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黄柏碱通过调控炎症小体影响
肝癌细胞的增殖和凋亡
张海涛, 马超 （首都医科大学附属北京佑安医院 普通外科，北京 100069）

摘要：目的 探讨黄柏碱（phellodendrine，PHE）通过炎症小体对肝癌细胞增殖和凋

亡的影响。方法 将体外培养的人肝癌细胞系HepG2进行以下处理：空白对照组不添

加任何药物，L-PHE组使用10 μmol/L PHE处理，M-PHE组使用20 μmol/L PHE处理，

H-PHE组使用40 μmol/L PHE处理；阳性对照组使用10 μmol/L顺铂处理。验证PHE调控

NOD样受体蛋白3（NOD-like receptor family pyrin domain containing 3，NLRP3）及下

游信号通路时将HepG2细胞进行以下处理：空白对照组不进行任何干预；si-NC组使用

非靶向序列的干扰小RNA（small interfering RNA，siRNA）进行转染，作为阴性对照；

si-NLRP3组使用针对NLRP3的siRNA进行转染，敲低NLRP3表达；si-NLRP3 + PHE组
先使用针对NLRP3的siRNA进行转染，再用40 μmol/L PHE处理。采用Western blot法检

测NLRP3及含胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-1（cysteinyl aspartate specific proteinase-1，
Caspase-1）的相对表达量，采用酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunoadsordent 
assay，ELISA）检测肝癌细胞中白细胞介素（interleukin，IL）-1β、IL-6、肿瘤坏死因

子α（tumor necrosis factor α，TNF-α）、IL-8和IL-18等炎症因子的水平。采用CCK-8法检

测肝癌细胞的增殖，采用TUNEL实验检测细胞凋亡。结果 相较于空白对照组，L-PHE
组、M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组肝癌细胞中NLRP3（0.82 ± 0.12比0.54 ± 0.06比
0.33 ± 0.04比0.28 ± 0.03比1.07 ± 0.16）、Caspase-1（0.74 ± 0.08比0.51 ± 0.04比0.32 ± 0.02
比0.34 ± 0.04比1.05 ± 0.13）、IL-1β [（59.72 ± 3.58）ng/L比（50.13 ± 4.34）ng/L比（34.43 ± 
3.15）ng/L比（35.87 ± 4.42）ng/L比（75.35 ± 4.27）ng/L]、IL-6 [（36.42 ± 3.51）ng/L比（25.85 ± 
3.23）ng/L比（17.53 ± 2.82）ng/L比（15.93 ± 2.61）ng/L比（53.23 ± 4.16）ng/L]、                                                                                                                                            
TNF-α [（78.14 ± 5.25）ng/L比（70.33 ± 4.81）ng/L比（55.72 ± 4.67）ng/L比（56.43 ± 
4.52）ng/L比（87.91 ± 8.23）ng/L]、IL-8 [（75.16 ± 5.31）ng/L比（62.54 ± 5.12）ng/L
比（47.35 ± 4.93）ng/L比（45.68 ± 4.77）ng/L比（91.42 ± 7.84）ng/L]、IL-18 [（65.35 ± 4.51）ng/L
比（51.83 ± 4.22）ng/L比（37.55 ± 3.18）ng/L比（38.35 ± 3.64）ng/L比（75.56 ± 5.79）ng/L] 
水平均显著降低，细胞增殖能力降低，凋亡能力增强（P均＜ 0.05）。与L-PHE组相

比，M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组肝癌细胞中NLRP3、Caspase-1及炎症因子水平

均显著降低，细胞增殖能力降低，凋亡能力增强（P均＜ 0.05）。与M-PHE组相比，

H-PHE组及阳性对照组肝癌细胞中NLRP3、Caspase-1及炎症因子水平均显著降低，细

胞增殖能力降低，凋亡能力增强（P均＜ 0.05）。H-PHE组与阳性对照组间上述各指

标差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。与空白对照组相比，NLRP3组NLRP3（1.28 ± 0.37
比1.02 ± 0.15）、Caspase-1（1.35 ± 0.35比1.06 ± 0.13）、IL-1β [（95.62 ± 5.82）ng/L
比（80.21 ± 4.56）ng/L]、IL-6 [（72.14 ± 6.21）ng/L比（55.34 ± 4.78）ng/L]、TNF-α 
[（113.12 ± 9.67）ng/L比（90.12 ± 7.65）ng/L]、IL-8 [（128.21 ± 11.34）ng/L比（92.45 ±
8.21）ng/L]、IL-18 [（107.56 ± 10.51）ng/L比（76.54 ± 6.34）ng/L] 水平均显著升高

（P均＜ 0.05），si-NLRP3组、NLRP3 + PHE组NLRP3（0.38 ± 0.07比0.36 ± 0.04比
1.02 ± 0.15）、Caspase-1（0.55 ± 0.05比0.59 ± 0.06比1.06 ± 0.13）、IL-1β [（45.43 ± 3.67）ng/L比（42.72 ±                
4.42）ng/L比（80.21 ± 4.56）ng/L]、IL-6 [（23.11 ± 2.25）ng/L比（21.34 ± 2.61）ng/L比
（55.34 ± 4.78）ng/L]、TNF-α [（49.12 ± 3.24）ng/L比（50.43 ± 4.52）ng/L比（90.12 ± 
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7.65）ng/L]、IL-8 [（48.21 ± 4.34）ng/L比（50.38 ± 4.77）ng/L比（92.45 ± 8.21）ng/L]、
IL-18 [（37.25 ± 3.62）ng/L比（39.13 ± 3.51）ng/L比（76.54 ± 6.34）ng/L] 水平显著降低

（P均＜ 0.05）；si-NC组无显著变化（P均＞ 0.05）。与NLRP3组比较，si-NLRP3组、

NLRP3 + PHE组NLRP3、Caspase-1及炎症因子水平显著降低（P均＜ 0.05）。与si-NLRP3
组比较，NLRP3 + PHE组炎症因子水平无显著变化（P ＞ 0.05）。结论 PHE可降低

肝癌细胞中NLRP3的表达并抑制肝癌细胞增殖，促进凋亡。这可能是PHE通过抑制

NLRP3表达进而抑制下游蛋白Caspase-1和炎症因子表达实现的。
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Phellodendrine affects the proliferation and apoptosis of hepatocellular carcinoma cells 
via regulating inflammasome
Zhang Haitao, Ma Chao (Department of General Surgery, Beijing YouAn Hospital, Capital 
Medical University, Beijing 100069, China)
Abstract: Objective To investigate the effects of phellodendron (PHE) on the proliferation 
and apoptosis of hepatocellular carcinoma cells via regulating inflammasome. Methods 
Human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 was cultured in vitro and subjected to 
various drug treatments as follows: control group (no treatment), L-PHE group (treated 
with 10 μmol/L PHE), M-PHE group (treated with 20 μmol/L PHE), H-PHE group (treated 
with 40 μmol/L PHE) and positive control group (treated with 10 μmol/L cisplatin). To 
verify the regulatory role of PHE on NOD-like receptor family pyrin domain containing                                
3 (NLRP3) and its downstream pathways, additional experimental groups were established: 
control group (no intervention), si-NC group [transfected with non-targeting small interfering 
RNA (siRNA) as a negative control], si-NLRP3 group (transfected with siRNA targeting 
NLRP3 to knock down its expression) and si-NLRP3 + PHE group (transfected with siRNA 
targeting NLRP3 followed by treatment with 40 μmol/L PHE). Western blot analysis was 
used to detect the relative expression of NLRP3 and cysteinyl aspartate specific proteinase-1 
(Caspase-1). Enzyme-linked immunoadsordent assay (ELISA) was used to detect the levels 
of inflammatory factors including interleukin (IL)-1β, IL-6, tumor necrosis factor α (TNF-α), 
IL-8 and IL-18. CCK-8 assay was performed to evaluate proliferation rates and TUNEL assay 
was conducted to assess apoptosis. Results Compared with those of control group, the levels 
of NLRP3 (0.82 ± 0.12 vs. 0.54 ± 0.06 vs. 0.33 ± 0.04 vs. 0.28 ± 0.03 vs. 1.07 ± 0.16), Caspase-1 
(0.74 ± 0.08 vs. 0.51 ± 0.04 vs. 0.32 ± 0.02 vs. 0.34 ± 0.04 vs. 1.05 ± 0.13), IL-1β [(59.72 ± 3.58) ng/L 
vs. (50.13 ± 4.34) ng/L vs. (34.43 ± 3.15) ng/L vs. (35.87 ± 4.42) ng/L vs. (75.35 ± 4.27) ng/L], 
IL-6 [(36.42 ± 3.51) ng/L vs. (25.85 ± 3.23) ng/L vs. (17.53 ± 2.82) ng/L vs. (15.93 ± 2.61) ng/L
vs. (53.23 ± 4.16) ng/L], TNF-α [(78.14 ± 5.25) ng/L vs. (70.33 ± 4.81) ng/L vs. (55.72 ± 4.67) ng/L vs. 
(56.43 ± 4.52) ng/L vs. (87.91 ± 8.23) ng/L], IL-8 [(75.16 ± 5.31) ng/L vs. (62.54 ± 5.12) ng/L
vs. (47.35 ± 4.93) ng/L vs. (45.68 ± 4.77) ng/L vs. (91.42 ± 7.84) ng/L] and IL-18 [(65.35 ± 
4.51) ng/L vs. (51.83 ± 4.22) ng/L vs. (37.55 ± 3.18) ng/L vs. (38.35 ± 3.64) ng/L vs. (75.56 ± 
5.79) ng/L] reduced significantly in L-PHE group, M-PHE group, H-PHE group and positive 
control group (all P ＜ 0.05). Additionally, cell proliferation was inhibited and apoptosis 
was enhanced in these groups (all P ＜ 0.05). Compared with those in L-PHE group, the 
relative expression of NLRP3 and Caspase-1 and the levels of inflammatory cytokines 
reduced significantly in M-PHE group, H-PHE group and positive control group (all P ＜ 
0.05), while the cell proliferation decreased and cell apoptosis increased (all P ＜ 0.05). 
Similarly, compared with the M-PHE group, the H-PHE and positive control group exhibited 
significantly lower levels of NLRP3, Caspase-1 and inflammatory cytokine (all P ＜ 0.05), along 
with reduced cell proliferation and enhanced cell apoptosis (all P ＜ 0.05). No significant 
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differences were observed between H-PHE group and positive control group in terms of 
NLRP3, Caspase-1 and inflammatory cytokine levels (all P ＞ 0.05). Compared with those of 
control group, NLRP3 group showed significantly increased levels of NLRP3 (1.28 ± 0.37 vs. 
1.02 ± 0.15), Caspase-1 (1.35 ± 0.35 vs. 1.06 ± 0.13), IL-1β [(95.62 ± 5.82) ng/L vs. (80.21 ±
4.56) ng/L], IL-6 [(72.14 ± 6.21) ng/L vs. (55.34 ± 4.78) ng/L], TNF-α [(113.12 ± 9.67) ng/L vs. 
(90.12 ± 7.65) ng/L], IL-8 [(128.21 ± 11.34) ng/L vs. (92.45 ± 8.21) ng/L] and IL-18 [(107.56 ± 
10.51) ng/L vs. (76.54 ± 6.34) ng/L], si-NLRP3 group and si-NLRP3 + PHE group showed 
significantly reduced levels of NLRP3 (0.38 ± 0.07 vs. 0.36 ± 0.04 vs. 1.02 ± 0.15), Caspase-1 
(0.55 ± 0.05 vs. 0.59 ± 0.06 vs. 1.06 ± 0.13), IL-1β [(45.43 ± 3.67) ng/L vs. (42.72 ± 4.42) ng/L vs.                              
(80.21 ± 4.56) ng/L], IL-6 [(23.11 ± 2.25) ng/L vs. (21.34 ± 2.61) ng/L vs. (55.34 ± 4.78) ng/L], TNF-α 
[(49.12 ± 3.24) ng/L vs. (50.43 ± 4.52) ng/L vs. (90.12 ± 7.65) ng/L], IL-8 [(48.21 ± 4.34) ng/L vs. 
(50.38 ± 4.77) ng/L vs. (92.45 ± 8.21) ng/L] and IL-18 [(37.25 ± 3.62) ng/L vs. (39.13 ± 3.51) ng/L
vs. (76.54 ± 6.34) ng/L] (all P ＜ 0.05), while no significant changes were observed in 
si-NC group (P ＞ 0.05). Compared with those of NLRP3 group, the levels of NLRP3, 
Caspase-1 and inflammatory factors in si-NLRP3 group and NLRP3 + PHE group were 
significantly reduced (all P ＜ 0.05). Compared with those of si-NLRP3 group, no significant 
differences were found in NLRP3, Caspase-1 and inflammatory cytokine levels in si-NLRP3 +                                                                                           
PHE group (P ＞ 0.05). Conclusions PHE could reduce the expression of NLRP3 in 
HCC cells, inhibit cell proliferation, and promote apoptosis. This effect may be mediated 
through the suppression of NLRP3 expression, which subsequently inhibited the activation 
of downstream proteins such as Caspase-1 and the production of inflammatory cytokines.
Keywords: Phellodendrine; Liver cancer; NOD-like receptor family pyrin domain containing 3; 
Proliferation; Apoptosis

肝癌是全球范围内常见的恶性肿瘤之一，其

高复发率和进展性给患者带来了极大的痛苦。目前

临床上主要采用手术切除、化学治疗和放射治疗等

手段，但这些传统治疗方法效果有限，尤其是对于

晚期和复发性病例[1]。近年来，寻找新的治疗靶点

和开发新型抗肿瘤药物成为了研究的重点方向。黄

柏碱（phellodendrine，PHE）作为一种从中草药黄

柏中提取的天然生物碱，因其广泛的生物活性而备

受关注。PHE具有抗炎、抗菌和抗癌等多种生物活                                 
性[2,3]，已在多个研究中显示出良好的抗癌潜力[4]。

有研究发现，PHE通过结合白细胞介素-1受体相关

激酶1（interleukin-1 receptor-associated kinase 1，
IRAK1）的磷酸化位点T387显著降低了肿瘤的体

积 [5]。也有研究发现，PHE或其药用盐通过抑制

Kirsten大鼠肉瘤病毒癌基因同源物（Kirsten rat 
sarcoma viral oncogene homolog，KRAS）突变型胰

腺癌细胞的巨胞饮作用，降低KRAS突变型胰腺癌

中Bcl2/Bax表达比例，进而抑制KRAS突变型胰腺

癌的增殖并诱导其凋亡[6]。但目前PHE与肝癌间的

关系还尚无明确的研究报道。本研究拟验证PHE是
否能通过激活或抑制炎症小体来调控肝癌细胞的增

殖，并进一步探讨其潜在的分子机制。

1 资料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验药品与耗材  黄柏碱（上海源叶生物科技

有限公司）；人肝癌细胞系HepG2（来源：中科

院上海细胞库），培养基及相关试剂包括DMEM/
F12培养基（上海赛默飞世尔科技有限公司）；

胎牛血清（杭州奥泰生物技术有限公司）；青霉

素/链霉素混合液（北京索莱宝科技有限公司）；

转染试剂包括Lipofectamine 3000（苏州赛默飞世

尔生物科技有限公司）；微小RNA（microRNA，

miRNA）模拟物和抑制剂（苏州吉玛基因股份有

限公司）；蛋白质提取试剂包括放射免疫沉淀分析

（radio-immunoprecipitation assay，RIPA）裂解液

（南京博森科技有限公司）；Western blot试剂包括

聚偏二氟乙烯（polyvinylidene difluoride membrane，
PVDF）膜（上海吉凯基因化学技术有限公司）；

抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶（anti-glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase，GAPDH）抗体（南京

博森科技有限公司）；增强化学发光（enhanced 
chemiluminescence，ECL）液（北京百泰克生物科

技有限公司）；CCK-8试剂盒（上海吉凯基因化学

技术有限公司）、脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导
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的dUTP缺口末端标记法（terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick end labeling，TUNEL）试剂盒

（上海赛默飞世尔科技有限公司）。

1.1.2 细胞培养  收到细胞后立即解冻，转移至含

RPMI-1640培养基（添加10%胎牛血清及青霉素/链霉

素）的离心管中，在离心半径10 cm、1000 r/min条件

下离心5 min，弃上清后用新鲜培养基重悬细胞，

接种于培养瓶，置于37 ℃、5% CO2培养箱中培

养。每日观察，当细胞融合度达80%～90%时进行传

代：磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）
洗涤2次后，加入0.25%胰蛋白酶-EDTA消化2～                                                                                          
5 min，终止消化并吹打混匀后，再次在相同条件下

离心5 min，弃上清，重悬细胞并计数，调整细胞密

度至1 × 105个/ml后接种于新培养瓶中继续培养。

1.1.3 实验分组与药物处理  根据分组进行药物处理，空

白对照组：不添加任何药物；L-PHE组：使用10 μmol/L 
PHE进行干预；M-PHE组：使用20 μmol/L PHE进行

干预；H-PHE组：使用40 μmol/L PHE进行干预。阳性

对照组：使用10 μmol/L顺铂干预[7]。将细胞均匀接种

于各组培养瓶中并加入相应药物，在相同条件下继续

培养。每组设3个复孔，并独立重复实验3次。

1.2 检测方法

1.2.1 Western blot检测NOD样受体蛋白3（NOD-
like receptor family pyrin domain containing 3，
N L R P 3 ）、含胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解

酶-1（cysteinyl aspartate specific proteinase-1，
Caspase-1）在肝癌细胞中的表达水平  收集各组

细胞，用预冷RIPA裂解液（含蛋白酶抑制剂）裂

解细胞，于4 ℃、离心半径10 cm、10 000 r/min
离心5 min，取上清并用BCA试剂盒测定蛋白浓

度。取适量蛋白样品与上样缓冲液混合，95 ℃煮

沸5 min变性。采用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis，SDS-PAGE）分离蛋白，随后

将蛋白转移至PVDF膜。用含5%脱脂奶粉的TBST
（tris buffered saline with tween 20）溶液室温封闭

1 h，加入抗-NLRP3、抗-Caspase-1一抗，4 ℃孵

育过夜。TBST洗膜3次后，加入辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase conjugated，HRP）标记的

羊抗兔二抗，室温孵育1 h。ECL发光液显影，化学

发光成像系统曝光，分析蛋白条带表达水平。同时

使用抗-GAPDH抗体作为内参，校正蛋白上样量。

采用ImageJ软件进行灰度值分析，计算NLRP3和
Caspase-1蛋白的相对表达量。

1 . 2 . 2  酶联免疫吸附试验（ e n z y m e - l i n k e d 
immunoadsordent assay，ELISA）检测肝癌细胞中

炎症因子水平   取各组处于对数生长期的肝癌细

胞，收集培养上清液，于4 ℃、离心半径10 cm、

3000 r/min条件下离心10 min以去除细胞碎片，取

上清并分装保存于－80 ℃备用。采用ELISA法检测

白细胞介素（interleukin，IL）-1β、IL-6、肿瘤坏

死因子α（tumor necrosis factor α，TNF-α）、IL-8
和IL-18水平。将标准品按浓度梯度稀释，样品按

说明书推荐比例稀释，每组设3个复孔，室温孵育

1～2 h；洗板3～5次后，加入含1%牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA）的PBS封闭液，室

温封闭1 h，随后加入酶标抗体，室温孵育1 h。再

次洗板后加入TMB显色液，避光显色10～30 min，
加入终止液（2 mol/L硫酸）终止反应，在450 nm波

长下测定吸光度（A）值，根据标准曲线计算各炎

症因子浓度。

1.2.3 CCK-8法检测肝癌细胞增殖  在细胞培养24 h
和48 h后分别收集细胞。使用CCK-8试剂盒检测各

组细胞的增殖能力，按照CCK-8试剂盒说明书操

作，将CCK-8溶液加入到细胞培养液中，继续培养

2 h。最后，使用酶标仪在450 nm波长下测定A值。

1.2.4 TUNEL实验检测肝癌细胞凋亡  将处于对数生

长期的肝癌细胞调整为1 × 105个/ml，接种于培养皿

中贴壁培养。根据分组加入相应药物后，在37 ℃、

5% CO2条件下继续培养48 h。随后用胰蛋白酶消化

细胞，PBS洗涤2次，4%多聚甲醛固定15 min，再

次PBS洗涤。加入0.1% Triton X-100通透10 min，
然后避光室温孵育TUNEL反应液1 h；PBS洗涤后

加入4’，6-二脒基-2-苯基吲哚（4’, 6-diamidino-
2-phenylindole，DAPI）染核5 min，再次洗涤。使

用荧光显微镜观察并拍照，使用ImageJ软件统计

TUNEL阳性细胞比例，计算凋亡率。

1.3 验证PHE调控NLRP3及下游通路影响

1.3.1 细胞分组  取生长良好的肝癌细胞，将其均匀

分配到各个培养瓶中，并根据实验设计分为以下

几组：空白对照组，不进行任何干预处理；si-NC
组，使用非靶向序列的干扰小RNA（small interfering 
RNA，siRNA）进行转染，作为阴性对照；NLRP3
组，使用NLRP3过表达质粒进行转染；si-NLRP3
组，使用针对NLRP3的s iRNA进行转染，敲低

NLRP3表达；NLRP3 + PHE组，先使用NLRP3过表

达质粒进行转染，待转染完成后再加入40 μmol/L 
PHE进行干预。每组实验均设置3个复孔，并独立重

复实验3次。

1.3.2 细胞转染  取对数生长期的肝癌细胞，胰蛋白酶消化

后PBS洗涤3次，重悬使细胞浓度为1 × 106个/ml。将si-NC
或si-NLRP3溶于无无核糖核酸酶（ribonuclease，
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RNase）的超纯水中，配制成100 μmol/L的储存液，

工作浓度稀释至20 nmol/L。取250 μl Opti-MEM培养

基加入EP管，依次加入2 μl Lipofectamine RNAiMAX
和2 μl siRNA，混匀后室温静置20 min形成转染复合

物。将复合物加入细胞中，轻轻混匀。6 h后更换新

鲜培养基以减少毒性。对于si-NLRP3 + PHE组，在

转染完成后加入40 μmol/L PHE继续培养。根据实验

设计进行后续检测。

1.4 统计学处理  采用SPSS 19.0软件分析数据，

IL-1β等炎症因子及NLRP3和Caspase-1的相对表达

量均为正态分布的计量资料，以 x ± s表示；组间比

较采用单因素方差分析，组内两两比较采用LSD-t
检验，以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PHE对肝癌细胞NLRP3、Caspase-1表达的影响  
Western blot结果表明，相较于空白对照组，L-PHE
组、M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组肝癌细胞

中NLRP3、Caspase-1水平显著降低（P ＜ 0.05）。

与L-PHE组比较，M-PHE组、H-PHE组及阳性对

照组肝癌细胞中NLRP3、Caspase-1水平显著降低

（P ＜ 0.05）。与M-PHE组比较，H-PHE组及阳性

对照组肝癌细胞中NLRP3、Caspase-1水平显著降

低（P ＜ 0.05）。H-PHE组与阳性对照组肝癌细胞

中NLRP3、Caspase-1水平差异无统计学意义（P ＞ 
0.05）。见表1、图1。
2.2 各组肝癌细胞炎症因子水平  与空白对照组相比，

L-PHE组、M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组肝癌

细胞中炎症因子水平均显著降低（P ＜ 0.05）。与

L-PHE组比较，M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组

肝癌细胞中炎症因子水平显著降低（P ＜ 0.05）。

与M-PHE组比较，H-PHE组及阳性对照组肝癌细胞

中炎症因子水平显著降低（P ＜ 0.05）。L-PHE组组

与阳性对照组肝癌细胞中炎症因子水平差异无统计

学意义（P ＞ 0.05）。见表2。
2.3 各组肝癌细胞增殖情况  与空白对照组相比，

L-PHE组、M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组肝癌

细胞增殖能力显著降低（P ＜ 0.05）。与L-PHE组比

较，M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组肝癌细胞增

殖能力显著降低（P ＜ 0.05）。与M-PHE组比较，

H-PHE组及阳性对照组肝癌细胞增殖能力显著降低

（P ＜ 0.05）。H-PHE组与阳性对照组肝癌细胞增殖

能力差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。见表3。
2.4 各组肝癌细胞的凋亡率  空白对照组、L-PHE组、

M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组肝癌细胞凋亡率

分别为（10.2 ± 1.5）%、（18.3 ± 2.1）%、（26.5 ± 
2.8）%、（35.2 ± 3.2）%、（34.8 ± 3.1）%，差异有

统计学意义（F = 50.902，P ＜ 0.001），其中L-PHE
组、M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组显著高于空

白对照组，M-PHE组、H-PHE组及阳性对照组显

著高于L-PHE组，H-PHE组及阳性对照组显著高于

M-PHE组（P均＜ 0.05），H-PHE组与阳性对照组差

异无统计学意义（P ＞ 0.05）。见图2。
2.5 PHE调控NLRP3对NLRP3、Caspase-1蛋白的影

响  Western blot结果表明，与空白对照组比较，

NLRP3组NLRP3、Caspase-1蛋白水平显著升高，

si-NLRP3组、NLRP3 + PHE组NLRP3、Caspase-1
蛋白水平显著降低（P ＜ 0.05），si-NC组无显著

变化（P ＞ 0.05）。与NLRP3组比较，si-NLRP3、
NLRP3 + PHE组NLRP3、Caspase-1蛋白水平显著降

低（P ＜ 0.05）。与si-NLRP3组比较，NLRP3 + PHE
组NLRP3、Caspase-1蛋白水平无显著变化（P ＞ 
0.05）。见表4、图3。
2.6 PHE调控NLRP3对炎症因子水平的影响  与空白

对照组比较，NLRP3组炎症因子水平显著升高，si-
NLRP3组、NLRP3+PHE组炎症因子水平显著降低

（P ＜ 0.05），si-NC组无显著变化（P ＞ 0.05）。

与NLRP3组比较，si-NLRP3组和NLRP3 + PHE组
炎症因子水平显著降低（P ＜ 0.05）。与si-NLRP3
组比较，NLRP3 + PHE组炎症因子水平无显著变化

（P ＞ 0.05）。见表5。

表 1    各组肝癌细胞NLRP3和Caspase-1的相对表达量（ x ± s）
组别 NLRP3 Caspase-1
空白对照组 1.07 ± 0.16 1.05 ± 0.13
L-PHE组  0.82 ± 0.12a  0.74 ± 0.08a

M-PHE组   0.54 ± 0.06ab   0.51 ± 0.04ab

H-PHE组    0.33 ± 0.04abc    0.32 ± 0.02abc

阳性对照组    0.28 ± 0.03abc    0.34 ± 0.04abc

F值    36.433   51.882
P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：a 与空白对照组相比，P ＜ 0.05，b 与 L-PHE 组相比，P ＜ 
0.05，c 与 H-PHE 组 相 比，P ＜ 0.05；L-PHE 组、M-PHE 组、
H-PHE 组 PHE 剂量分别为 10 μmol/L、20 μmol/L、40 μmol/L。

空白对照 L-PHE M-PHE L-PHE 阳性对照

NLPR3

Caspase-1

GAPDH

图 1    Western blot 检测各组肝癌细胞 NLRP3、Caspase-1             
蛋白表达

注：L-PHE组、M-PHE组、H-PHE组 PHE剂量分别为 10 μmol/L、
20 μmol/L、40 μmol/L。
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图 2    TUNEL 实验检测各组肝癌细胞的凋亡能力（TUNEL 染色，× 400）
注：TUNEL 绿色荧光，标记凋亡细胞；DAPI 蓝色荧光，标记所有细胞核；Merge 绿色和蓝色荧光的叠加图像，便于同时观察细胞核

和凋亡情况。

表 4    空白对照组、si-NC 组、NLRP3 组、si-NLRP3 组、NLRP3 + PHE 组 NLRP3、Caspase-1 蛋白相对表达量（ x ± s）

组别 NLRP3 Caspase-1

空白对照组 1.02 ± 0.15 1.06 ± 0.13

si-NC组 1.08 ± 0.14 1.05 ± 0.12

NLRP3组 1.28 ± 0.37a 1.35 ± 0.35a

si-NLRP3组 0.38 ± 0.07ab 0.55 ± 0.05ab

NLRP3 + PHE组 0.36 ± 0.04ab 0.59 ± 0.06ab

F值    14.643 10.957

P值 ＜ 0.001   0.001

注：a 与空白对照组相比，P ＜ 0.05，b 与 NLRP3 组相比，P ＜ 0.05。

表 2    各组肝癌细胞炎症因子水平（ x ± s，ng/L）

组别 IL-1β IL-6 TNF-α IL-8 IL-18

空白对照组 75.35 ± 4.27 53.23 ± 4.16 87.91 ± 8.23 91.42 ± 7.84 75.56 ± 5.79

L-PHE组  59.72 ± 3.58a 36.42 ± 3.51a  78.14 ± 5.25a  75.16 ± 5.31a  65.35 ± 4.51a

M-PHE组   50.13 ± 4.34ab 25.85 ± 3.23ab   70.33 ± 4.81ab   62.54 ± 5.12ab   51.83 ± 4.22ab

H-PHE组    34.43 ± 3.15abc 17.53 ± 2.82abc    55.72 ± 4.67abc    47.35 ± 4.93abc    37.55 ± 3.18abc

阳性对照组    35.87 ± 4.42abc 15.93 ± 2.61abc    56.43 ± 4.52abc    45.68 ± 4.77abc    38.35 ± 3.64abc

F值    55.446    65.117    18.083    34.303    43.939

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：a 与空白对照组相比，P ＜ 0.05，b 与 L-PHE 组相比，P ＜ 0.05，c 与 H-PHE 组相比，P ＜ 0.05；L-PHE 组、M-PHE 组、H-PHE
组 PHE 剂量分别为 10 μmol/L、20 μmol/L、40 μmol/L。

表 3    CCK-8 法检测各组肝癌细胞的 A450 值（ x ± s）

组别 24 h 48 h

空白对照组 0.64 ± 0.05 0.79 ± 0.06

L-PHE组 0.53 ± 0.03a 0.67 ± 0.04a

M-PHE组 0.31 ± 0.03ab 0.44 ± 0.04ab

H-PHE组 0.15 ± 0.01abc 0.25 ± 0.03abc

阳性对照组 0.18 ± 0.02abc 0.27 ± 0.02abc

F值 145.531 106.815

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：a 与空白对照组相比，P ＜ 0.05，b 与 L-PHE 组相比，P ＜ 0.05，c 与 H-PHE 组相比，P ＜ 0.05；L-PHE 组、M-PHE 组、H-PHE
组 PHE 剂量分别为 10 μmol/L、20 μmol/L、40 μmol/L。

TUNEL

DAPI

		
Merge

空白对照          L-PHE                    M-PHE                   H-PHE          阳性对照
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3 讨论

肝癌是消化系统最常见的恶性肿瘤，目前的标

准治疗方式是手术和传统化学治疗。然而，超过一半

的患者因肾功能不全、免疫功能低下或其他并发症而

无法耐受，且治疗后易出现复发、进展或转移，预后

较差[8,9]。靶向药物在多种恶性肿瘤中取得了较好的疗

效，肝癌的靶向治疗已进入临床研究阶段[10]。炎症小

体在肿瘤发展中的作用日益受到重视[11]。本研究探讨

PHE通过炎症小体对肝癌细胞增殖和凋亡的影响，旨

在明确PHE在肝癌治疗中的潜在机制及其对细胞增殖

和凋亡的调控作用。

PHE是一种广泛存在于黄连、黄柏等多种植物中

的天然化合物，具有复杂的化学结构，包括一个异

喹啉环和多个羟基及甲基取代基[12]。PHE因其独特的

化学结构而具有广泛的药理活性，包括抗氧化、降

血糖和抗肿瘤[13]。也有研究发现，其对类二十烷酸、

神经氨酸酶-1及炎症小体的产生也有显著影响[14]。本

研究系统评估了PHE对肝癌细胞的作用及其潜在机

制。结果显示，PHE呈剂量依赖性地抑制肝癌细胞的

增殖并促进细胞凋亡。进一步研究表明，该效应可

能与其调控NLRP3炎症小体通路密切相关：PHE显著

下调NLRP3和Caspase-1的表达，并减少下游炎症因子

IL-1β和IL-18的释放，提示其抗肿瘤作用可能通过抑

制炎症小体的活化实现。已有研究表明，PHE在结直

肠癌中通过结合IRAK1的T387位点发挥抗肿瘤作用，

在KRAS突变型胰腺癌中则通过调控巨胞饮作用诱导

凋亡[5,6]。而本研究揭示了PHE在肝癌细胞中主要通过

调控NLRP3炎症小体这一新机制发挥作用，显示出一

定的组织或通路特异性。这种在不同肿瘤类型中机制

的多样性不仅丰富了对PHE抗癌作用的理解，也为开

发基于特定靶点的精准治疗策略提供了新思路。从机

制角度看，PHE可能通过直接或间接方式抑制NLRP3
的聚集与激活，从而阻断炎症小体复合物的组装，降

低Caspase-1的剪切与活化，最终减少促炎因子IL-1β和
IL-18的成熟与释放。炎症因子水平的下降有助于重塑

肿瘤微环境，削弱其促癌作用，进而抑制肝癌细胞的

增殖并促进凋亡。

近年来，炎症小体在肿瘤中的促进作用为肿

瘤治疗提供了新的方向。NLRP3炎症小体作为一类

重要的多蛋白复合体，由NLRP3、接头蛋白ASC和
前体形式的Caspase-1组成，其激活后能促进IL-1β
和IL-18的成熟与释放[15,16]。这些成熟的促炎因子在

肿瘤微环境中通过多种机制促进肿瘤的发展，包

括构建有利的微环境、促进肿瘤细胞增殖和血管

生成[17,18]。尽管NLRP3炎症小体在多种癌症如结肠

癌、乳腺癌、头颈部肿瘤及前列腺癌中通过炎症

反应促进肿瘤发展，但其在肿瘤发生过程中的确

切作用仍存争议，某些情况下可能具有肿瘤抑制

作用，如促进耐受性T淋巴细胞分化和IL-10的适应

性免疫抑制[19]。本研究发现，过表达NLRP3可显著

增加NLRP3、Caspase-1及炎症因子的表达，抑制

NLRP3可显著逆转以上结果。这说明NLRP3可能与

Caspase-1及IL-1β、IL-6、TNF-α、IL-8、IL-18炎症因

子的形成有关。其机制可能是NLRP3炎症小体通过

激活Caspase-1促进IL-1β和IL-18的成熟与释放。IL-1β
和IL-18作为主要的促炎因子，通过促进炎症反应支

持肿瘤细胞的增殖和存活。IL-1β还能作用于脂肪细

胞，介导血管内皮生长因子A（vascular endothelial 
growth factor A，VEGF-A）的表达，促使滋养肿瘤细

胞血管的生成，从而支持肿瘤的生长和转移[20,21]。此

外，NLRP3炎症小体活化还促进IL-6、TNF-α和IL-8
等促炎因子的释放。IL-6通过促进肿瘤细胞的增殖

和存活，增强免疫抑制微环境。TNF-α通过激活核

表 5    空白对照组、si-NC 组、NLRP3 组、si-NLRP3 组、NLRP3 + PHE 组炎症因子水平（ x ± s，ng/L）
组别 IL-1β IL-6 TNF-α IL-8 IL-18

空白对照组 80.21 ± 4.56 55.34 ± 4.78  90.12 ± 7.65 92.45 ± 8.21 76.54 ± 6.34
si-NC组 78.45 ± 4.32 54.12 ± 4.56  89.78 ± 7.56 91.21 ± 8.14 75.87 ± 5.64
NLRP3组  95.62 ± 5.82a  72.14 ± 6.21a 113.12 ± 9.67a  128.21 ± 11.34a  107.56 ± 10.51a

si-NLRP3组   45.43 ± 3.67ab   23.11 ± 2.25ab    49.12 ± 3.24ab   48.21 ± 4.34ab   37.25 ± 3.62ab

NLRP3 + PHE组   42.72 ± 4.42ab   21.34 ± 2.61ab    50.43 ± 4.52ab   50.38 ± 4.77ab   39.13 ± 3.51ab

F值    76.473 5.251    48.601    55.179    62.706
P值 ＜ 0.001 0.015 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：a 与空白对照组相比，P ＜ 0.05，b 与 NLRP3 组相比，P ＜ 0.05。

空白对照 si-NC NLRP3 si-NLRP3 NLRP3 + PHE

NLPR3

Caspase-1

GAPDH

图 3    空白对照组、si-NC 组、NLRP3 组、si-NLRP3 组、
NLRP3 + PHE 组 NLRP3、Caspase-1 NLRP3、Caspase-1 蛋

白表达的 Western blot 图
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因子κB（nuclear factor κB，NF-κB）信号通路促进炎

症因子的产生，进一步加剧炎症反应[22]。IL-8作为

一种趋化因子可吸引中性粒细胞和其他免疫细胞，

促进肿瘤微环境中的炎症反应[23,24]。另外本研究还发

现，过表达NLRP3的肝癌细胞中加入PHE后也可显

著降低NLRP3、Caspase-1及炎症因子的表达。这一

结果与抑制NLRP3表达的结果相比无显著变化。说

明PHE可能通过调节NLRP3表达控制肝癌细胞的增

殖和凋亡。其机制可能是PHE通过改变细胞内的代

谢状态，如抑制钾离子外流或减少活性氧的生成，

从而干扰NLRP3的聚合[25]，即使在NLRP3过表达的

情况下，PHE也能通过这些机制减少炎症小体的形

成，进而抑制Caspase-1的活化[26]；PHE还可能通过

直接或间接方式抑制Caspase-1的自剪切，阻止其从

无活性的前体形式转变为活性形式，从而减少成熟

炎症因子的产生[27]；PHE通过调节凋亡途径来促进细

胞凋亡，增加促凋亡蛋白Bax的表达，同时减少抗凋

亡蛋白Bcl-2的表达，从而促进凋亡信号的传递[28,29]；

PHE还可能通过抑制NF-κB信号通路减少促炎因子的

合成，从而减弱炎症反应[30]。这些机制共同作用，使

PHE在过表达NLRP3的情况下依然能够有效降低炎症

因子的表达，并抑制肝癌细胞的增殖，促进凋亡。

尽管本研究揭示了PHE在抑制肝癌细胞增殖和促

进凋亡方面的机制，但仍存在一些不足之处。首先，

研究主要是在细胞水平上进行，未来需要更多的体内

动物模型实验来验证PHE的效果及其安全性。其次，

PHE的具体作用机制仍有待进一步阐明，尤其是其在

不同肿瘤类型中的普遍适用性和个体差异性。在后续

研究中将通过体内动物模型实验进一步验证PHE的效

果及其安全性，并深入探索其具体作用机制。

综上，PHE可降低肝癌细胞中NLRP3的表达，

并抑制肝癌细胞增殖，促进凋亡。这可能是PHE通
过抑制NLRP3表达进而抑制下游蛋白Caspase-1和炎

症因子的表达实现的。这一机制显示了PHE在抗肝

癌治疗中的潜在价值和应用前景。
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