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基于NLRP3炎症小体的抑瘤汤联合紫杉醇对上皮性卵巢癌的作用研究
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摘 要：目的 研究抑瘤汤对上皮性卵巢癌中NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）炎症小体的作用。方法 通过

免疫组化法比较人体的良性肿物和卵巢癌组织中NLRP3和白细胞介素（IL）-1β的表达水平；体外培养人上皮性卵巢癌细

胞系A2780，分成对照组、化疗（给予DMSO溶解的紫杉醇100 nmol·L−1）组、化疗＋抑瘤汤（1、10、100 mg·L−1）组，对

照组加入等量DMSO，干预 12、24、48、72 h后，CCK-8法检测细胞存活率，选取合适的抑瘤汤浓度及干预时间进行后续

实验；Western blotting 法检测 NLRP3 的蛋白表达；实时荧光定量 PCR （qRT-PCR）法检测 NLRP3、半胱氨酸蛋白

酶 -1 （Caspase-1）、凋亡相关斑点样蛋白（ASC）和 IL-1β的mRNA水平；ELISA法检测细胞上清液中NLRP3、Caspase-1、

ASC和 IL-1β蛋白水平。结果 与卵巢良性肿物组相比，卵巢癌患者的卵巢组织中 NLRP3 及 IL-1β 蛋白表达显著上调（P＜

0.05）；干预 24、48、72 h后，与对照组相比，化疗组的细胞存活率显著降低（P＜0.05、0.001）；与化疗组相比，化疗＋100 mg· L−1

抑瘤汤组的细胞存活率显著降低（P＜0.01、0.001），选取 100 mg·L−1抑瘤汤干预 48 h进行后续研究。与对照组相比，化疗组的

细胞中NLRP3蛋白表达水平降低，但无统计学意义；与对照组及化疗组相比，化疗＋抑瘤汤组的细胞中NLRP3蛋白表达水平

显著降低（P＜0.05、0.001）。与对照组相比，化疗组和化疗＋抑瘤汤组的NLRP3 mRNA和上清中蛋白水平显著降低（P＜0.05、

0.001）；与化疗组相比，化疗＋抑瘤汤组的NLRP3 mRNA和上清中蛋白水平显著降低（P＜0.05）。与对照组相比，化疗组的

Caspase-1、ASC、IL-1β的mRNA水平降低，但无统计学意义；化疗＋抑瘤汤组的 Caspase-1、ASC、IL-1β mRNA 水平显著降

低（P＜0.05）。与对照组相比，化疗组和化疗＋抑瘤汤组细胞上清中的 Caspase-1、ASC、IL-1β蛋白水平显著降低（P＜0.01、

0.001）；与化疗组相比，化疗＋抑瘤汤组的 Caspase-1、ASC、IL-1β蛋白进一步降低，其中 Caspase-1、ASC差异显著（P＜0.05、

0.001）。结论 NLRP3炎症小体在卵巢癌中高表达，抑瘤汤可抑制卵巢癌细胞NLRP3炎症小体的表达。
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Abstract: Objective To study the effect of Yiliu Decoction on Nod-like receptor pyrin domain 3 (NLRP3) inflammasome in

epithelial ovarian cancer. Methods Expression of NLRP3 and interleukin (IL) -1β in benign tumor and ovarian cancer patients were

compared by immunohistochemistry. Human epithelial ovarian cancer cell line A2780 was cultured in vitro and divided into control
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group, chemotherapy (DMSO-dissolved paclitaxel 100 nmol·L−1) group, chemotherapy + Yiliu Decoction (1, 10 and 100 mg·L−1)

group. The control group was treated with DMSO. After 12, 24, 48 and 72 h, survival rate of cells was detected by CCK-8 method,

and the appropriate concentration and intervention time of antitumor soup were selected for follow-up experiments. The protein

expression of NLRP3 was detected by Western blotting. The mRNA levels of NLRP3, Caspase-1, apoptosis-related spot-like protein

(ASC) and IL-1β were detected by real-time quantitative fluorescence PCR (qRT-PCR). The levels of NLRP3, Caspase-1, ASC and

IL-1β in the supernatant were determined by ELISA. Results Compared with benign ovarian tumor group, NLRP3 and IL-1β protein

expressions in ovarian tissue of ovarian cancer patients were significantly up-regulated (P < 0.05). After 24, 48, 72 h of intervention,

the survival rate of cells in chemotherapy group was significantly decreased compared with control group (P < 0.05, 0.001).

Compared with the chemotherapy group, the survival rate of cells in the chemotherapy +100 mg·L−1 Yiliu Decoction group was

significantly decreased (P < 0.01, 0.001). The 100 mg·L−1 Yiliu Decoction was selected to intervene for 48 h for follow-up study.

Compared with the control group, the expression level of NLRP3 protein in the chemotherapy group was decreased, but there was no

statistical significance. Compared with the control group and the chemotherapy group, the NLRP3 protein expression level in the

chemotherapy + Yiliu Decoction group was significantly decreased (P < 0.05, 0.001). Compared with control group, NLRP3 mRNA

and protein levels in supernatant of chemotherapy group and chemotherapy + Yiliu Decoction group were significantly decreased

(P < 0.05, 0.001). Compared with chemotherapy group, NLRP3 mRNA and protein levels in supernatant of chemotherapy + Yiliu

Decoction group were significantly decreased (P < 0.05). Compared with control group, mRNA levels of Caspase-1, ASC and IL-1β

in the chemotherapy group were decreased, but there was no statistical significance. The mRNA levels of Caspase-1, ASC and IL-1β

in chemotherapy + Yiliu Decoction group were significantly decreased (P < 0.05). Compared with control group, the protein levels

of Caspase-1, ASC and IL-1β in cell supernatant of chemotherapy group and chemotherapy + antitumor decoction group were

significantly decreased (P < 0.01, 0.001). Compared with the chemotherapy group, the proteins of Caspase-1, ASC and IL-1β in the

chemotherapy + antitumor decoction group were further decreased, and the differences of Caspase-1 and ASC were significant (P <

0.05, 0.001). Conclusion NLRP3 inflammasome is highly expressed in ovarian cancer. Yiliu Decoction inhibits the expression of

NLRP3 inflammasome in ovarian cells.

Key words: Yiliu Decoction; epithelial ovarian cancer; NLRP3 inflammasome; Caspase-1; apoptosis-associated speck like protein

containing; interleukin-1β

上皮性卵巢癌是一种严重威胁女性健康的恶

性肿瘤，其致死率高居妇科恶性肿瘤首位，5年生存

率仅为 25%～30%［1-2］。由于其发病初期隐匿、病程

进展快、转移前无明显症状，大多数患者确诊时即

处于肿瘤晚期。上皮性卵巢癌发病机制复杂，至今

尚未明确，且缺乏有效的治疗方法。手术联合化疗

是治疗上皮性卵巢癌的主要手段，但手术及化疗对

患者均有较大副作用。中医药联合手术、化疗可以

在一定程度上辅助化疗，同时缓解化疗的不良反应［3］。

抑瘤汤在《太平惠民和剂局方》中“四君子汤”

的基础上加黄芪、鸡血藤、三棱、莪术、白花蛇舌草

组成，前期研究发现该方可有效缓解气虚血瘀型上

皮性卵巢癌术后化疗的副作用［4-5］，但抑瘤汤联合化

疗的作用及机制有待进一步研究。研究发现，过度

排卵和激素水平升高是导致卵巢癌的主要原因，而

炎症与二者相互作用，共同促进卵巢癌的进展［6］。

在卵巢癌组织、腹水及患者血清中可发现，细胞因

子如肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6、

IL-1α和 IL-1β水平上调，且 IL-1β可调控 IL-8 的表

达，通过增强卵巢癌细胞迁移和侵袭能力、诱导肿

瘤细胞发生上皮 -间质转化，加剧卵巢癌进展［7］。

NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）炎

症小体是一种细胞内炎症机制，由 NLRP3、凋亡相

关斑点样蛋白（ASC）和半胱氨酸蛋白酶-1（Caspase-1）组

成，在人类疾病中，尤其是免疫系统中发挥重要作

用［8］。研究发现，与正常小鼠相比，卵巢癌小鼠血清

中 NLRP3、Caspase-1 及 IL-1β 高 表 达［ 9］，提 示

NLRP3 炎症小体在卵巢癌的发生发展中可能发

挥了重要作用。本研究基于 NLRP3 炎症小体

探讨抑瘤汤联合化疗对人上皮性卵巢癌细胞系

A2780 的作用。

1 材料

1.1 药物制备

生黄芪（30 g）、太子参（30 g）、炒白术（10 g）、茯

苓（10 g）、鸡血藤（30 g）、三棱（9 g）、莪术（6 g）、白花

蛇舌草（12 g）和甘草（3 g）均采用药材，购自福建中

医药大学附属人民医院中药房。由福建中医药大

学中药学研究室廖华军副教授按《中国药典》2020

年版标准鉴定合格。取处方量药材，加 7倍量水，浸

泡 1 h，加热回流提取 2次，每次 1 h，合并滤液，减压
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浓缩，干燥，得到水提取物，提取率为 37.84%。低温

浓缩后冷冻干燥成粉末，4 ℃避光保存备用。实验

前，抑瘤汤水提取物溶于双蒸水中，根据粉末与生

药比例，换算并配成生药质量浓度为10 g·L−1的中药。

超声 3 h至颗粒肉眼观察完全溶解，3 500 r·min−1离

心 10 min，取上清 5 000 r·min−1离心 10 min，取上清

10 000 r·min−1离心 10 min，取上清，通过 0.22 μm的

滤过器滤过，立即使用或−80 ℃冻存备用。

1.2 细胞培养

人上皮性卵巢癌细胞系 A2780 购自中国科学

院上海生命科学研究院细胞库。以 1×105·mL−1接

种于 10 cm2细胞培养皿，用 DMEM 培养基（含 10%

胎牛血清及 1%青链霉素双抗）于 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养，每 48 小时换液 1 次，细胞密度达 80%

左右消化传代。

1.3 主要试剂和设备

紫 杉 醇（ 美 国 APExBIO 公 司 ，批 号

A439341337769）；NLRP3、IL-1β抗体（北京博奥森

生物科技发展有限公司）；GAPDH 抗体、山羊抗兔

二抗和山羊抗鼠二抗（北京中杉金桥生物技术有限

公 司 ）；cDNA 逆 转 录 试 剂 盒（ 美 国 Applied

Biosystems 公司）；第一链 cDNA 合成试剂盒（美国

Thermo scientific 公司）；电泳仪、电转仪（美国 Bio-

RAD公司）；全蛋白提取试剂盒（南京凯基生物科技

发展有限公司）；BCA蛋白浓度定量试剂盒（碧云天

生物技术研究所）；聚偏氟乙烯（PVDF）膜（美国

Millipore 公 司 ）；牛 血 清 白 蛋 白（BSA，美 国

AMRESCO公司）；NLRP3、Caspase-1、ASC和 IL-1β

ELISA试剂盒（南京建成生物生物工程研究所）。

7500 实时荧光定量 PCR 系统（美国 Applied

Biosystems 公 司）；infinite M200 酶 标 仪（瑞 士

TECAN 公司）；VELOCITY-18R 型离心机（澳大利

亚 Dynamica公司）；MB100-2 A型微孔板恒温振荡

器（杭州奥盛仪器有限公司）；ES-1100电子天平（长

沙湘平科技发展有限公司）。

2 方法

2.1 免疫组化法检测人体卵巢癌组织NLRP3表达

2.1.1 病例收集、卵巢组织制备 收集 2020 年 4

月—2021年 4月就诊于福建中医药大学附属人民医

院，经腹腔镜探查活检，病理确诊为晚期原发性上

皮性卵巢癌患者，共 30例为卵巢癌组，同期于本院

诊断卵巢良性肿物并行手术治疗的女性 30例作为

良性肿物组。所有选用的标本均经患者或家属的

知情同意，签署知情同意书，并获得福建中医药大

学附属人民医院伦理委员会批准［伦理号 2020-012-

02］，实验执行遵循赫尔辛基宣言。采集患者术中

部分卵巢标本，保存于福尔马林中，用于石蜡包埋。

2.1.2 卵巢组织的免疫组化 每组随机选择 6例，

通过免疫组化检测卵巢组织中 NLRP3 和 IL-1β水

平。石蜡切片脱蜡、水化，磷酸盐缓冲液（PBS）

5 min洗 2次；4 ℃、3% H2O2浸泡 10 min，PBS 5 min

洗 3 次 ；血 清 封 闭 1 h，PBS 5 min 洗 3 次 ；一

抗（NLRP3 和 IL-1β抗体，1∶200 血清稀释）4 ℃过

夜，PBS 5 min洗 3次；二抗室温孵育 1 h，PBS 5 min

洗 3 次；二氨基联苯胺（DAB）显色，流水冲洗

10 min；苏木精复染 2 min，流水冲洗 10 min；脱水、

透明、封片，于OLYMPUS DY07显微镜下观察和拍

照。采用 Image J软件进行定量分析。

2.2 抑瘤汤联合化疗对A2780细胞NLRP3炎症小

体的影响

2.2.1 细胞存活率检测 将A2780细胞以1×105·mL−1、每

孔 100 μL 接种于96孔板，待细胞贴壁后分成对照组、

化疗（给予DMSO 溶解的紫杉醇 100 nmol·L−1）组、

化疗＋抑瘤汤（1、10、100 mg·L−1）组，对照组加

入等量 DMSO。干预 12、24、48、72 h 后，按照试剂

盒说明书进行CCK-8实验，检测细胞吸光度（A）值，

计算细胞存活率。

细胞存活率＝A 给药/A 对照

2.2.2 Western blotting 法检测 NLRP3 的蛋白表达

将A2780细胞以 1×105·mL−1、每孔 2 mL接种于 6 孔

板 ，待 细 胞 贴 壁 后 分 成 对 照 组 、化 疗（给 予

DMSO 溶解的紫杉醇 100 nmol·L−1）组、化疗＋

抑瘤汤（100 mg·L−1）组，对照组加入等量DMSO。

细胞干预 48 h后，冰上提取细胞蛋白，进行蛋白定

量。取适量蛋白样品在电泳槽中进行聚丙烯酰胺

电泳，电转膜至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜。5% BSA

封闭 1 h，加入相对应的一抗，1∶1 000稀释，GAPDH

1∶1 500 稀释，4 ℃摇床中过夜，TBST 洗膜 3 次，每

次 10 min；二抗室温孵育 2 h，TBST再次洗膜 3次，

每次 10 min；化学发光法成像，蛋白含量用 Image J

软件进行定量分析，以与 GAPDH比值表示蛋白相

对表达量。

2.2.3 实 时 荧 光 定 量 PCR（qRT-PCR）法 检 测

NLRP3、Caspase-1、ASC和 IL-1β的mRNA水平 细

胞接种及给药操作同“2.2.2”项，Trizol 法提取细胞

RNA，用 cDNA逆转录试剂盒逆转录成 cDNA，用

7 500实时荧光定量PCR系统进行定量，引物序列见表1。

反应体系如下：SYBR Green mix 10.0 μL、双蒸水

··2517



Drug Evaluation Research第45卷 第12期 2022年12月 Vol. 45 No. 12 December 2022

8.0 μL、上下游引物各 0.5 μL、反转录产物 1.0 μL。

扩增反应程序设置如下：94 ℃、5 min，94 ℃、30 s，

55 ℃、45 s，72 ℃、30 s，40个循环，重复 5次。将待

测基因与内参 GAPDH 比值的均数作为待测基因

mRNA的相对表达量，结果采用2-∆∆Ct法计算。

2.2.4 ELISA法检测细胞上清液中NLRP3、Caspase-1、

ASC和IL-1β水平 取“2.2.3”项细胞上清，根据ELISA

试剂说明书检测NLRP3、Caspase-1、ASC和IL-1β水平。

2.3 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行统计分析，实验数据

用 x
—
±s 表示，计量资料采用单因素方差分析并用

LSD、SNK和Duttnet做多重比较。

3 结果

3.1 NLRP3和 IL-1β在人体卵巢癌组织中的表达

如图 1所示，与卵巢良性肿物组相比，卵巢癌患

者的卵巢组 织 中 NLRP3 及 IL-1β 表 达 显 著 上

调（P＜0.001）。

3.2 细胞存活率检测

如表 2 所示，干预 24、48、72 h 后，与对照组相

比 ，化疗组的细胞存活率显著降低（P＜0.05、

0.001）；与化疗组相比，干预 24、48、72 h后，化疗＋

100 mg·L−1抑瘤汤组的细胞存活率显著降低（P＜0.01、

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

基因

NLRP3

Caspase-1

ASC

IL-1β

GAPDH

正向引物序列（5’-3’）

ACTGAAGCACCTGCTCTGCAAC

TTATCAGGGTTGACCCCTTGG

ACCAGCCAAGACAAGATGAG

GGTTCAAGGCATAACAGGCTC

GGTGGAGCCAAAAGGGTCAT

反向引物序列（5’-3’）

AACCAATGCGAGATCCTGACAAC

TTGCCCTCAGGATCTTGTCAG

CCATCACCAAGTAGGGATGTATT

TCTGGACAGCCCAAGTCAAG

CGTGGTTCACACCCATCACA

与良性肿物组比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs benign tumor group

图1 NLRP3和 IL-1β在良性肿物和卵巢癌组织中的表达（n=6）

Fig. 1 Expression of NLRP3 and IL-1β in benign tumors and ovarian cancer (n=6)
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0.001）。选取 100 mg·L−1抑瘤汤干预 48 h进行后续

研究。

3.3 细胞和上清中NLRP3的水平

如图 2 所示，与对照组相比，化疗组的 NLRP3

蛋白表达水平降低，但无统计学意义；与对照组及

化疗组相比，化疗＋抑瘤汤组的NLRP3蛋白表达水

平显著降低（P＜0.05、0.001）。

与对照组相比，化疗组和化疗＋抑瘤汤组的

NLRP3 mRNA水平显著降低（P＜0.05、0.001）；与化

疗组相比，化疗＋抑瘤汤组的NLRP3 mRNA水平显

著降低（P＜0.05）。

进一步通过 ELISA 实验验证细胞上清中的

NLRP3水平。与对照组相比，化疗组和化疗＋抑瘤

汤组细胞上清的 NLRP3 水平显著降低（P＜0.05、

0.001）；与化疗组相比，化疗＋抑瘤汤组细胞上清的

NLRP3水平显著降低（P＜0.05）。

3.4 细胞和上清中炎症因子水平

如 图 3 所 示 ，与 对 照 组 相 比 ，化 疗 组 的

Caspase-1、ASC、IL-1β的 mRNA 水平降低，但无统

计学意义；化疗＋抑瘤汤组的Caspase-1、ASC、IL-1β

mRNA水平降低，有统计学意义（P＜0.05）；与化疗

组相比，化疗＋抑瘤汤组的 Caspase-1、ASC、IL-1β

mRNA水平降低，但无统计学意义。

与对照组相比，化疗组和化疗＋抑瘤汤组细胞

上清中的 Caspase-1、ASC、IL-1β蛋白水平显著降

低，具有统计学差异（P＜0.01、0.001）；与化疗组相

比，化疗＋抑瘤汤组的 Caspase-1、ASC、IL-1β蛋白

进一步降低，其中 Caspase-1、ASC 差异显著（P＜

0.05、0.001）。

4 讨论

NLRP3 炎症小体是一种细胞内炎症机制，由

NLRP3、ASC 和 Caspase-1 组成，在人类疾病中，尤

其是免疫系统中发挥重要作用［10］。本研究通过临

床病例证实，与良性肿物组相比，卵巢癌组的

NLRP3和 IL-1β的表达水平明显上升。这与既往的

研究结果一致［9］，提示 NLRP3 和 IL-1β参与了卵巢

癌的进展。

抑瘤汤在《太平惠民和剂局方》中“四君子汤”

的基础上加黄芪、鸡血藤、三棱、莪术、白花蛇舌草

组成，以扶正祛邪为大法，益气健脾以治本，活血化
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图2 细胞和上清中NLRP3的水平（x
—

±s，n=4）

Fig. 2 NLRP3 levels in cells and supernatants (x
—

±s, n=4)

表2 不同浓度的抑瘤汤联合化疗对A2780细胞存活率的影响（x
—

±s，n=3）

Table 2 Effect of of different concentration of Yiliu Decoction combined chemotherapy on A2780 cell survival rate (x
—

±
s, n=3)

组别

对照

化疗

化疗＋抑瘤汤

质量浓度/（mg·L−1）

—

—

1

10

100

细胞存活率/%

12 h

100.00±0.00

75.80±17.27

59.10±2.94***

87.23±10.19

48.57±2.53***

24 h

100.00±0.00

70.90±13.75*

42.94±3.67***#

80.48±4.41**

32.04±2.89***##

48 h

100.00±0.00

82.81±1.81***

81.63±2.54***

98.12±3.57##

21.61±0.51***###

72 h

100.00±0.00

87.21±7.56*

90.98±9.45

99.64±11.39

13.50±0.84***###

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001；与化疗组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01 ####P＜0.001
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 ###P < 0.001 vs chemotherapy group
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瘀以治标，标本兼顾治疗气虚血瘀型卵巢癌。方中

重用黄芪、太子参大补元气为君药，益气扶正，达

到“养正积自除”之效，炒白术、茯苓益气健脾，二者

既补益后天之本，以资助气血的化生，又增强了君

药的补气作用。鸡血藤活血养血，有“去瘀血”之功

效；三棱、莪术破血行气，消积止痛，专攻气中之血，

为攻坚破积之要药，三者共为臣药。佐以白花

蛇舌草清热散瘀解毒，甘草和中益土，调和诸

药为使药。

本课题组的前期临床研究发现［4-5］，与单纯术后

化疗相比，抑瘤汤联合化疗可有效改善气虚血瘀型

上皮性卵巢癌术后患者中医临床证候，提高其生活

质量和 Karnofsky（KPS）评分，预防、减轻化疗所致

的骨髓抑制、肝肾功能损害、恶心、呕吐等不良反

应，下调中性粒细胞计数绝对值/淋巴细胞（NLR）比

值，改善卵巢癌患者的炎症和免疫状态，降低复发

率。提示抑瘤汤联合化疗可有效改善疾病预后，同

时降低卵巢癌术后化疗的不良反应，提高患者的生

活质量，其中的机制可能与改善机体炎症、免疫状

态有关。本研究通过细胞实验证实，与对照组相

比，化疗组的NLRP3的蛋白表达和mRNA水平明显

下调，加上抑瘤汤后NLRP3的蛋白表达水平进一步

下调，与化疗组相比具有统计学意义。与对照组相

比，化疗后Caspase-1、ASC和 IL-1β在A2780细胞中

的mRNA水平和上清中的分泌水平下调，加上抑瘤

汤后，其mRNA水平和上清中的分泌水平进一步下

调。提示化疗可降低细胞的炎症水平，抑瘤汤可在

此基础上进一步降低炎症水平。

NLRP3 炎症小体在卵巢癌患者卵巢组织中

高表达，抑瘤汤可抑制卵巢癌细胞中 NLRP3 炎

症小体的表达，但由于化疗的机制十分复杂，

本研究局限于细胞水平，在未来的研究中将进

一步通过动物实验和临床试验对此进行验证及

深入研究。
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