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葶苈大枣泻肺汤通过 Caspase-1 诱导 A549 细胞
焦亡与凋亡的机制
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［摘要］ 目的：探讨葶苈大枣泻肺汤诱导 A549 细胞焦亡和凋亡的机制。方法：将 A549 细胞随机分为空白组、葶苈大枣泻

肺汤低、中、高质量浓度组（中药低、中、高质量浓度组），中药低、中、高质量浓度组分别以葶苈大枣泻肺汤 20、40、60 mg·L-1处

理，空白组以等体积培养液处理。药物作用 48 h 后，划痕实验检测细胞迁移能力，流式细胞仪检测细胞凋亡，蛋白免疫印迹法

（Western blot）检测半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1（Caspase-1）、NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）、消皮素 D（GSDMD）、细胞凋亡抑制

因子（Survivin）蛋白及核转录因子-κB（NF-κB）通路蛋白相对表达量，DCFH-DA 荧光探针法检测细胞内活性氧（ROS）水平，酶

联免疫吸附测定法（ELISA）检测细胞上清液肿瘤坏死因子-β（TNF-β）和白细胞介素-1β（IL-1β）含量。结果：与空白组比较，中

药低、中、高质量浓度组细胞划痕愈合率明显降低，细胞凋亡率明显增加，Survivin 蛋白相对表达量明显降低，Caspase-1、

GSDMD、NLRP3 相对表达量明显增加，ROS 和 NF-κB 磷酸化水平明显上升，细胞上清液 TNF-β和 IL-1β含量明显增加（P<

0.05）；与中药低质量浓度组比较，中药中、高质量浓度组细胞划痕愈合率明显降低，细胞凋亡率明显增加，Survivin 蛋白相对表

达量明显降低，Caspase-1、GSDMD、NLRP3 相对表达量明显增加，ROS 和 NF-κB 磷酸化水平明显上升，细胞上清液 TNF-β和

IL-1β含量明显增加（P<0.05）；与中药中质量浓度组比较，中药高质量浓度组细胞划痕愈合率明显降低，细胞凋亡率明显增加，

Survivin 蛋白相对表达量明显降低，Caspase-1、GSDMD、NLRP3 相对表达量明显增加，ROS 和 NF-κB 磷酸化水平明显上升，细

胞上清液 TNF-β和 IL-1β含量明显增加（P<0.05）。结论：葶苈大枣泻肺汤可提高 NLRP3 蛋白表达，抑制 Survivin 蛋白表达，促

进 A549 细胞凋亡；同时，可激活 NF-κB 通路和 ROS 系统，上调细胞焦亡因子 Caspase-1，GSDMD 的表达，介导 A549 细胞焦亡。
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［［Abstract］］ Objective：：To explore the mechanism of coking death and apoptosis of A549 cells induced

by Tingli Dazao Xiefeitang. Method：： A549 cells were randomized into blank group， traditional Chinese

medicine（TCM）low，medium，and high concentration groups，which were treated with 20，40，60 mg·L-1

Tingli Dazao Xiefeitang，and TCM low，medium，and high concentration groups，respectively，and blank

group was treated with equal volume culture medium. After 48 h of treatment，cell migration was detected by

scratch assay and cell apoptosis was detected by flow cytometry. The relative expression levels of cysteine
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aspartate protease-1（Caspase-1），NOD-like receptor protein 3（NLRP3），dermoderin D（GSDMD），Survivin

protein and nuclear transcription factor -κB（NF-κB）pathway proteins were detected by Western blot. The levels

of intracellular reactive oxygen species（ROS）were determined by DCFH-DA fluorescence probe，and the

contents of tumor necrosis factor - β（TNF- β）and interleukin-1β（IL-1β）in supernatant were determined by

enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. Result：：Compared with blank group，the scratch healing rate，

apoptosis rate， relative expression of Survivin protein，Caspase-1，GSDMD，NLRP3，ROS and NF- κB

phosphorylation levels were significantly increased in low，medium and high concentration groups. The contents

of TNF-β and IL-1β in supernatant were significantly increased（P<0.05）. Compared with the low concentration

group，the scratch healing rate，apoptosis rate，Survivin protein relative expression，Caspase-1，GSDMD，

NLRP3 relative expression，ROS and NF-κB phosphorylation levels were significantly increased in the medium

and high concentration groups. The contents of TNF-β and IL-1β in supernatant were significantly increased（P<

0.05）. Compared with the TCM group， the scratch healing rate，apoptosis rate，Survivin protein relative

expression，Caspase-1，GSDMD，NLRP3 relative expression，ROS and NF- κB phosphorylation levels were

significantly increased in the high concentration group. The contents of TNF- β and IL-1β in supernatant were

significantly increased （P<0.05）. Conclusion：： Tingli Dazao Xiefeitang can improve NLRP3 protein

expression，inhibit Survivin protein expression and promote apoptosis of A549 cells. At the same time，it can

activate NF- κB pathway and ROS system，up-regulate the expression of Caspase-1 and GSDMD，mediate

scortosis of A549 cells.

［［Keywords］］ non-small cell lung cancer；Tingli Dazao Xiefeitang；cysteinyl aspartate-specific proteinase-

1（Caspase-1）；cell pyrolysis；cell apoptosis

肺癌为我国居民常见恶性肿瘤和主要恶性肿

瘤死因［1］。非小细胞肺癌（NSCLC）约占肺癌的

85% 左右，由于早期诊断率较低，导致患者预后多

不良，且大多数在确诊 5 年内死亡。除根治术外，化

疗为 NSCLC 常用治疗手段。但临床实践发现，即

使是第 3 代化疗药物应用于 NSCLC 患者中的有效

率也只有 30% 左右，相较于小细胞癌，NSCLC 对化

疗药物敏感性较低。有研究表示，中药汤剂在提高

NSCLC 化疗敏感性中具有一定的价值，可以一定程

度上延长 NSCLC 患者生存时间［2-3］。葶苈大枣泻肺

汤常用于治疗胸胁胀满，擅泻肺气，通利小便，现代

药理学研究表明，葶苈大枣泻肺汤中富含槲皮素、

β-谷固醇、豆固醇、山奈酚等物质，可促进细胞凋亡，

发挥抗肿瘤作用［4］。细胞焦亡在先天免疫反应中具

有一定作用，焦亡的主要过程为细胞不断胀大至致

细胞膜破裂，细胞内容物释放，同时激活炎症反应，

共同参与细胞程序性死亡，故细胞焦亡又被称之为

炎症坏死［5］。相关研究发现细胞焦亡在肿瘤的发生

及治疗中发挥重要作用；其中正常细胞受到刺激发

生焦亡的过程中释放大量炎性因子，形成炎性微环

境导致正常细胞转化为肿瘤细胞；因此，诱导肿瘤

细胞发生焦亡可以抑制肿瘤的发生和发展。徐飞

等［6］研究发现分析焦亡的分子调节机制可以为肺癌

的治疗提供潜在的作用靶点。金磊等［7］研究发现荜

拔酰胺通过促进 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）相关 X 蛋白

（Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -1（Caspase-1）的
表达并抑制凋亡蛋白 Bcl-2 的表达从而诱导肺癌细

胞凋亡和焦亡。

Caspase 是细胞凋亡过程起促凋亡作用的关键

介质，有研究表明，Caspase-1 不仅在细胞凋亡中发

挥 重 要 作 用 ，还 可 诱 导 细 胞 焦 亡［8］。 消 皮 素 D

（GSDMD）为细胞焦亡相关蛋白，激活后可诱导细

胞凋亡向细胞焦亡发展，或直接进入细胞焦亡，进

而增加化疗药物对肿瘤细胞杀伤作用［9］。研究发

现 ，Caspase-1 可 通 过 激 活 GSDMD，介 导 细 胞 焦

亡［10］。同时在 GSDMD 缺陷细胞中，Caspase-1 可通

过调控促凋亡蛋白 Bid 表达，诱导细胞凋亡［11］。

NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）可与 Caspase-1 结合形

成 NLRP3 炎性小体，促进炎症因子释放，从而参与

Caspase-1 介 导 细 胞 程 序 性 坏 死 。 其 中 活 性 氧

（ROS）介导的核转录因子 -κB（NF-κB）通路被认为

是 NLRP3 炎性小体的重要触发因子［12-13］。近年研

究发现，通过诱导 Caspase-1 介导的肿瘤细胞焦亡，

可明显提高肿瘤细胞对化疗的敏感性［14］。但关于

中药汤剂对于肿瘤细胞焦亡的影响机制研究并不

多见。A549 细胞作为人肺泡腺癌基底上皮细胞，体
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外培养时单层贴壁生长，在肺癌体外实验研究中较

为常用。因此，本研究通过分析葶苈大枣泻肺汤诱

导 A549 细胞焦亡与凋亡的可能机制，为葶苈大枣

泻肺汤在治疗 NSCLC 方面提供理论基础。

1 材料

1.1 药物 葶苈大枣泻肺汤［15］：组方为葶苈子 15 g

（安 徽 ，批 号 191201746）、大 枣 10 g（山 东 ，批 号

200816647）、紫苏子 8 g（四川，批号 190925413）、炒
莱菔子 8 g（安徽，批号 200314157）、白芥子 8 g（安

徽 ，批 号 201108276）、桂 枝 5 g（ 贵 州 ，批 号

190623546）、茯苓 5 g（安徽，批号 191216791）、车前

子 5 g（安徽，批号 200607451）、丹参 5 g（山东，批号

200110548）、桃仁 5 g（安徽，批号 190726397），均由

河北省中医院药剂科提供，所有饮片均经河北省中

医院药学部程杰主任药师鉴定。取 7 份药材，用蒸

馏水浸泡 40 min，保留浸泡液体，再加入 7 倍蒸馏水

一煎，沸水煎 40 min，过滤；加入 6 倍蒸馏水二煎，沸

水煎煮 30 min，过滤；将 2 次煎煮滤液混合，干燥后

以 1∶1 浓缩，装至广口试剂瓶，4 ℃保存备用。高效

液相色谱法对葶苈大枣泻肺汤进行质控检测：精密

称取腺苷对照品，加 10% 甲醛制成 35 mg·L-1的溶液

（对照品溶液）；将 6 瓶葶苈大枣泻肺汤混匀后吸取

25 mL，加三氯甲烷振摇提取 2 次，每次 10 mL，弃去

三氯甲烷，蒸干，加 10% 甲醛溶解，定量转移至 5 mL

量瓶中，加 10% 甲醛稀释摇匀后过滤得供试品溶

液；分别精密吸取对照品溶液和供试品溶液 10 μL，

注入液相色谱仪测定，本品每 10 mL 含葶苈大枣汤

以腺苷计，不得少于 0.025 mg。

1.2 试剂 7-AAD 染液（上海翊圣生物科技有限公

司，批号 HB170616）；细胞 ROS 分析试剂盒（北京百

奥莱博科技有限公司，批号 110251）；BCA 蛋白定量

试剂盒（美国赛默飞世尔公司，批号 23227）；兔抗人

Caspase-1、NLRP3、GSDMD、NF-κB、细胞凋亡抑制

因子（Survivin）、β-肌动蛋白（β-actin）、辣根过氧化

物酶（HRP）标记二抗（美国 Abcam 公司，批号分别

为 207802、263899、210070、207297、76424、197345、

150077）；ECL 化学发光法检测试剂盒（上海信帆生

物科技有限公司，批号 1052050）；肿瘤坏死因子 -β

（TNF-β）、白细胞介素 -1β（IL-1β）（深圳市科润达生

物工程有限公司，批号分别为 2016232、123562）。
1.3 仪器 203000 型激光共聚焦扫描显微镜（日本

Olympus公司）；11096 型酶标仪（南京德铁实验设备

有限公司）；CytoFLEX LX 型流式细胞仪（美国贝克

曼库尔特公司）；Agilent1120 型液相色谱仪（盐城庆

盛实验室装备有限公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 人非小细胞肺癌 A549 细胞，购自

上海盖宁生物科技有限公司，置于含细胞悬液冻存

管中，37 ℃水浴迅速摇晃解冻；加入含 10% 胎牛血

清和 1% 青霉素的 RPMI-1640 培养基，1 000 r·min-1

离心 5 min（离心半径 5 cm），弃上清，加新培养基，

吹打均匀，37 ℃，5% CO2 培养箱过夜；细胞密度达

80% 时，弃上清液，磷酸盐缓冲液（PBS）洗 2 次；加
入胰蛋白酶消化 2 min，显微镜下观察；细胞大部分

变圆并脱落时，加入完全培养基，轻轻吹打细胞层；
1 000 r·min-1离心 5 min（离心半径 5 cm），弃上清；加
培养液，将细胞悬液按 1∶2 分装至含新培养基的培

养瓶内，37 ℃，5% CO2培养箱内培养；10 次传代，台

盼蓝染色法和相对比显微镜法测定活细胞计数，细

胞融合度达到 70%~80% 换无血清的培养基同步化

24 h，冻存。

2.2 药物处理 取对数生长期细胞，随机分为空白

组、葶苈大枣泻肺汤低、中、高质量浓度组（中药低、

中、高质量浓度组），中药各质量浓度组分别加入葶

苈大枣泻肺汤 20，40，60 mg·L-1，空白组以等体积培

养液处理，37 ℃，5% CO2培养箱内培养。

2.3 划痕实验检测细胞迁移能力 药物作用 48 h

后取细胞，胰蛋白酶消化细胞，制备 1×105 个/mL 细

胞悬液；接种于 6 孔板，37 ℃过夜孵育；弃去旧培养

基，用干净的 200 μL 枪头垂直于板底部划痕，每孔

至少穿过 6 条横线；PBS 冲洗，去除划下细胞；加入

无血清培养基，37 ℃，5% CO2 培养；于 0 h 时，倒置

显微镜拍照并测量划痕面积，标记为 T0；后继续培

养 24 h，再次倒置显微镜拍照并测量划痕面积，标记

为 T1；实验重复 3 次，划痕愈合率=（T0 时划痕面积-

T1 时划痕面积）/T0 时划痕面积×100%。

2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡 药物作用 48 h 后

取细胞，含 EDTA 的 0.25% 胰酶 37 ℃消化 1~3 min；
PBS 洗涤细胞后，2 000 r·min-1离心 5 min（离心半径

6 cm），收集 1×105 个细胞于离心管中；加入 Binding

buffer 500 μL 悬浮细胞，加入 Annexin V-PE 1 μL 混

匀；室温、避光、反应 15 min；加入 7-AAD 染液 5 μL，

混匀；室温、避光、反应 15 min；1 h 内用流式细胞仪

检测，每个样本实验重复 3 次取平均值；凋亡率=（早

期凋亡细胞数+晚期凋亡细胞数）/总细胞数×100%。

2.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测各蛋白表

达 药物作用 48 h 后取细胞，弃上层培养液，滴加

胰蛋白酶消化 1 h，BCA 法进行蛋白定量分析；PBS
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重悬细胞，取蛋白样品 20 μg 进行琼脂糖凝胶电泳，

后转至 PVDF 膜；膜封闭液作用 30 min~1 h，滴加稀

释后的兔抗人 Caspase-1 抗体（1∶2 000），NLRP3 抗

体（1∶2 000），GSDMD 抗体（1∶2 000），NF-κB 抗体

（1∶2 000），Survivin 抗体（1∶2 000），内参 β-actin（1∶

1 000），4 ℃孵育过夜；PBST 溶液清洗，滴加 HRP 标

记的二抗，室温孵育 1~2 h；ECL 化学发光法曝光显

影，凝胶成像系统采集条带图像信息，Image Pro

Plus软件定量分析蛋白相对表达量。

2.6 DCFH-DA 荧光探针法检测细胞内 ROS 水平

药物作用 48 h 后取细胞，弃上层培养液，PBS 冲洗

3 次，每次 5 min；按照试剂盒说明书，激光共聚焦扫

描显微镜测定激发波长 488 nm、吸收波长 590 nm 处

的吸光度 A；实验重复 3 次，A 越强提示细胞内 ROS

水平越高。

2.7 酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测细胞上清

液 TNF-β和 IL-1β含量 药物作用 48 h 后取细胞，

弃旧培养基，PBS 冲洗 3 次，每次 5 min；加入无血清

培养基，1 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径 5 cm），
吸取上清液；按照试剂盒说明书操作，采用 ELISA

检测细胞上清液 TNF-β和 IL-1β含量。

2.8 统计学处理 采用 SPSS 20.0 软件对数据进行

统计分析。符合正态分布的计量资料用 x̄± s 表示，

采用单因素方差分析，两两比较用 SNK-q 检验，P<

0.05 表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠 A549 细胞迁移的影响 与空白组比

较，中药低、中、高质量浓度组细胞划痕愈合率明显

降低（P<0.05）；与中药低质量浓度组比较，中药中、

高质量浓度组细胞划痕愈合率明显降低（P<0.05）；
与中药中质量浓度组比较，中药高质量浓度组细胞

划痕愈合率明显降低（P<0.05）。见图 1 和表 1。

3.2 对大鼠 A549 细胞凋亡的影响 与空白组比

较，中药低、中、高质量浓度组细胞凋亡率明显增

加，Survivin 蛋白相对表达量明显降低（P<0.05）；与
中药低质量浓度组比较，中药中、高质量浓度组细

胞凋亡率明显增加，Survivin 蛋白相对表达量明显

降低（P<0.05）；与中药中质量浓度组比较，中药高质

量浓度组细胞凋亡率明显增加，Survivin 蛋白相对

表达量明显降低（P<0.05）。见图 2 和表 2。

3.3 对大鼠 A549 细胞 ROS 水平的影响 与空白组

比较，中药低、中、高质量浓度组细胞 ROS 水平明显

上升（P<0.05）；与中药低质量浓度组比较，中药中、

高质量浓度组细胞 ROS 水平明显上升（P<0.05）；与

注：A. 空白组；B. 中药低质量浓度组；C. 中药中质量浓度组；D. 中药高质量浓度组（图 2-图 5 同）
图 1 葶苈大枣泻肺汤对大鼠 A549细胞迁移的影响（倒置显微镜，×400）
Fig. 1 Effect of Tingli Dazhao Xiefeitang on migration of rat A549 cells（invert microscope，×400）
表 1 葶苈大枣泻肺汤对大鼠 A549细胞迁移的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of Tingli Dazhao Xiefeitang on migration of rat

A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

中药低质量浓度组

中药中质量浓度组

中药高质量浓度组

质量浓度

/mg·L-1

20

40

60

细胞划痕愈合率/%

82.44±4.51

62.34±4.381）

42.51±4.531，2）

33.25±4.421，2，3）

注：与空白组比较 1）P<0.05，与中药低质量浓度组比较 2）P<

0.05，与中药中质量浓度组比较 3）P<0.05（表 2-表 7 同） 图 2 A549细胞 Survivin蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of survivin protein expression in A549 cells
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中药中质量浓度组比较，中药高质量浓度组细胞

ROS 水平明显上升（P<0.05）。见表 3。

3.4 对大鼠 A549 细胞 NF-κB 通路蛋白表达的影

响 与空白组比较，中药低、中、高质量浓度组细胞

NF-κB 磷酸化水平明显上升（P<0.05）；与中药低质

量浓度组比较，中药中、高质量浓度组细胞 NF-κB

磷酸化水平明显上升（P<0.05）；与中药中质量浓度

组比较，中药高质量浓度组细胞 NF-κB 磷酸化水平

明显上升（P<0.05）。见图 3 和表 4。

3.5 对大鼠 A549 细胞 Caspase-1 和 GSDMD 蛋白表

达的影响 与空白组比较，中药低、中、高质量浓度

组细胞 Caspase-1 和 GSDMD 蛋白相对表达量明显

增加（P<0.05）；与中药低质量浓度组比较，中药中、

高质量浓度组细胞 Caspase-1 和 GSDMD 蛋白相对

表达量明显增加（P<0.05）；与中药中质量浓度组比

较，中药高质量浓度组细胞 Caspase-1 和 GSDMD 蛋

白相对表达量明显增加（P<0.05）。见图 4 和表 5。

3.6 对 大 鼠 A549 细 胞 NLRP3 蛋 白 表 达 的 影 响

与空白组比较，中药低、中、高质量浓度组细胞

NLRP3 相对表达量明显增加（P<0.05）；与中药低质

量浓度组比较，中药中、高质量浓度组细胞 NLRP3

相对表达量明显增加（P<0.05）；与中药中质量浓度

组比较，中药高质量浓度组细胞 NLRP3 相对表达量

图 4 A549细胞 Caspase-1和 GSDMD蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of of Caspase-1 and GSDMD protein

expression in A549 cells

表 4 葶苈大枣泻肺汤对 A549 细胞 NF-κB 通路蛋白表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Tingli Dazao Xiefeitang on NF- κB pathway

protein expression of A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

中药低质量浓度组

中药中质量浓度组

中药高质量浓度组

质量浓度

/mg·L-1

20

40

60

NF-κB

/β-actin

1.27±0.02

1.32±0.031）

1.33±0.021）

1.34±0.011）

p-NF-κB

/β-actin

0.23±0.03

0.43±0.051）

0.57±0.041，2）

0.65±0.051，2，3）

表 2 葶苈大枣泻肺汤对 A549细胞凋亡的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Tingli Dazao Xiefeitang on apoptosis of A549

cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

中 药 低 质 量 浓

度组

中 药 中 质 量 浓

度组

中 药 高 质 量 浓

度组

质量浓度

/mg·L-1

20

40

60

细胞凋亡率

/%

23.69±4.68

50.25±6.181）

62.45±6.231，2）

65.89±6.421，2，3）

Survivin 蛋白

相对表达量

0.99±0.08

0.74±0.121）

0.62±0.081，2）

0.51±0.111，2，3）

图 3 A549细胞 NF-κB通路蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of NF-κB pathway protein of A549 cells

表 3 葶苈大枣泻肺汤对 A549细胞 ROS水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Tingli Dazao Xiefeitang on ROS level of A549

cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

中药低质量浓度组

中药中质量浓度组

中药高质量浓度组

质量浓度/mg·L-1

20

40

60

吸光度 A

42.69±5.32

58.48±5.361）

73.14±5.451，2）

87.39±5.511，2，3）

表 5 葶苈大枣泻肺汤对 A549细胞 Caspase-1和 GSDMD 表达的影

响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Tingli Dazao Xiefeitang on expression of

Caspase-1 and GSDMD in A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

中 药 低 质 量 浓

度组

中 药 中 质 量 浓

度组

中 药 高 质 量 浓

度组

质量浓度

/mg·L-1

20

40

60

Caspase-1

/β-actin

0.15±0.03

0.33±0.051）

0.58±0.041，2）

0.89±0.061，2，3）

GSDMD

/β-actin

9.81±2.32

15.98±2.341）

26.78±2.431，2）

43.15±2.381，2，3）
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明显增加（P<0.05）。见图 5 和表 6。

3.7 对大鼠 A549 胞炎性因子分泌的影响 与空白

组比较，中药低、中、高质量浓度组细胞上清液

TNF-β和 IL-1β含量明显增加（P<0.05）；与中药低质

量浓度组比较，中药中、高质量浓度组细胞上清液

TNF-β和 IL-1β含量明显增加（P<0.05）；与中药中质

量浓度组比较 ，中药高质量浓度组细胞上清液

TNF-β和 IL-1β含量明显增加（P<0.05）。见表 7。

4 讨论

由于早期诊断率较低，大部分 NSCLC 患者确

诊时已处于中晚期，根治术后 1 年生存率仅有 40%

左右［16］。因此，以化疗为主的非手术方法成为中晚

期 NSCLC 患者主要选择。临床实践发现，相对于

小细胞癌，NSCLC 患者对化疗敏感性并不高，且受

多因素影响［17］。细胞凋亡与化疗敏感性具有一定

关联。研究表明，通过促进细胞凋亡可明显增加肺

癌耐药细胞株的化疗敏感性［18］。古往至今，中医在

癌症治疗中发挥重要作用。研究表明，中医药不仅

可防治化疗引起的骨髓抑制，一定程度上还可提高

化疗药物效果［19］。

葶苈大枣泻肺汤出自《金匮要略》，主治痰涎壅

盛、咳喘胸满。方中葶苈子具有泻肺平喘、利水消

肿功效，为君药；佐以大枣和中扶正，缓解药力；加
以紫苏子、炒莱菔子、白芥子，起祛痰、降气和平喘

之效；桂枝、茯苓、丹参、桃仁具有调和气血、改善机

体免疫功能作用［20］；车前子具有清热化痰功效，现

代药理研究表明，其具有明显的抗炎作用［21］；诸药

合用，共奏泻肺行水之功效。有研究将葶苈大枣泻

肺汤用于肺脓肿治疗中发现，其可明显降低患者血

清促炎因子水平，改善血气和肺功能作用［22］。李枋

霏等［23］将其应用于晚期肺癌合并恶性胸腔积液患

者治疗中发现，可改善患者免疫功能，并在一定程

度上提高临床疗效。葶苈大枣泻肺汤主要包含槲

皮素、β-谷固醇、豆固醇、山柰酚等活性成分。研究

表明 ，槲皮素可呈浓度依赖性诱导获得性耐药

NSCLC 细胞凋亡，从而发挥较强的抗肿瘤作用［24］；
β -谷固醇可通过 ROS 介导的线粒体失调，上调

Caspase-3 和 Caspase-9 表达，诱导 NSCLC 细胞凋

亡［25］；豆甾醇可通过激活内质网线粒体轴、刺激

ROS 产生等，抑制人卵巢癌细胞迁移和血管生成，

并诱导细胞凋亡［26］；山柰酚可抑制 A549 细胞增殖

和迁移［27］。近年研究发现，相较于细胞凋亡，细胞

焦亡可能发生更快，并伴有大量促炎症细胞因子释

放，有可能成为抗肿瘤治疗新切入点［28］。而葶苈大

枣泻肺汤对 NSCLC 细胞凋亡和焦亡的影响及其机

制，目前国内外均研究较少且尚未完全明确。

细胞凋亡被称之为程序性细胞死亡，而细胞焦

亡被定义为程序性死亡，细胞凋亡是由 Caspases 的

蛋白酶引起的，细胞焦亡是由于 GSDMD 蛋白被

Caspase-1 水解引起的，说明 Caspase-1 可在不同的

情况下诱导细胞凋亡及焦亡，而增加癌细胞凋亡及

焦亡，在控制癌症发展，延长患者生存时间中具有

重要作用。Survivin 蛋白是凋亡抑制蛋白家族中分

子质量最小的成员，具有抗凋亡作用，能通过多条

信号通路干扰细胞凋亡进程，促进肿瘤传播，同时

给予肿瘤细胞治疗逃避特性［29］。

本研究以不同浓度葶苈大枣泻肺汤处理 A549

细胞发现，与空白组比较，葶苈大枣泻肺汤处理后

表 6 葶苈大枣泻肺汤对 A549细胞 NLRP3表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of Tingli Dazao Xiefeitang on NLRP3 expression

in A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

中药低质量浓度组

中药中质量浓度组

中药高质量浓度组

质量浓度

/mg·L-1

20

40

60

NLRP3

/β-actin

0.17±0.04

0.46±0.051）

0.59±0.061，2）

0.97±0.081，2，3）

图 5 A549细胞 NLRP3蛋白表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of NLRP3 protein expression in A549 cells

表 7 葶苈大枣泻肺汤对 A549 细胞炎性因子分泌的影响（x̄± s，

n=3）

Table 7 Effect of Tingli Dazhao Xiefeitang on secretion of

inflammatory factors in A549 cells（x̄± s，n=3） ng·L-1

组别

空白组

中药低质量浓

度组

中药中质量浓

度组

中药高质量浓

度组

质量浓度

/mg·L-1

20

40

60

TNF-β

78.31±16.69

144.82±18.451）

213.48±21.671，2）

366.59±23.361，2，3）

IL-1β

62.87±16.54

96.38±17.211）

161.27±19.421，2）

233.15±18.481，2，3）
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细胞划痕愈合率明显降低，细胞凋亡率明显增加，

Survivin 蛋白相对表达量明显降低，且作用呈浓度

依赖性，且葶苈大枣泻肺汤对正常细胞并不会产生

影响。以上研究结果提示葶苈大枣泻肺汤可抑制

A549 细胞迁移，诱导细胞凋亡，有可能成为 NSCLC

患者辅助治疗药物。氧化应激是导致细胞凋亡重

要因素之一。既往研究表明，NF-κB 通路激活后可

以增加细胞内 ROS 水平，可促进氧化应激，进一步

诱导 NSCLC 细胞凋亡［30-31］。本研究中，葶苈大枣泻

肺汤处理后，A549 细胞 NF-κB 磷酸化水平明显上

升，表明葶苈大枣泻肺汤可使原本处于静息状态的

NF-κB 持续激活，促进细胞内氧化应激和免疫应答

的发生 ，促进细胞凋亡。既往报道豆蔻素通过

NF-κB 信号通路诱导 ROS 介导的鼻咽癌细胞 G2/M

期阻滞和凋亡［32］。本研究中 NF-κB 的持续激活可

促进 A549 细胞 ROS 水平上升，加速细胞凋亡。提

示葶苈大枣泻肺汤通过促进 NF-κB 表达诱导 ROS

介导的细胞凋亡，但其具体机制需在今后的研究中

加以关注。Caspase-1 属于 Caspaes 家族，能通过激

活白活化的细胞因子受体激活炎症，在很长一段时

间内，细胞焦亡被看做为 Caspase 所介导的细胞死

亡过程。NLRP3 为炎症反应中重要的传感蛋白之

一，NLRP3 激活后可触下游一系列的炎症反应，让

胞内无活性的 IL-1β前体转变为成熟的 IL-1β，分泌

大量的 TNF-β，导致炎症级联扩增。本研究结果显

示，葶苈大枣泻肺汤处理后，A549 细胞 Caspase-1 和

NLRP3 相对表达明显增加，以上结果提示，葶苈大

枣泻肺汤不仅可诱导细胞凋亡，还可增加 Caspase-1

介导的细胞焦亡相关因子，在各种肺癌细胞株及组

织标本中普遍表达，可诱导细胞焦亡，从而起到抑

癌作用［33］。GSDMD 在 A549 细胞中有表达，本研究

发现，葶苈大枣泻肺汤处理后，A549 细胞 GSDMD

相对表达量明显增加，表明葶苈大枣泻肺汤可通过

提高 GSDMD 水平，引发细胞焦亡，进一步证实了葶

苈大枣泻肺汤在促进细胞焦亡的重要作用。既往

研究表明，通过增加 Caspase-1 介导的细胞焦亡，可

提高癌细胞化疗敏感性［34］。故葶苈大枣泻肺汤有

可能对提高 NSCLC 化疗敏感性具有一定作用，拟

在今后研究中进行分析。检测细胞上清液 TNF-β

和 IL-1β含量发现，与空白组比较，葶苈大枣泻肺汤

处理后细胞上清液 TNF-β和 IL-1β含量明显增加，

与既往研究显示的葶苈大枣泻肺汤具有抗炎作用

结果不一致，分析原因可能为葶苈大枣泻肺汤抗肿

瘤作用主要通过激活 NLRP3 炎性小体，进一步增加

细胞焦亡水平完成。

综上所述，葶苈大枣泻肺汤可提高 NLRP3 蛋白

表达，抑制 Survivin 蛋白表达，促进 A549 细胞凋亡；
同时，可激活 NF-κB 通路和 ROS 系统，上调细胞焦

亡因子 Caspase-1、GSDMD 的表达，介导 A549 细胞

焦亡。本研究尚存在不足之处，未明确葶苈大枣泻

肺汤诱导 NSCLC 细胞焦亡和凋亡具体有效成分及

相关机制，拟在今后研究中进一步探讨。
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