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鳖甲煎丸对二乙基亚硝胺诱导的肝癌前病变模型
大鼠肝组织 IL-6/STAT3信号通路的影响
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［摘要］ 目的 探讨鳖甲煎丸治疗肝癌前病变的可能作用机制。方法 30只雄性Wistar大鼠随机分为正常

组、模型组、鳖甲煎丸组，每组 10只。除正常组外其余两组注射二乙基亚硝胺 （DEN） 连续 16周建立肝癌

前病变模型。造模第 8周，鳖甲煎丸组给予鳖甲煎丸药液 1. 1 g/kg灌胃，正常组和模型组予以 10 ml/kg生理

盐水灌胃，均每日1次，连续灌胃至第18周。给药结束后测量大鼠体重、肝脏重量、肝脏表面结节数量及最

大结节直径，观察肝脏病理改变及肝组织甲胎蛋白 （AFP）、人胎盘型谷胱甘肽 S-转移酶 （GST-π） 表达情

况，检测肝功能指标包括丙氨酸氨基转移酶 （ALT）、门冬氨酸氨基转移酶 （AST）、总胆红素 （TBiL）、白蛋

白（ALB）、谷氨酰转肽酶（GGT）、碱性磷酸酶（ALP），血清白细胞介素6（IL-6）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、

趋化因子 2（CCL-2） 表达，肝组织 IL-6、TNF-α、CCL-2 mRNA表达及 IL-6、TNF-α、磷酸化转录激活因子 3
（p-STAT3） 蛋白表达。结果 与正常组比较，模型组大鼠体重明显降低，肝脏重量及肝脏体重比均明显增

加，肝脏表面结节数量及结节最大直径明显增加，HE染色见肿瘤病灶内出现大片肝细胞坏死，肿瘤细胞异

型性明显，不典型增生结节内GST-π呈强阳性，瘤组织中AFP染色明显，肝功能指标除ALB外均明显升高，

血清 IL-6、CCL-2水平，肝组织 IL-6、CCL-2mRNA表达及 IL-6、TNF-α、p-STAT3蛋白相对表达量均明显升

高 （P＜0. 01）；与模型组比较，鳖甲煎丸组肝脏重量、肝脏体重比均明显下降，肝脏表面结节数量及结节

最大直径明显降低，癌细胞多呈高分化，肿瘤坏死区少见，GST-π、AFP染色较浅，阳性区域较少，血清

AST、TBiL、GGT水平明显降低，血清 IL-6、CCL-2水平，肝组织 IL-6、CCL-2 mRNA表达及 IL-6、p-STAT3
蛋白相对表达量均明显降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）。结论 鳖甲煎丸可能通过降低炎症因子表达，抑制 IL-6/
STAT3通路的激活，从而抑制肝癌前病变的发生发展。
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肝癌是全球最常见的癌症之一，在 2020年全

球癌症发病率中排第 6位，癌症相关死亡例数排第

3位［1］，在我国癌症相关死亡例数中排第 2位［2］。

在原发性肝癌中，原发性肝细胞癌（hepatocellular
carcinoma，HCC）占 85%～90%［1］。由于HCC起病

隐匿，早期临床症状多不明显，故早期发现及诊断

的难度较大，确诊时多属晚期，失去了手术切除的

时机，其五年生存率约为 18%［3］。持续性肝脏炎症

微环境，尤其是慢性肝炎，刺激库弗细胞分泌大量

的白细胞介素 6（IL-6），可导致异常增生结节（癌

前病变），最终进展成HCC［4］。肝脏炎症微环境中

的 IL-6 与 受 体 结 合 后 ， 引 起 转 录 激 活 因 子 3
（STAT3） 的磷酸化激活，并进入细胞核，使癌症

驱动基因异常表达，造成“炎-癌”转化，故靶向

IL-6、STAT3成为HCC的潜在治疗靶点［5-6］。肝癌

前病变是介于肝纤维化、肝硬化与HCC之间的过

渡病变阶段，其定义为“肝组织有异型增生但又未

达到恶性肿瘤标准，具有高度恶性潜能的，直径

1 mm以上的不典型增生结节”［7-8］。中医药以其独
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特的辨证论治理论和“治未病”的防治特色，在控

制癌前病变方面已凸现优势［9］。鳖甲煎丸出自《金

匮要略》，临床上多用于治疗慢性肝病，具有良好

疗效［10-11］。本研究利用二乙基亚硝胺（DEN）诱导

制备肝癌前病变模型大鼠，观察鳖甲煎丸对大鼠肝

癌形成过程中肝脏炎症因子表达及 IL-6/STAT3通路

的影响，以探讨鳖甲煎丸调控肝癌前病变的可能作

用机制。本实验通过南方医科大学实验动物伦理委

员会批准（批准号：L2019055）。

1 材料与方法

1. 1 动物

SPF级雄性 Wistar大鼠 30只，体质量 220~
250 g，6～8周龄，购自南方医科大学实验动物中

心，实验动物生产许可证号：SCXK（粤） 2016-

0041，使用许可证号：SYXK（粤） 2016-0167。饲

养于南方医科大学动物实验中心 SPF级环境中，所

有大鼠以标准饲料喂养，自由饮水。

1. 2 药物

鳖甲煎丸，组成：鳖甲胶、阿胶、蜂房（炒）、

鼠妇虫、土鳖虫 （炒）、蜣螂、硝石 （精制）、柴

胡、黄芩、半夏 （制）、党参、干姜、厚朴 （姜

制）、桂枝、白芍（炒）、射干、桃仁、牡丹皮、大

黄、凌霄花、葶苈子、石韦、瞿麦。武汉中联药业

集团股份有限公司，批号：130390，研磨成粉，用

生理盐水溶解成浓度为0. 11 g/ml的药液。

1. 3 主要试剂及仪器

DEN（美国 Sigma公司，批号 N0756-25ML）；

水合氯醛 （上海麦克林科技有限公司，批号

C11437571）；RNA提取试剂TransZol（北京全式金

技术有限公司，批号 N10110）；PrimeScriptTMRT
reagent试剂盒（批号RR047A）、TB Green™ Premix
Ex Taq™ II（批号 RR820A/B），日本 Takara公司；

丙氨酸氨基转移酶 （ALT，批号 20190532） 试剂

盒、门冬氨酸氨基转移酶 （AST，批号 20190122）
试剂盒，上海科华生物工程股份有限公司；总胆红

素 （TBiL，批号 190415） 试剂盒、白蛋白 （ALB，
批号190422）试剂盒、谷氨酰转肽酶（GGT，批号

190529） 试 剂 盒 、 碱 性 磷 酸 酶 （ALP， 批 号

190510） 试剂盒，广州华鑫科技有限公司； IL-6
（批号 Z13019260）、肿瘤坏死因子 α（TNF-α，批

号 B06010668）、 趋 化 因 子 2 （CCL-2， 批 号

Z14019261） Elisa试剂盒，武汉华美生物工程有限

公司；RIPA裂解液 （碧云天生物技术有限公司，

批号 P0013）；BCA蛋白测定试剂盒 （美国 Thermo

公司，批号 TE266619）；甲胎蛋白 （AFP） 一抗

（美国 Elabscience公司，批号 E-AB-40308）；人胎

盘型谷胱甘肽 S-转移酶（GST-π）一抗（美国Ab⁃
cam 公 司 ， 批 号 ab138491）； IL-6 一 抗 （批 号

DF6087）、TNF-α一抗（批号AF7014），美国Affin⁃
ity公司；磷酸化转录激活因子 3（p-STAT3）一抗

（美国 Santa公司，批号 sc-8509）；STAT3一抗（美

国 CST公司，批号 4904）；S-P超敏免疫组化试剂

盒 （福 州 迈 新 生 物 技 术 开 发 公 司 ， 批 号

1902259720）；DAB显色试剂盒（福州迈新生物技

术开发公司，批号 1907020031）；甘油醛-3-磷酸脱

氢酶 （GAPDH） 一抗 （批号 GB11002）、苏木素-
伊红 （HE） 染色试剂 （批号 ZH191207），武汉塞

维尔生物科技有限公司；ECL曝光液（美国Milli⁃
pore公司，批号1925901）。

JA3003N型电子天平 （上海科佑仪器有限公

司）；Multiskan型酶标仪 （美国 Thermo公司）；

7020型全自动生化分析仪（日本日立公司）；Light⁃
Cycler® 96型实时荧光定量 PCR仪 （瑞士 Roche公
司）；E100型显微镜 （日本尼康公司）；5427R型

离心机（德国Eppendorf公司）。

1. 4 分组、造模及给药

将 30只雄性Wistar大鼠按随机数字表法分为

正常组、模型组、鳖甲煎丸组，每组 10只。除正

常组外其余两组大鼠参考文献 ［12］ 方法，采用

DEN 50 mg/kg腹腔注射，每周 1次，连续 16周诱导

制备大鼠肝癌前病变模型。正常组腹腔注射生理盐

水 2. 5 ml/kg。造模第 8周、第 12周正常组和模型

组大鼠均按随机数字表法各处死 2只，经肝脏组织

病理染色提示DEN诱导模型大鼠分别处于肝纤维

化、肝硬化阶段，与文献［13］造模过程中病理变

化大致相同。在造模第 8周，鳖甲煎丸组灌胃予以

1. 1 g/kg鳖甲煎丸药液，给药量按照人与大鼠体表

面积进行换算［14］，每日1次；模型组及正常组予以

10 ml/kg生理盐水灌胃，每日 1次。各组均连续灌

胃至第 18周。（注：鳖甲煎丸组在造模第 8周前因

DEN造成肺部损伤而死亡 2只（病理显示肺部组织

坏死），为了与正常组、模型组的鼠数一致，在造

模第 8周时在剩下的 8只大鼠中按随机数字表选取

6只进行灌胃。）

1. 5 观察指标及方法

最后一次灌胃24 h后，腹腔注射10％水合氯醛

（3 ml/kg）麻醉大鼠，腹主动脉采血后立即用生理盐

水进行心脏灌注，取肝组织样本。血液常温静置4 h，
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3000 r/min，4℃离心 20 min，离心半径为 9. 49 cm，
分离血清。血清及肝组织于-80 ℃保存备用。

1. 5. 1 体重、肝脏重量 麻醉前利用电子天平测

量大鼠体重；麻醉后分离整个肝脏称重，计算肝脏

体重比，肝脏体重比=（肝脏重量/体重） ×100%。

1. 5. 2 肝脏表面结节数量及直径 肉眼下，由两

名研究者计量结节直径≥5 mm的结节数，并测量

每只大鼠最大结节的直径，取两组数据的均值。

1. 5. 3 肝组织病理学 采用HE染色观察。取大

鼠肝左叶组织、结节及肝癌组织，4%多聚甲醛固

定，乙醇脱水后石蜡包埋、4 μm连续切片制成石

蜡切片，按照常规HE染色步骤进行染色，中性树

脂封片后，在显微镜下观察。

1. 5. 4 肝组织 AFP、GST-π蛋白染色情况 用免

疫组织化学法检测。肝组织石蜡切片脱蜡、水化，

PBS冲洗，使用枸橼酸钠进行抗原修复，PBS冲
洗。根据试剂盒说明书进行操作，加非特异性染色

剂阻断内源性过氧化物酶，加入一抗 AFP（1∶
200）及GST-π（1∶150），4 ℃过夜。次日，加生

物素标记 IgG聚合物，加链霉菌抗生物素蛋白-过
氧化物酶，DAB显色，复染，中性树胶封片，在

显微镜下观察AFP、GST-π蛋白染色情况。

1. 5. 5 肝功能指标 使用 7020型全自动生化分析

仪测定肝功能指标，包括血清 ALT、AST、TBiL、
ALB、GGT、ALP，按试剂盒说明书操作。

1. 5. 6 血清 IL-6、TNF-α、CCL-2水平 采用Elisa
试剂盒检测血清 IL-6、TNF-α、CCL-2水平，严格

按照试剂盒说明书检测。

1. 5. 7 肝组织 IL-6、TNF-α、CCL-2 mRNA表达

采用RT-PCR法检测。提取肝组织内总RNA，逆

转录成 cDNA，以其为模板，采用 SYBR Green进行

两步法实时荧光定量PCR扩增反应，反应体系为：

1 μl的 cDNA产物，正、反向引物各 0. 4 μl，5 μl
2xSYBR Green染料，3. 2 μl无 RNA酶水，总体积

为 10 μl。引物序列： IL-6，上游 ACTTCCAGC⁃
CAGTTGCCTTCTTG，下游 TGGTCTGTTGTGGGTG⁃
GTATCCTC，110 bp；CCL-2，上游 CACCTGCTGC⁃
TACTCATTCACTGG，下游 CTTCTTTGGGACACCT⁃
GCTGCTG，92 bp；TNF-α，上游ATGGGCTCCCTCT⁃
CATCAGTTCC，下游GCTCCTCCGCTTGGTGGTTTG，
114 bp； 内 参 GAPDH， 上 游 GACATGCCGCCTG⁃
GAGAAAC， 下 游 AGCCCAGGATGCCCTTTAGT，
92 bp。引物均由上海生工生物有限公司合成。反应

参数：预热 95 ℃ 30 s； 95℃ 10 s； 60 ℃ 30 s，

40个循环；溶解曲线温度 97℃ 1 s。GAPDH作为内

参，每组使用 6个生物样本，每个样品重复 3次，

样本目的基因的计算方法为2-△△Ct。
1. 5. 8 肝组织 IL-6、TNF-α、p-STAT3蛋白表达

采用Western Blot法检测。各组用随机数字表法

选取 3只进行检测。采用RIPA裂解液（加入 10％
蛋白酶抑制剂及 10％磷酸酶抑制） 提取肝组织蛋

白，BCA法测各组蛋白浓度。用裂解液将各组蛋白

稀释至等浓度，与 5×上样缓冲液 4∶1混合，98 ℃
变性 5 min。取蛋白 40 μg，12％ SDS聚丙烯酰胺凝

胶进行电泳，将蛋白转移至PVDF膜上，5％ BSA封闭

2 h，一抗（1∶1000） 4℃过夜。TBST洗涤 3次，加

入TBST稀释的二抗（1∶3000）后，常温下孵育1. 5 h。
TBST洗涤3次，ECL曝光液在暗室发光、显影、定

影并获取图像，采用 Image J 8. 0软件测量 IL-6、
TNF-α、p-STAT3、STAT3、GAPDH蛋白条带灰度

值，并计算IL-6、TNF-α、p-STAT3蛋白相对表达量。

1. 6 统计学方法

采用 SPSS 20. 0软件进行统计分析。本研究数

据均符合正态分布，均采用均数±标准差（x̄±s）表

示，多组间比较采用单因素方差分析，方差齐性的

两两比较采用 LSD法，方差不齐的两两比较用

Dunnett T3法。以P＜0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠体重、肝脏重量及肝脏体重比比较

表 1示，与正常组比较，模型组大鼠体重明显

降低 （P＜0. 01），肝脏重量及肝脏体重比均明显

增加 （P＜0. 01）；与模型组比较，鳖甲煎丸组肝

脏重量、肝脏体重比均明显降低 （P＜0. 01），体

重比较差异无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 2 各组大鼠肝脏表面结节数量及最大结节直径

比较

正常组大鼠肝脏表面无肉眼可见结节；模型组

大鼠肝脏表面均有≥5 mm的结节，色泽略灰白，

部分结节富含血供，与周围组织有粘连；鳖甲煎丸

组除其中 1只大鼠肝脏表面未见≥5 mm的结节外，

其余大鼠肝表面均有≥5 mm的结节。图 1示，与

正常组比较，模型组大鼠肝脏表面结节数量及结节

表1 各组大鼠体重、肝脏重量及肝脏体重比比较 （x̄ ± s）
组别

正常组

模型组

鳖甲煎丸组

鼠数

6
6
6

体重/g
433. 95±66. 38
264. 00±17. 51a）
279. 07±16. 98

肝脏重量/g
11. 54±2. 92
29. 77±7. 00a）
18. 98±4. 03b）

肝脏体重比

2. 63±0. 34
11. 20±2. 26a）
6. 81±1. 48b）

注：a） 与正常组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01。
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最大直径明显增加 （P＜0. 01）；与模型组比较，

鳖甲煎丸组大鼠肝脏表面结节数量及结节最大直径

均降低（P＜0. 01）。

2. 3 各组大鼠肝组织病理学结果

图 2示（请扫描本文二维码获取彩图），正常

组大鼠肝组织可见正常肝小叶，肝细胞以中央静脉

为中心呈放射状排列，肝细胞大小一致，未见变

性、坏死。与正常组比较，模型组和鳖甲煎丸组肝

脏均可见局灶异型增生结节，与周围肝分界清晰，

同时肝脏可见肝癌结节，癌细胞增生紊乱，核深

染，核分裂象明显。模型组病灶内出现大片肝细胞

坏死，部分肿瘤细胞脂肪变，可见瘤巨细胞，肿瘤

细胞异型性明显。与模型组比较，鳖甲煎丸组肿瘤

细胞多呈高分化，异型不明显，肿瘤体积相对较

小，坏死区少见。

2. 4 各组大鼠肝组织GST-π、AFP蛋白染色情况

图 3示（请扫描本文二维码获取彩图），正常

组未见明显阳性着色。与正常组比较，模型组不典

型增生结节内可见阳性着色，表现为增生的肝细胞

胞质棕黄色颗粒，部分细胞颜色深，提示GST-π呈

强阳性表达；增生结节周围由纤维组织包围隔开，

而肿瘤组织中可见棕黄色病灶，呈片状着色，提示

AFP表达升高，主要分布在细胞质。鳖甲煎丸组可

见GST-π、AFP蛋白阳性着色，但与模型组比较，

鳖甲煎丸组棕色染色较浅，阳性区域较少。

2. 5 各组大鼠肝功能指标比较

表2示，与正常组比较，模型组血清ALT、AST、
TBiL、GGT、ALP水平均明显升高（P＜0. 01）；与

模型组比较，鳖甲煎丸组血清AST、TBiL、GGT水
平明显降低（P＜0. 01），ALT、ALP水平两组比较差

异无统计学意义（P＞0. 05）。各组大鼠血清ALB水

平比较差异无统计学意义（P＞0. 05）。

注：a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01。
图1 各组大鼠肝脏表面结节数量及结节最大直径比较

正常组 模型组 鳖甲煎丸组

注：图中箭头所指为典型的核皱缩的坏死细胞，核异型、核深染色的细胞，以及脂肪变的肿瘤细胞。

图2 各组大鼠肝组织病理学结果（HE染色，×200）

注：图中箭头所指分别为GST-π、AFP。
GST-π，人胎盘型谷胱甘肽S-转移酶；AFP，甲胎蛋白。

图3 各组大鼠肝组织GST-π、AFP蛋白染色结果（免疫组化染色，×200）
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2. 6 各组大鼠血清 IL-6、TNF-α、CCL-2水平比较

各组大鼠血清TNF-α含量均低于试剂盒检测范

围，故结果未展示。表 3示，与正常组比较，模型

组 大 鼠 血 清 IL-6、 CCL-2 水 平 明 显 升 高 （P＜
0. 01）；与模型组比较，鳖甲煎丸组大鼠血清 IL-6、
CCL-2水平明显降低（P＜0. 05）。

2. 7 各组大鼠肝组织 IL-6、TNF-α、CCL-2 mRNA
表达比较

表 4示，与正常组比较，模型组肝组织 IL-6、
CCL-2 mRNA表达均明显升高（P＜0. 01）；与模型

组比较，鳖甲煎丸组肝组织 IL-6、CCL-2 mRNA表

达明显降低（P＜0. 01）。各组肝组织TNF-α mRNA
表达比较差异无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 8 各组大鼠肝组织 IL-6、TNF-α、p-STAT3蛋白

表达比较

表 5示，与正常组比较，模型组肝组织 IL-6、
TNF-α、p-STAT3蛋白相对表达量明显升高 （P＜
0. 01）；与模型组比较，鳖甲煎丸组 IL-6、p-STAT3
蛋白相对表达量明显降低（P＜0. 05或 P＜0. 01），

两组 TNF-α蛋白相对表达量比较差异无统计学意

义 （P＞0. 05）。各组大鼠肝组织 IL-6、TNF-α、
p-STAT3蛋白电泳图见图4。

3 讨论

中医学对肝癌前病变多参照“癥积”“胁痛”

等病症辨证治疗。肝癌前病变阶段患者患病已久，

肝脏受损，脏腑失和，气机阻滞，瘀血内停，毒浊

内生，痰瘀凝结，而成癥瘕，因此，肝癌前病变基

本病机可概括为正虚血瘀毒结。鳖甲煎丸全方攻补

兼施，寒温并用，具有益气扶正、行气活血、祛湿

化痰、解毒散结、软坚消癥之效。研究［15］发现，

鳖甲煎丸可通过调节Wnt信号通路中相关信号分

子，抑制核转录因子κB（NF-κB）的磷酸化，阻断

Wnt与NF-κB信号通路相互串话激活，最终干预星

状细胞增殖活化，从而发挥抗肝纤维化的作用。此

外，鳖甲煎丸能有效调控β-连环蛋白（β-catenin）、

糖原合成酶激酶 3β（GSK-3β）、转化生长因子 β1
（TGF-β1）的表达水平而达到抗HCC转移侵袭的目

的［16 -17］。本研究利用DEN诱导肝癌前病变模型大

表2 各组大鼠血清ALT、AST、TBiL、ALB、GGT、ALP水平比较 （x̄ ± s）
组别

正常组

模型组

鳖甲煎丸组

鼠数

6
6
6

ALT/U•L-1

30. 48±9. 99
273. 85±20. 51 a）
239. 43±38. 34

AST/U•L-1

85. 65±27. 73
630. 37±164. 11a）
366. 10±56. 85 b）

TBiL/mg•dl-1
0. 22±0. 13
47. 53±23. 73a）
7. 50±2. 36b）

ALB/g•L-1

29. 52±1. 90
29. 87±3. 96
30. 55±1. 20

GGT/U•L-1

0. 33±0. 23
279. 07±16. 98 a）
127. 97±32. 88 b）

ALP/U•L-1

97. 07±34. 36
271. 73±60. 28 a）
213. 68±33. 67

注：ALT，丙氨酸氨基转移酶；AST，门冬氨酸氨基转移酶；TBiL，总胆红素；ALB，白蛋白；GGT，谷氨酰转肽酶；ALP，碱性磷酸酶。

a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01。

表3 各组大鼠血清 IL-6、CCL-2水平比较 （pg•ml-1, x̄ ± s）
组别

正常组

模型组

鳖甲煎丸组

鼠数

6
6
6

IL-6
24. 08±6. 77
51. 73±11. 10 a）

36. 66±9. 17 b）

CCL-2
108. 50±31. 84
423. 33±179. 04 a）

254. 20±52. 57 b）

注：IL-6，白细胞介素6；CCL-2，趋化因子2。
a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05。

表4 各组大鼠肝组织 IL-6、TNF-α、CCL-2 mRNA
表达比较 （2－ΔΔCT, x̄ ± s）

组别

正常组

模型组

鳖甲煎丸组

鼠数

6
6
6

IL-6
1. 26±0. 62
24. 80±8. 05 a）
3. 14±2. 16 b）

TNF-α
1. 16±0. 59
2. 18±1. 13
1. 32±0. 84

CCL-2
1. 10±0. 34
20. 24±7. 68a）
2. 31±1. 35b）

注：IL-6，白细胞介素 6；TNF-α，肿瘤坏死因子 α；CCL-2，
趋化因子2。

a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01。

表5 各组大鼠肝组织 IL-6、TNF-α、p-STAT3蛋白

表达比较 （x̄ ± s）
组别

正常组

模型组

鳖甲煎丸组

鼠数

3
3
3

IL-6/GAPDH
0. 29±0. 07
0. 91±0. 04 a）
0. 61±0. 04 c）

TNF-α/
GAPDH

0. 65±0. 04
0. 98±0. 03 a）
0. 96±0. 06

p-STAT3/
STAT3

0. 50±0. 09
0. 96±0. 05a）
0. 69±0. 21b）

注：IL-6，白细胞介素 6；TNF-α，肿瘤坏死因子α；p-STAT3，
磷酸化转录激活因子3；STAT3，转录激活因子3。

a） 与正常组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 05；
c）与模型组比较，P＜0. 01。

正常组 模型组 鳖甲煎丸组

注：IL-6，白细胞介素6；TNF-α，肿瘤坏死因子α；
p-STAT3，磷酸化转录激活因子 3；STAT3，转录激活因

子3。
图4 各组大鼠肝组织 IL-6、TNF-α、

p-STAT3蛋白电泳图
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鼠，进一步探讨鳖甲煎丸抗肝癌前病变的可能作用

机制。

DEN常作为大鼠肝癌的诱导剂，诱发HCC所

占的比例大、成功率高［18］。在第8周，模型大鼠处

于肝纤维化阶段，在第 12至 16周，出现不典型增

生结节并逐渐向肝癌恶性转变［13］。在前期研究中，

使用鳖甲煎丸在第 12周时干预DEN肝癌模型大鼠，

可以抑制肿瘤上皮间质转化［17］。为进一步探讨鳖

甲煎丸调控HCC发生发展的机理，本研究在造模

第 8周给予鳖甲煎丸干预处理。在肝癌前病变阶段

的结节中，GST-π呈高表达［19］且肝脏表面≥5 mm
的结节可发展为肝癌［20］。本研究结果显示，鳖甲

煎丸能明显降低≥5 mm结节的数量，同时可降低

结节中GST-π的表达，降低结节最大直径及肝脏重

量、肝脏体重比，从而抑制肿瘤的发生及进展。

慢性炎症促进异常肝细胞增生，并进一步恶性

转化，形成肿瘤起始细胞 （HCC progenitor cells，
HcPCs），同时慢性炎症微环境又促进HcPCs的增

殖［21］。CCL-2是调节单核细胞和（或）巨噬细胞迁

移和浸润的关键趋化因子之一，在刺激炎症浸润及

肿瘤发展中起重要作用［22］。CCL-2通过多种免疫细

胞的募集和激活促进HCC进展并可对索拉非尼耐

药［23］。有研究［24］通过基因敲除 CCL-2受体 （C-C
chemokine receptor 2，CCR2） 或使用 CCR2拮抗剂

可以显著减少小鼠皮下成瘤模型及HCC原位模型

癌细胞的增殖和远处转移。本研究结果显示，鳖甲

煎丸能够在 mRNA转录水平及蛋白水平上降低

CCL-2表达，提示鳖甲煎丸可减少由CCL-2介导的

单核细胞和 （或） 巨噬细胞在肝组织的浸润。

TNF-α在炎症微环境也具有一定的促癌作用［25］。

本研究结果显示，各组大鼠的血清TNF-α含量均低

于试剂盒检测范围，但与正常组比较，模型组大鼠

肝组织TNF-α蛋白水平均明显升高，而鳖甲煎丸组

与模型组TNF-α蛋白表达无明显差异，因此，鳖甲

煎丸不能降低TNF-α表达。库弗细胞被受损肝细胞

释放的刺激因子激活并分泌 IL-6，促进肝细胞异常

增生，并向HcPCs进行转化［26］。此外，HcPCs自
分泌 IL-6可持续刺激癌细胞增殖［26］。本研究结果

显示，鳖甲煎丸组大鼠肝组织的 IL-6在转录水平及

蛋白表达方面均较模型组明显降低，且肝脏表面结

节数量明显降低，提示鳖甲煎丸可能通过降低肝脏

炎症因子 IL-6的表达，抑制肝细胞的增殖，从而减

少不典型增生结节的形成。IL-6/STAT3信号通路被

认为在癌症发展中发挥作用［10］。IL-6与受体结合

后，受体上的 gp130亚基形成二聚体，使得与

gp130相连的 Jak酶发生磷酸化，Jak酶进一步磷酸

化 STAT3蛋白并形成二聚体或异二聚体，易位至

细胞核，将胞外信号传递到细胞核并诱导靶基因转

录［27］，在人类HCC中肿瘤相关巨噬细胞分泌 IL-6
即是通过 STAT3通路促进肿瘤干细胞增殖［28］。本

研究结果显示，鳖甲煎丸不仅能降低 IL-6的表达，

还能降低肝组织 p-STAT3的表达，从而抑制肝组织

IL-6/STAT3通路的异常激活，这可能是鳖甲煎丸抗

肝癌前病变的作用机制之一。

综上所述，鳖甲煎丸可能通过降低DEN诱导

肝癌前病变模型大鼠在癌变过程中炎症因子 IL-6、
CCL-2表达，减少炎症细胞浸润，改善肝脏炎症微

环境，抑制由 IL-6/STAT3通路激活诱导的肝细胞或

肝祖细胞的恶性增殖，从而调控肝癌的发生发展。

本研究用DEN诱导大鼠的模型，重点研究鳖甲煎

丸对大鼠癌前病变的作用，但肝癌发生发展的作用

机制复杂，部分模型大鼠出现了肝癌，故今后的研

究可考虑缩短造模时间。此外，本研究未利用免疫

组化或荧光观察肝组织M1型、M2巨噬细胞浸润情

况，未能明确鳖甲煎丸是否通过降低M1型（促炎

型）巨噬细胞的浸润进而降低炎症因子的表达，这

一方面仍需进一步的深入研究。
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Effect of Biejiajian Pills （鳖甲煎丸） on IL-6/STAT3 Signal Pathway in Liver Tissue of Diethylnitrosamine
Rat Models of Liver Precancerous Lesion Model Rats
CHENWeicong1，WEN Bin2，SUN Haitao1，SUN Jialing1，YANG Xuemei1，HUANG Shaohui1，AN Haiyan1，
PANG Jie1，HE Songqi1

1. School of Chinese Medicine，Southern Medical University，Guangzhou，510515；2. PLA Southern Theater Command Air Force
Hospital
ABSTRACT Objective To explore the possible mechanism of Biejiajian Pills（鳖甲煎丸）in the treatment of pre⁃
cancerous lesions of liver. Methods Thirty male Wistar rats were randomly divided into normal group，model group，
and Biejiajian Pills group，with 10 rats in each group. Except for the normal group，the rats in the other two groups
were injected with diethylnitrosamine（DEN）for 16 consecutive weeks to establish liver precancerous lesion models.
On the 8th week of modelling，the liquid of Biejiajian Pills（1. 1 g/kg）was given by gavage to the Beijiajian Pills
group，while normal saline（10 ml/kg）was administered by gavage in the normal group and the model group；the
interventions were all given once daily until Week 18. After the administration，the body weight of the rats，the
weight of the liver，the number of nodules on the liver surface and the largest nodule diameter were measured；the
pathological changes of the liver and the expression of alpha-fetoprotein（AFP）and human placental glutathione
S-transferase（GST-π）in the liver tissue were assessed；the levels of liver function indicators including alanine amino⁃
transferase（ALT），aspartate aminotransferase（AST），total bilirubin（TBiL），albumin（ALB），glutamyl transfer
Peptidase（GGT），alkaline phosphatase（ALP），serum interleukin 6（IL-6），tumor necrosis factor α（TNF-α）and
chemokine 2（CCL2），the mRNA expression of IL-6，TNF-α and CCL2，as well as the protein expression of IL-6，
TNF-α and phosphorylated transcription activator 3（p-STAT3）in the liver tissue were detected. Results Compared
to those in the normal group，the body weight of the rats in the model group was significantly reduced；the liver weight
and the ratio of liver vs body weight were significantly increased；the number of nodules on the liver surface and the
largest nodule diameter were significantly increased；HE staining showed large areas of hepatocyte necrosis in the
tumor lesions and obvious atypia of cancer cells；GST-π in dysplastic nodules was strongly positive；obvious AFP
staining was shown in tumor tissues；all liver function indicators except for ALB were significantly increased；the se⁃
rum IL-6 and CCL2 levels，the mRNA expression of IL-6 and CCL2，and the protein expression of IL-6，TNF-α，and
p-STAT3 in the liver tissue were significantly increased（P＜0. 01）. Compared to those in the model group，the liver
weight and the ratio of liver vs body weight in the Biejiajian Pill group were significantly decreased；the number of
nodules on the liver surface and the largest nodule diameter were significantly reduced；cancer cells were mostly high⁃
ly differentiated；tumor necrosis was rare；GST-π and AFP staining were lighter，with fewer positive areas；serum
AST，TBiL，and GGT levels were significantly reduced；the serum levels of IL-6 and CCL2，the expression of IL-6
and CCL2 mRNA in liver tissue and the relative expression of IL-6 and p-STAT3 protein were significantly reduced
（P＜0. 05 or P＜0. 01）. Conclusion Biejiajian Pills may inhibit the activation of IL-6/STAT3 pathway by reducing
the expression of inflammatory factors，thereby inhibiting the occurrence and development of liver precancerous
lesions.
Keywords hepatocellular carcinoma；precancerous lesions；Biejiajian Pills（鳖甲煎丸）；interleukin 6；transcrip⁃
tion activator 3
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