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【 实验研究 】 

基于多途径协同的砂生槐总生物碱抗肝癌作用及机制研究  
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摘  要：目的  探究砂生槐总生物碱（TA-SM）体内、体外抗肝细胞癌的作用及作用机制。方法  体外实验以 HepG2和 Huh-

7细胞为研究对象，采用 CCK-8法、克隆形成实验、细胞划痕实验、侵袭实验和流式细胞术评价 TA-SM对 2种肝癌细胞增

殖、迁移、侵袭、凋亡和细胞周期进程的影响；随后运用蛋白质组学数据依赖采集（DIA）检测技术和分子对接技术等生物

信息学分析手段，探究 TA-SM 对 HepG2 细胞内蛋白表达水平的影响并探讨可能的信号通路；应用 Western blotting 和实时

荧光定量 PCR（qRT-PCR）实验验证 TA-SM对 Hippo通路关键靶点蛋白——含WW域转录调节蛋白 1（WWTR1）、转

录增强因子 4（TEAD4）、丝氨酸/苏氨酸激酶 25（STK25）、丝氨酸/苏氨酸-蛋白激酶 38（STK38L）的影响。采用裸鼠

建立 HepG2细胞的人源肿瘤细胞系异种移植（CDX）模型，血常规、生化指标、主要脏器病理检测评估 TA-SM（50 mg·kg−1）

体内抗肿瘤的安全性；记录裸鼠体质量、肿瘤体积、肿瘤质量变化；Western blotting、qRT-PCR、免疫组化、免疫荧光法检

测肿瘤组织WWTR1、TEAD4、STK25、STK38L表达变化；免疫组化和免疫荧光检测肿瘤组织 CD31、CD34、血管内皮生

长因子（VEGF）表达变化；免疫荧光检测细胞增殖抗原（Ki67）表达变化。结果  TA-SM通过浓度和时间相关方式抑

制 HepG2 和 Huh-7 细胞的增殖、迁移及侵袭，还可以通过阻滞 HepG2 的 G1、G2期和 Huh-7 细胞的 G2期，诱导细胞

凋亡（P＜0.05、0.01、0.001）。蛋白质组学结果显示，TA-SM作用于 HepG2细胞与 TNF信号通路、Hippo信号通路、p53

信号通路相关。分子对接结果显示 TA-SM中 4种主要生物碱（苦参碱、氧化苦参碱、槐果碱和槐定碱）与 Hippo通路关键

靶点（TK25、STK38L、WWTR1和 TEAD4）的亲和力较好，具有很强的结合活性。与对照组比较，TA-SM在体外显著上

调 STK25、STK38L、WWTR1和 TEAD4蛋白和基因表达（P＜0.05、0.01、0.001）。在裸鼠 CDX模型中，TA-SM抗肿瘤

安全性良好；与对照组比较，肿瘤体积显著降低（P＜0.001），STK25、STK38L、WWTR1和 TEAD4表达显著升高，CD31、

CD34、VEGF、Ki67表达显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  TA-SM通过激活 Hippo信号通路，抑制 HepG2和 Huh-

7细胞的增殖、迁移和侵袭，并诱导细胞凋亡。此外，TA-SM还能协同阻滞 HepG2和 Huh-7细胞周期，抑制新生血管生成

相关因子以及肿瘤增殖因子的表达，从多途径发挥其抗肝癌作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the in vivo and in vitro anti-hepatocellular carcinoma effects and mechanisms of total alkaloids 

from Sophora moorcroftiana (TA-SM). Methods  In vitro experiments were conducted using HepG2 and Huh-7 cells as the research 

subjects. The effects of TA-SM on the proliferation, migration, invasion, apoptosis and cell cycle progression of the two liver cancer 

cell lines were evaluated by CCK8 assay, colony formation assay, cell scratch assay, invasion assay and flow cytometry. Subsequently, 

proteomics data-dependent acquisition (DIA) detection technology and molecular docking technology and other bioinformatics 

analysis methods were used to explore the effects of TA-SM on the protein expression levels in HepG2 cells and to discuss the possible 

signaling pathways. Western blotting and real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) experiments were used to verify the 

effects of TA-SM on the key target proteins of the Hippo pathway - WWTR1, TEAD4, STK25, and STK38L. A human tumor cell line 

xenograft (CDX) model of HepG2 cells was established in nude mice. The safety of TA-SM (50 mg·kg−1) in vivo was evaluated by 

blood routine, biochemical indicators, and pathological examination of major organs. The changes in body weight, tumor volume, and 

tumor mass of nude mice were recorded. Western blotting, qRT-PCR, immunohistochemistry, and immunofluorescence were used to 

detect the expression changes of WWTR1, TEAD4, STK25, and STK38L in tumor tissues. Immunohistochemistry and 

immunofluorescence were used to detect the expression changes of CD31, CD34, vascular endothelial growth factor (VEGF), and 

tumor proliferation antigen (Ki67) in tumor tissues. Results  TA-SM inhibited the proliferation, migration, and invasion of HepG2 

and Huh-7 cells in a concentration- and time-dependent manner. It also induced cell apoptosis by blocking the G1 and G2 phases of 

HepG2 cells and the G2 phase of Huh-7 cells (P < 0.05, 0.01, 0.001). Proteomics results showed that TA-SM acted on HepG2 cells and 

was related to the TNF signaling pathway, Hippo signaling pathway, and p53 signaling pathway. Molecular docking results showed 

that the four main alkaloids in TA-SM (matrine, oxymatrine, sophoridine, and sophoramine) had good affinity with the key targets of 

the Hippo pathway (STK25, STK38L, WWTR1, and TEAD4) and had strong binding activity. Compared with the control group, TA-

SM significantly upregulated the protein and gene expression of STK25, STK38L, WWTR1, and TEAD4 in vitro (P < 0.05, 0.01, 

0.001). In the nude mouse CDX model, TA-SM had good anti-tumor safety. Compared with the control group, the tumor volume was 

significantly reduced (P < 0.001), and the expression of STK25, STK38L, WWTR1, and TEAD4 was significantly increased, while 

the expression of CD31, CD34, VEGF, and Ki67 was significantly decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  TA-SM inhibits the 

proliferation, migration, and invasion of HepG2 and Huh-7 cells by activating the Hippo signaling pathway and inducing apoptosis. It 

also synergistically disrupts the cell cycle in both cell lines and suppresses the expression of tumor proliferation and angiogenesis-

related factors. These findings suggest that TA-SM exerts anti-hepatocellular carcinoma effects through multiple, complementary 

mechanisms. 

Key words: total alkaloids of Sophora moorcroftiana; Hippo signaling pathway; multi-pathway synergistic anti-cancer; xenograft of 

human tumor cell lines; vascular endothelial growth factor; Ki67 

 

肝细胞癌因其高致死率位居癌症相关死亡原

因的第 3 位[1]，具有起病隐匿、复发率高、预后不

良等特点[2-3]。由于我国人口基数相对较大，肝细胞

癌生存率极低（（12.1%）[4]，中国肝细胞癌负担贡献

了全球负担的近一半[5]，且在肝细胞癌确诊初期阶

段，仅有不足 3 成病例符合根治性干预指征[6]。目

前，肝细胞癌的治疗方法以系统抗肿瘤治疗为主，

如肝切除术、肝移植术、化疗和放疗等[7]，此方法

具有控制疾病进展及延长病人生存时间的优势[8]。

但在中国，超过 50%的肝细胞癌患者在初诊时已

处于中、晚期阶段[9-10]，因此化疗成为其主要治疗

手段，但这常常导致严重的不良反应，复发转移率

较高。 

天然活性物质在抗肿瘤方面作用显著，具有活

性强、低毒、安全性好等优势[11]，而且天然产物与

其他药物相比表现出多组分、多通道、多靶点的药

理作用[12]，具有良好的应用前景和研究价值[13]。中

国 2024年发布的（ 原发性肝癌诊疗指南》已将中医

药干预纳入规范化治疗体系[14-16]。大量研究表明，

部分植物药及其复方对肝细胞癌具有显著的抑制

作用，能够通过多种机制如调节肿瘤微环境、抑制

肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡和抑制转移等[17]
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干预肝癌的发生与发展。另外，植物药还在降低不

良反应、增强免疫力等方面表现出独特优势[18]。 

砂生槐系豆科槐属植物，主要分布于中国的西

藏拉萨、日喀则等地，具有极强的防风固沙、保持

水土功能。砂生槐种子中提取得到的砂生槐总生物

碱（（TA-SM）作为其主要活性物质，具有抗菌、抗

肿瘤、抗寄生虫等多种作用[19-20]，可治疗肝癌[21]、

肺癌[22]、结肠癌[23]、以及消化不良[24]等，是一种极

为宝贵的药用植物资源。本课题组前期已构建了

TA-SM成分的 HPLC-DAD定量分析体系，成功实

现其中 4 类特征性生物碱的同步分离、鉴定，包括

苦参碱（MT）、氧化苦参碱（OMT）、槐果碱（SPC）

及槐定碱（SPD）；然后对其提取工艺进行了优化[25]，

并建立了 4 种生物碱的体内含量检测方法[26]。有研

究发现，MT 对多种肿瘤细胞均有抑制作用，且所

用MT浓度低于化疗药物浓度[27]，诱导肝癌细胞凋

亡[28]。OMT被广泛用于治疗病毒性肝炎[29-30]，还

可以通过限制促炎细胞因子的表达来减轻肝纤维

化[31]。SPC可协同增强体内外奥沙利铂抑制大肠癌

肝转移[32]，也具有抗肿瘤特性[33]。而 SPD 也早在

2005年就被中国食品药品监督管理总局（CFDA）

批准用来防治各种不良恶性肿瘤[34]，如抑制乐伐替

尼耐药性肝细胞癌的进展[35]，且对正常的非致瘤细

胞无毒[36]。课题组前期研究还发现，TA-SM抗新生

血管生成的效果远优于阳性对照索拉非尼[37]。 

然而，关于 TA-SM 治疗肝细胞癌的作用机制

几乎未见报道。因此，本研究首先通过体外实验证

明 TA-SM 对肝细胞癌的治疗效果，随后采用数据

依赖采集（（DIA）蛋白质组学技术揭示了 TA-SM治

疗肝细胞癌的潜在关键靶点及信号通路。通过分子

对接技术进行验证，并结合体内、体外实验进一步

证实了相关信号通路，为肝细胞癌的治疗提供新的

理论依据和实践指导。 

1  材料 

1.1  药物及主要试剂 

砂生槐种子购自西藏林芝地区，经青海大学医

学院药学系杨仕斌副教授鉴定，确认为豆科槐属植

物砂生槐 Sophora moorcroftiana（Benrh.）Baker.的

干燥种子[38]。 

索拉非尼（SOR，批号 20230607，质量分数

98%）购自北京偶合科技有限公司；DMEM培养基

（（货号 PM150210）、胰酶（（货号 PB180225）、胎牛

血清（（FBS，货号 164210-50）、青霉素-链霉素溶液

（（批号WH0022P299）购自武汉普诺赛生命科技有限

公司；磷酸盐缓冲液（（PBS，1×）（货号 PB180327）、

二甲基亚砜（（货号 D8371）购自北京索莱宝科技有

限公司；CCK8试剂盒（货号 E-CK-A362）、细胞

周期试剂盒（（货号 E-CK-A351）、细胞凋亡试剂盒

（（货号 E-CK-A211）购自伊莱瑞特生物科技股份有

限公司；异丙醇（（CAS号 67-63-0）购自天津市科密

欧化学试剂有限公司；氯仿（（CAS号 67-66-3）购自

河北一品制药股份有限公司；Modified Trypsin蛋白

酶（（质谱级，货号 YJ-O-002）购自引加生物医药科

技有限公司；考马斯亮蓝快速染色液（产品编号

P0017B）、预染蛋白Marker（（货号 26617）购自碧

云天生物技术有限公司；氨水（（CAS号 1336-21-6）

购自 Sigma公司；蛋白酶抑制剂（（目录号 B14002）

购自美国 Selleck公司；Pierce™ BCA Protein Assay 

Kit（（货号 23225）、无酶水（（货号 G4700-500ML）、

乙腈（（CAS号 75-05-8）、甲酸（（CAS号 64-18-6）、

甲醇（CAS号 67-56-1）、异丙醇（CAS号 67-63-

0），LC/MS级，购自赛默飞世尔科技（（中国）有限

公司；含 WW域转录调节蛋白 1（WWTR1）抗体

（（货号 23306-1-AP）、转录增强因子 4（（TEAD4）抗

体（货号 12418-1-AP）、丝氨酸/苏氨酸激酶 25

（（STK25）抗体（货号 25821-1-AP）、丝氨酸/苏氨

酸-蛋白激酶 38（（STK38L）抗体（（货号 12697-1-AP）、

细胞增殖抗原（Ki67）抗体、血管内皮生长因子

（（VEGF）抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司；基

质胶（（2027002）购自碧迪医疗器械有限公司；山羊

抗兔 IgG（abcam公司，货号 ab 6721） 

1.2  细胞及动物 

人肝癌细胞（HepG2和 Huh-7）均购自武汉普

诺赛生命科技有限公司。将细胞培养于含 10%胎牛

血清（（FBS）和 1%青霉素-链霉素的 DMEM高糖基

础培养基中，培养于含 5%二氧化碳、37 ℃的湿润

环境。 

SPF级 Balb/c雌性裸鼠 18只，4周龄，体质量

为（10.30±2.60）g，购自江苏华创信诺医药科技有

限公司，实验动物生产许可证号 SCXK（苏）2020-

0009，伦理学审查批号 PJ-202502-14。所有裸鼠饲养

于中国科学院西北高原生物研究所 SPF级实验室。 

1.3  主要仪器 

罗氏实时荧光定量 PCR（ qRT-PCR）仪

LightCycler 480 仪Ⅱ 96 孔，购自上海达迈生物科

技有限公司。 
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2  方法 

2.1  TA-SM 的制备 

将砂生槐子样品粉碎后过 3 号筛，称取粉末

0.5 g，精密称定，置于 200 mL蒸馏烧瓶中，加入

乙醇（（用氨水调节 pH值至 10）并用玻璃棒搅拌混

匀。通过（ 回流提取-旋转蒸发”的方法，得到 TA-

SM浸膏，接着用 0.9%氯化钠（（NaCl）溶液稀释成

水剂，具体方法见本课题组前期报道[26,39]。通过高

效液相色谱（（HPLC）法[39]测定了 TA-SM中 4种主

要生物碱的含量，OMT、SPC、SPD、MT生物碱的

质量分数分别为 59.37、0.99、0.26、15.35 μg·g−1。 

2.2  细胞实验 

2.2.1  细胞增殖实验  将 HepG2和 Huh-7细胞以

每孔 5.0×103个接种于 96 孔板中孵育 24 h，待

细胞贴壁后加入不同浓度梯度（1、2、4、8、16、

32 μg·mL−1）的 TA-SM，对照组不加药，空白组

不接种细胞。继续孵育 24 h后每孔加 10 μL CCK-

8试剂，在避光环境下孵育 1 h后立即用酶标仪测

定 450 nm处的吸光度（A）值，计算细胞增殖抑

制率。 

增殖抑制率＝1－（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

2.2.2  克隆形成实验  将细胞密度调整为 1×106

个·mL−1后培养在 60 mm培养皿中，每个培养皿中

只加入 1 mL 细胞悬液，待肉眼可见白色克隆形成

时，实验组中加入含 TA-SM的完全培养基（（HepG2

细胞：2、4、6 μg·mL−1，Huh-7细胞：1、2、4 μg·mL−1），

对照组则补充等体积完全培养基。继续培养 7～14 d，

期间每 3天换液，并密切观察细胞状态。培养结束

后，用 4%的多聚甲醛固定细胞 15～30 min，随后

用结晶紫染色 20～30 min，最后用大量 PBS冲洗掉

多余的染液，对所得菌落进行成像和计数。 

2.2.3  细胞划痕实验  将 HepG2 和 Huh-7 细胞按

每孔 1×105个的密度接种于 6孔板中，当单层细胞

达到 90%汇合时，采用 200 μL 无菌枪头进行机械

划痕（（每孔 3条平行划痕），间隔 1 cm，然后用 PBS

洗涤 2 次。每种细胞按不同药物质量浓度加药

（（HepG2细胞：2、4、6 μg·mL−1，Huh-7细胞：1、

2、4 μg·mL−1），随后继续培养，在 0、24、48 h采

集划痕图像，用 Image J分析数据。 

迁移率＝（初始划痕面积－t时间划痕面积）/初始划痕

面积 

2.2.4  Transwell 侵袭实验   将生长状态良好的

HepG2和Huh-7细胞用无血清培养基进行饥饿化处

理 24 h。将预冷的Matrigel胶按 1∶40的比例稀释，

并在每孔中加入 40 μL。随后，将 Transwell板放入

培养箱中静置 30 min，使 Matrigel 胶凝固。待

Matrigel胶完全凝固后，分别吸取 200 μL密度为

2×105个·mL−1且不含血清的HepG2和Huh-7细胞

悬液，置于上层孔室中，下层孔室中则加入 200 μL

含 20%血清的培养基。待细胞贴壁后，分别在底部

小室中填充含有不同质量浓度 TA-SM（HepG2 细

胞：2、4、6 μg·mL−1，Huh-7细胞：1、2、4 μg·mL−1）

的培养基，并在 37 ℃条件下孵育 24 h后终止培养。

使用 PBS清洗 3次，用无菌棉拭子机械去除微孔膜

上表面未迁移的细胞，随后用 4%多聚甲醛固定细

胞 30 min。再用 PBS冲洗后，将膜转移至 0.1%结

晶紫溶液中染色 30 min，并进行拍照记录迁移细胞

的数量。 

2.2.5  细胞凋亡实验  将 HepG2和 Huh-7细胞以

1×106个·mL−1分别接种于 60 mm培养皿，待细胞

汇合度达 60%～70%时，用不同浓度TA-SM（（HepG2

细胞：2、4、6 μg·mL−1，Huh-7细胞：1、2、4 μg·mL−1）

进行干预。24 h后收集细胞样本，并按照 Annexin 

V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒的说明进行染色，最后

通过流式细胞术进行分析。 

2.2.6  细胞周期实验   细胞接种及给药操作同

（ 2.2.6”项，给药后 24 h后收集细胞。随后用预冷

PBS冲洗 2次，离心重悬后加入 75%乙醇混匀，置

于−20 ℃条件下过夜。根据细胞周期检测试剂盒的

操作步骤，利用流式细胞术进行分析。 

2.2.7  高分辨质谱数据非依赖型采集（DIA）蛋白质

组学检测  取生长状态良好的 HepG2 细胞，以 1×

106 个·mL−1 的密度接种于 T75 细胞培养瓶中，在

汇合度达到 70%～80%时，对照组只进行换液处理，

而实验组在换液后加入质量浓度为 6 μg·mL−1的 TA-

SM，继续培养 24 h。用 PBS清洗 1～2遍，轻轻刮下

细胞并置于 EP管内。加入细胞裂解缓冲液，在冰上

静置 5 min后，在 4 ℃条件下以 12 000 r·min−1离心

10 min，收集上清液测定蛋白浓度，并于−80 ℃保

存。采用过滤器辅助样品制备法对获得的肽段进行

洗脱、定量[40]。将真空冷冻干燥后的肽段用 0.1%甲

酸复溶，再进行 LC-MS 分析，采集数据，运用

Spectronaut软件对 DIA数据进行分析，并进行后续

的蛋白质定量，蛋白质组学测序工作由上海美吉生

物医药科技有限公司协助完成，具体实验步骤参考

文献[6,41-44]。随后利用 DAVID数据库（（https://david. 
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ncifcrf.gov/）对差异表达基因进行生物信息学分析，

包括基因本体（（GO）注释及京都基因与基因组百科

全书（KEGG）富集分析。 

2.2.8  分子对接  将 TA-SM 的 4 种生物碱成分与

筛选出的信号通路中关键节点蛋白进行分子对接。

从 Pubchem数据库中获得各生物碱成分的 3D结构

的 MOL文件，并通过 Openbabel软件转换为 PDB

格式。通过 PDB数据库（（https://www.rcsb.org/）获

取通路核心靶点的蛋白晶体结构的 PDB 文件（分

辨率＜2.5°），并使用 PyMOL软件对靶蛋白进行

预处理，包括去除结合配体、剔除水分子及加氢

操作[45]。采用 AutoDockTools1.5.7将蛋白文件转换

为 PDBQT 格式，通过比对原始配体结合模式，设

置对接参数，筛选出与活性成分结合自由能最低的

复合物构象。基于结果判断配体与受体的结合能

力：若结合能≤0 kJ·mol−1，证明二者之间可以自发

结合；若结合能≤−20.92 kJ·mol−1，证明二者之间的

衔接性较好；若结合能≤−7.0 kJ·mol−1，表明此物质

与关键靶点蛋白有很强的结合活性。运用 PyMOL

软件将对接结果进行可视化。 

2.2.9  Western blotting法  细胞接种及给药操作同

（ 2.2.6”项，给药后 24 h 后收集细胞。使用 RIPA 

Lysis Buffer（含 1% PMSF）提取总蛋白，并利用

BCA法对蛋白浓度进行定量。随后通过电泳将目标

蛋白转移到 PVDF膜上，用 5%脱脂牛奶封闭 1 h后

暴露于一抗，包括 STK25（（1∶6 000）、STK38L（（1∶

1 500）、WWTR1（（1∶6 000）、TEAD4（（1∶4 000）

和 GADPH（（1∶40 000），随后将其置于 4 ℃的环

境中过夜孵育。次日，先将 PVDF膜置于 1×TBST

溶液中清洗，然后孵育二抗即羊抗兔 IgG-HRP（（1∶

10 000）1 h后再洗膜 5次，共 30 min。使用曝光仪

捕获化学发光反应，用 Image J 对各蛋白条带灰度

值进行分析。 

2.2.10  qRT-PCR 实验  细胞接种及给药操作同

 2.2.6”项，给药后 24 h后收集细胞。加入 RNAiso 

Plus，室温静置 5 min，4 ℃、12 000 r·min−1离心

10 min，将上清移至无酶EP管中。随后加入与上清等

体积氯仿，混匀后在室温下静置 5 min，12 000 r·min−1

离心 15 min。将上层水相移至新的 EP管中，加入等

体积的异丙醇沉淀RNA，然后在 4 ℃、12 000 r·min−1

条件下离心 10 min。弃去上清液，用 75%乙醇洗涤

RNA 2次后，在 4 ℃下以 7 500 r·min−1离心 5 min。

弃去上清液，待自然风干后溶解于无酶水中获得总

RNA。使用逆转录试剂盒逆转录成 DNA。最后，使

用 Roche 96 PCR仪器进行检测。qRT-PCR引物序

列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列(5'→3') 

STK25 F-5'-GCTCTGAGGACTCTGACATTGATGG-3' 

R-5'-TGCATGCCGCTCTGCTTGTGCTTCTC-3' 

STK38L F-5'-AATGACGGCAGGGACTACAACAAC-3' 

R-5'-TCTGGACCAACCGCACCTCTC-3' 

WWTR1 F-5'-TGACCGACGAGCTGCCACTG-3' 

R-5'- CTGCTGCTGCTGCTGCTGAG-3' 

TEAD4 F-5'- CTGGATGTTGGAGTTCTCTGCCTTC-3' 

R-5'-CCACCACCTGCTTGCCGAAAG-3' 

GAPDH F-5'-CGGGAAACTGTGGCGTGAT-3' 

R-5'-CAAAGGTGGAGGAGTGGGT-3' 

2.3  动物实验 

2.3.1  人源肿瘤细胞系异种移植（CDX）模型的建

立  当 HepG2肝癌细胞密度达 5.0×107个·mL−1

时，在冰浴环境中，将基质胶与 HepG2细胞悬液

按 1∶1 体积比快速混匀，制备成复合物。通过

sc方式将复合物注入裸鼠皮下，注射体积为每只

100 μL（含 2×106～5×106个细胞）。 

2.3.2  分组及给药  当肿瘤体积达到 100 mm3后[46-47]，

将裸鼠根据随机数字表法随机分为模型组（给予

0.9% NaCl溶液）、SOR（50 mg·kg−1）组[48]、TA-

SM（（50 mg·kg−1）组[49]，每组 6只，每 2天 ig给药

1次。 

2.3.3  裸鼠肿瘤检测  实验期间每日监测裸鼠生

存状态，隔日记录裸鼠体质量和肿瘤体积变化。造

模第 20天，对裸鼠实施安乐死，分离肿瘤并拍照、

称质量、计算肿瘤体积。 

V＝0.5×a×b2 

V为肿瘤体积；a为肿瘤长径；b为肿瘤短径。 

2.3.4  血常规、生化指标、主要脏器病理检测  麻

醉裸鼠后，采用心脏穿刺法采集血液样本。血液样

本静置 30 min后，在 4 ℃条件下，3 500 r·min−1离

心 10 min，收集上清液并存于−80 ℃冰箱备用。检

测血常规指标（ 中性粒细胞百分比（（NEU）、白细

胞（（WBC）、淋巴细胞百分比（（LYM）、嗜酸性粒

细胞百分比（（Eos）、嗜碱性粒细胞百分比（（Bas）、

中性粒细胞绝对值（（NEUT）、淋巴细胞绝对值（（LY）、

嗜酸性粒细胞绝对值（（EO）、嗜碱性粒细胞绝对值

（（BASO）、红细胞（（RBC）、血红蛋白（（HB）、血
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小板计数（PLT）］及血清中丙氨酸氨基转移酶

（（ALT）、碱性磷酸酶（（ALP）、天门冬氨酸氨基转

移酶（（AST）、总胆红素（（TBIL）、总胆汁酸（（TBA）、

γ-谷氨酰转移酶（GGT）、尿素（UREA）、肌酐

（CREA）和尿酸（UA）的水平。所有指标的检测

工作由成都里来生物科技有限公司协助完成。苏

木精-伊红（HE）染色观察心脏、肝脏、脾脏、肺

部、肾脏病理变化。 

2.3.5  肿瘤免疫组织化学   将石蜡包埋的组织

标本切片，然后将切片与一抗（Ki67、CD31、

CD34、STK25、STK38L、WWTR1、TEAD4）在

4 ℃下孵育过夜，然后与 HRP 偶联的山羊抗兔

IgG在 37 ℃下孵育 50 min。使用二氨基联苯胺

（DAB）溶液显色，复染细胞核，脱蜡封片后进行

镜检。 

2.3.6  肿瘤免疫荧光染色  将肿瘤组织的石蜡切

片脱水处理后进行抗原修复，然后在切片上标记特

定区域，加入自发荧光淬灭剂作用 5 min后进行通

透和封闭处理。随后加入一抗，在 4 ℃条件下孵育

过夜；再加入二抗，共孵育 50 min。随后使用 DAPI

复染细胞核，封片，镜检，拍照。 

2.3.7  Western blotting 法  肿瘤组织总蛋白使用

RIPA Lysis Buffer（（含 1% PMSF）提取，并利用 BCA

法对蛋白浓度进行定量。Western blotting实验具体

操作同 2.2.10”项。 

2.3.8  qRT-PCR 实验  肿瘤组织 mRNA 提取及

qRT-PCR实验具体操作同 2.2.11”项。 

2.4  统计学分析 

采用 SPSS 28.0 和 GraphPad Prism10.1.2 软件

进行统计分析，对于正态分布的连续变量，结果以

x s 表示。组间比较采用单因素方差分析（One-way 

ANOVA）。对于非正态分布数据，使用Mann-Whitney

或 Kruskal-Wallis检验确定各组之间的显著差异。 

3  结果 

3.1  TA-SM 体外影响 HepG2 和 Huh-7 细胞的生

物学行为 

3.1.1  TA-SM体外抑制 HepG2和 Huh-7细胞的增

殖、克隆形成、迁移和侵袭  采用 CCK-8 法探讨

TA-SM 对 2 种人源性肝细胞癌细胞系（HepG2 和

Huh-7）增殖能力的影响。结果显示 TA-SM对细胞

活力的影响具有剂量相关性（（图 1-A），TA-SM对

HepG2 和 Huh-7 的半数抑制浓度（IC50）值分别为

7.37、4.81 μg·mL−1，TA-SM对Huh-7的抑制效果优 

于HepG2。后续实验中选择 TA-SM作用于HepG2和

Huh-7的质量浓度分别为 2、4、6 μg·mL−1和 1、2、

4 μg·mL−1。 

为进一步评估TA-SM对细胞增殖能力的影响，

进行了集落形成实验。与对照组相比，HepG2 和

Huh-7 的克隆形成数目均随着 TA-SM 质量浓度的

增加而减少（（图 1-B），证明 TA-SM抑制 2种细胞

增殖的能力呈现浓度相关性，差异具有统计学意义

（（P＜0.05、0.01、0.001）。 

为了评估 TA-SM 对细胞迁移能力的影响，进

行细胞划痕实验（图 1-C）。与对照组相比，不同

质量浓度 TA-SM干预 HepG2细胞后，在 24、48 h

对应时间段内细胞的迁移率显著降低（P＜0.05）；

干预 Huh-7细胞后，在 48 h对应时间段内细胞的

迁移率显著降低（P＜0.05）。与 0 h相比，不同

质量浓度（从低到高）的 TA-SM 处理 HepG2 和

Huh-7 48 h后的迁移率分别为（11.49±0.02）%和

（36.96±0.03）%、（8.85±0.01）%和（22.89±

0.04）%、（7.69±0.03）%和（20.83±0.03）%。

结果表明，TA-SM可抑制 HepG2和 Huh-7细胞的

迁移，且具有时间和浓度相关性。 

本研究还采用 Transwell实验评估了 TA-SM对

2种肝细胞癌细胞侵袭能力的影响（（图 1-D）。与对

照组相比，TA-SM 2、4、6 μg·mL−1组 HepG2细胞

侵袭数显著降低（（P＜0.001），1、2、4 μg·mL−1组

Huh-7 细胞侵袭数显著降低（P＜0.001）。结果表

明，TA-SM对 2种细胞侵袭的抑制作用呈浓度相关

性，且对 HepG2细胞的抑制作用更明显。 

3.1.2  TA-SM对 HepG2和 Huh-7细胞凋亡率与周

期分布的影响  本研究运用流式细胞术探究 TA-

SM对肝癌细胞凋亡和细胞周期分布的影响（（图 2）。

结果表明，TA-SM 呈浓度相关性诱导 HepG2 和

Huh-7 的凋亡，且与对照组相比，高质量浓度组差

异具有统计学意义（（P＜0.01）。当高质量浓度 TA-

SM处理细胞后，HepG2的凋亡率已超过 50%，而

Huh-7仅有 14.5%。 

流式细胞术检测细胞周期的分布结果表明，与

对照组相比，TA-SM 4、6 μg·mL−1处理 HepG2细胞

24 h后，G1、G2期的数量显著增加（（P＜0.05），且

具有浓度相关性；TA-SM 2、4 μg·mL−1处理 Huh-7

后 G2期细胞数量显著增加（P＜0.05）。表明 TA-

SM通过阻滞 HepG2的 G1和 G2期，阻滞 Huh-7细

胞的 G2期发挥抑制增殖作用。 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 0 h组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05 vs 0 h group. 

图 1  TA-SM 体外抑制 HepG2 和 Huh-7 细胞的增殖 (A)、克隆形成 (B)、迁移 (C) 和侵袭 (D) ( x±s，n＝3) 

Fig. 1  TA-SM inhibits proliferation (A), clone formation (B), migration (C) and invasion (D) of HepG2 and Huh-7 cells in 

vitro ( x±s，n＝3) 

实验表明，TA-SM可以抑制HepG2和Huh-7细

胞的增殖、迁移和侵袭，诱导细胞凋亡以及阻滞细胞

周期，证实 TA-SM在体外具有较好的抗肝细胞癌作

用。由于 TA-SM 对 HepG2 细胞的抑制作用更为明

显，所以本研究选择HepG2细胞进行后续实验。 

3.2  样本相关性分析、差异表达蛋白富集分析及分

子对接验证 

样本相关性分析结果显示，样本相关系数均大

于 0.7（（图 3-A），且主成分分析（（PCA）未发现离

散值（图 3-B），表明样本是可靠的，可用于后续

研究。随后本研究利用 DIA定量蛋白质组学技术筛

选了 TA-SM作用于 HepG2细胞的差异表达蛋白谱

（（图 3-C），发现给药组共有 816 种蛋白质表达上

调，391 种蛋白质表达下调，并对其进行 GO 功能

富集分析，提取前 20 个上调及下调的 GO 富集条

目进行展示，详细信息见表 2，可以看出上调的蛋

白主要参与有丝分裂细胞周期过程、细胞周期调控、

补体激活、细胞外区以及细胞外隙等生物学过程，下 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 2  TA-SM 对 HepG2 和 Huh-7 细胞凋亡率与周期分布的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 2  Effect of TA-SM on apoptosis rate and cell cycle distribution of HepG2 and Huh-7 cells ( x±s，n＝3) 
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A-样本聚类热图；B-PCA示意图；C-差异蛋白火山图及定量结果。 

A-Sample clustering heatmap; B-Schematic diagram of PCA; C-Volcano plot of differential proteins and quantitative results. 

图 3  样本差异表达蛋白富集分析 

Fig. 3  Enrichment analysis of differentially expressed proteins in samples 

表 2  上调/下调差异表达蛋白的前 20 个 GO 富集条目 

Table 2  Top 20 GO enrichment entries of up/down-regulated differentially expressed proteins 

GO富集条目（上调） GO标识符 GO富集条目（下调） GO标识符 

有丝分裂细胞周期过程 1903047 溶酶体腔 0043202 

丝氨酸型内肽酶抑制活性 0004867 有机化合物氧化产能 0015980 

细胞周期调控 0051726 氧化还原驱动的跨膜转运活性 0015453 

氧载体活性 0005344 细胞外囊泡 1903561 

一碳化合物转运 0019755 细胞外细胞器 0043230 

二氧化碳运转 0015670 细胞外膜包被细胞器 0065010 

补体激活 0006956 氧化还原酶活性 0016491 

糖胺聚糖结合 0005539 胞外外来体 0070062 

过氧化氢分解代谢过程 0042744 前体代谢物与能量的生成 0006091 

微管细胞骨架 0015630 电子转移活性 0009055 

细胞氧化物解毒 0098869 胞外区 0005576 

含胶原蛋白的细胞外基质 0031012 细胞呼吸作用 0045333 

泛素蛋白连接酶活性的正向调控 1904668 杂化电子传递链 0019646 

血红蛋白血红蛋白复合物 0031838 呼吸链复合体 0098803 

细胞分裂 0051301 细胞器腔 0043233 

细胞外基质 0031012 细胞器内腔 0070013 

外封装结构 0030312 膜包腔 0031974 

胞外区 0005576 有氧呼吸 0009060 

血微粒 0072562 电子传递链 0022900 

细胞外间隙 1903561 呼吸电子传递链 0022904 

 

对照-1 

对照-2 

对照-3 

 TA-SM-1 

TA-SM-2 

TA-SM-3 

 

对照 vs TA-SM 

 

1.00 
0.95 
0.90 
0.85 
0.80 
0.75 
 

 PCA 

对照 
TA-SM 
 

B 

 

 

−80  −60 −40  −20  0   20  40   60  80  100 
PC1（67.10%） 

50 

40 

30 

20 

10 

0 

−10 

−20 

−30 

−40 

−50 

 

上调         下调 

1 000 

800 

600 

400 

200 

0 

差
异
蛋
白
数
量
 

 

−18 −16 −14 −12  −10 −8  −6  −4 −2   0   2  4   6   8 

log2FC 
 

5 

4 

3 

2 

1 

0 

−
lg

P
 

相关系数 

A 

C 

P
C

2
(9

.1
4
%

) 

对
照

-1
 

对
照

-2
 

对
照

-3
  

T
A

-S
M

-1
 

T
A

-S
M

-2
 

T
A

-S
M

-3
  

 

 

 

 

 

 

上调（816） 

下调（391） 

无明显变化（7 358） 

  



第 49 卷第 4 期  2026 年 4 月     Drug Evaluation Research    Vol. 49 No. 4  April 2026 

    

·1119· 

调的蛋白主要参与胞外囊泡、胞外的细胞器、氧化还

原酶活性、细胞外泌体、细胞器内腔等生物学过程。 

对差异表达上调和下调基因进行 KEGG 通路

富集分析，取排名前 20位的通路进行分析，结果表

明 TA-SM主要通过肿瘤坏死因子（（TNF）信号通路、

Hippo 信号通路、p53 信号通路和碳代谢等多条通

路发挥抗肝癌的作用。具体信息见表 3。 

基于与肿瘤进展、癌细胞增殖及侵袭转移等病

理过程的相关性，本研究后续选择 Hippo信号通路

进行研究。运用生物信息学筛选出 Hippo信号通路

的关键靶点蛋白，包括 STK25、STK38L、WWTR1、

TEAD4（表 4）。 

将上述 Hippo 通路中关键蛋白分别与 MT、

OMT、SPC、SPD进行分子对接，共得到 16组分子 

表 3  前 20 个蛋白质表达上调基因的 KEGG 分析结果 

Table 3  KEGG analysis results of top 20 genes with upregulated protein expression 

KEGG富集通路 
Pathway 

标识符 
P值 KEGG富集通路 

Pathway 

标识符 
P值 

补体和凝血级联反应 hsa04610 5.21×10−12 代谢途径 hsa01100 0 

金黄色葡萄球菌感染 hsa05150 6.54×10−6 氧化磷酸化 hsa00190 0 

百日咳 hsa05133 4.83×10−6 帕金森病 hsa05012 8.68×10−13 

疟疾 hsa05144 0.000 171 朊病毒病 hsa05020 5.23×10−10 

酒精性肝病 hsa04936 0.000 254 神经性舞蹈病 hsa05016 5.01×10−10 

孕酮介导的卵母细胞成熟 hsa04914 0.000 507 溶酶体 hsa04142 4.30×10−10 

神经活性配体受体相互作用 hsa04080 0.000 474 生热作用 hsa04714 1.44×10−9 

非洲锥虫病 hsa05143 0.000 775 糖胺聚糖降解 hsa00531 1.38×10−9 

p53信号通路 hsa04115 0.002 282 糖尿病心肌病 hsa05415 2.99×10−9 

Hippo信号通路 hsa04390 0.002 201 辅因子的生物合成 hsa01240 4.28×10−9 

多物种凋亡 hsa04215 0.002 129 化学致癌作用-活性氧 hsa05208 1.02×10−8 

系统性红斑狼疮 hsa05322 0.002 879 阿尔茨海默病 hsa05010 3.11×10−8 

吞噬体 hsa04145 0.003 152 肌萎缩 hsa05014 3.07×10−7 

军团杆菌病 hsa05134 0.002 047 蛋白酶体 hsa03050 7.24×10−7 

肺结核 hsa05152 0.003 505 内源性大麻素逆向信号传导 hsa04723 2.11×10−6 

细胞周期 hsa04110 0.005 538 多种疾病-神经退行性病变通路 hsa05022 5.12×10−6 

IL-17信号通路 hsa04657 0.005 464 非酒精性脂肪肝 hsa04932 7.49×10−6 

TNF信号通路 hsa04668 0.006 872 心肌收缩 hsa04260 1.24×10−5 

致病性大肠杆菌感染 hsa05130 0.008 155 碳代谢作用 hsa01200 4.53×10−5 

Toll样受体信号通路 hsa04620 0.006 673 抗原加工与呈递 hsa04612 9.26×10−5 

表 4  Hippo 通路关键靶点蛋白 

Table 4  Key target proteins of Hippo pathway 

蛋白名称 检索号 log2FC P值 

STK25 A0A0S2Z4Y2 7.273 0.008 36 

STK38L Q9Y2H1 1.036 0.001 72 

WWTR1 Q9GZV5 1.061 0.001 17 

TEAD4 A0A0A0MRF3 1.164 0.028 78 

对接结果（（图 4-A）。分子对接结果显示，4种 TA-

SM 与 Hippo 通路上关键靶点的结合能均小于

−20.92 kJ·mol−1，表明 TA-SM与受体蛋白形成的构

象能较低，结合活性较高。利用 PymoL将每种蛋白

与对应生物碱结合能最低的构象进行可视化，可以

看出MT与 STK25在 LEU-100处形成氢键作用（（图

4-B），结合能为−29.04 kJ·mol−1；SPD与 STK38L

在 PHE-117处形成氢键作用（图 4-C），结合能为

−29.41 kJ·mol−1；MT与 TEAD4在 TRP-10处形成

氢键作用（（图 4-D），结合能为−27.87 kJ·mol−1；SPC

和 WWTR1在 GLU-20和 ASP-21处形成氢键作用

（（图 4-E），结合能为−36.82 kJ·mol−1。 

3.3  Hippo 通路关键蛋白和 mRNA 表达水平 

Western blotting结果显示，在体外细胞实验中，

与对照组相比，TA-SM 4、6 μg·mL−1 组 STK25、

STK38L、WWTR1和 TEAD4 4种蛋白的相对表达

量显著上升（（P＜0.05、0.01、0.001），呈 TA-SM质

量浓度相关性上升趋势（（图 5-A、B），其中 STK25 
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A-生物碱与关键靶点对接结合能热图；B-MT与 STK25的 LEU-100结合模式图；C-SPD与 STK38L的 PHE-117结合模式图；D-MT与 TEAD4

的 TRP-10 结合模式图；E-SPC 与 WWTR1 的 GLU-20 和 ASP-21 结合模式图；左图为整体视图，右图为局部视图，图中天蓝色 stick 为小分

子，银白色 cartoon为蛋白，黄色线表示氢键作用。 

A-Heat map of the binding energy between the alkaloid and the key target; B-Binding mode diagram of MT with LEU-100 of STK25; C-Binding mode 

diagram of SPD with PHE-117 of STK38L; D-Binding mode diagram of MT with TRP-10 of TEAD4; E-Binding mode diagram of SPC with GLU-20 and 

ASP-21 of WWTR1; The left image is an overall view, while the right image is a partial view. In the images, the sky blue stick represents the small 

molecule, the silver cartoon represents the protein, and the yellow line indicates hydrogen bonding. 

图 4  Hippo 信号通路关键靶点和生物碱的分子对接结果 

Fig. 4  Results of molecular docking between key targets of Hippo signaling pathway and alkaloid 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01   ***P < 0.001 vs control group. 

图 5  Hippo 通路关键蛋白 (A、B) 和 mRNA (C) 表达水平 ( x±s，n＝3) 

Fig. 5  Expression levels of key proteins (A and B) and mRNA (C) in Hippo pathway ( x±s，n＝3) 

的变化最为显著（P＜0.001）。结果表明，TA-SM

作用于 HepG2 细胞后可以激活 Hippo 信号通路中

相关蛋白的表达，证实 TA-SM可能通过激活 Hippo

信号通路抑制肝细胞癌的进展。 

qRT-PCR结果表明，TA-SM的浓度从 2 μg·mL−1

增加至6 μg·mL−1时，STK25、STK38L、WWTR1 mRNA

的相对表达水平分别由 0.82±0.00、0.77±0.12 和

0.77±0.03增加至 1.77±0.03、1.30±0.24和 1.72±

0.11，与对照组相比，TA-SM 6 μg·mL−1 STK25、

STK38L、WWTR1、TEAD4 mRNA的相对表达水平

显著升高，差异具有统计学意义（P＜0.001）（图

5-C）。这与Western blotting的结果一致，证实 TA-

SM抗肝癌作用与 Hippo信号通路关系密切。 

3.4  体内抗癌效果和安全性评价 

如图 6所示，给药期间各组裸鼠的体质量虽呈

上升趋势，但各组间无统计学差异。给药期间，模

型组的肿瘤体积从（147.51±11.17）mm3 增加至

（（960.59±150.89）mm3，SOR 组的肿瘤体积从

（（149.51±18.74）mm3增加至（（385.97±178.70）mm3，

而 TA-SM组的肿瘤体积从（（141.43±7.10）mm3增
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加至（（264.81±168.82）mm3，与模型组比较，SOR

组和 TA-SM 组变化显著（P＜0.05、0.001），TA-

SM组裸鼠肿瘤的体积和质量均最小。结果表明， 

TA-SM的抗肝细胞癌效果优于 SOR组。 

表 5、6、7结果表明，与模型组相比，TA-SM

组 NEU含量低于 SOR组（（P＜0.05），其他血常规 

 

与模型组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs model group. 

图 6  TA-SM 体内抗肝癌的安全性评价 ( x±s，n＝6) 

Fig. 6  Safety evaluation of TA-SM against hepatocellular carcinoma in vivo ( x±s，n＝6) 

表 5  裸鼠血液常规检测指标 ( x±s，n＝6) 

Table 5  Routine blood test parameters in nude mice ( x±s，n＝6) 

组别 
剂量/ 

(mg∙kg−1) 
NEU/% 

WBC/ 

(×109·L−1) 
LYM/% Eos/% Bas/% 

NEUT/ 

(×109·L−1) 

模型 — 51.20±7.58 2.38±1.17 41.83±9.3 1.47±0.49 0.73±0.93 1.09±0.44 

SOR 50 69.23±10.54 1.48±2.08 29.39±7.42 3.07±1.91 0.43±0.06 0.90±1.16 

TA-SM 50 47.33±3.57* 2.23±0.95 38.93±8.14 2.07±0.84 0.17±0.15 1.06±0.48 

组别 
剂量/ 

(mg∙kg−1) 

LY/ 

(×109·L−1) 

EO/ 

(×109·L−1) 

BASO/ 

(×109·L−1) 

RBC/ 

(×1012·L−1) 

HB/ 

(g·L−1) 

PLT/ 

(×109·L−1) 

模型 — 0.93±0.82 0.02±0.01 0.00±0.01 8.31±0.47 142.00±13.75 591.33±5.86 

SOR 50 0.47±0.69 0.02±0.01 0.00±0.01 11.18±2.27 144.67±9.50 604.33±49.54 

TA-SM 50 0.92±0.52 0.04±0.02 0.00±0.00 8.22±0.92 129.33±17.47 607.67±6.66 

与 SOR组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs SOR group. 
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表 6  裸鼠肝功能检测指标 ( x±s，n＝6) 

Table 6  Liver function test indicators in nude mice ( x±s，n＝6) 

组别 
剂量/ 

(mg∙kg−1) 

ALT/ 

(U·L−1) 

ALP/ 

(U·L−1) 

AST/ 

(U·L−1) 

TBIL/ 

(μmol·L−1) 

TBA/ 

(μmol·L−1) 

GGT/ 

(U·L−1) 

模型 — 27.73±5.66 25.33±10.07 115.87±4.50 6.60±3.00 9.87±0.61 30.67±8.33 

SOR 50 32.67±0.46 21.00±1.00 147.03±8.43* 4.57±0.21 13.50±0.89* 12.33±1.53* 

TA-SM 50 28.40±2.80 13.33±6.11 144.00±6.80* 5.53±1.42 10.80±0.00# 14.00±2.00* 

与模型组比较：*P＜0.05；与 SOR组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs model group; *P < 0.05 vs SOR group. 

表 7  裸鼠肾功能检测指标 ( x±s，n＝6) 

Table 7  Renal function test parameters in nude mice 

( x±s，n＝6) 

组别 
UREA/ 

(mmol·L−1) 

CREA/ 

(μmol·L−1) 

UA/ 

(mmol·L−1) 

模型 7.01±0.89 110.60±1.40 150.00±22.00 

SOR 6.70±0.07 17.00±0.53* 471.33±9.87* 

TA-SM 7.32±1.19 112.00±6.80# 208.00±12.00*# 

与模型组比较：*P＜0.05；与 SOR组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs model group; *P < 0.05 vs SOR group. 

指标在不同组别中均无异常且无统计学差异（P＞

0.05）。肝、肾功能评价显示，SOR组 ALT、AST、

TBA含量均高于 TA-SM组；TA-SM组 UREA含

量与其他组相差无几，CREA接近对照组，UA水

平低于 SOR组，均在正常范围内。经 HE染色后，

心脏、肝脏、脾脏、肺部、肾脏均未观察到明显

的病理变化（图 6），表明 TA-SM的体内生物安

全性良好。 

再次运用 Western blotting 和 qRT-PCR 法来验

证 Hippo 信号通路是否可以在 TA-SM 的干预下

发挥抗肝细胞癌作用。SOR 组和 TA-SM 组在肿

瘤组织中 STK25、STK38L、WWTR1 和 TEAD4

蛋白的相对表达量分别为 1.09±0.35和 1.99±0.48、

1.66±0.17和 2.57±0.57、2.13±0.31和 3.68±0.86以

及 1.77±0.25和 2.17±0.27，与模型组相比，TA-SM

组均显著增加（（P＜0.05）。与 SOR组相比，TA-SM

组肿瘤组织中 STK25、STK38L、WWTR1 3种蛋白

的表达均显著增加（（P＜0.05）。同时还发现，与模

型组相比，经 TA-SM 处理后 STK25、STK38L、

WWTR1和 TEAD4 mRNA的相对表达量均有所增加

（（P＜0.05、0.01、0.001），与 SOR组相比，TA-SM

处理后 STK25、WWTR1和 TEAD4 mRNA的表达显

著增加（P＜0.05、0.001）。结果表明，TA-SM可

以促进 Hippo 信号通路中相关蛋白及基因的表达

（（图 7-A、B）。 

随后对肿瘤组织中特异性蛋白进行了免疫组

化和免疫荧光染色。免疫组化染色结果显示，与对

照组比较，TA-SM组 STK25、WWTR1、TEAD4的

表达增加（（P＜0.05），但未发现 STK38L的表达（（图

7-C、D）。免疫荧光染色结果与免疫组化基本一致，

但发现 STK38L整体表达量较低，且未发现 TEAD4

的表达（图 8）。这可能是不同的实验方法检测灵

敏度不同所致。 

课题组前期研究证实 TA-SM 在体外模型中具

有抗新生血管生成的作用[49]，因此本研究接下来评

估了 TA-SM 在体内是否同样具有抗血管生成的作

用。结果显示，与对照组比较，TA-SM组可显著降

低 CD31以及 VEGF的表达（（P＜0.05、0.01）（图

7-C、D和图 8），这进一步证实了 TA-SM可以抑

制新生血管生成，表明抗新生血管生成作用可能是

TA-SM抗肝癌的作用机制之一。此外本研究又对

肿瘤组织中 Ki67的含量进行了测定，结果显示，

经 TA-SM处理后 Ki67的表达量较模型组显著下

降（P＜0.01），效果优于 SOR 组（图 8），表明

TA-SM抑制肿瘤细胞增殖的能力优于 SOR。 

4  讨论 

肝细胞癌是一种常见的恶性肿瘤，已有大量研究

结果表明，多种类型生物碱均具有抗肿瘤作用[50-52]。

有研究发现，MT通过抑制蛋白激酶 B（（Akt）/糖原

合成酶激酶-3β（GSK3β）/β连环蛋白（β-catenin）

信号通路，降低 β-catenin的转录活性，从而抑制肝

癌细胞的增殖并诱导凋亡[53]。谢小青等[54]研究发现

MT诱导肝癌细胞凋亡、抑制细胞增殖可能与 P38、

丝裂原活化蛋白激酶（（MAPK）、c-Jun氨基末端激

酶（JNK）信号通路有关。龙义熙等[55]研究发现，

OMT可以通过下调 γ干扰素（IFN-γ）的表达，抑 
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与模型组比较：*P＜0.05；与 SOR组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs model group; *P < 0.05 vs SOR group. 

图 7  肿瘤组织 Hippo 通路关键蛋白、基因表达水平（A、B）及免疫组化（C、D）检测 ( x±s，n＝6) 

Fig. 7  Detection of key proteins and gene expression levels (A, B) of Hippo pathway in tumor tissues, as well as 

immunohistochemistry (C, D) ( x±s，n＝6) 

制肝癌细胞中程序性死亡配体-1（（PD-L1）、溶质载

体家族成员 SLC7A11（（xCT）和谷胱甘肽过氧化物

酶 4（（GPX4）等铁死亡相关蛋白的表达，进而促进

肝癌细胞的铁死亡。也有研究表明[56]，SPC通过对

髓分化因子 88（MyD88）依赖途径的 Toll 样受体

（（TLR）4通路负性调节，下调 ERK、JNK、p38和

IKK的磷酸化水平，降低促纤维化和炎性细胞因子

TNF-α和 IL-6的表达，减少细胞周期蛋白 D1和增

殖细胞核抗原的表达，抑制肝星状细胞的激活，进

而减轻肝纤维化。吴黎川等[57]通过研究发现，SPD

衍生物能抑制肝癌细胞体外迁移与侵袭。本研究使

用体外细胞实验、生物信息学分析技术和体内模型 
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与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 SOR组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group; #P < 0.05 vs SOR group. 

图 8  肿瘤切片的免疫荧光图像( x±s，n＝6) 

Fig. 8  Immunofluorescence images of tumor sections ( x±s，n＝6) 

研究了 TA-SM对肝细胞癌的作用，发现 TA-SM对

HepG2和Huh-7 2种肝细胞癌及Balb/c裸鼠的CDX

模型具有显著的抑制作用，这表明 TA-SM 可能通

过调控 Hippo信号通路发挥抗肝细胞癌的作用。上
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述研究结果进一步证实了，TA-SM通过多组分、多

通道、多靶点共同发挥抗肝细胞癌的作用。 

目前的研究结果表明TA-SM对HepG2和Huh-

7 2 种肝肿瘤细胞均具有明显的抑制作用，这与

Zhang 等[58]所得结论一致，进一步支持 TA-SM 作

为潜在抗肝癌药物的有效性。但值得注意的是，TA-

SM 对 Huh-7 细胞的迁移抑制效果更优，这可能与

HepG2细胞的（ 小岛状”生长模式导致细胞间黏附

力增强有关。低浓度药物处理后，HepG2细胞的凋

亡率相对减少，推测其原因是低浓度药物处理后，

细胞的生长被抑制，而对照组由于没有药物干扰，

细胞因生长迅速而发生拥挤及营养竞争，导致细胞

的凋亡率比低浓度药物组高。当高浓度药物处理细

胞后，HepG2的凋亡率已超过 50%，而 Huh-7仅有

14.5%，推测 TA-SM更易触发 HepG2细胞的 DNA

损伤应答来增强凋亡效应。TA-SM 对 HepG2 细胞

G1期和 G2期的双重阻滞作用可能是其强效抑制增

殖的关键机制；而 Huh-7细胞仅表现为 G2期阻滞，

提示 TA-SM 可能通过不同细胞周期调控蛋白影响

细胞周期进程。 

蛋白质组学已在基础生物学研究、疾病机制与

诊断等多个领域得到广泛应用[59]，它能够解析细胞

信号通路、代谢网络以及蛋白质相互作用网络，揭

示生命活动的分子机制[60]。DIA检测技术全面的数

据采集方式使得 DIA 技术在探究药物与癌细胞之

间的作用机制方面具有广泛的应用前景[61]。GO 富

集分析和 KEGG 分析结果发现，TA-SM 可能通过

调控 Hippo信号通路抑制肝癌。且已有研究证明，

Hippo 途径是肝脏大小、再生、发育、代谢和稳态

的关键调节因子，Hippo 途径中的异常可导致常见

肝脏疾病的发展，如脂肪肝疾病和肝细胞癌[62]。已

有研究证明索拉非尼可以通过Hippo信号通路克服

肝细胞癌的耐药性 [63]。本研究也通过 Western 

blotting 和 qRT-PCR 实验从蛋白以及基因的方面进

行了验证，结果表明，TA-SM确实可以调控 Hippo

信号通路且具有浓度相关性。分子对接验证结果显

示，SM主要生物碱与 Hippo通路关键靶点 STK25、

STK38L、WWTR1、TEAD4均具有良好的结合力，

表明 TA-SM可以发挥抗肝细胞癌的功效。 

裸鼠 CDX 模型在探究药物对恶性肿瘤的作用

中具有广阔的应用前景和显著的优势[64]。本研究通

过构建裸鼠皮下CDX模型证实 TA-SM的体内抗肝

细胞癌作用，其抑瘤率与阳性对照药物 SOR等效，

能够显著延缓肿瘤的生长。SOR在治疗过程中会引

起肝功能异常，表现出 AST水平升高，这可能会影

响肝脏对胆汁酸的合成、分泌和排泄功能，导致胆

汁酸在血液中的浓度升高。SOR治疗组的裸鼠血清

尿酸水平明显升高，其原因可能在于 SOR 会降低

肾小球滤过率或导致肾小管重吸收功能异常，影响

尿酸正常排泄，最终引起尿酸含量升高。相反，TA-

SM治疗后的裸鼠并未出现此种情况。 

本课题组前期研究已证明 TA-SM 具有抗血管

生成作用，SOR也可以通过抗新生血管生成抑制肿

瘤生长[37]。因此，本研究又对血管生成相关因子

CD31、CD34、VEGF进行了检测。CD31作为血管

内皮细胞特异性跨膜蛋白，其表达下调可直接影响

血管内皮完整性[65]；而 VEGF作为促血管生成核心

调控因子，其水平降低可有效阻断内皮细胞增殖信

号传导[66]。两者在 TA-SM 作用下的协同性抑制现

象，提示 TA-SM 可能通过干预 VEGF/血小板内皮

细胞黏附分子 1（（PECAM-1）信号轴，进而破坏血

管生成过程中内皮细胞的活化、迁移及管腔形成等

关键生物学过程。CD34 作为内皮祖细胞动员标志

物的表达抑制，进一步佐证 TA-SM 可通过多靶点

干预阻断血管新生微环境中的细胞招募过程[67]。 

Ki67 是一种广泛用于评估细胞增殖活性的核

蛋白分子标志物，其生物学功能与细胞周期调控密

切相关[68]。Ki67指数越高，提示肿瘤细胞增殖越活

跃，通常与更高的恶性程度、侵袭性及不良预后相

关[69]。经过 TA-SM处理后，肿瘤组织中 Ki67的表

达量明显下降，且效果优于 SOR，这也证明 TA-SM

在体内抑制肿瘤细胞增殖效果更好。 
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