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· 论著 ·

参苓白术散介导巨噬细胞极化影响肝细胞癌进展的分子机制

范磊1，2，王亚巍1，2，章双艳1，2，周松阳1，2，崔诗允3

（1. 南京中医药大学附属中西医结合医院普外科，南京  210000； 2．江苏省中医药研究院普外科，南京  210000； 3. 南京医科大学第一附属医院

肿瘤科，南京  210083）  

摘要  目的 探讨参苓白术散通过E1A结合蛋白p300/核因子E2相关因子2 （Nrf2） 通路调节巨噬细胞极化参与肝细胞癌 （HCC） 

进展的分子机制。方法  建立HCC小鼠模型，分别给予参苓白术散、抗程序性死亡受体1 （α-PD-1） 抗体或二者联合治疗。观察肿

瘤体积和重量变化，通过HE染色评估病理改变，免疫组织化学法检测巨噬细胞极化标志物诱导型一氧化氮合酶 （iNOS） 和精氨

酸酶1 （Arg1）水平。用参苓白术散含药血清处理HepG2细胞，并与THP-1细胞共培养。采用CCK-8法、Transwell实验和TUNEL法评

估细胞活力、侵袭能力和凋亡率，酶联免疫吸附试验检测THP-1细胞上清液中iNOS和Arg1浓度，Western blotting检测p300、Nrf2和

Nrf2乙酰化水平。结果  HCC小鼠模型中，参苓白术散和α-PD-1单药显著抑制肿瘤生长，联合治疗效果更佳。免疫组织化学结果

显示，参苓白术散和α-PD-1单药升高M1型巨噬细胞标志物iNOS水平并降低M2型巨噬细胞标志物Arg1水平，联合治疗效果更显

著。体外实验表明，参苓白术散含药血清抑制HepG2细胞活力和侵袭能力，诱导细胞凋亡，升高THP-1细胞上清液中iNOS水平并

降低Arg1水平。Western blotting结果显示，参苓白术散降低p300、Nrf2及其乙酰化水平，过表达p300能够逆转这些效应。结论  参

苓白术散通过抑制p300介导的Nrf2乙酰化修饰，调节巨噬细胞极化，进而抑制HCC细胞生长。
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Molecular mechanism of the effect of Shenling Baizhu San on the progression of
hepatocellular carcinoma by modulating macrophage polarization
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Abstract  Objective To explore the molecular mechanism by which Shenling Baizhu San （SLBZS） regulates macrophage polarization 

via the E1A-binding protein p300-nuclear factor erythroid 2-related factor 2 （Nrf2） pathway during the progression of hepatocellular car-
cinoma （HCC）. Methods  A murine model of HCC was established and treated with SLBZS，or anti-programmed cell death 1 （α-PD-1） 

antibody，or a combination of both. Tumor volume and weight were recorded. Histopathological changes were evaluated on hematoxylin and 

eosin stained sections. The macrophage polarization markers，inducible nitric oxide synthase （iNOS），and arginase 1 （Arg1），were detected 

using immunohistochemistry. HepG2 cells were incubated with serum containing SLBZS and co-cultured with THP-1 cells. Cell viability，

invasiveness，and apoptosis were assessed using the CCK-8，Transwell，and TUNEL assays，respectively. The iNOS and Arg1 concen-
trations in THP-1 cell supernatants were measured using an enzyme-linked immunosorbent assay. Western blotting was used to quantify 

the p300，Nrf2，and acetylated-Nrf2 levels. Results  In HCC-bearing mice，SLBZS alone and α-PD-1 alone markedly suppressed tumor 

growth； however，the combined treatment had superior efficacy. Immunohistochemistry revealed that SLBZS and α-PD-1 increased the 

level of M1 marker，iNOS，while decreased the level of M2 marker，Arg1；the combined treatment had a stronger effect. In vitro，SLBZS-
containing serum decreased HepG2 viability and invasion，induced apoptosis，elevated the iNOS level，and reduced the Arg1 level in 

THP-1 cells. Western blotting showed that SLBZS lowered the p300，Nrf2，and acetylated Nrf2 levels，and that these effects were reversed 

by p300 overexpression. Conclusion  SLBZS inhibits HCC cell growth by suppressing p300-mediated Nrf2 acetylation，thereby modu-
lating macrophage polarization.
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肝细胞癌 （hepatocellular carcinoma，HCC） 是常

见的恶性肿瘤，在HCC微环境中，M2型巨噬细胞的

比例增加，促进肿瘤生长、侵袭、转移，抑制抗肿瘤

免疫反应［1-2］。E1A结合蛋白p300为多功能转录共

激活因子。研究［3］表明，p300能够增强组蛋白乳酸

化、促进糖酵解相关基因的表达，进而促进HCC进

展。核因子E2相关因子2 （nuclear factor erythroid 2-

related factor 2，Nrf2） 主要参与抗氧化和稳态维持，

亦可驱动M2型巨噬细胞极化［4］。已有研究［5］表明，

p300通过其乙酰化活性，增加Nrf2蛋白的稳定性和

丰度。但其在HCC中的具体机制仍有待深入研究。

参苓白术散是一种传统的中药方剂，主要用于

健脾益气、化湿止泻［6］。研究［7］显示，参苓白术散能

够促进肝癌移植瘤小鼠化疗后凋亡相关因子的表

达，协同抑制肿瘤进展。然而，参苓白术散能否通过

调节巨噬细胞极化影响HCC的进展及其具体的分子

机制，目前仍不完全清楚。本研究揭示了参苓白术

散通过抑制p300介导的Nrf2乙酰化来调节巨噬细胞

极化，进而影响HCC进展的分子机制，以期为HCC的

治疗提供新的理论基础和潜在靶点。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

参苓白术散 （货号：20140704），购自山西华康药

业股份有限公司；lipofectamine 3000 转染试剂，购

自美国ThermoFisher Scientific公司；人HCC细胞系

HepG2，购自武汉尚恩生物技术有限公司；抗程序性

死亡受体1 （anti-programmed cell death protein 1，α-PD-1） 

抗体，购自美国MedChemExpress公司；转染质粒，购

自上海吉凯基因科技有限公司；CCK-8试剂盒，购自

美国Sigma-Aldrich公司；一抗p300、Nrf2抗体和二抗

HRP-IgG抗体，购自英国abcam公司；Nrf2乙酰化抗

体，购 自 美 国G-BIOSCIENCES公 司；TUNEL细 胞 凋

亡试剂盒、人诱导型一氧化氮合酶 （inducible nitric 

oxide synthase，iNOS） 和人精氨酸酶1 （arginase 1，Arg1） 

酶联免疫吸附试验 （enzyme-linked immunosorbent as-

say，ELISA） 试剂盒，购自武汉伊莱瑞特生物科技股

份有限公司；酶标仪，购自瑞士TECAN公司。

1.2 动物实验

1.2.1 实验动物和分组：24只5周龄雄性BALB/c小

鼠，购自维通达 （苏州） 生物技术有限公司，生产

许可证号为SCXK （苏） 2024-0010。小鼠在标准SPF

环境中饲养，自由摄食饮水。本研究获得南京中医

药大学附属中西医结合医院伦理委员会审核批准 

（2024-LWKYS-019）。

将HepG2细胞的密度调整为2×107/mL。取0.1 

mL细胞悬液接种到小鼠皮下血供丰富的位置，建

立体内荷瘤模型。接种HepG2细胞10 d后，将造模成

功的小鼠随机分为模型组、参苓白术散组 （SLBZS

组）、α-PD-1组和联合给药组。模型组小鼠不做干预；

SLBZS组小鼠每天参苓白术散 （3 g/mL） 灌胃，采用

体表面积换算公式计算灌胃剂量［7］；α-PD-1组小鼠

静脉注射α-PD-1 （5 mg/kg），每3 d 1次［8］；联合给药组

每天参苓白术散 （3 g/mL） 灌胃，并且静脉注射α-PD-

1 （5 mg/kg），每3天1次。连续给药14 d。在小鼠皮下移

植瘤形成后，用游标卡尺每2天测量1次瘤体体积，V 

（mm3） = a × b2/2，其中a为游标卡尺测量的肿瘤最长

径，b为与a垂直的最短径。14 d后，过量注射戊巴比

妥钠 （200 mg/kg） 处死小鼠，收集肿瘤组织，测量最

终肿瘤重量。

1.2.2 HE染色：肿瘤组织用多聚甲醛固定后石蜡包

埋，制成4 μm切片。水化后进行HE染色，脱水风干后

中性树胶封片。光学显微镜下观察，记录组织病理

变化。

1.2.3 免疫组织化学法检测移植瘤组织中巨噬细

胞极化标志物iNOS和Arg1和表达：石蜡切片经脱

蜡、修复后，3%过氧化氢封闭内源酶；依次孵育iNOS

和Arg1一抗、二抗，DAB显色、苏木素复染并封片，采

用ImageJ软件计算平均光密度值。

1.2.4 含药血清制备：按参苓白术散处方 （人参、白

术、茯苓、山药各15 g，薏苡仁、莲子肉、陈皮各9 g，白

扁豆12 g，砂仁、桔梗各6 g，甘草9 g） 熬成2 g/mL浓缩

液。20只SD大鼠购自维通达 （苏州） 生物技术有限

公司，适应性喂养1周后，10只大鼠按体表面积换算

给予等效剂量5倍 （5.4 g/kg） 的参苓白术散浓缩液每

天灌胃，10只大鼠给予等容量灭菌超纯水灌胃，连续

7 d。末次给药1 h后，腹腔注射戊巴比妥钠 （50 mg/kg） 

麻醉大鼠，腹主动脉采血，离心后制备参苓白术散

含药血清和空白血清，保存备用［9］。

1.3 细胞实验

1.3.1 细胞培养和分组：用含10%胎牛血清、100 U/mL

青霉素、100 μg/mL链霉素的RPMI-1640培养基，于
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37 ℃、5%CO2条件下培养HepG2细胞。将HepG2细胞

分为对照组 （用20%空白血清处理细胞）、参苓白术

散低剂量组 （SLBZS-L组，用5%参苓白术散含药血

清处理细胞，用空白血清补足至总血清浓度20%）、

参苓白术散中剂量组 （SLBZS-M组，用10%参苓白术

散含药血清处理细胞，用空白血清补足至总血清浓

度20%）、参苓白术散高剂量组 （SLBZS-H组，用20%

参苓白术散含药血清处理细胞，用空白血清补足至

总血清浓度20%）、参苓白术散高剂量+vector组（SL-

BZS-H+vector组，lipofectamine 3000转 染vector后，按

照SLBZS-H组处理方式处理细胞）、参苓白术散高剂

量+oe-p300组（SLBZS-H+oe-p300组，lipofectamine 

3000转染oe-p300后，按照SLBZS-H组处理方式处理

细胞）。各组细胞均处理24 h，再用孔径0.4 μm的

Transwell小室进行共培养，下室接种HepG2细胞，上

室接种THP-1细胞。

1.3.2 CCK-8检测细胞活力：将各组对数生长期的

HepG2细胞以1×105/mL的密度接种至96孔板。加入

10 μL CCK-8溶液，37 ℃孵育2 h。用酶标仪测定450 

nm波长的吸光度值。

1.3.3 Transwell实验检测细胞侵袭：各组取1×105个

细胞接种于Transwell上室，下室加入含血清DMEM。

培养24 h后，去除上室细胞和基质胶，95%甲醇固定

20 min，0.2%结晶紫染色30 min。倒置显微镜下观察，

记录细胞侵袭数量。

1.3.4 TUNEL法检测细胞凋亡：收集各组细胞，按

照TUNEL试剂盒说明书检测细胞凋亡情况。凋亡率

为TUNEL阳性细胞数与总细胞数的比率。

1.3.5 ELISA检测各组THP-1细胞上清液中iNOS和

Arg1浓度：收集各组细胞，按照ELISA试剂盒说明书进

行检测。根据标准曲线，计算样品中iNOS和Arg1浓度。

1.3.6 Western blotting：对数期HepG2细胞 （2×105/mL），

经RIPA裂解、BCA定量后，取20 μg蛋白加5×上样缓

冲液，100 ℃加热5 min。SDS-PAGE、转膜、5%脱脂

奶粉封闭1 h，4 ℃一抗 （p300、Nrf2、Ac-Nrf2） 孵育过

夜；TBST洗膜后，HRP二抗37 ℃ 1 h，化学发光增强

剂显影，ImageJ软件定量。

1.4 统计学分析

采用SPSS 26.0软件进行数据分析，采用Graph-

Pad Prism 9.0软件绘制图表。计量资料用x-±s表示，

多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较

采用LSD-t检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 参苓白术散联合α-PD-1抑制荷瘤小鼠肿瘤生长

与模型组相比，SLBZS组和α-PD-1组小鼠的肿

瘤体积、重量均减少，且SLBZS组和α-PD-1组小鼠的

肿瘤体积、重量均高于联合给药组 （P < 0.05）。HE

染色结果显示，模型组小鼠移植瘤组织细胞大小不

等，排列紊乱、细胞核深染，呈现分叶、多核等病理

性核分裂。SLBZS组、α-PD-1组和联合给药组小鼠

移植瘤组织细胞数量减少、核膜和核仁不清晰，细

胞核固缩、碎裂等凋亡特征明显，坏死区域增加，且

联合给药组肿瘤组织坏死特征更显著。见表1、图1。

2.2 参苓白术散促进M1型巨噬细胞极化标志物表

达并抑制M2型巨噬细胞极化标志物表达

与模型组相比，SLBZS组、α-PD-1组、联合给药组

小鼠移植瘤组织中iNOS表达水平升高 （P < 0.05），而

Arg1表达水平降低 （P < 0.05），且SLBZS组和α-PD-1

组小鼠移植瘤组织中iNOS表达水平低于联合给药

组，Arg1表达水平高于联合给药组 （P < 0.05）。提示

参苓白术散与α-PD-1在调节巨噬细胞极化方面具有

协同作用，联合给药能够更有效地促进M1型巨噬细

胞极化并抑制M2型巨噬细胞极化。见表1、图2。

表1  各组小鼠肿瘤重量、体积以及iNOS、Arg1水平的比较

Tab.1  Comparison of tumor weight，volume，iNOS level，and Arg1 level of mice in each group

Group n Tumor weight （g） 
Tumor volume （mm3） Expression level of 

iNOS
Expression level of 

Arg1Day 6 Day 8 Day 10 Day 12 Day 14

Model 6 0.61±0.08 101.26±10.25 182.46±19.56 271.15±28.54 395.26±38.49 427.15±43.91 0.15±0.03 0.58±0.07

SLBZS 6 0.50±0.061），2）   84.15±7.851），2） 153.16±16.481），2） 230.13±23.451），2） 278.32±28.511），2） 302.15±31.841），2） 0.25±0.021），2） 0.43±0.051），2） 

α-PD-1 6 0.41±0.041），2）   79.33±8.121），2） 143.48±17.611），2） 213.25±23.671），2） 255.48±26.591），2） 286.59±36.481），2） 0.37±0.051），2） 0.31±0.041），2） 

Combination 6 0.36±0.041）   54.26±5.871） 120.02±13.171） 181.26±21.351） 220.34±23.761） 243.56±25.651） 0.46±0.051） 0.22±0.041） 

1） P < 0.05 vs. model group；2） P < 0.05 vs. combination group. 
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2.3 参苓白术散含药血清诱导HCC细胞凋亡并抑

制M2型巨噬细胞极化

与对照组比较，SLBZS-L组、SLBZS-M组、SLBZS-H

组HepG2细胞的活力和侵袭数量显著降低 （P < 0.05），

且随参苓白术散浓度的升高，抑制作用越显著 （P < 

0.05）。细 胞 凋 亡 检 测 结 果 表 明，SLBZS-L组、SLB-

ZS-M组、SLBZS-H组HepG2细胞凋亡率显著高于对

照组 （P < 0.05）。

检测各组THP-1细胞中iNOS和Arg1水平，结果

显示，参苓白术散呈剂量依赖性降低M2型巨噬细胞

极化标志物Arg1水平并升高M1型巨噬细胞标志物

iNOS水平。见表2。

图1  各组小鼠肿瘤组织HE染色  ×200

Fig.1  Hematoxylin and eosin staining of tumor tissues of mice in each group  ×200

图2  各组小鼠肿瘤组织中iNOS和Arg1表达  ×200

Fig.2  Expression of iNOS and Arg1 in tumor tissues of mice in each group  ×200

表2  各组HepG2细胞活力、侵袭、凋亡以及巨噬细胞极化标志物iNOS、Arg1水平的比较

Tab.2  Comparison of cell viability，invasion，apoptosis，and  levels of  the macrophage polarization markers，iNOS and Arg1，in 

HepG2 cells in each group

Group n Cell viability （%） Number of invading cells Apoptosis rate （%） iNOS （pg/mL） Arg1 （pg/mL） 

Control 3 100.00±0.00 148.25±17.59   7.26±0.98    482.54±50.29 56.96±5.86

SLBZS-L 3   71.31±7.461） 102.13±13.451） 14.26±1.561）    738.21±79.551） 35.05±3.831） 

SLBZS-M 3   63.54±7.371），2）   69.33±9.261），2） 16.88±1.791），2）    921.84±98.431），2） 24.98±2.681），2） 

SLBZS-H 3   51.09±5.421），2），3）   45.23±6.481），2），3） 20.15±2.321），2），3） 1 269.66±132.311），2），3） 17.36±1.931），2），3） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. SLBZS-L group；3） P < 0.05 vs. SLBZS-M group.

2.4 参苓白术散能够抑制p300-Nrf2以及Nrf2乙酰

化水平

与对照组相比，SLBZS-H组p300和Nrf2蛋白表

达水平以及Nrf2乙酰化水平显著降低 （P < 0.05）。与

SLBZS-H+vector组相比，SLBZS-H+oe-p300组p300和

Nrf2蛋白表达水平以及Nrf2乙酰化水平显著升高 （P < 

0.05）。见表3、图3。

2.5 p300逆转参苓白术散对HCC细胞增殖、侵袭、

凋亡的影响

与对照组比较，SLBZS-H组细胞增殖活力和侵

袭减弱，细胞凋亡率升高 （P < 0.05）。与SLBZS-H+

vector组比较，SLBZS-H+oe-p300组细胞活力和侵袭

Model

Model

iNOS

Arg1

SLBZS

SLBZS

α-PD-1

α-PD-1

Combination

Combination
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增加，细胞凋亡率降低 （P < 0.05）。进一步检测THP-1

细胞中iNOS和Arg1水平，结果显示，与对照组比较，

SLBZS-H组Arg1水平降低而iNOS水平升高；与SLBZS-

H+vector组比较，SLBZS-H+oe-p300组Arg1水平升高

而iNOS水平降低。见表4。

表3  各组HepG2细胞中p300、Nrf2、Nrf2乙酰化水平的比较

Tab.3  Comparison of the levels of p300，Nrf2，and acetylated Nrf2 in HepG2 cells in each group

Group n p300 Nrf2 Acetylated Nrf2

Control 3 0.72±0.09 1.13±0.12 0.98±0.11

SLBZS-H 3 0.21±0.031） 0.74±0.051） 0.38±0.041） 

SLBZS-H+vector 3 0.18±0.02 0.71±0.05 0.39±0.04

SLBZS-H+oe-p300 3 0.42±0.062） 0.91±0.082） 0.76±0.082） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. SLBZS-H+vector group.

表4  各组HepG2细胞活力、侵袭、凋亡以及巨噬细胞极化标志物iNOS、Arg1水平的比较

Tab.4  Comparison of cell viability，invasion，apoptosis，and  levels of  the macrophage polarization markers，iNOS and Arg1，in 

HepG2 cells in each group 

Group n Cell viability （%） Number of invading cells Apoptosis rate （%） iNOS （pg/mL） Arg1 （pg/mL） 

Control 3 100.00±0.00 138.46±16.35   7.15±0.83 503.83±54.21 65.98±7.06

SLBZS-H 3   48.24±5.071）   60.12±8.321） 20.01±2.131） 991.49±102.031） 26.75±2.861） 

SLBZS-H+vector 3   47.17±5.18   55.33±7.68 19.56±2.09 953.82±109.79 24.39±2.66

SLBZS-H+oe-p300 3   79.65±8.512） 113.25±14.562） 13.25±1.422） 676.12±71.572） 48.63±4.962） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. SLBZS-H+vector group.

1，control group；2，SLBZS-H group；3，SLBZS-H+vector group；4，SLBZS-H+oe-p300 group.

图3  Western blotting检测HepG2细胞中p300、Nrf2、Nrf2乙酰化水平

Fig.3  Expression levels of p300，Nrf2，and acetylated Nrf2 in HepG2 cells determined by Western blotting

3 讨论

本研究通过构建HCC小鼠模型，证实了参苓白

术散协同PD-1抑制剂，通过驱动M1型巨噬细胞极

化进而抑制肿瘤进展，为参苓白术散联合免疫治疗

HCC提供了新思路。

在HCC小鼠模型中，参苓白术散或PD-1抑制剂

单药均可抑制肿瘤生长，二者联合治疗进一步缩小

肿瘤体积，坏死区扩大且炎症浸润减少，证实二者

协同改善微环境［10］。巨噬细胞极化在HCC中具有

重要的生物学意义，M1型巨噬细胞主要发挥抗肿瘤

作用，而M2型巨噬细胞促进肿瘤进展和免疫逃逸。

近年来已有研究［11］显示，中药在调节巨噬细胞极化

进而改善HCC中发挥重要作用。本研究中，参苓白

术散上调iNOS、下调Arg1，促进M1型巨噬细胞极化

标志物表达且抑制M2型巨噬细胞标志物表达，联合

1  2  3  4
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Nrf2

Acetylated Nrf2

GAPDH

264×103

68×103

68×103

36×103
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α-PD-1后效果更显著，提示二者协同重编程巨噬细

胞并优化免疫微环境，为HCC联合免疫治疗提供新

思路。

在细胞水平上，参苓白术散含药血清显著抑制

了HepG2细胞的活力和侵袭能力，并诱导细胞凋亡。

这一结果表明，参苓白术散不仅通过调节肿瘤免疫

微环境发挥作用，还可能直接抑制HCC细胞的增殖

和侵袭。进一步检测Transwell共培养系统中THP-1

细胞中巨噬细胞极化标志物，结果发现，参苓白术

散呈剂量依赖性降低M2型巨噬细胞极化标志物

Arg1水平，并提高M1型巨噬细胞极化标志物iNOS水

平。

p300在HCC的发生、发展中扮演着关键角色。

鉴于p300在HCC中的促癌作用，靶向p300的抑制剂

已成为HCC治疗策略的重要研究方向［12］。本研究进

一步探讨了参苓白术散能否调节p300的水平，并作

为p300的天然抑制剂发挥抗HCC作用。本研究结果

表明，参苓白术散能够显著降低HCC细胞中p300的

水平。Nrf2是抗氧化反应的关键调节因子，在不同

的细胞类型中表达。近年来研究［4，13］显示，其在调节

巨噬细胞极化中发挥作用。而p300作为一种组蛋白

乙酰转移酶，能够通过乙酰化修饰影响Nrf2的转录

活性，进而参与调控细胞增殖和凋亡［5］。本研究结

果显示，p300与Nrf2相互作用，并促进Nrf2乙酰化，

而参苓白术散显著降低了p300、Nrf2及其乙酰化水

平。此外，功能性实验表明，过表达p300显著上调了

HepG2细胞的活力和侵袭能力，抑制了细胞凋亡，并

逆转了参苓白术散对巨噬细胞极化的影响。这些结

果进一步证实了p300在参苓白术散作用中的关键

调节作用，揭示了p300/Nrf2信号通路在HCC进展中

的重要性。

综上所述，本研究揭示了参苓白术散通过抑制

p300介导的Nrf2乙酰化修饰，调节巨噬细胞极化，抑

制HCC细胞生长和侵袭的分子机制。
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