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鸦胆子苦醇调节 cGAS-STING信号通路对肝癌荷瘤小鼠肿瘤生长及免疫

功能的影响

李 赟，孙燕玲，李涛岚，吴 喆，廖文莉

湖北科技学院，湖北  咸宁    437100

摘 要：目的  探讨鸦胆子苦醇调节环磷酸鸟苷-腺苷酸合成酶（cGAS）-干扰素基因刺激因子（STING）信号通路对肝癌

H22荷瘤小鼠肿瘤生长及免疫功能的影响。方法  通过左前肢腋窝 sc接种H22细胞建立荷瘤小鼠模型，随机分为模型组，鸦

胆子苦醇低、中、高剂量（0.916、1.832、3.664 mg·kg−1，ig给药）组，鸦胆子苦醇（3.664 mg·kg−1，ig给药）＋RU.521（5 mg·kg−1，ip给

药）组。干预结束后，取胸腺、脾脏、肿瘤称质量，测定小鼠胸腺和脾脏指数、抑瘤率；T淋巴细胞转化实验检测T淋巴细

胞增殖指数；检测巨噬细胞吞噬鸡红细胞的能力；收集血清，试剂盒法检测白细胞介素-2（IL-2）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水

平；Western blotting法检测肿瘤组织中 cGAS、STING蛋白表达水平。结果  与对照组相比，模型组小鼠胸腺和脾脏指数、

吞噬指数、吞噬百分率、T淋巴细胞增殖指数、IL-2和TNF-α水平显著下降（P＜0.05）；与模型组相比，鸦胆子苦醇低、中、

高剂量组小鼠胸腺和脾脏指数、吞噬指数、吞噬百分率、T淋巴细胞增殖指数、IL-2和TNF-α水平、cGAS和STING蛋白表

达显著增加（P＜0.05），瘤质量显著降低（P＜0.05），且作用均呈现剂量相关性；与鸦胆子苦醇高剂量组相比，鸦胆子苦

醇＋RU.521组胸腺和脾脏指数、吞噬指数、吞噬百分率、T淋巴细胞增殖指数、IL-2和TNF-α水平、cGAS和 STING蛋白

表达显著下降（P＜0.05），瘤质量显著增加（P＜0.05）。结论  鸦胆子苦醇通过激活 cGAS-STING信号通路抑制肝癌H22荷

瘤小鼠肿瘤生长，增强其免疫功能。
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Impacts of brusatol on tumor growth and immune function in hepatoma 

bearing mice by regulating cGAS-STING signal pathway
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Abstract: Objective To investigate the impacts of brusatol on tumor growth and immune function of H22 hepatoma bearing mice by 

regulating the cyclic guanosine monophosphate-adenosine monophosphate synthase-stimulator of interferon gene (STING) signal 

pathway. Methods The H22 tumor-bearing mice model was established by subcutaneous inoculation of H22 in the left forearm 

armpit. They were randomly grouped into model group, brusatol low, medium, high dose (0.916, 1.832, and 3.664 mg·kg−1) group, 

and brusatol (3.664 mg·kg−1) + cGAS inhibitor RU. 521 (5 mg·kg−1) group. After the intervention, the thymus, spleen, and tumor 

were weighed, and the thymus and spleen indices and tumor inhibition rate of the mice were measured. Detection of T lymphocyte 

proliferation index using T lymphocyte transformation assay. Detect the ability of macrophages to engulf chicken red blood cells. 

Collect serum and detect interleukin-2 (IL-2) and tumor necrosis factor-α (TNF- α) using a kit method. Western blotting method was 

used to detect the expression levels of cGAS and STING proteins in tumor tissue. Results Compared with the control group, the 

thymus index, spleen index, phagocytic index, phagocytic percentage, proliferative index, the levels of IL-2 and TNF-α in the model 

group were significantly decreased (P < 0.05). Compared with the model group, the thymus index, spleen index, phagocytic index, 

phagocytic percentage, proliferative index, the levels of IL-2 and TNF- α, the expression of cGAS and STING in brusatol low, 

medium, high dose groups were significantly increased, the tumor weight was significantly decreased, and showed a dose-dependent 

relationship between groups (P < 0.05). Compared with brusatol high dose group, the thymus index, spleen index, phagocytic index, 
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phagocytic percentage, proliferative index, the levels of IL-2 and TNF-α, the expression of cGAS and STING in brusatol high dose 

group + RU. 521 group were significantly decreased, the tumor weight were significantly increased (P < 0.05). Conclusion 

Brusatol can inhibit tumor growth and enhance immune function of H22 hepatoma bearing mice by activating cGAS-STING 

signal pathway.

Key words: brusatol; cGAS-STING signal pathway; hepatocellular carcinoma H22; tumor bearing mice; immune function

肝癌作为常见的消化道恶性肿瘤，2020年居全

球癌症死亡原因第 2位。即使各种治疗方法不断进

步，肝癌患者的 5年生存率也只有 20%。因此肝癌

治疗的研究一直备受关注［1］。鸦胆子苦醇是从鸦胆

子油中提取的具有生物活性的三萜类化合物，具有

抗疟疾、减少炎症和抵抗病毒入侵等多种生物效

应［2］。随着医学化学的快速发展，鸦胆子苦醇被认

为是多种类型肿瘤细胞的有效抗肿瘤剂［3-4］。Ye

等［5］研究证明鸦胆子苦醇可有效抑制肝癌Bel7404

细胞增殖、肿瘤侵袭和迁移，并诱导了凋亡，但其作

用机制仍需探索。环磷酸鸟苷 - 腺苷酸合成

酶（cGAS）被认为是模式识别受体和直接细胞质

dsDNA 传感器，当 cGAS 与 dsDNA 结合时，cGAS-

干扰素基因刺激因子（STING）信号通路被激活，诱

导细胞因子的表达，触发先天免疫反应，因此 cGAS-

STING 信号通路可成为慢性炎症性疾病甚至癌症

的潜在治疗靶点［6］。本研究旨在探索鸦胆子苦醇调

节 cGAS-STING信号通路对肝癌H22荷瘤小鼠肿瘤

生长及免疫功能的影响。

1　材料

1.1　实验动物及瘤株

小鼠肝癌 H22 细胞，四川大学华西医学中心

提供。

SPF级昆明种雄性小鼠，7周龄，体质量18～20 g，由

云南达生生物科技有限公司提供，实验动物生产许

可证号 SCXK（滇）2022-0003。动物被饲养在 SPF

环境中，温度（20±4）℃、湿度（50±10）%、12 h/12 h

明暗周期，在圈养期间，小鼠可正常的饮食。该研

究已获得动物护理和使用委员会的批准（审批号

2201289）。

1.2　主要试剂与仪器

鸦胆子苦醇（质量分数≥98%，批号 223827），

上海陶术生物科技有公司；cGAS 抑制剂 RU.521，

Selleckchem公司；白细胞介素-2（IL-2）、肿瘤坏死因

子（TNF-α）ELISA试剂盒，晶美生物工程有限公司；

CCK-8 试剂盒，碧云天生物技术研究所；cGAS、

STING一抗，Abcam公司。

BSA224S 型电子天平，德国赛多利斯公司；酶

标仪，科迪云享生物科技有限公司。

2　方法

2.1　H22荷瘤小鼠模型的建立及干预

参照文献报道方法［7］建立 H22荷瘤小鼠模型：

复苏小鼠肝癌细胞H22，并于小鼠腹腔接种 8 d，无

菌条件抽取小鼠腹水，稀释后调整至细胞浓度

为 1×106 ·mL−1 ，90 只小鼠随机选取 75 只进行左

前肢腋窝 sc 接种 0.2 mL，随后将 H22 荷瘤模型

小鼠随机分为模型组，鸦胆子苦醇低、中、高剂

量（0.916、1.832、3.664 mg·kg−1）组，鸦胆子苦醇＋

RU.521（3.664 mg·kg−1＋5 mg·kg−1）组，并以未接种

H22细胞的小鼠作为对照组。

鸦胆子苦醇低、中、高剂量组 ig 0.916、1.832、

3.664 mg·kg−1 鸦胆子苦醇 ，并 ip 等体积的 0.9%

氯化钠溶液干预［ 8］；鸦胆子苦醇＋RU.521 组 ig 

3.664 mg·kg−1鸦胆子苦醇之前，ip 5 mg·kg−1 RU.521

干预［9］；模型组及对照组分别 ig、ip等体积的0.9%氯

化钠溶液，每天1次，连续10 d。

2.2　测定小鼠胸腺、脾脏指数以及抑瘤率

每组随机选取 10只小鼠，末次给药 24 h后，称

量小鼠体质量；眼球采血，离心取血清用于 ELISA

检测；处死小鼠，摘取脾脏、胸腺称质量，计算脾脏、

胸腺指数。

胸腺（脾脏）指数＝胸腺（脾脏）质量（mg）/体质量（g）

取肿瘤组织称质量，分别计算抑瘤率。

抑瘤率=（模型组平均瘤质量－给药组平均瘤质量）/模

型组平均瘤质量

2.3　ELISA法检测血清中 IL-2、TNF-α水平

取“2.2”项中血清样本，按照试剂盒操作检测血

清中细胞因子 IL-2、TNF-α的水平。

2.4　检测T淋巴细胞转化能力

取出脾脏，制备脾淋巴细胞悬液，在空白

孔（10 μL 培养液）和实验孔（10 μL 0.1 mg·mL−1刀

豆蛋白）分别加入 90 μL 脾细胞悬液，48 h 后加入

CCK-8试剂，450 nm波长处检测吸光度（A）值，计算

T淋巴细胞增殖指数。

T淋巴细胞增殖指数＝A 实验/A 空白

2.5　巨噬细胞吞噬功能检测

每组剩余 5只小鼠，末次给药当日 ip 2% 淀粉

1 mL，24 h 后 ip 给予 0.5 mL 的 5%鸡红细胞，之后
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处死小鼠，吸出腹腔液涂抹在载玻片上，经孵育、漂

洗后，用丙酮-甲醇溶液固定，然后经 Giemsa染色、

磷酸盐缓冲液分色后，计数 200个巨噬细胞，按照吞

噬红细胞的巨噬细胞数/200，计算巨噬细胞吞噬百

分率；以被吞噬的鸡红细胞数/200×1/2，计算吞噬

指数。

2.6　Western blotting检测相关蛋白表达

取各组小鼠肿瘤组织，匀浆后，使用蛋白质提

取试剂盒提取总蛋白质，并使用BCA法定量蛋白质

浓度。使用 10% SDS-PAGE 分离每个样品中的总

蛋白质，并转移至PVDF膜上。在 20～25 ℃下封闭

膜 1.5 h，在 4 ℃下用 cGAS、STING 一抗孵育过夜，

随后在室温下用合适的第二抗体孵育 1 h，以 β-actin

作为内参对照，Quantity One软件分析蛋白表达。

2.7　统计学分析

采用 SPSS 27.0 软件分析实验数据，计量资料

以 x
—

±s 表示，单因素方差分析用于多组间比较，以

SNK-q检验进一步两两比较。

3　结果

3.1　鸦胆子苦醇对小鼠胸腺、脾脏指数的影响

与对照组相比，模型组小鼠胸腺、脾脏指数均

显著下降（P＜0.05）；与模型组相比，鸦胆子苦醇低、

中、高剂量组小鼠胸腺、脾脏指数均显著增加（P＜

0.05），且作用呈剂量相关性；与鸦胆子苦醇高剂量

组相比，鸦胆子苦醇＋RU.521组小鼠胸腺、脾脏指

数均显著下降（P＜0.05）。见表1。

3.2　鸦胆子苦醇对小鼠肿瘤生长的影响

与模型组相比，鸦胆子苦醇低、中、高剂量组小

鼠瘤质量均显著降低（P＜0.05），且作用呈剂量相关

性，高剂量组抑瘤率达 45.34%；与鸦胆子苦醇高剂

量组相比，鸦胆子苦醇＋RU.521组小鼠瘤质量显著

增加（P＜0.05）。见表2。

3.3　鸦胆子苦醇对小鼠 IL-2、TNF-α水平的影响

与对照组相比，模型组小鼠 IL-2、TNF-α水平均

显著下降（P＜0.05）；与模型组相比，鸦胆子苦醇低、

中、高剂量组小鼠 IL-2、TNF-α 水平显著增加（P＜

0.05），且作用呈剂量相关性；与鸦胆子苦醇高剂量

组相比，鸦胆子苦醇＋RU.521 组 IL-2、TNF-α 水平

均显著下降（P＜0.05）。见表3。

3.4　鸦胆子苦醇对小鼠T淋巴细胞增殖指数的影响

与对照组相比，模型组小鼠T淋巴细胞增殖指

数显著下降（P＜0.05）；与模型组相比，鸦胆子苦醇

低、中、高剂量组小鼠 T 淋巴细胞增殖指数显著增

加（P＜0.05），且作用呈剂量相关性；与鸦胆子苦醇

高剂量组相比，鸦胆子苦醇＋RU.521组T淋巴细胞

增殖指数显著下降（P＜0.05）。见表4。

表2　各组小鼠瘤质量、抑瘤率的比较（x
—

±s，n=10）

Table 2　Comparison of tumor weight and tumor inhibition 

rate of mice in each groups (x
—

±s, n=10)

组别

对照

模型

鸦胆子苦醇

鸦胆子苦醇+RU.521

剂量/

（mg·kg−1）

—

—

0.916

1.832

3.664

3.664+5

瘤质量/g

—

3.46±0.35

2.14±0.22#

1.22±0.13#

0.49±0.05#

3.12±0.31△

抑瘤

率/%

—

—

17.66

24.37

45.34

1.28

与模型组比较：#P＜0.05；与鸦胆子苦醇高剂量组比较：△P＜0.05
#P < 0.05 vs model group； △P < 0.05 vs brusatol high dose group

表1　各组小鼠胸腺、脾脏指数的比较（x
—

±s，n=10）

Table 1　Comparison of thymus and spleen indices in each 

group of mice (x
—

±s, n=10)

组别

对照

模型

鸦胆子苦醇

鸦胆子苦醇+RU.521

剂量/

（mg·kg−1）

—

—

0.916

1.832

3.664

3.664+5

胸腺指数/

（mg·g−1）

2.56±0.26

1.26±0.13*

1.65±0.17#

1.92±0.21#

2.48±0.26#

1.36±0.14△

脾脏指数/

（mg·g−1）

6.88±0.72

3.77±0.38*

4.82±0.49#

5.76±0.58#

6.75±0.68#

3.84±0.41△

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与鸦胆子苦

醇高剂量组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group； △P < 0.05 

vs brusatol high dose group

表3　各组小鼠 IL-2、TNF-α水平的比较（x
—

±s，n=10）

Table 3　Comparison of IL-2 and TNF-α of mice in each 

group (x
—

±s, n=10)

组别

对照

模型

鸦胆子苦醇

鸦胆子苦醇+RU.521

剂量/

（mg·kg−1）

—

—

0.916

1.832

3.664

3.664+5

IL-2/

（pg·mL−1）

10.58±1.07

  5.26±0.53*

  6.88±0.70#

  8.05±0.81#

10.22±1.03#

  5.84±0.59△

TNF-α/

（pg·mL−1）

15.67±1.57

  7.22±0.73*

  9.55±0.97#

12.08±1.21#

14.37±1.44#

  8.05±0.81△

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与鸦胆子苦

醇高剂量组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group； △P < 0.05 

vs brusatol high dose group
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3.5　鸦胆子苦醇对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影响

与对照组相比，模型组小鼠吞噬指数、吞噬百

分率均显著下降（P＜0.05）；与模型组相比，鸦胆子

苦醇低、中、高剂量组小鼠吞噬指数、吞噬百分率显

著增加，组间呈现剂量相关性（P＜0.05）；与鸦胆子

苦醇高剂量组相比，鸦胆子苦醇＋RU.521组吞噬指

数、吞噬百分率均显著下降（P＜0.05）。见表5。

3.6　鸦胆子苦醇对小鼠 cGAS、STING蛋白的表达

水平的影响

与模型组相比，鸦胆子苦醇低、中、高剂量组小

鼠 cGAS、STING蛋白表达显著增加，组间呈现剂量

相关性（P＜0.05）；与鸦胆子苦醇高剂量组相比，鸦

胆子苦醇＋RU.521组 cGAS、STING蛋白表达均显

著下降（P＜0.05）。见图1、表6。

4　讨论

肝癌作为一种常见的恶性肿瘤，其传统治疗通

常包括手术切除、化疗和放疗，然而，有些患者不适

合手术切除，而且临床上应用的化疗药物不是特定

的靶点，通常具有严重的副作用［10］。因此寻找新的

和更有效的用于预防和靶向治疗肝癌的药物是非

常需要的。

鸦胆子苦醇是从鸦胆子中提取的苦木素类成

分，通常用于治疗阿米巴痢疾、癌症和疟疾［11］。据

报道鸦胆子苦醇具有多种药理活性，可抑制鼻咽癌

细胞的生长，促进其凋亡，体内实验证明鸦胆子苦

醇可显著抑制肿瘤生长，成为治疗鼻咽癌的候选药

物［12］。以U-251胶质瘤细胞为研究对象时，鸦胆子

苦醇通过抑制 PI3K/AKT/mTOR 通路，从而抑制

β-淀粉样蛋白引起的神经毒性，减轻 U-251细胞损

伤［13］。值得关注的是，Wang 等［14］研究提出富含鸦

胆子苦醇的鸦胆子油通过抑制移植性肝癌 H22 小

鼠的生长，表现出显著的抗肝癌活性，但其机制尚

表5　各组小鼠吞噬指数、吞噬百分率的比较（x
—

±s，n=5）

Table 5　Comparison of phagocytic index and phagocytic 

percentage of mice in each group (x
—

±s, n=5)

组别

对照

模型

鸦胆子苦醇

鸦胆子苦

醇+RU.521

剂量/（mg·kg−1）

—

—

0.916

1.832

3.664

3.664+5

吞噬百分率/%

37.52±3.76

14.24±1.53*

19.05±1.93#

25.27±2.53#

34.42±3.48#

17.94±1.81△

吞噬指数

1.21±0.13

0.41±0.05*

0.65±0.08#

0.89±0.09#

1.18±0.12#

0.55±0.06△

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与鸦胆子苦

醇高剂量组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group； △P < 0.05 

vs brusatol high dose group

表4　各组小鼠T淋巴细胞增殖指数的比较（x
—

±s，n=10）

Table 4 　Comparison of proliferation index of T 

lymphocytes of mice in each group (x
—

±s, n=10)

组别

对照

模型

鸦胆子苦醇

鸦胆子苦醇+RU.521

剂量/（mg·kg−1）

—

—

0.916

1.832

3.664

3.664+5

增殖指数/%

2.24±0.23

1.06±0.11*

1.38±0.14#

1.77±0.18#

2.18±0.22#

1.18±0.12△

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与鸦胆子苦

醇高剂量组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group； △P < 0.05 

vs brusatol high dose group

表6　肿瘤组织中 cGAS、STING表达的比较（x
—

±s，n=10）

Table 6　Comparison of cGAS and STING expression in 

tumor tissues (x
—

±s, n=5)

组别

模型

鸦胆子苦醇

鸦胆子苦醇+RU.521

剂量/

（mg·kg−1）

—

0.916

1.832

3.664

3.664+5

cGAS/

β-actin

0.18±0.02

0.31±0.04#

0.73±0.08#

1.15±0.12#

0.28±0.03△

STING/

β-actin

0.22±0.03

0.48±0.05#

0.68±0.07#

0.94±0.10#

0.34±0.04△

与模型组比较：#P＜0.05；与鸦胆子苦醇高剂量组比较：△P＜0.05
#P < 0.05 vs model group； △P < 0.05 vs brusatol high dose group

图1　肿瘤组织中 cGAS、STING蛋白表达

Fig. 1　Expression of cGAS and STING proteins in tumor 

tissues
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未阐明。基于以上调研，本研究推测鸦胆子苦醇可

能对肝癌 H22 荷瘤小鼠发挥抗肿瘤作用。本研究

结果发现经鸦胆子苦醇干预后，小鼠胸腺、脾脏指

数显著增加，瘤质量显著降低，而胸腺（脾）指数的

改变间接反映机体免疫功能的状态［15］，表明鸦胆子

苦醇可通过提高免疫功能抑制肿瘤生长。此外，T

淋巴细胞主要参与介导细胞免疫应答，受抗原刺激

后的增殖是淋巴细胞活化的重要特征之一［7］，T细

胞分泌的细胞因子如 IL-2在抗肿瘤免疫中起着重

要的调节作用［16］。衡量机体免疫功能的重要指标

还可以通过巨噬细胞的吞噬能力评价，而反映吞噬

功能的强弱可通过巨噬细胞吞噬百分率和吞噬指

数的大小进行判断［17］。此外，巨噬细胞还可以产生

细胞因子如 TNF-α，是目前最强的抗肿瘤活性因

子［18］。本研究发现鸦胆子苦醇干预后，小鼠吞噬指

数、吞噬百分率、T淋巴细胞增殖指数、IL-2、TNF-α

水平均增加，表明鸦胆子苦醇的抗肿瘤机制可能通

过增强其免疫功能实现。

cGAS 是一种先天免疫传感器，可以识别各种

细胞质双链 dsDNA，包括病毒、细菌、线粒体、微核

和反元件起源 DNA，可触发 STING 依赖性信号并

通过进一步产生 cGAMP 诱导免疫反应，多项研究

证实 cGAS-STING 通路在抗癌免疫中起着关键作

用［19］。Thomsen等［20］提出 cGAS-STING通路的调节

可以影响肝癌的肿瘤进展，并有可能用于肝癌患者

的治疗。Qi 等［21］提出 cGAS-STING 通路成员具有

作为肝癌患者的预后生物标志物和免疫治疗靶点

的潜力。本研究发现经鸦胆子苦醇干预后，cGAS、

STING 表达增加，小鼠免疫功能增强，肿瘤生长被

抑制，推测鸦胆子苦醇通过激活 cGAS-STING通路

实现增强H22荷瘤小鼠免疫功能，进而抑制肿瘤生

长。为进一步验证推测，实验采用 cGAS-STING通

路抑制剂RU.521进行验证，结果发现RU.521逆转

了鸦胆子苦醇对H22荷瘤小鼠的抗肿瘤作用，表明

鸦胆子苦醇提高H22荷瘤小鼠免疫功能，抑制肿瘤

生长，与激活 cGAS-STING通路有关。

鸦胆子苦醇通过激活 cGAS-STING 信号通路

抑制肝癌 H22 荷瘤小鼠肿瘤生长，增强其免疫功

能，但由于机制复杂，仍需继续探索。
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