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清化益肠方对急性放射性肠损伤模型小鼠
肠组织NLRP3炎症小体的影响
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［摘要］ 目的　基于 NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白 3 （NLRP3） 炎症小体探讨清化益肠方对急性放射性

肠损伤模型小鼠的作用及可能分子机制。方法　60 只 C57BL/6J 小鼠随机分为对照组、模型组、造模前给药

组、造模后给药组、抑制剂组、中药联合抑制剂组，每组10只。除对照组外，其余5组小鼠均采用单次全剂

量照射构建小鼠急性放射性肠损伤模型。造模前给药组、中药联合抑制剂组造模前7天连续给予浓度为4 g/ml
清化益肠方水煎液灌胃，每次 0. 2 ml，每日 1次。造模后给药组、造模前给药组和中药联合抑制剂组造模后

连续给予 4 g/ml清化益肠方水煎液灌胃 14天；对照组、模型组和抑制剂组给予 0. 2 ml生理盐水灌胃，每日 1
次，连续 14天。自照射后 2 h起，抑制剂组和中药联合抑制剂组予 NLRP3抑制剂 MCC950 （浓度为 10 mg/kg）
腹腔注射 0. 2 ml，隔日 1 次，共 7 次。HE 染色观察肠组织病理改变，Western Blot 法及 RT-qPCR 法检测肠组

织 NLRP3 蛋白及 mRNA 表达水平，免疫组织化学法检测肠组织 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白表达水平；

流式细胞术检测小鼠脾脏 CD4+、CD8+T 细胞比例；ELISA 法测定小鼠血清 γ 干扰素 （IFN-γ）、白细胞介素 18
（IL-18）、白细胞介素 1β （IL-1β） 含量。结果　HE 染色结果显示，对照组小鼠肠组织无病变；模型组小鼠

肠绒毛长度减短、黏膜层变薄，固有层多灶性黏膜坏死，局部伴有中性粒细胞浸润；各药物干预组小鼠肠组

织病理损伤有不同程度的改善，其中中药联合抑制剂组改善程度最明显。与对照组比较，模型组小鼠肠组织

中 NLRP3 蛋白及 mRNA 表达水平升高，肠组织 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白表达增加，脾脏 CD4+T 细胞

比例上升、CD8+T 细胞比例下降，血清 IFN-γ、IL-18、IL-1β 含量升高 （P＜0. 05）。与模型组比较，其余各

给药组上述各指标均有所改善 （P＜0. 05）。造模前给药组 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白较造模后给药组

降低 （P＜0. 05）；中药联合抑制剂组 NLRP3 mRNA 水平较抑制剂组降低 （P＜0. 05）。结论　清化益肠方可

能是通过抑制NLRP3炎症小体发挥防治急性肠损伤的作用。

［关键词］  放射性肠损伤；清化益肠方；NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3；炎症小体

放射性肠损伤又称放射性肠炎，是腹部及盆腔

恶性肿瘤放射治疗后常见的肠道并发症，主要累及

小肠、结肠及直肠［1］，为临床上最常见的放射性损

伤之一。目前，现代医学对于急性放射性肠损伤的

治疗多以抗生素及糖皮质激素对症治疗为主，总体

疗效不理想且极易复发［2-3］。近年来，中医药凭借

其临床疗效佳、不良反应少、安全性高的优势，在

急性放射性肠损伤的治疗方面取得了较大进展［4-5］。

本团队认为，急性放射性肠损伤病位在肠，涉及脾

胃，病理因素主要有虚、湿、瘀、热、毒等，治当

益气养阴、凉血散瘀、清肠化湿［6］，将“瘀热”理

论与多年临床经验相结合，提出经验效方清化益肠

方，在临床上应用于急性放射性肠损伤的防治取得

了较好的疗效［7］，但其具体作用机制尚不明确。
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NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3 （NOD-

like receptor thermal protein domain associated protein 
3，NLRP3）是一种能够激活强效炎症介质的胞质

超分子复合物，能够驱动焦亡的发生［8］。既往研究

表明，NLRP3 炎症小体的激活参与了急性放射性

肠损伤的发生与发展［9］。本研究以 NLRP3 炎症小

体为核心切入点，旨在探讨清化益肠方减轻急性放

射性肠损伤的可能作用机制，为其临床应用提供依

据。本实验经南京中医药大学动物伦理委员会批准

（批准号：202210A008）。

1　材料与方法

1. 1　动物

SPF级雄性C57BL/6J小鼠 60只，6~8周龄，体

质量 18~22 g，购于杭州医学院，实验动物生产许

可证编号：SCXK （浙） 2019-0002，实验动物使用

许可证号：SYXK （苏） 2018-0049。饲养于南京中

医药大学实验动物中心，每 12 h 进行一次明暗循

环，温度（24±2） ℃，湿度（55±5） %，自由获取

食物及清洁饮用水。

1. 2　药物

清化益肠方组成：炙黄芪15 g、麸炒白术12 g、
地榆 12 g、石斛 12 g、红藤 12 g、薏苡仁 12 g、煨

木香 6 g、甘草 6 g。药物购于江苏省中医院，中药

饮片按照比例放入煎药锅中，加入全药材重量 10
倍量的纯水，浸泡 60 min，武火煮沸后改用文火煎

煮 30 min，趁热滤取煎液，再加全药材重量 8倍量

的纯水，武火煮沸后改用文火煎煮 20 min，过滤回

收煎液，合并 2次水煎液，将其置于旋转蒸发仪

中减压浓缩为含生药量为 4 g/ml的中药浓缩液。

NLRP3炎症小体抑制剂MCC950，购自美国 Selleck
公司，货号S7809。
1. 3　主要试剂及仪器

1. 25%即用型三溴乙醇无菌溶液（南京爱贝生

物科技有限公司，货号M2910）；4%多聚甲醛、红

细胞裂解液 （北京兰杰柯科技有限公司，货号

BL539A、BL503B）；苏木素-伊红（HE）高清恒染

试剂盒 （武汉赛维尔生物科技有限公司，货号

G1076）；DAB 染色液 （湖南艾方生物科技有限公

司，货号AFIHC0）；EDTA抗原修复液、柠檬酸抗

原修复液 （北京索莱宝科技有限公司，货号

C1033、C1038）；苏木素染色液、BCA蛋白浓度测

定试剂盒、RIPA 裂解液、一抗稀释液、BSA （上

海碧云天生物技术有限公司，货号C0107、P0010、

P0013B、P0256、ST025）；10%PAGE 凝胶快速制

备试剂盒、磷酸酶抑制剂混合物、蛋白酶抑制剂

［翌圣生物科技 （上海） 股份有限公司，货号

20325ES62、 20109ES05、 20124ES03］；TRIzol（美国

Invitrogen 公司，货号 15596018CN）；逆转录试剂

盒、SYBR Green 预混液 （美国 ThermoFisher 公司，

货号 K1622、A25743）；脱脂奶粉 （德国 BioFroxx
公司，货号 1172GR500）；蛋白上样缓冲液（上海

雅酶生物医药科技有限公司，货号 LT101S）；

NLRP3 抗体（美国 CST 公司，货号#15101）；半胱

氨酸天冬氨酸蛋白酶 1 （Caspase-1）、消皮素 D
（GSDMD）、 actin 抗体 （美国 Abcam 公司，货号

ab138483、219800、197345）；HRP 结合山羊抗兔

IgG 抗体 （武汉三鹰生物技术有限公司，货号

PR30011）；异硫氰酸荧光素 （FITC） CD3 抗体、

藻红蛋白（PE）CD4抗体、别藻蓝蛋白（APC）CD8
抗体（美国Biolegend公司，货号17A2、GK1. 5、16-

10A1）；γ 干扰素（IFN-γ）、白细胞介素 18（IL-18）、

白细胞介素 1β （IL-1β） ELISA 检测试剂盒 （杭州

联科生物技术股份有限公司，货号EK280、EK218、
EK201B）。

AE41 型光学显微镜，麦克奥迪实业集团有限

公司；Centrifuge 5427R、5810R 型冷冻高速离心

机，德国 Eppendorf公司；Spark10M 型多功能酶标

仪，瑞士TECAN公司；Chemidoc MP型多功能凝胶

成像分析系统，美国 Bio-Rad 公司；Veriti、Quant⁃
Studio5型 PCR 仪器，美国 Applied biosystems 公司；

cytoflex型流式细胞仪，美国贝克曼库尔特有限公司。

1. 4　动物分组、造模及给药

小鼠适应性饲养 1周后开始实验。60只小鼠按

体质量采用分层随机抽样法分为对照组、模型组、

造模前给药组、造模后给药组、抑制剂组、中药联

合抑制剂组，每组 10 只。除对照组外，其余各组

小鼠先予1. 25%三溴乙醇按0. 2 ml/10 g腹腔注射麻

醉，麻醉成功后将小鼠以仰卧体位置于治疗床上，

按照课题组前期研究［7］予 15Gy、6MV X 射线的单

次全剂量照射构建小鼠急性放射性肠损伤模型。照

射后第 7天小鼠肠道HE切片出现中性粒细胞浸润、

肠腺结构消失等炎性病理改变则证明造模成功［7］。

造模前给药组、中药联合抑制剂组造模前 7天
连续给予浓度为4 g/ml清化益肠方水煎液灌胃，每次

0. 2 ml，每日 1次。造模后给药组、造模前给药组

和中药联合抑制剂组造模后连续给予浓度为 4 g/ml
清化益肠方水煎液灌胃 14天，每次 0. 2 ml，每日 1
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次，药物剂量根据人与动物体表面积折算［10］；对

照组、模型组和抑制剂组给予 0. 2 ml 生理盐水灌

胃，每日 1次，连续 14天。自照射后 2 h起，抑制

剂组和中药联合抑制剂组予NLRP3抑制剂MCC950
（浓度为 10 mg/kg）腹腔注射 0. 2 ml，隔日 1次，共

7次。灌胃期间，小鼠允许自由进食及饮水，每日

称取并记录小鼠体质量变化。

1. 5　观察指标及方法

干预后第 15 天予腹腔注射 1. 25% 三溴乙醇

（0. 2 ml/10 g） 麻醉后行小鼠眼底静脉取血，并开

腹剥取全部肠组织、脾脏组织，将回盲瓣上 2 cm
肠段放入 4% 多聚甲醛中固定，其余放入冷冻管，

液氮快速冷冻后-80 ℃保存备用。小鼠血液室温静

置 1 h后，4 ℃、3000 r/min离心 15 min （离心半径

6. 5 cm），分离上层血清-80 ℃保存备用。

1. 5. 1　肠组织病理分析　采用随机数字表法各组

选取 5只小鼠回盲瓣上 2 cm 肠组织经固定、包埋、

切片后，经HE染色，采用树胶封片，光学显微镜

下采集图片。

1. 5. 2　 RT-qPCR 法检测肠组织 NLRP3 mRNA 表

达　各组剩余 5只小鼠肠组织采用随机数字表法选

取 3只用于mRNA、蛋白检测。称取 40 mg肠组织，

加入 1 ml TRIzol 试剂提取总 RNA，使用 NanoDrop
设备检测浓度，随后进行逆转录得到 cDNA，使用

SYBR Green 荧光染料按照说明书的反应体系进行

扩增，2-△△Ct 法分析结果，引物由生工生物工程

（上海） 股份有限公司合成。NLRP3：上游 CCA-

GACCTCCAAGACCACTACG， 下 游 CAGAGAAGA⁃
GATGCTCCTCAATGC，产物长度 92 bp；β -actin：
上游 ACTGCCGCATCCTCTTCCTC，下游 AACCGC-

TCGTTGCCAATAGTG，产物长度80 bp。
1. 5. 3　Western Blot 法检测肠组织 NLRP3 蛋白表

达　称取 40 mg小鼠肠组织匀浆提取蛋白，BCA法

测定蛋白浓度，变性后的蛋白样本经电泳、转膜、

封闭后，NLRP3 （1∶1000） 及 β-actin （1∶2000）
抗体4 ℃孵育过夜，兔二抗（1∶10 000）室温孵育

60 min后显影成像，Image 1. 51软件进行定量分析。

1. 5. 4　 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 肠 组 织 NLRP3、

Caspase-1、GSDMD 蛋白表达　将肠组织切片脱蜡

水化，随后进行抗原修复、DNA 变性、阻断内源

性过氧化物酶、血清封闭、与 NLRP3（1∶200）、

Caspase-1 （1∶500）及GSDMD （1∶500）湿盒 4 ℃
孵育过夜、二抗室温避光孵育 30 min、DAB 显色、

苏木素复染细胞核，再采用树胶封片，光学显微镜

下采集图片，ImageJ 1. 51软件量化分析。

1. 5. 5　脾脏 CD4+、CD8+T 细胞检测　采用随机数

字表法各组选取 3只小鼠脾脏组织，制备小鼠脾脏

组织单细胞悬液，加入 2 ml 红细胞裂解液重悬沉

淀，室温作用 5 min，PBS 重悬/洗涤 2 次后加入

FITC CD3、PE CD4及APC CD8抗体进行细胞染色，

4 ℃避光 30 min，PBS 清洗后重悬细胞，使用流式

细胞仪检测CD4+T及CD8+T细胞水平。

1. 5. 6　ELISA法测定小鼠血清 IFN-γ、IL-18、IL-1β
含量　采用随机数字表法各组选取 3 只小鼠血清，

按照试剂盒说明书检测小鼠血清中 IFN-γ、IL-18、
IL-1β含量，使用酶标仪依序读取 450 nm波长处各

孔的吸光度。

1. 6　统计学处理

使用 SPSS 25. 0软件进行处理与分析。计量资

料均符合正态分布以均数标准差（x̄±s）表示，组

内比较采用配对 t 检验，组间比较采用独立样本 t
检验，多组间比较采用单因素方差分析。所有统计

为双侧检验，P＜0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组小鼠肠组织病理结果比较

HE 染色结果 （图 1） 示，对照组小鼠肠绒毛

上皮完整、数量丰富，固有层肠腺呈短管状，排列

密集，肌层完整，无明显的坏死及炎性细胞浸润。

模型组小鼠肠绒毛长度缩短、黏膜层变薄，固有层

多灶性黏膜坏死、肠腺结构消失，杯状细胞减少，

增生修复的结缔组织替代原有的肠腺，局部伴有中

性粒细胞浸润。与模型组比较，各药物干预组小鼠

肠绒毛黏膜上皮、固有层肠腺、局部坏死及炎性细

胞浸润均有不同程度的改善，其中中药联合抑制剂

组仅有少量肠绒毛与固有层分离，较模型组改善程

度最为明显；造模前给药组与抑制剂组改善程度相

仿，可见少量肠绒毛上皮与固有层分离或部分肠绒

毛黏膜上皮细胞坏死脱落；造模后给药组虽见多量

肠绒毛黏膜上皮细胞水样变性，但较模型组仍有

改善。

2. 2　各组小鼠肠组织 NLRP3 蛋白及 mRNA 表达

比较

表 1示，与对照组比较，模型组小鼠肠组织中

NLRP3蛋白及mRNA表达水平显著升高（P＜0. 05）。
与模型组比较，其余各给药组小鼠肠组织中NLRP3
蛋白及mRNA水平均有一定程度的降低（P＜0. 05）。
造模前给药组 NLRP3 蛋白较造模后给药组降低
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（P＜0. 05）。中药联合抑制剂组 NLRP3 mRNA水平

较抑制剂组降低 （P＜0. 05）。各组小鼠肠组织

NLRP3蛋白电泳图见图2。

2. 3　各组小鼠肠组织 NLRP3、Caspase-1、GSDMD
蛋白表达比较

表 2 示，与对照组比较，模型组小鼠肠组织

NLRP3、Caspase-1、GSDMD蛋白表达明显增加（P＜

0. 05）。与模型组比较，其余各组小鼠肠组织中

NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白表达皆显著降低

（P＜0. 05）。造模前给药组较造模后给药组小鼠肠

组织 Caspase-1、GSDMD 蛋白降低（P＜0. 05）。中

药联合抑制剂组较抑制剂组肠组织Caspase-1、GSDMD
蛋白降低 （P＜0. 05）。各组小鼠肠组织 NLRP3、
Caspase-1、GSDMD蛋白免疫组织化学法染色图见图3。
2. 4　各组小鼠脾脏CD4+、CD8+T细胞比例比较

表3示，与对照组比较，模型组小鼠脾脏CD4+T
细胞比例上升、CD8+T 细胞比例下降 （P＜0. 05）。

表1　各组小鼠肠组织NLRP3蛋白及mRNA相对表达量比较

Table 1　Comparison of relative protein and mRNA expression 
levels of NLRP3 in intestinal tissue of mice in each group （x̄±s）

组别

对照组

模型组

造模前给药组

造模后给药组

抑制剂组

中药联合抑制剂组

鼠数

3
3
3
3
3
3

NLRP3蛋白

/β-actin
0. 44±0. 10a）

1. 28±0. 13
0. 75±0. 03 a）

0. 90±0. 08 a） b）

0. 71±0. 08 a）

0. 60±0. 03 a）

NLRP3 mRNA
1. 00±0. 00 a）

4. 25±0. 86
1. 94±0. 17 a）

2. 27±0. 46 a）

1. 85±0. 11 a）

1. 12±0. 09 a）  c）

注：NLRP3，NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3。
a）与模型组比较，P＜0. 05；b）与造模前给药组比较，P＜

0. 05；c）与抑制剂组比较，P＜0. 05。

注：NLRP3，NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白 3；A，对照

组；B，模型组；C，造模前给药组；D，造模后给药组；E，抑制

剂组；F，中药联合抑制剂组。

图2　各组小鼠肠组织NLRP3蛋白电泳图

Figure 2　Electrophoresis of NLRP3 protein in intestinal tissue 
of mice in each group

表2　各组小鼠肠组织NLRP3、Caspase-1、GSDMD蛋白含量比较

Table 2　Comparison of NLRP3，Caspase-1，and GSDMD protein levels in intestinal tissues of mice in each group （阳性强度，x̄±s）
组别

对照组

模型组

造模前给药组

造模后给药组

抑制剂组

中药联合抑制剂组

鼠数

3
3
3
3
3
3

NLRP3
0. 98±0. 21 a）

6. 85±0. 22
3. 04±0. 07 a）

4. 10±0. 16 a） b）

3. 39±0. 08 a）

2. 64±0. 33 a） c）

Caspase-1
0. 87±0. 09 a）

6. 17±0. 46
3. 57±0. 17 a）

4. 44±0. 29 a） b）

3. 59±0. 21 a）

2. 42±0. 36 a） c）

GSDMD
4. 44±0. 18 a）

14. 01±0. 94
8. 30±0. 40 a）

9. 67±0. 68 a） b）

8. 27±0. 42 a）

6. 64±0. 49 a） c）

注：NLRP3，NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3；Caspase-1，半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶1；GSDMD，消皮素D。

a）与模型组比较，P＜0. 05；b）与造模前给药组比较，P＜0. 05；c）与抑制剂组比较，P＜0. 05。

注：黑色箭头指示为增生修复的结缔组织替代原有的肠腺，绿色箭头指示为肠腺

结构消失，蓝色箭头指示为中性粒细胞浸润，黄色箭头指示为肠绒毛上皮与固有层分

离，紫色箭头指示为黏膜细胞水样变性，灰色箭头指示为黏膜上皮细胞坏死脱落。

图1　各组小鼠肠组织HE染色（×200）
Figure 1　HE staining of intestinal tissues of mice in each group （×200）
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与模型组比较，其余各组小鼠脾脏CD4+T细胞比例

皆有下降、CD8+T 细胞比例皆有上升 （P＜0. 05）。

与造模前给药组比较，造模后给药组脾脏CD4+T细

胞比例升高 （P＜0. 05）。与抑制剂组比较，中药

联合抑制剂组小鼠CD4+、CD8+T细胞比例下降（P＜ 

 0. 05）。

2. 5　各组小鼠血清 IFN-γ、IL-18、IL-1β含量比较

表4示，与对照组比较，模型组小鼠血清 IFN-γ、
IL-18、IL-1β含量显著升高（P＜0. 05）。与模型组

比较，其余各组小鼠血清 IFN-γ、IL-18、IL-1β 含

量均降低 （P＜0. 05）。与造模前给药组比较，造

模后给药组小鼠 IFN-γ 含量降低，IL-18、IL-1β 含

量升高 （P＜0. 05）。与抑制剂组比较，中药联合

抑制剂组小鼠血清 IFN-γ、IL-18、IL-1β 含量均降

低（P＜0. 05）。

3　讨论

据统计，约 50%~70% 的腹盆腔放疗患者在接

受治疗后会出现急性放射性肠损伤［11］。急性放射

性肠损伤的发病机制十分复杂，迄今为止尚未被完

全认识。目前认识到的机制有肠道黏膜损伤学

说［12］、血管内皮损伤学说［13］、肠道菌群失调学

注：图中棕黄褐色者为蛋白阳性表达；NLRP3，NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白 3；Caspase-1，半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 1；
GSDMD，消皮素D。

图3　各组小鼠肠组织NLRP3、Caspase-1、GSDMD蛋白表达（免疫组化，×400）
Figure 3　Expression of NLRP3，Caspase-1，and GSDMD proteins in intestinal tissues of mice in each group

（immunohistochemistry，×400）
表3　各组小鼠脾脏CD4+T、CD8+T细胞比例比较

Table 3　Comparison of CD4+ and CD8+ T lymphocyte levels 
in spleen of mice in each group （%，x̄±s）

组别

对照组

模型组

造模前给药组

造模后给药组

抑制剂组

中药联合抑制剂组

鼠数

3
3
3
3
3
3

CD4+

53. 00±1. 65 a）

73. 33±0. 76
61. 87±1. 19 a）

65. 00±0. 46 a） b）

60. 97±0. 55 a）

58. 13±1. 53 a） c）

CD8+

38. 60±2. 51 a）

22. 13±0. 78
31. 53±2. 14 a）

29. 03±0. 95 a）

33. 53±1. 44 a）

29. 93±0. 40 a） c）

注：a）与模型组比较，P＜0. 05；b）与造模前给药组比较，

P＜0. 05；c）与抑制剂组比较，P＜0. 05。

表4　各组小鼠血清 IFN-γ、IL-18、IL-1β含量比较

Table 4　Comparison of serum IFN-γ，IL-18，and IL-1β levels in each group of mice （ng/ml，x̄±s）

组别

对照组

模型组

造模前给药组

造模后给药组

抑制剂组

中药联合抑制剂组

鼠数

3
3
3
3
3
3

IFN-γ
6. 27±0. 08 a）

12. 63±0. 40
11. 53±0. 27 a）

10. 76±0. 17 a） b）

10. 44±0. 17 a）

9. 15±0. 44 a） c）

IL-18
6. 23±0. 07 a）

12. 76±0. 39
10. 41±0. 33 a）

12. 18±0. 39 a）  b）

9. 84±0. 67 a）

8. 78±0. 53 a）

IL-1β
12. 80±0. 71 a）

29. 00±0. 94
23. 02±0. 21 a）

25. 42±0. 90 a） b）

22. 12±0. 26 a）

19. 40±0. 54 a） c）

注：IFN-γ，γ干扰素；IL-18，白细胞介素18；IL-1β，白细胞介素1β。

a）与模型组比较，P＜0. 05；b）与造模前给药组比较，P＜0. 05；c）与抑制剂组比较，P＜0. 05。
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说［14］等。目前，认同度较高的肠道黏膜损伤学说

认为辐射会诱导肠道黏膜干细胞产生损伤，急性期

常表现为炎性反应，慢性期则因纤维细胞的增殖和

胶原沉积表现为组织纤维化［15］。根据急性放射性

肠损伤的临床表现可归属于中医学“泄泻”“痢疾”

“肠风”等范畴。《素问·阴阳应象大论篇》中记载

“湿胜则濡泻”，《素问·至真要大论篇》又言“暴

注下迫，皆属于热”，指出湿、热皆可致泄泻；《医

林改错·久泄》曰：“泻肚日久，百方不效，是总

提瘀血过多”，表明瘀血亦为久泻之因。本团队认

为，急性放射性肠损伤基本病机为瘀热湿浊互结、

气阴两伤。放射线辐照腹部及盆腔肿瘤，虽有攻毒

之效，但其火毒之性，不循卫气营血、三焦等传

变，而直中肠腑。火毒之邪与湿毒、瘀血相合为

患，耗伤营血、阻滞脉络，进而导致瘀热互结，气

阴两伤，肠腑功能失司［16］。应以益气养阴、凉血

散瘀、清肠化湿为治疗大法，遵循标本兼顾的原

则，故而得出临床经验效方清化益肠方。方中炙黄

芪、麸炒白术为君药，益气补中；地榆清热凉血止

血，石斛清热养阴生津，红藤清热解毒活血，三药

合用为臣，共奏凉血散瘀、清热解毒之效；薏苡仁

渗湿健脾、止泻，煨木香调畅气机，二者合为佐

药，共起健益脾气之功；甘草为使，既清热解毒，

亦调和诸药。全方诸药共奏益气养阴、凉血散瘀、

清肠化湿之功。

现代研究显示，当机体受到外来刺激或识别到

损伤相关信号时，能激活 NLRP3 炎症小体，进而

活化 Caspase-1，一方面切割 GSDMD，使质膜出现

孔洞并释放内容物，促进细胞焦亡［17-18］；另一方面

分泌大量 IL-1β和 IL-18，引发炎症反应，从而促进

多种炎性疾病的发生与发展［19］。因此，NLRP3 炎

症小体在放射性损伤的发病机制中起着关键作用。

本研究结果显示，模型组小鼠局部肠黏膜坏死伴有

中性粒细胞浸润，提示急性放射性肠损伤小鼠构建

成功。与模型组小鼠相比，造模后给药组、造模前

给药组、抑制剂组及中药联合抑制剂组小鼠肠组织

病理均有不同程度的改善，肠组织 NLRP3 蛋白及

mRNA表达水平均有下降，且清化益肠方干预的小

鼠肠组织 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白相对表

达量皆有一定程度的降低，说明清化益肠方可能是

通过抑制 NLRP3 蛋白及 mRNA 的表达、焦亡相关

蛋白 Caspase-1、GSDMD 的活化发挥治疗急性放射

性肠损伤的作用。

NLRP3炎症小体作为Th1适应性免疫应答的重

要组成部分，主要聚集于CD4+T细胞中，可通过自

分泌途径加快 IFN-γ产生，促进 Th1细胞分化，从

而引发免疫失衡［20］。本研究结果显示，与模型组

相比，经清化益肠方干预的急性放射性肠损伤小鼠

脾脏 CD4+T 细胞比例下降、CD8+T 细胞比例上升，

血清 IFN-γ、IL-18、IL-1β 含量下降，提示清化益

肠方可能在抑制 NLRP3 蛋白及 mRNA 表达的同时

调节小鼠免疫功能、抑制促炎因子分泌进而发挥治

疗急性放射性肠损伤的作用。同时，本研究结果

显示清化益肠方联合 MCC950 的效果更优于单用

MCC950或清化益肠方，提示在急性放射性肠损伤

小鼠模型中，MCC950作为NLRP3炎症小体特异性

抑制剂，清化益肠方亦能通过干预NLRP3炎症小体

发挥作用，二者合用时效果更佳。

急性放射性肠损伤患者有肿瘤原发疾病，体内

本癌毒炽盛，又易与素积之郁、热、痰、瘀、湿等

病理因素搏结，耗伤正气，久则阴阳失衡［21］。当

腹盆腔肿瘤患者接受放射治疗时，火热之邪外袭，

无形之热与体内有形之瘀极易胶结，继发病理产物

“瘀热”［16］，瘀热盘踞人体，耗伤正气，煎熬阴津，

致气阴不足，进而加重机体阴阳失衡。因此，我们

认为在放射治疗开始前即予清化益肠方干预，既能

补气阴之亏耗，清稽留之热毒，又可化久踞之瘀

结，达益气固肠、清热化瘀之功。为验证清化益肠

方是否具有防治急性放射性肠损伤的疗效，本研究

另设了造模前给药组。研究结果显示，与造模后给

药组相比，造模前给药组小鼠肠道病理改变、肠组

织 NLRP3 蛋白及 mRNA 水平与脾脏 CD4+T 细胞比

例、血清炎症因子水平均有所改善，说明清化益肠

方确实具有预防及治疗急性放射性肠损伤的功效，

可能是通过改善免疫功能、抑制炎症因子释放来发

挥作用。

综上所述，清化益肠方具有改善急性放射性肠

损伤小鼠肠组织病理改变、抑制 NLRP3 炎症小体

的激活、减少Caspase-1、GSDMD蛋白的活化、调节

免疫平衡、减少促炎因子表达的功效，从而达到防

治急性放射性肠损伤的作用。本研究在动物实验水

平阐明清化益肠方的有效机制，但未对关键蛋白

Caspase-1、GSDMD 的剪切体进行检测，未来期待

各有效成分的作用机制及焦亡通路的进一步探索，

为急性放射性肠损伤的防治提供治疗策略。
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Effect of Qinghua Yichang Formula （清化益肠方）  on NLRP3 Inflammasome in Intestinal Tissue of Mice 
with Acute Radiation-Induced Intestinal Injury
QIN Yuanyuan1，2， ZHU Lingyan1，2， LI Li1，2， CHU Bowen3，4， JIANG Zequn5， WU Mianhua1，2

1. The First Clinical Medical College，Nanjing University of Chinese Medicine，Nanjing，210023；2. Jiangsu Collaborative Innova⁃
tion Center of Traditional Chinese Medicine in Prevention and Treatment of Tumor，Nanjing University of Chinese Medicine；3. National 
Cancer Center，Chinese Academy of Medical Sciences； 4. Wannan Medical College； 5. Medical School，Nanjing University of 
Chinese Medicine
ABSTRACT Objective To explore the effect and possible molecular mechanism of Qinghua Yichang Formula （清

化益肠方， QYF） in treating acute radiation-induced intestinal injury mice via NOD-like receptor thermal protein 
domain associated protein 3 （NLRP3）.  Methods Sixty C57BL/6J mice were randomly divided into control group， 
model group， pre-modeling medication group， post-modeling medication group， inhibitor group， and QYF plus inhibi⁃
tor group， with 10 mice in each group. Except for the control group， the other five groups were irradiated with a single 
full dose to establish the acute radiation-induced intestinal injury mice model.  The pre-modeling medication group 
and the QYF plus inhibitor group were continuously given 4 g/ml of QYF decoction by gavage before modeling， 0. 2 ml 
each time， once a day for 7 days.  The post-modeling medication group， pre-modeling medication group and QYF plus 
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inhibitor group were given 4 g/ml of QYF decoction for 14 days after modeling.  The control group， model group and 
inhibitor group were given 0. 2 ml of normal saline once a day for 14 consecutive days.  Two hours after irradiation， the 
inhibitor group and the QYF plus inhibitor group were given an intraperitoneal injection of 0. 2 ml of the NLRP3 inhibitor 
MCC950 （concentration： 10 mg/kg）， once every two days.  To observe the pathological changes in intestinal tissues， 
hematoxylin-eosin （HE） staining was used.  Western blotting and RT-qPCR were used to detect the protein and 
mRNA expression levels of NLRP3 in intestinal tissues.  Immunohistochemistry was used to detect the expression level 
of NLRP3， Caspase-1 and GSDMD in intestinal tissues.  The proportion of CD4+ and CD8+ T cells in the spleens of 
mice were detected by flow cytometry.  ELISA was used to determine the levels of IFN-γ， IL-18， and IL-1β in mice 
serum.   Results　HE staining showed no lesions in the intestinal tissue of mice in the control group.  The mice in the 
model group had shortened intestinal villi， thinned mucosal layers， multifocal mucosal necrosis in the lamina propria， 
and local neutrophil infiltration.  The pathological damage of intestinal tissue of mice in each medication group was im⁃
proved to varied degrees， among which the QYF plus inhibitor group showed most obvious improvement.  Compared to 
those in the control group， the protein and mRNA expression levels of NLRP3 in the intestinal tissue of mice in the 
model group significantly increased， with higher NLRP3， Caspase-1， and GSDMD protein expression in the intestinal 
tissue， increased proportion of CD4+ T cells in spleen， decreased proportion of CD8+ T cells， and increased levels of 
IFN-γ， IL-18 and IL-1β in serum （P＜0. 05）.  Compared to those in the model group， the above indicators in the other 
medication groups were all improved （P＜0. 05）. The NLRP3， Caspase-1， and GSDMD proteins in the pre-modeling 
medication group were lower than those in the post-modeling medication group （P＜0. 05）； and the NLRP3 mRNA 
level in the QYF plus inhibitor group was lower than that in the inhibitor group （P＜0. 05）.   Conclusion　QYF may 
play a role in preventing and treating acute radiation-induced intestinal injury by inhibiting the expression of NLRP3.
Keywords radiation-induced intestinal injury； Qinghua Yichang Formula （清化益肠方）； NOD-like receptor thermal 
protein domain associated protein 3； inflammasome
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