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

    

·1207· 

基于 1H-NMR 代谢组学的凹叶景天抗肝癌作用及质量标志物（Q-Marker）
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摘  要：目的  探究凹叶景天 Sedum emarginatum 对 H22 荷瘤小鼠的抗肝癌作用，运用核磁共振氢谱（1H-NMR）代谢组学

技术解析其作用机制，筛选凹叶景天抗肝癌潜在质量标志物（Q-Marker），为其临床应用与质量控制提供实验依据。方法  构

建 H22 荷瘤小鼠皮下移植瘤模型，将小鼠随机分为对照组、模型组、5-Fu（阳性药，20 mg·kg−1）组和凹叶景天醋酸乙酯部

位（SEEA）低、中、高剂量［生药 15、30（临床等效剂量）、60 g·kg−1］组，每组 10 只。造模成功后给药干预 14 d，5-Fu

组隔日 ip，SEEA 各剂量组每日 ig，对照组与模型组每日 ig 等体积 0.9%氯化钠溶液。观察小鼠一般状态，检测体质量、肿

瘤相关指标并计算抑瘤率与脏器指数；采用 ELISA 法检测血清白细胞介素（IL）-2、IL-6、肿瘤坏死因子（TNF）-α、干扰

素（IFN）-γ 含量；通过 1H-NMR 技术检测血清内源性代谢物，结合多元统计分析筛选差异代谢物，经 MetaboAnalyst 6.0 进

行代谢通路分析；借助 Swiss Target Predition 数据库筛选差异代谢物靶点，与凹叶景天抗肝癌靶点取交集得到协同效应靶点，

将其与凹叶景天活性部位抗肝癌主要成分及靶点匹配，筛选 Q-Marker。结果  SEEA 可显著改善 H22 荷瘤小鼠一般状态，

有效抑制肿瘤生长并调节脏器指数，其中中剂量给药效果最佳；能显著升高小鼠血清 IL-2、TNF-α 含量，降低 IL-6、IFN-γ

含量（P＜0.05、0.01）；可显著回调荷瘤小鼠模型中低密度脂蛋白/极低密度脂蛋白（LDL/VLDL）、乙酰乙酸、琥珀酸、亮氨

酸、肌酸 5 种异常代谢物；其抗肝癌作用主要调控丁酸代谢、三羧酸循环代谢通路；筛选出纤溶酶原（PLG）为协同效应靶

点，匹配得到金腰乙素、木犀草素、山柰素、芹菜素、异鼠李素、苜蓿素、白杨素 7 种活性成分，为凹叶景天抗肝癌潜在 Q-

Marker。结论  凹叶景天具有显著的抗肝癌药效，其作用可能通过调节机体炎症反应、能量代谢及氨基酸代谢实现，初步揭

示凹叶景天抗肝癌的 Q-Marker 及作用机制，为其进一步开发利用提供实验支撑。 
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Abstract: Objective  To explore the anti-hepatocellular carcinoma effect of Sedum emarginatum on H22 tumor-bearing mice, and to 

analyze its mechanism of action using 1H-NMR metabolomics technology. To screen potential quality markers (Q-Markers) of S. 

emarginatum for anti-hepatocellular carcinoma, providing experimental evidence for its clinical application and quality control. 

Methods  A subcutaneous tumor model of H22-bearing mice was established. Mice were randomly divided into a control group, a 

model group, a 5-Fu (positive drug, 20 mg·kg−1) group, and low-, medium-, and high-dose S. emarginatum ethyl acetate fraction 

(SEEA) groups [crude drug 15, 30 (clinical equivalent dose), 60 g·kg−1], with 10 mice in each group. After successful modeling, drug 

intervention was carried out for 14 days. The 5-Fu group was ip injected every other day, and the SEEA groups were ig administered 

daily. The control group and the model group were ig administered the same volume of 0.9% sodium chloride solution daily. The 

general condition of the mice was observed, and body weight, tumor-related indicators were detected, and the tumor inhibition rate and 

organ index were calculated. The contents of serum interleukin (IL)-2, IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-α, and interferon (IFN)-γ 

were detected by ELISA. The endogenous metabolites in the serum were detected by 1H-NMR technology, and the differential 

metabolites were screened by multivariate statistical analysis. Metabolic pathway analysis was performed using MetaboAnalyst 6.0. 

The target points of the differential metabolites were screened using the Swiss Target Prediction database, and the intersection with the 

previous anti-hepatocellular carcinoma targets of S. emarginatum was taken to obtain the synergistic effect targets. These were matched 

with the main components and targets of the active fraction of S. emarginatum for anti-hepatocellular carcinoma to screen Q-Markers. 

Results  SEEA could significantly improve the general condition of H22 tumor-bearing mice, effectively inhibit tumor growth, and 

regulate organ index, with the medium-dose administration showing the best effect. It could significantly increase the contents of IL-2 

and TNF-α in the serum of mice and decrease the contents of IL-6 and IFN-γ (P < 0.05, 0.01). It could significantly restore five 

abnormal metabolites, including low-density lipoprotein/very low-density lipoprotein (LDL/VLDL), acetoacetate, succinic acid, 

leucine, and creatine, in the tumor-bearing mouse model. Its anti-hepatocellular carcinoma effect mainly regulated butyric acid 

metabolism and tricarboxylic acid cycle metabolism pathways. Plasminogen (PLG) was screened as a synergistic effect target, and 

seven active components, including Chrysosptertin B, luteolin, kaempferol, apigenin, isorhamnetin, formononetin, and chrysin, were 

matched as potential Q-Markers of S. emarginatum for anti-hepatocellular carcinoma. Conclusion  S. emarginatum has a significant 

anti-hepatocellular carcinoma effect, which may be achieved by regulating the inflammatory response, energy metabolism, and amino 

acid metabolism of the body. The Q-Markers and mechanism of action of S. emarginatum for anti-hepatocellular carcinoma were 

preliminarily revealed, providing experimental support for its further development and utilization. 

Key words: Sedum emarginatum Migo.; anti-liver cancer; nuclear magnetic resonance hydrogen spectrum (1H-NMR); metabolomics; 

quality markers; chrysosptertin B; chrysophanol; luteolin; kaempferol; apigenin; isorhamnetin; formononetin; chrysin 

 

肝癌是全球第 6 大常见恶性肿瘤，亦是癌症相

关死亡的第 3 大原因。2025 年数据显示全球年新发

87 万例，我国新发 36.77 万例，占全球 42.5%，5 年

生存率不足 15%，疾病负担极为严峻，若按现有趋

势发展，肝癌新发病例数将近乎翻倍，从 2022 年的

87 万例增至 2050 年的 152 万例[1-4]。当前肝癌治疗

面临诸多瓶颈，多数患者早期症状隐匿、难以察觉，

确诊时已处于中晚期，错失根治性手术治疗的时

机；即便采用免疫检查点抑制剂（ICI）联合治疗方

案以提升疗效，其单药客观缓解率仅 14.7%～

20.0%，联合治疗虽有改善，但仍存在疗效未达预期

的问题，临床应用中仍面临耐药等相关挑战[5]。肿

瘤的高度异质性、免疫抑制性微环境，以及缺乏有

效的预测性生物标志物，是造成现有治疗手段疗效
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有限、耐药现象频发的核心原因[6]。现代抗肝癌药

物虽在治疗研究中取得较大进展，但在克服耐药等

关键问题上仍难以突破。而中药凭借多成分、多靶

点、整体调节的独特优势，成为肝癌综合治疗的重

要补充策略，可通过“扶正固本、肃清毒源”的整

体调控思路发挥治疗作用，在肝癌临床治疗中的价

值愈发凸显[7]。 

凹叶景天 Sedum emarginatum Migo. 为广西民

间治疗肝炎的常用道地药材，其化学成分种类丰

富，主要包括黄酮类、萜类、酚酸类等，其中黄酮

类为其核心活性部位，已从中鉴定出木犀草素、山

柰素、芹菜素、异鼠李素、苜蓿素、白杨素、金腰

乙素等代表性成分；此外还含有少量挥发油、甾醇

类等物质，为本研究筛选凹叶景天抗肝癌质量标志

物（Q-Markers）奠定了坚实的物质基础。 

本课题组前期研究已证实，凹叶景天具有明确

的抗肝癌活性，可通过上调 Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（Caspase-3）基

因表达，诱导 HepG2 肝癌细胞凋亡；其总黄酮部位

亦能显著抑制该细胞增殖[8-9]。团队前期联合 UPLC-

Q-TOF-MS/MS、网络药理学及分子对接技术，筛选

并预测凹叶景天中槲皮素、山柰酚、原儿茶酸等为

潜在抗肝癌 Q-Marker，初步阐明了其核心药效物质

与作用靶点[10]。但上述研究仅停留在成分预测与靶

点分析层面，未开展体内动物实验验证，亦缺乏对

免疫调节、代谢调控及整体抑瘤效应的系统评价。

基于此，本实验首先明确凹叶景天在体内的抗肝癌

药效，继而采用 ELISA 法检测小鼠血清炎症因子水

平，并结合核磁共振氢谱（1H-NMR）代谢组学技术

分析生物体内源性小分子代谢物的变化，从代谢调

控层面进一步揭示凹叶景天抗肝癌的 Q-Markers 及

其潜在作用机制。 

1  材料 

1.1  试剂 

重水（D2O，批号 F2306065）购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；磷酸盐缓冲溶液（PBS，

批号 WH0022K249），购自武汉普诺赛生命科技有

限公司；石油醚（分析纯，批号 20221011701）购自

成都市科隆化学品有限公司；醋酸乙酯（分析纯，

批号 220706）购自四川西陇科学有限公司；95%乙

醇（批号 20220612）购自江苏通远工贸有限公司；

0.9%氯化钠注射液（批号 H22052701）购自广西裕

源药业有限公司；四季青胎牛血清（批号 22090702）

购自浙江天杭生物科技股份有限公司；RPMI 1640

培养基（批号 8122496）购自赛默飞世尔生物化学

制品有限公司；5-氟脲嘧啶（5-Fu，批号 20240418）、

青链霉素混合液 100×（批号 20220920）购自北京

索莱宝科技有限公司；4%多聚甲醛固定液（批号

23067175）购自 biosharp 公司。 

小鼠白细胞介素（IL）-2 酶联免疫试剂盒（批

号 202403）、小鼠 IL-6 酶联免疫试剂盒（批号

202403）、小鼠 γ 干扰素（IFN-γ）酶联免疫试剂盒

（批号 202403）、小鼠肿瘤坏死因子-α（TNF-α）酶

联免疫试剂盒（批号 202403），购自北京诚林生物

科技有限公司。 

1.2  仪器 

GmbH 500M 型核磁共振波谱仪（ Bruker 

BioSpin 公司）；ME204102 电子分析天平（上海市

梅特勒-托利多仪器有限公司）；Milli-Q 纯水仪（南

宁市博美生物科技有限公司）；KXM-P06H 超声波

清洗机（昆山市小美超声仪器有限公司）；DZF-6050

真空干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）；Thermo 

Fisher 高速冷冻多用途离心机（四川优普超纯科技

有限公司）；BCD-259WTGPM 超低温冰箱（Midea）；

Fresco 21 高速冷冻离心机、Multiskan Sky 全波长酶

标仪、Nanodrop One 超微量分光光度计（Thermo 

scientific）；T100TM Thermal cycler PCR 扩增仪、

CFX ConnectTM Real-Time System RT-PCR 仪（BIO 

RAD）；JXFSTPRP-CL-24 冷冻研磨仪（上海净信实

业发展有限公司）。 

1.3  动物 

SPF 级雄性昆明小鼠，体质量 18～22 g，由湖

南斯莱克景达实验动物有限公司提供，实验动物生

产许可证号 SCXK（湘）2019-0004。小鼠在恒温

（22±2）℃、恒湿（60±5）%及 12 h 的光照与黑暗

交替的环境下饲养，适应性喂养 3 d 后开始正式实验。

本研究的动物实验方案已取得广西中医药大学实验

动物伦理委员会批准，批准号 DW20230302-014。 

1.4  细胞 

冻存于−80 ℃冰箱的肝癌 H22 细胞置于

37 ℃恒温水浴锅中解冻，完全融化后立即加入 3

倍冻存液体积的 RPMI 1640 完全培养基［含 RPMI 

1640 基础培养基、10%胎牛血清（FBS）、1%青链

霉素混合液］，轻轻吹打混匀。以 800 r·min⁻¹、室

温离心 5 min，弃去上清液，加入约 3 mL RPMI 1640

完全培养基重悬细胞沉淀至均匀，混匀置于 37 ℃、
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5% CO₂饱和湿度培养箱中常规培养[11]。 

1.5  药材 

凹叶景天药材（批号 202303）于 2023 年 3 月

采自贵州省黔南市布依族苗族自治州独山县，经广

西一心药业副主任中药师马利飞鉴定为景天科景

天属凹叶景天 Sedum emarginatum Migo. 的全草。 

取适量凹叶景天干燥药材，剪碎后加入 10 倍

量 70%乙醇，浸泡 30 min 后进行 3 次回流提取，提

取时间依次为 2.0、1.5、1.0 h；合并 3 次提取滤液，

减压浓缩制得 70%乙醇提取物浓缩液[8]。将上述浓

缩液依次用石油醚、醋酸乙酯各萃取 6～7 次，分别

回收有机相；取醋酸乙酯萃取相浓缩成浸膏，经

60 ℃以下减压干燥，得到凹叶景天醋酸乙酯部位

（SEEA）干浸膏，置于干燥器中密封保存备用，该

部位得膏率为 1.285%。 

2  方法 

2.1  分组、造模及给药 

取 SPF 级雄性昆明小鼠，随机分为对照组、H22

荷瘤模型组、5-Fu 组（阳性药）及 SEEA 低、中、

高剂量组，每组 10 只。 

取肝癌 H22 细胞，经无菌 PBS 缓冲液洗涤 2

次，调整细胞浓度至每毫升 1×107个；75%乙醇消

毒小鼠腹部后，每只 sc 0.2 mL 上述细胞悬液，待

小鼠腹腔形成乳白色浓稠腹水后处死，无菌条件下

抽取腹水，按上述相同方法连续腹腔传代 3 次，获

得活力稳定的 H22 腹水瘤细胞，调整细胞浓度后

冰浴备用；将小鼠右腋部位用 75%乙醇消毒，每只

sc 0.2 mL 上述腹水细胞悬液，接种后右侧腋下肉眼

可见黄豆粒大小肿块，既造模成功[12]；对照组小鼠于

相同部位按相同剂量 sc 0.9%氯化钠溶液，其余饲养

条件与荷瘤小鼠一致。实验过程中每天需观察小鼠

进食量、饮水情况、活动能力、背毛状态（倒竖、光

泽）、肿瘤隆起程度、体质量变化、排泄情况、精神

状态、存活和死亡的动物数量以及死亡的具体原因。

造模成功后开始给药干预，给药周期共 14 d。5-Fu 组

按 20 mg·kg−1剂量隔日 ip 1 次，每只 0.2 mL；SEEA

低、中、高剂量组分别按生药 15、30（临床等效剂

量）、60 g·kg−1剂量每日 ig SEEA 液，每只 0.2 mL；

对照组与模型组每日 ig 等体积 0.9%氯化钠溶液。各

组小鼠均在相同环境下饲养，期间正常摄食饮水。 

2.2  样本采集 

末次给药 12 h 后，对所有小鼠行眼球取血，收

集 0.5～1.0 mL 血液至血清管中，3 500 r·min−1 离心

10 min，取上清液置于−80 ℃冰箱冻存待测。取血

后处死小鼠并解剖，分离腋下肿瘤、胸腺及脾脏组

织，精密称质量，计算抑瘤率与脏器指数；将每只

小鼠的肿瘤组织均分为 2 份，一份用 4%多聚甲醛

固定，用于后续病理检测，另一份置于液氮中保存

备用。自小鼠接种部位出现肿瘤结节后，每日采用

游标卡尺测量肿瘤长径（a）与短径（b），计算肿瘤

体积（V）并绘制肿瘤生长曲线。 

脏器指数＝脏器质量/体质量 

V＝ab2/2 

抑瘤率＝(模型组肿瘤质量－给药组肿瘤质量)/模型组

肿瘤质量 

2.3  ELISA 法测定各组小鼠血清 IL-2、IL-6、TNF-

α、IFN-γ 含量 

取血浆样本，按试剂盒说明书检测血浆中 IL-

2、IL-6、TNF-α、IFN-γ 含量。 

2.4  血清 1H-NMR 代谢组学分析 

2.4.1  血清 1H-NMR 样品制备  从−80 ℃冰箱中取

出各组血清样本，常温下吸取 150 μL 血清置 2 mL

离心管中，加入 300 μL 的 0.2 mol·L−1 Na2HPO4/ 

NaH2PO4 缓冲液（pH 7.4），涡旋混匀，加入 50 μL 

D2O。混合血清样品在 4 ℃、12 000 r·min−1 离心

10 min，取上清液 450 μL 置 5 mm 核磁管中，密封

后用于 1H-NMR 谱的检测。 

2.4.2  NMR 检测  样品在 25 ℃下于 500 MHz 核

磁共振仪上测定，扫描次数 64，谱宽 10 kHz，脉冲

时间 9.50 μs，采样时间 3.28 s，弛豫时间 4 s，采样

间隔 100 μs，采用 cpmgpr1d 标准脉冲序列，预饱和

方式压制水峰，以乳酸的甲基质子峰（δ 1.33）作为

参考标准定标化学位移。 

2.4.3  数据分析与统计  采用 MestReNova 14.0 软

件对谱图进行相位和基线校正，乳酸的甲基质子峰

（δ 1.33）作为参考标准定标化学位移，以 1×10−8为

积分尺度、乳酸甲基共振双重峰（δ 1.33）为内标峰

完成化学位移基准校正；移除水峰干扰区域（4.8～

6.0）后，对 δ 0.5～9.0 的谱图区域进行分段积分，

对积分数据进行归一化处理，将标准化后的数矩阵

导出为文本文件。 

2.4.4  多元统计学分析   将数据导入数据至

SIMCA 14.1 软件开展多元统计学分析，具体参数设

置如下：①主成分分析（PCA）：采用帕累托标准化

进行数据预处理，主成分数设为 5，拟合方法选用

非线性迭代偏最小二乘（NIPALS），置信区间为
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95%，通过 PCA 得分图观察各组样本的自然聚类趋

势，判断模型组与其他组间的分离情况；②正交偏

最小二乘法（OPLS-DA）：数据预处理方式同 PCA，

潜在变量数设为 2；采用 7 折交叉验证验证模型稳

定性，同时对分类矩阵变量进行 200 次随机排列并

开展置换检验。以模型拟合优度（R2）、预测能力

（Q2）作为模型可靠性评价指标。评价 OPLS-DA 模

型的可靠性。分析中以单个散点代表 1 个独立样本，

不同颜色的形状区分不同实验组别，通过 OPLS-DA

中变量投影重要性（VIP）值＞1 且方差检验 P 值＜

0.05 为标准，筛选血清中显著差异代谢物。 

将差异代谢物导入 Swiss Target Predition 数据

库（http://swisstargetprediction.ch/）筛选其靶点，再

将得出的代谢物靶点与本团队前期网络药理学筛

选出的 140 个凹叶景天抗肝癌共同靶点[10]取交集，

最终得到凹叶景天抗肝癌的协同效应靶点。此外，

将差异代谢物导入 MetaboAnalyst 6.0（https://www. 

metaboanalyst. ca/）平台，开展代谢通路富集分析，

以 Impact＞0.01 和−lgP＞0.1 为标准筛选凹叶景天

抗肝癌的主要代谢通路。 

2.5  凹叶景天抗肝癌 Q-Markers 筛选 

将凹叶景天抗肝癌的协同效应靶点与本团队前

期网络药理学研究所得凹叶景天活性部位抗肝癌的

主要成分及靶点[10]进行化合物-靶点匹配分析，最终

筛选得到凹叶景天抗肝癌的潜在 Q-Markers。 

2.6  统计学分析 

采用统计软件 SPSS 21.0 和 Origin 2021 统计软

件进行统计分析和图表制作，数据以 x s 表示，统

计分析采用单因素方差分析，以 P＜0.05 为差异有

统计学意义。 

3  结果 

3.1  一般状态观察结果 

小鼠经皮下接种 H22 肝癌腹水细胞后，第 2 天

接种部位可陆续触及黄豆大小的肿瘤硬结。实验初

期，各组小鼠精神状态良好，活动正常，皮毛顺滑

且富有光泽，摄食、饮水均无明显异常。随给药周

期延长，造模小鼠与对照组相比，逐渐出现活动迟

缓、精神萎靡、毛色黯淡无光泽、眼球突出及摄食

饮水量下降等现象，其中以模型组表现最为显著。

实验观察期间，各组均无小鼠死亡。 

3.2  荷瘤小鼠体质量变化情况 

结果见表 1，给药第 0 天，与对照组相比，各

组小鼠给药前的体质量均无统计学差异（P＞0.05）。

给药第 14 天，各组小鼠体质量均增加，模型组小鼠

体质量显著增加（P＜0.01）；与模型组相比，5-Fu

和 SEEA 中剂量组小鼠体质量显著降低（P＜0.05、

0.01）。 

表 1  SEEA 对各组小鼠体质量的影响 ( ±s, n＝10) 

Table 1  Effects of SEEA on body weight of mice in each 

group ( ±s, n＝10) 

组别 剂量/(g·kg−1) 第 0 天 第 14 天 

对照 — 29.26±0.93 33.87±1.32 

模型 — 30.44±1.15 38.68±3.46## 

5-Fu 0.02 29.26±2.12 34.96±2.79** 

SEEA 15 29.81±1.17 36.47±2.63 

 30 30.19±0.88 35.76±2.72* 

 60 30.41±2.15 37.34±1.90 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

3.3  SEEA 对 H22 荷瘤小鼠抑瘤率及脏器指数的

影响   

结果见表 2，SEEA 可有效抑制 H22 肿瘤生长，

表现出明确的体内抗肝癌活性。与模型组相比，5-

Fu 组肿瘤质量极显著性降低（P＜0.01），SEEA 中

剂量组肿瘤质量显著性降低（P＜0.05）。 

与对照组相比，模型组脾脏指数显著升高（P＜ 

表 2  SEEA 对 H22 荷瘤小鼠抑瘤率测定结果 ( ±s, n＝10) 

Table 2  Tumor inhibition rate determination results of SEEA on H22 tumor-bearing mice ( ±s, n＝10) 

组别 剂量/(g·kg−1) 肿瘤质量/g 抑瘤率/% 脾脏指数/(mg·g−1) 胸腺指数/(mg·g−1) 

对照 — — — 0.42±0.11 0.42±0.11 

模型 — 1.675 0±0.673 4 — 0.73±0.09## 0.23±0.08## 

5-Fu 0.02 0.512 0±0.161 3** 69.43 0.53±0.15* 0.23±0.07 

SEEA 15 1.383 0±0.754 0 17.43 0.59±0.24 0.26±0.06 

 30 0.849 2±0.398 2* 49.30 0.46±0.12** 0.28±0.09 

 60 1.335 5±0.690 0 20.27 0.43±0.09** 0.24±0.08 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

x

x

x

x
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0.01），表明 H22 肝癌细胞接种造模成功，荷瘤状态

下小鼠免疫系统紊乱，出现脾脏代偿性增生，提示

肿瘤负荷明显损伤小鼠免疫器官的结构与功能；与

模型组相比，5-Fu 组、SEEA 中、高剂量组脾脏指

数均显著降低（P＜0.01）。与对照组相比，模型组

的胸腺指数显著下降（P＜0.05、0.01）；与模型组相

比，SEEA 各剂量组胸腺指数均有上升，但差异无

统计学意义（P＞0.05）。 

3.4  SEEA 对 H22 荷瘤小鼠瘤体积的影响 

结果如图 1 所示，随干预时间延长，各组小鼠

肿瘤体积均呈逐渐上升趋势，其中模型组肿瘤体积

增长最为迅速。与模型组相比，5-Fu 组及 SEEA 各

给药组肿瘤体积增长均受到抑制；抑制效果以 5-Fu

组最为显著，SEEA 中剂量组次之。上述结果提示，

SEEA 对 H22 荷瘤小鼠肿瘤生长具有抑制作用，呈

现一定的抗肝癌活性。 

3.5  SEEA 对小鼠血清炎症因子 IL-2、IL-6、TNF-

α、IFN-γ 含量的影响 

结果见表 3，与对照组相比，模型组小鼠中血 

 

图 1  SEEA 对 H22 肝癌荷瘤小鼠肿瘤体积的影响 ( ±s, 

n＝10) 

Fig. 1  Effect of SEEA on tumor volume in H22 hepatoma-

bearing mice ( ±s, n＝10) 

清 IL-2、TNF-α 含量显著降低，IL-6、IFN-γ 含量显

著升高（P＜0.01）；与模型组相比，SEEA 中、高剂

量组血清 IL-2、TNF-α 含量显著升高（P＜0.05、

0.01），IL-6、IFN-γ 含量显著降低（P＜0.01），其中

中剂量组效果最佳。 

3.6  1H-NMR 图谱的指认与分析 

各组小鼠血清中的 1H-NMR 图谱如图 2 所示。

通过化学位移、耦合常数等核磁数据分析，结合

HMDB（https://hmdb.ca/）数据库以及 Chenomx 

NMR suite（Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada）

软件分析，共指认出 25 个内源性代谢物，见表 4。 

3.7  血清差异代谢物的筛选 

分别采用 PCA、OPLS-DA 对每组 1H-NMR 数

据进行多元统计分析。分析图中每个点代表一个独

立样本，不同颜色的形状对应不同实验组别。由图

3 的 PCA 得分图可见，受样本个体差异、内源干扰

等因素影响，不同组别的样本存在一定程度的交叉

重叠，提示在无监督模式下，各组样本的整体谱学

特征相似度较高。为此，后续进一步采用 OPLS‑DA

有监督模式，以强化组间差异的提取与解析。 

对对照组、模型组和 SEEA 中剂量组进行

OPLS-DA 处理，结果如图 4-A、B、C 所示，模型

组与对照组、模型组与 5-Fu 组、模型组与 SEEA 中

剂量组均能实现明显分离，表明各组间小鼠血清代

谢轮廓存在显著差异。为验证所构建 OPLS-DA 模

型的可靠性，对其进行 200 次置换检验，结果如图

4-D、E、F 所示①模型组与对照组 R2＝0.587，Q2＝

−0.396；②模型组与 5-Fu 组 R2＝0.716，Q2＝−0.247；

③模型组与 SEEA 中剂量组 R2＝0.650，Q2＝

−0.382。置换检验中 Q2的回归线与 Y 轴交点均小于

0，表明所构建的 OPLS-DA 模型能够真实反映样本

数据特征，未出现过拟合现象，具备良好的解释能

力与预测能力。上述 OPLS-DA 模型分析结果证实， 

表 3  各组小鼠血清中 IL-2、IL-6、TNF-α、IFN-γ 含量 ( ±s, n＝10) 

Table 3  Levels of IL-2, IL-6, TNF-α, and IFN-γ in serum of mice in each group ( ±s, n＝10) 

组别 剂量/(g·kg−1) IL-2/(pg·mL−1) TNF-α/(pg·mL−1) IL-6/(pg·mL−1) IFN-γ/(pg·mL−1) 

对照 — 661.38±40.28 237.06±11.68 61.33±11.56 551.10±51.73 

模型 — 568.15±77.31## 194.04±27.80## 83.65±7.89## 780.33±67.73## 

5-Fu 0.02 649.83±49.20** 237.14±19.28** 70.56±10.38** 651.28±63.92** 

SEEA 15 620.77±62.78* 248.34±14.48** 78.08±7.38 698.03±47.01** 

 30 642.44±49.20** 236.72±21.99** 68.01±9.59** 658.65±37.31** 

 60 635.76±61.35* 234.43±18.50** 71.34±7.90** 659.92±25.08** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

x

x

x

x
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图 2  各组小鼠血清 1H-NMR 图谱 

Fig. 2  1H-NMR spectra of serum from mice in each group 

表 4  大鼠血清样本 1H-NMR 数据归属 

Table 4  1H-NMR data assignment of rat serum samples 

序号 代谢物 部分基团 δH 

1 低密度脂蛋白/极低密度脂蛋白（LDL/VLDL, low-

density lipoprotein/very low-density lipoprotein） 

CH3，CH2 0.87 (m) 

2 亮氨酸（leucine） αCH，βCH2，γCH，δCH3 0.96 (t, J＝5.6 Hz) 

3 异亮氨酸（isoleucine） αCH，βCH2，γCH₃，δCH3 0.94 (t, J＝5.8 Hz) 

4 缬氨酸（valine） αCH，βCH₂，γCH₃ 1.04 (d) 

5 3-羟基丁酸（3-hydroxybutyric acid） CH3 1.18 (d) 

6 乳酸（lactate） αCH，βCH3 1.33 (d), 4.12 (q) 

7 丙氨酸（alanine） βCH3 1.49 (d) 

8 赖氨酸（lysine） αCH，βCH2，δCH₂ 1.73 (m) 

9 N-乙酰基糖蛋白（N-acetylglycoprotein） CH3 2.14 (s) 

10 丙酮（acetone） CH3 2.24 (s) 

11 乙酰乙酸（acetoacetate） CH3，CH2 2.28 (s) 

12 谷氨酸（glutamate） αCH，βCH2，γCH2 2.35 (m) 

13 丙酮酸（pyruvate） CH3 2.38 (s) 

14 琥珀酸（succinate） CH2 2.41 (s) 

15 谷氨酰胺（glutamine） αCH，βCH2，γCH2 2.46 (m) 

16 柠檬酸（citrate） CH2 2.53 (d), 2.70 (d) 

17 肌酸（creatine） CH3，CH2 3.02 (s) 

18 氧化三甲胺（trimethylamine N-oxide） CH3 3.26 (s) 

19 牛磺酸（taurine） CH2 3.41 (t) (t, J＝6.6 Hz) 

20 甘氨酸（glycine） CH2 3.57 (s) 

21 β-葡萄糖（β-glucose） C1H，C2H，C3H，C4H，C5H，

C6H2 

4.66 (d) 

22 酪氨酸（tyrosine） αCH，βCH₂，εCH，δCH 6.91 (d), 7.20 (d) 

23 组氨酸（histidine） αCH，βCH2 7.09 (s), 7.85 (s) 

24 苯丙氨酸（phenylalanine） αCH，βCH2，CH 8.46 (s) 

25 甲酸（formate） CHO 7.32 (m), 7.42 (m) 

s-单峰；d-双重峰；t-三重峰；q-四重峰；m-多重峰。 

s-singlet; d-doublet, t-triplet; q-quartet; m-multiplet. 
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图 3  PCA 得分图 

Fig. 3  PCA score plots 

模型组与对照组、5-Fu 组、SEEA 中剂量组之间存

在显著代谢差异，提示小鼠经给药干预后，体内代

谢水平发生了明显改变。 

基于上述分析，以 OPLS-DA 模型中 VIP＞1 及

方差检验 P＜0.05 作为差异代谢物的筛选标准，对

小鼠血清中显著差异代谢物进行筛选。筛选结果如

表 5 所示，共获得 5 个显著差异代谢物，分别为

LDL/VLDL、乙酰乙酸、琥珀酸、亮氨酸及肌酸。 

3.8  代谢通路的富集分析 

为了进一步分析差异代谢物，将筛选得到的 5 

 

A、D-模型组 vs 对照组；B、E-模型组 vs 5-Fu 组；C、F-SEEA 中剂量组 vs 模型组。 

A, D-model group vs control group; B, E- model group vs 5-Fu group; C, F-SEEA medium dose group vs model group. 

图 4  OPLS-DA 得分图和置换验证图 

Fig. 4  OPLS‑DA score plot and validation plot 

表 5  凹叶景天抗肝癌的相关差异代谢物 

Table 5  Anti-liver-cancer related differential metabolites of S. emarginatum 

序号 代谢物 化学位移 VIP 值 P 值 

1 LDL/VLDL 0.87(m) 1.67 0.001 1 

2 乙酰乙酸 2.28(s) 1.55 0.000 6 

3 琥珀酸 2.41(s) 1.36 0.000 8 

4 亮氨酸 0.96（t, J＝5.6 Hz） 1.02 0.006 7 

5 肌酸 3.02（s） 1.02 0.003 7 

个差异代谢物分别导入 Metabo Analyst 5.0 进行通

路分析，筛选潜在代谢通路。代谢通路气泡图显示

其 主 要 涉 及 的 通 路 为 丁 酸 代 谢 （ butanoate 

metabolism）和三羧酸循环（tricarboxylic acid cycle）。

结果如图 5、表 6 所示。 

3.9  代谢物与抗肝癌相关靶点的筛选 

通过 Swiss Target Prediction 数据库筛选得到的

5 个代谢物，共对应 33 个靶点，各代谢物所对应的

靶点见表 7。将上述 33 个靶点与前期网络药理学研

究中获得的 140 个抗肝癌靶点取交集，最终确定凹 
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图 5  差异代谢物的通路富集分析 

Fig. 5  Pathway enrichment analysis of differential 

metabolites 

表 6  MetaboAnalyst 代谢通路分析结果 

Table 6  Results of metabolic pathway analysis by 

MetaboAnalyst 

序号 代谢通路名称 P −lg P Impact 

1 丁酸代谢 0.000 502 3.298 7 0.111 11 

2 三羧酸循环 0.049 881 1.302 1 0.032 73 

叶景天发挥抗肝癌协同效应的关键靶点为纤溶酶

原（PLG）。 

3.10  凹叶景天抗肝癌 Q-Markers 筛选 

将 PLG 协同效应靶点与本团队前期网络药理

学研究成果[10]中已明确的凹叶景天活性部位抗肝

癌的主要成分及靶点的化合物相匹配，结果发现筛

选到的活性化合物中金腰乙素、木犀草素、山柰素、 

表 7  代谢物靶点筛选结果 

Table 7  Screening results of metabolite targets 

代谢物 靶点 

LDL/VLDL — 

乙酰乙酸 HDAC3、EGLN1 

琥珀酸 GABRA2、GABRR1 

亮氨酸 

CACNA2D1、ADORA3、SLC1A1、GRM4、GRM5、GRM8、GRM1、GRM7、

GABBR2、GRIK1、LTA4H、GRIK2、OAT、GRIA1、GABRR1、GRM3、

GRM6、GRM2、GRIA4、GABRA1、SLC6A11、SLC6A13、SLC1A2、PLG、

GRIK3、GRIA2、SLC6A12、GRIK5、BBOX1 

肌酸 EGLN1、HDAC3 

芹菜素、异鼠李素、苜蓿素、白杨素这 7 种活性化

合物均能与 PLG 靶点结合，初步筛选为凹叶景天

抗肝癌潜在 Q-Markers。 

4  讨论 

本研究以 H22 肝癌细胞株构建昆明小鼠皮下

移植瘤模型，系统评价 SEEA 的体内抗肝癌活性，

并对其作用机制展开初步探究。小鼠皮下移植瘤模

型因造模周期短、操作简便、成瘤率高、肿瘤生长

趋势均一、瘤体位置表浅且便于动态观测等优势，

成为抗肿瘤药物体内药效评价的经典模型[13]。本研

究将 H22 肝癌细胞经昆明小鼠腹腔传代获得腹水

瘤后，接种于小鼠右侧腋部皮下可稳定成瘤，为实

验提供了可靠的动物模型基础；小鼠接种 H22 细胞

后第 2 天，接种部位可触及黄豆大小硬结，提示荷

瘤模型构建成功。连续给药 14 d 后，SEEA 低、中、

高剂量组对 H22 荷瘤小鼠均呈现不同程度的抑瘤

作用，其中中剂量组抑瘤率达 49.30%，高于中药抗

肿瘤有效评价标准（抑瘤率＞30%）[14]，证实其具

有明确的体内抗肝癌活性。与模型组相比，各给药

组肿瘤体积增长均受到显著抑制；从一般体征、肿

瘤生长及抑瘤率等多维度验证，SEEA 对 H22 荷瘤

小鼠具有显著的抑瘤效果。 

抗肿瘤药物在发挥抑瘤作用的同时，往往会影

响机体免疫器官及免疫功能，胸腺指数与脾脏指数

是反映机体免疫状态的重要指标[15]。其中胸腺作为

T 淋巴细胞分化、成熟的中枢免疫器官，在维持机

体免疫平衡与自身稳定中发挥关键作用；脾脏为机

体最大的外周免疫器官，参与细胞免疫与体液免疫

应答，是机体发挥抗肿瘤免疫效应的重要场所，因

此二者可作为评价药物对机体免疫功能影响的核

心指标[16-17]。本实验结果显示，与对照组相比，模

型组小鼠脾脏指数显著升高、胸腺指数明显降低，

提示荷瘤状态可引发小鼠免疫器官功能紊乱[13]；而

与模型组相比，SEEA 各给药组能显著降低异常升

高的脾脏指数，同时上调胸腺指数，表明 SEEA 可

有效改善荷瘤小鼠免疫器官萎缩及功能异常，对免
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疫器官具有保护作用，能够增强机体免疫功能。由

此推测，调节机体免疫功能、改善免疫器官损伤，

是凹叶景天发挥抗肝癌作用的重要机制之一。 

本研究结果显示，H22 荷瘤小鼠模型组呈现典

型的炎症‑免疫失衡状态：促炎因子 IL‑6 显著升高，

IFN‑γ 水平异常增高，而免疫激活与效应因子 IL‑2、

TNF‑α 显著降低，这与肿瘤微环境中炎症驱动肿瘤

生长、免疫功能受抑的病理特征高度一致。SEEA 干

预后，中、高剂量组可显著逆转上述因子紊乱，表

现为 IL‑2、TNF‑α 水平回升，IL‑6、IFN‑γ 水平下

降，且以中剂量效果最优。该调控效应与图 1 中肿

瘤生长抑制结果直接相关：SEEA 通过降低 IL‑6 水

平，阻断其介导的 STAT3 促增殖信号；同时下调异

常升高的 IFN‑γ，减轻其诱导的免疫耗竭。另一方

面，SEEA 可恢复 IL‑2 与 TNF‑α 表达，重新激活效

应 T 细胞与 NK 细胞的抗肿瘤免疫应答，最终实现

抑制肿瘤生长、改善荷瘤小鼠免疫功能的双重作

用。上述结果提示，SEEA 可能通过“抗炎‑免疫激

活”双重途径发挥抗肝癌活性，为其后续临床应用

提供了初步的药理机制依据。 

代谢组学通过分析生物体内小分子代谢物的

变化特征筛选疾病相关潜在标志物，可为临床疾病

的早期诊断提供科学依据[18]，其系统性、整体性的

研究特点，能从代谢网络的微观变化反映机体的整

体功能状态，与中医“整体观念”高度契合[19-20]。

本研究采用 1H-NMR技术对小鼠血清进行代谢组学

分析，筛选潜在差异代谢物，从代谢调控角度进一

步探究凹叶景天治疗肝癌的作用机制，共鉴定出 5

个差异代谢物，证实凹叶景天可通过回调该类代谢

物水平，调控丁酸代谢、三羧酸循环等核心代谢途

径，进而发挥抗肝癌功效。 

本研究发现，差异代谢物乙酰乙酸（c00164）

与琥珀酸（c00042）共同参与丁酸代谢通路。丁酸

是肠道微生物群发酵膳食纤维产生的短链脂肪酸

之一，可由碳水化合物经 α-酮戊二酸与琥珀酸生

成，已有研究证实，丁酸盐可通过补充肠道防御屏

障相关成分，抑制炎症细胞因子生成并减少氧化应

激[21]，还可通过代谢免疫调节、维护肠道屏障功能

稳定，阻断炎症反应并调控免疫功能，参与代谢相

关脂肪性肝病的发生发展[22-24]。短链脂肪酸与肠道

微生物代谢密切相关，不仅能为宿主代谢提供能

量，还是维持机体健康的重要信息介质，在肠道内

可发挥维持水电解质平衡、调节肠道菌群结构、改

善肠道功能、抗炎、抗肿瘤及调控基因表达等多种生

物学作用[25-26]。已有研究证实，丁酸可通过调控肠道

免疫、增强屏障功能、抑制炎症反应发挥抗炎与抗肿

瘤作用，且丁酸代谢与三羧酸循环密切关联[27]。据

此推测，凹叶景天可通过回调乙酰乙酸、琥珀酸水

平，调控丁酸代谢及三羧酸循环，进而发挥抗炎、

抗肝癌效应。三羧酸循环是机体能量代谢的关键途

径，其代谢异常是能量代谢紊乱的重要标志。本研

究结果显示，H22 荷瘤小鼠存在三羧酸循环紊乱，

机体能量代谢异常，而 SEEA 干预后，该代谢紊乱

状态得到明显改善，提示其可通过调控能量代谢发

挥抗肝癌作用。 

此外，本研究将差异代谢物靶点与前期网络药

理学筛选的抗肝癌靶点进行交集分析，发现 PLG 为

凹叶景天抗肝癌的协同效应靶点。PLG 与特定细胞

表面或细胞外基质受体结合后，可降解细胞外基

质，并激活多种基质相关生长因子与蛋白酶，进而

促进肿瘤细胞脱离细胞外基质后的存活、浸润与转

移[28]。靶点匹配结果显示，凹叶景天中金腰乙素、

木犀草素、山柰素、芹菜素、异鼠李素、苜蓿素、

白杨素等抗肝癌活性化合物均能与 PLG 靶点结合，

提示该类化合物可能为凹叶景天抗肝癌的潜在 Q-

Markers，与前期网络药理学筛选结果一致。需说明

的是，金腰乙素目前缺乏明确的抗肿瘤药效学文献

与实验数据支撑，虽其可与 PLG 靶点结合，但 Q-

Markers 的筛选需同时满足与药效直接相关、含量相

对稳定、检测方法可靠 3 大核心条件。鉴于金腰乙

素的抗肝癌药效证据不足，本研究暂未将其列入凹

叶景天抗肝癌 Q-Markers 范畴，后续需通过体外细

胞实验、体内动物实验进一步验证其抗肿瘤活性，若

能证实其具有明确的抗肝癌作用，可将其纳入 Q-

Markers 体系，以保证筛选结果的科学性与严谨性。 

本研究筛选的其余差异代谢物也与肝癌的发

生发展密切相关：LDL/VLDL 代谢异常是肝癌发

生发展的重要诱因，已有研究证实，高 LDL/VLDL

水平可通过促进脂质过氧化、诱导肝细胞氧化应激

损伤，激活磷脂酰肌醇 3 激酶 /蛋白激酶 B

（PI3K/Akt）等肝癌相关信号通路，加速肝癌细胞

的增殖与转移[29-30]，本研究中 SEEA 可有效回调

LDL/VLDL 水平，推测其可通过调节脂质代谢紊

乱、减轻肝细胞损伤发挥抗肝癌作用；亮氨酸作为

人体必需氨基酸，其代谢失衡在肿瘤代谢重编程中

发挥关键作用，肝癌细胞可通过异常激活亮氨酸代
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谢相关酶类，增强自身氨基酸供给，满足肿瘤快速

增殖的能量需求[31]，SEEA 对亮氨酸水平的回调作

用，可能通过干扰肝癌细胞的氨基酸代谢重编程抑

制肿瘤细胞增殖；肌酸是机体能量代谢的重要载

体，可维持细胞内 ATP 稳态，肝癌细胞的快速增殖

需要大量能量供应，易导致肌酸代谢异常升高[32]，

本研究中 SEEA 可下调肌酸水平，推测其可通过破

坏肝癌细胞的能量代谢稳态，抑制肿瘤细胞的生长

与存活，这与已报道的中药通过调控肿瘤能量代谢

发挥抗肿瘤作用的机制相一致[33]。 

本研究仅通过 1H-NMR代谢组学技术探索凹叶

景天抗肝癌的作用机制及 Q-Markers，尚未结合转

录组学、蛋白质组学等多组学技术，难以全面揭示

其抗肝癌的多层面调控机制，也无法明确代谢物变

化与基因、蛋白质表达之间的关联；其次，研究仅

聚焦于小鼠血清中的内源性代谢物，未检测肝脏组

织、肠道内容物等其他样本类型的代谢变化，无法

全面反映凹叶景天干预后机体的整体代谢调控特

征；此外，Q-Markers 的初步筛选仅基于靶点匹配

关系，缺乏后续的体内外药效验证与含量测定分

析。后续研究需针对性弥补上述局限性，结合多组

学技术、扩大样本检测范围、完善 Q-Markers 的验

证体系，进一步优化凹叶景天抗肝癌 Q-Markers 体

系，深入阐明其作用机制。 

综上所述，本研究以 H22 肝癌细胞株构建昆明

小鼠皮下移植瘤模型，结合免疫功能检测、1H-NMR

代谢组学分析及网络药理学验证，从多维度系统探

究 SEEA 的体内抗肝癌效应及潜在作用机制。结果

证实，SEEA 中剂量组抑瘤率达 49.30%，可有效抑

制荷瘤小鼠肿瘤体积增长；同时其能改善荷瘤状态

下小鼠的免疫器官功能紊乱，通过调节胸腺指数、

脾脏指数保护免疫器官、增强机体免疫功能，这是

其发挥抑瘤作用的重要机制。从代谢组学层面而

言，凹叶景天可通过回调 LDL/VLDL、乙酰乙酸、

琥珀酸、亮氨酸、肌酸 5 个差异代谢物水平，主要

调控丁酸代谢、三羧酸循环两条核心代谢通路，改

善机体代谢紊乱，进而发挥抗肝癌作用；结合靶点

匹配结果，确定木犀草素、山柰素、芹菜素、异鼠

李素、苜蓿素、白杨素为凹叶景天抗肝癌的潜在 Q-

Markers。本研究从整体动物、免疫功能及代谢调控

多维度阐释了凹叶景天抗肝癌的科学内涵，为其临

床合理应用、质量控制及进一步开发利用提供了坚

实的实验依据与理论支撑。后续研究需弥补本实验

的局限性，深入阐明凹叶景天多成分、多靶点、多

通路协同抗肝癌的完整机制，进一步优化 Q-Markers

体系，为其产业化开发与临床转化奠定基础。 
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