、

RIP1、RIP3、MLKL蛋白表达水平测定结果（x±±

s，n＝10）

Tab 3 Protein expression of NLRP3，ASC，pro-cas-

pase-1，RIP1，RIP3 and MLKL in liver tissue

of rats in each group（x±±s，n＝10）

组别

正常组
模型组
健脾益气方低剂量组
健脾益气方中剂量组
健脾益气方高剂量组
NLRP3抑制剂组
caspase-1抑制剂组

NLRP3/
GAPDH

0.27±0.01

0.69±0.07＊＊

0.38±0.03##

0.32±0.01##

0.43±0.02##

0.28±0.01##

0.61±0.01#

ASC/
GAPDH

0.66±0.06

1.09±0.07＊＊

0.53±0.04##

0.77±0.03##

0.89±0.05##

0.85±0.04##

0.76±0.04##

pro-caspase-1/
GAPDH

0.54±0.04

0.81±0.01＊＊

0.56±0.03##

0.60±0.03##

0.62±0.03##

0.19±0.09##

0.74±0.05#

RIP1/
GAPDH

0.63±0.01

0.74±0.03＊

0.64±0.04#

0.66±0.02#

0.60±0.02##

0.28±0.01##

0.69±0.03

RIP3/
GAPDH

0.72±0.06

0.94±0.09＊

0.72±0.08#

0.74±0.06#

0.69±0.06#

0.65±0.05#

0.72±0.06#

MLKL/
GAPDH

0.33±0.01

0.66±0.08＊

0.55±0.06

0.56±0.05

0.51±0.05#

0.23±0.02##

0.61±0.03

注：与正常组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
#P＜0.05，##P＜0.01

图 2 各组大鼠肝组织中NLRP3、ASC、pro-caspase-1、

RIP1、RIP3、MLKL蛋白表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretogram of protein expression of

NLRP3，ASC， pro-caspase-1， RIP1， RIP3

and MLKL in liver tissues of rats in each group
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118 kDa
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症加剧、细胞死亡，进而促进癌细胞转移[9－11]。细胞程序

性坏死可以通过释放损害相关分子模式（damage-asso-

ciated molecular patterns，DAMPs），从而参与 NLRP3炎

症小体的激活；且激活的 NLRP3炎症小体还可以促进

TNF-α的释放[12] 。研究发现，NLRP3与细胞焦亡（pyrop-

tosis）也有关，而细胞焦亡主要依赖 caspase-1的活化[26]。

因此，本研究采用 caspase-1的抑制剂VX-765来排除细

胞焦亡对本研究的影响，与NLRP3抑制剂组共同作为对

照探讨健脾益气方治疗肝癌的作用机制。

本研究结果显示，经DEN诱导后，肝癌模型大鼠的

肝组织损伤指数和血清中TNF-α、IL-1β含量以及肝组织

中 NLRP3、ASC、pro-caspase-1、RIP1、RIP3、MLKL 蛋白

表达水平均显著升高，表明肝癌模型大鼠的细胞程序性

坏死信号通路TNF-α/RIP1/RIP3/MLKL被激活。经健脾

益气方和NLRP3抑制剂、caspase-1抑制剂干预后，模型

大鼠肝组织损伤指数和血清中TNF-α（健脾益气方低、

高剂量组除外）、IL-1β含量以及肝组织中NLRP3、ASC、

pro-caspase-1、RIP1（caspase-1 抑制剂组除外）、RIP3、

MLKL（健脾益气方低、中剂量组和 caspase-1抑制剂组

除外）均显著降低，表明健脾益气方可通过下调NLRP3

炎症小体的表达，抑制细胞程序性坏死，进而治疗肝癌。

综上所述，健脾益气方对肝癌模型大鼠具有治疗作

用，其作用机制可能与下调NLRP3炎症小体的表达、抑

制细胞程序性坏死有关。
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