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化痰祛湿活血方抑制巨噬细胞焦亡改善代谢相关脂肪性肝炎的
作用机制研究 Δ
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摘 要 目的 聚焦 NOD 样受体蛋白3/胱天蛋白酶1/消皮素 D（NLRP3/Caspase-1/GSDMD）经典焦亡通路，探讨化痰祛湿活血方

（HQHF）抑制巨噬细胞焦亡改善代谢相关脂肪性肝炎（MASH）的作用机制。方法 将 RAW264.7细胞分为 Control 组（10% 空白血

清）、Model组[10%空白血清+5 μg/mL脂多糖（LPS）]、HQHF-L组（2.5%含药血清+7.5%空白血清+5 μg/mL LPS）、HQHF-M组（5%

含药血清+5% 空白血清+5 μg/mL LPS）、HQHF-H 组（10% 含药血清+5 μg/mL LPS）。给药后常规培养24 h，收集细胞及细胞培养

上清液。采用扫描电子显微镜和相差荧光显微镜观察细胞形态；采用免疫荧光法观察消皮素 D-N 端（GSDMD-N）蛋白的定位与

表达；采用酶联免疫吸附测定法检测细胞培养上清液中白细胞介素1β（IL-1β）、IL-18含量；采用实时荧光定量聚合酶链式反应法

和 Western blot 法检测细胞中 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 的 mRNA 及其蛋白表达。结果 与 Control 组比较，Model 组细胞呈现典

型焦亡形态，GSDMD-N 蛋白在细胞膜聚集且荧光强度显著增强（P＜0.05），细胞培养上清液中 IL-1β、IL-18含量均显著升高（P＜

0.05），细胞中 NLRP3、Caspase-1、GSDMD mRNA 及其蛋白表达均显著上调（P＜0.05）。与 Model 组比较，HQHF-L、HQHF-M、

HQHF-H组细胞的焦亡形态改善，细胞中GSDMD-N蛋白的膜定位减少且荧光强度显著减弱（P＜0.05），细胞培养上清液中IL-1β、IL-

18含量均显著降低（P＜0.05），细胞中NLRP3、Caspase-1、GSDMD mRNA及其蛋白表达均显著下调（P＜0.05）。结论 化痰祛湿活

血方能抑制LPS诱导的巨噬细胞焦亡，其改善MASH的作用机制可能与抑制NLRP3/Caspase-1/GSDMD经典焦亡通路的激活相关。
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steatohepatitis by inhibiting macrophage pyroptosis
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ABSTRACT OBJECTIVE To focus on the classic NOD-like receptor protein 3 （NLRP3）/Caspase-1/gasdermin D （GSDMD） 

pyroptosis pathway and explore the mechanism by which Huatan qushi huoxue formula （HQHF） inhibits macrophage pyroptosis to 

ameliorate metabolic dysfunction-associated steatohepatitis （MASH）. METHODS RAW264.7 cells were divided into 5 groups： 

Control group （10% blank serum）， Model group [10% blank 

serum+5 μg/mL lipopolysaccharide （LPS）]， HQHF-L group 

（2.5% drug-containing serum+7.5% blank serum+5 μg/mL 

LPS）， HQHF-M group （5% drug-containing serum+5% blank 

serum+5 μg/mL LPS）， and HQHF-H group （10% drug-

containing serum+5 μg/mL LPS）. After 24 h of routine culture 

post-administration， cells and supernatants were collected for 

assays. Cell morphology was observed via scanning electron 

microscopy and phase-contrast microscopy； localization and 
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expression of gasdermin D-N （GSDMD-N） were observed by immunofluorescence. Interleukin-1β （IL-1β） and IL-18 contents in 

supernatants were detected by ELISA； mRNA and protein expressions of NLRP3， Caspase-1， and GSDMD were measured using 

real-time PCR and Western blot. RESULTS Compared with the Control group， the Model group showed typical pyroptotic 

morphology （cell membrane bulging and pore formation）， increased aggregation and fluorescence intensity of GSDMD-N on the 

cell membrane （P＜0.05）， significantly increased the contents of IL-1β and IL-18 in cell supernatants （P＜0.05）， and significantly 

up-regulated mRNA and protein expressions of NLRP3， Caspase-1， and GSDMD in cells （P＜0.05）. Compared with the Model 

group， the HQHF-L， HQHF-M and HQHF-H groups showed improved pyroptotic morphology， reduced membrane localization and 

significantly weakened fluorescence intensity of GSDMD-N （P＜0.05）， significantly decreased the contents of IL-1β and IL-18 in 

cell supernatants （P＜0.05）， and significantly down-regulated mRNA and protein expressions of NLRP3， Caspase-1， and GSDMD 

in cells （P＜0.05）. CONCLUSIONS HQHF inhibits LPS-induced macrophage pyroptosis， and its mechanism of improving MASH 

may be associated with the suppression of the activation of the classical NLRP3/Caspase-1/GSDMD pyroptosis pathway.

KEYWORDS Huatan qushi huoxue formula； metabolic dysfunction-associated steatohepatitis； macrophage； pyroptosis； NOD-

like receptor protein 3； Caspase-1； gasdermin D

代 谢 相 关 脂 肪 性 肝 病（metabolic dysfunction-

associated fatty liver disease，MAFLD）是全球范围内最

常见的慢性肝病之一，其炎症进展阶段——代谢相关脂

肪性肝炎（metabolic dysfunction-associated steatohepati‐

tis，MASH）以肝脂肪变性、炎症反应和肝纤维化为主要

特 征[1]。 巨 噬 细 胞 ，尤 其 是 肝 脏 中 的 库 普 弗 细 胞

（Kupffer cells，KCs），在 MASH 炎症的启动与级联放大

中发挥核心调控作用[2]。

细胞焦亡作为一种炎症小体介导的程序性细胞死

亡方式，近年来被证实是 MASH 发病机制的关键环节。

其 经 典 通 路 以 NOD 样 受 体 蛋 白 3（NOD-like receptor 

protein 3，NLRP3）炎症小体激活为起始，进而活化胱天

蛋白酶1（Caspase-1）；活化的 Caspase-1可切割消皮素 D

（gasdermin D，GSDMD），生成具有膜穿孔活性的消皮素

D-N 端（gasdermin D-N，GSDMD-N）片段，最终引发细胞

膜破裂及白细胞介素1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-18等

炎症因子释放，加剧局部及全身炎症反应[3―4]。有研究

证实，在 MASH 进程中，肠道菌群紊乱导致的内毒素易

位可能激活 KCs 中 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路，进

而驱动肝星状细胞活化及纤维化形成[5―7]。因此，靶向

该通路可能成为干预 MASH 炎症进程的有效策略。

目前，MASH 的临床治疗缺乏特异性药物，常用的

他汀类药物也因潜在肝毒性导致应用受限，而中医药在

免疫调控与炎症抑制方面具有独特优势[8]。化痰祛湿活

血方是第二届全国名中医赵文霞教授制定的用于治疗

MASH 的经验方。本课题组前期研究已证实其可改善

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的巨噬细胞焦亡形

态，并下调焦亡执行蛋白 GSDMD-N 的表达[9]，提示该方

在调控细胞焦亡方面具有明确潜力。然而，上述研究主

要集中在细胞焦亡的终末形态及执行蛋白上，对方剂干

预的上游信号通路调控机制尚未阐明。因此，本研究基

于前期研究基础，通过用 LPS 诱导建立 RAW264.7巨噬

细胞焦亡模型，从形态学、炎症因子释放及分子表达等

多个层面系统探究化痰祛湿活血方对 NLRP3/Caspase-

1/GSDMD 这一经典焦亡通路的干预作用，旨在为揭示

中医“痰湿瘀”理论的生物学内涵以及 MASH 的中医药

治疗提供实验依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 Infinite M Nano 型全波长

酶标仪（瑞士 Tecan 公司），IX73型倒置相差荧光显微镜

（日本 Olympus 公司），SU8100型扫描电子显微镜（日本

Hitachi 公 司），3111 型 CO2 细 胞 培 养 箱（美 国 Thermo 

Fisher Scientific 公司），DYCZ-24DN 型双垂直电泳仪、

DYCZ-40D型转印电泳仪（北京六一仪器厂），GeneAmp® 

9700型实时荧光定量聚合酶链式反应（real-time PCR）

仪（美国 ABI 公司）。

1.2　主要药品与试剂

化 痰 祛 湿 活 血 方 颗 粒 剂（规 格 12 g/袋 ，批 号

22053020）购自江苏省江阴天江药业有限公司；LPS（批

号 S11060）购自上海源叶生物科技有限公司；DMEM 培

养基（批号 6125558）购自美国 Gibco 公司；IL-18酶联免

疫吸附测定（ELISA）试剂盒（批号 FN250901C）购自武

汉菲恩生物科技有限公司；总 RNA 提取试剂（批号

2500090005）购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ；兔 源

NLRP3抗体（批号 ab263899）购自英国 Abcam 公司；兔

源 GSDMD 抗体（批号 AF4012）购自美国 Affinity 公司；

兔源 GSDMD-N 抗体（批号 GB154198-100）购自武汉赛

维尔生物科技有限公司；Western blot 快速封闭液、IL-1β 

ELISA 试剂盒以及兔源 Caspase-1、鼠源甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（GAPDH）抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗

兔 IgG 二抗、辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠 IgG 二抗

（批 号 分 别 为 20036548、40002794、22915-1-Ap-100、

00173787、20001626、20001659）均购自武汉三鹰生物技

术有限公司。

1.3　动物

SPF 级 SD 大鼠 30只，雄性，体重（150±20） g，购自

浙江维通利华实验动物技术有限公司桐乡分公司，动物
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生产许可证号为 SCXK（浙）2020-0002。大鼠饲养于河

南中模生物技术研究院，饲养环境温度为24 ℃、相对湿

度为 50%、12 h 光/12 h 暗循环，饲养期间自由摄食和饮

水。本研究中动物实验方案已通过河南中模生物技术

研究院实验动物伦理委员会批准[伦理编号：ZM（伦）

202510010]。

1.4　细胞

RAW264.7小鼠单核巨噬细胞白血病细胞株（货号

CL-0190）购自武汉普诺赛生命科技有限公司。本实验室

按照标准流程进行细胞的常规培养、传代及冻存操作。

2　方法
2.1　含药血清制备

将 SD 大鼠随机分为空白组（5只）和化痰祛湿活血

方组（25只），先适应性喂养 7 d 后再进行正式实验。正

式实验中，化痰祛湿活血方组大鼠灌胃化痰祛湿活血方

颗粒剂 15 g/（kg·d）[10]，空白组大鼠灌胃等体积去离子

水，每天灌胃1次，连续给药7 d。末次灌胃后1 h，经大鼠腹

主动脉采血。将血液在室温下静置 30 min 后，以 3 000  

r/min 离心15 min 分离血清，经0.22 μm 无菌滤膜过滤除

菌后，再以56 ℃水浴灭活30 min，分别得到含药血清和

空白血清，分装后于－80 ℃环境下冻存，备用。

2.2　含药血清对RAW264.7细胞增殖的影响考察

将 RAW264.7 细胞接种于 96 孔板中，每孔 5×103

个。将细胞分为对照组（不加含药血清）和 2.5%、5%、

10%、15% 含药血清组，每组设置 3个复孔；另设不含细

胞和药物的调零组。常规培养细胞，待其贴壁后，吸弃

培 养 基，加 入 含 相 应 浓 度 血 清 的 培 养 基，于 37 ℃、

5%CO2培养箱中继续培养 24 h 后，加入 CCK-8溶液，继

续培养 2 h。培养结束后，采用酶标仪检测 450 nm 波长

处各孔的吸光度（OD）值，并计算细胞存活率。细胞存

活率＝（加药组 OD 值－调零组 OD 值）/（对照组 OD

值－调零组 OD 值）×100%。

2.3　细胞分组、造模与给药

将细胞分为5组，其给药和造模情况如下：空白对照

组（Control 组）——加入含10% 空白血清的 DMEM 完全

培养基；模型组（Model 组）——加入含 10% 空白血清的

DMEM 完全培养基+5 μg/mL LPS（诱导建立 RAW264.7

巨噬细胞焦亡模型[9]，下同）；低浓度含药血清组（HQHF-

L 组）——加入含2.5% 含药血清+7.5% 大鼠空白血清的

DMEM 完全培养基+5 μg/mL LPS；中浓度含药血清组

（HQHF-M 组）——加入含5% 含药血清+5% 大鼠空白血

清的 DMEM 完全培养基+5 μg/mL LPS；高浓度含药血

清组（HQHF-H 组）——加入含 10% 含药血清的 DMEM

完全培养基+5 μg/mL LPS。每组设置 3个复孔。各给

药组含药血清的浓度根据“2.2”项下实验结果确定。各

组细胞均置于培养箱中常规培养24 h，培养结束后收集

细胞及细胞培养上清液，用于后续指标检测。

2.4　细胞形态学观察

取对数生长期细胞，接种于预先放置有盖玻片的 6

孔板中，按“2.3”项下方法分组、造模与给药。常规培养
24 h 后，收集细胞进行如下观察：（1）扫描电子显微镜观
察——取出盖玻片，用2.5% 戊二醛固定，然后用锇酸后
固定，并经梯度乙醇脱水、临界点干燥、喷金后，在扫描
电镜下观察细胞形态学特征；（2）相差荧光显微镜观察——
直接观察各组细胞形态特征，记录是否出现焦亡相关形
态改变。

2.5　细胞中GSDMD-N蛋白的定位与表达检测

采用免疫荧光法检测。将处于对数生长期的细胞
接种于 12孔板中，按“2.3”项下方法分组、造模与给药。

培养24 h 后，用4% 多聚甲醛固定15 min；样本用快速封
闭液封闭，随后与 GSDMD-N 抗体（抗体浓度按产品说
明书配制）在4 ℃下孵育过夜；以磷酸盐缓冲液（PBS）清
洗细胞5次后，加入荧光二抗（抗体浓度按产品说明书配
制），室温下避光孵育1 h；采用含 DAPI 的抗荧光淬灭封
片剂避光孵育 5 min 后，将细胞置于倒置相差荧光显微
镜下观察并采集图像（阳性信号呈绿色荧光，与蓝色细
胞核形成共定位，可直观反映 GSDMD-N 蛋白的亚细胞
定位）。采用 Image J 软件分析细胞中 GSDMD-N 蛋白的
荧光强度，荧光强度越强，表明 GSDMD-N 蛋白表达水
平越高。

2.6　细胞培养上清液中 IL-1β、IL-18含量检测

采用 ELISA 法检测。取“2.3”项下各组细胞的上清
液，按 ELISA 试剂盒说明书操作，使用酶标仪在 450 nm

波长下测定各孔的 OD 值，依据标准曲线计算细胞培养
上清液中 IL-1β、IL-18含量。

2.7　细胞中 NLRP3、Caspase-1、GSDMD mRNA 表达

检测

采用 real-time PCR 法检测。取“2.3”项下各组细胞，

提取细胞中总 RNA，检测其浓度和纯度后，将其逆转录
合成 cDNA，并以 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。反应体
系为：2×Universal Blue SYBR Green qPCR Master Mix 

10 μL，上、下游引物各 0.4 μL，cDNA 模板 2.0 μL，无酶
水7.2 μL。反应条件为：95 ℃预变性30 s；95 ℃变性15 s，

60 ℃退火/延伸30 s，40个循环。以GAPDH为内参，采用
2－ΔΔCt法计算细胞中NLRP3、Caspase-1、GSDMD的mRNA

相对表达水平。PCR引物由湖南艾科瑞生物工程有限公
司设计并合成，具体引物序列及扩增产物长度见表1。

表1　引物序列及扩增产物长度

基因名称
NLRP3

Caspase-1

GSDMD

GAPDH

引物序列（5′→3′）

上游：GACCGTGAGGAAAGGACCAG

下游：GGCCAAAGAGGAATCGGACA

上游：ACCCCAAACTCAAGGACACG

下游：CAGGGAGAAGTCGTCATCCG

上游：TGCGTGTGACTCAGAAGACC

下游：CAAACAGGTCATCCCCACGA

上游：GTTCCCACCCTAGAAAGTCCA

下游：ACTTGGAGGAGGTTTGCTGG

扩增产物长度/bp

125

119

108

146

2.8　细胞中NLRP3、Caspase-1、GSDMD蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。取对数生长期细胞，以
每孔2×105个细胞的密度接种于6孔板中，按“2.3”项下
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方法分组、造模与给药。培养24 h 后，弃去上清液，收集

细胞，采用 RIPA 裂解液提取各组细胞中总蛋白。采用

BCA 法对蛋白定量后，调整浓度并加入上样缓冲液进行

沸水浴变性。取 8 μg 变性蛋白上样进行十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（先以电压80 V 电泳30 min，再

以电压 120 V 电泳 90 min）；采用湿转法（300 mA 恒流、

冰浴2 h）将蛋白转移至0.45 μm PVDF 膜，以5% 脱脂奶

粉室温封闭 1.5 h；加入 NLRP3、Caspase-1、GSDMD（稀

释比例均为 1∶2 000）一抗和 GAPDH 一抗（稀释比例为

1∶20 000），4 ℃孵育过夜；次日用 TBST 洗膜后，加入荧

光二抗（稀释比例为1∶10 000），室温避光孵育1 h。加入

ECL 底物显影成像后，采用 Image J 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。实验重复3次。

2.9　统计学方法

采用 GraphPad Prism 10.0 软件进行数据分析和作

图。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，组间两两比较采用Tukey检验。检

验水准α＝0.05。

3　结果
3.1　不同浓度含药血清对细胞增殖的影响

对照组和 2.5%、5%、10%、15% 含药血清组细胞存

活 率 分 别 为（103.23±1.26）% 、（102.36±1.82）% 、

（98.77±2.15）%、（92.42±1.75）%、（82.29±2.03）%。与

对照组比较，2.5%、5% 含药血清组细胞存活率差异均无

统计学意义（P＞0.05），提示 2.5%、5% 含药血清安全性

良好，不会损伤细胞活力；10% 含药血清组细胞存活率

虽显著降低（P<0.05），但降低幅度处于可接受范围。因

此，本研究后续选取 2.5%、5%、10% 含药血清用于探讨

化痰祛温活血方对巨噬细胞炎症及焦亡的调控作用。

3.2　细胞形态学观察结果

3.2.1　扫描电子显微镜观察结果

Control 组细胞形态完整，表面光滑、微绒毛丰富，未

见明显孔洞形成。Model 组细胞呈现典型焦亡特征：细

胞肿胀；膜表面微绒毛消失，可见大量散在或密集的穿

孔；部分细胞膜破裂，细胞质外溢，且细胞空洞数量较

多。与 Model 组比较，HQHF-L、HQHF-M、HQHF-H 组

细胞的细胞膜完整性均有不同程度改善。结果见图1。

3.2.2　相差荧光显微镜观察结果

Control 组细胞呈圆形，形态规则。Model 组细胞形

态不规则，多呈长触角状。与 Model 组比较，HQHF-H 组

细胞形态改善最明显，偶见长触角；HQHF-L、HQHF-M

组细胞形态亦有不同程度改善。结果见图2。

3.3　细胞中GSDMD-N蛋白的定位与表达检测结果

Control 组 细 胞 中 GSDMD-N 蛋 白 的 荧 光 强 度

（10.19±3.02）微弱。与 Control 组比较，Model 组细胞中

GSDMD-N 蛋白主要聚集于细胞膜，荧光强度（92.91±

0.28）显著增强（P＜0.05）；HQHF-H、HQHF-M、HQHF-L

组细胞中 GSDMD-N 蛋白的膜定位减少，荧光强度（分

别为31.54±2.65、35.60±2.75、56.38±6.21）均显著减弱

（P＜0.05）。结果见图3。

3.4　细胞培养上清液中 IL-1β、IL-18含量测定结果

与 Control 组比较，Model 组细胞培养上清液中 IL-

1β、IL-18含量均显著升高（P＜0.05）；与 Model 组比较，

HQHF-L、HQHF-M、HQHF-H 组细胞培养上清液中 IL-

18、IL-1β 含量均显著降低（P＜0.05）。结果见图4。

3.5　细胞中 NLRP3、Caspase-1、GSDMD mRNA 及其

蛋白表达测定结果

与 Control 组比较，Model 组细胞中 NLRP3、Caspase-

1、GSDMD mRNA 及其蛋白表达水平均显著升高（P＜

0.05）；与 Model 组比较，HQHF-L、HQHF-M、HQHF-H 组

细胞中 NLRP3、Caspase-1、GSDMD mRNA 及其蛋白表

达水平均显著降低（P＜0.05）。结果见表2、图5。

4　讨论
MAFLD 疾病谱从单纯性脂肪肝可进展为 MASH、

肝纤维化、肝硬化甚至肝细胞癌，已成为全球性的重大

公共卫生挑战[11]。MAFLD 发病机制复杂，“多重打击学

说”认为，脂毒性、胰岛素抵抗、内质网应激、线粒体功能

障碍和慢性炎症之间的复杂交互作用，共同驱动该疾病

进展。其中，MASH 作为 MAFLD 进展的关键阶段，其核

A. Control 组 B. Model 组 C. HQHF-L 组 D. HQHF-M 组 E. HQHF-H 组

图1　各组细胞形态学观察的扫描电子显微镜图（标尺：5 μm）

A. Control 组 B. Model 组 C. HQHF-L 组 D. HQHF-M 组 E. HQHF-H 组

图2　各组细胞形态学观察的相差荧光显微镜图（标尺：50 μm）



· 868 ·  China Pharmacy  2026 Vol. 37  No. 7 中国药房  2026年第37卷第7期

心病理特征为肝内持续性炎症与肝细胞损伤，这也是疾

病向纤维化、肝硬化演进的核心节点[12]。巨噬细胞作为

肝脏先天免疫的核心细胞，在维持肝脏内环境稳态和启

动炎症反应中扮演着关键角色，其异常活化是介导肝内

持续性炎症的核心环节[13]。而细胞焦亡作为炎症小体

介导的促炎型程序性细胞死亡方式，以细胞膜孔道形
成、细胞肿胀破裂为特征，伴随 IL-1β、IL-18等促炎因子
大量释放，可显著放大局部炎症级联反应，在 MASH 的
炎症放大与肝细胞损伤中发挥关键驱动作用[14]。脂毒
性物质、氧化应激产物、肠道 LPS 等代谢应激信号均可
触发巨噬细胞焦亡通路，因此靶向抑制肝巨噬细胞焦
亡，已成为干预 MASH 进展的重要策略。

中医药理论将 MASH 归属于“肝癖”“胁痛”范畴，其
核心病机为“痰湿瘀互结，痹阻肝络”，这一病机与现代
医学中 MASH 的核心病理改变高度关联[15]。“痰湿”作为
中医病理产物，其病理特征与现代医学中肝脏脂质蓄
积、胰岛素抵抗及促炎微环境紊乱等病理改变高度契
合。过量脂质蓄积可引起脂毒性，而胰岛素抵抗会进一
步加重脂肪变性，并提供炎症致敏信号；上述改变与代
谢应激、肠道菌群紊乱等因素共同作用，激活 NLRP3炎
症小体，进而启动炎症级联反应[16]。而肝脏“瘀血”状态
则对应现代医学中微循环障碍、局部缺氧及肝纤维化启
动等病理过程。活化的巨噬细胞可通过焦亡途径释放
IL-1β、IL-18等促炎因子，驱动肝星状细胞活化增殖；受
损肝细胞释放的内源性危险信号——损伤相关分子模
式可进一步放大炎症反应，形成“痰湿致瘀、瘀阻生痰”

的病理恶性循环[17]。“痰湿”与“瘀血”相互交织、互为因
果，共同构成 MASH 发生发展的核心病理基础。基于
此，中医药确立了以“化痰、祛湿、活血”为核心的治疗法
则，并在临床实践中显示出良好前景。

化痰祛湿活血方由泽泻、海藻、丹参、郁金、水飞蓟、

决明子、山楂、柴胡8味中药组成。方中泽泻利水渗湿、

行气消瘀，为君药；丹参活血化瘀、凉血安神，郁金活血
止痛、行气解郁，海藻化痰利湿、软坚消痰，共为臣药；决
明子清肝明目，山楂消积散瘀，水飞蓟清热解毒，共为佐
药；柴胡疏肝理气，为使药。诸药合用，共奏化痰、祛湿、

活血之效。本课题组前期临床与动物研究已证实，该方
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图3　各组细胞中GSDMD-N的免疫荧光染色图（标尺：50 μm）
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图4　各组细胞培养上清液中 IL-1β、IL-18含量测定结

果（x±s，n＝3）

表2　各组细胞中 NLRP3、Caspase-1、GSDMD mRNA

及其蛋白表达水平比较（x±s，n＝3）

组别

Control 组
Model 组
HQHF-L 组
HQHF-M 组
HQHF-H 组

NLRP3

mRNA

1.00±0.08

11.26±1.07a

8.99±0.41b

8.68±0.14b

7.82±0.56b

蛋白
0.25±0.05

1.76±0.06a

0.73±0.05b

0.56±0.03b

0.35±0.02b

Caspase-1

mRNA

2.11±0.03

13.50±0.66a

11.01±0.41b

9.94±0.49b

8.14±0.77b

蛋白
0.71±0.21

1.20±0.11a

0.70±0.18b

0.41±0.23b

0.39±0.18b

GSDMD

mRNA

0.99±0.05

1.42±0.05a

1.15±0.06b

1.04±0.05b

0.67±0.10b

蛋白
0.65±0.28

1.87±0.90a

0.67±0.17b

0.36±0.10b

0.31±0.02b

a：与Control组比较，P＜0.05；b：与Model组比较，P＜0.05。

NLRP3

GSDMD

Caspase-1

GAPDH

110 kDa

53 kDa

48 kDa

36 kDa

Control 组 Model 组 HQHF-L 组 HQHF-M 组 HQHF-H 组

图5　各组细胞中 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白表

达的电泳图
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能有效改善患者临床症状、肝功能及肝脂肪病变，并可

减轻 MASH 模型大鼠的肝脏炎症与脂质堆积[18―20]。然

而，该方发挥抗炎保肝作用的潜在分子机制，尤其是其

是 否 可 通 过 调 控 巨 噬 细 胞 焦 亡 及 相 关 通 路 发 挥 对

MASH 的改善作用尚未明确，这构成了本研究的出发点

和核心科学问题。

本研究聚焦 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 这一经典焦

亡通路，通过体外实验证实，化痰祛湿活血方含药血清

可改善 LPS 诱导的 RAW264.7巨噬细胞焦亡：（1）在形态

学层面，化痰祛湿活血方含药血清可显著改善巨噬细胞

细胞膜鼓泡、孔洞形成等焦亡典型表型，维持细胞膜结

构完整性，直接佐证了其对细胞焦亡的抑制效应；（2）在

分子层面，化痰祛湿活血方含药血清可显著下调细胞中

NLRP3、Caspase-1、GSDMD mRNA 及其蛋白表达，同时

减少细胞膜上 GSDMD-N 片段聚集，提示其可从通路起

始、中游活化及下游执行全环节抑制焦亡通路活性；（3）

在功能层面，化痰祛湿活血方含药血清能有效降低细胞

培养上清液中 IL-1β、IL-18含量，该过程依赖 Caspase-1

介导的前体剪切活化，其释放量减少表明该方能阻断炎

症因子的胞外释放，进而抑制炎症级联反应。上述结果

表明，抑制 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路，可能是化痰

祛湿活血方发挥抗炎作用的重要分子机制之一。

综上，本研究以肝巨噬细胞焦亡为切入点，初步揭

示了化痰祛湿活血方可能通过抑制 NLRP3/Caspase-1/

GSDMD 通路的激活，减轻肝巨噬细胞焦亡及促炎因子

释放，从而达到减轻巨噬细胞炎症损伤、发挥细胞保护

的作用，为 MASH 的中西医结合治疗提供了新的理论支

撑 。 本 研 究 存 在 一 定 局 限 性 ，如 本 研 究 仅 基 于

RAW264.7巨噬细胞体外模型开展实验，相关机制尚未

经体内实验验证，且方剂调控焦亡通路的核心活性成分

及多成分协同作用机制仍不明确。后续本课题组将构

建 MASH 动物模型进行体内验证，进一步为该方的标准

化应用提供实验依据。
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