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大柴胡汤通过调控 p38 MAPK/IL-6/STAT3 信号通路抑制
肝癌的作用机制

乔曦，许世豪，王宇炜，封冰，彭佩克，沈凯凯*

（上海中医药大学 基础医学院，上海 201203）

［摘要］ 目的：探讨大柴胡汤抗小鼠肝癌的体内外活性及潜在作用机制。方法：取对数生长期 Hepa1-6 细胞，培养 1、2、4、

8 d 后，用噻唑蓝（MTT）比色法、结晶紫染色法检测大柴胡汤（0、125、250、500、1 000 mg·L-1）对小鼠肝癌细胞（Hepa1-6）增殖活

性的影响。通过肝内注射 1×106个 Hepa1-6 细胞建立小鼠肝癌原位模型，随机分为空白组，模型组，大柴胡汤低、中、高剂量组

（0.21、0.625、1.875 g·kg-1），灌胃给药，每日 1 次；5-氟尿嘧啶（5-FU）组，（25 mg·kg-1）腹腔注射，隔日注射，连续给药 14 d 后处死

小鼠，取肝，用 4% 多聚甲醛（PFA）固定，苏木素-伊红（HE）染色检测大柴胡汤抑制肝癌的活性。运用中药系统药理学数据库和

分析平台（TCMSP）、Cytoscape3.7.2 软件、STRING 平台、DAVID 平台数据库对大柴胡汤和肝癌靶基因进行关键靶基因的筛选

及蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络构建、京都基因和基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。采用实时荧光定量聚合酶链

式反应（Real-time PCR）检测大柴胡汤对 Hepa1-6 细胞及小鼠肝脏中白细胞介素 -6（IL-6）mRNA 的影响。蛋白免疫印迹法

（Western blot）检测丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、信号转导与转录活化因子 3（STAT3）相关通路蛋白的表达。结果：MTT 比

色法、结晶紫染色结果显示，与空白组比较，大柴胡汤组（500、1 000 mg·L-1）第 4、8 天时能够显著性地抑制 Hepa1-6 细胞增殖

（P<0.05），呈浓度和时间依赖性；体内实验结果显示，大柴胡汤给药 14 d 后，与模型组比较，大柴胡汤组（1.875 g·kg-1）的肿瘤细

胞多呈高分化，异型不明显，坏死区少见。网络药理学结果显示大柴胡汤作用于肝癌的核心基因，以调控肝癌微环境为主如

IL-6、白细胞介素-1β（IL-1β），肿瘤坏死因子-α（TNF-α）等；信号通路以肝癌生长、分化、免疫和炎症为主，如 MAPK、STAT3 等。

在 Hepa1-6 细胞中，与空白组比较，大柴胡汤（1 000 mg·L-1）第 1、2、4、8 天能抑制 IL-6 mRNA 表达（P<0.05）。与模型组比较，大

柴胡汤组（0.625、1.875 g·kg-1）处理的小鼠肝脏中 IL-6 mRNA 表达下降（P<0.05）。体外实验显示，与空白组比较，大柴胡汤

（1 000 mg·L-1）第 4、8 天和大柴胡汤（500、1 000 mg·L-1）能够抑制 Hepa1-6 细胞中细胞外信号调节激酶（ERK1/2）、c-Jun 氨基末

端激酶（JNK）、p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）和 STAT3 的磷酸化表达（P<0.05），呈时间和浓度依赖性；体内实验结果

显示，与模型组比较，大柴胡汤组（0.625、1.875 g·kg-1）能显著性地抑制 p38 MAPK 和 STAT3 的磷酸化（P<0.05）。结论：大柴胡

汤通过调控 p38 MAPK/IL-6/STAT3 信号轴，从而达到抑制肝癌的活性。
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Chaihutang（DCHT）in treating hepatocellular carcinoma（HCC）in vitro and in vivo. Method：：We employed

methyl thiazolyl tetrazolium（MTT）assay and crystal violet staining to observe the proliferation of Hepa1-6 liver

cancer cells treated with DCHT at different doses（0，125，250，500，1 000 mg·L−1）for different time periods

（1，2，4，8 days）. The orthotopic liver cancer model was established by injection of 1×106 Hepa1-6 cells into

mouse，and then the model mice were randomly assigned into six groups：blank，model，DCHT（0.21，0.625，

1.875 g·kg−1， ig， qd）， and positive control（5-fluorouracil， 25 mg·kg−1， ip， qod）. After 14 days of

administration，the mice were sacrificed，and the liver samples were collected and fixed in 4% paraformaldehyde

for hematoxylin-eosin（HE）staining. The Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and

Analysis Platform（TCMSP），Cytoscape 3.7.2，STRING，and DAVID were used for the searching of the key

targets of DCHT in treating HCC，the construction of protein-protein interaction（PPI）network，and the Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathway enrichment. Quantitative real-time PCR was performed

to determine the mRNA level of interleukin-6（IL-6）in Hepa1-6 cells and liver tissue. Western blotting was

employed to measure the protein levels of the proteins involved in the mitogen-activated protein kinase（MAPK）
and signal transducers and activators of transcription 3（STAT3）signaling pathways. Result：： DCHT（500，

1 000 mg·L−1）treatment for 4 and 8 days inhibited the proliferation of Hepa1-6 cells in a dose- and time-

dependent manner（P<0.05）. The in vivo assay showed that DCHT（high dose，1.875 g·kg−1）treatment for

14 days led to high differentiation and unobvious heterogeneity of HCC cells and small necrotic area compared

with the model group. Network pharmacology analysis predicted that the potential targets of DCHT in the

treatment of HCC were mainly the inflammation cytokines such as IL-6，interleukin-1β（IL-1β），and tumor

necrosis factor-alpha（TNF- α）in HCC microenvironment. The potential signaling pathways involved in the

treatment were mainly associated with HCC growth and differentiation，including MAPK and STAT3 signaling

pathways. Compared with the blank group，DCHT（1 000 mg·L−1）treatment for 1，2，4，and 8 days down-

regulated the mRNA level of IL-6 in Hepa1-6 cells（P<0.05）. Similar results were observed in the livers of mice

treated with DCHT（0.625，1.875 g·kg−1）. The in vitro assay demonstrated that DCHT（1 000 mg·L−1）treatment

for 4 and 8 days and DCHT（500，1 000 mg·L−1）treatment inhibited the phosphorylation of extracellular signal-

regulated kinases 1/2（ERK1/2），c-Jun NH2-terminal kinase/stress-activated protein kinase（JNK），p38 MAPK，

and STAT3 in a dose- and time-dependent manner（P<0.05）. The in vivo assay showed that DCHT（0.625 and

1.875 g·kg−1）treatment only inhibited the phosphorylation of p38 MAPK and STAT3（P<0.05）. Conclusion：：

The present study indicates that DCHT can inhibit liver cancer cell proliferation by regulating p38 MAPK/IL-6/

STAT3 signaling pathway.

［［Keywords］］ hepatocellular carcinoma；Da Chaihutang；p38 mitogen-activated protein kinase（MAPK）；

interleukin-6（IL）-6；signal transducers and activators of transcription 3（STAT3）

肝癌（HCC）是全球六大流行癌症之一，其转移

和复发率高，预后较差，5 年总生存率仅为 18%［1］。

现代临床研究表明，肝癌对常规化疗药物、经动脉

化疗栓塞、酪氨酸激酶抑制剂、抗血管生成分子和

免疫检查点抑制剂的敏感性有限［2］，这极大地影响

了患者的预后与生活质量，故寻找更为安全、有效

的药物/复方具有十分重要的临床意义。现代研究

发现，多种信号通路参与肝癌的生长、转移与复发，

共同诱发肝癌前病变、诱发肝癌形成、促进肝癌发

生发展［3-6］；研究发现通过激活 c-Jun 氨基末端激酶

（JNK）、磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶（PI3K）/蛋 白 激 酶 B

（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路

可以促进细胞增殖、迁移和侵袭，抑制肝细胞癌的

细胞凋亡［3-4］；研究发现通过抑制 PI3K/Akt、大鼠肉

瘤蛋白（RAS）/丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）从而

减缓肝癌进展，减少预后不良［5-6］。本课题组在前期

研究中，收集了自秦汉至近代治疗原发性肝癌相关

的方剂 727 首，涉及医书 235 本，通过大数据分析，

结果显示，大柴胡汤为历代治疗肝癌主要方剂之

一［7］。大柴胡汤出自东汉时期张仲景所著的《伤寒

杂病论》，其方由柴胡半斤、黄芩三两、芍药三两、半

夏半升（洗）、生姜五两（切）、枳实四枚（炙）、大枣十
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二枚（擘）、大黄二两组成，具有和解少阳，内泻热结

的功效，为治疗少阳枢机不利兼阳明里热证之经

方。肝癌是体内癌毒与瘀血、痰饮等互结，阻碍脾

胃气机失调，肝胆疏泄功能失常所致。《黄帝内经·

素问·阴阳应象大论》曰：“其下者，引而竭之；中满

者，泻之于内。”大柴胡汤具有疏利肝胆之气，攻肠

胃之邪，破除瘀滞，痰积结气，以达阴平阳秘的稳

态。临床上，大柴胡汤通过攻肠胃之邪，疏肝胆之

气来治疗临床各期的肝癌患者，提高患者生存时间

和生活质量，能有效缓解肝癌晚期及肝动脉化疗栓

塞术（TACE）术后黄疸、发热、恶心、呕吐、肝区疼

痛、便秘等症状［8-11］，郝腾腾等［12］运用大柴胡汤加减

治疗肝癌相关病证，体现“肝病可利胆，胆病必疏

肝”的中医思想，但其具体作用机制仍需进一步阐

明。本研究旨在中医理论指导下，运用网络药理

学、细胞分子生物学等技术，从体内外探寻大柴胡

汤抗肝癌的活性及潜在作用机制，以期为临床运用

大柴胡汤抗肝癌提供理论依据。

1 材料

1.1 细 胞 株 小 鼠 肝 癌 细 胞 株 Hepa1-6，源 于

C57BL/6J 小鼠，购自于中国科学院细胞库，细胞目

录号 SCSP-512，稳定传至 3~4 代。

1.2 动物 C57BL/6J 小鼠，雄性，6~8 周龄，体质量

18~20 g，购自于上海斯莱克实验动物有限责任公

司，合格证号 SCXK（沪）2017-0005。所有小鼠均在

上海中医药大学动物实验中心，许可证号 SYXK

（沪）2014-0008，SPF 级屏障系统中饲养，温度湿度

适宜，饮食饮水自由。动物实验的开展已获上海中

医药大学实验动物福利与伦理委员会同意，伦理编

号为 PZSHUTCM210820003。

1.3 试剂及药品 DMEM 培养基、胎牛血清（美国

Gibco 公司，批号分别为 2318854、1009114），噻唑兰

（MTT，上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

081020201020），苏木素 -伊红（HE）染色剂（上海舜

百科技有限公司，批号 SBT10001-02），结晶紫染色

液（美国 Millipore 公司，批号 C0121），PrimeScript™
RT reagent Kit with gDNA Eraser、RNAiso Plus（日

本 Takara 公司，批号分别 AJF1730A、AL42064A），
Hieff􀳏 qPCR SYBR Green Master Mix（上海翊圣生

物科技有限公司，批号 H6004040），甘油醛 -3-磷酸

脱氢酶（GAPDH）、胞外信号调节激酶（ERK）1/2、磷

酸 化 ERK1/2（p-ERK1/2）、JNK、磷 酸 化 JNK

（p-JNK）、p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）、
磷酸化 p38 MAPK（p-p38 MAPK）、信号转导与转录

活化因子 3（STAT3）、磷酸化 STAT3（p-STAT3）兔单

克隆抗体、DyLight 800 标记的山羊抗兔免疫球蛋白

（Ig）G（H+L）二抗（美国 Cell Signaling Technology 公

司，批号分别为 2118、4695、4370、9258、4668、8690、

4511、12640、9145、5151），5-氟尿嘧啶（5-FU）注射液

（天津金耀氨基酸有限公司，批号 118010510），大柴

胡 汤 颗 粒 剂（日 本 津 制 药 Tsumura 公 司 ，批 号

R24711）［13］。

1.4 仪 器 Synergy 4 型 酶 标 仪（美 国 BioTek 公

司），QuantStudio 3 型实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）仪（美 国 ABI 公 司），NanoDrop

2000 型超微量分光光度计（美国 Thermo Scientific

公司），1658001 型垂直蛋白电泳仪、转膜仪（美国

Bio-Rad 公司），Odyssey 红外荧光扫描成像系统（美

国 Li-Cor公司）。
2 方法

2.1 药物制备 细胞实验：称取适量大柴胡汤颗粒

剂，按 10 g·L-1 加 DMEM 溶解，37 ℃混合 30 min，

1 200 g·min-1离心 15 min（离心半径 12 cm，下同）去
除不溶性成分，0.22 μm 针头式过滤器过滤除菌［14］。

动物实验：临床治疗 60 kg 患者，每日服用大柴

胡汤颗粒剂质量为 3.75 g，按照“人和小鼠等效剂

量”计算小鼠剂量并配制大柴胡汤颗粒剂溶液低、

中、高剂量组（0.21、0.625、1.875 g·kg-1），5-FU 组按

25 mg·kg-1用生理盐水稀释配置［15］。

2.2 MTT 比色法检测细胞增殖活性 取对数生长

期 Hepa1-6 细胞，将细胞制成细胞悬液接种于 96 孔

板（1×103个/孔），待细胞贴壁后，加入不同浓度大柴

胡汤（0、125、250、500、1 000 mg·L-1），0~8 d 后，加入

MTT（终质量浓度 500 mg·L-1）置于培养箱中反应

4 h，弃 培 养 基 ，每 孔 加 入 二 甲 基 亚 砜（DMSO）
100 μL 溶解，在 570 nm 处测定吸光度 A。细胞存活

率=（A 药物组−A 溶剂组）/（A 空白组−A 溶剂组）×100%。

2.3 结晶紫染色法检测细胞增殖 取对数生长期

Hepa1-6 细胞，接种于 24 孔板（3×103个/孔），待细胞

贴壁后，加入不同浓度大柴胡汤（0、125、250、500、

1 000 mg·L-1）继续培养，8 d 后弃培养基，用 4% 多聚

甲醛固定 20 min，磷酸盐缓冲液（PBS）洗 3 次，0.1%

结晶紫染色 30 min，用显微镜拍照记录。

2.4 原位肝癌动物模型实验 取对数生长期的细

胞，调整密度至 2×107个/mL。C57BL/6J小鼠开腹暴

露肝脏组织，用胰岛素注射器注射 50 μL 细胞悬液

于肝大叶（1×106 个/只）。造模成功后随机分为 6 组

（8 只/组），空白组和 HCC 模型组灌胃（ig）水，每日
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1 次（qd），大柴胡汤组（0.21、0.625、1.875 g·kg-1，ig，

qd），5-FU 组（25 mg·kg-1，腹腔注射，隔日 1 次）。
2.5 HE 染色观察病理改变 用 4% 多聚甲醛固定

肝组织，24 h 后换液，固定组织脱水、透明，样本浸蜡

包埋，石蜡包块切片，脱蜡处理，HE 染色，观察各组

小鼠肝细胞形态。

2.6 网络药理 利用中药系统药理学数据库和分

析平台（TCMSP）筛选大柴胡汤中 8 味中药（柴胡、

黄芩、白芍、半夏、大黄、枳实、生姜和大枣）的活性

成分，设置筛选条件为生物利用度（OB）≥30% 和类

药性（DL）≥0.18，收集大柴胡汤的活性成分，同时收

集活性成分对应的有效靶基因。以“hepatocellular

carcinoma”为检索词，在 GeneCards 数据库（https：//

www.genecards.org/）搜集原发性肝癌的相关靶基

因。运用 R 语言编程，取大柴胡汤中药预测靶基因

和原发性肝癌相关靶基因的交集，得到药物-疾病交

集靶基因即为大柴胡汤抗肝癌的预测靶基因。将

药物 -疾病交集靶基因导入 STRING（https：//string-

db.org/）平台进行蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）分
析，设置研究物种“Homo sapiens”，隐藏未关联节

点，其余参数保持默认设置，得到大柴胡汤抗肝癌

的 PPI 网络图。同时运用 R 语言编程分析 PPI 关键

靶基因，取邻接节点排名前 20 位的靶基因。利用

Cytoscape 3.7.2 软件，构建“疾病 -靶基因 -化学成分 -

药物”网络。将药物 -疾病交集靶基因输入 DAVID

数 据 库（https：//david. ncifcrf. gov/），设 置 物 种 为

“Homo sapiens”，选 择 修 正 靶 基 因 为 官 方 名 称

“official gene symbol”，设置 P<0.05。进行京都基因

与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。

2.7 Real-time PCR 检测相关 mRNA 表达 取对数

生长期 Hepa1-6 细胞消化传代，接种于 6 孔板（1×

105 个/孔），加入大柴胡汤（1 000 mg·L-1）继续培养，

8 d 后弃培养基，根据 RNAiso Plus 操作说明，提取

细胞总 RNA，相同方法提取动物样本总 RNA。每

个样品 RNA 质量浓度调至 500 mg·L-1 进行逆转录

反 应 ，按 gDNA eraser 1 μL，5×gDNA eraser buffer

2 μL，RNase free D H2O 5 μL，total RNA 2 μL 配成

体系，42 ℃作用 2 min；加入 PrimeScript RT enzyme

mixI 1 μL，5×primescript buffer2 4 μL，RT primer

mix 1 μL，RNase free D H2O 4 μL，37 ℃、15 min，

85 ℃、5 s，得到 cDNA。PCR 扩增条件为 95℃预变

性 5 min，1 个循环；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 20 s，

72 ℃延伸 20 s，40 个循环。用 Real-time PCR 仪读

取各样品 Ct，结果用 2-ΔΔCt 来表示。进行 PCR 反应，

引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成，见表 1。

2.8 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋白

表达 细胞接种步骤及浓度同 2.7 项，加入不同浓

度大柴胡汤（0、125、250、500、1 000 mg·L-1）继续培

养，0~8 d 后弃培养基，细胞裂解后 BCA 试剂盒测定

蛋白浓度，常规方法制备蛋白质电泳样品，上样、电

泳、转膜、封闭，加入一抗（1∶1 000），4 ℃孵育过夜；
次 日 TBST 洗 膜 3 次 ，室 温 下 荧 光 二 抗 孵 育

（1∶15 000）1 h；TBST 洗膜 3 次后，Odyssey 红外荧光

扫描成像系统采集图像。

2.9 统计学方法 实验数据均用 x̄ ± s 表示，采用

SPSS 25.0 统计软件进行分析，组间差异采用 One-

way ANOVA 进行方差分析，两两比较采用最小显

著性差异法（LSD）检验，P<0.05 为差异具有统计学

意义。

3 结果

3.1 大柴胡汤对 Hepa1-6 细胞活性的影响 与空白

组比较，大柴胡汤能够浓度依赖性和时间依赖性地

抑制 Hepa1-6 细胞生长，且在第 4 天开始出现抑制效

果（P<0.05，P<0.01），且当大柴胡汤 1 000 mg·L-1 给

药 8 d 后，其抑制效果最佳（P<0.01）。与空白组比

较，大柴胡汤（1 000 mg·L-1）给药 8 d，能够显著性地

抑制肝癌细胞恶性增殖。大柴胡汤能够显著性地

抑制 Hepa1-6 细胞恶性增殖，且呈浓度依赖性和时

间依赖性。见图 1、表 2。

3.2 大柴胡汤对小鼠体内原位肝癌发生发展活性

的影响 正常组小鼠肝小叶正常，肝细胞以中央静

脉为中心呈放射状排列，大小一致，无变性、坏死；
与正常组比较，模型组肝细胞排列紊乱，可见局部

异型增生结节，与周围肝分界清晰，癌细胞增生紊

乱，核深染，核分裂象明显，说明肝癌原位模型构建

成功；与模型组比较，5-FU 组、大柴胡汤组（0.625、

1.875 g·kg-1）肿瘤细胞大多呈高分化，异型不明显，

肿瘤体积相对较小，坏死区少见，结果提示，大柴胡

汤能够显著抑制小鼠肝癌的发生发展。见图 2。

3.3 网络药理学分析大柴胡汤对肝癌生长作用机

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

IL-6

GAPDH

序列（5'-3'）
上游 CCAAGAGGTGAG TGCTTCCC

下游 CTGTTGTTCAGACTCTCTCCCT

上游 TGACCACAGTCCATGCCATC

下游 GACGGACACATTGGGGGTAG

长度/bp

118

203
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制的影响 为探寻大柴胡汤抗肝癌的作用机制，本

研 究 基 于 中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 和 分 析 平 台

（TCMSP）、Cytoscape 3.7.2 软 件 、STRING 平 台 、

DAVID 平台数据库，运用 R 语言，将 225 个化合物靶

点和 3 257 个疾病靶基因取交集，得到 144 个交集基

因 ，对 应 大 柴 胡 汤 中 107 个 化 学 成 分 。 借 助

Cytoscape 3.7.2 软件，构建“靶基因-化学成分-药物”

网络，大柴胡汤的“靶基因 -化合物 -草药”网络图见

增强出版附加材料。将药物 -疾病交集靶基因输入

STRING 平台构建 PPI 网络，并进行分析，大柴胡汤

抗肝癌潜在基因 PPI 网络见增强出版附加材料，网

络中有 144 个靶基因发生蛋白相互作用，2 968 条边

代表各蛋白间相互作用，PPI 网络中，节点的平均自

由度 41.2，平均聚类系数 0.673；大柴胡汤抗肝癌 PPI

网络核心基因见增强出版附加材料，其中度值排名

前 20 的核心基因，包括白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏

死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -1β（IL-1β）、缺氧诱

导因子 -1α（HIF-1α）等。大柴胡汤抗肝癌关键靶基

因参与通路富集分析见增强出版附加材料，144 个

药物 -疾病交集基因显著富集在 128 条通路上（P<

0.05），取富集程度排名前 20 的通路，如 PI3K/Akt、

TNF、MAPK 等信号通路，主要涉及肝癌、肿瘤细胞

凋亡、胆汁分泌等，提示大柴胡汤是通过多层次、多

靶点干预肝癌的形成及发生发展。

3.4 大柴胡汤对体内外 IL-6 mRNA 的影响 根据

网络药理学结果，本研究检测了体内外 IL-6 mRNA

的表达。体外实验结果，与空白组比较，大柴胡汤

（1 000 mg·L-1）第 1、2、4、8 天均能够抑制 Hepa1-6 细

胞中 IL-6 mRNA 表达（P<0.01），并呈时间依赖性。

体内实验结果，与空白组比较，模型组小鼠 IL-6

mRNA 的表达明显增加（P<0.05）；与模型组比较，大

柴胡汤中、高剂量组能够浓度依赖性地抑制小鼠肝

内 IL-6 mRNA 表达（P<0.01）。大柴胡汤可以抑制

肝癌微环境中炎症因子 IL-6 mRNA 的表达。见

表 3、表 4。

3.5 大柴胡汤对体内外肝癌相关蛋白的影响 网

络 药 理 学 结 果 显 示 大 柴 胡 汤 抑 制 肝 癌 生 长 与

MAPK 和 STAT3 信号通路密切相关，因此，本研究

运用 Western blot 进行体外验证，结果显示，与空白

组比较，大柴胡汤组（1 000 mg·L-1）第 4、8 天可以抑

制 p38 MAPK、STAT3、ERK1/2、JNK 的磷酸化表达

（P<0.01），呈时间依赖性；与空白组比较，大柴胡汤

注：A. 空白组；B~E.大柴胡汤组（125、250、500、1 000 mg·L-1）（图 4 同）
图 1 大柴胡汤对 Hepa1-6细胞生长的影响（结晶紫，×200）
Fig. 1 Effect of DCHT treatmenton cell proliferation of Hepa1-6 cells（crystal violet，×200）
表 2 不同干预时间及浓度大柴胡汤对 Hepa1-6 细胞活性的影响

（x̄± s，n=4）

Table 2 Effect of Da Chaihutang（（DCHT）） with different doses

and different time periods on cell viability of Hepa1-6 cells（x̄± s，

n=4）

时间/d

0

1

2

4

8

组别

空白组

空白组

大柴胡汤组

空白组

大柴胡汤组

空白组

大柴胡汤组

空白组

大柴胡汤组

质量浓度

/mg·L-1

125

250

500

1 000

125

250

500

1 000

125

250

500

1 000

125

250

500

1 000

细胞存活率

/%

100.00±3.18

140.59±11.84

136.67±3.65

135.25±3.82

135.41±4.85

154.10±6.60

170.28±9.67

182.53±10.67

172.95±10.53

166.35±13.04

177.66±14.20

266.72±22.49

237.68±6.771）

238.62±10.561）

202.83±15.982）

165.93±13.662）

794.53±119.63

680.65±169.18

704.21±252.07

518.54±149.801）

247.57±60.122）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 3、表 5、表 6 同）
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500、1 000 mg·L-1组能够显著性地抑制 p38 MAPK、

STAT3、ERK1/2、JNK 的磷酸化表达（P<0.01），且呈

浓度依赖性。见图 3、图 4，表 5、表 6。

体内结果，与空白组比较，HCC 模型组肝内

STAT3、p38 MAPK 磷酸化表达显著增加（P<0.01）；
与 模 型 组 比 较 ，大 柴 胡 汤 高 剂 量 组 STAT3、p38

MAPK 磷酸化表达显著降低（P<0.01），且呈浓度依

赖性；与模型组比较，大柴胡汤低、中、高剂量组对

ERK1/2、JNK 磷酸化表达差异无统计学意义。大柴

胡汤能够通过调控 p38 MAPK 和 STAT3 信号轴抑

制肝癌的发生发展。见图 5 和表 7。

4 讨论

原发性肝癌病因复杂，病情多变，肝癌可归属

中医学“肝积”“肥气”“癥积”“胁痛”“黄疸”“鼓胀”

等范畴［16］，累及少阳、阳明、厥阴等。肝为刚脏，主

升主动，喜调达而恶抑郁，《丹溪心法·六郁》中就提

到：“气血冲和，百病不生，一有怫郁，诸病生焉。故

人身诸病，多生于郁”。中医认为肝胆是调节人体

气机升降出入的枢纽，“升降出入，无器不有”，气机

注：A. 正常组；B. 模型组；C.5-FU 组（25 mg·kg-1）；D~F.大柴胡汤组（0.21、0.625、1.875 g·kg-1）
图 2 大柴胡汤对小鼠肝组织病理形态的影响（HE））
Fig. 2 Effect of DCHT on liver changes of histopathology（HE）
表 3 大柴胡汤（1 000 mg·L-1）对 Hepa1-6 细胞中 IL-6 mRNA 表达

的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of DCHT treatment with doses of 1 000 mg·L-1

inhibited mRNA expression of IL-6 in Hepa1-6 cells（x̄± s，n=3）

时间/d

1

2

4

8

组别

空白组

大柴胡汤组

空白组

大柴胡汤组

空白组

大柴胡汤组

空白组

大柴胡汤组

IL-6

1.00±0.14

0.58±0.112）

0.97±0.11

0.21±0.042）

1.00±0.13

0.17±0.032）

1.00±0.05

0.17±0.072）

表 4 大柴胡汤对肝癌原位模型小鼠肝内 IL-6 mRNA 表达的影响

（x̄± s，n=8）

Table 4 Effect of DCHT inhibited mRNA expression of IL-6 in

dose-dependent manner in vivo（x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

大柴胡汤低剂量组

大柴胡汤中剂量组

大柴胡汤高剂量组

剂量/g·kg-1

0.21

0.625

1.875

IL-6

0.99±0.24

24.75±16.591）

15.38±13.14

9.78±7.924）

3.10±1.484）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 7 同）

注：A. 空白组第 1 天；B. 大柴胡汤组（1 000 mg·L-1）第 1 天；
C. 空白组第 4 天；D. 大柴胡汤组（1 000 mg·L-1）第 4 天；E. 空白组第

8 天；F. 大柴胡汤组（1 000 mg·L-1）第 8 天

图 3 Hepa1-6细胞 MAPK和 STAT3细胞信号通路蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of protein expression of STAT3 and

MAPK signaling pathway in Hepa1-6 cells
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调节失常，气机不畅，则会酿生百病。原发性肝癌

患者多以肝气郁结为主，伴随湿热、瘀阻或毒聚，阻

碍肝胆气机的正常升降，导致肝胆疏泄功能失常，

日久则由气及血、气滞、血瘀、痰凝、毒结，日久形成

癌瘤。在手术、放疗、化疗、肝动脉栓塞等疗法的基

础上，辨证和辨病相结合运用大柴胡汤可以显著改

善肝癌相关症状，提高患者生活质量的同时显著延

长生存期［17］，但其抗肿瘤机制尚未明确有待于进一

步的研究阐明。

大柴胡汤为仲景众方中开郁泻火第一方，可和

解少阳、内泻热结，用于少阳阳明合病，机体感受外

邪，汗出表不解，邪热侵入半表半里，瘀滞于上腹肋

表 5 大柴胡汤对 Hepa1-6细胞 MAPK和 STAT3细胞信号通路蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of DCHT treatment on protein expression of STAT3 and MAPK signaling pathway in Hepa1-6 cells（x̄± s，n=3）

时间/d

1

4

8

组别

空白组

大柴胡汤组

空白组

大柴胡汤组

空白组

大柴胡汤组

质量浓度/mg·L-1

1 000

1 000

1 000

p-p38 MAPK/p38 MAPK

1.01±0.17

0.87±0.12

1.00±0.09

0.71±0.161）

1.00±0.15

0.50±0.142）

p-STAT3/STAT3

1.00±0.08

0.97±0.08

1.00±0.10

0.56±0.062）

1.00±0.08

0.41±0.052）

p-ERK1/2/ERK1/2

1.00±0.03

0.97±0.03

1.00±0.03

0.73±0.022）

1.00±0.03

0.40±0.012）

p-JNK/JNK

1.00±0.02

0.75±0.022）

1.00±0.03

0.53±0.012）

1.00±0.02

0.09±0.012）

图 4 Hepa1-6细胞 MAPK和 STAT3细胞信号通路蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of protein expression of STAT3 and

MAPK signaling pathway in Hepa1-6 cells

表 6 大柴胡汤对 Hepa1-6细胞 MAPK和 STAT3细胞信号通路蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of DCHT treatment on protein expression of STAT3 and MAPK signaling pathway in Hepa1-6 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

大柴胡汤组

质量浓度/mg·L-1

125

250

500

1 000

p-p38 MAPK/p38 MAPK

1.00±0.04

1.05±0.04

0.97±0.03

0.78±0.042）

0.51±0.022）

p-STAT3/STAT3

1.00±0.05

0.65±0.052）

0.60±0.052）

0.50±0.042）

0.46±0.042）

p-ERK1/2/ERK1/2

1.00±0.04

0.75±0.032）

0.72±0.032）

0.77±0.022）

0.47±0.022）

p-JNK/JNK

1.00±0.04

0.61±0.032）

0.36±0.042）

0.32±0.032）

0.15±0.022）

注：A. 空白组；B. 模型组；C~E. 大柴胡汤组（0. 21、0. 625、

1. 875 g·kg-1）
图 5 原位肝癌模型小鼠肝内 MAPK 和 STAT3 细胞信号通路相关

蛋白表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of protein expression of STAT3 and

MAPK signaling pathway in vivo
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脘之间，胃气壅滞，升降失常，柴胡味苦，性微寒，入

肝胆，有和解退热，疏肝解郁的作用。张锡纯认为

柴胡“禀少阳生发之气，为足少阳之主药，而兼治厥

阴，肝气不舒畅者，此能舒之，胆火甚炽盛者，此能

散之，至外感少阳者，又能助其枢转以透膈升出

之”。黄芩味苦，性寒，能清热泻火，去湿热黄疸。

二药合用以治少阳邪热。大黄味苦，性寒，有泻火

清热，下肠胃积滞之功。枳实有导滞除痞、破气消

积之功用，与大黄合用善去阳明热结，并还能疏肝

胆之火郁。芍药味酸苦，性微寒，有缓急止痛、柔肝

养血之功，对腹中诸痛效果较好。芍药配枳实又可

治气血不和、腹痛烦满。半夏有和胃宽中、降逆止

呕的作用，配生姜更能增加止呕之效，加用大枣可

健脾益胃；因此，大柴胡汤疏肝利胆当解少阳之邪、

通腑泻热当解阳明之热。现代临床研究表明，大柴

胡汤可广泛地应用于胰腺炎、胆结石、胆囊炎、反流

性胃炎、糖尿病早期、脂肪肝、高脂血症、发热、感染

性疾病、支气管哮喘等疾病［17］。

中药复方作用机制复杂，本研究运用网络药理

学分析复方的药效成分 -疾病 -靶点 -通路互作关系，

发现大柴胡汤可调控肝癌微环境中炎症因子、生长

因子及肿瘤代谢［18］，与大柴胡汤治疗肝癌的临床运

用相一致。KEGG 通路富集分析提示，144 个药物 -

疾病交集基因主要涉及肿瘤细胞凋亡、肝癌发生发

展、胆汁分泌等过程的信号通路，参与抑制癌细胞

恶性增殖、诱导肿瘤细胞凋亡、抑制癌细胞血管生

成、抑制肝癌细胞多药耐药，发挥抗癌的功效。前

期研究表明，大柴胡汤中主要抗肝癌活性物来源于

柴胡、黄芩、大黄和枳实中的萜类、黄酮类、蒽醌类

成分。现代研究表明，中药柴胡具有抗肿瘤、保肝、

抗菌、解热等作用；其主要成分柴胡皂苷具有诱导

肿瘤细胞凋亡、诱导肿瘤细胞分化、抑制肿瘤血管

生长、抑制肿瘤侵袭转移、逆转肿瘤细胞多药耐药、

免疫调节、调控肿瘤细胞自噬、抑制环氧合酶等抗

肿瘤作用［19］。黄芩中的主要有效成分黄芩苷和汉

黄 芩 素 通 过 调 控 肝 癌 细 胞 中 B 淋 巴 细 胞 瘤 -2

（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）表达，且增加细胞

内 Ca2+，激发线粒体膜通透性转运孔开放，线粒体跨

膜电位降低，最终促使肝癌细胞凋亡［20-21］；黄芩苷还

可通过抑制 ERK1/2 信号通路从而抑制肿瘤细胞增

殖且诱导细胞凋亡［22］，且在内质网应激过程中通过

激活激活转录因子 6（ATF6）信号通路诱发细胞凋

亡［23］。大黄中的主要有效成分大黄素可通过调控

MAPK 和 PI3K/Akt 信号通路抑制肝癌细胞增殖且

促进肝癌细胞凋亡 ，从而抑制小鼠体内肝癌生

长［24-25］。川陈皮素是从枳实中提取而得到的一种多

甲氧基黄酮类物质，具有预防肿瘤发生发展的作

用，对肺癌、腹膜肿瘤、胃癌、结肠癌、纤维瘤等具有

极强的抗癌活性，亦被认为是一种具有开发前景的

抗癌小分子化合物［26］。枳实中的槲皮素可通过阻

滞细胞周期、诱导细胞凋亡、调节抑癌基因、抑制信

号转导、阻滞侵袭及转移等多种途径发挥抗肿瘤作

用［27］。本研究通过网络药理学以“多成分 -多靶点 -

多途径”阐释大柴胡汤抑制肝癌发生发展的潜在作

用机制。基于前期临床研究报道和历代医案研究，

本研究运用动物药理学和细胞生物学，结合体内外

实验，证实大柴胡汤具有抗肝癌细胞恶性增殖的

活性。

p38 MAPK 是一种应激激活的蛋白激酶，在受

到应激刺激、病原体或促炎症因子的作用下，其磷

酸化被激活，参与肿瘤的发生发展过程，调节细胞

免疫反应、炎症反应及细胞凋亡［28］，有研究表明

p38γ抑制剂吡非尼酮可有效抑制小鼠肝肿瘤生长、

转移，提高其存活率［29］。本研究发现，大柴胡汤能

够显著性地抑制肝癌细胞中 p38 MAPK 磷酸化。研

究表明，p38 MAPK 抑制剂可以在胃癌中可以降低

这些细胞因子如 IL-6 等 mRNA 的表达［30］。肿瘤细

胞在慢性炎症因子的刺激下，会促使基质细胞分泌

大量的固有免疫信号传导介质 IL-6、IL-1β、TNF-α

等［31-34］；当肝癌微环境中的炎症因子 IL-6 与受体结

表 7 大柴胡汤对原位肝癌模型小鼠肝内 MAPK和 STAT3相关蛋白表达的影响（x̄± s，n=3））
Table 7 Effect of DCHT treatment on protein expression of STAT3 and MAPK signaling pathway in vivo（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

大柴胡汤低剂量组

大柴胡汤中剂量组

大柴胡汤高剂量组

剂量/g·kg-1

0.21

0.625

1.875

p-p38 MAPK/p38 MAPK

1.00±0.10

2.50±0.182）

2.59±0.09

2.52±0.11

1.74±0.084）

p-STAT3/STAT3

1.00±0.14

2.42±0.062）

3.46±0.09

0.63±0.054）

0.41±0.044）

p-ERK1/2/ERK1/2

1.00±0.16

2.57±0.362）

2.64±0.08

2.93±0.04

2.74±0.89

p-JNK/JNK

1.00±0.09

0.85±0.07

0.79±0.03

0.76±0.02

0.75±0.02
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合后，激活 STAT3 磷酸化，并进入细胞核，使癌症驱

动基因异常表达，通过影响肝癌细胞增殖、侵袭、迁

移、凋亡和血管生成等方式，促进肿瘤进展，在肝癌

起始、发生发展中发挥着重要的作用［35-36］。本研究

表明，大柴胡汤能够浓度依赖性和时间依赖性地抑

制肝癌中 IL-6 的表达。肝癌组织中 STAT3 磷酸化

呈高表达状态，与肝癌病理分级、转移率、复发率和

预后性呈相关性［37］。当 STAT3 持续性激活时，诱导

正常肝细胞发生癌变，使转录激活癌基因、增殖和

血管生成相关基因出现异常表达，调控肝癌微环

境，促进癌细胞增殖及肝癌的发生发展［38-44］。基于

体内外实验，大柴胡汤能够显著性地抑制肝癌中

STAT3 的磷酸化。

本 实 验 结 果 显 示 大 柴 胡 汤 可 通 过 调 控 p38

MAPK/IL-6/STAT3 信号轴相关蛋白表达实现抑制

肝癌的发生发展的作用的，与空白组比较，大柴胡

汤 可 呈 剂 量/时 间 依 赖 性 地 抑 制 小 鼠 肝 癌 细 胞

Hepa1-6 的增殖，且能抑制 Hepa1-6 细胞和肝癌模型

小鼠 IL-6 mRNA 的表达；大柴胡汤能够抑制 Hepa1-6

细胞中 ERK1/2、JNK、p38 MAPK 和 STAT3 的磷酸

化表达，且呈浓度和时间依赖性；体内实验结果显

示，大柴胡汤高剂量组能显著性地抑制肝癌模型小

鼠 p38 MAPK 和 STAT3 的磷酸化，但低、中、高剂量

组对 ERK1/2、JNK 磷酸化表达差异无统计学意义。

综上所述，大柴胡汤主要通过调控 p38 MAPK/

IL-6/STAT3 信号轴，以多成分 -多靶点 -多途径抑制

肝癌的发生发展，诠释大柴胡汤转少阳之枢机，开

阳明之气结，达疏肝利胆的科学内涵，为临床运用

大柴胡汤治疗肝癌提供理论基础。
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