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[摘要] 目的：探讨八珍荔核抗纤方是否可通过调控核苷酸结合结构域富含亮氨酸重复序列和含热蛋白结

构域受体3（NLRP3）/焦孔素D（GSDMD）信号通路介导细胞焦亡影响肝纤维化的进程。方法：将大鼠随机分为空

白组及八珍荔核抗纤方低、中、高剂量组，空白组以生理盐水灌胃，八珍荔核抗纤方低、中、高剂量组分别按照

0.796 g/mL、1.593 g/mL、3.186 g/mL以生理盐水配八珍荔核抗纤方颗粒进行灌胃，以制备空白血清及八珍荔核抗

纤方不同剂量含药血清。通过CCK8法测定不同剂量的八珍荔核抗纤方含药血清对rh TGF-茁1激活的HSC-T6细胞

的影响。透射电镜观察各组细胞形态。ELISA检测细胞上清液中IL-1茁和IL-18含量。采用蛋白印迹（Western blotting）

法和RT-qPCR检测HSC-T6细胞中NLRP3、GSDMD和CASPASE-1蛋白的表达及mRNA的表达。结果：CCK8结果显

示，八珍荔核抗纤方低、中、高剂量组均能抑制经rhTGF-茁1处理的HSC-T6细胞的增殖（ 约0.05），随着八珍荔核抗

纤方剂量的增加，抑制增殖作用越明显，且48 h较24 h效果更佳（ 约0.05）。透射电镜结果发现，与空白组比较，模

型组及八珍荔核抗纤方低、中、高剂量组细胞均有不同程度的细胞肿胀膨大，细胞质膜破裂，细胞膜穿孔。与模

型组比较，八珍荔核抗纤方低、中、高剂量组细胞肿胀程度改善，细胞膜穿孔减少。ELISA结果显示，与空白组比较，

模型组中的IL-1茁、IL-18含量增加（ 约0.05）；与模型组比较，八珍荔核抗纤方低、中、高剂量组中的IL-1茁、IL-18含

量均减少（ 约0.05），呈浓度依赖性降低。Western blotting结果表明，与空白组比较，模型组中的IL-1茁、IL-18含量

增加（ 约0.05）；与模型组比较，八珍荔核抗纤方低、中、高剂量组中的IL-1茁、IL-18含量均减少（ 约0.05），呈浓度

依赖性降低。RT-qPCR结果显示，与空白组比较，细胞模型组的NLRP3 mRNA、GSDMD mRNA、CASPASE-1 mRNA

表达水平明显升高（ 约0.05）；八珍荔核抗纤方处理后，与细胞模型组比较，八珍荔核抗纤方低、中、高剂量组

NLRP3 mRNA、GSDMD mRNA、CASPASE-1 mRNA表达水平显著下调，其中八珍荔核抗纤方高剂量组下调最明

显，且呈剂量依赖性降低（ 约0.05）。结论：八珍荔核抗纤方可能通过NLRP3/GSDMD信号通路，下调NLRP3、GSDMD、

CASPASE-1的蛋白表达及mRNA表达，减少细胞焦亡，抑制HSC-T6细胞增殖活化，降低炎症反应。
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肝 纤 维 化 是 由 于 各 种 病 因 引 起 的 反 复 或 持 续 肝 脏 损 伤 ，

造 成 肝 星 状 细 胞 （ hepatic stellate cells ， HSCs） 持 续 被 激 活 ，

肝 脏 纤 维 结 缔 组 织 异 常 增 生 ， 肝 脏 内 弥 漫 性 细 胞 外 基 质

（ extracellular matrix ， ECM） 过 度 增 生 与 沉 积 ， 引 起 纤 维 增 生

和 分 解 失 衡 ， 从 而 导 致 肝 脏 组 织 结 构 发 生 异 常 改 变 的 病 理 过

程 [1]。 常 见 病 因 有 感 染 、 药 物 、 嗜 酒 、 代 谢 异 常 及 自 身 免 疫 疾 病

等 [2-3]。 研 究 表 明 肝 纤 维 化 的 进 展 是 可 以 延 缓 ， 甚 至 可 以 逆 转 。

及 时 治 疗 肝 纤 维 化 能 有 效 防 止 肝 纤 维 化 向 肝 硬 化 、 肝 癌 方 向

发 展 ， 降 低 发 病 率 [4-5]。 目 前 西 医 尚 无 应 用 于 临 床 治 疗 肝 纤 维

化 的 特 效 药 物 ， 中 医 药 因 其 多 成 分 、 多 靶 点 、 多 途 径 的 特 色 优

势 ， 在 治 疗 肝 纤 维 化 领 域 已 取 得 较 佳 成 效 [6-8]。

八 珍 荔 核 抗 纤 方 是 在 经 典 方 剂 八 珍 汤 基 础 上 加 味 而 成

的 复 方 ， 由 全 国 名 老 中 医 罗 伟 生 教 授 根 据 多 年 临 床 经 验 针 对

抗 肝 纤 维 化 而 拟 成 [9-10]。 该 方 具 有 补 气 养 血 、 调 和 气 血 、 疏 肝 散

结 、 行 气 利 湿 、 活 血 化 瘀 等 多 重 功 效 。 八 珍 荔 核 抗 纤 方 成 分

多 、 靶 点 多 、 作 用 机 制 复 杂 [11-13]， 且 八 珍 荔 核 抗 纤 方 对 于 抗 肝

纤 维 化 中 的 作 用 机 制 尚 完 全 不 明 确 。 细 胞 焦 亡 作 为 一 种 新 型

细 胞 死 亡 方 式 ， 核 苷 酸 结 合 结 构 域 富 含 亮 氨 酸 重 复 序 列 和 含

热 蛋 白 结 构 域 受 体 3（ nucleotide-binding domain leucine-rich re原

peat and pyrin domain-containing receptor 3 ， NLRP3） /焦 孔

素 D（ gasdermin D， GSDMD） 信 号 通 路 是 细 胞 焦 亡 的 经 典 通 路 。

NLRP3 被 持 续 性 激 活 时 ， 能 引 起 胱 天 蛋 白 酶 -1（ cysteinyl as原

partate specific proteinase-1， Caspase-1） 活 化 ， 并 切 割 GSDMD，

从 而 参 与 肝 纤 维 化 的 发 生 发 展 。 因 此 ， 本 研 究 探 讨 八 珍 荔 核

抗 纤 方 是 否 能 够 通 过 调 控 NLRP3/GSDMD 信 号 通 路 介 导 细 胞

焦 亡 来 发 挥 抗 肝 纤 维 化 的 作 用 。

progression of hepatic fibrosis by regulating the (nucleotide -binding domain leucine -rich repeat and pyrin

domain-containing receptor 3,NLRP3)/GSDMD signaling pathway and mediating pyroptosis. Methods: Rats were

randomly divided into a blank group and low-dose, medium-dose, and high-dose BZLHKXF groups. The blank

group received normal saline by gavage, while the low-dose, medium-dose, and high-dose BZLHKXF groups

were administered BZLHKXF granules suspended in normal saline at doses of 0.796, 1.593, and 3.186 g/mL,

respectively, to prepare blank serum and drug-containing sera of different doses. The effects of BZLHKXF-

containing serum on rh TGF-茁1-activated HSC-T6 cells were assessed using the CCK-8 assay, and the cell

inhibition rate was calculated. Cellular morphology was observed by transmission electron microscopy (TEM).

The levels of IL-1茁 and IL-18 in the cell supernatant were measured by enzyme linked immunosorbent assay

(ELISA). The protein and mRNA expression of NLRP3, GSDMD, and CASPASE -1 in HSC -T6 cells was

detected by Western blotting and RT -qPCR, respectively. Results: CCK -8 results showed that low -dose,

medium-dose, and high-dose BZLHKXF inhibited the proliferation of rh TGF-茁1-treated HSC-T6 cells ( <0.05).

The inhibitory effect was dose-dependent and more pronounced at 48 h than at 24 h ( <0.05). TEM revealed

that compared with the blank group, cells in the model group and low-dose, medium-dose, and high-dose

BZLHKXF groups exhibited varying degrees of swelling, plasma membrane rupture, and perforation. Compared

with the model group, cell swelling and membrane perforation were alleviated in low-dose, medium-dose, and

high-dose BZLHKXF groups. ELISA indicated that IL-1茁 and IL-18 levels increased in the model group

compared with the blank group ( <0.05). Compared with the model group, IL-1茁 and IL-18 levels decreased

in the low-dose, medium-dose, and high-dose BZLHKXF groups ( <0.05). The effect was dose-dependent.

Western blotting results showed that, compared with the blank group, the expression levels of IL-1茁 and IL-18

in the model group were significantly increased ( <0.05). In comparison with the model group, the expression

levels of IL -1茁 and IL -18 were significantly reduced in the low -dose, medium -dose, and high -dose

BZLHKXF group ( <0.05), exhibiting a concentration -dependent decrease. RT -qPCR results showed that,

compared with the blank group, the expression levels of NLRP3 mRNA, GSDMD mRNA, and CASPASE-1

mRNA were significantly elevated in the cell model group ( <0.05). Following treatment with BZLHKXF, the

expression levels of NLRP3 mRNA, GSDMD mRNA, and CASPASE-1 mRNA were significantly decreased in

the low-dose, medium-dose, and high-dose BZLHKXF groups compared with the cell model group, with the

most pronounced reduction observed in the high-dose BZLHKXF group, exhibiting a dose-dependent decrease

( <0.05). Conclusion: Bazhen Lihe Kangxian formula may suppress pyroptosis, inhibit the proliferation and

activation of HSC-T6 cells, and reduce inflammatory responses by down-regulating the expression of NLRP3,

GSDMD, and CASPASE-1 proteins and mRNAs via the NLRP3/GSDMD signaling pathway, thereby exerting

anti-hepatic fibrosis effects.

[Keywords] hepatic fibrosis; Bazhen Lihe Kangxian Formula; NLRP3/GSDMD signaling pathway; pyroptosis;

proliferation
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1 材料与方法

1.1 实验动物及细胞 大 鼠 肝 星 状 细 胞 株 HSC-T6 （ 批

号 ： CL-0116） 由 武 汉 普 诺 赛 生 命 科 技 公 司 提 供 。 24 只 SPF 级

SD 大 鼠 ， 雄 性 ， 6 周 龄 ， 体 质 量 200耀220 g， 购 于 长 沙 市 天 勤 生

物 科 技 有 限 公 司 。 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK 湘 2024-

0021 ； 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 430726250100030583。 大 鼠 饲 养 于

广 西 中 医 药 大 学 动 物 实 验 中 心 ， 12 h/12 h 明 暗 交 替 ， 温 度 20耀

23 益， 相 对 湿 度 50%耀60%， 饲 养 期 间 可 自 由 饮 食 。 本 实 验 已 通

过 广 西 中 医 药 大 学 伦 理 审 核 委 会 批 准 ， 伦 理 批 准 号 ：

DW20220213-121。

1.2 药物及主要试剂 八 珍 荔 核 抗 纤 方 （ 颗 粒 剂 ） 药 物 组 成 ：

人 参 10 g ， 荔 枝 核 30 g ， 海 金 沙 10 g ， 柴 胡 10 g ， 茯 苓 15 g ， 甘 草

6 g， 川 芎 10 g ， 白 芍 15 g ， 当 归 10 g， 丹 参 15 g ， 熟 地 黄 10 g ， 莪 术

10 g ， 五 味 子 10 g ， 黄 芪 20 g， 白 术 10 g， 购 于 江 阴 天 江 药 业 有 限

公 司 ； NLRP3 抗 体 （ 批 号 ： GB114320-100） 、 GSDMD抗 体 （ 批 号 ：

GB114198-100） 和 Caspase-1 抗 体 （ 批 号 ： GB15383-100） 均 购

于 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 白 细 胞 介 素 -1茁（ IL-1茁） 酶 联

免 疫 吸 附 试 验 （ ELISA） 试 剂 盒 （ 批 号 ： E-EL-R0012C） 和 白 细 胞

介 素 -19（ IL-18） ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： E-EL-R0567c） 均 购 于

武 汉 伊 莱 瑞 特 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 。

1.3 主要仪器 超 灵 敏 多 功 能 成 像 仪 （ 美 国 通 用 公 司 中 国 有

限 公 司 ， 型 号 ： AI6000） ； 倒 置 显 微 镜 （ 日 本 OLYMPUS 公 司 ， 型

号 ： OLYMPUS LX71） ； 酶 标 仪 （ 赛 默 飞 世 尔 科 技 有 限 公 司 ， 型

号 ： Multiskan SkyHigh 1510） ； 电 泳 仪 （ 美 国 Bio-Rad 公 司 ， 型

号 ： 165-8033） ； 荧 光 定 量 PCR 仪 （ 上 海 罗 氏 制 药 公 司 ， 型 号 ：

Light Cycler 480） ； 透 射 电 子 显 微 镜 [日 立 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ， 型

号 ： H-9500]。

1.4 含药血清制备 将 24 只 雄 性 SD 大 鼠 适 应 性 喂 养 1 周 ， 随

机 分 为 空 白 对 照 组 、 八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 剂 量 组 、 八 珍 荔 核 抗

纤 方 中 剂 量 组 和 八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂 量 组 ， 每 组 6 只 。 依 据

《 实 验 药 理 方 法 学 》 ， 大 鼠 灌 胃 剂 量 = 人 临 床 剂 量 衣70伊6.3 ， 故

空 白 对 照 组 以 生 理 盐 水 灌 胃 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 含 低 、 中 、 高

剂 量 组 分 别 按 照 0.796 g/mL 、 1.593 g/mL 、 3.186 g/mL 以 生

理 盐 水 溶 解 八 珍 荔 核 抗 纤 方 颗 粒 进 行 灌 胃 ， 持 续 7 d。 第 6 天 灌

胃 后 给 予 禁 食 处 理 ， 次 日 灌 胃 后 2 h 后 ， 使 用 3% 的 异 氟 醚 麻

醉 ， 进 行 腹 主 动 脉 采 血 ， 低 温 静 置 1 h 后 ， 进 行 离 心 ， 吸 取 上 清

（ 即 为 含 药 血 清 ） ， -80 益冰 箱 保 存 备 用 。

1.5 HSC-T6细胞培养及分组给药

1.5.1 HSC-T6 细 胞 培 养 从 -80 益 冰 箱 取 出 HSC-T6 细 胞 ，

进 行 复 苏 ， 并 使 用 含 10豫 胎 牛 血 清 的 DMEM 高 糖 培 养 基 中 ， 待

细 胞 生 长 密 度 达 到 80%耀90豫 时 ， 按 照 1颐3 传 代 ， 传 代 至 第 三 代

为 实 验 备 用 。

1.5.2 细 胞 分 组 与 给 药 （ 1） 分 组 ： 将 HSC-TC 细 胞 空 白 组

（ 空 白 血 清 ） 、 模 型 组 （ rhTGF-茁1+空 白 血 清 ） 、 八 珍 荔 核 抗 纤 方

低 剂 量 组 （ rhTGF-茁1+八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 剂 量 含 药 血 清 ） 、 八 珍

荔 核 抗 纤 方 中 剂 量 组 （ rhTGF-茁1+八 珍 荔 核 抗 纤 方 中 剂 量 含 药

血 清 ） 、 八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂 量 组 （ rhTGF-茁1+ 八 珍 荔 核 抗 纤

方 高 剂 量 含 药 血 清 ） 。 （ 2） 给 药 ： 将 HSC-T6细 种 于 六 孔 板 ， 调 整

细 胞 浓 度 为 1伊105/mL 个 ， 培 养 24 h， 待 细 胞 贴 壁 后 ， 模 型 组 、 八

珍 荔 核 抗 纤 方 低 剂 量 组 、 八 珍 荔 核 抗 纤 方 中 剂 量 组 、 八 珍 荔

核 抗 纤 方 高 剂 量 组 均 加 入 100 滋L rhTGF-茁1 溶 液 ， 37毅 恒 温

培 养 24 h 后 ， 进 行 换 液 ， 空 白 组 和 模 型 组 加 入 含 10% 空 白 血

清 的 完 全 培 养 基 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 剂 量 组 、 八 珍 荔 核 抗 纤

方 中 剂 量 组 、 八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂 量 组 分 别 加 入 含 10% 相 应

剂 量 的 含 药 血 清 完 全 培 养 基 ， 37毅恒 温 培 养 48 h 。

1.6 观察指标

1.6.1 CCK8 法 测 定 八 珍 荔 核 抗 纤 方 含 药 血 清 对 rhTGF-茁1 活

化 后 的 HSC-T6 细 胞 增 殖 影 响 将 HSC-T6 细 种 于 96 孔 板 ， 调

整 细 胞 浓 度 为 1伊104/mL 个 ， 并 设 立 3 个 复 孔 ， 培 养 24 h 细 胞 贴

壁 后 ， 各 组 均 加 入 100 滋L rhTGF-茁1 溶 液 。 继 续 培 养 24 h 后 ，

对 照 组 加 入 含 10%空 白 血 清 的 完 全 培 养 基 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 各

剂 量 组 分 别 加 入 含 10% 相 应 剂 量 的 含 药 血 清 完 全 培 养 基 ， 24

或 48 h后 ， 每 孔 加 10 滋L CCK8 溶 液 ， 避 光 培 养 2 h 后 ， 使 用 酶 标

仪 测 定 吸 光 度 。

1.6.2 透 射 电 镜 观 察 HSC-T6 细 胞 细 胞 焦 亡 各 组 细 胞 干 预

完 成 后 ， 加 入 电 镜 固 定 液 ， 采 用 琼 脂 预 包 埋 法 包 埋 细 胞 ， 使 用

超 薄 切 片 机 进 行 切 片 ， 在 透 射 电 子 显 微 镜 下 观 察 细 胞 。

1.6.3 ELISA 检 测 各 组 细 胞 上 清 液 IL-1茁、 IL-18 水 平 各 组

细 胞 干 预 完 成 后 ， 吸 取 细 胞 上 清 液 ， 根 据 ELISA 试 剂 盒 步 骤 操

作 ， 检 测 细 胞 上 清 液 中 IL-1茁、 IL-18 含 量 。

1.6.4 Western blotting 法 检 测 NLRP3 、 GSDMD、 CASPASE-1

蛋 白 的 表 达 使 用 RIPA 裂 解 液 （ 含 蛋 白 酶 抑 制 剂 ） 提 取 培 养

后 的 HSC-T6 细 胞 总 蛋 白 ， 通 过 BCA 法 测 定 蛋 白 浓 度 ； 随 后 将

蛋 白 上 样 缓 冲 液 与 蛋 白 质 样 品 按 1:4 比 例 混 匀 并 离 心 ， 沸 水 浴

15 min ， 确 保 蛋 白 质 完 全 变 性 。 制 胶 ， 取 蛋 白 上 样 并 进 行 电 泳

分 离 ， 电 泳 结 束 后 ， 将 分 离 的 蛋 白 转 至 PVDF 膜 ； 转 膜 完 成 后 ，

用 5% 脱 脂 牛 奶 封 闭 1 h 后 ， NLRP3 、 GSDMD、 CASPASE-1 一 抗

（ 稀 释 比 例 为 1颐1 000） 在 4毅 孵 育 过 夜 ， 次 日 用 相 应 的 二 抗 室 温

孵 育 1 h， 采 用 ECL试 剂 盒 通 过 AI6000 型 超 灵 敏 多 功 能 成 像 仪

对 蛋 白 条 带 进 行 显 影 ， 采 用 Image J 软 件 测 定 各 蛋 白 条 带 灰

度 值 。

1.6.5 RT -qPCR 法 检 测 NLRP3 mRNA、 GSDMD mRNA、

CASPASE-1 mRNA 表 达 水 平 采 用 TRIzol试 剂 从 各 组 HSC-

T6 细 胞 中 提 取 总 RNA。 按 照 逆 转 录 试 剂 盒 的 操 作 说 明 ， 将 RNA

逆 转 录 为 cDNA。 使 用 荧 光 定 量 PCR 仪 进 行 扩 增 ， 反 应 程 序 设

置 为 两 步 法 ： 95 益 预 变 性 10 s， 60 益 退 火 /延 伸 30 s， 共 进 行 40

个 循 环 。 基 因 表 达 水 平 的 相 对 定 量 分 析 采 用 2-驻驻Ct 法 ， 并 以 茁-

actin 作 为 内 参 基 因 进 行 标 准 化 。 实 验 所 用 引 物 由 武 汉 赛 维 尔

生 物 科 技 有 限 公 司 合 成 。 （ 见 表 1）

表 1 引物序列表

目 的 基 因 引 物 （ 5 ' - 3 ' ） 扩 增 产 物 片 段 长 度 / b p

G S D M D 上 游 引 物 ： G G A G A T C A T G C A A C G T G A A A G G 2 2 4

下 游 引 物 ： T C T T C T T C C G G C T T T G G T G G

N L R P 3 上 游 引 物 ： G A T T T C T C C A C A A C T C A C C C A A 1 1 2

下 游 引 物 ： A G T C T G G A A G A A C A G G C A A C A T

C A S P A S E - 1 上 游 引 物 ： T G T A A T G A A G A C T G C T A C C T G G C 2 5 1

下 游 引 物 ： C G A G T G G G T G T T T T C A T T A T T G G

β - a c t i n 上 游 引 物 ： T G C T A T G T T G C C C T A G A C T T C G 2 4 0

下 游 引 物 ： G T T G G C A T A G A G G T C T T T A C G G
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1.7 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 软 件 和 GraphPad Prism

10.0 软 件 进 行 数 据 统 计 分 析 和 制 作 图 表 ， 计 量 资 料 符 合 正 态

分 布 ， 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素

方 差 分 析 ， 两 组 间 比 较 采 用 LSD-t 法 ； 若 不 符 合 正 态 性 分 布

或 方 差 不 齐 ， 则 采 用 KruskalWallis H 检 验 。 约0.05表 示 差 异 统

计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 八珍荔核抗纤方对rhTGF-茁1处理HSC-T6细胞24 h和48 h

增殖抑制率的影响 CCK8 结 果 显 示 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 、 中 、

高 剂 量 组 均 能 抑 制 经 rhTGF-茁1 处 理 的 HSC-T6 细 胞 的 增 殖

（ 约0.05） ， 并 且 随 着 八 珍 荔 核 抗 纤 方 剂 量 的 增 加 ， 抑 制 增 殖 作

用 越 明 显 ,且 48 h较 24 h 效 果 更 佳 （ 约0.05） 。 （ 见 表 2）

表 2 各组 HSC-T6细胞培养 24 h和 48 h增殖抑制率（x依s）

2 4 h 细 胞 2 4 h 细 胞 增 殖 4 8 h 细 胞 4 8 h 细 胞 增 殖

吸 光 度 抑 制 率 / % 吸 光 度 抑 制 率 / %

模 型 组 3 0 . 7 2 6 ± 0 . 0 2 9 0 1 . 0 0 6 ± 0 . 0 4 1 0

八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 剂 量 组 3 0 . 6 5 3 ± 0 . 0 0 4 1 0 . 9 4 ± 0 . 5 9 6 7 a 0 . 8 5 9 ± 0 . 0 0 4 1 6 . 5 9 ± 0 . 5 0 8 8 a b

八 珍 荔 核 抗 纤 方 中 剂 量 组 3 0 . 5 8 2 ± 0 . 0 0 6 2 1 . 5 3 ± 0 . 8 9 5 1 a 0 . 7 8 0 ± 0 . 0 0 8 2 5 . 5 0 ± 0 . 9 0 4 9 a b

八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂 量 组 3 0 . 5 2 4 ± 0 . 0 0 7 3 0 . 1 3 ± 1 . 0 4 8 a 0 . 7 0 3 ± 0 . 0 0 7 3 4 . 1 5 ± 0 . 7 9 2 5 a b

注：与模型组比较，a 约0.05；48 h与24 h比较，b 约0.05。

2.2 透射电镜观察各组HSC-T6细胞形态 与 空 白 组 比 较 ，

模 型 组 、 八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 、 中 、 高 剂 量 组 细 胞 均 有 不 同 程 度

的 细 胞 肿 胀 膨 大 ， 细 胞 质 膜 破 裂 ， 细 胞 膜 穿 孔 。 与 模 型 组 比

较 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 、 中 、 高 剂 量 组 细 胞 肿 胀 程 度 改 善 ， 细

胞 膜 穿 孔 减 少 。 （ 见 图 1）

注：A.空白组；B.模型组；C.八珍荔核抗纤方低剂量组；

D.八珍荔核抗纤方中剂量组；E.八珍荔核抗纤方高剂量组。

图 1 透射电镜下各组 HSC-T6细胞形态 （伊3 000）

2.3 各组细胞上清液IL-1茁、IL-18含量水平 与 空 白 组 比

较 ， 模 型 组 中 的 IL-1茁、 IL-18 含 量 增 加 （ 约0.05） ； 与 模 型 组 比

较 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 、 中 、 高 剂 量 组 中 的 IL-1茁、 IL-18 含 量

均 减 少 （ 约0.05） ， 呈 浓 度 依 赖 性 降 低 。 （ 见 表 3）

表 3 各组细胞上清液 IL-1茁、IL-18含量水平 （x依s）

组 别 n I L - 1 β /（ p g / m L ） I L - 1 8 /（ p g / m L ）

空 白 组 3 9 8 . 7 1 ± 0 . 5 5 4 0 . 3 6 ± 1 . 4 0

模 型 组 3 2 9 5 . 6 ± 1 . 6 7 a 1 5 7 . 6 9 ± 1 . 9 1 a

八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 剂 量 组 3 2 0 0 . 3 3 ± 1 . 4 1 a b 9 4 . 6 8 ± 0 . 7 8 a b

八 珍 荔 核 抗 纤 方 中 剂 量 组 3 1 7 3 . 9 8 ± 5 . 5 3 a b 7 7 . 7 6 ± 5 . 1 4 a b

八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂 量 组 3 1 3 4 . 8 1 ± 1 . 4 8 a b 6 0 . 9 8 ± 1 . 3 2 a b

注：与空白组比较，a 约0.05；与模型组比较，b 约0.05。

2.4 各组细胞48 h NLRP3、GSDMD、CASPASE-1蛋白相对

表达量比较 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 中 的 NLRP3 、 GSDMD 、

CASPASE-1 蛋 白 相 对 表 达 量 显 著 升 高 （ 约0.05） ； 与 模 型 组 比

较 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 、 中 、 高 剂 量 组 中 的 NLRP3、 GSDMD、

CASPASE-1 蛋 白 相 对 表 达 量 均 下 调 ， 其 中 八 珍 荔 核 抗 纤 方 高

剂 量 组 下 调 最 明 显 ， 并 呈 剂 量 依 赖 性 降 低 （ 约0.05） 。 （ 见 图 2、

表 4） 。

注：A.空白组；B.模型组；C.八珍荔核抗纤方低剂量组；

D.八珍荔核抗纤方中剂量组；E.八珍荔核抗纤方高剂量组。

图 2 各组细胞 48h NLRP3、GSDMD、CASPASE-1蛋白的影响

表 4 各组细胞 48 h中 NLRP3、GSDMD、CASPASE-1

蛋白相对表达量比较（x依s）

组 别 n N L R P 3 G S D M D C A S P A S E - 1

空 白 组 3 0 . 4 2 5 ± 0 . 0 1 3 b 0 . 4 2 5 ± 0 . 0 1 3 b 0 . 2 7 4 ± 0 . 0 1 7 b

模 型 组 3 1 . 2 3 7 ± 0 . 0 6 9 a 1 . 2 3 7 ± 0 . 0 6 9 a 1 . 3 4 4 ± 0 . 0 6 0 a

八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 剂 量 组 3 0 . 7 6 7 ± 0 . 0 0 9 a b 0 . 7 6 7 ± 0 . 0 0 9 a b 0 . 6 4 7 ± 0 . 0 0 4 a b

八 珍 荔 核 抗 纤 方 中 剂 量 组 3 0 . 7 5 2 ± 0 . 0 6 2 a b 0 . 7 5 2 ± 0 . 0 6 2 a b 0 . 4 2 6 ± 0 . 0 5 7 a b

八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂 量 组 3 0 . 6 1 4 ± 0 . 0 6 8 a b 0 . 6 1 4 ± 0 . 0 6 8 a b 0 . 3 6 8 ± 0 . 0 3 8 a b

注：与空白组比较，a 约0.05；与模型组比较，b 约0.05。

2.5 各组细胞48h中NLRP3 mRNA、GSDMD mRNA、CAS原

PASE-1 mRNA相对表达量比较 与 空 白 组 比 较 ， 细 胞 模 型

组 的 NLRP3 mRNA、 GSDMDm RNA、 CASPASE-1 mRNA 相

对 表 达 量 明 显 升 高 （ 约0.05） ； 与 细 胞 模 型 组 比 较 ， 八 珍 荔 核 抗

纤 方 低 、 中 、 高 剂 量 组 NLRP3 mRNA 、 GSDMD mRNA 、 CAS原

PASE-1 mRNA 相 对 表 达 量 比 较 ， 其 中 八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂

量 组 下 调 最 明 显 ， 并 且 呈 剂 量 依 赖 性 降 低 （ 约0.05） 。 （ 见 表 5）

表 5 各组细胞 48h中 NLRP3 mRNA、GSDMD mRNA、

CASPASE-1 mRNA相对表达量比较 （x依s）

组 别 n N L R P 3 m R N A G S D M D m R N A C A S P A S E - 1 m R N A

空 白 组 3 1 . 0 0 0 ± 0 . 0 1 4 3 b 1 . 0 0 0 ± 0 . 0 2 1 b 1 . 0 0 0 ± 0 . 0 1 7 b

模 型 组 3 3 . 4 8 7 ± 0 . 2 1 1 a 4 . 3 0 0 ± 0 . 1 8 9 a 9 . 6 4 8 ± 0 . 2 a

八 珍 荔 核 抗 纤 方 低 剂 量 组 3 2 . 2 5 1 ± 0 . 0 8 7 a b 2 . 4 2 3 ± 0 . 0 6 4 a b 2 . 8 7 ± 0 . 1 3 9 a b

八 珍 荔 核 抗 纤 方 中 剂 量 组 3 1 . 8 4 0 ± 0 . 0 1 9 a b 1 . 7 8 7 ± 0 . 0 7 6 a b 2 . 5 4 4 ± 0 . 0 5 2 a b

八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂 量 组 3 1 . 5 6 6 ± 0 . 0 3 3 a b 1 . 4 4 5 ± 0 . 0 6 1 a b 1 . 7 5 4 ± 0 . 0 7 4 a b

注：与空白组比较，a 约0.05；与模型组比较，b 约0.05。

3 讨 论

中 医 学 将 肝 纤 维 化 归 集 于 “ 积 聚 ” “ 胁 痛 ” 等 疾 病 范 畴 。 其

本 质 为 肝 脏 受 到 损 伤 ， 以 致 损 伤 阴 精 ， 无 法 将 其 化 为 气 ， 从 而

导 致 气 血 运 行 不 畅 ， 瘀 血 在 体 内 蕴 积 ， 未 能 及 时 消 散 ， 最 终 形

成 积 块 [14]。 罗 伟 生 教 授 基 于 “ 因 虚 致 瘀 ” 理 论 ， 提 出 治 疗 肝 纤 维

化 应 该 “ 从 虚 ” 论 治 观 点 ， 并 根 据 临 床 经 验 拟 八 珍 荔 核 抗 纤 方

治 疗 肝 纤 维 化 [15-16]。 此 方 由 以 八 珍 汤 为 底 方 补 气 养 血 ， 调 和 气

血 ； 加 黄 芪 补 气 升 阳 ； 加 柴 胡 、 荔 枝 核 疏 肝 解 郁 ， 行 气 散 结 ； 加

丹 参 、 莪 术 活 血 化 瘀 药 ； 加 海 金 沙 清 热 利 湿 ； 加 五 味 子 味 酸 入

肝 经 ， 引 诸 药 达 病 所 。

肝 星 状 细 胞 位 于 肝 窦 周 隙 ， 当 肝 星 状 细 胞 持 续 被 激 活 ，

可 活 化 增 殖 ， 转 化 为 肌 成 纤 维 样 细 胞 ， 成 为 肝 纤 维 化 的 核 心

组 别 n
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细 胞 ， 从 而 导 致 肝 纤 维 化 [17-18]。 本 研 究 中 ， CCK8 结 果 发 现 ， 八

珍 荔 核 抗 纤 方 各 剂 量 组 在 24 h和 48 h内 均 能 抑 制 rhTGF-茁1 活 化

后 的 HSC-T6 细 胞 增 殖 ， 且 八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂 量 组 效 果 最

显 著 ， 呈 浓 度 依 赖 性 ， 同 时 48 h 相 较 于 24 h抑 制 效 果 更 佳 ， 表 明

八 珍 荔 核 抗 纤 方 能 够 抑 制 rhTGF-茁1 活 化 后 的 HSC-T6 细 胞 增

殖 。

细 胞 焦 亡 是 一 种 程 序 性 细 胞 死 亡 。 在 经 典 通 路 中 ， NLRP3

被 激 活 后 ， 可 引 发 Caspase（ 包 括 Caspase-1 及 Caspase-4/5/11）

的 活 化 。 活 化 的 Caspase切 割 Gasdermin D（ GSDMD） 蛋 白 ， 使 其

N 端 片 段 在 细 胞 膜 上 形 成 孔 隙 ， 导 致 细 胞 肿 胀 、 细 胞 膜 破 裂 ，

并 释 放 大 量 促 炎 因 子 ， 如 IL-1茁、 IL-18 等 。 这 些 促 炎 因 子 进 一

步 加 强 炎 症 反 应 ， 激 活 肝 星 状 细 胞 ， 最 终 导 致 肝 纤 维 化 的 发

生 [19-21]。 本 研 究 中 ， 透 电 镜 观 察 发 现 ， 与 空 白 组 ， 模 型 组 细 胞 肿

胀 膨 大 ， 细 胞 质 膜 破 裂 ， 细 胞 膜 穿 孔 ， 表 明 HSC-T6 细 胞 发 生

细 胞 焦 亡 ； 与 模 型 组 比 较 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 各 浓 度 剂 量 组 细

胞 肿 胀 程 度 改 善 ， 细 胞 膜 穿 孔 减 少 ， 且 随 着 八 珍 荔 核 抗 纤 方

剂 量 的 增 加 ， 改 善 效 果 越 好 ， 表 明 八 珍 荔 核 抗 纤 方 能 够 减 少

细 胞 焦 亡 ， 改 善 细 胞 形 态 ， 发 挥 抗 肝 纤 维 化 的 作 用 。 ELISA 结

果 显 示 ， 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 中 的 IL-1茁、 IL-18 含 量 增 加 ；

与 模 型 组 比 较 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 各 剂 量 组 中 的 IL-1茁 、 IL-18

含 量 均 减 少 ， 表 明 八 珍 荔 核 抗 纤 方 能 够 减 少 IL-1茁 、 IL-18 等

促 炎 因 子 的 释 放 ， 降 低 炎 症 反 应 ， 从 而 减 少 肝 脏 损 伤 。 此 外 ，

CHENG Q C等 [22]发 现 在 四 氯 化 碳 诱 导 的 慢 性 肝 损 伤 小 鼠 模 型

中 ， 二 氢 杨 梅 素 可 以 降 低 Caspase-1 、 NLRP3、 GSDMD 和 IL-1茁 蛋

白 表 达 及 mRNA 表 达 水 平 ， 调 节 细 胞 焦 亡 ， 改 善 慢 性 肝 损 伤 。

KAI J 等 [23] 发 现 千 层 纸 素 A 可 通 过 减 少 ROS 积 累 来 抑 制 NL原

RP3 炎 性 小 体 活 化 ， 调 控 细 胞 焦 亡 。 XIAO L X 等 [24] 发 现 黄

精 多 糖 可 通 过 NLRP3/GSDMD信 号 抑 制 细 胞 焦 亡 ， 从 而 减 轻 脂

聚 糖 诱 导 的 脓 毒 性 肝 损 伤 。 肝 纤 维 化 是 一 个 动 态 可 逆 的 过

程 ， 其 发 病 机 制 复 杂 ， 常 涉 及 多 条 信 号 通 道 参 与 其 发 生 发 展 。

细 胞 焦 亡 是 肝 纤 维 化 治 疗 的 主 要 途 径 之 一 ， 而 NLRP3/GSDMD

信 号 通 路 是 细 胞 焦 亡 的 核 心 调 控 机 制 之 一 [25-26]。 干 预 NLRP3/

GSDMD信 号 通 路 上 下 游 关 键 应 答 因 子 阻 断 信 号 传 导 ， 调 控 细

胞 焦 亡 ， 可 发 挥 抗 肝 纤 维 化 的 作 用 。 本 实 验 中 Western blotting

法 和 RT-PCR 法 结 果 显 示 ， 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 中 NLRP3 、

GSDMD、 CASPASE-1 蛋 白 表 达 水 平 和 mRNA 表 达 水 平 明 显 升

高 ， 经 过 八 珍 荔 核 抗 纤 方 各 剂 量 干 预 后 ， 细 胞 中 NLRP3、 GS原

DMD、 CASPASE-1 蛋 白 表 达 水 平 和 mRNA 表 达 水 平 均 有 不 同

程 度 降 低 ， 其 中 八 珍 荔 核 抗 纤 方 高 剂 量 组 最 明 显 ， 并 呈 剂 量

依 赖 性 降 低 ， 表 明 八 珍 荔 核 抗 纤 方 下 调 细 胞 焦 亡 中 NLRP3/

GSDMD 信 号 通 路 的 蛋 白 表 达 及 mRNA表 达 。

综 上 ， 八 珍 荔 核 抗 纤 方 可 能 通 过 调 节 NLRP3/GSDMD信 号

通 路 ， 下 调 NLRP3 、 GSDMD、 CASPASE-1 的 蛋 白 表 达 及 mRNA

表 达 ， 抑 制 HSC-T6 细 胞 增 殖 活 化 ， 减 少 细 胞 焦 亡 ， 降 低 炎 症

反 应 。
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