
2024 年  第 34 卷  第 5 期 http：//kfxb.publish.founderss.cn/

©《康复学报》编辑部，开放获取CC BY-NC-ND 4.0协议　　　© Rehabilitation Medicine， OA under the CC BY-NC-ND 4.0

清解扶正颗粒调控Cathepsin B/NLRP3通路减轻
大肠癌小鼠5-FU化疗性肠黏膜炎的机制研究

袁颖绯 1，林久茂 1，2，3，林明和 1，赵锦燕 1，2，3，陈旭征 1，2，刘锦洪 1，朱晓勤 1，2，3∗

1 福建中医药大学中西医结合学院 中西医结合研究院，福建 福州 350122；
2 福建省中西医结合老年性疾病重点实验室，福建 福州 350122；
3 中西医结合基础福建省高校重点实验室，福建 福州 350122
* 通信作者：朱晓勤，E-mail：2008027@fjtcm.edu.cn

收稿日期：2023-10-16；接受日期：2023-12-25
基金项目：国家自然科学基金面上项目（81774121）；福建省自然科学基金项目（2021J01941，2021J01939）；

福建省教育厅A类科技项目（JAT200230）；福建中医药大学校管项目（X2020015）
DOI：10.3724/SP.J.1329.2025.01015     开放科学（资源服务）标识码（OSID）： 

摘要 目的目的 基于 Cathepsin B/NLRP3通路探讨清解扶正颗粒对大肠癌小鼠经 5-氟尿嘧啶（5-FU）化疗后

所致的肠黏膜炎的治疗作用及作用机制。方法方法 24只雄性 BALB/c小鼠采取右前肢腋部皮下接种 CT26细

胞的方法构建大肠癌皮下移植瘤小鼠模型，待瘤体生长至 100～300 mm3时，按照瘤体体积大小将小鼠随机

分为对照组、5-FU 组、5-FU＋清解扶正颗粒组（5-FU＋QFG 组），每组 8 只。对照组给予生理盐水灌胃和

腹腔注射，其他 2组小鼠腹腔注射 5-FU［50 mg/（kg·d-1）］，每日 1次，连续 5 d；5-FU＋QFG组在化疗的同时

灌胃给予清解扶正颗粒（1.0 g/kg·d-1），每日 1次，连续 7 d。每天观察小鼠的腹泻情况，记录体质量及瘤体积

等情况。第 7天末次给药后禁食 12 h，动物取材，进行实验检测。采用苏木精-伊红染色（HE）法观察小鼠空

肠组织病理变化；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测 3 组小鼠血清中二胺氧化酶（DAO）、D-乳酸（D-
LA）、内毒素（ET）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）表达水平；采

用免疫组织化学法检测空肠组织中组织蛋白酶 B（Cathepsin B）的阳性表达；采用实时定量聚合酶链式反应

（qPCR）检测空肠组织中紧密连接蛋白ZO-1、Occludin mRNA的相对表达水平，采用Western blot法检测空

肠组织中ZO-1、Occludin、Cathepsin B、NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1蛋白的相对表达量。结果结果 ① 小鼠

一般情况：在实验周期内，清解扶正颗粒能够显著减轻 5-FU 化疗引起的腹泻症状（P＜0.05），对 5-FU 化疗

引起的体质量下降无显著改善（P＞0.05），对 5-FU 抑制瘤体生长没有显著的协同效应（P＞0.05）。② 空肠

组织病理变化：清解扶正颗粒可显著改善 5-FU 化疗引起的肠黏膜绒毛变短、隐窝变深、炎性细胞浸润等肠

黏膜损伤症状。③ 血清DAO、D-LA、ET以及TNF-α、IL-1β、IL-6含量：与 5-FU组比较，清解扶正颗粒可

以显著降低大肠癌小鼠血清中 DAO、D-LA、ET以及促炎细胞因子 TNF-α、IL-1β、IL-6的含量（P＜0.05）。

④ 空肠组织 Cathepsin B、NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1 蛋白相对表达量：与 5-FU 组比较，清解扶正颗粒

显著降低空肠组织中Cathepsin B、NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1蛋白相对表达量（P＜0.05）。⑤ 空肠组织

ZO-1、Occludin mRNA 转录水平和蛋白表达水平：与 5-FU 组比较，清解扶正颗粒显著增加空肠组织中紧

密连接蛋白 ZO-1、Occludin mRNA 和蛋白相对表达量（P＜0.05）。结论结论 清解扶正颗粒通过调控 Cathep⁃
sin B/NLRP3 信号通路，减少促炎细胞因子释放，抑制肠黏膜炎症反应，修复肠黏膜屏障损伤，从而减轻 5-
FU引起的化疗性肠黏膜炎。
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肿瘤是危害人类健康的常见病和多发病，目前

化疗仍然是临床上治疗肿瘤的有效方式之一。5-
氟尿嘧啶（5-fluorouracil，5-FU）作为治疗消化道肿

瘤、乳腺癌常用的化疗药物，能提高患者的生存率，

但同时也会引起骨髓抑制、黏膜损伤、心脏毒性等

不良反应［1-3］。化疗性肠黏膜炎（chemotherapy-induced 
intestinal mucositis，CIM）是肿瘤患者化疗过程中最

常见的不良反应，大约 80% 以上接受 5-FU 化疗的

患者可见肠黏膜炎，其临床症状主要表现为排便异

常，多数患者出现腹泻、腹痛、血便及黏液便等症

状［4-5］。CIM不仅影响化疗进程，而且严重影响患者

的生存质量和预后。因此，迫切需要寻找一种能减

少化疗毒副作用，同时不影响 5-FU 疗效的治疗药

物，并阐明其作用机制。

越来越多的研究发现，中医药在减毒增效方面

具有独特优势［6］。清解扶正颗粒（Qingjie Fuzheng 
Granules，QFG）由白花蛇舌草、半枝莲、炙黄芪和炒

麦芽等组成，具有清热解毒、益气健脾等功效，临床

上辅助化疗药物治疗多种恶性消化道肿瘤，能减少

化疗引起的胃肠道不良反应［7］。课题组前期研究发

现，QFG 不仅能抑制大肠癌细胞增殖和诱导凋亡，

还能减轻 5-FU 化疗引起的肠黏膜炎［8-10］。QFG 通

过减少白细胞介素-1β（interleukin 1β，IL-1β）等促

炎因子的释放，减轻炎性细胞浸润，抑制炎症反应，

从而改善 5-FU 引起的化疗性肠黏膜炎，但其发挥

抗炎效应的作用机制有待进一步研究［10］。NOD 样

受体蛋白 3（NOD-like receptor protein 3，NLRP3）炎

症小体在肠黏膜损伤的免疫与炎症反应中起到重

要作用［11］。NLRP3炎症小体激活后，促进炎症细胞

因子 IL-1β和白细胞介素-18（interleukin-18，IL-18）
的释放，参与炎症和免疫性疾病的发生与发展［12］。
研究发现，5-FU 可促进溶酶体组织蛋白酶 B（Ca⁃
thepsin B）释放，从而调控下游NLRP3炎症小体的活

化［13］。因此，本研究基于 Cathepsin B/NLRP3 通路

探讨QFG改善大肠癌小鼠 5-FU化疗性肠黏膜炎的

作用机制，为QFG的临床应用提供理论依据。

1 材料与方法 
1.1　实验动物与细胞　

24 只雄性 BALB/c 小鼠，SPF 等级，4～6 周龄，

体质量 20～22 g，由上海斯莱克实验动物有限公司

提供，实验动物生产许可证号：SCXK（沪）2022-

0004，饲养于福建中医药大学实验动物中心 SPF 级

实验室，许可证号：SYXK（闽）2023-0004。动物实

验得到福建中医药大学动物伦理管理委员会批准

（审批号：FJTCMIACUC2023160）。小鼠CT-26结肠

癌细胞系购自普诺赛公司。

1.2　实验药物　

QFG由福建中医药大学药学院制剂室提供，其

君、臣、佐、使分别为白花蛇舌草、半枝莲、炙黄芪和

炒麦芽，按 1∶1∶1∶1配伍。按处方量药物 10倍质量

比加入超纯水，加热回流提取 2次，每次 1 h，过滤，

合并 2 次滤液，减压浓缩至稠膏，冷冻干燥成干浸

膏。动物实验时称取 QFG 干浸膏 1 000 mg 于离心

管内，加 10 mL无菌生理盐水，超声 0.5 h助溶，配制

成浓度为 100 mg/mL QFG 溶液。根据临床给药剂

量换算小鼠给药剂量为 1.0 g/kg，按照 0.1 mL/10 g
的给药体积用于小鼠灌胃。

1.3　实验试剂　

注射用氟尿嘧啶（山西普德药业有限公司，货

号 ：H20051113）；NovoScript® Plus All-in-one 1st 
Strand cDNA Synthesis SuperMix（Novoprotein 公司，

货号：E096-01A）；NovoStart® SYBR qPCR SuperMix 
plus（Novoprotein公司，货号：E047-02A）；ZO-1抗体

（Abcam公司，货号：ab96587）；Occludin抗体（Abcam
公司，货号：ab216327）；CathepsinB抗体（Immunoway
公司，货号：YT0679-1）；TMS1/ASC 抗体（Thermo 
Fisher公司，货号：DF6304）；cleaved Caspase-1（D210）
抗体（Immunoway公司，货号：YC0002-1）；NLRP3抗

体（SAB公司，货号：38679）；免疫组织化学染色试剂

盒（福州迈新生物开发有限公司，货号：Kit-0017）；小
鼠内毒素（endotoxin，ET）ELISA试剂盒（江苏酶免实

业有限公司，货号：MM-0369M2）；小鼠二胺氧化酶

（diamine oxidase，DAO）ELISA 试剂盒（江苏酶免实

业有限公司，货号：MM-0228M2）；小鼠 D-乳酸（D-
lactic acid，D-LA）ELISA试剂盒（江苏酶免实业有限

公司，货号：MM-43853M2）；小鼠白细胞介素-6（IL-
6）ELISA 试剂盒（江苏酶免实业有限公司，货号：

MM-0163M2）；小鼠 IL-1β ELISA 试剂盒（江苏酶免

实业有限公司，货号：MM-0040M2）；小鼠肿瘤坏死

因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）ELISA试剂

盒（江苏酶免实业有限公司，货号：MM-0132M2）；小鼠

源性引物（GAPDH、Occludin、ZO-1）均购自尚亚生

物技术有限公司。
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1.4　实验仪器　

石蜡切片机（德国徕卡仪器公司，型号：RM2235）；
Real time PCR仪（Bio-Rad，型号：CFX96）；微量迷你

离心机（上海奥豪斯仪器有限公司，型号：FC5306）；

迷你混合仪（杭州米欧仪器有限公司，型号：MIX-
25P）；Keraeus Multifuge X1R 高速冷冻离心机［（赛

默飞世尔科技（中国）有限公司］；倒置显微镜（德国

徕卡仪器公司，型号：DM4000B）。

2 实验方法 
2.1　细胞培养　

CT26 细胞株在含有 10% 胎牛血清、100 U/mL
青霉素和 100 μg/mL 链霉素的 RPMI 1640 培养基

中，置于 37 ℃、5% CO2培养箱培养。当细胞密度达

80%～90% 时，用胰蛋白酶（0.25% EDTA）消化，按

所需比例传代培养。

2.2　造模、分组及干预方法　

小鼠适应性喂养 3 d 后，采取右前肢腋部皮下

接种 CT26细胞的方法构建大肠癌皮下移植瘤小鼠

模型。取处于对数生长期的CT26细胞消化计数，制

备单细胞悬液，以密度 1×107/mL，每只 0.1 mL皮下

接种于小鼠右前肢腋部。待瘤体体积长至约 100～
300 mm3 时，随机分成 3 组，即对照组、5-FU 组、5-
FU＋清解扶正颗粒组（5-FU＋QFG 组），每组 8 只。

对照组连续腹腔注射与 5-FU组等体积的生理盐水

5 d，并灌胃与 5-FU＋QFG 组等体积生理盐水 7 d，
每日 1次；5-FU组小鼠连续腹腔注射 5-FU［50 mg/
（kg·d）］5 d，每日 1次；5-FU＋QFG组在连续腹腔注

射 5-FU［50 mg/（kg·d）］5 d 的同时灌胃给予 QFG
［1.0 g/（kg·d）］，每日1次，连续7 d。
2.3　3组体质量、瘤体积与腹泻情况　

从分组第 1 天开始称取 3 组小鼠的体质量，计

算体质量下降率。体质量下降率（%）＝（最初体质

量－扣瘤重体质量）/最初体质量×100%。从分组

第 1 天开始测量小鼠瘤体体积，其计算公式为 V＝
π/6×L（长径）×W2（短径）。参照 KURITA 等［14］腹
泻评分方法，从分组第 1天开始观察小鼠腹泻情况

进行评分并记录，每天观察 6 h，连续观察 7 d。0分：

没有腹泻（粪便正常或无粪便）；1 分：轻度腹泻（粪

便稍湿和软）；2分：中度腹泻（粪便湿和粪便不成形

伴中度肛周被毛染色）；3分：重度腹泻（粪便水样伴

重度肛周被毛染色）。

2.4　实验样本的采集与处理　

第 7天末次给药后所有小鼠禁食 12 h，2%戊巴

比妥麻醉后，摘除眼球取血，再在冰上迅速剖腹取

空肠。空肠组织分别放置 4%多聚甲醛溶液中固定

及置于-80 ℃超低温冰箱保存备用。

2.5　3组空肠组织病理学改变

空肠组织石蜡包埋后制作 4 μm切片，进行常规

HE染色。光学显微镜下观察空肠组织结构损伤及

炎性细胞浸润等病理学改变，并进行图像采集。

2.6　3组血清中 DAO、D-LA、ET及促炎细胞因子

TNF-α、IL-1β、IL-6的表达水平

小鼠血样静置 0.5 h 后经 4 ℃，3 000 r/min，
15 min 离心后取上清，最后按照 1∶5 的比例稀释样

本，完成ELISA试剂盒中上样样品的制备，参照试剂

盒中的说明书步骤进行实验。

2.7　3组空肠组织中Cathepsin B的相对表达量　

载玻片经脱蜡至水后，微波炉加热抗原修复，

参照免疫组织化学试剂盒说明书步骤，内源性过氧

化物酶阻断后封闭，孵育一抗工作液过夜，Cathep⁃
sin B按 1∶200稀释，设置阴性对照，二抗孵育完后，

DAB显色，苏木素复染，棕色或棕黄色为阳性表达，

每张切片光镜下随机观察，采用 ImageJ分析蛋白表

达平均光密度值。

2.8　3 组空肠组织中 ZO-1、Occludin mRNA相对

表达水平　

TRIzol 法提取小鼠空肠组织的总 RNA 并检测

其纯度，逆转录根据试剂盒实验步骤进行样本和Mix
体系混合后，在反应程序 50 ℃ 15 min，75 ℃ 5 min
下合成 cDNA。采取 qPCR法进行定量分析，PCR扩

增程序为 95 ℃ 1 min；95 ℃ 20 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 
30 s，总共进行 45 个循环。荧光定量使用 SYBR 
Green 荧光染料。应用 Ct 值法计算目的基因的量

2-ΔΔCT。各基因引物序列见表1。
表1　引物序列

Table 1　Primer sequence of target gene

基因名称

ZO-1

Occludin

GAPDH

引物序列（5'→3'）
F：5'GAGCAAGCCTTCTGCACATC3'
R：5'TCGGGTTTTCCCTTTGAAGAGT3'
F：5'ATGGCTGCTGCTGATGAATA3'
R：5'CTTGATGTGCGATAATTTGCTCTT3'
F：5'TGGAAAGCTGTGGCGTGATG3'
R：5'TACTTGGCAGGTTTCTCCAGG3'
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2.9　3组空肠组织中ZO-1、Occludin、Cathepsin B、
NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1蛋白相对表达量

组织裂解液提取小鼠空肠组织总蛋白，BCA测

蛋白含量，定量。经制胶、上样、电泳（30 V 10 min，
80 V 30 min，120 V 60 min）、转膜（转膜时间根据目

的蛋白分子量决定）、封闭 2 h，TBST 洗膜 5 min，
洗 3 次，加入检测目的蛋白的一抗（稀释比例为 1∶
1 000），4 ℃冷库脱色摇床上孵育过夜，回收一抗，

TBST 洗膜 5 min，洗 3 次，加入二抗（稀释比例 1∶
10 000），37 ℃孵育1 h，TBST洗膜5 min，洗3次，ECL
进行曝光显影，β-actin 为内参，使用 ImageJ 软件分

析蛋白条带灰度值。

2.10　统计学方法　

使用 SPSS 25.0 软件对实验数据进行统计学分

析处理。计量资料服从正态分布采用（x̄±s）表示，多

组间比较采用方差分析，方差齐时两两比较采用

LSD-t检验，方差不齐时采用 Tamhane's T2法。P＜

0.05为差异具有统计学意义。

3 结 果 
3.1　3组体质量、瘤体体积和腹泻指数的比较　

与对照组相比，5-FU组第 2天开始体质量呈下

降趋势，第 4 天体质量下降显著（P＜0.05），且实验

周期内体质量明显下降（P＜0.05）；与 5-FU组相比，

QFG对 5-FU化疗引起的体质量下降没有显著改善

（P＞0.05）。与对照组相比，5-FU 组从第 3 天开始

出现轻微腹泻，随着时间的延长，腹泻指数显著性

增加，第 6 天达到腹泻高峰（P＜0.05）。与 5-FU 组

相比，5-FU＋QFG组从第 5天开始腹泻指数差异具

有统计学意义（P＜0.05），QFG 显著改善 5-FU 引起

的腹泻症状。与对照组相比，5-FU 组在第 5 天开

始瘤体体积发生变化，差异具有统计学意义（P＜
0.05），实验周期内 QFG 对 5-FU 抑制瘤体生长没有

显著的协同效应（P＞0.05）。见图1。

3.2　3组空肠组织病理形态学变化　
HE 染色结果显示，对照组小鼠空肠组织基本

结构完整清楚，肠绒毛细长且排列整齐规则，隐窝

浅，界限明显，未见炎性细胞的浸润；5-FU组小鼠肠

绒毛萎缩变短且排列紊乱，并伴有顶端缺失及空泡

化情况，隐窝明显加深，部分肠上皮层与固有层分

离，可见炎性细胞浸润；5-FU＋QFG 组空肠组织结

构得到明显的修复，肠绒毛变长且排列稍整齐规
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Note: Compared with the control group, 1) P<0.05; compared with the 5-FU group, 2) P<0.05.

图1　3组体质量、瘤体体积和腹泻指数比较

Figure 1　Comparison of body mass,tumor volume, and diarrhea index of in each group
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则，隐窝深度变浅且界限分明清晰，炎性细胞浸润

的现象得到较好的抑制。形态计量学分析显示，与

对照组比较，5-FU组的肠绒毛长度显著降低，隐窝

深度显著增加，绒毛/隐窝比显著降低（P＜0.05）；与

5-FU 组比较，5-FU＋QFG 组的肠绒毛长度显著

增加，隐窝深度显著降低，绒毛/隐窝比显著增加

（P＜0.05）。结果表明，QFG 可显著减轻 5-FU 所致

的大肠癌小鼠空肠组织的损伤。见图2。

3.3　3组血清中 DAO、D-LA、ET及促炎细胞因子
TNF-α、IL-1β、IL-6相对表达水平比较　

与对照组比较，5-FU 组小鼠血清中 DAO、D-
LA、ET及促炎细胞因子TNF-α、IL-1β、IL-6相对表

达水平明显升高（P＜0.05）；给予 QFG 干预后，5-
FU＋QFG 组小鼠血清中 DAO、D-LA、ET 及促炎因

子 TNF-α、IL-1β、IL-6 表达水平均显著降低（P＜
0.05）。见图3。

对照组        5-FU组    5-FU＋QFG组 对照组        5-FU组     5-FU＋QFG组 对照组        5-FU组     5-FU＋QFG组

对照组 5-FU组 5-FU＋QFG组

注：与对照组比较，1） P＜0.05；与5-FU组比较，2） P＜0.05。
Note: Compared with the control group, 1) P<0.05; compared with the 5-FU group, 2) P<0.05.

图2　3组空肠组织病理形态学观察（×100，×200）
Figure 2　Pathological morphological observation of jejunal tissues of in three groups (×100, ×200)
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3.4　3组空肠组织中Cathepsin B蛋白相对表达量
免疫组织化学法结果显示，Cathepsin B 主要表

达在胞浆，镜下呈棕黄色。与对照组比较，5-FU组

小鼠空肠组织中 Cathepsin B 的阳性表达率升高

（P＜0.05）；与 5-FU组比较，给予 QFG干预后，小鼠

空肠组织中的 Cathepsin B 阳性表达率下降（P＜
0.05）。Western blot结果显示，与对照组比较，5-FU
组小鼠空肠组织中 Cathepsin B 蛋白相对表达量升

高（P＜0.05）；与 5-FU 组比较，QFG 干预后降低

空肠组织 Cathepsin B 蛋白相对表达量（P＜0.05）。

见图4。
3.5　3 组空肠组织中 NLRP3、ASC、cleaved Cas⁃
pase-1蛋白的表达水平　

与对照组比较，5-FU 组小鼠空肠组织中 NL⁃
RP3、ASC、cleaved Caspase-1 蛋白相对表达量均升

高（P＜0.05）；与 5-FU 组比较，5-FU＋QFG 组空肠

组织中 NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1蛋白的相对

表达量均降低（P＜0.05）。见图5。
3.6　3 组空肠组织中 ZO-1、Occludin mRNA 和蛋

白相对表达量　

qPCR结果显示，与对照组比较，5-FU组小鼠空

肠组织中紧密连接蛋白 ZO-1、Occludin mRNA 表达

水平降低（P＜0.05）；与 5-FU 组比较，给予 QFG 干

预后，QFG 增加 5-FU 所致的肠黏膜损伤小鼠空肠

组织中 ZO-1、Occludin mRNA 的表达（P＜0.05）。

Western blot结果显示，与对照组比较，5-FU 组小鼠

空肠组织 ZO-1、Occludin 蛋白相对表达量降低

（P＜0.05）；与 5-FU 组比较，空肠组织中 ZO-1、Oc⁃
cludin蛋白相对表达量均升高（P＜0.05）。见图6。
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注：与对照组比较，1） P＜0.05；与5-FU组比较，2） P＜0.05。
Note: Compared with the control group, 1) P<0.05; compared with the 5-FU group, 2) P<0.05.

图3　3组血清中DAO、D-LA、ET、TNF-α、IL-1β、IL-6含量水平比较

Figure 3　Comparison of level of DAO, D-LA, ET, TNF-α, IL-1β and IL-6 in serum in three groups
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4 讨 论 

中医学认为化疗药物属于“毒”“邪”等范畴，易

耗损阳气，损伤脾胃之阳，脾气不升，胃气不降，脾

运失健，水湿内生，湿邪郁久化热，流注大肠，发为

湿热泄［15］。因此，化疗所致的肠黏膜炎的基本病机

为脾虚湿热，临床上多采用“清热解毒祛邪、健脾益

气扶正”等治疗方式［16］。QFG 以白花蛇舌草为君

药，半枝莲为臣药，辅以佐使炙黄芪和炒麦芽组成。

方中白花蛇舌草清热解毒、消痈散结、利尿除湿；半

枝莲清热解毒、活血止痛，二者合用增加清热解毒

之功效；炙黄芪健脾补中，升阳举陷，益卫固表，调

和君臣寒凉之性；炒麦芽行气消积，调节脾胃气机

升降失调，促进脾胃运化，缓解君臣凉遏脾胃之气。

诸药相须为用，共奏“清热解毒、健脾益气扶正”之

功效。
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图4　3组小鼠空肠组织Cathepsin B蛋白的表达水平（×400）
Figure 4　Expression level of Cathepsin B protein in jejunum tissue of mice in three groups (×400)
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图5　3组空肠组织中NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1蛋白的表达水平

Figure 5　Expression level of NLRP3, ASC, and cleaved Caspase-1 protein in jejunal tissue in three groups
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临床研究发现，清解扶正方联合化疗药物治疗
晚期肠癌，能提高总有效率，改善免疫功能，缓解腹
泻、恶心呕吐等消化道不良反应［7，17］。课题组前期研
究证实 QFG 可以抑制大肠癌细胞增殖和促进大肠
癌细胞凋亡［18］、抑制大肠癌血管和淋巴管新生［19-20］。
进一步研究发现，在 5-FU 诱导的 CT-26 荷瘤小鼠
肠黏膜炎模型中，QFG 通过抑制空肠组织凋亡，减
少空肠组织炎性细胞的浸润，减轻 5-FU 所致的腹
泻和肠黏膜炎，但作用机制还未明确［10］。本研究在
前期研究的基础上，进一步证实了QFG可以减少 5-
FU所致的肠黏膜炎小鼠血清中促炎因子的释放，减
轻 5-FU 所致的腹泻和空肠组织病理损伤，并且改
善肠黏膜屏障损伤，但是在本实验周期内，由于
QFG 干预时间比较短，对 5-FU 所致的肠黏膜炎小
鼠体质量减轻还未有所改善，对 5-FU抑制瘤体生长
也未出现协同效应但不影响5-FU的治疗效果。

5-FU所致的肠黏膜炎的机制错综复杂，其中炎
症介质引发的炎症级联反应是 5-FU致肠黏膜炎的
重要机制［21］。化疗药物多具有细胞毒性，可引起肠
黏膜的免疫系统调节异常，使肠上皮细胞，黏膜固
有层中的免疫细胞分泌大量促炎性细胞因子，如
TNF-α、IL-1β、IL-6等，引发炎症级联反应，诱导肠
黏膜上皮细胞凋亡或坏死，绒毛变短、隐窝加深，进
一步引起炎性细胞浸润，造成肠黏膜溃疡形成，导

致吸收和消化面积减少，吸收功能减弱，出现腹泻。
同时炎症介质的释放破坏了肠黏膜上皮细胞之间
的紧密连接，肠黏膜通透性升高，肠黏膜机械屏障
功能受损，一些有害细菌或内毒素易位［22］。肠上皮
细胞间的紧密连接是肠黏膜机械屏障的重要组成
部分，是抵抗细菌、病毒侵袭及抗原入侵的第一道
防线。occludin、封闭蛋白（claudin）、连接黏附分子
（junctional adhesion molecule，JAM）、带状闭合蛋白
（zonula occludens，ZO）家族等被认为是评价肠黏膜
屏障通透性的重要指标［23］。当肠黏膜屏障受损，通
透性增加时，小肠黏膜上皮细胞中的二胺氧化酶
（diamine oxidise，DAO）、细菌发酵的代谢产物 D-乳
酸（D-Lactate，D-LA）以及内毒素（endotoxin，ET）就
从肠腔进入血液，因此临床实践以及基础研究中常
检测血清中DAO、D-LA以及ET水平来评估肠黏膜
屏障功能［24-25］。本研究结果表明，与 5-FU 组相比，
QFG可以减轻 5-FU所致的腹泻、减缓 5-FU化疗引
起的肠绒毛变短、隐窝深度增加及肠黏膜组织炎性
细胞浸润等空肠组织病理损伤，从而恢复肠道的吸
收、传递功能；减少血液中TNF-α、IL-1β、IL-6等促
炎细胞因子的分泌与释放，抑制炎症反应；降低血
液中 DAO、D-LA、ET 的含量，有效地减少了体内有
效细菌和内毒素的蓄积；增加空肠组织紧密连接蛋
白 ZO-1、Occludin mRNA 和蛋白表达水平，从而降
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图6　3组空肠组织中ZO-1、Occludin mRNA和蛋白的表达水平

Figure 6　Expression level of ZO-1, Occludin mRNA and protein in jejunum tissue in three groups

480



袁颖绯等：清解扶正颗粒调控Cathepsin B/NLRP3通路减轻大肠癌小鼠5-FU化疗性肠黏膜炎的机制研究

低肠黏膜的通透性，修复肠黏膜的屏障功能，缓解
肠黏膜损伤。

越来越多的研究证实，NLRP3炎症小体在维持
肠道内环境稳态及调节肠道免疫与炎性反应方面
发挥重要作用［26］。NLRP3 炎症小体是 NOD 样受体
（NOD-like receptor，NLR）家族中的重要成员，由核
心蛋白 NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白 ASC（apopto⁃
sis-associated speck-like protein，ASC）作为接头蛋
白以及效应蛋白 Caspase-1 组成，广泛分布于肠黏
膜上皮细胞以及浸润的巨噬细胞、树突状细胞及中
性粒细胞中，是系列炎症和免疫反应的核心要素［27］。
当NLRP3炎症小体受到刺激活化后，pro-Caspase-1
从复合物中裂解，自剪切成活化形式，活化的 Cas⁃
pase-1 将无活性的 pro-IL-1β 和 pro-IL-18 裂解为
成熟体释放到胞外，加剧炎症反应［12］。目前研究发
现 NLRP3 炎症小体参与了化疗性肠黏膜炎的发生
与发展，在调节肠道炎性反应方面发挥重要作用。
NAKATA 等［28］发现，在 5-FU 诱导的肠黏膜炎小鼠
模型中，NLRP3和 IL-1β mRNA的表达增加，cleaved 
Caspased-1和成熟 IL-1β蛋白表达升高。本研究结
果显示，与对照组相比，5-FU 组 NLRP3、ASC、
cleaved Caspased-1蛋白表达显著增加，促炎细胞因
子 IL-1β 的表达亦相应显著增加，说明在 5-FU 化

疗所致的肠黏膜损伤中，NLRP3 炎症小体参与了
Caspase-1的活化及 IL-1β的分泌。QFG干预后，可
显著下调 5-FU所致的肠黏膜损伤小鼠空肠组织中
NLRP3、ASC、cleaved Caspased-1 蛋白的表达，减少
促炎细胞因子 IL-1β 的分泌，提示 QFG 可能通过

NLRP3炎症小体通路减少促炎细胞因子的释放，减
轻大肠癌小鼠5-FU所致的肠黏膜炎。

NLRP3 小体的激活被认为与细胞溶酶体破裂
导致 Cathepsin B 释放有关［29］。Cathepsin B 是广泛
分布于多种组织细胞溶酶体中的一种重要的半胱
氨酸蛋白水解酶，通过调控细胞凋亡与炎性反应干

预肿瘤等多种疾病的发生与发展［30］。已有报道细
胞吞噬某些颗粒物质或晶体类，如MSU、二氧化硅、
石棉等，可导致溶酶体损伤或破裂，Cathepsin B被释
放到胞质，与 NLRP3小体相互作用，激活 NLRP3炎
症小体［31］。WANG 等［32］研究发现 Cathepsin B 通过

激活 NLRP3 炎性小体，促进 Caspase-1 诱导的细胞
焦亡而加重急性胰腺炎。BRUCHARD 等［13］学者研
究发现，5-FU可以促进大肠癌患者髓样抑制性细胞
（myetoid derived suppress ceils，MDSCs）溶酶体释放
组织蛋白酶B，通过与NLRP3的 LRR结构域相互作

用，直接激活 NLRP3炎症小体，导致 IL-1β分泌，提

示 5-FU 导致溶酶体损伤后 Cathepsin B 的释放是

NLRP3 炎症小体激活的重要作用机制。本研究结

果显示大肠癌小鼠给予 5-FU 后，空肠组织 Cathep⁃
sin B 蛋白表达显著增加，QFG 干预后，空肠组织中

Cathepsin B蛋白表达显著减少，提示QFG有可能通

过抑制Cathepsin B的表达，进而抑制NLRP3炎症小

体的活化，从而发挥减轻化疗性肠黏膜炎的作用。

综上所述，QFG 对大肠癌小鼠 5-FU 化疗所致

的肠黏膜炎有显著的改善作用，其作用机制可能与

抑制Cathepsin B/NLRP3信号通路，减少促炎细胞因

子的释放，减轻肠黏膜炎症反应，修复肠黏膜屏障

损伤有关。后续将在本实验的基础上通过人肠上

皮细胞 HIEC-6，应用 NLRP3 激活剂进一步研究

QFG对Cathepsin B/NLRP3通路的具体作用机制，挖

掘关键的作用靶点，为临床运用QFG治疗大肠癌患

者5-FU化疗所致的肠黏膜炎提供实验依据。
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