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摘 要 目的 研究护肝布祖热方联合奥沙利铂对肝细胞癌荷瘤裸鼠的减毒增效作用及机制。方法 从40只裸鼠中选取8只作为

空白组（生理盐水），其余32只裸鼠皮下接种人肝癌Huh7细胞构建荷瘤裸鼠模型。将造模成功的32只裸鼠随机分为模型组（生理

盐水，灌胃）、奥沙利铂组（10 mg/kg，腹腔注射）、护肝布祖热方组（0.69 g/kg，灌胃）和联合用药组（腹腔注射10 mg/kg 奥沙利铂+灌

胃0.69 g/kg护肝布祖热方浸膏），每组8只。每天灌胃给药/生理盐水1次，连续32 d；每7天腹腔注射给药1次，共5次。实验期间，

观察各组裸鼠一般情况，每4 d 测量1次肿瘤体积；给药第30天，检测裸鼠热刺激缩足潜伏期；给药结束后，检测各组裸鼠的抑瘤

率、脾脏系数、血常规指标以及血清中天冬氨酸转氨酶（AST）和肌酐水平，观察裸鼠肿瘤组织病理形态变化，检测肿瘤组织中微管

相关蛋白1轻链3（LC3）、选择性自噬接头蛋白 p62、B 细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关 X 蛋白（Bax）和胱天蛋白酶3（Caspase-3）的

表达。结果 与模型组比较，奥沙利铂组裸鼠肿瘤体积、瘤重以及全血中白细胞、红细胞数量和脾脏系数均显著减小/降低（P＜

0.01），热刺激缩足潜伏期和血清中AST、肌酐水平均显著延长/升高（P＜0.05或P＜0.01）。与奥沙利铂组比较，联合用药组裸鼠肿

瘤体积、瘤重均显著减小/降低（P＜0.01），全血中白细胞、红细胞、血小板数量和脾脏系数均显著增加/升高（P＜0.05或 P＜0.01），

热刺激缩足潜伏期和血清中 AST、肌酐水平均显著缩短/降低（P＜0.01）；肿瘤组织中 LC3、Bax 和 Caspase-3蛋白的表达水平均显

著升高（P＜0.01），p62、Bcl-2蛋白的表达水平均显著降低（P＜0.01）。结论 护肝布祖热方通过诱导凋亡和自噬增强奥沙利铂对裸

鼠的抑瘤作用，并可缓解奥沙利铂引起的外周神经毒性、血液毒性、肝肾毒性和免疫器官毒性。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the attenuation and synergism of Hugan buzure recipe （HBR） combined with 

oxaliplatin on hepatocellular carcinoma tumor bearing nude mice and its mechanism. METHODS Eight nude mice were selected 

from 40 nude mice as the blank group （normal saline）， and the remaining nude mice were inoculated with hepatoma cells Huh7 to 

establish the tumor-bearing model. The 32 modeled nude mice were randomly allocated to four groups： model group （normal 

saline， ig）， HBR group （0.69 g/kg， ig）， oxaliplatin group （10 mg/kg， ip）， and combination group （intraperitoneal injection of 

0.69 g/kg HBR+intragastric administration of 10 mg/kg oxaliplatin）， with 8 mice in each group. Administer drug/normal saline once 

a day for 32 consecutive days； administer subcutaneous injection once every 7 days for a total of 5 times. During the experiment， 

the general condition of nude mice in each group was observed， and the tumor volume was measured every 4 days. On the 30th day 

of administration， the thermal stimulation paw withdrawal latency of nude mice in each group were detected. The tumor inhibition 

rate， spleen coefficient， the number of red blood cells， white blood cells and platelets in the whole blood of nude mice in each 

group， and the content of aspartate aminotransferase （AST） and creatinine in serum were detected after the end of administration. 

HE staining was used to observe the pathological changes in tumor tissues in nude mice in each group. The expression of 

microtubule-associated protein 1 light chain 3 （LC3） ， 

selective autophagy adaptor protein p62， B-cell lymphoma-2 

（Bcl-2）， Bcl-2 associated X protein （Bax）， and Caspase-3 

protein in tumor tissues. RESULT Compared with the model 

group， the tumor volume， tumor weight， white blood cells， 

red blood cells in the whole blood and spleen coefficients of 

nude mice in the oxaliplatin group were significantly decreased 
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（P＜0.01）； the thermal stimulation paw withdrawal latency， AST and creatinine in serum were significantly increased （P＜0.05 or 

P＜0.01）. Compared with the oxaliplatin group， the tumor volume and tumor weight of nude mice in the combination group were 

significantly decreased （P＜0.01）； the white blood cells， red blood cells and platelets in the whole blood and spleen coefficients of 

nude mice were significantly increased （P＜0.05 or P＜0.01）； the thermal stimulation paw withdrawal latency， AST and creatinine 

in serum were significantly decreased （P＜0.01）； the expression levels of LC3， Bax and Caspase-3 proteins in tumor tissues of 

nude mice were significantly increased （P＜0.01）， and the expression levels of p62 and Bcl-2 proteins were significantly decreased 

（P＜0.01）. CONCLUSIONS HBR enhances the tumor inhibition rate of oxaliplatin by inducing apoptosis and autophagy， and can 

alleviate the peripheral neurotoxicity， hematological toxicity， hepatorenal toxicity， and immune organ toxicity caused by oxaliplatin 

in nude mice.
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肝细胞癌是目前与癌症相关死亡的第三大原因[1]。

目前，肝癌的治疗方法主要包括肝切除、肝移植等外科

疗法和放疗及化疗等，但由于这些疗法的毒副作用和耐

药性，导致肝癌的预后不好[2]。目前，以奥沙利铂为主的

FOLFOX4方案被广泛用于肝癌的治疗，且治疗效果良

好[3]。研究表明，奥沙利铂可以通过下调肝癌细胞中 B

细 胞 淋 巴 瘤 2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）表 达 和 上 调

Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）表达

来诱导肝癌细胞凋亡[4]。另有研究表明，奥沙利铂也可

以诱导自噬体增加，进而增强 HepG2肝癌细胞的自噬功

能[5]。但随着奥沙利铂临床用量的增加，其不良反应引

起了人们的广泛关注，主要有神经系统、消化系统不良

反应和血液毒性及肝肾毒性等[6]。

中药复方多年来一直被用于肝细胞癌的治疗，可有

效改善患者的临床症状。比如，槐耳清膏可以激活人肝

癌细胞 SK-HEP-1自噬，从而发挥抑制癌细胞增殖的作

用[7]；小柴胡汤可以上调凋亡相关蛋白 Bax 的表达、下调

Bcl-2的表达，从而促进人肝癌细胞 Huh7的凋亡[8]。中

药复方联合化疗药物用于肿瘤的治疗，不仅可以增强化

疗药物的疗效，还可以延缓耐药性的产生，减轻其毒副

反应。如贞芪扶正颗粒具有增强奥沙利铂抑制肝癌移

植瘤生长的作用[9]，槐耳颗粒可通过调控氧化还原平衡

缓解奥沙利铂所引起的肝脏损伤[10]。

护肝布祖热方是新疆地区的保肝经典方，由芹菜根

（Apii Radix）、芹菜子（Apii Semen）、菊苣根（Cichorii Ra‐

dix）、菊 苣 子（Cichorii Semen）、菟 丝 子（Cuscutae Se‐

men）、茴 香 根 皮（Foeniculi Cortex）、小 茴 香（Foeniculi 

Fructus）7种药味组成，具有补益肝胃、散气止痛、利胆和

利水等功效，在临床上主要用于治疗急、慢性乙型肝炎

和急、慢性胆囊炎，并可联合化疗药物用于治疗肝癌等。

本课题组前期研究证实了护肝布祖热方在体外可通过

调控磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白信号通路诱导肝癌细胞凋亡和自噬，进而抑制肝

癌细胞增殖[11]。在此基础上，本研究拟从抗凋亡和自噬

角度探讨护肝布祖热方联合奥沙利铂对荷瘤裸鼠的减

毒增效作用，以期为拓展护肝布祖热方的临床应用提供

理论基础。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有：AE240型分析天平[梅特

勒-托利多国际贸易（上海）有限公司]、H1750R 型高速台

式冷冻离心机（湖南湘仪动力测试仪器有限公司）、Mul‐

tiskanGO 型酶标仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）、

PL-200 型 热 刺 痛 仪（成 都 泰 盟 科 技 有 限 公 司）、

BC5000vet 型全自动血液分析仪（深圳迈瑞医疗器械有

限公司）、Eclipse Ni-U 型显微镜（日本 Nikon 公司）。

1.2　主要药品与试剂

菊苣子（批号 JJZ-YP-200527）、菊苣根（批号 JJZ-

YP-191209）、茴香根皮（批号 HXGP-YP-210115）药材均

购自新疆安萨尔维吾尔药业有限公司；芹菜根（批号

G30131002）、芹菜子（批号 Z30142203）药材均购自新疆

维吾尔自治区维吾尔医医院；小茴香（批号 191023）、菟

丝子（批号 150701）药材均购自新疆和济中药饮片有限

公司。以上药材由新疆医科大学药学院胡君萍教授鉴

定均为真品，药材标本保存于新疆医科大学生药学教

研室。

奥沙利铂对照品（批号100584-202005，纯度≥99%）

购自中国食品药品检定研究院；兔抗微管相关蛋白1轻

链 3（microtubule-associated protein 1 light chain 3，LC3）

抗体（批号 14600-1-AP）、鼠抗选择性自噬接头蛋白 p62

抗体（批号66184-1-lg）、鼠抗胱天蛋白酶3（Caspase-3）抗

体（批号 66470-2-lg）、鼠抗 Bax 抗体（批号 60267-1-lg）、

鼠抗β-肌动蛋白（β-actin）抗体（批号66009-1-lg）、辣根过

氧化物酶标记的山羊抗鼠 IgG 二抗（批号 20000275）和

辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 兔 IgG 二 抗（批 号

20000758）均购自武汉三鹰生物技术有限公司；兔抗

Bcl-2抗体（批号32124）购自英国 Abcam 公司；天冬氨酸

转氨酶（aspartate transaminase，AST）测试盒（批号 C010-

2-1）和肌酐测试盒（批号 C011-2-1）均购自南京建成生物

工程研究所。
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1.3　细胞株及动物

人肝癌 Huh7细胞株（批号 CL-0120）购自武汉普诺

赛生命科技有限公司。本研究所用动物为 SPF 级雄性

BALB/c 裸鼠，共40只，体重（22±2） g，购自北京维通利

华实验动物技术有限公司，动物生产许可证号为 SCXK

（京）2021-0006。本研究所涉及的动物实验均符合新疆

医科大学动物伦理委员会的相关要求，伦理批准号为

IACUC-20180222-62。

2　方法
2.1　药物制备

根据护肝布祖热原方组成，称取菊苣子 40 g、芹菜

根40 g、茴香根皮40 g、菊苣根20 g、芹菜子20 g、小茴香

20 g、菟丝子10 g，混合粉碎，加水煎煮3次，煎煮时间分

别2、1.5、1 h，合并3次煎液，过滤，浓缩干燥滤液得干浸

膏，得率为18.82%。称取适量护肝布祖热方浸膏或奥沙

利铂，用无菌超纯水稀释至给药浓度。

2.2　建模、分组与给药

将人肝癌 Huh7细胞复苏后接种至含10% 胎牛血清

的 DMEM 培养基中，置于37 ℃、5%CO2培养箱中培养至

细胞密度为 80%～90% 时，用 0.25% 胰蛋白酶消化，每

2～3 d 传代1次。按照随机数字表法选取8只裸鼠作为

空白组，其余32只裸鼠复制荷瘤模型。用磷酸盐缓冲液

调整细胞密度为 5×107个/mL，取 0.1 mL 接种于裸鼠右

侧腋下，待裸鼠右侧腋下出现黄豆粒大小的肿瘤即视为

造模成功[12]。本研究造模成功率为100%。

将造模成功的 32只裸鼠按完全随机数字表法分为

模型组、护肝布祖热方组、奥沙利铂组和联合用药组，每

组8只。空白组和模型组裸鼠每天灌胃生理盐水0.1 mL；

奥沙利铂组裸鼠每周腹腔注射奥沙利铂（10 mg/kg）[13]      

1次，即于实验第0、7、14、21、28天各注射1次，每只裸鼠

注射0.2 mL；护肝布祖热方组裸鼠灌胃0.69 g/kg 护肝布

祖热方浸膏溶液（根据成人临床用量换算而得）；联合用

药组裸鼠每周按上述剂量腹腔注射奥沙利铂1次，同时

每天灌胃护肝布祖热方浸膏溶液。护肝布祖热方共给

药32 d，每天给药1次。

在给药第1天，空白组、模型组和奥沙利铂组裸鼠由

于操作原因各死亡 1只，给药第 4天模型组和护肝布祖

热方组裸鼠由于操作原因各死亡 1只，给药第 8天联合

用药组裸鼠由于操作原因死亡1只。由于裸鼠损耗，最

终每组取6只裸鼠用于后续实验。

2.3　一般状况及肿瘤体积观察

实验期间观察裸鼠精神状态、活动量、饮食、排泄等

一般情况，分别在给药第 0、4、8、12、16、20、24、28、32天

观察并记录裸鼠体重及肿瘤体积变化，其中肿瘤体积

（V）＝1/2肿瘤最长直径（a）×肿瘤最短直径（b）2。

2.4　热刺激缩足潜伏期检测

给药第 30天，将裸鼠放入热刺痛仪，待裸鼠稳定后

将热刺痛仪红外加热中心置于裸鼠后脚掌中心，打开电

源，仪器开始加热并计时，等裸鼠因疼痛抬足后，仪器暂

停加热并停止计时，此时记录的时间为裸鼠的热刺激缩

足反应潜伏期。

2.5　样本取材及处理

末次给药 24 h 后，眼球取血 0.7～1 mL，取出全血

0.1 mL 用于血常规指标检测；剩余全血以3 000 r/min 离

心 10 min，收集上层血清，于－80 ℃下保存，用于肝、肾

功能指标检测。采用颈椎脱臼法处死裸鼠，剥离出肿

瘤、脾脏组织，用生理盐水清洗干净，并用吸水纸吸去组

织多余水分，称重，然后分别固定在 4% 多聚甲醛中，用

于组织病理形态学观察。

2.6　血常规指标检测

取“2.5”项下全血，使用血细胞分析仪测定全血中红

细胞、白细胞和血小板数量。

2.7　抑瘤率及脾脏系数检测

称定“2.5”项下肿瘤、脾脏组织质量，并计算抑瘤率

和脾脏系数。抑瘤率＝（模型组平均瘤重－实验组平均

瘤重）/模型组平均瘤重×100％；脾脏系数＝脾脏质量

（mg）/裸鼠体重（g）。

2.8　血清中肝、肾功能指标检测

取“2.5”项下冻存的血清样品，按照对应的试剂盒说

明书，采用酶标仪检测血清中 AST 和肌酐水平。

2.9　肿瘤组织病理形态学观察

采用苏木素-伊红（HE）染色法进行观察。将“2.5”

项下肿瘤组织放入4% 甲醛中固定、脱水、包埋、切片（切

片厚度5 μm）后，行常规 HE 染色，然后在显微镜下观察

组织病理学变化。

2.10　肿瘤组织中自噬和凋亡相关蛋白的表达水平检测

采用免疫组化法进行检测。取“2.9”项下裸鼠肿瘤

组织切片浸泡于不同浓度的二甲苯中脱蜡，使用不同浓

度的乙醇浸泡进行水化，柠檬酸微波修复，滴加内源性

过氧化物阻断剂后室温孵育，然后加入血清进行封闭。

封闭结束后，分别滴加 Bax（稀释比例为 1∶500）、Bcl-2

（稀释比例为 1∶500）、Caspase-3（稀释比例为 1∶150）、

LC3（稀释比例为1∶300）、p62（稀释比例为1∶500）抗体，

4 ℃孵育过夜；滴加二抗，使用 DAB 显色、苏木素染核、

分化、脱水、透明、封片后，在显微镜下观察肿瘤组织抗

原表达情况。每张切片在显微镜下选取3个视野进行观

察，以棕黄色为阳性表达。采用 Image J 软件计算蛋白

的平均光密度值，平均光密度值越大说明蛋白表达水平

越高。

2.11　统计学方法

使用 SPSS 25.0软件对实验数据进行统计分析，使

用 GraphPad Prism 8软件作图。计量资料以 x±s 表示，

多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD-t 检验。检验水准α＝0.05。
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3　结果
3.1　一般状况观察结果

空白组和护肝布祖热方组裸鼠在给药期间活动正
常，皮肤呈健康粉色，四肢温度正常，饮食正常；奥沙利

铂组裸鼠在给药第 20天后出现四肢冰冷、皮肤颜色发

白、软便、精神萎靡、少食、少活动等情况；联合用药组裸

鼠上述症状明显改善，其四肢温度正常，皮肤呈健康粉

色，精神和活动尚可。

3.2　肿瘤体积测定结果

给药 32 d 后，与模型组比较，各给药组裸鼠肿瘤体
积均显著减小（P＜0.01）；与奥沙利铂组比较，联合用药
组裸鼠肿瘤体积显著减小（P＜0.01）。结果见图1。

3.3　热刺激缩足潜伏期测定结果

与空白组[（2.31±0.32） s]比较，模型组裸鼠热刺激缩

足潜伏期[（3.03±0.08） s]有所延长，但差异无统计学意义

（P＞0.05）；与模型组比较，护肝布祖热方组、奥沙利铂
组裸鼠热刺激缩足潜伏期[分别为（3.13±0.27）、（6.74±

1.11） s]均不同程度延长，其中奥沙利铂组差异具有统计
学意义（P＜0.01）；与奥沙利铂组比较，联合用药组裸鼠
热刺激缩足潜伏期[（3.83±0.20） s]显著缩短（P＜0.01）。

3.4　抑瘤率测定结果

与模型组比较，各给药组裸鼠的瘤重均显著降低
（P＜0.01）；与奥沙利铂组比较，联合用药组裸鼠瘤重显
著降低（P＜0.05），其抑瘤率超过了80.00%。结果见表1。

3.5　脾脏系数测定结果

与空白组[（3.95±0.82） mg/g]比较，模型组裸鼠的

脾脏系数[（5.50±0.73） mg/g]显著升高（P＜0.01）；与模

型组比较，奥沙利铂组裸鼠的脾脏系数[（1.77±0.28） 

mg/g]显著降低（P＜0.01），护肝布祖热方组裸鼠的脾脏

系数[（5.93±1.14） mg/g]差异无统计学意义（P＞0.05）；

与奥沙利铂组比较，联合用药组裸鼠脾脏系数[（6.77±

1.15） mg/g]显著升高（P＜0.01）。

3.6　血常规指标测定结果

与空白组比较，模型组裸鼠全血中白细胞和血小板

数量均显著增加（P＜0.05或 P＜0.01）；与模型组比较，

奥沙利铂组裸鼠全血中白细胞和红细胞数量均显著减

少（P＜0.01），而护肝布祖热方组裸鼠上述血常规指标

差异均无统计学意义（P＞0.05）；与奥沙利铂组比较，联

合用药组裸鼠全血中白细胞、红细胞、血小板数量均显

著增加（P＜0.05或 P＜0.01）。结果见表2。

3.7　血清中肝、肾功能指标测定结果

与空白组比较，模型组裸鼠血清中 AST 和肌酐水平

均有所升高，但差异无统计学意义（P＞0.05）；与模型组

比较，奥沙利铂组裸鼠血清中 AST 和肌酐水平均显著升

高（P＜0.05或 P＜0.01），而护肝布祖热方组裸鼠血清中

上述指标差异无统计学意义（P＞0.05）；与奥沙利铂组

比较，联合用药组裸鼠血清中 AST 和肌酐水平均显著降

低（P＜0.01）。结果见表3。

3.8　肿瘤组织病理形态学观察结果

模型组裸鼠肿瘤细胞排列紧密，细胞密度高，细胞

核形状规则；护肝布祖热方组裸鼠肿瘤细胞数量减少，

部分肿瘤细胞变性、破裂；奥沙利铂组裸鼠肿瘤细胞核质

不清晰，部分肿瘤细胞破裂；联合用药组裸鼠大部分肿瘤

细胞破裂坏死，出现大片染红。结果见图2。

3.9　肿瘤组织中自噬和凋亡相关蛋白表达水平测定结果

与模型组比较，护肝布祖热方组、奥沙利铂组裸鼠

肿瘤组织中 LC3、Bax、Caspase-3蛋白表达水平均显著升

高（P＜0.05 或 P＜0.01），p62、Bcl-2 蛋白表达水平均显

著降低（P＜0.01）；与奥沙利铂组比较，联合用药组裸鼠

肿瘤组织中 LC3、Bax、Caspase-3蛋白表达水平均显著升

高（P＜0.01），p62、Bcl-2蛋白表达水平均显著降低（P＜

0.01）。结果见图3、表4。

1 500

1 000

500

0

肿
瘤

体
积

/m
m

3

模型组

奥沙利铂组

护肝布祖热方组

联合用药组

0       4        8        12        16     20    24     28        32

时间/d

a
a

ab

a：与模型组比较，P＜0.01；b：与奥沙利铂组比较，P＜0.01。

图1　给药不同时间后各组裸鼠的肿瘤体积测定结果

（x±s，n＝6）

表1　各组裸鼠的抑瘤率测定结果（x±s，n＝6）

组别
模型组
奥沙利铂组
护肝布祖热方组
联合用药组

瘤重/g

0.46±0.05

0.14±0.04a

0.21±0.05a

0.08±0.03ab

抑瘤率/%
－

68.19

54.61

81.68

a：与模型组比较，P＜0.01；b：与奥沙利铂组比较，P＜0.05。

表2　各组裸鼠的血常规测定结果（x±s，n＝6）

组别
空白组
模型组
奥沙利铂组
护肝布祖热方组
联合用药组

白细胞/（109 L－1）

1.78±0.32

3.20±0.67a

1.18±0.39c

4.58±1.28

7.01±3.30d

红细胞/（1012 L－1）

10.81±0.83

9.83±0.85

7.67±1.07c

10.04±0.26

8.89±1.25d

血小板/（109 L－1）

479.67±144.79

856.50±260.82b

609.00±271.44

1 056.00±91.12

1 370.83±262.00e

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与空白组比较，P＜0.01；c：与模型组

比较，P＜0.01；d：与奥沙利铂组比较，P＜0.05；e：与奥沙利铂组比较，

P＜0.01。

表3　各组裸鼠血清中肝、肾功能指标测定结果（x±s，

n＝6）

组别
空白组
模型组
奥沙利铂组
护肝布祖热方组
联合用药组

AST/（U/g prot）

23.09±4.93

26.27±3.00

31.49±4.63a

21.66±2.77

22.72±5.28c

肌酐/（μmol/L）

29.50±12.33

32.69±8.94

46.22±7.11b

24.60±4.94

27.20±4.94c

a：与模型组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.01；c：与奥沙利

铂组比较，P＜0.01。
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4　讨论

肝癌恶性程度高、预后差，其发病率和死亡率在全

球范围内一直呈上升趋势。目前，以奥沙利铂为主的

FOLFOX4方案是治疗肝癌的主要手段之一。但奥沙利

铂在用药过程中不可避免地出现了一系列毒性反应，如

外周神经毒性、血液毒性[14]、免疫毒性[15]和肝、肾毒性[16]。

中药复方的整体协同作用与化学药局部治疗理论互补，

A. 模型组

50 μm

D. 联合用药组

50 μm

B. 奥沙利铂组

50 μm

C. 护肝布祖热方组

50 μm

图2　各组裸鼠肿瘤组织的病理形态学观察结果（HE染色）
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C. 护肝布祖热方组 D. 联合用药组A. 模型组 B. 奥沙利铂组

注：图中箭头所指为阳性细胞染色。

图3　各组裸鼠自噬和凋亡蛋白表达检测的免疫组化图

表4　各组裸鼠肿瘤组织中自噬和凋亡相关蛋白的表达

水平测定结果（x±s，n＝6）

组别
模型组
奥沙利铂组
护肝布祖热方组
联合用药组

LC3

0.08±0.01

0.15±0.00a

0.10±0.01a

0.18±0.01c

p62

0.23±0.01

0.13±0.01a

0.19±0.00a

0.08±0.01c

Bax

0.10±0.00

0.14±0.01a

0.11±0.01b

0.19±0.01c

Bcl-2

0.19±0.01

0.12±0.01a

0.14±0.01a

0.10±0.01c

Caspase-3

0.08±0.01

0.18±0.01a

0.10±0.01a

0.20±0.01c

a：与模型组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与奥沙利

铂组比较，P＜0.01。
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联合使用可以达到优势互补、标本兼治的效果，在增强

化学药疗效的同时还可以降低其毒副作用。因此，本研

究以荷瘤裸鼠为模型，分析护肝布祖热方联合奥沙利铂

的增效减毒作用。本研究结果显示，奥沙利铂和护肝布

祖热方联用可以增强奥沙利铂抑制肿瘤生长的疗效，提

高抑瘤率。

在使用奥沙利铂过程中 80%～90% 的患者会出现

不同程度的外周神经毒性症状，主要体现在末端肢体感

觉异常[17]。在本研究中，奥沙利铂组裸鼠在给药后，其

四肢冰冷无血色、热刺激缩足潜伏期显著延长，而联合

用药组裸鼠上述症状得到缓解，这说明护肝布祖热方可

以改善奥沙利铂引起的外周神经毒性。此外，奥沙利铂

还具有一定的血液毒性和免疫毒性。本研究结果显示，

奥沙利铂会造成模型裸鼠全血中白细胞、红细胞、血小

板数量减少，并可使脾脏系数降低；而与护肝布祖热方

联合处理后，可以增加模型裸鼠全血中白细胞、红细胞、

血小板的数量，并可升高其脾脏系数。这说明护肝布祖

热方可以改善模型裸鼠造血功能及免疫功能，拮抗奥沙

利铂所造成的血液毒性和对免疫功能的影响。本研究

通过检测裸鼠血清中 AST 和肌酐水平变化，发现护肝布

祖热方联合奥沙利铂处理后可以显著降低模型裸鼠血

清中 AST 和肌酐水平，表明护肝布祖热方可以减轻奥沙

利铂所引起的肝、肾毒性。

细胞凋亡和细胞自噬均是细胞程序性死亡的表现

形式，大多数药物都可以通过调节癌细胞的凋亡达到治

疗癌症的目的。细胞凋亡途径分为死亡受体介导的外

源性凋亡途径和线粒体介导的内源性凋亡途径，这2条

途径均通过激活下游凋亡蛋白酶 Caspase 诱发凋亡[18]。

抗凋亡家族成员 Bcl-2蛋白和促凋亡家族成员 Bax 蛋白

是调节凋亡的关键因素，Bcl-2和 Bax 相互作用，使线粒

体膜通透性改变，最终激活下游的 Caspase-3，引发细胞

凋亡[19]。自噬是一种依赖溶酶体的分解代谢途径，在维

持细胞内环境质量方面至关重要[20]。LC3是一种被广泛

认可的自噬标记物，当自噬发生时，LC3-Ⅰ会转化为

LC3-Ⅱ；p62是一种自噬标记蛋白，能够与 LC3结合，在

自噬-溶酶体系统的作用下，使自身进行降解[21]。本研究

结果显示，与奥沙利铂组比较，联合用药组模型裸鼠肿

瘤组织中 Bax、Caspase-3和 LC3蛋白表达上调，Bcl-2和

p62蛋白表达下调。以上结果表明，联合用药后可以促

进细胞凋亡和自噬。

综上所述，护肝布祖热方可增强奥沙利铂对荷瘤裸

鼠的抑瘤作用，缓解奥沙利铂产生的外周神经毒性、血

液毒性、免疫器官毒性和肝肾毒性等；进一步探讨其作

用机制发现，护肝布祖热方可能是通过诱导细胞凋亡和

自噬从而起到减毒增效作用。
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